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ONSOZ

Kiikiirtlii bir aminoasit olan homosistein proteinlerin yapisina katilmaz. Normal
diyetle alinmaz ve viicuttaki tek kaynagi esansiyel bir amino asit olan metiyonindir.
Metiyonin metabolizmasi sirasinda bir ara iiriin olan homosisteinin metabolize olmasinda
baslica remetilasyon ve transsiilfiirasyon olmak {izere iki yol vardir. Homosisteinin
metabolizmasinda bu her iki yol da ¢esitli vitaminler ile aktive edilmektedir. Saglikli
insanlarda plazma homosistein diizeyi, remetilasyon ile metiyonine, transsiilfiirasyon yolu
ile sistein aminoasidine doniisiimiinii saglayan bu iki yolla yaklasik 5-15 pmol/L gibi bir

seviyede tutulur.

Artan plazma homosistein diizeyi pek ¢ok hastalik i¢in risk faktorii olusturmaktadir.
Bu artig, kalitim ve sonradan kazanilan olmak iizere bir¢ok faktérden etkilenmektedir.
Homosistein metabolizmasinda gorevli bir enzimdeki veya bir koenzimdeki anormallik
sonucunda hiperhomosisteinemi olugmaktadir. Hiperhomosisteineminin olusumunda yer
alan besinsel nedenler arasinda ise homosisteini metabolize eden folik asit, vitamin Bs ve

vitamin Bi2’nin kismi ya da tam eksikligi yer almaktadir.

Endotel iizerinde hiperhomosisteineminin, hiicre proliferasyonuna neden olma,
antitrombotik fonksiyonlarin1 bozma ve endotel bagimli vazodilatasyonu inhibe etme gibi
etkileri bilinmektedir. Homosisteinle kiiltiire edilmis endotel hiicrelerinde reaktif oksijen
tirlerinin olusumunun arttigi ve peroksitleri detoksifiye eden antioksidan enzimleri

engelledigi bildirilmektedir.

Biiyiik bir kismini serbest radikallerin olusturdugu bazi reaktif oksijen tiirleri
viicuda yogun bir zarar verme potansiyeli tagimaktadir. Normal oksijen molekiiliine gore
kimyasal reaktivitesi daha yiliksek olan oksijen formlaridir. Yiiksek aktiviteye sahip olan bu
serbest radikaller, molekiil yapilarindaki dengesizlik sebebiyle biitiin hiicre bilesenleri ile
tepkimeye girebilmektedirler.

Oksidatif denge olarak da bilinen serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin
ortadan kaldirilma hizi arasindaki denge durumu saglandigi siirece organizma, serbest
radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan
kaldirilma hizinda bir diisme olmasi bu dengeyi bozar. Olusan bu dengesizlik durumu
‘Oksidatif stres’ olarak isimlendirilmektedir. Oksidatif strese neden olan tehlikeli reaktif



oksijen tiirleri, gesitli biyolojik molekiillerle kolaylikla etkilesebilmekte ve bu etkilesimin

siddetli olmasi hiicre ya da dokularda hasar meydana gelmesine sebep olmaktadir.

Bir¢ok hastaligin olusumunda, serbest radikallerin anormal {iiretiminin, protein,
lipid ve niikleik asitleri etkileme nedeni yatar. Serbest radikallerin olusturacagi bu zararli
etkiler normal sartlar altinda hiicrelerin savunma sistemi ile kontrol edilir. Bu savunucu
sistemler, vitamin E, Vitamin C, melatonin ve glutatyon etkinligi, enzimatik olan veya

enzimatik olmayan koruyucu mekanizmalar olabilir.

Homosisteinin ana kaynagi metiyonin igeren hayvansal proteinlerin kisitlanmasi
hiperhomosisteinemi tedavisinde ilk uygulamadir. Kirmizi ette metiyonin yiiksek diizeyde
bulunur, bu yiizden Kisisel beslenmenin diizenlenmesi, homosistein diizeylerinin
azaltilmasinda  biiyiik  6nem  arzetmektedir. Birgok c¢alismada  homosistein
metabolizmasinda gorevli enzimlerin kofaktorleri olan folik asit, Vitamin B2 ve Vitamin
Bs ile yiiksek homosistein diizeylerinin miktarlari arasinda ters orantili bir degisme oldugu
gosterilmistir. Vitamin eksikligi, hiperhomosisteineminin etiyolojisinde en sik rastlanan
nedenlerdendir. Hiperhomosisteinemi tanist konulan kisilere antioksidan vitamin

takviyesinin ilk uygulanan tedavi yontemi olmasi bu nedene dayanmaktadir.

Bu ¢alismada uzun siireli metiyonin uygulanan ratlarda, homosistein seviyesindeki
artisin kalp dokusu ve eritrosit antioksidan sistem iizerine verdigi hasar ve vitamin C’nin

olusan bu hasar1 ne oranda etkilediginin arastirilmast amaglanda.

Arastirma “Ratlarda Hiperhomosisteineminin Eritrosit ve Kalp Dokusunda
olusturdugu Oksidatif Hasar Uzerine Vitamin C’nin Etkisi” isimli ve VTF-10015 kodlu
proje olarak, Adnan Menderes Universitesi BAP komisyonu tarafindan desteklenerek

gerceklestirildi.
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1. GIRIS

Homosistein (2-amino-4-merkaptobutirik asit) metiyonin metabolizmasinda bir ara
iiriin olarak olusur. Kiikiirt tasiyan bir aminoasit olan homosistein insan viicudunda bilinen
hi¢ bir proteinin yapisina katilmaz. ilk defa 1932 yilinda Amerikali biyokimyac1 Vincent
De Vigneaud tarafindan kesfedilmistir (De Vigneaud 1932). Hem homosistein hem de
metiyonin  birbirlerinin  Onciiliidiir, birinin yikim1  digerinin yapim asamasini
olusturmaktadir. Bu iliskinin temeli metiyonin metabolizmasindaki metiyonin dongiisiine

dayanmaktadir (Freeman ve Crapo 1982, Finkelstein 1998).

Total plazma homosisteini (tHcy) plazmada bulunan serbest ve bagli biyokimyasal
homosistein tiirlerinin toplamini tanimlar. Hiperhomosisteinemi (HHcy), total Hcy
diizeyinin 15 pmol/L degerinin iizerinde olmasi olarak tanimlanir (Kocabalkan ve ark
2000).

Hiperhomosisteinemi, homosistein metabolizmasi i¢in gerekli olan sistatyon [
sentetaz, isiya duyarl metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) gibi bir enzimdeki veya
bir koenzimdeki (folat, vitamin B12 veya vitamin Bg) anormallik sonucunda olusmaktadir.
Metiyoninden zengin olan hayvansal gida agirlikli beslenmenin hiperhomosisteinemi
yaptig1 bildirilmistir. Sigara, alkol alimi, kahve tiiketimi de yine hiperhomosisteinemi ile
iligkilidir. Genetik faktorler, bazi ilaglar ve renal yetmezlik de nedenler arasindadir
(McCully 1996, Emsley ark 1999).

Hiperhomosisteineminin  endotelin  hiicre  proliferasyonunu, antitrombotik
fonksiyonlarini bozdugu ve endotel bagimli vazodilatasyonu inhibe ettigi de bilinmektedir.
Uremik hastalarda homosisteinin 6zellikle okside formlarinmn birikimi sebebiyle serbest

oksijen radikalleri agir1 miktarda iiretilmektedir (Massy ve ark 2001).

Serbest radikaller, hiicre metabolizmas: sirasinda olusan biyokimyasal redoks
reaksiyonlar1 ile ortaya ¢ikan ¢iftlesmemis elektrona sahip molekiillerdir (Lunec ve Blake
1990). Serbest radikaller, pek c¢ok hastalik siirecinde onemli rol oynarlar. Stres ve
yaglanma olusumunda lipid peroksidasyonunda artigsa, antioksidan enzim aktivitelerinde
onemli degisikliklere sebep olduklar1 birgok arastirici tarafindan bildirilmektedir (Akkus
1995, Baydas ve ark 2002).



Serbest radikallerin anormal iiretimi protein, lipid ve niikleik asitleri etkileyerek
birgok hastaligin olusumuna neden olur. Normal sartlar altinda serbest radikallerin
olusturacagi zararli etkiler hiicresel koruma sistemi ile kontrol edilir. Bu koruyucu

sistemler melatonin, vitamin E, vitamin C ve glutatyon gibi enzimatik olan veya enzimatik

olmayan mekanizmalar olabilir (Jacques ve ark 1996).

Hiperhomosisteineminin etiyolojisinde en sik rastlanan neden vitamin eksikligidir.
Bu nedenle hiperhomosisteinemi tanist konulan sahislara ilk uygulanan tedavi yontemi

antioksidan vitamin takviyesidir (Upchurch ve ark 1997).

Bu ¢alismada, uzun siireli metiyonin uygulanan ratlarda homosistein diizeyindeki
artisin kalp dokusu ve eritrosit antioksidan sistem iizerine verdigi hasar ve ekzojen bir
antioksidan olan vitamin C’nin olugan bu hasar1 ne oranda etkilediginin arastirilmasi

amaclandi.



1.1.AMINOASITLER

Proteinler tabiatta bulunan sekil, biiyiikliik, yiik, hidrojen bagi yapma kapasitesi ve
kimyasal aktivite yoniinden birbirilerinden farkli yirmi ¢esit aminoasidi yapilarinda
bulundururlar. Aminoasitler a-karbonu adi verilen merkezi bir karbon atomuna, bir amino
gurubu (-NH>), bir karboksil grubu (-COOH), bir hidrojen atomu (-H) ve bir yan grubun
( Radikal) (-R) baglanmasiyla meydana gelen organik bilesiklerdir (Champe ve Harvey
1997).

R
|

H,N = C,=COOH
|
H

Sekil 1.1.Bir Aminoasidin Genel Formiili

Aminoasitlerin siniflandirilmasinda yaygin olarak R gruplarina gore yapilan

siiflandirma kullanilmaktadir (Brosnan ve Brosnan 2006).

1.1.1. KUKURT iCEREN AMINOASITLER

Kiikiirt igeren aminoasitler dort tane olup sistein, metiyonin, homosistein ve taurin
olarak adlandirilirlar. Bunlardan metiyonin ve sistein protein sentezi sonucunda

proteinlerin yapisina katilirlar (Cooper 1983, Brosnan ve Brosnan 2006).
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Sekil.1.2.Kiikiirt iceren aminoasitlerin yapilar1 (Brosnan ve Brosnan 2006)



1.1.2.METiYONIN

Genellikle diyetle hayvansal gidalardan ekzojen olarak alinan bir aminoasit olan
metiyonin (Met; M; 2-amino-4-metiltiyotobiitirik asit), ayrica viicutta endojen proteinlerin
bozulmas:t sonucu ya da homosisteinin remetilasyonu ile de olusabilir. Metiyoninin
homosisteinden farki, 4.pozisyondaki kiikiirt atomuna bir metil (-CH3) grubu baglanmis

olmasidir.
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Sekil 1.3. Metiyoninin ve homosisteinin yapisi (Davir ve ark 2001)

Metiyonin, standart genetik sifrede sadece bir kodona (AUG) sahiptir. Baslangic
kodonu olan bu AUG kodonunun 6zelligi, ribozomlarda mRNA'dan protein sentezleme
isleminin (Translasyon) baslayabilmesi i¢in baslangi¢ sinyalini vermesidir. Bu sebeple,
okaryotik hiicrelerde proteinlerin N-terminalinde yer alan ilk aminoasit metiyonindir.
Genellikle bu ilk metiyonin daha sonra proteinin yapisindan c¢ikartilir. Metiyonin diger

aminoasitler gibi proteinlerin baska pozisyonlarinda da yer alabilir (Davir ve ark 2001).

Metiyonin, transsiilfiirasyon yolu ile sistein aminoasidinin iiretilmesini, ayrica
spermin ve spermidin gibi poliaminlerin meydana gelmesini saglamasi gibi biyolojik
Oonemi olan esansiyel bir aminoasittir. S-Adenozilmetiyonine (SAM) ¢evrilerek protein
yapisina katilan metiyonin, ¢esitli biyolojik molekiiller i¢in metil kaynagi (-CHs) olmasiyla
onemlilik arz etmektedir. Ayrica, homosistein metabolizmasinda 6nemli bir role sahip olan
metiyonin; intraselliler folat metabolizmasi ve kolin katabolizmast igin gerekli
homosisteinin saglanmasi gibi biyolojik siireglerde yer alir ve memelilerin normal biiyiime

ve gelisimi igin gereklidir (Miller ve ark 1994, Finkelstein 2000).



1.1.3 HOMOSISTEIN

[lk defa 1932 yilinda Butz ve Du Vigneaud tarafindan tanimlanan homosistein

(Hcy) kiikiirt iceren 135,2 dalton agirliginda bir aminoasittir (Nygard ve ark 1999).

Homosistein [Hcy; HSCH2CH2CH(NH2)CO2H, 2-amino-4-merkaptobutirik asit],
sadece metiyonin metabolizmasmin bir ara {riinii olarak viicutta olusturulur. Diger
aminoasitlerin aksine diyetle birlikte alinan endojen proteinlerden sentezlenen metiyoninin
metabolizmas: sonucu, metiyoninin metil grubu alinarak ortaya ¢ikan metabolik bir
tiurevidir (Cooper 1983, Finkelstein 2000).

NH,
HC—CH,—CH,—SH
(|ZOO H
Sekil 1.4. Homosistein kimyasal yapisi (Nygard ve ark 1999)

1969 yilinda, McCully, bir otopsi sonucunu degerlendirirken, yogun arteriyel
tromboz, aterosklerozu olan c¢ocuklarda plazma ve idrarda yiiksek homosistein
diizeylerinin goriildiigiinii  bildirmistir. Bu godzlemlerine dayanarak, yiiksek plazma
homosistein diizeyleri ile vaskiiler hastaliklar arasinda bir iligki olabilecegi hipotezini

ortaya atmistir (McCully 2005).

Toplam plazma homosisteinin yaklasik %801 disiilfit kopriileriyle albiimine
baglidir. Bagli olmayan homosistein tirleri ise baslica ‘homosistein-sistin’ ve
‘homosistein-homosistein’ disiilfidleri seklinde bulunur. Kan dolagimindaki toplam

homosisteinin sadece %1°i serbest homosistein seklindedir (Nygard ve ark 1995).

Insan kan plazmasindaki homosistein, serbest veya proteine bagli olarak hem
indirgenmis hem de yiikseltgenmis formda bulunur (Cizelge 1.1). Homosistein sivi fazda
¢ok dayaniksiz olup miktar1 artinca oksidasyonla homosistine doniisiir (Sekil 1.5). Normal
saglikl kisilerin idrarindaki homosistein tespit edilemeyecek kadar eser miktardadir. Fakat
sistatyon B-sentaz eksikliginde homosisteinin sistatiyona doniisiimii azaldigindan dolay1

miktar1 artmaktadir. Metiltetrahidrofolat transferaz eksikliginde homosistiniiri meydana
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gelis sebebi ise, metiyonine geri doniisiimiin azalmasindan dolayidir (Temel ve Ozerol
2002).

/NH"J /NHZ

£

HS—CHs—CH5CH 2H@ ~CH—CH5CH
S
COOH ! | COOH
~NH, S _~NH,
HS—CH;~CH;~CH ~NCH;CH5CH
COOH \ COOH
Homosistein Homosistin

Sekil 1.5. Homosistein’in oksitlenmesi sonucu homosistin olusmasi (Temel ve Ozerol 2002)

Homosisteinle ilgili yapilan arastirmalar sonucunda bazi kimyasal tanimlamalar
belirlenmistir. Bu kimyasal tanimlamalardan, birincisi siilfidrilli ya da rediikte formdaki
homosistein. Ikinci tanimlama ise disiilfidli ya da okside formdaki homosisteindir.
Disiilfidli formlar, reaktif sistein kalintilar1 igeren proteinlerle ve sisteinle meydana gelir.
Uciincii bir tanimlama ise homosisteinin okside formlar1 mikst disiilfidler olarak da
adlandirilir. Dordiinciisii sistinli homosistein yani homosistein-sistein kompleksidir. “Total
homosistein” plazma ve serumdaki biitiin homosistein formlarin1 belirtmek i¢in kullanilan
kavramdir. Bu, Indirgenmis homosistein, proteine bagli homosistein, serbest homosistein
ve homosistein-sistein kompleksi gibi kavramlar i¢in genel olarak kullanilmaktadir (Temel
ve Ozerol 2002).

Cizelge 1.1. Total plazma homosistein bilesenleri ve yiizdeleri (Temel ve Ozerol 2002)
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Homosisteinin metabolizmasinin hiicre i¢inde siki bir sekilde ayarlanmasi hayati
onem tasir. Hiicrelerde homosisteinin olusumu ¢esitli mekanizmalarla oksidatif strese ve
toksik etkilere sebep olmaktadir. Bu nedenle Hcy iiretildikten sonra meydana gelen bu
etkilerin zararlarindan remelitasyon ve transsiilfiirasyon olmak iizere iki yolla homosistein

metabolize edilerek korunmaya ¢aligilir (Brosnan ve Brosnan 2006).

1.1.3.1 Homosistein Metabolizmasi

Homosistein metabolizmasinda remetilasyon ve transsiilfiirasyon olmak {izere

baslica iki yol vardir (Finkelstein 1998).

Transmetilasyon yolu ile metiyonin homosisteine doniisiir. Bir kez homosistein
meydana geldikten sonra ya remetilasyon yolu ile yeniden metiyonine dontisiir ya da

transsiilfiirasyon yolu ile sistatyonin ve sisteine metabolize olur (Mineer ve ark 1997).

Stabil izotopla isaretleme yonteminin metiyonin metabolizmasina uygulanmasiyla
transmetilasyon, remetilasyon ve transsiilfiirasyon yolaklarinin insandaki dagilimi
gosterilmistir (Di Buono ve ark 2003). Bu dagilimda, insanlarda geng eriskinlerde 1-1,5
gr/kg/giin protein alindiginda olusan homosisteinin yaklasik olarak % 43 remetile olurken,
% S57’sinin transsiilfiirasyon yoluyla metabolize edildigi gosterilmistir. Bu sonug¢ her iki
yolun da yaklasik olarak ayni 6neme sahip oldugunu ve hemen hemen ayni oranda

kullanildigint géstermektedir (MacCoss ve ark 2001).

1.1.3.1.1 Transmetilasyon

Diyetle alinan metiyonin, metiyonin adenozil transferaz (MAT) enzimi ile kiikiirt
atomuna ATP’den bir adenozil grubunun transferi sonucu metil vericisi olan ve oldukca
reaktif bir metil grubuna sahip olan S-adenozil-L-metiyonine (SAM) doniismektedir.
SAM, ilk defa 1953 yilinda Catoni tarafindan tespit edilmistir (Catoni 1953).

S-adenozil-L-metiyonin’deki bu metil grubu; fosfolipidler, proteinler, miyelin,
katekolaminler, polisakkaritler, kreatin, karnitin, DNA, RNA ve bir¢ok néromediyatore
transfer edilerek, metilasyon reaksiyonlarinin devamliligi saglanir. SAM, organizmadaki

en 6nemli tek biyolojik metil vericisidir (Moat ve ark 2004).

S-adenozil-L-metiyonin yapisinda bulunan metil grubunu glisin gibi metil
alicilarina  vererek ¢oklu transferaz enzimi ile S-Adenozil Homosisteine (SAH)
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doniismektedir. SAH, S-adenozilhomosistein hidrolaz enzimi tarafindan hidrolizi sonucu
homositein ve adenozine pargalanmakta, olusan homosistein remetilasyona girerek

metiyonine, serin ile birleserek sistatiyonine doniismektedir (Sekil 1.6).

cOOo coo
H3;N* - CH H3N* - c:x-x
tl’JHa ATP PPi+ Pi CHa
1, —nn e c8,
| Metiyonil adenozl transferaz |
s S Adenozin
<I:H, r':n,
Metiyonin S-adenozil metiyonin
R
Transmetilasyon
R-CH3
cOOo coo
HaN* - (%H H3N* - c:n
Cl:Hz Adenozin Ha O CIH’
T S-Adenozil homosi stein hidrolaz CHa
SH s Adenozin
Homosi stein S-Adenozil homosistein

Sekil 1.6. Homosistein olusumu (Mineer ve ark 1997)

1.1.3.1.2. Remetilasyon

Homosisteinden yeniden metiyonin aminoasidinin  sentezlendigi  yoldur.

Homosisteinin remetilasyon ile metiyonine doniisiimiinde gérevli olan enzimler:

1- Metiyonin sentaz (MS; 5-metiltetrahidrofolat-homosisteinmetiltransferaz)

2- Betain-homosistein metiltransferaz (BHMT),enzimleridir.

Betain-homosistein metiltransferaz temel olarak karacigerde bulunmasina ragmen
az miktarda da bobrekte bulunur ve metil vericisi olarak betain kullanilir. Metiyonin sentaz
(MS) enzimi ise dokularda yaygin olarak bulunur, metil vericisi olarak 5-
metiltetrahidrofolati (S-MTHF), kofaktor olarak ise Bi2 vitaminini kullanir (Stabler ve ark

1993). Bu yol kisa ve uzun olmak iizere iki farkli sekilde gergeklesir (Sekil 1.7).



Folat ve vitamin Bi2’den bagimsiz olarak g¢alisan kii¢iik bir remetilasyon yolu olan
bu kisa yol, baslica karacigerde daha az miktarda ise bobreklerde gergeklesmektedir. Bu
yolu katalizleyen betain homosistein metil transferaz (BHMT) enzimi, metil vericisi olarak
kolinin oksidasyon iirlinii olan betainin metil grubunu, homosisteine aktararak metiyonin
olustururken kendisi dimetilglisin’e (N,N-dimetilglisin) doniismektedir. Bu yol sayesinde
folat ve/veya vitamin Bi2 eksikliginde S-adenozil metiyonin sentezi i¢in gerekli olan

metiyoninin doku konsantrasyonunun varligi devam etmektedir (Finkelstein 1998).

Uzun yolu folik asidin plazmadaki bir formu olan 5-metiltetrahidrofolat
(5-MTHF)’in, bir metil grubu vericisi olarak rol oynamasi olusturmaktadir. Folat,
remetilasyon dongiisiinde hem kofaktér hem de koenzim olarak 5-MTHF metil grubunu,
metiyonin sentaz (MS) enzimi ile homosisteine aktararak metiyonin sentezini
gerceklestirir. Ayn1 zamanda diger taraftan da tetrahidrofolat (THF) olusur. THF ise daha
sonra kofaktorii vitamin Bz (riboflavin) olan 5,10-metilen tetrahidrofolat rediiktaz (5,10-
MTHFR) enzimi ile 5,10- Metilentetrahidrofolat’a (5,10- MTHF) ¢evrilir. 5--MTHF'den
metil grubunun homosisteine aktarilmasinda vitamin B, aract gorevindedir. Bi2 vitamini
eksikliginde 5-MTHF metabolizmasi etkisiz hale gelir ve birgok kimyasal tepkimelerde
karbon birimi alicis1 konumunda olan THF'a doniisemez (Seshadri ve Robinson 2000, Sen
ve ark 2009).

5,10-metilentetrahidrofolat rediiktaz enzimi, FAD bagimli bir enzimdir. Bu sebeple
homosistein metabolizmasi suda ¢oziinen dort vitamine (folat, vitamin By, vitamin Bs ve
vitamin Bg) ihtiyag duymaktadir. Bu dort vitaminin aktif koenzim formuna
dontisiimlerinde bozulmalarin olmasi1 veya herhangi bir eksikliklerinin goriilmesi

hiperhomosisteinemiye yol agmaktadir (Finkelstein 1998).

1.1.3.1.3. Transsiilfiirasyon

Homosisteini metiyonin dongiisiinden alip geri doniistimsiiz olarak 6nce
sistatyonine daha sonra sirasiyla sistein ve glutatyona doniistiiren yolaga transiilfiirasyon
denir. Bu reaksiyonlar sirasinda ayrica a-ketobiitirat, NHs", taurin, piriivat, siilfat ve CO2

de olusur (Mattson ve ark 2002).

Hiicre ortaminda fazla miktarda metiyonin varlifinda veya sistein sentezi gerektigi
zaman, homosistein transsiilfiirasyon yoluna girer. Bu yolak homosistein’in katabolizmasi

ile baslayan geri doniisiimsiiz bir yolak olup akabinde sistatiyon, sistein olusur. Olusan
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sistein ya glutatyonun (GSH) yapisina girer ya da siilfata doniiserek glikozaminlerin
yapisina katilir. Bu yol karacigerdeki glutatyonun en énemli temel kaynagidir (Obeid ve
Herrmann 2006).

Transstilfiirasyonun ilk basamaginda homosistein ve serin aminoasidi,
Sistatiyonin Beta Sentaz (CBS) enzimi tarafindan katalize edilerek sistatiyonini meydana
getirmektedirler. Sistatiyonin daha sonra gama-sistatiyonaz enzimi ile a-ketobiitirat, NHs"
ve sisteine metabolize edilir. Olusan sistein siilfata g¢evrilerek glikozaminoglikanlarin
(GAG: heparan, siilfat, kondraitin siilfat gibi) sentezinde kullanilir veya idrarla atilir. Diger
yandan, homosistein ile birleserek sistein-homosistein disiilfit bilesiklerini de

olusturabilmektedir (Finkelstein 1998).

Sistatiyonin Beta Sentaz enzimi transsiilfiirasyon yolu i¢in en énemli enzimdir. Bu
enzime ait homozigot defektler sebebiyle homosistein diizeyleri (>100 pumol/L) artarak
homosistiniiriye neden olur. Heterozigot defektlerde ise parsiyel CBS eksikligi meydana
gelir ve orta diizeyde hiperhomosisteinemi goriilebilir. Metiyonin yiikleme testinden sonra
hiperhomosisteineminin belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmasi ile teshisi konulabilir (Boztepe

ve Altok 2002, Temel ve Ozerol 2002).

Transsiilfiirasyon yolagi memeli dokularinda yaygin olarak rastlanmaz; bu yol
oncelikle karaciger, bobrek ve pankreasta meydana gelir. Ciinkii bu dokular glutatyon
dongiistinin en hizli oldugu dokulardir (Brosnan ve Brosnan 2006). Homosistein

metabolizmasi Sekil 1.7°de goriilmektedir.

1.1.3.2 Homosisteinin Hidrolizi

Homosistein sistein olusumunda siilfidril grubu saglayicisidir. Metiyoninden sistein
olusmasi sirasinda a-ketobutirat olusur; a-ketobutirat da propiyonil-CoA ve metilmalonil-
CoA iizerinden siiksinil-CoA’ya dontigiir. Sistein, serinin karbon iskeleti ve metiyoninin
veya homosisteinin kiikiirtlii pargalarini igeren formudur. Sistein ayrica, protein sentezi,
glutatyon sentezi i¢in de kullanilir veya diger katabolizma {iriinlerine donistiirtiliir.
Metiyonin veya homosistein karbon iskeleti a-ketobiitirat formunda, piriivat hidrojenaz
veya ketoasit dehidrojenaz kompleksinin zincirlerinden birisiyle mitokondri i¢ine alinarak
oksitlenir ve Siiksinil CoA ile TCA dongiisiine girer (Paxton ve ark 1986, James ve ark
1999).
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1.1.3.3 Homosistein Metabolizmasinin Regiilasyonu

Homosistein metabolizmasinin diizenlenmesinde ara metabolitlerin miktari, diyet
icerigi gibi; birgok faktdriin etkili oldugu bilinmektedir. Ornegin; homosistein olusumunun
S-Adenozilhomosistein  ve S-Adenosilmetiyonin gibi etkili metabolitler tarafindan
remetilasyon ve transsiilfiirasyon yollariyla diizenlendigi goriiliir. Metiyonince zengin bir
Ogiiniin tiiketimini takiben hepatik SAM diizeyi artar. Bu durum sistatiyonin-p-sentaz
enziminin aktivasyonuyla SAM fonksiyonunun artmasina ve metilentetrahidroflat
rediiktazin inhibe olmasina neden olur. Bu nedenle homosistein remetilasyonu

siirlandirilir (Malinow 1994, James ve ark 1999).

Homosistein remetilasyonunu smirlandiran bu asamalar fazla miktardaki
metiyoninin sistein sentezine dogru kaymasina ve yeter miktardaki metiyonini saglamaya
yardimci olur. SAH, sistatiyonin-B-sentazin bir aktivatorii oldugundan transsiilfiirasyon
yoluyla homosistein degisimini saglamak i¢in SAM ile sinerjik olarak calisir. SAH
tarafindan sistatiyonin-p-sentazin aktivasyonu transmetilasyonun inhibisyonunu ve asiri

derecede SAH birikimini kontrol etmek igin ¢alisir (Finkelstein ve ark 1974).

Ortamda sistein varsa, homosistein transsiilfiirasyon yolagina degil, transmetilasyon
yolagina girdigi izotop calismalarindan elde edilen verilere gore gosterilmistir. Bu verilere
gore sisteinin, metiyonin-homosistein metabolizmasinda diizenleyici etkiye sahip oldugu

ispatlanmigtir (Di Buono ve ark 2003).

Homosistein metabolizmasini  diizenleyen enzimler metiyonini koruyan ve

katabolize edenler olarak iki gruba ayrilabilir.

Birinci grup; metiyonini koruyan enzimler (MAT: Metiyonin Adenozil Transferaz
izoenzimleri, SAM bagimli transmetilazlar, BHMT: Betain Homosistein Metil Transferaz
ve MS: Metiyonin Sentaz enzimi) kendi metabolitleri ve iriinleri tarafindan inhibe
edilmektedir. Bu enzimlerle beraber adenozilhomosisteinaz enzimi de metiyonin

dongiisiiniin olugsmasini saglar (Corrales ve ark 2002).

Ikinci grup ise; metiyonini katabolize eden enzimler (Hepatik metiyonin S-adenozil
transferaz, sistatiyonaz, sistatyonin sentaz ve adenozilhomosisteinaz) olup, kendi

metabolitleri tarafindan aktive edilirler ve diyetle alinan metiyonin miktarinin artmasi
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sonucunda karacigerdeki diizeyleri artis gosterir (Finkelstein 2000, Finkelstein ve Martin
2000).

1.1.3.4 Homosistein Diizeyleri ve Ol¢iimii

Homosisteinin 6l¢iimii amaciyla farkli yontemler kullanilmaktadir. Bunlardan
bazilar1 sunlardir: Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi
kiitle spektroskopisi (GC-MS), aminoasit kromatografisi, ELISA, antikor floresans

polarizasyon immunoassay, elektrokimyasal ve radyoenzimatik 6l¢iimdiir (Perry 1999).

Homosistein diizeyleri genellikle total plazma homosisteini veya total serum
homosisteini olarak Olciilmektedir. Bu Ol¢iim serbest ve proteine bagli kismi da
icermektedir. Yapilan ¢aligmalarda plazma homosistein diizeylerinin yaslanma ve cinsiyet
(erkeklerde) ve postmenopozal kadinlarda degisebilecegi saptanmistir (Jousilahti ve ark
1996, Utku ve Celik 2002).

Normal homosistein diizeyine sahip Kkisilerde homosistein artisinda siiphe
edildiginde oral metiyonin yiikleme testi yapilabilmektedir. Bu test oral metiyonin
verilmesine takiben hiicre i¢i homosistein dretimi ve kullanimi arasindaki dengenin
arastirilmas: amaciyla yapilir. Metiyonin yiikleme testi yapilmadan 6nce ve yapildiktan
sonra 6. ve 8. saatlerde plazma homosistein 6l¢iimii yapilmaktadir. Kullanilan oran 100
mg/kg olup oral olarak verilmektedir. Metiyonin yiiklemesinden sonra 6l¢iilen oran, aglik
diizeyine gore 2 standart sapmadan daha fazla ise hiperhomosisteinemiden bahsedilir
(Bostom ve ark 1999).

1.1.3.5 Hiperhomosisteinemi

Insanda plazma total homosistein diizeylerinin 15 pmol/L’nin iizerine ¢ikmasi
“hiperhomosisteinemi” (HHcy) olarak tanimlanmaktadir. Total plazma homosistein
diizeyine gore hafif, orta ve agir hiperhomosisteinemi olarak degerlendirilmektedir
(Cizelge 1.2) (Robinson ve ark 1995, Jacobsen 1998).
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Cizelge 1.2.Hiperhomosisteinemide plazma homosistein diizeyleri (Temel ve Ozerol 2002)

Hafif Hiperhomosisteinemi 15-25 umol/L

Orta Hiperhomosisteinemi 25-50 umol/L

Agwr Hiperhomosisteinemi 50-500 umol/L

Siddetli hiperhomosisteineminin arteriyoskleroz ve serebral tromboemboli sebebi,
orta hiperhomosisteineminin ise vaskiiler risk faktorii olabilecegi oOne siiriilmiistiir
(Kocabalkan ve ark 2000, Turgut ve ark 2004, Gezici ve ark 2008). Hafif
hiperhomosisteineminin ise kontrol altinda tutulmas: ileriki donemlerde hipertansiyon ve
koroner hastaliklarin gelisiminin 6nlenmesi agisindan énemlidir. Hiperhomosisteineminin

genel populasyondaki prevalansi % 5-30 arasindadir (Dal ve ark 2006).

Saglikli yetiskinlerde homositein diizeyi 5-15 umol/L olarak 6lgiilmiigse de, bunu
normal olarak degerlendirirken dikkatli olunmalidir; ¢iinkii 10 pmol/L diizeyinden sonra
homosistein ile iligkili saglik riskleri artmaktadir. Uygun beslenme ve tedavi ile
homosisteinin 10 pmol/L diizeyinde tutulmasi miimkiindiir (Robinson ve ark 1995,
Jacobsen 1998).

1.1.3.6 Hiperhomosisteineminin Nedenleri

Plazma homosistein diizeylerini etkileyen bir¢cok faktdor bulunmaktadir. Bunlar;
demografik, genetik, edinsel, yasam stili ve fizyolojik faktorler ile bazi kronik hastaliklar
olmak tiizere smiflandirilabilir. Ayrica bir¢ok ilag homosistein diizeyini degistirebilir
(Jacobsen 1998, Hankey ve Eikelboon 2001).

Homosistein diizeylerini etkileyen ve hiperhomosisteinemiye neden olan faktorler

Cizelge 1.3’de gosterilmistir.
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Cizelge 1.3. Hiperhomosisteinemi nedenleri (Hankey ve Eikelboon 2001)

1-Homosistein Metabolizmasindaki Genetik Bozukluklar

Transiilflirasyon yolunda

Sistatyonin B-sentaz enzim eksikligi
Remetilasyon yolunda
N5,N10-metilen-tetrahidrofolat rediiktaz eksikligi

Metiyonin sentaz eksikligi

2- Kronik Hastaliklar

Kronik bobrek yetmezligi

Diyabet

Hipotiroidizm

Ciddi psoriazis

Maligniteler (Akut lenfoblastik 16semi, over, meme, pankreas kanseri)

Transplant alicilari

3- Edinsel Nedenler

Vitamin Biz eksikligi
Folik asit eksikligi
Vitamin Bg eksikligi

Metiyonin aliminin artmas1 (Hayvansal protein alimi)

4- Fizyolojik Nedenler

leri yas

Erkek cinsiyet
Sigara kullanimi
Fiziksel inaktivite

Menopoz

5- Tlaclar

Metotreksat (Dihidrofolat rediiktaz inhibitorii)
Fenitonin ve karbamezapin (Folat antagonistleri)
Nitr6z oksit (Vitamin Byz antagonisti)
6-azouridin triasetat (Vitamin B12 antagonisti)

Metilksantin (Vitamin Be inhibitorii)
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1.1.3.7 Hiperhomosisteineminin Patofizyolojik Mekanizmalari

Hiperhomosisteinemi ile iliskili aterojenik olaylar endotel hasari, bunu takip eden
trombosit aktivasyonu ile trombus olusumunu kapsamaktadir. Calismalarda, homosistein
aracilt endotel hasarinin subendotelyal matrikste bagladigi ve takibinde trombosit

aktivasyonu olustugu gosterilmistir ( Kuch ve ark 2001, Pfanzagl ve ark 2003).

Ayrica yiiksek homosistein seviyeleri ile reaktif oksijen tiirleri olusumu, endotelyal
toksisite, trombositlerin artmis adezyonu, pihtilasma faktorlerindeki modifikasyonlar ve

azalmig adenozin tiretimi de goriilmektedir (Miner ve ark 1997, Riksen ve ark 2003).

Homosistein, prooksidan bir molekiil olarak diisiiniilmektedir. Homosistein
plazmaya gegerse okside olur. Homosisteinin homosistin ve hidrojen peroksite
otooksidasyonu potansiyel sitotoksik pek ¢ok reaktif oksijen tiirevlerinin olusumuna neden
olmaktadir. Homosisteinin tiyol (-SH) grubu hizli bir sekilde okside olur. Bu oksidasyon
esnasinda siiperoksit anyon radikali (O2™) hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali
(OH") meydana gelir. Aterojenik olaylarin baslangi¢ basamagi oksidasyon sirasinda agiga
¢ikan bu reaktif oksijen tlirevlerinin olusumu ile indiiklenir. Bu reaktif oksijen tiirevlerinin
olusumu da endotelyal hiicre biitiinliigiinii bozarak endotel hasarina sebep olur ve etkilenen
damarlar ateroskleroz gelisimine predispoze duruma gelir. Ayrica bu radikaller endotel
hiicrelerinin ylizeyinde, plazmadaki lipoprotein pargaciklarmin igindeki gibi lipid

peroksidasyonunu baglatabilir (Loscalzo 1996).

Homosistein, vaskiiler hiicrelerin biyokimyasal ve biyosentetik fonksiyonlarini
etkileyerek  vaskiiler —matrikse de dogrudan =zarar vermektedir. Homosistein
oksidasyonunun olduk¢a reaktif bir iriinii olan homosistein tiolaktonun, intimal
makrofajlar tarafindan alinan agregatlar1 olusturmak tizere diisiik dansiteli lipoproteinle
(LDL) ve olgunlagmamis ateromatoz plak i¢inde kopiik hiicreleriyle birlestigi yapilan
caligmalarda belirtilmektedir. Ayrica LDL kolesteroliin oksidasyonuna yol agarak LDL’nin
plazmadan temizlenmesini saglayan reseptorlere baglanmasini engel olmakta, okside
LDL’nin serum seviyesini artirmakta ve endotelde kopiik hiicrelerine doniisiimii saglayip

ateroskleroza zemin hazirlamaktadir (Welch ve Loscalzo 1998).

Homosistein ile indiiklenen vaskiiler hasara ait diger bir mekanizma ise nitrik oksit

(NO) ile iliskilidir. NO, nitrik oksit sentaz tarafindan katalize edilen bir reaksiyon sonucu
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L-argininden olusan, bir¢ok biyolojik etkiye sahip bir molekiildiir. Endotelyum-bagimli bir
vazodilator olan NO, antitrombotik ve antiproliferatif bir molekiill olup, kardiak

kontraktiliteyi de diizenlemektedir (Lentz 1997, Seshadri ve Robinson 2000).

Normal endotel hiicrelerinin NO iireterek homosisteini detoksifiye ettikleri yapilan
caligmalarda gosterilmistir. Normal plazma konsantrasyonlarinda homosistein, oksijen
varliginda NO ile birleserek S-nitrozo-homosisteini (SNOHcy) olusturmaktadir. S-nitrozo-
homosistein ayn1 zamanda Kuvvetli bir trombosit inhibitorii ve vazodilator etkiye sahip
olup, trombosit agregasyonu ve trombosit-aracili vazokonstriiksiyonu inhibe ederek;
NO’nun damar-koruyucu etkilerini artirmaktadir (Stamler ve ark 1993, Lentz 1997,
Seshadri ve Robinson 2000).

Homosisteinin NO sentezini bozarak da NO miktarint azalttigi bildirilmistir. Rocha
ve arkadaslar1 (2012), yapmis olduklari galismada, hiperhomosisteiminin nitrik oksit
biyoyararlanimini azaltti§in1 ve bu yiizden vaskiiler hastalik ve endoteliyal disfonksiyonda

bagimsiz bir risk faktorii olarak diisiiniilebilecegini belirtmislerdir.

NO’nun biyoyararlaniminin azalmasindaki diger bir muhtemel mekanizmasi ise;
endojen inhibitorii olan asimetrik dimetilarginin (ADMA) tarafindan Endotelyal Nitrik
Oksit Sentetazin’in (eNOS) baskilanmasidir (Lentz ve ark 2003). ADMA, 6zellikle endotel
hiicreleri tarafindan sentezlenen NO yolaginin 6nemli bir endojen diizenleyicisidir. ADMA
diizeyindeki artisin endotel disfonksiyonunun yeni bir belirteci olabilecegi ileri
stirilmektedir (AKkiprik ve ark 2007). ADMA, ¢ogunlukla endotel hiicrelerde ve bobrekte
bulunan Dimetilarjinin  Dimetilaminohidrolaz (DDAH) tarafindan L-sitriiline ve
dimetilamine metabolize olur. ADMA diizeyinin artmasimin 6nemli bir sebebi DDAH

fonksiyon yetersizligidir (Ito ve ark 1999).

Homosisteinin ADMA seviyesini artirarak NO sentezini azalttigi ve bu yolla
endotel fonksiyonlari bozdugu bildirilmektedir. Homosisteinin DDAH enzim aktivitesini
azalttigi, Protein arginin metiltransferaz (PRMT) enzim aktivitesini ve proteolizi artirdigi
ve bu yolla ADMA diizeyini artirdigr son yillarda yapilan g¢alismalarla gosterilmistir
(Markus ve ark 2003).

ADMA ve homosisteinin olusum mekanizmalar1 akla geldiginde aralarinda

metabolik bir iliski oldugu ileri siiriilmektedir. Bu iki molekiil birbirleriyle metil transferaz

17



reaksiyonlar: sirasinda karsilasmaktadir (Dayal ve Lentz 2005). ADMA olusumu, PRMT
enzimleri tarafindan metillenmis proteinlerin proteolizinden olusmaktadir. PRMT’ler ise
bu metilasyon islemlerini SAM’1n metil donérligiinde yapmakta ve SAM’1n metil grubu
vermesiyle SAH (ve sonugta homosistein) meydana gelmektedir (Cynober 2002, Boger ve
ark 2009, Pope ve ark 2009). Ayrica homosisteinin DDAH inhibisyonuna da sebep
olabilecegi soylenmektedir (Doshi ve ark 2005). Homosisteinin, ADMA arasindaki
muhtemel iliski ve homosisteinin ADMA metabolizmasma etkileri Sekil 1.8.’de

gosterilmistir.

rassssse) JOMOSISTEIN

: Protein-arginin ()
5 SAM

E | PRMT Tip-1

llIIIIIIIIIIIIIISLAI'I

\J

Proteoliz DDAH
Metillenmis protein gy ADNIA sl Sitriillin + Metilaminler
v Yikim

mEmmmEmssEE..
Lo ASTOULy

Argini1) me—— Nifrik Oksit
PRMT: Protein arginin metiltransferaz Nitrik OKksit Sentaz (NOS)

DDAH: Dimetilarjinin Dimetilaminohidrolaz

ADMA: Asimetrik Dimetilarginin
Endotel Disfonksivonu

Sekil 1.8. Homosisteinin ADMA metabolizmasina etkileri (Wanby ve ark 2003)
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Homosistein

! I

Homosistein-tiyolakton Homosistin

l

LDL-Homosistein-Tiyolakton

! !

Kopiik hiicresi —#  ROS

— N~

Endotel Vaskiiler diiz Lipit LDL
Disfonksiyonu  Kas hiicre peroksidayonu oksidasyonu
cogalmasi

l

ATEROTROMBOZ

Sekil 1.9. Homosisteine bagli vaskiiler hasar mekanizmasi (McCully 1996)

Hiperhomosisteineminin hipertansiyon olusumunda da etkili oldugu ortaya
konulmustur (Sekil 1.10). Hiperhomosisteineminin vaskiiler hastalik igin sigara ve arterial
hipertansiyon gibi bagimsiz bir risk faktorii oldugu bulunmus ve sigara icen ve hipertansif
hastalarda risk katlanmasina yol acmustir. Ozellikle bu yiizden arastirmacilar
hiperhomosisteinemili hastalarda sigaray1r birakmanin ve arteriyel hipertansiyonu kontrol

etmenin 6nemini vurgulamaktadirlar (Yapici 2004).
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HIiPERHOMOSISTEINEMI
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I Nitrik olksit
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T Angiotensin II
T Endotelin 1

Vazokonstriksiyon

r
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sentezi

Sekil 1.10. Hiperhomosisteineminin hipertansiyon olusumundaki rolii (Bulmus 2006)

Hiperhomosisteineminin patofizyolojisinde yiiksek homosistein diizeylerinin

etkilerini 6zetlersek:

L 4

HIPERTANSIYON

v" LDL-kolesterolii okside eder

AN N N N N

Endoteliyal fonksiyonlari bozar

Lipid alimin1 ve birikimini artirir
Inflamatuvar yolaklar1 uyarir

Diiz kas proliferasyonunu uyarir

(Kaul ve ark 2006).

Damar duvarina monosit adezyonunu artirir

Platelet disfonksiyonuna neden olur

Koagiilasyon faktorlerini aktive ederek tromboza egilim olusturur




1.1.3.8. Hiperhomosisteineminin Tedavisi

Homosisteinin temel kaynagi olan metiyonin igeren hayvansal proteinlerin
kisitlanmasi hiperhomosisteinemi tedavisinde ilk basamaktir. Bu sebeple homosistein
diizeylerinin disiiriilmesinde kisisel beslenmenin diizenlenmesi biiyiilk 6nem tasimaktadir
(Dalery ve ark 1995). Tedavideki ikinci ve en etkili basamak ise homosistein
metabolizmasinda gorevli enzimlerin koenzimleri olan folik asit, Vitamin B1> ve Vitamin

Be’nin yeterli miktarda alinmasidir (Israelsson ve Brattstrom 1988, Lindenbaum ve ark

1988, Ubbink ve ark 1993, Arnesen ve ark 1995, Perry 1999).

Hiperhomosisteineminin  tedavisinde folik asitle desteklenmis besinlerle
beslenmenin tavsiye edilmesi gerektigi ginimiizde Kklinik deneyler sonucunda ortaya
cikmaktadir. Giinlik diyete 0,5-5,7 mg folik asit eklenerek total homosistein seviyesi
yaklasik alt1 hafta sonunda %25 oraninda azaltilabilmektedir. Ayrica Vitamin Bi2 ilavesi
ile bu oran %7 oraninda daha da azalmaktadir (Lindenbaum ve ark 1988, Dalery ve ark
1995, Andreotti ve ark 2000).

Hiperhomosisteinemide genel tedavi yaklasimi, kombine olarak vitamin verilmesi
seklindedir. Bu kombine, giinlikk olarak 400 mg folik asit, 5 mEq’dan az demir, 122 u g
vitamin Biz, 10-40 mg Be vitamini igeren multivitamin karisimini igermektedir. Ayrica bu
karisima ilaveten 800 n g folat verilmektedir. Bu tedaviye 8-10 hafta devam edilerek

plazma homosisteinin diizeyleri 6nemli oranda azaltilmaktadir (Challem ve Dolby 1997).

1.1.4. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla ¢ift olusturmamis elektron
bulunduran, yiiksek enerjili, stabil olmayan, atom veya molekiillerdir (Bast ve Goris 1989,
Lohr 1991, Akkus 1995, Diplock 1998).

Serbest radikaller ii¢ yolla ortaya ¢ikabilir (Halliwell ve Gutteridge 2001) :

1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikim1 sonucu olusurlar (Boliinme

sonrast her bir pargada ortak elektronlardan bir tanesi kalir).

XY->X+Y"
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2. Bir molekiilden bir tane elektronun kaybi ya da bir molekiiliin heterolitik olarak
boliinmesi ile meydana gelirler. Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki

elektron, atomlardan birisinde kalir.
X:Yo>X +Y"
3. Bir molekiile bir tane elektronun eklenmesi ile ortaya ¢ikabilirler.
A+e —A )

Serbest radikaller biyolojik sistemlerde en fazla elektron aligverisi sirasinda tretilir

(Akkus 1995).

1.1.4.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Oksijen insan hayati i¢in ¢ok elzem olmasina ragmen, normal metabolizma
sirasinda dretilen bazi reaktif oksijen tiirleri viicuda olduk¢a zarar verme potansiyeline
sahiptir (Diplock 1998). Cogunu serbest radikallerin meydana getirdigi ROT normal
oksijen molekiililyle kiyaslandiginda, kimyasal reaktivitesi daha yiiksek olan oksijen

formlaridir (Nawar 1996).

Bu bilesiklerin organizmada yasam siireleri c¢ok kisa olmasina ragmen,
yapilarindaki dengesizlik nedeniyle ¢ok aktif yapida olan serbest radikaller biitiin hiicre
bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligine sahiptirler. Memelilerde serbest radikaller baslica

oksijenden tiiremektedir (Uysal 1998).
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Cizelge 1.4. Reaktif oksijen tiirleri (S6zmen 2002)

Radikaller

Radikal olmayanlar

Siiperoksid anyon radikali (O2 --)
Hidroksil (HO")

Peroksil (ROO -)

Alkoksil (RO )

Nitrik oksit (NO -)

Semikinon radikali (HQ -)
Hemoproteine bagli serbest radikaller
Organik radikaller (R -)

Organik peroksit radikali (RCOO -)

Hidrojen peroksit (H202)
Singlet oksijen (*Oz2)

Ozon (O3)

Hipokloroz asit (HOCI)

Lipit hidroperoksit (LOOH)
Peroksinitrit (ONOQO")

Azot dioksit (NO2)
N-halojenli aminler (R-NH-X)
Hipohal6z asit (HOX)

> H:0:

02 NADPH Oksidaz 0
Elektron
Transport
Zinciri

/* ONOO
Myelopergksidaz

NO

/e

NO Sentaz

Glutatyon
s 6556
Glutatyon H,0
Perok
H Broks 0;
H0

Fe*
C +

N
k&” -

Cu*?

Sekil 1.11. Serbest radikallerin olusumu ve enzimatik detoksifikasyonu (Vincent ve ark 2004)
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1.1.4.2. Serbest Radikallerin Biyolojik Hedefleri
Serbest radikaller hiicre ve dokularda birgok zarara yol agmaktadir. Bu zararlar
sOyle siralanabilir:
a) DNA' nin tahrip olmasi,
b) Niikleotid yapili koenzimlerin yikima,
¢) Lipid peroksidasyonu zar yapisi ve fonksiyonunun degismesi,
d) Enzim aktivitelerinde ve lipid metabolizmasindaki degisiklikler,
e) Protein ve lipidlerle kovalan baglantilar yapmasi,
f) Zar proteinlerinin tahribi, tasima sistemlerinin bozulmasi,
h) Proteinlerin tahrip olmasi ve protein “turnover” nin artmasi,
i) Tiyollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasi, hiicre ortaminin
tiyol/disiilfit oraninin degismesi,
J) Kollajen ve elastin gibi uzun omiirlii proteinlerdeki oksido-rediiksiyon
olaylarinin bozularak kapillerlerde aterofibrotik degisikliklerin olusmast,

k) Mukopolisakkaritlerin yikimi seklinde 6zetlenebilir (Uysal 1998).

1.1.4.3. Serbest Oksijen Radikallerinin Etkileri

Serbest radikaller, biyomolekiillerin biitiin siniflarindan karbonhidrat, lipid, protein,
DNA ile etkilesme 6zelligine sahip oldugu gibi ayni1 zamanda biitiin hiicre komponentleri
ile de etkilesme ozelligi gosterirler. Hiicre yapisinda ve metabolizmasinda degisikliklere
sebep olurlar. Bu degisiklikler sirasiyla ayri ayr1 bagliklar altinda agiklanmaktadir
(Gutteridge 1995).

1.1.4.4. Serbest Radikallerin Membran Lipidlerine Etkileri

Hiicre membrani kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari serbest radikallerle
reaksiyona girerek peroksidasyon olustururlar. Bu reaksiyon, otokatalitik olabilir ve lipid
peroksit, lipid alkol ve aldehitik yapida iirlinler verebilir. Lipid peroksidasyonu sirasinda,
poliansatiire yag asitleri (PUFA) hidrojenini kaybeder ve molekiiler oksijenle reaksiyona

girer. Hiicre membranindaki yag asitlerinin kaybi, lipid peroksitlerin olusumu ve lipidler
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tarafindan oksijen alimi1 peroksidasyonun varligini gosterir. Serbest radikallerin daha once
sOzii edilmig biitlin kaynaklar1 tarafindan plazma membraninda ve organelde lipid
peroksidasyonu uyarilabilir ve metal varliginda peroksidasyonun siddeti artabilir. Bu
metaller, redoks katalistleri gibi davranirlar ve siiperoksit radikali, hidrojen peroksitin

giiclii oksidanlara doniisiimiinii katalize ederler (Svingen ve ark 1979).

Lipid peroksitler de oksijenin serbest radikalleri gibi benzer hiicre bilesenleri
tizerinde toksik etkilerini gosterirler. Lipid radikallerin hidrofobik yapilari nedeni ile
reaksiyonlarin biiylikk cogunlugu membrana bagli molekiiller ile meydana gelecektir.
Membran yag asitlerinin peroksidasyonundan sonra ortamda kisa zincirli yag asitlerinin
varligi membran permeabilitesini ve mikroviskoziteyi ciddi boyutlarda etkileyebilir. Lipid
peroksidasyon iirlinlerinden malondialdehit, membran bilesenlerinde c¢apraz baglanma ve
polimerizasyona yol agar. Bunun sonucu olarak malondialdehit, esneklik, iyon transportu,
enzim aktivitesi ve hiicre yiizeyi determinantlarinin agregasyon durumu gibi intrinsik
membran Ozelliklerine sahip oldugu i¢in DNA'nin nitrojen bazlart ile de reaksiyona
girebilir. Bu 6zellikleri ile malondialdehit, mutajenik, kiiltlir hiicreleri i¢in genotoksik ve

karsinojeniktir (Mukai ve Goldstein 1976).

Lipid peroksidasyonu; fosfolipid, gliserid glikolipid, ve steroidlerin yapisinda
bulunan doymamis yag asitlerinin oksidan maddeler araciligiyla aldehit, alkol, hidroksi
asit, pentan ve etan gibi iriinlere yikilmasini kapsayan bir zincir reaksiyonudur. Lipid
peroksidasyonu sonucu olusan bu iriinlerin potansiyel olarak yikici etkileri vardir. Bu
sekilde olusan membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir. Lipid peroksidasyonunun son {iriinii
olan MDA kan plazmasinda kolaylikla saptanmakta ve oksidatif stres oOlciimlerinde

kullanilabilmektedir (Akkus 1995, Yerer ve Aydogan 2000).

Serbest radikallerden etkilenen membran yapisindaki ¢oklu doymamis yag
asitlerinin oksidasyonu sonucunda gelisen malondialdehit, oksidatif hasarin, sistematik
dolasimda diizeyi saptanabilen dolayli gdstergesidir ve oksidatif stresin bir indikatorii

olarak kullanilmaktadir (Koca 2007).

Malondialdehid yiikselmesi, serbest oksijen radikallerinin etkisi ile artmig lipid
peroksidasyonunu gosterir. Lipid peroksidasyon, organik yapilar ve membranlarin
fonksiyonlar1 {izerine ¢ok zararli etkilerine bagli olarak, hiicre 6liimiine kadar ilerleyen

degisiklikler olusturur (Ming ve ark 2002).
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1.1.4.5. Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinlerin  serbest radikal hasarindan etkilenme  derecesi aminoasit
kompozisyonlarma baglidir. Doymamis baglar ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitlere sahip olan proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda Ozellikle siilfiir radikalleri ve

karbon merkezli organik radikaller olusur (Burtis ve Ashwood 1999).

Proteinlerin reaktif oksijen tiirleri veya oksidatif stres {iriinleriyle kovalent
modifikasyonu sonucu protein oksidasyonu meydana gelir (Shacter 2000). Protein
oksidasyonu esas olarak hidroksil radikali ile baglar. Diger taraftan oksidasyon siirecinde
molekiiler oksijenle birlikte siiperoksit anyon radikali ve siiperoksitin protonlanmis formu
olan hidroperoksil (HO2-)’in varligi da gereklidir. Bu reaktif oksijen tiirleri aminoasitlerin
yan zincirlerinin oksidasyonuna, protein-protein ¢apraz baglarinin olusumuna ve protein
omurgasinin oksidasyonu yolu ile protein fragmentasyonuna neden olurlar (Berlett ve
Stadman 2003, Stadtman ve Levine 2003).

Protein oksidasyonunun biyokimyasal sonuglari, enzim aktivitesindeki azalma,
protein fonksiyonlarinin kaybi, proteaz inhibitor aktivitenin kaybi, protein agregasyonu,
proteolize artmig/azalmis yatkinlik, reseptor aracili endositozun bozulmasi, gen
transkripsiyonundaki degisimler, immiinojen aktivitedeki artis olarak siralanabilir (Deby

ve Pincemail 1988, Akkus 1995, Mathers ve ark 2004).
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Peptid baglarinin ayrilmasi
Sekil 1.12. Protein karbonil olusumuna primer modifikasyon reaksiyonlari (Kayali ve Cakatay 2004)
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1.1.4.6. Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar tiizerinde de Onemli etkileri vardir.
Monosakkaritler ve deoksisekerler fizyolojik sartlarda otooksidasyona ugrayarak
stiperoksit, hidrojen peroksit, peroksitler ve oksoaldehitleri meydana getirirler.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu, protein capraz baglanmalarina yol acgarak agrege
olmalarina sebep oldugu gibi bazal membran kalinlagmasina ve sonugta katarakt,
mikroanjiopati gelisimine de sebep olduklari ileri siiriilmektedir (Burtis ve Ashwood 1999,
Yanbeyi 1999).

1.1.4.7. Niikleik Asitler Uzerine Etkileri

Reaktif oksijen tiirleri olusumundaki artma, antioksidan enzim diizeylerindeki
azalma ve DNA onarim enzimlerinde defekt olmasi oksidatif DNA hasarinin artmasina yol
acmaktadir. Oksidatif hasara baglh olarak DNA’da tek ve cift dal kiriklari, abazik alanlar,
baz modifikasyonlar1 (baz katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme), seker hasar1 meydana
gelebilir veya DNA ile protein arasinda ¢apraz baglanma olabilir (Burcak ve Andican

2004).

Hidroksil radikali (OH:), deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girmesi
sebebiyle DNA’da farklilagmalara neden olur. Eger hidroksil radikali DNA’nin yakininda
olusursa piirin ve primidin bazlarmi etkiler ve mutasyonlara neden olabilir. Hidroksil
radikali, niikleik asitlerde, ¢ift baglara hidrojenin katilma tepkimeleri ile sonuglanan
tepkimelere girer veya doymus karbon atomlarindan hidrojeni uzaklastirir. Siiperoksit
anyonu da giiclii bir oksitleyici olmasi nedeniyle, guanin gibi yiiksek elektron yogunlugu
bulunan molekiillerle daha kolay tepkimeye girer (Yanbeyi 1999, Kayali ve Cakatay
2004).

Hidrojen peroksit zarlardan kolayca gecer ve hiicre ¢ekirdegine gelerek DNA
hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta 6liimiine yol agabilir. DNA {iizerine olan oksidatif

hasar hastaliklar ve yaslanmanin patogenezine etkilidir (Yanbeyi 1999).
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Sekil 1.13. Serbest radikal aracili oksidatif DNA hasar1 (Cooke ve ark 2003)

1.1.5. OKSIDATIF STRES

Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi
bir denge icerisindedir. Oksidatif denge olarak adlandirilan bu durumda denge saglandigi
miiddetge organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum
hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu dengenin bozulmasina sebep
olur. Serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi
dengesizligi gosteren bu durum ‘Oksidatif stres’ olarak adlandirilmaktadir (Sekil 1.15)
(Halliwell ve Gutteridge 1990, Luft 1994, Evans ve Cooke 2004, Serafini ve Del Rio
2004).
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Sekil 1.14. Oksidatif Stres (Altan ve ark 2006, Anti aging biomarkers www.woongbee.com).

Oksidatif stres; ateroskleroz, iskemik hastaliklar (Kalp hastaligi, inme, barsak
iskemisi), hipertansiyon, preeklempsi, norolojik hastaliklar (Multiple skleroz, Alzheimer
hastaligi, Parkinson hastaligi, miiskiiler distrofi), infamatuvar hastaliklar (Vaskiilit, artrit,
glomerulonefrit) gibi bir¢ok patolojik duruma sebep olmaktadir (Berliner ve Heinecke
1996).

1.1.6. ANTIOKSIDANLAR

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
onlemek amaciyla kullanilan bir¢ok savunma mekanizmast vardir. Bu mekanizmalarla
oksidanlar1 inaktif hale getiren maddelere antioksidanlar denir (Memisogullar1 ve ark 2003,

Memisogullar1 ve Bakan 2004).

Antioksidanlar etkilerini baslica iki sekilde gosterirler (Schiller ve ark 1993, Akkus
1995) :
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1. Serbest Radikal Olusumunun Onlenmesi:

a) Baslatici reaktif tiirevleri uzaklastirici etki,

b) Oksijeni uzaklastirici veya konsantrasyonunu azaltici etki,

c¢) Katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etki.

2. Olusan Serbest Radikallerin Etkisiz Hale Getirilmesi:

a) Toplayici (scavenging) etki: Reaktif oksijen tiirevlerini etkileyerek onlar1 tutma veya

cok daha az reaktif bagka bir molekiile ¢cevirme. (6rnegin; antioksidan enzimler)

b) Bastirict (quencher) etki: Reaktif oksijen tiirevleriyle etkilesip onlara bir proton

ekleyerek aktivitelerini azaltma veya inaktif hale doniistiirme (6rnegin; flavinoidler, vitaminler)

¢) Onarici (repair) etki

d) Zincir kirici (chain breaking) etki: Reaktif oksijen tiirevlerini ve zincirleme

reaksiyonlar1 baglatacak diger maddeleri kendilerine baglaylp zincirlerini kirarak

fonksiyonlarini 6nleyici etki. (6rnegin; hemoglobin, seruloplazmin, mineraller)
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v h 4
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Sekil 1.15. Antioksidan gruplar ve gorevleri (Willcox ve ark 2004)
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Antioksidanlar, endojen kaynakli olabildikleri gibi eksojen kaynakli da olabilirler.
Olusan oksidan molekiillerin neden oldugu hasarit hem hiicre i¢i hem de hiicre disi
savunma ile etkisiz hale getirirler. Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar

olmak {izere iki sinifa ayrilirlarken eksojen antioksidanlar ise vitaminler, ilaglar ve gida

antioksidanlar1 olmak iizere siniflandirilirlar (Akkus 1995, Altan ve ark 2006).

Cizelge 1.5. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Akkus 1995)

Endojen Kaynakh Antioksidanlar

Enzim olanlar

Enzim olmayanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD).
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon S-Transferazlar (GST)

Katalaz (CAT)

Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi

Hidroperoksidaz

Melatonin
Seruloplazmin
Transferin
Miyoglobin
Hemaoglobin
Alblimin

Ferritin
Bilirubin
Glutatyon
Sistein
Metiyonin
Urat

Laktoferrin

Eksojen Kaynakh Antioksidanlar

Vitamin Antioksidanlar ila¢ Antioksidanlar Gida
Antioksidanlari
a-tokoferol (vitamin E) Allopiirinol, Oksipiirinol, Butylated

[-karoten
Askorbik asit (vitamin C)
Folik asit (folat)

Pterin aldehit, Tungsten,
Adenozin, Lokal Anestezikler,

Diphenyline iodonium,

hydroxytoluene
(BHT), Butylated

hydroxyanisole

(BHA),

Barbitiiratlar, Mannitol, )
Sodium benzoate,

Albtimin, Sitokinler v.b. .
Ethoxyquin,

Propylgalate,
Fe-superoxyde

dismutase

1.1.6.1. Enzimatik Antioksidanlar

1.1.6.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1)

Stiperoksit Dismutaz (SOD), siiperoksit anyonunun H>O> ve molekiiler oksijene
dondistiiriilmesini katalize eden bir metaloenzimdir (Seven ve Candan 1996, Cavdar ve ark

1997, Tekkes 2006).

20, +2H" >, H,0,+ 0,
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Bu dismutasyon reaksiyonu siiperoksit radikalinin anyon ve katyon formlarimin esit
oranda bulundugu pH 4,8 de kendiliginden de gerceklesir. Ancak fizyolojik sartlarda yani
pH 7,35- 7,45 arasinda iken bu reaksiyon ¢ok daha yavasg yiiriir. SOD enzimi varliginda pH
en az 7,4 oldugu kosullarda bu reaksiyon 4 kat daha hizlidir (Cherubini ve ark 2005).

Stiperoksit dismutaz enzimi, McCord ve Fridovich tarafindan 1968’de
kesfedilmistir. SOD’un 3 ¢esidi vardir. Birincisi mitokondride lokalize Mn-SOD, ikincisi
sitozolde lokalize Cu-Zn SOD ve igiinciisii de Cu igeren ve plazmadaki siiperoksit
radikallerini metabolize eden vaskiiler endotele bagli Cu-SOD’dir (Young ve Woodside
2001, Taysi ve ark 2002a, Taysi ve ark 2002b, Cherubini ve ark 2005).

Cu-Zn SOD molekiil agirhg: yaklasik 32000 Daltondur. Birbirinin ayni olan iki alt
iiniteden olusur. Her subiinitede bir Cu atomu, bir Zn atomu, bir zincir i¢i distlfir koprisi,
bir silfidril grubu ve bir asetilenmis terminal amino grubu bulundugu tespit edilmistir
(Freeman ve Crapo 1982, Firat 1997).

Ikinci izomer ise mitokondriyel matrikste ve kismen sitoplazmada fonksiyon
gosteren mitokondriyel Mn-SOD’dur (Cakar 2005).

MnSOD; prokaryotik hiicrelerde molekiil agirligi 40000 olan, birbirinin ayn1 iki alt
birimden meydana gelir. Enzim alt birimi basina birer atom Mn bagli olan bir dismutaz
icerir. Mitokondri dismutazi da diger prokaryotik hiicrelerdeki dismutaza benzer, fakat
80000 molekiil agirhginda tetramer yapidadir. Mitokondri ve diger prokaryotlarin
dismutazlarinin pek ¢ok ortak o6zelligi gibi primer yapilari da birbirine ¢ok benzer.
Mitokondri dismutazin bu &zelligi, mitokondrinin prokaryotik orijinli olup, okaryotik
hiicre icine girerek simbiyotik bir yasam olusturduguna kanit olarak kabul edilir. Ayni
tepkimeyi katalizlemeleri disinda Mn-SOD ile Cu-Zn SOD arasinda higbir ortak yapisal
ozellik yoktur (Halliwell ve Gutteridge 1990, Yanbeyi 1999).

Ayrica, Marklund tarafindan 1982’de  Ekstraseliler SOD (EC-SOD),
tanimlanmistir. CuZn-SOD’dan farkli olarak bakir ve ¢inko tasiyan salgisal SOD’dur. EC-
SOD, sadece fibroblast ve endotelyal hiicreler tarafindan sentez edilir. Sonra heparan
stilfatlara bagli olarak hiicre ylizeyinde eksprese edilir. Damar endotelinden salinan
endotelyal heparin gevsetici faktor plazmada siiperoksit tarafindan nétralize edildigi icin

EC-SOD damar tonusunun diizenlenmesinde muhtemel rol oynar (Marklund 1982).
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Stiperoksit dismutaz, ROT’lerden siiperokside bir elektron vererek H207’ye
indirgerken; katalaz ve selenyum-bagimli glutatyon peroksidaz ise H2O2’yi suya indirger.

2+5

SOD’un antioksidan etkisi siiperoksit ile Fe®*'iin, Fe’"’ye indirgenmesi sonucunda

hidroksil radikali olusumunun engellenmesi seklindedir (Baskin ve Salem 1997a).

1.1.6.1.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px, EC 1.11.1.9)

Glutatyon tarafindan hidroperoksitlerin (ROOH ve H207) ve lipid peroksitlerin
indirgenmesini katalizleyen, Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) enzimidir. Ik olarak 1957
yilinda hayvan dokularinda bulunmustur (Onat ve ark 2002). Her birinde selenosistein
iceren dort alt birimden olusan ve memeli hiicrelerini oksidatif hasara karsi koruyan
selenyum igeren bir enzimdir. Rediikte glutatyonu yiikseltgerken H2O>’1 de suya gevirir ve
boylece membran lipitlerini ve hemoglobini oksidan strese kargt korur (Mates ve Sanchez-
Jimenez 1999).

Glutatyon peroksidaz enziminin selenyum bagimli ve bagimsiz olmak tizere iki
izomer formu vardir. Selenyuma bagli izoenzim selenosistein formunda olup; hem H20>’i
hem de organik peroksitleri (6rnegin, kiimen hidroperoksit) kullanabilmektedir. Selenyuma
bagimli olmayan form ise hiicrenin mitokondri (%30) ve sitozol (%70) fraksiyonlarinda
lokalize olup; sadece lipid hidroperoksitlerin yikiminda gorev alir (Seven ve Candan
1996).

Hidrojen peroksit suya indirgenirken, GSH GSSG’e yiikseltgenir. Antioksidan
savunma sisteminin normal isleyisi sirasinda indirgenmis GSH, hidrojen peroksidi GSH-Px

ile detoksifiye eder (Taysi ve ark 2002a).

H,0, + 2GSH GSH+Px _ GSSG +2H:O

ROOH + 2GSH GSH + Px GSSG +ROH + H,O

Bu enzimin aktivitesinin en fazla oldugu dokular ise eritrositler ve karacigerdir
(Firat 1997). E vitamini yetersizliginde GSH-Px membrani peroksidasyona karsi korur.
Diisik  konsantrasyonlarda ~ H202’i  glutatyon  peroksidaz  pargalar,  yiiksek

konsantrasyonlarda ise katalaz aktivite kazanir (Memisogullar1 2005).
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1.1.6.1.3. Glutatyon Rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2)

GR
GSSG+NADPH+H ——* 2GSH+NADP”

Yiikseltgenmis glutatyonu indirgenmis hale g¢eviren iki alt iiniteden olusmus bir
dimerdir. Her bir alt iinite NADPH baglayan alan, FAD baglayan alan ve ara yiiz alan
olmak {izere 3 yapisal alan igerir. Okside glutatyonun bir alt iinitenin FAD alan1 ve diger
alt linitenin ara yiiz alanindan olugan bir baglanma bolgesi vardir. Glutatyonun indirgenme
reaksiyonu sirasinda siklikla elektron NADPH’dan FAD’ye transfer edilir. Daha sonra alt
tinitelerdeki iki sistein arasinda bulunan iki disiilfid kopriisiine transfer edilmek suretiyle

okside glutatyona aktarilmis olur (Dayal ve ark 2002, Memisogullar1 2005).

Serbest H30,
Radikaller
Stiperoksit GSSG .
Dismutaz OKSIDE FORM
Glutatyon
Peroksidaz
H,0 NADP
Glutatyon
Rediiktaz
REDUKTE FORM OSH Hiicresel
Enerji
NADPH

Sekil 1.16. Glutatyon dongiisii (Urso ve Clarkson 2003)
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1.1.6.1.4. Glutatyon S-Transferaz (GST, EC 2.5.1.18)

Toksik metabolitlerle glutatyonun konjugasyonunu katalizleyen GST enzimi de
toksik metabolitlerin detoksifikasyonuna sebep olan baska bir antioksidan enzimdir
(Van Haaften ve ark 2001). GST, potansiyel toksik kimyasallara maruz kalan canh

organizmalarda savunma gorevini tistlenmistir (Silig ve ark 2000).

GST glutatyonun tiyol gruplar1 ile alkilasyon ajanlarinin reaksiyonunu
katalizleyerek onlarin elektrofilik alanlarini ortadan kaldirir. Basta arasidonik asit ve
linoleat hidroksiperoksitleri olmak iizere lipid hidroksiperoksitlere (ROOH) karst GST, Se-

bagimsiz glutatyon aktivitesi gosterir (Cervello ve ark 1992).

GST
ROOH + 2GSH »GSSG +ROH + H,O

1.1.6.1.5. Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz (EC 1.9.3.1)

Stiperoksidi detoksifiye eden mitokondriye ait olan sitokrom oksidaz solunum

zincirinin son enzimidir.

Bu tepkime fizyolojik kosullarda siirekli olusan normal bir reaksiyondur. Bu yolla
yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bdylece bol miktarda enerji tiretimi (ATP)

saglanir (Akkus 1995, Dawn ve ark 1996).

1.1.6.1.6. Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6)

Hayvansal organizmalarin; basta karaciger ve eritrosit hiicrelerinde yogun olarak
bulunmasina ragmen, biitlin organlarda bulunan katalaz, hiicrelerde &zellikle
peroksizomlarda yer alan antioksidan bir enzimdir. Beyin, kalp, iskelet kaslar1 ise diigiik
miktarlarda CAT igermektedir. CAT ve GSH-PX, hidrojen peroksidi su ve atomik oksijene
indirgemektedirler (Garewal 1997).
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Sumner ve Dounce tarafindan 1937°de kristalize halde saflastirilmistir. Her biri bir
prostetik grup olan ve yapisinda Fe™ bulunduran 4 hem grubundan olusmus bir
hemoproteindir (Sumner ve Dounce 1937). 240 kDa molekiil agirliginda her molekiilde 4
adet ferriprotoporfirin igerir. Katalaz, hidrojen peroksidi oksijen ve suya parcalayan

reaksiyonu katalizler (Mates ve Sanchez-Jimenez 1999).

2H,0, Kalaz | >0+ 0,

Belirtilen reaksiyona gore toksik hidroksil radikallerinin sentezlenmesi ve H2O2 nin
viicutta birikimi engellenmis olur. Katalaz enzimi iki Onemli reaksiyonu katalize

etmektedir:

1-Hidrojen peroksitin dismutasyonu

2- Alifatik alkollerin peroksidasyonu

Hidrojen peroksit olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda katalitik tepkime ile
etkir,

H,0, + H,0, Kalaz 51,0+ 0,

Katalaz diisiik hizlarda hidrojen peroksitin olustugu veya ortamda yliksek miktarda
elektron alicist bulundugu durumlarda ise peroksidatif tepkime ile hidrojen peroksidi suya

doniistiirerek ortamdan uzaklastirmaktadir (Seven ve Candan 1996, S6zmen 2002).

,0,+AH, Xz om0+ A
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1.1.6.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

1.1.6.2.1. Vitamin C (Askorbik Asit)

Askorbik asit; molekiiler oksijen, nitrat, sitokrom a ve c gibi bilesiklerin
indirgenmesine sebep olan ve sulu ortamlarda serbest radikallerle reaksiyona girebilme
yetenegine sahip suda eriyen bir vitamindir. Plazmada oksidan ajanlara karsi ilk

antioksidan savunmay1 olusturur (Cherubini ve ark 2005 ).

THEOH
HO—CH
o) 0
H—"
OH OH

Sekil 1.17. Askorbik asidin kimyasal yapisi

Bir ketolakton olan vitamin C, kollajen sentezinde lizin ve prolinin hidroksilasyonu
icin gereklidir. L-askorbik asit ve L-dehidroaskorbik asit gibi iki aktif formu vardir ve iyi
bir indirgeyicidir. Ayn1 zamanda askorbik asit, radikal siipiiriicii olup ve reaktif oksijen
tirlerine kars1 koruyucu etkiye sahiptir. Vitamin C siiperoksit ve hidroksil radikalleriyle
reaksiyona girip onlari temizleyen bir antioksidandir. Bunun yani sira, tokoferoksil
radikalinin tekrar tokoferole doniismesini saglamasiyla E vitamininin rejenerasyonununda

onemli bir gorevi vardir (Yanbeyi 1999).

Suda ¢oziinebilen-zincir kiran bir antioksidan olmas:t nedeniyle &zellikle
detoksifikasyon metabolizmas: esnasinda olusan serbest radikalleri ve ROT’leri etkisiz
hale getirir (Carr ve ark 2000).

C vitamini doza bagimli olarak paradoksal bir etki gostermektedir. C vitamini
yiiksek ve fizyolojik konsantrasyonlarda antioksidan etki gosterir. Bu antioksidan etkiye
ornek olarak, Alul R.H. ve arkadaslarinin (2003) yaptig1 bir ¢alismada; C vitamininin
fizyolojik konsantrasyonlari, demir varlifinda meydana gelen homosistein aracilt

oksidasyondan LDL'yi korudugu gosterilmistir. Bu koruma ya demirin redoks kimyasi ya
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da E vitamininin geri donligiimiine bagli bagimsiz bir mekanizma ile daha ¢ok

dehidroaskorbik asit ve lipoproteinin kovalent degisikligini igermektedir.

C vitamini E vitamini ile birlikte etkin bir sekilde LDL’yi oksidasyona karsi
korumaktadir. C vitamininin yiiksek ve fizyolojik konsantrasyonlarda antioksidan etkisinin
aksine, diisiik konsantrasyonlarinda ise Na'K'™-ATPaz aktivitesini azaltir ve membran
fosfolipid yapisin1 degistirerek lipid peroksidasyonunu artirir (Halliwell 1996, Seven ve
Candan 1996).

C vitamininin disiik plazma (0.2 mmol/L’den diisiik) seviyeleri oksidan etki de
gosterebilir. Fe™’ii Fe™?’ye indirgeyebilen siiperoksit disinda baska bir ajan olup demiri
Fenton reaksiyonuna girmeye uygun hale getirir. Bu uygunlugun hemen ardindan, vitamin
C’nin plazmada seviyeleri diisiik oldugu zaman stiperoksit tiretimine katkida bulunur (Van

Haaften ve ark 2001, Chao ve ark 2002, Cherubini ve ark 2005).

1.1.6.2.2. Vitamin E (a-tokoferol)

1925 yilinda Evans ve Bishop isimli arastirmacilar bazi lipitlerin eksikligine bagh
olarak iireme yetersizligi oldugunu kesfetmislerdir. 1936 yilinda ise Evans tarafindan
bugday tohum yagindan ekstrakte edildikten sonra tokoferol olarak tanimlanmistir.
Laboratuvar denemelerinde E vitamini ile beslenmeyen fareler diinyaya canli yavru
getiremediklerinden dolay1 tocopherol kelimesi tocos: ¢ocuk, phero: dogurtan, ol: alkol

kelimelerinden tiiretilmistir (Tekkes 2006).

Sekil 1.18. a-tokoferol (Landvik ve ark 1998)

E vitamini, membranlarda oksijen radikallerinin ana temizleyicisidir. En aktif
formu a-tokoferoldiir ve zincir kirici antioksidan olarak gorev yapar. Hidrofobik kismina

hidrojenini kolaylikla verebilen -OH grubu baghdir. Bu sebeple lipid peroksidasyonu
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sirasinda meydana gelen peroksil ve alkoksil radikalleri yag asidi yerine a-tokoferolle

birleserek reaksiyon zinciri kirilmis olur.

g-tokoferol-OH + COO*  ————— a-tokoferol-O' + COOH

Boylece a-tokoferol yeni bir radikal olan a-tokoferol-O’e doniistirilir. Bu
radikalin baska bir yag asidiyle birlesebilme aktivitesi diistiktiir. Sonug olarak zincir
reaksiyonunu durdurur. Olusan bu tokoferoksil radikali membran yiizeyinde askorbik asitle

reaksiyona girerek yeniden tokoferole doniismektedir (Murray ve ark 1998).

Glutatyon peroksidaz ile vitamin E, serbest radikallere karsi birbirlerini
tamamlayic1 bir etkiye sahiptir. Vitamin E peroksitlerin sentezini engellerken glutatyon
peroksidaz olusmus peroksitleri ortadan kaldirir (Beutler ve ark 1963, Akkus 1995,
Yanbeyi 1999).

1.1.6.2.3. Vitamin A (B-karoten)

Karotenoidler isimlerini ilk kez izole edildikleri havucun Latince isminden (Daucus
carota L.)’dan almislardir. Karotenoidler, metil gruplar1 eklenmis, konjuge ¢ift baglar

bulunan doymamus, alifatik zincir yapisindadir (Calimli 2003, Sanal ve ark 2004).

Sekil 1.19. B-Karotenin kimyasal yapisi (Payan 2007)

B-karotenin antioksidan etkisi singlet oksijeni yakalamasi, serbest radikalleri
temizlemesi ve hiicre membrani lipidlerini oksidatif dejenerasyona karsi korumasidir. -
karoten yiiksek konsantrasyonlarda prooksidan olarak davranmakta ve proteazlari aktive
etmektedir. Ayrica B-karoten diger ROT lerini de etkisiz hale getirmektedir. B- karotenin
diisiik oksijen basincinda peroksil radikali ile dogrudan reaksiyona girmesi bu
radikallerinin yakalanmasinda gorev yaptigin1 gostermektedir. Yiiksek oksijen basincinda
ise, vitamin E’nin ayn1 yonde etkisi ile peroksit radikallerinin dokularda yakalanmasindan

sorumlu bir antioksidan etki gostermektedir (Baskin ve Salem 1997b).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.Gereg

2.1.1. Kullamilan Deney Hayvanlari

Bu ¢alismada, ortalama 200-250 gram agirliklarinda 36 adet Wistar albino cinsi
erkek rat kullanildi. Ratlar standart 151k (12 saat giin 15181 / 12 saat karanlik), 1s1 (22° C)’da
yeteri kadar su ve yem ile toplam 6 hafta siireyle beslendiler ve ¢alismaya baslamadan bir
ay Once alinarak ortama adaptasyonlar1 saglandi. 12 adet rat kontrol grubu olarak secilirken
kalan 24 adet rat ise deney grubu olarak iki gruba ayrilarak caligildi. Calisma boyunca
deney hayvanlarina yapilacak tiim miidahaleler, ADU Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu
tarafindan bildirilen kurallar g¢ercevesinde 02/09/2009 tarihli, 2009/62 sayli arastirma
kapsaminda ADU Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda gerceklestirildi.

2.1.2.Deney Gruplari ve Uygulama Protokolii

Grup l:Kontrol grubu, (n=12)
Her giin normal pelet yem ve ¢cesme suyu ile ad libitum beslendi.
Grup Il: Hiperhomaosisteinemi grubu (n=12)

Hiperhomosisteinemi saglamak i¢in L-metiyonin suda ¢ozilerek Grup II’deki
ratlara 6 hafta boyunca her giin 1 g/kg dozunda oral gavaj yoluyla verildi. Ratlar her hafta

tartilarak verilecek metiyonin dozu haftalik hesaplandi.
Grup I1: Hiperhomosisteinemi + Vitamin C grubu (n=12)

Bu gruptaki ratlara her giin 1 g/kg dozunda L-metiyonin yaninda 150 mg/kg
vitamin C gavaj yoluyla verildi. Grubun ortalama agirliklarinin haftalik 6l¢iimleri ile

verilen doz ayarland.

Hayvanlar oOldiiriilmeden once kan Ornekleri alindi ve elde edilen plazma
orneklerinde malondialdehit (MDA) diizeyleri hemen O0lgiildii. Plazma 6rnekleri elde
edilirken glutatyon peroksidaz (GSH-Px), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT)
enzim aktivitelerinin tayini i¢in eritrositler ayrildi ve salin fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS)

icerisinde analizler gerceklestirilinceye kadar -20°C de derin dondurucuda saklandi. Enzim
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aktivite tayinleri 10 giin igerisinde gergeklestirildi. Gruplardaki ratlarin agirliklar: her hafta
kaydedildi. 6 haftalik denemenin sonunda tiim gruplardaki hayvanlara hafif eter anestezisi
altinda servikal dislokasyon ile Otenazi uygulandi ve kalp dokusu ornekleri alinarak
analizlerin yapildigi giine kadar -80°C de muhafaza edildi. Elde edilen doku
homojenatinda MDA diizeyleri o6l¢iilirken SOD, GSH-Px, CAT antioksidan enzim
aktiviteleri analizleri hem doku Orneklerinde hem de eritrosit hemolizatinda
gerceklestirildi. Ayrica serum homosistein diizeyleri ticari Rat Homosistein Kiti
kullanilarak ELISA cihazinda 6l¢iildii.

2.1.3. Kullanilan Cihazlar

Analizler sirasinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan; -80°C’lik derin dondurucu (Glacier ultralow
temparature freezer, Japonya), -20°C’lik derin dondurucu (Bosch, Tiirkiye), ELISA
okuyucusu (Optic Ivymen System 2100-C, Ispanya) ve ¢alkalayicisi (Insel Hamble SO3
8DH, Ingiltere), santrifiij (Niive NF80OR, Tiirkiye), homojenizatér (Yellow Line Ost
Basic, Almanya), spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Avusturalya), vorteks (Velp,
Italya), manyetik karistirict (Velp, Italya), etiiv (Memmert, Almanya), hassas terazi
(Sartorius, Almanya), pH metre (pH 211, Hanna, Amerika) ve otomatik pipetler (Isolab 2-
20 pl, Isoterm 20-200 ul, Brand 5-50 pl, isoterm 100-1000 pl), kullanilda.

2.1.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Analizler sirasinda Triklorasetikasit (TCAA) (Merck, K36929507), Tiyobarbitiirik
Asit (TBA) (Merck, L55063680), Biitanol (Merck K37211388), NaCl (Sodyum Kkloriir)
(Merck, 6400),Potasyum kolriir (KCI) (Sigma- P9333), Disodyumhidrojenfosfat dihidrat
(Na2HPO4x2H,0) (Merck, 6580), Potasyumdihidrojen fosfat (KH2PO.) (Merck-4871),
Hidrojen peroksit (H202) (Merck-K40027400), Eter (Carlo Erba, 447522), Etil alkol
(Smyras, 2050500), Glutatyon Rediiktaz (Sigma G-4751) , NADPH+H (Sigma N-6505) ,
Ksantin ( Sigma X-0626), Ksantin Oksidaz (Sigma X-1875), Amonyum Siilfat ((NH4)2SO4)
(Sigma-A4418), Nitroblue Tetrazolium (NBT) (Serva 30550), Potasyum siyaniir (KCN)
(Sigma-60178),Sodyum hidrojen karbonat (Sigma-401676), Rediikte Glutatyon (GSH)
(Sigma-Aldrich-G4251), EDTA (Sigma EDS), Sodyum Azid (Sigma-S2002), t-biitil
hidrojen peroksit (Sigma- 416665), Kloroform (Sigma-Aldrich-C2432), Sodyum Hidroksit
(NaOH) (Sigma-Aldrich-S8045), Sodyum Karbonat (Na,CQOz) (Sigma-Aldrich-S7795), Sigir
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albumini (Sigma-A2153), Bakir  Kloriir  (CuCly)  (Sigma-Aldrich-751944),
Disodyumhidrojenfosfat (Sigma-Aldrich S7907), L-Metiyonin (Sigma-Aldrich-M9625),
Potasyumferrisiyaniir (KsFe(CN)s) (Sigma-Aldrich-702587), Rat Homosistein ELISA Kiti
(CUSABIO BIOTECH-CSB-E13376r) kullanild.

2.2.Yontemler

2.2.1. Serum Homosistein Diizeyi Ol¢iimii

Serum homosistein diizeyleri Rat Homosistein ticari Kiti kullanilarak (CUSABIO
BIOTECH-CSB-E13376r) manuel olarak ELISA cihazinda ¢alisildi.

Analizin Prensibi:

Kitin i¢inde gelen plaka, dnceden homosisteine spesifik antikor ile kaplanmig

olarak sunulmaktadir.

Daha sonra bu sekilde hazirlanmis uygun plate iistline standartlar veya o6rnekler,
biyotin-konjugatli poliklonal antikor (homosisteine spesifik) ve avidin konjugat

horseradish peroxidaz (hrp) eklenerek inkiibasyona birakildi.

TMB (3,3,5,5 tetrametil-benzidin) substrat ¢ozeltisi her bir kuyucuga ilave edildi
ve buna bagl olarak renk degisimi gdzlenmesi gerekir ki enzim substrat reaksiyonu
stlfiirik asit sollisyonu eklenmesiyle sonland1 ve meydana gelen bu renk 450 nm’de
spektrofotometrik olarak okundu. Orneklerdeki homosistein konsantrasyonu érnek ve

standardin optik dansite egrisinin kiyaslamasiyla hesaplandi.
Analiz Arahg:

Standart egri i¢in kullanilan konsantrasyonlar: 50, 25, 12,5 6,25 3,13 1,56 ve

0,78 nmol/ml olarak hesaplandi.

Reaktif Hazirhg:

1-Yikama Cozeltisi: 20 ml yikama tamponundan alinip deiyonize veya distile su ile
500 ml yikama ¢6zeltisi hazirland.

2-Biyotin Antikor: Biyotin antikor diliient ile 1:100 oraninda seyreltildi.
3-HRP-avidin: Ayni sekilde HRP-avidin diliient ile 1:100 oraninda seyreltildi.
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4-Standart: Standartlar 6000-10000 rpm de 30 sn boyunca santrifiij edildi. Standart 1
ml sample diltient ile sulandirildi ve meydana gelen stok soliisyon 50 nmol/ml oldu.
Standartin i¢ine 1 ml diliientten koyulduktan sonra (50 nmol/ml) bu stoktan hazirlamak
tizere 6 adet ependorfa 200 ul diliient ilave edildi ve ilkinden 200 pl alinip bir digerine
bosaltildi.

ANALIZ PROSEDURU

1-Her bir kuyucuga 100 ul standart, blank veya 6rnek eklendi ardindan yapiskan bant ile
plate kaplandi1 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi.

2-Her bir kuyucugun 1slaklig: giderildi.

3- Her bir kuyucuga 100 pl Biotin antibody c¢alisilan ¢ozeltisinden ilave edildi ve 1 saat
37 °C’de inkiibe edildi.

4- Kuyucuklar aspire edildi ve yikandi. 3 yikama i¢in bu proses 3 kez tekrarlandi.

5- Her bir kuyucuga 100 pul HRP-avidin ¢alisma soliisyonundan ilave edildi. Plate yeni
bir yapiskan bant ile kapland1 ve 1 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi.

6- Bes kez yikama ve kurutma islemi uygulandi.

7- Her bir kuyucuga 90 pul TMB substrat soliisyonundan eklendi. 10-30 dakika aras1 37
°C’de inkiibe edildi.

8- Illk dort kuyucuk en yiiksek konsantrasyona ulastiginda bu mavi rengin

gozlenmesiyle anlasildi. Her bir kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonundan ilave edildi.

9- Mikroplaka okuyucuda her bir kuyucugun optik dansitesi 450 nm de Sl¢iildii.
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2.2.2. Kalp Dokusu Homojenatinin Hazirlanisi

Doku homojenatinin hazirlanisi:

1 g doku tartild

l

Distile su ile iyice yikandi

!

10 ml’lik homojenator tiiplerine aktarilarak 2,5 ml PBS ilave edildi

!

2000 devirde 2 dakika homojenize edildi

l

Ependorflara aktarildi (1 doku igin 3-4 ependorf)

l

Homojenatlar + 4 °C’de 10 dakika 8000 devirde santrifiij edildi

!

Ustteki siipernatantlar ayrilarak analize alindh.
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2.2.2.1. Kalp Dokusunda Protein Analizi (Lowry Protein Metodu)

Kalp dokusu homojenatinda protein miktar1 6lgiimii i¢in Lowry (1951) tarafindan

bildirilen yontem kullanildi.

Hazirlamsi:

Soliisyon A — %1 Bakir Siilfat (w/v) (CuSQO4.5H,0)
Soliisyon B — %2 Sodyum Potasyum Tartarat (w/v)
Soliisyon C — 0,2 M NaOH

Soliisyon D — %4 Sodyum karbonat (Na2COs, (w/v))

49 ml Soliisyon D )
49 ml Soliisyon C > Lowry Ayirag 1

1 ml Soliisyon A

I ml Soliisyon B __/

Folin-Ciocalteu reaktifi iki kat sulandirilir.
Ayirag 2

(Esit hacim su ile dilue edilir.)
Yapihsi:

2,5 ml ayira¢ 1’den alindi iizerine 0,5 ml homojenat eklendi iyice karistirildiktan
sonra 10 dakika oda i1sisinda bekletildi. Sonra 0,25 ml ayira¢ 2’den eklenip hemen iyice
calkalanip 30 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra spektrofotometrede 750 nm dalga
boyunda okutuldu. (Blank 0,5 ml sudan olustu). Orneklerin UV 6l¢iimleri alind1 ve bu
6l¢iim sonuglarindan kalibrasyon egrisi olusturuldu. Kalp dokusu igerigindeki % toplam
protein miktar1 kalibrasyon egrisi (0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1) standardina gore
hesaplanda.
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Sekil 2.1. Kalp dokusu igerigindeki % toplam protein miktar1 hesaplanmasinda kullanilan

Lowry Protein Metodu standart grafigi
2.2.3. Kalp Dokusu Homojenatlarinda Malondialdehit Diizeyi Ol¢iimii
Doku homojenatlarinda MDA diizeyi Ohkawa ve arkadaslar1 (1979) tarafindan
bildirilen yontemle dl¢iildii.
Kullanilan ayiraclar:

Stok soliisyonu hazirlanis:

\
%30’luk HCI =2,07 ml

Tiyobarbitiirikasit (TBA) =0,37 g >100 ml distile suda karistirilarak hazirlandi.

Triklorasetikasit (TCAA) =15¢ )
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Testin yapilis::

Kalp dokusunda MDA diizeyi 6l¢timii agsagida ok yoniinde gdsterilen basamaklar

takip edilerek yapilda.

300 ul homojenat + 600 ul Stok karigimi

!
20 dakika kaynatildi

l

Buzlu suda sogutuldu

!
3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi

!
Spektrofotometrede 532 nm’de havaya kars1 okutuldu
Hesabi:

Spektrofotometrede 6l¢iilen absorbans degerleri ekstinksiyon katsayisi [ Xas3s= 1,56
x 10° M* cm™ (nmol/mg)] ile ¢arpilarak hesaplandi. Degerler uM/g doku olarak verildi.
(0,156 = 1 uM karsilik gelmektedir.)

2.2.4. Plazma Malondialdehit Diizeyi Ol¢iimii

Plazma malondialdehit diizeyi Ol¢iimiinde Yoshioka ve arkadaslar1 (1979)
tarafindan bildirilen yontem kullanildi.

Testin Prensibi:

Tiyobarbiitirik asit tepkimesinde; lipid igerik, diisiik pH'da, tiyobarbiitirik asit
varliginda 1sitilarak 532-535 nm'de maximum pik olusturan stabil kirmizi-pembe renk
elde edilir. Bu rengi malondialdehit (MDA) molekiilii ile iki TBA molekiiliiniin
birlesmesi sonucu olusan kromojen verir. MDA'nin bir kismi1 peroksidasyon sirasinda
aci8a cikarken, biiyilk cogunlugu ortam asitlestirildikten sonra uygulanan 1sitma

asamasinda lipit peroksitlerin yikimina bagli olarak olugsmaktadir.
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Kullanilan ayiraglar:
%20 Triklorasetik asit:

200 g Triklorasetik asit (TCAA) (CC13COOH) bidistile su ile ¢oziilerek hacim bir

litreye tamamland.
%0,67 Tiyobarbiitirik asit:

1,675 g Tiyobarbitiirik asit (TBA)(4,6-Dihidroksi-2-tiyoprimidin) bidistile suda

coziilerek hacim 250 ml'ye tamamlandi.

Tetraetoksipropan standart ¢ozeltisi (20 mmol/L):

0,494 ml 1.1.3.3. Tetraetoksipropan (Ci11H2404) 100 ml absolut etanolde
eritilerek 20 mmol/L'lik stok standart ¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 0,1 ml

aliarak tridistile su ile 100 ml'ye tamamlandi ve 20 umol/L'lik ¢alisma standart ¢6zeltisi
elde edildi.

n-Butanol: Analiz safliginda kullanild:.
Testin Yapihis::

Kor ve test olarak isaretlenen iki adet kapakli deney tiipii alind1. Test tiipiine 0,5
ml plazma konuldu. Daha sonra kor tiipiine 3 ml, test tiipiine de 2,5 ml % 20'lik TCAA
ilave edildi. Her iki tiipe de lI'er ml TBA konulduktan sonra agizlar1 kapatilarak 30
dakika 95 °C'lik su banyosunda inkiibasyona birakildi. Inkubasyon siiresi sonunda
tiipler buz banyosunda hemen sogutuldu. Uzerlerine 4'er ml n-biitanol konularak 3000
rpm'de 10 dakika santrifiij edildi. Daha sonra n-biitanol tabakasi bagka bir tiipe
aktarilarak spektrofotometrede 535 nm dalga boyunda kore karsi testin absorbansi

okundu.
Hesaba:

20 umol/L’lik 1.1.3.3. Tetraetoksipropan c¢alisma standart ¢ozeltisi ile 1, 2, 4, 5, 10
pmol /L’lik dilusyonlar hazirlanarak kalibrasyon grafigi ¢izildi. Bu grafikten yararlanilarak

hesaplanan MDA degerleri umol/L olarak verildi.
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2.2.5. Eritosit Hemolizati Hazirlanmasi

Enzim analizleri i¢in kullanilan eritrositlerin hazirlanmasinda Winterbourn (1975)

tarafindan bildirilen bir yontemden faydalanildi.
Kullamilan Ayirag:

Salin fosfat tampon cozeltisi (PBS):

8,06 g sodyum kloriir (NaCl) (138 mM), 0,201 g potasyum kloriir (KC1) (2,7 mM),
1,15 g disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) (8,1 mM) ve 0,2 g potasyum dihidrojen fosfat
(KH2PO4) (1,47 mM) bir beherde ¢oziildiikten sonra bidistile su ile bir litreye tamamlandi
ve pH'si 7,4'e ayarlandi.

Yapilhisi:

Kontrol ve deneme grubundaki ratlardan heparinli tiiplere alinan kan &rnekleri 6nce
3000 rpm'de 15 dakika santrifiij edildi. Ustteki plazma ve ldkosit tabakas1 otomatik
pipetle alinip uzaklastirildiktan sonra, tiipiin dibine ¢okmiis olan eritrositler pastor pipeti
yardimiyla PBS ile ii¢ kez yikandi. Her defasinda S'er dakika 3000 rpm'de santrifiij
edildi. Son yikama ve santrifiij sonrasi tiipte bulunan eritrositlerden 0,4 ml alinip 1,5 ml
hacmindeki kapakli polietilen tiiplere aktarildi. Uzerlerine ayn1 miktar PBS ilave
edilerek tiipler alt iist edildi ve analiz yapilincaya kadar derin dondurucuda - 20 °C
saklandi. Bu sekilde hazirlanan ve muhafaza edilen eritrositler analiz Oncesi 5 ml
hacmindeki deney tiiplerine aktarilarak tizerlerine 3,2 ml buz soguklugunda bidistile su
konularak hemoliz edildi.

2.2.5.1 Eritrosit Hemolizatinda Hemoglobin Diizeyi Ol¢iimii

Enzim aktivitelerinin  hesaplanmasinda  kullanilan  hemoglobin  diizeyleri

ferrosiyanomethemoglobin metoduyla 6l¢iildii (Tietz 1987).
Testin prensibi:

Hemoglobindeki Fe*?, ferrisiyaniir ile Fe*®'e oksitlenir ve potasyum siyaniir
eklenmesiyle stabil siyanmethemoglobine doniisiir. Siyanmethemoglobinin 540 nm'de

olgiilen absorbansi hemoglobin konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
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Kullanilan ayirag:
Drabkin Cozeltisi: 0,198 g potasyum ferrisiyaniir (K3Fe(CN)s), 0,052 g potasyum
siyaniir (KCN), 1 g sodyum hidrojenkarbonat (NaHCOz3) bir litre bidistile suda

¢Ozilerek hazirlandi.
Testin Yapihsi:

Bir deney tiipiine 5 ml Drabkin ¢ézeltisi konuldu. Uzerine 20 pl hemolizat eklendi.
Iyice karistirildi ve 10 dakikalik bekleme siiresi sonunda Drabkin ¢dzeltisine karsi

spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda okundu.
Hesabi:

Elde edilen absorbanslarin karsilik geldigi hemoglobin konsantrasyonlar1 agagidaki

formiilden yararlanilarak hesaplandi.

Absorbans x Hb standardinin konsantrasyonu x Dilusyon faktorii

Hb konsantrasyonu =
(g/dl) Hb standardinin absorbansi x 1000

2.2.6. Eritrosit Hemolizatinda ve Kalp Dokusu Homojenatlarinda Siiperoksit

Dismutaz Aktivitesi Olciimii

Eritrosit hemolizatlarinda ve kalp dokusu homojenatlarinda siiperoksit dismutaz

(SOD) aktivitesi Sun ve arkadaslar1 (1988) tarafindan gelistirilen yontem ile 6l¢iildii.

Testin prensibi:

Reaksiyon ortaminda enzimatik bir reaksiyon ile iiretilen siiperoksit
radikallerinin, ortamda bulunan nitrobluetetrazolium'u indirgemesinin 6rnekteki SOD
tarafindan engellenmesi prensibine dayanir. Yontemde siiperoksit radikali tiretimi ksantin-
ksantin oksidaz enzimatik reaksiyonu ile saglanir. Bu sekilde iiretilen siiperoksit
radikallerinin, NBT ile reaksiyona girerek bu maddeyi indirgemesi sonunda maksimum
absorbansini 560 nm'de veren formazon olusur. Ortama ilave edilen enzimin, iiretilen
radikalleri dismutasyona ugratmasi oraninda, NBT rediiksiyon reaksiyonu yavaslar ve

sonugta spektrofotometrede okunan absorbans degerleri diiser. Dolayisiyla formazon
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olusumunun inhibisyonunun tayin edilmesiyle SOD miktar1 indirekt olarak

saptanmaktadir.

Kullanilan ayraglar:

Kloroform: Analiz safliginda kullanildi.
Absolut Etanol: Analiz safliginda kullanildi.
Ksantin stok ¢dzeltisi (3 mmol/L): 23 mg ksantin (CsHsN4O2) 50 ml'lik balon joje

icerisinde 5 ml 0,1 N NaOH ile ¢oziildii ve distile su ile hacim 50 ml'ye tamamland: ve
+ 4 °C'de saklandi. Cozelti kullanilacagi zaman 10 kat seyreltildi.
Ksantin oksidaz enzim ¢ozeltisi (EC. 1.1.3.22): 20 U/ml aktiviteye sahip ksantin oksidaz

enzim ¢ozeltisinden 20 pmol alinarak 2 ml 2 M amonyum siilfat ¢ozeltisi ile karistirildi.

Etilendiamintetraasetik asit ¢6zeltisi (EDTA) (0.6 mmol/1): 0,233 g EDTA bidistile su ile

coziilerek hacim bir litreye tamamlandi ve + 4 °C'de saklandi.

Nitrobluetetrazolium ¢ézeltisi (NBT) (0,15 mmol/L): 30,75 mg NBT tridistile su ile

coziilerek hacim 250 ml'ye tamamlandi ve + 4 °C'de saklandx.

Sodyum karbonat ¢ozeltisi (400 mmol/L): 10,5 g sodyum karbonat (Na2COs3) bidistile

su ile ¢oziilerek hacim 250 ml'ye tamamlandi ve + 4 °C'de saklandi.

Sigir alblimini ¢ozeltisi (1,0 g/L) : 100 mg sigir albumini bidistile suda ¢oziilerek hacim

100 ml'ye tamamland1 ve + 4 °C'de saklandi.

Bakir kloriir ¢ozeltisi: (0,8 mmol/L) 26,75 mg bakirkloriir (CuClz) bidistile suda

¢oziilerek hacim 250 ml'ye tamamlandi ve + 4 °C'de saklandi.

Amonyum siilfat ¢ozeltisi (2 M) : 26,428 g amonyum siilfat ((NH4)2SOa) bidistile suda
¢oziilerek hacim 250 ml'ye tamamlandi ve + 4 °C'de saklandi.

Reaktif karisimi: 20 tiipliik bir seri analiz i¢in 20 ml 10 kat seyreltilmis ksantin stok

¢ozeltisi, 10 ml EDTA ¢6zeltisi, 10 ml NBT ¢ozeltisi, 6 ml sodyum karbonat ¢ozeltisi ve

3 ml sigir albiimini ¢ozeltisi 100 ml'lik bir erlen igerisinde karistirildi.
Testin Yapihis::

Kor ve test isaretli deney tiiplerine 2,45 ml reaktif karistmi doku homojenatindan
test tiiplerine 0,5 ml ilave edildi. Kor tiiptine 0,5 ml bidistile su ilave edildi. Eritrosit
hemolizatindan 1 ml alinip tizerine 0,3 ml kloroform ve 0,5 ml etanol ilave edilerek 3000

rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan berrak kistmdan 0,5 ml almarak test tiipiine
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konuldu. Daha sonra tiiplere 50 pl ksantin oksidaz enzim ¢ozeltisi konularak karistirildi.
20 dakika 25 °C'lik su banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda tiiplere 1 ml
CuCl; eklenerek reaksiyon durduruldu. Olusan rengin absorbansi spektrofotometrede 560

nm dalga boyunda kore karsi okundu.

Hesaba:

SOD enzim aktivitesinin hesaplanmasinda asagidaki formiilden yararlanilarak

yiizde inhibisyon hesaplandi.

Korun Absorbansi — Testin Absorbansi
% Inhibisyon = x 100

Koriin Absorbansi

Bir SOD iinitesi, NBT rediiksiyonunu %50 inhibe eden aktivite olarak kabul
edildiginden reaksiyon ortaminda bulunan enzim aktiviteleri, bu iinite cinsinden
hesaplandi ve eritrositler i¢in U/gHb doku homojenatlarinda U/g doku olarak
degerlendirildi.

2.2.7. Eritrosit Hemolizatinda ve Kalp Dokusu Homojenatinda Glutatyon
Peroksidaz Aktivitesi Olciimii

Glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia ve Valentine (1967) tarafindan bildirilen

yontemle 6l¢iildii.
Testin prensibi:

Deney ortaminda bulunan Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enziminin kataliziyle
H202’nin H2O ve singlet oksijene (*O.) cevrilmesi ve bunun da Rediikte Glutatyonu
(GSH) Okside Glutatyona (GSSG) ¢evirmesi prensibine dayanmaktadir. GSSG’nin
olusum hiz1 deney ortamindaki NADPH + H"'m NADP* 'ya ¢evrilmesi nedeni ile optik

dansitede meydana gelen azalmanin spektrofotometrede 340 nm’de takibiyle hesaplanir.
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Kullanilan ayiraclar:

1-

SodyumFosfat-Buffer (pH=7,0 ve 50mM, Fosfat Tamponu):
A: Disodyumhidrojenfosfat (NaHPO4) = 7,1 g/L
B: KH2PO4 (Potasyum dihidrojen fosfat) = 6,8 g/L
600 ml A ¢ozeltisi, 400 ml B ¢ozeltisi 2,08g Na2EDTA olacak sekilde hazirlandi.
Rediikte Glutatyon (GSH) :
50 mg GSH hazirlanan 1 ml tamponda ¢oziildii. GSH ¢ozeltisi 150 mM olacak

sekilde hazirland.
Sodyum Azid (1M NaNs):

130 mg NaN3 2 ml hazirlanmis olan fosfat tamponunda ¢oziildii.
Hidrojen Peroksit (2 mM H203):

30 ul H202 10 ml fosfat tamponunda ¢oziilerek hazirlandi.
Amonyum Siilfat (NH4)2SOg4) : 4,22 g alind1 10 ml’distilede ¢oziildii.

Glutatyon Rediiktaz: Amonyum Siilfatta ¢oziilerek hazirlandi. 500 IU hazirlamak igin

3 ml 3,2 M Amonyum siilfat ¢ozeltisine 100 pl eklendi.
Rediikte NADPH :

8 mM rediikkte NADPH fosfat tamponunda hazirlandi. Prosediir geregi 6,66 mg
NADPH 1 ml fosfat tamponunda ¢6ziildii. Analiz i¢in on kat artirilarak 66,6 mg
NADPH 10 ml fosfat tamponunda ¢oziilerek hazirlanda.

Testin yapilisi:

Reaktif Karisim :

Fosfat Tamponu = 2,650 ml
Rediikte Glutatyon = 0,100 ml
NADPH = 0,100 ml
GSH Rediiktaz =0,010 ml

Sodyum Azid (NaNsz) = 0,020 ml

Onceden hazirlanan yukarida adi1 gegen ayiraglar karsilarinda belirtilen hacimlerde

alinarak karigtirildi. Sonra, ilk olarak 25 ul H202 ve en son 25 pl doku homojenati ya da

eritrosit hemolizat1 eklendi, spektrofotometrede 340 nm’de zaman takibiyle okundu.
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Abs 0 (0. Dakika)
GSH-Px Abs 1 (1. Dakika)

Abs 2 (2. Dakika)

Hesab1:

IU = {[(Abso —Abs) x 106 x 2,99] / (6,22 x1000 x 2x 0,02)] }

Glutatyon peroksidaz aktivitesi kalp dokusu homojenatlarinda IU/g doku, eritrosit

hemolizatlarinda IU/gHb olarak hesaplandi.

2.2.8. Eritrosit Hemolizatinda ve Kalp Dokusu Homojenatlarinda Katalaz
Aktivitesi Ol¢iimii

Eritrosit hemolizatinda ve kalp dokusu homojenatlarinda katalaz aktivitesi

6l¢iimii i¢in Luck (1965) tarafindan bildirilen yontem modifiye edilerek kullanildi.
Testin Prensibi:

Hidrojen peroksit 1sik spektrumunun UV alaninda dalga boyunun azalmasiyla
artan bir absorbans verir. Uygun bir tampon igerisinde bulunan H>O2’in &rnekteki
katalaz enziminin etkisiyle yikilmasi sonucunda bu maddenin 240 nm'de neden oldugu
absorbansta azalma meydana gelir. Absorbansta gézlenen azalma hizi katalaz enzim

aktivitesi ile orantilidir.
Kullanilan Ayiraclar:

Fosfat tamponu (pH=7,0) (1/15 mmol/L): 3,522 g potasyumdihidrojenfosfat
(KH2PO4) ve 7,268 g disodyumhidrojen fosfat (Na2HPO4.2H20) distile suda ¢oziildii ve bir

litreye tamamlandi. Daha sonra pH's1 7’ye ayarlandi.

Fosfat tamponda hidrojen peroksit ¢ozeltisi: %30 H202 ¢ozeltisinden 0,16 ml alinarak

daha once hazirlanmis olan fosfat tamponun 100 ml'sinde seyreltildi. Bu karigimin 240

nm'deki absorbansi H2O ile 0,5'e ayarlandi.
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Testin Yapihisi:

Kor isaretli kuvartz kiivete 2,95 ml fosfat tamponu konuldu ve iizerine 50 pl
eritrosit hemolizati ya da kalp dokusu homojenati ilave edildi. Test isaretli kuvartz kiivete
ise 2,95 ml fosfat tampon icinde hazirlanmis H202 ¢ozeltisi konuldu ve 50 pl eritrosit
hemolizat1 ya da kalp dokusu homojenati eklendi. Kiivetler alt iist edilerek karistirildu.
Spektrofotometre 240 nm'de kor kiivete gore sifirlandi ve ilk okuma yapildi. 15 saniye

sonra ikinci bir okuma yapilarak birincisi A1 Ikincisi A, olarak kaydedildi.

Hesaba:

Absorbanstaki azalma tespit edildi ve asagidaki formiilden yararlanilarak katalaz
aktivitesi hesaplandi. Enzim aktiviteleri eritrosit hemolizatlar1 igin k/gHb, doku

homojenatlar i¢in k/g doku cinsinden degerlendirildi.

2.3 A1
X log
At Az

k= snt

2.2.9. Istatistik Degerlendirme

Istatiksel analizlerde parametrelerin dagilimi Shapiro-Wilk, varyans homojenitesi
Levene’s testi ile belirlendi. Gruplar arasindaki istatistiksel degerlendirmeler i¢in, verilerin
normal dagilima uygunluguna gore Kruskall-Wallis veya one-way ANOVA uygulandi.
Gruplar arasindaki farkliliklarin  belirlenmesinde Duncan’s testi veya Bonferroni
diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildi. Veriler SPSS (Statistical Package for the

Social Sciences, version 17.0) programinda degerlendirildi.

55



3. BULGULAR

3.1. Ratlarin Canh Agirhiklar

Calismanin baslangicinda ve sonunda ratlarin canli agirliklar1 dl¢tilmiistiir. Canli

agirliklara ait istatistik Cizelge 3.1°de ve ilgili grafik Sekil 3.1° de verilmistir.

Cizelge 3.1. Gruplardaki ratlarin canli agirlik degerleri (g)

GRUPLAR ILK HAFTA (g) | SON HAFTA (g) FARK ()
N| XS | N X +S. X+S.
KONTROL 12 | 239.86+3.256 | 12 | 283.76+3.781° | 43.90+5.211
HIPERHOMOSISTEINEMI 12 | 245.86+5.859 | 12 | 287.42+5.349% | 37.83 £7.853
HIPERHOMOSISTEINEMI + VIT C | 12 | 257.00+6.230 | 12 | 300.87+7.039% | 43.20+10.187

Onemlilik O.D. * O.D.

Ayni stitunda farkl harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak 6nemlidir
(p<0.05).

Canli agirlik yoniinden ¢aligmanin baslangicinda gruplar arasi fark saptanmazken
calisma sonunda kontrol grubuna gore Hiperhomosisteinemi ve
Hiperhomosisteinemi+VitC gruplarindaki ratlarin canli agirliklarinda istatiksel acidan
onemli bir degisimin gozlenmedigi, fakat kontrol grubu ile Hiperhomosisteinemi+VitC

grubu kiyaslandiginda istatiksel agidan onemli bir degisimin gozlendigi goriilmektedir
(Cizelge 3.1, Sekil 3.1).

350

300

250

200

B KONTROL

150 - ® HiPERHOMOSISTEINEMi

100 - HIPERHOMOSISTEINEMI + VIT C

50

ilk Hafta (g) Son Hafta (g) Fark (g)

Sekil 3.1. Gruplardaki ratlarin canli agirlik miktarlarina iliskin sonuglarinin grafigi
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3.2.Ratlarin Serum Homosistein Diizeyleri

Kontrol ve uygulama gruplarinin serum homosistein diizeylerine iligkin sonuglar

sirastyla ¢izelge 3.2 ve sekil 3.2°de verilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel anlamda

farklilik oldugu (p<0.001) goriiliirken Hiperhomosisteinemi ve Hiperhomosisteinemi+Vit

C gruplan arasinda ise serum homosistein diizeyleri bakimindan belirgin bir farklilik

saptanmamistir.

Cizelge 3.2. Gruplardaki ratlarin homosistein miktarlarina iliskin sonuglar (umol/L)

. . . | HIPERHOMOSISTEINEMI | .
KONTROL HIPERHOMOSISTEINEMI . Onemlilik
+ VIT C
N| X£S | N X +S. N X +S.
Homosistein
12 | 5.91+£0.492 | 12 32.15+1.28° 12 25.80+2.06° F*hE
(pmol/L)

a,b, Ayn1 satirda farkli harfler istatiksel yonden anlamli farkliligi gostermektedir (p<0.001).

35

Homosistein (umol/L)
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HIPERHOMOSISTEINEMI

HIPERHOMOSISTEINEMI + VIT C

Sekil 3.2. Serum homosistein diizeylerine iligskin sonuglarin grafigi
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3.3. Ratlarin Kalp Dokusu Analiz Sonuclar

Deneme sonunda Kontrol, Hiperhomosisteinemi ve Hiperhomosisteinemi+Vit C
gruplarina ait kalp dokusu MDA diizeyleri ve sirasiyla SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri

belirlendi. Bu degerler yardimiyla her grup i¢in hesaplamalar yapilarak ortalama degerler

ve standart hatalar1 bulundu. Calisma gruplarina ait bulgular Cizelge 3.3’de goriilmektedir.

Cizelge 3.3. Kontrol, Hiperhomosisteinemi ve Hiperhomosisteinemi+ Vit C gruplarina ait

kalp dokusu MDA diizeyleri ve SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri

MDA SOD CAT GSH-Px

GRUPLAR . . . .
((uM/mg protein) | (U/mg protein) | (k/mg protein) | (1IU/mg protein)

N X +S. N| X*S. |N| X£S |N X +S.
KONTROL 12| 101.24+2.46° |12]14.36+0.89%|12|39.24 +3.982 |12 | 1091.66:53.312
HIPERHOMOSISTEINEMI |12 | 129.24 +7.67% |12| 7.54+1.27° |12 |21.28+1.20° | 12| 896.55+41.05°
HIPERHO+M\2§IETEINEMI 12| 94.25+7.91° [12]11.95+0.75% |12 | 48.92+5.512 | 12| 884.18+36.43"

Onemhhk *% **kk *kk *

Ayni siitunda farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak onemlidir.

(* p<0.05 &P | ** p<(.01 P2 | *** p<0.001, °: statiksel olarak anlaml1)
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3.3.1. Ratlarin Kalp Dokusu MDA Sonuglari

Kalp dokusu MDA diizeyleri kontrol grubundaki ratlarda ortalama 101.24+2.46
uM/mg protein, Hiperhomosisteinemi grubu ratlarda ortalama 129.24+7.67 uM/mg protein,
Hiperhomosisteinemi+ Vit C grubundaki ratlarda ise ortalama 94.25+7.91 uM/mg protein
olarak Olclildii. Gruplar arasindaki bu farkliligin p<0.01 diizeyinde anlamli oldugu
saptandi (Cizelge 3.3, Sekil 3.3).

Doku MDA (LM/mg protein)
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KONTROL HIPERHOMOSISTEINEMi  HIPERHOMOSISTEINEMI + VIT C

Sekil 3.3. Kalp dokusu malondialdehit diizeylerine iliskin sonuglarin grafigi
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3.3.2. Ratlarm Kalp Dokusu SOD Aktivitesi Sonuclar:

Kalp dokusu siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi kontrol grubundaki ratlarda
ortalama 14.36+0.89 U/mg protein, Hiperhomosisteinemi grubu ratlarda ortalama
7.54+1.27 U/mg protein, Hiperhomosisteinemi+ Vit C grubundaki ratlarda ise ortalama
11.95+0.75 U/mg protein olarak olciildii. Gergeklestirilen istatistiksel analizde gruplar
arasindaki bu farkliligin p<0.001 diizeyinde anlamli oldugu saptandi (Cizelge 3.3, Sekil
3.4).

DOKUDA SOD (U/mg protein)
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KONTROL HIPERHOMOSISTEINEMi  HIPERHOMOSISTEINEMI + VIT C

Sekil 3.4. Kalp dokusu siiperoksit dismutaz enzim aktiviteleri grafigi
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3.3.3. Ratlarin Kalp Dokusu GSH-Px Aktivitesi Sonuclari

Kalp dokusu GSH-Px diizeyleri kontrol grubundaki ratlarda ortalama
1091.66+53.31 1U/mg protein, Hiperhomosisteinemi grubu ratlarda ortalama 896.55+41.05
IU/mg protein, Hiperhomosisteinemi+Vit C grubundaki ratlarda ise ortalama
884.18+36.43 IU/mg protein olarak ol¢iildii. Gruplar arasindaki bu farkliligin p<0.05
diizeyinde anlamli oldugu saptandi (Cizelge 3.3, Sekil 3.5).

DOKU GSH-Px (IU/mg protein)
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Sekil 3.5. Kalp dokusu glutatyon peroksidaz enzim aktiviteleri grafigi
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3.3.4. Ratlarin Kalp Dokusu CAT Aktivitesi Sonuglari

Kalp dokusu katalaz aktivitesi de kontrol grubundaki ratlarda ortalama 39.24 +3.98
k/mg protein, Hiperhomosisteinemi grubu ratlarinda ortalama 21.28+1.20 k/mg protein,
Hiperhomosisteinemi+VitC grubundaki ratlarda ise ortalama 48.92+5.51 k/mg protein
olarak olgiildii. Gruplar arasindaki bu farkliligin p<0.001 diizeyinde anlamli oldugu
saptand1 (Cizelge 3.3, Sekil 3.6).

DOKU CAT (k/mg protein)
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Sekil 3.6. Kalp dokusu katalaz enzim aktiviteleri grafigi
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3.4. Ratlarin Eritrosit Hemolizat1 Analiz Sonug¢lari

Deneme sonunda Kontrol, Hiperhomosisteinemi ve Hiperhomosisteinemi+ Vit C
gruplarina ait plazma MDA diizeyleri ve sirasiyla SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri
belirlendi. Bu degerler yardimiyla her grup icin hesaplamalar yapilarak ortalama degerler
ve standart hatalar1 bulundu. Kontrol, Hiperhomosisteinemi ve Hiperhomosisteinemi+ Vit
C gruplarina ait plazma MDA diizeyleri ve sirasiyla eritrosit hemolizatlarindaki SOD, CAT
ve GSH-Px aktiviteleri ortalama degerleri ve standart hatalarn Cizelge 3.4’de

goriilmektedir.

Cizelge 3.4. Kontrol, Hiperhomosisteinemi ve Hiperhomosisteinemi+ Vit C gruplarina ait

plazma MDA diizeyleri ve SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri

MDA SOD CAT GSH-Px
GRUPLAR (umol/L) | (U/g Hb) (Klg Hb) (1U/g Hb)

N| X+S. [N| X*S [N X+S. N X +S.
KONTROL 12| 24.2940.99° | 12 | 45.68+5.632 | 12 | 2939.26+221.17% | 12 | 18350.62+4796.712

HIPERHOMOSISTEINEMI |12 | 32.57+2.122 |12 | 24.41£2.77° | 12 | 2172.32+116.87° | 12 | 6025.05+573.25°

HIPERH%MVOi?I(S:TEINEMI 12| 24.73+1.66° | 12 | 39.3145.02 | 12 | 3889.20+386.30° | 12 |31118.92+8164.14
Onemlilik ** ** ** kel

Ayni siitunda farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak dnemlidir.

(** p<0,01 P2, *** n<0,001, #: Istatiksel olarak anlamlr)
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3.4.1. Ratlarimm Plazma MDA Sonuglari

Plazma MDA diizeyleri kontrol grubundaki ratlarda ortalama 24.294+0.99 umol/L,
Hiperhomosisteinemi grubu ratlarda ortalama 32.57+2.12 umol/L,
Hiperhomosisteinemi+Vit C ratlarda ise ortalama 24.73+1.66 umol/L olarak Ol¢iildii.
Gruplar arasindaki bu farkliligin p<0.01 diizeyinde anlamli oldugu saptandi (Cizelge 3.4,
Sekil 3.7).

Plazma MDA (umol/L)

35

30

25

20 -

KONTROL HIPERHOMOSISTEINEMi ~ HIPERHOMOSISTEINEMI+VIT C

Sekil 3.7. Plazma malondialdehit diizeyleri grafigi
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3.4.2. Ratlarn Eritrosit Hemolizati SOD Aktivitesi Sonuclar:

Eritrosit hemolizatindaki SOD aktivitesi diizeyleri kontrol grubundaki ratlarda
ortalama 45.68+5.63 U/g Hb, Hiperhomosisteinemi grubu ratlarda ortalama 24.41+2.77
U/g Hb, Hiperhomosisteinemi+VitC grubundaki ratlarda ise ortalama 39.31+5.02 U/g Hb
olarak dl¢iildii. Gruplar arasindaki bu farkliligin p<0.01 diizeyinde anlamli oldugu saptandi
(Cizelge 3.4, Sekil 3.8).

Hemolizat SOD (U/g Hb )
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Sekil 3.8. Hemolizat siiperoksit dismutaz enzim aktiviteleri grafigi
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3.4.3.Ratlarmn Eritrosit Hemolizati GSH-Px Aktivitesi Sonuglari

Eritrosit hemolizatindaki GSH-Px aktivitesi diizeyleri kontrol grubundaki ratlarda
ortalama 18350.62+4796.71 1U/g Hb, Hiperhomosisteinemi grubu ratlarda ortalama
6025.05+573.25 IU/g Hb, Hiperhomosisteinemi+ Vit C grubundaki ratlarda ise ortalama
31118.92+£8164.14 1U/g Hb olarak olgiildii. Gruplar arasindaki bu farkliligin p<0.001
diizeyinde anlamli oldugu saptand1 (Cizelge 3.4, Sekil 3.9).

Hemolizat GSH-Px (IU/g Hb)
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Sekil 3.9. Hemolizat glutatyon peroksidaz enzim aktiviteleri grafigi
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3.4.4. Ratlarmn Eritrosit Hemolizati CAT Aktivitesi Sonuglari

Eritrosit hemolizatindaki katalaz aktivitesi de kontrol grubundaki ratlarda ortalama
2939.26+221.17 k/g Hb, Hiperhomosisteinemi grubu ratlarinda ortalama 2172.32+116.87
k/g Hb, Hiperhomosisteinemi+Vit C grubu ratlarinda ise ortalama 3889.20+386.30 k/g Hb
olarak o6lgiildii. Gruplar arasindaki bu farkliligin p<0.01 diizeyinde anlaml1 oldugu saptandi
(Cizelge 3.4, Sekil 3.10).

HEMOLIZAT CAT (k/g Hb)
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Sekil 3.10. Hemolizat katalaz enzim aktiviteleri grafigi
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4. TARTISMA

Homosistein serbest radikaller gibi etki gosteren ve son yillarda oksidatif sisteme
dahil oldugu kabul edilen, protein yapisina girmeyen bir aminoasittir (Boushey ve ark
1995). Uzun siireli yiiksek metiyonin alimi1 remetilasyon yolunun inhibisyonu ile iligkili
oldugundan, transsiilfiirasyon yolunun satlirasyonuna sebep olabilir. Bu durum
homosisteinin hiicrelerden disar1 atilmasina ve boylece plazma homosistein diizeylerinin

artmasina sebep olmaktadir (Ueland ve Refsum 1989).

Enzimlerdeki konjenital eksiklik veya metabolizma sirasinda reaksiyonlarda gorev
alan folik asit, vitamin Bi» ve Benin yetersizligine bagl olarak plazma homosistein
diizeyleri yiikselmektedir. Hiperhomosisteinemi viicutta birgok zararli etkilere yol
acmaktadir. Bunlardan bazilar1 arasinda serbest radikaller gibi davranip endotel hasari
olusturmasi ve bu olayin sonucunda da trombosit aktivasyonu, pihtilagsma faktorlerinin
modifikasyonu, trombiis formasyonu gibi koagiilasyonu artirici etkiler meydana getirmesi,
biyolojik membranlarda oksidasyon yapmasi, LDL oksidasyonu yaparak aterosklerozu
artirict etkiler ortaya ¢ikarmasi sayilabilmektedir (Brattstrom ve ark 1989; Boushey ve ark
1995, Noll ve ark 2009, Yang ve ark 2010, Liu ve ark 2013).

Son yillarda yapilan ¢alismalar, koroner arter hastaliklari i¢in geleneksel risk
faktorlerinin (sigara icimi, alkol, diyabet, kolesterol, tansiyon vb.) disinda vaskiiler
hastaliklarin patolojisinde rol oynayan beslenme ve biyokimyasal faktorler (diyetteki
antioksidanlar ve plazma homosistein miktari) {izerinde yogunlagsmistir. Siilfiir iceren bir
aminoasit olan homosisteine ilgi, kardiyovaskiiler hastaliklar ile birlikte seyretmesinden
dolay1 daha da artmistir. Homosistein, koroner arter hastaliklari ve periferal vaskiiler
hastaliklar i¢in g6z 6niinde bulundurulmas: gereken 6nemli ve bagimsiz bir risk faktoriidiir

(Linnebak ve ark 2011, Malinowska ve ark 2012, Mahalle ve ark 2013).

Homosisteinin farkli yonlerdeki birgok etkisini aragtirmak i¢in ¢esitli ¢calismalarda
intraperitoneal yolla homosistein uygulanarak ya da igme sularina metiyonin katilarak rat,

tavsan ve maymunlarda deneysel hiperhomosisteinemi modelleri olusturulmustur (Ungvari

ve ark 1999, Li ve ark 2002, Schweinberger ve ark 2014).

Boger ve arkadaslar1 (2001) maymunlar {izerinde yaptiklar1 bir ¢alismada 4 haftalik
oral metiyonin yliklemesinin plazma homosistein diizeylerinde yaklasik 3 kati bir artig
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olusturdugunu insanlarda yaptiklari bagka bir ¢alismada (Boger ve ark 2009) ise oral
yoldan tek doz metiyonin yiiklemesi ile (100 mg/kg) plazma homosistein diizeylerinin

yiikseldigini géstermislerdir.

Bu c¢alismada Bagi ve arkadaslar1 (2003) tarafindan daha 6nce tanimlanan rat
hiperhomosisteinemi modeli uygulandi. Bu amacgla L-metiyonin suda ¢oziiliip 6 hafta
boyunca her giin 1 g/kg dozunda Hiperhomosisteinemi ve Hiperhomosisteinemi+VitC
grubunda bulunan ratlara oral gavaj yoluyla uygulandi ve hiperhomosisteinemi
olusturulmasi amaglandi. Kontrol ve uygulama gruplarinin serum homosistein diizeylerine
iliskin sonuglarinin ortalamalar1 arasi istatistiksel olarak anlamli bir farkin (p<0.001)
saptanmast uygulama gruplarinda hiperhomosisteineminin olustugunu gostermistir

(Cizelge 3.2, Sekil 3.2).

Calismamizda Bagi ve arkadaglarinin (2003) ¢alismasindakine benzer serum
homosistein seviyeleri 6l¢iildii. Ancak bu calismadan farkli olarak bizim ¢alismamizda,
metiyonin igme suyuna katilmayip oral gavaj yolu ile uygulandi. Boylelikle rat basina

verilen oral metiyonin dozu tam olarak ayarlandi.

Homosistein, metiyoninden sentezlenen bir aminoasittir. Metiyonin ile homosistein
birbirlerinin prekiirsorleri niteliginde olup, birinin detoksifikasyonu digerinin sentez
asamasini kapsamaktadir ve bu iligkinin temeli metiyonin metabolizmasini olusturmaktadir
(Sainz ve ark 2000). Folik asit, vitamin B> ve vitamin Bes homosistein metabolizmasinda
kofaktor ve kosubstrat olarak gorev alan 6nemli vitaminlerdir (Langman ve Cole 1999,
Naurath ve ark 1995). Bu vitaminlerin eksikligi hiperhomosisteineminin 6nemli bir
sebebidir. B vitaminleri ve folik asit eksikliginde hiperhomosisteinemi olugmasinin yan
sira hiperhomosisteineminin tedavisinde de bu vitaminler kullanilmaktadir. Literatiirde
hiperhomosisteinemi tedavisinde folik asidin yalniz ya da vitamin B12 ve vitamin Bg’nin
farkli dozlardaki kombinasyonlariyla tedavisi ile ilgili cok sayida ¢aligma vardir (Rimm ve
ark 1996, Rimm ve ark 1998, Robinson ve ark 1998, Racek ve ark 2005, Sanchez-Moreno
ve ark 2009, Breilmann ve ark 2010, Filip ve Ark 2010, Kolling ve ark 2011).

Tuncer ve arkadaslarimin (2008) yapmis oldugu bir c¢alismanin sonucu,
hiperhomosisteinemi tedavisinde dikkat ¢ekmektedir. Caligmada oral metiyonin yiiklemesi
yapilan ratlarda plazma homosistein diizeyinin kontrol grubuna gore %70,3 oraninda artig

gosterdigi ayrica metiyonin yiiklemesinin yaptig1 plazma homosistein diizeyi artiginin folik
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asit (%45,9), vitamin Bs (%34,0) ve vitamin C (%34,3) ile anlamli derecede azaltildig;
ayni zamanda folik asit, vitamin Be ve vitamin C desteginin homosistein diizeyindeki artisi

onledigi bildirilmektedir.

Baska bir arastirmada giinliik 0,5 mg Bi2 vitamini vermenin plazma homosistein
diizeyini ortalama %7 azalttigini, giinliik 16,5 mg Be vitamini vermenin de plazma Hcy
diizeyini anlamli derecede etkilemedigi bildirilmistir. Ayrica yliksek plazma Hcy
konsantrasyonlariyla diisiik folat, B12 ve Bs vitamin diizeylerinin iligkili oldugu yine ayn

calismada belirtilmektedir (Clarke ve ark1998).

Calismalarda folik asit, vitamin B12 ve vitamin Bg’nin yiiksek homosistein diizeyleri
arasinda negatif korelasyon oldugu; bu iligkinin geng hastalarda folik asit, yagl hastalarda
vitamin Bi2 yoniinden daha anlamli oldugu bildirilmistir (Stampfer ve ark 1992, Selhub ve
ark 1993).

Hanratty ve arkadaglari (2001) on saglikli goniillii lizerinde gergeklestirdikleri
aragtirmalarinda oral metiyonin yiiklemesi (100 mg/kg) ile toplam plazma homosistein
diizeylerinin anlamli derecede arttigini, ancak birlikte verilen vitamin C'nin bu artis {izerine
herhangi bir etkisi olmadigin1 saptamislardir. Az sayida denek {izerinde gergeklestirilmis
olan bu caligmanin insanlarda yapilmis olmasi ve gerek metiyonin yiiklemesinin gerekse
vitamin C verilisinin akut verilis seklinde olmasi, bizim calismamiza gore belirgin

farkliliklardir.

Brude ve arkadaslari (1999) da plazma homosistein diizeyleri ile diyetle alinan

vitamin C ve vitamin E arasinda negatif bir korelasyon oldugunu gézlemlemislerdir.

Calismamizda Hiperhomosisteinemi ve Hiperhomosisteinemi+VitC gruplari
arasinda serum homosistein diizeyleri bakimindan istatiksel olarak bir anlamlilik
saptanmamistir. Bu sonug¢ metiyoninle birlikte verilen vitamin C'nin serum homosistein
diizeylerinin artist veya azalis1 iizerine herhangi bir etkisi olmadigi diislincesini

olusturmustur.

Homosistein diizeyi arttiginda biyolojik tiyollerle etkileserek hizla oto-okside olur,
fazla miktarda distlfit homosistein ve homosistein-tiyolakton molekiilii tiretilir (Vermaak
ve ark 1990). Ayrica homosisteinin oto-oksidasyonu esnasinda siiperoksit ve hidrojen

peroksit gibi serbest oksijen radikalleri olusur. Olusan hidrojen peroksit, damar endotelinde
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hasara neden olurken siiperoksit radikalleri de hem endoteli hasara ugratir, hem de LDL
partikiillerini  etkileyerek  lipid  peroksidasyonunu  baglatir  (Loscalzo  1996).
Hiperhomosisteinemi deneysel modellerinde homosistein tarafindan indiiklenen oksidatif
stresin, serbest oksijen radikallerinde artisa neden oldugu membran lipid peroksidasyonu
gostergesi olan malondialdehit diizeylerinin serumda ve dokuda arttigi gosterilmistir
(Toborek ve ark 1995, Young ve ark 1997, Voutilainen ve ark 1999, Kocabalkan ve ark
2000, Serafinowicz ve ark 2000, Ventura ve ark 2000, Cavalca ve ark 2001, Stefanello ve
ark 2005).

Homosistein metabolizmasi hiicrede redoks potansiyeli tarafindan diizenlenir (Zou
ve Banerjee 2005). Homosisteinin ortamdan uzaklastirilmasini saglayan metiyonin sentaz
ve sistatyonin B-sentaz gibi bazi enzimlerin aktivitesi hiicredeki oksidatif duruma gore
diizenlenir (Mosharov ve ark 2000, Maclean ve ark 2002, Zou ve Banerjee 2005).
Hiperhomosisteinemide S-adenozil metiyonin oranit S-adenozil-L-homosistein’e gore
diisiiktiir. S-adenozil metiyonin antioksidan bir maddedir ve glutatyon sentezini arttirir,
lipid peroksidasyonunu yaklasik %65 oraninda azaltir (Gharib ve ark 1983, Obeid ve
Herrmann 2006).

Bu ¢aligmada hiperhomosisteinemi grubuna ait plazma MDA diizeylerinin, kontrol
ve diger deneme grubundaki ratlarin plazma MDA diizeylerinden istatistiksel 6nemde
yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.01). Ayrica hiperhomosisteinemi olusturulan ve ayni
zamanda Vitamin C verilen ratlarin, plazma MDA diizeylerinde bir diislis goriilmiistiir
(Cizelge 3.4, Sekil 3.7). Kalp dokusu MDA diizeyleri, plazma MDA diizeylerinde oldugu
gibi metiyonin verilen ratlarda kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunurken
hiperhomosisteinemi+Vitamin C grubundaki ratlara ait doku MDA diizeyleri kontrol
grubuna gore daha diisiik bulunmustur (p<0.01) (Cizelge 3.3, Sekil 3.3). Bu sonuglar
verilen literatiir bilgileriyle benzerlik gostermektedir. Hiperhomosisteinemi gruplarindaki
yiiksek plazma MDA degerleri, homosisteinin oksidatif stresi indiikledigini diislindiiriirken
Hiperhomosisteinemi+vitamin C grubunda diisiik MDA degerleri vitamin C’nin oksidatif

strese kars1 koruyucu etkisine baglanabilir.

Serbest radikallerin ve peroksitlerin biyolojik etkileri, viicutta genis bir antioksidan
savunma mekanizmast (vitamin E ve C, karotenoidler, glutatyon ve iirik asit gibi

metabolitler ve antioksidan enzimler) tarafindan kontrol edilmektedir (Guemouri ve ark
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1991). Antioksidan sistem; serbest radikallerin zararli etkisinden korunmada 6nemli role
sahiptir. Antioksidan savunma ile serbest radikaller arasindaki dengenin bozulmasi oksidan

strese ve bunun sonucunda doku hasarina yol agmaktadir (Tagkiran ve ark 2005).

Glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimleri serbest oksijen radikallerinin hasarina
kars1 en 6nemli hiicre i¢i savunma mekanizmalarii olustururlar. SOD enzimi ise toksik
stiperoksit radikallerinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu
hizlandirarak, potansiyel zararl etkilere kars1 savunmada ¢ok énemli bir rol oynar. Normal
kosullarda hiicrelerde bulunan hidrojen peroksit ve diger peroksitlerin yikimini katalize
eden glutatyon peroksidaz, lipid peroksidasyonunun baslamasi ve gelismesini engelleyen
onemli bir enzimdir. Ancak yiliksek konsantrasyonlardaki hidrojen peroksitin

detoksifikasyonunu esas olarak katalaz enzimi iistlenmektedir (Seven ve Candan 1996).

Deneysel bir ¢alismada metiyoninden-zengin ve folattan-fakir diyetle beslenen
ratlarda kan, karaciger, barsak, aort endotelyumu ve miyokartta lipid peroksidasyon
substanslarinin yiikseldigi; GSH-Px, SOD, CAT ve GR aktivitelerinin ise azaldigi ortaya

konulmustur (Kravchenko ve ark 2004).

Yamamoto ve arkadagslar1 (2000), endotelyal hiicre yiizeyine ekstraselliiler SOD’un
baglanmasi lizerine homosisteinin etkilerinin arastirildigi bir calismada, homosisteinin
SOD etkinligini azalttigin1 ifade etmislerdir. Homosistein, SOD’un endotelyal hiicre
yiizeyine baglanmasini saglayan endotelyal heparan stilfat proteoglikan1 bozarak arteriyel
endotel hiicre yiizeyine SOD’un baglanmasin1 engellemektedir. Boylece yliksek miktarda
homosistein fibroblastlarca ortama verilen SOD ekspresyonunu ve endotel hiicrelerinin
ozellikle siiperoksit radikali olmak iizere serbest radikallere karsi savunma yetenegini

azalttig1 arastiricilar tarafindan bildirilmektedir.

Da Cunha ve arkadaglarinin (2011) yaptiklar1 bir caligmada, rat akcigerlerinde
kronik  hiperhomosisteineminin  bazi  oksidatif stres parametrelerine etkilerini
aragtirmiglardir. Homosistein artiginin lipid peroksidasyonunu ve proteine bagli oksidatif
hasar1 artirdigr ve antioksidan savunma sistemini anlamli bir sekilde kesintiye ugrattigi
sonucuna varmislardir. Bu sonuclarinda bazi homosistiniirik hastalarda var olan akciger
hasarma neden olan mekanizmalar1 en azindan kismen agiklayabilecegi arastiricilar

tarafindan bildirilmistir.
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Yiice ve arkadaglari (2006) homosistein verilerek oksidatif stres olusturduklari
ratlarda homosistein grubu ratlarin plazma SOD ve CAT aktivitelerini kontrol grubu ratlar

degerlerine gore diisiik bulmuslardir.

Chang ve arkadaslar1 (2008) rat miyokard hiicrelerinde homosisteinin indiikledigi
oksidatif stres calismasinda homosisteinin mitokondriyal Mn-SOD aktivitesini doza

bagimli olarak inhibe ettigini gostermislerdir.

Kravchenko ve arkadaglarinin (2004) deneysel bir ¢alismasinda metiyoninden-
zengin ve folattan-fakir diyetle beslenen ratlarda, GSH-Px, SOD, CAT ve GR

aktivitelerinin ise azaldigini bildirmektedirler.

Machado arkadaglart (2011), kronik hiperhomosisteinemide glutamat aliminin
sicanlarin  hipokampusunda Na*,K'-ATPaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz enzim
aktivitelerini azalttigin1 ancak Vitamin C takviyesinin homosisteinin neden oldugu bu
degisiklikleri anlamli bir sekilde Onledigini tespit etmislerdir. Homosistiniiride

antioksidanlarin 6zel diyet olarak uygulanmasin1 adjuvan tedavi olarak dnermektedirler.

Sunulan bu ¢aligmada kalp dokusu homojenatindaki SOD aktivitelerinde, kontrol
ve deneme gruplarinin ortalamalari arasinda istatistiksel anlamda farklilik (p<0.001)
saptanmistir. Kalp dokusu homojenatindaki SOD diizeyleri, kontrol grubuna ve vitamin C
verilen ratlara gére, sadece metiyonin verilen Hiperhomosisteinemi grubunda anlamli
olarak diisiik bulunmustur (p<0.001) (Cizelge 3.4, Sekil 3.7). Eritrosit hemolizatt SOD
aktivitelerinde de, kontrol ve deneme gruplarinin ortalamalari arasinda istatistiksel
anlamda farklilik saptandi (p<0.01) (Cizelge 3.4, Sekil 3.8). Bu sonuglar verilen literatiir
bilgileriyle benzerlik gostermektedir. Ratlara metiyoninle birlikte vitamin C verilmesi,
Hiperhomosisteinemi+Vitamin C grubunda SOD degerlerini Hiperhomosisteinemi grubu
degerlerine gore artirmistir. Hiperhomosisteinemi grubunda diisiik SOD degerleri,
homosisteinin SOD etkinligini engelledigini diistindiirmektedir.
Hiperhomosisteinemi+Vitamin C grubunda ise SOD degerlerinin artmasi, SOD etkinligine
kars1 vitamin C’nin koruyucu antioksidan bir etki mekanizmasina sahip oldugu goriisiinii

desteklemektedir.

Hiperhomosisteinemide oksidatif stresten korunma mekanizmalarindan biri,

antioksidan bir enzim olan glutatyon peroksidazin hidrojen peroksidi ve lipid peroksitlerin
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rediiksiyonunu katalizlemesidir. Homosisteinden peroksit iiretimi ile in vitro hiicre
toksisitesi arasinda korelasyon olup GSH-Px nitrik oksidin oksidatif inaktivasyonunu
Oonlemektedir. Yapilan ¢alismalarda homosisteinin GSH-PXx ekspresyonunu suprese ettigi
ve bu olaymn lipid peroksidasyonunu arttirdigr tespit edilmistir (Wall ve ark 1991, Hugher
ve ark 1994, Jones ve Rose 1994, Dayal ve ark 2002, Upchurch ve ark 1997, Bozkurt
2006).

Gliad ve arkadaslar1 (1997), tarafindan homosisteinin peroksinitritlere karsi
etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada, homosisteinin hem GSH-Px aktivitesini inhibe ettigi
hem de bu enzimin mRNA’sin1 6nemli olarak azalttigi bildirilmektedir. Buna karsin
melatonin takviyesinin ise hem fizyolojik dozda hem de farmakolojik dozda GSH-Px

aktivitesini artirdig1 belirtilmistir.

Caligmamizda ratlarin kalp dokusu homojenatinda gruplarin GSH-Px aktiviteleri
arasinda istatistiksel anlamda farklilik oldugu saptandi (p<0.05). Bu farklilik, kontrole gore
Hiperhomosisteinemi ve Hiperhomosisteinemi+Vit C gruplarinda GSH-Px aktivitelerinde
genel olarak bir azalisla kendini gostermektedir. (Cizelge 3.3, Sekil 3.5). Gruplara ait
eritrosit GSH-Px aktivitelerini karsilastirdigimiz zaman ise literatiir bilgileri ile uyumlu
olarak hiperhomosisteinemi olusturulan grupta GSH-Px aktivitelerinin, kontrol grubuna
gore anlamli sekilde azaldig: goriildi (p<0.001) (Cizelge 3.4, Sekil 3.9).

Rodrigo ve arkadaglarinin (2003) yaptigi bir c¢alismada, artan homosistein
diizeylerinin hidrojen peroksit olusumunu artirdigi ve baslica antioksidan enzimler olan
GSH-Px, SOD ve CAT aktivitesinin baskilanmasma yol actigt ve oksidatif stres

olusturdugu ileri stirlilmiistiir.

Toborek ve arkadaglari (1995) 6-9 ay boyunca metiyoninden-zengin diyetle
beslenen tavsanlarda plazma ve aortik TBARS diizeyleri ile aortta antioksidan enzim
aktivitelerinde anlamli artig tespit ederken; eritrositlerde ise SOD aktivitesinin arttigini,

CAT aktivitesinin degismedigini, GSH-Px aktivitesinin ise azaldigini belirlemislerdir.

Wyse ve arkadaglar1 (2002) homosistein uygulamasinin ratlarda CAT aktivitesinde
azalmalara neden oldugunu, vitamin E’nin ise azalan bu CAT aktivitesi tizerine koruyucu

bir etki sergiledigini bildirmektedirler.
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Scherer ve arkadaslar1 (2011) yapmis olduklar1 bir arastirmada yetiskin farelerde
hafif hiperhomosisteinemi i¢in kronik kimyasal yollarla uyarilan bir model gelistirmeyi
amaclayarak homosisteinin kronik olarak verilmesinin, yetiskin farelerde serebral korteks
ve kanda redoks durumlar1 {izerine etkisini degerlendirmislerdir. Kronik hafif
hiperhomosisteinemiye maruz birakilan farelerin serebral kortekslerinde nitrit seviyeleri
azalirken, reaktif oksijen tiirleri ve MDA diizeyleri plazmada ve serebral kortekste dnemli
bir sekilde arttig1 ve homosisteinin, farelerin kan ve serebral kortekslerinde enzimatik ve

enzimatik olmayan antioksidan savunmalar1 da bozdugu goriilmiistiir.

Norsidah ve arkadaslar1 (2013) metiyoninden zengin bir diyetle beslenen
farelerdeki plazma homosistein ve kalp oksidatif stresi iizerine, folat ve vitamin E’nin
etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda yiliksek metiyonin verilen grupta, kontrol grubuna
gore daha diisiik GSH-Px aktivitesi 6l¢miislerdir. CAT ve SOD aktiviteleri, metiyonin ve
vitamin desteginden etkilenmemistir. Sonug olarak, farelerin kalplerinde yiiksek metiyonin
diyetinin sebep oldugu hiperhomosisteineminin azaltilmasinda vitamin E’nin folattan daha

etkili oldugu sonucuna varmslardir.

Sunulan bu ¢alismada kalp dokusu katalaz enzim aktivitesinde kontrol ve deneme
gruplar1 arasinda istatistiksel anlamda farklilik tespit edildi (p<0.001). Ratlarin kalp dokusu
CAT enzim aktivitesinde kontrole gore Hiperhomosisteinemi grubunda bir azalma,
Hiperhomosisteinemi+Vit C grubunda ise bir artig goriilmektedir (Cizelge 3.3, Sekil 3.6).

Eritrosit katalaz enzim aktivitesinde ise kontrol ve deneme gruplari arasinda
istatistiksel anlamda farklilik oldugu saptand1 (p<0.01) (Cizelge 3.4, Sekil 3.10). Ratlarin
eritrosit katalaz enzim aktivitesinde kontrole gore Hiperhomosisteinemi grubunda bir
azalma, Hiperhomosisteinemi+Vit C grubunda onemli bir artiy gozlenmektedir (Cizelge
3.4, Sekil 3.10). Doku ve eritrositlerde Hiperhomosisteinemi grubunda homosistein
seviyesinin giderek artmasinin hidrojen peroksit olusumunu artirdigi, oksidatif stres

olusturdugu ve katalaz aktivitesini baskiladig1 verilen literatiir bilgileri ile uyumludur.

Eritrosit ve Kalp dokusuna ait SOD, GSH-Px ve CAT aktiviteleri genel olarak ele
alindig1 zaman; hiperhomosisteineminin bu antioksidan enzimlerin aktivitesini azalttig1
goriildii. Bu azalma, hiperhomosisteinemi sonucu olusan serbest radikal hasarina karsi
antioksidan savunma amaglh olarak bu enzimlerin tliketildigi seklinde acgiklanabilir.

Askorbik asidin ise; homosisteinin olusturdugu oksidatif stresi ve lipid peroksidasyonunu
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azaltmanin yani sira, antioksidan enzim aktivitelerindeki azalmay1 énemli dl¢iide onledigi
dikkati cekti. Bu da bize, disaridan verilen bu kuvvetli antioksidanin viicutta antioksidan
savunma sistemini destekler nitelikte etki sergileyerek, antioksidan enzim aktivitelerini
artirdigim1 ~ gostermektedir. Ayrica olusturulan bu hiperhomosisteinemi  modeli
homosisteinin yol agtigr doku degisimlerini kapsayan ilave mekanizmalarin arastirilmasi

bakimindan faydali olabilir
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S5.SONUC

Bu calismada daha 6nce tanimlanan rat hiperhomosisteinemi modeline uygun
olarak L-metiyonin suda ¢oziilip 6 hafta boyunca her giin 1 g/kg dozunda oral gavaj
yoluyla Hiperhomosisteinemi ve Hiperhomosisteinemi+VitC grubunda bulunan ratlara
uygulandi ve hiperhomosisteinemi olusturuldu. Hiperhomosisteinemi+ Vitamin C grubu
ratlarma her giin 1 g/kg dozunda L-metiyonin yaninda 150 mg/kg vitamin C gavaj yoluyla

verildi.

Metiyoninle birlikte verilen vitamin C, serum homosistein diizeylerinde azaliga
neden olmasina ragmen bu azalis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). Kalp
dokusu ve plazma MDA diizeylerinin, Hiperhomosisteinemi grubunda kontrol ve diger
deneme grubundaki diizeylerden yiiksek oldugu tespit edildi. Hiperhomosisteinemi
olusturulan ve ayni zamanda Vitamin C verilen ratlarin, plazma MDA diizeylerinde bir
diistis goriildii (p<0.01). Hiperhomosisteinemi gruplarindaki dokuda ve plazmada yiiksek
MDA  degerleri, homosisteinin  oksidatif stresi indiikledigini  distindiiriirken,
Hiperhomosisteinemi+Vitamin C grubunda diisik MDA degerleri ise vitamin C’nin

oksidatif strese ve lipid peroksidasyonuna karsi koruyuculugunu géstermektedir.

Hiperhomosisteineminin, eritrosit ve kalp dokusu SOD, GSH-Px ve CAT
antioksidan enzimlerinin aktivitelerini azalttig1 saptandi. Antioksidan savunma amach
olarak, hiperhomosisteinemi sonucu olusan serbest radikal hasarina kars1 bu antioksidan
enzimlerin tiiketilmesi azalmanin sebebi olarak agiklanabilir. Vitamin C’nin antioksidan
enzim aktivitelerindeki azalmay: biiyiik oranda onlemesi, oksidatif strese kars1 koruyucu

olabilecegini diistindiirmektedir.

Biitlin bu bilgiler 1518inda metiyoninle birlikte verilen vitamin C'nin serum
homosistein diizeylerinin artisint veya azalisini etkilemede tek basina yeterli bir
antioksidan olmadig1 kanisina varildi. Disaridan verilen bu kuvvetli antioksidanin viicutta
antioksidan savunma sistemini destekler nitelikte etki sergileyerek, antioksidan enzim
aktivitelerini artirdign goriildii. Biitiin bu sonuglar, hiperhomosisteinemi tedavisinde
kullanilan diger vitaminlere ek olarak vitamin C'nin de kullanilabilecegi diistindiiriirken
vitamin C’nin antioksidan etkilerinin arastirtlacagi daha genis ¢capli benzer ¢aligmalara yon

verecektir.
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OZET

Ratlarda hiperhomosisteineminin eritrosit ve kalp dokusunda olusturdugu

oksidatif hasar iizerine vitamin C’nin etKisi

Bu calismada, uzun siireli metiyonin uygulanan ratlarda homosistein diizeyindeki
artisin kalp dokusu ve eritrosit antioksidan sistem iizerine verdigi hasar ve ekzojen bir
antioksidan olan vitamin C’nin olusan bu hasari ne oranda etkilediginin arastirilmasi

amaglandi.

Calismaya 3 grupta 36 adet rat alindi. Kontrol grubu her giin normal pelet yem ve
¢esme suyuyla ad libitum beslendi. Hiperhomosisteinemi grubunda, L-metiyonin ratlara
her giin 1 g/kg, Hiperhomosisteinemi+Vitamin C grubu ratlarina da her giin 1 g/kg
dozunda L-metiyonin yaninda 150 mg/kg/giin vitamin C 6 hafta boyunca gavaj yoluyla
verildi. 6 haftalik denemenin sonunda deneme ve kontrol gruplarindaki hayvanlardan kan
ornekleri alinarak elde edilen plazma 6rneklerinde MDA diizeyleri hemen 6l¢iildi. Plazma
ornekleri elde edilirken GSH-Px, SOD ve CAT enzim aktivitelerinin tayini i¢in eritrositler
ayrild1 ve analizler gerceklestirilinceye kadar -20°C de saklandi. Servikal dislokasyon ile
Otenazi uygulanan ratlardan kalp dokusu Ornekleri alindi ve analizlerin yapildigi giine
kadar -80°C de muhafaza edildi. Elde edilen doku homojenatinda MDA diizeyleri
Ol¢iiliirken SOD, GSH-Px, CAT antioksidan enzim aktiviteleri analizleri hem doku
orneklerinde hem de eritrosit hemolizatinda gergeklestirildi. Ayrica serum homosistein

diizeyleri ticari Rat Homosistein Kiti kullanilarak ELISA cihazinda 6lgiildii.

Kontrol ve deneme gruplarinin serum homosistein diizeylerinin ortalamalari
arasinda fark (p<0.001) saptanmasi deneme gruplarinda hiperhomosisteineminin
olustugunu gosterdi. Hiperhomosisteinemi ve Hiperhomosisteinemi+Vit C gruplar
arasinda ise serum homosistein diizeyleri bakimindan istatiksel olarak bir anlamlilik

saptanmadi.

Hiperhomosisteinemi grubuna ait kalp dokusu ve plazma MDA diizeylerinin,
Hiperhomosisteinemi+Vitamin C ve kontrol grubundaki plazma MDA diizeylerinden
yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.01).
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Kalp dokusu SOD aktiviteleri, Hiperhomosisteinemi+Vitamin C grubundaki ratlara
gore sadece metiyonin verilen hiperhomosisteinemi grubunda diisitk bulundu (p<0.001).
Eritrosit hemolizatt SOD aktivitelerinde metiyoninle birlikte vitamin C verilmesi,
Hiperhomosisteinemi+Vitamin C grubunda SOD degerlerini Hiperhomosisteinemi grubu
degerlerine gore artirdir (p<0.01). Kalp dokusunda GSH-Px aktivitelerinde, kontrole gore
deneme gruplarinin GSH-Px aktivitelerinde genel olarak bir azalma tespit edildi (p<0.05).
Eritrosit hemolizatindaki GSH-Px aktivitelerinde, Kontrole gére Hiperhomosisteinemi
grubunda GSH-Px aktivitesinde bir azalis, Hiperhomosisteinemi+VitC grubunda ise bir
artig tespit edildi (p<0.001). Kalp dokusu homojenatinda ve eritrosit hemolizatindaki
katalaz enzim aktivitelerinde kontrole gore Hiperhomosisteinemi grubunda bir azalma,

Hiperhomosisteinemi+Vit C grubunda ise bir artig goriildii (p<0.001).

Hiperhomosisteinemi grubunda yiiksek MDA degerleri, homosisteinin oksidatif
strese sebep oldugunu gostermektedir. Metiyoninle birlikte verilen vitamin C dokuda ve
plazmada MDA degerlerini diistirdii. Hemolizat ve doku SOD, GSH-Px, CAT aktiviteleri
hiperhomosisteinemi grubunda azalirken, Hiperhomosisteinemi+Vit C grubunda artt.
Metiyoninle birlikte verilen vitamin C'nin serum homosistein diizeyleri artis1 veya azalis
tizerine herhangi bir etkisinin olmadig1 saptandi. Serum homosistein diizeyleri {izerine tek

basina yeterli olmadigi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: Hiperhomosisteinemi, homosistein, metiyonin, Vitamin C,

oksidatif stres

79



SUMMARY

Effect of vitamine C on hyperhomocysteinemia-induced oxidative damage in

erytrocyte and heart tissue in rats

In this study, we researched the damage of increase in homocysteine level over
heart tissue and erythrocyte antioxidant system on long term methionine applied rats and
effect level of vitamin C on this damage, which is antioxidant.

In the study 36 rats in 3 groups were used. The Control group were fed by everyday
normal pellet feed and tap water ad libitum. In Hyperhomocysteinemia group, L-
methionine were given each day by 1g/kg to the rats, to Hyperhomocysteinemia+Vitamin
C group the rats were fed besides 1 g/kg L-methionine, 150 mg/kg/day vitamin C were
given for 6 weeks by gavage. After 6 weeks study from control and in experimental groups
blood samples were taken. In the plasma samples MDA levels immediately measured.
While obtaining plasma samples for GSH-Px, SOD and CAT enzymes activities
erythrocyte were seperated and kept at -20 °C till to be analyzed. Heart tissue samples were
taken from by cervical dislocation euthanasia applied rats and kept -80 °C until analysis
hed been done. While measuring the MDA levels in the sample tissues, SOD, GSH-Px,
CAT antioxidant enzyme activities were analyzed both in tissue samples and in
erythrocyte hemolysates. Additionally serum homocysteine levels were measured with

ELISA apparatus by using commercial rat homocysteine kit.

Determining the difference (p<0.001) between mean of serum homocysteine levels
in the control and experimental groups, show that occurred hyperhomocysteinemia in
experimental groups. In the terms of the serum homocysteine levels statistically non
significant among the groups of Hyperhomocysteinemia and Hyperhomocysteinemia+Vit
C.

The level of heart tissue and plasma MDA in Hyperhomocysteinemia group were

greater than Hyperhomocysteinemia+Vit C and Control group (p<0.01).

Heart tissue SOD activities were low just in methionine given
Hyperhomocysteinemia group compared to Hyperhomocysteinemia+VitC group
(p<0,001). By giving methionine with vitamin C in erythrocyte hemolysates SOD activities
increased SOD wvalues in Hyperhomocysteinemia+VitC group compared to
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Hyperhomocysteinemia group (p<0.01). In heart tissue GSH-Px activities, there were
general lowering in experimental groups compared to control group (p<0.05). In
erythrocyte hemolysates GSH-Px activities, compared to the control group, GSH-Px
activity  decrease  in  Hyperhomocysteinemia  group, and  increase in
Hyperhomocysteinemia+VitC group were observed (p<0.001). In heart tissue homogenates
and erythrocyte hemolysates the catalase enzyme activities were decreased in
Hyperhomocysteinemia group and increased in Hyperhomocysteinemia+VitC group

compared to the control group (p<0.001).

The high values of MDA in Hyperhomocysteinemia group shows us that,
homocysteine causes oxidative stress. Given with methionine, vitamin C lowered MDA
values in tissue and plasma. Hemolysates and tissue SOD, GSH-Px, CAT activities
decrease in Hyperhomocysteinemia group but increase in Hyperhomocysteinemia+VitC
group. Given with methionine, vitamin C has no affect on serum homocysteine levels 1t has

not affective on itself.

Key words: Hyperhomocysteinemia, homocysteine, methionine, vitamin C,

oxidative stress.
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OZGECMIS

1970 yilinda Aydi'in Karacasu Ilgesi Ataeymir Kasabasi'nda dogdum. Ilkokulu ve
ortaokulu Ataeymir Kasabasi’'nda tamamladim. Liseyi Karacasu Lisesi'nde bitirdim. 1988
yilinda Selguk Universitesi Egitim Fakiiltesi Biyoloji Ogretmenligi béliimiinii kazandim ve
lisans ogrenimimi 1992 yilinda tamamladim. Ogretmenlik meslegine 1993 yilinda
basladim. 1999 yilinda Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Boliimii Botanik
Anabilim Dalinda yiiksek lisans sinavini kazandim. Bu béliimden bitki fizyolojisi alaninda
yiiksek lisansimi tamamlayarak 2003’te mezun oldum. 2007 yilinda Adnan Menderes
Universitesi  Saglik Bilimleri Enstitiisiiniin agmis oldugu doktora smavini kazandim.
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim dalinda doktora
egitimimin tez asamasindayim. 2005 yilinda atandigim Aydin Sosyal Bilimler Lisesi'nde
halen uzman biyoloji 6gretmeni olarak gorevimi siirdiirmekteyim. Evliyim ve bir kizim

var.
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TESEKKUR

Doktora tezi olarak sundugum bu c¢alismada; Oncelikle arastirma konumu
belirleyen, doktora tez ¢calismamda beni yonlendiren, doktora egitimim siiresince degerli
bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim, benden her tirlii destegini ve yardimini
esirgemeyen, hosgoriisiinii hi¢bir zaman eksik etmeyen tez hocam ve danismanim ADU
Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Baskani Prof.Dr. Funda KIRAL’a ve
doktora egitimim siiresince tez ¢caligmalarimda yardimlarini esirgemeyen her zaman yakin
ilgi ve bilimsel desteklerini gordiigiim degerli hocalarirm ADU Veteriner Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali Ogretim Uyeleri Prof.Dr. Aysegiil BILDIK e ve Prof.Dr. Pmar
Alkim ULUTAS’a, doktora tez ¢aligmalarimdaki yardimlarindan dolay:1 doktora dgrencisi
Miirtivvet URAL’a, ayrica doktora egitimim boyunca ilgilerinden ve yardimlarindan dolay:
ADU Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda tiim arastirma gorevlisi, yiiksek
lisans ve doktora OGgrencisi arkadaglarima, doktora tezimin istatistik analizlerinde bana
yardimc1 olan ADU Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali 6gretim {iiyesi
Yrd.Dog.Dr. Murat BOYACIOGLU na, halen gérev yaptigim Aydin Sosyal Bilimler
Lisesi Miidiirliigii'ne ve yardimer olan herkese verdikleri destek ve gosterdikleri anlayis

i¢in tesekkiir ederim.

Beni her zaman destekleyen, yasam kaynagi olan, gdsterdigi sonsuz sabir, 6zveri ve
anlayisi icin sevgili esim Leylifer KIRTAS a, heyecan kaynagim biricik kizim sevgili

Giilizar KIRTAS a, ayrica ¢cok degerli anneme, babama tesekkiirlerimi sunarim.
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