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OZET

Astim, halen tanisi klinik gdzleme dayanarak konan ve eskiden beri
bilinen bir hastalik olmasi itibariyle altta yatan molekuler mekanizmalarinin
henlz aydinlatilamadigini itiraf ettirir niteliktedir. Bu sorun, hekimlere,
hastallk tablosu acikca oturmus hastalari tanimaktan baska care
birakmamaktadir. Bu ise gecikmig tani, ve buna baglh ciddi yan etkiler tagiyan
antienflamatuvar palyatif tedavilere; ve astimin kronik hastalik sinifina dabhil
edilmesine yolagmigtir. Biyokimyasal yaklasim ile astimdaki nihai klinik

degisiklikler arasindaki irtibatin saglanmasi gerekmektedir.

Deneysel ¢alismalar ve hayvan modellerinden elde edilen farkl farkli
bulgular, astimda, degisken folik asit ve diger tek-karbon metabolizma
belirtec duzeylerine bagh olarak birbirinden farkli degerlendirmelere
yolagmistir. Bizim calismamiz ise butlinsel tek karbon metabolizmasi ile
astim arasindaki iliskiye dair ilk kapsamli ¢calisma niteligindedir. Internetteki
indeks literatir taramalarimizda, bu konuyu detayli arastiran c¢alismaya
rastlamadik. Bu konudaki calismalar, batlinsel tek-karbon
metabolizmasindan ziyade, 6zellikle serum folat durumu ve astim arasindaki
iliskiye odakhydi. Zira iyi bilindigi Uzere, sadece serum folat seviyeleri,
karmasik bir bulmaca olan tek-karbon metabolizmasinin sadece bir
parcasidir. Bu baglamda sadece serum folatin arastiriimis olmasini da
onemli ancak vyetersiz bulmaktayiz. Bu yuzden tek karbon
metabolizmasindan ayri goérilemeyecek serum folatini tek basina dlgmek
yerine, bir ¢cesit enflamatuvar hastalik olan astim ile birliktelik gdsterebilecek
tani ve takipte kullanilabilecek belirte¢ adaylari ve tedavide kullanilabilecek
preparatlar olarak iglevsel tek-karbon metabolitlerini inceleyen bir ¢alisma

yapmay! uygun gorduk.

Bu nedenle tek-karbon metabolizmasinin birer bilesenleri olarak,
eritrosit ici total folik asit dlzeylerini, eritrosit i¢i folat alt gruplarinin ytzde
oranlarini, serum B12 vit. duzeylerini, idrar L-metilmalonik asit duzeylerini,
plazma homositein duzeylerini ve serum amino asit duzeylerini Olglp
degerlendirmeyi uygun gorduk. Calismamizin sonuglarini  tartisma

bolimunde detayl sekilde irdeledik.
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Metilasyon reaksiyonlarinin  aksadigini  gormemiz hipotezimizi
dogrulayan basl basina bir bulgu oldu. Formil formdaki folatlar birikti ve yolak
purin sentezine kaydi, metiyonin sentezi aksadi ve duzeyi diusmus oldu.
Katabolizmada dusus olustu. Eritrosit ici folat azaldi, plazma homosisteinde
de hafif artis gozlendi. Yani, gonulli astim hasta grubunda, gonulli control
grubu bireylerine kiyasla, aktif islevsel tek-karbon parametrelerinde anlamhlik

duzeyinde onemli degisimler saptadik.

Batun bunlar astim hastalarindaki folat metabolizmasinin ¢ok énemli
dizeyde bozuldugunu gosteriyor, bu degdisimin nedensel mi sonugsal mi

oldugunu ileri cahigmalar gésterecektir.

Anahtar Kelimeler : Astim, Tek-karbon metabolizmasi, Folate,

Amino asitler.
Destekleyen Kurumlar : GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi.
Yazar Adi : R. Soner YESILBAS

Danigsman Adi : Mustafa GULTEPE
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ABSTRACT

Asthma is still clinically diagnosed and an anciently known disease
which compels scientists to confess to inadequately elucidate underlying
molecular mechanisms. This challenge make physicians just recognize the
patients with aarently established picture of the disease, inevitably. That
means late diagnose which cause palliative anti-inflammatory therapies with
serious risk of side effects and let disease fall into chronical classification.
The bridge between biochemical aroach and the final clinical changes of

asthma needs to be built.

Miscellaneous findings from experimental studies and animal models
led to different assessments depend on findings about variable folic acid and
other one-carbon metabolism markers in asthma. This study provides the first
contemporary examination between integrated one-carbon metabolism and
asthma. We have not met with studies investigated detailed in this topic on
internet index literature search. However, these studies especially focused on
serum folat status and asthma relationship, and departed from integral one-
carbon metabolism. But it's well known that just serum levels of folat is just
one part of the one-carbon metabolism which is a complex puzzle. So it
seems important but deficient to investigate serum folat merely in this matter.
So we preferred a study to research functionally active one-carbon
metabolites as a candidate markers for the reflection of causality of the
asthma which is a model of inflammatory disease, istead unique folate which

can not be considered apart from one-carbon metabolism.

So we studied red blood cell total folates, red blood cell folate
subgroups and catabolites, serum folate levels, serum B12 vit. levels, urine
L-methylmalonic acid levels, plasma homocysteine levels and serum amino
acid levels as one-carbon metabolism components. We evaluated the results

under discussion part of the study.

It was a dominantly important observation to verify our hypothesis
that methylation reactions were disturbed in patient group. Formyl-folates
were accumulated and folate consumption pathway has shifted towards

purine synthesis. Methionine synthesis was disturbed and serum levels were
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reduced. Folate catabolism was reduced due to malproduction.
Intraerythrocytic total folate levels were reduced and plasma homocysteine

levels were slightly increased.

In brief, we found statistically significant changes about active one-
carbon metabolites of unteer asthmatic patient group when compared to
unteer healthy control group. All our findings suggest that folate-mediated
one-carbon metabolism were disordered significantly in asthmatic patients.
However, further studies are also required to elucidate causal relations

between eachother.

Key Words : Asthma, One-carbon metabolism, Folate, Amino

acids.
Suorted By : GATA Haydarpasa Training Hospital
Author : R. Soner Yesilbas

Counsellor : Mustafa GULTEPE
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GiRiS

Tek karbon metabolizmasi, diger adi ile metil metabolizmasi tek
karbonlu(metil, metilen, formil gibi) gruplarin bir bilegikten digerine aktarimini
saglayan, folik asit ve B12 vit. kofaktdrlerinin de aracilik ettigi biyokimyasal
reaksiyonlari kapsamaktadir. Metilasyon reaksiyonlari, S-
adenozilmetyonin(SAM) sentezi ile baslamakta ve norotransmitter
sentezi/yikimi(asetilkolin, epinefrin, dopamin), membran akiskanhgi(fosfolipit
metilasyonu, fosfatidilkolin ve lesitin sentezi), purin-pirimidin sentezi, myelin
sentezi ve DNA metilasyonunda énemli rol oynamaktadir(1). Bu metabolizma
icin metil kaynagi molekillerin yanisira aktif folatlar olan metil-folatlar ve
formil-folatlarin ikmal ve donguleri yeterli olmak zorundadir (2). Clunkl folat
kofaktoru, alt gruplariyla, hem kendi tek karbon transferini yapar hem de B12
vit. ile biyolojik sistemin en dnemli metil grubu verici olan SAM yapisindaki
metiyoninin sentezlenmesini saglar. Homosisteine, N>-M-THF'In metil

grubunu vermesiyle metiyonin sentezlenir (3).

Hlcrede aktif folatlarin katabolizmasinin regllasyonu da karmasiktir;
folat katabolizmasi arttiginda sistemik veya lokal hicre ici folat yetersizligine
ait sonuglar ortaya ¢ikmaktadir. Metil kaynagi aminoasitlerin metabolizmasi
da bu dengede rol oynamaktadir.? Arjininden, NOS enzimi ile NO (iretimi icin
gerekli olan tetrahidrobiopterin(BH4) sentezinin yapilabilmesi i¢in dnce, purin
sentezinin vazgecilmez karbon vericisi olan 10-formiltetrahidrofolatin
kullanildidi guanozin sentezine ihtiya¢c bulunmaktadir (5). Diger taraftan
poliaminlerin(putresin, spermidin, spermin) sentezi dogrudan metilasyon
bagdimlidir(6,7). L-ornitin Gzerinden prolin sentezi ve dolayisiyla kollajen

sentezi ise NOS ile arjinaz arasindaki denge ile surdtrulir.(8)

Diger taraftan, enflamasyonun mekanizmasinin aydinlatimasinda ve
tedavisinde ¢ok yodun bilimsel kanitlar, adenozin molekuli Gzerinde yapilan
arastirmalardan elde edilmektedir.(9) Adenozin, gugli fizyolojik ve
farmakolojik etkilere sahiptir ve enflamasyonun temelinde bulunan vaskuler
dilatasyon ve akintinin(sekresyon) olugsumu ile iligkilidir. Adenozin reseptorleri

yaygindir. Onemli bazi antienflamatuvar ajanlar etkilerini adenozinin



hicreden salinimi Gzerinden gostermektedir(6rn. metotreksat). Dolayisiyla

kronik enflamasyon ile adenozin sentezi ve metilasyon iligkilidir.(10)

Erken veya geg¢ astmatik reaksiyonlar ile karakterize allerjik astim,
havayollari asirn  duyarlihdi, havayolu enflamasyonu ve havayolu
remodellingini(yeniden yapim) icermektedir. Arjinin homeostazindaki
degisiklikler, NO uretimini azaltarak; peroksinitrit, poliamin ve prolin

olusumunu arttirmaktadir.

Hipotezimiz ise astimin, folat-aktive tek karbon metabolizmasinin
dogrudan ige karistigi kronik enflamatuvar bir hastalik oldugu yonundedir.
Tek karbon metabolizmasindaki degisiklikler; 6rnedin hlicresel metilasyon
yetmezliginin(tikenmigligi), hastaligin baslamasindan sonra mi ortaya ¢iktigi,
yoksa hastaligin baglangicinda yer alan bir etken mi oldugu soru igaretidir.
Herseye ragmen, bu metabolizmanin astimda ne boyutta degistiginin bilimsel
kanitlarinin arastirilmasi, literatire ve hastaligin tedavisine énemli ve yeni

katkilar saglayabilecektir.



GENEL BILGILER

2.1. Metillenme Reaksiyonlarinin Molekullerdeki Etki Mekanizma
Modellemesi

Metilasyon bir ¢cesit alkilasyon reaksiyonu sinifindan olup baglandigi
molekul veya makromolekul igindeki atomlararasi baglardaki elektronlarda
elektriksel etkiyle elektrostatik potansiyel degisiklikleri yaratarak islev
degisikligine yolacabilir. Bunun i¢in uygun modellemeler arasinda, pozitif
indliktif etki(+]) kavraminin yeralmasinin énemine vurgu yapmak isteriz
(11,12).

induktif etki(l); molekil i¢i atomlarda zincirleme elektiksel yiik
aktarimi ile molekul icindeki reaktif kimyasal grup bagi i¢cinde kutupsal ylk

dagihmi olusturan ve deneylerle gdzlenebilen bir etkidir.(12)

Yan grup seklinde baglanan molekuldeki elektron
doygunlugu(indirgenmislik), “konjuge sistem” denen yapiya katilinca
makromoleklli daha stabil kilmaktadir. Konjuge sistem, delokalize(dolasan)
elektronlarin p orbitali dizeyinde birbirine kovalent bag ile bagladig
atomlardan olusan makromolekulin igindeki elektron dagiimini ifade
ediyor(10). Bu yapida az elektron ¢ok yeri doyurdugu icin(® sigma bagi),

molekuler enerji dusuk kaliyor ve bu da molekuilun stabil olmasini sagliyor.

Elektron toklugu, +i etki(positive inductive effect, +I) seklinde; elekton
achgi(elektronegativite) ise —i olarak adlandirilir. Metil, en kiglk hidrokarbon
bilesik olarak en dar molekuller koridorlardan gecebilecek oranda kuglk
olmasi sebebiyle pozitif induktif etki olusturmak igin biyolojik sistemlerde en

etkin rol alan molekul oldugu dusunaltyor(9).

Asitlik ve/veya bazlik 6zelliginin belirlenmesinde de bu etki onemlidir.
Yani baglandigi makromolekuldeki konjuge sistemde atom basina dusen
ortalama elektrondan daha yogunluklu elektron igerigine sahip olan bir yan
grup(érn. metil), baglandidi bu makromolekulin merkezinde ve dolayisiyla
reaktif grubunda dolasan elektron yogunlugunu arttinr. Bu yogdunluk,
molekulin konjuge sisteminin pargcasi olan oksijen-hidrojen atomlari

arasindaki kovalent bagda, birim zamandaki elektron bulunma suresini



arttirarak, H" serbestlenmesini azaltir, yani makromolekilin asitligini
azaltir(9). Bir molekiile ne kadar c¢ok -I etkili grup bagliysa, elektronlar o
nispette molekiliin periferindeki -i etkili bu gruplara cekileceginden dolayi
molekulin reaktif niteligini belirleyen aktif gruplardaki elektron bulutu seyreltik
kalacag igin hidrojeni tutacak potansiyel azalir. Hidrojeni tutamayip, proton
seklinde serbestlestirir, yani asidite artar; tersi sekilde bir makromolekule ne
kadar ¢ok elektron istemeyen grup bagliysa elektronlar belirli bolgelere kagip
orada yogunlasir ve polarite artar ve bir araya yogunlasmig(dense)
elektronlar makromolekulde odak olusturarak makromolekule bazik 6zellik

kazandirir ve H” iyonlarinin baglanmasi igin hedef tegkil eder.
Ornek olarak karboksilik asitlere bakarsak:

Bir karboksilik asit ¢ozeltisinin gucu, iyonize haldeki karboksilik asit
molekullerinin yayginligina baglhdir. Ne kadar ¢ok iyonize oluyorsa o kadar
gucludur. Zira asit glcli oldukga pKa'si diser. Yani ortam asit pH’'da iken bile

H* baglanmak yerine serbestlenmeyi tercih eder.

Asitlerde, +i  etkili olan alkil gruplarinin varhigi oksijen atomu
cevresinde dolasan elektron yodunlugunu arttirir ve bdylece oksijene bagli
H(O-H) baginin kirllmasi engellenir ve iyonizasyonu azalir, asitlik azalir.
Ornegin formik asitin, asetik asite gére daha gugli iyonizasyon ve asitlik
olmasinin sebebi budur(sirasiyla pKa’'lari 3,79 ve 4,76). Clnku asetik asitte,
formik asitten farkli olarak bulunan ilave +| induktif etkili metil grubu,
molekuldeki elektronlarin reaktif grupta bulunma olasiliklarini arttirdigi igin
molekult daha kararh kilarak iyonizasyonunu azaltir ve pKa'sini yukseltir.
Monokloroasetik asit(pKa=2,82), formik asitten gtgclidur. Cinki Cl(klor)un
elektronegativitesi  oksijendeki  elektronegativiteyi  zayiflatip  elektron
yogunlugunu bir derece Cl atomuna vyaklastirir. Oksijenin hidrojenle
paylastigi elektron O-H bagi merkezinden uzaklasinca O-H bagi zayiflar. H

atomu da, zayiflamis kovalent bagi daha kolay terkedip H* seklinde iyonlasir.

Benzoik asit, siklohekzankarboksilik asitten daha asidiktir; ¢unku
karbonlari ¢ift bag yaptigi icin az elektronla idame eden bir yapidadir. Az
elektron barindiran stabil gift baglari olan benzoik asitin halka yapisinda yer

alan karbonlar oksijendeki elektronlari da konjuge sistemlerine dahil edip



oksijenin H"i tutmasini zayiflatarak iyonlagsmayi arttirir. Cift bag demek,

indirgenebilecek —elektronla doyurulabilecek- atomlar tagimak demektir.

Aromatik karboksilik asitlerde, elektronla azami dizeyde doyurulmus
gruplar(metil gibi) badglandigi molekllin elektron yoéninden yogunluk
merkezini kendisinden uzada iterek molekulldeki reaktif grubun Gzerindeki
elektron yogunlugunu guclendirirler. Bu nedenle de molekdulin reaktif
grubunun bag gucu artinca da iyonlasma orani ve dolayisiyla asitlik glcu
azalir. Bu da molekilin stabil, kararli, non-reaktif ve bir anlamda islevsiz
yaplya blrinmesine yolacar. Ancak bu, fonksiyon kaybiyla da
sonuglanabilecegi icin moleklll iglevsizlestirerek metabolik ve sistemik
aksakliklara da yolacabilir. DNA molekulindeki metilasyonun, ilgili gen
bolgesinin  epigenetik anlamda ifadesini(ekspresyonunu) engelleyerek

susturmasi(silencing) da bu yolla agiklanabilir(11).

Tek karbon(metil) metabolizmasi deyimi, temel olarak G¢ ayri
metabolizmanin batininu ifade etmek igin kullanilir; folat aracili metil aktarim
reaksiyonlari, homosisteinin metiyonine metillenme dongusu, sulfur aktarim
yolagl. Folat metabolizmasi, endojen ve eksojen tek karbon birimlerinin
tetrahidrofolat(THF)'a aktarildi§i biyokimyasal reaksiyonlari icerir. Tek bir
karbon atomu iceren gruplar bir bilesikten digerine aktarilirken birbirlerinden
¢ok farkh oksidasyon duzeylerinden birinde bulunuyor olabilir. YUkseltgenmis
bigim olan CO, biyotin tarafndan aktarilirken, CO, den daha indirgenmis
dizeylerde bulunan tek karbonlu gruplar, THF, B12 vitamini(B12 vit. ), ve S-
adenozilmetiyoninin(SAM) ise karistigi tepkimelerle aktarihr(Sekil 2.7).
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2.2. Tek Karbon Metabolizmasi
2.2.1. Tetrahidrofolat, B12 vitamini ve S-Adenozilmetiyonin

Bir vitamin olan folattan Uretilen THF, vicutta ana tek karbon
tasiyicisidir. Bu vitamin tek karbon birimlerini serin, glisin, histidin,
formaldehit ve formik asitten alir.(13) Bu karbonlar THF’a bagli halde iken
yukseltgenmis veya indirgenmis halde olabilir. Bu nedenle, folat c¢esitli
biyokimyasal formlarda bulunabilir. Ote yandan tek karbon, metil diizeyine
indirgendiginde(5-metil-THF), artik tekrar yukseltgenemez.(1) Kendilerini
tasiyan THF' a baglanmis bu tek karbonlu birimlere topluca tek karbon
havuzu adi verilir (2). Folat terimi, ¢esitli yUkseltgenme duzeylerinde bulunan

tek karbon gruplarini aktarak iglev goren, suda ¢ozunur bir B grubu vitamini



ifade etmek igin kullanilir (14). THF tarafindan taginan tek karbon gruplari bir

¢ok biyosentetik tepkimede kullanilir.

Ornegin tek karbonlu birimler, deoksitimidin monofosfat(dTMP)
olusturmak Uzere deoksiuridin monofosfatin(dUMP) pirimidin bazina, serin
olusturmak Uzere glisine, purin halkasinin C2 ve C8 karbonlarini olugturmak
Uzere purin bazlarinin Oncullerine, B12 vitamini'ne, biyojenik amin
donugumlerine, fosfolipit metilasyonuna, epigenetik DNA metilasyon

reaksiyonlarina, ve bir¢gok ara metabolizma yolaklarinda aktarilir (15).
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Sekil 2.4. Genel metil depolayici molekiil olan tetrahidrofolatin yapisi

Metiyonin metabolizmasi hem THF, hem B12 vit. metabolizmasina
ileri derecede bagimhidir. Homosistein, metiyonin metabolizmasi sonucu
olusur ve hem N°-M-THF hem B12 vit. kullanilarak tekrar metiyonine geri
dondirllebilir.  Bu  tepkime, metil grubunun sadece N°>-M-THF-
monoglutamat(N>-M-THF-Glul) tarafindan saglanabildigi tek tepkimedir(15).
Metiyonin sentaz reaksiyonunda B12 vit. kofaktor roli oynar(metilkobalamin
formunda) (16). Bu reaksiyonun 6énemi; MS tarafindan, folat alt grubu olan
N>-M-THFIn metil grubu homosisteine aktarilirken, N°>-M-THF'tan da THF
olusumudur ki, bu da folatin organizmada aktif seklidir. Bu nedenledir ki MS
enzim aktivitesinin indirekt izlenmesinde kullanilan bir indeksin turetiimesi
muamkin olmustur: N>-M-THF-G1 / THF (17).

MS reaksiyonu DNA yapimi igin gerekli olan timidilatin sentezi, purin
ve pirimidin bazlarinin sentezi ve serinden glisin olusumu reaksiyonlarina
kenetlenmis bir sekilde surdurulur. (18,19, 20) Bu tepkimeyi katalize eden MS
eksik ise veya B12 vit. veya N°-M-THF-Glul dizeyleri yetersiz ise
homosistein birikime ugrayacaktir. Artmig homosistein duzeylerinin ise
kardiyovaskuler, norolojik, inflamatuvar ve kollajen doku hastaliklariyla

baglantilari gunimuze dek gosterilmis etkileri arasindadir (21).



Kobalaminler(B12 vitamini), merkezinde kobalt atomu bulunan korin
halka yapisina sahip bilesiklerdir. Kobalaminler, kobalt atomuna bagl yan
gruplara gore isimlendirilirler. Metil grubunun baglanmasi ile metilkobalamin
olusur(15). Metilkobalamin-MS bilesigi; bahsi gectigi gibi N>-M-THF'I THF'a
cevirirken, yani homosisteinden metiyonin olusurken meydana gelen THF,
formil-folat formlarina donuserek purin ve pirimidin ~ sentezlenmesi
reaksiyonlarina katilir. Metiyonin ise, daha sonra ATP ve metiyonin adenozil
transferaz(MAT) ile aktiflenerek SAM’e donusur.(22, 23)

S-Adenozilmetiyonin(SAM) kullanilan remetilasyon dongusu, folattan
gelen tek karbon birimlerinin, homosisteinden metiyonin sentezlenmesinde
kullanildigi bir déngudir. Metiyonin ve adenozin trifosfattan(ATP) MAT
araciligiyla dretilen SAM, metil grubunu, aralarinda kreatin, fosfatidilkolin,
adrenalin, melatonin, metilenmis nukleotidler ve metillenmis DNA da bulunan
bir dizi bilesikler yapmak Uzere bu bilesiklerin éncillerine aktarir (24). SAM,
DNA sentezinde, metilasyon yolu ile stabilizasyon saglar, bu yolla enzimatik
ve kimyasal reaksiyonlara yatkinhigini ve ekspresyonunu degistirebilir. SAM,;
myelin sentezi, kreatin, fosfatidilkolin, noradrenalin, melatonin, koenzim Q,
karnitin ve hatta metilkobalamin sentezlenmesinde metil vericisi olarak rol
oynar. Daha sonra SAM, S-adenozilhomosistein(SAH)e ve o da
homosisteine donugerek dongu tamamlanir(Sekil 2.5). Metiyonin/homosistein
ile SAM/SAH iki paralel igleyen ancak siki sikiya bagiml iki reaksiyon
ciftidir(Sekil 2.5). SAH, fizyolojik kosullarda hidrolize olarak adenozil grubunu
kaybeder ve homosisteine dontsur. Geri donisimli olan bu reaksiyonda,
SAH sentezine egilim daha fazladir. Bu nedenle bu déngunun devam

edebilmesi i¢cin homosisteinin ortamdan uzaklastiriimasi gereklidir.
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Sekil 2.5. THF ile SAM-SAH doéniisiim iligkisi

B12 vit., vicuttaki iki tepkimeye katilir. Stksinil-KoA vermek Uzere L-
metilmalonil-KoA’nin metil grubunun yeniden dizenlenmesine ve N°-M-
THF'dan aldigi bir metil grubunu metiyonin yapmak Uzere homosisteine
aktarilmasina katilmaktadir (25). B12 vit. eksikligi diyetteki B12'nin emilmesi
icin gereken gastrik bir protein olan intrinsik faktor eksikligine bagl olabilir.
B12 vit. eksikliginde gorilen bir sonug N°-M-THF'In birikmesi ve diger folat
tirevlerinde azalma olmasidir. Bu olay, metil- kapani(tuzagi) varsayimi
olarak bilinmekte olup, bu olayda B12 eksikligi nedeniyle THF havuzundaki
karbonlarin gogu en kararli durum olan N>-M-THF halinde birikmektedir. N®-
M-THF’a bagh haldeki aktif tek karbonlar, katildiklari tek tepkimenin, B12
eksikligine bagh yuritilememesinden 6tirt, N°>-M-THF'1 terk edememektedir.
Dolayisiyla bu da , total folat dizeyinin normal olmasi halinde dahi islevsel bir
folat eksikligine yol agacaktir. Bu konuya, en indirgenmis tek-karbon birimi
olan metil grubunun +i’ si acisindan da bakarsak, N>-M-THF’ in neden diger
oksidasyon duzeyindeki THF alt gruplarina kiyasla daha kisitli reaksiyon
kapasitesinde olup birikmeye en musait form oldugunu anlayabiliriz. Folat
eksikligi(islevsel veya gercek), kan hicresi oOncullerinin DNA sentez
edememe ve bu nedenle mitoz yoluyla gen¢ hicre olusturamamalarindan

oturi meydana gelen megaloblastik anemiye yol agacaktir. Bu olay, Olen
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hicrelerin yerini almak Uzere kana buyuk, kismen replikasyona ugramig yash
hdcrelerin  salinmasina yol acar(makrosit). Folat eksikligi, gebelikleri
sirasinda folat eksikligine maruz kalmis annelerden dogan bebekerde spina
bifida gibi néral tip kusurlarinin insidansinda bir artis olmasiyla da

baglantihdir.

Tek karbon gruplarinin barindiriimasinda koenzim olarak islev goren
THF, poliglutamat halde bulunup bu molekule klasik kaynaklarda genellikle
sadece THF denmektedir. Bunun bir bisiklik pterin halkasi, bir para-
aminobenzoik asit ve birbirlerine amid bagi ile baglanmis ¢ok sayida
glutamat kalintisindan olusan poliglutamat zinciri olmak Uzere U¢ ana yapisal
bileseni bulunmaktadir(Sekil 2.4). Koenzim tarafindan kabul edilen ve daha
sonra bir diger bilesige aktarilan tek-karbon grubu N>e(metil veya formil
gruplarini  baglayabilir), N'®a(sadece formil grubunu baglar) veya her
ikisine(metilen-THF, metenil-THF seklinde) baglanmaktadir. Folatin farkl
bigimleri; birbirlerinden, tek karbon grubunun ylkseltgenme durumu, bagl
glutamat birimlerinin sayisi veya pteridin halkasinin yUkseltgeme derecesi ile
farklilasabilir. Ozgul bir kimyasal bicim igin “folat veya folik asit” adi
kullanildiginda bu pteridin halkasinin en ¢ok ytkseltgenmis hali kastedilir.
Folat, dihidrofolata ve daha sonra hucreler icindeki dihidrofolat rediktaz
enzimi tarafindan tetrahidrofolata indirgenir. indirgenme tepkimenin tercih
ettigi yondur; dolayisi ile, vicutta bulunan folatin gogu indirgenmis koenzim

bicimi olan THF halindedir.

Folatlar bakteriler ve yuksek bitkiler tarafindan sentez edilir ve
diyetimizdeki yesil yaprakli sebzeler, meyveler ve baklagillerle viicudumuza
girer. Yesil yaprakh bitkilerde bulunmasi nedeniyle vitamine bu ad verilmistir.
Dogal besin kaynaklarindan turetilen diyetteki folatin buyuk kismi indirgenmis
koenzim bicimindedir. Ote yandan, vitamin haplar ve desteklenmis gidalar
esas olarak pteridin halkasinin yukseltgenmis seklini igerir. Diyetteki folatlar
ince barsagin ilk Ggte birinden gecgerken liumenin firgamsi kenarindaki folat
konjugazlar, folatin monoglutamat seklini olusturmak Uzere glutamat
birimlerini koparir ve bu daha sonra emilir. Barsak hucrelerinde folat, esas

olarak N°>-M-THF’a gevrilir, bu da portal vene gegip karacigere gider. Folatin
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kUguk miktarda bulunan diger formlari da bu yolu izler. Vicut folatinin yarisini
depolayan karaciger, portal dolasimdaki folatin ¢odunu yakalar. Bu
yakalama, aktif transport veya reseptor aracili endositoz yoluyla olabilir.
Karacigerde THF tepkimelerde kullaniimadan &once tekrar poliglutamat
formlarina konjuge edilir. Az miktarda folat kismen yikilir ve bilegenleri para-
aminobenzoilglutamat(pABG) ve asetil-pABG sekillerinde idrara gecer.
Folatin gbrece blyuk boélimu safraya geger ve daha sonra geri emilir(safra
tuzlarinin enterohepatik dolasimdaki kinetigine ¢ok benzer). Folatin kandaki
ana bicimi olan N>-M-THF, plazma proteinlerine ve ozellikle albumine

gevsek sekilde baglanir.

Folat-bagimli tek karbon reaksiyonlarinin biylUk bir kismi mitokondri
ve sitoplazmada gergeklesir. Folat kofaktorleri, buyuk molekuller olduklari igin
kompartmanlar arasindaki gegisleri yavastir. Daha kuguk molekuller olan
serin, glisin ve formik asit kompartmanlar arasinda daha hizli gecis yaparlar
ve organeller arasindaki dengeyi sadlarlar(26). Bu reaksiyon tek karbon
grubunun folat bagimli reaksiyonlar dongusune giris noktasidir Serin, hem
sitoplazmadaki hem de mitokondrideki tek karbon reaksiyonlari igin baglica
tek karbon grubu kaynagidir. Serin, mitokondri igine girer, glisine dénusur ve
N®, N*°-metilentetrahidrofolat(N®,N*°-MIn-THF) olusturur. N® N'°-MIn-THF dan
mitokondriyal protein sentezinde kullanilan N°-formiltetrahidrofolat(N*°-F-
THF) olusur. N*°-F-THF, formik asite dénisiir. Fazla formik asit sitoplazmaya
gecer ve primer karbon vericisi olur. Glisinin 2. karbonunun glisin-yikim
sistemi yoluyla transferi ile de N% N*-MIn-THF olusur(Sekil 2.8). Glisinin
%401 bu enzim sistemi ile yikiimaktadir ve buda N°N10-MIn-THF
olusumunda 6nemli bir kaynaktir. ATP-bagimli enzim formil sentetaz ile fazla

formik asit, tekrar N*°-F-THF’a dénusiir.

Tek karbon gruplart N5 NY®-MIn-THF ve N!°-F-THF olarak
havuzlanirlar. N°,N'°-MIn-THF ve N*°-F-THF, piirin sentezi icin; N3,N10-MIn-
THF, timidilat sentezi i¢in gerekli substrattirlar. N*°-F-THF, mitokondride farkli
bir reaksiyonda daha kullanilir. Metiyonil-tRNA formiltransfreaz enzimi ile
formil metiyonil tRNA sentezlenir. Protein sentezi icin gerekli olan bu

reaksiyon sadece mitokondriyal kompartmanda gergeklestirilir(1).
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Bir bagka tek karbon kaynagi ise histidin katabolizmasi ile olusan
formimino glutamat(FiGlu)'dir. Glutamat formimino transferaz enzimi ile
THF’a formimino grubu transfer edilir ve 5-formiminoTHF olusur. Daha sonra
formiminoTHF, siklodeaminaz enzimi araciligiyla  5-formiminoTHF,
devaminda da N°N'-meteniltetrahidrofolata(N®,N'°-Mnl-THF) dénisir. Bu

reaksiyonla tek karbon saglanmasi sadece karaciger ve bobrekte olur.

Folat
/f,-—-\\ I:-'rj,ru zentezi

THF k-

Metillen-THF
Piirin \{' < .-\.
F
Mﬂ -TH

THF=" |Metiyonin

5-F-THF

Sekil 2.6. Folat alt gruplarinin piirin ve pirimidin sentezi agisindan incelenmesi

Folat, daha Once de kisaca bahsedildigi gibi, timidilat sentezi igin
gereklidir(Sekil 2.6). Deoksitridilatin 5. pozisyonuna formaldehit grubu
eklendiginde timidilat olusur. N°N'°-MIn-THF'In tek karbon grubu,
deoksilridin  monofosfata(dUMP)  transfer edilir ve  deoksitimidin
monofosfat(dTMP) ve dihidrofolat olugur. Reaksiyon Timidilat sentaz
tarafindan katalizlenir. Tek karbon dnitelerinin format dizeyinde okside
formlari, de novo plrin sentezi igin kullanilir. Parin halkasinin C3 ve C8

gruplart N*°-F-THF’In glisinamid riboniikleotid transformilazla ve 5-amino,4-
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imidazolkarboksiamid ribonukleotid transformilazla THF’a donusumu
sirasinda olusur. Pirin sentezi icin gerekli olan N'°-F-THF; N'°-F-THF
sentazin katalizledigi reaksiyonla direkt olarak THF’tan ya da N N*°-Min-
THF’In NADP-bagimii metilentetrahidrofolat dehidrogenaz ve
meteniltetrahidrofolat siklohidrolaz enzimlerinin sagladigi oksidasyon ile elde
edilir. N3-F-THF, meteniltetrahidrofolat sentaz ile N° N*°-MnI-THF’a dénusdr.
Dehidrogenaz, siklohidrolaz ve sentetaz enzimleri metilentetrahidrofolat
dehidrogenaz denilen 3 fonksiyonlu enzim kompleksi olarak bulunur(Sekil
2.7).
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Sekil 2.7. Tek karbon alt gruplari ve bunlarin aktarimindan sorumlu folat alt gruplari.
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Dihidrofolatin hicre iginde kullaniimasi i¢in THF’a indirgenmesi
gereklidir. Dihidrofolat reduktaz; dihidrofolatt THF’a indirger. Ayrica folik asitin
dihidrofolata indirgenmesini de saglar(Sekil 2.6). Normalde folik asit, sentetik
form oldudu igin yiyeceklerle alinmaz. Bu ytzden dihidrofolat rediktazin en
onemli gorevi, timidilat sentaz reaksiyonunda olusan dihidrofolatin tekrar
indirgenmesidir. Hucrenin replikasyon ve proliferasyon durumuna goére
timidilat sentazin sentezi artar. Hiicre dongusunun S fazinda olan hiicrelerde
daha aktifitir.

2.2.2. Tetrahidrofolat’daki Tek-Karbon Gruplarinin
Yiikseltgenmesi ve indirgenmesi

THF tarafindan aktarilan tek-karbon gruplari ya azot N° veya N'”a
baglanir veya N5 ile N'° arasinda bir kdprii yapar. THF‘a bagli tek-karbon
gruplan topluca tek-karbon havuzu olarak adlandirilir. Bu tek-karbonlu
birimler THF’a bagll halde iken ylkseltgenip indirgenebilir. Yani, 6zellikle
yukseltgenme halindeki bir karbona gereksinim duyan tepkimeler tek-karbon

havuzundan farkli bir yukseltgenme dizeyinde gelen karbonu kullanabilir.

En fazla yiikseltgenmis bulunan bigim N'°-F-THF dir, ve bu form ayni
zamanda en labil formdur. En indirgenmis bicim ise N°-M-THF dir. Metil
grubu  birkez olustuunda kolayca tekrar N5 NY°-MIn-THF’'a geri
ylkseltgenmez. Daha 6nce bahsi gectigi gibi, N>-M-THF hticre igcinde birikme

egilimi gosterecektir.

2.2.3. THF Tarafindan Tasinan Tek-Karbon Gruplarinin
Kaynaklari

Tek karbon gruplarinin kaynagdi baslica, serin amino asitinin [3-
karbonu, glisin, metil ve dimetilglisin, formik asit, formaldehid ve histidindir.
Tek karbon gruplari, nukleik asit biyosentezi, protein sentezi, amino asit
metabolizmasi, metil grup sentezi ve vitamin metabolizmasi gibi THF-bagimli

reaksiyonlarda da uretilir.

Serin amino asitinin 3. karbonundaki tek karbon grubu, THF’a serin

hidroksimetil transferaz(SHMT) enziminin katalizledigi reaksiyonla transfer
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edilir ve N° N-MIn-THF ve glisin olusur. Bu vericiler karbonlari folata farkli
yiikseltgenme diizeylerinde aktarir. Bu tepkime glisin ve N3 N'°-MIn-THF
uretir. Serinin, glikolizin bir ara urinu olan 3-fosfogliserattan  sentez
edilebilmesi nedeniyle diyetteki karbonhidrat tek-karbon havuzu igin karbon
kaynag! olarak hizmet edebilir. Bu yolla uretilen glisin, folata bir karbon daha
vererek ileri yikima ugrayabilir. Tek karbon gruplarinin serin, histidin, glisin
gibi amino asitlerden ve formattan alinarak homosisteine metil grubu
olusturarak aktariimasi MTHFR enzimi sayesinde olmaktadir. MTHFR
enzimi, tek karbon metabolizmasinda metiyonin ve folat dongulerini birbirine

baglayan ¢ok dnemli bir enzimdir.

Histidin ve format farkl ylkseltgenme dizeylerinde tek-karbon veren
bilesiklere érnek olusturur. Histidinin yikilmasi FiGlu vermekte olup, bu da bir
karbon ve azot vermek Uzere THF ile tepkimeye girer( N°-formimino-THF
uretir) ve bu yolla glutamat serbest kalir. Triptofanin ylkseltgenmesi ile
olusan format THF ile tepkimeye girebilir ve en fazla yukseltgenmis folat

tirevi olan N'°-formil-THF Uretir.

SHMT enzimi Ozellikle karaciger, bobrek, bagirsak ve beyin
hicrelerinde, baslica tek karbon grubu kaynagidir. Pridoksal fosfat enzimin
kofaktéruduar. Hucre kultlrlerinde isaretli izotoplarla yapilan g¢alismalarda,
SHMT kaynakli N® N'°-MIn-THF’In homosistein remetilasyon yolagina oranla
daha cok timidilat biyosentezinde kullanildigi gosterilmistir(3, 26). Timidilat
yapisindaki tek karbon grubunun kaynagi cogunlukla serin aminoasitinin 3.
karbonudur. SHMT enzimi hlicre ¢ekirdeginde de bulunur ve aktif olarak
N% N*-MIn-THF olusturur ve timidilat sentezi gerceklesir. Ayrica SHMT
enzimi N3-M-THF’a baglanarak homosistein remetilasyonuna sinirlama getirir

ve bu sayede dizenleyici bir rol oynar.
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Sekil 2.8. Tek karbon kaynagi olan diger aminoasitlerin metabolizmalari

2.2.4. Tek-Karbon Gruplarinin Alicilari

THF Uzerindeki tek-karbon gruplari yukseltgenip indirgenebilir ve
daha sonra diger bilesiklere aktarilir. Bu tur bir aktarma serinden glisinin
sentez edilmesine, DNA sentezi i¢in gereken timin bazinin sentezine, hem
DNA hem RNA sentezi igin gereken purin bazlarinin sentezlerine ve metil

gruplarinin B12 vitaminine aktariimasi olaylarina katilir.

Serinin glisine ¢evrimi kolayca geri donebildiginden, glisin tek karbon
havuzundan karbon alarak serine geri donuasturiulebilir.  Nukleotid
deoksitimidin monofosfat(dTMP), deoksiuridin monofosfatin(dUMP), TMP
olusturmak Uzere metillendigi bir tepkime ile Uretilir. Buradaki karbon kaynagi

N®,N%-MIn-THF’dir. Aktarilan karbonu metil diizeyine indirgemek igin
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THF'dan gelen iki hidrojen atomu kullanilir. Bunun sonucunda
dihidrofolat(DHF) olusur. DHF’in, dihidrofolat rediktaz(DHFR) enzimi
tarafindan katalize edilen bir tepkimede NADPH tarafindan indirgenmesi ile
THF olusur. Bu tepkime, tek karbon grubunun aliciya aktariimasi sirasinda
folat grubunun vyukseltgendigi THFIn ise karistigi yegane tepkimedir.
DHFR'nin diyetle alinan vitaminin yukseltgenmis bigiminin indirgenmesi icin
de gerektigi hatirlanmalidir) Yani DHFR hem dokularda, hem diyetten gelen
DHF’in Uretilmesi icin vazgecilmez 6nemdedir. Bu tepkimeler, dTMP’nin
sadece DNA sentezi igin gerekmesi nedeniyle folat eksikliginin DNA sentezi
uzerine olan etkilerine katkida bulunur. Purin bazlarinin sentezi sirasinda 2.
ve 8. karbonlar tek karbon havuzundan karsilanirlar. N*°-Formil-THF her iki
karbonu sadlar. Folat eksikligi bu tepkimeleri de zorlastirir ve  DNA’nin
oncullerinin eksikligi nedeniyle DNA replikasyonunu bozucu etki gosterir. THF
tarafindan tasinan karbon grubunun metil dizeyine indirgemesinden sonra
bu B12 vitamini’'ye aktarilir. Bu tepkime, metil grubunun THF’1 terk edebildigi
tek tepkimedir. Burada, N°-M-THF ureten tepkimenin geri donisimsiz

oldugunun hatirlanmasinda yarar gormekteyiz.
2.2.5. B12 Vitamini'nin Yapisi ve Bulunma Bigimleri

B12 vit.(kobalamin olarak da bilinir), karmasik yapida molekiler
bilesime sahiptir. Hem’de bulunan porfirin halkasina benzeyen bir korrin
halkasi tasir. Ote yandan korrin halkasi, dért pirrol halkasindan iki tanesinin
bir metilen koprusu yerine dogrudan dogruya birbirlerine bagl olmasiyla
Hem’den farklilik gosterir. Bu molekullin en alisiimadik niteligi korrin halkasi
ile koordine olmus kobalt atomunun varli§idir(porfirin halkasi ile koordine
olmus demire benzer). Bu kobalt, bir karbon atomu ile bagd kurabilir. Vicutta
bu, metil-kobalamin vermek tUzere bir metil grubunun karbonu ile veya 5'-
deoksiadenozilkobalamin yapmak uUzere 5’-deoksiadenozinin 5’karbonu ile
tepkimeye girer(ikinci durumda deoksi sozcugunun, DNA’da bulunan
sekerlerde kullanilan 2’karbonu degil 5’karbonu kastettigine dikkat ediniz).
Vitamin preparatlarinda bulunan B12 bigimi, siyanokobalamin olup burada

kobalt atomuna bir siyano grubu “C=N” baglanmistir.

2.2.6. B12 Vitamini'nin Emilim Ve Taginmasi
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B12 vit. bakteriler tarafindan uUretiimesine karsin yuksek bitki ve
hayvanlar tarafindan sentez edilemez. Diyetteki B12 vit. 'nin ana kaynaklari
et, yumurta, sut urunleri, kimes hayvani etleri ve deniz Urunleridir. Bu
besinlere kaynak goérevi yapan hayvanlar B12’yi esas olarak yemlerindeki

bakterilerden elde ederler. B12'nin diyetten emilmesi karmasik bir olaydir.

Besinle alinan B12, ya serbest ya da diyetteki proteinlere bagl halde
olmak Uzere iki sekilde bulunabilir. Serbest halde bulunan B12, tukuruk
bezleri ve mide mukozasi tarafindan tukurik veya mideye salgilanan ve R-
baglayicilar(transkobalamin 1 olarak da bilinen haptokorrinler) denilen
proteinlere baglanir. Besinle alinan B12, proteinlere bagl halde ise bunun
hem mide hem de ince barsakta sindirici proteazlar ile proteinlerden serbest
kalmasi zorunludur. B12 birkez baglandigi proteinlerden serbest kaldiginda
artik haptokorrinlere baglanacaktir. Ince barsakta, pankreatik proteazlar
haptokrrinleri sindirir ve serbst kalan B12 vitamini, besinin mideye girmesi
sirasinda midenin parietal hicreleri tarafindan salgilanan bir glikoprotein olan
intrinsic faktore baglanir. Intrinsik faktor-B12 karma molekuld, ince barsagin
son kismi olan ileumdaki 6zgul reseptorlere baglanir ve bundan sonra bu

karma molekul emilir.

Enterosit icindeki B12, transkobalamin 2 ile bilesik yapar ve sonar
dolagsima gecer. Transkolbalamin2-B12 vit. karma molekulu, kendine 6zgul
reseptorler tasiyan dokulara B12 vitamini'yi teslim eder. Karaciger B12
vitamini’nin yaklasik yarisini alirken, geri kalani digger dokulara gotiralir.
Karacigerde depo edilebilen tek suda eriyen vitamin olan B12 vitamini’nin
depolanan miktari, gidasal bir eksiklige ait semptomlarin belirmesi igin 3-6 yil

gegmesini gerektirecek kadar buyuktir.

2.2.7. B12 Vitamini’nin iglevleri

B12 vit. vucutta iki tepkimeye katilir. Bunlar, bir metil grubunun
metiyonin yapmak Uzere N°-M-THF'dan homosisteine tasinmasi ve L-
metilmalonil KoA’'nin metil grubunun suksinil KoA yapmak Uzere yeniden

diuzenlenmesidir.
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THF bir tek-karbon grubunu serinden veya diger kaynaklardan alir.
Bu karbon metil dizeyine indirgenir ve B12 vitamini’'ye aktarilarak metil-B12
vit.(metilkobalamin) meydana getirilir. Metilkobalamin metil grubunu
homosisteine aktarir ve bu da metiyonin sentaz enzimi tarafindan metiyonine
cevrilir. Metiyonin daha sonra, metil grubunu diger bilesiklere aktarmasi igin
SAM haline etkinlestirilebilir

B12 vitamini, L-metilmalonil KoA’'nin suksinil KoA'ya ¢evrimine de
katilir. Bu durumda, koenzimin etkin bigimi 5’-deoksiadenozilkobalamindir. Bu
tepkime, herbirinin katabolizmalari sonunda propiyonil KoA olusturan valin,
izolosin, treonin, timin ve tek sayida zincirli yag asitlerinin son Uug¢
karbonundan gelen karbonlari TKA dongusinun ara urini olan suksinil

KoA'ya geviren metabolik yolun bir bdlimunu olusturur.
2.2.8. S-Adenozilmetiyonin

S-Adenozilmetiyonin(SAM), metil gruplari igeren birgok bilesigin
sentezine katilir. Bu madde, alici molekullerdeki oksijen veya azot atomlarina
metil gruplarinin eklendidi tepkimelerde kullanilir(bu olay, kuklrt veya
karbona tek karbon gruplari ekleyebilen folat tlrevierindeki durumun
aksinedir). Ornek olarak fosfatidiletanolaminin fosfatidilkoline,
guanidinoasetatin kreatine, néradrenalinin adrenaline, asetilserotoninin
melatonine ve nukleotidlerin metilenmis nukleotidlere cevrimi icin SAM
gerekmektedir. Bu madde katekolaminlerin ve serotoninin etkisizlestiriimesi
icin de gerekir. Insanlarda 35'den fazla tepkime SAM’den yapilacak metil
badisini gerektirmektedir. SAM, metiyonin ve ATP’den sentez edilir. B12
vitamini'nin etkinlesmesindeki gibi, metiyoninin etkinlesmesinde de adenozini
ATP saglar. Metil grubunun aktarilmasi ile SAM S-adenozilhomosisteini
yapar ve bu da daha sonra homosistein ve adenozin vermek Uzere hidrolize
olur. SAM sentezi icin gereken metiyonin diyetten saglanir veya B12
vitamini'den bir metil grubu alan homosisteinden turetilir. Yani metiyoninin
metil grubu tekrar Uretilmis olur. Metiyoninin diyetteki vazgegilmez kaynagi

ise homosisteindir.

Metiyoninden SAM sentezleyen MAT enziminin 3 tipi vardir. MAT 1

ve 3 sadece karacigerde bulunurken MAT 2 batun dokularda bulunur. MAT 1
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ve 3 izoenzimlerinin Km degerleri yuksektir(12). Bu yuzden karaciger,
metiyoninin fazlahginda daha fazla SAM sentezleyebilmektedir. MAT 2
izoenziminin Km degeri dusuktar, metiyonin fazlaliinda dahi SAM sentezi
sinirhdir ve metiyonin seviyesindeki degisikliklerden c¢abuk etkilenir. Bu
yuzden karaciger disi dokularda hidcre igi metiyonin konsantrasyonu

azaldiginda SAM seviyeleri de azalir

Homosistein igin yeterli diyet kaynaginin varligi halinde metiyoninin
diyette bulunmasi gerekmeyecektir. Ote yandan, diyette metiyonin bol
miktarda bulunurken homosistein igin kayda deger bir gidasal kaynak
bulunmamaktadir. Homosistein, sistein sentezi igin kikuirt atomu saglar. Bu
olayda homosistein, sistatiyon yapmak uzere serinle tepkilesir, bu ise
parcalanarak sistein ve a-ketobutirat verir. Bu dizgideki ilk tepkime sistein
tarafindan inhibe edilir. Yani, vucuttaki sistein miktari buna ait metabolik
islevler icin gereksinilenden daha az olmadigi sirece sistein sentezi igin
homosistein yoluyla metiyonin kullaniimaz. Dolayisi ile, diyette yeterli

miktarda sistein bulunmasi diyetteki metiyonin gereksinimini azaltacaktir.

2.2.9. Folat, B12 Vitamini ve SAM Arasindaki iliskiler
2.2.9.1. Metil Tuzag: Varsayimi

Folat dongusu Uzerinde karbonun akisini ¢ézumleyecek olusak
denge N>-M-THF olusumu yoniindedir. Bu bigim sanki vitamine bagli
karbonun en kararl halidir. Ote yandan, sadece bir tepkimede metil grubu
N>-M-THF'den cikartilabilmekte olup bu da B12 vit. gereksinen metiyonin
sentaz tepkimesidir.Yani, B12 vit. eksikligi bulunacak olursa veya metiyonin
sentaz enzimi kusurlu ise N>-M-THF birikime ugrayacaktir. En sonunda,
vicuttaki folat bigimlerinin en buylk bolimi N°-M-THF iginde “kapana
kistinlmig” veya “tuzaklanmig” hale gelecektir. Burada karbonlarin
cikartilmamasi nedeni ile iglevsel bir eksikligin belirmesi "metil-kapan1”
varsayimi olarak bilinir ve bunun klinik karsiliklarina asagidaki boliumlerde ve

tartisma bolumunde tekrar deginilecektir.
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Tek karbon metabolizmasina katilan diger bilesikler kolinin yikim
artnlerinden taretilir. Bazi fosfolipitlerin vazgecilmez bir bileseni olan kolin
betain aldehidi yapmak Uzere ylUkseltgenir ve bu da betaine(trimetilglisin)
yukseltgenir. Karacigerde betain, metiyonin ve dimetilglisin vermek tGzere bir
metil grubunu homosisteine aktarabilir. Bu da karacigere homosisteini
metiyonine gevirmek i¢in iki yol saglar. SAM’In birikime ugradigi kosullarda
glisin, sarkozin(N-metil glisin) vermek Uzere metilenelebilir. Metiyonin
dizeylerinin ylksek oldugu ve metiyonin fazlasinin metabolize edilmesine

gerek duyuldugu zaman bu yol kullantlir.
2.3. Tek Karbon Metabolizmasi ve Amino Asit iliskisi

Amino asit katabolizmasi icin iki tip reaksiyon rol alir. ilki piridoksal
fosfat kullanan transaminasyon reaksiyonudur. Transaminasyon reaksiyonlari
disinda amino asit katabolizmasi reaksiyonlarinin diger yaygin tipi tek karbon
transferidir. Bu transfer G¢ kofaktérden birini igerir; biyotin, tetrahidrofolat, S-

adenozil metiyonin.

Bu kofaktorler farkh oksidasyon seviyesindeki tek karbon gruplarini
transfer ederler. Biyotin en okside haldeki karbonu transfer eder,
karbondioksit. Tetrahidrofolat ara oksidasyon duzeyindeki karbon gruplarini
transfer eder ve bazen metil gruplarini da transfer eder. S-adenozil metiyonin
ise metil gruplarini transfer eder ki, bu karbonun en indirgenmis halidir ve
tersinir sekilde okside olmaz. Tetrahidrofolat ve S-adenozil metiyonin, amino
asit ve nukleotid metabolizmasinda oOzellikle 6énemli olan 2 kofaktordur.
Tetrahidrofofolat, bakterilerde sentezlenir ve pterin halkasi (6 metilpterin),
para amino benzoat ve glutamat kalintilarindan olusur. Okside form olan
folat, memelilerde bir vitamindir. Dihidrofolat rediktaz enzimi aracihgiyla iki
basamakta tetrahidrofolata donusturalar. Dihidrofolat rediuktaz  enzimi
araciligiyla. her U¢ oksidasyon seviyelerindeki tek karbon gruplari
tetrahidrofolata N°, N10 veya her ikisi (zerinden baglanir. Kofakt6rin
indirgenmis formu, metil grubu tasir daha okside formu metilen grubu tasir,
en okside formu metenil, Formil veya formimino grubu tasir. Cogu
tetrahidrofolat formlari birbirine dénusebilir ve gesitli metabolik reaksiyonlarda

tek karbon Unitesi vericisi olarak ¢alisir. Hidrofolat igin tek karbon biriminin
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primer kaynagi serin-glisin donigsumunde ayrisan karbondur ve bu yolla
N% N*-MIn-THF olusur. Tetrahidrofolat N° (izerinde metil grubu tasiyabilir,
fakat bu metil grubunun transfer potansiyeli cogu biyosentez reaksiyonlari
icin yetersizdir. S-adenozil metiyonin biyolojik metil grubu transferlerinde
tercih edilen molekuldir. ATP ve metiyoninden, metiyonin adenozil transferaz
aktivitesi ile sentezlenir. Bu reaksiyonu siradigi yapan, methionine ait
nukleofilik sulfur atomunun atp'deki fosfor atomlari yerine riboz kalintisinin
5’karbonuna baglasidir.. Trifosfat, salinarak fosfat ve pirofosfat seklinde
enzim icinde ayrilir, Pirofosfat, inorganik pirofosfataz ile pargalanir. Boylelikle
bu reaksiyonda ikisi yUksek enerjili fosfat gruplarindan olmak tzere toplamda
3 bag parcalanir. Trifosfat'in ATP'den ayrildgi diger bilinen tek reaksiyon
koenzim B12 sentezi sirasinda olusur. S-adenozil metiyonin, destabilize edici
sulfonillre faaliyeti aracihgiyla potent bir alkali edici ajandir. Metil grubu
nikleofillerin atagina maruz kalir ve N°® metil tetrahidrofolatdaki metil grubuna
gbre 1000 kat daha reaktiftir. S-adenozil metiyonin deki metil grubunun bir
aliclya transferi ile ortaya S-adenozihomosistein ¢ikar ve devaminda
homosistein ve adenosine ayrisir. Metiyonin sentazin katalizledigi reaksiyon
ile homosisteine metil grubu transferinden metiyonin olusur; ve metiyonin
aktive metil déngusiuni tamamlamak Uzere adenozil methionine tekrar
donugir. Metiyonin sentazin insanlardaki formu N°® metil tetrahidrofolat
kullanir. Fakat metil grubu ilk olarak koenzim B12 den tureyen kobalamine
aktarilarak, metiyonin olusumunda ki metil vericisi olan metil kobalamin
olusturulur. Bu reaksiyon ve metilmalonil KoA’nin siksinil KoA ya dontisumu
memelilerdeki sadece iki koenzim Bl12 badmli reaksiyonlardir.
Organizmadaki belirli bazi hucrelerin fizyolojik veya patolojik sebeplerle
artmis veya azalmig mitoz hizi ile tek karbon metabolizmasinin 6énemli
elemanlari olan B12 vit. ve folat yakin bag ve iliski icindedir. .Zira genetik
materyalin sentez ve duzenlenmesinde tek karbon tagiyicilarinin ve transfer
edicilerinin; neoplazi ve enflamasyon gibi durumlarda ilgili dokularda ve
immun sistemde biraradaki hem artmis hem azalmis mitotik aktivite ve
apoptotik degisiklikler tagiyan hicrelerin metabolizmalariinda énemli yer isgal
ederler. Bu etkiler, mitotik aktivitesi, fizyolojik olarak hizli hicreleri barindiran

kemik iligi, deri ve deri ekleri, hepatik, renal ve intestinal epitel gibi dokular
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icin de gecerlidir. Bizim galismamizda ilgi alanimizi olusturan hastalik olan
astimin kapsaminda ve iligkisinde oldugu bilinen enflamatuar hucreler, ve
kollajen sentezleyen fibroblastlari kapsamaktadir. Her enflamasyon ve
remodelling slrecleri, artmis apopitotik hicreler ile azalmis apopitotik aktivite
icindeki mitoz hizi artmis hucreleri barindiran sureglerdir. Metil grubu
tasiyicilar ve transfer edicileri, purin sentezi kadar genetik materyalin bazi
gen bolgeleri Uzerinde metilasyon demetilasyon reaksiyonlari ile dizenleyici
islevler de barindirir. Zira bu etkiler epigenetik konu bashg altinda

gunumduzde ilgi odagidir.

Ancak tek karbon metabolizmasini ilgilendiren diger bir konu ise
fosfolipit sentez ve metilasyonudur. Zira genetik materyalde regulator etkiler
tasiyabilen tek karbon birimleri membran fosfolipitlerinin de akigkanliklarinda
ve metabolizmalarinda degisikliklere yol agar. Bu degisiklikler hem membran
stabilitesi yoninden ele alinabilecedi gibi hemde inflamatuar slreclerde
kavsak noktada rol alan lipid mediyatorlerdeki degisim ve dizenlenmeler
agisindan da dusundlebilir. Metil kaynagi aminoasitlerin metabolizmasi da bu
dengede énemli rol oynamaktadir. Ozellikle arjinin, metiyonin, serin, glisin,
histidin, ornitin amino asitleri bu metabolizmada degerli roller Ustlenmektedir.
Zira hem astim hemde enflamasyon acgisindan dnemi gun gegtikge artan bir
medyator olan NO Uretimi agisindan arjinin amino asidi kaynak gorevi
gormektedir. Bu reaksiyonda rol alan 6nemli bir tek karbon tasiyicisi daha
devreye girmektedir, bu tetrahidrobiopterindir(THB). THB sentezinin oncll
molekull olan guanozin sentezi i¢in yine formiltetrahidrofolatin(F-THF) yer
aldigi reaksiyonlar bulunmaktadir. Artmis aktivite gosteren kollajen
sentezleyen fibroblast hlcreleri agisindan da tek karbon metabolizmasi ele
alindiginda ornitin amino asidi Gzerinden prolin hidroksiprolin ve dolayisiyla
kollajen sentezi, nitrik oksit sentaz ile arjinaz arasindaki denge ile dizenlenir.
Dolayisi ile hem ornitin/prolin dengesi ile kollajen Uzerinden remodellingin
dizenlenmesi, hem de yine ornitin-arjinin dengesi ile NO sentezi (izerinden
de bronkodilatasyon ve bronsiyal enflamasyonun dizenlenmesi

sOzkonusudur.

Fazla olan tek karbon gruplarinin tek karbon havuzundan

uzaklastirlmasinda F-THF dehidrogenaz enzimi rol alir. Enzim, CO)‘e
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oksidasyon saglar. Ayni enzim ayrica N'°-F-THF’In THF ve formata hidrolize
olmasini saglar. F-THF dehidrogenaz enziminin aktivitesi karaciger ile
sinirhdir. Enzimin hidrolaz aktivitesi tam olarak anlasiimasa da muhtemelen
THF ihtiyacini kargilamada sorun oldugu zaman bu acgigi kapatan ek bir

mekanizmadir.
2.3.1. Hiperhomosisteinemi

Transsulfirasyon yolagi, homosisteinden sistatyonin, sistein,
glutatyon gibi diger amino asitlerin ve polipeptidlerin elde edildigi ve
homosisteinin bir anlamda detoksifiye edildigi biyokimyasal yolaktir
Homosistein, iki 6nemli yolagin kavsak noktasinda bulunur. Homosisteinin,
bir kismi remetilasyon ile metiyonine c¢evrilerek, metiyonin déngusine
katilirken bir kismi, geri donlisumsiz olarak transsulfurasyon yolagina
girer.(26) Metiyonin biyosentezi ve sistatyonine transsulfurasyon yolaklar
arasinda homosisteinin ayrilmasi esas olarak SAM tarafindan duzenlenir.
SAM, MTHFR enzimini inhibe ederken sistatyonin-g-sentaz(CBS) enzimini

aktive ederek bu duzenlemeyi saglar.

Homosistein transsulfirasyonu, bu tiyolin sistatyonini meydana
getirmek Uzere serin ile kondensasyonunu igerir, sistatyonin-B-sentaz(CBS)
tarafindan katalizlenen B6 vitamini bagimh bir basamaktir. Bu siniri gectikten
sonra, homosistein artik metiyonin icin bir daha prekirsér olamaz.
Sistatyonin, daha sonra B6 vitamini bagimli diger bir enzim, sistatyonin liyaz
ile sisteine ve a-ketobdtirata hidroliz olur. Sistein, glutatyon sentezinde
kullanilir. Hacrenin en onemli redoks duzenleyici proteini olan glutatyon
sentezi, transsulfirasyon yolagi sonucu olusan sisteine bagimhdir. Sisteinin

fazlasi ise taurin ve daha sonra inorganik sulfata donastir.

Remetilasyon dongusunin diger bir alternatif yolu ise; homosisteinin,
betain-homosistein metiltransferaz(BHMT) enzimi ile B12 vitamininden
bagdimsiz bir sekilde de metiyonine c¢evrilmesidir. BHMT enzimi, ozellikle
karaciger, bobrek ve lens dokusunda bulunmaktadir. Bu dokularda kolinin
yikilmasiyla olusan betaini, metil grubu vericisi olarak kullanarak,
homosisteinin tekrar metilasyonunu saglarArtmis homosistein duzeylerinin

kardiyovaskuler ve norolojik hastaliklarlabaglantisi vardir. Homosistein
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duzeyleri, hem folik asit hem B12 vitaminimetabolizmasi ile ilgili ¢esgitli
yollardan birikime ugrayabilir. Homosistein,SAM bir metil grubu bagisladigi
zaman ortaya ¢ikan S-adenozil homosisteinden taretilir. SAM'in - metil
gruplarini sikga bagislamasi nedeniyle S-adenozil homosistein sabit hizda
surekli Uretiimekte ve bu da homosisteinin sabit bir hizda uretilmesine yol
agmaktadir. Uretiimis olan homosistein ya metiyonin vermek Uzere tekrar
metillenmekte veya sistatiyonin vermek igin serinle kondanse olmaktadir.
Metiyonin Uretimi igin iki yol bulunmaktadir. Ana yol, B12 vit. gereksinen, N®-
M-THF tarafindan metillenmektir. Karacigerde ikinci bir yol daha bulunmakta
olup burada betain(kolinin bir yikim Grinidir) metiyonin yapmak Uzere
homosisteine bir metil grubu verebilmekte ise de bu yol daha onemsizdir.
Homosisteinin sistatiyonine ¢evrimi piridoksal fosfat gereksinir. Yani, B12 vit.
eksikigi bulunan bir kiside homosisteinin ana yol uzerinden metiyonine
cevrilmesi inhibe olur. Bu da homosisteini sistatyonin Uretmeye dogru
yonlendirir ve sonunda sistein uretilir. Sistein birikime ugrarken sistatiyonin
ureten enzim geri bildirimli inhibisyona ugrar ve bu yol boylece de inhibe edilir
. Bu ise timuyle homosistein birikmesine yol agar ve biriken homosistein

kana salinir.

Hicre ici SAM/SAH orani, homosistein konsantrasyonu, spesifik
diyetsel faktorler, folat ve metiyonin, ayni zamanda B12 ve B6 vitaminlerinin
hepsi tek karbon metabolizmasinin ve tekrar metilasyon - transsulfurasyon
yolaklari arasindaki metabolik balansin 6nemli belirleyicileridirler N°, N10-
metil THF'G N°-metil THF'e geviren enzimde bir mutasyon varsa gene kanda
homosistein birikir. Boyle bir durumda N>-metil THF dizeyi homosisteinin
metiyonine ¢evrilmesine izin vermeyecek kadar dugsuktir. Bu yolun kaybi ve
buna kenetlenmis olarak sistatiyon olusumu uzerine sisteinin yaptigi geri
bildirimli inhibisyon da kandaki homsistein duzeylerinde bir artisa yol

acacaktir.

Serum homosisten dizeylerini yukselten Gglncu bir yol mutasyona
ugramis sistatiyon-B-sentaz veya bu enzimin kofaktor olarak gereksindigi

vitamin B6 nin eksik olusudur. Bu kusurlar homoststeinin sistationine
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dondurulmesini bloke eder ve birikime ugramis homosistein tumuyle

metiyonine ¢evrilerek tuketilemez yani sonugta homosistein birikir.

SAM, MTHFR enzimini inhibe ettiginde N°>-M-THFolusumu azalr.
Metil grubu kaynagi azaldiginda homosistein remetilasyon dongusune
giremez. SAM, CBS enzimini aktive eder, homosistein transsulfirasyon
yolagina sapar ve sistatyonine donlisur. SAM seviyeleri azaldiginda ise
MTHFR enziminin inhibisyonu azalaca@i igin N*-M-THF olusumu artar ve
CBS enzim aktivasyonu azalacagi igin sistatyonin olusumu azalir. Bu

durumda homosistein metiyonin Uretimine yonlendirilmis olur.

Bittin dokularda, N°-M-THF'in metil grubu kaynagi oldugu metiyonin
remetilasyon déngusu bulunmaktadir fakat transstlfilasyon yolagi, sadece
karaciger, bobrek, pankreas, bagirsak ve beyinde vardir.(27) SAM ve SAH
sentez reaksiyonlari tek yonlt iken SAH’den homosistein hidrolizi reaksiyonu
cift yonlidir. Homosistein seviyesi arttiginda transsilfilasyon yolagi
bulunmayan dokularda homosistein tekrar SAH’a dénlsur. Bu yidzden sinirh
SAM konsantrasyonu olan karaciger digi dokularda SAH seviyeleri daha

onemli regulator role sahiptir

SAM, MAT izoenzimlerini regule eder. MAT 2 aktivitesini inhibe eder
ve MAT 2 gen ekspresyonunu da azaltir. Distik SAM seviyelerinde de ters
olarak gen ekspresyonu artar. Ote yandan SAM, MAT 1 ve 3 izoenzimlerinin

aktivitesini arttirir.

SAH, MTHFR enzim regulasyonunda SAM ile yarismali antagonisttir.
SAM’In yaptidi MTHFR inhibisyonunu inhibe eder. Ayni zamanda SAM-
bagdimli metiltransferazlari inhibe ederek kendi sentezini sinirlar. SAH
seviyelerinin artmasi remetilasyon ve transsilfilasyon yolaklarini etkiler.
SAH, MS ve BHMT enzimlerini inhibe ederek homosistein seviyelerinin
artmasina sebep olsa da CBS enzimini aktive ederek trassulfulasyon yolagini
arttinr. CBS enzimi olmayan dokularda ise fazla SAH ve homosistein
bdbrekle atiimak Uzere hicre digina c¢ikarilir. CBS enzimi homosistein
detoksifikasyonunda ¢ok o©nemlidir. Eksikliginde, idrar ve plazmada

homosistein seviyeleri ¢cok artar. Homosistinlri olarak adlandirilan otomozal
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resesif kalitim gosteren bu genetik hastalikta tromboembolik komplikasyonlar

ve ateroskleroz ve enflamatuvar hadiseler sik gorulur.(28)

MS enzimi, SAH ve metiyonin tarafindan inhibe edilir. SAM ise
enzimi dolayli olarak aktive eder. MS, metiyonin sentezini, kofaktori olan
metilkobalaminin yapisindaki kobalt atomunu pozitifl durumundan pozitif3
durumuna getirerek gergeklestirir. Oksidatif stres gibi bazi durumlarda, bu
kobalamin-MS icerisindeki kobalt atomu elektron kaybederek, kobalt pozitif2
durumuna okside olabilir. Bu durumda MS enzimi inaktif duruma gecer.
Metiyonin sentaz rediktaz enzimi, SAM varhiginda kobalt +2’i, +3 durumuna

yukseltgeyerek aktif hale getirir.

Glisin-N-metil  transferaz(GNMT) enzimi, glisinin  sarkozine
metilasyonunu saglar. Metil kaynagi olarak SAM’1I kullanir. Bu reaksiyon
hicre ici SAM/SAH oranini dengeleme de ve diger metilasyon reaksiyonlari
icin SAM tasarrufunda ¢ok dnemlidir(29). SAM, GNMT enzimini aktive eder,
N°>-M-THF ise inhibe eder. SAM, GNMT enzimini N°-M-THF (zerinden dolayli
olarak da etkiler. SAM seviyeleri arttiginda enzim aktive olur ve fazla olan
SAM, SAH’e doéniisir. SAM, MTHFR enzimini inhibe edecegi icin N>-M-THF
olusumu ve GNMT enzim inhibisyonu azalir. Bdylece fazla olan SAM tiketilir.
Tersi durumda ise, SAM seviyeleri azaldiginda hem enzim SAM tarafindan
aktive edilemeyecegi icin hemde sentezi artan N°-M-THF tarafindan GNMT
inhibisyonu olacagindan, SAM kullanimi durur. Bu mekanizma ile 6nemli

metilasyon reaksiyonlari icin SAM tasarrufu saglanmis olur.

insanlar diyetsel metiyoninden elde ettiklerinden daha fazla metil
grubu kullanirlar. Aradaki bu agik, N°>-M-THF ve betain ile telafi edilir. SAM
gereksinimindeki surekliligin nedeni buyuk oranda diger transmetilasyon
reaksiyonlarina kiyasla daha fazla SAM harcayan kreatin sentezidir.
Guanidoasetat metiltransferaz aracihigiyla guanidoasetata metil grubu
transferi ile kreatin sentezlenirken SAM 6nce SAHa daha sonra da
homosisteine donltsur. Vicutta toplam olusan homosisteinin %75’inin bu

reaksiyon sonucu olustugu tespit edilmistir(30)
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Remetilasyon dongusunun alternatif yolu olan BHMT enzimi ile
betainden metiyonin sentezi reaksiyonu da SAM tarafindan dizenlenir. SAM,
SAH ve metiyonin; BHMT aktivitesini ve gen ekspresyonunu inhibe ederek

betainden metiyonin sentezini kontrol ederler
2.4. Fosfolipitlerin Metilasyonu

Fosfatidilkolin memeli hiicrelerinde en fazla bulunan majér membran
fosfolipitidir. Memelilerde fosfatidilkolin ayrica, lipoproteinlerin, akciger
surfaktaninin ve safranin 6nemli bir bilesenidir. Fosfolipitin yapisi, gliserol
molekulinun Gguncu karbonundaki hidroksil grubuyla esterlesmis haldeki
fosfat grubuna bagli kolin barindirir. Diger iki karbon da cesitli doymus ve
doymamis yag asitleriyle ester bagi ile baglanir. Memeli akciger
fosfatidilkolini ¢cogunlukla iki palmitik asit icerir; dipalmitoilfosfatidilkolin veya
lesitin olarak adlandirlir. Kilit enflamatuvar araci yag asidi olan aragidonik
asit de hicre membraninda fosfolipitlerin i¢cinde barinir. Arasidonik asit,
Ozellikle beyin, kas, karaciger dokularinda yogun bulunan 4 adet doymamig
bag iceren 20 karbonlu bir yad asididir; terim olarak all-cis-5,8,11,14-
eikozatetraenoik asit denir. Arasidonik asit, her hlcrede ihtiyaca gore
degisen oranlarda membran yapisinda fosfatidiletanolamin, fosfatidilkolin,
fosfatidilinosidit makromolekdilleri iginde yer alir. Hlcre i¢i enflamatuvar
mediyatorlerin  ve ikinci mesajcilarin  sentezindeki kaynak molekuldir.
Aragidonik asidin fosfatidilkolinden serbestlenmesini saglayan iki enzim
vardir: fosfolipaz A2 ve diagilgliserol lipaz. Agirlikli olarak fosfolipaz A2
enzimiyle, fosfolipitlerdeki gliseroliin 2nci karbonunda bagli yad asidiyken
hidroliz edilip serbestlenir. Sinyalizasyonda gorev alacak arasidonik asit
fosfatidilkolin-spesifik sitozolik fosfolipaz A2(cPLA2) enzimiyle
serbestlenirken, enflamatuvar arasidonik asit dusuk molekll agirlikli
fosfolipaz A2(sPLA2) enzimiyle serbestlenir. Serbestlenen arasidonik asit
eikosanoidlerin sentezi i¢in iki enzimatik yolaktan birine girerek enflamatuvar
mediatorlerin sentezi igin prekursor iglev gorur. Siklooksijenaz enzim
yolagiyla prostaglandin H2 ve devaminda prostaglandinler, prostasiklin ve
tromboksanlari olugturur. 5-lipooksijenaz enzim vyolagiyla 5-HPETE ve
devaminda olusacak lI6kotrienler, 5-HETE ve daha potenti olan 5-okso-

ETE’nin prekursora olur.
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Lokotrien antagonistlerinin gerek alerjik gerekse alerjik olmayan
astim hastalarinda yaygin sekilde kullaniimasi ve semptomlarda duzelme
saglamasi, bu yolagin dizenlenmesinde bir bozukluk olabilecegini
gOstermektedir ve daha yolagin basinda yer alan arasidonik asit kaynagi
fosfolipitlerdeki metilasyon reaksiyonlarinin bu duzenlenmede de roll

olabilecegini dusunmekteyiz.

2.5. Enflamatuvar Bir Hastallk Olarak Astim Hastaligina Molekuler

Yaklagim

Astim Ug nitelige sahip bir akciger hastaligidir: geri donusimli hava yolu
obstriiksiyonu, solunan uyarana karsi bronsiyal asiri duyarlilik ve inflamasyon.
Hastallk erigkinlerin %5-7’sini ve ¢ocuklarda yaklasik %20’sini etkileyen genelde
kronik bir durumdur. Ancak, astim tanisi ¢ocuklarda g¢ogunlukla zordur gunku
astim yoklugunda virusle induklenen higiltinin(wheezing) prevalansi oldukga

yuksektir.

Astimin herhangi bir birey Uzerindeki etkisi, tetikleyen faktorlerin
giderilmesi ve ila¢ tedavisinin etkili kullanimi ile altta yatan hastalik slrecinin

kontrol edilebilme duzeyine baglidir.

Kronik astimin kaynagini ve ilerlemesinin temelini olusturan c¢evresel
faktorlerin daha iyi anlasilmasina ve tedavi igin daha etkili ilaglarin bulunmasina
ragmen hem gelismis hem de gelismekte olan Ulkelerde hastaligin prevalansi ve
bu hastaliga bagl hospitalize edilen ve o6lenlerin sayisi gittikce artmaktadir. Bu
yukselmekte olan egilimlerin en azindan bir kagi uygun bir tanidan yoksundur ve
Ozellikle uzun dénem antiinflamatuar ilaglarin zayif kullanimina baglidir. Yine de,
astimin sikligi ve siddetindeki belirgin artis hastaligin molekuler temelini daha iyi

anlama ihtiyacina vurgu yapmaktadir.

Belki de astim molekuler mekanizmalarini tanimlamada tek en énemli
kavramsal “ilerleme”, inflamatuar bir hastalik olarak taninmasidir. inflamasyon
kaniti astimin 6nemli bir bilesenidir ve hastaligin erken evrelerinde bile
sitopatolojik ve histopatolojik olarak belirgindir. Ornegin, balgam ve havayolu

dokusu oOrneklerinin analizi, epitelyal deskuamasyon ve havayolu eozinofilisi
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akut ataklar esnasinda degismez. Ancak, anormal fizyolojinin bir nedeni olan
inflamasyonun kritik roli sadece patofizyolojisi inflamatuar cevap gelisimiyle
yakindan iligkili nonallerjik ve alerjik uyaranlarla indlklenen deneysel hastalik
modelleri ile astim hastalarinin bazal kosullarinda ve yine inflamatuar hicre ve
mediatorlerle yakindan iligkili olan deneysel olarak provake edilmis veya
spontane alevlenme esnasinda alinan bronkiyal biyopsi ve bronkoalveoler

lavajda(BAL) kesin bir sekilde gosterilmigtir.

Hava yolu obstruksiyonu, bronsiyal asiri duyarlilik ve inflamasyon
baglaminda astimin morfolojik ¢calismalari kesin olarak hepsinde gosterilemese
de Ozellikle kortikosteroidlere refrakter hastalarda hastalik ekpresyonu ile iliskili
bozulan hava yolu fonksiyonu asir inflamasyon cevabi Uzerine kuruludur.
Havayolu yapisindaki degisim de(bazen remodeling(yeniden yapilanma)olarak
ifade edilir) artmis diuz kas, matriks birikimi ve artmis vaskuller ve néral aglar
yoluyla onemlidir. Ayrica, mukus asiri salinimi siddetli kronik hastalik ve

alevlenmelerde onemli bir 6zelliktir.

Su anda arastirmacilarin ve Kklinisyenlerin karsilastigr zorluklar:(1)
astmatik  havayolu inflamasyonunda sorumlu olan biyokimyasal
mekanizmalari tanimlamak ve(2) inflamatuar yolaklari etkin bir sekilde inhibe
eden veya antiinflamatuar olanlari potansiyalize eden c¢evresel ve
farmakolojik faktorleri saptamak. Bu bolum havayolu bagisikhdr ve
inflamasyonunda gorevli belirgin hlcresel ve biyokimyasal yolaklari
derlemektedir. Bu yolaklari tanimlamak astmatik hastalikta aktive olan

genlerin kimligi icin ilk ipuclarini saglamaktadir.

2.5.1. Havayolu Enflamasyon Mekanizmalari

Havayolu inflamasyonu gelisimde adi geg¢en hicre tirleri
bagisiklik(immudn) hicrelerii(mast hicreleri, bazofil, eozinofil, lenfosit, noétrofil

ve makrofajlari igerir) ayrica goézcl(sentinel) yapisal hucreleri(havayolu
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epitelyal hucreler, vaskuler endotelyal hucreler ve havayolu duz kas
hdcreleri) icermektedir. Hucre-hUcre etkilesimleri lipid, proteaz, peptit, sitokin
ve kemokin iceren mediatér siniflarina atfedilmektedir. Hendz tim bu bilgileri
astmatik havayolu inflamasyon gelisimi icin tek bir modelde
birlegtirilemektedir. Ancak, allejik antikor IgE ve havayoluna solunan allerjik
ve nonallerjik uyaranlara karsi olugsan T hucre cevaplarinin birbiriyle
iliskilendirilmesi ile kullanish bir taslak saglamistir. immiin cevabin miirin
modellerinde ilk defa bir semanin kullaniimasiyla beraber, T hicre bagimi
inflamasyon genel olarak T helper 1(Th1l) ve Th2 tiplerine siniflandirilabilir.
Th1 sitokinleri karakteristik olarak gecikmis tip hipersensitiviteye neden olur
ve interldkin(IL)-2, 1L-12, interferon(IFN)-y ve tUmor nekrozis faktorli(TNF)-
a’yl icermektedir; bunun yaninda Th2 cevabi B-hlcresi kaynakli himoral
immuanite ile kromozom 5qg 32-34’te kodlanan sitokin gen kumesinin
koordineli upregulasyonu ile IL-3, -4, -5, -6, -9, -13, ve granulosit/makrofaj
koloni-stimulan  faktoér(GM-CSF) sekresyonudur. B ve T hiucrelerinin

etkilesimi astim olusumunda kritik Gneme sahiptir.
2.5.2. Astimda Klinik Tabloya Etki Eden Ana immiin Bilesenler
2.5.2.1. Allerjik Enflamasyon

B lenfositleri, immunoglobin kaynaklari olarak, herhangi bir immun
reaksiyonda ¢ok kritik 6neme sahiptir. Astim hastaligi sureci temelli allerjik
reaksiyon durumunda, IgE sekrete eden plazma hicrelerine dénisen

allerjen-spesifik B hucrelerinin merkezi 6nemi bulunmaktadir.
2.5.2.2 immiinglobulin E

immiinglobulin E antikorlari parazitik enfastasyonlara cevap olarak
ve alerjik hastallk seyrinde salinir. imminglobulin havuzunun sadece
%0.02’sini olusturmalarina ragmen, biyolojik aktiviteleri kayda degerdir,
cunkd mast hicreleri ve bazofillerin hiicre ylzey reseptérlerine baglanarak
sensitize etme yetenekleri vardir. Bireyin fazla miktarlarda IgE Uretebilme
egilimi olan atopik alerjik rinit, atopik dermatit ve astim gibi allerjik hastalik
gelisim riski ile iligkilidir. Ancak, bilinmelidir ki, astim hastalarinin az bir

kisminda belirgin hastalikla beraber allerjen duyarhligini gostermek oldukca
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zordur. Plazma hacreleri IgE sekrete eder ve bu antikorlarin sentei birgok
sitokin tarafindan duzenlenmektedir.IL-6 B hucrelerinin donigumu ile IgE
sinifi antikor sekresyonunu saglar ve IgE sentezi IL-4 ve IL-13 ve alerjik

hastalikla iligkili Th2 hicrelerinin Grunleri ile uyarilir.

IgE reseptorleri iki ana gruba ayrilir: yiksek afiniteli ve dusuk afiniteli
olanlar. Mast hucre ve bazofil yizeyindeki ylUksek afiniteli reseptorler(FceRI)
tip | hipersensitivite reaksiyonlarindaki IgE’nin klasik fonksiyonlarina aracilik
eder. Multivalan antijen tarafindan reseptor dimerizasyonunda, a alt
Unitesinin intraselliler kismi fosforile olur ve sinyal kaskadinin diger
bilesenleri ile etkilesimde olur. Mast hicreleri ve bazofillerdeki ylksek afiniteli
IgE reseptoru ekspresyonu antijen tarafindan reseptoér ¢apraz baglanmasina
gerek kalmadan IgE baglanmasi ile upreguile olur. Bu yuzden; artmis IgE
uretimi ile karakterize allejik ortam baglaminda, mast hicreleri ve bazofillerin

IgE’yi baglama kapasitesi yani alerjene cevap oldukga artmistir.

Mast hucreleri veya bazofil ylizeyinde bulunan FceRI reseptérinin
multivalan antijen tarafindan dimerizasyonu [ ve y subunitelerindeki
immunoreseptor tirozin bazl aktivasyon motiflerinde tirozin artiklarinin
fosforilasyonuna neden olur. Bunlar tirozin kinaz syk proteni gibi sitoplazmik
sinyal molekulleriyle kompleksin olusabilmesi icin iskelet gorevi gorurler.
Bircok sinyal olayr devaminda inositol 1,4,5 trifosfati ve intraselltler kalsiyum
iyon konsantrasyonunu artarak granul iceriklerin salinimi ve aragidonik asit
metabolitlerinin olusumu ile sonuclanir. Histamin, I6kotrienler, IL-4, ve IL-13’0

iceren bu bircok mediatdr astim patolojisine 6nemli katkida bulunmaktadir.

CD23 ya intakt, memran bagh molekul halinde(iCD23) ya da soltbl
fragmanlar halinde bulunur. Fragmanlar iCD23’Un iyi anlasilamamis bir dizi
proteolitik oay sonucu ayrilma UurUnleridir. Membran bagimh iCD23, lokal
yuksek IgE artisina cevap olarak B hicre IgE sentezinde downregulasyona
yol agmasini da igeren birkag tane fonksiyonu vardir. Aksine, CD23
fragmanlari, IgE’ye baglandiklarinda sitokin benzeri etki gdstererek B
hicrelerinden IgE sekresyon artisina ve monositlerden TNF-a

sekresyonuna neden olur.
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GEREG VE YONTEM

3.1. Geregler
3.1.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Segimi

Calismaya, GATA Haydarpasa Egitim Hastanesi Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun 21 Nisan 2013 tarih ve 4014-138-13 sayili

yazili izni ile baglandi.

Calismaya S$ubat,2014-Haziran,2014 tarihleri arasinda GATA
Haydarpasa EQitim Hastanesi Gogus Hastaliklari Servisine basvurup,
"Astim” tanisi ile klinige yatirilmis veya ayaktan takip edilen ve c¢alismaya
katilmayi kabul eden 78 hasta dahil edildi. Kontrol grubu olarak, cinsiyet
dagilimini saglayacak sekilde astim ya da major hastaligi bulunmayan 46

hasta segildi.

Calismaya katilan tum hastalara ¢alismanin amaci anlatildi ve

‘aydinlatiimis onam formu’ imzalatildi.
3.1.2. Caligmadan Diglama Kriterleri

Hasta ve kontrol gruplarinda g¢alismanin sonuglarini etkileyebilecek
metabolik baska bir hastaligi hastaligi olanlar, metotreksat ve/veya folat, B12
vit. igerikli multivitamin preparat ve gida takviyeleri kullananlar, ilk ve tek
atakla yeni astim tanisi alanlar, ¢alismaya katiimak istemeyenler ¢alismaya
dahil edilmedi.

3.1.3. Orneklerin Toplanmasi

Tum hasta ve kontrol grubundaki bireylerin rutin tetkikler igin 12 saat
aclik sonrasi kan, idrar numunelerinden arta kalanlar ayrildi. Eritrosit ici total
folat 6lcimlerinde kullaniimak Gzere tam kan sayimi ayni gun calisilarak
hematokrit degerleri elde edildi. Serum vit-B12, serum folat, plazma total
homosistein, total eritrosit i¢i folat dlcimleri icin 6rnekler -20°C’de; idrarda
metilmalonik asit dlgumleri igin 6rnekler -20°C’de; total eritrosit i¢i folat alt

gruplarinin dlgumleri icin ise ornekler, tam kandan eritrosit paketi ayrigtirilip
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muameleleri tamamlandiktan sonra -80°C’de, serum amino asitlerinin gaz
kromatografik olgumleri icin ornekler -80°C’de, calisma gunune kadar

saklandi.
3.1.4. Kullanilan Cihazlar

Otoanalizor: Architect C8000, Architect C16000, Architect S1200
Tam kan sayimi cihazi: Abbott Cell-Dyn Sahire,

HPLC Cihazi: HP Agilent 1100 ve Agilent Technologies 1200 Series
Gaz Kromatografi cihazi: Thermo Electron Corp. Finnigan Focus GC,
Abbott Axsym System

Manyetik karistirici: Yellow line,

Derin dondurucu: Sanyo Ultra Low,

pH-metre: WTW microprocessor,

Hassas terazi: Precisa 205ASCS,

Girdap karistirici: IKA MS minishaker,

Bidistile su cihazi: GFL 2102,

Distile su sistemi: Millipore, Milli-RO, Milli-Q

3.2. Biyokimyasal Yontemler
3.2.1. Serum Folik Asit ve B12 Vitamini Diizeylerinin Olgiimii

Serum folat ve B12 vitamini, kemiluminesans mikropartikl
immunoassay teknigi ile kendi kitleri kullanilarak Architect i2000SR cihazinda
Olclildu. Folat icin referans araligi 4,5-20,5 ng/ml, B12 vit. igin 187-883
pg/ml’dir.

3.2.2. Plazma Total Homosistein Diizeyinin Olgiimii

Plazma total homosistein dizeyi, Abbott AXSYM cihazinda kendi Kkiti
kullanilarak floresan polarizasyon imminoloji teknigi ile 6lculdi. Olgllen
plazma total homosistein icin pmol/L birimi kullanildi. Referans aralik olarak
6—12 pmol/L belirlendi.
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3.2.3. idrar MMA Diizeylerinin Olgiimii

Idrarda metilmalonik asit 6lgimi, Giltepe ve di§.(46) tarafindan
tanimlanan, diazotize p-nitroanilinin metil malonik asitle verdigi reaksiyonun

fotometrik olarak dlgimda ile yapilmistir(46).
3.2.4. Serum Aminoasit Analizleri

Serum ve idrar aminoasitlerinden metiyonin, glisin, serin, sistein,
sistatyonin, prolin, hidroksiprolin, alanin, valin, I6sin, izolosin, treonin,
asparjin, aspartat, glutamat, glutamin, fenilalanin, ornitin, lizin, histidin, tirozin,
triptofan olgimleri yapildi. Bu amagla, EZ: faast ticari kiti ile Thermo Focus
GNC gaz kromotografisi cihazi kullanildi. Olgiilen aminoasitlerin birimleri,

serum icin ymol/L cinsinden idrar igin uymol/gr kreatinin cinsinden ifade edildi.
3.2.5. Eritrosit igi Total Folik Asit Olgiimii

Eritrosit ici total folik asit, KsEDTA'll tipe alinan kan dérneklerinden
Architect marka kit ile Architect [2000SR cihazinda &lgildi. Kit
prospektisine uygun olarak, kan 6rnekleri -20 °C’de toplandi, bekleme
suresi bir ayl gegmeden ¢alisildi. 100 yL tam kan numunesine 1mL folat lizis
reaktifi eklendi, oda i1sinda 1,5 saat 1siktan korunarak bekletildi. Sonra bu
karisimdan 100 uL alinarak tzerine 100 uL folat RBC lizis diluenti eklendi.
Vortekslenerek o6lcim igin cihaza verildi. Cikan sonuglar hematokrit
degerlerine bolindu. Sonug¢ deger ng/mL olarak ifade edildi. Referans aralik

degerleri 126-651 ng/mL olarak belirlendi.

3.2.6. Eritrosit igi Folik Asit Alt Gruplarinin Olgiimii

3.2.6.2. Eritrosit Paketlerinin Eldesi

Gonululerden K3EDTA®h tuplere alinan bir tip kan 6rneg@i, hem
eritrosit igi folik asit alt gruplari, hem de plazma homosistein tayininde
kullanildi. Kanlar alindiktan hemen sonra, Hettich Universal 320R santrif(j
cihazinda +4 °C'de 2000 g'de 10 dakika santrifij edildi. Plazma

ayristirildiktan sonra, alt kisimda kalan eritrosit sedimenti salin solisyonuyla (
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9 g/L NaCl) yikanarak ayni sartlarda tekrar santrifij edildi. Yikama iglemi her
ornekte iki kere tekrarlandi. Stpernatan kisimlari érnekten uzaklastirilirken,
IOkositlerden zengin buffy coat kisimlari da temizlendi. Tuplerde kalan
eritrosit paketlerinden 200 mikrolitrelik kisimlari ayri eppendorfa alindi.
Eppendorf icine %2’lik 1000 mikrolitre askorbik asit ¢Ozeltisi eklenerek 15
saniye vortekslendikten sonra oOrnekler 1 dakika dinlendirildi. Ardindan
11 M’lik perklorik asitten 100 mikrolitre eklendi ve 15 saniye siddetli sekilde
vortekslendi. Ardindan pH nétralizasyonu icin 11 M’ ik KOH c¢o6zeltisinden
yine 100 mikrolitre eklenerek 15 saniye vortekslendi. Son olarak, 13000 g’'de
3 dakika santriflj edilerek Ustte kalan supernatan kromatografik isleme tabi
tutuldu.

3.2.6.2. Eritrosit i¢i Folik Asit Alt Gruplari Tayini

Eritrosit ici folat alt gruplari, yuksek performansli sivi kromatografi ~ (
HPLC) ile tespit edildi. Orneklerin elde ediimesi, yukarida “Eritrosit igi Total F
olik Asit Konsantrasyonlarinin Olgiimi“nde anlatildigi gibi yapildi. Tek fark
en son basamaktaki 13.000 g’ de 4 dakikalik santriflij sonrasi elde edilen
stpernatan, %2"lik askorbik asit ¢ozeltisi ile dilisyon iSlemine tabi tutulmada

n direkt olarak kromatografik iSleme tabi tutulur.

3.2.6.3. Mobil fazin hazirlanmasi

HPLC grade distile su ile 0,06 M fosfat(KH,PO,4) tampon hazirlandi.
%15(v/v) olacak Sekilde 2%99,9 saflikta metanol(Sigma Chromasolv), f
osfat tampon Uzerine eklendi. Bunun Gzerine 0,5 ml/L trietilamin eklendi. C
Ozeltinin pH’s1 ortofosforik asit ile 3,4’e ayarlandi. Daha sonra bu mobil faz, 0,

45 um por ¢apl olan seluloz filtreden(Sartorius Stedim) gegirildi.

3.2.6.4. Kromatografik Sartlar

3 mikron partikul ¢api olan 250 X 4,6 mm fenil kolon(ACE 3) k
ullanilarak ters(reversed) farz izokratik ayrim yapildi. Uygulanan ornek in
jeksiyon hacmi 35 mikrolitre, mobil faz akis hizi 0,5 mililitre/dakika ve kolon te
rmostat sicakligi 23 °C olarak belirlendi. Fluoresans dedektor; Ae
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ksitasyon= 310 NM, Aemisyon= 354 Nm olacak sekilde ayarlandi. Her 6rnek igin kr
omatografik ayrim suresi 45 dakika olarak tayin edildi.

3.2.6.3. Sonuglarin hesaplanmasi

Folat alt gruplarina ait pikler kromatogramda su sira ile elde edildi:

1. 5-Metiltetrahidrofolat Glu6 8. 5-Metiltetrahidrofolat Glul

2. 5-Metiltetrahidrofolat Glu5 9. 5-Formiltetrahidrofolat Glu6
3. Paraaminobenzoilglutamat 10. 5-Formiltetrahidrofolat Glu5
4. 5-Metiltetrahidrofolat Glu4 11. 5-Formiltetrahidrofolat Glu4
5. Tetrahidrofolat 12. 5-Formiltetrahidrofolat Glu3
6. 5-Metiltetrahidrofolat Glu3 13. 5-Formiltetrahidrofolat Glu2
7. 5-Metiltetrahidrofolat Glu2 14. 5-Formiltetrahidrofolat Glul

“Eritrosit ici Total Folik Asit Konsantrasyonu" élciimiinden elde edilen
sonuglar, kromatogramda(Sekil 3.1) elde edilen folat alt gruplarina ait p
iklerin ylzdesi ile ¢arpildi. Boylece her bir folat turevinin konsantrasyonu, n
g/mL cinsinden hesaplandi. Ancak folat alt gruplarini hasta-kontrol gruplari ar
asinda kiyaslarken konsantrasyon yerine ylzde oranlari kullanildi. CUnkl eri

trosit ici total folik asit duzeylerindeki degisimler ile folat alt gruplarinin ke
ndi icinde oransal degisimlerini ayri ayri karsilagtirarak degerlendirmek ist
edik.

3.2.7. istatistiksel Yontemler

Tum istatistiki islemler SPSS Windows(Versiyon 20.0) programi ile yapildi.
Tum gruplardan elde edilen biyokimyasal verilerin normal dagilima uyup
uymadiklari Kolmogorov-Smirnov testi ile incelendi. Normal dagihma uyan ve
parametrik 6zellikleri tagiyan verilerin incelenmesi igin Student-t testi
kullanildi. Normal dagilima uymayan ve nonparametrik 6zellikleri tagiyan
verilerin incelenmesi i¢in Mann Whitney-U testi kullanildi. Benzer olarak
veriler arasindaki iliskilerin degerlendiriimesinde ise parametrik 6zellikleri
tasiyan veriler igin Pearson iligki katsayisi, kargilamayan veriler igin ise
Spearman iligki katsayisi kullanildi. p< 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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BULGULAR

Calismamiza dahil edilen 78 kigilik astim hasta grubumuzun %380 i
erkeklerden olusmakta ve yas ortalamasi 25 + 3,15 idi. Kontrol grubumuz da
benzer yas ve cinsiyet dagilimindaki, test parametrelerini bozucu ilag, gida
takviyesi, vitamin ve/veya bitkisel Grin kullanmayan saglikli bireylerden

secildi.

Serum folat dlzeyleri yodninden hasta ve kontrol grubumuz

ortalamalari arasinda anlamli fark bulunmadi(p=0,186), (Tablo 4.1).

Yine her iki grup arasinda serum B12 vit. dizeylerinin ortalamalari

kiyaslandiginda da anlaml farklilik gérulmedi(p=0,135), (Tablo 4.1).

Ancak hasta ve kontrol grubumuzda plazma homosistein duzeyleri
ortalamalari(ortalama + standart sapma; 11,4 * 3,3; 93 * 1,6),
laboratuvarimizda kabul géren referans aralik deg@erleri icindeyse de(6-12
pMmol/L), hasta grubunun ortalamasi istatistiksel anlamlilik agisindan énemli
dizeyde daha yuksek bulundu(p=0,002), (Tablo 4.1).

idrar  MMA dlzeyleri agisindan her iki grubun ortalamalari
karsilastinldiginda ise istatistiksel olarak anlaml farkhlik gézlenmedi(p=0,67),
(Tablo 4.1).

Eritrosit  i¢ci total folat konsantrasyonlarinin  ortalamalari
kiyaslandiginda, hasta grubunda(128,1 = 74,8), kontrol grubuna(159,2 +
45,9) gore istatistiksel anlamlilik dizeyinde dustklik saptandi(p=0,037),
(Tablo 4.1).

Serum folat ile B12 vit. konsantrasyonlarinin ortalamalari
kiyaslandiginda, hasta grubunda(p=0,03) istatistiksel anlamlilik dizeyinde

saptanan korelasyon, kontrol grubunda(p=0,093) saptanmadi(Tablo 4.2).
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Tablo 4.1. Hasta ve Kontrol gruplarina ait serum folat, serum B12 vitamini, plazma
homosistein, idrar MMA, ve eritrosit ici total folati(RBC folat) konsantrasyonlarinin

ortalamalari, standart sapma ve p degerleri(aradaki farklarin 6nemliligi testi)

HASTAKONTROL N Mean Std. Deviation p degeri
SERUMFOLAT KONTROL 35 6,2343 2,08495 0,186
HASTA 78 5,4936 2,98169
SERUMVITB12 KONTROL 35 289,5143 84,89002 0,135
HASTA 77 318,4286 114,58178
HOMOSISTEIN KONTROL 32 9,3656 1,64716 0,002**
HASTA 76 11,3813 3,33284
IDRARMMA KONTROL 24 4,0908 1,47765 0,669
HASTA 66 3,7814 3,41212
RBCFOLAT KONTROL 30 159,1667 45,89349 0,037*

Serum folat ile plazma homosistein konsantrasyonlarinin ortalamalari
kiyaslandiginda, yine hasta grubunda(p=0,001) istatistiksel anlamlihk
dizeyinde saptanan korelasyon, kontrol grubunda(p=0,681)
saptanmadi(Tablo 4.2).

B12 vit. ile plazma homosistein konsantrasyonlarinin ortalamalari
kiyaslandiginda ise, hasta grubunda(p=0,032) istatistiksel anlamlilik
dizeyinde saptanan korelasyon, kontrol grubunda(p=0,123)

saptanmadi(Tablo 4.2).

B12 vit. ile eritrosit ici total folat konsantrasyonlarinin ortalamalari
kiyaslandiginda, yine hasta grubunda(p=0,003) istatistiksel anlamlilk
dizeyinde saptanan korelasyon, kontrol grubunda(p=0,386)

saptanmadi(Tablo 4.2).

Plazma homosistein ile eritrosit igi folat konsantrasyonlarinin
ortalamalari kiyaslandiginda ise, hasta grubunda(p=0,067) istatistiksel
anlamhliga yakin dizeyde saptanan korelasyon, kontrol grubunda(p=0,472)
saptanmadi(Tablo 4.2)
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Tablo 4.2. Ana Tek Karbon Parametre Diizeylerinin Grup igi Kiyaslamalarinin, Gruplar
Arasinda(Hasta ve Kontrol) Farklilk Gosterenleri

Hasta Kontrol

Grubu Grubu

r P r P
Serum Folat-B12 vitamini 0,248 0,03 0,288 0,093
Serum Folat- Plazma Hcy -0,372 0,001 -0,076 0,681
B12 vitamini- Plazma Hcy -0,248 0,032 -0,278 0,123
B12 vitamini-RBCFolat 0,343 0,003 0,164 0,386
Hcy-RBCFolat -0,217 0,067 0,145 0,472

Serum folat ile serum treonin konsantrasyonlarinin ortalamalari
kiyaslandiginda, hasta grubunda istatistiksel anlamlilik diuzeyinde korelasyon
saptandi(p=0,011),(Tablo 4.3).

Serum folat ile serum asparagin konsantrasyonlarinin ortalamalari
kiyaslandiginda ise, hasta grubunda istatistiksel anlamliik duzeyinde
korelasyon saptandi(p=0,018),(Tablo 4.3).

Serum B12 vit. ile serum treonin konsantrasyonlarinin ortalamalari
kiyaslandiginda, hasta grubunda istatistiksel anlamlilik duzeyinde korelasyon
saptandi(p=0,012),(Tablo 4.3).

Plazma homosistein ile serum treonin konsantrasyonlarinin ortalamalari
kiyaslandiginda, hasta grubunda istatistiksel anlamlilik diizeyinde korelasyon
saptandi(p=0,037),(Tablo 4.3).

Plazma homosistein ile serum asparagin konsantrasyonlarinin
ortalamalari  kiyaslandiginda, hasta grubunda istatistiksel anlamlilik

dizeyinde korelasyon saptandi(p=0,028),(Tablo 4.3).

idrar MMA ile serum alanin konsantrasyonlarinin ortalamalari
kiyaslandiginda, hasta grubunda istatistiksel anlamlilik duzeyinde korelasyon
saptandi(p=0,026),(Tablo 4.3).
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Eritrosit igi total folat ile treonin konsantrasyonlarinin ortalamalari
kiyaslandiginda, hasta grubunda istatistiksel anlamlilik duzeyinde korelasyon
saptandi(p=0,006),(Tablo 4.3).

Eritrosit i¢i total folat ile serin konsantrasyonlarinin ortalamalari
kiyaslandiginda, hasta grubunda istatistiksel anlamlilik diizeyinde korelasyon
saptandi(p=0,039),(Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Hasta Grubunda, Ana Tek Karbon Parametre Diizeyleri ile Aminoasit
Diizeylerinin Karsilagtirmasi Sonucu Anlamli lligki Tespit Edilenler

Hasta Grubu

r P
Folat-Treonin -0,286 0,011
Folat-Asparagin -0,268 0,018
B12 vitamini-Treonin -0,285 0,012
Hcy-Treonin 0,239 0,037
Hcy-Asparagin 0,251 0,028
Hcy-Hidroksiprolin 0,215 0,062
Hcy-Lizin -0,216 0,061
IMMA-Alanin -0,274 0,026
RBCFolat -Treonin -0,317 0,006
RBCFolat -Serin -0,241 0,039

Hasta grubunda, eritrosit ici folat alt gruplarinin korelasyon
analizinde; N°-M-THF-GIlu6 ile eritrosit ici total folat(p=0,049), N°>-F-THF-
Glu3(p=0,019) ve N°-M-THF-Glul(p=0,033) arasinda pozitif iligki
saptandi(Tablo 4.4).

N°>-M-THF-GIu5 ile; serum B12 vit.(p=0,018), N°-F-THF-
Glul(p=0,003), N*-F-THF-GIu3(p=0,003), N°-M-THF-Glu2(p=0,000), N°-M-
THF-Glu3(p=0,000), THF(p=0,035) ve pABG(p=0,000) arasinda iligki
saptandi(Tablo 4.4).

PABG ile IMMA(p=0,000), eritrosit ici total folat(p=0,093), N°-F-THF-
Glul(p=0,0012), N>-M-THF-Glu2(p=0,000), N>-M-THF-Glu3(p=0,000),
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THF(p=0,042) ve N°-M-THF-Glu4(p=0,047) arasinda pozitif iligki
saptandi(Tablo 4.4).

N°>-M-THF-Glu4 ile; iIMMA(p=0,009), eritrosit igi total folat(p=0,004),
NS-F-THF-Glu3(p=0,022), N5-M-THF-Glu2(p=0,000), N3-M-THF-
Glu3(p=0,000), THF(p=0,042) ve N°*-M-THF-Glu4(p=0,047) arasinda pozitif
iliski saptandi(Tablo 4.4).

THF; serum folat, serum B12 vitamini, iMMA, RBCfolat, N°-F-THF-
Glul, N°-F-THF-Glu2, N°-F-THF-Glu3, N°-F-THF-Glu4, N°-F-THF-GIlu5, N°-
F-THF-GIu6, N°>-M-THF-Glul, N5-M-THF-Glu2, N>-M-THF-Glu3, N°-M-THF-
Glu4, N°>-M-THF-GIu5, pABG ile istatistiksel anlamlilikta pozitif iligki icinde

saptandi.

N>-M-THF-GIu3 yukarida bahsedilenlerin disinda; serum B12
vitamini, RBC folat, N>-F-THF-Glul, N°-M-THF-GIu2 ile pozitif iligki icinde

saptandi.

N>-M-THF-Glu2, yukarida bahsedilenlerin disinda, serum folat,
serum B12 vitamini, RBCfolat, N>-F-THF-Glul ile pozitif iligki icinde saptandi.

N>-M-THF-Glul, yukarida bahsedilenlerin disinda, serum folat,
serum B12 vit. ile pozitif ilski icinde saptandi(Tablo 4.4).
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Tablo 4.4 Hasta Grubunda Eritrosit I¢i Folat Alt Gruplarinin Kendi Iglerinde ve Ana Tek Karbon

Parametreleri ile Karsilastirilmasi Sonucu Anlamli lligki Tespit Edilenler
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Hasta ve kontrol gruplari amino asitlerinin  kendi iglerindeki
kiyaslamalarin iki grup arasinda karsilastiriimasiyla elde edilen korelasyon
analizinde istatistiksel anlam ifade edenleri tablo seklinde topluca ifade
edilmistir(Tablo 4.5).

Ayrica amino asitlerin teker teker ele alindigl takdirde hasta ve
kontrol gruplari arasindaki kiyaslamalari ise Tablo 4.6‘da gosterilmis olup
tartisma bolumuinde detaylica ele alinmisgtir.

Tablo 4.5. Aminoasit Diizeylerinin Grup igi Kiyaslamalarinin, Gruplar Arasinda(Hasta
ve Kontrol) Farkhlk Gosterenleri

Hasta Grubu Kontrol Grubu

r P r P
Alanin -Glisin 0,223 0,05 0,06 0,691
Alanin -Valin 0,165 0,148 0,487 0,001
Alanin -L&sin 0,028 0,807 0,335 0,023
Alanin -izolésin 0,182 0,111 0,613 0
Alanin -Treonin 0,314 0,005 0,007 0,963
Alanin -Serin 0,281 0,013 -0.074 0,624
Alanin -Hidroksiprolin 0,117 0,307 0,294 0,047
Alanin -glutamat 0,114 0,318 0,455 0,002
Alanin -Glutamin 0,165 0,149 0,387 0,008
Alanin -Lizin 0,237 0,037 0,145 0,335
Alanin -Hidroksilizin 0,165 0,148 0,510 0,005
Alanin -Tirozin 0,114 0,322 0,423 0,003
Alanin -Triptofan -0,068 0,553 0,444 0,002
Glisin -Treonin 0,322 0,004 0,296 0,046
Glisin -Hidroksiprolin 0,274 0,015 -0,06 0,693
Valin —Prolin 0,183 0,108 0,621 0
Valin -Asparagin 0,333 0,003 0,264 0,077
Valin -Metyonin 0,196 0,085 0,577 0
Valin -Histidin 0,198 0,082 0,402 0,006
Valin -Hidroksilizin 0,024 0,833 0,521 0,004
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Valin -Triptofan 0,203 0,075 0,324 0,028
Lésin -Prolin 0,115 0,314 0,629 0
Lésin -Asparagin 0,048 0,678 0,298 0,044
Ldsin -Metyonin 0,066 0,567 0,620 0
Losin -glutamat -0,319 0,004 0,272 0,067
Losin -Fenilalanin -0,209 0,066 0,537 0
Lésin -Glutamin 0,066 0,568 0,315 0,033
Lésin -Ornitin 0,048 0,677 0,538 0
Lésin -Lizin 0,037 0,748 0,616 0
Lésin -Histidin 0,212 0,062 0,508 0
Losin -Hidroksilizin 0,031 0,789 0,467 0,011
Alloizolésin -izoldsin 0,054 0,636 0,376 0,01
Alloizoldsin -Prolin -0,02 0,859 0,399 0,006
Alloizolésin -Hidroksiprolin -0,09 0,432 0,369 0,012
Alloizol6sin -Fenilalanin 0,022 0,847 -0,350 0,017
izolésin -Prolin 0,144 0,209 0,699 0
izoldsin -Metyonin 0,11 0,337 0,625 0
izoldsin -glutamat 0,236 0,038 0,077 0,612
izoldsin -Fenilalanin 0,319 0,004 0,027 0,857
izoldsin -Ornitin 0,329 0,003 0,163 0,279
izoldsin -Hidroksilizin -0,056 0,624 0,454 0,013
izolsin -Triptofan 0,329 0,003 0,173 0,251
izoldsin -Sistin 0,235 0,038 0,1 0,508
Treonin -Prolin 0,311 0,006 0,184 0,22
Treonin -Asparagin 0,697 0 0,156 0,301
Treonin -Hidroksiprolin 0,522 0 0,162 0,283
Treonin -Ornitin 0,064 0,577 0,323 0,028
Treonin -Histidin 0,356 0,001 0,246 0,1
Serin -Aspartat 0,102 0,377 -0,302 0,041
Serin -Metyonin 0,259 0,022 0,228 0,128
Serin -Hidroksiprolin 0,444 0 0,177 0,238
Serin -Fenilalanin -0,01 0,933 0,481 0,001
Serin -Ornitin -0,014 0,903 0,514 0
Serin -Hidroksilizin -0,098 0,392 0,439 0,017
Prolin -Hidroksiprolin 0,181 0,112 0,453 0,002
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Prolin -Glutamin 0,131 0,253 0,516 0
Prolin -Lizin 0,014 0,902 0,297 0,045
Prolin -Histidin 0,362 0,001 0,265 0,075
Prolin -Hidroksilizin 0,021 0,854 0,513 0,004
Asparagin -Fenilalanin 0,449 0 0,233 0,119
Asparagin -Histidin 0,314 0,005 0,272 0,067
Asparagin -Hidroksilizin -0,015 0,899 0,648 0
Asparagin -Tirozin 0,144 0,209 0,312 0,035
Asparagin -Triptofan -0,03 0,793 0,349 0,018
Aspartat -Metyonin 0,318 0,005 -0,008 0,96
Aspartat -Glutamin 0,139 0,223 -0,321 0,029
Metyonin -Ornitin 0,298 0,008 0,201 0,18
Metyonin -Tirozin 0,269 0,017 0,183 0,223
Hidroksiprolin -glutamat 0,459 0 0,015 0,922
Hidroksiprolin -Fenilalanin 0,420 0 -0,13 0,39
Hidroksiprolin -Hidroksilizin -0,048 0,674 0,603 0,001
Hidroksiprolin -Tirozin 0,288 0,01 -0,116 0,444
glutamat -Hidroksilizin 0,026 0,819 0,394 0,035
Fenilalanin -Lizin 0,178 0,12 0,647 0
Fenilalanin -Histidin 0,114 0,321 0,484 0,001
Fenilalanin -Hidroksilizin -0,054 0,642 0,489 0,007
Ornitin -Tirozin 0,321 0,004 0,022 0,884
Ornitin -Triptofan 0,338 0,002 -0,045 0,769
Lizin -Hidroksilizin 0,091 0,428 0,455 0,013
Lizin -Tirozin 0,364 0,001 0,06 0,692
Lizin -Triptofan 0,272 0,016 0,036 0,813
Histidin -Hidroksilizin -0,145 0,205 0,725 0
Histidin -Tirozin 0,305 0,007 0,063 0,678
Histidin -Triptofan 0,332 0,003 0,061 0,686
Hidroksilizin -Tirozin 0,081 0,482 0,394 0,034
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Tablo 4.6. Hasta ve Kontrol Grubuna Ait Ana Tek Karbon Parametreleri ve Amino
Asit Konsantrasyonlarinin Kargilagtirmasi

SERUMFOLAT

SERUMVITB12

HOMOSISTEIN

IDRARMMA

RBCFOLAT

ALANIN

GLISIN

VALIN

LOSIN

ALLOIZOLOSIN

IZOLOSIN

TREONIN

SERIN

PROLIN

ASPARAGIN

ASPARTIKASIT

METIYONIN

OHPROLIN

GLUTAMIKASIT

FENILALANIN

GLUTAMIN

ORNITIN

LIZIN

HISTIDIN

OHLIZIN

TIROZIN

TRIPTOFAN

SISTATYONIN

SISTIN

HASTAKONTROL

KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA
KONTROL
HASTA

35
78
35
77
32
76
24
66
30
74
35
78
46
78
46
78
35
78
35
78
46
78
35
78
46
78
46
78
46
82
46
82
35
78
35
78
46
78
46
78
46
78
35
78
46
78
35
78
29
78
35
78

Mean

6,2343
5,4936
289,5143
318,4286
9,3656
11,3813
4,0908
3,7814
159,1667
128,0811
394,5657
400,8679
271,6261
273,5205
243,663
262,2462
151,0857
118,8244
0,5568
1,9026
74,1478
67,9051
121,7971
123,7346
132,7743
118,5128
217,8239
293,7167
62,3826
46,4366
38,28
27,3902
26,0743
23,6897
3,5143
7,4773
100,8606
80,7385
62,5761
68,7526
691,0304
615,5359
119,0571
66,9359
178,0435
158,3846
70,6587
89,9974
6,8671
0,8452
66,8114
73,1949
51,7086
62,0692
1,2731
0,2545
8,7003
35,2115

Std. Deviation p degeri

2,08495 0,186
2,98169
84,89002 0,135
114,58178
1,64716 0,002**
3,33284
1,47765 0,669
3,41212
45,89349 0,037*
74,82157
55,54369 0,715
94,47733
53,27701 0,871
67,20513
46,79014 0,031*
45,24374
18,14047 0,000**
30,58894
0,636 0,500
11,72281
17,02945 0,031*
14,32461
25,59713 0,771
35,35179
31,870001 0,019*
32,58674
69,48347 0,002*
154,0541
14,75867 0,000*
19,95521
51,43666 0,126
11,53128
4,4927 0,012*
4,66375
2,72009 0,011*
8,81325
51,72802 0,103
72,78271
13,80023 0,045*
17,71234
162,99458 0,023*
184,22533
27,34455 0,000**
19,55327
43,43433 0,011*
39,03861
14,25832 0,024*
23,7044
11,40066 0,000*
3,76072
10,788 0,097
21,32745
14,05452 0,002**
17,27295
2,95 0,03*
0,49206
6,37861 0,000**
14,2751



TARTISMA

Calismamizda astim hastaliginda folat aktive tek karbon
metabolizmasindaki degisiklikler incelendi. Bu incelememiz, tek karbon
kaynag! olan aminoasitler ve tek karbonlari tagiyan folat kofaktorunun ve
iligkili molekullerin Odlcimlenmesi seklinde gergeklesti. Erken veya geg
reaksiyonlar ile karakterize olan astim, havayollari asiri duyarhligi, havayolu
alerjik ve/veya non-alerjik enflamasyonu ve havayolu yeniden yapimini
icermektedir(8). Astim, folat aktive tek karbon metabolizmasinin dogrudan ise

kanistigi kronik enflamatuvar bir hastaliktir(31).

Hucre igerisinde aktif folatlarin katabolizmasinin regilasyonu oldukca
karmasiktir. Folat katabolizmasi arttiginda, sistemik veya lokal hlcre igi folat
yetersizligine ait sonuglar ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle metil kaynagi olan
aminoasitlerin metabolizmasi da buyuk ©6nem kazanmaktadir. Ayrica
arjininden nitrik oksit sentaz enzimiyle NO uretimi icin gerekli olan THB
sentezinde, 6ncelikle, formil-tetrahidrofolatin kullanildigi guanozin sentezine
ihtiyag bulunmaktadir(32). Astim hastaligi da hem dogrudan hem de nitrik
oksit sentezi ile iligkili olarak tek karbon metabolimasiyla yakindan iligkili
olmasi beklenir(33). Bu nedenlerle astim hastaliginda metilasyon duzeyini
etkileyen aminoasit veya folat-metiyonin ddngulerinin durumunu bilmekte
buyuk yarar bulunmaktadir. Bu baglamda, ¢alismamiz astim hastaliginda tek
karbon metabolizmasinin dnemli duzeyde degisiklik gosterebilecedi hipotezi

uzerine kurgulanmigtir.

Calismamizda hasta grubu ile kontrol grubu arasinda plazma
homosistein duzeyleri agisindan énemli fark saptandi. Hasta grubu plazma
homosistein duzeyleri ortalamasi kontrol grubu ortalamasi duzeylerinden
daha yuksek bulundu(p=0,002). Yine hasta grubunda eritrosit ici total folat
dizeyi ortalamasi, kontrol grubuna gére énemli dizeyde dusukti(p=0,037).
Buna gore, hicre igerisinde gogunlugu N°-M-THF olan eritrosit igi folat
miktari azalmigtir, ve metiyonin dongusunde de homosistein duzeyinde
yukselme gorulmustir. Bununla orantili olarak da serum metiyonin dizeyleri

hasta grubunda 6nemli dizeyde disik saptanmistir(p=0,012). Buna gore
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homosisteinden metiyonin sentez hizinda bir azalma oldugu, bu azalmanin
ya metil-THF duzeyinden kaynaklanabilecegi, ya da metiyonin dongusunun
yavaglamis olabilece@i, veya metil transfer reaksiyonlarinda bir aksama
nedeniyle bu tablonun ortaya c¢ikabilecegi dusunulebilir(23). Bu
metabolizmanin temel elemanlari serum folat, serum B12 vit. ve idrar
metilmalonik asit duzeyleri hasta-kontrol grubunda birbirinden farkh

bulunmamistir.

Tek karbon kaynagi olan aminoasitlerden en 6nemlilerinden biri
serindir(29). Hasta grubumuzdaki serin amino asiti dizeylerinin ortalamasi,
kontrol grubumuzdakine gére dnemli dizeyde disik bulunmustur(p=0,019).
Serin ve glisin donisumu serinin Uguncu karbonunun aktif folat Gzerine
aktarimi tek karbonlarin en 6nemli kaynagidir. Serindeki azalmanin, metil
kapasitesinde 6nemli bir yetmezlige yolacacagdini duslnebiliriz(34). Glisin
aminoasidi duzeyleri ise hasta ve kontrol grubumuzun ortalamalari arasinda
farkli bulunmamigtir. Serine ayrica homosisteinden sistatyonin sentezi ve
buradan da glutatyon sentez yolaginda da ihtiyag duyulmasi sebebiyle,
disuk serin seviyelerine bu yolaktaki tiketimin neden olmadidi, ve fakat
SAM/SAH donusumundeki  tuketimin belirleyici neden oldugu
dusunulmektedir(35). Dolayisiyla hasta grubunda saptanan ylkselmis
homosistein diuzeylerine bakarak, teorik olarak artmig SAH dizeylerinin eglik

etmis olabilecegini tahmin etmek beklenen bir sonuctur.

Ayrica hasta grubumuzda fenilalanin dizeylerinde kontrol grubuna
kiyasla ylUkseklik saptandi(p=0,045). Tirozin dlzeylerinde ise bir farklilk
gorulmedi. Bu sonug ise fenilalaninden tirozine dénuisimde bir aksamanin
olduga isaret etmektedir. istatistik anlamlilik seviyesinde olmasa da tirozinin
hasta grubunda saptanan yulksekligin(p=0,097) sebebi de tirozin hidroksilaz
ile fenilalanin hidroksilaz enzimlerinin kofaktorlerinin ayni olmasina
baglanmalidir. Bu kofaktor de bilindigi Uzere tetrahidrobiopterindir(THB). Bu
enzimlerdeki aksakhgin enzimin genetik yetersizliginden ziyade kofaktor
yetersizliginden kaynaklanmis olmasi daha akla yatkindir(36). Cunkul tek bir
enzimde defekt olsaydi, ilgili reaksiyondaki substrat artarken Urinin
azalmasi beklenirdi. Fakat burada fenialanin artarken tirozin azalmak yerine

artisa meylettigi goruldiginden dolayr bu enzimlerdeki aksakligin, THB
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sentezindeki bir azalmanin sonucu olabilecegi; bunun kaynaginin da bir purin
olan guanozin sentezindeki aksamaya bagli olabilecegi seklindeki
iliskilendirme isabetli olacaktir(32). Burada sorun tirozin hidroksilaz enzim
defekti olsaydi, o zaman da tirozin dizeylerinin fenilaninden daha yuksek
olmasi beklenecekti. Dolayisi ile aktif folatlarin rol aldigi guanozin
sentezindeki aksakhgin, THB sentezini bozmasi, bunun da fenilalanin, tirozin
ve dopa donusum yolagini etkilemesiyle, ortaya c¢ikmasi kaginilmaz olan
norotransmitter aksakliklarinin, astim hastaligi ile stres ve emosyonel
durumlarin iligkisinin aydinlatiimasinda yeni bir pencere de aralanmaktadir.
Ayrica ayni yolagin surrenal dokuda adrenalin sentezini de bozarak

bronkodilatasyon defekti yaratacagi da asikardir.

Tetrahirobiopterinin kofaktori olan diger bir hidroksilaz enzimi de
triptofan hidroksilazdir. Hasta grubumuzda triptofan duzeyleri de ¢ok 6nemli
dlzeyde yuksek bulundu(p=0,002). Bu verilerle, tetrahirobiopterin eksikliginin
her Ug hidroksilaz Gzerinde de ayni oranda etkili oldugunu tespit etmis olduk.
Triptofandan sentezlenen serotonin norotransmitterinin de bu eksiklikten
etkilenecegini soyleyebiliriz. Astim ile duygudurum etkilesimini, klinisyen
deneyimlerini  temellendirebilecek yeni bir bakigla, temelde ortak
biyokimyasal nedenlere bagh ortaya ¢ikan iki eszamanli semptomlar butunu
seklinde niteleyebiliriz. Dolayisi ile, astim hastalarinin nérotransmitter
metabolit dizeylerinin izlenmesinin de, hastahidin seyriyle ilgili ipuclari
verebilecedi sonucuna ulastik. Bu bulgularimiz ileri arastirmalara 1sik

tutacaktir.

Hasta grubumuzda prolin aminoasiti duzeyinin kontrol grubumuza
gore ¢ok onemli duzeyde arttigini tespit ettik(p=0,002). Prolin dizeylerinin
kollajen sentezinin devamhli§gi veya regulasyonunda o6nemli rol aldigi
bilinmektedir. Hasta grubumuzda prolin duzeyinin yuksek olmasi; prolin
metabolizmasiyla ortak bir yolaga sahip olan glutamat, ornitin, histidin ve
glutamin aminoasitleriyle birlikte ele alinmasini gerekli kilmaktadir. Ornitin
aminoasiti dizeylerinin hasta grubumuzdaki ortalamasi, kontrol grubumuza
gore ¢ok 6nemli dizeyde azalmig bulundu(p=0,000). Glutamin amino asiti
ise hasta grubumuzdaki ortalamasi itibariyle kontrol grubumuza nazaran

onemli dizeyde azalmis olarak saptandi(p=0,023). Glutamin, prolin, ornitin,

53



arjinin ve histidin aminositleri ortak metabolik yolak Uzerinden glutamata ve
oradan da alfa-ketoglutarata metabolize olurlar. Glutamatin da bir
norotransmitter oldugu dustndlirse, glutamat kaynagr olan glutamin ve
orrnitin duzeylerinin hasta grubunda azaldigini, prolin sentezinin ise arttigini
gormekteyiz. Bu tablo, astim hastaliginda kollajen sentezinin 6nemli
degisime ugradigini gosterirken, ornitin ve glutamat araciligiyla hicrenin

enerji metabolizmasinda 6nemli degisim yarattigini da géstermektedir.

Alanin amino asiti duzeylerinin ortalamasi, hasta ve kontrol gruplari
arasinda farkli bulunmamigtir. Enerji metabolizmasinda aksamaya ait bir
kanit, alanin Uzerinden elde edilmemistir. Zira alanin-piravat iligkisi

baglaminda, alanin bir hiicre igi enerji gostergesi kabul edilmektedir.

Histidin katabolizmasi, formiminoglutamat Uzerinden ¢ok onemli tek
karbon kaynagidir. Diger ifadeyle histidin amino asiti ve purinlerin yikimi tek
karbonlarin Uretiminde 6nemli bir kaynaktir. Zira histidin kataboliti olan
formiminoglutamat, N°>-formimino-tetrahidrofolat molekilinin 6nctliddar. Bu
molekiil de miiteakiben siklodeaminaz enzimiyle ara metabolit olan N% N-
metenil-tetrahidrofolata  dénlserek siklohidrolaz enzimlerine substrat
olusturur. Nihayetinde de, en okside aktif tek karbon tasiyicisi olan formil-
tetrahidrofolatlari  olugturur. O ylzden formiminoglutamat sentetaz
eksikliginde hucre igi aktif folat Gretimi azalirken(37), histidin dlzeyi ylUksek
kalir(38). Hasta grubumuzda histidin dlzeyleri 6nemli oranda ylksek
bulunmustur(p=0,024). Astim hastaliginda histidin katabolizmasinin ve
dolayisiyla tek karbon dretiminin aksadigini gosteren bu bulgu, hem
formimino-tetrahidrofolat Uzerinden aktif tek karbonlarin olusumunda
yetersizlik olduguna dair, hem de biriken histidinin baska yolaklara
yonlenebilecegine dair kanit olabilir. Bu yolaklardan hasta grubumuzu
ilgilendirebilecek olan en 6nemlisi histamin olusumudur(39). Zira histamin
astimh hastalardaki hem bronkokonstriksiyon hem de vazodilatasyona bagl
sekresyon etkilerinden sorumlu ana mediyatorlerden biridir(23). Ayrica
histaminin norotransmitter de olma o6zellikleriyle, astimda ne denli karmasik

ve guclu etkilere sahip molekul oldugu asikardir.
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Hasta grubumuzda hidroksiprolin aminoasit ortalamasi da kontrol
grubumuza kiyasla ¢ok 6nemli dizeyde yukselmis olarak saptandi(p=0,011).
Hasta grubumuzdaki prolin aminoasidinin yUksekligiyle hidroksiprolin
yuksekligi yakindan iligkili sonucglar oldu. Bu bulgu, kronik enflamatuvar
hastalikta, kollajen sentezinin regllasyonunun degistiginin gostergelerinden
biri olarak kabul edildi.

Calismamizda, eritrosit ici aktif folat alt gruplari dlguldu. Total metil ve
total formillerin, total tetrahidrofolat igerisindeki yuzde miktarlari da belirlendi.
Hasta grubumuzda total metil tetrahidrofolat diizeylerinin gok 6nemli dizeyde
azaldigi tespit edildi(p=0,000). Total formil tetrahidrofolat duzeyleri
ortalamasinin ise, hasta grubumuzda kontrol grubumuza oranla, total metil-
THF duzeyleriyle orantili olarak yukseldigi saptandi(p=0,000). Metil ve formil
THF duzeylerindeki bu anlamli degisim total metil-THF/total formil-THF
oranlyla da ¢ok belirgin sekilde ortaya ¢ikti. Hasta grubunda 0,54 olan oran,
kontrol grubunda 0,93 olarak saptandi(p=0,000). Bu sonuglardan, astim
hastaliginda metilasyon kapasitesinin 6nemli oranda bozulabileceginin

kanitlari elde edilmis oldu.

Calismamizda kronik enflamatuvar hastalik olan astimda folat
katabolizmasinin dizeyini 6zellikle merak ediyorduk. Yaptigimiz folat alt
gruplan calismasinda pABG(para-amino benzoil glutamat) dizeyinin g¢ok
onemli oranda azaldigini belirledik(p=0,001). Folat alt gruplari igerisinde
belirledigimiz bir diger 6nemli metabolit yalin THF tir. THF, aktif folat sentezi
icin ana kaynaktir. THF duzeyinde hasta ve kontrol grubu arasinda istatistik
acidan anlamh bir fark gdézlenmemekle birlikte hasta grubunda hafif bir artis
bulunmaktaydi(p=0,067). Bu sonug, yalin THF dretiminin yeterli dizeyde
oldugu, ancak metil-THF ve formil-THF dagiliminda aksamanin bulundugunu

gOstermis oldu.

Demir bagli ferritin, folat katabolizmasini hizlandirici etkiye sahiptir. Bu

durum aktif folatlarin poliglutaminasyonuyla da baglantiidir. Mono ve di-
Glutamath folatlar katabolizmaya daha yatkindirlar. Ferritin bir anlamda

enzimlere baglanmayan az sayida glutamat kalintisina sahip aktif folatlarin
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degradasyonunu saglayarak hucrede fazla folat barinmasini engellemeye

calismaktadir.

PABG ve asetillenmis formu hicre iginde tutulmayip hizla huicre
disina uzaklastirihiyor ve idrarla atiliyor, ve idrarda oOlglilmesinin sebebi de
budur. Eritrosit ici folat dlgimlerinde pABG’nin, diger alt gruplar icinde en
dusuk seviyede Olgllen yuzde fraksiyona sahip olmasi da hucre iginde
birikmemesiyle acgiklanabilir. Bu yuzden de referans araliga dayali bireysel
Olcumlerde, hucre ici seviyelerindense idrardaki seviyelerinin daha guvenilir
bir belirte¢ niteligi tagiyacagi soylenebilir. Fakat biz vaka kontrol galismasi
yaptigimiz igin, hucre ici seviyeleri Uzerinden bir kiyaslama yolunu

kullanmakta mahsur gérmedik.

N'-formil-tetrahidrofolat  dehidrogenaz ~ enzimi ile  N'%-formil-
tetrahidrofolat; tetrahidrofolat ve CO,'e ayrilir. Bu enzimatik yolak ile formil
tetrahidrofolatlarin birikmesi engellenir. Deneysel ¢alismalarla olusturulan bu
enzimi genetik olarak eksik hayvanlarda karacigerde N10-formil-
tetrahidrofolat duzeyinin biriktigi ve hicre igi folat dizeyinin %30 oraninda
azaldigr gosterilmigtir.  N10-F-THF ve dihidrofolat nonenzimatik spontan
degradasyona en duyarli folat formlaridir. N>-F-THF ise en dayanikli formdur.
Fakat N10-F-THFIn katabolizmasinda enzimatik veya non-enzimatik
yolaklardan hangisinin baskin oldugu konusunda kanit bulunmamaktadir.
N10-F-THF’In hlcre i¢i miktari, baskin olan yolagi belirliyor gérinmektedir;
¢unkl enzimin doygunlugunu asan konsantrasyonlarda nonenzimatik
degradasyonla fazla folat dizeyinden hucreyi koruma 6n plana gegerken,
dusuk seviyelerde enzimatik yolakla folat dizeyini kitliktan korumak igin
tetrahidrofolata donlisumuU saglayarak kurtarma yolunu tercih ediyor. Bu
ylizden biz stabil olan N°-formil ve N°-metil formlarini 6lgliyoruz. Folat
katabolizmasi labil folatlar olan dihidrofolat(timidilat sentez reaksiyonunun
arinl olarak ortaya c¢ikar) ve N®-F-THFIn yikimi ile ve en dayanikl folat

formu olan N*>-F-THFIn katabolizmasi ile stirdiiriliir(40).

Labil folat olan N10-F-THFIn yikiminda N10-F-THF
dehidrogenaz(FDH) gorev alir ve bu aktif folat formunu CO2 ve yalin THFa

parcalar. Boylece bu aktif folat formunun hicre igerisinde birikimi énlenmis
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olur, diger taraftan da diger folat kofaktorlerinin sentezi igin ihtiya¢ duyulan
yalin THF Uretilmis olur. Bu reaksiyon hucre i¢i yalin THF ihtiyacinin yaklasik
%30 gibi énemli bir kismini tek basina saglamaktadir. ikinci folat yikim yolu
ise en dayanikh folat formu olan N°® -F-THFin yikimidir. Bu yikimi yapan
protein izole edilmis ve bu proteinin aslinda ferritin oldugu anlasiimistir(14).
Bu yikim sonucunda da pABG ortaya ¢ikmaktadir(41). pABG hucre igerisinde
birikmeyen bu nedenle de ¢ok suratle idrara ¢ikan bir molekildur(42). O
yuzden folat katabolizmasiyla ilgili caliismalarda pABG idrarda 6l¢ulmektedir.
Genellikle de asetilenmis formu idrarla atildigi icin asetaminobenzoilglutamat
seklinde Olculmektedir. Folatin hicre disi oksidatif degradasyonundan

kaynaklanan asetillenmemis formda pABG de idrara ¢ikabilmektedir(43).

Folat katabolizmasinda rol alan ferritin molekulleri agir zincir ferritin
subunitleridir. Ferritinin gorev yapabilmesi i¢cin molekulin bunyesinde demir
bulunmasinin  zorunlu oldugu anlagiimigtir. Demir gelatorleriyle demir
ortamdan uzaklastirilirsa katabolizma durmaktadir(44). Bu bilgi de folat ve
demir arasindaki biyolojik iligkinin anlasilmasinda oldukga 6nemli bir kilit roll
ortaya c¢ikarmistir. Clnku folat ve demir metabolizmalarindaki bozukluklarin
bir kesisme noktasi olan anemilerin, karisik tipte bozukluklari barindirdigi ¢cok
eski yillardan beri bilinmekte ve soru isaretleri barindirmaktaydi. Folat
katabolizmasiyla ilgili bu veriler de yeni arastirmalar cesaretlendirecek
farkindalik ortaya ¢ikarmigtir. Ferritinin hem akut faz reaktani olmasinin hem
de hlicre dongusitnin arttigi durumlar olan malinite, gebelik gibi durumlarda
hicre icinde yukselmesinin folat katabolizmasindaki artigla birlikte oldugu

anlasiimigtir(18)

Hicre c¢ogalmasinin oldugu durumlarda folat katabolizmasinin
artmasi, malinite veya buyume ile iliskili biyolojik olaylarda folat ve ferritin
arasindaki iligkinin ortaya cikisiyla daha iyi anlasilir hale gelmistir. Bizim
calismamizda astim hastalarinda pABG duzeylerinin hucre igi folat alt
gruplari arasindaki yuzdesinin kontrol grubuna kiyasla Onemli oranda
azaldig! saptandi. Aslinda ilk bakigta pABG duzeylerinin artmasi beklenirdi.
Ancak bu suregte pABG duzeyinin %3,1 den %1.7 ye inmesini yorumlarken,

pABG nin hdcre igindeki folat alt gruplari arasinda ¢ok dusuk bir oranda
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bulunmasi nedeniyle oransal ifadesi yerine tek basina dlgimlenerek birimsel
degerlerle yorumlanmasi ve bunun daha genis hasta populasyonu Uzerinde
teyit edilmesinin anlamli olacagi kanisindayiz. Buna ragmen, p=0,001
anlamlilik dizeyinde veriler elde ettigimiz igin, buradan su anlami ¢ikarmamiz
makul goérunuyor ki, folat katabolizmasi hasta grubunda azalmigtir. Bu bulgu,
son aragtirmalar 1siginda N° -F-THFin yikiminin azaldi§i anlamina
gelmektedir(43). Hasta grubmuzda folat alt gruplari igerisinde N° -F-THF'In
artmistir(p=0,000). Hasta grubunda folat katabolizmasinin azalmasi, pABG
diizeyinin kontrol grubuna gére daha disik olusu ve toplam N° -F-THF

dizeyinin de artmasi birbiriyle uyumlu sonugclardi.

Folat katabolizmasinin azalmasi ve N° -F-THF'In artmasinin altinda
yatan biyolojik mantigin ne oldugu konusunda kesin bir sonuca varmak zor
gbzukmektedir. Astimdaki hucre yapim-yikim dongusunun kismen artmasina
bagl folat tiketim artisi olmaktadir. Bununla birlikte kronik enflamasyonun
bulunmasi nedeniyle demir tiketiminin artisina olmaktadir. N°-F-THF
katabolizmasi igin ise ferritin ve demirin birlikte ¢alisma zorunlulugu vardir.
TUm bunlari biraraya getirdigimizde, N°>-F-THF katabolizmasindaki azalma ve
formil folatlarin birikmesinin sebepleri daha netlesmis olur. Bu baglamda,
hasta grubunda ilgi cekici sekilde eritrosit ici toplam N°-formil folatlarin
oranini yuksek, pABG oraninin dizeylerini disik saptadik. Bu bilgi de

hipotezimizi destekleyen diger bir sonug olmustur.

THF-poliglutamatlar folat baglayici proteinlere sikica baglanirlar.
Boylece hicre digina gikiglari engellenmis olur. Diger taraftan monuglutamat
ve diglutamat baglamis THF alt gruplari, folat baglayici proteinlere ¢ok daha
zayif baglanirlar, dolayisiyla poliglutamatlarla yarisamayacak kadar ¢cok daha
az baglanip hicre disina rahatlikla ¢ikabilirler. Ayrica ferritin, tetrahidrofolatin
mono ve diglutamat formlarina ¢ok daha rahat ulasip katabolize edebilir. Bu
durumda poliglutamat baglamis folat formlari kofaktdr olarak enzimlere
hizmet edebilr hem de ferritinin katabolize edici etkisinden
korunabilmektedirler. Bu nedenle galismamizda folat alt gruplarini dlgtik. N°-
F-THF lari glutamat sayilarina goére siniflandirdigimizda, hem N>-F-THF-

Glu2’nin hem de N*-F-THF-Glul'nin hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla
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ylizde oranlar énemli diizeyde artmis bulduk. Ozellikle N*>-F-THF-Glu1 ¢ok
daha énemli diizeyde artis gdstermisti. Bu veri, hasta grubundaki total N°-F-
THF duzeyindeki artis ile uyumlu bir sonug olarak goéruldu. Ayrica ferritin ve
demirin ortaklasa sekilde katabolize ettigi folat formlari olan N°-F-THF-Glul
ve N°-F-THF-Glu2'nin hasta grubumuzdaki artiglari(p=0,000; p=0,000),
kronik enflamasyon kaynakli demir eksikligine bagli N°>-F-THF-Glul ve N°-F-
THF-GIu2 nin yikiminda azalma geklinde de yorumlanabilir. Diger bir deyigle
astim kronik enflamatuvar bir hastalik olmasi nedeniyle, demir dizeyinin
azalmasi, ve bu nedenle ferritinin katabolik etki gosterememesi ile total
formil, N°-F-THF-Glul ve N°®-F-THF-Glu2 alt gruplarinin yikselip pABG’nin
dismesi iligkili olabilir. Ve artan mono ve diglutamatlar, sentetaz enziminin
etkisiyle daha fazla glutamat kalintilari ile polimerize olarak poliglutamat
haline donisme sansina sahip olur. Bu da hucre igerisinde poliglutamatl F-
THF’larin kofaktdr olarak enzimatik reaksiyonlarda daha fazla kullaniima
sansini yaratir. Bunun kaniti niteliginde de, N°*-F-THF-Glu6’nin kontrol
grubuna goére cok oOnemli dizeyde(p=0,000) artis gdstermesini anlaml
bulgularimiz arasinda sayabiliriz. Ayrica bu degdisimler, subklinik anemi
belirte¢ aday olabilir; ve mikst anemilere giden yoldaki ilk degisimler olabilir.
Elde ettigimiz veriler 1sigindaki bu degerlendirmemiz daha genis
arastirmalardan gelecek bilgilere acik olup ileri arastirmalara da 1sik
tutulabilecek niteliktedir. Toplam N°-M-THF’larin formillere orani hasta
grubumuzda %30 civarindayken, kontrol grubunda %41,5 dlzeyinde
bulundu. Bu 6nemli azalig igerisinde N°-M-THF-Glul N*>-M-THF-Glu3 ve N°-
M-THF-GIu6 oranlarinin azalisinin etkili olmasi dikkat cekiciydi. Ozellikle N°-
M-THF-GIu6 orani kontrol grubunda %24,3 iken hasta grubunda %7,7 ye
inmistir(p=0,000). N°>-M-THF-GIu6 oraninin bu boyutta azalisi, tim
metilasyon reaksiyonlarini etkileyecek ¢ok dikkat c¢ekici bir sonu¢ olarak
saptanmigtir. Clinkii N°>-M-THF 'larin igerisinde en ylksek oranda bulunan alt
grup N°>-M-THF-GIlu6 dir. N>-M-THF'larin igerisinde sadece N°-M-THF-Glu2
alt grubu artis gostermistir ve bu artis 6nemli dizeydedir. Kontrol grubunda
N>-M-THF-Glu2 diizeyi %8,9 iken hasta grubunda %14,9 olmustur. N>-M-
THF-GIlu2 alt grubunun gok 6nemli oranda artisi ile, aktif kofaktor olan N>-M-
THF-Glu6 azalisi birbirini destekler sonug olarak kabul edildi. Her ikisi de
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total metil gruplar icinde yuzde oran olarak yuksek duzeyde bulunan alt
gruplardir.  N°>-M-THF-GIu2 nin artisi daha st poliglutamilasyona
gecilemediginin gostergesi olarak kabul edildi. Boylece en fazla glutamat
birimi tasiyan aktif folat kofaktor formu olan N*-M-THF-Glu6 nin diizeyinin
diustk olmasinin nedensel iligskisi bu sekilde kuruldu. N°®*-M-THF-Glu2
basamagindaki tikanmanin olmasi ve glutamat zincirinin uzamasinin
durmasinin  Formil-THF miktarinin artisiyla iligkisinin  olup olmadigi
bilinmemektedir. Hasta grubunda N°>-M-THF-GIu2 deki tikanma N°-M-THF-
Glu3 deki azalmayla kendisini gdstermistir(p=0,001). Sonugta metil-THF’larin
en aktif formu olan N>-M-THF-GIu6 cok diisiik dizeye inmistir, metilasyon
reaksiyonlarinin énemli oranda etkilendigini séylemek mimkdnddr. Ancak
arada kopri formlar olan N°-M-THF-GIu3 ve N°>-M-THF-Glu4 degismemis

saptandi.

N°>-M-THF-GIu1/THF  orani agisindan hasta-kontrol  gruplari
kiyaslandiginda(sirasiyla, 0,13 += 0,17; 0,23 += 0,13 ) ise, hasta grubu
ortalamasi kontrol grubuna gore istatistik olarak anlamli olduk¢a dusuklik
g6zlendi(p=0,002). Bu yorumlanmis veri bizi gsasirtmamigtir. Cunku hasta
grubundaki “metiyonin sentaz” enziminin aktivitesinin artmis olmasi

yorumumuzu destekleyen bir sonug olmustur.

Metiyonin sentaz aktivite artisi ve N°-M-THF-Glul azalmasi;
metilasyon agigi metiyonin azalmasi ve homosisteinin artmasi, kapatmak igin

bir kompansasyon olarak degerlendirilebilir.

Hasta grubu igindeki karsilagtirmada N°>-F-THF-GIu5 ile serum folat

cok yuksek korelasyon gostermistir.

Homosistein ile N°>-M-THF-GIu2 arasinda da negatif korelasyon tespit
ettik.

Folat eksikliginde purin sentezi azalir, proteinlere ait olan mRNA
ekspresyonu azalir ayrica her protein i¢in baslangi¢ aminoasidi olan
metiyonin eksikligi de ise karisir ve dolayisiyla protein sentezi azalir, ve bir

protein olan kollajen sentezi de azalir.
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Folat ayrica kollajen  sentezine  6zgu  olarak, prolin
hidroksilasyonunda askorbik asit gibi etkilidir(40). Zira duz kas kollajen
dretiminin  homosistinuride de arttigi bilinmektedir. Dolayisi ile THF’in,
kollajenin hidroksilasyonunda da o6nemli oldugunu belirten c¢alismalari

destekler sonuglar elde etmis olduk.

Folat eksikliginde protein sentezinin bozulduguna dair arastirma
bilgileri mevcuttur. Folat eksikliginin kollajen sentezinin bozucu etkisi, prolin
hidroksilasyonundaki aksamadan c¢ok, protein sentezi Uzerine olan etkisi
nedeniyledir. Diger taraftan ileri derecede homosistein yuksekliginin
bulundugu homosistinuri hastalarinda kollajen birikimi ortaya ¢ikmaktadir.
Damar saghginin bozulmasinin, hem de kollajen sentezine bagh diger
patolojilerin ortaya cikmasinin; homosistein yuksekliginin kollajen sentezini
arttirmasiyla iligkili oldugunu bildiren arastirmalar mevcuttur(45). Hucre ici
folat eksikliginin bulundugu durumlarinin, diger ifadeyle folat alt gruplarinda
kullanim dengesizligin(hticre disi homosistein duzeyinin ¢ok yuksek
duzeylere ulasmadigli durumlar) kollajen sentezi Uzerine nasil etki ettigine
dair bilgi bulunmamaktadir. Bizim g¢alismamizda hasta grubumuzda kontrol
grubumuza kiyasla belirttigimiz gibi prolin ve hidroksiprolin amino asitlerinin
miktarlari dnemli dizeyde yuksek bulundu. Kollajen sentezi icin duzenleyici
roli oldugu son yillarda anlagilan prolin amino asitinin ylksek duzeyde
bulunmasinin, artmis kollajen sentezine isaret edebilecegini duslnebiliriz.
idiopatik pulmoner fibrozis hastaligi hakkindaki klinigimizin calismasinda da
prolidaz aktivitesi yuksek bulunmustu(46). Astim hastalarinda kollajen
sentezinin artisiyla ilgili yeterli bilgi bulunmamaktadir. Ancak bizim bu
bulgularimiz, bu konuda yeni arastirmalar yapilmasini cesaretlendirecek
niteliktedir. Astim hasta grubumuzda hicre ici total folat ve folat alt
gruplarindaki degisimlerin kollajen sentezine yonelik etkilerine dair bu
bulgularimizin daha genis c¢alismalarla desteklenmesi ve aydinlatiimasi
gerekmektedir. Bu bulgularimiz, astim hastaliginda sadece kollajen
sentezinin artigi ile fibrozis gelisimini acgiklamaya yoénelik degil; astim
hastalarinda geri donlisimsuz fonksiyon kayiplarindan korunmada, eksikligi

tespit edilen aktif folatlarin eksojen yolla yerine konacagi tedavi protokolleri
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gelistiriimesinin,  fibrozisi  durdurulabilecegi veya yavaslatilabilecegi

hipotezimize de kaynak teskil etmektedir.

Hasta-kontrol gruplari arasindaki korelasyon analizlerinde....folat-
B12 vit. arasindaki korelasyon kontrol grubunda yoktu. RBC folat ile serum
B12 vit. arasinda da vardi. Béylece saglikli kontrol grubunda bulunmayan bu
iligkiler hasta grubunda mevcuttu. B12 vit. ile treonin arasinda negatif yonde
onemli iliski saptandi, homosistein treonin arasindaki iliskiyle desteklendi.
Hcy ile OH-prolin arasinda dnemlilige yakin bir korelasyon saptandi(p=0,06).
idrar MMA ile serum alanin arasinda negatif korelasyon, alaninin enerji
metabolizmasiyla ¢ok yakin iliskideki bir aminoasit oldugu hatirlanirsa, ener;ji
yoksunluguna bagli apoptotik ve katabolik etkiler lehine yorumlanabilir. Hucre
ici folat duzeyleri treonin ve serin amino asitleriyle negatif yonde dnemli iligki
goOsterdi. Treonin amino asidinin katabolizmasinin sadece B12 vit. ile degil
folat ile de iligki gosterdigi anlasiimaktadir, hicre ici folat dizeyi azaldiginda
treonin birikiminin olabilecegi goriimustur. Zira treonin aminoasidinin glisin ile
donugumu dusunuldigunde bu bulgumuzun ifade ettigi anlam daha Iiyi
anlasilabilecektir. Yine, tek karbon tasiyicisi olarak serinin ¢gok énemli bir
yerinin olmasi nedeniyle hicre igi folat eksikliginde serin amino asitinin
miktarinin degismesi, astim hastalarinda hucre ici folat ve tek karbon
tasiyicisi aminoasitlerin metabolizmalarinin 6nemli oranda degistiginin kaniti
olarak kabul edildi. Hasta grubumuzda pABG azalmisti. pABG, hem eritrosit
ici total folat, hem THF ile pozitif iliski icindeydi pABG azalmisti, RBCfolat da
azaldi. Total serum folat miktarsal olarak azalmasina ragmen, azalan eritrosit
ici folatin bir bileseni seklinde pABG de miktarsal olarak azaldigi gibi eritrosit
ici folat alt gruplari arasinda da oransal azalma goOstermistir; yani azalan
folatla orantili miktarsal azalmaya ek olarak totalin icindeki oraninda da
azalma gostermis. Dolayisiyla bu bulgu, azalan folat nedeniyle
katabolizmanin kisitlandigini nedensel sekilde acgiklar nitelikte bir kanit ortaya

sunmaktadir. N>-M-THF-Glu4 ile de anlamli korelasyon gosterdi.

Hasta grubunda total metil gruplarinin azaldigini saptadigimizdan
bahsetmistik. ~Formil gruplari hakim formu olusturuyordu. Ayrica
katabolizmanin azaldigindan da bahsettik. Hicre yapim-yikim dongusu
arttigr durumlarda yolak timidilat sentaza kayarak, Grun olarak dihidrofolat
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olusur; o da ¢ok dayaniksiz bir form oldugu icin kolaylikla yikima gider ve
pABG artar. Bizim grubumuzda pABG azaldidi icin timidilat sentaza
gidemiyor ve formil formlarinda birikme oluyor; ¢inkl metilen-THF’1 timidilat
sentaz kullaniyor. N*-F-THF formlarinin dayanikli olmasi nedeniyle, artmig
katabolik surecin bulunmadigini gérmekteyiz. Metil sentezinin azaldigi ve
Formil Uretiminin daha dnemli ve oncelikli dizeyde tutuldugunu, dolayisiyla
F-THF araciligiyla purin sentezine gidigin daha aktif oldugunu soyleyebiliriz.
Timidilat sentaz ile DNA sentezine gidis belki azalmis oluyor, ancak Formil
Uzerinden bakilirsa purine gidis artinca bu sefer DNA sentezi ve mitotik
aktivite artisiyla  uyumlu oluyor. Zira hastalardaki metabolizma
degisikliklerinde purin sentezine daha oncelik verilmis gortiniyor. Bunu ise
yine bir plrin olan guanozin, ve guanozinden sentezlenen THB; ve
inflamasyonda dnemli roller Ustlenen bir plrin olan adenozin agisindan da ele
almak gerektigine inanmaktayiz. N°-F-THF-Glu4 ve N°-M-THF-Glu4,
RBCfolat ile uyumlu davranmistir. N°>-M-THF-Glul, serum folat ve RBC
folatla pozitif iliski gosteriyor. N>-M-THF-GIlu2 de serum ve RBC folatla pozitif
iligki gosteriyor. N°-M-THF-Glu6; RBC folatla, N°-F-THF-Glu2, N°>-F-THF-
Glu3, N°-M-THF-Glu1(MS'’in substrati) ile pozitif iliski icindedir. N°>-M-THF-
Glul kullanihp azalinca N°-M-THF-Glu6 ya da gegis azaldigini saptamis
olduk. N*-F-THF-GIu5, N*-M-THF-Glu5 N°-M-THF-GIlu6 gibi alt gruplarin
SHMT’nin inhibitori olduguna dair literatirde bilgiler bulunmaktadir(26).
Bizim galismamizda N°-F-THF-GIlu5, p=0,06 diizeyinde 6nemlilik ile artmisti.
Bu artisin, SHMT inhibisyonunu, metilen THF UGretiminin aksamasini ve
metiyonin sentezine giden vyolun yavaslamasini, N>-M-THF dretiminin
azalmasini, bu nedenle de metil alt gruplarinin N*-F-THFa gore ¢ok disuk
dizeyde bulmamizi acikladigini séyleyebiliriz. Boylece formil alt gruplarinin
daha yuksek oranda bulunmasi ile, purin sentezine giden yolun daha aktif
oldugunu, metiyonin sentezine giden yolun daha vyavas oldugunu
soyleyebiliriz. Bu bulgularimiz amino asit duzeylerinden metiyonin miktarinin
duslik olmasiyla da uyumlu bir bulgudur. N*-F-THF-Glu6 ve N°>-F-THF-GIu5
in birbiriyle ¢ok yuksek uyumluluk i¢inde olmasi, formillerin hucre iginde
depolanacak tarzda hareket ettigini gosteriyor.

63



Ozetle metilasyon reaksiyonlarinin aksadigini gérmemiz hipotezimizi
dogrulayan basli basina bir bulgu olusturdu. Formil formdaki folatlar birikerek
purin sentezine kaydi. Metiyonin sentezi aksadi ve duzeyi dustu.
Katabolizmada disus olustu. Kollajen sentezi bozuldu. RBC folat azalirken,
HCYde hafif artis gozlendi. Batin bunlar astim hastalarindaki folat
metabolizmasinin  ¢gok O6nemli duzeyde bozuldugunu gosteriyor. Bu

degisimlerin nedensel mi sonugsal mi oldugunu ileri calismalar gosterecektir.
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