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1. OZET

Plazma homosistein diizeylerinin yiiksekligi, serbest radikal iiretimi ve
cesitli mekanizmalar yoluyla vaskiiler ve kardiovaskiiler hastaliklar i¢in 6nemli
bir risk faktoriidiir. Aksine, a-lipoik asit ise Ozellikle oksidatif stres ile iligkili
bircok hastalikta kullamilma potansiyeline sahip giiclii, terapotik bir
antioksidandir. Bu c¢alismada, kronik hiperhomosisteinemi olusturulan ratlarda
homosisteinin oksidan-antioksidan sistemler iizerindeki etkilerinin ve a-lipoik
asidin bu etkiler iizerinde ne sekilde degisiklikler yapacaginin arastiriimasi
amaclanmistir.

Calismada 200-250 gr. agirliginda toplam 45 adet Wistar albino cinsi erkek
rat kullanilarak 3 grup olusturuldu. Grup 1 (n=15, kontrol grubu; 6 hafta i.p. 1
ml/kg serum fizyolojik uygulandi); Grup 2 (n=15, hHcy grubu; 6 hafta i.p. 1
ml/kg serum fizyolojik uygulanmasina ilaveten icme sularina 1 g/kg/giin dozda L-
metiyonin katilarak kronik hiperhomosisteinemi olusturuldu); Grup 3 (n=15,
hHcy+LA grubu; 6 hafta igme sularina 1 g/kg/giin dozda L-metiyonine ilaveten
100 mg/kg/giin dozda a-LA i.p. olarak uygulandi). Alt1 hafta sonunda ratlar
dekapite edilerek biyokimyasal parametreler icin kan drnekleri, karaciger, bobrek,
kalp, beyin doku 6rnekleri ile histopatolojik inceleme icin aort 6rnekleri alindi.

Deneysel olarak kronik hiperhomosisteinemi olusturulan ratlarda lipoik asit
uygulanmasinin plazma Hcy diizeylerini 6nemli sekilde azalttigi ve hHcy
olusumunu engelledigi goriildii. Lipid peroksidasyonun gostergesi olarak plazma
ve doku MDA diizeyleri Grup 2’de Grup 1’e gore anlamhi sekilde yiiksek
bulunurken, lipoik asit uygulanmasinin MDA diizeylerinde 6nemli diisiise yol

actig1 goriildii. Hiperhomosisteinemi eritrosit, karaciger ve bobrek dokularinda



GSH-Px ve CAT aktivitelerinde anlamli azalmaya yol acarken; kalp ve beyinde
boyle bir azalma goriilmedi. Diger taraftan, hiperhomosisteineminin eritrosit ve
doku SOD aktiviteleri iizerine anlamli bir etkisi bulunmadi. Lipoik asidin ise
eritrosit SOD aktivitesi harig, eritrosit ve dokularda SOD, CAT ve GSH-Px
aktiviteleri ile eritrosit GSH diizeylerinde anlamli sekilde artisa yol actigi goriildii.
Hiperhomosisteineminin lipid parametrelerinin (kolesterol, LDL, VLDL,
trigliserid) diizeylerini artirdigi; lipoik asidin ise, homosisteinin bu olumsuz
etkisini 6nledigi ortaya konulmustur. Ayrica hHcy’nin aortta dejeneratif vaskiiler
bozukluklara neden olup, lipoik asidin ise bu damar degisikliklerini Onledigi
goriilmiistiir.

Sonug¢ olarak lipoik asidin lipid peroksidasyonunu azalttigi, antioksidan
aktiviteyi artirdigi, lipid profilini diizelttigi; ayrica hiperhomosisteinemi ve
bundan kaynaklanan damar lezyonlarim 6nleyerek vazoprotektif etki gosterdigi
ortaya konulmustur. Lipoik asidin biitiin bu yararl etkileri g6z oniine alindiginda,
kardiovaskiiler hastaliklarda suplementasyon i¢in onemli bir potansiyele sahip

oldugu diisiiniilebilir.

Anahtar Kelimeler: Hiperhomosisteinemi, o-lipoik asit, L-metiyonin,

oksidan-antioksidan sistemler.



2. ABSTRACT

The increase in plasma homocysteine levels is an important risk factor for
vascular and cardiovascular diseases through free radical production and several
other mechanisms. On the contrary, o-lipoic acid is a strong, therapeutic
antioxidant with treatment potential in many diseases especially related with
oxidative stress. In the present study, the effects of homocysteine in oxidant-
antioxidant systems in chronic hyperhomocysteinemia induced rats and how a-
lipoic acid would change these effects were aimed to be investigated.

A total of 45 male Wistar albino rats weighing 200-250 gr. were used in the
study and rats were divided into 3 groups. Group 1 (n=15, control group; 1 ml/kg
normal saline administered i.p. for 6 weeks); Group 2 (n=15, hHcy group; 1 ml/kg
normal saline administered i.p. and chronic hyperhomocysteinemia was induced
by adding 1 g/kg/day L-methionine in tap water for 6 weeks); Group 3 (n=15,
hHcy+LA group; chronic hyperhomocysteinemia induced by adding 1 g/kg/day
L-methionine in tap water and 100 mg/kg/day o-lipoic acid administered i.p. for 6
weeks). After 6 weeks, rats were decapitated; blood samples, liver, kidney, heart
and brain tissue samples obtained for biocehemical parameters and aorta samples
for histopathological investigation.

Lipoic acid administration was shown to decrease plasma Hcy levels
significantly = and  prevent hHcy development in  experimentally
hyperhomocysteinemia induced rats. Plasma and tissue MDA levels, as an
indicator of lipid peroxidation, were found significantly higher in Group 2 than
Group 1; whereas lipoic acid treatment was seen to lower MDA levels

significantly. Hyperhomocysteinemia led to a significant decrease in GSH-Px and



CAT activities in erythrocyte, liver and kidney tissues but not in heart and brain.
On the other hand, there was no significant effect of hyperhomocysteinemia on
erythrocyte and tissue SOD activities. Lipoic acid was shown to increase
erythrocyte and tissue SOD, CAT and GSH-Px activities and erythrocyte GSH
levels significantly, except erythrocyte SOD activity. Hyperhomocysteinemia was
also shown to increase the levels of lipid parameters (cholesterol, LDL, VLDL,
triglyceride) and lipoic acid was found to prevent this adverse effect of hHcy. In
addition, it was found that hHcy lead to degenerative vascular damage in aorta
and lipoic acid was shown to prevent these vascular changes.

In conclusion; lipoic acid was found to decrease lipid peroxidation, increase
antioxidant activity and improve lipid profile as well as prevent
hyperhomocysteinemia and related vessel lesions, thus have vasoprotective
effects. When all these beneficial effects of lipoic acid taken into account, it could
be thought to have a strong potential for being used as supplementation in

cardiovascular diseases.

Key Words: Hyperhomocysteinemia, a-lipoic acid, L-methionine, oxidant-

antioxidant systems.



3. GIRIS
3.1. HOMOSISTEIN
Yiiksek plazma konsantrasyonlar vaskiiler hastaliklar agisindan 6nemli bir
risk faktorii olan homosistein (Hcy; 2-amino-4-merkaptobutirik asit); metiyonin
metabolizmasi sirasinda bir ara iiriin olarak olusan ve proteinlerin yapisina
katilmayan bir aminoasittir (57,77,83,144). Siilfiir iceren bu aminoasit, ilk kez
1932 yilinda DuVigneaud tarafindan tanimlanmistir (26,103).
Homosistein metabolizmasinda 6nemli bir yere sahip olan metiyonin;
- Proteinlerin sentezinde,
- Poliaminlerin sentezinde,
- S-adenozil metiyonin (SAM) seklinde, hiicresel metabolizma icin en
Oonemli metil-grubu dondrii olarak, transmetilasyon reaksiyonlarinda,
- Sistein ve taurin icin siilfir kaynag:i olarak; sistatyonin, sistein ve
transsiilfiirasyon yolunun diger tiriinlerinin olusumunda,
- Intraselluler folat metabolizmasi ve kolin katabolizmasi icin gerekli
homosisteinin saglanmas1 gibi biyolojik siireclerde rol oynayarak,
memelilerin normal biiyiime ve gelisimi i¢in esansiyeldir (105).
Metiyonin esansiyel bir aminoasit oldugundan, homosistein de kaynagi
itibariyle esansiyel olarak kabul edilmektedir. Metiyonin ile homosistein
birbirlerinin prekiirsorleri niteliginde olup, birinin detoksifikasyonu digerinin
sentez asamasini kapsamaktadir ve bu iligskinin temeli metiyonin metabolizmasini
olusturmaktadir (47).

Kardiovaskiiler hastalik gelisiminde etkili olan cesitli risk faktorlerinin
(hipertansiyon, dislipidemi, sigara kullanimi1 gibi) kardiovaskiiler kaynakli
Oliimlerin bazilarinda tespit edilemeyisi, arastirmacilart bagka faktorleri

incelemeye yonlendirmistir.



Yiiksek plazma total homosistein diizeylerini kardiovaskiiler hastaliklar i¢in
bir risk faktorii oldugu ilk kez 1969 yilinda McCully tarafindan, homosistiniirinin
tanimlanmasiyla ortaya konulmustur. McCully, hiperhomosisteinemi ve
homosistiniiri goriillen ¢ocuklarda ilerlemis damar lezyonlarina rastlamig ve
metiyonin metabolizmasindaki bir bozuklugun buna sebep oldugunu ileri
siirmiistiir (101). Son yillarda, 1limh diizeyde hiperhomosisteineminin artmis
periferik damar hastaliklari, venoz tromboz, kardiovaskiiler hastaliklar ve inme ile
iliskili oldugu ortaya konulmustur (18,36,39).

Amerika Birlesik Devletlerinde kardiovaskiiler kaynakli mortalite ile ilgili
olarak yapilan bir caligmada bireylerin %57 sinde hiperhomosisteinemi
goriiliirken, yalnizca %14’iinde hiperkolesterolemi tespit edilmistir (152). Daha
sonra yapilan aragtirmalarda koroner kaynakli Oliimlerde homosisteinin
kolesterolden daha onemli bir parametre oldugu fikri ileri siiriilmiistiir (67).
Arastirmacilarin dikkatlerini hiperhomosisteinemi iizerine ceken bu g¢aligmayz;
miyokard enfarktiisii geciren hastalarin %40’inda, serebrovaskiiler hastalig
olanlarin %42’sinde, periferik vaskiiler hastaligi olanlarin %28’inde ve koroner
vaskiiler hastaligi olan bireylerin %30’unda yiiksek plazma homosistein
diizeylerini tespit eden baska bir calisma takip etmistir (28). Yapilan bir meta-
analizde ise; homosistein diizeylerindeki her 2.5 umol/L’lik artisin miyokard
enfarktiisii riskini %10, inme riskini ise %20 arttirdigz ileri siiriilmiistiir (65,85).

Homosistein; serebrovaskiiler, periferik vaskiiler, koroner kalp hastaligi ve
tromboz i¢in Onemli bir risk faktorii olup (99,144); vaskiiler ve kardiovaskiiler
bozukluklar ile arasindaki iliski yas, sigara icimi, hipertansiyon, dislipidemi ve

sismanlik gibi diger risk faktorlerinden bagimsizdir (44).



3.1.1. Homosistein Metabolizmasi

Homosistein metabolizmasinda remetilasyon ve transsiilfiirasyon olmak
tizere baslica 2 yol vardir. Metiyoninden olusan homosistein ya remetilasyon ile
tekrar metiyonine doniistiiriilmekte ya da sistatiyonin ve sistein ara bilesikleri
tizerinden siilfata metabolize edilmektedir (106). Her iki yol da ayn1 6neme sahip

olup, ayn1 oranda kullanilmaktadir.

3.1.1.1. Transmetilasyon

Diyet ile alinan metiyoninin, Metiyonin adenozil transferaz (MAT) enzimi
ile kiikiirt atomuna ATP’den bir adenozil grubunun transferi sonucu, oldukca
reaktif bir metil grubuna sahip olan S-adenozil-L-metiyonin (SAM) olusur.
SAM’daki bu metil grubu ise; fosfolipidler, proteinler, myelin, katekolaminler,
polisakkaridler, kreatin, karnitin, DNA, RNA ve bircok noéromediyatore transfer
edilerek, yasamsal dneme sahip metilasyon reaksiyonlarinin devamliligi saglanir.
SAM, organizmadaki en 6nemli ve merkezi sinir sistemindeki tek biyolojik metil
donorii (vericisi)’diir (108). SAM, yapisindaki metili ¢coklu transferaz enzimi ile
metil alicilarina verince S-adenozil-L-homosisteine (SAH) doniismektedir. SAH
ise reversible bir enzim olan S-adenozil-homosistein hidrolaz tarafindan
homosistein ve adenozine hidroliz olur. Homosistein ve adenozinin hizl
metabolizmasi, SAH hidrolazin in vivo artisiyla dengelenmeye calisilir. SAH
onemli bir regiilator olup, metiltransferaz enzim proteininin aktif bolgesi i¢in
SAM ile yarisarak, transmetilasyonun kuvvetli bir inhibitoriidiir (72,110). SAH’1n
hidrolizi sonucu olusan homosistein bundan sonra hem remetilasyona girerek

metiyonine, hem de serin ile birleserek sistatyonine doniismektedir (55).



3.1.1.2. Remetilasyon

Homosisteinin remetilasyon ile metiyonine doniisiimii iki enzimden biri
araciligi ile olur:

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

2- Betain-homosistein metiltransferaz (BHMT; E.C. 2.1.1.5)

Homosisteinin remetilasyonu, hayvan dokularinda yaygin olarak bulunan,
S-metiltetrahidrofolati metil vericisi ve Vitamin Bj;’nin bir formu olan
metilkobalamini ise kofaktor olarak kullanan Metiyonin sentaz (MS) tarafindan
katalizlenmektedir. 5-metiltetrahidrofolatin olusumu; tetrahidrofolattan (THF)
elde edilen 5,10-metilentetrahidrofolatin rediiksiyonunu katalizleyen 5,10-
metilentetrahidrofolat rediiktaza (MTHFR; E.C. 1.5.1.20) bagimlidir. MTHFR
enzimi ise kofaktor olarak Vitamin B;’yi (riboflavin) kullanmaktadir. Bu
remetilasyon yolunda folat hem koenzim hem de kofaktor olarak kullanilmakta ve
bu olay dongii seklinde devam etmektedir (26,83,146). Bu “temel metiyonin
dongiisii” biitiin mormal memeli hiicrelerinde goriilmektedir (47).

Folat ve kobalaminden bagimsiz olarak calisan minér bir remetilasyon yolu
ise bobrekte az miktarda olmak iizere, baslica karacigerde bulunmaktadir. Bu yolu
katalize eden BHMT, metil vericisi olarak kolinin oksidasyon iiriinii olan betaini
kullanarak N,N-dimetilglisin ve metiyonin olusturmaktadir. Folat ve/veya
kobalamin eksikliginde bu yol SAM sentezi i¢in gerekli metiyoninin doku

konsantrasyonunu siirdiirmektedir (146).



3.1.1.3. Transsiilfiirasyon

Metiyonin ve homosisteinin karbon ve siilfiir gruplarimin katabolizmasi
transsiilfiirasyon yolundaki oksidasyonlarla gerceklesmektedir. Bu yol o6zellikle
ortamda fazla miktarda metiyonin bulundugu zaman kullanilmaktadir ve geriye
doniigiimsiizdiir. Transsiilfiirasyonun ilk basamaginda homosistein ve serin amino
asidi, sistatiyonin-f-sentaz (CBS; E.C. 4.2.1.22) enzimi tarafindan katalize edilen
bir kondensasyon reaksiyonu ile sistatiyonini olusturmaktadir. Sistatiyonin daha
sonra Y-sistatiyonaz enzimi ile o-ketobiitirat, NH," ve sisteine metabolize edilir.
Transsiilfiirasyon yolunun her iki enzimi kofaktor olarak Vitamin B¢ nin aktif
formu olan pridoksal-5-fosfati kullanmaktadir (83,146). Olusan sistein, serinin
karbon iskeleti ve metiyonin veya homosisteinin orijinal siilfiir pargalarini iceren
formu olup; glutatyonun yapisina girmekte ya da siilfata doniiserek
glikozaminoglikanlarin yapisina katilmaktadir. Diger yandan, homosistein ile
birleserek sistein-homosistein disiilfid bilesiklerini de olusturabilmektedir.
Transsiilfiirasyon yolu memeli dokularinda sinirhi bir dagilim gostermekte olup,
bu yolun bulunmadig hiicreler eksojen bir sistein kaynagina gerek duyarlar (45).
Karaciger, bobrek, ince barsak ve pankreas transsiilfiirasyon yolunun her iki
enzimine de sahiptir. Bu dokularda, sistein kullanan hizl1 bir glutatyon turnover’
bulunur. Beyinde ise CBS bulunurken, y-sistatiyonaz bulunmaz ve sistatyonin bu
dokuda birikir (47).

Homosistein metabolizmasi Sekil 1°de gosterilmistir.
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3.1.2. Homosisteinin Biyolojik Fonksiyonlar:
Homosistein 4 6nemli biyolojik fonksiyona sahiptir:

1- Sistatyonin, sistein ve diger metabolitler icin prekiirsor olarak,

2- Metiyoninin korunmasina araci olarak,

3- Kolin metabolizmasinda zorunlu bir basamak olan BHMT reaksiyonunda
metil reseptorii olarak,

4- Doku folatlariin dongiisiinde gerekli bir substrat olarak (Metiyonin sentaz,
metiltetrahidrofolatt kullanan tek reaksiyon oldugundan, buradaki bir

bozuklukta folatlar bu formda kalir) gorev yapar (47).

3.1.3. Homosistein Metabolizmasimin Regiilasyonu

Memeli dokularinda homosistein (veya metiyonin) metabolizmasinin
regiilasyon mekanizmasini, iki metabolik alanda kompetatif reaksiyonlar arasinda
substrat dagilimi olusturmaktadir. Birinci regiilator basamagi metiyoninin protein
sentezi ile SAM olusumu arasinda yarigmasi olustururken; ikinci basamak ise
homosisteini kullanan reaksiyonlar1 kapsamaktadir (46,47). Her iki noktada da
ilgili enzimlerin dogal kinetik oOzellikleri ve doku konsantrasyonlarindaki
degisiklikler olmak iizere bu enzim aktivitelerinin iki belirleyicisi bulunmaktadir.
Bu ozellikleri ile enzimler metiyonin-koruyucu ve metiyonini-katabolize edenler
olmak {izere ikiye ayrilirlar. Metiyonini-koruyan enzimler siilfiir-iceren
substratlarina karsi nispeten diisiik K;, degerlerine sahip olup, kendi iiriinleri ve
diger metabolitler tarafindan inhibe edilirler. Fazla metiyonin ile beslenen ratlarin

karacigerlerinde bu enzimler azalmaktadir. U¢ izoenzim formuna sahip olan
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metiyonin S-adenozil transferazin (MAT) diisiik Kl tip I ve tip II ekstrahepatik
MAT izoenzimleri ile ¢gogu SAM-bagiml transmetilazlar, metiyonin sentaz (MS)
ve BHMT; metiyonin-koruyan gruba ait enzimlerdir. Bu enzimler ile ara
ozelliklere sahip adenozilhomosisteinaz enzimi birlikte metiyonin dongiisiinii
olusturmaktadir. Metiyonin-katabolize eden enzimler ise yiiksek K, degerlerine
sahip olup, dongii metabolitleri tarafindan aktive edilirler ve metiyonin ile
beslenme sonucu bunlarin hepatik diizeyleri artar. Sistatyonin sentaz,
sistatiyonaz, yiiksek Km’e sahip hepatik MAT III ve adenozilhomosisteinaz ise
katabolize eden enzimler grubunda yer almaktadir (46,47).

Homosistein metabolizmasinin diizenlenmesinde en 6nemli belirleyicilerden
biri S-adenozilmetiyonindir (45,145). Metiyoninden zengin hayvansal proteinlerin
diyetle fazla alinmasi veya doku SAM diizeylerinin yasamsal Oneme sahip
transmetilasyon reaksiyonlarim siirdiirmek icin yeterli oldugu durumlarda SAM;
MTHEFR aktivitesini inhibe ederek homosisteinin metiyonine remetilasyonunu
baskilar (49,108). Ayrica SAM; CBS aktivitesini ve y-sistatiyonaz aktivitesini de
artirir ve homosistein transsiilfiirasyon yoluna girer (45,49,108). Aksine, diisiik
metiyonin alimi ve/veya metil gruplari ve transmetilasyon reaksiyonlarina
ihtiyacin arttigi durumlarda MTHFR-bagiml folat mobilizasyonunun hizlanmasi
ile remetilasyon yolu aktiflesir ve homosistein tekrar metiyonine doniistiiriiliir
(108). Uzun siireli yitksek metiyonin alim1 remetilasyonun inhibisyonu ile iliskili
olup, transsiilfirasyon yolunun satiirasyonuna yol acabilir. Bu durum
homosisteinin hiicrelerden disar1 atilmasmma ve boylece plazma homosistein

diizeylerinin yiikselmesine yol agmaktadir (163).
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3.1.4. Dolasimdaki Homosistein Formlari

Plazmada bulunan homosisteinin ancak %1 gibi ¢ok az bir kismi
indirgenmis formda bulunmaktadir. Yiikseltgenmis homosisteinin ise %80-90
kadar1 basta albiimin olmak iizere plazma proteinlerine disiilfid baglarla
baglanmistir. Bagh olmayan fraksiyon ise fizyolojik pH’da oksidasyona duyarli
olup, kendisiyle birleserek dimer homosistein (homosistin) veya basta sistein
olmak {iizere diger tiyollerle birleserek sistein-homosistein karigik disiilfidi

olusturmaktadir. Total plazma homosisteini, bu dort formun toplamidir (71,146).

Tablo 1. Dolasimdaki homosistein formlart (71).

Rediikte (indirgenmis) Form \ \
Homosistein MH=
|
TO0CCHCHLCH,—-5H %1
Okside (Yiikseltgenmis) Form
Homosistin NHs"
|
TOOCCHCH2CH2-5
Sl %5-10
TOOCCHCH,CH, -5 SERBEST
|, (%10-20)
MH=
Karisik disiilfidler:
Sistein-Homosistein disilfid I‘|-1Hz+
TOOCCHCH2CHz-5
%5-10
TOOCCHCHz-5
|
NH="
Proteine-bagli Homosistein MHs"
|
"O0CCHCH2CH: -8 PROTEINE
o %80-90 BAGLI

_|5 (%80-90) /
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3.1.5. Homosistein Diizeyleri

Homosistein diizeyleri genel olarak total plazma homosisteini veya total
serum homosisteini olarak olciilmektedir. Insanlarda normal total homosistein
konsantrasyonlar1 plazmada 5-15 pmol/L, serumda ise 13-18 pmol/L olarak kabul
edilmektedir. Pediatrik normal homosistein diizeyleri ise 3.7-10.3 pmol/L
arasindadir. Yapilan ¢alismalarda yaslanma, cinsiyet ve kadinlarda postmenopozal
durumun homosistein diizeylerini etkiledigi ortaya konuldugundan, homosisteinin
normal diizeyleri belirlenirken bu durumlarin dikkate alinmasi gerekmektedir
(71,83).

Normal achik tHecy diizeylerine ragmen, bozuk homosistein
metabolizmasindan siiphe edilen bireylerin belirlenmesinde “oral metiyonin
viikleme testi” uygulanmaktadir. Boylece, oral olarak metiyonin verilmesiyle
indiiklenen homosistein iiretimi ve kullamimi arasindaki denge arastirilmaktadir.
Kisiye 100 mg/kg dozda metiyonin verilmeden 6nce ve verildikten sonra 6 ve 8.
saatlerde plazma homosistein diizeyleri dl¢iilmektedir. Metiyonin yiiklenmesinden
sonra Olciilen degerin yiiklemeden onceki diizeye gore 2 standart deviasyondan
daha fazla olmasi; veya yiiklemeden 2 saat sonrasi ve yiikleme Oncesi degerler
arasindaki farkin erkeklerde >15.1 umol/L, kadinlarda ise >20.3 umol/L’den fazla

olmas1 metabolizmadaki muhtemel bir defekti gostermektedir (83,176).

3.1.5.1. Homosistein Diizeylerinin Ol¢iilmesi

Homosistein diizeylerinin 6l¢iimii i¢in miimkiin oldugu kadar hizli bir
sekilde (oda 1sisinda 1 saat, 6rnekler buzda bekletiliyorsa 4 saat i¢inde) plazmalar
ayrilmalidir. Aksi takdirde eritrosit ve 1okositlerden homosistein salinimi sonucu

saatte %10-15 oraninda artan yanlis yliksek sonuglar elde edilecektir (83,85,128).
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Homosistein dl¢iimii i¢in farkli yontemler kullanilabilmektedir. Bunlardan
bazilar; yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi-
kiitle spektroskopisi (GC-MS), aminoasit kromatografisi, ELISA, antikor
floresans polarizasyon immunoassay, elektrokimyasal dl¢iim ve radyoenzimatik

Olctimdiir (128).

3.1.6. Hiperhomosisteinemi
Plazma total homosistein diizeylerinin 15 umol/L’nin {izerinde olmasi
“hiperhomosisteinemi” olarak kabul edilmektedir. Hiperhomosisteinemi kendi

arasinda hafif, orta ve siddetli olmak tizere 3 form olarak ele alinmaktadir (71).

Tablo 2. Plazma total homosistein diizeyleri.

Normal aralik 5-15 pmol/L
Arzulanan <10 pmol/L.
HIPERHOMOSISTEINEMI

Hafif Form 15-25 pmol/L
Orta Form 25-50 pmol/L
Siddetli Form 50-500 pmol/L.

3.1.7. Hiperhomosisteineminin Nedenleri
Plazma homosistein diizeylerini etkileyen bircok faktdr bulunmaktadir.
Bunlar; genetik, edinsel, fizyolojik faktorler ile bazi kronik hastaliklar ve cesitli

ilaglar olmak iizere sinmiflandirilabilir.

3.1.7.1. Genetik Faktorler
Transsiilfiirasyon ve remetilasyon yollarina ait enzimlerin genetik defektleri

veya eksiklikleri hiperhomosisteinemiye yol agmaktadir.
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3.1.7.1.1. Transsiilfiirasyon Yolundaki Bozukluklar

Sistatyonin f-sentaz (CBS) Eksikligi/Defekti

Siddetli hiperhomosisteinemi ve klasik (kongenital) homosistiniirinin en
yaygin genetik nedeni homozigot CBS eksikligidir. Otozomal resesif olarak gecis
gosteren bu defektin prevalansi 1/100.000 canli dogumdur. Homozigot bu form,
total homosistein konsantrasyonlarinda yaklasik 40 kata (400 pmol/L’ye) kadar
bir artisa yol a¢gmaktadir. Klinik bulgular arasinda mental retardasyon, iskelet
deformiteleri, lens dislokasyonu ve diger okiiler komplikasyonlar ile birlikte,
prematiir ateroskleroz ve prematiir vaskiiler (aterotrombotik) olaylar yer
almaktadir. Aterotrombotik komplikasyonlar siklikla gen¢ yasta ortaya ¢ikar ve
olimciildiir. Heterozigot CBS eksikligi bulunan bireylerin ise %30-50’si normal
plazma homosistein diizeylerine sahiptir ve bu formda klinik bulgular daha az

belirgindir (63,114).

3.1.7.1.2. Remetilasyon Yolundaki Bozukluklar

Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) Eksikligi/Defekti

Hafif hiperhomosisteinemi ile iligkili en yaygin genetik defekt, MTHFR
genini kodlayan bolgedeki 677. niikleotid pozisyonunda sitozin yerine timinin
gelmesi ile olusan bir nokta mutasyonudur (C677T). Bu mutasyon fonksiyonel
enzimde alanin ile valinin yer degistirmesi ile sonuglanarak, enzimin termolabil
bir varyantinin ((IMTHFR) olusmasina ve total aktivitesinin %55-65 diismesine
yol agar (25,57,104). Beyaz popiilasyonun %10-13’ii bu mutasyon i¢in homozigot
(TT genotipi) olup, 6zellikle diisiik folat alim1 durumunda total homosisteinde

orta diizeyde (yaklasik %50 kadar) yiikselme ile birliktedir (63).
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MTHEFR’deki ikinci yaygin polimorfizm ise 1298. niikleotid pozisyonunda
goriiliir (A1298C) ve enzimde glutamatin alanin ile yer degistirmesi ile sonuclanir
ve enzim aktivitesinde azalmaya yol acar (104,146).

Son zamanlarda MTHFR geninde saptanan T1317C polimorfizmi ise sessiz
formda olup; enzim aktivitesi, mRNA stabilitesi ve total Hcy diizeyleri iizerine
etkisi heniiz ortaya konulmamistir (83).

Metiyonin sentaz (MS) Eksikligi/Defekti

Metiyonin sentazin esansiyel kofaktorii olan metilkobalaminin sentezini
etkileyen bes mutasyon, MS’in fonksiyonel yetmezligine neden olarak
hiperhomosisteinemi olusturabilmektedir (6rn: A2756G polimorfizmi) (83).

Remetilasyon yolundaki bu bozukluklara ilaveten defektif Vitamin By,
transportu ve defektif Bj, koenzim sentezi de hiperhomosisteinemiye yol

acmaktadir.

3.1.7.2. Fizyolojik Faktorler

Yas, cinsiyet, gebelik gibi bircok fizyolojik faktor plazma homosistein
diizeylerini etkilemektedir. Premenopozal kadinlarda homosistein diizeyleri, ayni
yastaki postmenopozal kadinlara ve erkeklere gore daha diisiiktiir. Erkeklerde
homosistein diizeylerinin kadinlardan yaklasik %25 daha yiiksek olmasi
testosteron ve kas kitlesiyle iliskilendirilmistir. Ayrica oral kontraseptif kullanimi
ve hormon replasman tedavisinin de homosistein diizeylerini diislirdiigii ve
homosistein ile Ostradiol arasinda negatif bir korrelasyonun bulundugu ortaya
konulmustur. Her iki cinsiyette de ilerleyen yas ile birlikte homosistein diizeyleri
yiikkselmektedir. Cinsiyet ve yas ile iliskili bu farkliliklar homosistein

metabolizmasi i¢in gerekli vitaminlerin ve besinlerin alimindaki degisikliklerden
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de etkilenmektedir. Ilerleyen yas ile birlikte homosistein diizeylerinde goriilen
artig; renal fonksiyonlardaki ve CBS enzim aktivitesindeki azalma ile de
iliskilendirilebilir. Gebelikte ise homosistein diizeylerinde yaklasik %60’lik bir
azalma goriilmektedir. Bu da muhtemelen, homosisteinin 6nemli miktarda
baglandig1 albumin diizeylerindeki azalmaya ve BHMT enzim aktivitesinde artisa

baghdir (83,128,146).

3.1.7.3. Edinsel Faktorler

Hiperhomosisteinemi etiyolojisinde etkili faktorlerden biri de vitamin
eksiklikleridir. Homosistein metabolizmasinda gorevli Vitamin Bg, B, ve folik
asit kan diizeyleri total homosistein diizeyleri ile ters bir iliski gostermektedir. Bu
vitaminlerin besinsel olarak eksikligi veya yetersizligi, hiperhomosisteinemi
riskini artirmaktadir (78). Beslenme aliskanliklar1 ve yasam sekli de homosistein
diizeylerini etkilemektedir (83,146).

3.1.7.3.1. Vitamin Eksiklikleri

Folik Asit

Folik asit; bir pteridin halkasi, p-aminobenzoik asit (PABA) ve glutamik
asidin konjugasyonu ile olusmustur. Folik asidin etkin sekli tetrahidrofolattir.
Folatlar;
- serinden glisin sentezinde karbon donérii olarak,
- piirin ve pirimidin bazlarinin sentezinde direkt olarak,
- tRNA sentezinde indirekt olarak,
- homosisteinin metiyonine remetilasyonunda yer alan metilkobalamin olusumu

icin metil dondrii olarak fonksiyon gosterirler.
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Folik asit oncelikle intestinal hiicrelerde monoglutamat formuna dekonjuge
edilir. Bu form daha sonra folat rediiktaz enzimi ile dihidrofolata indirgenir; bu da
ikinci bir reaksiyonda dihidrofolat rediiktaz enzimi ile aktif formu olan
tetrahidrofolata (THF) doniistiiriiliir. Her iki enzim kofaktor olarak NADPH’1
kullanir. Serin, pridoksal-5-fosfat ile birleserek THF a bir hidroksimetil grubu
transfer eder. Bu reaksiyon sonucunda 5,10-MTHF ve glisin olusur. Bu molekiil,
homosistein metabolizmasina katilan metabolik aktif 5-MTHF’ nin prekiirsorii
olarak olduk¢a 6nemlidir.

Besinle alimimda eksiklik durumlari, asir1 alkol tiiketenlerde oldugu gibi
kullanim defektleri, malabsorbsiyon, kanser hastalar1 ve gebelerde artan ihtiyag
durumlari, ilaglar tarafindan metabolik interferans, hemodiyalizde folat kayiplari
ile aktif folik asit olusumu i¢in gerekli enzim veya kofaktor eksiklikleri gibi

bircok faktor folik asit eksikligine yol agmaktadir (105).

Vitamin B, (Kobalamin)

Vitamin By, hayvansal gidalarda bulunan bir vitamin olup;
siyanokobalaminler, hidroksikobalaminler, adenozil kobalaminler ve
metilkobalaminler olmak iizere dort gruba ayrilmaktadir. Vitamin Bj;’nin
koenzim formu; 5 nitrojen ve bir karbon atomuna bagli ve bir korin halkasi ile
cevrili kobalt iceren olduk¢a kompleks bir molekiildiir.

Insanlarda Vitamin B;,’ye bagiml iki enzimatik reaksiyon bulunmaktadir:

1- Metilmalonik asit Vitamin Bi,’yi kofaktor olarak kullanarak siiksinilCoA’ya
doniismektedir. Bu nedenle, Vit Bj, eksikligi serum metilmalonik asit

diizeylerinin yiikselmesine yol agcmaktadir.
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2- Homosisteinin remetilasyon ile metiyonine doniisiimiinde Vit By, ve folik asit
kofaktor olarak rol oynadiklari igin; bu vitaminlerin eksikligi homosistein
diizeylerinin yiikselmesine yol agmaktadir (105,110).

Diyetle alinmiminda eksiklik durumlari, Vitamin B, emilimi i¢in gerekli olan
“Intrinsik faktor’iin  eksikligi, Vitamin Bjy’nin  taginmasim  saglayan
“transkobalamin”in yoklugu ile ince barsaklarla ilgili patolojiler veya ilag
kullanimi sonucu emiliminin bozulmas gibi bir¢ok faktér Vitamin B, eksikligine
yol agmaktadir.

Vitamin Bg

Vitamin Bg; piridoksin, piridoksal ve piridoksamin ic¢in kullanilan ortak bir
terimdir. Bu ii¢ bilesik, biyolojik aktiviteye sahip piridoksal fosfatin onciil
yapilaridir. Vitamin B¢’nin en 6nemli fonksiyonu aminoasit metabolizmasinda rol
almasidir. Piridoksin; metiyoninin transaminasyonunda, dekarboksilasyonunda ve
transmetilasyonunda, triptofandan niasin olusumunda, melanin olusumunda,
glikojenden glikoz olusumunda koenzim olarak ve 100’den fazla enzimatik
olayda piridoksalfosfat kofaktor olarak rol almaktadir. Homosisteinin
transsiilfiirasyon yolunun her iki enzimi (sistatyonin [-sentaz ve y-sistatiyonazin)
kofaktér olarak Vitamin Be’'nmin  aktif formu olan pridoksal-5-fosfati
kullanmaktadir (83,146). Vitamin Bg; seratonin, y-aminobiitirik asit, hem,
noradrenalin, histamin, safra asitleri, folik asit metabolizmas1 ve hematopoezde
etkin olarak rol alir.

3.1.7.3.2. Beslenme ve Yasam Sekli

Metiyonin bakimindan zengin hayvansal proteinlerin fazla tiikketimi

homosistein diizeylerinde artisa yol acgarken; bitkisel agirlikli beslenme
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aliskanliklar1 ve vitamin takviyeleri ise diigilk homosistein diizeyleri ile iliskilidir
(83,128). Asirt sigara, alkol ve kahve tiiketimi de homosistein diizeylerinin
yikkselmesine neden olmaktadir. Sedanter yasam homosistein diizeylerini

artirirken, fiziksel aktivite ise azaltmaktadir (71,133,146).

3.1.7.4. Kronik Hastaliklar

Homosisteinin atilimi renal yoldan oldugu i¢in, 6zellikle akut ve kronik
bobrek yetmezligi olmak iizere bobrekleri etkileyen hastaliklarda plazma
homosistein diizeyleri olduk¢a yiikselmektedir. Losemi, lenfoma, over, meme,
pankreas kanserleri gibi c¢esitli malign hastaliklarda hiicrelerin yeterince
olgunlasamamasi, homosistein metabolizmasinda gorevli enzimlerin yeterince
sentezlenememesi ve transforme hiicrelerin endojen homosisteini metabolize
edememelerine bagli olarak homosistein diizeyleri artmaktadir. Hipotiroidizm,
diyabet, romatoid artrit, psoriazis, Alzheimer, inme, koroner arter hastaligi, derin
ven trombozu, hipertansiyon, gastrointestinal cerrahiler, kronik atrofik gastrit,
malabsorbsiyon  sendromlari, hipogonadizm gibi bircok durumda da

hiperhomosisteinemi goriilmektedir (69,83,134,146).

3.1.7.5. laclar

Siklosporin, diiiretikler, kortikosteroidler, Vitamin B, antagonistleri (Nitr6z
oksit), Vitamin B¢ antagonistleri (teofilin, 6-aza-iiridin triasetat), folik asit
antagonistleri (fenitoin, karbamazepin), dihidrofolat rediiktaz inhibitorleri
(metotreksat), metiyonin sentaz inhibitorleri (Nitrdz oksit), kolesterol diisiiriicii
ilaglar (kolestiramin, niasin) ve L-DOPA gibi pek¢ok ilag homosistein
diizeylerinin yiikselmesine neden olmaktadir. Bununla birlikte tamoxifen, oral
kontraseptifler, penisillamin ve N-asetilsistein gibi bazi ilaglar ise homosistein

diizeylerini diisiirmektedir (83,146).
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Tablo 3. Plazma homosistein diizeylerini etkileyen faktorler (83,133,146).

Plazma Hcy Diizeyi

Homozigot CBS defekti ™
Heterozigot CBS defekti T
Homozigot MTHFR defekti ™
Heterozigot MTHFR defekti T
Termolabil MTHFR defekti T
Metiyonin sentaz defekti T

GENETIK

Kobalamin mutasyonlari ™
Down’s sendromu

llerleyen yas

Erkek cinsiyet

Menopoz

Glomerular filtrasyon hizinin azalmasi
Kas kitlesinde artis

Gebelik

FiZYOLOJIK

Vitamin alim1

Asirt hayvansal protein tiiketimi
Bitkisel agirlikli beslenme

Asint sigara tiikketimi

Asir1 kahve tiiketimi

Asin alkol tiiketimi

YASAM SEKLIi

Sedanter yasam

e T T S S e e I el S S e T I

Fiziksel aktivite artisi

Vitamin B, eksikligi ™
Folat eksikligi (N
Vitamin Bg eksikligi T
Bobrek yetmezligi ™

HASTALIKLAR

Hipotiroidizm T
Cesitli malign hastaliklar (Lésemi, lenfoma, meme, pankreas kanserleri) )

Vitamin By, antagonistleri (Nitroz oksit) ™
Vitamin B¢ antagonistleri (Teofilin, 6-aza-iiridin triasetat)
Folik asit antagonistleri (Fenitoin, karbamazepin)
Dihidrofolat rediiktaz inhibitorleri (Metotreksat)
Metiyonin sentaz inhibitorleri (Nitroz oksit),

Kolesterol diisiiriicii ilaglar (kolestiramin, niasin)
L-DOPA (transmetilasyonu artirici etki)

Siklosporinler (renal fonksiyonu azaltarak)

ILACLAR

Aminotioller (asetilsistein, penisillamin)

e i T S R e e

Oral kontraseptifler, 6strojen tedavisi
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3.1.8. Homosistein ve Vaskiiler Hastahklar

Genel popiilasyonda yapilan bir¢ok epidemiyolojik ¢alismada homosisteinin
diizeylerinin koroner arter, serebrovaskiiler ve periferal vaskiiler hastaliklar, derin
ven trombozu, myokard infarktiisii ve inme i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu
ortaya konulmustur (18,36,39,99). Clark ve ark. (28) yaptiklart bir calismada
miyokard enfarktiisii geciren hastalarin %40’inda, serebrovaskiiler hastalig
olanlarin %42’sinde, periferik vaskiiler hastaligi olanlarin %28’inde ve koroner
vaskiiler hastalig1 olan bireylerin %30’unda yiiksek plazma homosistein diizeyleri
tespit etmislerdir.

Hiperhomosisteinemi vaskiiler hastaliklar i¢cin 6nemli bir risk faktorii olarak
ortaya konulmasina ragmen, homosistein ile indiiklenen bozukluklarin altindaki
molekiiler mekanizmalar sadece kismen agiklanabilmistir (83).

Aterosklerozun Homosistein Teorisi

1969 yilinda McCully “aterosklerozun homosistein teorisi”ni 6ne siirmiistiir
(101). Viicutta homosisteinden meydana gelen oldukca reaktif bir molekiil olan
homosistein-tiolaktonun (HcyT), diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) ile birlesmesi
sonucu olusan LDL-HcyT aggregatlar karacigerden kana salindiktan sonra arter
duvarindaki makrofajlar tarafindan alinarak, erken aterosklerotik plagin kopiik
hiicreleri olusur. Bu kopiik hiicrelerinden, gelisen plaga yag ve kolesterol
salinirken ayni zamanda HcyT da salinarak hiicrelerin oksijen kullanimi da
etkilenir. Sonug¢ olarak hiicrelerde reaktif oksijen radikalleri birikir ve arter
hiicrelerinde hasara neden olur. Trombosit aggregasyonu, pihtilasma kaskadinin
aktivasyonu, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu ile fibréz doku, mukoid
matriks ve dejeneratif elastik doku olusumu sonucunda aterosklerotik plak

meydana gelir (25,101,102).
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3.1.9. Hiperhomosisteineminin Patofizyolojik Mekanizmalari

Hiperhomosisteinemi ile iliskili atherojenik olaylar endotelyal disfonksiyon ve
endotelyum hasar ile baglayip, bunu takip eden trombosit aktivasyonu, pihtilasma
faktorlerinin modifikasyonu ve trombiis olusumunu kapsamaktadir (18,173).

Homosistein, pro-oksidant bir molekill olarak diisiiniilmektedir.
Homosisteinin homosistin ve hidrojen peroksite otooksidasyonu potansiyel
sitotoksik pek c¢ok reaktif oksijen tiirevlerinin olusumuna neden olmaktadir.
Homosisteinin tiyol (-SH) grubu hizli bir sekilde okside olur ve bu oksidasyon
sirasinda siiperoksit anyon radikali (O, 7) hidrojen peroksit (H,O) ve hidroksil
radikal (OH ") meydana gelir. Aterojenik olaylarin baslangic basamag: reaktif
oksijen tiirevlerinin olusumu ile indiiklenir. Bu oksijen tiirevleri endotelyal hiicre
biitiinligiinii bozarak endotelyumda hasara yol acabilir ve etkilenen damarlar
ateroskleroz gelisimine predispoze hale gelir (93).

Homosistein, LDL kolesteroliin oksidasyonuna neden olarak LDL’nin
plazmadan temizlenmesini saglayan reseptorlere baglanmasini engellemekte,
okside LDL’nin serum diizeyini artirmakta ve endotelde kopiik hiicrelerine
doniisiimleri saglayarak ateroskleroza zemin hazirlamaktadir (173).

Homosistein ile indiiklenen vaskiiler hasara ait diger bir mekanizma ise
Nitrik oksit (NO) ile iliskilidir. NO, nitrik oksit sentaz tarafindan katalize edilen
bir reaksiyon sonucu L-argininden olusan, bir¢ok biyolojik etkiye sahip bir
molekiildiir. Endotelyum-bagimli bir vazodilatér olan NO, antitrombotik ve
antiproliferatif bir molekiil olup, kardiak kontraktiliteyi de diizenlemektedir.
Normal plazma konsantrasyonlarinda Hcy, NO ile birleserek S-nitrozo-
homosisteini (SNOHcy) olusturmaktadir. SNOHcy vazodilator etkiye sahip olup,

trombosit aggregasyonu ve trombosit-aracili vazokonstriiksiyonu inhibe ederek;
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NO’nun damar-koruyucu etkilerini artirmaktadir. Hiperhomosisteinemide ise,
Hcy’nin otooksidasyonu sonucu olusan reaktif oksijen tiirevleri NO’yu inaktive
ederek  vazodilatasyonun  bozulmasina, trombosit aggregasyonu ile
vazokontriikksiyonun ise artmasima neden olur (84,146). Homosisteinin NO
sentezini bozarak da NO miktarm azalttigr bildirilmistir. NO’nun biyo-
yararlammminin azalmasindaki diger bir muhtemel mekanizmasi ise; endojen

inhibitérii olan asimetrik dimetilarginin (ADMA) tarafindan eNOS’un

baskilanmasidir (86).
(— HOMOSISTEIN
Homoststein
tinlakton
l/ LDL
LDL-HeyT
aggregat
¥
K ipitk hilcrelert ——s Realetif oksijen
ﬁir-a-vle-ri\
Endotelyal Lipid
disfonksivon peroksidasyonn
Vaskiiler dilz kas LDL
hiicre proliferasyorn oksidasyonu
ATEROTROMBOZ

Sekil 2. Homosisteinin olumnsuz vaskiler etlalen,

Hiperhomosisteinemi, koagiilasyon ve arasidonik asit yollarin1 etkileyerek,
endotelyal antitrombotik ve profibrinolitik defanslarin aktivitesini azaltarak,

protrombotik bir ortam olusturmaktadir. Homosistein, heparan siilfat salimimini ve
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Trombomodulin (TM) ekspresyonunu azaltmaktadir. Koagiilasyon sisteminde
normalde TM, Protein C’yi aktif hale getirmekte, aktif Protein C ise aktive olmus
kofaktorii Protein S ile birlikte Faktor Va ve Faktor VIIIa’yr inaktive ederek
trombin olusumunu Onlemekte ve koagiilasyonu baskilamaktadir. Boylece
homosistein, TM-bagimhi protein C aktivasyonunu engelleyerek trombotik etki
yapmaktadir (84,146). Homosistein Faktor V ve X aktivitesini artirip, Faktor
XIl'yi stimiile eder, ayrica von Willebrand faktoriin diizeyini ve endotelyal
hiicreler tarafindan doku faktorii iretimini de artirmaktadir. Hiperhomosisteinemi
antitrombin-III’tin hiicre yiizeyine baglanma kapasitesini de doz ve zamana
bagimli bir sekilde azaltmaktadir. Bu etkilerine ilaveten, homosisteinin doku
plazminojen aktivatoriiniin (tPA) endotelyal hiicre membranina baglanmasini
azalttig1 da belirtilmektedir (54,146).

Yiiksek homosistein diizeyleri Lipoprotein(a)’nin fibrine affinitesini
arttirarak; fibrinolizis icin gerekli bir basamak olan plazminojenin fibrine
baglanmasini da inhibe etmektedir (146).

Hiperhomosisteinemi prostasiklin sentezini inhibe ederek, tromboksan B,
sentezini ve tromboksan A, aktivitesini artirarak arasidonik asit metabolizmasini
da etkiler, damar endotel yapisinda spazm ve iskemiye yol acar (54).

Homosistein diizeylerinin artmasinin diger bir olumsuz etkisi de endotelde
bulunan ve lipid peroksidasyonunu engelleyen glutatyon peroksidaz aktivitesinin
baskilanmasidir (167).

Homosisteinin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde DNA sentezini artirarak bu
hiicrelerin proliferasyonunu sagladigi ve boylece endotel hasara yol acgtii
bildirilmistir. Ayrica homosisteinin vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu
icin esansiyel bir faktor olan transkripsiyon faktér NF-xB’yi serbest oksijen

radikalleri ile aktive ederek de mutajenik etki gosterdigi rapor edilmistir (173).
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Endotelyal hiicre kiiltiirleri ile yapilan bir caligmada ise homosisteinin
kolesterol homeostazinda gorevli enzimlerden 3-hidroksi-3-metilglutaril CoA
rediiktazin ekspresyonunu artirarak endotelyal intraselliller ve ekstraselliiler
kolesterol seviyelerini yiikselttigi belirtilmistir (66).

Hiperhomosisteineminin ateroskleroz patogenezinde muhtemel diger bir
mekanizma ise adenozin ile iligkilidir. Adenozinin kardiovaskiiler homeostazda
bircok koruyucu etkisi bulunmaktadir: Koroner ve serebral arter vazo-
dilatasyonuna aracilik eder, mikrosirkiilasyonda kan akimini artirir, trombosit
agregasyonunu inhibe eder, mezengial veya diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu
azaltr. Homosistein metabolizmasinda SAH hidrolaz tarafindan katalize edilen
basamak iki yonlii oldugundan; yiiksek homosistein diizeylerinin plazma veya
doku adenozin diizeylerinde azalma sonucu kardiovaskiiler hastaliklara neden
olabilecegi ileri siiriilmiistiir (77).

Hiperhomosisteineminin hipertansiyon olusumunda da etkili oldugu ortaya

konulmustur (Sekil 3).

| HIPERHOMOSISTEINEMI |
[
v v ' !

Vaskuler ditzkas Endotelyal [« Olksidatif } Elastin
hiicre proliferasyonn disfonlk siyon stres + Kollagen
sentezi
| + F,-isoprostane |
L ¥
t Vaskuler | Nitrik olsit 4 Angiotensin I
intimal-medial ' 4 Endotelin 1
kalmlasina | |
I
X’nmkunsn'iiksi}'unl
k.
HIPERTANSIYON

Selal 3. Hiperhomosistemenmn lipertansivon olugumunda roli,
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Hiperhomosisteineminin endotelyum, trombositler, koagiilasyon kaskadi ve

oksidan/antioksidan sistemler {izerine baslica etkileri su sekilde 6zetlenebilir:

Hiperhomosisteineminin Endotelyum Uzerine Etkileri

- Prokoagiilantlarin endotelyal ekspresyonunu arttirir.
- Antikoagiilantlarin endotelyal ekpresyonunu azaltir.
- Reaktif oksijen tiirevlerinin olusumu ile endotelyumu hasara ugratir.

- Hasarlanmis endoteyumun NO olusturma yetenegi bozulur.

Hiperhomosisteineminin Trombositler Uzerine Etkileri

- Hasarlanan endotelyumda trombosit adezyonu ve trombiis formasyonunu baslatir.
- Arasidonik asit metabolizmasini degistirerek, Tromboksan B, sentezini ve
Tromboksan A, aktivitesini artirir.

- Trombositlerin yasam siirelerini etkiler.

Hiperhomosisteineminin Koagiilasyon Kaskadi Uzerine Etkileri

- Endotelyal antitrombotik ve profibrinolitik defanslarin aktivitesini azaltarak,
protrombotik bir ortam olusturur.

- TM ekspresyonu ve heraran siilfat salinimim azaltir.

- Protein C aktivitesi ve Antitrombin-III'ti azaltir.

- Prokoagiilan aktivite, Faktor V ve XII ile doku faktorii salinimini arttirir.

- tPA’nin endotelyal hiicre membranina baglanmasini azaltir.

- Fibrin olusumunu arttirir, fibrinolitik aktiviteyi bozar.

Hiperhomosisteineminin Oksidan/Antioksidan Sistemler Uzerine Etkileri

- Siiperoksit anyon, hidrojen peroksit ve hidroksil radikal olusumunu arttirir.
- Endotelyal glutatyon peroksidaz aktivitesinin baskilar.

- Lipid peroksidasyonunu arttirir.
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3.1.10. Hiperhomosisteineminin Tedavisi

Hiperhomosisteinemi tedavisinde ilk basamak, homosisteinin temel kaynagi
olan metiyonin iceren hayvansal proteinlerin kisitlanmasini ve sebze-meyve
agirlikli beslenme aligkanligini kapsamaktadir. Tedavideki ikinci basamak ise
homosistein metabolizmasinda gorevli enzimlerin kofaktorleri olan folik asit,
Vitamin B, ve Vitamin Bg’nin yeterli miktarda alinmasidir.

Yiiksek Hcy diizeylerine sahip hastalar; aghik plazma Hcy diizeyleri yiiksek
olanlar ve metiyonin yiikleme testini takiben plazma Hcy diizeyleri yiiksek olanlar
seklinde ikiye ayrilabilir. Birinci grup hastalarda oncelikle remetilasyon yolunu
etkileyen defektler diisiiniiliirken; ikinci grup hastalarda ise transsiilfiirasyon
yolunu etkileyen defektler akla gelmektedir (128).

Aclik plazma Hcy diizeyleri yiiksek olan hastalara 650 pg/giin dozda folat
verilmesi plazma Hcy diizeylerinde %40’a kadar bir azalma saglayabilir (18).
Folat dozunun 5 mg/giine ¢ikarilmasi %10’luk ilave bir diisiis daha saglamaktadir;
fakat daha yiiksek dozlarda etkisi degismemektedir. Bu hastalara oral olarak 0.4
mg Vit By, verilmesi de Hey diizeylerinde %10-15’1ik bir azalmaya yol agar (128)

Oral metiyonin yiikleme testini takiben yiiksek Hcy diizeylerine sahip
hastalarda folik asit ve Vitamin B kullanimi esit diizeyde etki gostermektedir.

Pratikte remetilasyon defektleri ile transsiilfiirasyon defektlerinin
ayrimindaki zorluklardan dolayi, orta diizeyde hiperhomosisteinemisi bulunan
hastalara folat, Vitamin B, ve Vitamin B¢ iceren kombine bir tedavi tercih
edilmektedir. Metiyonin sentazin fonksiyonel defektleri veya MTHFR’nin
termolabil mutasyonlarini tagiyan bireylerde ise betain destegi verilebilir.

Hiperhomosisteinemi i¢in genel olarak ngoriilen tedavi yaklagimi: 0.4-2 mg
folik asit; 10-50 mg Vit Bg; 0.4-1 mg Vit By; 0.7-1 g kolin; 0.25-3 g betainin ayri
ayr1 veya kombine olarak kullanilmasi seklindedir. Tedaviye 8-10 hafta devam

edilerek homosistein diizeylerinde dnemli dl¢iide diisiis saglanmaktadir (26).
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3.2. SERBEST RADIKALLER ve REAKTIF OKSiJEN TUREVLERI
3.2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, atomik veya molekiiler yapilarinda eslenmemis elektron

iceren ve bu nedenle reaktif 6zellik tasiyan molekiillerdir. Hiicre metabolizmasi

sirasinda cereyan eden biyokimyasal redoks reaksiyonlar ile ortaya cikabildikleri

gibi,

cesitli dis etkenlerin varliginda da olusmaktadirlar. Eslenmemis elektrona

sahip bu molekiil veya atom, elektronunu bir bagka molekiile vererek veya ondan

elektron alarak daha stabil hale gelme egilimindedir (2,9,27,157).

Serbest radikaller baglica ii¢ sekilde olusmaktadir (2).
Bir molekiilii olusturan kovalent bagin hemolitik yarilmasi ve eslenmis
elektronlardan her birinin ayr pargada kalmasi sonucu:
X:Y —— X'+Y°
Bir molekiiliin elektron kaybetmesi sonucu:
X —> X' +e’
Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi sonucu:

X+e —> X7

Biyolojik sistemlerdeki radikaller su sekilde siniflandirilabilir (9):

Oksijen kaynakl serbest radikaller:

Orn: Siiperoksit anyon radikali, hidroksil radikali, hidrojen peroksit, singlet
oksijen.

Karbon kaynakh serbest radikaller: Orn: CCly

CCly —> CCl3 +Cl1°

Karbon merkezli radikaller ¢ogunlukla O, ile reaksiyona girerek peroksil

radikali verirler: "CCl; + O, ———> "0,CCl3 (Triklorometilperoksil radikali)
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3. Nitrojen kaynakh serbest radikaller:
Orn: Nitrik oksit (NO) ve fenilhidrazin radikali ( C¢HsN=N-)

4. Siilfiir kaynakh serbest radikaller:
Tiyol bilesikleri (R-SH) gecis metallerinin varliginda oksitlenerek RS-
(thiyl) radikali olustururlar: R-SH + Cu*> ————> RS -+ Cu* + H"

5. Transian metal kompleksleri:
Omn: Fe™ / Fe*™ ; Cu™ / Cu™
Cu*?, Fe*, Mn** ve Mo™ gibi gecis metallerinin de eslenmemis elektronlar
bulunmaktadir. Tam olarak serbest radikal kabul edilmemekle birlikte, bu
iyonlar reaksiyonlar1 katalize ettiklerinden dolay1r serbest radikal
olusumunda 6nemli rol oynarlar.

6. Fosfor merkezli radikallerin de oldugu bildirilmistir

3.2.2. Reaktif Oksijen Tiirevleri

Aerobik organizmalar i¢in serbest radikallerin baslica kaynagi molekiiler
oksijendir. Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller oksijenden olusan
radikallerdir. Serbest radikallere oksidan molekiiller, serbest oksijen radikalleri
veya en dogru adlandirma ile “reaktif oksijen tiirevleri (ROS)” de denilmektedir.

Normal metabolizma esnasinda gelisen oksidasyon-rediiksiyon olaylar
sonucunda olusan reaktif oksijen tiirevleri biyolojik bir bozukluga neden
olmamasina ragmen; bazi hiicresel metabolik bozukluklar nedeniyle (iskemi,
inflamasyon, radyasyon, hiperoksi vb.) ¢cok daha fazla miktarlarda iiretilmeleri
sonucu membranlar, niikleik asitler, enzimler ve polisakkaritler iizerinde degisik
derecelerde toksik etki yaparak cesitli dokularda hasara yol agmaktadirlar

(19,187).
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Bunlar; elektron eksiklikleri nedeniyle baska molekiiller ile kolayca elektron
alig-verisi yapabilenler (radikaller) ve elektron eksiklikleri olmadigi halde bagka
molekiillerle radikallerden daha zayif bir sekilde birlesenler (non-radikaller)

olmak tizere iki grupta toplanabilirler (Tablo 4).

Tablo 4. Reaktif oksijen tiirevleri.

Radikaller Radikal olmayanlar
Siiperoksit anyon radikali (O, ") Hidrojen peroksit (H,O,)
Hidroksil radikal (OH °) Singlet oksijen ('O,)

Peroksil radikal (ROO ) Lipid hidroperoksit (LOOH)
Alkoksil radikal (RO) Peroksinitrit (ONOO)
Organik radikaller (R") Hipokloroz asit (HOCI)
Organik peroksit radikali (RCOQO’) Hipohal6z asit (HOX)

Nitrik oksid (NO) Azot dioksit (NO,)

Semikinon radikal (HQ) Ozon (03)

Hemoproteine bagli serbest radikaller N-halojenli aminler (R-NH-X)

Oksijen, elektron ilgisi yiliksek olan bir element olup; normalde kademeli
olarak dort basamakta suya indirgenmektedir. Bu sirada tiim aerobik solunum
yapan hiicreler tarafindan bir elektron alic1 olarak kullanilir ve yiiksek reaktiviteye

sahip bilesikler olusur (27,117):

e

= = =
o} \—n O (\::; H,0, ., 'OH + OH N,

> —=2> 2H,0

2H* 2H*
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3.2.2.1. Siiperoksit Radikali (O, ")

Biyolojik sistemlerde en fazla oksijen tasiyan primer serbest radikal,
kendisinin protonlanmis sekli olan perhidroksi radikali (HO,) durumundaki
stiperoksit radikali (O,7)’dir. Bu radikalin en ©Onemli kaynag mitokondri,
kloroplast ve endoplazmik retikulum elektron transport zincirinden kiigiik elektron
sizintilaridir. Hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O,) bir elektron
alarak indirgenmesiyle kararsiz bir yapt olan O, radikali olusmaktadir
(2,157,117):

O+ e —> Oy

Siiperoksit radikali, organizmaya direkt olarak zarar vermemesine ragmen
bir hidrojen peroksit (H,O;) kaynagidir ve gecis metal iyonlarinin indirgenmesine
neden olmaktadir. Siiperoksit radikali ayrica nitrik oksit ile reaksiyona girerek
reaktif bir oksijen tiirevi olan peroksinitriti (ONOQO") olusturmaktadir.

0, + NO- ——> ONOO™

Boylece NO-nun etkisi inhibe edilir. Peroksinitritlerin proteinler iizerine
direkt zararl etkileri de vardir, ayrica daha baska reaktif ve toksik iiriinlere [azot
dioksit (NO,*), hidroksil radikali (*OH) ve nitronyum iyonu] doniisebilirler (2).

Siiperoksit radikalinin baglica kaynaklari (50,117):

1. Elektron transport zincirinden elektron sizintilari,

2. Aktive fagositler,

3. Ksantin ve hipoksantinin ksantin oksidaz tarafindan oksidasyonu,

4. NADPH’in NADPH oksidaz tarafindan oksidasyonu,

S. Dopamin, epinefrin, norepinefrin gibi biyolojik aminlerin otooksidasyonu,

6. Sitokrom Pys tarafindan O,’nin bir elektron indirgenmesi,
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7. Arjinin ve tetrahidrobiopterin defektif oldugu zaman eNOS ve nNOS
tarafindan O,’nin bir elektron alarak indirgenmesi,

8. Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu da O, ~ meydana getirebilir.
Fe”+0, 5 Fe”+0,"

Cu"+0, 5 Cu™”+0,"

Ortamda biriken O, radikallerinin girebilecegi baslica tepkimeler:

1. Ortamdan bir proton alarak perhidroksi radikali (HO,') olusturabilir.

2. H,0; ile tepkimeye girerek hidroksil radikali ve singlet oksijen olusturabilir.
0, +H,0, —> '0,+OH +OH"

3. Hidroksil radikali ile tepkimeye girerek singlet oksijen iiretimine neden olur.

0, +OH —> '0,+0H"

Siiperoksit radikali kendiliginden dismutasyon tepkimesi ile veya bir
metaloenzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalizlenerek
H,0, ve molekiiler oksijene doniisiir:

20, +2H" 5P § H,0,+ 0,

3.2.2.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden 2 elektron almasi veya O;’
nin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii 2 hidrojen
atomu ile birleserek H,O,’yi meydana getirir (2).

0,+2¢ +2H" ——> H,0,

02. “+e + 2H+ o HzOz
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Ancak, biyolojik sistemlerde H,O, nin asil iiretimi O, ~ ’nin dismutasyonu
ile olmaktadir. Bu dismutasyon spontan olarak veya Siiperoksit Dismutaz (SOD)
enzimi araciligiyla katalizle olabilir:

202. T+ 2H+ ﬂ) H202 + 02

H,0, gercgekte bir serbest radikal tiirii olmamasina ragmen; serbest elektron
icermesi, serbest hidroksil radikali olusturabilmesi ve hiicresel membranlara
kolaylikla girebilmesi nedeniyle Onem kazanmaktadir. H,0O,, gecis metal
iyonlarinin varliginda kolayca parcalanarak en reaktif ve en toksik oksijen radikali
olan hidroksil radikali olusturmaktadir. H,O,; OH' iiretmek suretiyle canl
sistemlerde onemli hasarlara sebep oldugu i¢in, H,O, akiimiilasyonunun kontrolii
hiicreler i¢in biyolojik olarak dnemlidir (2,100).

SOD aktivitesi sonucu ortaya ¢ikan H,O,; katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) enzimleri ile su ve oksijene doniistiiriiliir:

H0, 215 H,0+0,

H,0, + GSH S8 | 2H,0+ GSSG

3.2.2.3. Hidroksil Radikali (OH)

Hidroksil radikali; hemen hemen biitiin molekiillerle reaksiyona girebilen
cok reaktif bir yap1 olup, oksidatif streste en giiclii oksidan olarak bilinmektedir.
Biyolojik sistemlerde hidroksil radikali birka¢ sekilde olusabilmektedir (13,52,79)

1. Fenton reaksiyonu: Hidrojen peroksit, Fe*? ve diger gecis elementleri (Cu,

Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo) varliginda indirgenerek OH" radikali olusur (117):

0, "+ Fe"”/Cu”? —— 0,+Fe™/Cu*

Fe*?/Cut + H,0, ——> Fe*/Cu*?* + OH "+ OH
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2. Haber-Weiss reaksiyonu: Hidrojen peroksit O, ile reaksiyona girerek
hidroksil radikalini olusturur.
H,0; + O ——> 0, +OH + OH

3. Suyun yiiksek enerjili iyonizan radyasyona maruz kalmasiyla da OH" olusur:
H,0 XYervsm, §4 OH'

4. H,0;’nin UV 1g181ina maruz kalmasi ile de OH ~ olusabilir:

H202 M} 2OH ’

OH' hiicresel DNA hasarinin olusumundan ve iyonize radyasyonun
membranlara etkisinden sorumludur.

Hidroksil radikali, tiyoller ve yag asitleri gibi g¢esitli molekiillerden bir
proton kopararak yeni radikallerin olusmasina da sebep olmaktadir (2):

R-SH + OH —> RS-+ H,0

-CH,- + OH ——> -CH: - + H,O

Hidroksil radikali, lipid peroksidasyon prosesini de baglatmaktadir.

3.2.2.4. Singlet Oksijen ('0,)

Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmamasi nedeniyle serbest radikal
olmadigi halde reaktif oksijen tiirevleri arasinda yer alan 'O, serbest radikal
reaksiyonlarinin baglamasina neden olmasi agisindan 6nem tagimaktadir. 102;
oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu kendi doniis
yoniiniin tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesi
olusabilecegi gibi, siiperoksit radikalinin dismutasyonu ve hidrojen peroksitin

hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir (2,139).
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3.2.3. Serbest Radikallerin Kaynaklari
Serbest radikallerin baslica iki onemli kaynag vardir:
1. Endojen Kaynaklar:

- Kiiciik molekiillerin otooksidasyonu, tioller, hidrokinonlar, katekolaminler,
flavinler, tetrahidropterinler, antibiyotikler vb. (2,27,61,118)

- Coziiniir enzimler ve proteinler; ksantin oksidaz, flavoprotein dehidrogenaz,
triptofan dioksijenaz, dihidroorotat dehidrogenaz, aminoasit oksidaz gibi
enzimler, hemoglobin vb. (2,33)

- Mitokondrial elektron transportu

- Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri;
sitokrom Pysg, sitokrom bs (2,23).

- Peroksizomlar; oksidazlar, flavoproteinler

- Plazma membrani; lipoksijenaz, NADPH oksidaz, prostaglandin sentetaz,
lipid peroksidasyonu.

- Oksidatif stres olusturan durumlai; iskemi, travma, intoksikasyon.

- Aktive olmus fagositler (solunumsal patlama)

2. Eksojen Kaynaklar:

- Cevresel ajanlar; hava kirliligi, hiperoksijenasyon, pestisitler, sigara
dumani, solventler, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar vb.

- Radyasyon

- Antineoplastik ajanlar; nitrofurantoin, bleomisin, adriamicine vb.

- Bagimluik yapan maddeler; alkol, uyusturucu vb.

- Swcak soku, giines isinlart

- Karsinojen maddeler

- Stres; katekolamin diizeylerinde artis ve bunlarin oksidasyonu sonucu.
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3.2.4. Serbest Radikallerin Etkileri

Organizma fizyolojisinde bircok reaksiyonda rol oynayan serbest
radikallerin asir1 tiretilmesi veya antioksidan savunma mekanizmalariin yetersiz
kaldigi durumlarda; doku hasarina neden olan oksidatif strese bagli olarak,
ozellikle serbest radikallerin hedef hiicresel makromolekiiller olan membran
lipitleri, DNA, karbonhidratlar, proteinler ile reaksiyona girmeleri sonucu hiicre

hasar hatta 6liimii meydana gelebilir (59,92,151,177).

3.2.4.1. Proteinlere Etkileri:

Radikallerle ilgili protein hasar1 elektron sizintisi, metal iyon bagiml
reaksiyonlar, lipid ve sekerlerin otooksidasyonu ile baslatilabilir. Proteinlerin
serbest radikal hasarindan etkilenme dereceleri, aminoasit kompozisyonlarina
baghdir. Doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden molekiillerin serbest radikallerle
reaktivitesi yliksek oldugundan triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin,
sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikal hasarma agiktirlar (2,41).
Bu aminoasitlerin oksidasyonu proteinlerin parcalanmasia, c¢apraz bag
olusumuna, agregasyona ve proteinlerin proteolitik parcalanmaya yatkin hale

gelmesine neden olmaktadir.

3.2.4.2. Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri

Serbest radikaller DNA yapisinda mutasyon, karsinogenez ve hiicre
Olimiine yol acabilirler. Serbest radikaller etkilerini DNA’nin temel tas1 olan
niikleotid yapisindaki purin ve pirimidin bazlar iizerinde gosterirler. Sitotoksisite

biiylik oranda niikleik asit baz modifikasyonlarindan dogan kromozom
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degisikliklerine yada DNA’daki diger bozukluklara baglidir. Radikaller araciligi
ile ozellikle guanin bazinin hidroksilasyonu sonucu DNA molekiiliiniin yapisi
degiserek mutasyonlar ortaya c¢ikmaktadir. Hidroksil radikali deoksiriboz ve
bazlarla kolayca reaksiyona girerek degisikliklere yol agar. Ayrica, aktive olmus
notrofillerden kaynaklanan H,O, de membranlardan kolayca gecer ve hiicre
cekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre

Olumiine yol agabilir (2,56).

3.2.4.3. Karbonhidratlara Etkileri

Fizyolojik pH ve sicaklikta glikoz gibi monosakkaritlerin otooksidasyonu
sonucunda bir¢cok patolojik proseste rol oynayan hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehidler olusmaktadir. Okzoaldehidler DNA, RNA ve proteinlere
baglanabilme ve aralarinda capraz baglar olusturma Ozelliklerinden dolay1

antimitotik etki gostererek kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar (2,62).

3.2.4.4. Membran Lipidlerine Etkileri (Lipid Peroksidasyonu)

Serbest radikal hasarina en hassas biyomolekiiller membran lipidleridir.
Lipid peroksidasyonu; membran yapisim tegkil eden fosfolipid, glikolipid, gliserid
ve sterol yapisindaki poliansature yag asitlerinin (PUFA), reaktif oksijen tiirevleri
tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan, pentan gibi
sekonder iiriinlere yikilma reaksiyonudur (81). Lipid peroksidasyonu hedef
sistemlerin yapr ve fonksiyonlarin1 bozan dejeneratif bir siire¢ olup (56); kendi
kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve meydana gelen

membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir (2).
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Biyolojik  membranlarda  serbest radikallerle  indiiklenen  lipid
peroksidasyonu; baslangi¢ basamagi, ilerleme ve yayilma basamag ile sonlanma

basamagi olmak iizere iic asamada gerceklesmektedir (11,56,81,140):

1. Serbest radikal doymamis yag asidinin bir metilen karbonuna bagl bir H*
atomunu koparir ve lipid radikali olusur. Olusan lipid radikali konjuge diene
doniisiir.

LH+R——> RH+L  (LH: doymamis yag asidi; L": lipid alkil radikali)

2. Olusan karbon merkezli radikal O, ile reaksiyona girerek lipid peroksil
radikalini olusturur.

L + 0, —> LOO (LOO': lipid peroksil radikali)
Olusan lipid peroksil radikali bagka bir yag asidi ile reaksiyona girer; kendisi
lipid hidroperokside indirgenirken, yag asidi lipid alkil radikaline doniisiir.
LOO +LH ——> LOOH + L’ (LOOH: lipid hidroperoksit)
Lipid peroksitler ortamda gecis metal iyonlarmin varlifinda tekrar radikal
haline doniisiirler ve lipid peroksidasyonun daha da ilerlemesi ve zincirleme
reaksiyonun yayilmasina neden olur.
LOOH +Fe™__, Fe™ + OH +LO’ (LO": lipid alkoksil radikali)

3. Yayilma asamasindan sonra ya iki radikal birleserek inaktif, radikal olmayan
bir iiriin olustururlar yada bir antioksidan tarafindan ortadan kaldirilirlar.

LOO + LOO ——> LOOOL + L (LOOOL.: inaktif radikal)

LOOOL ——> radikal olmayan iiriinler + O,
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Lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt olarak
membran yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehitler ilireterek diger hiicre
bilesenlerine zarar verir. Boylece bir¢ok hastaliga ve doku hasarina sebep
olmaktadir. Lipid radikallerinin hidrofobik yapida olmasi nedeniyle reaksiyonlarin
cogu membrana bagli molekiillerle meydana gelir. Membran permeabilitesi ve
mikrovizkozitesi 6nemli sekilde etkilenir. Peroksidasyonla olusan malondialdehid
(MDA), membran komponentlerinin capraz baglanma ve polimerizasyonuna
sebep olur. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey
bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran o6zelliklerini degistirir. Bu
etkiler, MDA’nin ni¢in mutajenik, genotoksik ve karsinojenik oldugunu
aciklamaktadir (2).

Serbest radikaller biitiin bu etkilerinden dolayr bircok hastaligin
patogenezinde onemli rol oynamaktadirlar. Diabet ve diabet komplikasyonlarinin
gelisimi, ateroskleroz, kardiovaskuler hastaliklar, hipertansiyon, kanser, cesitli
deri, kas ve goz hastaliklari, Alzheimer ve Parkinson gibi norodejeneratif
hastaliklar, romatoid artrit ve c¢esitli immun hastaliklar ile yaghlik gibi bir¢ok
hastalik durumunda serbest radikal iiretimi artmakta ve antioksidan savunma
mekanizmalan yetersiz kalmaktadir (19,74,98,151,177). Ancak bu hastaliklarin
cogunda serbest radikallerin hastaligin sebebi mi yoksa bir sonucu olarak mi1

meydana geldikleri tam olarak bilinmemektedir.
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3.3. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMLERIi

Normal fizyolojik kosullarda hiicreler, olusan serbest radikal {riinleri ve

peroksitler gibi molekiillerin neden olabilecegi oksidatif hasara karsi antioksidan

savunma sistemleri tarafindan korunur.

Antioksidanlar etkilerini baglica iki sekilde gosterirler (2,142):

1. Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi:

a)
b)

c)

Baslatici reaktif tiirevleri uzaklastirici etki,
Oksijeni uzaklastiric1 veya konsantrasyonunu azaltici etki,

Katalitik metal iyonlarin1 uzaklastirici etki.

2. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:

a)

b)

d)

Toplayict (scavenging) etki: Reaktif oksijen tiirevlerini etkileyerek onlar
tutma veya ¢ok daha az reaktif baska bir molekiile cevirme. (6rnegin;
antioksidan enzimler)

Bastirict (quencher) etki: Reaktif oksijen tiirevleri ile etkilesip onlara bir
proton ekleyerek aktivitelerini azaltma veya inaktif hale doniistiirme
(6rnegin; flavinoidler, vitaminler)

Onarici (repair) etki

Zincir kirict (chain breaking) etki: Reaktif oksijen tiirevlerini ve
zincirleme reaksiyonlari baglatacak diger maddeleri kendilerine baglayip
zincirlerini kirarak fonksiyonlarini 6nleyici etki. (6rnegin; hemoglobin,

seruloplazmin, mineraller)

Antioksidanlar; endojen ve ekzojen kaynakli olmak iizere baslica iki grupta

siniflandirilabilir (Tablo 5).
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Tablo 5. Antioksidanlarin siniflandirilmasi.

ENDOJEN ANTIiOKSiDANLAR

. Enzimatik Antioksidanlar 2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
- Siiperoksit Dismutaz (SOD) I. Makromolekiiller II. Mikromolekiiller
- Katalaz (CAT) - Seruloplazmin - Vitamin E
- Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) - Transferin - Vitamin C
- Vitamin A
- Glutatyon Rediiktaz (GR) - Ferritin - Tiyol icerenler:
- Glutatyon-S-transferaz (GST) - Hemoglobin Glutatyon
N-asetil sistein
- Mitokondrial sitokrom oksidaz - Miyoglobin Metiyonin
- Hidroperoksidaz Kaptopril
- Glukoz
- Urik asit
- Bilirubin
- Albumin
- Ubiquinon
- Melatonin
- Selenyum
- Lipoik asit
EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR
- Ksantin oksidaz inhibitorleri - Trolox-C
Allopurinol - Endojen antioksidan aktiviteyi artiran mad.
Oksipurinol Ebselen, Asetilsistein
Folik asit - Non-enzimatik serbest radikal toplayicilart
- NADPH oksidaz inhibitorleri Mannitol, DMSO
Adenozin - Demir selatorleri
Lokal anestezikler Desferroksamin
Kalsiyum kanal blokorleri Dimetiltiyoiire
Non-steroid antiinflamatuarlar - Sitokinler
- Nétrofil adezyon inhibitorleri TNF, interlokin-1
- Soya fasulyesi inhibitorleri - Barbitiiratlar
- Rekombinant human-SOD - Flavonoidler
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3.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

3.3.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1)

Siiperoksit Dismutaz (SOD), siiperoksit anyonunun hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene doniistiiriilmesini katalizleyerek organizmayi toksik reaktif
oksijen metabolitlerine karg1 koruyan bir metalloenzimdir (79,147).

20,7 +2H" 2, H,0,+0,

Bu reaksiyon “oksidatif strese karsi ilk savunma” olarak da adlandirilir.
Ciinkii O, , zincirleme radikal reaksiyonlarinin giiclii bir baglaticisidir. Bu sistem
sayesinde hiicresel kompartmanlardaki O, diizeyleri kontrol altinda tutulur.

Biitiin canlilardaki SOD, kofaktor olarak icerdigi metal iyonuna gore dort
izoenzim halinde siniflandirilabilir (98,175):

1. Cu/Zn-SOD: Sitozolik SOD ve vaskiller endotele bagli bulunan
ekstraselliler SOD’un kofaktorleri ¢inko ve bakirdir. Bu enzimlerin
aktivitelerinden bakaur, stabilitelerinden ¢inko sorumludur.

2. Mn-SOD: Mitokondrial SOD’1n kofaktorii mangandir.

3. Fe-SOD: Bazi bakterilerde saptanmustir.

4. Ni-SOD: Bazi bakterilerde bulunur. Aminoasit kompozisyonu diger
izoenzimlerden farklidir.

Insanlarda SOD enzimi: sitozolik Cu/Zn-SOD; mitokondrial Mn-SOD;
plazma, lenf ve sinovyal sivilarda bulunan ekstraselliiler SOD olmak iizere 3

formda bulunur (98).

3.3.1.2. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px, EC 1.11.1.9)
Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit ve biiyiik molekiilli lipid
hidroperoksitlerinin  indirgenmesinden sorumludur. Sitozolde yerlesmis, 4

selenyum atomu iceren tetramerik yapida bir enzimdir (98,117). GSH-Px
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enziminin selenyum bagimhi ve bagimsiz olmak iizere iki formu bulunur.
Selenyum bagimli izoenzim selenosistein formunda olup; hem H,0O,’ye hem de
hidroperoksitlere etki etmektedir. Selenyuma bagimli olmayan form ise hiicrenin
mitokondri (%30) ve sitozol (%70) fraksiyonlarinda lokalize olup; sadece lipid
hidroperoksitlerin yikimida gorev alir (147).

GSH-Px, aginn hidrojen peroksit varhiginda glutatyonun (GSH) okside
glutatyona (GSSG, glutatyon disiilfid) oksidasyonunu katalize eder; bu arada
H,0, ise suya doniistiiriilerek detoksifiye edilmis olur:

H,0, +2 GSH S0P GSSG + 2 H,0

ROOH + 2 GSH _3HPX . GSSG + ROH + H,O

3.3.1.3. Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6)

Katalaz (CAT); esas olarak peroksizomlarda lokalize olan ve yapisinda 4
“hem” grubu bulunan bir hemoproteindir (2,98,147). Oksidazlarin aktivitesi ile
olusan H,0O,’yi direkt suya cevirir. BOylece toksik hidroksil radikallerinin
sentezlenmesi ve H,O, nin viicutta birikimi engellenmis olur. Katalaz enzimi iki
onemli reaksiyonu katalize etmektedir (147):

- Hidrojen peroksitin dismutasyonu

- Alifatik alkollerin peroksidasyonu

Katalaz, H,O,’nin olusum hizinin diisiik oldugu veya elektron vericisinin

yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu durumlarda peroksidatif reaksiyonla etkir:
H,0,+AH, — T [ 2H,0+A

H,0; olusum hizinin yiiksek oldugu durumlarda katalitik reaksiyonla etkir:

H,0, + H,0, — AT S 2 H,0+0,
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3.3.1.4. Glutatyon Rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2)

Antioksidan savunmanin etkinligini siirdiirebilmesi ic¢in oksitlenmis
glutatyonun tekrar indirgenmis sekle donmesi gerekir. Glutatyon rediiktaz
NADPH varliginda, oksitlenmis glutatyonun (GSSG) indirgenme reaksiyonunu

katalizler (147).

GSSG + NADPH + H' — %% 2 GSH + NADP*

3.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

3.3.2.1. Vitamin C (Askorbik Asit: AA)

Askorbik asit; kollagen sentezi, demir emilimi ve hiicrelerin redoks
durumunun devamlhiligi i¢in gerekli, suda ¢oziinen, diisiik molekiil agirlikli bir
antioksidandir (151). Prokollagen, katekolamin ve karnitin biyosentezi igin
kosubstrat olarak rol oynamaktadir (51). Organizmada bir¢cok hidroksilasyon
reaksiyonlarinda giiclii bir indirgeyici ajan olarak gorev yapan Vitamin C; bir¢ok
reaktif oksijen tiirevini (OH, ROO’, O, °, HOCI ve O3), reaktif nitrojen tiirevlerini
(ONOOQO") ve antioksidan-kaynakli radikalleri (o-tokoferoksil ve iirat radikalleri)
toplayict etkiye sahip gii¢lii bir antioksidandir (24). Askorbik asit bu radikallerle
reaksiyona girerek, bir ara iiriin olan semidehidroaskorbat araciligiyla metaboliti
olan dehidroaskorbik asidi (DHA) olusturur. Vitamin C ayrica tokoferoksil
radikalinin  o-tokoferole indirgenmesini de saglayarak E vitamininin
rejenerasyonunda da gorev almaktadir. Boylece E vitamini ile birlikte etkin bir
sekilde LDL’yi oksidasyona kars1 korumaktadir. C vitamini yiiksek ve fizyolojik
konsantrasyonlarda antioksidan etki gosterirken, diisiik konsantrasyonlarda
Na"K*-ATPaz aktivitesini azaltir ve membran fosfolipid yapisini degistirerek lipid
peroksidasyonunu artirir. Bu sekilde C vitamini doza bagimli olarak paraoksal bir

etki gostermektedir (60,147).
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3.3.2.2. Vitamin E (o-tokoferol)

Vitamin E, lipid fazda ¢oziinen zincir-kiric1 etkiye sahip bir antioksidandir.
E vitamini aktivitesine sahip 4 tokoferol ve 4 tokotrienol bulunmaktadir.
Dokularda Vitamin E aktivitesinin yaklasik %90’indan sorumlu en aktif ve en
yaygin formu o-tokoferol’dur. Yapisinda izoprenoid yan zinciri bulunan
vitaminin aktif kismin1 fenolik hidroksil grubuna sahip olan aromatik halka
olusturur ve antioksidan 6zelligi bu gruptan kaynaklanir (2,117,147). Gii¢li bir
antioksidan olan E vitamini hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan poliansature
yag asitlerini serbest radikal etkisinden koruyan ilk savunma hattin1 olusturur.
Vitamin E; siiperoksit, hidroksil radikali, singlet oksijen, lipid peroksi radikali ve
diger radikalleri indirger. Vitamin E peroksitlerin yapimim engellerken, GSH-Px
ise olusan peroksitleri ortadan kaldirdigi i¢in bu iki antioksidan birbirini
tamamlayici etkiye sahiptir. Alfa-tokoferol lipid peroksil radikalleri ile reaksiyona
girerek lipid hidroperoksid ve tokoferoksil radikalini olusturur. Boylece lipid
peroksidasyonunun ilerleme ve yayilmasin Onler. Bu sirada olusan tokoferoksil
radikali stabil bir molekiildiir. Lipid peroksidasyonunu baglatacak kadar reaktif
olmayan bu radikal glukuronik asit ile konjuge edilerek safra yoluyla atilmaktadir

(2,147,172).

3.3.2.3. Vitamin A (B-karoten)

Vitamin A’min metabolik 6nciil maddesi olan B-karoten, plazmada o-
tokoferole oranla ¢ok diisiik diizeylerde bulunmasina ragmen; aym sekilde serbest
radikal yakalayici olarak gorev yapmakta ve doku hasarini Onlemektedir.
Beta-karoten singlet oksijeni baskilayip, siiperoksit radikalini temizleyerek ve

peroksi radikalleri ile direkt etkileserek antioksidan 6zelliklere sahiptir. Diisiik
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oksijen parsiyel basincinda B-karoten, daha yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda

ise o-tokoferol peroksit radikallerinin dokularda yakalanmasindan sorumludur

(2,185).

3.3.2.4. Rediikte Glutatyon (GSH)

Glutatyon (L-y-glutamil-L-sisteinil-glisin); glutamik asit, sistein ve glisin
aminoasitlerinden olusan bir tripeptiddir. Aktif grubu sisteinin siilthidril (-SH)
grubudur. Rediikte (GSH) ve okside (GSSG) sekilde bulunan glutatyon hiicrenin
oksidasyon-rediiksiyon dengesini koruyan Onemli bir indirgen ve antioksidan
olup; hiicreleri endojen ve eksojen kaynakli oksidanlarin zararli etkilerinden

korumaktadir (2).

GSH; GSH-Px’in katalizledigi bir reaksiyonla okside hale doniisiir.

2GSH + H,0, —HPX o GSSG + 2H,0

(ROOH) (2ROH)

Okside glutatyon; glutatyon rediiktazin katalizledigi NADPH bagimli bir
reaksiyonla tekrar rediikte hale gelir.

GSSG + NADPH + H* —S® 5 NADP* + GSH

GSSG’nin total glutatyona (GSH+GSSG) orani, oksidatif stres icin sensitiv
bir indikator olarak degerlendirilmektedir (34).

Cok onemli bir antioksidan olan glutatyon, serbest radikaller ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korumaktadir. Ayrica
proteinlerdeki -SH gruplarim1 rediikte halde tutarak oksidasyondan korur ve
fonksiyonel protein ve enzimlerin inaktivasyonunu Onler. GSH, glutatyon-S-
transferaz enziminin katalizi ile endojen ve eksojen toksik bilesikleri de konjuge

etmektedir (2,34).
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3.4. LIPOIK ASIT

Alfa-Lipoik asit (a-LA; 1,2-dithiolan-3-pentanoik asit; 6,8-dithio-oktanoik
asit veya thioktik asit) mikroorganizmalardan insanlara kadar biitiin
organizmalarda enerji metabolizmasinda kofaktor olarak gerekli olan ve son
zamanlarda antioksidan 6zellikleri ortaya konulan bir molekiildiir (116,126).

[k olarak 1937°de, bazi bakterilerin gelisimleri icin patates ekstraktinda
bulunan bir maddeye gereksinim duyduklar1 ortaya konulmus ve bu maddeye
“potato growth factor” denilmistir. 1951°de ise Reed ve arkadaslar tarafindan bu
madde tonlarca karacigerden birka¢ miligram olarak izole edilmis ve a-lipoik asit

olarak adlandirilmistir (42,123,124).

3.4.1. Lipoik Asidin Genel Ozellikleri ve Kaynaklar

Lipoik asit (LA) bakterilerden insanlara kadar bircok organizmada
sentezlenmektedir. Insanlarda karaciger ve diger dokular tarafindan sentezlenerek,
dogal bir kofaktor olarak gorev yapmaktadir (42). LA predominant olarak beyin,
bobrek, karaciger, ince barsak ve iskelet kaslarinda bulunmaktadir. Memeli
dokulart 5-25 nmol/g LA i¢ermekle birlikte, bunun hemen hemen tiimii proteine-
bagl formda bulunup, disaridan verilmedigi siirece hiicrede sadece ¢ok az serbest
LA bulunmaktadir (131). Cesitli sebze ve meyveler ile hayvansal dokular farkli
diizeylerde lipoillizin formunda R-LA icerirler. Ispanak basta olmak iizere
brokoli, domates, bezelye, Briiksel lahanasi ve piring o-LA iceren bitkisel
kaynaklardir. Kalp, karaciger ve bobrek gibi yiiksek metabolik aktiviteye sahip

hayvansal dokular da a-LA bakimindan zengin kaynaklardir (109,124).
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3.4.2. Lipoik Asidin Yapisi

Alfa-Lipoik asit yapisinda iki siilfiir atomu ve bir karboksilik asit grubu
bulunan besli bir halka icermektedir. o--LA kendi orijinal okside formunda yada
dihidrolipoik asit (DHLA;) seklinde rediikte formda bulunabilir. LA diyetten hizla
emilir, transport sonucu hiicreler tarafindan alinarak, beyin dahil bir¢cok dokuda
rediikte formu olan DHLA’ya indirgenir (42,123,124,126,131). Alfa-LA;
DHLA’ya indirgendigi zaman molekiiliin u¢ kismindaki atomlarin olusturdugu
dithiolan halkast kirilir ve siilfiir atomlart siilfhidril (-SH) gruplar1 sekline

doniisiir. o-LA ve DHLA nin yapilart Sekil 4’de verilmistir.

CH, CH, CH, COOH
/// ‘\\\ /// '\\\ /// \\\ ///
CH, CH> CH,
!

a-Lipoik Asit (a-LA)

CH, CH, CH, COOH
//’ \\\ //’ \\\ /// '\\\ ///
CH» CH, CH,
SL JH

Dihidrolipoik Asit (DHLA)

Sekil 4. a-LA ve DHLA’nin yapilar.

o+LA’nmin DHLA ’ya indirgenmesi;
Mitokondri bulunan ¢ogu hiicrede o-LA dihidrolipoamid dehidrogenaz (E3
enzimi -mitokondriyal o-ketoasit dehidrogenaz kompleksi- E.C.1.8.1.4)

tarafindan NADH-bagimhi bir reaksiyon ile DHLA’ya indirgenir (73,125).

Mitokondri bulunmayan hiicrelerde ise indirgenme NADPH-bagimli olarak
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glutatyon rediiktaz (31,73) ve thioredoksin rediiktazlar (8,73) tarafindan
gerceklestirilir. Ayrica sentetik olarak NaBH, ile de indirgenme olusabilir. LA’nin
antioksidan ozelliklerine biiyiik 6l¢iide indirgenmis formunun katkida bulundugu

ileri siiriilmektedir (15,131).

3.4.3. Lipoik Asidin Fonksiyonlari

Alfa-LA’nmin viicutta iki sekilde fonksiyon yaptig1 diisiiniilmektedir.
Bunlardan ilki, metabolik proceslerde koenzim olarak gérev almasi; ikincisi ise
suplementasyon yoluyla ulagilan dozlarda antioksidan ozellikler gostermesidir.
Lipoik asit; o-ketoglutarat dehidrogenaz, dalli zincir o-ketoasit dehidrogenaz,
piriivat dehidrogenaz multienzim kompleksleri i¢in kofaktor olarak rol oynayip,
enerji metabolizmasinda ¢ok Onemli bir yere sahiptir (116,123). o-LA’nin
karboksilik grubu piriivat dehidrogenaz komplekslerinin dihidrolipoil transasetilaz
subiinitine (E;) spesifik lizin €-amino grubuna amid bag ile kovalent olarak
baglanir. o-LA ayrica glisin dekarboksilaz kompleksinin H proteinine de baglanir
ve glisinin CO,, amonyak, 5,10-MTHF ve NADH’a reversible oksidasyonunu

katalize eden glisin cleavage sistemin de bir bilesenidir (22,116,117,123,126).

3.4.4. Lipoik Asidin Antioksidan Ozellikleri

Bir bilesigin antioksidan potansiyeli degerlendirilirken bazi kriterler goz
oniinde bulundurulmaktadir: a) serbest radikalleri temizleme spesifitesi, b) diger
antioksidanlarla etkilesimi, ¢) metallerle selat yapma yetenegi, d) absorbsiyonu,
biyolojik yararliligt ve hiicre konsantrasyonu, e) gen ekspresyonuna etkileri,
J) molekiilin membran veya aku6z fazda lokalize olmasi, g) oksidatif hasari

onarma yetenegi (116,126,131).
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Bir maddenin iyi bir antioksidan olmasi icin bu 6zelliklerin tiimiine sahip

olmasi gerekmez. Ornegin Vitamin E viicutta iyi bir antioksidan olarak

diigiiniilmesine ragmen sadece membran ya da lipid fazda etkisini gosterip

ozellikle lipid peroksil radikallerini notralize ederken, akudz fazdaki radikallere

kars1 ¢cok az ya da hig etki gostermemektedir (126).

Ideal bir antioksidan ise yukaridaki kriterlerin tiimiinii saglamalidir. o-lipoik

asit/dihidrolipoik asit redoks c¢ifti, diger antioksidanlarda bulunmayan bazi

ozelliklere sahiptir. a-lipoik asit “ideal”, “‘essiz” ve ‘“‘evrensel antioksidan”

olarak tanimlanmaktadir. Bunun nedenleri:

1.

2.

3.

Hizla absorbe edilmesi: Diyet ya da disaridan alinan o-LA hizli bir sekilde
absorbe edilir. Bircok dokuya dagilir ve kan-beyin bariyerini de gecer

(109,126).

Rediikte ve okside formlarimin antioksidan etkiye sahip olmasi: o-LA hiicre
icerisinde DHLA’ya indirgenir ve antioksidan yeteneklerine biiyiik ol¢iide
indirgenmis formunun katkida bulundugu ileri siiriilmektedir (15,131). Cogu
antioksidan bilesik sadece indirgenmis formda bulunduklar1 zaman
antioksidan olarak rol oynamasina ragmen (Orn: rediikte glutatyon),  o-
LA’nin hem okside hem de rediikte formu kuvvetli antioksidanlar olarak rol
oynarlar (126). DHLA’nmin tiyol gruplarn icin yiiksek pKa’si (10.7) bu
molekiiliin, pKa’st 9.45 olan GSH’dan bile daha kuvvetli bir niikleofil

oldugunu gostermektedir (15).

Hem sivi, hem de lipid fazda ¢oziinmesi: o-LA, amfifilik 6zellik gosterip hem
sivi hem de lipid fazda ¢oziinebilmektedir. Bu ozelligi olduk¢a Onemlidir.

Ciinkii suda ¢oziinen antioksidan bilesikler (6rn: Vit C) hiicre icinde, yagda
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S.

EOOH

6.

¢Oziinen antioksidanlar (6rn: Vit E) ise hiicre membraninda bulunurken; o-LA

ve DHLA hem hiicre icinde hem de membran diizeyinde etki gostererek cift

koruma saglamaktadir (15,76,125,126,131).

Glutatyon diizeylerini artirmasi: o-LA, hiicrelerde baslica antioksidan olan

glutatyon tiretimini stimiile etmektedir (21).

Diger antioksidanlarla etkilesimi: o-LA; Vitamin C (95), Vitamin E (143),
glutatyon (21) ve koenzim Q (75)’u da kapsayan cesitli antioksidanlar1 aktif

durumlarina doniistiiriip yeniden olusturma yetenegine sahiptir (123,124,178).

Vitamin E
{toloferol) DHLA

TThiserricuinone
TThicquinol 43

ROO CVit.C radilcali )
Vit.

dutatvon disiilid
Glutatyon 43

Vit. E radikali a-LA
(tokoferolesd radiali)

Sekil 5. Lipoik asidin diger antioksidanlarla etkilesimi.

Serbest metal iyonlariyla selat yapmasi: o-LA; gecis metal iyonlariyla selat
yapma yetenegine sahiptir. Arsenik, kadmiyum, kursun, civa gibi toksik
metallerle ¢6ziinmeyen kompleksler olusturdugu ortaya konulmustur. o-LA ve
DHLAnin selasyon yaptigi gecis metalleri: Pb*>, Cu**, Zn*>, Mn*?, Cd*,

Co*?, Hg*?, Fe"/Fe*?, Ni*? (15,126,131).
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7. Serbest radikalleri notralize etmesi: o-LA ve DHLA; OH', O, , LOO , NO "
ve HOCI’yi iceren cesitli radikallere karsi antioksidan olarak rol oynarlar.
Ayrica 102 ve H,0; ile de etkilesime girdikleri bilinmektedir (15,124). DHLA
mitkemmel bir indirgeyici ajandir ve serbest radikale bagli patolojilere karsi

insanlardaki antioksidan defanslar artiric1 potansiyele sahiptir (76).

Tablo 6. o-LA ve DHLA’nin notralize ettigi radikaller.

-LA f DHLA tarafindan
Radikaller o-LA tarafindan

toplananlar toplananlar
Siiperoksit radikali (O, ) - +
Hidroksil radikal (OH ") + +
Hidrojen peroksit (H20,) + +
Singlet oksijen ('O,) + +
Peroksinitrit (ONOO") + +
Peroksil radikal (CCI30,) + +
Nitrik oksit radikali (NO") + +
Hipoklordz asit (HOCI) + +
Lipid peroksil radikali (LOO) - +

8. Normal gen ekspresyonunu artirmasi

9. Bir¢ok hastalikta teropotik olarak kullamlabilme potansiyeline sahip olmast:
o-LA’nin; klinik olarak mantar zehirlenmesi ve metal toksisitesinin
tedavisinde kullanilmanin yami sira; yukarida bahsedilen onemli etkileri ile
iskemi-reperfiizyon hasari, diabet, katarakt olusumu, HIV aktivasyonu,
norodejenerasyon ve radyasyon hasar1 gibi gesitli oksidatif stres modellerinde

yararli oldugu ortaya konulmustur (126).
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3.5. AMAC

Serbest radikal iiretimi ve ¢esitli mekanizmalar yoluyla vaskuler ve
kardiovaskuler hastaliklarla iligkili bulunan hiperhomosisteineminin ¢esitli zararl
etkilerinin, serbest radikalleri temizleyen ve oldukca kuvvetli “ideal” bir
antioksidan olarak diisiiniilen o-lipoik asit tarafindan ne yonde etkilenecegi
konusunda bu giine kadar hi¢ ¢alisma yapilmamistir. Bu tez caligmasinda kronik
hiperhomosisteinemi olusturulan ratlarda Hcy’nin oksidan-antioksidan sistemler
tizerinde nasil etki gosterdigi ve «-LA’in bu etkiler iizerinde ne sekilde
degisiklikler yapacaginin aragtirilmast amag¢lanmigtir.

Oksidan-antioksidan sistemin ne yonde etkilendiginin degerlendirilmesi
amaciyla calismamizda hiperhomosisteinemi olusturulan ve hiperhomosisteinemi
ile birlikte lipoik asit uygulanan ratlarda plazma ve dokularda lipid
peroksidasyonun gostergesi olarak MDA diizeyleri ile eritrosit ve dokularda SOD,
CAT ve GSH-Px antioksidan enzim aktiviteleri Sl¢iilecektir. Ayrica lipoik asit ile
de etkilesime giren Vitamin E ve Vitamin C ile yine antioksidan &zellige sahip
Vitamin A diizeyleri de degerlendirilecektir. Bununla birlikte; homosistein
metabolizmasina katilan folik asit, Vitamin Bj, ve Vitamin Bg diizeyleri de
incelenecektir. Lipid parametrelerinin homosistein ve lipoik asitten ne yonde
etkileneceginin arastirlmasi da c¢alismanin diger bir amacidir. Biitiin bu
biyokimyasal parametrelerin disinda; Ozellikle homosisteinin damar yapisinda
meydana getirecegi muhtemel hasarlarin arastirilmasi i¢in ratlardan alinan aort
orneklerinin histopatolojik incelemesi yapilacak; ve yine lipoik asidin damar
hasari iizerine olumlu etkiler gosterip gostermedigi degerlendirilecektir.

Biitiin bu degerlendirmelerin 1s18inda calismamiz; cesitli oksidatif stres
modellerinde yararlhi oldugu gosterilen, yaklasik son 10 yildir basta Almanya
olmak iizere cesitli iilkelerde diabetik polindropati gibi bazi bozukluklarin
tedavisinde kullanilan ve herhangi bir yan etkisi saptanmayan kuvvetli
antioksidan o-lipoik asidin ateroskleroz ve kardiovaskuler hastaliklarda suplement

tarzinda kullanilip kullanilamayacagi konusunda da bir fikir verecektir.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. GEREC

4.1.1. Deney Hayvanlari

Bu calismada Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar
Birimi’nden (FUTDAM) temin edilen 200-250 gr. agirhginda 45 adet Wistar
albino cinsi erkek rat kullanild1 ve ¢alisma FUTDAM’da gerceklestirildi. Ratlar
standart sartlarda (sabit 151 ve havalandirmali odalarda; 12 saat giin 15181 ve 12 saat
karanlik olmak iizere) 5’erli gruplar halinde 6zel kafeslerde bekletildi. Ratlarin
beslenmesinde Elazig Yem Fabrikasindan temin edilen 8 mm’lik rat pellet yemleri
kullanildi. Ratlarin beslenmesinde kullanilan yemin bilesimi Tablo 7°de

verilmistir.

Tablo 7. Ratlara verilen yemin bilesimi.

Yem Bilesimi

Su (en cok) % 12
Ham protein (en az) % 24
Ham seliiloz (en ¢ok) % 7
Ham kiil (en ¢ok) % 8
HCI’de ¢oziinmeyen kiil (en cok) % 2
NaCl (en ¢ok) % 1
Mineral Karmasi * % 1.25
Vitamin Karmas ** %1.25
Metabolik enerji 2650 kcal/kg
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*  Mineral Karmasi: Kalsiyum (% 1.0-2.8), Fosfor (% 0.9), Sodyum (%0.5-0.7),
Mangan (10 mg/kg), Cinko (4 mg/kg).
*#% Vitamin Karmasi: Vitamin A (300 IU/kg), Vit. D3 (1000 IU/kg), Vit. E (60

mg/kg), Vit. B, (4 mg/kg).

Deney hayvanlarinin se¢imi ve yapilan uygulamalar sirasinda F.U. Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu (05.09.2002 / Toplanti: 7; Karar No: 1) onayr alinarak;
caligma standart deneysel hayvan calismalar1 etik kurallarina uygun olarak

yapildi. Deney siiresi 6 hafta olarak belirlendi.

Ratlar esit sayida 3 gruba ayrildi:
Grup 1 (Kontrol grubu; n=15); Diger gruplarda olusan enjeksiyon stresini

karsilamak i¢in, 6 hafta intraperitonal olarak 1 ml/kg serum fizyolojik uygulandi.

Grup 2 (hHcy grubu; n=15); Alt1 hafta boyunca i¢me sularia 1 g/kg/giin
dozda L-metiyonin (Merck, Germany) katilarak kronik hiperhomosisteinemi

olusturuldu (165) ve intraperitonal olarak 1 ml/kg serum fizyolojik uygulandi.

Grup 3 (hHcy+LA grubu; n=15); Alt1 haftalik deney siiresince igme suyu
ile 1 g/kg/giin dozda L-metiyonine ilaveten 100 mg/kg dozda o-Lipoik asit

intraperitonal olarak uygulandi (5,150).

o-LA’min _hazirlanmasi;, o-LA (MP Biomedicals Inc., Germany) %0.5

NaOH iceren serum fizyolojikte ¢ozdiiriiliip, HCl ile pH:7.4’e ayarlandi (5).
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4.1.2. Orneklerin Ahnmasi ve Hazirlanmasi

Alt1 hafta sonunda ratlar dekapite edilerek oldiiriildii. Yapilacak analizler
icin uygun olacak sekilde Heparinli, EDTA’l1 ve diiz biyokimya tiiplerine kan
ornekleri alindi. Alinan kanlar 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek (Heraeus
Biofuge Stratos; Kendo Laboratory Products, Osterode-Germany) serum ve
plazmalart ayrildi. Calismada bir¢cok parametreye bakilacagi igin, elde edilen
serum ve plazmalar kiigciik porsiyonlar halinde polipropilen tiiplere konuldu.
EDTA’ tiiplere alinan kanlarin plazmalar1 ayrildiktan sonra geriye kalan kistm %
0.9’luk NaCl ile 4 kez yikanarak, her yikamadan sonra eritrosit siispansiyonu
3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve eritrosit paketleri olusturuldu.
Homosistein ve MDA diizeylerinin 6l¢iimii i¢in ayrilan plazmalar, antioksidan
enzim aktivitelerinin (eritrosit GSH-Px, SOD, CAT) olciimii i¢in hazirlanan
eritrositler ve biyokimyasal parametreler icin kullanilacak serum Ornekleri
analizler yapilana kadar -20°C’de saklandi.

Hayvanlardan doku ornekleri (karaciger, kalp, bobrek, beyin) alinarak MDA
diizeyleri ile SOD, CAT ve GSH-Px aktivite dl¢iimleri icin -20°C’de saklandi.
Hayvanlardan ayrica aort Ornekleri de alindi ve histopatolojik inceleme igin
%10’1uk formol icerisinde patoloji laboratuarina génderildi.

Hemolizat, homojenat hazirlanmasi ve kullanilan numuneler O6lgiilen
parametreler i¢in farkli oldugundan; orneklerin hazirlanisi her parametrenin

yontem kisminda ayrintili olarak anlatilmistir.

4.1.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler
Calismamizda kullanilan biitiin kimyasal maddeler analitik saflikta olup,
Merck (Germany), Sigma-Aldrich (ABD) ve MP Biomedicals (Germany)

firmalarindan temin edilmistir.
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4.2. YONTEMLER

4.2.1. Plazma Homosistein Diizeylerinin Ol¢iimii

Homosistein diizeyleri EDTA’I plazmada HPLC (Yiiksek Performansh
Likit Kromatografisi) yontemi ile ClinRep marka ticari kitler (Recipe Chemicals
Instruments GmbH, Germany) kullamilarak olgiildii. HPLC’de Shimadzu RF-

10Ax; fluoresans dedektor (Shimadzu Co., Japan) kullanildi ve eksitasyon 385

nm’de, emissiyon 515 nm’de uygulandi. Kolon sicakligir 30°C olarak ayarlandi ve
ticari kitin 6zel C8 kolonu kullanildi. Bu caligmada akis hiz1 1 ml/dk, injeksiyon

hacmi 20 pl ve caligma siiresi 10 dakika alinarak ol¢iim yapild.

4.2.2. Plazma Malondialdehid (MDA) Diizeylerinin Olciimii

Lipid peroksidasyonun son iiriinii olan malondialdehid (MDA) tayini, Satoh
(141) ve Yagi (180)’den modifiye edilen bir yontemle spektrofotometrik olarak
Techcomp 8500 II uv-vis (Techcomp Ltd., China) spektrofotometresi kullanilarak
yapildi.

Prensip: Plazmada bulunan ve lipid peroksidasyonunun sekonder iiriinii
olan MDA, aerobik sartlarda, pH’nin 3.4 oldugu bir ortamda tiyobarbiitirik asit
(TBA) ile 95°C’de inkubasyonu sonucu pembe renkli bir kompleks olusturur.
Olusan bu rengin 532 nm’de spektrofotometrik 6l¢iimii ile MDA miktar saptanir.

Aviraclar:

1- N/12’lik H,SO4

2- %10’ luk fosfotungustik asit (PTA)

3- Tiyobarbiitirik asit (TBA) ayract:

Esit hacim %0.67 TBA ile glasiyel asetik asit karistirilir.

4- n-Biitanol

5- Standart (1,1,3,3 tetraetoksipropan)

Standart Egri Cizimi:

Stok standarttan 10 pl alimp 100 ml’ye tamamlanarak, konsantrasyonu 40

mmol/L olan giinliik stok standart hazirlandi. Bu stok standarttan belli oranlarda
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diliisyonlar yapilarak 2, 4, 8, 10, 20 nmol/ml konsantrasyonlarda calisma

standartlar1 hazirlandi. Hazirlanan standartlar tiiplere su sekilde ilave edildi:

Kor Std 1 Std 2 Std 3 Std 4 Std 5
Distile su (ml) 4 3 3 3 3 3
TBA Ayiraci (ml) 1 1 1 1 1 1
Standart (ml) - 1 1 1 1 1

2nmol/ml 4nmol/ml 8nmol/ml 10nmol/ml 20nmol/ml

Tiipler iyice karistirildi. Uzerlerine cam bilye konularak 95C°de 60 dakika
kaynar su banyosunda kaynatildiktan sonra sogutuldu ve her tiipe 3 ml. n-butanol
ilave edildi. Daha sonra vortekslenen tiipler 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Biitiin standartlarin n-Biitanol fazi 532 nm’de kore karsi okundu ve bu
standartlardan egri ¢izimi yapildi. Daha sonra caligilan tiim 6rnekler igin bu egri
kullanilarak MDA diizeyleri belirlendi. Olgiilen plazma MDA diizeyleri nmol/ml
olarak ifade edildi.

0,6

04

0,2 1

Absorbans (532 nm)

0 T T T T T
0 2 4 6 8 10

Standart (nmol/ml)

Sekil 6. MDA Standart Grafigi.
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Yontem:

Ornek caligmast icin ayiraglar tiiplere su sekilde konuldu:

Kor Standart Ornek
Plazma (ml) - - 0.3
N/12 H,SO4 (ml) - - 4
%10 PTA (ml) - - 0.5

Tiipler iyice kanstirildi, oda sicaklifinda 5 dakika bekletildikten sonra 3000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildi, altta kalan presipitat
alindi, tizerine 3 ml distile su konularak vortekslendi ve iyice homojenize edildi.

Daha sonra tekrar 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve yine presipitat alindi.

Kor Standart Ornek
Distile su (ml) 4 3 4
TBA ayiraci (ml) 1 1 1
Standart (ml) - 1 -

Tiipler vortekslendi ve iizerlerine cam bilye konularak 95C°’de 60 dakika
kaynar su banyosunda inkiibasyona birakildi. Soguk su altinda sogutulan tiiplere 3
ml n-Biitanol eklenerek vortekslendi. Tiipler tekrar 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildikten sonra iistteki organik faz aliarak 532 nm’de kore karsi
absorbanslar1 okundu.

Hesaplama:

532 nm’de okunan Ornek absorbanslar1 (OD), standart degerleri kullanilarak

asagidaki formiil yardimiyla degerlendirildi:

MDA (nmol/ml) = Ornek O.D « Std. Konsantrasyonu
Std. O.D
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4.2.3. Doku MDA Diizeylerinin Olciimii

Doku MDA diizeylerinin tayini Ohkawa ve ark. (120)’dan modifiye edilen
bir yontemle spektrofotometrik olarak yapildi

Prensip: Doku MDA tayini; aerobik sartlar alinda ve pH:3.5’te, doku
homojenatinin kaynar su banyosunda 1 saat inkubasyonu sonucu, lipid
peroksidasyonunun sekonder iiriinii olan MDA’ ’nin TBA ile olusturdugu pembe
renkli kompleksin 532 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢timii esasina dayanir.

Homojenat hazirlanmasu:

Derin dondurucudan ¢ikarilan dokularin tartimi yapildi ve sogukluklari
muhafaza edilerek cam tiiplere aktarildi. Dokularin iizerine 1/10 oraninda
diliisyon olacak sekilde soguk Tris-HCI tamponu (0.2 M, pH:7.4) eklendi. Daha
sonra dokular yine sogukluklart muhafaza edilerek, Ultra Turrax T25 Basic (IKA
Labortechnik, Germany) homojenizatoriinde 16.000 devir/dakika hizda 3 dakika
siireyle homojenize edildi. Hazirlanan bu homojenatlarda MDA ve protein tayini

yapildi.

Avyiraclar:

1- % 8.1’lik Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
2- % 20’lik Glasiyel Asetik Asit

3- % 0.8 Tiyobarbitiirik asit (TBA)

4- n-Biitanol / Piridin (15/1, v/v)

5- Standart (1,1,3,3 tetraetoksipropan)

Stok standarttan giinliik standart diliie edilerek degisik derisimler hazirlanir
ve standart calismasi yapilarak egri ¢izilir. Bu egriden faydalanilarak sonuglar

hesaplanir.
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Yontem:

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Standart (4.4 nmol/ml) - 0.2 -
Homojenat - - 0.2
SDS 0.2 0.2 0.2
Asetik Asit 1.5 1.5 1.5
TBA Ayiraci 1.5 1.5 1.5
Saf su 0.8 0.6 0.6

95C?de 1 saat inkiibe edildikten sonra soguk su altinda sogutuldu. Tiiplere:

Kor (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Saf su 1 1 1
n-Biitanol / Piridin 5 5 5

[lave edilerek iyice karistirildi. Daha sonra 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra iistteki organik faz alinarak 532 nm’de kore karsi standart ve

ornek absorbanslar 6l¢iildii.

Hesaplama:

532 nm’de okunan 6rnek absorbanslar1 (OD), standart degerleri kullanilarak

asagidaki formiil yardimiyla degerlendirildi:

MDA (nmol/gr yas doku) = Ornek O.D  Std. Konsantrasyonu
Std. O.D

63



4.2.4. Doku ve Eritrosit Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi (")l(;iimii

SOD, oksidatif enerji iretimi sirasinda olusan toksik siiperoksit
radikallerinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dismutasyonunu hizlandirir.
Eritrosit SOD enzim aktivitesi Sun ve ark. (158) metodu ile Durak ve ark.’nin
(38) modifikasyona gore ol¢iildii.

Prensip: Bu yontemde SOD aktivitesi, ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile
tiretilen siiperoksitin nitroblue tetrazoliumu (NBT) indirgenmesi esasina
dayanmaktadir. Olusan siiperoksit radikallerinin NBT’yi indirgemesi ile olusan
renkli formazon spektrofotometrik olarak olciiliir. Bu kompleks 560 nm’de
maksimum absorbans verir. Enzimin olmadigi ortamlarda indirgenme meydana
gelerek mavi-mor renk olugmaktadir. Ortamda SOD bulundugunda ise indirgenme
olmay1p mavi-mor renk olusmaz ve enzim aktivitesine bagh olarak daha acik bir
renk olusur.

Homojenat hazirlanmasi:

Derin dondurucudan ¢ikarilan dokularin tartimi yapildi ve sogukluklari
muhafaza edilerek cam tiiplere aktarildi. Dokularin iizerine 1/10 oraninda
diliisyon olacak sekilde soguk Tris-HCI tamponu (0.2 M, pH:7.4) eklendi. Daha
sonra dokular yine sogukluklart muhafaza edilerek, Ultra Turrax T25 Basic (IKA
Labortechnik, Germany) homojenizatoriinde 16.000 devir/dakika hizda 3 dakika
siireyle homojenize edildi. Elde edilen homojenat +4°C sogutmali santrifiijde 45
dakika siireyle 3500 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant elde edildi. Ayrilan
siipernatantlar 1/1 (v/v) oraninda kloroform/etanol (3/5, v/v) ile vortekslenip
tekrar sogutmali santrifiijde 45 dakika siireyle 3500 rpm’de santrifiij edildi. Ustte

olusan etanol fazinda SOD enzim aktivitesi ve protein dl¢timii yapildi.
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Aviraclar:
1- Assay Reaktifi:

- 200 ml. 0.3 mM ksantin;
- 100 ml. 150 uM Nitroblue tetrazoliumu (NBT);
- 100 ml. 0.6 mM Na,EDTA;
- 30 ml. 1 g/ bovin serum albumin (BSA),
- 60 ml. 400 mmol/L Na,CO3).
Toplam hacim 490 ml olacak sekilde biitiin ¢ozeltiler karistirilarak beyaz
acik saman sarisi renkte assay reaktifi hazirlanir.
2- Ksantin oksidaz (167 U/L)

3- CuCl; (0.8 mM)

Yontem:
Kor (ml) Ornek (ml)
Assay reaktifi 2.85 2.85
Ornek (hemolizat/extrakt) - 0.1
Distile su 0.1 -
Ksantin oksidaz 0.05 0.05

Tiipler vortekslenerek 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra:

CuClz 1 1

Eklenerek reaksiyon durduruldu. Daha sonra spektrofotometrede 560 nm’de
assay reaktifi ile sifirlanarak kor ve test tiiplerinin absorbanslan kaydedildi.

Hesaplama:

Enzimin % inhibisyonu = [Absorbans ks (K) - Absorbans¢me(O)]/ K x 100

Bir SOD iinitesi; NBT rediiksiyonunu %350 oraninda inhibe eden enzim

aktivitesidir. Sonuclar U/gr Hb ve U/mg protein olarak ifade edildi.

65



4.2.5.Doku ve Eritrosit Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) AKktivite (")l(;iimii

GSH-Px, rediikte glutatyonu kullanarak HO;’nin suya doniisiimiinii
katalizleyen bir enzimdir. GSH-Px aktivitesi Paglia de Valentine (127) metodu ile
olciildii.

Prensip: GSH-Px, H,0, varliginda rediikte glutatyonun (GSH) okside
glutatyona (GSSG) doniismesini katalize eder. H,O,’nin bulundugu ortamda
GSH-Px’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimiyla tekrar
GSH’a doniistiiriilirt.  GSH-Px  aktivitesi, deney ortamindaki NADPH’1n
NADP"’ya ¢evrilmesi ile optik dansitede meydana gelen absorbans farkinin 340
nm’de spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi ile hesaplanir.

Hemolizat hazirlanmasi:

EDTA’L tiiplere alinan kan ornekleri 3 defa soguk % 0.9’luk NaCl ile
yikandi. Olusan eritrosit siispansiyonundan 0.1 ml alinip 0.4 ml soguk distile su
eklenerek lizat elde edildi. Eritrositlerin tamamen parcalanmasi icin 10 dakika
dondurucuda bekletildi. Bu karistmin 0.1 ml’sine igerisinde 0.005 M EDTA
bulunan pH:7’de 0.05 M fosfat tamponundan 2.58 ml eklenerek enzim kaynagi
hazirlandu.

Homojenat hazirlanmasi:

Derin dondurucudan c¢ikarilan dokularin tartimi yapildi ve sogukluklar
muhafaza edilerek cam tiiplere aktarildi. Dokularin iizerine 1/10 oraninda
diliisyon olacak sekilde soguk Tris-HCI tamponu (0.2 M, pH:7.4) eklendi. Daha
sonra dokular yine sogukluklart muhafaza edilerek, Ultra Turrax T25 Basic (IKA
Labortechnik, Germany) homojenizatoriinde 16.000 devir/dakika hizda 3 dakika

siireyle homojenize edildi. Elde edilen homojenat +4°C sogutmali santrifiijde 45
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dakika siireyle 3500 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant elde edildi. Ayrilan
siipernatantlarda GSH-Px enzim aktivitesi ve protein dl¢iimii yapildi.
Aviraclar:
1- EDTA’h Fosfat Tamponu (50 mM, pH: 7.5)
(600 ml, 50 mM Na,HPO;, ile; 400 ml 50 mM KH,PO, kanstirilir; 2.08 g
Na,EDTA eklenir.)
2- GSH (150 mM)
3- NADPH (10 mM)
4- GSH Rediiktaz (1 U/10uL)
5- NaN; (1M Sodyum azid)

6- H,0; cozeltisi (2 mM)

Yontem:
Ornek (ml) Kor (ml)

EDTA’h Fosfat Tamponu 2.65 2.67
GSH 0.10 0.10
NADPH 0.10 0.10
GSH Rediiktaz 0.01 0.01
NaN; 0.01 0.01
Ornek (hemolizat/extrakt) 0.02 -

Test tiipleri iyice kanistirildi ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.
Siirenin sonunda her tiipe 0.100 ml H,O, ¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyon
baslatildi. Dalga boyu 340 nm’ye ayarlanmis spektrofotometrede numunelerin

absorbans azalmalar1 5 dakika boyunca 15 saniyede bir kaydedildi. Ik absorbans
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degerinden son absorbans degeri ¢ikartilarak 5 dakikalik net degisim tespit edildi

ve bu deger 5’e boliinerek dakikadaki absorbans degisimi bulundu.

Hesaplama:

U/L (mikromol/min/L) = A A/t x Vt x 10°
EXx Vs x1

E : NADP’nin ekstinksiyon sabiti (6.22 x 10%
Vt  : Total reaksiyon hacmi (ml)

Vs : Total hacim icindeki numune hacmi (ml)

! : Kiivet ¢ap1 (1 cm)

A A/t : Dakikadaki absorbans degisimi

10° : Molii mikromole cevirim faktorii

UL = AAkx3x10° = AA/5dkx3x10°
6.22x10°x0.02x1 124.44

Elde edilen Unite degeri hemoglobine béliinerek spesifik aktivitesi elde
edildi.

U/grHb = _U/L
Hb (gr/dl)

4.2.6. Doku ve Eritrosit Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Olciimii

Katalaz, katalitik aktivitesiyle H,O,’yi dekompoze ederek su ve oksijene
dontistirmektedir. Katalaz enzim aktivitesi Aebi (1) metodu ile ol¢iildii.

Prensip: Hidrojen peroksit, 240 nm dalga boyunda maksimum absorbans
gostermektedir. Deney ortamina ilave edilen H,O,’ nin katalaz enzimi tarafindan
parcalanmasi, ultraviyole spektrumda bir absorbans azalmasi olarak takip edilir.

Absorbansta goriilen bu azalma enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.
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Hemolizat ve homojenat hazirlanmasi: CAT aktivitesi Ol¢iimil i¢in eritrosit
ve doku ornekleri GSH-Px enzim aktivitesi 6l¢limiindeki gibi hazirlanir. Aradaki

tek fark, hemolizat hazirlanirken, lizatin 5 kat daha sulandirilmasidir.

Ayiraclar:

1- Fosfat Tamponu (50 mM, pH:7)
(600 ml, 50 mM Na,HPO, ile; 400 ml 50 mM KH,PO, karistirilir)
2- Hy0; (%30’luk) : 100 ml tampona, optik dansite 0.50 oluncaya kadar azar

azar ilave edilir. Her defasinda optik dansite okunur.

Yontem:

Kor (ml) Ornek (ml)
Fosfat tamponu 3 -
H,0, - 1
Ornek (hemolizat/extrakt) - 2

Numune ilavesi ile 240 nm dalga boyundaki absorbans azalmasi her 15
saniyede bir olmak iizere 2 dakika siire ile kaydedildi. Hesaplamada 1 dakikalik

lineer absorbans azalmasinin degerleri esas alindi.

Hesaplama:

k/sec =k x sec' = 2.31 log OD1/OD2
30 sn

k/grHb= k xsec”
gr Hb

Dokular i¢in sonuglar k/gr protein olarak hesaplandi.
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4.2.7. Eritrosit Rediikte Glutatyon (GSH) Olgiimii

Prensip: Eritrositlerin biitiin nonprotein siilfidril gruplar1 GSH seklinde

bulunur. 5,5’-ditiyo-bis[2-nitrobenzoik asit] (DTNB), siilfidril bilesikleri

tarafindan rediikte edilerek bir disiilfit bilesigi olan sar1 renkli kompleks olusturur.

Bu sart renkli bilesigin optik dansitesi 412 nm dalga boyunda olgiilerek GSH

aktivitesi saptanir (14).

Aviraclar:

Presipitasyon ¢ozeltisi:

Glasiyel metafosforik asit: 1.67 gr.
Disodyum EDTA: 0.2 gr.

NacCl: 30 gr.

100 ml. Distile su icerisinde ¢oziiliir.
0.3 M Na,HPO,

DTNB c¢ozeltisi:

20 mg DTNB; 100 ml % 1’lik sodyum sitrat i¢erisinde hazirlanir.

Hemolizat hazirlanmasu:

Hemolizat; iki mililitre distile suya 200 pl EDTA’lh tam kan eklenerek

hazirlandi. Hemolizatlarin hemoglobin degerleri Drabkin yontemiyle belirlendi.

Yontem:

Ornek (ml) Kor (ml)
Hemolizat 2 -
Su - 2
Coktiiriicii 3 3
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Ornekler 5 dakika bekletildi. Daha sonra karigim filtre kagidindan siiziildii.

Ornek (ml) Kor (ml)
Siiziintii (filtrat) 2 2
N azHPO4 8 8

Absorbanslar 412 nm’de kore karsi okundu (ODy). Daha sonra her tiipe:

DTNB 1 1

Ilave edilerek; 412 nm’de kore karst okundu (OD,). Tiiplere eklendikten 5
dakika sonra DTNB ayiracinin rengi solmaya baslar. Bu nedenle 30 dakikadan

daha kisa bir siire i¢inde tiim okumalar yapilmalidir.

Hesaplama:

GSH ile DTNB etkilesimi sirasinda olusan sar1 rengin molar ekstinksiyon
katsayis1 13600°diir. Ancak, 6 nm’den biiyiikk eni olan bant kullanilirsa daha
kiigiik bir ekstinksiyon katsayisi elde edilmektedir. Hem 151k yolu hem de bant
genigligi farklarim diizelten bir tiirev ekstinksiyon katsayisi kullanilmakta ve E;

olarak ifade edilmektedir.

D1
D2

E| =

D1 = 1 em’lik kiivette, dar bir aralig1 olan spektrofotometredeki okuma degeri.
D2 = Ayni 6rnegin kalibrasyonu dnceden yapilmis bir sistemdeki okuma degeri.

Glutatyon derisimi:

(ODz-ODl) X E; X 101

C (umol/gr Hb) =
Hb (g/dl)
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4.2.8. Hemoglobin Olciimii

Prensip: Hemoglobin miktar1 Drabkin yontemiyle olciildii. Bu yontemde
ferrisiyaniir hemoglobindeki demiri oksitler; iki degerlikli demiri ii¢ degerlikli
demire cevirerek methemoglobine doniismesini saglar. Bunu takiben potasyum
siyanid ile kararli bir pigment olan siyan methemoglobin meydana gelir. Olusan
siyanmethemoglobinin absorbansi spektrofotometrik olarak 546 nm’de okunur
(43).

Aviraclar:

1- Drabkin ¢ozeltisi:

50 mg KCN; 200 mg KsFe(CN)g; 1 gr NaHCO;

Distile su ile 1 litreye tamamlanir. Hazirlanan bu ¢ozelti renkli sisede ve oda

1s1sinda 1 yil siireyle sakalanabilir.

2- Hemoglobin Standardi: 18 gr/dl.

Yontem:
Kor (ml)  Standart (ml)  Ornek (ml)
Drabkin c¢ozeltisi 5.0 5.0 5.0
Hemoglobin standardi - 0.02 -
Hemolizat - - 0.02
Distile su 0.02 - -

Tiipler iyice karistirildi ve oda 1sisinda 20 dakika bekletildikten sonra 546
nm’de kore karsi absorbanslar1 okundu.

Ornek Absorbansi
Hesaplama: Hemoglobin (g/dl) = % Standart Kons.

Standart Absorbansi (18 g/dl)

72



4.2.9. Doku Protein Olciimii

Prensip: Homojenatlardaki protein miktar1 Lowry (94) yoOntemine gore
olgiildii. Alkali bakir ayiracindaki Cu™ peptid baglari ile kompleks yapmaktadir.
Her 7 veya 8 aminoasit artig1 1 atom bakir baglamaktadir. Folin-Fenol ayiraci,
bakir ile muamele edilmis karisima ilave edildiginde mor-mavi bir renk sekillenir.

Olusan bu renk 650 nm’de okunur.

Aviraclar:
1- Alkali Bakir Ayiraci:

10 gr Nay,COs; 0.1 gr potasyum tartarat; 0.05 gr. Bakar siilfat

0.5 N NaOH iginde c¢oziinerek 100 ml’ye tamamlandi.

Bu ¢ozelti oda 1s1sinda 30 giin dayaniklidir.
2- Fenol Ayiraci:

3.75 ml 2 N Folin-Ciocalteu-Fenol ayiraci, 63.75 ml distile suya ilave edilir.
3- Protein Standardi: 150 pg/ml (Bovine serum albumin -BSA- ile hazirland1)

4- Sulandirilarak okuma sinirlar igerisine getirilmis 6rnek.

Yontem:
Kor (ml)  Standart (ml)  Ornek (ml)
Alkali Bakir Ayiraci 1.0 1.0 1.0
Giinliik Protein Standardi - 1.0 -
Ornek - - 1.0
Distile su 1.0 - -

Tiipler iyice karistirilir, hi¢ oynatmadan 10 dakika oda 1s1sinda bekletilir.

Fenol Ayiraci 4.0 4.0 4.0
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Tiipler iyice karistirildiktan sonra 55 °C’de 5 dakika bekletildi. inkiibasyon
sonucunda hemen sogutuldu. Daha sonra standart ve Ornek tiiplerinin

absorbanslar1 650 nm’de kore karsi okundu.

Ornek Absorbansi
Hesaplama: Doku proteini (Lg/ml) = % Standart Kons.

Standart Absorbansi (150 pg/ml)

0.8 1

0,6

04

Absorbans (650 nm)

0.2 1

0 I I I I I 1
0 50 100 150 200 250 300
Protein Standard (pg/ml)

Sekil 7. Protein Standart Grafigi.

4.2.10. Vitamin A ve E Diizeylerinin Olciimii
Vitamin A ve E diizeyleri EDTA’l1 plazmada HPLC yontemi ile, ClinRep

marka ticari kitler (Recipe Chemicals Instruments GmbH, Germany) kullanilarak

olctildii. HPLC’de SPD-10Ayp uv-vis dedektor (Shimadzu Co., Japan) kullanildi.
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325 nm’de (Vitamin A) ve 3 dakika sonra 295 nm’de (Vitamin E) 6l¢iimii yapildi.
Kolon sicakligi 30°C olarak ayarlandi ve ticari kitin 6zel C8 kolonu kullanildi. Bu
calismada akis hiz1 1 ml/dk, injeksiyon hacmi 20 pl ve ¢alisma siiresi 10 dakika

almarak olctim yapilda.

4.2.11. Vitamin C Diizeylerinin Olciimii

Vitamin C diizeyleri Li-Heparinli plazmada HPLC yontemi ile,
Immundiagnostik marka kitler (Immundiagnostik AG, Germany) kullanilarak
Olctildii. Vitamin C diizeylerinin 6l¢iimii i¢in ayrilan plazmalar dondurulmadan

taze olarak ve 6 saat igerisinde calisildi. HPLC’de Shimadzu SPD-10Ayp uv-vis

dedektor (Shimadzu Co., Japan) kullanildi ve 264 nm’de 6l¢tim yapildi. Kolon
sicakligt 30°C olarak ayarlandi ve ticari kitin 6zel C8 kolonu kullanildi. Bu
calismada akig hiz1 1 ml/dk, injeksiyon hacmi 20 pl ve ¢alisma siiresi 10 dakika

almarak ol¢tim yapilda.

4.2.12. Vitamin B¢ Diizeylerinin Ol¢iimii
Vitamin B¢ (pridoksal 5-fosfat) diizeyleri EDTA’l1 plazmada HPLC yo6ntemi
ile, ClinRep marka kitler (Recipe Chemicals Instruments GmbH, Germany)

kullanilarak ol¢iildii. HPLC’de Shimadzu RF-10Ayx; fluoresans dedektor

(Shimadzu Co., Japan) kullanildi ve eksitasyon 370 nm’de, emissiyon 470 nm’de
uygulandi. Kolon sicakligi 25°C olarak ayarlandi ve ticari kitin 6zel C8 kolonu
kullanildi. Bu calismada akis hizi 1 ml/dk, injeksiyon hacmi 50 pl ve calisma

siiresi 10 dakika alinarak 6l¢iim yapildi.
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4.2.13. Vitamin B, ve Folik Asit Diizeylerinin (")l(;iimii
Serum Vitamin By, ve folik asit diizeyleri Roche Elecsys E170 (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim-Germany) hormon analizériinde kemiluminesans

yontem kullanilarak ol¢iildii.

4.2.14. Lipid Parametrelerinin Olciimii

Serumda Total Kolesterol, HDL-Kolesterol, LDL-Kolesterol, Trigliserid
diizeyleri Olympus AU 600 (Olympus Optical Co. Ltd, Tokyo-Japan)
otoanalizoriinde Olympus marka ticari kitler kullanilarak 6l¢iildii. VLDL-

Kolesterol diizeyleri ise yine ayni otoanalizorde hesaplama ile elde edildi.

4.2.15. Dokularin Histopatolojik Incelenmesi

Ratlardan alman doku oOrnekleri (aort) %10’luk formolde tespit edildi.
Dokular rutin takip islemi sonrasi parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan
alman 4 pm kalinhigindaki kesitler Hematoksilen-Eozin (H-E), Verhoeff elastik
boyasi ve Mason Tricrom ile boyanarak 1sik mikroskobunda incelendi (Olympus

Bx50) ve fotograflandi.

4.2.16. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel degerlendirmeler, SPSS for Windows 10.0 paket programi
kullanilarak yapildi. Gruplar arasinda parametrelerin karsilastiritlmasinda One-way
ANOVA (tek yonlii varyans analizi) ve Post hoc Tukey testi kullanildi.
Parametreler arasindaki korelasyonun saptanmasinda Pearson’s korelasyon
analizinden yararlanildi. Sonuclar ortalama * standart sapma olarak ifade edildi ve

p < 0.05 degerleri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

76



S. BULGULAR

5.1. Biyokimyasal Parametreler

5.1.1. Plazma Homosistein Diizeyleri

Homosistein diizeyleri Grup 2’de (19.35£5.86 umol/L); Grup 1 (6.58 + 0.84
wmol/L) ve Grup 3’e (8.59+1.41 umol/L) gore anlamhi sekilde yiiksek tespit edildi
(p<0.001). Grup 1 ile Grup 3’e ait homosistein diizeyleri arasindaki fark ise
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).

Gruplara ait plazma homosistein diizeyleri Sekil 8’de verilmistir.

30 -

20 A

10 A

Plazma Hcy diizeyi (mikromol/L)

Grup 1 Grup 2 Grup 3
(kontrol) (hHcy) (hHecy+LA)

Sekil 8. Gruplara ait plazma homosistein diizeyleri.
*: p<0.001; Grup 2 ile Grupl; Grup 2 ile Grup 3 karsilagtirildiginda.
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5.1.2. Plazma MDA Diizeyleri

Grup 2’de (1.2814£0.133 nmol/mL) plazma MDA diizeylerinin Grup 1
(0.917£0.132 nmol/mL) ve Grup 3’e (0.954+0.080 nmol/mL) gore anlamh sekilde
yiikksek oldugu tespit edildi (p<0.001). Grup 1 ile Grup 3 arasinda ise plazma
MDA diizeyleri bakimindan anlamli bir farklilik bulunamadi (p>0.05).

Gruplara ait plazma MDA diizeyleri Sekil 9’da verilmistir.

1,5 .

:

= 17

=)

=

£

=

N

=3

=

g 0,5 -

=

)

=

N

=

=

0 : ¥
Grup 1 Grup 2 Grup 3
(kontrol) (hHcy) (hHcy+LA)

Sekil 9. Gruplara ait plazma MDA diizeyleri.
*: p<0.001; Grup 2 ile Grup 1; Grup 2 ile Grup 3 karsilastirildiginda.
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5.1.3. Eritrosit SOD Aktiviteleri

Eritrosit SOD aktiviteleri Grup 3’de (1751.35£294.09 U/gr Hb), Grup 1
(1620.56£332.56 U/gr Hb) ve Grup 2’ye (1618.48+184.74 U/gr Hb) gore yiiksek
olarak bulundu ancak bu yiikseklik istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).
Eritrosit SOD aktiviteleri bakimindan Grup 1 ile Grup 2 arasinda da anlamli bir
fark goriilmedi (p>0.05).

Gruplara ait eritrosit SOD aktiviteleri Sekil 10’da verilmistir.

2500 A

2000 ~

1500

1000

500 -

Eritrosit SOD aktivitesi (U/gr Hb)

Grup 1 Grup 2 Grup 3
(kontrol) (hHcy) (hHcy+LA)

Sekil 10. Gruplara ait eritrosit SOD aktiviteleri.
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5.1.4. Eritrosit GSH-Px Aktiviteleri

Eritrosit GSH-Px aktiviteleri Grup 2’de (29.67£13.06 U/gr Hb); Grup 1
(57.21£22.67 U/gr Hb) ve Grup 3’e (46.40£15.61 U/gr Hb) gore anlaml sekilde
diisiiktii (swrasiyla; p<0.001 ve p<0.05). GSH-Px aktivitesi Grup 1’de Grup 3’e
gore yiiksek olmasina ragmen, bu iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak
anlaml degildi (p>0.05).

Gruplara ait eritrosit GSH-Px aktiviteleri Sekil 11°de verilmistir.

100 -
—~ 80
=
=
S
%’3 ek
= 60 -
8
=
v &
«
e 40 [
o
=
72)
&)
'g 20 A
=
=

0 [0 I
Grup1 Grup 2 Grup 3
(kontrol) (hHcy) (hHcy+LA)

Sekil 11. Gruplara ait eritrosit GSH-Px aktiviteleri.
*: p<0.001; Grup 2 ile Grup 1 karsilastirildiginda.
**: p<0.05; Grup 2 ile Grup 3 karsilastirildiginda.
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5.1.5. Eritrosit CAT Aktiviteleri

Eritrosit CAT aktiviteleri Grup 2’de (39.91%£7.14 k/gr Hb); Grupl’e
(51.40£15.95 k/gr Hb) gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulundu
(p<0.05). CAT aktivitesi Grup 3’te (48.29£13.92 k/gr Hb) Grup 2’ye gore yiiksek

olmakla birlikte, bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).

Gruplara ait eritrosit CAT aktiviteleri Sekil 12°de verilmistir.

80 -
=2 60 -
=
g
=2 %
i)
£ 40 1
=
~—
R,
<
P
<«
o
= 20 4
wn
=
5
=
=

0
Grup 1 Grup 2 Grup 3
(kontrol) (hHcy) (hHcy+LA)

Sekil 12. Gruplara ait eritrosit CAT aktiviteleri.
*: p<0.05; Grup 2 ile Grup 1 karsilastirildiginda.

5.1.6. Doku MDA Diizeyleri
Karaciger: Karaciger dokusu MDA diizeyleri Grup 2’de; Grup 1 ve Grup
3’e gore anlaml sekilde yiiksek olarak bulundu (p<0.001). Grup 1 ile Grup 3’e ait

karaciger MDA diizeyleri arasinda ise anlamli bir fark goriilmedi (p>0.05).
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Bobrek: Bobrek dokusu MDA diizeyleri Grup 2’de; Grup 1 ve Grup 3’e

gore anlamhi sekilde yiiksek olarak bulundu (p<0.001). Grup 1 ile Grup 3’e ait

bobrek MDA diizeyleri arasinda ise anlamli bir fark goriilmedi (p>0.05).

Kalp: Kalp dokusu MDA diizeyleri Grup 2°de; Grup 1 ve Grup 3’e gore

anlaml sekilde yiiksek olarak bulundu (p<0.001). Grup 1°de kalp MDA diizeyleri

Grup 3’e gore anlaml1 sekilde diisiiktii (p<0.05).

Beyin: Beyin dokusu MDA diizeyleri bakimindan Grup 2 ile Grup 1 ve

Grup 3 arasinda anlamhi bir fark bulunmadigr goriildii (p>0.05). Bununla birlikte;

Grup 3’te beyin MDA diizeyleri Grup 1’e gore anlamh sekilde diisiiktii (p<0.05).

Gruplara ait karaciger, bobrek, kalp ve beyin doku MDA diizeyleri Tablo

8’de verilmistir.

Tablo 8. Gruplara ait doku MDA diizeyleri.

Grup 1 Grup 2 Grup 3
(kontrol) (hHcy) (hHcy + LA)
n=I15 n=I15 n=I15

Karaciger

MDA (nmol/g yas doku) 28.91%3.61 34.38+5.06* 26.57£3.69
Bobrek

MDA (nmol/g yas doku) 18.21+2.83 22.68+3.58* 17.34+2.97
Kalp

MDA (nmol/g yas doku) 14.00£1.47 22.2613.57* 16.9812.52%*
Beyin

MDA (nmol/g yas doku) 16.41£1.56 17.2742.82 14.28+2.33%%*

* 1 p<0.001; Grup2 ile Grupl; Grup 2 ile Grup 3 karsilastirildiginda.

** 1 p<0.05; Grup 3 ile Grup 1 karsilastirildiginda.
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5.1.7. Doku SOD Aktiviteleri

Karaciger: Karaciger SOD aktiviteleri bakimindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05).

Bobrek: Bobrek SOD aktivitesi bakimindan Grup 2 ile diger gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmadig goriildii (p>0.05). Grup 3’de bobrek SOD
aktivitesi Grup 1’e gore anlamli sekilde yiiksek olarak bulundu (p<0.05).

Kalp: Kalp dokusu SOD aktivitesi bakimindan Grup 2 ile diger gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmadigr goriildii (p>0.05). Grup 3’te kalp dokusu
SOD aktivitesi ise Grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek tespit
edildi (p<0.05).

Beyin: Beyin dokusu SOD aktivitesi bakimindan Grup 1 ile Grup 2 arasinda
anlamli bir fark bulunmadigr goriildii (p>0.05). Grup 3’de ise beyin dokusu SOD
aktivitesi Grup 1 ve Grup 2’ye gore anlaml sekilde yiiksek bulundu (p<0.01).

Gruplara ait karaciger, bobrek, kalp ve beyin dokusu SOD aktiviteleri Tablo
9’da verilmistir.

Tablo 9. Gruplara ait doku SOD aktiviteleri.

Grup 1 Grup 2 Grup 3
(kontrol) (hHcy) (hHey + LA)
n=I5 n=15 n=15

Karaciger

SOD (U/mg protein) 60.10+£16.29 68.97+14.63 70.46+10.92
Bobrek

SOD (U/mg protein) 31.12+6.15 32.71+4.87 37.41£5.53*
Kalp

SOD (U/mg protein) 61.78+10.54 65.30£7.95 73.88+13.55%
Beyin

SOD (U/mg protein) 35.12+2.34 35.20+1.99 38.28+2.64%*

*: p<0.05; Grup 3 ile Grup 1 karsilastirildiginda.
** 1 p<0.01; Grup 3 ile Grup 1; Grup 3 ile Grup 2 karsilastirildiginda.
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5.1.8. Doku GSH-Px Aktiviteleri

Karaciger: Karaciger dokusu GSH-Px aktiviteleri Grup 2’de; Grup 1 ve
Grup 3’e gore anlamh sekilde diisiiktii (p<0.05). GSH-Px aktivitesi Grup 1’de
Grup 3’e gore yiiksek olmasina ragmen, bu iki grup arasindaki fark ise istatistiksel
olarak anlamli degildi (p>0.05).

Bobrek: Bobrek GSH-Px aktivitelerinin Grup 2’de; Grup 1’e gore anlaml
sekilde diisiik oldugu goriildii (p<0.01). Bobrek GSH-Px aktivitesi Grup 3’de
Grup 2’ye gore hafif yiiksek olmasina ragmen, bu fark istatistiksel olarak anlamli
degildi (p>0.05). Bobrek GSH-Px aktiviteleri bakimindan Grup 1 ile Grup 3
arasinda da anlaml fark bulunamadi (p>0.05).

Kalp: Kalp dokusu GSH-Px aktivitesi Grup 1’de; Grup 2 ve Grup 3’e gore
anlamli sekilde diisilk bulundu (p<0.05). Kalp dokusu GSH-Px aktivitesi
bakimindan Grup 2 ile Grup 3 arasinda ise anlamh bir fark olmadig goriildii
(p>0.05).

Beyin: Beyin GSH-Px aktivitelerinin Grup 3’de; Grup 1’e gore anlaml
sekilde yiiksek oldugu goriildii (p<0.05). Beyin GSH-Px aktivitesi Grup 2’de
Grup 1’ye gore hafif yiliksek olmasina ragmen, bu fark istatistiksel olarak anlamli
degildi (p>0.05). Beyin GSH-Px aktiviteleri bakimindan Grup 2 ile Grup 3
arasinda da anlaml fark bulunamadi (p>0.05).

Gruplara ait karaciger, bobrek, kalp ve beyin dokusu SOD aktiviteleri Tablo

10’da verilmistir.
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Tablo 10. Gruplara ait doku GSH-Px aktiviteleri.

Grup 1 Grup 2 Grup 3
(kontrol) (hHcy) (hHcy + LA)
n=15 n=15 n=15

Karaciger

GSH-Px (U/mg protein)  48.04+18.85 32.65+7.39% 46.85+12.50
Bobrek

GSH-Px (U/mg protein) 24.72+4.85 19.7942 .43 22.24+3.67
Kalp

GSH-Px (U/mg protein) 13.1143.70 16.10+1.60 * 16.28+2.57 **
Beyin

GSH-Px (U/mg protein) 5.79+0.63 6.02+0.59 6.35+0.43 **

*: p<0.05; Grup 2 ile Grup 1, Grup 2 ile Grup 3 karsilastirildiginda.

#% : p<0.01; Grup 2 ile Grup 1 karsilastirildiginda.

* . p<0.05; Grup 2 ile Grup 1 karsilastirldiginda.

## . p<0.05; Grup 3 ile Grup 1 karsilastirildiginda.

5.1.9. Doku CAT Aktiviteleri

Karaciger: Karaciger doku CAT aktivitelerinin Grup 2’de; Grup 1 (p<0.01)

ve Grup 3’e gore (p<0.001) anlamli sekilde diisiik oldugu goriildii. Grup 1 ve

Grup 3 arasinda ise karaciger CAT aktiviteleri arasinda anlamli bir fark tespit

edilemedi (p>0.05).

Bobrek: Bobrek CAT aktivitesi Grup 2’de Grup 1’e gore anlamh sekilde

diisiik olarak bulundu (p<0.05). Grup 3 ile diger iki grup arasinda ise istatistiksel

olarak anlamh bir fark bulunmadig goriildi (p>0.05).

Kalp: Kalp CAT aktivitesi Grup 3’te; Grup 1 (p<0.01) ve Grup 2’ye

(p<0.05) gore anlamli sekilde yiiksek olarak tespit edildi. Grup 1 ile Grup 2
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arasinda kalp CAT aktiviteleri bakimindan anlamli bir fark bulunmadigi goriildii

(p>0.05).
Beyin: Beyin CAT aktivitesi Grup 3’te Grup 2’ye gore anlamli sekilde
yiiksekti (p<0.001). Beyin CAT aktivitesi bakimindan diger gruplar arasinda

anlaml bir fark yoktu (p>0.05).

Gruplara ait karaciger, bobrek, kalp ve beyin dokusu CAT aktiviteleri Tablo

11°de verilmistir.

Tablo 11. Gruplara ait doku CAT aktiviteleri.

Grup 1 Grup 2 Grup 3
(kontrol) (hHcy) (hHcy + LA)
n=I5 n=I5 n=I15

Karaciger

CAT (k/gr protein) 41.57£10.09 27.11£12.38 *  45.41£10.06 **
Bobrek

CAT (k/gr protein) 37.4118.87 31.8244.06 *** 32.8813.12
Kalp

CAT (k/gr protein) 4.14+1.29* 4.66+1.18 6.09+2.09 **
Beyin

CAT (k/gr protein) 1.471£0.42 1.1620.25 1.7610.45 **

*: p<0.01; Grup 2 ile Grup 1 karsilastirildiginda.
*#*: p<0.001; Grup 2 ile Grup 3 karsilastirildiginda.
##% . p<0.05; Grup 2 ile Grup 1 karsilastirildiginda.
*. p<0.01; Grup 3 ile Grup 1 karsilastirldiginda.
##. p<0.05; Grup 3 ile Grup 2 karsilastirildiginda.
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5.1.10. Eritrosit GSH Diizeyleri

Rediikte glutatyon diizeyleri Grup 2’de (4.29+0.52 pmol/gr Hb); Grup 1
(5.0320.50 umol/gr Hb) ve Grup 3’e (6.74+0.51 umol/gr Hb) gore anlamh sekilde
diisiik olarak bulundu (p<0.001). Grup 3’de eritrosit GSH diizeyleri Grup 1’e gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksekti (p<0.001).

Eritrosit GSH diizeyleri Sekil 13’te verilmistir.
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Grup 1 Grup 2 Grup 3
(kontrol) (hHcy) (hHey+LA)

Sekil 13. Gruplara ait eritrosit GSH diizeyleri.
P y
* 1 p<0.001; Grup 2 ile Grup 1 karsilastirildiginda.
** 1 p<0.001; Grup 3 ile Grup 1; Grup 3 ile Grup 2 karsilastirildiginda.

5.1.11. Vitamin Diizeyleri
5.1.11.1. Vitamin E, C ve A Diizeyleri

Vitamin E diizeyleri karsilastinldiginda Grup 3’te bu vitaminin Grup 1 ve
Grup 2’ye gore anlamli sekilde yiiksek oldugu goriildii (p<0.001). Vitamin E
diizeyleri bakimindan Grup 1 ile Grup 2 arasinda ise anlamli bir fark tespit

edilemedi (p>0.05).
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Vitamin C diizeyleri Grup 3’te Grup 2’ye gore yiiksek bulunurken (p<0.05);
diger gruplar arasinda Vitamin C diizeyleri bakimindan anlamli bir fark
bulunmadig goriildii (p>0.05).

Vitamin A diizeyleri Grup 3’te; Grup 1’e gore anlamh sekilde diisiik
bulundu (p<0.05). Vitamin A diizeyleri bakimindan diger gruplar arasinda anlamli
bir fark olmadig goriildii (p>0.05).

Gruplara ait Vitamin E, C ve A diizeyleri Tablo 12°de verilmistir.

Tablo 12. Gruplara ait Vitamin E, C ve A diizeyleri.

Grup 1 Grup 2 Grup 3
(kontrol) (hHcy) (hHcy + LA)
n=I15 n=I15 n=I15
Vitamin E (mg/L) 9.40%+1.79 9.24+1.59 13.56+4.13*
Vitamin C (mg/L) 13.81£1.55 13.42+1.55 15.18+1.63**
Vitamin A (mg/L) 1.3440.24 1.2120.17 1.15£0.17%**

* 1 p<0.001; Grup 3 ile Grup 1, Grup 3 ile Grup 2 karsilastirildiginda.
**: p<0.05; Grup 3 ile Grup 2 karsilastirildiginda.
##% : p<0.05; Grup 3 ile Grup 1 karsilastirildiginda.

5.1.11.2. Vitamin Bg, B;, ve Folik Asit Diizeyleri

Vitamin Bg (pridoksal 5-fosfat) diizeyleri Grup 2’de; Grup 1 ve Grup 3’e
gore anlamli gsekilde diisiik bulundu (p<0.01). Grup 1 ile Grup 3 arasindaki fark
ise istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).

Vitamin B, diizeyleri de Grup 2’de; Grup 1 (p<0.001) ve Grup 3’e (p<0.01)
gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulundu. Bununla birlikte Grup

3’lin Vitamin B, diizeyleri de Grup 1’e gore anlamh sekilde diisiiktii (p<0.001).
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Folik asit diizeyleri ise Grup 2 ve Grup 3’te; Grup 1’e gore anlamh sekilde
diisiik olarak tespit edildi (p<0.001). Grup 2 ile Grup 3 arasinda ise anlamli bir
farklilik olmadig1 goriildii (p>0.05).

Gruplara ait Vitamin Bg, B, ve Folik asit diizeyleri Tablo 13’de verilmistir.

Tablo 13. Gruplara ait Vitamin B, B, ve Folik asit diizeyleri.

Grup 1 Grup 2 Grup 3
(kontrol) (hHcy) (hHcey + LA)
n=15 n=15 n=15
Vitamin B¢ (ug/L) 25.11£5.88 16.7415.55* 24.19%7.11

Vitamin By (pg/mL)  975.94%106.49 **  657.79161.34 *** 761.751£82.67

Folik asit (ng/mL) 18.17£1.83 ** 11.23£3.65 12.414£2.45

*: p<0.01; Grup 2 ile Grup 1; Grup 2 ile Grup 3 karsilastirildiginda.
*% : p<0.001; Grup 1 ile Grup 2; Grup 1 ile Grup 3 karsilastirildiginda.
#*% : p<0.01; Grup 2 ile Grup 3 karsilastirldiginda.

5.1.12. Lipid Parametreleri

Trigliserit diizeyleri Grup 2’de, Grup 1 ve Grup 3’e gore anlaml sekilde
yiiksek bulunurken (p<0.01); Grup 1 ile Grup 3 arasinda anlaml bir fark olmadig1
goriildii (p>0.05).

Kolesterol diizeyleri de Grup 2’de; Grup 1 (p<0.001) ve Grup 3’e gore
(p<0.01) istatistiksel olarak anlaml sekilde yiiksek bulundu. Grup 1 ile Grup 3’iin
kolesterol diizeyleri arasinda anlamli bir fark olmadig: goriildii (p>0.05).

Gruplar arasinda HDL diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir

fark tespit edilemedi (p>0.05).
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LDL diizeyleri Grup 1 ile karsilastirildiginda, Grup 2 (p<0.001) ve Grup 3’te
(p<0.05) anlaml sekilde yiiksek bulunurken; Grup 2 ile Grup 3 arasinda anlaml
bir fark olmadig goriildii (p>0.05).

VLDL diizeyleri yine Grup 2’de; Grup 1 (p<0.01) ve Grup 3’e (p<0.001)
gore anlamli sekilde yiiksek olarak tespit edildi. Grup 1 ile Grup 3 arasinda ise

anlamli bir fark olmadi@ goriildii (p>0.05).

Gruplara ait trigliserit, kolesterol, HDL, LDL ve VLDL diizeyleri Tablo
14’te verilmistir.

Tablo 14. Gruplara ait trigliserit, kolesterol, HDL, LDL ve VLDL diizeyleri.

Grup 1 Grup 2 Grup 3
(kontrol) (hHcy) (hHcy + LA)
n=15 n=15 n=15

Trigliserit (mg/dL) 113.33£18.90 141.93£37.02* 108.133%£14.25%*
Kolesterol (mg/dL) 55.73+7.22 72.80£14 87 57.0618.94%**
HDL-K (mg/dL) 33.0015.11 31.7318.93 31.8017.08
LDL-K (mg/dL) 10.33+1.44 14.4613.75%** 13.13+2.09 *
VLDL-K (mg/dL) 22.20£3.68 28.6615.45* 20.93+4.84 **

*: p<0.01; Grup 2 ile Grup 1 karsilastirildiginda.
**: p<0.01; Grup 2 ile Grup 3 karsilastirildiginda.
#*% : p<0.001; Grup 2 ile Grup 1 karsilastirildiginda.
#: p<0.05; Grup 3 ile Grup 1 karsilastirildiginda.
## : p<0.001; Grup 3 ile Grup 2 karsilastirildiginda.
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5.2. Plazma Homosistein Diizeyleri ile Diger Parametreler Arasindaki Iliski
5.2.1.Kontrol Grubunda Plazma Homosistein Diizeyleri ile Diger
Parametreler Arasindaki Iliski
Kontrol grubunda plazma homosistein diizeyleri ile diger parametreler
arasidaki korelasyonlar Tablo 15°de verilmistir.

Tablo 15. Kontrol grubunda plazma homosistein diizeyleri ile diger

parametreler arasindaki iliski.

Grup 1 (kontrol)

Homosistein

r _P
Plazma MDA 0.585 0.022
Eritrosit SOD 0.299 0.278
Eritrosit GSH-Px 0.107 0.703
Eritrosit CAT - 0.399 0.141
Eritrosit GSH - 0.812 0.000
Vitamin E 0.441 0.100
Vitamin C -0.194 0.489
Vitamin A 0.011 0.968
Vitamin Bg 0.469 0.078
Vitamin B, -0.241 0.386
Folik asit -0.223 0.425
Trigliserit 0.021 0.940
Kolesterol 0.114 0.685
HDL-K 0.140 0.619
LDL-K 0.634 0.011
VLDL-K 0.106 0.706
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Kontrol grubuna ait plazma Hcy diizeyleri ile plazma MDA diizeyleri
(r=0.585, p=0.022; Sekil 14) ve LDL diizeyleri (r=0.634, p=0.011; Sekil 15)
arasinda istatistiksel olarak anlaml pozitif korelasyon tespit edildi.

Kontrol grubuna ait plazma Hcy diizeyleri ile eritrosit GSH diizeyleri

(r=-0.812, p=0.000; Sekil 16) arasinda ise istatistiksel olarak anlamli negatif

korelasyon tespit edildi.
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Sekil 14. Kontrol grubunda Hcy ile plazma MDA diizeyleri arasindaki iligki.
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Sekil 15. Kontrol grubunda Hcey ile LDL diizeyleri arasindaki iliski.
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Sekil 16. Kontrol grubunda Hcy ile eritrosit GSH diizeyleri arasindaki iliski.
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5.2.2. hHcy Grubunda Plazma Homosistein Diizeyleri ile Diger
Parametreler Arasindaki Iliski
hHcy grubunda plazma homosistein diizeyleri ile diger parametreler
arasindaki korelasyonlar Tablo 16’da verilmistir.

Tablo 16. hHcy grubunda plazma homosistein diizeyleri ile diger

parametreler arasindaki iliski.

Grup 1 (hHcy)

Homosistein

r P
Plazma MDA 0.749 0.001
Eritrosit SOD -0.013 0.962
Eritrosit GSH-Px - 0.567 0.028
Eritrosit CAT - 0.667 0.004
Eritrosit GSH - 0.658 0.008
Vitamin E 0.386 0.155
Vitamin C - 0.092 0.745
Vitamin A -0.312 0.257
Vitamin Bg - 0.086 0.761
Vitamin B, -0.525 0.045
Folik asit - 0.673 0.006
Trigliserit 0.734 0.002
Kolesterol -0.377 0.166
HDL-K - 0.328 0.233
LDL-K - 0.684 0.005
VLDL-K 0.412 0.128
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hHcy grubuna ait plazma Hcy diizeyleri ile plazma MDA diizeyleri
(r=0.749, p=0.001; Sekil 17) ve trigliserit diizeyleri (r=0.734, p=0.002; Sekil 18)
arasinda istatistiksel olarak anlaml pozitif korelasyon tespit edildi.

hHcy grubuna ait plazma Hcy diizeyleri ile eritrosit GSH-Px aktiviteleri (r=
-0.567, p=0.028; Sekil 19); eritrosit CAT aktiviteleri ( r=-0.667, p=0.004; Sekil
20); eritrosit GSH diizeyleri (r=-0.658, p=0.008; Sekil 21); Vitamin B, diizeyleri
(r=-0.525, p=0.045; Sekil 22); folik asit diizeyleri (r=-0.673, p=0.006; Sekil 23)
ve LDL diizeyleri (r= -0.684, p=0.005; Sekil 24) arasinda ise istatistiksel olarak

anlamli negatif korelasyonlar tespit edildi.
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Sekil 17. hHey grubunda Hcy ile plazma MDA diizeyleri arasindaki iliski.
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Sekil 18. hHcy grubunda Hcy ile trigliserit diizeyleri arasindaki iliski.
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Sekil 19. hHcy grubunda Hcy ile eritrosit GSH-Px aktiviteleri arasindaki iligki.
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Entrosit CAT

20
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Sekil 20. hHcy grubunda Hcy ile eritrosit CAT aktiviteleri arasindaki iligki.

Eritrosit G5H

Hey

Sekil 21. hHcy grubunda Hcy ile eritrosit GSH diizeyleri arasindaki iligki.
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Sekil 22. hHey grubunda Hcy ile Vitamin B, diizeyleri arasindaki iliski.

20
r=-0.673

18 p=0.008

Folik asit

40

Hcey

Sekil 23. hHcy grubunda Hcy ile folik asit diizeyleri arasindaki iliski.
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Sekil 24. hHcy grubunda Hcy ile LDL diizeyleri arasindaki iligki.
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5.2.3. hHey+LA Grubunda Plazma Homosistein Diizeyleri ile Diger
Parametreler Arasindaki Iliski

hHcy+LA grubunda plazma homosistein diizeyleri ile diger parametreler

arasidaki korelasyonlar Tablo 17°de verilmistir.

Tablo 17. hHcy+LA grubunda plazma homosistein diizeyleri ile diger

parametreler arasindaki iliski.

Grup 1 (hHcy+LA)

Homosistein

r _P
Plazma MDA 0.532 0.041
Eritrosit SOD - 0.005 0.987
Eritrosit GSH-Px 0.106 0.708
Eritrosit CAT 0.022 0.937
Eritrosit GSH - 0.597 0.019
Vitamin E 0.555 0.032
Vitamin C 0.115 0.683
Vitamin A 0.104 0.713
Vitamin Bg -0.132 0.639
Vitamin B, - 0.606 0.017
Folik asit -0.709 0.003
Trigliserit 0.465 0.081
Kolesterol -0.471 0.076
HDL-K -0.573 0.025
LDL-K 0.572 0.026
VLDL-K 0.145 0.607
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hHcy+LA grubuna ait plazma Hcy diizeyleri ile plazma MDA diizeyleri
(r=0.532, p=0.041; Sekil 25); Vitamin E diizeyleri (r=0.555, p=0.032; Sekil 26)
ve LDL diizeyleri (r=0.572, p=0.026; Sekil 27) arasinda istatistiksel olarak
anlaml pozitif korelasyon tespit edildi.

hHcy+LA grubuna ait plazma Hcy diizeyleri ile eritrosit GSH diizeyleri (r=
-0.597, p=0.019; Sekil 28); Vitamin B, diizeyleri ( r=-0.606, p=0.017; Sekil 29);
folik asit diizeyleri (r=-0.709, p=0.003; Sekil 30); ve HDL diizeyleri (r= -0.573,
p=0.025; Sekil 31) arasinda ise istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyonlar

tespit edildi.
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Sekil 25. hHey+LA grubunda Hcy ile plazma MDA diizeyleri arasindaki iligki.

101



Vitamin E
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Sekil 26. hHcy+LA grubunda Hcy ile Vitamin E diizeyleri arasindaki iliski.
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Sekil 27. hHey+LA grubunda Hey ile LDL diizeyleri arasindaki iliski.
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Sekil 28. hHcy+LA grubunda Hcy ile eritrosit GSH diizeyleri arasindaki iligki.
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Sekil 29. hHey+LA grubunda Hcy ile Vitamin B, diizeyleri arasindaki iliski.
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Sekil 30. hHcy+LA grubunda Hcy ile folik asit diizeyleri arasindaki iliski.
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Sekil 31. hHey+LA grubunda Hey ile HDL diizeyleri arasindaki iliski.
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5.3. Histopatolojik Bulgular

Ratlarin aortlarindan hazirlanan histolojik preparatlarin incelenmesi sonucu,
hiperhomosisteinemi olusturulan ratlarin damar endotel hiicrelerinde sisme,
dizilim bozukluklari, hiicrelerde diizensizlik, yer yer ayrilma ve dokiilmeler
oldugu goriildii. Ayrica limen i¢ yiizeyinde intima tabakasina bitisik fibrin
birikimi dikkat ¢ekti (Sekil 33).

Hiperhomosisteinemi olusturularak a-lipoik asit uygulanan gruptaki ratlarin
aortlarmdan hazirlanan preparatlarda ise kontrol grubuyla ayni histolojik

ozellikler ve normal endotelyal hiicre dizilimi tespit edildi (Sekil 34).

Sekil 32. Kontrol grubu ratlara ait aortlarin normal histolojik goriiniimii (H.E x 200).
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Sekil 33. Hiperhomosisteinemi grubu ratlara ait aort endotelyal hiicrelerinde dokiilme (uzun

ok) ve liimen i¢ yiizeyinde fibrin birikiminin (kisa ok) histolojik goriiniimii (H.E x 200).

Sekil 34. Hiperhomosisteinemi + o-lipoik asit grubu ratlara ait aortlarin normal histolojik

goriinimii (H.E x 200).
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6. TARTISMA

Giiniimiizde koroner kalp hastaligi (KKH) tiim diinyada ve Tiirkiye’de en
onemli morbidite ve mortalite nedenleri arasinda yer almaktadir. Bu nedenle KKH
gelisimine neden olan risk faktorleri ve korunma yollarinin bilinmesi oldukga
onem tasimaktadir. Yapilan epidemiyolojik ¢alismalara paralel olarak siirdiiriilen
klinik ve laboratuar caligmalar1 ile KKH ve aterosklerozun patogenezi
aydmlatilmig, endojen ve ekzojen risk faktorleri belirlenmistir (121). Ancak,
kardiyovaskiiler hastalik gelisiminde etkili geleneksel ve major risk faktorlerinin
baz1 kardiyovaskiiler kaynakli 6liimlerde tespit edilememesi arastirmacilarin yeni
risk faktorleri tizerine yogunlasmalarina neden olmustur.

Koroner arter hastalig1 da dahil olmak iizere ateroskleroz bulunan hastalarin
sadece 2/3’iinde obezite, sigara i¢imi, hiperkolesterolemi, hipertansiyon, diyabet
veya pozitif aile Oykiisii gibi klasik kardiovaskiiler risk faktorleri tespit
edilebilmektedir. Son zamanlarda yeni risk faktorleri olarak sol ventrikiiler
hipertrofi, hiperhomosisteinemi, lipoproteinemi (a), C-reaktif protein (CRP),
hiperfibrinojenemi ve inflamatuar faktorler ele alinmaktadir (149).

Son 10 yilda, homosisteinin KKH icin bagimsiz ve yeni bir risk faktorii
olarak ortaya c¢iktifi goriilmektedir. Plazma homosistein diizeylerindeki artis ile
vaskiiler hastaliklar arasindaki klinik iliski ilk kez 1969°’da McCully tarafindan,
plazma Hcy diizeyleri yiiksek ve homosistiniirisi olan iki ¢ocugun otopsisinde
yaygin arteryel tromboz saptanmasi ile ortaya konulmustur. Ayn1 arastirmaci daha
sonra  “homosisteinin  ateroskleroz  teorisi’ni ileri  stirmiistir (101).
Kardiyovaskiiler aterosklerotik hastaliklarin gelisiminde yiiksek homosistein
diizeylerinin diger risk faktorlerinden bagimsiz olarak onemli bir marker oldugu

yapilmig bir¢ok ¢alismada ortaya konulmustur (18,44,136).
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Clarke ve ark. yaptiklar1 bir kohort calismada serebrovaskiiler hastalig
bulunanlarin %42’sinde, periferal vaskiiler hastaligi bulunanlarin %?28’inde ve
koroner arter hastaligi bulunanlarin %30’unda hiperhomosisteinemi goriiliirken;
aym caligmada saglikli kisilerin hicbirinde hiperhomosisteinemi bulunmadigim
tespit etmislerdir. Konvansiyonel risk faktorlerinin etkisi diizeltildikten sonra
saglikli kisilere gore hiperhomosisteinemili hastalar arasinda vaskiiler risk oram
3.2 kat olarak tespit edilmistir. Vaskiiler hastaligi olanlarda serum Hcy
diizeylerinin geometrik ortalamasi normal kisilere gore 1.33 kat daha yiiksek
bulunmustur. Bu ¢alismanin sonucunda Hcy’nin koroner hastaliklar da dahil
vaskiiler hastaliklar i¢cin bagimsiz bir risk faktorii oldugu sonucuna varilmistir
(28).

27 vaka-kontrollii retrospektif calismanmn 1995 yilinda yapilmis meta-
analizinde yiiksek homosistein diizeylerinin 6liimciil ya da Oliimciill olmayan
aterosklerotik vaskiiler hastalik riskini koronerlerde 1.7, serebral dolasimda 2.5,
periferik dolasimda ise 6.8 kat artirdigr saptanmistir. Bu analizde total
homosistein diizeylerinin aterosklerotik vaskiiler hastaliklar i¢in bagimsiz bir risk
faktorii oldugu; homosistein diizeylerindeki 5 pmol/L lik artisin plazma
kolesteroliinde 20 mg/dL artisa denk geldigi ve bu artisin vaskiiler riski 1/3 kat
artirdig1 ortaya konulmustur. Ayrica, popiilasyonda koroner arter hastalik riskinin
%10’unun homosisteine ait oldugu belirtilmistir (18).

Nygard ve ark.’min yaptiklar1 prospektif bir caligmada ise koroner kalp
hastalig1 anjiografik olarak gosterilmis 587 hastada (4.6 yil takiplerinde %10.9’u
0lmiis) yiikksek Hcy diizeyleri ile tiim nedenlere baglh oliimler arasinda ciddi bir

iliski ortaya konulmustur. Homosistein konsantrasyonu 9 wmol/L’nin altinda
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olanlarda mortalite oran1 % 3.8 iken, 15 pumol/L veya iizerinde olanlarda %24.7
olarak belirlenmis ve plazma total homosistein diizeylerinin koroner arter
hastalarinda mortalite i¢in gii¢lii bir prediktor oldugu belirtilmistir (119). Ayn1 yil
yapilan diger bir caligmada ise, homosistein diizeylerindeki her %10’luk artigin
koroner arter hastaligi gelisme riskini yaklasik %10 artirdig ileri siiriilmiistiir
(169).

Yine, Tokgozoglu ve ark. (160) ile Aksoy ve ark.’nin (3) ¢alismalarinda da
plazma Hcy diizeyinin 15 pwmol/L’nin iizerinde olmasi ile koroner arter hastaligi
riskinin 2.1-2.35 kat arttig1 saptanmustir.

“Homocysteine Studies Collaboration” grubunun 2002 yilinda yaptigi, 12
prospektif ve 28 retrospektif calismay1 kapsayan bir meta-analizde 16.786 kisilik
saglikli popiilasyonda normalden %25 yiiksek homosistein konsantrasyonlarinin
(yaklagik 3 wmol/L) iskemik kalp hastaligin1 %11, inmeyi %19 artirdig1 ortaya
konulmustur (65).

Yine aym yi1l Wald ve ark. tarafindan 72 genetik ¢alisma ve 20 prospektif
calisgmay1 kapsayan diger bir meta-analizde de, homosistein diizeylerinin 3
pmol/L’lik azaltilmast ile iskemik kalp hastaligi riskinin %16, derin ven trombozu
riskinin %25 ve inme riskinin %24 azalacag belirtilmistir (171).

2005 yilina ait cesitli yeni caligmalarda da 12 pmol/L’den yiiksek
homosistein diizeylerinin koroner plak ve ateroskleroz gelisimi i¢in prediktor
oldugu ortaya konulmustur (132). Yapilan diger bir yeni calismada ise yiiksek
homosistein diizeylerinin koroner arter hastaligi i¢in bagimsiz bir risk faktorii ve
onemli bir medikal problem oldugu bir kez daha ortaya konulmustur. Ayrica

yilksek homosistein konsantrasyonlarinin ilerleyen yas, sigara i¢imi ve

109



hipertansiyon ile iligkili riski daha da artirdigi ve bununla miicadele icin etkili
stratejilerin acilen gerekli oldugu belirtilmistir (58).

Goriildiigii  gibi; homosisteinin kardiyovaskiiler hastaliklardaki roliinii
arastirmak icin son 15 yilda yapilan ¢ok sayida calismada orta diizeyde
hiperhomosisteineminin inme (17), koroner arter hastaligi (48), vendz tromboz
(35,36,37) periferal vaskiiler hastaliklar, koroner kalp hastalig1 (32) ve myokard
infarktiisii (16,17) i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu ortaya konulmustur. Bu
iliski, daha sonralar1 yapilan prospektif calismalar (119,129,130,154) ve meta-
analizler (18,65,171) ile de desteklenmistir.

Homosisteinin koroner kalp hastaligi ve aterosklerotik vaskiiler hastaliklar
icin risk faktorii olmayip, sagliksiz yasantinin bir gostergesi olabilecegini ileri
siiren sinirh sayida calisma yapilmis olmasina ragmen (20,30,80); giiniimiizde
homosistein artik vaskiiler hastaliklar i¢cin bagimsiz ve iizerinde durulmasi
gereken Onemli bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir.

Hiperhomosisteinemi ile vaskiiler hastaliklar arasindaki iliskiden sorumlu
mekanizmalar biitiin yonleriyle aydinlatilamamis olmakla birlikte, oldukga
kompleks ve multifaktoryel etkenleri s6z konusu oldugu bilinmektedir.
Homosisteinin trombomodiilin aktivitesini azaltarak protein C aktivitesini
azalttii, protein C tarafindan inaktive edilen temel koagiilasyon faktorlerini
harekete gecirdigi (137), antitrombin III’ii inhibe ettigi, endotel hiicrelerindeki
doku faktoriinii aktive ettigi (53), serum fibrinojen diizeylerini artirdigi,
fibrinolitik aktiviteyi bozdugu, bu etkileriyle prokoagiilan aktivite ve
protrombotik bir ortam olusturdugu bilinmektedir. Homosisteinin ayrica 6zellikle

LDL olmak iizere lipidlerin oksidasyonunu saglayarak damar duvarinda kopiik
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hiicre olusumuna yol actifi ve ateroskleroza zemin hazirladigi gosterilmistir
(53,173). Hiperhomosisteineminin  ateroskleroz ve  komplikasyonlarinin
gelisimine katkida bulundugu ileri siiriilen mekanizmalardan en cok kabul
gorenlerinden biri de, olusturdugu serbest radikallerin toksik etkisiyle endotelde
meydana getirdigi hasar ve endotelyal fonksiyonlardaki bozukluklardir (155,164).

Homosisteinin farkli yonlerdeki bir¢ok etkisini aragtirmak igin cesitli
calismalarda intraperitoneal yolla homosistein uygulanarak ya da icme sularina
metiyonin katilarak rat, tavsan ve maymunlarda deneysel hiperhomosisteinemi
modelleri olusturulmustur (87,165). Biz de, ¢calismamizda ratlarda deneysel olarak
kronik hiperhomosisteinemi modeli olusturarak, hiperhomosisteineminin oksidan-
antioksidan sistem, lipid parametreleri ve cesitli vitaminler ile damar yapisi
tizerine etkilerini ve oldukca kuvvetli “ideal” bir antioksidan olan ¢-lipoik asidin
bu etkileri ne yonde degistirecegini aragtirmayi amacladik. Giiniimiizde 6zelikle
hayvansal protein agirlikli beslenme ile kalp hastaliklar1 arasindaki iliskinin
bircok platformda ele alinan bir konu olmasi nedeniyle, biz ¢alismamizda buna
daha yakin olarak ratlarin icme sularina metiyonin katilarak olusturulan
hiperhomosisteinemi modelini tercih ettik.

Alt1 haftalik deney siiresi sonunda; igme sularina metiyonin katilan grupta
plazma homosistein diizeylerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
sekilde yaklasik 3 kat arttig1 ve orta diizeyde bir hiperhomosisteinemi olustugu
belirlendi (p<0.001; Sekil 8). Lipoik asit uyguladigimiz grupta homosistein
diizeyleri kontrol grubuna gore hafif bir yiikselme gostermekle birlikte, bu artigin
istatistiksel olarak anlamli olmamas1 olduk¢a dikkat cekiciydi. Bulgularimizda

asil carpict olan sonug¢, metiyonin ile birlikte uygulanan lipoik asidin
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hiperhomosisteinemi olusmasini Onlemesi, homosistein diizeylerinde oldukc¢a
Onemli bir azalma saglamasi ve bu gruba ait homosistein degerleri ile kontrol
degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmamasiydi. Literatiirde homosistein ile
lipoik asidin karsilikli etkilesimlerine ait deneysel calisma bulunmadigl da goz
Oniine alinirsa, tarafimizdan tespit edilen bu ilk bulgularin 6zellikle
kardiovaskiiler hastaliklarin tedavi stratejisinde ©nemli bir yer edinecegi
digiiniilebilir.  Lipoik  asidin  bu  etkisinin muhtemelen  homosistein
metabolizmasindaki enzimler veya kofaktorler ile etkilesiminden kaynaklandigi
diisiiniilebilir.

Homosisteinin olumsuz ve aterosklerozu tetikleyen en onemli etkilerinden
biri hi¢ siliphesiz oksidatif stres olusturmasi ve lipid peroksidasyonuna yol
acmasidir. Pro-oksidan bir molekiill olarak kabul edilen homosisteinin
otooksidasyonu potansiyel sitotoksik pekcok reaktif oksijen tiirevlerinin
olusumuna neden olmaktadir. Homosisteinin yiiksek diizeyde reaktif tiyol grubu
hizl bir sekilde okside olur ve bu oksidasyon esnasinda siiperoksit anyon radikali,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikal meydane gelir (93). Oksijenden tiireyen bu
molekiillerin homosisteinin yol acgtig1 endotelyal sitotoksisite ve damar diiz kas
hiicre proliferasyonundan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Endotel hasarin
mekanizmasi tam olarak anlagilamamakla birlikte; hiperhomosisteineminin
homosistein otooksidasyonu ve tiolakton olusumu yoluyla bilinen lipid
peroksidasyon baslaticilarinin, hidroksil radikallerin iiretimini tesvik ettigi ileri
siiriilmektedir (153).

Yapilan c¢esitli calismalarda da homosisteinin lipid peroksidasyonunu
artirdig1 farkl sekillerde ortaya konulmustur. Lipid peroksidasyonun degerli bir

gostergesi olarak F,-izoprostan konsantrasyonlarimin degerlendirildigi  bir
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calismada, yiiksek plazma homosistein diizeyleri erkeklerde artan in vivo lipid
peroksidasyon ile iliskilendirilmistir (170). Zhang ve ark. metiyoninden-zengin
veya folattan-fakir diyet uygulanarak orta diizeyde hiperhomosisteinemi
olusturulan ratlarda oksidatif stres gostergesi olarak MDA diizeylerinin
yiikseldigini gostermislerdir (188). Young ve ark. ise deneysel olarak
hiperhomosisteinemi olusturulan domuzlarda kardiak lipid peroksidasyon
diizeylerinin yiikseldigini ortaya koymuslardir (186). Ventura ve ark.’nin yaptigi
diger bir klinik ¢alismada ise insanlarda oral metiyonin yiiklemesi sonucu olusan
hiperhomosisteineminin in vivo lipid ve protein oksidasyonunda artis ile iliskili
oldugu belirtilmistir. Bu ¢calismada homosistein diizeyleri arttik¢a okside protein,
konjuge dien ve MDA diizeylerinin de arttig1, ve homosistein ile MDA arasinda
pozitif bir korelasyon bulundugu (r=0.47, p<0.05) ortaya konulmustur (168).
Yapilan diger bir ¢alismada ise kardiovaskiiler hastalig1r olanlarda homosistein
diizeylerinin ve buna paralel olarak MDA diizeylerinin yiiksek bulundugu ve
homosistein ile MDA arasinda gii¢lii bir pozitif iliski (r=0.59, p<0.05) bulundugu
belirtilmistir (112). Lipid peroksidasyon derecesini yansitmak igin TBARS
diizeylerinin Olgiildiigii diger bir calismada da yine yiiksek homosistein
diizeylerinin artan lipid peroksidasyon ile iliskili oldugu ortaya konulmustur (40).
Yiiksek homosistein diizeylerinin lipid peroksidasyonunu artirdigr yoniindeki ¢cok
sayida c¢alismaya ragmen, sinirli sayida birkag calismada ise homosistein
diizeyleri ile oksidatif stres arasinda 6nemli bir iligki bulunmadig1 yoniinde veriler
sunulmustur (68).

Kuvvetli bir antioksidan olan o-lipoik asidin hidroksil radikali, siiperoksit
radikali, lipid peroksil radikali, nitrik oksit radikali ve hipoklor6z asidi kapsayan

cesitli radikallere kars1 antioksidan olarak rol oynadigi, ayrica singlet oksijen ve

113



hidrojen peroksit ile de etkilesime girdigi bilinmektedir (15,89,124). Yapilan pek
cok in vivo ve iv vitro ¢alismada o-lipoik asidin lipid peroksidasyon diizeylerini
azalttig1 ortaya konulmustur. Birbirine paralel olarak yapilan iki ayr1 ¢alismada
lipoik asidin, adriamycin ile ratlarda olusturulan nefrotoksisite ve
kardiotoksisiteye kars1 koruyucu etki gosterdigi ve artmus lipid peroksidasyonunu
onemli diizeyde azalttigi belirtilmistir (10,96). Arivazhagan ve ark. tarafindan
yapilan {ii¢ ayr1 deneysel rat calismasinda ise yaslanma ile artan lipid
peroksidasyon diizeyleri farkli organlarda degerlendirilmis; lipoik asidin plazma
(4), karaciger, bobrek (5) ve farkli beyin bolgelerinde (7) MDA diizeylerini
azalttigi, lipid peroksidasyon  ve protein oksidasyonunu oOnledigi ortaya
konulmustur.

Serbest radikaller yiiksek reaktivitelerinden dolayr membran c¢oklu
doymamis yag asitleri ile etkileserek peroksidasyonu baslatmaktadir. Bu sekilde
olusan lipit peroksitleri kolaylikla yikilarak basta MDA olmak iizere farkli
sekonder iiriinleri meydana getirmektedir. Bu iriinlerin ¢ok cabuk bir sekilde
ortamda farkli iiriinlere doniismesi ve saptanmalarinin zorlugu nedeniyle, lipid
peroksidasyonunun indeksi olarak TBA reaksiyonu ile MDA diizeylerini olgtiik.
Calisma  gruplannmizda plazma MDA  diizeyleri  karsilastinldiginda
hiperhomosisteinemi olusturulan grupta MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore
anlamh sekilde yiikselmis oldugu (p<0.001); bununla birlikte lipoik asit
uygulanmasinin lipid peroksidasyonunu azalttifn ve kontrol grubuna yakin bir
seviyeye indirdigi tespit edildi (Sekil 9). Dokularda MDA diizeyleri
karsilastirildiginda ise karaciger, bobrek ve kalpte plazma ile benzer sekilde MDA
diizeylerinin hiperhomosisteinemi ile anlaml sekilde arttig1 (p<0.001) ve lipoik

asit uygulanmasmnin bu artist engelledigi, hatta karaciger ve bobrekte MDA
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diizeylerini kontrol grubu degerlerinin bile altina cektigi goriildii (Tablo 8).
Beyinde ise hiperhomosisteinemi lipid peroksidasyonunu etkilememekle beraber,
lipoik asitin bu dokuda MDA diizeylerini kontrol grubuna gére anlamli sekilde
diistirdiigii tespit edildi (p<0.05). Literatiir taramalarindan elde edilen verilerle
uyumlu sekilde hiperhomosisteineminin lipid peroksidasyonunu artirdig1 tespit
edildi. Metabolizmanin olduk¢a degiskenlik gostermesi nedeniyle; ele alinan dort
ayr1 organda olusan hasarin farkli mekanizmalar1 tam olarak acikliga
kavusturulamamakla birlikte; karaciger, bobrek ve kalbin bu hasardan daha ileri
diizeyde etkilendigi sonucuna varilabilir.

Oksidan molekiiller organizmada siirekli bir olusum ve antioksidanlar
tarafindan siirekli bir etkisizlestirilme siireci i¢indedirler. Serbest radikallerin ve
antioksidanlarin diizeyleri arasindaki hassas denge korunamadig: takdirde hiicre
hasarina kadar giden bir¢cok patolojik degisiklik ortaya cikmaktadir (181).
Oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde bulunan Siiperoksit dismutaz (SOD),
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) ve Katalaz (CAT) enzimleri serbest oksijen
radikallerinin hasarina karsi en 6nemli defans mekanizmalarini olustururlar. SOD
enzimi, toksik siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
dismutasyonunu hizlandirarak, potansiyel zararli etkilere karsi savunmada c¢ok
onemli bir rol oynar. Normal kosullarda hiicrelerde bulunan hidrojen peroksit ve
diger peroksitlerin yikimimi katalize eden GSH-Px, lipid peroksidasyonunun
baslamasi ve gelismesini engelleyen ©Onemli bir enzimdir. Ancak yiiksek
konsantrasyonlardaki hidrojen peroksitin detoksifikasyonunu esas olarak CAT
iistlenmektedir (147).

Plazmada iiretilen ve eritrosit hiicre membranini gegebilen hidrojen peroksit

ve siiperoksit iyonlar1 eritrositlerde toplanir. Bu agidan eritrositler énemli bir
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radikal havuzu olup, hidrojen peroksitin detoksifikasyonu icin GSH-Px ve CAT,
siiperoksit anyon radikallerinin dismutasyonu i¢in SOD ile Vitamin A, E, C gibi
hiicre ici antioksidan defans sistemleri devreye girerek daha toksik hidroksil
radikallerinin olusmasi engellenir (70). Eritrositlerde ve homojenize edilmis doku
orneklerinde SOD, CAT ve GSH-Px enzim aktivitelerine bakilarak organizmanin
oksidatif stresten ne diizeyde etkilendigi hakkinda fikir edinilebilir.

Homosistein diizeylerinin artmasinin olumsuz etkilerinden biri, endotelde
bulunan ve lipid peroksidasyonunu engelleyen glutatyon peroksidaz aktivitesinin
baskilanmasidir. Upchurch ve ark. aortik endotelyal hiicrelerin 4 saat boyunca 50
UM  homosistein ile inkiibasyonunun GSH-Px aktivitesini %64 oraninda
azaltigint (167), 250 pM homosistein konsantrasyonlarinda ise enzim
aktivitesinde %81 oraninda azalma goriildiigiinii in vitro deneyler ile ortaya
koymuslardir (166).

Yamamato ve ark. endotelyal hiicre ylizeyine ekstraselliler SOD’un
baglanmas1 iizerine homosisteinin etkilerinin arastirildigt  bir calismada,
homosisteinin SOD etkinligini azalttigim ifade etmislerdir. Homosisteinin
endotelyal heparan siilfat proteoglikanim1 bozarak, SOD’un arteryel endotel hiicre
yiizeyine baglanmasini engelledigi belirtilmektedir. Yiiksek miktarda homosistein
fibroblastlarca ortama verilen SOD ekspresyonunu azaltmaktadir. Boylece
homosisteinin endotel hiicrelerin 6zellikle siiperoksit radikali olmak iizere serbest
radikallere kars1 savunma yetenegini azalttigr bildirilmistir (182).

Homosisteinin antioksidan enzimler iizerine etkisini arastirmak amaciyla
bir¢ok calisma yapilmistir. Yapilan bir calismada, artan homosistein diizeylerinin

hidrojen peroksit olusumunu artirdig1 ve baglica antioksidan enzimler olan GSH-
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Px, SOD ve CAT aktivitesinin baskilanmasina yol actigi ve oksidatif stres
olusturdugu ileri siirlilmiistiir (138). Toborek ve ark. 6-9 ay boyunca
metiyoninden-zengin diyetle beslenen tavsanlarda plazma ve aortik TBARS
diizeyleri ile aortta antioksidan enzim aktivitelerinde anlamli artis tespit ederken;
eritrositlerde ise SOD aktivitesinin arttigini, CAT aktivitesinin degismedigini,
GSH-Px aktivitesinin ise azaldigini belirlemislerdir (159). Yine deneysel bir
calismada metiyoninden-zengin ve folattan-fakir diyetle beslenen ratlarda kan,
karaciger, barsak, aort endotelyumu ve myokardda lipid peroksidasyon
substanslarinin yiikseldigi; GSH-Px, SOD, CAT ve GSH-Rediiktaz aktivitelerinin
ise azaldig1 ortaya konulmustur (82).

Moat ve ark. tarafindan homosistein metabolizma defekti bulunan hasta
grubunda yapilan diger bir calismada ise yiiksek plazma homosistein
konsantrasyonlarinin antioksidan enzimler iizerine etkisi arastinlmistir. Calisma
sonucunda homosistein diizeylerinin yiiksekligi ile eritrosit SOD ve plazma GSH-
Px aktivitesinde artisa ragmen eritrosit CAT ve GSH-Px aktivitelerinde anlamli
bir degisiklik olmadigi goriilmiistiir. Yiiksek homosistein diizeylerinde
antioksidan enzim aktivitelerindeki artigin, olusan oksidatif strese karsi, serbest
radikal hasarim1 minimize etmek icin olusan adaptif bir yanit oldugu ileri
siiriilmiistiir (107).

Kuvvetli bir antioksidan olan lipoik asidin antioksidan enzimler {izerine
etkisini arastirmak icin de bircok calisma yapilmistir. Maritim ve ark.
streptozotosin ile diyabet olusturduklar ratlarda oksidatif stres biyomarkerlarim
aragtirdiklar1 bir calismada; lipoik asidin karaciger, bobrek ve kalpte SOD, CAT

ve GSH-Px enzim aktivitelerini degistirerek diyabet sonucu olusan oksidatif stresi
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azalttigini belirtmislerdir (97). Shila ve ark. ise arsenik intoksikasyonu olusturulan
ratlarda beyinde artan oksidan iiretimi ve lipid peroksidasyon diizeylerinin lipoik
asit uygulanmasindan sonra azaldigim ortaya koymuslardir. Intoksikasyon ile
azalan enzim aktivitelerine ragmen; lipoik asidin biitiin beyin bolgelerinde SOD,
CAT ve GSH-Px enzim aktivitelerini artirdigini belirtmislerdir (148). Lipoik
asidin antioksidan enzim aktivitelerini artirdigin1 belirten baska calismalar da
yapilmustir (4,10).

Calismamizda gruplara ait eritrosit GSH-Px aktivitelerini karsilagtirdigimiz
zaman; literatiir bilgileri ile uyumlu olarak hiperhomosisteinemi olusturulan
grupta GSH-Px aktivitelerinin, kontrol grubuna gére anlamli sekilde azaldigi
goriildii (p<0.001). Lipoik asit uygulanmasinin ise bu azalmanin oniine gegtigi ve
GSH-Px aktivitesinin daha ilimli bir seviyede tutuldugu belirlendi (Sekil 11).
Hiperhomosisteinemi grubuna ait plazma homosistein diizeyleri ile eritrosit GSH-
Px aktiviteleri karsilastirildiginda; aralarinda istatistiksel olarak anlamli negatif bir
iliski oldugu goriildii (r = -0.567, p=0.028; Sekil 19).

Karaciger ve bobrekte GSH-Px aktivitelerinin hiperhomosisteinemi
grubunda kontrol grubuna gore anlamh sekilde diistiigii goriildi. Lipoik asit
uygulanmasinin karacigerde bu diisiisii tamamen Onlerken, bobrekte kontrol
grubuna yakin bir seviyede tuttugu belirlendi. Kalpte ise eritrosit, karaciger ve
bobregin aksine; hiperhomosisteinemi grubunda GSH-Px aktivitesinin kontrol
grubuna gore anlamh sekilde yiiksek oldugu goriildii. Beyinde ise GSH-Px
aktiviteleri bakimindan kontrol grubu ile hiperhomosisteinemi grubu arasinda
anlamli bir fark bulunmadi. Ozellikle karaciger ve bobrekte goriilen bu farklilik;

homosistein metabolizmasinda daha etkin rol alan bu iki organda olusan oksidatif
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strese karsi, serbest radikal hasarin1 6nlemek amaciyla intraselliiler bir enzim olan
GSH-Px’in tiiketilme sonucu azaldigi seklinde yorumlanabilir. Lipoik asit
uygulanmasinin ise dort dokuda da GSH-Px aktivitelerini artirdig goriildii (Tablo
10). Bu da bize, disaridan verilen bu kuvvetli antioksidanin viicutta antioksidan
defans sistemi destekler mahiyette bir 6zellik gostererek eritrosit ve doku GSH-Px
aktivitelerini artirdigim1 gostermektedir.

Gruplara ait eritrosit CAT aktiviteleri karsilastirildiginda; hiperhomo-
sisteinemi grubunda CAT aktivitelerinin, kontrol grubuna gére anlamli sekilde
azaldig belirlendi (p<0.05). Lipoik asit uygulanmasinin ise CAT aktivitesindeki
azalmanin Oniine gegerek, enzim aktivitesinin hemen hemen kontrol grubuna
yakin degerlerde tutulmasini sagladigr goriildii (Sekil 12). Hiperhomosisteinemi
grubuna ait plazma homosistein diizeyleri ile eritrosit CAT aktiviteleri
karsilastirildiginda; aralarinda istatistiksel olarak anlamli negatif bir iligski oldugu
goriildii (r=-0.667, p=0.004; Sekil 20).

Karaciger ve bobrekte CAT aktivitelerinin hiperhomosisteinemi grubunda
kontrol grubuna gore anlamli sekilde diistiigii goriildii. Kalp ve beyinde ise CAT
aktiviteleri bakimindan kontrol grubu ile hiperhomosisteinemi grubu arasinda
anlaml bir fark olmadig belirlendi. Lipoik asit uygulanmasinin ise yine GSH-Px
aktivitesine benzer sekilde CAT aktivitelerini de hiperhomosisteinemi grubuna
kiyasla artirdig1 goriildii (Tablo 11).

Eritrosit ve dokulara ait GSH-Px ve CAT aktiviteleri genel olarak ele
alindig1 zaman; hiperhomosisteineminin bu antioksidan enzimlerin aktivitesini
azalttig1 goriildii. Bu azalma, hiperhomosisteinemi sonucu olusan serbest radikal

hasarina karsi antioksidan savunma amacgh olarak bu iki enzimin tiiketildigi
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seklinde acgiklanabilir. Lipoik asidin ise; homosisteinin olusturdugu oksidatif stresi
ve lipid peroksidasyonunu azaltmanin yam sira, antioksidan enzim
aktivitelerindeki azalmay1 Onemli Olciide oOnledigi dikkati cekti. Dokular
diizeyinde bakildigi zaman, bu etkilerin karaciger ve bobrekte daha belirgin
oldugu; kalp ve beyinde ise yeterince olugsmadigi goriildii. Bunun muhtemel bir
nedeni olarak; homosisteinin karaciger ve bobregi daha ileri bir seviyede
etkilemesi diistiniilebilir.

Eritrosit SOD aktiviteleri bakimindan her ii¢ grup arasinda da anlamli bir
farklilik bulunamadi. Her ii¢ grupta da plazma homosistein diizeyleri ile eritrosit
SOD aktiviteleri karsilagtirildiginda; aralarinda anlamli  bir korelasyon
bulunmadig goriildii.

Dokulara ait SOD aktiviteleri karsilagtirildigi zaman; hiperhomosisteinemi
olusturulan grupta SOD aktiviteleri hafif artmakla birlikte, kontrol grubu ile
hiperhomosisteinemi grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadig: tespit edildi.
Bununla birlikte; bobrek, kalp ve beyin SOD aktivitelerinin lipoik asit uygulanan
grupta kontrol grubu degerlerinden bile anlaml sekilde yiiksek oldugu goriildii
(p<0.05). Lipoik asit uygulanan grupta karaciger SOD aktivitesi de kontrol
grubundan daha yiiksek olmakla birlikte, bu yiikseklik istatistiksel olarak anlamli
degildi (Tablo 9).

Eritrosit ve dokulara ait SOD aktivitelerine genel olarak bakildigi zaman;
GSH-Px ve CAT’in aksine hiperhomosisteineminin SOD aktivitelerini
etkilemedigi, ancak lipoik asidin yine bu enzimin de aktivitesini artirdig1 goriildii.

Ozetle; inceledigimiz ii¢ antioksidan enzim birlikte diisiiniildiigii zaman,

hiperhomosisteineminin GSH-Px ve CAT aktivitelerini azaltirken, SOD
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aktivitelerini etkilemedigi goriildii. Calismamizda 6 hafta boyunca yiiksek doz
metiyonin  verilerek  olusturulan  hiperhomosisteineminin  gercekten de
literatiirlerde belirtildigi sekilde hidrojen peroksit olusumunu artirdigi ve bunun
sonucu olarak da antioksidan savunma amacgli olarak GSH-Px ile CAT’m
titketildigi diisiiniilebilir. Hiperhomosisteineminin SOD aktivitesini etkilememesi,
calismamizda homosisteinin siiperoksit anyon radikali olusumunu c¢ok fazla
tetiklemedigini diisiindiirebilir. Bununla birlikte bizim Cu/Zn SOD aktivitesini
Olctiigiimiiz goz Oniine alinirsa; ratlarda bu enzimin kofaktorii olan ¢inko ve bakir
diizeylerini 6lgmedigimiz ve Mn-SOD, -ekstraselliiler-SOD veya total SOD
diizeylerini belirleyemedigimiz i¢in, homosisteinin SOD aktivitesi iizerine etkisi
konusunda kesin bir yargiya varilamamuistir.

Normal hiicrelerde enzimatik savunma sistemi disinda birgok non-enzimatik
savunma sistemi de bulunmaktadir. Onemli bir endojen ve non-enzimatik
antioksidan olan rediikte glutatyon (GSH) serbest radikaller ve peroksinitritlerle
reaksiyona girerek hiicreleri oksidan hasara kars1 korur. Ayrica protein
yapisindaki siilthidril gruplarimi indirgenmis halde tutarak pek cok proteinin ve
enzimin inaktivasyonunu engeller (181). Glutatyonun apoptozisin regiilasyonunda
onemli bir rol oynadigi, homosistein ve diger prooksidan bilesiklerin olusturdugu
serbest oksijen radikallerinin lipoprotein ve proteinleri oksidasyonunu inhibe
ettigi bildirilmistir (64).

Hernanz ve ark. yas gruplarinda yaptiklart bir ¢alismada total intraselliiler
glutatyon diizeyleri ile plazma homosistein diizeyleri arasinda negatif korelasyon
bulundugunu belirtmislerdir (64). Ozdemir ve ark. da mikroalbiiminiirisi bulunan
ve bulunmayan tip 2 diyabetik hastalarda homosistein, MDA, GSH-Px ve GSH

diizeylerini arastirdiklart calismada homosistein diizeyleri ile eritrosit GSH
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diizeyleri arasinda anlamli negatif korelasyon tespit etmislerdir (r=-0.385, p<0.01)
(122). Muda ve ark. da tedavi gormemis hipertansif hastalarda homosistein ve
sistolik kan basincinin, intraselliiler oksidatif stresin gostergesi olarak eritrosit
GSH diizeylerinde azalma ile iligkili oldugunu belirtmislerdir (113).

Lipoik asidin, hiicrelerde baslica antioksidan olan glutatyon iiretimini in
vivo ve iv vitro olarak stimiile ettigi bildirilmistir (21). Arivazhagan ve ark.
yaptiklar1 iki ayn calismada, yaslanan ratlarda lipoik asidin doza bagimli bir
sekilde tam kan GSH diizeyleri (4) ile karaciger ve bobrek mitokondri GSH
diizeylerini (6) anlamh sekilde artirdigini, hatta kontrol grubundan daha yiiksek
seviyelere c¢ikardigim1 gostermislerdir. Yine yapilan iki farkli deneysel rat
calismasinda da o-lipoik asidin adriamycin ile nefrotoksisite olusturulan ratlarda
serum GSH diizeylerini artirdigi (96), yine kardiak lipid peroksidasyon
olusturulan ratlarda da kalp dokusu GSH diizeylerini artirdig1 ortaya konulmustur
(10).

Bizim c¢alismamizda eritrosit GSH diizeyleri hiperhomosisteinemi
olusturulan grupta, kontrol grubuna gére anlamh sekilde diisiik olarak bulundu
(p<0.001). Lipoik asit uygulanan grupta ise eritrosit GSH diizeylerinin her iki
gruba gore anlamh sekilde yiiksek oldugu goriildii (p<0.001). Bu sonuglar lipoik
asidin, hiperhomosisteineminin olusturdugu lipid peroksidasyonu da asarak
eritrosit GSH diizeylerinin oldukg¢a c¢arpici bir sekilde artmasina neden oldugunu
acikca gostermektedir (Sekil 13). Her ii¢ grupta da, plazma homosistein diizeyleri
ile eritrosit GSH diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif

korelasyonlar tespit edildi (kontrol grubunda r= -0.812, p=0.000, Sekil 16; hHcy
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grubunda r= -0.658, p=0.008, Sekil 21 ve hHcy+LA grubunda r=-0.597, p=0.019,
Sekil 28).

Endojen, enzimatik olmayan antioksidanlardan Vitamin A, E ve C de
antioksidan sistemin 6nemli bilesenleri arasindadir. Vitamin A’nin 6nciil maddesi
olan B-karoten alkoksil ve peroksil radikallerinin etkin temizleyicisi olarak gorev
yapmaktadir (2,185). Lipid faz antioksidanlardan biri olan Vitamin E’nin baslica
fonksiyonu, lipid peroksitlerini etkisizlestirerek  peroksidasyon  zincir
reaksiyonunu sonlandirmaktir. Giiglii bir indirgeyici ajan olan Vitamin C ise
siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve singlet oksijen ile kolayca reaksiyona
girerek onlan etkisizlestiren onemli bir antioksidandir. Sulu fazda bulunmasina
karsin lipid peroksidasyonunu baslatic1 radikalleri temizleyerek lipidleri ve zarlar
da oksidan hasara kars1 korumaktadir. Vitamin C ayn1 zamanda Vitamin E’nin
rejenerasyonunda da gorev almaktadir (181).

Hiperhomosisteineminin Vitamin A, E ve C diizeyleri iizerindeki etkileri
veya bu etkilerin mekanizmalar1 heniiz aydinlatilmamistir. Kardiovaskiiler
hastaliklarda plazma tiyol bilesikleri ve antioksidan vitaminlerin degerlendirildigi
bir caligmada, plazma homosistein diizeyleri ile Vitamin E ve Vitamin A
diizeyleri arasinda anlamli negatif korelasyon bulundugu ortaya konulurken
(strastyla; r=-0.260, p=0.033 ve r=-0.255, p=0.036); homosistein ile Vitamin C
diizeyleri arasinda anlamli bir korelasyon tespit edilememistir (184). Clarke ve
ark. tarafindan heterozigot CBS eksikligine sahip hiperhomosisteinemili hasta
grubunda yapilan bir caligmada ise hiperhomosisteinemi ve kontrol gruplari
arasinda Vitamin A ve Vitamin E diizeyleri bakimindan herhangi bir fark

bulunmadigr belirtilmistir (29). Limpach ve ark.’min yaptig1r bir ¢aligmada ise

123



homosisteinin A vitamini aktivitesi gOsteren retinoik asit formunun sentezini
inhibe ettigi; homosistein kaynakli kongenital defektlerin bu inhibisyondan
kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir (90).

Lipoik asidin ise Vitamin C ve Vitamin E’yi, aktif durumlarina dontistiiriip
yeniden olusturma yetenegine sahip oldugu bildirilmektedir (95,143).
Arivazhagan ve ark. yaptiklan iki ayr deneysel rat calismasinda a-lipoik asidin
yaslanmig ratlarda plazma Vit.E ve tam kan Vit C diizeylerini artirdigim (4);
karaciger ve bobrek mitokondrisinde de ayni sekilde bu vitaminlerin diizeylerinde
onemli artisa yol actifini bildirmislerdir (6). Balachandar ve ark ise kardiak
toksisite olusturduklar1 ratlarda o-lipoik asidin kalp dokusu Vit. E ve C
diizeylerini anlaml sekilde artirdigini belirtmislerdir (10).

Biz calismamizda gruplar arasinda Vitamin A, E ve C diizeylerini
karsilastirdigimiz zaman kontrol grubu ile hiperhomosisteinemi olusturulan grup
arasinda bu vitaminlerin diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmadigim
belirledik. Metiyonin ile indiikledigimiz hiperhomosisteineminin bu vitaminlerin
diizeylerini etkilemedigini tespit ettik. Lipoik asit uyguladigimiz grupta Vitamin E
ve Vitamin C diizeylerinin gercekten de kontrol grubundan bile daha yiiksek
degerlere ulastigim1 gordiik. Bununla birlikte, Vitamin A diizeylerinin lipoik asit
uygulanan grupta kontrol degerlerinden daha diisiik oldugu goriildii (Tablo 12).

Folik asit, Vitamin B;, ve Vitamin Bg; homosistein metabolizmasinda
kofaktor ve kosubstrat olarak gorev alan énemli vitaminlerdir (57,83,85,144,146).
Bu vitaminlerin eksiklikleri, hiperhomosisteineminin etiyolojisinde oldukca etkili
ve Onemli faktorlerden birini olusturmaktadir. Morrison ve ark. yaptiklar

calismada 5056 kisiye 15 yil siireyle klinik takip uygulamislar ve folat eksikligi
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bulunanlarda koroner arter hastaligini folat seviyesi yiiksek olanlara oranla 1.69
kat daha yiiksek bulmuslardir (111). Rimm ve ark. ise kadinlarda koroner kalp
hastaligi risk faktorlerini kontrol altina alarak 14 yil takip etmisler ve yeterli
miktarlarda folik asit ve Vit B¢ kullananlarda koroner kalp hastaligi ve myokard
infarktiisii gelisiminde bu vitaminleri almayanlara oranla azalma tespit etmislerdir
(135). Bircok caligmada folik asit, Vit Bj; ve Vit B¢’ nin yiiksek homosistein
diizeyleri ile ters orantih  oldugu; bu vitaminlerin  eksikliginde
hiperhomosisteinemi olusmasi yanisira, hiperhomosisteineminin tedavisinde de bu
vitaminlerden yararlamldigi ortaya konulmustur (78,91,105,110,162). Koroner
anjiyografi yapilan 165 kisilik hasta grubunda yapilan bir calismada yiiksek
homosistein konsantrasyonlarinda folik asit ve Vit. By, diizeylerinin diisiik
bulundugu ve homosistein ile bu iki vitamin arasinda negatif bir iligkinin oldugu
gosterilmistir (156).

Caligmamizda gruplara ait Vitamin B,, Vitamin B¢ ve folik asit diizeylerini
karsilastirdigimiz zaman; hiperhomosisteinemi olusturulan grupta her {i¢ vitamin
diizeyinin kontrol grubuna gore oldukca anlamli bir sekilde azaldigi tespit
edilmistir. Lipoik asit uygulanan grupta Vitamin B, ve Vitamin Bg diizeylerinin
hiperhomosisteinemi grubuna gore anlamli sekilde yiikselmis olduklari
goriilmektedir. Folik asit diizeyleri ise lipoik asit uygulanan grupta
hiperhomosisteinemi grubuna gore hafif bir artis gostermekle birlikte, bu artig
istatistiksel olarak anlamli bulunamadi (Tablo 13). hHecy grubu ve hHey+LA
grubunda plazma homosistein diizeyleri ile Vitamin B, ve folik asit diizeyleri

arasinda anlamli negatif korelasyon oldugu goriilmektedir. Hiperhomosisteinemi
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olusturulan ratlarda bu vitaminlerin diizeylerindeki azalmanin; artan
homosisteinin metabolizmasina bagli olarak burada kofaktor ve kosubstrat olarak
gorev yapan bu vitaminlerin fazla kullanimindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
Lipoik asit uygulanan grupta Vit. B, ve folik asit diizeyleri hiperhomosisteinemi
grubuna gore yiiksek bulunmakla birlikte; lipoik asidin bu vitaminler {izerinde
bilinen herhangi bir etkisi bulunmamaktadir. Bu artisin lipoik asidin vitaminler
tizerine herhangi bir etkisinden degil de, homosistein diizeylerinde olusturdugu
anlamh diisiis sonucu metabolizmada kullanilan bu vitaminlerin daha az
harcanmasindan kaynaklandigi diisiiniilebilir.

2005 yilinda yapilan bir calismada hiperhomosisteinemi ile iliskili
kardiovaskiiler patolojik degisiklikler; endotelyal hiicre hasari ve bozulmus
endotelyal fonksiyon, vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonu, tromboz
aktivasyonu, monosit aktivasyonu ve bunlara ilaveten kolesterol ve trigliserit
biyosentezinin bozulmasi olarak ele alinmistir. Yine ayni caligmada homosisteinin
vaskiiler patolojisi; otooksidasyon ve reaktif oksijen tiirevlerinin olusumu, SAH
olusumu ile hipometilasyon, nitrik okside baglanma sonucu nitrozilasyon ve
proteinlerle birlesme sonucu protein-homosisteinilasyon olusumu olmak iizere
baslica dort biyokimyasal parametre ile agiklanmistir (183).

Homosisteinin olumsuz etkilerinden 6nemli biri de LDL kolesteroliin
oksidasyonuna neden olarak LDL’nin plazmadan temizlenmesini saglayan
reseptorlere baglanmasim engellemesi, okside LDL’nin serum diizeyini artirmasi

ve endotelde kopiik hiicrelerine doniisiimleri saglayarak ateroskleroza zemin

hazirlamasidir (173).
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Endotelyal hiicre Kkiiltiirleri ile yapilan bir g¢alismada homosisteinin
kolesterol biyosentezinde hiz-sinirlayict enzim olan 3-hidroksi-3-metilglutaril
CoA rediiktaz (HMGCoA rediiktaz) ekspresyonu artirdigi, bdylece hem
endotelyal intraselliiler hem de ekstraselliiller kolesterol diizeylerinin yiikseldigi
tespit edilmistir (87). Yapilan deneysel bir calismada da 4 hafta metiyoninden-
zengin diyet verilerek hiperhomosisteinemi olusturulan ratlarin karacigerlerinde
HMGCoA rediiktaz enzim aktivitesi ve mRNA ekspresyonunun arttigi
belirlenmistir. Homosisteinin hepatik kolesterol biyosentezi {izerine stimiilator
etkilerinin hepatik lipid birikimi, hiperkolesterolemi ve hiperhomosisteinemi ile
iliskili kardiovaskiiler bozukluklar i¢in onemli bir mekanizma olusturacag: ileri
siriilmistir (179). Yapilan diger bir calismada ise hepatositlerde hiper-
homosisteinemi ile olugturulan endoplazmik retikulum stresinin, sterol regiilator
eleman baglayic1 proteini aktive ederek lipid biyosentezini artirdigi ve hepatik
steatoza yol actigr belirtilmistir (174). Hiperhomosisteinemi olusturulan bir rat
calismasinda da homosisteindeki artisa paralel olarak kolesterol ve trigliserit
diizeylerinde yaklagik 2 kat artis goriildiigii belirtilmistir (40).

Baydas ve ark. lipoik asit uygulanan ratlarda kolesterol, trigliserit, LDL-K
ve VLDL-K diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde azaldigimi; HDL-K
diizeylerinin ise yine kontrol grubuna gore anlamli sekilde arttigini ortaya
koymuslardir (12).

Arivazhagan ve ark. o-lipoik asidin lipid peroksidasyonu ve lipid diizeyleri
tizerine etkilerini arastirdiklar1 deneysel bir rat calismasinda lipoik asidin plazma,
karaciger ve bobrekte kolesterol, trigliserid, fosfolipid ve serbest yag asit

diizeylerini azalttigim1 belirtmislerdir (5). Lipoik asidin LDL’nin oksidatif
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modifikasyonunu inhibe ettigi ve hepatik HMG-CoA rediiktazin inhibisyonu ile
plazma kolesterol diizeylerini azalttifi, anti-kolesterol aktivite gosterdigi
belirtilmistir. Yine lipoik asidin trigliserid diizeylerini azaltmasi da trigliserit
klerensini stimiile eden lipoprotein lipaz aktivitesindeki artis ile iliskilendirilmistir
(5).

Calismamizda literatiir bilgileri ile uyumlu sekilde; trigliserit, kolesterol,
LDL-K ve VLDL-K diizeyleri hiperhomosisteinemi olusturulan grupta kontrol
grubuna gore belirgin sekilde yliksek olarak bulundu. Lipoik asidin ise, LDL-K
hari¢ diger lipid parametrelerine ait olumsuz degisiklikleri notralize ettigi goriildii
(Tablo 14). Gruplar arasinda HDL-K diizeyleri bakimindan ise anlaml bir fark
bulunamadi. hHecy+LA grubunda plazma homosistein diizeyleri ile LDL diizeyleri
arasinda pozitif (r=0.572, p=0.026; Sekil 27); HDL diizeyleri arasinda ise negatif
korelasyon (r=-0.573, p=0.025; Sekil 31) tespit edildi.

Hiperhomosisteinemi olusturulan cesitli rat modellerinde aortta endotelyal
hasar, hiicre proliferasyonu ve hiperplazisi, subendotelyal aralikta kalinlagma,
fibroz dokiintii, elastik laminada ayrilmalar, degisik diizeylerde aterosklerotik
damar lezyonlar olustugu goriilmiistiir (88,115,161,189).

Calismamizda  aortlara  ait  histolojik  kesitler  incelendiginde
hiperhomosisteinemi olusturulan ratlarda aort endotelyal hiicrelerinde sisme,
dizilim bozukluklar, yer yer ayrilma ve dokiilmeler ile liimen i¢ yiizeyinde
intimaya bitisik fibrin birikimi dikkati ¢ekti (Sekil 33). Hiperhomosisteinemi
olusturulan gruptaki ratlarin hepsinde farkli diizeylerde bu damar lezyonlari
goriiliirken, hiperhomosisteinemi ile birlikte lipoik asit uygulanan gruptaki ratlarin
hicbirinde bu tarz olusumlara rastlanmadi ve kontrol grubuyla aym histolojik

ozelliklere sahip normal endotelyal hiicre dizilimi tespit edildi (Sekil 34). Bu
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bulgular ele alindiginda hHcy’nin olumsuz vaskiiler etkilerinin lipoik asit
tarafindan onlendigi ve lipoik asidin Hcy diizeylerindeki artisin Oniine gecerek
homosisteinin zararl etkilerini baskiladig: diisiiniilmektedir.

Tez ¢calismamizdan elde ettigimiz sonuglar1 6zetleyecek olursak:

- Deneysel olarak kronik hHcy olusturulan ratlarda lipoik asit uygulanmasinin
plazma Hcy diizeylerini énemli bir oranda azalttigi ve hHcy olusumunu
engelledigi goriildii. Bu etkinin mekanizmasi bilinmemekle birlikte; lipoik
asidin muhtemelen homosistein metabolizmasinda gérev yapan enzimlerin
aktivitelerini veya bu enzim kofaktorlerinin diizeylerini artirarak etkili

oldugu diisiiniilebilir.

- hHcy’nin lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak plazma ve dokularda
MDA diizeylerini artirdigi tespit edildi. Lipoik asidin ise hHcy’den
kaynaklanan oksidatif stres sonucu artan MDA diizeylerini normale, hatta

kontrol grubundan daha diisiik diizeylere indirdigi goriildii.

- hHcy’nin eritrosit, karaciger ve bobrekte GSH-Px ve CAT aktivitelerinde
anlamli sekilde azalmaya yol actig: tespit edildi. hHcy’de GSH-Px ve CAT
aktivitelerinin baskilanmasinin muhtemel mekanizmasi olarak Hey’nin H,O,
olusumunu ve oksidatif stresi artirmasina karsilik antioksidan savunma
amagli olarak bu enzimlerin tiiketildigi sonucuna varilabilir. Dokular
diizeyinde bu etkinin kalp ve beyinde yeterince olusmayip, karaciger ve
bobrekte belirgin olmasi; 6zellikle bu iki organin Hcy metabolizmasinda
daha etkili olmasi ile Hcy’nin zararlarindan daha ileri bir seviyede

etkilendiklerini diisiindiirebilir.
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Eritrosit ve dokulara ait SOD aktivitelerine bakildigr zaman; GSH-Px ve
CAT’1in aksine hiperhomosisteineminin SOD aktivitelerini etkilemedigi

goriildii.

Lipoik asidin ise eritrosit SOD aktivitesi haric, eritrosit ve dokularda SOD,
GSH-Px ve CAT aktivitelerini artirdigi; Hcy’nin neden oldugu azalmanin
Oniine gectigi, hatta baz1 dokularda bu antioksidanlarin aktivitesini kontrol
grubundan bile daha yiiksek seviyelere cikardigi goriildii. Bu da bize,
disaridan verilen bu kuvvetli antioksidanin viicutta antioksidan defans
sistmini destekler nitelikte etki sergileyerek, antioksidan enzim aktivitelerini

artirdigin1 gostermektedir.

hHcy’nin 6nemli bir endojen antioksidan olan GSH diizeylerini azalttigi,
lipoik asidin ise eritrosit GSH diizeylerini artirmanin yani sira, kontrol

grubuna ait diizeylerden daha yiiksek seviyelere ulastirdigi goriildii.

Hcy’nin Vitamin A, E ve C diizeylerini etkilemedigi; lipoik asidin ise

Vitamin E ve C diizeylerini diger iki gruba gore artirdig: belirlendi.

hHcy grubunda Vitamin Bg, By, ve folik asit diizeylerinin kontrol grubuna
gore diisiik oldugu; hHcy ve hHcy+LA gruplarinda plazma Hcy diizeyleri ile
Vitamin Bj, ve folik asit diizeyleri arasinda negatif korelasyon bulundugu

goriildii.

hHcy grubunda kolesterol, LDL-K, VLDL-K ve trigliserit diizeylerinin
kontrol grubuna gore yiikseldigi, HDL-K diizeylerinin ise degismedigi tespit
edildi. Hecy’nin lipid profili iizerindeki olumsuz etkilerinin lipoik asit

tarafindan engellendigi goriildii.
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- Hcy’nin aortta dejeneratif vaskiiler bozukluklara neden oldugu, lipoik asidin

ise bu damar degisikliklerini 6nledigi goriildii.

Sonug olarak; hHey’nin olusturdugu oksidatif stres ile plazma ve dokularda
lipid peroksidasyonunu artirdigi, antioksidan enzim aktivitelerini ise azaltici
yonde etki gosterdigi, bu etkilerine ilaveten lipid profilini de olumsuz yonde
etkiledigi ve damarlarda dejeneratif degisiklikler olusturdugu goriilmiistiir.
Yapilan ondan fazla calisgmanin ortak analizinde, giinlik 0.5-5.7 mg folat
verilmesinin yaklasik 6 hafta sonunda Hcy diizeylerini anlaml sekilde azalttigi
goriilmektedir. Homosistein metabolizmasinda 6nemli diizenleyici role sahip folik
asidin bu etkisi ile karsilastirildiginda; bizim calismamizda 45 giinliikk deney
siiresinde lipoik asit uygulanmasinin Hcy diizeylerinde meydana getirdigi bu
azalmanin oldukca 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz. Bu onemli etkisine ilaveten;
disaridan uyguladigimiz lipoik asidin viicutta antioksidan defans sistemini
destekler mahiyyette bir ozellik sergileyerek GSH-Px, CAT ve SOD aktiviteleri
ile GSH, Vitamin E ve Vitamin C gibi enzimatik olmayan antioksidanlarin
diizeylerini artirdigi, lipid peroksidasyonunu azalttigi, lipid profilini diizelterek
damar lezyonlarin1 6nledigi de gozden kacirilmamalidir. Biitiin bu olumlu etkileri
bir biitiin olarak ele alindiginda; diyabette rutin olarak kullanilir hale gelen o-
lipoik asidin kardiyovaskiiler hastaliklarda da suplementasyon halinde
kullanilabilme potansiyelinin oldukg¢a yiiksek oldugunu ve bu bulgunun yapilacak

yeni calismalarla desteklenmesi gerektigini diistinmekteyiz.
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