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I

OZET
ERITROSITLERDE HOMOSISTEIN TRANSPORTUNUN ARASTIRILMASI

Bu calismadaki amaclardan birisi plazmadaki homosistein konsantrasyonunun
diizenlenmesinde eritrositlerin bir rol oynayip oynamadigim arastirmak digeri ise
eritrositlerin homosistini homosisteine doniistiiriip doniistiiriilmedigini arastirmakt.
Yapilan calismada eritrositleri farkli konsantirasyonlarda homosisteinle muamele edildi
ve daha sonra hiicre i¢i serbest -SH konsantrasyonlarimi o0l¢iildii. Eritrositlerden
homosistein ¢ikisin1 gostermek iginde calismada aym yontemden yararlanildi. Yine
cesitli amino asitlerin varlifinda da homosistein hiicrelere girisinde degisiklik olup
olmadig1 belirlendi. Eritrositler 1 saat 1 mM homosisteinle muamele edildikten sonra
serbest -SH degerleri 1.47 + 0.01 umol/ml eritrosit, 3 mM homosistein ile muamele
edildikten sonra ise bu seviyeler 2.01 = 0.1 pmol/ml eritrosit’e ulagmaktadir. Sonuglar
homosistein ¢ikisinin zamana ve konsantrasyona bagli oldugunu gostermektedir.
Homosisteinle 6n mumamele eritrositlerden yiiksek konsantrasyonda homosistein ¢ikisi
oldugu goriilmektedir. ImM homosistein ile 6n muameleye tabi tutulan eritrositlerin
siipernataninda serbest -SH konsantrasyonu 0.266 + 0.02 pmol/ml eritrosit, 3 mM
homosistein ile 6n muamele edilen eritrositlerin siipernataninda ise serbest -SH
konsantrasyonu 0.64 £ 0.01 pmol/ml eritrosit’e ulasmistir. Bunlara ilave olarak
sonugclar eritrositlerin ekstraseliiler homosistinin homosisteine doniistiiriillmesinde bir rol
oynadiklarin1 gostermektedir. Sonuglara bagli olarak, eritrositlerin plazma homosistein
seviyelerinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir. Bunun
diginda eritrositler homosistini  homosisteine doniistirmek yoluyla homosistinin
plazmada birikmesini ve presipitasyonunu engelleyebilecek bir mekanizma
istlenmektedirler. Bu da mekanik endotelyal hasarlarin 6nlenmesinde 6nemli olabilir.

2008, 62 Sayfa

Anahtar kelimeler: Homosistein, Homosistin, Eritrositler, Membran transportu.



v

ABSTRACT
AN INVESTIGATE OF HOMOSISTEIN TRANSPORT IN ERYTHROCYTES

One of the main objective of the present study was to determine if erythrocytes
play a role in the regulation of plasma homocysteine concentrations. Another objective
was to investigate if erythrocytes convert homocystine into homocysteine. In the present
study, we exposed erytrocytes to different concentrations of homocysteine and then
measured the intracellular free -SH concentrations. Erythrocytes treated in the same
manner were later utilized for the homocysteine efflux studies. We also determined the
rate of homocysteine influx in the presence of different amino acids. Free -SH
concentrations in erythrocytes treated with 1 mM homocysteine reached to 1.47 = 0.01
pmol/ml erythrocyte in 1 h whereas this concentration reached to 2.01 = 0.1 pmol/ml
erythrocyte in 3 mM homocysteine treated erytrocytes. The homocysteine efflux is also
determined to be time-and concentration-dependent. Erythrocytes that are pretreated
with higher homocysteine concentrations displayed a higher efflux process. Outside
concentration of free -SH in 1 mM homocysteine pretreated erythrocytes reached to
0.266 £ 0.02 umol/ml erythrocyte in 1 h whereas this concentration reached to 0.64 =+
0. 01 pmol/ml erythrocyte with 3 mM homocysteine pretreated erythrocytes. Our results
also indicate that erythrocytes convert extracellulary applied homocystine into
homocysteine. Depending on our results, it could be concluded that eryhtrocytes may
play a significant role in the regulation the plasma homocysteine homeostasis
Erytrocytes may convert homocystine into homocysteine providing a protective
mechanism against the precipitation of homocystine in the plasma. This may be
significant in prevention of mechanical endothelial damage.

2008, 62 Pages

Key words: Homocysteine, Homocystine, Erythrocytes, Membrane transport
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1. GIRIS

Homosistein, serbest -SH grubu iceren bir amino asit olup protein sentezine
katilmaz. Homosistein, esansiyel bir amino asit olan metiyonin metbolizmasinin ara
riiniidiir. Metiyoninden metiyonil adenozil transferaz (MAT) enzimi varliginda
transmetilasyon reaksiyonu ile homosistein olusur (Medina ve ark., 2001).
Viicuttaki homosistein transsiilfiirasyon, remetilasyon ve homosisteinin hiicre disina
taginmasi yollarindan birini kullanarak metabolize olur.

Transsiilfiirasyon yolunda pridoksal 5-fosfata ( vitamin Bg ) bagimli bir enzim
olan sistatyonin [ sentetaz (CBS) enzimi gorev yapar. Homosistein CBS
katalizorliigiinde sistatyonine, o da sisteine hidrolize olur. Sistein de daha sonra siilfata
hidrolize olarak idrarla atilir (Dikmen, 2004). Remetilasyon yolunda homosisteinden,
metiyoninin yeniden sentezi (remetilasyon) iki farkli yolla gerceklesir. Birinci yolda
betain-homosistein metil transferaz (BHMT) enzimi, bir metil vericisi olan betainin
metil grubunu, homosisteine aktararak metiyonin olustururken kendisi dimetilglisine
doniisiir. Ikinci yolda ise 5-metiltetrahidrofolat, bir metil grubu vericisidir.
5,10-metilentetrahidrofolat, metilentetrahidrofolat rediiktaz =~ (MTHFR) enzimi
araciligiyla S-metiltetrahidrofolata doniisiir. S-metiltetrahidrofolatin bir metil grubu,
kobalamin (vitamin Bj;) bagimli enzim olan metiyonin sentetaz (MS) araciligi ile
homosisteine aktarilarak metiyonin olusturulurken diger taraftan da tetrahidrofolat
meydana gelir. Bu tetrahidrofolat tekrar 5,10-metilentetrahidrofolata doniisiir (Dikmen,
2004).

Saglikli populasyonda normal total homosistein orani, cesitli caligmalarda
aclikta plazmada 5-15 pmol/L arasinda, serumda 13-18 pmol/L arasinda oldugu
bildirilmistir. 15-25 pmol/L hafif, 25-50 pmol/L orta ve 50-500 pmol/L iizeri agir
hiperhomosisteinemi olarak kabul edilmektedir (Jacobsen, 1998). Homosistein endojen
bir bilesiktir ve fizyolojik diizeylerden daha yiiksek serum diizeylerinde norotoksiktir.
Yiiksek homosistein diizeylerinin tikayici damar hastaliklar i¢in bir risk faktorii oldugu
bilinmektedir. Homosistein oksidatif stres, DNA hasari, apoptozisin uyarilmasi ve
eksitotoksisite gibi norodejenerasyonun biitiin énemli mekanizmalarinda ise karisir

(Thambyrajah ve Townend, 2000).



Izole hiicreler iizerindeki ¢alismalar, intracelliiler homosisteinin kisa bir yar1
omriintin bulundugunu ve homosisteinin etkili bir sekilde ekstraselliller ortama
tagindigin1 gostermistir. Bu taginim, homosisteinin iiretiminin arttigt durumlarda artis
gosterdigi, iiretiminin azaldiginda ise inhibe oldugu seklindedir. Izole hiicrelerle yapilan
bu calismalar ¢ok onemlidir; ¢iinkii plazma veya idrar gibi ekstraselliiler ortamdaki
homosistein konsantrasyonu, hiicre ici homosistein iiretimi ile kullanimi arasindaki
dengeyi yansitir.

Bu ¢aligmada homosisteinin eritrositlere giris ¢cikisin1 ve plazma ile eritrositler
arasinda bir homosistin-homosistein dongiisiiniin olup olmadig: arastirildi. Calismadaki
asil amag eritrositlerin plazma homosistein konsantrasyonunun diizenlenmesinde rol

oynayip oynamadigini ortaya ¢ikarmaktir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Homosistein

Vincent du Vigneaud, 1931’de homosisteini ilk defa tanimlayan bilim
adamdir. 1955’de Nobel Kimya 6diiliinii almistir (Finkelstein, 2000). Homosistein
esansiyel bir amino asit olan metiyonin metabolizmasina dayali olarak olusmaktadir.
Cok hizli metabolik kullanimi sebebiyle homosisteinin plazma diizeyi diisiiktiir. Yiiksek
homosistein diizeyleri ile hastaliklar arasindaki iligki, 1962 yilinda Carlson ve Neil
tarafindan gelisme geriligi olan bazi1 cocuklarin idrarinda yiiksek konsantrasyonda
homosistein bulunmasi ile agiga ¢ikmistir. Daha sonra 1969 yilinda McCully yiiksek
plazma homosistein diizeyinin aterotrombotik ve kardiyovaskiiler hastaliklarin
gelisiminde onemli bir risk faktorii oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Demirci ve ark., 2003).
Daha sonralan ateroskleroz, ventz tromboz, koroner arter hastaliklari, kanser, noral tiip

defekti, demans, alzheimer ve diyabet gibi hastaliklarla iliskileri arastirilmistir.

2.2. Homosisteinin Kimyasal Yapisi ve Biyokimyasi

Homosistein, esansiyel bir amino asit olan metiyonin metabolizmasi sirasinda
olusan, proteinlerin yapisina girmeyen, siilfidril iceren bir amino asit olup;
metiyoninden metiyonil adenozil transferaz enzimi varhi@inda transmetilasyon
reaksiyonu ile olusur (Medina ve ark., 2001).

Homosistein serbest radikaller gibi etki gosteren ve son yillarda oksidatif

sisteme dahil oldugu kabul edilen, thiollii bir amino asittir (Cikim ve ark., 2004).

HS—CH;—CH;—CH-COOH
l
NH;

Homosistein

Sekil 1.1: Homosisteinin kimyasal yapisi (Onat, 2002)



Total plazma homosisteinin yaklasik % 80-90’1 disiilfit kopriileriyle proteine
baglhidir. Bagh olmayan homosistein tiirleri ise baslica homosistein, homosistein-sistein,
ve homosistein-homosistein (homosistin) distilfidleri seklinde bulunur. Dolasimdaki
tim homosisteinin yalnizca %1'1 serbest homosistein seklinde bulunur. Total
homosistein (tHcy), biitiin serbest ve bagli biyokimyasal homosistein tiirlerinin
toplamini tanimlar (Kocabalkan ve ark., 2000). Saglikli populasyonda normal total
homosistein orani, ¢esitli ¢alismalarda aglikta plazmada 5-15 pmol/L arasinda, serumda
13-18 pmol/L arasinda oldugu bildirilmistir (Jacobsen, 1998). Viicuttaki homosistein
transsiilfiirasyon, remetilasyon ve homosisteinin hiicre digina tasinmasi yollarindan

birini kullanarak metabolize olur.



Remetilasyon yolu

Metiyonin —l

S-Adenosil metiyonin

Tetrahidrofolat(THF o DNA
N,N-Dimetil S RNA
Folat siklusu Protein
5,10-metilen MS BHMT M(?tiyonin Metil transferaz
tetrahidrofolat B, Betain siklusu
\_' . . S-Adenosil homosistein
MTHFR 5-metil tetrahidrofolat
Homosistein
CBS | B¢
Sistatyonin
CYS | Bg —
Transsiilfiirasyon yolu
CBS Sistatyonin 3 sentetaz Sistein
CYS y-Sistatyonaz
MS Metiyonin sentetaz

MTHFR Metilentetrahidrofolat rediiktaz -
Siilfat — Idrar

Sekil 1.2: Homosistein metabolizmasi. Homosistein, 5-metil tetrahidrofolat varliginda
Bi2’ye bagimli metiyonin sentetaz (MS) tarafindan metiyonine remetile olur. Daha
sonra, 5,10-metilen tetrahidrafolat (CH,THF), metilentetrahidrofolat rediiktaz
(MTHFR) ile 5-metil tetrahidrofolata (CH;THF) indirgenir. Karaciger ve bobrekte
homosistein remetilasyonu betain-homosistein metil transferaz (BHMT) araciliiyla
gerceklesir. Metiyonin siklusunda, diyetle alinan metiyonin, metil transferaz i¢cin metil
grubu vericisi olarak yardim eden S-adenozil metiyonin (SAM)’e doniisiir. Bu
reaksiyonda olusan diger bir iiriin, S-adenozil homosistein hidrolaz enzimi tarafindan
homosistein ve adenozine hidrolizlenen S-adenozil homosistein (SAH)’dir.
Homosistein, ayrica katabolik transsiilfiirasyon yoluna da girer. Bu yoldaki ilk enzim
Bs’ya bagimli sistatyonin [ sentetaz (CBS)’dir. Sistatyonin, B¢'ya bagimli CBS
araciligiyla sisteine doniigiir. Olusan sistein daha sonra inorganik siilfata doniiserek
idrarla atilir (Temel ve ark., 2000).

H;



2.3. Total Homosistein Diizeyini Etkileyen Faktorler

Genel olarak yiikselmis plazma tHcy konsantrasyonunun en sik edinsel
sebepleri folat, B vitaminlerinin tam veya relatif eksikligi ve bobrek yetmezligidir. Bu
durum 6zellikle yash kimseler icin daha dogrudur. Yiiksek tHcy seviyelerine sebep olan
diger klinik durumlar; malignensiler (meme ve over canseri) ve psoriazisdir. Hipotiroidi
ve bir¢cok farmakolojik ajan da yiikselmis tHcy konsantrasyonundan sorumlu olabilir
(Kocabalkan ve ark., 2000). Genetik bozukluklara bagl olarak goriilen eksiklikler genel
populasyonda veya vaskiiler hastalikli kisilerde goriilen yliksek seviyelerin muhtemelen
sadece bir kisminin sebebi olarak diistiniilmektedir. Homosisteiniiriye en sik sebep olan
genetik durum, yiiksek tHcy seviyeleri ve prematiire kardiyovaskiiler hastaliklarla
karakterize sistatyon [} sentetaz eksikligidir. Artmis tHcy' nin diger genetik sebepleri;
metiyonin sentetaz ve metilentetrahidrofolat rediiktazin yoklugu ve bozuklugudur. Bu
tablo populasyonunun %15'inde goriilen MTHFR'nin olduk¢a termomobil degisken bir
formunu da igerir. Bu degisken form o6zellikle diisiik folat seviyelerinin varliginda
hiperhomosisteinemiye neden olmaktadir. Yiiksek riskli gruplar; yiiksek tHcy seviyeleri
olan kisiler, diger risk faktorlerinin olmadig durumlarda ateroskleroz i¢in aile hikayesi
olanlar ve arteryel tikayici hastaligi olanlar igerir. Yiiksek tHcy seviyesi; ilerlemis yas,
asirt sigara kullamimi, SLE, nikotinik asit, teofilin ve L-dopa gibi ilaclarin kullanim
sirasinda da goriilebilir. Sigara pridoksal fosfat sentezini azaltir. Sigara icen kadinlarda
% 23, erkeklerde ise %12 daha yiiksek plazma homosistein diizeyi saptanmistir

(Kocabalkan ve ark., 2000).



METABOLIZMADAKI GENETIK
BOZUKLUKLAR

Transsiilfiirasyon bozukluklar:
Sistatyon [ sentetaz eksikligi

Remetilasyon bozukluklari
Vitamin B, transport bozuklugu
Vitamin B, koenzim sentez bozuklugu
Metiyonin sentetaz bozuklugu
5, 10 MTHF eksikligi veya bozuklugu

VIiTAMIN YETERSIZLiGi VE
BESLENME BOZUKLUKLARI
Vitamin B, eksikligi
Vitamin Bg eksikligi

KRONIK HASTALIKLAR

Renal yetmezlik
Hipotiroidi
Akut lenfoblastik 16semi
Hepatit
Diyabet

ILACLAR
Metotreksat (Dihidrofolat rediiktaz inhibitorii)
Fenitoin veya karbamezepin (Folat antagonisti)
Nitrik oksit (Metiyonin sentetaz inaktivatorii)
Metilksantin (Vitamin Bg inhibitorii)
Nikotinik asit

FiZYOLOJIiK ETKILER
Yas
Cinsiyet
Menopoz
Gebelik

YASAM TARZI

Kahve ( Asir1 kullanimi )
Alkol ( Asirt kullanimi )
Sigara ( Asir1 kullanimi )

Cizelge 2.1. Homosistein diizeylerini etkileyen ve hiperhomosisteinemiye neden olan

faktorler (Medina ve ark., 2001)



2.3.1. Metabolizmadaki Genetik Bozukluklar

Homosistein metabolizmasimin tek genli (monogenetik) bir eksikligi olan
klasik homosisteiniiri Carson, Neil, Gerritson ve arkadaglari tarafindan 1962 yilinda
bildirilmistir. Her 100.000 ile 200.000 dogumdan birinde meydana gelen bu nadir
hastalik, sistatyonin [ sentetaz, metilentetrahidrofolat rediiktaz ve metiyonin sentetaz
eksikligi ile ortaya cikmakta ve otozomal resesif bir mekanizmayla kalitimsal olarak
gecmektedir. Homosisteiniirinin en sik sebebi homosisteinin sistatiyonine doniisiimiinii
saglayan CBS enziminde eksikliktir. CBS eksikligi genetik olarak heterojen olup
homozigot CBS eksikligi daha sik goriiliir. Bu bireylerde, fibroblast ve lenfositlerdeki
CBS aktivitesi normale gore % 0-10 oraninda azalmistir. Homozigot CBS eksikligi olan
bireylerde transsiilfiirasyon yoluyla homosistein katabolizmasi bozulmustur. Viicut
sivilarinda metiyonin, homosistein ve prekiirsorleri birikirken sistein ve sistin miktari
azalir (Dikmen, 2004).

Metiyonin miktar1 normalde 0.45 mg/dL iken hiperhomosistiniiride 30
mg/dL’ye ¢ikmaktadir. Idrarda homosistin ve homosistein yaninda metiyonin,
metiyonin siilfoksid ve sistein gibi diger siilfiirlii amino asitler artar. Bu kisiler
genellikle acken normal tHcy’e sahiptir. Fakat metiyonin yiiklemesinden sonra tHcy
seviyesi yiikselebilir. Son genetik calismalarda CBS eksikligi i¢in heterozigotluk
vaskiiler hastaligi olan kisilerde seyrek olarak ortaya c¢ikar ve bu hafif genetik defekt
hastalarda hiperhomosisteinemiye genellikle neden olmaz (Jacobsen, 1998).

Metilentetrahidrofolat rediiktaz, folat metabolizmasinda 6nemli bir enzimdir.
Insan MTHFR geni, kromozom 1p36.3’de lokalize olmustur ve 656 aminoasitten olusan
MTHFR enzimini kodlar. MTHFR, 5,10-metilentetrahidrofolat1 (5,10-metilen THF)
irreversible olarak 5-metil tetrahidrofolata (5-metil THF) doniistiiriir. 5-metil THF;
DNA metilasyonu ve metiyonin sentezi icin metil grubu saglar. 5,10- metilen THF ise
deoksiiiridilatin timidilata doniisiimiinde kullanilirken bir taraftan da piirin sentezi i¢in
10-formil tetrahidrofolata okside olmaktadir. MTHFR geninde meydana gelen bir
mutasyon (en yaygin olam1 C677T polimorfizmi) enzim aktivitesini azaltmaktadir.
Azalan MTHFR aktivitesi sonucunda 5-metil THF diizeyi azalmakta, 5,10-metilen THF
miktar1 ile plazma homosistein diizeyi artmaktadir. MTHFR geninde goriilen bazi

mutasyonlar, enzimde inaktivasyona neden olarak, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler



hastaliklar icin onemli bir risk faktorii olan hiperhomosisteinemi ve homosisteiniiri
olusmasina neden olur ( Bailey ve ark., 1999 ) .

MTHFR C677T polimorfizminde, MTHFR enzimini kodlayan gende 677.
niikleotid olan C (Sitozin)’in —T (Timin)’e doniismesi sonucu ortaya ¢ikan bir nokta
mutasyonu vardir. Bu durumda alanin yerine valin sifrelenir. Bu nokta mutasyonunun
sonucu MTHFR aktivitesi azalir. Azalan MTHFR aktivitesi, 5-metil tetrahidrofolat
seviyesinde azalmaya ve homosisteinin metiyonine doniisememesi nedeniyle plazma
homosistein seviyesinde artmaya neden olur. MTHFR’nin C677T polimorfizminin,
kardiovaskiiler hastaliklar, inme, noral tiip defektleri, Down sendromu, meme ve
endometrial kanser gibi hastaliklarda bir risk faktorii oldugu agiklanmistir. C677T
mutasyonunda, MTHFR aktivitesi, homozigot mutant TT genotipinde, heterozigot CT
ve homozigot normal CC genotiplerine gore azalirken, homosistein seviyesi onemli
oranda yiikselir ( Dikmen ve ark., 2004 ).

MTHEFR geninde belirlenen diger bir mutasyon da, enzimi kodlayan gende
1298. niikleotid olan A (Adenin)’in — C (Sitozin)’e degisimi sonucu olusan nokta
mutasyonudur. Bu mutasyonda da diger mutasyon tipinde oldugu gibi MTHFR
aktivitesi azalir. A1298C polimorfizminin plazma homosistein artisini, C677T
polimorfizmi kadar etkilemedigi ileri siiriilse de, bu polimorfizmin 6nemi heniiz tam
olarak aciklanamamistir. A1298C ve C677T mutasyonunun sikligi A1298C ve C677T
mutasyonlarinin birlikte heterozigot oldugu durumda, MTHFR enzim aktivitesi, her iki
allelin normal homozigot oldugu durumlardaki enzim aktivitesinin %50-60’1 kadardir.
MS enzim eksikligi de hiperhomosisteinemi nedenidir. MS genindeki mutasyonlar da
tromboembolik olaylar icin genetik bir risk faktoriidiir. MS enzim geninde en yaygin
olarak A2756G mutasyonu goriiliir. Bu genlerdeki mutasyonlar, farkli etnik gruplar ve
cografik bolgeler arasinda heterojen dagilim gosterirler (Bailey ve ark., 1999; Dikmen
ve ark., 2004).

Homosisteiniirinin klinik belirtileri mental retardasyon, iskelet anomalileri,
ektopik lensler ve premature aterotrombotik hastaliklardir. Yeni doganlarda,
homosisteiniiri semptomlart gdzlenmez. Ancak artan yasla birlikte giderek belirginlesen
g6z, iskelet ve vaskiiler semptomlar ortaya ¢ikar. Ilk birkac yilda okiiler lenslerde
dislokasyon ve bunu takiben myopi, glokom ve retina dekolmani tespit edilir.

Osteoporoz, uzun kemiklerde incelme ve uzama, genu valgum ve siklikla gogiis,
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vertebra ve ayak deformiteleri gibi iskelet anomalileri ortaya c¢ikar. Arteriyel ve venoz
tromboza bagh ciddi semptomlar nedeniyle erken yaslarda 6liim goriilebilir. Vakalarin
yarisindan azinda gozlenen mental retardasyonun da trombotik komplikasyonlardan
kaynaklandigi sanilmaktadir. Bu bireyler, idrarlarn ile bilyiik miktarda homosistein
atarlar ve plazmadaki total homosistein konsantrasyonlari saglikli populasyona gore
10-50 kat daha yiiksek olup 50-500 pmol/L arasindadir. Bu bireylerde goriilen
arterioskleroz ve aterosklerozun oldukg¢a hizli baslamasi, total plazma homosisteini ile
kardiovaskiiler hastaligin baslangici ve ilerlemesi arasinda bir doz-zaman iliskisinin
olabilecegini  diisiindiirmektedir. Bu nedenle, genel populasyonda plazma
homosisteininde hafif veya orta derecede yiikselmenin ateroskleroza zemin
hazirlayacagi hipotezi gelistirilmistir. Bu hipotez, ¢ok basit bir tedavi sonunda, 6zellikle
oral B grubu vitamin verilenlerde plazma homosisteininin anlamli oranda diismesiyle
ilgi odag1 haline gelmistir (Temel ve ark., 2000).

Yeni doganlarda, sadece sistatyonin 3 sentetaz eksikliginin taranmasinin pratik
degeri vardir. Plazmada metiyonin artisin1 saptamak icin Guthrie testi yapilir. Pozitif
test sonuglarimin dikkatli yorumlanmasi gerekir. Guthrie testinin pozitif oldugu
kisilerde, metiyonin artmasi gegici olabilir veya karaciger hasari, tirozinoz ya da hepatik
S-adenozil metiyonin sentaz eksikliginden ileri gelebilir. Gecici hipermetiyoninemi
insidensi, yenidogan siit preparasyonlarina daha az protein eklenmesi sonucunda
azalmistir. Yeni doganlarda tarama yapilmazsa, semptomlarin ortaya ¢ikmasina veya
idrar testi yapilincaya kadar homosistiniirinin taninma ihtimali yoktur (Kocabalkan ve
ark., 2000). Enzim defekti tam olmayan hastalarda enzimi aktive etmek icin yiiksek doz
piridoksin verilmesiyle biyokimyasal ve klinik cevap alinir. Enzim defekti tam
olanlarda diyetteki metiyonin miktar1 kisitlanmali ve sistin eklenmelidir (Dikmen ve

ark., 2004).

2.3.2. Kronik Hastaliklar

Baz1 hastaliklar homosistein metabolizmasin etkilemektedir. Kronik bobrek
yetersizligi olan hastalarda kreatinin yiikselmesine bagli olarak plazma homosistein
konsantrasyonu ortalamanin 4 kat iistiine c¢ikabilir. Yine hiperhomosisteinemiye

hipertroidi, Helicobacter pylori enfeksiyonu, kronik gastirit, orak hiicre anemisi ve
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cesitli kanser tipleri arasindaki iligski ortaya konmustur. Helicobakter pylori homosistein
metabolizmasinda rol oynayan vitamin Bj,, Bg ve folik asitin emiliminin azalmasina
neden oldugundan homosistein metilasyonunun azalmasmma ve dolasimdaki
homosisteinin artmasina neden olur. Hepatitli hastalarda da homosistin diizeyi
yiiksektir. Metiyonin metabolizmasinin bir ara iiriinii olan homosisteinin sentezinde ve
metabolizmasinda karaciger merkezi bir rol oynar. Metiyoninin biiyiik ¢cogunlugu bu
organda metabolize olur (Dikmen ve ark., 2004 ). Karaciger, metiyonin ve homosistein
metabolizmasinda gorev alan genlerin ekspresyonunda 6zel yere sahiptir. Homosisteinin
metabolizmasinda rol oynayan MAT 1A sadece karacigerde eksprese oluyorken, BHMT
ve CBS’in biiylik cogunlugu karacigerde sentezlenmektedir. Bu nedenlerle karaciger
hasar1 olustugunda homosistein metabolizmasinda Onemli degisiklikler meydana

gelmektedir (Canorug ve ark., 2006).

2.3.3.Vitamin yetersizligi ve beslenme bozukluklar:

Homosistein metabolizmasi i¢in gerekli olan kofaktor gorevi yapan ve besinle
alan vitamin Bi,, vitamin B¢ ve folat eksikligi hiperhomosisteinemiye neden olabilir.
Normal kisilerde serum vitamin B, folat, vitamin B¢ konsantrasyonlar1 ile plazma

homosistein konsantrasyonu arasinda negatif bir iliski vardir (Eikelboom ve ark, 1999).

2.3.4. Fizyolojik etkenler
2.3.4.1. Yas ve Cinsiyet

Bir¢ok calisma tHcy ve yas arasindaki iligkiyi gostermistir. Kardiyovaskiiler
hastaliklarla birlikte olan veya olmayan yash populasyonda plazma tHcy seviyeleri
artar. Ayrica folat, vitamin B¢ ve vitamin Bj, anormalliklerinin yash kimselerdeki
artmis tHcy diizeyinin patogenezinde Onemli rol oynadigi diisiiniilmektedir. Saglikli
orta yas ve yash kisilerde plazma vitamin By, ve folat diizeyi, plazma tHcy'nin major
belirleyicisi oldugunu gosterir.

Coklu vitamin kullananlar kullanmayanlardan daha diisiik homosistein
seviyesine sahiptir. Total homosistein ile vitamin B¢ ve folatin giinliik diyetle alimiyla
ve vitamin Bg, vitamin B, folatin plazma konsantrasyonlar arasinda dogrusal olmayan

giiclii bir iliski oldugunu gosterir. Ayrica, standart laboratuvar kriteriyle ¢ok yash
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kisilerdeki folat ve vitamin B, seviyeleri normal sinirlarda olanlarda, subklinik ve doku
seviyesinde eksikliklerin oldugu yiikselmis tHcy metabolitlerinin ve metilmalonik asit
(MMA) seviyeleri ile kanitlandig1 6ne siiriilmektedir. Bu iki maddenin (tHcy+MMA)
doku seviyesi konsantrasyonlarinin folat ve vitamin By, eksikliginin daha sensitif ve
spesifik bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Elias ve ark, 2005).

Yash kigilerdeki vitamin B, eksikliginin sebepleri heniiz tam olarak
aydmlatilmamistir. Pernisydz anemi gibi otoimmiin olaylar kii¢iik bir kisminda rol
oynamaktadir. Muhtemel mekanizmalar; diyetle eksik alim, barsaktaki bakterilerin fazla
cogalmasi ve besinlerdeki vitamin Bi,'nin serbest kalmasindaki bozukluk, azalmis asit
ve pepsin sekresyonuyla birlikte olan gastrik atrofidir. Yash kisilerde, sistatyonin
B sentetazin yasa bagh azalmasi ve homosistein mekanizmasindaki diger enzimlerdeki
anormallikler plazma tHcy'sinin artmasina neden olur. Bobrek fonksiyonlarinin yasla
birlikte giderek bozulmasi da, yas ve yiikksek plazma tHcy seviyeleri arasindaki
korelasyonu gostermede yararli olabilir (Elias ve ark., 2005) .

Ostrojen, total homosistein konsantrastonunu beslenme ve kas kitlesinden
bagimsiz olarak diisiirdiigii icin, erkeklerde homosistein kadinlara gére 1 pumol/L daha

yiiksek olabilir.

2.3.4.2. Menopoz ve Homosistein

Postmenopozal kadinlarda plazma tHcy seviyeleri, premenopozal kadinlarla
karsilastirildiginda her zaman olmasa da genellikle yiiksektir. Premenopozal kadinlarda
goriillen dusilk tHcy seviyeleri, transiilfirasyon veya demetilasyon yollarinda
metiyoninin daha etkili olmasina bagl olabilir. Yiiksek plazma Ostrojen seviyeleri de bu
olgularda goriilen diisiik plazma tHcy'sinin sebebi olabilir. Premenopozal kadinlardaki
total plazma homosistein ile serum 17-f estradiol arasinda gii¢lii ve negatif bir
korelasyon vardir. Postmenopozal kadinlardaki yiiksek tHcy seviyeleri, menopozdan
sonra goriilen istenmeyen kardiyovaskiiler olaylarin sikligindaki artis1 da izah edebilir
(Kocabalkan ve ark., 2000). Saglikli pre ve postmenopozal kadinlarda tek basina
progesteron veya Ostrojen-progesteron kombine hormon replasman tedavisi plazma
tHcy seviyelerini diisiiriir ki, bu da risklerin azaltilmasina yardimci olabilir (Kocabalkan

ve ark., 2000) .
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2.3.4.3. Gebelik ve Homosistein

Plazma homosistein konsantrasyonu normal olarak gebelikte azalir. ilk
trimesterde azalma gosterir, ikinci trimesterde minimum seviyeye iner, gebeligin sonuna
dogru hafif artarak ilk trimester degerine ulasir. tHcy konsantrasyonundaki bu
azalmadan sorumlu mekanizma bilinmemekle birlikte fetus tarafindan metiyoninin
artmis kullanimi oldugu diisiiniilmektedir. Son yillarda in vivo olarak ratlarda yapilan
calismalarda; Ostrojen ve kortizol tedavisinin tHcy konsantrasyonunda azalma yarattigi
goriilmiigtiir. Bu hormonlarin gebelikte artmasi, tHcy konsantrasyonunda ki azalmay1
aciklayabilir. Bunlarin disinda Refsum ve arkadaglar1 gebelikte albiimin seviyesinin
diigsmesi, Chesley ve arkadaglar1 gebelikte B, vitamini ve folat seviyesi diisiikliigi,
Obwegeser ve arkadaglart fizyolojik gebelik hemodiliisyonu ile iligkilendirmislerdir
(Kilige, 2004).

Hiperhomosisteineminin gebelik {izerine etkileri gelistigi doneme gore degisir.
Konsepsiyon ve implantasyon sirasinda ise fetal kromozomal anomaliler, birinci
trimesterde ise konjenital anomaliler ve tekrarlayan erken gebelik kayiplar, ileri gebelik
haftalarinda ise plesental vaskiilopati (plesenta dekolmani, plesental infarktlar) seklinde

goriiliir (Kiliget, 2004) .

2.3.5.Yasam Tarz1

2.3.5.1. Alkol Kullaniminin Homosistein Diizeylerine EtKisi

Alkol bagimlilarinda serum homosistein diizeylerinin normal populasyona
oranla daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Homosisteinin metiyonine doniisiimii
homosistein diizeylerini etkilenmesi agisindan onemli bir reaksiyondur ve bu yolaktaki
homosisteinin metabolizmasi, aktif olarak igmeye devam eden alkol bagimlilarinda
yetersizdir. Kronik alkol tiiketiminin homosistein metabolizmasi iizerinde olumsuz
etkileri oldugu ile ilgili ilk hipotez Barak tarafindan ortaya atilmistir.

Alkoliin homosistein metabolizmasina olan etkilerini arastiran calismalarda;
farelere alkol verildigi zaman homosistein metabolizmasinda ana rol oynayan metiyonin

sentetaz enzim aktivitesi diistiigli, betain-homosistein metil transferaz enziminin
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aktivitesinin arttign goriilmiigtiir. Alkol aliminin metiyonin sentetaz enziminin
aktivitesini azaltmasindan alkoliin yikimi triinlerinden biri olan asetaldehitin sorumlu
oldugu belirtilmistir. Bu sekilde homosistein yikimi azalmakta ve hiperhomosisteinemi
olusmaktadir. Alkol bagimliligi olan hastalardaki homosistein diizeyleri yiiksekligi
bir¢cok calismada gosterilmistir. Homosistein, kronik alkol kullaniminda folat eksikligi
ile birlikte betain iizerinden BHMT enzimi aracilif1 ile yikilir. Betain, kolin oksidaz
enzimi araciligi ile kolinden iiretilen, agirlikli olarak karacigerde depolanan ve 3 ayhk
siire sonunda deposu bosalan bir maddedir. Alkol bagimlilarinda folat yoklugunda
BHMT enzimi boylece artmakta ve homosistein diizeyi bir siire daha normal sinirlarda
kalabilmektedir. Giiniimiizde betainin ve BHMT nin alkol bagimliligindaki ©nemi
konusunda heniiz fazla bilgi olmamasia ragmen yapilan calismalarda kolin oksidaz
enzim eksikligi nedeniyle betain iiretimi az olan kisilerin etanoliin zararh etkilerine daha
duyarhi olduklar1 belirtilmektedir. Betainin hiperhomosisteinemi tedavisindeki yeri ile
ilgili veriler heniiz hayvan caligmalar1 diizeyindedir. Kronik alkol tiiketimi saglanarak
serum homosistein diizeyleri ylikseltilen Wistar fareleri iizerinde yapilan bir ¢calismada;
bu farelere diizenli betain verilmesi ile homosistein diizeylerinin diisiiriildiigii saptanmis
ve betainin hiperhomosisteinemi tedavisinde potansiyel terapotik bir madde olarak
kullanilabilecegi 6nerilmistir (Uz ve ark., 2006).

B2 ve B¢ vitaminlerinin alkol bagimlisi olan hastalardaki plazma seviyelerinin
homosistein diizeylerine olan etkileri incelendiginde bu vitaminlerin alkol bagimlisi
olan hastalarda ¢ogu zaman normal degerlerde bulundugu ve plazma homosistein
konsantrasyonu ile iligkili olmadig1 saptanirken B¢ vitaminin 6zellikle bira ve kirmizi
sarapta yiiksek miktarlarda bulundugu ve bu vitaminin 1limli alkol tiiketicilerinde
homosistein diizeylerini azaltabilecegi bildirilmistir. Yogun alkol kullanimin
homosistein diizeyleri iizerindeki etkisini arastiran bir¢ok calismada alkol tedavisi
siiresince alinan Ol¢iimler, plazma homosistein seviyelerinde siirekli bir azalma
oldugunu, 3-7 giin icerisinde normal degerlerine indigini gostermistir. Cravo ve
arkadaslarimin yaptiklann calismada plazma homosistein diizeyleri ile kronik alkol
kullanimi arasindaki iliskiyi aragtirmislardir. Alkol kullanimi olan ve olmayan iki grubu
homosistein diizeyleri acisindan karsilastirdiklarinda alkol kullanimi olan grupta alkol
kullanim1 olmayan gruba gore homosistein diizeylerinin 2 kat daha yiiksek oldugu

gozlenmistir. Alkol bagimlilarindaki homosistein diizeyleri ile ilgili yapilan bir
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calismada; alkol bagimlisi olan hastalarin detoksifikasyon iinitesine kabul edildikleri ilk
giin yapilan homosistein Olciimlerinde, hastalarin %359.3’iiniin homosistein diizeyinin
normal serum diizeyi olan 5-15 pmol/L’nin iistiinde oldugunu saptanmustir. Ilk
homosistein Ol¢iimii ortalamasi; 18.86 + 10.41 olarak belirlenmis olup bu deger normal
serum degerlerinden yiiksek olarak saptanmistir (Uz ve ark., 2006).

Alkol bagimhiliginda homosistein diizeylerinin yiiksekligi ile ilgili yapilan
calismalara karsin alkolii 1limli mikatarlarda tiiketenlerdeki homosistein diizeylerini
arastiran calismalardaki sonuglar celiskilidir. Ozellikle 2 alkollii igecek/giin alkol
kullanmanin homosistein diizeylerini diislirebilecegi belirtilmektedir. Dixon ve
arkadaslarinin 1limhi miktarlarda alkol tiiketen (100 g/hafta) ve hic alkol tiikketmeyen
toplam 416 obez hastanin homosistein diizeylerini incelemisler ve 1limli miktarlarda
alkol kullanan hastalardaki homosistein diizeylerini belirgin olarak diisiik bulmuslardir.
Ilimli miktarlarda kirmizi sarap tiiketiminin beyaz sarap, bira tiiketimine oranla
homosistein diizeyini daha fazla diisiirerek kardiyovaskiiler ve diyabetik hastaliklar

acisindan koruyucu etki olusturabilecegi diisiiniilmiistiir (Uz ve ark., 2006) .

2.4. Hiperhomosisteineminin Etkileri ve Hastaliklarla iliskisi

Hiperhomosisteinemi damar duvarinda kompleks degisikliklere neden
olmaktadir. Periferik sirkiilasyonda bu degisiklikler oksidatif stres, tiimor nekroz, faktor
alfa ve nitrik oksid sentezini indiikleyerek proinflamatuar etkiler ile endotelyal
disfonksiyon seklindedir. Antioksidan enzimlerin aktivitesinin azalmas1 siiperoksid
anyonlarin enzimatik etkisinde artma yapar, bu anyonlar multipl reaktif oksijen ve
reaktif nitrojen iriinlerinin prekiirsoriidiir. Vaskiiler hasar1 endotelyal hiicrelerde
sitotoksik etki ve noronal oksidatif hasar yaparak gostermektedir (Weissa ve ark, 2002).

Deneysel incelemeler homosisteinde artmanin ateroskleroz gelisimine zemin
hazirladigin1 gostermektedir. Ateroskleroz olusumunu hizlandiran faktoér burada serbest
radikal olusumuna neden oldugu gibi, N-Metil D Aspartat (NMDA) aktivasyonu ile
eksitotoksisite yapmis olur. Intraselliiler Ca artimi, proapoptotik proteinlerde artma ile
apoptozise zemin hazirlamis olur (Thambyrajah ve ark., 2000).

Homosistein artimi endotelyal disfonksiyon yaninda, prokoagulan aktiviteyi

arttirma, platelet aktivasyonu ve trombus olusumu gibi etkilere sahiptir. Endotelyal
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membranlarda fibrin birikimi ve intimal hasar gelisir. Endotel hasara bagh
vazodilatasyonda azalma, otoregiillasyonun azalmasina neden olur ve enfarkt
gelismesine zemin hazirlar. Ayrica hiperhomosisteinemi ateromatdz plak olusumunda
intimal makrofaj ve hiicre birikimine zemin hazirlar, doku tamirinde rol oynayan DNA,
RNA ve degisik proteinlerin remetilasyonunun artmasina neden olarak fonksiyonlarini
bozar ve doku hasarina neden olur (Weissa ve ark., 2002).

Alzheimer hastalarinda serum total homosistein artimi 6zellikle de hipokampal
noronlarda 6liime neden olan apoptozis ve norofibriler patolojinin gelisimini hazirlayan
baz1 proteinlerin tesekkiilinde rol oynamaktadir. Homosistein artisginin  bazi
proinflamatuar sitokinlerin olusumuna neden oldugu gosterilmistir. Endotelyal
hiicrelerde interlokin artmasi, vaskiiler inflamasyon ve aterogenezisin olusumuna
onemli katkilar yapar (Karaman, 2006).

Homosistein artisi  endotelyal hiicrelerde gelisimi  durdurma, hiicre
yenilenmesini engelleme, hiicresel metilasyonu degistirme gibi etkileriyle dogrudan
toksisiteye neden olur. Prokoagulan aktiviteyi doku faktorleri ve daha ¢ok faktor V
aktivitesinde artma ile yapar. Hiicre yiizeyinde trombomodilin inhibisyonu, protein C
seviyelerinde ve doku plazminojen aktivatorlerinde azalma, annexin II gibi endotelyal
hiicre reseptorlerinde azalmalar olur. Endoplazmik retikiillum (ER)’da sentez edilen
proteinlerin salinimimi ve agregasyonunu engeller. ER’da yiiksek konsantrasyonlarda
molekiiler belirleyici proteinler vardir. Bu belirleyiciler proteinlerin diizgiin bir sekilde
sentezini kontrol eden tiriinlerdir. Homosistein artimi ile bu proteinlerin salinimim artar
ve yanlis baglanmalarina neden olur ve degisik yan iirlinler ortaya ¢ikar (transmembran
protein kinaz tip-1, aktive edici transkriptin faktor 6 gibi). Lipit biyosentezi bozulur lipit
komponentlerinin salinimi  artar. Lipit yogunlugu aterosklerotik patogenezden
sorumludur (Thambyrajah ve ark., 2000).

Hiperhomosisteinemik ratlarda lipit peroksidasyonunun en onemli {iriinii olan
malondialdehidin (MDA) artmis oldugunu tespit etmislerdir. MDA, hiicre
membranlarindan iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin capraz
baglanmasina yol acar ve iyon gegirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi
olumsuz sonuglara neden olur. MDA bu 6zelligi nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlari ile
reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik, hiicre kiiltiirleri icin genotoksik ve

karsinojeniktir. Artan homosistein miktarinin, lipit peroksidasyon olusumunu Onleyen
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ve antioksidan enzimlerden biri olan glutatyon peroksidazin (GSH-Px) aktivitesini
azaltarak  olusturmaktadir. Gilad ve arkadaslar1 tarafindan  homosisteinin
peroksinitritlere karsi etkilerinin arastirildig: bir ¢alismada, homosisteinin hem GSH-Px
aktivitesini inhibe ettigi hem de bu enzimin m-RNA’ simm1 6nemli olarak azalttifi
bildirilmistir. Ovrebo ve Svardal, ratlarda plazma homosistein miktar ile plazma sistein
ve glutatyon diizeyleri arasinda negatif bir iliskinin var oldugunu belirtmislerdir (Temel
ve ark., 2000). Yamamoto ve arkadaslari, endotel hiicre yiizeyine hiicre dis1 siiperoksit
dismutazin (SOD) baglanmas1 iizerine homosisteinin etkilerinin arastirildigr bir
calismada, homosisteinin SOD etkinligini azalttigim1 ifade etmislerdir. Homosistein,
SOD’in endotel hiicre yiizeyine baglanmasini saglayan endotelyal heparan siilfat
proteoglikanin1 bozarak arteriyel endotel hiicre yiizeyine SOD’in baglanmasini
engellemektedir. Yiiksek miktarda homosistein fibroblastarca ortama verilen SOD
ekspresyonunu azaltmaktadir. BoOylece homosistein endotel hiicrelerinin 6zellikle
siiperoksit radikali olmak {iizere serbest radikallere karsi savunma yetenegini azaltmig
olur (Kocabalkan ve ark., 2000).

Wyse ve arkadaglar1 homosistein uygulamasinin ratlarda katalaz aktivitesinde
azalmalara neden oldugunu tespit etmislerdir (Temel, 2000). Endotel tarafindan salinan
bircok vazodilatator madde icerisinde en Onemlilerinden biri nitrik oksittir (NO).
Homosisteinin otooksidasyonu sirasinda olusan siiperoksid ve hidrojen peroksid gibi
potent reaktif oksijen molekiilleri endotel iizerine oksidatif stres olusturarak endotel
hasarina yol a¢cmaktadir. Siiperoksid radikali NO’i inaktive ederek onun ekinligini
azaltmaktadir. Hidrojen peroksidin NO yapimini stimule ettigi bilinmektedir. Ancak
sonucta NO yapimininin azalmasina neden olan endotel hasarina yol actifindan NO

azalir (Weissa ve ark., 2002).

2.4.1. Homosistein ve Kronik Bobrek Yetmezligi

Bobrek fonksiyonlart plazma homosistein konsantrasyonu i¢in 6nemli bir
belirleyicidir ve azalan bobrek rezervi ile homosistein diizeyleri arasinda yakin bir iliski
vardir. Bobrek yetmezIligi gelisen hastalarda homosistein diizeyleri normal sahislara
oranla en az 3-4 kat artmakta normal populasyonda %5-7 olan hiperhomosisteinemi
prevalanst %85-90'a ulagmaktadir (Friedman ve ark., 2001). Diyaliz tedavisi ile izlenen

hastalarda hiperhomosisteinemiye genis serili bir calisgmada Bostom tarafindan dikkat



18

cekilmis ve bu hastalarinin % 83'linde hiperhomosisteineminin saptandigi gosterilmistir.
Kronik periton diyalizi ile izlenen hastalarda da total homosistein diizeylerinin
hemodiyaliz hastalarina gore daha diisiik diizeylerde olmakla birlikte belirgin olarak
yiikseldigi  gosterilmistir  (Friedman ve ark., 2001). Uremide homosistein
metabolizmasinda yer alan diger aminoasit ve ara iiriinler de etkilenmektedir. Hastalarin
metiyonin diizeyleri normal, buna karsin sistatyonin ve sistein gibi transsiilfiirasyon
metabolitlerinin diizeyleri yiiksek bulunmaktadir. S-adenozil metiyonin (Ado-Met) ve
S-adenozil homosistein (Ado-Hcy) gibi ara iiriinlerin plazma konsantrasyonlarinin
arttigl, Ado-Hcy'deki artisin daha belirgin oldugu ve buna bagli olarak Ado-Met/Ado-
Hcy oraninin diistiigi gosterilmistir. Ayn1 patern eritrositlerde de gosterilmis, tiremik
hastalarda artmis plazma ve eritrosit homosisteininin eritrositlerde toksik bir bilesen
olan Ado-Hcy birikimine neden oldugu saptanmustir. Sistein-homosistein diizeylerinin
bobrek yetmezligi olan hastalarda kreatinin diizeyleri ile korele olarak arttig
bilinmektedir (Bulucu ve ark., 1998).

Plazma homosistein konsantrasyonu ile kreatinin diizeyi arasinda pozitif,
kreatinin klirensi ile negatif korelasyon oldugu da gosterilmistir. Buna karsin
hiperhomosisteinemi ile primer bobrek hastaligi, diyaliz modalitesi, diyaliz siiresi ve
diyaliz yeterliligi arasinda iligski saptanamamistir. Hiperhomosisteineminin ateroskleroz
gelisimi ve kardiyovaskiiler morbidite/mortalite agisindan bagimsiz bir risk faktorii
oldugu bilinmektedir (Bakkaloglu, 2002). Homosisteinin ateroskleroz patogenezindeki
yerine ilk kez homosistiniirili bir hastaya ait otopside aterosklerozis varligin1 gosteren
McCully dikkat ¢ekmis ve devam eden arastirmalarla hiperhomosisteineminin saglikli
populasyon ve kronik bobrek yetmezligi hastalan i¢in kardiyovaskiiler risk faktorii
oldugu kesinlesmistir. Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda % 85-90'a varan
hiperhomosisteinemi prevalans1 ve diger pek ¢ok predizpozan faktdor nedeniyle
aterosklerotik hastaliklar acisindan oldukc¢a yiiksek risk s6z konusudur. Total
homosistein diizeyindeki 1 pmol/l lik artig, iiremik hastalarindaki vaskiiler riski %1
arttirmaktadir. Uremik cocuk hastalarda da hiperhomosisteinemiye bagli vaskiiler

komplikasyonlar gelisebilmektedir (Bakkaloglu, 2002)
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2.4.1.1.Kronik Bobrek Yetmezliginde Hiperhomosisteineminin Mekanizmasi:

Tam olarak aydinlatilamamakla birlikte cesitli  hipotezler iizerinde
durulmaktadir. Defektik renal klirens veya metabolizma idrarla homosistein klirensinin
minimal (kreatinin klirensinin sadece % 0.3'ii veya giinde 3-lmol/l) olusu nedeniyle,
renal yetmezlige bagli azalmis homosistein ekspresyonunun hiperhomosisteinemiden
sorumlu tutulamayacagi diisiiniilmektedir. Kronik bobrek yetmezliginde homosisteinin
tiibiiler "uptake"inin azalabilecegi ve tiremik hiperhomosisteinemide tiibiiler hiicrelerde
aktif homosistein katabolizmasinin bozulmasinin neden olabilecegi One siiriilmiistiir.
Ancak bu giine dek insanlarda bunu destekleyen kesin kanit elde edilememistir
(Bakkaloglu,2002).

Tiim viicut homosistein metabolizmasindaki sistemik bir bozukluk bobrek
yetmezliginde hiperhomosisteinemi icin temel mekanizmanin defektif homosistein
remetilasyonunu ve transmetilasyonu oldugu diisiiniilmektedir. Patogenezi tam olarak
aydinlatilamamakla birlikte iiremik toksinlerin direkt inhibitor etkileri ve iiremide
degismis folat metabolizmas1 potansiyel neden olarak diisiiniilmektedir. Ureminin
eritrosit, plazma ve tiim viicutta biriken homosistein ve Ado-Hcy'nin transmetilasyon
reaksiyonlarin1 inhibe ettigi de bilinmektedir (Friedman ve ark., 2001, Bakkaloglu,
2002). Bobrek yetmezliginde hiperhomosisteineminin bobrek disi veya sistemik
kaynakl1 olabilecegi yoniindeki diger ¢calismalarda vitamin ve/veya substrat eksiklikleri,
genetik bozukluklar, degismis total viicut homosistein "turnover"i aragtirnlmaktadir. Bu
konuda en ¢ok calisilan vitaminler folat, kobalamin ve pridoksindir. Uremik hastalarda
diizeyleri genellikle normal suurlarda oldugu halde, hiperhomosisteinemiyi onlemede
yetersiz kalmaktadirlar. Folat, plazma homosistein konsantrasyonunun en Onemli
determinantidir. Bobrek yetmezligi olan hastalarda sadece folatla yapilan tedavilerle
plazma homosistein konsantrasyonlarinda diisiis elde edilmesi de bunu desteklemektedir
(Bakkaloglu,2002).

Bunlarin 6tesinde genetik yap1 da plazma homosistein diizeyi i¢in 6nemli bir
belirleyicidir. Homosistein metabolizmasinda yer alan enzimleri kodlayan genlerdeki
polimorfizm homosisteinin plazma diizeyini belirlemektedir.

Cesitli renal replasman tedavileri ile izlenen hastalarda da plazma

homosistein diizeylerinin MTHFR C677T mutasyonundan etkilendigi, bu mutasyonu
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homozigot olarak tasiyan hemodiyaliz, periton diyalizi ve renal transplantasyon
alicilarinda hiperhomosisteineminin agreve oldugu gosterilmistir. Bu calismalarda
hastalarin folat almiyor olmasi veya sadece diisiik dozlarin verilmesi dikkat cekicidir.
Bunun aksine giinde 2 mg folat ilavesi ile MTHFR homozigot olan hastalarda plazma
homosistein  diizeylerinin  etkilenmedigi de goOsterilmistir. Renal transplant
vericilerindeki 677T alelinin alicida hiperhomosisteinemi iizerine etkisinin olmadig1 da
belirtilmistir (Friedman ve ark., 2001).

Son yillarda homosistein  metabolizmasindaki rolii tam  olarak
aydmlatilamamakla birlikte MTHFR geninde ekzon 7'de yeni bir mutasyon
tanimlanmistir. MTHFR A1298C polimorfizmi ile enzim aktivitesi normalin %60'1na
indigi halde hiperhomosisteinemi veya folat eksikligi saptanamamaktadir. Bununla
birlikte 677T ve 1298C MTHFR birlesik heterozigotlarinda hiperhomosisteinemi ve
folat eksikligi goriilmektedir. Renal transplantasyon uygulanan 733 hastada MTHFR
A1298C polimorfizminin plazma total homosistein ve folat diizeylerine etkisinin
arastirlldign bir calismada birlesik heterozigotlarin plazma homosistein diizeylerinin
artmadigi, buna karsin bu hastalarda folat diizeyinin diisiik oldugu gosterilmistir. Yine
aym c¢alismada 677TT (1298AA) genotipinin plazma homosistein diizeylerini etkiledigi
ve bu hastalarin plazma folat diizeylerinin diisilk oldugu gosterilmistir

(Bakkaloglu,2002).

2.4.1.2. Renal Transplantasyon Uygulanan Hastalarda Hiperhomosisteinemi

Renal transplantasyon uygulanan hastalarda achkta ve metiyonin yiiklemesi
sonrasinda hiperhomosisteineminin gelisme prevalansinin %50-60 oldugu bildirilmistir.
Artmis plazma homosistein konsantrasyonunun azalan renal fonksiyonlarla paralel
olarak arttig1 belirtilse de bu konu heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (Bulucu ve
ark., 1998).

Arnadottir ve arkadaslarinin (1999) transplantasyondan 6nce ve sonra plazma
homosistein diizeylerini degerlendirdikleri bir ¢alismada, transplantasyonu takiben
glomeriil filtrasyon hiz1 pretransplant doneme gore ¢ok belirgin 6lciide yiikseldigi halde,
plazma homosistein diizeyinde beklenen oOlgiide diisiis olmadigi saptanmistir. Bunun

aksini gosteren caligmalar da vardir. Stein ve arkadaglarnn (2001) stabil renal
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transplantasyon alicilarinda total homosistein diizeyini saglikli kontrollere oranla 2 kat,
metabolitlerini ise 2-6 kat yiiksek bulmuslardir. Ayrica bu metabolitlerin diizeyleriyle
serum kreatinin diizeyi arasinda anlamli iligski saptamis olmalar1 dikkat ¢ekicidir. Yine
aym calismada akut ve kronik rejeksiyon ataklan ile artmis plazma total homosistein
diizeyi veya artmis metabolitlerinin diizeyleri arasinda herhangi bir iliski olmadig1 da
gosterilmistir. Benzer sekilde 5 yil siireyle izlenen renal transplantasyon alicilarinda
hasta ve graft survisinin, graft fonksiyonunun ve histopatolojinin, pre veya
posttransplant serum homosistein diizeylerinden etkilenmedigi gosterilmistir(Arnadottir,
1999).

Normal populasyon ve iiremik hastalarla benzer sekilde renal transplant
alicilarinda da hiperhomosisteineminin kardiyovaskiiler hastaliklar agisindan potansiyel
bir risk faktorii olduguna iliskin ¢aligmalar vardir. Bu hastalarda aterosklerotik
kardiyovaskiiler hastalik mortalitesi iki kat, kardiyovaskiiler hastalik insidans1 dort kat
artmistir. Ducloux ve arkadaslar1 (1998) , Oykiisiinde gecirilmis kardiyovaskiiler
hastalik olan renal transplantasyon alicilarinda plazma homosistein diizeyinin boyle bir
Oykiisii olmayan transplanthi hastalara gore daha yiiksek oldugunu gostermislerdir.
Giinter ve arkadaslar1 (2001) ise yeni saptanan veya Oykiisiinde kardiyovaskiiler hastalik
olan 17 renal transplant alicis1 ile kardiyak sorunu olmayan 33 hasta arasinda plazma
total homosistein ve metabolitlerinin  diizeyleri agisindan fark olmadigini
gostermiglerdir. Renal transplant alicilarinda gozlenen daha disiik kardiyovaskiiler
hastalik oranlarinin, diyaliz tedavisi ile izlenen hastalara oranla daha diisitk homosistein
diizeylerine sahip olmalarindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Bakkaloglu,
2002).

Renal transplantasyon alicilarinda homosistein diizeylerinin MTHFR TT
genotipi ile iligkisi cesitli aragtirmacilar tarafindan calisilmistir. 189 renal
transplantasyon alicisinin dahil oldugu bir ¢alismada homozigot genotipi olan hastalarda
anlaml dlciide yiiksek plazma homosistein diizeyleri saptanmistir. Kreatinin klirensi ve
plazma folatin yam1 sira MTHFR 677 TT genotipinin de, bu hastalarda plazma
homosistein konsantrasyonu i¢in 6nemli bir belirleyici oldugu vurgulanmistir. Diger bir
caligmada 733 renal transplantasyon alicisinda MTHFR C677T ve A1298C
polimorfizmlerinin homosistein ve folat diizeyleri iizerine etkisi degerlendirilmis ve 677

TT (1298AA) genotipine sahip hastalarda homosistein diizeylerinin yiiksek ve folat
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diizeylerinin diisiik oldugu, ayrica birlesik heterozigot genotipinde olanlarda plazma
folatin diisiikk diizeylerde oldugu saptanmistir. Farkli MTHFR genotipleri ve
hiperhomosisteineminin hasta ve graft siirvisine etkisi de arastirnlmistir. Ortalama iki
yillik izlemde 189 renal transplantasyon alicisinda plazma homosistein diizeyi ve
MTHEFR genotiplerinin hasta ve graft siirvisine etkisinin olmadigi, sadece kreatinin
diizeyinin graft siirvisini etkiledigi gosterilmistir (Bulucu, 1998). Siklosporin A
kullaniminin hiperhomosisteinemi i¢in ek bir risk oldugunu savunan caligmalarin
aksine, siklosporin igeren ve icermeyen protokollerle tedavi edilen renal transplanth
hastalarin homosistein diizeyleri arasinda fark olmadigni gosteren ¢aligsmalar da vardir.
Sikloporin kullanim1 ile homositeinin yan1 sira metabolitlerinin diizeylerinin de
etkilenmedigi gosterilmistir (Bakkaloglu,2002). Renal transplantasyon alicilarinda total
homosistein ve metabolitlerinin diizeylerinin diisiiriilmesi ve bu yolla kardiyovaskiiler
hastaliklardan daha etkin korunma saglanabilmesi ve uzun dénem basarinin arttiritlmasi

konusunda arastirma ve cabalar siirmektedir (Bakkaloglu,2002).

2.4.2 Hiperhomosisteinemi ve Kardiyovaskiiler Hastaliklar ile Baglantisi

Hafif hiperhomosisteinemi ve kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) arasindaki
iliski sayisiz retrospektif vaka-kontrol calismalarinda belgelerle bildirilmistir. 1976’da
plazma total homosistein testlerinin gelisiminden once Wilchen ve Wilchen metiyonin
yiikklemesinden 4 saat sonra kontrollerle karsilastirilan, kroner arter hastalikli sahislarin
plazmalarinda homosistein-sistein daha yiiksek konsantrasyonlarda oldugunu
bildirmislerdir. Kang ve arkadaslar1 da koroner arter hastalikli bireylerde proteine bagl
homosisteinin daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Ik ¢aligmalarinda bazal plazma
total homosistein 6l¢iimil yapan Israelsson ve arkadaslari 55 yasindan 6nce myokardial
infarktiis ge¢iren erkeklerde hiperhomosisteinemi insidensini %24 olarak bulmuslardir.
Boushey ve arkadaslari KVH ile homosisteinin iligskisini gOsteren ve plazma
homosisteininin bir determinant1 olarak folatla ilgili 11 ¢alismanin bir metaanalizini
yapmistir. Artan total homosistein KVH icin bagimsiz bir artirict risk faktorii olarak
belirlenmis ve odds orami erkeklerde ve kadinlarda sirasiyla 1,6 ve 1,8 olarak
bulunmustur. Total homosistein ve serum folat1 arasinda kuvvetli bir zit korelasyon

bulunmustur. Son zamanlarda Graham ve arkadaslar1 750 vaka ve 800 kontroliin
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katildigr multimerkezli Avrupa ¢alismasina dayanarak, total homosistein artisinin KVH
icin sigara i¢cimi ve hiperlipidemi kadar kuvvetli bir bagimsiz risk faktorii oldugunu
gostermistir (Ragone, 2002).

Hiperhomosisteinemi ve KVH iligkisini kurmaya yonelik prospektif ¢alisma
sonuglart karmagiktir. Amerikada, Stampfer ve arkadaglari kontrollerle karsilastirilan
KVH’l1 hastalarda daha yiiksek plazma total homosisteini bulmuslardir (11.1-40’a kars1
10.5- 2.8 umol/L); ayrica myokard infarktiisii icin nisbi risk 95. persentilde erkekler i¢in
3.1 ve bir uyar esigi etkisi tespit edilmistir. Arnesen ve arkadaslari bir diger ¢calismada
plazma total homosisteininin, koroner arter hastaliklari icin uyar1 esigi olmayan bir
konsantrasyonla bagimsiz bir risk faktorii oldugunu bildirmistir. Son zamanlarda
plazma tHcy’inin kroner arter hastalikli Norvegli hastalarda mortalitenin kuvvetli bir
habercisi oldugu bildirilmistir. Ancak Alftan ve Evans tarafindan gerceklestirilen
prospektif calismalarda bu goriisiin aksi savunulmustur (Kocabalkan ve ark., 2000).

Homosisteinin kardiyovaskiiler hastaliktaki etkisi tartismali oldugu icin
homosisteinin vaskiiler hastaliklara neden oldugununa dair daha fazla veriye ve etki
mekanizmasinin agiklanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Kozal bir faktor olarak tHecy’in
etkisini aciklayan bir mekanizma gosterilmelidir. Ileri siiriilen mekanizmalarda, tHcy’in
endotelyal disfonksiyona, diiz kas proliferasyonuna, ekstraselliiler —matriks
proliferasyonuna, lipid oksidasyonuna, sitotoksisiteye veya koagulasyon ve
trombositlere etkisi sonucu vaskiiler hasara neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir
(Kocabalkan ve ark., 2000).

Homosisteinin aterogenez, ateroskleroz ve trombozda oynadigi roller
bilinmemesine ragmen, son yillarda yapilan ¢aligmalar hiperhomosisteineminin direkt
olarak vaskiiler endotel hiicrelerinde hasara neden olabildigi, endotelin antikoagulan
ozelligini prokoagulana doniistiirebildigi ve in vitro diiz kas hiicrelerinde proliferasyona
neden olabildigi gosterilmistir. Homosistein, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde mitogeneze
ve sitotoksik etkiye de neden olabilir. Baz1 arastiricilar, giiglii bir vazodilatér ve
trombosit agregasyon inhibitorii olan nitrik oksitin sigir endotelyal hiicrelerinden
saliniminin bozuldugunu gostermislerdir. Nitrik oksit saliniminin ve/veya etkilerinin
azalmasi, hiperhomosisteinemide gozlenen trombotik olaylara neden olabilir

(Kocabalkan ve ark., 2000).
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Aterosklerozda, endotel hasar1 kritik neme sahip olup hastalik belirtilerinin
ortaya c¢ikmasina neden olur. Bu nedenle, homosisteinin bazi etkileri endotelyal
disfonksiyon ve daha spesifik olarak nitrik oksidin salinimi ve/veya etkilerinin azalmasi
sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Kocabalkan ve ark., 2000).

Endotelyal disfonksiyonda, damar ici kan dolasiminin olusturdugu dilatasyon
(KAD) azalmaktadir. Orta yash Cinlilerden olusan ve belirli bir vaskiiler risk faktorii
saptanamayan 14 kisilik bir grupta yapilan calismada, damar i¢ci KAD ol¢iimleri
yapilmis ve hiperhomosisteineminin (tHcy=34.8umol/L) endotelyal disfonksiyona
neden oldugu gosterilmistir. Baska bir ¢aligmada, ailesinde ateroskleroz anamnezi ve
klinik bulgulart olmayan hiperhomosisteinemili (19.2 pmol/L) 26 yash hastada da
damar i¢i KAD ol¢iimlerinin azaldigi gosterilmistir. Endotelyal disfonksiyon, klasik
homosistiniirili ¢ocuklarda gosterilmis iken serbest homosistein ve metiyonin seviyeleri
normal heterozigot CBS eksikligi olan cocuklarda gosterilememistir. Son ¢alismalarda,
normal saglikli kisilere standart metiyonin yiikleme (0.1 g/kg) ile zamana bagl tarzda
damar i¢i kan dolagiminina bagh dilatasyonun bozulabildigi gosterilmistir. Akut
metiyonin yiiklemesinin birkag metabolik etkisi vardir. Plazma homosisteini
yiikseltebilmesine ragmen insanlarda homosisteinin endotel fonksiyonlar tizerine toksik
etkilerinin delili sayllmamaktadir. Hanratty ve ark., bir hafta siire ile giinde 0.1 g/kg
metiyoninle beslenen kisilerde endotel fonksiyonlarinin bozulmadigi ancak tHcy
seviyelerinin anlaml oranda yiikseldigini tespit etmislerdir. Bu caligmada, brakial arter
endotelyal disfonksiyonun tespit edilmesinde farkli bir teknik (yiiksek rezolusyonlu
ultrason ve flow yerine vendz pletismografi ve agonistler) kullanildig1 i¢in bu bulgulart
direkt olarak akut metiyonin yiikleme calismalan ile karsilastirmak zordur (Temel ve
ark., 2000). Lambert ve arkadaslar1 prematiir koroner, serebral veya periferik vaskiiler
hastalikli ve metiyonin yiiklenmesinden sonra hiperhomosisteinemi tanisi konan 60’1
birbiri ile birinci dereceden akraba 123 saglikli kiside endotelyal disfonksiyon ve
arteryal distansibilite arasindaki iliskileri incelemistir. Bu c¢aligmada; endotelyal
fonksiyon, brakial arterin KAD’u ile damar duvarinin fiziki 6zellikleri karotis arterinin
arteriyel distansibilitesi dl¢iilerek tespit edilmistir. Calismaya alinan kisilerde aclik tHey
ve metiyonin yiikleme testi yapilmistir. Hafif hiperhomosisteinemili kisilerden olusan
bu grupta, 6nceki raporlarin aksine brakial arterdeki KAD ile aclik tHcy arasinda iliski

bulunamamis ancak metiyonin yiiklemesinden elde edilen veriler incelenince KAD ve
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homosistein arasinda zayif fakat istatistiksel olarak anlaml zit bir iligki tespit edilmistir.
Karotis arterinin arteriyel distansibilite Ol¢iimleri ile hem aclik hem de metiyonin
yiiklemesinden sonra Olgiilen plazma homosisteini arasinda iliski bulunamamistir
(Temel ve ark, 2000).

Erkek cinsiyet, total kolesterol, sigara icme, hipertansiyon gibi klasik risk
faktorleri ile KAD arasinda iliski bulunamamis iken postmenopozdaki kadinlarda KAD
ile iliski bulunmustur. KAD ve asemptomatik erkek ve kadinlardaki klasik risk
faktorleri arasindaki iliskiyi “multiple stepwise regression” analizi ile inceleyen diger
bir calismada, KAD’daki azalmanin sigara icen yasli erkeklerde daha biiylik damarlarla
iligkili oldugu bildirilmistir. Toplam risk faktor skorunun KAD ile kuvvetli iligki
gostermesi, risk faktorlerinin birbirini karsilikl etkileyebilecegini
diisiindiirmektedir (Temel ve ark., 2000).

Birgok deneysel calismalar tHcy’in vaskiiler komponentlere, 6zellikle
endotelyuma direkt etkilerini aragtirmaya yogunlasmistir. Bu c¢alismalara gore acglik
hiperhomosisteinemisi aterotromboza meyli artirabilmektedir. Ac¢hik tHcy’i normal
ancak metiyonin yiiklemesinden sonra yiiksek olan bireylerde goriilen vaskiiler hasarin
mekanizmasi transsiilfiilrasyon yolundaki anomalilere bagl olabilir. Bu bireylerde,
sadece nonfizyolojik oral metiyonin dozlarinin (genellikle 6-7 gr) alinmasindan sonra
tHcy’de yiikselme gozlenir. Bu nedenle, eriskinlerin giinliik metiyonin alinmasi
0.9 gram civarinda tutulmalidir. Post prandial tHcy seviyesi degisebilmesine ragmen
% 20’den fazla artisa rastlanmamistir. Bir ay siire ile giinde 4 defa 250 mg metiyonin
alanlarda ne tHcy’de anlamli artisa ne de endotelyal fonksiyonda bozulmaya
rastlanmadig bildirilmistir. Bu nedenle, yiiksek metiyoninle beslenenlerin metiyonin
yiikklenmesine intolerans gostermeleri beklenmemelidir (Temel ve ark., 2000).

Klasik homosisteiniiriye gore koroner arter hastaliklari, serebrovaskiiler
hastaliklar ve periferik vaskiiler hastaliklarin eslik ettigi hafif hiperhomosisteinemide
homosisteinin oynadigi rol daha azdir. Ancak, dnceden miyokard infarktiisii geciren
serebrovaskiiler trombozlu yaslh erkeklerde tHcy’in 10 umol/L’den yiiksek oldugu tespit
edilmis, akut koroner sendromlu hastalarda pihtilasma faktorleri ile homosistein
arasinda iliski bulunmug ve koroner yetmezlikli hastalara folik asit ve antioksidan

vitaminler verilerek tHcy konsantrasyonu azaltilabilmistir. Bu nedenlerle, tHcy
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konsantrasyonunun diisiiriilmesiyle KVH’1n mortalite ve morbiditesinin azaltilabilecegi
sanilmaktadir (Demirci ve ark., 2003).

Giiniimiizde, A.B.D. ve Avrupa’da baslatilan ikinci faz deneylerinde
KVH’larda plazma total homosisteinin etkili bir sekilde diisiiriiliip takip edilen kisilerde
mortalite ve morbidite sonug¢larinin daha diisiik olacagi tahmin edilmektedir.
Bu iilkelerdeki deneyleri etkileyen en onemli faktor, total homosisteinin major
destekleyicisi olan folik asidin besin kaynaklarina eklenmesidir. Bu deneylerin
sonuglar1 6niimiizdeki birka¢ yilda alinacaktir. Bu arada homosistein ve folik asid, B,
ve B¢ arasindaki iliskiyi anlamak daha uygun olabilir. Ciinkii bu vitaminlerle optimal
beslenen kisilerde daha diisiik total plazma homosistein konsantrasyonu elde

edilmektedir (Demirci ve ark., 2003).

2.4.3 Homosistein ve Serebral Vaskiiler Hastaliklar

[lIk kez Mc Cully, tHcy diizeyi ile aterosklerotik vaskiiler hastaliklar
arasindaki iliskiye dikkat c¢ekerek hiperhomosisteineminin aterosklerotik hastaliklarla
sonuclandigini  bildirmistir. Siddetli hiperhomosisteinemili hastalarda myokard
infarktiisii, inme ve pulmoner embolizm gibi vaskiiler patolojiler sonucu yiiksek siklikla
erken oOliimler saptanmistir (Demirci ve ark., 2003). Artmis kan homosistein
diizeylerinin homosistiniirik ¢ocuklarda arteriyel ve vendz tromboembolizm riskini
artirdig1 ifade edilmektedir. Kang ve Wong hafif ve orta homosistein bulunan hastalarda
%12 ile % 14 arasinda koroner, serebral ve okliisif periferik arteriyel hastalik
saptandigim bildirmislerdir. Kuzey Irlanda da yapilan vaka-kontrollii bir caligmada
yikksek homosistein diizeyleriyle inme, vaskiiler demans ve Alzheimer hastalig
arasindaki iligki vurgulanmaktadir. Son donemde Kelly ve ark. 1487 hastay1 iceren bir
metaanalizde orta ve yliksek hiperhomosisteinemi ile iskemik inme arasindaki iligki
oldugunu bildirmislerdir ( Temel ve ark., 2000).

Geng hastalarda orta homosisteinemi ile birlikte serebrovaskiiler hastalik
gbzlenmesinin genetik olma olasiligi fazlayken, yash hastalarda homosisteinemi
genellikle edinseldir. Artmis plazma homosistein diizeylerinin 6zellikle yiiksek serum
kolesterol diizeyleri, yiiksek kan basinci ve sigara icimi gibi diger kardiyovaskiiler risk

faktorlerinin varliginda ateroskleroz i¢in bagimsiz risk faktorii oldugu bildirilmektedir.
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Homosisteinemili hastalardaki beyin infarktlarinda biiyiik intrakranial damarlarda
ateromatoz okliizyon gozlenmektedir. Bu damarlarda tipik aterosklerotik degisiklikler;
fibroz plaklar, medial fibrosiz ve internal elastik laminada kesintiler gozlenmistir. Vaka
kontrollii caligsmalarda iskemik inmeli % 30 hastanin plazma homosistein diizeyleri ayni
yas ve cinsiyetteki saglikli bireylere kiyasla en az 1.5 kat yiiksek saptanmistir (Demirci
ve ark., 2003) . Malinow ve Nieto homosistein degerleriyle, karotik arter intima media
kalinlig1 arasinda birliktelik saptadiklart ¢alismada, hafif yiiksek homosistein (> 10.5
mmmol/L) diizeyleri saptanan asemptomatik yetiskinlerdeki karotik intimal kalinligi,
plazma homosistein diizeyi < 5.88 mmol/L olan hastalara kiyasla artmis olarak
saptamiglardir. Ayni ¢alismada serum homosistein diizeyleri 14-16 mmol/L. arasinda
olan yasl hastalarda < 10 mmol/L altinda olanlara kiyasla stroke riski 2.8 kat artmis risk
belirtilmektedir. Sen ve arkadaslarimin inme ve gegici iskemik atakli hastalarda
yaptiklan klinik ¢alismada artmis homosistein diizeyleriyle aortik aterom progresyonu
arasinda iliski bildirilmistir (Dikmen ve ark., 2004).

Vaskiiler hastaliklar ile homosistein diizeyleri arasindaki iliskiyle ilgili olarak
bircok mekanizma 6ne siiriilmiistiir. Homozigot sistatyonin f} sentetaz enzimi eksikligi
sonucu olan ciddi hiperhomosisteinemililerde Tromboxan-A2’nin arttigi gozlenmistir.
Homosistiniirili hastalarda hiperhomosisteineminin derecesi ile ilgili olarak protein-C
diizeyinde onemli derecede azalma saptannustir. In  vitro caligmalarda
hiperhomosisteineminin diisiik dansiteli lipoproteinlerin oksidasyonunu indiikledigi ve
serbest radikal olusumunu artirdigi gosterilmistir. Homosisteinin endotel hiicreleri
izerindeki toksik etkisi trombosit adezyonunda artiga, faktor V’in aktivasyonuna, doku
plazminojen aktivator aktivitesinin modiilasyonuna ve heparan siilfat ekspresyonunun
supresyonuna yol agabilecegi ve bu etkileri ile vendz ve arteriyel okliisif hastaliklara yol

acabilecegi bildirilmistir ( Temel ve ark., 2000) .
2.4.4.0steoporoz ile Homosistein Arasindaki Iliski
Osteoporoz, kemik kiitlesinde azalma ve kemik dokusunun mikro-mimarisinde

bozulma sonucu kemik kirilganhiginda artis ile karakterize bir iskelet sistemi

hastaligidir. tHcy'in osteoporoz etyopatogenezinde de rolii olabilecegini gosteren
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kanitlar elde edilmis ve tHcy'in yashlarda gozlenen osteoporozda bagimsiz bir risk
faktorii olabilecegi bildirilmistir (Ozlem ve ark., 2006).

Homosisteinin kemik dokusu {iizerindeki etkisi konusunda farkli goriisler 6ne
siriilmiigtiir. Bunlardan birisi tHcy'in kollajenin solubilite ve stabilitesi i¢in gerekli
capraz baglarin (cross-link) olusumunu bozdugu seklindedir. Kollajenin capraz
baglariin sentezlenebilmesi icin aktif lizin ve hidroksilizin aldehid yapilarinin olmasi
gerekir. Bu aldehid gruplarmin olusumu igin lizil oksidaz enzimi kullanilmaktadir.
tHecy'in aktif metaboliti olan tiyolaktonun lizil oksidazi inhibe ettigi gosterilmistir.
Ayrica tHcy'in bu aktif aldehid gruplan ile stabil tiazin halkasi olusturdugu, boylece
capraz bag yapisini bozdugu gosterilmistir. Capraz bag yapisinin bozulmasi kollajenin
daha kolay yikilmasina neden olabilir. Ayrica son yillarda yapilan caligmalar, eskilerin
aksine yeterli mineralizasyon icin kemik matriks yapisinin 6zellikle onemli oldugunu
gostermektedir. Dolayisiyla, capraz bag yapilarinin tHey ile bozulmasi, kemik matriks
yapisinin ve mineralizasyonun bozulmasina ve dolayli olarak da osteoporoza katkida
bulunabilir. Ayrica, tHey'in osteoblast fonksiyonlarin1 bozdugu, osteoklast aktivitesini

arttirdig1 bildirilmistir (Ozlem ve ark., 2006).

2.5. Eritrositler

Eritrositler, gerek kolay elde edilebilmeleri, gerekse fonksiyonel onemleri ve
bircok hastalikta rol almalarn nedeniyle yogun sekilde iizerinde calisilmis hiicrelerdir.
Eritrositlerin baslica gorevi, oksijen ve karbondioksitin tasinmasi ve kan pH’sinin
siirdiiriilmesidir. Kemik iliginde oncii hiicrelerden gelisip olgunlastiktan sonra, dolasima
salinan eritrositlerin yasam siireleri yaklasik 120 giindiir (Onat ve ark., 2002).
Eritrositler oldukgca 0zellesmis hiicrelerdir. Hemoglobinin %34’iinii  kapladigi
sitoplazmalarinda cekirdek, mitokondri, lizozom, ribozom, endoplazmik retikulum,
golgi cisimcigi gibi organeller bulunmaz. Olgun bir eritrositte niikleik asit ve protein
sentezleri yoktur, sinirli lipid metabolizmasinin yaninda plazma membranindaki iyon
pompalarinin, hemoglobinin ve hiicre zarmin esnekligi ve biitiinliigiiniin
siirdiiriilmesinde kullanilan karbonhidrat metabolizmasi bulunur (Onat ve ark., 2002).
Eritrositler yaslandiginda RES hiicreleri tarafindan dolasimdan uzaklastirilir ve

hemoglobinleriyle birlikte yikilir. Cekirdeksiz bikonkav disk seklinde olan insan
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eritrositinin ¢ap1 6.0-9.0um, kalinligt merkezde 1.0 um, kenarlarda 2.0-2.5 pm
kadardir. Eritrosit membran1 6nm kalinligindadir (Muray ve ark., 1996). Eritrositlerinde
baslica katyonu olan potasyum ile birlikte sodyum, kasiyum ve magnezyum da bulunur.
Anyonlan kloriir, bikarbonat, hemoglobin ve anorganik fosfat olup, baslica fosfat
bilesigi 2,3-bisfosfogliserattir. Eritrositler, iyonik dengelerini membran yapisinda yer
alan Na®, K -ATPaz, Ca™"-ATPaz gibi enerji gerektiren enzimlerle siirdiiriirler. Hiicre
yaglandik¢a iyon pompalarinin aktiviteleri azalarak hiicre i¢i Ca*'ve Na* artar, K" ise

azalir. Boylece hiicre stabilitesi bozulur ve yikimi uyarir(Onat ve ark., 2002).

2.5.1. Eritrosit Membram

Ikili fosfolipid tabakasi temel yapisini gosteren eritrosit membraninda %49-52
oraninda protein bulunmaktadir. Membranda yaklasik %40 oranindaki lipidlerin
cogunlugu fosfolipidler ve esterlesmis kolesterol olusturmaktadir. Fosfolipidler ve yag
asitleri asimetrik dagilmaktadirlar. Biitiin membranlarda oldugu gibi kolin igeren
fosfolipidler (fosfotidilkolin ve sfingomiyelin) membranin dis yiizeyinde, yiiklii amino
grubu iceren fosfolipidler (fosfotidiletanolamin ve fosfotidilserin) ise sitoplazmik
yiizeyde yer almaktadirlar (Onat ve ark., 2002). Organelleri bulunmadigindan olgun
eritrositlerde lipid sentezi yapilamamaktadir. Kaybolan membran lipidleri plazma
lipoproteinlerinden  saglanmakta ve fosfotidilkolin ile kolesterol oncelikli
degistirilmektedir. Eritrosit membran proteinleri yerlesimlerine gore iki sekilde
siiflandirilir. Integral proteinler cift katl lipid tabakasma sikica gomiilmiis olan
proteinlerdir. Periferal (ekstrensek) proteinler integral membran proteinlerine
nonkovalent olarak baglamislardir ( Muray ve ark., 1996).

Eritrosit membraninin saglamligini ve esnekligini saglayan etkenler arasinda
integral proteinleri ile hiicre iskeletini olusturan periferal proteinler arasindaki baglanma
onem tasimaktadir. Yapisinda spektrin, aktin, protein 4.1 ve tropomiyozinin hiicre
iskeleti plazma membraninin sitoplazmik yiizeyinde yer almaktadir. Membrana integral
membran proteinlerinden glikoforin C ve band 3 proteinleri ile baghdir. Band 3
membran proteini (integral protein) {i¢lii kompleksle (spektrin, aktin, band 4), diger
hiicre iskeleti proteini olan ankrin ve glikoforin C ise band 4.1 proteini (hiicre iskelet

proteini) araciligr ile baghdir. Biitiin olarak incelendiginde tipik baglanmalar
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sonucundaki kafes goriiniimiindeki yapi eritrositlerin deformasyondan sonra orijinal
durumlarina donmesini saglamaktadir (Onat ve ark., 2002). Eritrosit hiicre iskeleti
proteinlerinden spektrin, aktin, protein 4.1, sodyumdodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezindeki (SDS-PAGE) mobilitelerine gore adlandirilmaktadirlar.  Iki
herterodimerden olusan bir tetramer olan spektrin, 12 aktin monomeri ile birleserek
hegzagonal kafes olusturmaktadir. Iki proteinin baglanmalarim1  protein 4.1
gerceklestirmektedir. Bu kafes seklindeki kauguga benzer yapi, deformasyon sonrasinda
eritrosit membraninin tekrar eski sekline donmesini saglamaktadir. Hiicre iskeleti
proteinlerinin membrana baglanmasinda iki protein gorev almaktadir: Spekrini, integral
membran proteini olan band 3 dimerine ankrin, integral proteini glikoforin C yapisina
ise protein 4.1 baglamaktadir. Dimer veya tetramer formunda bulunan band 3
proteininin intrasitoplazmik bolgesi ankrin aracilifi ile spektrine baglanmakta ve
membran iligkili bolgesi ise anyon degisimi fonksiyonuna aracilik etmektedir
(Onat ve ark, 2002). Membran sekli ve mekanik 6zellikleri i¢cin 6nem tasiyan glikoforin
C proteininin yan1 sira glikoforin A, B ve D yaygin olarak bulunan eritrosit membran
proteinleridir. Glikoforinler aymi zamanda belirli bakteriler, viral ve parazitik
organizmalarda reseptor gorevi yapmaktadir. Membranda band 3 ve glikoforin A
miktarinin yarisi kadar bulunan ve bir transmembran protein olan band 4.5 proteini,

glukoz transporteri olarak gorev yapmaktadir (Onat ve ark, 2002).

2.5.2. Eritrosit Metabolizmasi

Olgun eritrositlerde mitokondri bulunmadig icin enerji iiretimi ¢cok sinirhidir.
Oksidatif fosforilasyon ve sitrat dongiisii aktivitesi olmadig1 i¢in enerji gereksinimi
glikolitik yoldan saglamaktadir. Oksidatif stres etkisinde olmayan eritrositte glukozun
% 90 kadar1 anaerobik glikoliz (Embden-Mayerhof yolu) ile piriivat ve laktata
parcalanmaktadir. Enerjisi tamamen glukoza bagli hiicrelerden olan eritrositlerde hiicre
laktik aside olmakta ve net 2 ATP enerji kazamilmaktadir. Eritrositlerin iyonik
dengesinin saglanmasi i¢in Na*,K*-ATPaz sisteminde, membran yapisinin deformasyon
yeteneginin siirdiiriilmesinde ve eritrositlerin bikonkav seklinin korunmasinda ATP’ ye
gereksinim vardir. Pentoz fosfat yolu ile indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid

fosfat (NADPH) ve pentoz fosfatlar saglanmaktadir. NADPH eritrositlerde glutatyon
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metabolizmasinda rol oynamaktadir. Oksijen ve tiirevleri hemoglobini inaktif
methemoglobine doniistirmektedir. Ayrica molekiiler oksijen, membran lipidlerinden
aktivitesi yiiksek peroksitler olusturmaktadir. Pentoz fosfat yolunda iiretilen NADPH,
eritrositin oksidatif hasara kars1 korunmasinda kullanilmaktadir ( Muray ve ark, 1996).

Eritrositlerde hemoglobinin oksijene afinitesini Rapoport-Luebering déngiisii
diizenlemektedir. Glikolitik yokda 1mol ATP iiretilen fosfogliserat kinaz tepkimesinin
atlandig1 bir yolda bisfosfogliserat mutaz tarafindan katalizlenen tepkime ile eritrosite
0zglin olan 2,3-bisfosfogliserat (2,3-BPG) elde edilmektedir (Rapoport-Luebering
dongiisii). Eritrositlerde 2,3-BPG iiretimi, glikolitik yolda 1mol ATP eksik elde
edilmesine yol ag¢maktadir. Allosterik etkileyici olarak etki gosteren 2,3-BPG,
hemoglobinin oksijene afinitesini diizenlemektedir. Eritrositlerde Na*,K*-ATPaz sistemi
ile ti¢ sodyumun hiicre disina ¢ikarilmasinda ve iki potasyum ile bir kloriiriin hiicre
icine girmesinde 1 mol ATP harcanmakta ve elektiriksel nétralitenin siirdiiriilmesi
saglanmaktadir. Embden-Mayerhof yolu ile siki iliskide bulunan diger metabolik yollar
(Rapoport-Luebering dongiisii), NAD" ile NADH ve ADP ile ATP miktarlarinin oransal
diizenlenmesinde etkili olmaktadir ( Muray ve ark., 1996).

Hemoglobin yapisinin korunmasi, membranin deformasyon o6zelliginin ve
sirekliliginin ~ saglanmas1 igin eritrositlerde  oksidatif hasarlardan  korunma
mekanizmalar1 bulunmaktadir. Normal kosullarda hiicrede olusan methemoglobinin
cogu, NAD" bagimli methemoglobin rediiktaz ile katalizlenen tepkime sonucunda
hemoglobine indirgenmektedir. Az miktarda methemoglobin ise glutatyon (GSH)
tarafindan NADP® bagimh glutatyon peroksidazin katalizledigi  tepkimeye
katilmaktadir. Diger taraftan lipid peroksidasyonuna karsi selenyum iceren glutatyon
peroksidaz, eritrositte olusan peroksit gruplarimi zararsiz hidroksil gruplarina
cevirmektedir. Bu tepkimede GSH indirgenmektedir. Tripeptit yapisindaki glutatyon
methemoglobin ve peroksitlerin indirgenmesi sirasinda disiilfitle bagli okside
glutatyona (GSSH) yiikseltgenmektedir. Tekrar kullanilabilmesi i¢cin GSSH, NADPH
bagimli glutatyon rediiktaz ile indirgenmekte ve GSH olusmaktadir (Onat, 2002).

Pentoz fosfat yolunda glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve
6-Fosfoglukonat dehidrogenazin kullanildig ilk iki tepkimede NADPH iiretilmektedir.
NADPH iiretimi ile eslenen glutatyonun indirgenmesi sonucu yasamsal 6nemi olan

enzimlerin ve hemoglobinin oksidasyonu onlenmektedir ( Muray ve, 1996).
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Sekil 1.3. Eritrosit metabolizmasi. Anaerobik glikoliz, Rapoport-Leubering dongiisii,
pentoz fosfat yolu ve glutatyon metabolizmasi (Onat, 2002)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

L,D-Homosistein, L-Alanin, L-Glisin, L-Serin, L-Valin, L-Glutamin,
L-Glutamik asit, L-Aspartik asit, L-Prolin, L-Arjinin, L-L6zin, L-Metiyonin, L-Histidin,
5,5’-dithiobis- (nitrobenzoate) (DTNB) (Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri,
U.S.A). Deneylerde kullanilan kan, SSK Hastanesi kan bankasindan, saglikli
vericilerden 300 ml’lik iiniteler seklinde elde edilmistir. Spektrofotometrik Sl¢timler

icin Shimatzu 1200 spektrofotometre cihazi kullanilmistir.

Eritrositlerin Hazirlanmasi:

Saglikli insanlardan alinan heparinize kan, 2000 g de 5 dk. santrifiij edilerek
plazma ve eritrositler birbirinden ayrilmistir. Plazma ve beyaz kan hiicrelerini ihtiva
eden tabaka ortamdan uzaklastinlmistir. Elde edilen eritrosit yigimi ii¢ defa iki hacim
8 mM glukoz iceren potasyum-fosfat- tuz tamponuyla (PBS) (9 hacim 0.15 M NaCl ve
1 hacim 0,1 M potasyum fosfat buffer, pH 7,4) yikanmis ve deneylerde kullanilmak

izere hazirlanmistir.

DENEY 1: Eritrositlere L,D-Homosistein girisi

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlart:

1. % 0.9’luk NaCl (1 It)

2. PBS (0.1 M,pH7.4)

3. PBS-glukoz ( 9 hacim 0.15 M NaCl ve 1 hacim 0.1 M potasyum fosfat tamponu,
8 mM glukoz pH 7.4)

4. Krebs ringer fosfat tamponu (135 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM
MgSO,, 10 mM Glukoz, pH 7.4)

5. 10 ml hacimde 1 mM, 2 mM, 3 mM L,D-Homosistein iceren Krebs Ringer tamponu
(135 mM NacCl, 5 mM KCl, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSO4 5 mM Glukoz, 10 mM
NaH,;PO4 pH 7.4)



6.
7.
8.
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% 10’luk TCA (Trikloroasetik asit) 100 ml
Tris EDTA tamponu (pH 8.9)
2.9 mg DTNB (2.5 ml metanolde ¢6ziinmiis)

DENEY 2: Eritrositlerden L,D-Homosistein ¢ikisi

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlart:

1.
2.
3.

% 0.9’luk NaCl (1 1t)
PBS (0.1 M, pH 7.4)

PBS-glukoz (9 hacim 0.15 M NaCl ve 1 hacim 0.1 M potasyum fosfat tamponu,
8 mM glukoz pH 7.4)
Krebs ringer fosfat tamponu (135 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM
MgS04 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,4 pH 7.4)
10 ml hacimde 1 mM, 2 mM, 3 mM L,D-Homosistein igeren krebs ringer tampon
(135 mM NacCl, 5 mM KCl, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSO4 5 mM Glukoz, 10 mM
NaH,PO4 pH 7.4)
Tris EDTA tamponu (pH 8.2)
2.9 mg DTNB (2.5 ml metanolde ¢6ziinmiis)

DENEY 3: Eritrositlere L,D-Homosistein girisinin sicakliga baghhg:

Calismada kullanilan ¢6zeltiler ve oranlart:

1.
2.
3.

% 0.9’1uk NaCl (1 1t)
PBS (0.1 M, pH 7.4)
PBS-glukoz (9 hacim 0.15 M NaCl ve 1 hacim 0.1 M potasyum fosfat tamponu,
8 mM glukoz pH 7.4)
Krebs ringer fosfat tamponu (135 mM NaCl, 5 mM KCl, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM
MgSO,, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO4, pH 7.4)

10 ml hacimde 1 mM, 3 mM L,D-Homosistein igeren krebs ringer
fosfat tampon (135 mM NaCl, 5 mM KCI, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSO4, 5 mM
Glukoz, 10 mM NaH,PO,4 pH 7.4)



6.
7.
8.
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%10’luk TCA 100 ml
Tris EDTA tamponu (pH 8.9)
2.9 mg DTNB (2.5 ml metanolde ¢6ziinmiis)

DENEY 4: Eritrositlere L,D-Homosistein girisi iizerine amino asidlerin etkileri

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlart:

1.
2.

10.

11.

% 0.9’1uk NaCl (1 1t)

PBS (0.1 M, pH 7.4)

PBS-glukoz (9 hacim 0.15 M NaCl ve 1 hacim 0.1 M potasyum fosfat tamponu,
8 mM glukoz pH 7.4)

Krebs ringer fosfat tamponu (135 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM
MgSO,, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,, pH 7.4)

10 ml hacimde 1 mM L,D-Homosistein igeren krebs ringer fosfat tampon (135 mM
NaCl, 5 mM KCl, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSQOy, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,,
pH 7.4)

10 ml hacimde 1 mM alanin iceren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NaCl,
5 mM KCI, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSO,, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,POy,
pH 7.4)

10 ml hacimde 1 mM glisin igeren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NaCl,
5 mM KCI, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSO,, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,POy,
pH 7.4)

10 ml hacimde 1mM serin iceren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NaCl, 5 mM
KCl, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO, pH 7.4)

10 ml hacimde 1 mM valin iceren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NaCl, 5 mM
KCl, 1.3 mM CaCly, 1.2 mM MgSO4 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO, pH 7.4)

10 ml hacimde 1 mM glutamin igeren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NaCl,
5 mM KCI, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSOs, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,POy,
pH 7.4)

10 ml hacimde 1 mM glutamik asit igeren krebs ringer fosfat tampon (135 mM
NaCl, 5 mM KCl, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSQO,, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,,
pH 7.4)



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.
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10 ml hacimde 1 mM aspartik asit iceren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NaCl,
5 mM KCI, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSQOy4, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,4, pH
7.4)

10 ml hacimde 1mM prolin igeren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NaCl, 5 mM
KCl, 1.3 mM CaCly, 1.2 mM MgSO4, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO, pH 7.4)

10 ml hacimde 1 mM arjinin iceren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NaCl,
5 mM KCI, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSOs, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,,
pH 7.4)

10 ml hacimde 1 mM histidin iceren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NaCl,
5 mM KCI, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSOs, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,POy,
pH 7.4)

10 ml hacimde 1 mM I6zin iceren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NaCl, 5 mM
KCl, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSO,, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO, pH 7.4)

10 ml hacimde 1 mM metiyonin igeren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NaCl,
5 mM KCI, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO,, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,POy,,
pH 7.4)

%10’luk TCA 100 ml

Tris EDTA tamponu (pH 8.9)

0.4 mg/ ml DTNB (2.5 ml metanolde ¢oziinmiis)

DENEY S5: Eritrositlerden L,D-Homosistein ¢ikisi iizerine amino asidlerin etkileri

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlart:

1.
2.
3.

% 0.9’1uk NaCl (1 1t)
PBS (0.1 M, pH 7.4)
PBS-glukoz ( 9 hacim 0.15 M NaCl ve 1 hacim 0.1 M potasyum fosfat tamponu,

8 mM glukoz pH 7.4)

4,

Krebs ringer fosfat tamponu (135 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM
MgSO,, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,, pH 7.4)

10 ml hacimde 1mM L,D-Homosistein igeren krebs ringer fosfat tampon (135 mM
NaCl, 5 mM KCl, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSQO,, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,,
pH 7.4)



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18

37

10 ml hacimde 1mM alanin iceren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NaCl, 5 mM
KCl, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSO,, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO, pH 7.4)

10 ml hacimde 1 mM glisin iceren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NaCl, 5 mM
KCl, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSO,, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO, pH 7.4)

10 ml hacimde 1 mM serin iceren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NaCl, 5 mM
KCl, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSO, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO, pH 7.4)

10 ml hacimde 1 mM valin igeren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NaCl, 5 mM
KCI, 1.3 mM CaCly, 1.2 mM MgSO4, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO, pH 7.4)

10 ml hacimde 1 mM glutamin igeren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NaCl,
5 mM KCI, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSOs, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,,
pH 7.4)

10 ml hacimde 1 mM glutamik asit igeren krebs ringer fosfat tampon (135 mM
NaCl, 5 mM KCl, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSQO,, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,,
pH 7.4)

10 ml hacimde 1mM aspartik asit iceren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NacCl,
5 mM KCI, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSOy4, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,4, pH
7.4)

10 ml hacimde 1mM prolin igceren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NaCl, 5 mM
KCl, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO,, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO, pH 7.4)

10 ml hacimde 1 mM arjinin iceren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NaCl,
5 mM KCI, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSO,, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,POy,,
pH 7.4)

10 ml hacimde 1 mM histidin igceren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NaCl,
5 mM KCI, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSOs, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,POy,
pH 7.4)

10 ml hacimde 1 mM 16zin iceren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NaCl,
5 mM KCI, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSOs, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,POy,
pH 7.4)

10 ml hacimde 1 mM metiyonin igeren krebs ringer fosfat tampon (135 mM NacCl,
5 mM KCI, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSO,, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,POy,,
pH 7.4)

. Tris EDTA tamponu ( pH 8.2)
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19. 2.9 mg DTNB ( 2.5 ml metanolde ¢6ztinmiis)

DENEY 6: Homosistinin homosisteine doniismesi

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlart:
1.
2.

% 0.9’1uk NaCl (1 1t)

PBS (0.1 M, pH 7.4)

PBS-glukoz (9 hacim 0.15 M NaCl ve 1 hacim 0.1 M potasyum fosfat tamponu,
8 mM glukoz pH 7.4)

Krebs ringer fosfat tamponu (135 mM NaCl, 5 mM KCI, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM
MgS04 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,4 pH 7.4)

20 ml hacimde 0.5 ve 1 mM L-Homosistin igeren krebs ringer fosfat tamponu
(135 mMNaCl, 5 mM KCI, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSO4 5 mM Glukoz, 10 mM
NaH,PO4, pH 7.4)

Tris ETDA tamponu (pH 8.2)

2.9 mg DTNB ( 2.5 ml metanolde ¢oziinmiis)

DENEY 7: Sistinin sisteine doniismesi

% 0.9’1uk NaCl (1 1t)

PBS (0.1 M, pH 7.4)

PBS-glukoz ( 9 hacim 0.15 M NaCl ve 1 hacim 0.1 M potasyum fosfat tamponu,
8 mM glukoz pH 7.4)

Krebs ringer fosfat tamponu (135 mM NaCl, 5 mM KCI, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM
MgSO,, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,, pH 7.4)

20 ml hacimde 0.5 ve 1 mM L-Sistin iceren Krebs ringer fosfat tamponu
(135 mMNaCl , 5 mM KCI., 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSO4 5 mM Glukoz,
10 mM NaH,PO4, pH 7.4)

Tris ETDA tamponu (pH 8.2)

2.9 mg DTNB ( 2.5 ml metanolde ¢oziinmiis)
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DENEY 8: Homosistinin homosisteine doniismesinin sicaklhiga baghhg

% 0.9’1uk NaCl (1 1t)
PBS (0.1 M, pH 7.4)
PBS-glukoz ( 9 hacim 0.15 M NaCl ve 1 hacim 0.1 M potasyum fosfat tamponu, 8
mM glukoz pH 7.4)
Krebs ringer fosfat tamponu (135 mM NaCl, 5 mM KCI, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM
MgSO,, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,4, pH 7.4)
20 ml hacimde 0.5 ve 1 mM L-Homosistin igeren krebs ringer fosfat tamponu
(135 mMNaCl, 5 mM KCI, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM MgSQOy4, 5 mM Glukoz, 10 mM
NaH,PO4, pH 7.4)
Tris ETDA tamponu (pH 8.2)

2.9 mg DTNB ( 2.5 ml metanolde ¢6ziinmiis)

3.2. YONTEM VE CALISMANIN ASAMALARI

Calismamiz sekiz asamadan olugsmaktadir;

1.
2.
3.

Asamada, eritrositlere homosistein girisi gozlenmistir.

Asamada, eritrositlerden homosistein ¢ikisi gézlenmistir.

Asamada, eritrositlere homosistein girisinin sicakliga bagliligi incelenmistir.
Asamada, eritrositlere homosistein girisi iizerine amino asidlerin etkileri
incelenmistir.

Asamada, eritrositlerden homosistein ¢ikist {izerine amino asidlerin etkileri
incelenmistir.

Asamada, eritrositlerde homosistinin homosisteine doniismesi gozlenmistir.
Asamada, eritrositlerde sistinin sisteine doniismesi gézlenmistir.

Asamada, eritrositlerde homosistinin homosisteine doniismesinin sicakliga baglilig

incelenmistir.
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DENEY 1: Eritrositlere homosistein girisi

Deneylerde saglikli vericilerden elde edilen heparinize insan kam
kullanilmigtir. Kan, PBS-glukoz ile ii¢ kez yikanarak hazirlanmistir. Bu islemden sonra
icinde 1 mM, 2 mM, 3 mM L-Homosistein iceren krebs ringer fosfat tamponundan
500 pl, hazirlanmis eritrosit siispansiyonundan 250 pl alinarak ependorf tiiplere
koyulmustur. Kontrol gurubu olarak 500 pl Krebs ringer fosfat tamponu ve 250 ul
eritrosit i¢eren ependorf tiipler kullanilmistir. Ependorf tiipleri yavasca alt iist edilmis ve
37 °C’ de 60 ve 120 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra eritrositler
5 dakika 2000 g’ de santrifiij edilip, siipernatant uzaklagtirtlmistir. 1000 ul PBS-glukoz
eklenip ependorflar hafifce altiist edilip 5 dakika 2000 g’de santrifiij edilmistir.
Santrifiijden sonra siipernatant uzaklastirilir. Ependorflara 250 pl TCA eklenip,
eritrositler pargcalanir. Daha sonra 5 dk 10000 g’de santrifiij edilmistir. Stipernatanttan
100 pl alinarak 1850 pl Tris-EDTA tamponuna (pH 8.9) ilave edilmis ve 50 ul DTNB
karisim tizerine ilave edilmistir. Daha sonra spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda
Olctilmiistiir. Serbest-SH konsantrasyonlari 13.1 mM ekstinksiyon katsayis1 (bir
maddenin 1 molar konsantrasyonunun verilen dalga boyunda yaptig1 absorbans degeri)

kullanilarak hesaplanmustir.

DENEY 2: Eritrositlerden homosistein cikisi

fcinde 1 mM, 2 mM, 3 mM L-Homosistein iceren krebs ringer fosfat
tamponundan 500 pl, hazirlanmis eritrosit stokundan 250 pl alinarak ependorf tiiplere
koyulmustur. Kontrol gurubu olarak 500 pl Krebs ringer fosfat tamponu ve 250 ul
eritrosit igeren ependorf tiipler kullanilmistir. Ependorf tiipleri yavasca alt iist edilmis ve
37 °C’ de 60dakika inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra eritrositler 5 dakika
2000 g’de santrifiij edilip, siipernatant uzaklastirlmistir. 1000 ul PBS eklenip
ependorflar hafifce altiist edilip 5 dakika 2000 g’de santrifiij edilip, siipernatant
uzaklastirilir. Ependorflara 500 pl krebs ringer fosfat tamponu ilave edilip 60 ve 120 dk
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra eritrositler 5 dakika 2000 g’de santrifiij
edilmistir ve stipernatanttan 200 pl alinarak 1750 pl Tris-EDTA tamponuna (pH 8.2)

ilave edilmis ve 50 pl DTNB karisim iizerine ilave edilmistir. Daha sonra
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spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda Olciilmiistiir. Serbest-SH konsantrasyonlari

13.1 ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak hesaplanmstir.

DENEY 3: Eritrositlere homosistein girisinin sicakliga baghhg:

Icinde 1 mM ve 3 mM L,D-Homosistein igeren krebs ringer fosfat tamponundan 500 l,
hazirlanmus eritrosit stokundan 250 ul alinarak ependorf tiiplere koyulmustur. Kontrol
gurubu olarak 500 pl Krebs ringer fosfat tamponu ve 250 pl eritrosit iceren ependorf
tiipler kullamlmugtir. Ependorf tiipleri yavasca alt iist edilmis ve 4, 20, 37 °C’ de
60 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra eritrositler 5 dakika 2000 g’
de santrifiij edilip, siipernatant uzaklastiritlmistir. 1000 pul PBS eklenip ependorf hafifce
altiist edilip 5 dakika 2000 g’ de santrifiij edilip, siipernatant uzaklastirilir. Ependorflara
250 ul TCA eklenip eritrositler parcalanir. Daha sonra 5 dk 10000 g’de santrifiij
edilmistir. Stipernatanttan 100 pl alinarak 1850 pl Tris-EDTA tamponuna (pH 8.9)
ilave edilmis ve 50 pul DTNB karisim iizerine ilave edilmistir. Daha sonra
spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda ol¢iilmiistiir. Serbest —SH konsantrasyonlari

13,1 mM ekstinksiyon katsayis1 kullamilarak hesaplanmistir.

DENEY 4: Eritrositlere homosistein girisi iizerine amino asidlerin etkileri

1 mM L,D-Homosistein igeren krebs ringer fosfat, 1 mM alanin iceren krebs ringer
fosfat, 1 mM glisin iceren krebs ringer fosfat, | mM serin igeren krebs ringer fosfat,
ImM valin iceren krebs ringer fosfat, I mM glutamin iceren krebs ringer fosfat, 1 mM
glutamik asit iceren krebs ringer fosfat, 1 mM aspartik asit iceren krebs ringer fosfat,
1 mM prolin iceren krebs ringer fosfat, 1 mM arjinin iceren krebs ringer fosfat,
1 mM histidin iceren krebs ringer fosfat, 1 mM 16zin iceren krebs ringer fosfat,
1 mM metiyonin iceren krebs ringer fosfat tamponlarindan 500 pl, hazirlanmis eritrosit
stokundan 250 pl alinarak ependorf tiiplere koyulmustur. Kontrol gurubu olarak 500 pl
krebs ringer fosfat tamponu ve 250 pl eritrosit iceren ependorf tiipler kullanilmaigtir.
Ependorf tiipleri yavasca alt iist edilmis ve 37 °C’de 60 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyondan sonra eritrositler 5 dakika 2000 g’de santrifiij edilip,

siipernatant uzaklastirnllmistir. 1000 pl PBS eklenip ependorflar hafifce altiist edilip
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5 dakika 2000 g’de santrifiij edilip stipernatant uzaklagtirilmistir. Ependorflara 250 pl,
TCA eklenip, eritrositler pargalamistir. Daha sonra 5 dk 10000 g’de santrifiij edilmistir.
Siipernatanttan 100 ul alinarak 1850 ul Tris-EDTA tamponuna (pH 8.9) ilave edilmis
ve 50 pl DTNB karisim iizerine ilave edilmistir. Daha sonra spektrofotometrede 410 nm
dalga boyunda ol¢iilmiistiir. Serbest -SH konsantrasyonlar1 13.1 ekstinksiyon katsayisi

kullanilarak hesaplanmistir.

DENEY 5: Eritrositlerden homosistein ¢ikisi iizerine amino asidlerin etkileri

1 mM L,D-Homosistein iceren krebs ringer fosfat tamponundan 500 pl, hazirlanmig
eritrosit stokundan 250 pl alinarak ependorf tiiplere koyulmustur. Kontrol-I grubu
olarak 500 pl krebs ringer fosfat tamponu ve 250 pl eritrosit iceren ependorf tiipler
kullanilmustir. Ependorf tiipleri yavasca alt iist edilmis ve 37 °C’ de 60 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra eritrositler 5 dakika 2000 g’ de
santrifiij edilip, siipernatant uzaklastirilmistir. 1000 ul PBS eklenip ependorflar hafifce
altiist edilip 5 dakika 2000 g’ de santrifiij edilip, siipernatant uzaklastirilmistir.
Kontrol-I ve Kontrol-II gruplarina 500 ul krebs ringer fosfat, diger ependorflara 1 mM
alanin igceren krebs ringer fosfat, | mM glisin igeren krebs ringer fosfat, 1 mM serin
iceren krebs ringer fosfat, 1 mM valin iceren krebs ringer fosfat, | mM glutamin igeren
krebs ringer fosfat, 1 mM glutamik asit iceren krebs ringer fosfat, | mM aspartik asit
iceren krebs ringer fosfat, I mM prolin iceren krebs ringer fosfat, 1 mM arjinin iceren
krebs ringer fosfat, 1 mM histidin iceren krebs ringer fosfat, I mM 16zin iceren krebs
ringer fosfat, | mM metiyonin iceren krebs ringer fosfat tamponlarindan 500 pl ilave
edilip 60 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra eritrositler 5 dakika 2000 g’de
santrifiij edilip, siipernatanttan 200 pl alinarak 1750 pl Tris-EDTA tamponuna (pH 8.2)
ilave edilmis ve 50 pul DTNB karisim iizerine ilave edilmistir. Daha sonra
spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda Ol¢iilmiistiir. Serbest —SH konsantrasyonlari

13.1 mM ekstinksiyon katsayis1 kullamilarak hesaplanmstir.
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DENEY 6: Homosistinin homosisteine doniismesi

0,5 mM ve 1 mM L-Homosistin iceren krebs ringer fosfat tamponundan 1000 pl,
hazirlanmig eritrosit stokundan 250 ul alinarak ependorf tiiplere koyulmustur. Kontrol
gurubu olarak 1000 ul krebs ringer fosfat tamponu ve 250 pl eritrosit iceren ependorf
tiipler kullamlmistir. Ependorf tiipleri yavasca alt iist edilmis ve 37 °C’ de 120 ve 240
dakika inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra eritrositler 5 dakika 2000 g’ de
santrifiij edilip, siipernatanttan 500 pl alinarak 1450 pl Tris-EDTA tamponuna (pH 8.2)
ilave edilmis ve 50 pul DTNB karisim iizerine ilave edilmistir. Daha sonra
spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda Sl¢iilmiistiir. Serbest —SH konsantrasyonlari

13.1 mM ekstinksiyon katsayis1 kullanmilarak hesaplanmstir.

DENEY 7: Sistinin sisteine doniismesi

0,5 mM ve 1 mM L-Sistin igeren krebs ringer fosfat tamponundan 1000 ul, hazirlanmis
eritrosit stokundan 250 pl alinarak ependorf tiiplere koyulmustur. Kontrol gurubu olarak
1000 pl krebs ringer fosfat tamponu ve 250 ul eritrosit iceren ependorf tiipler
kullanilmustir. Ependorf tiipleri yavasca alt iist edilmis ve 37 °C’de 240 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra eritrositler 5 dakika 2000 g’ de
santrifiij edilip, siipernatanttan 500 pl alinarak 1450 pl Tris-EDTA tamponuna (pH 8.2)
ilave edilmis ve 50 pl DTNB karisim iizerine ilave edilmistir. Daha sonra
spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda ol¢iilmiistiir. Serbest —SH konsantrasyonlari

13.1 mM ekstinksiyon katsayis1 kullamilarak hesaplanmistir.

DENEY 8: Homosistinin homosisteine doniismesinin sicakliga baglihig

0,5 mM ve 1 mM L-Homosistin iceren krebs ringer fosfat tamponundan 1000
pl, hazirlanmis eritrosit stokundan 250 pl alinarak ependorf tiiplere koyulmustur.
Kontrol gurubu olarak 1000 pl krebs ringer fosfat tamponu ve 250 pl eritrosit iceren
ependorf tiipler kullanilmistir. Ependorf tiipleri yavasga alt iist edilmis ve 4 °C, 20 °C ve
37 °C’ de 120 ve 240 dakika inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyondan sonra eritrositler
5 dakika 2000 g’ de santrifiij edilip, siipernatanttan 500 pl alinarak 1450 ul Tris-EDTA
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tamponuna (pH 8.2) ilave edilmis ve 50 ul DTNB karisim iizerine ilave edilmistir.
Daha sonra spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda Olciilmiistiir. Serbest —SH

konsantrasyonlar1 13.1 mM ekstinksiyon katsayist kullanilarak hesaplanmistir.

3.2.1.istatistiksel Analizler

Calismada Student-Newman-Keuls Multiple Comparasion ve tek yonlii
degisim analizi (ANOVA) kullamilmistir. Tiim testler tiglii 6rneklerle uygulanmistir.
Sonuglar ii¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve + standart sapmasi olarak verilmistir

ve p < 0,05 degerleri istatistiksel olarak onemli kabul edilmistir.
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4.ARASTIRMA BULGULARI

Calismamizdaki  ana  hedeflerden  biri  plazmadaki ~ homosistein
konsantrasyonunun diizenlenmesinde eritrositlerin bir rol oynayip oynamadiginm tayin
etmekti. Sekil 4.1’ de de goriildiigii gibi eritrositlere homosistein girisi zamana ve
konsantrasyona bagh olarak gerceklesmektedir. Ortamdaki homosistein konsantrasyonu
artt1igi zaman eritrositlere homosistein giriside artmaktadir. Bir saatlik zaman
periyodunda giris doyum seviyesine ulagsmis olarak goriilmektedir. Bu zaman
siirecinden daha uzun siire eritrositler inkiibasyona birakildiginda homosistein girisinde
biiyiik bir artis olmamaktadir.

Sekil 4.2°de eritrositlerden dig ortama homosistein ¢ikisi caligmasinin
sonuclar1 gosterilmektedir. Sonuclarimizdan dis ¢evrede homosistein bulunmadiginda
eritrositlerdeki homosisteinin  tekrar sitoplazmadan dis ortama tasmabildigi
goriilmektedir. Homosistein hiicrelerden ¢ikisi zamana ve hiicre i¢i homosistein
diizeyine bagli olarak gerceklesmektedir. Ayrica sonuglardan eritrositlerden cikan
homosistein miktarinin eritrositlerdeki homosistein seviyesiyle iliskili oldugu
goriilmektedir. FEritrositlerden ¢ikan homosistein miktar1 60 dakikalik inkiibasyon
siiresince artmis olarak goriilmektedir. Eritrositler daha uzun siire inkiibe edildiklerinde
cikig siirmekte fakat ortamda buna bagh biiyiik bir artis olmamaktadir.

Sekil 4.3’te sicakligin homosistein girisi iizerine etkisi gosterilmektedir.
Eritrositler 4 °C’de inkiibe edildiginde eritrositlere homosistein girisi oldukca diisiik
seviyelerde gerceklesmektedir. Sicaklik arttiginda ise eritrositlere homosistein girigide

buna bagl olarak artmaktadir.
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Sekil 4.1. Eritrositlere homosistein girisi. Yikanan eritrositler krebs ringer tamponu
igerisinde 1mM, 2mM ve 3mM homosistein varliginda 37°C’de 60 ve 120
dk inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra eritrositler izole edildi, yikand1 ve
eritrositlerin igindeki serbest -SH konsantrasyonlar olgiildii. Sonuglar ii¢
ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.
p<0.05

* Kontrolden 6énemli derecede farkli deger.
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Sekil 4.2. Eritrositlerden homosistein ¢ikigsi. Muamele Oncesinde yikanan eritrositler

belirli homosistein konsantrasyonlarinda 60 dk inkiibe edildi. Eritrositler
yikandi ve santrifiij edilerek izole edildi. Yikanan eritrositler daha sonra
icinde homosistein bulunmayan yeni tampona aktarildi. Daha sonra
eritrositler 60 ve 120 dk 37°C’ de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
eritrositler santrifiij edildi ve siipernatanttaki serbest -SH konsantrasyonlar1

slciildii.

Sonuglar ii¢ ayr deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak
verilmistir.
p <0.05

* Kontrolden 6nemli derecede farkli deger.
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Sekil 4.3. Eritrositlere homosistein girisinin sicaklifa bagliligi. Yikanan eritrositler 1
mM ve 3 mM homosistein varlifinda ve yoklugunda 60 dk belli
sicakliklarda (4, 20 ve 37°C) inkiibe edildi. inkﬁbasyondan sonra eritrositler
yikanip izole edildi ve eritrositlerdeki serbest -SH diizeyleri olciildii.
Sonuglar ii¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak
verilmistir.

p <0.05

*Kontrolden anlamli derecede farkli deger.

Deneyimizin bir sonraki agsamasinda, belirli amino asitlerin homosisteinin
membrandan taginimina etki edip etmedigini degerlendirdik. Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te bu
calisgma ile ilgli sonuclar gosterilmektedir.
homosistein giris miktarmni1 anlamli bir sekilde azalttigi gosterilmektedir. Incelenen
biitiin amino asitlerin eritrositlere homosistein girisi iizerine inhibitor etki gosterdikleri
goriilmektedir. Buna ragmen ayni amino asitlerin homosistein ¢ikisinda ¢ok fazla etkili

olmadig1 goriilmiistir. Amino asitlerden sadece glutamat eritrositlerden homosistein

cikigini anlamli bir sekilde inhibe etmektedir.

Sekil 4.4’te belirli amino asitlerin
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Sekil 4.4. Eritrositlere homosistein girisi iizerine amino asitlerin etkisi. Yikanan
eritrositler yalmiz homosistein ve homosistein artt1 diger amino asitlerin
varliginda 37 °C de 60dk inkiibe edildi. Kontrol hiicrelerine hi¢bir muamele
yapilmadi. Inkiibasyondan sonra eritrositler yikandi ve izole edildi.
Eritrositlerdeki serbest -SH konsantrasyonu o6lciildii. Sonuglar ii¢ ayr
deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.

p <0.05

* Diger tiim gruplardan 6nemli derecede farkli deger.
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Sekil 4.5. Eritrositlerden homosistein ¢ikigi {izerine amino asitlerin etkisi. Kontrol
grubunun diginda tiim gruplar 1mM homosistein varliginda 37°C de 60dk
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra eritrositler yikandi ve izole edildi.
Yikanan eritrositler her bir amino asitten 1 mM bulunan yeni tampona
aktarild1 ve 60 dk inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra eritrositler santrifiij
edildi ve siipernatanttaki serbest -SH diizeyleri ol¢iildii. Sonuglar ii¢ ayri
deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.

p <0.05
* Kontrol-II gruptan énemli derecede farkli deger (Baslangicta homosistein

ile muamele edilip daha sonra amino asitlerle muamele edilmeyen grup).
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Deneyimizin bir sonraki asamasinda eritrositlerde ekstraseliiler homosistinin
homosisteine doniistiiriiliip doniismedigini aragtirdik. Sekil 4.6’daki sonuglarimizda da

goriildiigii gibi eritrositler homosistini homosisteine doniistiirebilmektedir.

nzo0 *
= { 1 M Homosistin
q = 00
-
= O =z | .
E hlﬂ 0200 .I'I_\\ 0.5 M Homosistin
2
;-:i .—|_=. 0150

£

z 2
282 0100
¢ 2
= = 0 Kontrel
;g 0050

0.000

Zaman ( Dakika )

Sekil 4.6. Homosistinin homosisteine doniismesi. Yikanan eritrositler 0.5 mM ve 1 mM
homosistin varliginda belirli zaman araliklarinda 37 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra eritrositler santrifiij ve izole edildi. Daha sonra
slipernatanttaki serbest -SH diizeyleri Ol¢iildii. Sonuclar ii¢ ayr1 deneyin
aritmetik ortalamas1 ve standart sapmasi olarak verilmistir.

p <0.05

* Kontrolden 6nemli derecede farkli deger.
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Homosistinin homosisteine doniisiimiiniin  metabolik olarak aktivif olup

olmadigin1 gérmek i¢in farkl sicakliklarda deneyi tekrarladik. Tablo 4.1°de goriildiigi

gibi diisiik sicaklikta homosistini homosisteine doniistiiren yol inhibe olmaktadir.

Serbest -SH Konsantrasyonlari(Mikromol/ml Eritrosit)
120 Dakika 240 Dakika
4 °C 20 °C 37 °C 4 °C 20 °C 37 °C

Kontrol 0.00 | 0.016+£0.00 | 0.020£0.002 | 0.00 | 0.026 =£0.002 | 0.034 £ 0.008

0.5 mM
Homosistin | 0.00 [0.029* £0.001 | 0.046* £0.001 | 0.00 | 0.79* £ 0.004 | 0.184* £0.004

1 mM

Homosistin | 0.00 |0.043 *£0.002 | 0.086* £0.002 | 0.00 |0.119%* £0.003 | 0.249* +0.006

Cizelge 4.1. Homosistinin homosisteine doniismesinin sicakliga bagliligi. Eritrositler

farkli konsantrasyonlarda homosistin igeren krebs ringer tamponunda

farkli

sicakliklarda

belirli

zaman periyodlarinda

inkiibe

edildi.

Inkiibasyondan sonra eritrositler izole edildi ve siipernatanttaki serbest

-SH diizeyleri 6l¢iildii. Sonuglar {i¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve

standart sapmasi olarak verilmistir.

p<0.05

Kontrolden 6nemli derecede farkli deger.
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Calismamizin  son asamasinda eritrositlerin  sistini sisteine doniistiip
doniistirmedigini ayni deney sistemini kullanarak arastirdik. Sekil 4.7’de de gosterildigi
gibi eritrositler homosistinin aksine ekstraseliiler sistini sisteine

doniistiirememektedirler.

0os [

004 [ -

[ ] Kontrol

00z

0.5 mM Sistin

00z

1 v Sistin

2o

Serbest-5H Konsantrasyvonlan
{ hIMkromol’ il Eritrosit )

000 : — / :

0 240
Zaman { Dalaka )

Sekil 4.7. Sistinin sisteine doniismesi. Yikanan eritrositler 0.5 mM ve 1 mM sistin
varhiginda 37 °C’de 240 dk inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra eritrositler
santrifiij ve izole edildi. Daha sonra siipernatanttaki serbest -SH diizeyleri
Ol¢iildii. Sonuglar iic ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi
olarak verilmistir.

Sonuglarda istatistiksel fark yoktur.
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismanin amaci eritrositlerin plazma homosistein konsantrasyonunun
diizenlenmesinde rol oynayip oynamadigimi belirlemek. Sonuglara gore, eritrositler
plazmadaki homosistein konsantrasyonu degisimlerine cevap verebilecek sekilde
homosisteinin membrandan tasgimmini ¢ift yonlii olarak gerceklestirebilmekte ve
boylece plazmadaki homosistein konsantrasyonunu gegici olarak regiile edebilmektedir.
Sonuglardan ayrica eritrositlerin ekstraseliiller homosistinin homosisteine doniisiimiinii
saglayabildigi goriilmektedir. Eritrositlerin bu fonksiyonu plazmada homosistin
birikmesiyle meydana gelebilecek mekanik endoteliyal hasarlarin engellenmesi
acisindan 6nemli olabilir.

Eritrositler kan hiicreleri igersinde en biiyiikk sayidaki hiicre grubunu
olusturmaktadirlar. Eritrositler ayrica plazma ile dogrudan dogruya iligkili hiicrelerdir
ve dolayisiyla plazma sartlarindaki degisikliklere birinci derecede maruz kalirlar. Bu
acidan eritrositler plazmada bazi metabolitlerin konsantrasyonlarinin diizenlenmesinde
bir fonksiyonlar: olabilir. Ornegin belirli bir metabolit plazmada arttiginda bu
eritrositler icersine alinarak plazmadaki seviyesi daha diisiikk tutulabilir. Aym
metabolitin plazmada konsantrasyonu azaldiginda ise eritrositler bu metaboliti tekrar
plazmaya birakabilirler. Eritrositlerin boyle bir fonksiyonu homosistein varliginda
gerceklestirip gerceklestirmedigini gérmek amaciyla eritrositlerde homosisteinin
disardan hiicre i¢ine girisini ve hiicreden disariya ¢ikisimi iki yonlil olarak arastirildi.
Sonuglar eritrositlerin dis ortamda homosistein konsantrasyonu arttiginda bunu hiicre
icine transport ettiklerini dig ortamdaki konsantrasyon azalincada aldiklar1 homosisteini
tekrar dis ortama biraktiklarin1 gostermistir. Eritrositlerin bu gozlenen 6zelligi en az iki
farkli fonksiyonu yerine getirebilir. Birincisi plazmada homosistein artislarina karsi
gecici bir depo olarak gorev gérmek. Boyle bir fonksiyon plazmada homosistein artisi
sonucu homosistein oksidasyonuyla olusacak serbest radikal miktarim1 azaltarak kalp
damar hasarlarini hafifletebilir. Diger bir fonksiyonda eritrositlerin homosisteini yogun
olarak iretildikleri bolgeden alarak bobrekler gibi homosisteinin metabolizmasinin ve
eliminasyonun daha aktif oldugu bolgelere tasinmasi olabilir. Eritrositlerde
homosisteinin membranda taginmasini saglayan sistemler detayli olarak caligmamustir.

Bununla birlikte diger hiicre sistemlerinde homosisteinin sistein tasiyan ASC, A, L, ve
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X(AG) gibi sitemler tarafindan tasinabildigini ortaya koymustur ( Jiang ve ark., 2007).
Eritrositlerde sistem X(AG)’ nin varligim gosteren calismaya rastlanmamistir.
Dolayisiyla homosisteinin eritrositlere tasinmasinda sistein taginmasinda gorev alan
diger sistemler rol oynayabilirler. Deney sistemimizde homosistein aliminin belirli
amino asitler tarafindan inhibe edilmeside bunu desteklemektedir. Ayrica
sonuclarimizda goriilen homosistein aliminin bir ¢ok amino asit tarafindan inhibe
edilebiliyor olmasida diger amino asitlerin plazmadaki artislarinin homosistein alimini
yavaglatarak  plazmada homosistein konsantrasyonunun yiikselmesine sebep
olabileceklerini gostermektedir. Daha 6nce yapilan bir caligmada yiiksek protein ihtiva
eden diyetin plazma homosistein konsantrasyonunu yiikselttigi gosterilmistir (Verhoef
ve ark., 2005). Ancak bunun sebebinin diyetteki metiyonin olduguna yaygin olarak
inanilmaktadir. Buna ilave olarak yiiksek protein diyetinden kaynaklanacak olan
plazmadaki amino asit konsantrasyonlarindaki artisinda ayn1 zamanda homosistein
alimini inhibe ederek plazmadaki homosistein konsantrasyonunu arttirdigida sonuglara
bagh olarak ileri siiriilebilir.

Daha 6nce yapilan bir calismada hiperhomosisteinemide goriilen endotelyal
hasarlarin ~ konsantrasyonu yilkselen ~ homosistindende =~ mekanik  olarak
kaynaklanabilecegi ileri siiriilmuigtir (Ragone, 2002). Hiperhomosisteinemide
homosistin konsantrasyonu hemen hemen homosistinin plazmada presipite olabilecegi
bir sinira yaklagmaktadir. Bu hastalarin plazmalarindaki ani homosistin konsantrasyonu
artislarn1  homosistin  presipitasyonuyla sonuglanabilir. Dolayisiyla bu c¢alismada
eritrositlerin homosistini homosisteine ¢evirip ¢eviremedikleride arastirilmistir. Daha
once yapilan bir c¢alismada homosistinin eritrosit membranindan gecemedigi
gosterilmistir (Eldjarn ve ark.,1962). Ancak yapilan calismada homosistinle muamele
edilen eritrositlerin siipernataninda zamana bagli olarak serbest -SH artis1 oldugu
gosterilmistir.  Bu  eritrositlerin  disardan uygulanan homosistini homosisteine
doniistiirebildiklerini gdstermektedir. Bu sonugun agiklanmast i¢in muhtemel iki yol
vardir. Birincisi homosistin eritrositler tarafindan disardan alinir ve daha sonra hiicre
icinde rediiklendikten sonra tekrar homosistein seklinde hiicre disina atilir. Ikinci
olasilik ise homosistin hiicre i¢ine alinmaz ancak GSH in rediikleme giicii membran
proteinleri tarafindan hiicre digina iletilerek homosistin hiicre dis1 ortamda rediiklenerek

homosisteine doniisiir. Bahsedilen ikinci olasiligi destekleyen direk c¢aligmalar
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literatiirde bulunmaktadir. Daha 6nce yapilan bir calismada eritrosit membranindan
gecemeyen bir disulfid olan DTNB nin eritrositlerde hiicre ici GSH seviyelerini
disiirdiigii gosterilmistir (Reglinski ve ark., 1988). Bu calismaya bagh olarak GSH in
rediikte giiciiniin tiyol ihtiva eden ve membrani bastan basa gecen membran proteinleri
tarafindan dis ortama iletilebilecegi ileri siiriilmiistiir. Yine benzer diger bir ¢alismadada
ekstraseliiller olarak uygulanan GSH in eritrositlerde hiicre ici GSH seviyelerini
arttirdigr gosterilmistir (Ciriolo ve ark., 1993). Bu calismada yine GSH in kendisi
transport edilmeden GSH in rediikte giiciiniin membranin iki tarafina iletilebilecegini
gostermektedir. Bu acidan deney sistemimizde eritrositlere ekstraseliiler olarak
uyguladigimiz homosistin ayn1 mekanizmayla homosisteine doniistiiriilmiis olabilir.
Calismada benzer deneyler homosistin yerine sistin  kullanilarak
tekrarlandiginda sistinin eritrositler tarafindan sisteine doniistiiriilemedigi gosterilmistir.
Homosistin ve sistin ile alman bu farkli sonuglarin temeli bunlarin yapisal
stabilitelerindeki ve tiyol degistirme reaksiyonlarina yatkinliklarindaki farklilik olabilir.
Sonug¢ olarak hangi mekanizmayla olursa olsun eritrositlerin dig ortamda bulunan
homosistini homosisteine doniistiirebildikleri goriilmektedir. Bu sekilde eritrositler
plazmada homosistin artisin1 engelleyerek homosistin presipitasyonunu dolayisiyla bu

sebeple olusabilecek mekanik endotelyal hasarlarida engelleyebilir.
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