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OZET

Homosistein Toksisitesine Siilfit Molekiiliiniin Olas1 Katkis1 Ve Oksidatif
Stresin Roliiniin Néroblastoma Hiicre Dizisinde Incelenmesi
Dr. Giilsah GUNDOGDU
Homosistein, Metiyonin metabolizmasi sirasinda olusan kiikiirt igeren bir amino
asittir. Saglhkl kisilerde plazma homosistein diizeyi, remetilasyon ile metiyonine,
transsiilfiirasyon yolu ile sistein aminoasidine doniisiimiinii saglayan yolaklar
aracilifiyla yaklasik 5-15 umol/L gibi diisiik bir diizeyde tutulur. Artmis plazma
homosistein diizeyi basta ndrolojik olmak tizere pek ¢ok hastalik i¢in risk faktoriidiir.
Norodejeneratif hastaliklarda, homosisteine ilaveten plazma sistein diizeyi artmakta
ve siilfat diizeyi azalmaktadir. Siilfat temel olarak giiclii bir nérotoksik molekiil olan
stilfit molekiiliinden siilfit oksidaz araciligi ile olusturulur. Siilfitin siilfit oksidaz
enzimi ile stilfata ¢evrilerek detoksifiye edilmesi hayati 6nem tasir. Bu ¢alismanin
amaci, homosistein norotoksisitesine siilfit molekiiliiniin olas1 katkis1 ve bu katkida
oksidatif stresin roliinli SH-SY5Y noroblastoma hiicreleri kullanarak arastirmaktir.
Calismamizda, homosistein ve siilfitin olusturdugu sitotoksisite XTT testi ile
genototoksisite Comet yontemi ile oksidatif stresin rolii TAS-TOS Kiti ile incelendi.
Siilfit ve homosistein’in  beraber uygulandigi hiicre dizisinde tek baslarina
olusturduklar1 sitotoksisiteye gore toksik etkilerinin istatistiksel olarak daha da
onemli oldugu bulunmustur. Bu etkide oksidan stresin oynadigi 6nemli rol oksidatif
stres indeksinin beraber uygulandiklarinda, diger gruplara gore anlamli olarak
yiiksek bulunmasi ile ortaya konmustur. Genotoksisite agisindan ise en fazla hasarin
yine homosisteintsiilfit grubunda oldugu saptanmistir. Sonug olarak, ndrodejeneratif
hastaliklarin ortaya c¢ikmasindan cok once izlenen homosistein artigina, benzer
sekilde siilfit artisininda eslik etmesi izlenen nérodejenerasyonun énemli bir bileseni

olabilir.

Anahtar Kelimeler: Homosistein, Siilfit, Norotoksisite, Norodejeneratif hastaliklar.
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SUMMARY
Possible Contribution of Sulfide Molecule on Homocysteine Toxicity and
Investigation of Role of Oxidative Stress in Neuroblastoma Cell Line
Dr. Giilsah GUNDOGDU

Homocysteine is an amino acid, which is formed during methionine metabolism that
contains sulfur. Plasma homocysteine level in healthy individuals is kept in a low
level such as 5-15 pmol/L by means of the pathways that ensure transformation to
methionine via remethylation and to cystein amino acid through transsulfuration. An
increased plasma homocysteine level is a risk factor for many diseases, particularly
for neurological ones. In neurodegenerative diseases, the cystein level of plasma
increases along with the homocystein, and the sulfate level decreases. Basically,
Sulfate is formed from sulfite which is a strong neurotoxic molecule produced by
sulfit oxidase enzyme. Transformation of sulfite to sulfate plays a vital role. The
purpose of our study is to investigate the potential contribution of sulfite molecule to
homocystein induced neurotoxicity and the role of oxidative stress in this process. In
our study, the cytotoxicity caused by sulfide and homocysteine was investigated with
XTT test in SH-SY5Y neuroblastoma cells. Genotoxicity and the role of oxidative
stress was also investigated with comet method and TAS-TOS Kit, respectively.
According to statistical calculations, simultaneous administration of sulfite and
homocystein on SH-Sy5Y cell line was found to be significantly more toxic than the
individual administration of them in terms of sitotoxicity. In this effect, the
significant role of the stress of oxidant was declared by statistically significant results
of that administration with respect to other groups when both of them were
administrated at the same time. The maximum damage in terms of genotoxicity was
also found in the homocysteine + sulfite group. In conclusison, Consequently, an
elevation of sulfite accompanying that of the homocysteine increase observed before
the occurrence of disease symptoms characterized with neurodegeneration, may be

an important component neurodegeneration.

Key words: Homocysteine, Sulfide, Neurotoxicity, Neurodegenerative

Diseases
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GIRIS

Homosistein (2-amino-4-mercaptobutirik asid) metiyoninin metabolizmasi
esnasinda olusan kiikiirt tasiyan, proteinlerin yapisina girmeyen bir amino asitdir ve
ilk olarak 1932 yilinda Amerikali biyokimyaci Vincent Du Vigneaud tarafindan
bulunmustur (1). Homosistein eksitator bir aminoasittir ve ndronlar iizerine olan
toksik etkileri bulunmustur. Son yillarda yapilan calismalarda, plazma total
homosistein seviyesinin; bobrek yetmezligi, koroner kalp hastaligi, periferik arteriyel
hastalik, diyabet, sistemik lupus eritematozis ve vendz tromboemboli gibi
hastaliklara sahip bireylerde olas1 kardiyovaskuler olaylari ve bu olaylar sonucunda

mortalitenin iyi bir prediktori oldugu bildirilmektedir (2,3,4).

Saglikli kisilerde plazma homosistein diizeyi, remetilasyon ile metiyonine,
transsiilfiirasyon ile sistein aminoasidine doniisiimiinii saglayan yolaklar araciligiyla
yaklasik 5-10 umol/L gibi diisiik diizeyde tutulur (3,5). Ozellikle ndrodejeneratif
hastaliklarda izlenen artmis plazma homosistein diizeyi klasik bir risk faktorii olup,
bu aminoasidin hiicre i¢i metabolizmasindaki bir bozuklugun varhigini1 gésterir. Bu
bozuklugun remetilasyon yolaginda gorev yapan enzimlerin ve folik asit gibi bu
enzimlerce kullanilan kofaktorlerdeki yetersizliklere baglhh olarak gelistigi
gosterilmistir (6-8). Bu durumda homosisteinin, toksik etkilerinden hiicrenin
korunmas1 amaci ile hiicre digina verildigi ve bu sekilde artmis plazma diizeylerinin

izlendigi ileri siiriilmektedir (7,8).

Norodejenerasyon; Alzheimer, Parkinson Demans, Motor Noron Hastaliklar1
gibi pek cok klinik bozuklugun ortaya ¢ikmasina sebep olan bir sinir sistemi
patolojisidir. Farkli klinik tablolara sahip nérodejenerasyon temelli bu bozukluklar,
bir¢ok yonden ortak 6zelligi paylagmaktadirlar. Hepsinde uzun bir preklinik period
vardir ve yasla birlikte goriilme sikliklar1 artmaktadir (9-11). Yapilan ¢aligmalar
ndrodejeneratif hastaliklarda homosisteine ilaveten plazma sistein diizeyinin arttigini,
stilfat dilizeyinin ise azaldigin1 gostermistir. Bu homosistein metabolizmasinda
remetilasyon yolagmda bir problemin olmasina ragmen transsiilflirasyon yolaginin
saglam oldugunu isaret etmektedir. Sistein katabolizmasinin son iirlinii olan siilfat,

stilfit ad1 verilen molekiilden siilfit oksidaz enzimi araciligi ile olusur (11-13) Siilfit



ise pek cok hiicresel yapi ile etkilesebilen, giiclii bir ndrotoksik molekiildiir. Stilfitin,
stilfit oksidaz enzimi ile siilfata ¢evrilerek detoksifiye edilmesi hayati 6nem tasir.
Bunun 6nemi genetik olarak siilfit oksidaz enzim yetersizligi olan ¢ocuklarda izlenen
beyin atrofisi, mental retardasyon gibi ndrolojik bulgularin varligi ile gosterilmistir

(14).

Klinik ¢aligmalarda, norodejeneratif hastaliklardaki plazmada sistein
aminoasidinde artma ve siilfat molekiilinde azalma nedeninin homosisteinin
katabolizmas1 sirasindaki transsiilfiirasyon yolaginda 6zellikle de siilfit’in siilfata
detoksifikasyon basamaginda bir bozukluk veya yetersizligin olabilecegi
belirtilmektedir. Bu durumda basta norodejeneratif hastaliklarda olmak tizere pek
cok hastalikta artan homosistein diizeylerine, sistein katabolizmasindaki bir bozukluk
ve/veya yetersizlik sonucu olusan ve giiclii bir ndrotoksik molekiil olan siilfit’in de
eslik etmesi, gozlenen toksisitenin Onemli bir kompanentidir. Bugiine kadar
homosisteinin  toksisitesine siilfitin  katkisina dair herhangi bir c¢alisma

bulunmamaktadir.

Bu calismanin amaci; Norodejenerasyon gelisiminin daha iyi anlagilmasi igin
homosistein ve siilfit molekiillerinin tek baslarma ve daha Once literatiirde
gosterilmemis olan birlikte uygulanmalar1 durumunda ortaya ¢ikacak muhtemel
potansiyelize norotoksik etkilerini arastirmaktir. Bu amag¢ dogrultusunda SH-SY5Y
noroblastoma hiicre hatt1 kullanilarak, homosistein ve siilfit’in tek basina ve birlikte
olusturacaklar1 muhtemel toksik etki, sitotoksisite ve genototoksisite acisindan
arastirilmig, ayrica bu durumun oksidatif stresle olan iligkisi tanimlanmaya

calisilmustir.



GENEL BiLGILER

AMINO ASITLER

Proteinler sekil, biiyliklik, yiik, hidrojen bagi yapma kapasitesi ve kimyasal
aktivite yoniinden birbirilerinden farkli yirmi ¢esit amino asidi ihtiva ederler. Amino
asitler a-karbonu ad1 verilen karbon atomuna bir amino gurubu (-NH2), bir karboksil
grubu (-COOH), bir hidrojen atomu (-H) ve bir yan grubun (-R) baglanmasiyla
olusan organik bilesiklerdir. Genel formiilleri R-CH(NH;)-COOH seklindedir (15).

Amino asidler R grubuna gore birbirlerinden farklilagirlar. R grubunun yapist,
biliytikligli ve elektrik yiikii gibi 6zellikleri amino asitlerin hidrofilik/hidrofobik
(polar/nonpolar) 6zellik kazanmalarma neden olur. Ayn1 zamanda amino asitlerin
sudaki c¢Oziiniirliiklerini etkiler. Standart amino asitler organizmada yapilip
yapilmadiklarma, metabolik sonlarina, R gruplarmin ¢oziiniirliikklerine gore degisik
sekilde smiflandirilmaktadir. Yaygin olarak R gruplarma gore yapilan smiflandirma

kullanilmaktadir (16).

KUKURT iCEREN AMINO ASITLER

Sistein, metiyonin, homosistein ve taurin dort yaygin kiikiirt iceren amino
asittir fakat sadece sistein ve metiyonin proteinlerin yapisina katilir ve hiicre
metabolizmasinda kritik rol oynar (16,17). Kiikiirt iceren amino asitlerin yapis1 Sekil

1’de verilmistir (15).

COoOr COoO OO0 H,N*
n,n'—c.i H,w—c:::: H:H*-C.i ’Cil’
su c, aw,
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SISTEIN METIYONIN HOMOSISTEIN TAURIN

Sekil 1. Kiikiirt iceren aminoasitlerin yapisi (16)



Metiyonin biitiin proteinlerin yapisal bileseni olarak gorev yapan tiyoeter tlirevi
esansiyal bir aminoasit olup valin, izoldsin ve treonin gibi siiksinil CoA olusturan
dort aminoasitten biridir (15). Diyetle ve/veya endojen proteinlerin bozulmasi sonucu
ya da homosisteinin remetilasyonuyla olusur. Metiyonin, protein yapisina katilmasi,
S-Adenozilmetiyonine (SAM) cevrilerek ¢esitli biyolojik molekiiller i¢in metil
kaynagi olmasi, spermin ve spermidin gibi poliaminlerinin olusumunu saglamasi ve
transsiilfiirasyon yolu ile sistein aminoasidinin olusumunu saglamasi gibi biyolojik
Ooneme sahip esansiyel bir aminoasittir (6,18). Sistein, bir kiikiirt atomu tasiyan,
metiyoninden elde edilen homosisteinin serin ile birleserek sistatitionin ve bununda
daha sonra o-ketobiitirat ve sisteine hidrolize oldugu iki ardisik reaksiyon ile

sentezlenen bir amino asittir (15).

HOMOSISTEIN

Homosistein [Hcy; HSCH,CH,CH(NH,)CO,H, 2-amino-4-merkapto butirik
asit | proteinlerin yapisina katilmayan metiyonin metabolizmasi sirasinda ortaya
c¢ikan, serbest tiyol (siilthidril ) grubu tasiyan 135.2 dalton agirhiginda kiikiirtlii bir
amino asittir. Tiyol grubunun pKa degerinin 8-9 civarinda olmasindan dolay1
fizyolojik pH’da degisik disiilfitler olusturacak sekilde kolayca okside olurlar (18).
Hcy, ilk olarak 1932 yilnda De Vigneaud tarafindan tanimlanmistir (1). Insan
plazmasinda Hcy, hem indirgenmis (rediikte) hem de yiikseltgenmis (okside) formda,
serbest veya proteine bagli olarak bulunur. Okside formlar, reaktif sistein kalintilari
iceren proteinlerle ve sisteinle olusur. Hcy’nin okside formlar1 karisik distilfidler

olarak da adlandirilir (19).

Hcy normal olarak diyetle alinmaz, viicuttaki tek kaynagi metiyoninindir ve
metiyonin metabolizmas1 swrasinda olusur. Hcy; sistatiyonin, sistein ve diger
metabolitlerin  prekiirsoriidiir. Kolin metabolizmasinda gerekli olan betain
homosistein metil transferaz (BHMT) reaksiyonunda metil dondriidiir. Doku
folatlarinin dongiisiinde gerekli bir substrat olarak yer alir (metiyonin sentaz
enziminin metil tetra hidro folati kullanan tek reaksiyonda yer almasi ve bu
reaksiyondaki bir bozuklukta dokulardaki folatin bu formda kalmasi) ve metiyoninin

korunmasimi saglar (18). Bununla beraber, Hcy’nin metabolizmasmin hiicre iginde



sik1 bir sekilde diizenlenmesi hayati 6nem tasir. Ciinkii Hcy, N-metil- D-aspartat
(NMDA) reseptorlerininin agonisti olmasi (20), oksidatif stres’e neden olmasi (21),
metilasyon kapasitesini azaltmast (22), norotoksik amiloid peptidin hiicre i¢i ve
disinda birikimine neden olmasi (23), endoplazmik retikulum stresine yol agmasi
(24) ve hiicrede programlanmis hiicre Olimiini aktive etmesi (22) gibi
mekanizmalarla toksik etkilere neden olur. Bu nedenle Hcy olustuktan sonra temel
olarak remelitasyon ve transsiilflirasyon olmak iizere iki yolla metabolize edilerek

toksisitesinden korunulmaya ¢alisilir (16).

Homosistein Metabolizmasi

Diyetle alinan metiyonin, metiyonin adenozil transferaz (MAT) enzimi ile metil
vericisi olan SAM’a donismektedir. SAM, ilk defa 1953 yilinda Catoni tarafindan
tespit edilmistir (25). Olusumunda ATP kullanilan yiiksek enerjili bir bilesiktir. SAM
olusumu ATP’nin ¢ fosfat bagmin hidrolizi ile gerceklesir. SAM, santral sinir
sisteminde RNA, DNA, fosfolipitler ve norotransmitterlerde gergeklesen, ayrica
noronlari koruyan ve normal fonksiyon gérmelerini saglayan 35 adet transmetilasyon
reaksiyonunda metil vericisi olarak gorev yapmaktadir. SAM yapisindaki pozitif
yiiklii stilfonyum iyonu nedeni ile kolay bir metil vericisidir. Ayrica SAM’1n, biyotin
sentezinde amino grubu vericisi, spermidin ve spermin poliaminlerinin sentezinde
aminoizopropil grup vericisi, siklopropil yag asidi sentezinde ise metilen grubu
vericisi ve 5-deoksiadenozil radikal vericisi olarak gorev yapmaktadir. EK olarak
SAM, lipoik asit ve biyotin sentezi i¢in gerekli olan kiikiirt kaynagini da olusturmasi

nedeniyle metiyonin metabolizmasinin énemli bir ara triinidiir (17,25,26).

SAM yapisinda bulunan metil grubunu glisin gibi metil alicilarmma vererek
coklu transferaz enzimi ile S-Adenozilhomosisteine (SAH) doniismektedir. SAH, S-
adenozilhomosistein hidrolaz enzimi tarafindan hcy ve adenozine ayrilmakta,
meydana gelen hcy remetilasyona girerek metiyonine, serin ile birleserek

sistatiyonine dontismektedir (Sekil 2) (27).
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Sekil 2. Homosistein olusum (27)

Metiyonin, metabolizmas1 sirasinda transmetilasyonla homosistein olustuktan
sonra metilasyon reaksiyonlarina engel olmak, organizmada Hcy konsantrasyonlarini

diisiik tutmak ve viicut metabolik gereksinimlerini saglamak i¢in viicutta {i¢ yolla

metabolize olur ( Sekil 3) (27).

1. Remetilasyon yolu: Metiyonin sentaz enzimi tarafindan katalizlenen geri
doniisiimlii bir yolaktir.

2. Transsiilfiirasyon yolu: Geri doniisiimsiiz bir yolaktir. Sistatiyonin beta
sentaz (CBS) enzimi Hcy ile serin’i birlestirerek daha sonra sisteine doniistiiriilecek
olan sistatiyonin’i olusturur.

3. Homosisteinin hidrolizi: Geri doniisiimsiiz bir yolaktir. Metiyoninden
sistein olugmasi sirasinda o-ketobiitirat olusur; o-ketobiitirat da propiyonil-CoA ve

metilmalonil-CoA {izerinden siiksinil-CoA’ya doniisiir.
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Sekil 3. Homosisteinin ¢esitli yolaklar ile metabolize edilmesi

Remetilasyon Yolu

Hcy’den  yeniden  metiyonin  aminoasidinin  sentezlendigi  yoldur.
Remetilasyonda gorevli olan enzimler BHMT enzimi ile metiyonin sentaz (MS) (5-
metiltetrahidrofolat-homosistein metiltransferaz) enzimidir. BHMT temel olarak
karacigerde bulunmasina ragmen az miktarda da bobrekte bulunur ve metil vericisi
olarak betain kullanilir. Metiyonin sentaz enzimi ise dokularda yaygin olarak
bulunur, metil vericisi olarak 5-metiltetrahidrofolati, kofaktor olarak ise B12
vitaminini kullanilir (28). Bu yol kisa ve uzun olmak {izere iki farkl sekilde

gerceklesir (Sekil 3).

Kisa yol, BHMT enzimi ile gerceklesir. Bu yol, folik asit ve/veya B12 vitamin
eksikliginde SAM sentezi i¢in gerekli olan dokulardaki metiyonin miktarmi saglar.
BHMT beyinde tespit edilememistir. Betain, metil vericisidir ve kolinin
katabolizmas1 sonucu olusur. Betain metil grubunu Hcy'ye aktararak metiyonin
olusumu saglarken kendiside N,N-dimetilglisin (DMG) halini alir (29,30).

Uzun yolda ise folik asidin plazmadaki bir formu olan 5-metiltetrahidrofolat (5-

MTHF), bir metil grubu vericisi olarak rol oynar. Folat, remetilasyon siklusunda hem



kofaktor hem de koenzim olarak 5-MTHF metil grubunu, kofaktorii B12 vitamininin
bir formu olan metil kobalamine bagl olarak ¢aligan MS enzimi ile Hcy’ye aktararak
metiyonin sentezini gergeklestirir. Diger taraftan da tetrahidrofolat (THF) olusur.
THF ise daha sonra kofaktorii vitamin B2 (riboflavin) olan 5,10-metilen
tetrahidrofolat rediiktaz (5,10-MTHFR) enzimi ile 5,10- Metilen Tetra Hidro Folat’ a
(5,10- MTHF) doniisiir. 5S-MTHF'den metil grubunun Hcy'ye transferinde vitamin
B12 araci durumundadir. Boylece bu reaksiyonda folik asit ve B12 vitamininin
metabolizmas1 birbirine baglanmis olur. B12 vitamin eksikliginde ise 5-MTHF
metabolizmasi etkisiz hale gelir ve ¢cogu kimyasal reaksiyonlarda tek karbon birimi

alicis1 konumunda olan THF’a doniisemez (29,31).

Transsiilfiirasyon Yolu

Ortamda fazla miktarda metiyonin varliginda veya sistein sentezi gerektiginde,
Hcy transsiilfiirasyon yoluna girer. Bu yol Hcy’nin katabolizmasi ile baslayan geri
dontistimsiiz bir yoldur ve sistatiyon, sistein olusur. Olusan sistein ya glutatyonun
yapisina girer ya da siilfata doniiserek glikozaminlerin yapisina katilir. Bu yol
karacigerdeki glutatyonun en énemli temel kaynagidir (32). Glutatyon, organizmada
tiyol grubu igeren, diisiik molekiil agirlikli 6nemli bir tripeptiddir. DNA ve protein
sentezi, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi, hiicre i¢i ve dis1 madde transportu gibi
hiicresel fonksiyonlar1 digsinda baslica antioksidan olarak hiicre savunmasinda énemli
roliit vardir (33). Transsiilfirasyon yolunda ayrica NH4, piruvat, taurin, o-keto

biitirat, CO; ve siilfat da olugmaktadir (34).

Transsiilfiirasyon yolundaki ilk olusum sistatyonindir. Sistatiyonin sentezi
Hcy’nin serin amino asidi ile birlikte sistatyonin beta sentaz enziminin (CBS)
katalizorligiinde gerceklesir. CBS enzimi, bir hem proteinidir ve B6 vitamininin
aktif bir formu olan 5-pridoksal fosfat kofaktorligiinde islev goriir. Olusan
sistatyonin daha sonra baska bir B6 vitamin bagimli gama sistatiyonaz (CGL) enzimi
ile sistein, a-keto biitirat ve NH4’e metabolize olur. a-keto biitirat kofaktor olarak
pridoksal fosfat: kullanir. Sistein glutatyonun yapismna katilir, hiicreler tarafindan
sentezlenen proteinlerin yapisina girer, siilfata doniiserek glikozaminoglikanlarin

(heparan siilfat, kondroitin siilfat gibi) sentezinde kullanilir veya idrarla atilir (Sekil



3). Sistein ayni zamanda homosistein ile birleserek karigik disiilfit sistein-

homosistein formunu olusturur (35).

Transsiilfiirasyon yolunun her iki enzimide bdbrek, barsak, karaciger ve
pankreasta vardir. Ayn1 zamanda bu dokularda sisteini hizli kullanan glutatyon
siklusu vardir (16). Ancak beyin dokusunda CBS enzimi bulunmasina ragmen CGL
enzimi yer almaz, sistatyoninin birikir ve glutatyonun sentezi icin glial sistein
kullanilir. Bu nedenle santral sinir sistemi oksidatif strese diger dokulara gére daha
duyarlidir (18). Transsiilfiirasyon yolunun bulunmadigi hiicreler ise eksojen bir

sistein kaynagina gerek duyarlar (36).

Homosisteinin Hidrolizi
Hcy sistein olusumunda siilthidril grubu saglayicisidir. Metiyoninden sistein
olugsmasi sirasinda a-ketobutirat olusur; o-ketobutirat da propiyonil-CoA ve

metilmalonil-CoA iizerinden siiksinil-CoA’ya doniisiir.

Homosistein Metabolizmasinin Regiilasyonu

Hcy metabolizmasinin diizenlenmesinde; ara metabolitlerin miktari, diyet
icerigi gibi bircok faktor etkilidir. Ornegin; Hey degisiminin SAH ve SAM gibi etkili
metabolitler tarafindan remetilasyon ve transsiilfiirasyon yollariyla diizenlendigi
goriiliir. Metiyonince zengin bir 6gliniin tiiketimini takiben hepatik SAM diizeyi artar
ve buda CBS enziminin aktivasyonuyla SAM fonksiyonunu artirir ve MTHFR inhibe

olur. Bu nedenle Hcy remetilasyonu sinirlandirilir (37)

Hcy metabolizmasini diizenleyen enzimler metiyonini koruyan ve katabolize
edenler olarak ayrilabilir. Metiyonini koruyan enzimler (MAT izoenzimleri, SAM
bagimh transmetilazlar, BHMT ve MS enzimi) kendi metabolitleri ve {irlinleri
tarafindan inhibe edilmektedir. Bu enzimler ile birlikte adenozilhomosisteinaz enzimi
metiyonin dongiisiiniin olusmasini saglar. (38). Metiyonini katabolize eden enzimler
(Hepatik metiyonin S-adenozil transferaz, sistatiyonaz, sistatyonin sentaz ve
adenozilhomosisteinaz) ise kendi metabolitleri tarafindan aktive olur ve diyetle
alinan metiyonin miktarinin artmasi ile karacigerdeki diizeyleri artig gosterir (2,18).

SAM, CBS enzimininin allosterik aktivatorii, MTHFR enziminin ise allosterik



inhibitoriidiir. Dokulardaki SAM konsantrasyonu homosisteinin remetilasyon veya
transsiilfiirasyon yolunu belirlemekte ve SAM diizeyindeki artig transsiilfiirasyonu
arttirrken remetilasyonu ise inhibe etmektedir (11,26,36,39). Antioksidanlar ve
oksidanlar arasindaki denge transsiilfiirasyon yolunu etkiler. Antioksidanlar
transsiilfirasyonu azaltirken, oksidanlar ise artmasina yol agar (40). Oksidatif
durumda CBS enzimi aktif durumda iken MS enzimi ise inaktif hale gelir. Bunun
sonucunda transsiilfiirasyon yolu ve dolayisiyla sistein ve glutatyon sentezi artar.
Boylece glutatyon sentezine gerekli olan sistein miktarinin en azindan yarisi

karsilanmaktadir (13,41).

Indirgenmis glutatyon (GSH), igerdigi tiyol grubu aracihif: ile hiicre iginde
redoks potansiyeli yiiksek bir ortam saglayarak, hiicreyi oksidatif hasarlara karsi
korur (42). Glutatyon peroksidaz (GPx) isimli enzimin kofaktorliigiinii yaparak,
hidrojen peroksidi metabolize eder. GSH, c-glutamilsistein sentetaz ve GSH sentetaz
enzimleri ile sistein, glutamat ve glisin amino asitlerinden hiicre i¢inde sentezlenir.
Sistein kaynagi dogrudan GSH sentezinin hizi ile ilgilidir. Clinkii hiicresel sistein
konsantrasyonu reaksiyon kinetiginin  diizenlemesinde (gama-glutamilsistein
olusumu) anahtar bir belirleyicidir. Hiicre dis1 sivilarda sistein hizla sistine (CySS)
oto-okside olur. GSH ve sistinin ¢esitli dokular arasinda siirekli bir akis1 vardir ve
cesitli organlar1 etkileyen diyet, aglik ve patolojiler bu durumuda etkileyebilir.
Dokularda sistein ve glutatyonun degisen miktarmin oksidatif stresi etkiledigi

bilinmektedir (43).

Giustarini ve ark. (2009), organlar arasindaki sistein farkinin, transsiilfiirasyon
yol ile homosistein ve metiyoninden ve gamma-glutamil transferaz ile glutatyondan
meydana geldigini ve bu yollarin oksidatif stresden etkilenebilecegini (33), Cunha ve
ark. (2011), hiperhomosisteinemide, lipit peroksidasyonun ve proteinin oksidatif
hasarm arttigini, antioksidan savunma sisteminin bozuldugunu ve nitrit seviyesininin
degismedigini (44), Cito ve ark. (2010) ise, total Hcy ve oksidatif stres belirteglerinin
seviyelerini inceledikleri B12 vitamini ve folat verilen alzehimer hastalarinda (AD),
hem kontrol grubu hemde AD’da hipoksantin, ksantin, homosistein ve sistein
gruplarinda bir artis oldugu fakat bu artigin hastaliklardan ziyade yasla iligkili

oldugunu belirtmislerdir (45). Lipton ve ark. (1997), homosisteinin inme, kafa
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travmasi gibi patolojik durumlarda 10-100 umol seviyesinde norotoksik oldugunu ve
NMDA reseptorlerinin asir1 uyarilmasi ile Hcy norotoksisitesinin homosistiniiri ve

orta hiperhomosisteinemi patogenezine katkida bulunabilecegini belirtmisler (20).

Plazmadaki Homosistein Formlar

Insan plazmasinda Hcy, Butz ve du Vigneaud tarafindan yapilan kimyasal
tanimlamayla rediikte Hcy ve okside Hcy olarak adlandirilmistir (46). Tablo 1. de
total plazma hcy ve yiizdeleri gosterilmistir (47).

Hcy’nin %70-80 kadar1 plazmada disiilfid baglar: ile albiimine bagl olarak
bulunur. Geri kalan hcy oksitlenerek dimerler (homosistin) veya sisteinle birleserek
karigik distilfidler olusturur. Hey, ¢ok kii¢iik bir oranda (<%]1) dolasimda serbest
olarak bulunur (47). Total hcy diizeyleri ise bagh ve serbest olan kismimn toplamini
yansitmakta, plazma ve serumdaki tiim hcy formlarii belirtmektedir (19,48).
Plazmadaki hcy’nin ¢oklu formlarinin isimlendirilmesinde hentiz fikir birligi yoktur.
Ancak “total hcy, indirgenmis hcy, proteine bagh hcy, serbest hcy ve hcy-sistein
kompleksi” gibi kavramlar genel olarak kullanilmaktadir (19).

Tablo 1. Total Plazma Homosistein Bilesenleri ve Yiizdeleri (19)

Mikst disiilfitler:

Indirgenmis (rediikte) Yiikseltgenmis . 9 Sistinli
VR i S Proteine bagh e
Homosistein (oksidize) Homosistein L Homosistein
Homosistein
i NH, NH] le‘H 3
NH; "OOCCHCH,CH 8 ) - OOCCHCH,CH S
s c | OOCCHCH,CH 8 <
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- @ =5 [
NH; NH;
%1 %5-10 %80-90 %5-10

Hcy seviyelerinin Slgliimii, ilk defa 1962 yilinda homosistiniirili hastalarin
arastirilmasinda tani ig¢in kullanilmis (49) ve Hcy’nin vaskiiler hastalik olusturduguna
dair ilk bulgu 1969 yilinda McCully tarafindan homosistiniirili iki ¢ocukta otopsi
sonucunu degerlendirirken yaygin arteriyel tromboz ve ateroskleroz saptanmasi ile
gosterilmistir (50). Hcy diizeyleri genel olarak total plazma homosisteini veya total

serum homosisteini olarak dlclilmektedir. Bu 6l¢iim serbest ve proteine bagl kisim
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icermektedir. Plazma Hcy diizeyi standardize edilememis olmakla birlikte, genellikle
5-15 pmol/L diizeyi normal olarak kabul edilmekte ve plazmada ortalama 10 pmol/L
seviyesinde olmasi gerekmektedir. 16pumol/L tizerindeki degerler

hiperhomosisteinemi olarak kabul edilmektedir (51).

Hiperhomosisteinemi ve Nedenleri

Plazma hcy degerleri 16-30 pmol/L arasinda ise hafif hiperhomosisteinemiden,
31-100 umol/L arasinda ise orta hiperhomosisteinemiden, >100 umol/L ise ciddi
hiperhomosisteinemiden bahsedilir (Tablo 2). Ayrica yasa bagl olarak homosistein
plazma seviyesi hafif artma egilimi gosterir ve ayn1 yastaki erkeklerde kadinlardan
%10 kadar yiiksektir. Yapilan calismalarda plazma homosistein diizeylerinin
yaslanma, cinsiyet (erkeklerde) ve postmenopozal kadinlarda artis gosterdigi

saptanmustir (52).

Tablo 2. Total Plazma Homosistein Dagilimi

Normal 5-15 umol/L
Beklenen >10 umol/L
Hafif Hiperhomosisteinemi 16-30 umol/L
Orta Hiperhomosisteinemi 31-100 umol/L
Agir Hiperhomosisteinemi >100 pumol/L

Hcy’nin plazma seviyesinin yiiksekligi, arteriyel ve vendz trombozis, inme,
miyokardiyal infarktiis ve kronik renal yetersizligi i¢in Onemli bir risk
olugturmaktadir (19,53-57). Birgok ¢alismada yiikselen Hcy diizeylerinin; demans,
bipolar bozukluk, paranoid psikoz, depresif rahatsizliklar, duygulanim bozukluklari,
sizofreni, Alzheimer, Parkinson gibi psikiyatrik bozukluklarin ve subakut kombine
dejenerasyon, ataksi, spastisite, myelopati ve nodropati gibi c¢esitli nodrolojik
bozukluklarin patogenezine katkida bulundugu belirtilmistir (21,29,32,34,58,59).

Tablo 3’de hiperhomosisteinemi nedenleri verilmistir.
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Tablo 3. Hiperhomosisteinemi nedenleri (58)

1-Homosistein Metabolizmasindaki Genetik Bozukluklar
¢ Transsiilfiirasyon yolunda
CBS enzim eksikligi
o Remetilasyon yolunda:
N5,N10-metilen-tetrahidrofolat rediiktaz eksikligi
Metiyonin sentaz enzim eksikligi
2-Kronik Hastaliklar
¢ Kronik bobrek yetmezligi
e Diyabet
o Hipotiroidizm
¢ Ciddi psoriazis
o Maligniteler (Akut lenfoblastik 16semi, over, meme, pankreas kanseri)
e Transplant alicilari
3-Edinsel Nedenler
e Vitamin B12 eksikligi
e Folat eksikligi
¢ Vitamin B6 eksikligi
e Metiyonin alimmin artmasi (hayvansal protein alimi)
4-Fizyolojik nedenler
o ileri yas
o Erkek cinsiyet
e Sigara kullanimi
e Fiziksel inaktivite
e Menapoz
5-ilaclar
o Metotreksat (dihidrofolat rediiktaz inhibitorii)
e Fenitonin ve karbamezapin (folat antagonistleri)
e Nitroz oksit (vitamin B12 antagonisti)
e 6-azouridin triasetat (vitamin B12 antagonisti)

Homosistein Metabolizmasindaki Genetik Bozukluklar

Hcy ile norolojik bozukluklar arasindaki iliski ilk olarak metiyonin
metabolizmasindaki bir enzim olan CBS enzim yetersizligine sahip beyin atrofisi,
mental retardasyon ve nobetlerle karakterize klinik bulgular1 olan hastalarda
gosterilmistir. Hcy metabolizmasinda gorev alan enzimlerden CBS, MTHFR ve MS
enzimlerinin hatali veya eksik sentezlenmesi homosisteinemi ve homosisteiniiriye
neden olmaktadir (60). Bu enzimlerden en yaygin goriileni otozomal resesif gegis
ozelligi gosteren CBS enzim eksikligidir. Bu enzim geninde en yaygin goriilen
mutasyon 844ins68’dir. CBS’nin homozigot formu yaklasik 1/200.000 siklikla
ortaya ¢ikar. Ciddi hiperhomosisteinemiye neden olan ve nadir olarak goriilen bu

enzim eksikligi, popiilasyonda yetiskin inme olusumunda, MTHFR enzim
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eksikligine gore daha az etkilidir ve bu kisilerde aglik Hcy konsantrasyonu 200-400
umol/L’dir. Heterozigot formu yaklasik %1 ile %2 siklikta ortaya ¢ikar ve
hiperhomosisteinemi diizeyi daha 1limhidir (57). Sonraki yillarda bu hastalara
ilaveten AD ve benzer demans tablolari, Parkinson hastaligi, inme, hafif biligsel
bozukluk gibi pek ¢ok hastalikta artmig plazma homosistein diizeyi bulunmustur
(57,61).

Hiperhomosisteineminin bir diger yaygm nedeni MTHFR enzim eksikligidir.
MTHFR’ ’nin homozigot formu nadir goriinen ve otozamal resesif gegen bir
hastaliktir. Ciddi ya da orta hiperhomosisteinemi ve erken 6liimler goriiliir. Tedavi
seceneklerinin pek olmamas1 CBS’e gore daha kotii prognoza sahip olmasina neden
olmaktadir. MTHFR genindeki en yaygin mutasyon 677. kodondaki CT degisimidir.
Bu durumda alanin aminoasiti yerine valin aminoasiti sifrelenir. Bu polimorfizmin
homozigot sikligi popiilasyonlara gore degisiklik gostermekte olup %5-10
oranindadir. C677T homozigot mutasyonlu hastalarda plazma homosistein seviyesi

genelde 20-40 umol/L ve enzim aktivitesi %0-20 arasindadir. (61,62)

MS enzim eksikligi de hiperhomosisteinemi nedenidir. MS genindeki
mutasyonlar da tromboembolik olaylar i¢in 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. MS
enziminin artmus oksidatif streste aktivitesini azaltarak homosisteinin metiyonine
cevrilmesini azalttigi gosterilmistir. CBS enziminin ise zit olarak oksidatif ¢cevrede

aktivitesini arttirdigi bulunmustur (63,64).

Kronik Hastaliklar

Homosisteinin atilimi1 bobreklerden oldugundan bdbrekleri etkileyen hastaliklar
Hcy diizeylerini yiikseltmektedir. Ozellikle akut ve kronik bobrek yetmezliklerinde
plazma Hcy diizeyleri oldukga yiikselmektedir (65). Losemi, lenfoma, over, meme ve
pankreas gibi ¢esitli kanserlerde hiicreler tam olgunlasmadan kana salindiklarindan,
Hcy metabolizmasinda gorev alan enzimler tam gelismediginden ve transforme
hiicreler endojen Hcy’yi metabolize edemediklerinden dolayr Hcy diizeyleri
yiikselmektedir (65). Psoriozisli vakalarda plazma Hcy diizeyleri artar ve nefropati,

retinopati gibi komplikasyonlu diyabetik hastalarinda da Hcy diizeyi daha yiiksek
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bulunmustur. Yapilan bir ¢aliymada diabetik hastalarda plazma Hcy diizeylerinin
glomeruler filtrasyon hizi ile ters orantili, serum kreatin diizeyleri ve sigara i¢imi ile
ise dogru orantili olarak arttig1 bulunmustur (66). Hipotroidli hastalarda da plazma
Hcy diizeylerinin yiikseldigi saptanmistir. Yapilan ¢alismalarda hipotroidik kisilerde
glomerul filtrasyon hizinin diistiigii ve buna bagl olarak Hcy yeterince atilamadigi

saptanmustir (67).

Edinsel Nedenler

Hcy, folat, B12 ve B6 vitamin eksikliginin hassas bir gostergesidir ve besinler
ile alman B6 ve B12 vitamini ve folatin eksikligi hiperhomosisteinemiye neden
olabilir. Yapilan c¢ogu calismada serum BI12 vitamini, folat ve B6 vitamini
konsantrasyonlar1 ile plazma Hcy konsantrasyonu arasinda negatif bir iligkinin
oldugu belirtilmistir  (4,20,30,63-67). Folik asit ve vitamin B12 Hcy
metabolizmasinda remetilasyon basamaginda gorev alan kofaktorlerdir. Besin
alimimda eksiklik, kullanim defektleri, malabsorbsiyon, kanser hastalari, gebelerde
artan ihtiya¢, hemodiyalizde folat kayiplar1 ve aktif folat olusumu i¢in gerekli enzim
veya kofaktor eksiklikleri gibi bir¢ok faktor nedeniyle folik asit eksikligi meydana
gelebilir (4). Vitamin B12 eksikligi ise, diyetle alim eksikligi, intrensek faktor
eksikligi, tasinmasini saglayan transkobalamin yoklugu ile ince barsak patolojileri,

ilaca bagli emilim bozuklugu gibi bir¢ok faktore bagh olusabilir (61).

Folik asit ve vitamin B12 eksikliginde; MS aktivitesi bozulacagindan, plazma
veya serum Hcy diizeyleri yiikselir. Folik asit ve vitamin B12 eksikligi ile, Hcy
konsantrasyonu yiikselir. Bunun sonucunda hiicresel SAM konsantrasyonunun
diismesi ile beraber merkezi sinir sistemindeki SAM bagimli metilasyon
reaksiyonlarmnin inhibe olmasina neden olur. Metilasyonun inhibe olmasi; noronal
membranlardaki fosfolipidlerin metilasyonunun azalmasi ve nodron hiicre
membranlarinin stabilitesinin bozulmasi ile sonuglanir. Ayrica; dopamin, serotonin,
norepinefrin gibi norotransmitterlerin sentezini ve diizeylerini de etkiler (28).
Seshadri ve ark. (2002), beslenme ve vitamin eksiklikleri sonucu olusan demans veya
demans baslamadan 6nce Hcy seviyesinin yiikselip yiikselmedigini arastirmak icin
yapmis olduklari ¢calismada plazma Hcy seviyesinin demans ve AD’nin gelisimi igin

giiclii, bagimsiz bir risk faktorii oldugunu belirtmislerdir (10). Karaman ve ark.
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(2006) ise, AD’da homosistein seviyelerini, vaskiiler demanslilara gore daha diisiik;
B12 vitamini seviyesini daha yiiksek; folat degerlerini ise birbirine yakin oldugunu

belirtmistir (68).

Cift¢i ve ark. (2008), yapmis olduklar1 ¢alismada, AD’da folat ve B12 vitamini
kan diizeylerinin diisiik oldugu ve beraberinde plazma Hcy diizeyinin yiiksek
seyrettigi (69), bagska bir ¢aligmada da ayni sekilde AD’da folat diizeyinin diislik
oldugunu bildirmislerdir (70). Mattson ve ark. (2003) da, programlanan hiicre
Olimiinde ve diizenleyici ndrogenesizde 6nemli rol alan sinir sisteminin, normal
gelisimi i¢in diyetle almman folata ihtiyag duyuldugunu belirtmis ve yaptiklar1
epidemiyolojik ve deneysel ¢alismalarda, inme, AD ve PD dahil olmak iizere bir¢cok
norodejeneratif hastalik ile artmig Hcy seviyesi ve folat eksikligi arasinda iligki
oldugunu bildirmislerdir (34). Baska bir ¢alismada da folat eksikligi ile depresyonla
iliskili hiperhomosisteineminin biyokimyasal, norokimyasal ve klinik korelasyon

gosterdigini belirtmislerdir (55).

Folik asidin giinliik ihtiyac1 50 pg’dir. Toplam viicutta 5 mg kadardir. Folik asit
gereksinimi hemolitik anemilerde, alkolizmde, biiylime caginda, gebelikte ve
laktasyonda artmaktadir (36). Ayrica, 0.2-15 mg/d arasindaki folik asit dozlarmin
toksisiteye yol agmadan plazma hcy diizeyinin diismesini saglamaktadir (56). Giinliik
diyete 0.5 mg folik asit eklenerek hcy seviyeleri %25 azaltilabilmektedir (71).
Bhargava ve ark. (2012) vaskiiler hastalikli kisilerde folat ve B12 vitamini ile
hiperhomosisteinemi  arasindaki iligkiyi inceledigi ¢alismada; plazma hcy
konsantrasyonunu azaltmada sadece folat takviyesinin, folat ve kobalamin
kombinasyonu kadar etkili oldugu belirtilmis ve folat takviyesinin vaskiiler

hastaliklarin morbidite ve insidansini azaltacagi sonucuna varmiglardir (72).

Kolling ve ark. (2011), Hcy’nin lipid peroksidasyonu ve reaktif tiirlerin
dretimini arttirdig1 ve ayni anda folik asit uygulamasinin antioksidan 6zelliginden
dolay1r Hey’nin etkilerini dnledigini gézlemlemisler, hiperhomosisteminin oksidatif
stres ile ortaya cikabilecegi ve Hcy nedenli kardiyovaskiiler degisikliklerde
destekleyici tedavi olarak folik asit takviyesinin kullanilabilecegi sonucuna

varmiglardir (73).
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Vitamin B6’nin aktif formu olan pridoksal 5-fosfat hcy metabolizmasinda
transsiilfiirasyon yolundaki CBS ve CGL enzimlerinin kofaktoriidiir bu nedenle

eksikligi hiperhomosisteinemiye neden olmaktadir (31).

Fizyolojik Nedenler

Plazma Hcy konsantrasyonu ile yas ve cinsiyetin yakindan iliskili oldugu
bilinmektedir (44). Saglikli kisilerde Hcy diizeyi 40 yasina kadar sabittir. 40
yasindan sonra (0zellikle 70 yaslarinda) hizlica ytikselir. Bu artisin renal fonksiyon
ve enzim diizeylerinde azalmayla iligkili olabilecegi ileri strilmiistiir. Yashlarda
ylikselmis Hcy seviyesi ile kardiyovaskiiler olaylardaki artig arasinda korelasyon
vardir (74). Geng hastalarda orta homosisteinemi ile birlikte serebrovaskiiler hastalik
gbzlenmesinin genetik olma olasilig1 fazlayken, yash hastalarda homosisteinemi

genellikle edinseldir (59).

Erkeklerde hcy diizeyi bayanlara gore az da olsa yiiksektir (75). Hcy ile
Ostradiol arasinda negatif bir korelasyon oldugu ortaya konmustur. Postmenopozal
donemdeki kadinlarda 6strojen destek tedavisinde Hcy diizeyi 6nemli oranda diiger.
Bu kadinlara uygulanan hormon replasman tedavisi ile Hcy diizeyleri azalmaktadir

(75).

Hcy, meyve sebze tiikketiminin artig1 ile anlamli derecede diiser. Viicut kitle
indeksi ile Hcy arasinda da zayif bir iliski vardir. Sigara igmeyenlerde az-orta
icenlere ve agir icenlere gére Hcy diizeyi daha diisiiktiir (76). Artmis plazma Hcy
diizeylerinin ozellikle yiiksek serum kolesterol diizeyleri, yiiksek kan basinci ve
sigara igmek gibi diger kardiyovaskiiler risk faktorlerinin varliginda ateroskleroz i¢in

bagimsiz risk faktori oldugu bildirilmektedir (77).

Park ve ark. (2008) yash erkeklerde (yas ortalamasi 73.6 = 6.9 yil) plazma Hcy
konsantrasyonu ve hava kirliligi arasindaki iliskiyi inceledigi ¢aligmada; Total
Hcy’nin trafik kaynakli parcaciklar (siyah karbon ve organik karbon) ile arasinda
pozitif bir iliski bulmuslar ve bu partikiillere maruziyetinin total Hcy seviyesini
artiracagini bildirmiglerdir. Plazma folat ve B12 vitamin seviyesi diisiik olan
Kisilerde siyah karbon ve organik karbon etkisinin daha belirgin oldugunu tespit

etmislerdir (78).
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Tlaglar

Bazi ilaglar plazma hcy konsantrasyonunu arttirict etkiye sahiptir. Bunlara
ornek olarak metotreksat (mtx), metilksantin (vitamin B6 inhibitorii), 6-azauridin,
tamoksifen, atorvastin, fenofibrat (79), antikonvulsanlar (epilepsiyi onleyiciler) (80),
nikotinik asit (81), nitrik oksidi (NO, Metiyonin sentaz inhibitorii) (82), levodopa
(parkinson tedavisinde kullanilan)’y1 verebilir. Metotreksat (dihidro folat rediiktaz
inhibitorii); folat depolarmi azaltarak homosisteinde gegici bir artisa neden olurken,
Fenitoin (folat antagonisti); folat metabolizmasin1  durdurarak, Teofilin
(fosfodiesteraz inhibitorii) ve sigara kullanimi ise; piridoksal fosfat (vitamin B6)

kullanimini antogonize ederek hiperhomosisteinemiye yol agarlar (66,80).

Hiperhomosisteinemi ile liskili Hastaliklar

Hcy diizeyinin artmasi, nérodejeneratif etkiler i¢in potansiyel bir kaynaktir
(83). Epidemiyolojik ¢alismalar, yaslh insanlarda bilissel performans ile plazma Hcy
derisimi arasinda lineer ters bir iliski oldugunu ve plazma Hcy derisimindeki
yikselme demans gelisiminde Onemli bir etken oldugunu gostermektedir (84).
Yapilan calismalarda, Hcy artisiin, hem depresyon, hem de demans riskini
arttirdig1, PD hastalarda yiliksek Hcy diizeylerinin depresyonla iliskili oldugu, AD ve
PD hastalarinda toplam Hcy konsantrasyonu anlamli derecede yiiksek bulundugu
belirlenmistir (84,85)

Mccaddon ve ark. (2003), yapmis olduklar1 ¢alismada, AD’da Hcy, sistein ve
glutatyon seviyelerine bakmuglar, total Hcy ve sistein seviyelerinin AD’da
yiikseldigini ve hastalarda homosisteinin transsiilfiirasyon yolu saglam iken
remetilasyon yolunda defekt oldugunu ve total plazma glutatyon seviyelerinin
hastalarda kognitif skorla iligkili oldugunu belirtmiglerdir (86). Muszalska ve ark.
(2012), sizofreni hastalarinda oksidatif stressin bazi parametrelerinin Hcy’nin
yiikselmis seviyesine etkisini arastirdiklar1 calismada; Kontrol grubuna gore
Sizofreni hastalarinda plazma Hcy seviyesinin daha yiiksek oldugunu ve oksidatif
stres ve Hcy miktarindaki artis arasinda bir kolerasyon oldugunu belirlemislerdir

(87).
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Yapilan calismalarda Hcy’nin serebrovaskiiler, koroner ve periferik vaskiiler
hastalig1 olanlarda kontrollere gore daha yiiksek diizeylerde bulundugu gozlenmistir
ve yiiksek hey diizeyinin, koroner, serebrovaskiiler ve periferal ateroskleroz ve venoz
tromboz i¢in, diger bilinen risk faktorleri olmamast durumunda dahi tek basina bir
risk faktorii oldugu belirtilmistir (49,88). Zinellu ve ark. (2010), kronik bobrek
hastalarinda LDL’ye baglh hcy seviyesini arastirdiklar1 ¢calismada; kontrol grubuna
gore KBY hastalarinda total plazma hcy, sistein, glutatyon ve glutamin sistein
seviyesini daha yiiksek oldugunu ve KBY hastalarinda gozlenen Hey’nin LDL’deki
artmus seviyesi kardiyo vaskiiler risk ile agiklanabilecegi bildirmislerdir. Ayrica LDL
S-homosisteinilasyonun kardiyo vaskiiler hastaliklar igin bir risk faktorii olarak
diistiniilebilecegini belirtmislerdir (89). Rocha ve ark. (2012), yapmis olduklar1
calismada, hiperhomosisteiminin nitrik oksit biyoyararlanimmi azalttigimi ve bu
ylizden vaskiiler hastalik ve endoteliyal disfonksiyonda bagimsiz bir risk faktorii
olarak diistiniilebilecegini belirtmislerdir (90). Omrani ve ark. (2011), akut iskemik
stroklu hastalarda strok ile serum homosistein, folat ve B12 vitamini seviyeleri
arasindaki iliskiyi degerlendirmisler ve hiperhomosisteinin strokta bagimsiz bir risk
faktorii olarak rol alabilecegini bildirmislerdir (91). Wang ve ark. (2010), yapmis
olduklar1 ¢alismada, olan Oksidatif stresin obstruktif uyku apne/hipopne sendromlu
(OSAHS) vyashh hastalarda serum homosistein seviyesini Yyiikseltebilecegi
belirtmislerdir (92).

SULFITLER

Siilfitin (SO2) hijyenik amaclarla kullanimi eski ¢aglara kadar gitmektedir.
Besin katki maddesi olarak ilk defa 1664 yilinda kullanilmistir. Yaygin sekilde
koruyucu maddeler olarak kullanilan siilfitler, siilflir igeren aminoasitlerin
metabolizmas1 sirasinda viicut iginde siirekli olusturulmaktadir. Siilfit; viicuda
alininca siilfit oksidaz (SOX) enzimi tarafindan siilfat iyonuna yiikseltgenir (93).
Hava kirliliginin 6nemli bir bileseni olan SO, nin toksik etkileri uzun zamandan beri
bilinse de, SO73’in besin katki maddesi olarak kullanimi ile ortaya ¢ikan zararl

etkileri son yillarda 6nem kazanmaya baglamistir.

Kiikiirt dioksit ve Na-metabisiilfit (Na2S205), K- metabisiilfit (K2S205), Na
bisiilfit (NaHSO3), K-Siilfit (K2SO3) ve Na -Siilfit (Na2SO3) gibi ¢esitli stilfit
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tuzlar1 igeren siilfitli ajanlar siklikla gida preperatlarinda antioksidan gibi ve
bakteriyel biliylimenin 6nlenmesi ve istenmeyen renk degisikliklerini geciktirmek i¢in
gida katki maddesi olarak kullanilir (94). Siilfit iyonunun siilfitli ajanlar i¢eren ¢esitli
yiyecek ve iceceklerin alinmasi durumunda viicut sivilarinda kiikiirt dioksit ve stilfit
tuzlari ile olustugu gosterilmistir (94). Endojen siilfit ayn1 zamanda kiikiirt iceren
amino asitlerin viicudun normal islevleri sonucu olarak olusturulabilir (93). Her iki
sekilde de stlfit toksik bir molekiildiir ve detoksifikiye edilebilir. Bu amagla, memeli
dokular1 SOX enzimi icerir. SOX 2 elektron oksidasyonuyla siilfitin siilfata
detoksifikasyonunu katalizler. Boylece memeli hiicrelerine siilfitin  toksik

etkilerinden korur (95).

SOys’in Hiicresel Sivilarda Temel Kimyasal Reaksiyonu

Gerek endojen gerekse de eksojen yolla alinan SO, viicutta su ile reaksiyona
girerek labil bir asit olan siilfor6z aside (H2SO3) doner. HoSO3 6zellikle yiiksek pH
ve 37 °C’da kolayca bisiilfit (HSO3) iyonuna doniisiir. HSO3; ise daha yiiksek
pH’larda SO3 iyonuna doniismektedir. Fizyolojik pH’larda HSO3; ve SOj3 iyonlarinin
birbirlerine kolayca doniisebildikleri gosterilmis, bu yiizden SOz her iki iyon igin de

ortak isim olarak kullanilmistir.
SO+ H,O <+—» H,SO; <+— HSO3; +“—> SO:3

Reaksiyonda goriildiigii gibi agiz ve mide gibi asidik ortamlarda besinler ile
alman SO73 tuzlar1 kolayca ve hizli bir sekilde H,SO3’e doniismekte bu asit de
fizyolojik pH’da SO73’e doniismektedir (96)

Toksik 6zelligi olan SO3‘in viicutta etkin bir sekilde metabolize olmasi gerekir.
SO; metabolizmasindaki temel yol enzimatik oksidasyondur. Bu yoldaki
mitokondrial bir molibdohemoprotein olan SOX enzimi SO3‘in zararsiz bir bilesik

olan inorganik siilfata (SO4) doniisiimiinii katalizler (96).

SO73’e Maruz Kalma

SOg’lere endojen ve eksojen olmak iizere 2 sekilde maruz kalmmaktadir.
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Endojen Maruz Kalma

SO; ve SO7;3 tuzlarmnin disinda SO73’e endojen olarak da maruz kalinmaktadir.
Patolojik endojen siilfit birikimi, diyabette insiilin sekresyonunu azaltabilmesinin
yani sira, etilmalanik ansefalopati, agir noronal yetmezlik, dolasim bozuklugu ve
kronik diareye neden olur (97). Viicutta kiikiirt igeren amino asitlerin ve diger SO73
iceren bilesiklerin katabolizmasi esnasinda onemli diizeyde SO73 olusur. Endojen
SO7; iiretiminde en o6nemli yolak sistein ve Metiyonin amino asitlerinin

katabolizmasidir (17).

Sistein katabolizmasi sisteinin, sistein dioksijenaz (CDO) ile sistein sulfinik
aside cevrilmesi ile baglar. Bu enzim sitoplazmada bulundugu i¢in reaksiyon da
burada baslamaktadir. Daha sonra sistein siilfinik asit, mitokondriye giderek orada
sistein sllfinik asit transaminaz enzimi ile transaminasyona ugrayarak 3-
stilfinilpiriivat olusturur. Son asamada bu molekiil spontan olarak SO, ve piriivata
doniigiir (17,96). SO; ise hidrate olarak SO7; olusturmak iizere H,SO3’e doniisiir.

Sekil 4’ de sistein katabolizmasi1 esnasinda siilfit olusumu verilmistir.

Sistein

Sistein dioksijenaz
(Sitoplazma)

Sistein siilfinik asit

Sistein sUlfinik asit transaminaz

B S — . .
l (Mitokondri)

3-siilfinilpiriivat

Spontan SO, ve piriivat olusumu

B B E—— - "
(Mitokondri)

S0 Piriivat

|

Siilfit

Sekil 4. Sistein katabolizmasi esnasinda siilfit olusumu

Metionin katabolizmasinda da SO73’in kaynagi sisteindir. Metionin bir
sitoplazmik enzim olan, Metiyonin s-adenozin transferaz ile SAM’a doniisiir. Bu da

s-adenozinmetil transferaz ile SAH’a doner. Daha sonra bu bilesik s-adenozin
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homosistein hidrolaz ile Hcy’ne bu da CBS ile sistatiyonine doniisiir. Bunu
sistatyoninin CGL ile sisteine doniisiimii izler. Bu reaksiyon zinciri sonucu olusan
sistein ise daha once tarif edildigi sekilde bir dizi reaksiyon sonucu SO73
olusturmaktadir (98). Bunlara ilaveten hipotaurin katabolizmasi ve hidrojen kiikiirt
(H2S) oksidasyonu da daha az onemli olduklar1 diisiiniilen diger endojen SO73
olusum mekanizmalaridir (96). Sekil 3’da Metiyonin katabolizmasi sirasinda siilfit

olusumu verilmistir.
Eksojen Maruz Kalma
Eksojen SO73 maruz kalma; hava kirliligi, ilaglar, yiyecek ve igecekler ile

olmak tizere 3 ana baglik altinda toplanir.

a) Hava kirliligi ile maruz kalma: Fosil enerji kaynaklarmin yakilmasina bagh

olarak atmosfere katilan SO,, bilindigi gibi hava kirliliginin 6nemli bir bilesenidir
(99). SO2’in solunum sisteminde basta bronkokonstriiksiyon olmak {izere alveol
kalinlagsmasi, alveol hiperplazisi, akciger 6demi ve akciger kanserine yatkmlik gibi
toksik etkileri gosterilmistir (100,101).

SO2’e hava kirliligi ile maruz kalmanin solunum sistemindeki bahsedilen
etkilerine ek olarak kan ve beyin dokusunda da cesitli etkileri rapor edilmistir. Bu
etkiler, beyin tiimorlerinin goriilme sikliginda artis, gorsel ve somatosensorial
uyarilma potansiyelerinde izlenen latens uzamasi, eritrosit antioksidan defans sistemi

ve lipid peroksidasyonundaki degisiklikler olarak sinirlanabilir (102,103).

b) Ilaclar ile maruz kalma: SO7; ilac endiistrisinde cesitli dozlarda ilac

etkinliginin azalmasina neden olan oksidasyonu onlemek amaci ile kullanildig1 gibi,
suda eriyebilirligi olmayan c¢esitli ilaglara ilave edilerek eriyebilirlik kazandirmak
icinde kullanilmaktadir (104). Ilaglara ilaveten total parenteral beslenme sivilari,
periton diyaliz sivilar1 yine SO73 igermekte ve kullanimlari esnasinda oldukga yiiksek

oranda bu maddeye maruz kalinmaktadir (105).

c) Yiyecek ve _iceceklerle_maruz kalma: SO™3’in bir baska kullanim alam

yiyecek ve iceceklerin korunmasi ve dayaniklilimmm arttirilmas: amaci ile gida

endiistrisidir. Ik olarak karisik fonksiyonlu bir enzim olan ve pek ¢ok gidada
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bulunan Polifenol oksidazi (PDO) inhibe ettiginin bulunmasi, SO73’in gida
sanayisinde kullanilmasina neden olmustur (106). SO73’in bu amagla kullanilmasi
diger besin katki maddelerinde oldugu gibi olas1 toksik etkilerine karsi bir takim

diizenlemelerin ve kurallarin ortaya konmasina neden olmustur (107).

Giinliik alinan pek ¢ok besin degisik diizeylerde SO73 i¢ermektedir (108).
Beslenme aliskanligina gore giinliik SO™3 tiiketimi kolayca kabul edilebilir diizeyin
lizerine ¢ikabilir. Bu SO73 igeren bilesiklerin besinlerdeki oranlari, ¢esitli deneysel
calismalar sonucunda Diinya Saglik Orgiitii Besin Katki Maddeleri Uzman
Komitesince (WHO Expert Committee on Food Additives) belirlenmis ve 1974
yilinda ag¢iklanmigtir (109). Bu komiteye gore giinliik kabul edilebilir siifit alim1 (The
Acceptable Daily Intake=ADI) 0.7 mg/kg olarak belirlenmistir.

SO7; Toksisitesi

Giinliik SO7; tiiketiminin, yiyecek ve iceceklerle alman miktarma, hava
kirliligi ve ila¢ endiistrisi yoluyla alimimnin da katilmasi ile oldukga yliksek oldugu
bilinmektedir. Besinlerle SO~3 alimmin zararh etkileri ilk olarak 1973 yilinda rapor
edilmistir (110). Bu tarihten simdiye dek, daha ¢ok allerjik ve astimli bireylerde
olmak iizere normal bireylerde de olduk¢a yogun olarak SO~3 hipersensitivitesi rapor
edilmistir (93,94,105,111). Bu hipersensitivite hastalarda basta bronkokonstriiksiyon
olmak iizere iirtiker, laringeal 6dem ve/veya anjioddem olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Bu sikayetlerle baglayan ve sonu 6liimle biten anafilaktik sok vakasi rapor edilmistir

(111). Bu etkilerin ortaya ¢ikis mekanizmalar1 asagidaki sekilde 6zetlenebilir;

1. SO73’in alimmi takiben su ile birlesip H,SO3 olusumu ve bu asidin direk
irritan etkisi (112)

2. Irritan reseptorlerin ve pulmoner C liflerinin uyarilmasi sonucu gesitli
pulmoner néropeptidlerin salinimi (113)

3. Mast hiicre degraniilasyonu (114)

4. Noral kolinerjik refleks mekanizmanin uyarilmasi (115)

5. Immiinglobulin E aracili (IgE) immiin yanit (93)
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Sonraki yillarda yapilan ¢aligmalar ile bu maddenin allerjik yan etkilerine
ilaveten oOzellikle yiliksek dozlarda, pek c¢ok hiicresel yap1 ile etkilesebildigi
gosterilmis ve toksik Ozellikleri daha iyi tanimlanmaya baglanmistir. Genetik
materyalde sitozin ve urasil bazlar1 ile reaksiyona girerek hasar ve mutasyonlara
sebebiyet verdigi, lipit ve proteinler ile reaksiyona girdigi gosterilmistir (116,117).
Bu etkilerde direk veya dolayli olarak oksijen (O3) ve kiikiirt merkezli radikaller en
onemli mekanizmadir (117,118). Bunlara ilaveten elastaz gibi serin proteinazlarin
inhibitdrii olan au-antiproteinazi (o1-AP) aktivitesini engelleyerek, akciger hasari

olusturdugu bildirilmistir (119).

SO73’in genetik enzim yokluguna bagli siddetli norolojik disfonksiyonlara,
mental gerilik ve erken 6liime, gorsel ve somatosensoryel uyarilma potansiyellerinde
latens uzamasma (120), tek basina ve peroksinitrit anyonu (ONOO-) ile beraber
hiicre canlilig1 iizerine olumsuz etkilere (121) ve noronlarda rediikte glutatyon (GSH)
iceriginin azalmasma neden oldugu birgok c¢alismada belirtilmistir (122). Ayrica
¢esitli motor ndron hastaliklari, Alzheimer ve Parkinson gibi norodejeneratif
hastaliklarda kiikiirt iceren amino asit metabolizmasinda anormallikler saptanmis

olmas1 SO73’in ndrotoksisite agisindan dnemini gostermektedir (123).

SO73’in zararhi etkilerine ragmen birgok deneysel ¢alismalardan elde edilen
bulgular nedeniyle Diinya Saglik Orgiitii Besin Katki Maddeleri Uzman Komitesince

giivenli kabul edilen maddeler smifinda yer almistir (124).

SO73¢in O, ve Kiikiirt Merkezli Radikaller Olusturmasi

Siilfitin, memeli hiicrelerindeki olumsuz etkileri yaymlanmis olmasma ragmen
hiicre toksisitesini indiikleyici mekanizmasi hala tam olarak bilinmemektedir. Yaygin
olarak kabul edilen fikre gore hiicrelerdeki siilfit toksisitesindeki esas roli kiikiirt ve
oksijen kokenli serbest radikaller oynayabilir (117,125). Serbest radikallerin hiicre
hasarindaki rolleri de ¢ok iyi bilinen bir konudur. SO73‘in toksik etkilerinin ortaya
ctkmasindaki en 6nemli mekanizmanin kiikiirt ve O, merkezli radikaller oldugu
diistiniiliirse bu maddenin metabolize edilerek detoksifiye edilmesinin ne kadar

onemli oldugu ortaya ¢ikmaktadir.
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Bu radikaller temel olarak SO73’in enzimatik olmayan otooksidasyonu,
“Horseradish” peroksidaz (HRP) ve Prostaglandin hidroperoksidaz (PGH sentaz)
gibi ¢esitli peroksidazlar tarafindan enzimatik oksidasyonu esnasinda olusur
(126,127). Peroksidazlarin enzimatik oksidasyonu esnasinda SO73‘in tek elektron

kayb1 sonucu olusan ilk radikal kiikiirttrioksit radikalidir ('SO73) (126).

SO »  SO3+e

'SO’; radikali ayni zamanda nonenzimatik olarak c¢esitli iyon ve diger
radikallerin varliginda da olusmaktadir. Bu radikal molekiiler O, ile reaksiyona
girerek biiyilik oranda oldukga reaktif olan kiikiirt peroksil radikali ((O3SOOQO") ve daha
az miktarda siiperoksit radikali (O7) olusturur (127).

'SO3+0, ————» S0z + 0>
SO3+0, —» '0;S00

"03SO0’nin HSO7; ile reaksiyona girerek hidroksil (OH) radikali olusturdugu
bilinmektedir (126,127).
‘05500 + HSO'; — 25074 + OH + 2H"

Olusan bu "O3SOO~nin karsinojenik benzo (o) piren molekiilii ile reaksiyona
girerek kokarsinojenik etkisi oldugu ve SO73 radikali olusumunu asagidaki

reaksiyonlarda gosterildigi gibi hizlandirdig1 bilinmektedir (128).
‘03500 + 50:3 — SO, + 80:4

Bu reaksiyon sonucu olusan SO~ radikali bir yandan ortamdaki SO~ iyonlar1
ile tepkimeye girerek yeni 'SO’; radikallerinin olusumuna sebep olurken diger

yandan su ile birlesip OH olusumuna neden olmaktadir (127).
'S0, +S0O3 —» SO, + SO
SOy + H,O ———» HSO, + OH

'SO’3’nin olusmasindaki bir bagka reaksiyon ise SO73‘in ONOO' ile verdigi
tepkimedir.
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ONOO + HSO3 — SO3 + NO+ HO

SO73‘in yukaridaki reaksiyonlarca kiikiirt ve O, radikalleri olusturmasina
ilaveten notrofillerde NADPH oksidaz enzimini aktive ederek O, radikali olusumunu

arttirdigi bildirilmistir (129).

SO~3 Metabolizmasi
Gerek endojen olusan gerekse de eksojen maruz kalman SO73‘in detoksifiye

edilmesi gerekir. Bunun i¢in 2 temel yolak vardir. Bunlar;

Oksidatif Olmayan SO™3 Metabolizmast

SO7; detoksifikasyonunda oksidatif metabolizmaya gore daha az Oneme
sahiptir. SO73¢in bu sekildeki detoksifikasyonunda siilfitolizis reaksiyonu énemli yer
tutar. SO7; bu reaksiyon ile sistin, okside glutatyon (GSSG) gibi kiiciik veya daha
biiyiikk molekiil agirlikli proteinlerle disiilfit baglar1 araciligi ile birlesir ve s-sulfonat
ad1 verilen bilesigi olusturur. Bu bilesigin idrarda bulunmamasi, SO73‘in bu yolla

metabolizmasinin oldukga az bir 6neme sahip oldugunu diisiindiirmektedir (130).
R-S-S-R +SO3 —— > R-S-SO;3 +RS

Oksidatif olmayan bir diger SO™3 metabolizmasi1 yolag tiosiilfattir. Tiosiilfat
SO7; ve 3-merkaptopriivatin reaksiyona girmesi ile olusan bir bilesiktir ve SO73 bu
yolla idrarla atilmaktadir. Ayrica SO73‘in, tiosistein ile reaksiyona girerek tiosiilfat

oOlusturdugu bildirilmistir (130).

Oksidatif SO™3 Metabolizmast

Oksidatif SO™3 metabolizmas1 SO73in temel detoksifikasyon mekanizmasidir.
Bu islem viicutta SOX enzimi aracilig1 ile yapilmaktadir. SOX, (EC 1.8.3.1) molekiil
agirligi 104 kilodalton (kDa) olan bir molibdohemoproteindir ve memelilerde
kofaktor olarak Mo kullanan 3 enzimden birisidir (131). Diger Mo kullanan enzimler

ksantin oksidaz (XO, EC 1.2.3.2) ve aldehit oksidazdir. (AOX, EC 1.2.3.1) (132).

SOX birbirine benzer her biri 52 kDa’luk 2 subiinitten olusmus dimerik bir

yapiya sahiptir ve mitokondrinin i¢ membraninda lokalize olmustur. 52 kDa’luk bu
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subiinitler, Hem igeren kii¢iik bir N terminaline ve Molibden (Mo) igeren biiyiik bir
C terminaline sahiptir (133). Bu yapmin SOX etkinligini Mo iceren biyiik C

terminali gosterir (Sekil 5).

N
—< N terminali
/ -

—

b

—<  Cterminali

N——

Sekil 5. Siilfit oksidaz enziminin sematik gosterimi.

SOX SO75‘i okside ederek SO™4‘a doniistiiriir. Idrarla atilan inorganik SO74‘m
yaklasik % 90’min SOX enzimi tarafindan olusturuldugu gosterilmistir. SO73in,
enzimin aktif bolgesine baglanmas1 Mo’un iki elektron kaybi ile sonuglanirken SO™73
SO74¢a ¢evrilir. Enzimin yeniden gorev yapmasi sitokrom c¢’nin molekiil i¢i elektron
transferi yapmasina baglidir (134). Bu islem de iki basamakta yapilarak enzimin

etkinligi tekrar kazandirilir (Sekil 6).

sitokrom ¢ Mo (V1) Fe (1Il)

(rediikte) S0;" + H,0
sitokrom ¢ SO, +2H*
(okside)

Mo (VI) Fe () Mo (IV) Fe ()

Mo (V) Fe (lII) Mo (V) Fe (Il)

sitokroM«akrom c
(rediikte) (okside)

Sekil 6. Siilfit oksidaz tarafindan katalizlenen reaksiyonun sematik gosterimi
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Insanlarda Gézlenen SOX Eksikligi

SO75‘in, detoksifiye edilmesinin 6nemi genetik olarak bu enzim eksikliginin
gbzlendigi vakalar ile anlasilnustir. Ik SOX eksikligi vakas1 1967 yilinda Mudd ve
arkadaglar1 tarafindan rapor edilmis ve otozomal resesif olarak gectigi gosterilmistir
(133,134). Mudd (1967) yapmis olduklari galismada, karaciger, beyin ve bobrek gibi
dokularda kiikiirt iceren aminoasitlerin metabolizmasindan sorumlu ana enzim olan
SOX aktivitesinin olmadigini tespit etmislerdir (135). 1967 yilindan giiniimiize dek
genetik SOX eksikligi tanisi ile hayatin erken donemlerinde yasamini yitiren pek ¢cok

hasta rapor edilmistir (136).
SOX enzim eksikliginin iki sekilde ortaya ¢iktig1 gosterilmistir.

1) SOX genindeki bir mutasyondan dolay1 ortaya ¢ikan SOX enzim eksikligi.
2) Molibdopterin sentezinde goérev alan birden ¢ok enzimin genlerindeki

mutasyondan dolay1 ortaya ¢ikan SOX enzim eksikligi.

1) SOX genindeki bir mutasyondan dolay: ortaya cikan SOX enzim eksikligi;

Eksikligin bu formunda SOX geninde bir mutasyon soz konusudur. Bu
mutasyonlardan biri, enzimin protein dizilimindeki 160. pozisyonda bulunan arjinin
amino asidinin, glisinle yer degistirmesidir. Bu mutasyon diger Mo igeren enzimler
acisindan bir problem yaratmadigi i¢in sadece SOX eksikliginden s6z edilebilir ve
“Izole SOX eksikligi” olarak isimlendirilir (134). Beyin magnetik rezonansla
goriintiilemede ciddi kistik l6komalazi, beyin kabugunda burusma paternli kortikal

atrofi, dogum sonrasi ilerleyici serebellar hipoplazi saptanir (137).

SOX enziminin bu formunda, erken doénemdeki klinik bulgular arasinda
huzursuzluk, biling degisiklikleri, beslenme zorlugu, tonus artis1 ve persistan
nobetler, ge¢ donemde ise kaba yiiz goriiniimii, mental retardasyon, mikrosefali
Spastik tetrapleji, lens subluksasyonlar1 sayilabilir. SOX enziminin izole eksikligi
agr klinik tablolara ve Oliime yol agabilmektedir (138). Izole SOX enzim
eksikligindeki, makroskobik en dnemli bulgu yaygin beyin atrofisi iken mikroskopik
olarak miyelin kaybi, kortekste ve santral noronlarda kayip, bazal ganglionlarda
kistik degisiklikler ve gliozis oldugu bildirilmistir (139).
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2) Molibdopterin sentezinde giorev alan birden c¢ok enzimin genlerindeki
mutasyondan dolay: ortaya ¢ctkan SOX enzim eksikligi;

Molibdopterin, kofaktdr olarak Mo igeren enzimlerin C terminalinde bulunan
ve Mo iyonun baglandigi integral bir yapidir. Sentezi Molibdopterin sentaz (MPT
sentaz), Mo selataz gibi enzimlerin ve MogA, MoeA gibi Mo transportunda gorevli
cesitli proteinlerin varhiginda guanozinden baglayan kompleks bir biyokimyasal
yolakla gerceklesir. Bu sentez basamaklarindaki enzim ve proteinlerden birinin veya
birden fazlasinin sentezinden sorumlu gende olusabilecek bir mutasyon, Mo’un
molibdopterine olamamasina veya molibdopterin sentezinin gerceklesememesine
sebep olur. Bu durumda SOX da dahil olmak tizere Mo igeren diger enzimlerde de
defekt soz konusu olacaktir. Bu yiizden SOX eksikliginin bu tipine “Mo kofaktor
eksikligi” denmektedir (134). Kofaktér molibden (MOCO) eksikligindeki klinik
bulgularin aldehit oksidaz ya da ksantin dehidrojenaz enzimlerindeki eksikliginden
cok siilfit oksidaz enziminin eksikligine bagh olarak meydana gelmektedir (139).
Hangi sekilde olusursa olugsun SOX enzim eksikligi, yukarida belirtildigi gibi

hayatin erken donemlerinde 6liimle sonuglanan ciddi bir kalitsal hastaliktir.

SOs¢in Merkezi Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

SOX’m genetik yetmezligi nedeni ile ortaya ¢ikan ndrolojik bozukluklara
ilaveten, SOs‘in direkt veya dolayli olarak pek ¢ok norotoksik etkisi bulunmustur
(14,118,119,135). Ornegin, motor ndron hastaligi, Parkinson ve Alzheimer gibi
cesitli norolojik hastaliklarda bozulmus kiikiirt metabolizmasi rapor edilmistir. Bu
hastalarda, sistein amino asidinin plazma diizeyinin arttig1 bulunmustur. Bu amino
asit, endojen SO73 olusumu bahsinde anlatildig1 gibi viicutta iiretilen SOs3‘in ana
kaynagidir. Yine ayni hastalarda ksenobiyotiklerin SO4‘la konjugasyonunda bir
bozukluk ve artmis sistein/ SO4 orani saptanmistir (14). Bunun anlami, organizmanin
hem SO3’in hem de SO4’la detoksifiye edilecek olan gesitli ksenobiyotiklerin zararli
etkisine karsi savunmasiz kalmasidir. SO4 olusumunun 6nemli bir kaynagi, SOz‘in
SOX ile katabolizmasidir (105). Bu hastalarda SOX aktivitesi ve SO3 diizeyinin ne
oldugu bilinmese de, hastaliklarinin patogenezinde SOz metabolizmasindaki bir

defektin rol alabilecegi bildirilmistir (14).
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Kiikiirt metabolizmasindaki bozuklugun bir sonucu da idrar ve kanda sistein-S-
stilfat diizeyinin artmasidir (135). Bu metabolit, merkezi sinir sisteminde glutamik
asit, aspartik asit gibi hem noroeksitator hem de ndrotoksik 6zelliklere sahip amino
asitlere yapisal olarak benzemektedir. Yapisal olarak bu iki amino aside benzeyen
birgok molekiiliin benzer etkilere sahip oldugu bildirilmistir (140). Noronlar normal
sartlarda bu amino asitlerin norotoksik etkilerinden kurtulmayi basarirlar. Ciinkii
bunlar yaygin olarak hiicre i¢inde bulunurlar ve her ikisi i¢in de hiicre disindan i¢ine
dogru c¢alisan yiiksek afiniteli transport sistemlerinin varligi gosterilmistir (141).
Boyle bir transport sisteminin sistein-S-siilfat icin bulunmamasinin, SOX

eksikliginde goriilen néron tahribatinin bir sebebi oldugu ileri siiriilmektedir (141).

SO73‘in ndrotoksisitesinde one siiriilen diger bir mekanizma da GSH
deplesyonudur (142). GSH bilindigi gibi, serbest radikallere karsi antioksidan
savunma sisteminin énemli bir 68esidir. O2’nin SOD ile enzimatik yikimi sonucu
olusan Hidrojen peroksidin (H20,) suya ¢evrilerek detoksifiye edilmesi islevini GPx

ve Katalaz (CAT) enzimleri birlikte paylasir (143).

GPx CAT

2HO HO+On

GPx bu islevini yaparken GSH GSSG’a doner. GSSG ise, Glutatyon rediiktaz
ile (GR) tekrar GSH’a doniistiiriiliir (143). Bu siklusun SO7; iyonlar1 tarafindan
bozulabilecegi gosterilmistir. SO73 iyonu GSSG ile reaksiyona girerek S-
sulfoglutatyon (GSSO3) olusumuna neden olur. Bu molekiil ise GR tarafindan tekrar
GSH’a doniistiiriilemediginden transpeptidazlar ile pargalanarak tiosiilfat haline
cevrilir (144). Bu molekiill de bilindigi gibi idrarla atilmaktadir. GSH’un bu
mekanizma ile tiiketilmesi siilfitin sitotoksisitesini arttirir ve nodronlar1 radikal
hasarma kars1 savunmasiz birakir. Siilfit sitotoksitesi ayn1 zamanda oksijen geri alim

artig1, reaktif oksijen radikallerinin (ROS) olusumu ve lipid peroksidasyonuna eslik

30



eder. Bu etkiye ek olarak GSSO3; molekiiliiniin benzo(a)piren gibi Polisiklik
Aromatik Hidrokarbonlarin (PAH) detoksifikasyonunda gorev alan Glutatyon S-
transferaz (GST) enzimini inhibe ettigi bildirilmistir (144). Bu bulgu Alzheimer
hastaliginda ksenobiyotik metabolizmasindaki bozukluklarin gosterilmesi ile klinik
olarak da desteklenmistir (14). Bu iki etki beraber diisiiniildiiglinde hiicrelerin

toksinlerin etkilerine karsi olduk¢a dayaniksiz oldugunu gostermektedir.

Nitekim GSH diizeyi disiiriilmiis hayvanlarda cesitli norotoksinlere karsi
hassasiyetin arttigi bilinmektedir. Parkinson ve Incidental Lewy Body hastaliginda
(ILBD) ndronlarin GSH diizeyinin kontrole gore yaklasik % 50 oraninda azaldig1 goz
Oniine alinirsa (145), bu hastalarin toksinlerin zararl etkilerine daha acik olacaklari
diistiniilebilir. Bu diisiinceden yola ¢ikilarak yapilan deneysel caligmalarda GSH
icerigi azaltilmis sican mezensefalik hiicre dizilerinde SO73‘in hiicre canlihigmi
onemli oranda azalttig1 gosterilmistir (145). Yine aym hiicre dizisinde SO73 ve
ONOO“nun tek baslarina toksik etkilerinin gosterilmesine ilaveten, beraber olduklari
zaman toksik etkide sinerjizmaya neden olduklar1 bildirilmistir (119). Zararh etkileri
belirtilen, SO7;‘in bilinen tek fizyolojik gorevi nétrofil aktivasyonunu takiben bu
hiicrelerden salinarak biyolojik savunmada endojen kimyasal bir mediatdr olarak

fonksiyon gostermesidir (146).

Hiicre ve doku Kkiiltiiri; asi, monoklonal antikor, c¢esitli enzimler ve
hormonlarin iiretimi igin, hiicre i¢i aktivite Olglimii, DNA ve RNA replikasyonu
arastirmasi, protein sentezi, enerji metabolizmasinin arastirilmasi, ¢esitli ilaglarin
hiicre dongiisiinde etkisi, hormon-reseptdr komplekslerinin davraniglari, sinyal iletim
mekanizmasi ve hiicre haberlesmesi, hiicrenin beslenme 6zellikleri, enfeksiyon, viral
ve kimyasal transformasyon, 6zel iriinlerin sentezletilip salgilatilmasi, embriyonik
aragtirmalar, hiicre popiilasyon kinetigi, adezyon, sitogenetik analiz, genetik
manipiilasyon ve immortalizasyon gibi ¢esitli amaclarla yapilmaktadir. Hiicre kiiltiirti
icin ¢esitli doku kaynaklari, dogum oOncesi tani i¢in amniyotik hiicreler, cesitli
arastrmalar icin epitel ve fibroblast hiicreleri, non-invaziv ve ¢ogalma
kabiliyetlerinden dolay1 kemik iligi, periferal kan, ayrica tiim doku hiicrelerinin yani
sira “hiicre hatt1” olusturmada kullanilan tiimor hiicreleri glinlimiizde yaygin olarak

kullanilmaktadir.
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Bu ¢alismadaki hipotezimiz, literatiirdeki ndrodejeneratif hastaliklarda izlenen
artmig  sistein  azalmig  stilfat  diizeylerinden yola c¢ikarak  siilfit’in,
detoksifikasyonundaki olasi bir bozukluktan dolayi, homosisteine atfedilen
ndrodejenerasyona katkida bulunan Onemli bir bilesen olabilecegidir. Bu amagcla
homosistein ve siilfitin tek baslara ve birlikte noronlar iizerine olan etkisi metod
kisminda anlatildig1 gibi sitotoksisite, genototoksisite ve oksidatif stres agisindan
SH-SY5Y noroblastoma hiicre hatti kullanilarak degerlendirilecektir. Deneylerin
sonunda hipotezimize uygun verilerin elde edilmesi literatiire norodejenerasyon
stirecine katkida bulunan yeni bir molekiiliin ortaya konmasi acisindan katkida
bulunacak ve norodejenerasyon nedenlerinin agiklanmasinda yeni bir biokimyasal

stirecin bozukluguna isaret edilebilecektir.
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GEREC VE YONTEMLER

Calismamiz, hiicre kiiltiirti yontemlerini kullanilarak in vitro kosullarda SH-
SY5Y néroblastoma hiicre hatt1 iizerinde (sekil 7), Pamukkale Universitesi Tip
Fakiiltesi Fizyoloji A.B.D. hiicre kiiltiirii laboratuarinda gerceklestirilmistir.

Sekil 7. SH-SY5Y hiicrelerinin mikroskobik goriintiisii (X10)

HUCRE KULTURU ASAMASINDA KULLANILAN CIHAZLAR VE
KIMYASALLAR

Tablo 4. Kullanilan cihazlar

CIHAZLAR MARKA

CO2’ li inkiibator Nuaire

Otomatik mikropipetler (10, 20, 100, 200, 1000 Thermo

ul’ lik)

Laminar air Flow Nuaire

Isik Mikroskobu Olympus, Japan

Yatay Elektroforez Thermo

Steril kiiltiir kaplar (flask 25-75’1ik) Corning

Cok kuyucuklu kiiltiir plateler (6,96’°11k) Costar

ELISA Cihaz (Spektrofotometre) Bio- Rad- Coda, Hercules, CA, USA
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Tablo 5. Kullanilan kimyasal maddeler

MADDE MARKA
DMEM F12 Sigma Chemical Co., St Louis Missouri
Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma Chemical Co., St Louis Missouri

Tripan Mavisi Boyasi (%0,5 (w/v) fizyolojik  Sigma Chemical Co., St Louis Missouri

tuz iginde)

Etidyum Bromiir Sigma Chemical Co., St Louis Missouri
PBS Thermo

Fetal Bovine Serum Sigma

L-Glutamine Biological Industries

Pen-strep soliisyonu Biological Industries

Tripsin-EDTA Biological Industries

Hiicre kiiltiir proliferasyon kiti

Noroblastoma hiicre hatt1 tizerinde (SH-SY5Y), homosistein toksisitesine siilfit
molekiiliiniin olas1 katkis1 ve oksidatif stresin roliinii incelemek amaciyla
olusturdugumuz ¢alismamizda, SH-SYS5Y hiicrelerinin rutin kiiltiir basamaklari;

v SH-SY5Y  hiicrelerinin  hiicre  kiiltiiri ortaminda ¢ogaltilmas:  ve

pasajlanmasi

v" SH-SY5Y hiicrelerinin sayilmasi

(\

SH-SY5Y hiucrelerinin dondurulmasi

v" SH-SY5Y hiicrelerinin ¢6ziilmesi seklinde zetlenebilir.

SH-SY5Y HUCRELERININ KULTURE EDILMESI

Siilfit ve homosisteinin norotoksisite acisindan kombine etkisini aragtirmayi
amagladigimiz ¢alismamiz in vitro kosullarda hiicre kiiltiirii yontemleri kullanilarak
yapildi. Calismamizda, model olarak SH-SY5Y néroblastoma hiicre hatt1 kullanildi.
In vitro kosullarda gergeklestirilen hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan besi
ortami, hiicrelerin in vitro kosullar altinda yasayabilmeleri, biiyliyebilmeleri ve
proliferasyonu i¢in uygun olmali ve gerekli maddeleri icermelidir. Inaktif serum,

hiicrelerin gereksinimlerini karsilamak amaciyla besi yerine mutlaka eklenmelidir.
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Calismamizda kullandigimiz besi yeri %10 fotal sigir serum (FBS), %1 L-glutamin,
1001U/ml penisilin ve 10 mg/ml streptomisin igeren DMEM F12 besi yeridir.

SH-SY5Y Hiicrelerinin Cogaltilmasi ve Pasajlanmasi

1) DMEM FI12 besi yeri ile iiretilen SH-SY5Y noroblastoma hiicreleri
flasklara ekilmistir. 37°C” de ve % 95 nem, % 5 CO2’ li etiivde iki giine bir ortamlar1
degistirilerek ¢ogaltilmistir.

2) SH-SY5Y  hiicreleri monolayer hiicreler olduklar1 igin hiicrelerin
pasajlanmasi i¢in ilk olarak yapistiklar1 ylizeyden ayrilmalar1 gerekir. Bu nedenle,
flasklarda bulunan ortam dokiilmiis ve flasklar bir kez PBS kullanilarak yikanmaistir.

3) Daha sonra hiicrelerin {izerine 2,5 ml tripsin ilave edilmistir. Flasklar 5
dakika boyunca inkiibatorde bekletilmistir.

4) Inkiibatorden ¢ikan flasklarm hafif altlarindan vurarak tiim hiicrelerin
kalkip kalkmadigi kontrol edilmistir.

5) Flaskda bulunan tiim hiicreler kalktiktan sonra, 5 ml serumlu ortam ilave
edilmistir.

6) Flask icerisinde bulunan hiicre-ortam karigimi 15 ml’ lik santrifiij tiipii
icerisine alimmis ve 1500 g’de 5 dakika santrifuj edilmistir.

7) Santrifuj sonrasi olusan siipernatant uzaklastirilarak ¢6ken hiicrelerin
iizerine 1 ml besi yeri eklenmistir. Birka¢ kez pipetaj yapilarak hiicrelerin homojen
sekilde dagilmasi saglanmustir.

8) 75 cm® lik flasklara 10 ml ortam koyulmus ve igine homojen dagilmis olan
hiicreden 100 pl konulmustur.

9) Hiicrelerin yiizeye yapisarak itiremeye devam etmeleri igin flasklar

inkiibatore kaldirilarak inkiibasyona birakilmis ve ¢ogalmalar1 saglanmistir.
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Sekil 8. SH-SYSY hiicrelerinin yaklasik 1 hafta sonraki pasajlanma o6ncesi mikroskobik
gorintiisii (X10)

SH-SY5Y Canh Hiicrelerinin Sayilmasi

Tripan Mavisi boyasi sadece 6lii hiicrelerin membranlarmdan gecebilir. Olii
hiicreler mavi (boya almis) ve canli hiicreler beyaz (boya almamis) olarak goriiliir.
Isik mikroskobu ile canli hiicrelerin 6liilerden ayirt edilerek sayim yapilir. Sayim

islemi asagidaki gibi yapilmstir.

1) Ilk olarak pasajlanmalarinda tarif edildigi gibi tripsinizasyon islemi
yapilmustir.

2) Tripsinizasyon isleminden sonra hiicrelere ortam eklenerek 15 ml’ lik
santrifiij tlip igerisine alinmis ve 1500 g’de 5 dakika santrifuj edilmistir.

3) Santrifuj sonrasi olusan siipernatant uzaklastirilarak ¢oken hiicrelerin
tizerine 1 ml besi yeri eklenmis, birka¢ kez pipetaj yapilarak hiicrelerin homojen
sekilde dagilmas1 saglanmistir.

4) Bu sekilde hazirlanmig hiicrelerden 100 ul alinip ependorfa konulmustur.
Uzerine 400 pl PBS eklenip birkag kez pipetaj yapilarak hiicrelerin homojen sekilde

dagilmas1 saglanmistir.
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5) Bu sekilde hazirlanmis hiicrelerin {izerine 1 pl tripan mavisi konulmus bu
karisimdan da 10 pl alinip thoma lammna konularak Isik mikroskobunda canli
hiicreler sayilmustir.

6) Tripan mavisi boyasi testinden elde edilen sonuglara goére hiicreler, her

kuyucukta 5X10° hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilmistir.

Sayim i¢in en ¢ok kullanilan iki esdeger bolmeye sahip olan thoma lamidir
(Sekil 15). Hiicre siispansiyonu, sayma odacigma mikro pipetler yardimiyla aktarilir
mevcut hiicreler, karelerin ti¢li ¢izgilerle gevrelenmis oldugu merkezi bolmelerde
sayilir. Kose ¢izgilerinde bulunan hiicreler sayima dahil edilmez. Derinlik boyutu,
sekilde verilen ¢ukurun derinligini gostermekte olup, 1/10 = 0,1 mm dir. 1 kii¢iik
kare olarak belirtilen kare prizmanin hacmi = 0,05 mm X 0,05 mm X 0,1 mm =
0,00025 mm® = 1/4.000 mm®diir. Bir sayim alaninda 16 X 25 = 400 kiiciik kare
olduguna gore toplam sayim hacmi = 0,00025 mm® X 400 = 0,1 mm>'diir (231).

Bu alandaki tiim hiicreler sayilirsa (N):
1 ml yani Imm?®” teki hiicre sayis1 = N x DF x10*olur.
DF= Diliisyon Faktorii

N=0.1mm®’ te mevcut hiicre sayisl
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Sekil 9. Thoma lam1
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SH-SYS5Y Hiicrelerinin Dondurulmasi

1) Flasklarda bulunan hiicreler oncelikle tripsinizasyon islemi ile yapigmis
olduklar1 flask yilizeyinden kaldirilmistir.

2) Hiicreler 15 ml’ lik santrifiij tliplerine alinarak 1500 g’ de 5 dakika siire ile
santriflij edilmistir.

3) Santrifiij sonrasi, her bir santrifij tlipiine ait 1,5 ml’ lik kriyotiipler
hazirlanmastir.

4) 9:1 oraninda (%10’ luk), serum: DMSO karisimindan olusan ortam
hazirlanmastir.

5) Siipernatant kisim uzaklastirilarak santriflij tiipleri buz iizerine almmustir.
Hiicrelerin tizerine 500 pl serum: DMSO karisimi eklenerek resiispanse edilmistir.

6) Resiispanse edilen hiicreler kriyotiipler igerisine konarak bu karigim -80°C’

ye kaldirilmastir.

Dondurulmus SH-SY5Y Hiicrelerinin Cozdiiriilmesi

1) -80°C’ de kriyotiipler igerisinde bulunan %10 DMSO ile dondurulmus SH-
SY5Y hiicreleri ¢ozlinmesi i¢gin birkag dakika 37°C’ de etiive koyulmustur.

2) DMSO’ nun hiicre canlilig1 iizerinde negatif etkisi bulundugundan zarar
gorme siirecisini azaltmak amaciyla kriyotiip icerisine hizli bir sekilde besi ortami
ilave edilmis ve pipet yardimiyla karistirilarak hiicreler 15 ml’ lik santrifiij tiipiine
aktarilmustir.

3) Falkon tiip igerisine yaklasik 10ml daha besi yeri ilave edilerek 1500 g’de 5
dakika santrifuj edilmistir.

4) Santrifuj sonrasi, slipernatant uzaklastirilmis ve ¢oken hiicrelerin lizerine 5
ml besi yeri eklenerek 25 cm? lik flasklara almmustir.

5) Flasklar, 37°C’deki %95 nem ve %5 CO?2 igeren etiive alinarak inkiibasyona
birakilmistir. 48 saat sonra, liremeye baslayan hiicrelerin kullandiklar1 eski besi
ortami 5 ml taze besi yeri ile degistirilmistir. Yaklasik 1 hafta sonra hiicreler biitiin
flask yiizeyini kapladigi goriilmiistiir (Sekil 14). Hiicrelerin canliligini korumak ve

devamliligini saglamak amaciyla pasaj yapilmustir.
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Arastirmamiz;

v Deneyin kurulmasi ve siilfit ve homosistein uygulanmasi

<

Sitotoksisite testlerinin ¢aligilmasi

v' Total oksidan ve antioksidan diizeylerine bakilmasi, Oksidatif Stres
indeksinin belirlenmesi

v DNA hasarinin Comet Analizi ile incelenmesi

v" Verilerin istatistiksel analizlerin yapilmasi basamaklarmi igermektedir.

SULFIT VE HOMOSISTEIN SIiTOTOKSISITESININ BELIRLENMESI
ICIN DENEY DUZENEGININ KURULMASI

Homosistein ve siilfitin SH-SYSY hiicre hatlar1 tizerindeki etkisini incelemek

amaciyla 3 giin stirecek bir deney diizenegi ve 4 farkl hiicre grubu olusturulmustur:

1. Grup: Kontrol grubudur. Bu gruptaki SH-SY5Y hiicrelerine herhangi bir
muamele yapilmamaistir.

2. Grup: Homosistein grubu. Bu gruptaki hiicrelere 10, 25, 50, 100 ve 250 uM
homosistein verilmistir.

3. Grup: Siilfit grubu. Bu gruptaki hiicrelere 0.1, 1, 5 mM siilfit verilmistir.

4. Grup: Homosistein + siilfit grubu. Bu gruptaki hiicreler 10, 25, 50, 100 ve
250 uM homosistein ve 0.1, 1, 5 mM siilfit dozlar1 birbiri ile kombine edilmistir.

XTT SITOTOKSISITE TESTI
Bu test suda eriyebilir bir bilesik olan XTT (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide)’yi canli hiicrelerce turuncu renkli

formazan bilesenlerine indirgemeleri prensibine dayanmaktadir (Sekil 9).
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XTT Formazan

Sekil 10. XTT’ nin formazana doniigimi

Suda ¢oziinebilir Ozellikte olan boyanin yogunlugu bir spektrofotometre
yardimiyla verilen dalga boylarinda okutulabilmektedir. Formazan olusumu,
metabolik olarak aktif hiicrelerin sayis1 ile orantilidir ve ¢ok sayida 6rnegin hizla

calisilip sonuglarin degerlendirilmesine olanak saglamaktadir.

Siilfit ve homosisteinin sitotoksisitesi, “Cell Proliferation II Kit” i kullanilarak
XTT testi ile belirlenmistir. Toz halinde bulunan L-homosistein (Sigma Kat No:
64453 ) ve Na-siilfit (Merk Kat No: K42166052 114) sirasi ile 10uM-250uM’ lik ve
0.1 mM-5mM’lik ¢aligma konsantrasyonlar1t %10 serumlu tam besi ortami (Sigma
DMEM F12 Kat No: D6421) ile hazirlanmustr.

Yukaridaki gruplar asagida tarif edilen deney prosediirii kullanilarak

calisilmustir.

1) 75 cm2’ lik flasklara ekilen ve flask yiizeyini kaplayan hiicrelere
tripsinizasyon igslemi uygulanmistir.

2) Islem sonrasinda hiicreler iizerine 5 ml besi ortami ilave edilmis ve 1500
g’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

3) Santrifiij islemi sonrasinda siipernatant kisim uzaklastirilmis ve hiicrelerin
iizerine 1 ml ortam eklenmistir.

4) Hiicre saymmi igin bu karigimdan 100 pl alinmis ve thoma lami kullanilarak

hiicrelerin canlilik oran1 belirlenmistir.
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5) Hiicrelerin canliligina gore gerekli diliisyonlar yapilmis ve her kuyucukta
5x10° hiicre olacak sekilde 100’er pl hiicre siispansiyonu 96 kuyucuklu plakalara
dagitilmstur.

6) Hiicrelerin yiizeye yapismasi i¢in 24 saat beklenmistir. Kontrol kuyucuklar1
disinda homosistein ve silfit gruplarma swrasiyla 100 pl icindeki son
konsantrasyonlar1 0.1, 1, 5 mM dozda siilfit ve 100 pl igindeki son konsantrasyonlar1
10, 25, 50, 100 ve 250 uM olacak dozda homosistein ilave edilmistir.
Homosistein+siilfit grubuna ise siilfit dozlar1 sabit kalmak {izere homosisteinin artan
dozlar1 ilave edilmistir. Bu ajanlarla inkiibasyon stiresi 24 saat olmas1 belirlenmistir.
Bu sekilde hazirlanmig gruplarin her birinden 5° er adet calisilmstir.

7) 24 saat’in sonunda XTT testi igin ayrilan ve siilfitin farkli dozlarini igeren
kuyucuklarin siilfitin renk agartict etkisinden dolayr dibindeki hiicrelere degmeden
ortamlar1 ¢ekilmistir. Her bir kuyucuga 100 puL ortam koyulduktan sonra 50 uL XTT
soliisyonu eklenmistir. Madde eklenmesinden 4 saat sonra calisilan gruplarin
absorbans degerleri (OD) ELISA cihazinda 450 nm dalga boyunda ve 630 nm
referans araliginda okunmustur. Hiicre canlilig1 yiizdesi her bir kuyucukta Slgiilen
optik dansite degerinin kontrol optik dansite degerine bolinmesi ve yiiz ile

carpilmasi ile hesaplanmustir.

Olgiilen optik dansite degeri
% Hiicre Canlilig1 = x100
Kontrol optik dansite degeri

OKSIDATIF STRES DUZEYININ BELIRLENMESI

Total Oksidan (TOS) ve Total Antioksidan (TAS) Seviye Olgiim

Yontemleri

Organizmada metabolik ve fizyolojik siireglerde reaktif nitrojen ve oksijen
tiirleri Uretilir ve organizmada zararli oksidatif reaksiyonlar ortaya c¢ikabilir. Bu
oksidatif reaksiyonlar enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalar

yoluyla ortamdan uzaklastirilir.
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Farkli oksidan tiirlerin serum (plazma) konsantrasyonlar1 laboratuarda ayri
olarak Olciilebilir fakat Olglimler, zaman alan, yogun is giicii gerektiren, pahali ve
karmasik teknikler gerektirir. Bu nedenle bir numunenin toplam oksidan ve
antioksidan durumu 6lgiilmesi pratikte daha yararli ve dogru sonuglarin alinmasina
sebep olur. Total oksidan seviye Gl¢limiiniin prensibi d6rnegin ig¢indeki oksidanlarin
ferroz iyon selator kompleksinin ferrik iyona doniisiinii saglamasi ve bunun da asidik
bir ortamda kromojen ile reaksiyona girerek absorbans artisina sebep olmasina
dayanmaktadir. Spektrofotometrik olarak izlenen absorbans artis1 6rnekteki oksidan
molekiillerle dogru orantilidir. Total antioksidan seviye Olglimiiniin prensibi ise
ornegin i¢indeki tiim antioksidanlarin mavi-yesil ABTS radikalini renksiz rediikte
ABTS haline getirmesi esasina dayanir. Total oksidan ve antioksidan seviye
Ol¢limiiniin kisa siirmesi, kolay uygulanabilmesi, giivenilir ve duyarl olmasi, yiiksek
dogrusallik gostermesi, serum ve plazma ornekleriyle, plevra sivisi, beyin omurilik
SIvis1, amnion sivisi, semen plazmasi, tiikriik ve idrar gibi viicut sivilarinda, doku

orneklerinde calisilabilme gibi avantajlar1 vardir.

TAS,TOS, OSi ve Comet Analizi icin Deney Diizeneginin Kurulmasi
Homosistein ve siilfitin SH-SYS5Y hiicre hatlar: tizerindeki etkisini incelemek

amaciyla 3 giin stirecek bir deney diizenegi ve 4 farkli hiicre grubu olusturulmustur:

1.Grup: Kontrol grubu. Bu gruptaki SH-SYSY hiicrelerine herhangi bir
muamele yapilmamistir.

2.Grup: Homosistein grubu. Bu gruptaki hiicreler deneyin baslangicindaki
homosisteinin en toksik dozuna maruz brrakilmistir.

3.Grup: Siilfit grubu. Bu gruptaki hiicreler deneyin baslangicinda siilfit en
toksik dozuna maruz birakilmustir.

4.Grup: Homosistein+Siilfit grubu. Bu gruptaki hiicreler deneyin

baslangicindaki homosistein ve siilfitin en toksik dozuna maruz birakilmistur.
TOS, TAS ve OSI Degerinin Hesaplanmasi

Caliymamizda, homosistein ve siilfit deney gruplarinda olusturulan TOS

diizeyi, TAS diizeyi ticari bir kit araciliyla 6l¢iilmiistiir. TOS sonuglari, pumol H20;
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Equiv./mg protein, TAS sonuglar1 ise mmolTrolox Equiv/mg protein basina ifade
edilmistir. OS] ise bulunan TOS ve TAS sonuglarindan hesap edilerek bulunmustur.
Orneklerin protein diizeyleri Lowry yontemine goére belirlenmistir. Yukaridaki

gruplar asagidaki gibi ¢aligilmistir

1) Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara her kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde
ekilmistir. Hiicrelerin yapismasi i¢in 24 saat beklenmistir.

2) Gruplarda belirtilen dozlarda siilfit, homosistein eklenmistir (her gruptan
10’ar tane bulunacak sekilde ) ve 24 saat inkiibe edilmistir.

3) Hiicreler tripsinize edilmeden teflon bir hiicre kaldiric1 ile plakalardan
kaldirilmigtir. 15°lik santrifuj tiiplerine konulan hiicreler, 1500 g’de 5 dakika
santrifuj edilmistir.

4) Santriftij islemi sonrasinda siipernatant kisim uzaklastirildi ve hiicrelerin
tizerine 1 ml ortam eklenerek birkag kez pipetajlanmis ve tekrar 1500 g’de 5 dakika
santrifuj edilmistir.

6) Yine siipernatant kisim uzaklastirilarak hiicrelerin pargalanmasi ig¢in
tizerlerine 0.5 ml 50 mM pH 7.4 fosfat tamponu eklenmis ve bu sekilde birkag kez
insiilin enjektori ile pipetajlanarak homojenize olmalar1 saglanmistir.

7) Bu islemden sonra homojenat +4 °C de 12000 rpm de 15 dk santrifuj
edilmis, stipernatantlarin bir kismi alinarak TOS diizeyi bir eliza okuyucu yardimu ile
492 nm dalga boyunda ticari bir kit ile 6l¢iilmiistiir.

8) TOS degeri asagidaki formiil uyarinca, her bir kuyucukta dlgiilen d6rneklerin
A absorbans optik dansite degerinin standartin A absorbans optik dansite degerine

boliinerek 20 ile ¢arpilmasi ile hesaplanmustir.

A absorbans 6rnek
TOS Degeri = x 20
A absorbans standart

A absorbans 6rnek = Ornegin 2. Absorbans degeri — 6rnegin 1. Absorbans degeri

A absorbans standart = Standart 2. Absorbans degeri — standart 1. Absorbans degeri

9) Siipernatantlarin bir kismu alinarak TAS diizeyi bir eliza okuyucu yardimi

ile 405 nm dalga boyunda ticari bir kit ile dl¢tilmiistiir.
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10) TAS degeri asagidaki formiil uyarinca, standart 1 A absorbans optik
dansidite degerinden her bir kuyucukta Olclilen Orneklerin A absorbans optik
dansidite degerinin ¢ikarilmasi ve bu degerin standart1-standart2 A absorbans optik

dansidite degerine boliinmesi ile hesaplanmuistir.

[(A abs std1)- (A abs 6rnek)]
TAS Degeri =

[(A abs std1) —(A abs std 2)]

A absorbans 6rnek = Ornegin 2. Absorbans degeri — 6rnegin 1. Absorbans degeri
A absorbans standart 1 = Std1 2. Absorbans degeri — Std1 1. Absorbans degeri
A absorbans standart 2= Std2 2. Absorbans degeri — Std2 1. Absorbans degeri

Oksidatif stres indeksi, oksidatif stres derecesinin bir gostergesidir ve total
oksidan seviyenin total antioksidan seviyeye boliinmesi ile elde edilen degerin 100

ile carpilmasi ile hesap edilmistir.

TOS (umol H,O; equivalent/L)
OSi =

TAS (umol Trolox equivalent/L)

Lowry Yontemi

Protein  tayininde en yaygin olarak kullanilan yontemdir.
Fosfomolibdik/fosfotungstik asit ¢6zeltisinin (Folin-Ciocalteau reaktifi) alkali
kosullarda proteinlerdeki fenolik amino asitlerle verdigi reaksiyona dayanmaktadir.
Bu yontemde alkali kosullarda iki farkli reaksiyon ger¢eklesmektedir. Birinci
reaksiyonda peptit baglari ile Cu*? arasinda biiire reaksiyonu sonucu indirgenmis
bakir olusur. Ikinci reaksiyonda ise Folin-Ciocalteu ayiraci, tirozin ve triptofan
amino asitleri ile tepkimeye girerek indirgenir ve mavi renkli heteropolimolibden
kompleksi meydana getirir.Olusan kompleks 600-800 nm araliginda absorbsiyon piki

Verir.
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TAS ve TOS o6lglimii i¢in hazirlanan siipernatantlarin bir kismi alinmis ve
lowry yontemi kullanilarak Orneklerin protein diizeyleri asagidaki gibi tespit

edilmistir.

1) Ayirag A [%2‘lik Na,CO03; (%1 N NaOH’ de ¢oziilmiis)], Aywrag B (%1 Na
veya K-tartarat ), Ayirag C (%0.5 CuS04.5H,0), Ayirag D ( 1 N folin ayiraci) olmak
iizere 4 soliisyon hazirlanmis ve sirast ile aywrag A-B-C ‘den 48-1-1 oraninda
karistirilarak yeni bir ayrrac¢ hazirlanmistur.

2) Ayrica standart i¢in BSA kullanilmis ve konsantrasyonu 1 mg/ml olacak
sekilde stok ¢ozeltisi hazirlanmistir.

3) Yeni hazirlanan ayiragtan 96 kuyucuklu plakaya her kuyucukta 200 uL
olacak sekilde konulmustur.

4) Uzerine ilk kisma her standart igin 2 kuyucuk olacak sekilde hazirlanan
standartlardan, diger kuyucuklara 1/5 oraninda sulandirilmis numunelerden her
numune i¢in 2 kuyucuk olacak sekilde 50 pL koyulmus ve karanlikta 10 dakika
inkiibasyona birakilmustir.

5) Inkiibasyon siiresinin sonunda her bir kuyucugun iizerine 20 pL folin ayirac1
koyularak 30 dk beklenmis ve ELISA okuyucu ile 630 dalga boyunda okunmustur.

6) Orneklerin protein diizeyi, asagidaki sekilde verilen Standart grafik egrisi

kullanilarak hesaplanmustir.

Lowry 3/27/00

vy ),027x=0.054
Rf=0.993

ABS 630

ug BSA

Sekil 11. Lowry Protein Standart Egrisi
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SULFIT VE HOMOSISTEIN GENOTOTOKSISITESININ
BELIiRLENMESI

DNA c¢esitli reaktif molekiillerin hedefi olan, hasara duyarlilig1 yiiksek bir
molekiildiir. Genetik bilginin saglikli olarak aktarilabilmesi i¢in DNA yapisinin
korunmasi son derece onemli oldugundan ¢ekirdekte DNA hasarint onaran ¢esitli
onarim sistemleri yer almaktadir. Agir hasar olustugunda veya DNA onarim
aktivitesi defektif ise replikasyon, transkripsiyon ve protein sentezinin
inhibisyonuna, uzun vadede ise mutasyona ve kromozom anomalilerine sebep
olmaktadir. Kanser, diyabet, ateroskleroz gibi hastaliklarin etiyolojisinde yer alan
DNA hasar1 giinlimiizde kronik ndrodejeneratif hastaliklarin izlenmesinde,
kemoterapi ve radyoterapinin etkinliginin takibinde, ksenobiyotik ve radyasyon
aracili genotoksisitenin belirlenmesinde biyolojik belirteg olarak
degerlendirilmektedir. Bu nedenle DNA hasarinin hassas bir sekilde dlgiilmesine
olanak taniyan teknikler giiniimiizde biiyiik 6nem kazanmistir. Tek hiicre jel
elektroforezi veya siklikla tercih edilen diger adiyla “Comet Assay” yontemi son
yillarda genisleyen uygulama alani, giivenilirli§i ve uygulamasi kolay olmasi
bakimindan kimyasal ve fiziksel etmenlerin canlilar iizerinde yol actig1 genotoksik
ve sitotoksik etkilerin bir gostergesi olan DNA hasar seviyelerinin 06lgiilmesini
saglayan énemli bir metottur. Comet yonteminin temel prensibi kimyasal ve fiziksel
nedenlerle olusan genotoksik ve sitotoksik ajanlarin canli hiicreleri {izerindeki
etkilerini, hiicrelerin DNA’larmi tek tek inceleyerek tespit etmektir. Elde edilen
veriler hem hiicrede meydana gelen DNA hasarinin ne kadar oldugunu belirler

hemde hiicrenin hangi yapiya gectigini ifade eder.

Cometler rastgele secilmeli ve tim jeli temsil etmelidir. Jel sistematik bir
sekilde taranmalidir. Kenar bolgeler, hava kabarciklarmin kenarlar1 ihmal
edilmelidir. Bu bolgelerde genellikle anormal hasar goriiliir. Ust {iste binen
Cometlerin analizi bilgisayar analiz yontemlerinin kullanimiyla miimkiin degildir.
Ancak, st liste binen birgok cometlerin kuyruklart olduk¢a uzundur. Eger ¢ok fazla
sayida iist iiste binen Comet goz ardi edilirse, hasar géormemis az kuyruklu
“Comet’lere” onemli derecede egilim olusabilir. Bu durumda, jel hazirlanirken hiicre

yogunlugunun iyi ayarlanmasi gerekmektedir.
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Arastirict tarafindan segilen Cometler igin ¢esitli fliloresan parametreleri
hesaplayacak ¢ok sayida yazilim bulunmaktadir. Bu yazilimlar ile DNA parcalari
bas ve kuyruk olarak iki ana bdliime ayrilabilmekte, c¢esitli parametreler

hesaplanabilmektedir. Bu parametreler;

e HL (Bas uzunlugu, um )

¢ TL (Kuyruk uzunlugu, um)

eBas Yogunlugu (Bas kismindaki DNA yiizdesi, % H-DNA olarak ifade
edilir.)

e Kuyruk Yogunlugu (Kuyruk kismindaki DNA yiizdesi,% T-DNA olarak ifade
edilir.)

eKuyruk Momenti (TM, pum olarak ifade edilir, % T-DNA ile TL’nin
carpiminin 100’e boliinmesi ile edilen bir degerdir)

e Kuyruk Migrasyon (Bas kisminin kenarindan kiigiik saptanabilir fragmana

DNA gogiiniin uzunlugudur.)

Arastirmamizda asagida tarif edildigi sekilde Comet Analizi yapilmistir.

Comet Assay (Tek Hiicre Elektroforezi)

1) Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara her kuyucukta 10* hiicre olacak sekilde
ekilmistir. Hiicrelerin yapismasi i¢in 24 saat beklenmistir.

2) Gruplarda belirtilen dozlarda siilfit, homosistein eklenmis (her gruptan 3’er
tane bulunacak sekilde ) ve 24 saat inkiibe edilmistir.

3) Hiicreler tripsinize edilmeden teflon bir hiicre kaldiric1 ile plakalardan
kaldirilmustir. 1500 g’de 5 dakika santrifuj edilmis ve 75 pl % 0,5 ’lik Ca** ve Mg*
icermeyen PBS (fosfat tampon tuzu) ile 37°C’ de hazirlanan “Low melting” agaroz
(LMA) ile resiispanse edilmistir.

4) Onceden % 1’lik “normal melting” agaroz (NMA) ile kaplanmis olan lam
lizerine ince bir tabaka halinde dokiilmiis ve 30 dk buz tizerinde beklendikten sonra
3. tabakay1 olusturan 70 ul % 0,5 ’lik LMA ile kaplanmig ve tekrar 10 dakika buz
tizerinde beklenmistir. Daha sonra lam hiicresel proteinleri uzaklastirmak amacuyla,
pH’1 10 olan soguk lizis baglama tamponu ile 60 dakika boyunca 4°C’ de muamele

edilmistir.
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5) Lizis islemi sonrast lamlar yatay jel elektroforezine aktarilmig ve yeni
hazirlanmig alkalin elektroforez tamponunda ( Distile su ,200 mM EDTA ve 10 N
sodyum hidroksit, pH 13) 30 dakika siire ile inkiibe edilmistir.

6) Elektroforez islemi 4°C’ de, 300 mA’ de gerceklestirilmis ve islem 30
dakika boyunca devam etmistir.

7) Elektroforez islemini takiben, lamlar nétralizasyon tamponu (0.4M Tris—
HCI, pH 7.5) ile alkalin ve deterjanlar1 uzaklastirmak amaciyla 3 kez 5 dakika 4°C’
de yikanmistir. Bu islemler dis kaynaklit DNA hasarmi 6nlemek amaciyla karanlik
bir ortamda gergeklestirilmistir.

7) Notralizasyon iglemi sonrasi lamlar 60 pl etidyum bromid (2ul/ml) ile
boyanarak fliioresan mikroskobunda incelenmistir. DNA hasar1 “Comet assay IV

system (AutoComet)” programiyla DNA hasar1 degerlendirilmistir.

Goriintii Analizi

Hasarsiz hiicrelerin DNA’lar1 incelendiginde yuvarlak, kenarlar1 daha az yogun
ve ortas1 parlak bir goriniim ile karsilasilmaktadir. DNA’nin bu goriinimii
nonmigrasyon olarak degerlendirilir. Eger DNA hasar1 olusmaya baslamis ise DNA
zincir kirilmalarina ve alkali-labil bolgelerin seviyesine bagli olarak normalde
diizgiin kenarli olan DNA gériintiisii, kiriklarinin ¢ekirdek disina gogiiniin nedeniyle
diizensiz kenarli bir goriintii halini alir. Bu goriinlime strech ya da low migration
denir. Hasar arttik¢a hiicreler kuyruklu yildiz (Comet, yiiksek migrasyon ) seklini
alir. Bu uzama hasar ile dogru orantilidir. Ayrica kuyruktaki fliloresan yogunlugu da

hasarin derecesine paraleldir.

ISTATiISTIK YONTEMLER

Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. Gruplar arasindaki
istatistiksel karsilastrmalar SPSS 16,0 paket istatistik programi kullanilarak
ortalamalar arasindaki fark “one way ANOVA” ve onu izleyen “Posthoc LCD ”
testiyle degerlendirilmistir. Tiim testlerde anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul

edilmistir.
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BULGULAR

Homosistein toksisitesine siilfit molekiiliiniin olas1 katkis1 ve oksidatif stresin
rolii noroblastoma hiicre dizininde c¢alisilmigtir. Bu model ig¢in ndroblastoma

hiicreleri, SH-SYSY hiicre serisi kullanilmistir.

SITOTOKSISITENIN BELIRLENMESI

Siilfit Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

SH-SY5Y noroblastoma hiicre serisinde siilfitin 0.1, 1 ve 5 mM olarak
kullanilan 3 farkli dozu ile 24 saatlik inkiibasyonu takiben sitotoksisite XTT testi ile
degerlendirilmis sitotoksisitenin doza bagimli olarak arttig1 izlenmistir. Siilfit
molekiiliiniin 5 mM dozunda gosterdigi sitotoksisitenin 0.1 ve 1 mM dozlarina gore

istatistiksel olarak anlamlilig1 daha yiiksek olarak bulunmustur (Sekil 12).
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Sekil 12. Artan siilfit dozlarinin 24 saat inkiibasyonunu takiben XTT Testi ile degerlendirilen ve
kontrol hiicrelerin yiizdesi olarak belirlenen sitotoksik etkisi.

K: kontrol, 0.1S: 0.1 mM dozda siilfit uygulanan grup, 1S: 1 mM dozda siilfit uygulanan grup, 5S: 5
MM dozda siilfit uygulanan grup, (Ortalama + standart hata; n=5, *: p<0.05 diizeyinde kontrolden
fark, #: p<0.05 diizeyinde 0.1 S grubundan fark.)
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Homosisteinin Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

SH-SY5Y noroblastoma hiicre serisinde Homosistein’in 10, 25, 50, 100 ve 250
UM olarak kullanilan 5 farkli dozu ile 24 saatlik inkiibasyonu takiben sitotoksisite
XTT testi ile degerlendirilmis sitotoksisitenin yine doza bagimli olarak arttigi
izlenmistir (sekil 13). Homosisteinin 10 uM’lik dozunda sitotoksisite belirlenmezken
sitotoksisitenin 25 uM dozda ortaya ¢iktigr (p<0.05) bulunmustur. Homosistein’in
50, 100 ve 250 uM dozlarinda ortaya ¢ikan sitotoksisitenin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatiksel olarak daha anlamli oldugu en fazla artigsin ise 250 uM
homosistein dozda izlendigi bulunmustur (p<0.001). Bu yiiksek dozlarin diisiik
homosistein dozlar ile karsilastirildiginda 25 pM homosisteine dozuna gore anlamli

bir sekilde sitotoksisitede artigina sebep oldugu izlenmistir (p<0.05).
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Sekil 13. Artan homosistein dozlarmin 24 saat inkiibasyonunu takiben XTT Testi ile degerlendirilen
ve kontrol hiicrelerin yiizdesi olarak belirlenen sitotoksik etkisi.

K: kontrol ,10 H: 10 uM dozda homosistein uygulanan grup, 25 H: 25 uM dozda homosistein
uygulanan grup, 50 H: 50 uM dozda homosistein uygulanan grup, 100 H: 100 pM dozda homosistein
uygulanan grup, 250 H: 250 uM dozda homosistein uygulanan grup, (Ortalama + standart hata; n=5,
W: p<0.05 diizeyinde kontrolden fark, *: p<0.001 diizeyinde kontrolden fark, #: p<0.05 diizeyinde
25 H grubundan fark.)
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Siilfit + Homosistein kombinasyonunun Sitotoksisitesi

Siilfit toksisitesinin homosistein varlifinda potansiyelize olup olmadigini
arastirmak i¢in silfitin 0.1, 1, 5 mM dozlar1 ile homosisteinin 10, 25, 50, 100, 250
UM dozlar1 birbirleri ile kombine edilerek SH-SYS5Y noroblastoma hiicre serisine
uygulandi. Hem homosisteinin hemde siilfitin sitotoksitesi etkilerini bariz olarak 24
saatte gosterdiginden, bu iki ajanin kombinasyonu sonucu ortaya ¢ikacak etki 24
saatlik inkiibasyonu takiben incelenmistir. Homosistein varliginin SH-SY5Y
ndroblastoma hiicreleri iizerine siilfitin neden oldugu sitotoksisiteyi daha belirgin
hale getirdigi izlenmistir. Her {i¢ siilfit dozunda da bu etkinin homosisteinin 25 uM/L
dozunda itibaren basladigi, 100 ve 250 uM/L dozlarinda ise maksimuma eristigi
gozlenmistir (Sekil 14,15,16).
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Sekil 14. Artan homosistein dozlarina 0.1 mM siilfit ilavesiyle 24 saat inkiibasyonunu takiben XTT
Testi ile degerlendirilen ve kontrol hiicrelerin yiizdesi olarak belirlenen sitotoksik etkisi.

K: kontrol, 0.1S: 0.1 mM dozda siilfit uygulanan grup, 10H: 10 uM dozda homosistein uygulanan
grup, 10SH: 10 uM dozda homosisteine eklenen grup 25H: 25 uM dozda homosistein uygulanan
grup, 25SH: 25 uM dozda homosisteine 0.1 mM doz siilfit eklenen grup, 50H: 50 uM dozda
homosistein uygulanan grup, 50SH: 50 uM dozda homosisteine 0.1 mM doz siilfit eklenen
grup,100H: 100 uM dozda homaosistein uygulanan grup, 100SH: 100 uM dozda homosisteine 0.1 mM
doz siilfit eklenen grup,250H: 250 uM dozda homosistein uygulanan grup, 250SH: 250 uM dozda
homosisteine 0.1 mM doz siilfit eklenen grup, (Ortalama + standart hata; n=5, ¥': p<0.05 diizeyinde
kontrolden fark, #: p<0.001 diizeyinde kontrolden fark, ¥: p<0.001 diizeyinde 0.1S grubundan fark,
*: p<0.001 diizeyinde kendi konsantrasyonlarindaki H grubundan fark. )
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Sekil 15. Artan homosistein dozlarina 1 mM siilfit ilavesiyle 24 saat inkiibasyonunu takiben XTT
Testi ile degerlendirilen ve kontrol hiicrelerin yiizdesi olarak belirlenen sitotoksik etkisi.

K: kontrol, 1S: 1 mM dozda siilfit uygulanan grup, 10H: 10 uM dozda homosistein uygulanan grup,
10SH: 10 uM dozda homosisteine 1 mM doz siilfit eklenen grup, 25H: 25 uM dozda homosistein
uygulanan grup, 25SH: 25 pM dozda homosisteine 1 mM doz siilfit eklenen grup, 50H: 50 uM dozda
homosistein uygulanan grup, 50SH: 50 uM dozda homosisteine 1 mM doz siilfit eklenen grup, 100H:
100 uM dozda homosistein uygulanan grup, 100SH: 100 uM dozda homosisteine 1 mM doz siilfit
eklenen grup,250H: 250 uM dozda homosistein uygulanan grup, 250SH: 250 uM dozda homosisteine
1 mM doz siilfit eklenen grup, (Ortalama + standart hata; n=5, W¥: p<0.05 diizeyinde kontrolden fark,
#: p<0.001 diizeyinde kontrolden fark, ¥: p<0.001 diizeyinde 1S grubundan fark, *: p<0.001
diizeyinde kendi konsantrasyonlarindaki H grubundan fark. )
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Sekil 16. Artan homosistein dozlarina 5 mM siilfit ilavesiyle 24 saat inkiibasyonunu takiben XTT
Testi ile degerlendirilen ve kontrol hiicrelerin yiizdesi olarak belirlenen sitotoksik etkisi.

K: kontrol, 5S: 5 mM dozda siilfit uygulanan grup, 10H: 10 uM dozda homosistein uygulanan grup,
10SH: 10 pM dozda homosisteine 5 mM doz siilfit eklenen grup 25H: 25 uM dozda homosistein
uygulanan grup, 25SH: 25 uM dozda homosisteine 5 mM doz siilfit eklenen grup, 50H: 50 uM dozda
homosistein uygulanan grup, 50SH: 50 uM dozda homosisteine 5 mM doz siilfit eklenen grup, 100H:
100 uM dozda homosistein uygulanan grup, 100SH: 100 uM dozda homosisteine 5 mM doz siilfit
eklenen grup, 250H: 250 puM dozda homosistein uygulanan grup, 250SH: 250 pM dozda
homosisteine 5 mM doz siilfit eklenen grup, (Ortalama + standart hata; n=5, ¥: p<0.05 diizeyinde
kontrolden fark, #: p<0.001 diizeyinde kontrolden fark, ¥: p<0.05 diizeyinde 5S grubundan fark, *:
p<0.001 diizeyinde kendi konsantrasyonlarindaki H grubundan fark).
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OKSIDATIF STRES INDEKSININ BELIRLENMESI

Total Oksidan Seviyelerinin Belirlenmesi (TOS)

Sitotoksite deneylerinde izlenen etkide oksidan stresin roliinii aragtirmak ic¢in
yiiksek stlfit (5 mM) ve homosistein (250 uM) dozlarini segtigimiz deneyde total
oksidan diizeyin siilfit verilen grupta arttigi, bu etkinin homosistein ile potansiyelize

olmadigi izlenmistir (Sekil 17).
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Sekil 17. Yiiksek siilfit (5 mM) ve homosistein (250 puM) dozlarinin 24 saat inkiibasyonu takiben
belirlenen total oksidan diizeyi.

K: kontrol, H: 250 uM dozda homosistein uygulanan grup, S: 5 mM dozda siilfit uygulanan grup,
SH: 5 mM dozda siilfite 250 uM doz homosistein eklenen grup. (Ortalama =+ standart hata; n=5,
*:p<0.05 diizeyinde kontrolden fark).

Total Antioksidan seviyelerinin Belirlenmesi (TAS)
Total antioksidan diizey ortalamasma bakildiginda siilfitin homosistein ile
kombine edildigi grupta istatistiksel olarak 6nem tagimayan bir azalma bulunmussa

da tiim deney gruplarinin kontrol grubundan farkli olmadigi saptanmustir (Sekil 18).
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Sekil 18. Yiiksek siilfit (5 mM) ve homosistein (250 uM) dozlarinin 24 saat inkiibasyonunu takiben
belirlenen total antioksidan diizeyi.

K: kontrol, H: 250 uM dozda homosistein uygulanan grup, S: 5 mM dozda siilfit uygulanan grup,
SH: 5 mM dozda siilfite 250 uM doz homaosistein eklenen grup. (Ortalama =+ standart hata; n=5)

TAS mmolTrolox
Equiv/mg

Oksidatif Stres indeksinin Belirlenmesi (OSI)
Total oksidan diizeyin total antioksidan seviyesine orani1 olan OSI degerinde ise
stilfitin homosistein ile kombine edildigi grupta kontrole ve tek basina siilfit grubuna

gore istatistiksel olarak 6nemli oranda bir artis tespit edilmistir (Sekil 19).

* #
K H S SH

Sekil 19. Yiiksek siilfit (5 mM) ve homosistein (250 uM) dozlarinin 24 saat inkiibasyonunu takiben
belirlenen Oksidatif Stres indeks Diizeyi.

K: kontrol, H: 250 uM dozda homosistein uygulanan grup, S: 5 mM dozda siilfit uygulanan grup,
SH: 5 mM dozda siilfite 250 uM doz homosistein eklenen grup. (Ortalama =+ standart hata; n=>5,
*:p<0.001 diizeyinde kontrolden fark, #: p<0.05 diizeyinde H ve S gruplarindan fark).
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GENOTOTOKSISITENIN BELIRLENMES]
Comet analizi ile belirlenmis genototoksisiteye ait demonstratif gdsterimler

sekil 20°de verilmistir.

K S H S+H

Sekil 20. Gruplarin 24 saat inkiibasyonunu takiben Comet analizi ile demonstratif olarak goriintiisii.
K: kontrol, H: 250 uM dozda homosistein uygulanan grup, S: 5 mM dozda siilfit uygulanan grup,
SH: 5 mM dozda siilfite 250 pM doz homosistein eklenen grup.

Toksisite sonucu olusan fragmante DNA’nm varligini saptamak i¢in ¢alisma
gruplarinda comet yontemi kullanilmigtir. Comet assay IV programi yardimi ile bas
uzunlugu, bas yogunlugu, kuyruk yogunlugu, kuyruk uzunlugu, kuyruk migrasyonu

ve kuyruk momenti parametreleri 150 hiicrede 6l¢iilerek ortalamalar1 alinmustir.
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Bas Uzunlugunun Belirlenmesi

Bas uzunlugu homosistein ve siilfit gruplarinda kontrole gére anlamli olarak
azaldi (p<0.001). Siilfit +Homosistein grubunda izlenen bas uzunlugundaki azalma
homosistein grubu ile karsilastirildiginda anlamli iken (p<0.05) siilfit grubu ile

karsilastirildiginda anlamli bir azalma olmadigi izlenmistir. (Sekil 21).
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Sekil 21. Yiiksek siilfit (5 mM) ve homosistein (250 uM) dozlarinin 24 saat inkiibasyonunu takiben
Comet yontemi ile degerlendirilen bas uzunlugu degerleri.
K: kontrol, H: 250 uM dozda homosistein uygulanan grup, S: 5 mM dozda siilfit uygulanan grup,

SH: 5 mM dozda siilfite 250 pM doz homosistein eklenen grup. (Ortalama + standart hata; n=150,
*:p<0.001 diizeyinde kontrolden fark, #: p<0.05 diizeyinde H grubundan fark).
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Bas Yogunlugunun Belirlenmesi

Benzer sekilde, bas yogunlugunun da kontrole gore diger gruplarda istatistiksel
olarak onemli sekilde azaldigi izlenmistir (p<0.001). Homosistein + siilfit grubu,
stilfit grubu ile karsilastirildiginda bas yogunlugundaki azalma p<0.05 diizeyinde
iken homosistein grubu ile karsilastirildiginda ise bu azalismm p<0.001 diizeyinde

oldugu izlenmistir (Sekil 22).
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Sekil 22. Yiiksek siilfit (5 mM) ve homosistein (250 uM) dozlarinin 24 saat inkiibasyonunu takiben
Comet yontemi ile degerlendirilen Bas yogunlugu degerleri.

K: kontrol, H: 250 uM dozda homosistein uygulanan grup, S: 5 mM dozda siilfit uygulanan grup,
SH: 5 mM dozda siilfite 250 uM doz homosistein eklenen grup. ( Ortalama =+ standart hata; n=150,
*:p<0.001 diizeyinde kontrolden fark, #: p<0.05 diizeyinde S grubundan fark, ¥: p<0.001 diizeyinde
H grubundan fark).
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Kuyruk Yogunlugunun Belirlenmesi

Parcalanan genetik materyalin kuyruga ait parametrelerinden olan kuyruk
yogunlugu kontrole gore diger gruplarda istatistiksel olarak onemli oranda (p<0.001)
artmis olarak bulunmustur. Bu parametredeki artis, Homosistein + siilfit grubu, siilfit
grubu ile Kkarsilastirildiginda p<0.05 diizeyinde iken, homosistein grubu ile

karsilastirildiginda ise p<0.001 diizeyinde oldugu izlenmistir (Sekil 23).
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Sekil 23. Yiiksek siilfit (5 mM) ve homosistein (250 uM) dozlarinin 24 saat inkiibasyonunu takiben
Comet yontemi ile degerlendirilen kuyruk yogunlugu degerleri.
K: kontrol, H: 250 uM dozda homosistein uygulanan grup, S: 5 mM dozda siilfit uygulanan grup,
SH: 5 mM dozda siilfite 250 uM doz homosistein eklenen grup. ( Ortalama =+ standart hata; n=150,

*:p<0.001 diizeyinde kontrolden fark, #: p<0.05 diizeyinde S grubundan fark, ¥: p<0.001 diizeyinde
H grubundan fark).
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Kuyruk Uzunlugunun Belirlenmesi

Parcalanan genetik materyalin kuyruga ait diger bir parametresi olan kuyruk
uzunlugu kontrole gore diger gruplarda istatistiksel olarak énemli oranda (p<0.001)
artmig olarak bulunmustur. Bu parametredeki artis homosistein + siilfit grubu ile
silfit grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak Onemli oranda olmadigi
bulunurken, homosistein grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak p<0.05

diizeyinde oldugu saptanmistir (Sekil 24).
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Sekil 24. Yiiksek siilfit (5 mM) ve homosistein (250 uM) dozlarmin 24 saat inkiibasyonunu takiben
Comet yontemi ile degerlendirilen kuyruk uzunlugu degerleri.
K: kontrol, H: 250 uM dozda homosistein uygulanan grup, S: 5 mM dozda siilfit uygulanan grup,

SH: 5 mM dozda siilfite 250 uM doz homosistein eklenen grup. ( Ortalama =+ standart hata; n=150,
*:p<0.001 diizeyinde kontrolden fark, #: p<0.05 diizeyinde H grubundan fark ).
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Kuyruk Momenti ve Migrasyonunun Belirlenmesi

Benzer sekilde genototoksisite olglimiiniin kuyruga ait parametrelerinden
kuyruk migrasyonu (Sekil 25) ve kuyruk momentinin (Sekil 26) kontrole gore diger
gruplarda istatistiksel olarak onemli oranda (p<0.001) artmus oldugu izlenmistir. Bu
iki parametre ag¢isindan homosistein+siilfit  grubunun silfit grubu ile
karsilagtirildiginda 6nemli bir artis olmadig1 izlenirken, homosistein grubu ile
karsilagtirilmast durumunda artisin  istatistiksel olarak Onemli oranda oldugu

bulunmustur.
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Sekil 25: Yiiksek siilfit (5 mM) ve homosistein (250 pM) dozlarmin 24 saat inkiibasyonunu takiben
Comet yontemi ile degerlendirilen kuyruk momenti degerleri.

K: kontrol, H: 250 uM dozda homosistein uygulanan grup, S: 5 mM dozda siilfit uygulanan grup,
SH: 5 mM dozda siilfite 250 uM doz homosistein eklenen grup. ( Ortalama =+ standart hata; n=150,
*:p<0.001 diizeyinde kontrolden fark, #: p<0.05 diizeyinde H grubundan fark ).
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Sekil 26. Yiiksek siilfit (5 mM) ve homosistein (250 uM) dozlarinin 24 saat inkiibasyonunu takiben
Comet yontemi ile degerlendirilen kuyruk migrasyon degerleri.

K: kontrol, H: 250 uM dozda homosistein uygulanan grup, S: 5 mM dozda siilfit uygulanan grup,
SH: 5 mM dozda siilfite 250 uM doz homosistein eklenen grup. ( Ortalama =+ standart hata; n=150,
*:p<0.001 diizeyinde kontrolden fark, #: p<0.05 diizeyinde H grubundan fark ).
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5. TARTISMA

Son ylizyil insan Omriiniin artmasina bagli olarak yaslt niifusun ¢ok arttigi bir
zaman dilimidir. Birgok epidemiyolojik arastirma yas ile c¢esitli Alzheimer,
Parkinson demans, Motor Noron Hataligi gibi pek ¢ok norodejeneratif hastalik
arasindaki giiclii iliskiyi gostermektedir (147). Bu bozukluklar farkli klinik tablolara
sahipse de birgok yonden ortak 6zelliklere sahiptir. Hepsi ilerleyicidir, nedeni tam
bilinmez, yasla prevelansi artar ve hepsinde uzun bir preklinik period vardir.
(148,149). Bu grup hastaliklarin biyolojik belirtegler agisindan da benzerlikleri
vardir. Ornegin artmis plazma homosistein diizeyi tiim nérodejeneratif hastaliklarin

ortak biyokimyasal belirtecidir (150,151).

Homosistein ilk olarak bundan 75 yil o6nce bulunmus,  metiyoninin
katabolizmas1 sirasinda olusan, herhangi bir protein yapisina katilmayan ve 135.2
dalton agirhiginda kiikiirt igeren bir aminoasittir (1). Bu aminoasidin olusumundaki
ilk basamak metiyoninin Metiyonin adenozil transferaz enzimi S-adenozilmetiyonin
(SAM) olusumudur (152). Bu molekiil bilinen tiim biyolojik metilasyon iglemlerinin
metil vericisi olarak gorev yapmaktadir (95). Katabolizmanin bir sonraki reaksiyonu
SAM molekiiliinlin metil transferaz enzimi ile demetilasyonu sonucu S-
adenozilhomosistein (SAH) olusumudur. Homosistein olusumundaki son basamak

ise SAH’in SAH hidrolazlar ile Homosistein’e ¢evrilmesidir (18).

Homosistein’in NMDA reseptorlerininin agonisti olmasi, oksidatif stres’e
neden olmasi, metilasyon kapasitesini azaltmasi, norotoksik amiloid peptidin hiicre
ici ve disinda birikimine neden olmasi, endoplazmik retikulum stresine yol agmasi ve
hiicrede programlanmig hiicre 6liimiinti aktive etmesi gibi cesitli toksik 6zellikleri,

metabolizmasmin hiicre iginde siki bir sekilde diizenlemesini zorunlu kilmaktadir

(20-24).

Bu nedenle aminoasit olustuktan sonra temel olarak remetilasyona ve
transsiilfiirasyon olmak {izere 2 yolla metabolize edilerek bahsedilen toksik
etkilerinden korunulmaya caligilir. Remetilasyonla metiyonin sentaz enzimi ile tekrar
metiyonin amino asidi olusturulurken, transsiilfiirasyonla sistatyonin beta sentaz

enzimi ile daha sonra sisteine déniistiiriilecek olan sistatyonini olusturur (16). Ik
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yolak bir geri donilisiim reaksiyonunu, ikincisi ise fazla homosisteinin katabolize

edilerek ortamdan uzaklastirilmasini ifade eder.

Saglikli kisilerde remetilasyon ve transsiilfiirasyon yolaklari arasindaki denge
nedeniyle plazma homosistein konsantrasyonlar1 diisiik diizeyde (5-15 pmol/L)
izlenir (5,6). Artmis plazma homosistein diizeyleri ise bu yolaklarda gorev yapan
enzimlerin genetik defektlerine ve/veya caligmalar1 i¢in gerekli olan g¢esitli
vitaminlerin (B6, B12 ve folik asit) eksikligine bagl olarak bu aminoasidin hiicre i¢1
metabolizmasidaki enzimatik bir bozuklugu gdosterir. Bu artisa yanit olarak ta
toksisitenden korunmak amaci ile homosistein hiicre i¢inden digina verildigi ileri

stirtilmistiir (7,8,150).

Sebebi ne olursa olsun artmis plazma homosistein diizeyi ndrolojik, psikiyatrik,
renal bozukluklar gibi olduk¢a genis bir yelpazedeki klinik patoloji ile iliskilidir
(150,151). Bunlar arasinda noérolojik patolojiler neredeyse ilk sirada yer almaktadir.
Bu aminoasit ile ndrolojik bozukluklar arasindaki iliski ilk olarak altmisli yillarin
ortalarinda metiyonin metabolizmasindaki bir enzim olan sistatyonin beta sentaz
enzim yetersizligi olan ve beyin atrofisi, mental retardasyon ve nobetlerle karakterize
klinik bulgular1 olan hastalarda gosterilmistir (14,152). Sonraki yillarda bu hastalara
ilaveten Alzheimer, Parkinson, Demans, strok, orta diizeyde bilissel bozulma gibi
pek cok norolojik bozukluga sahip hastada artmis plazma homosistein diizeyi

bulunmustur (9,10,150).

Yapilan c¢alismalarda yine bu grup bozukluklarda Homosistein’e ilaveten
plazma sistein amino asidinin artti§1 ve siilfat diizeyinin azaldigi bulunmustur
(11,86,153). Artmus sistein diizeyi homosistein metabolizmasinda transsiilfiirasyon
yolagmin saglam oldugunu yani metabolizmanin aksayan ayaginin remetilasyon
stireci oldugunu isaret etmektedir. Bununla uyumlu olarak homosistein
metabolizmasindaki temel 2 enzim olan metiyonin sentaz ve sistatyonin beta sentaz
aktivitelerinin hiicrenin oksidatif ¢evresinden etkilendikleri bulunmustur (11). S6yle
Ki, metiyonin sentaz enziminin oksidasyona duyarl oldugu ve artmig oksidatif streste
aktivitesini azalttig1, sistatyonin beta sentaz enziminin ise zit olarak oksidatif ¢evrede

aktivitesini arttirdigt bulunmustur (13). Her iki durum beraber diisiiniildiigiinde
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artmis oksidatif stres’in remetilasyon siirecini baskilayip transsiilfiirasyon siirecini
arttiracagl ve bu hastalarda saptanan artmig plazma sistein diizeylerine sebep olacagi
olduk¢a makuldiir. Bu biiyiik bir ihtimalle artmis oksidatif stres verilen fizyolojik bir
yanittir (12).

Organizma oksidatif strese cevaben Onemli bir antioksidan olan glutatyonu
olusturan 3 aminoasitten biri (glutatyon glutamat, glisin ve sistein amino asitlerinden
olusmaktadir) ve hiz kisitlayict prekiirsorii olan sistein amino asidinin sentezini
arttrmaktadir. Bununla beraber transsiilfiirasyon yolaginin da aksayan yonleri
olabilir. Soyle ki; yine bu ¢alismalarda belirlenen azalmis siilfat diizeyi ise bu giine
kadar norotoksik etki agisindan yeteri kadar irdelenmemistir. Bu noktada dikkatimizi
ceken konu artmus sisteine ragmen azalmais siilfat diizeyi idi (154). Bu ag¢idan sistein
katabolizmasina daha yakindan bakildiginda, dominant yol olan oksidasyonda sistein
dioksijenaz enzimi etkisi ile sistein, sisteinsiilfinat’a ve daha sonra baslica piruvat ve
stilfite veya hipotaurine g¢evrilir. Daha az etkin yol olan desiilfirasyon da ise CBS ve
CGL enzimleri Homosistein’i serin yerine sistein ile birlestirilir ve homosistein
metabolizmasinda oldugu gibi sistatyonin olusturulur (155). Homosistein
metabolizmasinda CBS Homosistein’i serin ile birlestirirken sistatyoninin yani sira 1
molekiil su aciga c¢ikarken, sistein katabolizmasinda sistatyonin molekiiliiniin
yaninda H,S gazi aciga ¢ikmaktadir. Agiga ¢ikan bu gaz’in hizlica okside edilerek
Once tiosiilfat’a sonrada siilfit molekiiline c¢evrilerek metabolize edildigi
gosterilmistir (156). Sistein katabolizmasinin yukarida bahsedilen her iki formunda

da olusan metabolitler arasinda siilfit’in {izerinde 6nemle durulmasi gerekir.

Siilfit molekiilii noéronlar ilizerine son derece toksik bir molekiildir ve
detoksifikasyonunun yapilamamasi hayatla bagdasmaz. Yaklasik elli yil once
gosterilen siilfit oksidaz enzim yetersizligine sahip bireyler mental retardasyon,
gozlerde dislokasyon beyin atrofisi gibi pek ¢ok noérolojik bozukluk semptomu ile
hayatlarmi en ¢ok 2-3 yaslarina kadar devam ettirebilmektedirler (135). Bu hastalarin
genetik olarak siilfit oksidaz enzim yetersizligine sahip olduklari, kan ve idrarlarmin
stilfit ve metabolitleri agisindan incelenmesinden ve postmortem fibroblast siilfit
oksidaz enzim aktivitelerinin olmadiginin saptanmasindan sonra ortaya ¢ikmistir. Bu

kiikiirt iceren amino asit metabolizma bozuklugu en u¢ sathadaki bir 6rnek olmasina
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ragmen, silfit molekiilin ne oranda toksik oldugunu carpict bir bigimde ortaya

koymasi a¢isindan 6nemlidir (119,122)

Bu endojen maruziyete ilaveten hava kirliligi, ilaglar, yiyecek ve igecekler ile
olmak tizere eksojen olarak da organizma siilfit molekiiline maruz kalmaktadir.
Hava kirliliginin 6nemli bir bileseni olan SO,, soluma ile viicuda alminca
akcigerlerin bol sulu ortaminda derhal siilfit molekiiliine donmekte ve solunum
sisteminde basta bronkokonstriiksiyon olmak iizere alveol kalinlagmasi, alveol
hiperplazisi, akciger 6demi ve akciger kanserine yatkinlik gibi toksik etkilere
(100,101) ayrica beyin timorlerinin goriilme sikliginda artma, gorsel ve
somatosensorial uyarilma potansiyelerinde izlenen latenste uzama, eritrosit
antioksidan defans sistemi ve lipid peroksidasyonunda degisikliklere neden olabilir

(102,103).

SQO7; ilag endiistrisinde oksidasyonu dnlemek ve eriyebilirlik kazandirmak igin
de kullanilmaktadir (104). Ila¢ endiistrisinde inert madde olarak kullanilan jelatin,

kola, dekstroz gibi maddeler de SO7; icermektedir (105).

SO7; gida endiistrisinde yiyecek ve igeceklerde antimikrobiyal, renk ve kivam
koruyucu ve renk agartici, besinlerin kararmasina neden olan melanin olusumunu
engellemek ve dayanikliligini arttirmak gibi pek ¢ok degisik amagla kullanilir
(106,107).

SO7; oksidatif ve oksidatif olmayan olmak iizere 2 sekilde metabolize edilir.
Oksidatif olmayan SO~3 metabolizmasinda, siilfitolizis reaksiyonu ile sistin, okside
glutatyon (GSSG) gibi kiiciik veya daha biiyiik molekiil agirlikli proteinlerle disiilfit
baglar1 araciligi ile birlesir ve s-sulfonat adi verilen bilesigi olusturur (130) veya
SO7; ve 3-merkaptopriivatin reaksiyona girmesi ile tiosiilfat olusur ve bu yolla
idrarla atilir (130). Oksidatif SO™3 metabolizmas1 SO73‘in temel detoksifikasyon
mekanizmasidir. Bu islem viicutta dimerik bir yapiya sahip, mitokondrinin ig
membraninda lokalize ve molibdohemoprotein olan SOX enzimi araciligi ile

yapilmaktadir (131).
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Goriildiigii iizere siilfit molekiiliiniin sistein katabolizmasinin son {iriinii olan
stilfat’tan bir 6nceki molekiil olmasi ve norojeneratif hastaliklarda artmis sistein
diizeylerine ragmen siilfat molekiiliiniin azalmis olmasi, bu hastaliklarda sistein
katabolizmasinda bir bozuklugun olabilecegini diistindiirmiistiir. Bu durumda iki
secenek akla gelmektedir; ya sistein katabolize edilememekte ya da silfit siilfata

cevrilememektedir (21,22)

Homosistein’in, yukarida Ozetlenen ve bizzat kendisine atfedilen toksik
etkilerinin mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir. Ayrica bu giine kadar detayl
olarak caligilan, artmis plazma homosistein ile nérodejeneratif hastalik arasindaki
iligkinin heniiz agiklanmamis pek ¢ok yonii vardir. Son yillarda yapilan caligmalarda
homosisteinin ndronlar {izerine toksik etkisinin, diger norotoksik molekiillerin

etkisini arttirmak sureti ile oldugu gosterilmistir.

Tim bu bilgilerin 1s181inda bizim hipotezimiz, ndrodejeneratif hastaliklarda
sistein amino asidinin artmig, sllfat molekiiliiniin azalmis olmasi goz Oniine
alindiginda Homosistein’in ndrotoksik etkilerine katabolizmasinin son fiirtinlerden
biri olan siilfit molekiiliiniin de aracilik edebilece§i ve homosisteinin
katabolizmasmin transsiilfirasyon yolaginda oOzellikle de siilfit’in siilfata
detoksifikasyon basamaginda bir bozukluk veya yetersizlik neticesinde homosistein
artisgina eslik eden artmis plazma siilfit diizeyi izlenen ndrotoksisitenin onemli bir

bileseni olabilecegidir.

Bu amagla ¢alismamizda noéron hiicre dizisine (SHSY-5Y néroblastoma)
homosistein tek basina ve siilfit ile kombine edilerek verilmis ve olas1 norotoksisite,
sitotoksisite agisindan kolorimetrik bir yontem olan XTT analizi ile genototoksisite
acisindan ise Comet analizi ile degerlendirilmistir. Ayrica hiicre kiiltiirlerinden elde
edilen siipernatantlardan Total Oksidan diizey (TOD) ve Total Antioksidan Diizey
(TAD) belirlenmistir.

Sitotoksisite agisindan incelendiginde gerek siilfit gerekse de homosisteinin
toksisitesi ve bu toksisitenin doza bagli olarak arttig1 izlendi. Ayrica hipotezimizle
uyumlu olarak siilfit ve homosisteinin birlikteligi noroblastoma hiicreleri {izerine

daha toksik bir etkinin ortaya ¢ikmasina sebep oldu. Bu etki 6zellikle homosisteinin
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normal plazma konsantrasyonunun iizerindeki dozlarda belirgin ve istatistiksel olarak

daha anlamli olarak bulundu.

Plazma homosistein diizeyi normal kisilerde 5-15 pM/L diizeyindedir. Bu
diizeyin tlizerinde bulunan plazma homosistein diizeyi 15-30 pM/L araliginda hafif,
30-100 uM/L araliginda orta ve 100 pM/L den daha yiiksek homosistein diizeyleri
ise siddetli hiperhomosisteinemi olarak kabul edilmektedir. Bu diizeyler g6z oniine
almdiginda ozellikle patolojik smirlar i¢inde kabul edilen homosistein dozlar1 ile
beraber uygulanan 0.1, 1 ve 5 mm. ig siilfit dozunda da izlenen toksisitenin

potansiyelize oldugu bulunmustur.

Reist (1998) ve arkadaslar1 da néronal hiicre hatti ile yaptiklar1 ¢alismada,
calismamizla uyumlu bir sekilde 24 saatten sonra siilfitin toksik oldugunu ve

toksisitede en fazla artigin S mM siilfit dozunda gosterdigini bulmuslardir (119).

Homosisteinin sitotoksik etkisinin 25 uM/L dozunda basladig1 ve 100 ve 250

uM/L dozlarinda maksimuma eristigi gdzlenmistir.

Kruman ve arkadaslar1 (2000) ¢alismamizla uyumlu olarak homosisteinin 250

uM dozunda norotoksik etkili oldugunu belirtmisler (22).

Ho ve ark. (2001) da benzer sekilde 250 uM Hcy’nin néronal hiicrelerde
degisik yolaklar1 kullanarak norotoksik etki gosterdigi kanisina varmuglar (157), buna
ilaveten White ve ark. (2001) bu g¢alismay1 destekleyen sonuglar saptamislardir
(158).

Bu bulgu, cesitli hiperhomosisteinemi durumlarinda homosistein plazma
diizeyinin milimolar degerlerine ulastig1 bilindiginden, hiperhomosisteinemi
durumunda ndronlarm toksik etkilere ne kadar acik olabilecegini iyi bir sekilde
gosterir. Homosisteinin norotoksik etkileri ve bunlarin mekanizmalar1 in vitro olarak
laboratuar ortaminda gosterilmisse de, bazi ¢aligmalarda in vivo olarak homosisteinin
direkt olarak norotoksisiteye sebep olmadigini bulan ¢alismalar vardir (21,22).
Ornegin, in vitro olarak toksik etkili bulunan homosisteinin normal plazma diizeyinin
3 kat1 dozda farelerin dorsal hipokampusiine infiize edilmesi, herhangi bir ndrotoksik

etki olusturmamistir (22).
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Bir baska calismada, diyetlerinden folat g¢ikarilan farelerde, plazma
homosistein diizeyi diyetten Oncekinin 10 katina c¢ikmig, benzer sekilde bu
hayvanlarda da herhangi bir norotoksisite izlenmemistir (23). Bu ve benzeri
caligmalarda homosisteinin direkt degil de kainat, 4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropridin
(MPTP) ve beta amiloid gibi ¢esitli norotoksinlerin etkisini potansiyelize ettigi

gosterilmistir (22-24).

Ho ve ark. (2001), Hcy’nin, B-amiloid (AP) peptid ile olusturulan
norotoksisiteyi arttirma olasiligint inceledigi caligmada; Hcy’nin, SH-SY-5Y
ndroblastoma hiicrelerinde sitozolik kalsiyum ve apoptozis artigini indiikleyen f-

amiloid peptidi potansiyelize ettigini belirtmislerdir (157).

Bizim sitotoksisite sonug¢larimizda homosisteinin benzer sekilde diger bir
norotoksik molekiil olan siilfitin toksisitesini potansiyelize ettigini teyit etmistir. Bu
bulgular homosisteinin hastalik patogenezine katkisinin noronlar1 herhangi bir
nedenle olusabilecek toksik etkilere karsi daha dayaniksiz kilmak sureti ile

olabilecegini hipotezini kuvvetlendirmektedir.

Reist ve ark. (1998), siilfit radikallerinin DNA ve protein hasarini uyararak
hiicre O0liimiine neden oldugunu belirtmislerdir. Bir baska calismada da, stlfitin
cesitli kosullar altinda norotoksik ajan olarak rol alabilecegini bildirmigler fakat
stilfitin nérotoksik mekanizmasimin tam olarak aydilatilabilmesi i¢in daha ¢ok in

Vivo ¢alisma yapilmasi gerektigini vurgulamislardir (119).

Normal sartlar altinda canli organizmalar yiiksek diizeyde SOX enzimine
sahiptirler fakat enzimin konsantrasyonu veya aktivitesi ¢esitli durumlarda

azalabilmektedir (yas, baz1 hastaliklar vb...).

Schoneich ve ark. (1995), yiiksek diizeyde siilfit olusan radikalleri ile
reaksiyona girerek olusturdugu toksik etkinin hiicresel bilesenlere ve proteinlere

saldirmast ile olusan toksik etkiden daha fazla oldugunu bildirmislerdir .

Tappaz ve ark. (1996) yaptiklar1 ¢alismada kiikiirt igeren amino asidlerin

normal islevi sirasinda siilfitin beyindeki ndrotoksisitesine bakmislar ancak
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calismamizin aksine SOX enzim eksikligi disinda direk siilfitin norotoksik diizeye

ulasamadigi kanisina varmiglardir (159)

SO7; toksisitesinde serbest radikaller 6nemli bir yer tutmaktadir (117,125). Bu
radikaller temel olarak SO73’in enzim atik olmayan otooksidasyonu, “Horseradish”
peroksidaz (HRP) ve Prostaglandin hidroperoksidaz (PGH sentaz) gibi cesitli
peroksidazlar tarafindan enzim atik oksidasyonu esnasinda olusur (126,127).
Peroksidazlarm enzimatik oksidasyonu esnasinda SO73‘in tek elektron kaybi sonucu
olusan ilk radikal kiikiirttrioksit radikalidir (SO73) (126). SO; radikali ayn1 zamanda
nonenzimatik olarak ¢esitli iyon ve diger radikallerin varliginda da olugsmaktadir. Bu
radikal molekiiler O, ile reaksiyona girerek biiyiik oranda oldukg¢a reaktif olan kiikdirt
peroksil radikali ((O3SOO’) ve daha az miktarda stiperoksit radikali (O7) olusturur
(127). 'O3SO0’nin HSO7 ile reaksiyona girerek hidroksil (OH) radikali olusturdugu
bilinmektedir (126,127). Olusan bu "O3SOO~’nin karsinojenik benzo (o) piren
molekiilii ile reaksiyona girerek kokarsinojenik etkisi oldugu ve SO7, radikali
olusumunu daha da hizlandirdig1 bilinmektedir (128). Bu reaksiyon sonucu olusan
SO7, radikali bir yandan ortamdaki SO~; iyonlar1 ile tepkimeye girerek yeni SO’
radikallerinin olusumuna sebep olurken diger yandan su ile birlesip OH olusumuna
neden olmaktadir (127). SO73¢in yukaridaki bahsedildigi gibi kiikiirt ve O, radikalleri
olusturmasina ilaveten notrofillerde NADPH oksidaz enzimini aktive ederek O

radikali olusumunu arttirdig1 bildirilmistir (129).

Kocabalkan ve ark. yiikksek homosistein konsantrasyonlarinin serbest oksijen

radikallerinde artisa neden oldugu belirlenmistir (160).

Mc Cully 1969, Homosistein diizeylerinin artmasi sonucu H>O olusumu ve
lipit peroksidasyonun arttigini, antioksidan savunma sistemleri etkiledigini ve

bunlarin sonucu olarak endoteliyal hiicreler tizerine toksik etki yarattigini belirtmistir
(49).

Huang ve ark. (2001) yaptiklar1 ¢aligmada, Folat eksikligi bulunan ratlarin
karacigerinde peroksidatif hasar artma nedeni olarak, plazma homosistein

diizeylerinin artmasi gibi giiclii bir oksidan etkinin varligini veya hepatik antioksidan
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mekanizmanmn giiciiniin azalmasi ile oksidatif hasarm siddetlenmesi oldugunu

belirtmislerdir (161).

Vanetura ve ark. (2000) homosistein tarafindan indiiklenen oksidatif stresin,
membran lipit preroksidasyonu Ol¢iimii sonucu, MDA diizeylerinde artis
gbzlemlemis ve metiyonin yiikleme testi yapmislardir. Sonrasinda saglikli denekler
ve kontrol gruplari karsilastirildiginda, yliklemeden 8 saat sonra plazma antioksidan

kapasitede bir azalma rapor etmislerdir (162).

Ho ve ark. (2003) yapmis olduklar1 ¢alismada folat eksikligi ve ndrolojik
hastaliklar arasinda iligkiyi folatsiz SH-SY-5Y noroblastom hiicrelerinde ve
embriyonik kortikal ndron Kkiiltiirlerinde invitro olarak incelemisler sitozolik
kalsiyum, reaktif oksijen tiirleri (ROS), fosfor-tau ve apoptozun arttigini ve bunun
sonucu olarakta folat eksikliginin Hcy olusumu iizerinden eksitotoksisite ve ROS

artig1 ile AD noropatolojisini arttirabilecegini bildirilmistir (21).

Serbest radikallerin hiicre hasarindaki rolleri de c¢ok iyi bilinen bir konudur.
SO73¢in toksik etkilerinin ortaya ¢ikmasmdaki en dnemli mekanizmanm kiikiirt ve O,
merkezli radikaller oldugu diistiniildiigiinde siilfitin ve homosisteinin gerek tek
baslarina gerekse de beraber kullanildiginda izlenen sitotoksik etkide oksidan stresin
roliinii arastirmak icin TOS, TAS ve OSI parametrelerini kullandik. Bu deneylerde
izlenen sitotoksitedeki oksidan stresin roliinii a¢ik bir sekilde ortaya koyabilmek i¢in
yiiksek dozlardaki homosistein (250 uM) ve siilfit (5 mM) dozlarmi sectik. TOS
sonuglar1 6n gordiiglimiiz gibi siilfit grubunda artmis bir oksidatif stresi isaret
etmekte fakat homosisteinin bu artisa ilave bir katkisinin olmadigini gostermekteydi.
Bilindigi gibi oksidan stres ile antioksidan sistem arasinda bir denge vardir. Oksidatif
stresin ortaya ¢ikmasi bu dengenin oksidanlar lehine bozulmasi ile ortaya ¢ikar. Bu
yiizden tek basma oksidatif stres belirteclerinin belirlenmesi oksidan stres acisinda
saglikli bir degerlendirme olmayabilir. Nitekim arastirmamizda antioksidan
kapasiteyi de belirleyerek oksidatif stres indeksi hesaplamasi yaptigimizda oksidan
stresin en yiiksek olarak siilfit+homosistein grubunda oldugunu gordiik. Gerek siilfit
gereksede homosisteinin tek basma oksidatif stres indeksini kontrole goére arttirdig:

izlense de bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmustiir.
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Calismamizda hipotezimizi genototoksisite agisindan da test etmek i¢in Comet
analizini kullandik. Comet yonteminin temel prensibi hiicrelerin DNA’larmi tek tek
inceleyerek kimyasal ve fiziksel nedenlerle olusan genotoksik ve sitotoksik etkisi
muhtemel ajanlarin canli hiicreler tizerindeki etkilerini tespit etmektir. Genel olarak,
canli dokulardan izole edilen ¢ekirdek i¢indeki DNA, ince bir agaroz jel i¢ine fikse
edilir ve elektroforetik ortamda yiiriitiilir. Eger cesitli genotoksik ajanlarla
hasarlanan DNA’lar tamir mekanizmalari ile tamir edilememis, tek veya ¢ift DNA
zincirlerinde kirilmalar olusmus ise kirilan farkli molekiil agirliklarina ve farkh
elektrik yiikiine sahip kirilmis DNA molekiilleri elektroforetik ortamda farkli
hizlarda go¢ ederler. Bu molekiiller DNA spesifik boyalarla boyanip floresan
mikroskop altinda incelendiginde hasarin derecesine gére DNA’lar dairesel formdan
kuyruklu yildiza benzer forma kadar cesitli derecelerde goriintiiler olusturlar

(163,164) .

Didenko (2006) ve Fidan, DNA hasar1 olusmaya baslamis ise fragmentlerin
miktarina, DNA zincir kiriklarina ve alkali-labil bolgelerin seviyesine bagli olarak
normalde diizglin kenarli goriintiinin DNA kiriklarinin  ¢ekirdek digmna goci
nedeniyle diizensiz bir hal aldigini1 ve merkezden kenara dogru uzama goriildiigiinii
ve bu uzamanm hasar ile dogru orantili oldugunu belirtmislerdir. Bizim
sonuglarimizda literatiirdeki DNA hasar1 arttikca DNA kiriklarinin kuyruga dogru
gbeiine bagli uzayip kuyruklu goriintii almasi ile uyumlu idi. Buda bize homosistein
ve siilfitin kombine kullanimi ile ¢ok daha fazla genototoksisiteye neden oldugunu

gostermistir (165,166).

Kruman ve ark. (2000) yaptiklar1 ¢alismada ndronal hiicre 6liimiinii comet
yontemi ile degerlendirdiklerinde 250 uM hcy dozunda 1. saatte DNA hasarinda
anlamli bir artig saptamiglar ( p<0.01), 2. ve 3. Saatte ise DNA hasarinin daha fazla
arttigini saptamiglardir ( p<0.001) (22).

Siilfit, homosistein ve bunlarm birlikteliginde go6zlenebilecek olasi
genototoksisite Comet Assay IV yazilimi ile bas uzunlugu, bas yogunlugu, kuyruk
uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti parametrelerini kullanarak

degerlendirdik. Bu parametrelerin hepsinde hipotezimize uygun olarak siilfit ve
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homosisteinin ~ tek  baslarma  olusturduklar1  genototoksisitenin  beraber

uygulandiklarinda aditif bir etkiyle daha da arttirdig1 gézlemlenmistir.

Sonuglar1 6zetlemek gerekirse bas uzunlugu homosistein ve siilfit gruplarinda
kontrole gore anlamli olarak azalirken ikisinin birlikteligi bu genototoksik etkiyi
daha da arttirtyordu. Bu bulgu ile uyumlu olarak bas yogunlugunun da benzer bir
kalipla azaldigi izlendi. Pargalanan genetik materyalin kuyruga ait parametreleri olan
kuyruk uzunlugu, migrasyonu, yogunlugu ve momenti ise benzer sekilde kontrole
gore stlfit ve homosistein gruplarinda anlamli olarak arttigi, her iki ajanin birlikte
uygulandiginda bu artisin kuyruk migrasyonu hari¢ diger parametrelerde istatistiksel
olarak daha da 6nemli oranda oldugu bulunmustur. Literatiirle uyumlu olarak hem
homosisteinin hem de siilfitin genotoksik etkileri oldugunu arastirmamiz teyit
etmistir (38,161). Homosisteinin spesifik membran tasiyicilari ile hizlica hiicre igine
alindig1 ve DNA metilasyon siklusunu bozarak DNA ipliklerinde kirilmalara yol
acabilecegi belirtilmistir.

Siilfitin DNA {izerine olan genotoksik etkisi ise pek c¢ok arastirmaya konu
olmustur. Ornegin CHO-AS52, CHL, hamster V79 gibi hiicre dizilerinde ve
fibroblastlarda DNA mutasyonlarina ve hasarlarina yol agtig1 gosterilmistir. Ayrica
ikisinin birlikteligi ile bu etkinin potansiyelize edildigi literatiirde ilk defa

arastirmamizin sonuglar1 géstermistir.

Gerek homosisteinin, gerek siilfitin gerekse de ikisinin birlikteligi ile ortaya
cikan sinerjistik genototoksik etkiye oksidan stres aracilik etmis olabilir. Oksidan
stresin niikleik asit bazlarin1 hasarladig: tek ve ¢ift iplik DNA kiriklarina sebebiyet

verdigi iy1 bilinmektedir.

Homosisteinin oksidatif stresi arttirarak amiloid peptidin neden oldugu
norotoksisiteyi arttirdigi bilinir. Yine homosisteine bagli toksisitenin pek ¢ok
aragtirmada antioksidanlarla azaltildig1 veya onlenebildiginin gosterilmesi, neden
oldugu toksisitede oksidatif stresin yerini onemli hale getirmektedir. Daha ©once
bahsedildigi gibi siilfit molekiiliiniin ortaya ¢ikan toksisitesindeki oksidan stresin
dominant rolii ve géz dniine alindiginda bu fenomen ikisinin birlikte ortaya ¢ikardigi

genototoksisitede 6nemli bir yer tutabilir. Nitekim bizde arastirmamizda oksidatif
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stres indeksini her ikisinin beraber uygulandiklari durumda diger gruplarla
karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksek bulduk Bu toksisitelerinde gozlenen

sinerjistik etkide oksidatif stresin 6nemli yer tuttugunu teyit etmektedir.

Sonug olarak, arastirmamiz homosisteinin kendine ait direkt toksisitesine
ilaveten diger toksik molekiillerin toksisitesini arttirabilecegi ve bu etkinin direkt
toksisitesinden daha onemli oldugu yoniindeki bulgular1 kismen teyit etmistir. Siilfit
molekiiliiniin  diger c¢alismalardaki gibi eksojen degil aksine homosistein
metabolizmasi ile ilgili endojen bir nérotoksin olmasi ikisinin beraberliginde ciddi
bir ndrotoksisite ortaya ¢ikarmalarma neden olabilir. Ozellikle sitotoksisitede izlenen
normalden yiiksek homosistein dozlarinda siilfit molekiiliiniin toksisitesinde ki artigin
sebeplerinin ve ndrodejeneratif hastaliklarda artmis siilfit diizeyinin olup olmadigi

konusunda daha ileri ¢aligmalari yapilmasini gerektirmektedir.
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SONUC VE ONERILER

1) Aragtirmamiz siilfit ve homosisteinin bilinen norotoksik etkilerini ve

bu etkinin doza bagiml olarak artigini literatiirle uyumlu olarak teyit etmistir.

2) Calismamizda SH-SYS5Y hiicre serisinde homosisteinin en toksik dozu

250 uM, siilfitin en toksik dozu ise 5 mM olarak belirlenmistir

3) Stlfitin her dozunun, 6zellikle patolojik diizeylerdeki homosistein ile

birlikteliginin gézlenen sitotoksisitede anlamli artisa sebep oldugu izlenmistir.

4) Bu toksisitede oksidan stresin 6nemli rol oynadigi bulunmustur.

5) Ayrica siilfit ve homosisteinin tek baslarina ve beraber olusturduklari
toksisite comet yontemiyle incelenmis, siilfit ve homosisteinin birlikte
uygulandiginda SH-SY5Y hiicre serisi lizerine tek baslarina yaptiklar1 etkiden daha

belirgin bir genototoksik etkinsinin oldugu ortaya ¢ikmustir.

6) Homosisteinin kendine ait direkt toksisitesine ilaveten diger toksik
molekiillerin toksisitesini arttirabilecegi ve bu etkinin direkt toksisitesinden daha

onemli oldugu yoniindeki bulgular1 kismen teyit etmistir

7) Sitotoksisitede izlenen yiiksek homosistein dozlarinda siilfit
molekiiliiniin toksisitesinde ki artis sebeplerinin ve norodejeneratif hastaliklarda
artmus siilfit diizeyinin olup olmadig1 konusunda daha ileri ¢aligmalarin yapilmasini

gerektirmektedir.
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