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ARASTIRILMASI
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Ylkseklisans Tezi, Fizyoloji AD
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Vural KUCUKATAY

Temmuz 2016, 61 Sayfa

Norodejeneratif hastaliklarin dnemli bir ortak 6zelligi bozulmus kikdirt iceren aminoasit
metabolizmasidir. Bu bozuklugun kaniti ise yine bu hastalarin plazmalarinda artmis
olarak bulunan homosistein dizeyidir. Noérodejenerasyonda homosisteine ilaveten
plazma sistein dizeyinin arttigi, silfat dizeyinin ise azaldigi bilinmektedir. Sistein
katabolizmasinin son reaksiyonu olan silfit'in silfata ¢evriime asamasinda bir bozukluk
olabilecegi hipotezi ile Alzheimer Hastasi (AH) (32) ve kontrol grubu (31) olarak
belirledigimiz saglikli bireylerden kan oérnekleri alindi. Plazma sulfit dizeyleri Ultra
Performansh Sivi Kromatografi-Tandem Kiitle Spektrometresi (UPLC-MS/MS)
kullanilarak o6lculdi. Ayni kanlardan elde edilen serumdan ise siilfat, total antioksidan
dizeyleri (TAD), total oksidan dizeyleri (TOD) ticari kitler ile 6lguldu. TAD ve TOD
degerleri kullanilarak oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplandi. TAD agisindan AH ve
kontrol grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi. TOD ise kontrol
grubunda AH grubuna gére istatistiksel olarak anlaml sekilde ylksek bulunmussa da,
OSi'nin AH grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig
bulunmustur. AH grubunun silfat dizeyi ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamh bir sekilde dusik iken, silfit dizeyinin énemli oranda arttigi bulunmustur.
Ozetle, calismamizda AH’da artmis bir oksidan stres bulunmazken, artmis silfit ve
azalmis sulfat dizeylerinin bulunmustur. Bu bulgular AH’da transsulflirasyon yolaginda
bir sorun olabilecegini glgli bir sekilde vurgulamigtir.

Anahtar Kelimeler: Noérodejenerasyon, Alzheimer Hastaligi, Oksidatif Stres, Silfit,
Sdulfat.
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ABSTRACT

CYSTEINE CATABOLISM iN ALZHEIMER'S DISEASE: INVESTIGATION OF
POSSIBLE ROLE OF SULFITE MOLECULE ON NEURODEGENERATION

Ekbig, Yusuf
M. Sc.Thesis in Physiology
Supervisor: Prof. Vural KUCUKATAY

July 2016, 61 Pages

Neurodegenerative disease shares one important feature that is a disorder in
metabolism of sulfur-containing amino acids. The evidence for this disorder is elevated
plasma levels of homocysteine in patients with neurodegenerative disease. In addition
to elevated plasma homocystein level, Some clinical studies have also found increased
plasma cystein and decreased sulphate level in patients with Motor neuron disease,
Parkinson’s and Alzheimer’'s disease. The aim of this study was to investigate a
possible defect the transsulfuration pathway which convert to sulfite to sulfate. For this
purpose, Alzheimer's disease (AD) (32) and healthy control groups (31) were used.
blood samples were taken from groups and The following parameters were evaluated:
plasma total oxidant status (TOS), total antioxidant status (TAS) and sulfate level by
using a commercial kit. The ratio of TOS to TAS was accepted as OSI. Plasma levels
of sulfide were measured using an ultraperformance liquid chromatographic tandem
mass spectrometry (UPLC-MS/MS). There is no statistically significant difference
between the AD and control groups in terms of TAS. Although TOS value in AD group
were found to be statistically significantly higher compared to the control group, OSI
value did not chance in all groups. While sulfate level of the AH group were statistically
significantly lower compared to the control group, levels of sulfites was found to be
significantly increased. In summary, these findings strongly emphasized that might be a
problem with the pathway transsulphuration in AD

Key Words: Neurodegeneration, Alzheimer’s disease, oxidative stress, sulfite, sulfate
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1. GIRIS

Homosistein (Hcy;HSCH2CH2CH(NH2)CO2H, 2-amino-4-merkaptobuitirik
asit) disaridan besinle alinamayan, metiyonin aminoasidinin metabolizmasi esnasinda
bir ara drin olarak olusan, proteinlerin yapisina katilmayan, sulfir iceren bir amino
asittir (Lehninge vd. 2000, Finkelstein 2000). Homosistein (Hcy) ilk olarak 1932 yilinda
Amerikali biyokimyaci Vincent Du Vigneaud tarafindan bulunmustur (Finkelstein 2000).
Son yillarda yapilan calismalarda, plazma total homosistein seviyesinin; bdbrek
yetmezligi, koroner kalp hastaligi, periferik arteriyel hastalik, diyabet, sistemik lupus
eritematozis ve vendz tromboembolizm gibi hastaliklara sahip bireylerde olasi
kardiyovaskuler olaylarin ve bu olaylar sonucunda mortalitenin iyi bir prediktoru oldugu
bildiriimektedir (Finkelstein 2000, Selhub 1999, Mattson vd. 2002). Artmis plazma
homosistein dizeyi nérolojik, psikiyatrik, renal bozukluklar gibi oldukg¢a genis bir
yelpazedeki klinik patoloji ile iligkilidir (Martignoni vd. 2007, Muller vd. 2005, Applebaum
J. vd. 2004, Bostom ve Culleton 1999). Bunlar arasinda ndérolojik patolojiler neredeyse
ilk sirada yer almaktadir. Bu aminoasit ile ndrolojik bozukluklar arasindaki iligki ilk
olarak altmigh yillarin ortalarinda methionin metabolizmasindaki bir enzim olan
sistatyonin beta sentaz enzim yetersizligi olan ve beyin atrofisi, mental retardasyon ve
ndbetlerle karakterize klinik bulgulari olan hastalarda gosterilmigtir (Brattstrom L vd.
1988, Mattson vd. 2002). Sonraki yillarda bu hastalara ilaveten Alzheimer, Parkinson,
Demans, inme, orta diizeyde bilissel bozulma (Mild Cognitive Impairment) gibi pek ¢ok
norolojik bozukluga sahip hastada artmig plazma homosistein dizeyi bulunmustur
(Jochemsen 2013, Seshadri vd. 2002, Obeid vd. 2006). Ayrica bu artmis dizeyin
sayllan hastaliklarin klinik belirtilerinin gérilmesinden seneler 6nce ortaya ¢ikabildigi ve
bu patolojilerin olusmasinda rol alan diger faktorlerden badimsiz olarak hastalik
gelisme riskini arttirdigi gosterilmistir (Seshadri vd. 2002, Medina vd. 2001,
Jochemsen 2013, Mattson vd. 2000). Son zamanlardaki ¢calisma verilerine dayanarak
potansiyel bir biyomarker 06zelligi gosteren Hcy’ nin biling bozuklugu ile bir iligki
gostermesine ragmen bunun nedensel roli dogrulanamamistir. Bununla birlikte plasma
Hcy seviyesindeki her 5 umol/L artisin, demansta %40 oraninda bir artisa yol actigi
bildiriimektedir (Herrmann ve Obeid 2011). Yukarida anlatilan cesitli toksik 6zellikleri
nedeniyle homosistein metabolizmasinin hiicre iginde siki bir sekilde dizenlenmesi

hayati 6nem tasir. Bu nedenle homosistein olustuktan sonra temel olarak remetilasyon
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ve transsulfirasyon olmak Uzere 2 yolla metabolize edilerek bahsedilen toksik
etkilerinden korunulmaya caligilir. Remetilasyon, methionin sentaz enzimi tarafindan
katalizlenen geri donusumli bir yolaktir. Bu yolakta metiltetrahidrofolat'tan (MTHF)
alinan metil grubu methionin sentaz ile homosistein’e aktarilir ve tekrar methionin
olusturulur (Medina MA. vd. 2001). Transsiilflirasyon ise geri dontsiimsUz bir yolaktir.
Sistatyonin beta sentaz enzimi homosistein ile serin’i birlestirerek daha sonra sistein’e
dénustirilecek olan sistatyonin’i olusturur (Brosnan 2006). ilk yolak bir geri dontisim
reaksiyonunu, ikincisi ise fazla homosistein’in katabolize edilerek ortamdan
uzaklastiriimasini ifade eder.

Yapilan calismalar noérodejeneratif hastaliklarda homosistein’e ilaveten
plazma sistein dlzeyinin arttigini, stlfat dizeyinin ise azaldigini gostermistir (Taoka S.
vd. 1998). Bu homosistein metabolizmasinda remetilasyon yolaginda bir problemin
olmasina ragmen transsulfirasyon yolaginin saglam oldugunu isaret etmektedir.
Sistein katabolizmasinin son GrinG olan sulfat, sdlfit adi verilen molekilden siilfit
oksidaz enzimi araciligi ile olusur. Gugli bir nérotoksik bilesik olan sulfit (SO73)'in direkt
veya dolayli olarak pek ¢ok etkisi bildirilmistir (Mudd SH vd. 1967, McFadden SA 1996,
Agar A vd. 2000, Heafield MT vd. 1990). Motor ndron hastaligi, Parkinson ve Alzheimer
gibi cesitli nérolojik hastaliklarda bozulmus kikirt metabolizmasi rapor edilmistir. Bu
hastalarda, sistein aminoasit’inin plazma dizeyinin arttiyi bulunmustur. Bu aminoasit,
endojen SO7; olusumunda Uretilen SO73in ana kaynagidir. Yine ayni hastalarda
ksenobiyotiklerin SO™;‘la konjugasyonunda bir bozukluk ve artmis sistein/ sulfat (SO7,)
orani saptanmistir (Heafield MT vd. 1990). Bunun anlami, organizmanin hem SO7'in
hem de SO7,la detoksifiye edilecek olan gesitli ksenobiyotiklerin zararl etkisine karsi
savunmasiz kalmasidir. SO7; olusumunun 6nemli bir kaynagi, daha 6nce anlatildigi
gibi SO73‘in siilfit oksidaz enzimi (SOX) ile katabolizmasidir (Cohen HJ vd. 1971). Bu
hastalarda SOX aktivitesi ve SO7; diizeyinin ne oldudu bilinmese de, hastaliklarinin
patogenezinde SO7; metabolizmasindaki bir defektin rol alabilecegdi bildiriimigtir
(Heafield MT vd. 1990).

1.1. Amag

Bu calismadaki amag, cesitli nérodejeneratif hastaliklarda bozulmus kikart
iceren aminoasit metabolizmasinda; bu bozuklugun su ana kadar galisilmamis yénu
olan ve yine kukuirt iceren bir aminoasit olan sistein katabolizmasinin Alzheimer
Hastaliginda arastiriimasidir. Bu katabolizmanin belki de en dnemli basamagi, sistein

yikimi  esnasinda olugsan sulfit molekdlinin sulfit oksidaz enzimi ile silfata
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dondstirtlmesidir. Bu basamak silfitin baslica néronlara olmak Gzere pek ¢ok hiicreye
son derece toksik etkileri olan bir molekul olmasi ve hizla ortamdan uzaklastiriimasinin
zorunlu olmasindan dolay! 6nemlidir. Bu detoksifikasyonun yapilamamasi veya yeterli
etkinlikte olmamasi sUlfit toksisitesine neden olacagi gibi, organizmanin pek ¢ok
cevresel toksinin detoksifikasyonu igin ihtiyagc duydugu sulfat molekdlinin de
yetersizligine yol acar. Bu durum organizmanin hem endojen hem de eksojen
norotoksik ajanlarin etkisine acgik kalacadi anlamini tasir. Tibbi literatir de artmis
sistein azalmis sullfat plazma degerleri bildiriimisse de siilfit molekdll ile iligkisi
kurulmamis, calismalar yine kukirt igeren aminoasitlerden olusan homosistein
metabolizmasinin remetilasyon yolagi tizerine yogunlagsmistir. Tim bunlar géz éniine
alindiginda, bu tip rahatsizliklarda gézlenen nérotoksisite ile olasi artmis sdlfit dizeyi
kolaylikla iliskilendirilebilir. Boyle bir iliskinin kurulmasini saglayacak ciktilar bu tip

hastaliklarda tani ve tedavi yontemlerinin gelistiriimesine katkida bulunacaktir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMALARI

2.1. Nérodejenerasyon Tanim ve Ozellikleri

Noéron ve iligkili sistemlerin anatomik ve fizyolojik olarak cesitli nedenlerle
etkilenip bozulmasi noérodejenerasyon olarak tanimlanmaktadir. Doku kaybi ve
dejenerasyon terimleri néron sistemleri veya alt gruplarinda gdézlenen olaylari
icermekte, kalitsal ve edinsel sinir sisteminin tim hastaliklarini kapsamaktadir (Du J. vd
2009). Hucresel dizeyde ndronal dejenerasyon ile sonlanan birbirinden farkl birgcok
mekanizma yer almaktadir. Alzheimer, Parkinson, Huntington Koresi ve ALS gibi bazi
nérodejeneratif hastaliklarda hatali protein Uretimi, oksijen radikali yapiminda artis,
hicre ici kalsiyum artisi gibi mekanizmalarla gergceklesen apoptozun néron kaybina yol
actig1 gosterilmistir (Bredesen DE. vd. 2006). Bir diger mekanizma da nérodejeneratif
bozukluklarin bircogunda toksik etkilere sahip agregasyona vyatkin proteinlerin
birikimiyle olusan néronal hasardir. (Olanov CV. ve McNaught 2006). Néronlarin yavas
kaybiyla olusan tim patolojik sureglerde sadece hicre gdvdeleri degdil dentritler,
aksonlar ve miyelin kiliflar da etkilenerek hasara ugrar ve ortamdan kalkar. Ancak
surecin yavagligi nedeniyle siddetli bir doku reaksiyonu veya hicresel yanit yoktur (Du
J. vd 2009, Komatsu M. vd. 2006).

Alzheimer hastaliinda patolojik degisiklikler daha az segici ve daha yaygin
olsalar da, hasar hala buylk oranda serebral korteks néronlari ile sinirli kalir (Du J. vd
2009).

2.1.1. Norodejeneratif Hastaliklar

Multipl skleroz (MS), ALS, Alzheimer, Parkinson, Huntington, Pick, motor
néron hastaliklari nérodejeneratif hastaliklar olarak tanimlanmaktadir. Ozellikle
Alzheimer, MS ve Parkinson yaygin olarak g6zlenen nérodejeneratif hastaliklardandir.

Dejeneratif hastaliklarin; herediter veya genetik faktéri bilinenler disinda
etiyolojik olarak siniflandirmalari olanaksiz oldugundan pratik olmasi igin klinik

belirtilere ve patolojilerine gore ayirmak daha uygun bulunmustur (Allan HR. ve Robert



HB. 2006). Bu siniflandirmaya goére; Alzheimer hastalii ilerleyici demans belirtileri

gOsteren yaygin serebral atrofi grubuna girmektedir.

2.1.2. Alzheimer Hastaligi

Alzheimer hastaligi duygu ve davranis bozukluklarinin eglik ettigi biligsel
islevlerde ilerleyici hasar ile karakterize olan, tedavisi olmayan &nemli bir
nérodejeneratif hastaliktir. ilk kez 1907 yilinda Alois Alzheimer tarafindan belirlenmistir.
Alzheimer hastaligi 40’li yaslarda ortaya ciksada ortalama gorilme yasi 65 ve Gzeridir
(Maurer K. vd. 1997).

Alzheimer hastali§i kiside kavrama iglevinde artan gerileme, aktivitelerinin
blylk olgude bozulmasi ve bunama ile kendini gostermektedir. Hastaligin
tanimlanmasindan sonraki yasam suresi ortalama 2 ile 20 yil arasindadir. Hastaligin
gorulme sikligi 60-69 yas grubu insanlarda yaklasik binde 3'tir, 70-79 yas grubu
insanlarda binde 32, 80 yas Uzerindeki insanlarda binde 108’dir. Alzheimer hastalarinin
yasam sureleri beklenenin yarisina inmigtir. Bunun nedeni temel olarak solunum ve
kardiyovaskuler sistem bozukluklari ile yetersiz beslenme ve henuz sebebi net olarak
bilinmeyen bagka nedenlere baglidir (Schoenberg B. vd. 1987).

Alzheimer hastaliginda genetik faktorlere bagli ailesel gecise dikkat
cekilmektedir. Hastalik baslangici 45 yas ve altinda ise genellikle otozomal dominant
gecisten sb6z edilmektedir ve en sik olarak PS1 gen mutasyonu neden olarak
gosterilmektedir (Nee LE. vd. 1987). Hastaligin baslangicinda yakin hafizada,
hastaligin ilerleyen dénemlerinde olarak uzak hafizada bozulma ortaya ¢ikar. Hastalik
ileri evrelere ulagsana kadar uyaniklik, uyarilabilirlik ve motor islevlerde belirgin hasar
goérulmemektedir. Hasta bireyler hastaligin ileri seviyelerinde bilinglerini tamamen
kaybederler bu asamaya kadar hastalik araliksiz devam eder (Knopman DS. vd. 2001).

GUnUumuzdeki galismalar Alzheimer Hastaliginda klinik bulgularin ortaya
¢cikmadan 15-20 yil 6nce patolojik degisikliklerin oldugunu ortaya koymustur.

Alzheimer hastaliginin tedavisinde ise pirimer amac¢ hastaliin bilissel
belirtilerini duzeltmedir, bu olmazsa hastaligin gidisatini durdurmak, en son durumda

ise ilerleyisini yavaglatmaktir (Reisberg B. vd. 2003).
2.1.3. Alzheimer Hastaliginda G6zlenen Fizyolojik Degisiklikler
Hastaliginin ileri evrelerinde beyinde meydana gelen yodun doku atrofisi ile

beyin agirhginin %20’ den fazlasi kaybedilir. Serebral kivrimlar daralir ve sulkuslar

genigler. Uclincli ve lateral ventrikiiller degisen derecelerde simetrik olarak genisler.



Atrofi sureci 6zellikle frontal, temporal ve pariyetal loblarda belirgin bir sekilde kendini
gOsterir. Manyetik rezonans goérintileme (MRG) incelemesinde en dnemli bulgu asiri
hipokampus atrofisidir (Scahill R.I. vd. 2002).

Mikroskobik incelemede ise yaygin sinir hicresi kaybi vardir. Anterior
talamik ve septal gekirdekler, diagonal Broca bandi, amigdala ve monoaminerjik beyin
sap! alanlari da kayba ugrar. Serebral kortekste, hlcre kaybi temel olarak buyuk
piramidal néronlari etkiler. Rezidlel néronlar hacim ve ribontkleoprotein kaybina ugrar.
Dendritleri kaybolur, sinaps ve ndropil kaybi nedeniyle hicreler kimelesirler
(Delacourte A. vd. 1999). Bunlara ilave olarak hastaliga 6zgt mikroskobik ¢ bulgu s6z
konusudur. Birincisi, néronlarin granllovakiolar dejenerasyonudur ve en c¢ok
hipokampusin piramidal tabakasinda belirgindir. Noritik plaklar ve nérofibriler
degisikliklere tim serebral kortekste rastlanir. Demansin siddeti, norofibriler yumak ve
néron kaybinin siddetiyle dogru orantilidir. ikincisi, sinir hiicresinin stoplazmasi icinde
kalin lif seklinde gumusle boyanan seritler go6zlenir. Bunlar genellikle yumak
seklindedirler. Bu sekiller mikrotlbuller tau proteininin hiperfosforile formlarindan
olusurlar. Uglincli degisiklikte ise kiresel, sekilsiz materyal depolanmalari serebral
korteksin timine dagimistir. Agregatlarin merkezi amiloid proteinidir ve c¢evreleri
dejeneratif sinir terminalleri ile sariimigtir. Bunlar senil veya néritik plakalar olarak da
adlandirilir. Amiloid proteinler serebral korteks boyunca olgunlasmamig ve yaygin bir
sekilde organizasyonsuz ve kor olusumu yapmaksizin dagilmislardir ve temel olarak

immunohistokimyasal yontemlerle belirlenirler (Arriagada PV. vd. 1992).

2.2. Aminoasitler

Yapilarinda hem amin (-NH3) hem de karboksil (-COOH) fonksiyonel
gruplarini iceren molekullerdir. Aminoasitlerin peptit baglariyla u¢ uca eklenmesiyle
olusturduklari kisa polimer zincirler peptid, uzun polimer zincirler ise polipeptid veya

protein olarak adlandirilirlar (Sekil 2.1).

Polipeptid zinciri

Amino grubu
NH_

H—c —{cooH = .
eerbeRsn Aminoasit
arubu

R grubu

Sekil 2.1 Aminoasitlerin genel yapisi.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Polimer
https://tr.wikipedia.org/wiki/Protein

2.2.1.Kiikurt iceren Aminoasitler

Kikurt iceren aminoasitler icerisinde en ¢ok bilineni sistein, metiyonin ve
metiyoninin katabolizmasi sirasinda olusan homosisteindir. Bu aminoasitlerden sadece
sistein ve metiyonin proteinlerin yapisina katilir ve hiicre metabolizmasinda kritik rol
alirlar (Sekil 2. 2) (John T. 2006).

Sistein (Cys) proteinleri olusturan 20 aminoasitten biridir. Yan zincirinde
kikurt grubu icerir. Polar 6zelliktedir, ancak fizyolojik pH'da ylkslizdir. Non esansiyel
ve glukojeniktir. 20 aminoasit arasinda sadece sistein yan zincirinde fonksiyonel
bir thiol grubu  bulundurur.  Thiol gruplarinin  okside olmasiyla iki sistein
arasinda disdlfit bagi olusturulabilir. Bu bagin olusumu geri gevrilebilir bir reaksiyondur.
Disulfit baglarini olusturabilmesi sebebiyle sistein birgok proteinin i¢c boyutlu yapisinin
olusturulmasinda  belirleyici rol oynar (M.K.R. Harper Biyokimya, 25,
N.Dikmen, T.Ozgiinen, Nobel Tip Kitabevi, istanbul, 2004-877).

0

OH

NH,

METIYONIN SISTEIN HOMOSISTEIN
Sekil 2.2. Kiikirt igeren Aminoasitlerin Yapisi

Metiyonin tiyoeter tlrevi esansiyal bir aminoasittir. Batin Proteinlerin
yapilarinda vardir. Ug sekilde olusabilir, endojen proteinlerin bozulmasi sonucu veya
homaosisteinin remetilasyonuyla ya da diyetle. Bu esansiyel aminoasitin biyolojik 6énemi;
cesitli biyolojik molekuller igin S-Adenozilmetiyonine (SAM) cevrilerek metil kaynagi
olmasindan, transsilfurizasyon yolu ile sistein aminoasidinin  olusumunu

saglamasindan, kaynaklanmaktadir (Finkelstein 2000).

2.3. Homosistein(Hcy)

Homosistein ilk olarak 1932 yilinda bulunmus kuikart iceren bir aminoasittir
(De Vigneaud VE 1932). Esansiyel bir aminoasit olan methionin’in katabolizmasi

esnasinda olusan, herhangi bir protein yapisina katiimayan ve 135.2 dalton agirhginda


https://tr.wikipedia.org/wiki/Protein
https://tr.wikipedia.org/wiki/Aminoasit
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Thiol&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/Dis%C3%BClfit

olan bu aminoasidin olusumundaki ilk basamak methionin’in metionin adenozil
transferaz (MAT) enzimi ile adenillenmesidir (Lehninger AL 2000). Bu reaksiyon
sonucu S-adenozilmethionin (SAM) olusur. Bu molekul bilinen tim biyolojik metilasyon
islemlerinde metil vericisi olarak gorev yapmaktadir (Clarke S. 2001). Katabolizmanin
bir sonraki reaksiyonu SAM molekulinin metil transferaz (MT) enzimi ile
demetilasyonu sonucu S-adenozilhomosistein (SAH) olugsumudur. Homosistein
olusumundaki son basamak ise SAH’in SAH hidrolazlar ile homosistein’e ¢evrilmesidir
(Lehninger AL 2000). Homosistein'in NMDA reseptoérlerininin agonisti olmasi (Lipton
SA, vd. 1997), oksidatif stres’e neden olmasi (Ho PI, vd. 2003), metilasyon kapasitesini
azaltmasi (Kruman Il 2000), noérotoksik amiloid peptidin hiicre ici ve disinda birikimine
neden olmasi (Kruman |l 2002), endoplazmik retikulum stresine yol acmasi (Sai X
2002) ve hicrede programlanmis hicre olimini aktive etmesi (Kruman Il 2000), gibi
cesitli toksik oOzellikleri nedeniyle, metabolizmasinin hicre icinde siki bir sekilde
duzenlenmesi hayati 6nem tasir. Bu nedenle homosistein olustuktan sonra temel
olarak remetilasyon ve transsiulfirasyon olmak Uzere 2 yolla metabolize edilerek
bahsedilen toksik etkilerinden korunulmaya caligilir. Remetilasyon, methionin sentaz
enzimi tarafindan katalizienen geri déndsUmli  bir yolaktir. Bu yolakta
metiltetrahidrofolat'tan (MTHF) alinan metil grubu methionin sentaz ile homosistein’e
aktarilir ve tekrar methionin olusturulur. Transsulfirasyon ise geri donlisimsiz bir
yolaktir. Sistatyonin beta sentaz enzimi homosistein ile serin’i birlestirerek daha sonra
sistein’e dénustirilecek olan sistatyonin’i olugturur (Sekil 2.2.) (Brosnan JT 2006). ilk
yolak bir geri donligim reaksiyonunu, ikincisi ise fazla homosistein’in katabolize

edilerek ortamdan uzaklastiriimasini ifade eder.

2.3.1. Kanda Homosistein Seviyeleri

Plasma ve serumdaki total Hcy miktari kandaki Hcy miktarini belirler. Total
Hcy’ nin normal deg@erleri, yetiskinlerde plasmada 5-15 pmol/L, serumda ise 13-18
pmol/L olarak kabul edilir. Pediatrik ddnemde bu degder daha dusuktur (Tablo2.1.) (3.7-
10.3 pmol/L). Ancak kandaki Hcy seviyeleri birgok nedenden etkilenebilir. Bunlar
arasinda yas, cinsiyet ve kadinlardaki postmenapozal dénemleri sayabiliriz. Hcy’nin
plasmada 10 pmol/L seviyesinin Uzerine ¢ikmasi beraberinde saglik risklerini de
arttirabilecegi belirtiimigtir (Gerritsen T vd. 1962,Corrales FJ vd. 2002, Boztepe Derici
U ve Altok Reis K 2002).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lipton%20SA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lipton%20SA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ho%20PI%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Brosnan%20JT%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

Tablo 2.1. Plazma Hcy ve HHcy seviyeleri (Schulz RJ. 2007)

Hcy

Normal aralik 5-15 pmol/L
Arzu edilen deger <10 umol/L
HHcy

Hafif form 15-25 pumol/L
Orta form 25-50 pmol/L
Siddetli form 50-500 pmol/L

Tablo 2.2. Total plazma homosistein komponentleri ve ylizdeleri (Refsum H vd. 1998,
Jacobsen DW. vd. 1998).

indirgenmis (rediikte) NH3
Homosistein | %1
'DDCCHCHECHE—SH
Yukseltgenmis (Oksidize) NHé
Homosistin
'DDCCHCHECHE—S
| %5-10
DDC?HCHECHE—S
NHST
NHé
Mikst disulfidler: "00CCHCHACH--S %80-90
Proteine bagli homosistein 272 |
Corotein >-
NHST
'DDCCHCHZCHE—S
Sistinli homosistein | %5-10
'DDCIIZHCHZ—S
NHET

2.3.2. Homosistein Metabolizmasi

Homosistein metabolizmasinda remetilasyon ve transsulfrasyon yolaklari
arasinda siki sekilde duzenlenen bir denge vardir (McCully KS 1969). Saglikh kisilerde
remetilasyon ve transsulfirasyon arasindaki bu denge nedeniyle dusuk duzeyde (5-10
pmol/L) plazma homosistein konsantrasyonlari izlenir (Frosst P vd. 1995). Artmis
plazma homosistein dizeyleri ise bu aminoasidin hlicre i¢i metabolizmasindaki bir

bozuklugu gdsterir. Bozukluk genellikle bu yolaklarda gérev yapan enzimlerin genetik
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defektlerine (Kluijtmans LA. vd. 1996, Troen AM. 2005) ve/veya ¢alismalari i¢in gerekli
olan gesitli vitaminlerin (B6, B12 ve folik asit) eksikligine (Selhub J. 2000 ) bagli olarak
gelisebilir ve neticede hicre i¢i homosistein dizeyleri artar. Bu artisa yanit olarak ta
toksisiteden korunmak amaci ile homosistein’in hicre icinden digsina verildigi ileri
surtlmastir (Martignoni E. 2007). Bu mekanizma hicrenin kendisinin toksisiteden
korunmasina neden olurken olusan hiperhomosisteinemi tim dokularin potansiyel
toksisitesine neden olacaktir. Sebebi ne olursa olsun artmis plazma homosistein diizeyi
norolojik (Martignoni E. vd. 2007), psikiyatrik (Applebaum J. vd. 2004), renal
bozukluklar (Bostom AG.,Culleton BF. 1999) gibi olduk¢a genis bir yelpazedeki klinik
patoloji ile iligkilendirilmigtir. Ayrica homosistein artisinin bu bozukluklarin nedeni mi
yoksa sonucu mu oldugu heniiz kesin olarak bilinmemektedir. Bunlar arasinda nérolojik
patolojiler neredeyse ilk sirada yer almaktadir.

Bu aminoasit ile norolojik bozukluklar arasindaki iligki ilk olarak methionin
metabolizmasindaki bir enzim olan sistatyonin beta sentaz enzim yetersizligi olan ve
beyin atrofisi, mental retardasyon ve ndébetlerle karakterize klinik bulgulari olan
hastalarda gosterilmistir (Grieco AJ. 1977, Mudd SH. vd. 1985). Sonraki yillarda bu
hastalara ilaveten Alzheimer hastaligi ve benzer demans tablolarn (Seshadri S. vd.
2002), Parkinson hastaligi (Martignoni E. 2007), inme, hafif bilissel bozukluk (Mild
Cognitive Impairment) (Obeid R. 2006) gibi pek c¢ok hastalikta artmis plazma
homosistein dizeyi bulunmustur. Ayrica bu artisin bahsedilen hastaliklarin klinik
belirtilerinin gorulmesinden seneler 6nce ortaya cikabildigi ve bu patolojilerin
olusmasinda rol alan diger faktérlerden bagimsiz olarak hastalik gelisme riskini
arttirdigi bildirilmistir (Seshadri S. vd. 2002). Yapilan ¢alismalarda yine bu hastaliklarin
pek cogunda homosistein’e ilaveten plazma sistein aminoasidinin arttigi ve sulfat
dizeyinin azaldigi bulunmustur (Heafield MT. vd. 2006. Woolsey PB. 2008). Artmis
sistein dizeyi, homosistein’in remetilasyonla methionin’e dénisememesine ragmen
transsulfirasyon ile sisteine donusebildigini isaret etmektedir. Bununla uyumlu olarak
homosistein metabolizmasindaki temel 2 enzim olan methionin sentaz ve sistatyonin
beta sentaz aktivitelerinin hicrenin oksidatif cevresinden etkilendikleri bulunmustur
(Finkelstein JD. 2001). Soéyleki, methionin sentaz enziminin artmis oksidatif streste
aktivitesini azaltarak homosistein’in methionin’e ¢evrilmesini azalttigi goésterilmigtir.
Sistatyonin beta sentaz enziminin ise zit olarak oksidatif gevrede aktivitesini arttirdigi
bulunmustur (Taoka S. vd. 1998). Oksidatif stres ise homosistein’in nérotoksik etkilerini
aciklamaya calisan 6nemli bir mekanizmadir. Her iki durum beraber disunildiginde
artmig oksidatif stres’in remetilasyon sulrecini baskilayip transsuilfirasyon surecini
arttiracagdi ve bu hastalarda izlenen artmig plazma sistein dizeylerine sebep olacagi

akla uygun goérilmektedir. Bu da biyldk bir ihtimalle artmis oksidatif strese verilen


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Applebaum%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bostom%20AG%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Culleton%20BF%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Heafield%20MT%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Woolsey%20PB%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Taoka%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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fizyolojik bir yanittir (Mosharov E. vd. 2000). Organizma oksidatif strese cevaben
onemli bir antioksidan olan glutatyonu olusturan 3 aminoasitten (glutamat, glisin ve
sistein) biri ve hiz kisitlayici prekirséri olan sistein  aminoasidinin  sentezini
arttirmaktadir.

Bircok doku N5 metiltetrahidrofolati metil kaynagi olarak kullanip, FHMT(5-
metiltetrahidrofolat homosistein metil transferaz) enzimi araciliiyla homosisteini
metiyonine metabolize eder (Fontecave M. vd. 2004, Stabler SP vd 1993). Yalniz
karacigerde homosisteinin buyudk kismi, metil kaynagi olarak betaini kullanip BHMT
enzimi araciligiyla metiyonine metabolize edilir (Woolsey PB. 2008). Metil kaynaginin
olusumu ise besinlerle alinan N5-N10 metilentetrahidrofolata baglidir (Fontecave M vd.
2004).

Metiyonin  metabolizmasi sirasinda transmetilasyonla homosistein
olustuktan sonra organizmada Hcy konsantrasyonlarini disuk tutmak ve vicut
metabolik gereksinimlerini saglamak icin vicutta Gc¢ yolla metabolize olur. (Mineer
1997).

2.3.2.1. Remetilasyon Yolu

Metiyonin sentaz enzimi tarafindan katalizlenen geri donusumlu bir yolaktir.
Hcy’den yeniden metiyonin aminoasidinin sentezlendigi yoldur (Stabler 1993). Bu yol
kisa ve uzun olmak Uzere iki farkli sekilde gerceklesir.

BHMT enzimi ile gergeklesen kisa yol folik asit ve/veya B12 vitamin
eksikliginde SAM sentezi igin gerekli olan metiyoninin yeterli miktarda dokulara
saglamada kullanilir. Betain, metil vericisidir ve kolinin katabolizmasi sonucu olusur.
Betain metil grubunu Hcy’e aktararak metiyonin olusumu saglar. Bu sirada kendiside
N,N-dimetilglisin (DMG)’ e dénusur (McKeever 1991, Chadwick 2000, Sen 2009 ).

Folik asidin plazmadaki bir formu olarak karsimiza c¢ikan 5-
metiltetrahidrofolat (5-MTHF), uzun yolda metil grubu vericisi olarak rol oynar. Folat,
remetilasyon siklusunda hem kofaktor hem de koenzim olarak 5-MTHF metil grubunu,
kofaktori B12 vitamininin bir formu olan metil kobalamine bagh olarak g¢alisan MTS
enzimi ile Hcy'ne aktararak metiyonin sentezini gergeklestirir. Diger taraftan da
tetrahidrofolat (THF) olusur. THF ise daha sonra kofaktoru vitamin B2 (riboflavin) olan
5,10-metilen tetrahidrofolat rediktaz (5,10-MTHFR) enzimi ile 5,10- Metilen Tetra
Hidro Folat' a (5,10- MTHF) doénlgur. 5-MTHF'den metil grubunun Hcy’'ne transferinde
vitamin B12 araci durumundadir. Boylece bu reaksiyonda folik asit ve B12 vitamininin

metabolizmasi birbirine baglanmis olur. 5-MTHF’ In THF’a dénilsebilmesi icin B12


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Woolsey%20PB%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

12

vitaminine ihtiya¢ vardir. B12 vitamini eksikliginde bu dénisim olamaz (Sen 2009,
Langman 1999, Seshadri 2000).

2.3.2.2.Transsiilfiirasyon Yolu

Geri dénisumstiz bir yolaktir. Sistatiyonin beta sentaz (CBS) enzimi Hcy ile
serin’i birlestirerek daha sonra sisteine donusturilecek olan sistatiyonin’i olusturur.
Ortamda fazla miktarda metiyonin varliginda veya sistein sentezi gerektiginde, Hcy
transsilfirasyon yoluna girer. Hcy’'nin katabolizmasi ile baslayarak sistein olusur.
Olusan sistein ya glutatyonun yapisina girer ya da sulfata déniserek glikozaminlerin
yapisina katilir. Karacigerde olusan glutatyonun en énemli temel kaynagida bu yoldur
(Obeid 2006). Transsulfurasyon yolunda glutatyonun disinda CO, NH,, piruvat, taurin,
sulfat, a-keto butirat da olugur (Sekil 2.3) (Mattson 2003).

Bu yolakta Hcy'nin serin aminoasidi ile birlikte sistatyonin beta sentaz
enziminin (CBS) katalizérligunde ilk gergeklesen olugum sistatyonin sentezidir. Olusan
sistatyonin daha sonra bagka bir B6 vitamin bagimli gama sistatiyonaz (CGL) enzimi ile
sistein, a-keto butirat ve NH,'e metabolize olur. Sistein hiicreler tarafindan sentezlenen
proteinlerin yapisina girer, sulfata ddnlserek glikozaminoglikanlarin sentezinde
kullanilir veya idrarla atihr. Sistein karigik disilfit sistein-homosistein formunu
olusturmak igin homosistein ile birlesir (Finkelstein 1998).

Transsdulfirasyon yolu oncelikle karaciger olmak Uzere, bdbreklerde, ince
bagirsakta ve pankreasta aktiftir. Sisteini hizli kullanan glutatyon siklusunun oldugu
bébrek, badirsak, karaciger ve pankreas gibi dokularda ayni zamanda transsulfirasyon
yolunun her iki enzimide bulunur (Brosnan 2006). Ancak beyin dokusunda CBS enzimi
bulunup CGL enzimi bulunmadigindan dolayi sistatyoninin birikir ve glutatyonun
sentezi igin glial sistein kullanilir. Bu nedenle santral sinir sistemi oksidatif strese diger
dokulara gére daha duyarlidir (Finkelstein 2000). Bazi hucrelerde ise transsulfurasyon
yolu bulunmaz. Bu hucrelerin sistein igin eksojensistegin kaynagina ihtiyacglari vardir
(Finkelstein 1990).

2.3.2.3. Homosisteinin Hidrolizi

Geri dénugsumsuz bir yolaktir. Metiyoninden sistein olugsmasi sirasinda a-
ketobutirat olusur; o-ketobltirat da propiyonil-CoA ve metilmalonil-CoA (zerinden
suksinil-CoA’ya donugerek gergeklesir (Scott vd. 1994).

CGok karisik gdéziken homosistein metabolizmasi aslinda oldukga dizenli bir

feedback mekanizmasina sahiptir. Eger metiyonin dengesi bozulmussa ve SAM duslk
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konsantrasyonda bulunuyorsa, homosistein dncelikle metiyonin olusumu igin MTS’nin

gorev aldigi remetilasyon yoluna yonelir.

—— Methionin
r—— MAT
S-adenozilmethionin (SAM)

MTS ——» — MT

S-adenozilhomosistein (SAH)
4———— SAHhidrolaz

D@ M e < mgmom

homosistein
4+— CB3 \

sistatyonin
+—— sistatyoninaz

sistein

\

desiilfi i
esulturasyon oksidasyon > Transsiilfirasyon
CGL ve CBS ' l l + coo

Hidrojen slfit sistein silfinat

v

s(ilfit siilfit piruvat hipotaurin

——

Silfat

Sekil:2.3. Transsulfurasyon yolagi.

Homosistein dlzeyi yukseldiginde S-Adenozilhomosistein miktari artar. Cok
sayida metabolik etkilere sahip olan SAH, farkli baglanma bdlgelerinde SAM ile rekabet
icindedir ve bu 6zelligi ile metilasyonu engelleyebilir. Bu engelleme SAM/SAH oranina
baghdir ayrica bu orandan indikator olarak metilasyon déngusinde de yararlanilabilir
(Sekil 2.4.) (Mudd vd. 2001). Metilentetrahidrofolat metiyoninin homosisteine
donusiminde MS icin substrat olmasi nedeniyle o6nemli bir isleve sahiptir.
Metilentetrahidrofolat reduktaz (MTHFR) enziminin katalizledigi bir reaksiyon sonucu
olusur. Bu yluzden homosistein remetilasyonu Uzerinde MTHFR’nin, gugli bir etkisi
vardir (Tablo 2.3.) (Bloom vd. 1995).

2.3.3. Homositein Metabolizmasindaki Bozukluklar

Basglica iki nedenden dolayl plazmada homosistein miktari artabilir.
Bunlardan birincisi homosistein metabolizmasinda gorev yapan enzimin genetik defekti
ikincisi ise vitamin kofaktdr eksikligine yol agan nedenlerdir. Hiperhomosistenemi

formlarinin  énemli farkhliklarina gére siniflandirimasi G¢ grupta olur: Dusuk
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metilentetrahidrofolat ile homosistein metilasyonundaki bozukluk, sistatyon sentazdaki
bozukluk, normal veya ylksek metilentetrahidrofolat duzeyleriyle homosistein

metilasyonundaki bozukluk (Mosharov vd. 2000).

, Diyet Protein Sentezi
Serin \ /g

- ATP
Glisin N-Metil Transferaz THF Metionin
\@n
Glisin
SAM
Multiple Transferaziar
e e s Remetilasyon P
5,10-CH,-THF  Folat dongisi v, BHHT dingilsi CHy-transfer
MTHFR SAH
: /QEAHHldrolaz
istei Adenozin
CHa-THF Homaosistein
vip, [SBS| = Serin
g istationi - Homaosistein hidrolizi
Transsilfirasyon yolu Sistationin ==—————p 0-Kefobiritat

Sistationaz :
o] Kyoonsobuiiat  NAD"y~ ConsH
Sistein NADH +H CO;

/ l \ Propionil CoA =P Siksinil CoA

Protein Sentezi 50,7 Taurin

Sekil 2.4. Homosistein metabolizmasi (Mayer EL. vd. 1996).

Homosistein birikimi ardindan her iki yolda geri ddnisuimun saglanmasinda
SAM etkin birrol oynar (Meister 1994). B12 vitamini ve folik asit eksikliginde oldukca
yuksek homosistein seviyeleri saptanmigtir. Saglikl insanlarda homosistein seviyesi ile
B12, B6 vitamini, folik asit arasinda negatif bir korelasyon tesbit edilmistir (Selhub vd.
1992) B vitamini eksikliginin tim hiperhomosisteinemi vakalarinin en az 2/3’Gnden

sorumlu oldugu 6ne surliimektedir (Harker vd. 1974).
2.3.4. Hiperhomosisteinemi ve Nedenleri
Hcy'nin plasmada 10 umol/L seviyesinde olmasi gerektigi ve bu degerdeki

artiglarin saglik risklerini de arttirabilecedi bildiriimektedir (Gerritsen T vd. 1962,
Corrales FJ vd. 2002, Boztepe Derici U. ve Altok Reis K. 2002). Plazmadaki total Hcy
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seviyeleri Tablo 2.2’ de verilmistir (Corrales FJvd 2002). Hiperhomosisteinemi inme,
aterosklorozis, demans, bipolar bozukluk, sizofreni, paranoid psikoz, depresif
rahatsizliklar, duygulanim bozukluklari, miyarkard enfarktisu, Alzheimer hastalg,
psikiyatrik rahatsizliklari ve hamile kadinlardaki dogum kusurlarindaki riski artirdigi

belirtilmistir.

2.3.4.1.Yasam Tarzi

Vitamin B12, B6 ve folat eksikligi hiperhomosisteinemili hastalarin 2/3 ‘Gnde
ilgili vitaminlerden bir veya daha fazlasinin eksik oldugu belirtimektedir. B6, B12
vitaminleri ve folat dlizeyi ile homosistein dlzeyi arasinda ters bir oranti vardir. Hcy,
meyve sebze tuketiminin artisi ile anlamli derecede duser. Vicut kitle indeksi ile Hcy
arasinda da zayif bir iliski vardir. Asir sigara, alkol ve kafeinli kahve igen kisilerde
homosistein diizeyi ylkselirken fizyolojik aktivite ile bu diizey diser. Bu tir hayat tarzi
faktorlerinin etkisikadinlarda erkeklerden daha belirgindir. Ayrica kadinlar, erkeklerden
daha dusuk homosistein duzeyine sahiptir ve dizey yasla artar. Bunun yaninda
kadinlarda plazma homosistein seviyeleri menapozdan sonrada artar. Kronik
alkoliklerde, etanolin vitamin durumunu etkilemesi sonucu homosistein dizeyi

artarken, orta derecede etanol tuketenlerde homosistein dizeyi dusmektedir.

2.3.4.2.Genetik Faktorler

Homosistein metabolizmasinda yer alan yolaklardaki enzimatik
anormallikler konjenital veya kazanilmis olabilir. Bu anormalliklerde
hiperhomosisteinemi’nin nedenidir. Bu enzimlerden MS, CBS ve MTHFR enzimlerinin
hatali veya eksik sentezlenmesinden dolaylr homosisteinemi ve homosisteinirinin
ortaya ¢iktigi bildirilmistir (Carey 1968, Malinow 1989 ).

Norolojik bozukluklar ile Hey arasindaki iliski metiyonin metabolizmasindaki
CBS enziminin yetersizliginden kaynaklanan hastaliklarda gd&sterilmistir. CBS
eksikliginin homozigot formu konjenital homosistindri olarak adlandirlan agir
hiperhomosisteineminin en sik karsilagilan genetik nedenidir. Bu enzim geninde en
yaygin goértlen mutasyon 844 ins 68dir. Konjenital homosistinlri; otozomal resesif

gegcisli bir hastalik olup 1/200000 dogumda gorulur. Bu hastaligin homozigot formunda

Hcy dizeyi 400 umol/L’ye kadar ¢ikabilir (D Angelo 1997). Heterozigot formu yaklasik

%1 ile %2 siklikta ortaya ¢ikar ve hiperhomosisteinemi diizeyi daha az yikselir (Clarke
1991, Malinow 1989, Frosst 1995).
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Hiperhomosisteineminin bir diger yaygin nedenide CBS’e goére daha koétu
prognoza sahip olan MTHFR enzim eksikligidir. MTHFR’ nin homozigot formu nadir
gorunen ve otozamal resesif gecen bir hastaliktir. Bu hastaligin etkin bir tedavisi yoktur
ve ciddi ya da orta hiperhomosisteinemi ile erken olumler gorulir. MTHFR geninde
alanin yerine valin aminoasitinin sifrelenmesine neden olan en yaygin mutasyon
677'nci kodondaki CT degisimidir. Bu polimorfizmin homozigot sikhgi %5-10
oranindadir. C677T homozigot mutasyonlu hastalarda plazma homosistein seviyesi
genelde 20-40 umol/L ve enzim aktivitesi %20’nin altindadir (Frosst 1995).

Bir diger genetik hiperhomosisteineminin nedeni ise MS enzim eksikligidir. MS
genindeki mutasyon tromboembolik olaylar icin genetik bir risk faktori olarak karsimiza
cikar. MS enzim genindeki mutasyonlar populasyonlar arasinda homojen bir dagilim
goOsterir ve bu enzim geninde en yaygin olarak A2756G mutasyonu gorulir. MS
enziminin CBS enzimine zit olarak artmis oksidatif streste aktivitesini azalttigi

gosterilmistir (Ogier de Baunly 1998).

2.3.4.3. Klinik Hastaliklar, Kullanilan ilaglar ve Toksinler

B12 ve folat eksikligi hiperhomosisteineminin temel nedenidir.
Hiperhomosisteinemi bazi ilaglarla 6zellikle homosistein metabolizmasini etkileyen
vitaminlerle azalir (Temel ve Ozerol 2002). Ancak Metotreksat, fenitoin, kolestipol ve
niasin folat metabolizmasini etkileyerek, nitréz oksit vitamin B12 metabolizmasini
bozarak, Teofilin ve sigara, Piridoksal metabolizmasini antagonize ederek Hcy

seviyelerini arttirir (Vermaak WJ. 1990).

2.3.4.4. Fizyolojik Nedenler

Plazma Hcy konsantrasyonunun yas ve cinsiyet ile yakindan iligkisi vardir
(Cito 2010). Saglikh kisilerde Hcy dizeyi orta yaslara kadar sabitken o6zellikle 40
yasindan sonra hizlica yukselir. Bu artis renal fonksiyon ve enzim dizeylerinde
azalmayla iligkili olabilir. Renal fonksiyon hiperhomosisteineminin gugld bir
gOstergesidir. Bu, minér olan Uriner ekstraksiyondan ziyade renal metabolizmayla ilgili
olabilir. Renal fonksiyonlardaki fizyolojik azalma kismen yasin etkisini de agiklayabilir.
Ayrica yaglilarda yukselmis Hcy seviyesi ile kardiyovaskuler olaylarda ki artig arasinda
da baglanti vardir (Refsum 1998). Gen¢ hastalarda homosisteinemiden kaynakl
hastakliklarin genetik olma olasiigi daha vyiksektir. Bununla beraber yasin
ilerlemesiyle ortaya cikan, homosisteinemiden kaynaklanan hastaliklarin nedeni

genellikle edinseldir (Henry 1998).
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2.4. Siilfit (SO5™)

Suilfr iceren aminoasitlerin metabolizmasi sirasinda vicut icinde strekli
olusturulan siilfit yaygin bir sekilde koruyucu madde olarakda kullaniimaktadir. Ayrica
vicutta Hcy metabolizmasi sirasinda sisteinden olusan nérotoksik bir anyondur. Sulfitin
bu toksik etkilerinden korunmak igin vicuda alininca sulfit oksidaz (SOX) enzimi

tarafindan siilfat iyonuna ylkseltgenir (Lester MR. 1995).
2.4.1. SO37%in Eksojen ve Endojen Kaynaklari

Normalde SO;™? in hicre i¢i konsantrasyonu SOX enzimi tarafindan sulfata
oksitlendigi icin dusuktir (Wouters MG. vd. 1995). SOX enziminin bu faaliyeti
olmasaydi sUlfur igeren aminoasitlerin ve diger sulfarld bilesiklerin  normal
katabolizmalari sirasinda ortaya ¢ikan SO3;72, hilcre igi konsantrasyonu ¢ok fazla
arttiracaktir. Endojen kaynaklarin en énemlilerinden biri sistein katabolizmasidir. Bu
olay sistein dioksijenaz (CDO) ile sistein sulfinik aside cevrilmesi ile baslar. Son
asamada bu molekil spontan olarak pirtivata ve SO, dontsur (Gunnison 1987, Cooper
1983). Daha sonra ise SO, tan silfit meydana gelir. Sekil 2.5.’'te sistein katabolizmasi
sonucu olusan sdlfit verilmigtir. Sistein ayrica metionin katabolizmasi sirasinda olusan
sulfitin de kaynagidir. Stoplazmada gerceklesen birtakim enzimatik olaylar sonucu
metionin sistatyonine dénusir. Sonra sistatyonin y-ligaz enzimi ile sistatyonin sisteine
donusur (Wouters MG. Vd. 1995). Sekil 2.6.°da metionin katabilizmasi sirasinda olusan
sulfit gosterilmistir. Bir diger eksojen kaynak ise Cys katabolizmasi sirasinda olusan
SO;7#dir. Sulfit olusumunda en ¢ok kullanilan yol Cys katabolizmasidir. Bu reaksiyon
Cys’ in, sistein sulfinik asite oksidasyonu ile baslamaktadir.

Sisteir—— Sistein Silfinik Asit —8-Sulfinil PirGvat —Pirlvat

v

SO. +H»S0O; ;™

Yukarida gosterildigi gibi son olarak olusan SO,, hidrasyon ve protonun ayriimasi ile
S0O372’ e donusur (Wouters MG. Vd. 1995).

S0O;7? eksojen kaynaklarina baktigimiz zaman ise en ¢ok karsimiza ¢ikan
SO;’ li kirli hava ile alinan SO3;72 oldugunu goéruyoruz. Havadaki SO’ in ¢ok blylk bir

kismini fosil enerji kaynaklarinin yakilmasina bagl olarak atmosfere katilan SO,
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olusturur (Amdur 1969). Diger eksojen SO;™2 kaynagi ise kullanilan ilaglardir. Epinefrin,
lokal anestezikler, kortikosteroidler, antibiotikler, anajezikler gibi ilacglarda
kullaniimaktadir (Simon 1986 ). SO;™2, renk ve kivam koruyucu olmasindan ve
antimikrobik etkisinden dolayida gida sanayinde kullaniimaktadir (Ciftci H. vd. 2009,
McEvily 1992).

Sistein

Sistein dioksijenaz
+—(Sitoplazma)

Sistein siilfinik asit

Sistein sulfinik asit transaminaz

«— )
l (Mitokondri)

3-siilfinilpiriivat

Spontan SO, ve piriivat olugumu

 — -
(Mitokondri)

S0, Piriivat

l

Siilfit
Sekil 2.5. Sistein katabolizmasi esnasinda siilfit olusumu (Finkelstein JD. ve Martin JJ.
2002).

2.4.2. SO5? Toksisitesi

SO3? giinlik alimi maruz kalinan eksojen kaynaklardan dolayi oldukca
yuksek oldugu bilinmektedir. Vicudumuzda SOs;™ ve metabolizmasindaki ara
Urinlerden olusan serbest radikaller, hiicredeki nikleik asitler, protein ve lipitleri de
kapsayan cesitli sivisal ve hlcresel bilesenlerle reaksiyona girerek toksisiteye neden
olabilmektedir. SO372in noérotoksik etkileri ndronlarda ¢ok disik dozlardaki birikimi ile
olusabilmektedir. SO;?in genetikk enzim yokluguna bagh siddetli nérolojik
disfonksiyonlara, mental gerilik ve erken oOlume (Cecil R. 1963), gorsel ve
somatosensoryel uyarilma potansiyellerinde latens uzamasina (Hoffer LJ. 2005, Reist
M. 1998) ve hucre canlihdi Uzerine olumsuz etkileri birgok ¢alismada belirtilmigtir
(Kugukatay V. 2008, Ozturk OH. 2006).

Genetik materyalde sitozin ve urasil bazlar ile reaksiyona girerek hasar ve
mutasyonlara sebebiyet verdigi, lipit ve proteinler ile reaksiyona girdigi gésterilmistir
(Southerland 1982, Hayatsu 1972, Rencuzogullar 2001, Shi 1994, Cecil 1963).
Beyinde SO;™2 ndrotoksisitesine bagh hipopokampal CA1 ve CA3-2 bdlgelerinde
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piramidal néron kayiplari gosterilmisti. SOs;™ in Na-K-ATP az aktivitesini
degistirmedigi ve lipit peroksidasyonunda artisa, antioksidan enzimlerin etkisinde
azalisa, oksidatif stresin indiklenmesine, beyin beyaz cevherinde miyelinizasyon
kaybina ve néron dlimlerine yol actigi bildiriimektedir (Carson NA., 1963, Heafield
MT.,1990).

Methionin

- Methioninadenozin transferaz
(Fitoplazma)
s-Adenozilmethionin
l_, s-adenozinmetil transferaz
(=i

s-Adenozilhomosistein

s-adenozinhomosistein hidrolaz

[E=T]

~att-

Homosistein

- sistatyonin B-sentaz
=T

Sistatyonin

- sistatyonin »ligaz
(Fitoplazma)
Sistein
- Sistein katabolizmas
(Sitoplazma ve mitokondri)

Sualfit

Sekil 2.6. Metionin katabolizmasi esnasinda sulfit olusumu (Finkelstein JD,
Martin JJ. 2002).

2.4.3. SO37%in Oksidatif ve Oksidatif Olmayan Metabolizmasi

S0O;™? e maruz kalindiginda SO;™%in detoksifiye edilmesi gerekir. Bunun
icin oksidatif olmayan S0;? metabolizmasi ve oksidatif SOs? metabolizmasi olmak
Uzere 2 temel yolak vardir.

Oksidatif olmayan SO;™2 metabolizmasinda SOz ?in detoksifikasyonunda
sulfitten S-sulfonat olusturmak igin (R-S-S-R + SO;72 ——» R-S-SO;72+ RS) silfit,
sistin ve okside glutatyon (GSSG) gibi proteinlerle disllfit baglar aracihgi ile
reaksiyona girer (Finkelstein JD, Martin JJ. 2002). Bunun diginda tiyosulfat ile idrardan
kigcuk miktarda atilabir. Burada tiyosulfat reduktaz enziminin buyuk roli vardir
(Finkelstein JD, Martin JJ. 2002).

Ancak SO3;7?in detoksifikasyonundaki temel mekanizma oksidatif
metabolizmadir. Bu metabolizmada yer alan olan SOX enzimi eksojen ve endojen
S0O;7? in silfata oksidayonunu saglayan son basamakta gérev alir. Normalde idrar ile

atilan inorganik sulfatin yaklasik % 90’1 SOX enzim aktivitesinden kaynaklanir. SO;72,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Heafield%20MT%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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enzimin aktif bélimine baglanarak molibdenyumun iki elektron kaybetmesi ile silfata

donusur (Lussier S. Vd.1996). SOX enzimi molibdenyum kofaktorudur (Catoni
GL.1953, Andreotti F. vd. 2000, Kolling J. vd. 2011). Sekil 2.7. Sulfit oksidaz tarafindan
katalizlenen reaksiyonun gostermektedir (Rees MM. 1993). SOX enzimi birgok dokuda

bulunsa da SOX aktivitesinin en yuksek oldugu dokular karaciger, bobrek ve kalp

dokularidir. Beyin, dalak ve testis dokusunda ise ¢ok disuk oranda bulunmaktadir
(Aksoy S.N 2006).

cytochromec Mo (V1) Fe (lll)

(reduced) SO;5™ + H0
cytochrome c - +
(oxidized) PO F2 R
Mo (VI) Fe (Il) Mo (IV) Fe (Il)

Mo (V) Fe (llI) Mo (V) Fe (ll)
cytochroMchrome c
(reduced) (oxidized)

Sekil 2.7. Siilfit oksidaz tarafindan katalizlenen reaksiyonun sematik goésterimi (Rees
MM. 1993).

2.5. Hipotezler

Calismamiz asagidaki hipotezleri deneysel calismalarla aydinlatabilmek

icin planlanmistir.

1.

Norodejeneratif hastaliklarda homosistein artiginin  direkt toksik etkisinden
ziyade, noéronlarin cesitli toksik etkilere karsi savunmasiz kalmasina neden olur.
Norodejeneratif hastaliklarda homosistein artisi ile bereber artmis sistein
azalmis sulfat duzeyi, transsulfurasyon basamaginda bir bozulmanin varhgini
gosterir.

Transsulfurasyon yolagindaki bozulma nérodejeneratif hastaliklarda cesitli
patolojilerle izlenen toksisitenin dnemli bir komponentidir.

Homosisteine atfedilen norotoksisitede sulfit molekulindn olasi katkisi izlenen
norotoksisitede ilk defa ortaya konan biyokimyasal bir yolaktir.

Homosistein dizeylerinin artisina sulfit molekilindeki artisin da eklenmesi

ndrodejeneratif rahatsizliklarin tanisinda dnemli bir belirte¢ olarak kullanilabilir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Hastalarin Belirlenmesi ve On Galisma

“Alzheimer hastaliginda Sistein Katabolizmasi: Nérodejenerasyon da Silfit
Molekilinin Olasi Rolinin Arastiriimasi” baslhkh calisma etik acidan uygun olup,
yapilmasina Pamukkale Universitesi Tibbi Etik Kurulu tarafindan 07/01/2014 tarihli ve
01 nolu oturumunda onay verilmistir (2014SBE017). Calisma klinik degerlendirme ve
noropsiklojik testler sonucunda 6zel yasli bakim evlerinde kalan Diagnostic and
Statistic Manuel of Mental Disorders, Fourth Edition (DSM- 1V) kriterlerine goére
Alzheimer tipi demans tanisi alan hasta grubu ve saglikli kontroller {zerinde
gerceklestiriimistir. Gruplara egitim dizeyine gére standardize edilmis mini mental test

uygulanmis, sonuglari pisikiyatri uzmani tarafindan incelenip degerlendirilmigtir.

Arastirmaya dahil olma kriterleri:

1) Mini Mental Durum Testi dlgiimlerinin; kontroller i¢in 28-30/30, hastalar igin igin <24
olmasi.

Hasta diglama kriterleri:

1) inme yada travma gegirmis, epilepsisi ya da bilissel islevleri etkileyen néropsikiyatrik

rahatsizligi olan hastalar.

Calismaya alinan kigilerden biyokimya ve hemogram tiplerine toplam 14 ml
kan alinmis, Pamukkale Universitesi Tip Fakdltesi Fizyoloji laboratuarina hizlica buzun
icerisinde getirilip 7000 RPM’de 5 dk santriflij edilmigtir. Biyokimya tiplerinden elde
edilen serum ve hemogram tiplerinden elde edilen plazma o6rnekleri ependorflarin
icerisine 1’er ml olarak konulup caligilacak zamana kadar -80 derecede muhafaza

edilmistir.
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3.2. Standardize Mini Mental Test (SMMT)

Standardize Mini Mental Test ilk kez Folstein ve arkadaslarn tarafindan
yayinlanmigtir. Test global olarak biligsel duzeyin saptanmasinda kullanilabilecek, kisa,
kullanigli ve standardize bir metottur. Mini Mental Test, kisa bir egitim almis hekim,
hemsire ve psikologlarca 10 dakika gibi bir sure icinde, poliklinik kosullari ya da yatak
basinda uygulanabilir bir testtir. Yénelim, kayit hafizasi, dikkat ve hesaplama, hatirlama
ve lisan olmak Uzere bes ana baslik altinda toplanmis on bir maddeden olusmakta ve
toplam puan olan 30 Uzerinden degerlendiriimektedir. Tlrkgce gecgerlik ve guvenirlik
calismasi Gungen ve ark. tarafindan yapilmistir. Gegerlik ve glvenirlik calismasinda
23/24 esik degeri SMMT’in Turk yashlarinda hafif demansin tanisinda oldukga yiksek
duyarlik ve 0ozgullige sahip oldugu bulunmus. Uygulayicilar arasi guvenilirlik

incelemesinde r: 0,99, kappa degeri ise 0,92 olarak elde edilmis.

3.3. Calismalarda Kullandigimiz Cihazlar ve Kimyasallar

Tablo3.1. Kullanilan Cihazlar

Cihazlar Markalari

Santrifuj Hettich Universal 320
Santrifuj Hettich Mikro 200
Otomatik Mikropipetler (10,100,1000ml’lik) Axygen

Biyokimya Tupu Brant

Vorteks Heidolph

Plate okuyucu thermo

3.4.Total Oksidan Diizeyi (TOD) Olgiim Yéntemi

Olglimiin  prensibi  6rnedin icindeki oksidanlarin ferréz iyon selator
kompleksinin ferrik iyona doénusunl saglamasi ve bunun da asidik bir ortamda
kromojen ile reaksiyona girerek absorbans artigina sebep olmasina dayanmaktadir.

Spektrofotometrik olarak izlenen absorbans artisi drnekteki oksidan molekdllerle dogru
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orantilidir. Gruplarin total oksidan dizeyi ticari bir kit (TOD, Rel Assay) araciligiyla
Olcildi ve pmol H,O, Equiv./mg protein basina ifade edildi. Yontem Ozetle; 96
kuyucuklu plate her kuyucukta 215 pL olacak sekilde kit icindeki reagent 1’den koyuldu.
Uzerine ilk iki kuyucuga kit icerisindeki standart solusyonundan, diger kuyucuklara
numunelerden her numune igin 2 kuyucuk olacak sekilde 30 pL koyuldu. ELISA Reader
ile 530 dalga boyunda okundu. Elde edilen degerler 1. absorbans o6lgimu olarak
kaydedildi. Daha sonra her bir kuyucugun UGzerine 10 pL reagent 2 den koyularak 10 dk
beklendi ve ELISA Reader ile 530 dalga boyunda okundu ve elde edilen degerler 2.
absorbans dlglimii olarak kaydedildi. Orneklerin TOD degeri ise asadidaki formile gére

hesap edildi.

A absorbans ornek
TOD Degeri = x 20
A absorbans standart

3.5. Total Antioksidan Diizeyi (TAD) Olgiim Yontemi

Olglimiin prensibi drnegin igindeki tim antioksidanlarin mavi-yesil ABTS
radikalini renksiz redikte ABTS haline getirmesi esasina dayanir. Ornegin
absorbansindaki degisiklik onun antioksidan duzeyi ile orantihdir. Calisma
gruplarimizdaki total antioksidan duzeyi ticari bir kit (TOD, Rel Assay) araciligiyla
Olclldu. Sonuglar umol Equiv/img olarak ifade edildi. Yontem 6zetle, 96 kuyucuklu plate
her kuyucukta 215 uL olacak sekilde kit icindeki reagent 1’den koyuldu. Uzerine her
numune igin 2 kuyucuk olacak sekilde 14 uL koyuldu ve ELiSA Reader ile 660 dalga
boyunda okundu. Elde edilen degerler 1. absorbans 6lcimu olarak kaydedildi. Daha
sonra Her bir kuyucugun Gzerine 30 pL reagent 2 den koyularak 10 dk beklendi ve
ELISA Reader ile 660 dalga boyunda okundu ve elde edilen degerler 2. absorbans
Olcim0 olarak kaydedildi. Kit manueline goére kitle birlikte verilen standartlarda
calisilarak, TAD duzeyi asagidaki formlle gore hesap edilmistir. Total antioksidan
seviye Olcimundn kisa sirmesi, kolay uygulanabilmesi, glvenilir ve duyarli olmasi,
yuksek dogrusallik géstermesi, serum ve EDTA'll, sitrath, heparinli plazma drnekleriyle,

plevra sivisi, beyin omurilik sivisi, amnios sivisi, semen plazmasi, tukrik ve idrar gibi
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vicut sivilarinda, doku &rneklerinde, bitki ve gida ekstraktlarinda ve vyaglarda

calisilabilme gibi avantajlari vardir.

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

[(A abs std1) —(A abs std 2)]

3.6. Oksidatif Stres indeksi (OSI)

Oksidatif stres indeksi, oksidatif stres derecesinin bir gostergesidir ve
asagidaki formudl uyarinca total oksidan seviyenin total antioksidan seviyeye

bolinmesinin 100 ile garpilmasi ile elde edilmistir.

. TOS (umol H,O; equivalent/L)
0sl = X100
TAS (pmol Trolox equivalent/L)

3.7. Siilfat Olgiim Yoéntemi

Biz calismalarimiz igin hazir bir kit olan Sulfate Assay Kit (Quantichrom
DSFT 200, Bioassay sytems) kullandik. Bu kit plazma, serum ve idrar gibi biyolojik
sivilarda stilfat konsantrasyonunu dlgmek icin tasarlanmistir. Olglim dzetle asagidaki
sekilde calisiimistir.

Standart igin kit igerisinde bulunan siilfat standarti (2 mM) kullaniimigtir.
Standart seri dilusyonlara ugratilarak standart grafigi elde edilmistir. Calisacagimiz
orneklerden 400 ul ependorf tuplerin igerisine konmus, tzerine 200 ‘er pl TCA koyup 5

dk 14000 rpm’de santriflij edilerek deproteinize edilmigtir. Santriflij sonrasi elde edilen
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supernatantdan her numune ig¢in 2 kuyucuk olacak sekilde 200 pyL koyularak Gzerine
100 ul galisma reaktifi ilave edildi. Oda sicakhiginda 5 dk daha inkibasyonu takiben
ELISA Reader ile 600 nm dalga boyunda okundu. Plazma siilfat diizeyi elde edilen
absorbans degerlerinden asagidaki formule gére hesap edilmis ve mM cinsinden ifade

edilmistir.

Sulfat (mM) = (ODd&rnek — ODH,0) / slope

3.8.Plazma Siilfit Olgiimii

3.8.1.Kimyasal Maddeler

Sodyum stilffit, tris, monobromobiman, Tris-HCI ve sodyum hidroksit Sigma-
Aldrich’den temin edildi. Sodyum bor hidrid, Merck’den temin edildi. Deneylerde
¢ozeltilerin hazirlanmasi amaciyla kullanilan saf su Milli-Q saflikta olup EASY pure RF
cihazi kullanilarak elde edildi.

Kimyasal ¢ozicu olarak HPLC saflikta formik asit (Sigma-Aldrich, France),
perklorik asit (Sigma-Aldrich, France), asetonitril (Sigma-Aldrich, France), hidroklorik
asit (Merck, Germany) ve formik asit (Riedel-de Haen, Germany), etil asetat (Sigma-

Aldrich, France), Amonyum format (Sigma-Aldrich, France) kullanildi.

3.8.2. Cihazlar

Calismada kromatografik &lgiimler, ultra performansli sivi kromatografi
(agilent technoligies 1100 series) — tandem kitle spektrometresi (UPLC-MS/MS)
(agilent 6400 series triple quadrupole b.07.10) kullaniimistir. Ayrica c¢alismada pH
metre (schott), santrifij (hettich,16000rpm), terazi (metler toledo ad 104-5), ¢alkalamal

su banyosu (nlve) karistirici vorteks (ika) ve etiiv (memmert) cihazlari kullanildi.
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3.8.3.Ultra Performansli Sivi Kromatografi-Tandem Kiitle Spektrometresi (UPLC-
MS/MS) Yontem Sartlari

MRM modunda pozitif Elektrosprey liyonizasyon (-ESI) kullanarak Ultra
Performansli Sivi Kromatografi — Tandem Kutle Spektrometresi (UPLC-MS/MS) bir
kromatografi yontemi gelistirilmigtir (Tablo 3.2). Kromatografik analiz, UPLC C18 (50
mm x 2.1mm, 1.8 uym) kolonunun %0.1 formik asit iceren asetonitril ve suda %0.1
formik asit ve 1 nM amonyum format iceren hareketli faz ile basamakli gradiyent
sistemi kullanarak elue edilmesiyle gerceklestiriimistir. Plazmada silfitin belirlenmesine

yonelik uygulanan kromatografik yontem sartlari sirasiyla asagida verildi.
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Tablo 3.2. Ultra performansli sivi kromatografisinin ¢alisma sartlari.

UPLC SARTLARI

Kolon

Dedektor

Mobil faz

Kolon sicakligi

Kolon akis hizi

Enjeksiyon hacmi

ZORBAX Eclipse Plus C1g (50 mm x 2.1mm, 1.8 uym)

Tandem MS

A: %0.1 formik asit iceren 1 mM amonyum format sulu
coOzeltisi
B: %0.1 formik asit iceren asetonitril
0-1 dakika %100 A, 1-1.10 dakika %100 B, 1.10-5 Dakika
%100 B, 5-5.10 Dakika %100 A, 5.10-6 Dakika %100 A

Degisken

0.3 mL/dak

5uL

MS/MS SARTLARI

lyon kaynagi
Fragmentor Voltage
collision energy
Drying gas flow
Nebulizer
ESI neddle voltage
Drying gas
temperature
MRM ions

Pozitif ESI
120V
20
10L/min
450 psig
5000 V
400°C

415 —193 (sulfit dibiman)
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3.8.4. Deneylerde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Sodyum Siilfit Stok Cozeltisi

Sodyum siilfit stok ¢ozeltisi (1 mmol/L) icin 12.6 mg tartildi ve 100 mL’lik balon
jojeye koyuldu. Bir miktar su ile madde ¢6zllip 100 mL’ye deiyonize su ile tamamlandi.

Hazirlanan ¢ozelti +4°C’de saklandi.

0.05 M Tris (pH: 8.5) ve 2M Tris Cozeltisi

0.05 M igin 0.394 g 2M icin 15.76 g tris tartildi ve 50 mL’lik balon jojeye
koyuldu. Bir miktar deiyonize su ile madde ¢6zuldi. pH-metre kullanilarak pH’si 8.5'e

ayarlandi ve 50 mL’ye deiyonize su ile tamamlandi

0.212 M NaBH, Cozeltisi

0.4 g NaBH, tartildi ve 50 mL’lik balon jojeye koyuldu. Bir miktar 0.05 M tris

(pH:8.5) ¢ozeltisi ile madde ¢ozuldi ve 50 mL’ye ayni ¢ozelti ile tamamlandi.

46 mM Monobromobiman Cozeltisi

50 mg monobromobiman tartildi ve 4 mL’lik balon jojeye koyuldu. Bir miktar

asetonitril ile madde ¢ozuldu ve 4 mL’ye asetonitril ile tamamlandi.

1.5 mM HCIO, Cozeltisi

4.51 mL HCIO,4 alindi ve 50 mL’lik balon jojeye koyuldu. 50 mL’ye deiyonize su

ile tamamlandi.

3.8.5. Siilfit-Biman Komplekslerin Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi

Eppendorf tipine 100 uL blank plazma 6rnegdi koyuldu sdlfit icin final derigimi
0.5-100 pmol/L (nihayi derisimi 3.3-102.8 pmol/L ¢lnki calisilan bos plazma 2.8
pmol/L endojen siilfit icermektedir) olacak sekilde uygun derigsimlerde 50 uL sulfit
¢ozeltisi ve 100 pL su eklendi ve karistirildi. Bu karisima 70 pyL 0.212 M NaBH,

cozeltisi eklendi ve oda sicakhiginda 30 dakika inkube edildi (plazma proteinlerine bagh
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sulfiti serbest hale getirmek igin) ve 10 yL 46 mM monobromobiman eklendi ve
karistirildi. Daha sonra elde edilen ¢ozelti 10 dakika 42°C de inkube edildi. Daha sonra
karisim sogutuldu ve 50 pL HCIO, ¢ozeltisi ilave edildi. AgzI kapatilarak 25°C’de 12400
g de 10 dakika santriflij edildi. Elde edilen ¢ozelti 20 pL 2 M tris ile nétralize edildikten
sonra tekrar 12400 g de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen ¢dzeltiden analit 2 mL etil
asetat ile ekstrakte edildi. Daha sonra stpernatant uguruldu ve daha sonra etil asetatin
tamamen uzaklastiriimasi igin 200 pL asetonitril eklenerek tekrar uguruldu. Elde edilen
kalinti 1 mL asetonitrilde ¢6zildi. Daha sonra bu ¢ozeltiden 100 pL alinarak toplam
hacim asetonitril ile 1 mL olacak sekilde viallere koyuldu ve UPLC/MS/MS sistemine 5

ML enjeksiyon yapildi.
3.8.6 Ornek Hazirlama

Eppendorf tipline 100 pyL plazma 6rnegdi koyuldu ve 150 uL deiyonize su
eklendi ve karistirildi. Bu karisima 70 uyL 0.212 M NaBH, c¢o6zeltisi eklendi ve oda
sicakhiginda 30 dakika inkube edildi (plazma proteinlerine baglh siilfiti serbest hale
getirmek icin) ve 10 yL 46 mM monobromobiman eklendi ve karistirildi. Daha sonra
elde edilen ¢dzelti 10 dakika 42°C de inkube edildi. Daha sonra karisim sogutuldu ve
50 pyL HCIO, c¢ozeltisi ilave edildi. Agzi kapatilarak 25°C’de 12400 g de 10 dakika
santrifllj edildi. Elde edilen ¢ozelti 20 yL 2 M tris ile nétralize edildikten sonra tekrar
12400 g de 10 dakika santriflj edildi. Elde edilen ¢bzeltiden analit 2 mL etil asetat ile
ekstrakte edildi. Daha sonra supernatant ucuruldu ve daha sonra etil asetatin tamamen
uzaklastiriimasi icin 200 yL asetonitril eklenerek tekrar uguruldu. Elde edilen kalinti 1
mL asetonitrilde ¢6zildli. Daha sonra bu ¢oézeltiden 100 pL alinarak toplam hacim
asetonitril ile 1 mL olacak sekilde viallere koyuldu ve UPLC/MS/MS sistemine 5 pL

enjeksiyon yapildi.

3.8.7. Silfit-biman komplesinin belirlenmesi

Plazmaya spike edilip UPLC-MS/MS vyontemi ile elde edilen plazma
¢ozeltilerinde sulfit dibiman kompleksi olusturularak Ucgli kuadrapol tandem MS’de
pozitif ESI kullanilarak MRM modunda m/z 451> 193 gegisi ile saptanmistir (Sekil 4.1)
Elde edilen kromatogramlarin incelenmesinde siilfit-dibiman kompleksinin alikonma

zaman 2.88 dakika olarak belirlendi.
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Sekil 3.1. Kuitle spektrometresi ile silfit dibiman bilesiginin belirlenmesi ve
parcalanmasi.

3.9. Istatistiksel Analiz

Veriler SPSS (Stastistical Package for Social Sciences) 18.0 paket programiyla
analiz edilmigtir. Surekli degiskenler ortalama (+) standart hata (SH) olarak verilmigtir.
Olglimler arasindaki bagimsiz ikili grup kasilastirmalarinda Bonferroni dizeltmeli
Mann-Whitney U testi kullanmilmistir. Bagimli grup karsilastirmalarinda Bonferroni
diizeltmeli Wilcoxon Eslestiriimis iki Ornek Testi kullaniimistir. istatistiksel olarak

p<0.05 degerleri dnemli kabul edilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Deney Gruplarinin Demografik Verileri

Calismamiza katilan kontrol grubundaki bireylerden 10’u kadin ve 27’i
erkektir. Alzheimer Hastaligi (AH) grubunda ise 18 kadin ve 14 erkek bulunmaktadir.
Kontrol grubunun yas ortalamasi 74 olup, yas ortalamasi 79 olan AH grubuna gore ¢ok
az dusuktur, istatistiksel olarak aralarinda anlamli bir fark yoktur. Vicut kitle indeksine
baktigimizda ise AH grubunun VKIi 21.3, kontrol grubunun viicut kitle indeksi ise
25.8'dir. Ancak aralarinda istatistiksel olarak anlamh bir fark yoktur. Standardize
minimental skorlarinin ortalamasina baktigimizda kontrol grubu 27 ve AH grubununda
ise ortalama 4 olarak tesbit edilmistir. Tablo 4.1. calismamizdaki gruplarin demografik

verilerini gostermektedir.

Tablo 4.1. Calismaya katilan kontrol ve hasta gruplarindaki deneklerin demografik
verileri.

Kontrol AH

Yas 74 79
Cinsiyet 10-K,21-E 18-K, 14-E

VKi 25,8 21,3

MMS 27 4
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4.2.TAD ol¢iimleri.

Sekil 4.1 Kontrol ve deney gruplarindaki bireylerin total antioksidan
dizeylerini gdstermektedir. Deneye katilanlarin serum o6rneklerinden ticari bir kit

yardimiyla ¢alisilan total antioksidan diizeyleri agisindan bir fark bulunmamistir.

\|_\ 1_\
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\'_‘ \'_\
(ST N
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o ®

Total Antioksidan Diizey (TAD)
(umol H202 Eqv/L)
o
H =

o
[N}

o

Sekil 4.1.Kontrol (K) ve Alzheimer (AH) gruplarindaki Total Antioksidan Duzey (TAD)
sonuglari. (Kontrol igin n=31, AH icin n=33)
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4.3.TOD Olgiimleri.

Sekil 4.2. kontrol ve deney gruplari arasindaki bireylerin total oksidan
duzeylerini gostermektedir. Calismamiza katilanlarin serum drneklerinden ticari bir kit
yardimiyla dlgtlen total oksidan dizeylerinde kontrol grubunun total oksidan dizeyleri

AH grubuna gore daha ylksek ol¢iimustar ( p< 0,05).

B =
[<)] [}
1 J

_|

[ S =
o N H
1 1 1

Total oksidan diizeyi (TOD)
(umol H202 Eqv/L)
o]

Sekil 4.2.Kontrol (K) ve Alzheimer (AH) gruplarindaki Total oksidan Dizey (TAD)
sonuglari. (*: p<0,05 Kontrolden fark., kontrol igin n=31, AH i¢in n=33)



34

4.4.0SI Degerleri.

Sekil 4.3. te kontrol ve AH gruplari arasindaki bireylerin oksidatif stres
indeksleri gosterilmisti. TAD ve TOD degerleri kullanilarak yapilan matematiksel
hesaplama sonucu oksidatif stres indekslerinde gruplar arasinda bir fark

bulunamamistir.

1,2

0,4

Oksidatif Stres indeksi (OSi)
(AU)
o
[e)]

0,2

Sekil 4.3. Kontrol (K) ve Alzheimer (AH) gruplarindaki oksidatif stres indeksi (OSI)
sonugclari. (Kontrol igin n=31, AH icin n=33)
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4.5.Siilfat Olgiimleri.

Grafik 4.1. kit icerisindeki prosedire goére calisilan standart degerlerinin
korelasyon egrisini gdstermektedir. Hesaplamalar sonucu R?=0,9728 bulunmustur.
Deney gruplarinin plazmalarinin ¢alisiimasiyla elde edilen silfat degerleri Grafik 4.1.

deki standartlar referans alinarak hesaplanmistir.
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y =0,1918x
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Grafik 4.1. Silfat Standart Korelasyon Egrisi.
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Sekil 4.4’te kontrol ve AH grubundaki bireylerin galisilan silfat degerleri gosterilmistir.
Calismamiza katilan bireylerin plazma o6rneklerinden ticari bir kit yardimiyla 6lgulen
sulfat degerlerinde, kontrol grubunun sdlfat dizeyi AH grubuna gbére daha yuksek

bulunmustur (p <0.05).

[
o
)

SULFAT mg/dL
O L N W » U1 O N 0O O
*

Sekil 4.4. Kontrol (K) ve Alzheimer (AH) gruplarindaki sulfat sonuglari. (*: p<0,05
kontrolden fark., kontrol igin n=26, AH igin n=27)

4.6. Siilfit Olgiimleri

Silfit dlgumlerinde 6ncelikle silfitin dogrusallik calisma aralid1 belirlendi.
Tablo 4.2.de plazmaya spike edilip ve plazmadan elde edilen plazma ¢oézeltilerinden

0.5-100 ymol/L (endojen siilfit ile nihai derisim 3.3-102.8 pmol/L) derigim araliginda
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sulfitin derisimine kargi pik alanlari grafie gecirilerek elde edilen kalibrasyon egrileri

istatistik degerlendirmesi verilmigtir.

Tablo 4.2. Silfitin plazma caligma c¢ozeltilerinin kalibrasyon egrilerinin istatistiksel
analiz degerleri

Etkin Madde CA LR? R?
(umol/L)
Suifit 0.5-100 Y=843.31x 0.999
+346.93 8

CA: calisma araligi, a:6 kalibasyon egrisi, LR: lineer regresyon, Sa: regresyon
egrisindeki kaymanin standart sapmasi Sb: regresyon egrisindeki egimin standart
sapmasl, R: korelasyon katsayisi.

Deney gruplarindan alinan plazma oOrnekleri ekstrakte edilerek UPLC-
MS/MS sistemine enjekte edildi ve kromatogramlari alindi. Sekil 4.5. Toplam siilfit

analizi sonucu elde edilen kromatogramlari gostermektedir.
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Sekil 4.5. UPLC-MS/MS kromatogramlari: A) Blank plazma B) 50 ymol/L Silfit eklenen
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Sekil 4.6.°da kontrol ve AH grubundaki bireylerin plazmalarinda c¢aligilan
sulfit de@erleri gdsterilmigtir. Calismamiza katillan bireylerin plazma &érneklerinden
UPLC-MS/MS yodntemi ile elde edilen toplam sllfit derigsimlerine gore AH grubunun

sulfit dlizeyi kontrol grubuna gére daha ylksek bulunmustur (p<0.05).

30
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10

Sekil 4.6. Kontrol (K) ve Alzheimer (AH) gruplarindaki sulfit sonuglari. (*: p<0.05
kontrolden fark. (Kontrol igin n=26, AH i¢in n=27)
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5. TARTISMA

Gunumuzde gelisen bilim, iyilesen yasam sartlari ve teknolojinin sagladigi
kolaylik ile insan émri uzamistir. Omir uzunlugunun artmasi, birgok arastirmaya gore
yaslanma ile iligkili olan Demans, Alzheimer Hastalgi, Parkinson gibi hastaliklarinda
toplumda goériime sikhgini arttirmistir (Billion S vd. 2002). Bu hastaliklarin bir¢ok ortak
Ozellikleri vardir. Biyolojik belirtegleri, yaslanmayla birlikte gérulme sikhgi, nedenlerinin
tam bilinememesi, uzun suren preklinik periyotlari, araliksiz ilerleyici olmalari ortak
Ozellikleridir (Martignoni E vd. 2007, Muller UJ. vd. 2005).

Bilindigi gibi ndrodejenerasyon, noéron ve iligkili sistemlerin anatomik ve
fizyolojik olarak cesitli nedenlerle etkilenip bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Doku
kaybi ve dejenerasyon terimleri; kalitsal ve edinsel sinir sisteminin tim hastaliklarini
kapsamaktadir (Du J. vd 2009). Alzheimer hastaliyi duygu ve davranis bozukluklarinin
eslik ettigi bilissel islevlerde ilerleyici hasar ile karakterize olan, tedavisi olmayan énemli
bir nérodejeneratif hastaliktir (Maurer K. vd. 1997). Bu gune kadar yapilan ¢alismalarda
artmis plazma homosistein diizeyi basta nérodejeneratif hastaliklar olmak Uzere
kardiovaskuler, psikiyatrik ve endokrin gibi pek ¢ok hastalikla iligkilendirilmis ve bu
hastaliklarin gelisiminde bir risk faktori olarak degerlendirilmistir (Finkelstein JD.
2000).

Alzheimer hastaligindaki bazi olgularda kalitimsal faktoérler bulunmaktadir.
Bdyle durumlarda hastaligin olusumuna katilan genlerde normal kisilerde bulunmayan
mutasyonlar goérilmektedir (Mayeux R. vd. 1998). Bu gine kadar AH'nin genetik
etiyolojisinde yer aldigi dusunulen doért lokus tanimlanmistirr. Bunlar 21. kromozomdaki
amiloid prekursor protein, 14. kromozomdaki presenilin 1 (PS1) geni, 1. kromozomdaki
presenilin 2 (PS2) ve 19. kromozomdaki APOE4 lokusudur. APOE4’nin AH yatkinhgi
olusturdugu tarzindaki gorusler bircok yerde kabul gérmustir. APOE4, riski artirip
baslangic yasini dugurdr. Bu doért lokus (APP, PS1, PS2, APOE4) Alzheimer
hastaliginin toplam genetik etiyolojisinin yarisini olugturur ve daha netlestiriimesi

gereken AH lokuslarinin mevcut oldugunu diusinddrur (Tanzi 1997).
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Alzheimer hastaliginin tedavisinde son yillarda birgok terapotik ajanlar
denenmis ancak hig birinden blyuk faydalar elde edilememigtir. Alzheimer hastalidi igin
Onerilen serebral vazodilatorler, L-dopa, yuksek doz B, C, E vitaminleri ve uyaricilarin
tedavi edici olduguna dair yeterli kanit yoktur. Oral fizostigmin, kolin ve lesitin
uygulamalari da genellikle olumlu sonu¢ vermemistir. Sikhikla kullanilan takrin
donepezil gibi asetil kolin esteraz inhibitorlerinin kolinerjik agonistlerin etkilerinin de
fazla olmadidi ileri surilmektedir, ancak bu tip ilaglarin 6-12 kullanimindan sonra
hastanin bagimsiz yasamini surdirebilme vyetisini hafifce arttirsada hafiza Uzerine
iyilestirici etkisi belirlenememistir (Courtney C. vd. 2004).

Bu calismamiz ile kikurt iceren aminoasit metabolizmasinin bozuldugu
gosterilmis cesitli noérodejeneratif hastaliklarda, bu bozuklugun su ana kadar
calisiimamis yonu olan ve yine kukurt iceren bir aminoasit olan sistein katabolizmasinin
yerinin arastiriimasini hedefledik.

Plazma homosistein dlzeyi basta ndrodejeneratif hastaliklar olmak Uzere
kardiovaskuler, psikiyatrik ve endokrin gibi pek cok hastalikla iliskilendiriimis ve bu
hastaliklarin gelisiminde bir risk faktord olarak degerlendirilmigtir. Buna ragmen
homosistein’in toksik etkilerinin mekanizmasi tam olarak anlagilamamigtir. Ayrica bu
glne kadar detayli olarak calisilan, artmig plazma homosistein ile ndrodejeneratif
hastalik arasindaki iliskinin hentz aciklanmamis pek ¢ok yéna vardir.

Son yillarda yapilan g¢alismalarda homosisteinin néronlar Uzerine toksik
etkisinin, diger norotoksik molekullerin etkisini arttirmak sureti ile oldugu gosterilmigtir
(Schoneich vd 1995). Nérodejeneratif hastaliklarda sisteininde artmis olmasi g6z
onlne alindiginda homosistein’in nérotoksik etkilerine, sistein katabolizmasinin son
urtnlerinden biri olan sulfit molekulinin de aracilik edebilecegi Uzerine hipotezimizi
planladik.

Homosistein’in katabolizmasinin transsulfirasyon yolaginda 6zellikle de
sulfit'in sulfata detoksifikasyon basamaginda bir bozukluk veya yetersizlik olabilir.
Bunun neticesinde homosistein artisina eslik eden artmis plazma silfit dizeyi izlenen
norotoksisitenin dnemli bir bileseni olabilir.

Sulfit molekult pekgok hicresel yapiyla etkileserek toksik etkiler ortaya
cikarsa da en belirgin etkisi néronlar Gzerine olanidir. Sulfitin bu toksik etkilerinden
korunmak icin vucutta sUlfit oksidaz (SOX) enzimi tarafindan sulfat iyonuna
yUkseltgenir (Lester MR. 1995). Bu reaksiyonun O6nemi genetik olarak bu enzim
eksikliginin gozlendigi vakalar ile anlasimistir. ilk olarak 1967 yilinda Mudd ve
arkadaslari tarafindan rapor edilmis ve otozomal resesif olarak gectigi gosteriimis SOX
eksikligi sendormunda (Brosnan JT. ve Brosnan ME. 2006, Rees MM. ve Rodgers GM.

1993) siddetli beyin hasari, mental gerilik, korllk, spastik kuadripleji ve serebral atrofi


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Brosnan%20JT%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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gibi gesitli nérolojik bulgular ile karakterizedir. Sendromun laboratuar bulgularinda ise
idrarla yogun bir sekilde atilan s-sulfosistein, SO3?, tiosiilfat ve normalden daha az
miktarda gikarilan SO, nedeniyle bozulmus kiikiirt metabolizmasini isaret ediyordu.

Sulfit detoksifikasyonunun yapilamamasi veya yeterli etkinlikte olmamasi
sulfit toksisitesine neden olacagl gibi, organizmanin pek c¢ok c¢evresel toksinin
detoksifikasyonu icgin ihtiya¢ duydugu sulfat molekdlinin de yetersizligine yol acar.Bu
durum organizmanin hem endojen hem de eksojen nérotoksik ajanlarin etkisine agik
kalacagi anlamini tasir. Sistein katabolizmasinin son ve en énemli Grind olan sulfat’'in
bu yolla olusmasindaki bir bozukluk bu hastalarin silfit molekulinin zararl etkisine
maruz kalacagi anlamini tasir. Silfit molekili néronlar Uzerine son derece toksik bir
molekildir ve detoksifikasyonunun yapilamamasi hayatla bagdasmamaktadir(Reist M.
vd. 1998).Tium bunlar géz Onlne alindiginda, bu tip rahatsizliklarda gézlenen
norotoksisite ile olasi artmis silfit dizeyi kolaylikla iliskilendirilebilir. Boyle bir iligkinin
kurulmasini saglayacak c¢iktilar bu tip hastaliklarda tani ve tedavi yontemlerinin
gelistiriimesine katkida bulunacaktir.

Alzheimer Hastaligi gibi bazi nérodejeneratif hastaliklarda hatali protein
Uretimi, oksijen radikali yapiminda artig, hicre i¢i kalsiyum artigi gibi mekanizmalarla
gerceklesen apoptozun noéron kaybina yol actigi goésterilmistir (Bredesen D.E. vd.
2006). Hucresel duzeyde ciddi miktarda uretilen serbest oksijen radikallerinin yol agtigi
toksik etkiler vucuttaki antioksidan savunma sistemiyle yok edilmeye caligilir.
Antioksidan savunmanin yetersiz kaldigi durumlarda ortaya ¢ikan oksidatif stres,
yaslanma ve birgok hastaligin olusum sirecinde énemli rol oynar (Demircan G. vd.
2005.)

Oksijenin kismi indirgenmesiyle olusan singlet oksijen, superoksit radikali,
hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi aktive olmus oksijen turleri oldukga reaktiftir
ve organlarda toksik etkilere yol acar (Singal PK. vd.1998). Serbest oksijen radikalleri,
hicre membrani proteinlerini yikarak hicreleri oldirir, membran lipid ve proteinlerini
yok ederek hicre membranini sertlestirip hicre fonksiyonunu engeller; c¢ekirdek
membranini yararak c¢ekirdekteki genetik materyale etki edip DNA’y1 kiriima ve
mutasyonlara acgik hale getirir; immun sistemdeki hicreleri yok ederek immun sistemi
bozar. Sonugta, oksidatif stres DNA mutasyonlari, hicre olumleri ve hastaliklari gibi
hasarlara neden olur. Molekdler, hiicresel ve doku duzeyindeki oksidatif hasarin en aza
inebilmesi i¢in oksidanlar ve antioksidanlar arasinda bir denge saglanmalidir (Demircan
G. vd. 2005.).

Siper oksit anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikali gibi cesitli reaktif
oksijen turleri (ROT) ve reaktif nitrojen tirleri alzhaimer gibi pek¢ok ndrodejeneratif

hastaligin patogenezinde rol almaktadir (Reynolds A. vd. 2007). ROT’nin mitekondrial
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DNA’ya zarar verip kendinin Uretimini daha da arttirarak dejenerasyon dongusunun
tetikleyicisi ve devam ettiricisi oldugu dusunulmektedir. Beyin yuksek oksijen tuketimi,
kolayca okside olan poliansatire yag asitleri agisindan zengin bir doku olmasina
ilaveten, dislk antioksidan kapasitesi acisindan da oksidan strese karsi oldukga
hassastir (Floyd R. A. 1999).

Sisteini hizli  kullanan glutatyon siklusunun oldugu bdbrek, barsak,
karaciger ve pankreas gibi dokularda ayni zamanda transsilfirasyon yolunun her iki
enzimide bulunur (Brosnan 2006). Ancak beyin dokusunda CBS enzimi bulunup CGL
enzimi bulunmadigindan dolay: sistatyoninin birikir ve glutatyonun sentezi icin glial
sistein kullanilir. Bu nedenle santral sinir sistemi oksidatif strese diger dokulara gére
daha duyarlidir (Finkelstein 2000).

Farkli oksidan tdrlerin cesitli doku ve/veya biyolojik sivilardaki
konsantrasyonlari ayri olarak Olcllebilir fakat dlglimler, zaman alan, yogun is guci
gerektiren, pahali ve karmasik teknikler gerektirir. Bu nedenle arastirmamizda
Olcimdndn kisa slrmesi, kolay uygulanabilmesi, guvenilir ve duyarli olmasi, ylksek
dogrusallik gostermesi, serum ve plazma ornekleriyle, doku orneklerinde calisilabilme
gibi avantajlari olmasindan dolayi Total Oksidan Duzeyi (TOD) 6lcimu yaptik. Bunun
yerine bir numunenin toplam antioksidan kapasitesi olgulir.

Olglimiin prensibi érnegin igindeki tim antioksidanlarin mavi-yesil ABTS
radikalini renksiz redikte ABTS haline getirmesi esasina dayanir. Ornegin

absorbansindaki degisiklik onun antioksidan duzeyi ile orantilidir.

Total antioksidan seviye 6lgimunun kisa surmesi, kolay uygulanabilmesi,
guvenilir ve duyarli olmasi, yuksek dogrusallik géstermesi, Serum ve EDTAI, sitratl,
heparinli plazma 6rnekleriyle, plevra sivisi, beyin omurilik sivisi, amnion sivisi, semen
plazmasi, tukrik ve idrar gibi vicut sivilarinda, doku &rneklerinde, bitki ve gida

ekstraktlarinda ve yaglarda c¢alisilabilme gibi avantajlari vardir.

TOD duzeyi agisindan beklenenin aksine deney grubunda degil, kontrol
grubunda istatistiksel olarak artmis bir deder bulduk. Bu haliyle alzheimer hastalarinda
oksidan stresin var veya yok oldugu sdylenemez. Serbest radikaller ¢esitli metabolik ve
fizyolojik slreglerde uretilirler. Bu zararl Urinlere karsi biyolojik sistemlerin enzimatik

ve non enzimatik antioksidan savunma mekanizmalari vardir.

Oksidan ve antioksidan defans sistemleri arasinda normal sartlarda
mukemmele yakin bir denge durumu s6z konusudur. Pek ¢ok hastalik durumunda bu
dengenin oksidanlar lehine bozuldugu ve oksidatif stresin arttig1 gosterilmistir (Freeman
BA., Crapo JD. 1982). Bu yiizden TAD ve OSi ile birlikte degerlendirildiginde kontrol ve

AH grubunda oksidan stres agisindan bir fark bulunamamistir.



44

S0;?in toksik etkilerinin ortaya ¢ikmasindaki en 6nemli mekanizmanin
kukurt ve O, merkezli radikaller oldugu igin ve serbest radikallerin hiicre hasarindaki
rollerinin buylk olmasindan dolay! oksidan stresin rolinu arastirmak icin TOS, TAS ve
OSi parametrelerini kullandik. Oksidatif stres agisinda AH ve kontrol grubunu
karsilastirdigimizda ise TAD degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulamadik. TOD degerlerinde ise kontrol grubu AH grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde yiiksek cikti. OSi degerinin hesaplanmasi sonucu AH grubu ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik bulamadik. Beklentimiz
AH grubunun kontrol grubuna gore TAD degerlerinin daha disik, TOD degerlerinin
daha yiiksek ve OSi degerlerinin yiiksek olmasiydi. Ancak anlamli bir fark bulunamadi.

AH toplumda 40 yasindan sonra goérlilmeye baslansada genelde daha
ileriki yaslarda ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Yas ortalamasinin birbirine mimkuin oldugu
kadar yakin olmasi icin kontrol grubunu da ileri yaslardaki bireylerden sectik. Yas
ilerledikgce vlcutta antioksidanlarin azaldigi ve oksidanlarin birikmeye basladigi
bilinmektedir. Bundan dolayi da yasl bireylerin vicutlarinda oksidatif stres artmaktadir.
Ayrica AH hastasi olan grubun tamami ilging bir sekilde vicut kitle indeksi bakimindan
saghkh sayilan degerler icindeydi ve AH disinda genel olarak bagka hastaliklari da
bulunmuyordu. Kontrol grubunun vicut kitle indeksi ortalamasi ise asiri sisman
grubundaydi ve neredeyse tamamina yakininda nérodejeneratif rahatsizlik hari¢ bir¢ok
hastalik mevcuttu. Fazla kilonun oksidatif stres (izerine olumsuz etkileri vardir. ilerleyen
yas ile birlikte bircok hastaligin ortaya ¢ikmasi kaginilmaz bir durumdur. Bu yizden bu
yas ortalamasina sahip hi¢bir hastaligi olmayan birey sayisi toplumda ¢ok az
oldugundan kontrol grubu olustururken birgok hastaligi dislama kriterine koyamadik.

Bunlarin yaninda AH hastasi bireylerin sosyal hayattan biraz soyut
yasamasi gevreden kaynakl, oksidatif stresi arttirici etkilere kargi azda olsa korunma
saglamis olabilir. Bunlarin disinda oksidatif stres alinan gidalarla, c¢alisilan is ile
yasanilan ortamla ile degisebilmektedir. Butin bu bilgiler baglaminda baktigimiz zaman
kontrol grubunda oksidatif stresi arttirici daha fazla etkenin olmasi AH grubu ile kontrol
grubu arasinda oksidatif stres agisindan istatistiksel olarak bir farkin bulunmamasini
aciklar.

Calismamizda sulfit olcimleri AH grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yuksek ¢ikti. Bu bulgu Alzheimer grubunda sulfit
dizeyinin kontrole gbre 5 kat daha ylksek olmasi nedeniyle arastirmamizin en carpici
sonucu olarak ortaya cikmigtir. Kontrol grubundaki degeri literatirle uyumlu olarak

bulunmustur (Kajiyama H. vd. 2000).
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Kontrol grubunun siilfat degerleri ise AH grubuna gére anlaml bir sekilde
yuksek bulundu. Sulfitin AH grubunda, sulfatin da kontrol grubunda yuksek olmasi, AH
grubundaki bireylerde sulfitin sulfata detoksifikasyonunda bir sorun oldugunu
gOsterebilir ve hipotezimizi dogrular nitelikte bir sonugtur. AH grubunda sdlfitin silfata
dénusememesindeki sorun bluyuk ihtimalle silfitin stlfata déntstimunde rol alan SOX

enzimindeki bir defektten kaynaklanabilir.

Vicutta endojen olarak olusan siilfit, sulfit oksidaz (SOX) enzimi ile derhal
organizmada cesitli biomolekillerin ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda gorev
alan sulfat molekuline c¢evrilmektedir (Cohen HJ. 1971, Hoffer LJ. vd. 2005). SOX
enziminin ¢alismasi ile hem endojen olarak yararli bir bilesik elde edilir (silfat) hem de
son derece toksik yine endojen bir molekdl (sdlfit) ortadan kaldiriir (Mudd SH vd.
1967). Ayrica yasla birlikte SOX akivitesinin azaldigi bilinmektedir. Bu azalma
Alzheimer Hastalarinda genetik bir polimorfizme bagh olarak daha fazla olabilir. Nitekim
kanser hastalarinda yapilan bir calismada tesadifen bulunan SUOX -628G—A
polimorfizminin  Alzheimer Hastalarinda azalmis aktiviteye sebep olabilecegi
dusunulmustir (Steinberg KK vd. 2007).

inorganik stilfat memeli plazmasinda en g¢ok bulunan anyonlardan biridir.
Silfatin insan vicudunda bircok 6nemli fizyolojik roli vardir. Ksenobiotik, steroid,
norotransmitter, detoksifikasyon ve safra asitlerinde aktif gorev Ustlenir. Silfat
glikozaminoglikanlarin biyosentezi i¢in gerekli olan sulfat, serebrosid stilfat ve heparin
silfattir. insanda kalitsal osteokondrodisplazi hastali§i proteoglikanlardaki siilfatla
iligkilendirilir. Sulfatin memelilerde homeostazi bdbrekler ile dizenlenir. Bdbreklerden
suzllen sulfatin ¢ogunlugu da proksimal tubdllerden emilir. Bébreklerden stizilen

plazmanin da % 5-20 idrarla atilir.

1962 yilinda Carson ve Neil yaptiklari ¢caligsmalarda hastaliklar ve ylksek
homosistein seviyeleri arasindaki iligskiyi ortaya koymuslardir. Mental geriligi olan
cocuklardan alinan idrarda homosistein seviyesinin ylksek oldugunu saptamiglardir
(Carson ve ark. 1963). Yuksek homosistein seviyesini ¢ocukluk g¢agi da dahil olmak
Uzere hastalarin  %25inin damar tikanikhgr sonucu olusan kardiyovaskuler
hastaliklardan Olmesiyle iligkili oldugu belirtiimigtir (Gibson 1964). Homosisteinurinin
nedeninin ise homosistein metabolizmasindaki bazi enzim eksikliklerinden
kaynaklandigi bulunmustur (Gerritsen vd. 1962). 1969’da homosistein, aterosklerozlu
hastalarin patogenezinde roloynayabilecek onemli bir aminoasit olarak ileri surtlmustur
(McCully 1969). 1964’te sistation 3 sentaz (CBS) enzimindeki genetik eksikliklerin,

homosisteinlriye sebep oldugu ve plazma homosistein seviyesini artirdigl tespit



46

edilmistir (Mudd vd. 1964). Daha sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda homosistein
metabolizmasinda goérev alan metiyonin sentaz (MTS) ve metilentetrahidrofolat
rediktaz (MTHFR) gibi enzimlerde eksikler saptanmistir (Mudd vd. 1972, McGill vd.
1990, Rozen 1996). 1988 yilinda yapilan ¢alisma da kobalaminin, metil kobalamine
donusmesindeki bozukluk sonucu MTS aktivitesini azalttigi ve multiple sklerozisi
gosteren bulgular elde edilmigtir (Carmel vd. 1988).

Yapilan calismalarda noérodejeneratif hastaliklarin  pek ¢ogunda
homosistein’e ilaveten plazma sistein aminoasidinin arttigi ve sulfat dizeyinin azaldigi
bulunmustur (Heafield MT. vd. 2006. Woolsey PB. 2008).

Sonug olarak, elde edilen sonuclar homosisteine atfedilen ancak tam olarak
anlasilamayan nérodejenerasyondaki ndrotoksik etkiyi agiklayabilir. Clnkd in vitro
olarak toksik etkili bulunan homosisteinin normal plazma duzeyinin 3 kati dozda
farelerin dorsal hipokampusine inflize edilmesi, herhangi bir noérotoksik etki
olusturmamigken, MPTP gibi ndrotoksik ajanlarin etkisini potansiyelize ettigini

go6stermistir (Kruman |l vd. 2000).

Norodejenerasyonda artan homosistein diizeyi beraberinde siilfit miktarini
da arttirarak sulfitin noérotoksik etkisini potansiyelize edebilir. Ayrica birgok ndrotoksik
ajanin detoksifikasyonu icin gerekli sulfatin AH grubundaki bireylerde az olmasi, bunlari

toksisiteye daha acik hale getirmistir denebilir.
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6.SONUCLAR

1) Calismamiza 10°’u kadin ve 21’i erkek toplam 31 adet saglikli kontrol,18 kadin ve 14
erkek toplam 32 adet Alzheimer hastasi denek katilmistir. Gruplarin yas ortalamalari
sirasl ile 74 ve 79, vicut kitle indeksleri 25.8 ve 21.3 Standardize minimental skorlari
27 ve 4 olarak tesbit edilmistir. Bu dederlerin higbirinde istatistiksel olarak aralarinda

anlamh bir fark yoktur.

2) SerumTOD sonuglari Alzheimer grubunda kontrole gére daha disik bulunmugken

TAD agcisindan iki grup arasinda bir fark bulunamamistir.

3) Biyolojik organizmalarda oksidan stresin diizeyini belirlemede bireysel oksidan veya
antioksidanlarin élgiilmesi yerine TOD ve TAD degerlerinden Oksidatif Stres indeksi
(OSI) hesaplanir. Calismamizda OSIi degeri agisindan gruplar arasinda fark olmadigi
saptanmistir. Bu bulgu ayni zamanda gruplar arasinda oksidan stres agisindan bir fark

olmadigini da géstermisgtir.

4) Hipotezimize uygun olarak hasta grubunda yaklasik 8 kat artmis sulfit dizeyi yine

yaklasik yariya inmis sulfat dizeyi bulunmustur.

Bu sonuglar literatlirde cevabi olmayan nérodejenratif hastaliklarda sulfit dizeyinin ne
oldugu sorusunu yanitlamistir. Azalmig sulfat dizeyinin  beraberliginde sulfit
molekulinin noérodejenerasyona katkida bulunan bir biyobelirte¢ olabilecegi sonucuna

varilabilir.
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