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OZET

Oksidatif sisteme dahil oldugu bilinen homosistein, bir amino asit olup, bir ¢ok
patolojik  nedenden  dolayi,  plazmadaki  diizeylerinin  yiikselmesiyle
hiperhomosisteinemi meydana gelmektedir. Bu olay ayni zamanda oksidatif stresi
indiikleyen bir durumdur. Oksidatif stres sonucu reaktif oksijen tiirleri (ROS)
meydana gelir ve bunlar da lipid peroksidasyonu ve membran hasarinin gelismesine
yol acarlar. Viicudumuzda ROS’un zararh etkilerine karsi antioksidan savunma
mekanizmast  ve oksidanlarin  olusturdugu hasar1 onaran antioksidanlar
bulunmaktadir. Siyah iiziimde yiiksek diizeyde bulunan flavonoidler gibi fenolik

bilesikler, oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirirler.

Bu caligsma, 30 giin boyunca homosistein verilen ratlarda antioksidan enzim
diizeylerinde gerceklesecek degisimler ve bu degisimlere siyah iiziim suyunun
etkilerini arastirmak amaciyla yapilmistir. Bu amagla 32 Sprague dawley erkek rat
kullanildi ve hayvanlar kontrol, siyah iizim, homosistein ve siyah iizim +
homosistein gruplar1 olarak 4 gruba ayrildi. Calismanin siirdiigii 30 giin boyunca,
kontrol grubuna her giin gavajla musluk suyu ve intra peritonal olarak serum
fizyolojik uygulandi. Siyah {iziim grubuna her giin 10ml/kg dozda iliziim suyu gavajla
verildi. Bunun yaninda 1ml/kg serum fizyolojik i.p. olarak uygulandi. Siyah {iziim +
homosistein grubuna giinliik 1mg/kg homosistein i.p. olarak ve 10 ml/kg miktarinda

lizim suyu gavajla verildi.

Calismada, oksidatif stresin gostergesi olan plazma malondialdehit (MDA),
plazma karbonil ve antioksidan kapasitenin gdstergesi olarak eritrosit glutatyon
(GSH), plazma siilthidril (SH) gruplarinin diizeyleri ve eritrosit katalaz (CAT) ile
eritrosit stiperoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri tayini yapildi. Calisma sonucunda,
siyah {liziim grubunda eritrosit GSH ve eritrosit CAT diizeylerinin kontrol grubuna
gore anlamli derecede artmig oldugu, bununla beraber plazma MDA diizeylerinin
anlamli derecede azaldig: tespit edildi. Homosistein grubunda ise plazma MDA ve
karbonil diizeylerinin kontrol grubuna goére anlamli olarak arttig1 ve plazma —SH ve

eritrosit SOD diizeylerinin anlamli derecede azaldig: tespit edildi. Siyah iiziim +
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Homosistein grubunda ise, Homosistein grubu ile karsilastirildiginda plazma —SH,

eritrosit GSH, eritrosit CAT diizeylerinin anlamli derecede ytikseldigi tespit edildi.

Sonug olarak, siyah iliziim suyunun plazma MDA diizeylerini azaltarak ve
eritrosit GSH diizeylerini ve eritrosit CAT aktivitesini artirarak, homosisteinin

indiikledigi oksidatif stresi azalttig1 tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Homosistein, oksidatif stres, antioksidan, fenolik bilesikler,

siyah iiziim suyu.
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SUMMARY

Homocysteine belonging to oxidative stress, is an aminoacid, and due to increase in
plasma level, hyperhomocysteinemia takes place. As a result of oxidative stress,
reactive oxygen species (ROS) occur and they causes lipid peroxidation and
membrane demolitions. There are antioxidant defence system versus ROS harmful
effect and antioxidants repairing injuries. Antioxidant-dependent phenolic
compounds, such as flavonoids rich enough in purple grape by transmitting a single

hydrogen to oxidant make these harmful phenomenas ineffective.

This study carried out to determine the effect of grape juice on changes of
antioxidant enzyme level in rats for 30 days. 32 Sprague dawley rat were used and
study was conducted in four different groups; control, purple grape juice,
homocysteine and homocysteine + purple grape juice. Daily normal water and serum
physiologic as intra peritonal were given to control group. Daily 10 ml/kg dose grape
juice with gavage was given to purple grape juice group. Besides 1 ml/kg serum
physiologic was given. 1 mg/kg homocysteine as i.p. and 10 ml/kg grape juice were

given to homocysteine + grape juice group.

Plasma malondialdehide (MDA), plasma carbonyl, erythrocyte glutation
(GSH), plasma sulthydril (SH), erythrocyte catalaz and erythrocyte superoxide
dismutase (SOD) activities were determined. Results revealed that in grape juice
group, erythrocyte GSH and erythrocyte CAT levels were found as significantly
higher than control group. However, plasma MDA level significantly decreased. In
Homocysteine group, plasma MDA and carbonil levels significantly increased and
plasma —SH and erythrocyte SOD levels significantly decreased than control group.
In purple grape + homocysteine group, if compered to homocysteine group, plasma —

SH, erythrocyte GSH and erythrocyte CAT levels significantly increased.
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Results as signed that by decreasing MDA level, increasing GSH level and
erythrocyte CAT activity grape juice makes decrease oxydative stress induced by

homocystein.

Keywords: Homocystein, oxidative stress, antioxidant, phenolic compounds, purple

grape juice.



1. GIRiS

Homosistein viicutta tiim hiicrelerde bulunan siilfiir iceren bir aminoasittir.
Metiyoninin demetilasyonu ile olusur. Homosistein iki farkli metabolik yola girer.
Bunlardan ilki remetilasyon yolu olup homosistein B> ye bagimli metiyonin sentaz
(MS) tarafindan 5-metil tetra hidrofolat varliginda metiyonine remetile olur. Bir
diger yol olan transsiilfiirasyon yolunda ise ilk enzim Bg’ya bagimli sistatiyonin B-
sentaz (CBS)’dir. Sistatiyonin, vitamin Bg¢'nin kofaktorliiglinde sistationinaz enzimi
ile a-ketobutirat ve sisteine ¢evrilir, a-ketobutirat ise 2-metilsitrik asit ve
metilmalonik asite parcalanir. Bu parcalanma sonucunda olusan sistein, inorganik

siilfata doniisilir ve ardindan idrarla atilir (1,2,3).

Homosistein kardiovaskiiler hastaliklar i¢in, bilinen 6énemli risk faktorii veya
risk belirleyicilerindendir. Plazma veya serum homosistein diizeylerinin artmasi,
noral tiip defektleri ve diger dogum defektleri i¢in 6nemli bir risk faktorii olarak
goriilmektedir. Hiperhomosisteineminin en énemli sebepleri arasinda, folat, vit B,
ve Bg eksikligi gelmektedir. Sagliksiz beslenme, sigara, asir1 alkol tliketimi, asiri
kahve tiiketimi, fiziksel egzersiz yapmama gibi stres yaratabilecek sagliksiz yasam

faktorleri de hiperhomosisteinemi nedenleri arasindadir (4).

Oksidatif stres, prooksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin
prooksidanlar lehine bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Homosistein serbest radikal
etkilerinden dolayi, son yillarda oksidatif sisteme dahil edilmistir. Serbest radikaller

gibi etki gostermesi viicutta birgok zararl etkilere yol agar (4,5).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 onlemek i¢in kullanilan bir¢ok savunma mekanizmalar1 vardir. Siiperoksit
radikalleri enzimatik dismutasyonla temizlenmesinin yaninda antioksidan olarak
bilinen fakat enzim olmayan bilesikler de vardir ve bu bilesikler, organizmada
oksijen radikallerinin temizlenmesini saglayan vitaminler ve flavanoidler gibi

bilesiklerdir (6).



Siyah tiziim (Vitis vinifera) iin 6zellikle meyveleri kullanilarak yapilan ilaglar,
geleneksel tipta yiiz yillarca kullanilmistir (7). Siyah {iziim de bulunan polifenollerin
%65°1 ¢ekirdeginde, %22’si sapinda, %12’si kabugunda ve %1°1 ise meyva 6ziinde
bulunmaktadir. Siyah {iziimde bol bulunan baslica fenolik bilesikler, flavonoidler,

antiosiyaninler ve proantiosiyanidinlerdir (8).

Flavonoidler, 3’-4” dihidroksi konfigiirasyon ile antioksidan aktiviteye sahiptir.
Fenolik antioksidan, lipid radikallere hizla H vermesi ile lipid oksidasyonu ile

etkilesir. Gérevi ROO ve RO radikalini parcalamak ve bdylece LPO zincir
reaksiyonunu sonlandirmaktadir. Ayrica antioksidan etkilerinden dolayr bakir
iyonlartyla kompleks olusturabilirler (9,10). Flavonoidler serbest radikal
temizleyicisi olmalari, enzim aktivitelerini diizenlemeleri, hiicre ¢ogalmasini inhibe
etmeleri, antibiyotik, antiallerjen, antidiyareik, antiiilser ve antiinflamatuvar ila¢ gibi

islev gormeleri dolayist ile 6nem kazanmaktadir (11,12).

Bu calismanin amaci, yiliksek homosistein diizeylerinin oksidatif stresi
indiiklemesi sonucu olusan oksidatif hasar iizerine iyi bir flavonoid kaynagi olan

siyah liziim suyunun koruyucu etkisininin olup olmadigini aragtirmaktir.

Bu amagla, lipit peroksidasyonunun gostergesi olarak plazma malondialdehid
(MDA) diizeyleri, protein oksidasyonunun gdstergesi olarak, plazma protein karbonil
(PCO) diizeyleri Olcililmiistiir. Ayrica antioksidan kapasitenin gostergesi olarak
eritrosit rediikte glutatyon (GSH) ve plazma siilthidril ( —SH ) gruplarinin diizeyleri
ve enzimatik antioksidan kapasiteyi gostermek icin eritrosit siiperoksit dismutaz

(SOD) ve eritrosit katalaz (CAT) enzimlerinin aktivitelerini 6l¢mek istedik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Homosistein

Homosistein, viicuttaki tiim hiicrelerde, diyetle alinan metiyoninden demetilasyon
sonucunda olusur. Siilfiir iceren ve esansiyel olmayan bir aminoasittir. Homosistein,
kofaktor olarak vitamin B, kullanilirsa remetilasyonla tekrar metiyonine veya vitamin

Bg kullanilirsa transsiilfiirasyonla sisteine metabolize olur.

Insan plazmasinda, homosisteinin yaklasik %70-80’i temel olarak albumine olmak
tizere proteinlere disiilfid baglar1 ile baglidir. Geri kalan homosistein oksidlenerek
dimerler (homosistin) veya sisteinle birleserek mikst disiilfidler olusturur (Tablo 2.1).

Homosistein, ¢ok kiiciik bir oranda (<%]1) dolasimda serbest olarak bulunur (1,2).

Insan plazmasinda homosistein, hem indirgenmis (rediikte) hem de yiikseltgenmis
(oksidize) formda, serbest veya proteine bagli olarak bulunur (Tablo 2.1). Homosistein
siv1 fazda ¢ok dayaniksiz olup miktar1 artinca oksidasyonla homosistine dontistir (Sekil
2.1). Normal kisilerin idrarindaki homosistein tespit edilemeyecek kadar az miktardadir
ancak, sistatyon B-sentaz eksikliginde homosisteinin sistatiyona doniisiimii azaldig1 i¢in
artmaktadir. Metil tetrahidro folat transferaz eksikliginde homosistiniiri meydana gelis

sebebi, metiyonine geri doniigiimiin azalmasidir.

NH, _NH,
HS—CH;—CH5CH 2H® S/CH2—CH2— CH
COOH ! | COOH
- NH2 S /NH2
HS—CH;—CH;CH ~CH5CH5 CH
COOH N\ cooH
Homosistein Homosistin

Sekil 2.1. Homosistein’in oksidlenmesi sonucu homosistin olusmasi (2).



Tablo 2.1. Total plazma homosistein bilesenleri ve yiizdeleri (2).

Co . . . . - Mikst disiilfitler:
Indirgenmis (rediikte) Yiikseltgenmis (oksidize) I:ro teirlleubagh Sistinli homosistein
Homosistein Homosistin homosistein
NH5" NH3"
3 N
NH3 '0OCCHCH;CHzS | "O0CCHCH;CHy™S

OOCCHCH,CH5~S

"“00CCHCH,CH,— SH 'OOC(|3HCHZCH2—S L 'OOC|CHCH2—S

NH3™ NH3~

%l %5-10 %380-90 %5-10

Yapilan ¢alismalar sonucu homosisteinle ilgili kimyasal tanimlamalar
belirlenmistir. Bu kimyasal tanimlamalar, siilfidrilli ya da rediikte formdaki homosistein
ve disiilfidli ya da okside formdaki homosistein olarak adlandirilmistir. Disiilfidli
formlar, reaktif sistein kalintilar1 igeren proteinlerle ve sisteinle olusur. Homosisteinin
okside formlar1 mikst distilfidler olarak da adlandirilir. Plazmadaki homosisteinin
multipl formlarinin isimlendirilmesinde heniiz fikir birligi yoktur. Ancak “total
homosistein, indirgenmis homosistein, proteine bagli homosistein, serbest homosistein
ve homosistein-sistein kompleksi” gibi kavramlar genel olarak kullanilmaktadir. “Total
homosistein” plazma ve serumdaki tiim homosistein formlarini belirtmek i¢in kullanilan

kavramdir (2).

Saglikli bireylerde normal total homosistein diizeyi (tablo 2.2.), (high performance
liquid ehromotography yontemi ile) aglikta 5-15 pmol/L arasindadir (2). Eger degerler
16-30 umol/L arasinda ise hafif yiikseklikten, 31-100 umol/L arasinda ise orta derecede
yukseklikten, >100 pmol/L ise ciddi homosistein yiiksekliginden bahsedilir.
Homosistein diizeyleri ayni1 yas grubu erkeklerde kadinlardakinden %10 kadar daha
yiiksektir (1).



Tablo 2.2. Total plazma homosistein dagilimi (2).

Normal oran 5-15 pumol/L
Beklenen <10 pumol/L
Hiperhomosisteinemi

Hafif 15-25 pmol/L
orta 25-50 pmol/L
Agir 50-500 pmol/L

Normal saglikli kisilerde giinliik homosistein tiretimi 20.000 pmol kadardir. Total
homosisteinin 1200 pmol/giin kadarlik kism1 plazmada siirekli bir dongli durumundadir.
Homosisteinin yaklasik 3-10 umol/24 saat kadarlik miktar1 idrarla atilir. Bu miktar total

homosistein’in yaklasik %0,] kadarini olusturur (1,2).

Normal degerlerdeki total homosistein orani, genetik veya sonradan kazanilan
olmak iizere bircok faktorden etkilendigi bilinir. Metilen tetra hidrofolat rediiktaz
(MTHFR) C677T (677C—T) mutasyonu gibi genetik faktoérler termolabilite,
aktivitelerinde azalma ve oOzellikle diisiik folatlh diet sonunda aghk
hiperhomosisteinemisine neden olur. Homozigot TT variyant1 sik goriilmekle birlikte
ozelikle Kafkasya’lilarda %12 oranina ulagmistir. Sistatyonin B-sentaz (CBS) geninde
gerceklesen mutasyonlar genellikle homosistiniiriye neden olur. Heterozigotlarda, CBS
eksikliginin 6nemi hakkinda bilinenler yetersizdir. Ancak, metiyonin yiiklenme sonucu

hiperhomosisteinemiye neden olabilir (2).

2.1.1. Homosistein Metabolizmasi

Metiyoninin  demetilasyonu ile olusan homosistein remetilasyon yolu ve

transsiilfiirasyon yolu olmak iizre iki farkli metabolik yola girer.

a) Remetilasyon yolu: Homosistein, 5-metil tetra hidrofolat varliginda Bj,’ye bagimlh
metiyonin sentaz (MS) tarafindan metiyonine remetile olur. Ardindan, CH,THF metilen

tetra hidrofolat rediiktaz (MTHFR) ile 5-metil tetra hidrofolata (CH3THF) indirgenir.



Karaciger ve bobrekte homosistein remetilasyonu, betain-homosistein metil transferaz
(BHMT) araciligiyla gerceklesir ve tekrar metiyonine doniisiimii saglanir (1,2). Diyetle
alinan metiyonin, metiyonin siklusunda, metil transferaz i¢in metil grubu vericisi olarak
yardim eden S-adenozil metiyonin (SAM)’e doniisiir (2,3). SAM, niikleik asidler,
ndrotransmitterler, fosfolipidler ve baz1 hormonlar i¢in metil dondriidiir. Ayn1 zamanda,
homosisteinin girecegi metabolik yolun belirlenmesinde de onemli bir regiilatordiir.
SAM miktar artarsa remetilasyon yolunun en 6nemli enzimi olan metilen tetrahidrofolat
rediiktaz enzimi inhibe olur ve fazla miktarda homosistein transsiilfiirasyon yoluna

yoneltilir (1,2).

Bu reaksiyonda olusan diger bir iiriin olan S-adenozil homosistein (SAH), SAH

hidrolaz tarafindan homosistein ve adenozine hidrolizlenir (2,3).

Bu metabolik yolun substrati olan 5-MTHF, termolabil metilentetrahidrofolat
rediiktaz enziminin katalizledigi bir reaksiyonla metilentetrahidrofolattan (diyetle alinan
folattan derive edilen) sentezlenir. Dolayisiyla folik asit eksikliklerinde remetilasyon

yolu i¢in gerekli substrat miktar1 da azalmis olur (1,2).

[ Remetilasyon yolu |
]

Tetrahidrofolat

Metiyonin DNA
THF
(9 N
N,N,-dimetil glisin S-adenosil metiyonin Protein
5,10.-metilen Folat MS BHMT Metiyonin ¢ Metil Transferaz
tetrahidrofolat  siklusu [B12] siklusu . o
(CH,THF) Betain S-adenosil homosistein SCH3
AN 5-metil tetra- —
MTHFR hidrofolat
(CH3THF) —
CBS | Bg
Sistatiyonin
CYs GIfG
CBS Sistatiyonin p-sentaz l Be 1 Transsiifiirasyon yolu|
CYS y-sistatiyonaz Sistein
MS Metiyonin sentaz l
MTHFR Metilen tetra hidrofolat rediiktaz -
Siilfat (S0472)

Sekil 2.2. Homosistein metabolizmasi (2,3).



b) Transsiilfiirasyon yolu: Bu metabolik yolda homosistein kofaktor olarak vitamin Bg'y1
(pridoksin) kullanir. Bu yoldaki ilk enzim Be’ya bagimli sistatiyonin B-sentaz (CBS)’dir.
Sistatiyonin, vitamin B¢min kofaktorliigiinde sistationinaz enzimi ile a-ketobutirat ve
sisteine cevrilir, a-ketobutirat ise 2-metilsitrik asit ve metilmalonik asite parcalanir.
Olusan sistein, inorganik siilfata doniistiikten sonra idrarla atilir. Transsiilflirasyon yolu,

siirli doku dagilimi (karaciger, bobrek, pankreas ve beyin) gosterir (1,2,3).

CBS enzimi bu yolun en 6nemli enzimidir. Bu enzime ait homozigot defektler
homosistein diizeylerinin (>100 Umol/L) artisina ve homosistiniiriye neden olur.
Heterozigot defektlerde ise parsiyel CBS eksikligi olmakta, orta diizeyde
hiperhomosisteinemi ya da normal bir aglik homosistein diizeyleri saptanabilir. Ozellikle
metiyonin yiikleme testinden sonra hiperhomosisteineminin belirgin bir sekilde ortaya
cikmasi ile tanist konulabilir. Kofaktdor Bg'nin eksikliklerinde ise parsiyel CBS

eksikligindeki tabloya benzer homosistein yiikseklikleri goriilebilir (1,2).

2.1.2. Hiperhomosisteinemi Nedenleri

Total plazma homosistein diizeyi ¢esitli faktorlerden etkilenmektedir. Bu faktorler

asagida ozetlenmektedir.

Yas ve cinsiyet: Kadinlarin total homosistein diizeyi erkeklerden daha diistiktiir ve
total homosistein yasla birlikte artar. Bu kismen vitamin durumuna bagli olmasina

ragmen cinsiyet hormonlarinin etkisinden de ileri gelebilir.

Renal fonksiyon: Total homosistein seviyesinin giiglii bir gostergesidir. Bu minor
olan iriner ekstraksiyondan ziyade renal metabolizmayla ilgilidir. Renal

fonksiyonlardaki fizyolojik azalma yasin etkisini kismen de olsa aciklayabilir.



Yasam tarzi: Dietle alinan vitamin Bg, Bj, ve folat diizeyleri ile plazma total
homosistein ters orantilidir. Asir1 sigara, alkol ve kafeinli kahve alan kisilerde total
homosistein yiikselirken fizyolojik aktivite ile total homosistein seviyesi diiser.
Kadinlarda bu tiir hayat tarz1 faktorlerinin etkisi, erkeklerden daha belirgindir. Kronik
alkoliklerde, etanoliin vitamin durumunu etkilemesi sonucu total homosistein seviyesi

artarken orta derecede etanol tiikketenlerde total homosistein diigmektedir.

Genetik faktorler: Yeni doganlarda, total homosistein metabolizmasi defektleri
homosisteintiri ile seyreden agir hiperhomosisteinemiye neden olur. CBS eksikligi en sik
olmak tiizere MTHFR defektleri, homosistein remetilasyonunun bozulmasina ve

kobalamin metabolizmasindaki yeni dogan hatalarina baglidir.

Klinik hastaliklar ve kullanilan ilaglar: Folat ve kobalamin eksikligi
hiperhomosisteineminin ana nedenleri arasindadir. Yiiksek total homosistein seviyeleri
bobrek yetmezliginde ve ¢esitli durumlarda da gozlenmistir. Hiperhomosisteinemi bazi

ilaglarla 6zellikle homosistein metabolizmasini etkileyen vitaminlerle azalabilir (2).

2.1.3. Hiperhomosisteinemi ve KVH ile Baglantisi

Homosisteinin aterogenez, ateroskleroz ve trombozda oynadigi roller bilinmemektedir.
Ancak, son yillarda yapilan ¢aligmalar hiperhomosisteineminin direkt olarak vaskiiler
endotel hiicrelerinde hasara neden olabildigi gosterilmis buna ek olarak, endotelin
antikoagulan 6zelligini prokoagulana doniistiirebildigi ve in vitro diiz kas hiicrelerinde
proliferasyona neden olabildigi gdsterilmistir. Homosistein, vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde mitogeneze ve sitotoksik etkiye neden olabilmektedir. Baz1 arastirmacilar,
gliclii bir vazodilatatér ve trombosit agregasyon inhibitorii olan nitrik oksitin sigir
endotelyal hiicrelerinden saliniminin bozuldugunu gdstermislerdir. Nitrik oksit
salimiminin ve etkilerinin azalmasi, hiperhomosisteinemide gdzlenen trombotik olaylara

neden olmaktadir (2).



Homosisteinin bazi etkileri endotelyal fonksiyon bozukluklar1 ve daha spesifik
olarak nitrik oksidin salintmi ve etkilerinin azalmasi sonucu ortaya ¢ikar. Endotelyal

fonksiyon bozukluklarinda, damar i¢i kan dolagiminin olusturdugu dilatasyon azalir (2).

Koroner arter hastaliklari, serebrovaskiiler hastaliklar ve periferik vaskiiler
hastaliklarin eslik ettigi hafif hiperhomosisteinemide, klasik homosisteiniiriye gore
homosisteinin oynadigi rol daha azdir. Ancak, 6nceden miyokard infarktiisii geciren
serebrovaskiiler trombozlu yaslh erkeklerde total homosistein’in 10 umol/L’den yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Akut koroner sendromlu hastalarda pihtilagsma faktorleri ile
homosistein arasinda iliski bulunmus ve koroner yetmezlikli hastalara folik asit ve
antioksidan vitaminler verilerek total homosistein konsantrasyonu azaltilmistir. Bu
nedenlerden dolay1 total homosistein konsantrasyonunun diisiiriilmesiyle KVH’in

mortalite ve morbiditesinin azaltilabilecegi diisiiniilmektedir (2).

2.1.4. Homosistiniiri

Homosistiniiri, homosisteinin sistatiyonine doniisiimiinii saglayan CBS enzim
eksikligine dayanir. Sistatyonin B-sentaz (CBS), metilen tetrahidrofolat rediiktaz
(MTHFR) ve metiyonin sentaz (MS) eksikligi ile ortaya ¢ikmakta ve otozomal resesif
bir mekanizmayla kalitimsal olarak ge¢cmektedir. Homozigot CBS eksikligi daha sik
goriilmekle beraber, genetik olarak heterojen olabilmektedir. Bu bireylerde, fibroblast ve
lenfositlerdeki CBS aktivitesi normale gore %0-10 oraninda azalmistir. Homozigot CBS
eksikligi olan bireylerde transsiilfiirasyon yoluyla sivilarinda metiyonin, homosistein ve
prekiirsorleri birikmesiyle beraber sistein ve sistin miktart azalir. Metiyonin miktari

normalde 0.45 mg/dL iken hiperhomosistiniiri de 30 mg/dL’ye ¢ikmaktadir.

Idrarda homosistin ve homosistein yaninda metiyonin, metiyonin sulfoksit ve

mikst disulfitli sistein gibi diger siilfiirlii aminoasitler de artar. Hastaligin dagiliminda
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belirgin cografik farkliliklar vardir. Genel olarak popiilasyonun %1’inden daha azinda
Heterozigot CBS eksikligine rastlanir. Bu kisiler genellikle a¢ iken normal total
homosistein’e sahip olmalarina ragmen metiyonin yiiklemesinden sonra total
homosistein seviyesi yiikselebilir. Yapilan son genetik caligmalara gore vaskiiler
hastalig1 olan kisilerde CBS eksikligi i¢in heterozigotluk seyrek olarak ortaya cikar ve

bu hafif genetik defekt hastalarda hiperhomosisteinemiye genellikle neden olmaz.

Homosisteiniirinin ~ seyrek rastlanan formlari;; siddetli MTHFR  defekti,
Homosistein remetilasyonunda bozulma ve kobalamin metabolizmasindaki yeni dogan
hatalar1 sonucunda ortaya cikar. Homosisteinin metillenerek metiyonin olusturmasi,
folata bagimh bir sistem tarafindan gergeklesmektedir (Sekil 2.2). Bu siklusta substrat
olarak folat kullanilirken Ns-metil tetrahidrofolat transferaz (MTHFT)’1 aktivite etmek
i¢in kofaktor olarak vitamin B, kullanilir. Genetik olarak, folat siklusunda kullanilan
rediiktaz ve transferaz enzimleri defekti olan, folat veya vitamin B;,’yi biyokimyasal
olarak aktif formlarina doniistiremeyen veya dietle alinan folat ve vitamin B, diizeyi

yetersiz olan kisilerde homosistein birikerek homosistiniiriye neden olur.

MTHFR genindeki sik goriilen C677T mutasyonu, enzim aktivitesinde azalmaya,
termolabiliteye ve folat metabolizma bozukluklarina neden olmas1 yaninda, orta (15-30
umol/L) veya daha yiiksek (30-100 pumol/L) hiperhomosisteinemiye neden olur. Bu
vakalarda, tan1 idrarda homosistein ve plazmada metiyonin konsantrasyonlarinin artmasi

ile koyulur.

Vakalarin yarisindan azinda gozlenen mental retardasyonun da trombotik
komplikasyonlardan kaynaklandigi diisliniilebilir. Bu bireyler, idrarlart ile biiyiik
miktarda homosistein atarlar ve plazma total homosistein konsantrasyonlar1 saglikli

populasyona gore 10-50 kat daha yiikselmis olup 50 ile 500 uMol/L arasindadir (2).

Bu bireylerde goriilen arterioskleroz ve aterosklerozun oldukca hizli baslamasi,

total plazma homosisteini ile KVH’1n baslangici ve ilerlemesi arasinda bir doz-zaman
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iligkisinin olabilecegini akla getirebilir. Bu nedenle, genel populasyonda plazma
homosisteininde hafif veya orta derecede yiikselmenin ateroskleroza zemin
hazirlayacagi hipotezi gelistirilmistir. Cok basit bir tedavi sonunda bu hipotez, 6zellikle
oral B grubu vitamin verilenlerde plazma homosisteininin anlamli oranda diismesiyle

ilgi odag haline gelmistir (2).

2.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, prooksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin prooksidanlar
lehine bozulmas1 olarak tanimlanmaktadir (5). Ateroskleroz, kronik bobrek yetmezligi,
respiratuvar distres sendromu, romatoid artrit, diyabet, sepsis ve alzheimer hastalig1 gibi

birgok patolojik durumda ve yaslhilikta ortaya ¢ikmaktadir (13).

Proteinler agisindan bakildiginda triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin
gibi siilfiir iceren aminoasitlere sahip proteinler, serbest radikaller ile reaksiyona

girmektedirler (14).

Homosistein, son yillarda oksidatif sisteme dahil oldugu kabul edilmis protein
yapisina girmeyen bir amino asittir. Serbest radikaller gibi etki gosterir. Enzimlerde
konjenital eksiklik ve metabolizma sirasinda reaksiyonlarda islev gdren folik asit,
vitamin B, ve B¢’'nin yetersizligine bagl olarak plazma homosistein diizeyleri yiikselir.
Buna bagli olarak hiperhomosisteinemi goriiliir ve serbest radikaller gibi davranip

endotel hasar1 olusturur (4).

Hiperhomosisteinemi sonucunda, trombosit aktivasyonu, pihtilasma faktorlerinin
modifikasyonu, trombiis formasyonu gibi koagulasyonu artirici etkilerin ortaya ¢ikmasi,
biyolojik membranlarda oksidasyon yapmasi, LDL oksidasyonu yaparak aterosklerozu

artirict etkiler olugsmasi meydena gelmektedir. Homosistein diizeylerinin artmasinin


http://www.firattipdergisi.com/text.php3?id=231#r7#r7
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diger bir sonucu ise, endotelde bulunan ve lipid peroksidasyonunu engelleyen glutatyon

peroksidaz aktivitesinin baskilanmasidir (4, 15, 16).

Oksidatif stres olusumunu degerlendirebilmek i¢in, oncelikle serbest radikallerin
nasil olustugu ve bu radikallere kars1 organizmanin antioksidan savunma sistemleriyle

kendisini nasil savundugu gézden gecirilmelidir.

2.2.1. Serbest Radikaller

Di1s orbitallerinde ¢iftlenmemis elektron igceren atom veya molekiillere radikal (R) adi
verilir. Atomun {izerindeki nokta paylasilmamis elektronu gdsterir. Kararsiz bir yapi
gosteren bu tanecikler bir an Once kararli hale ulasmak isterler. Bu bilesikler
organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda veya ¢esitli dis etkenlerin
etkisiyle olusabilir. Cok kisa yasam siireli, ancak yapilarindaki dengesizlik nedeniyle
cok aktif yapida olup tiim hiicre bilesenleri ile etkilesebilme 6zelligi gostermektedir

(17,18,19).

Orbitallerinde bir ya da daha fazla ¢iftlenmemis elektron tasiyan halojen atomlar
(Cl ve Br), Na, K gibi alkali metal atomlar1, hidrojen atomu, ve oksijenin rediiksiyon ara
tiriinleri olan siiperoksit (O,™"), hidrojen peroksit (H,O;), hidroksil (OH"), gibi kisa

Oomiirlii, reaktif atomlar serbest radikal olarak tanimlanmaktadir (20,23).

Baz1 atom kombinasyonlar1 ise bir orbitalinde tek elektron bulundurmalari
nedeniyle radikaldir. Ornegin 6nemli bir hava kirliligi etkeni olan nitrit dioksit (NO,), ve

endotel kaynakli relaksan faktor olan nitrik oksit (NO) bu tip radikallerdir (24).

Serbest radikal kabul edilen atom ve molekiiller elektron konfigilirasyonlarinin

yanisira, termodinamik yapilari ve lokal kinetik reaktiviteleri ile de degerlendirilirler. Bu
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nedenle demir, bakir, mangan, molibden gibi ge¢is metalleri dis yoriingelerinde birer

elekron tagimalarina ragmen radikal karakter gostermezler (21,22).

Diatomik oksijen iki tane eslenmis elektronu bulundugundan kendisi bir radikaldir.
Oksijenin suya indirgenmesi olayr ardisik univalant basamaklarda olur. Bundan dolay1
oksijenin bir elektron rediiksiyonu miimkiindiir. Molekiiler oksijen kolayca bir elektron
kazanmasiyla, siiperoksit anyon radikali (O,”) olarak bilinen, bir tane eslenmemis
elektronu bulunan radikal olusur. Biyolojik sistemlerde onemli serbest radikallerin bir

¢ogu oksijene dayanir. Hasta ve yasli olan, hiicreler fazla miktarda serbest radikal

tiretirler (25).

O, Arjinin
0, NO»

Siperoksit

dismutaz

H20 Katalaz H20, ONOC-
X-ray
*OH + NO2
0] *OH
LOOs «——2— Lo = LH

Sekil 2.3. Serbest oksijen radikallerinin olugumu. (25)

Serbest oksijen radikalleri, kuvvetli oksidan nitelikli ve ¢ok kisa omiirlii oksijen
radikalleridir. Bu radikallere; siiperoksit radikali, hidroksil radikali, singlet oksijen (delta
singlet oksijen, sigma singlet oksijen), hidroperoksi radikalleri 6rnek olarak verilebilir

(26).
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Tablo 2.3. Reaktif oksijen tiirleri (26).

Radikaller Radikal Olmayanlar
Stiperoksit anyon radikali (O,") Hidrojen peroksit (H20,)
Hidroksil radikali (HO) Lipit hidroperoksit (LOOH)
Peroksil radikali (ROO) Hipohal6z asid (HOX)
Alkoksil radikali (RO N-Halojenli aminler (R-NH-X)
Semikinon radikali (HQ) Singlet oksijen ('0,),
Organik radikaller (R) Ozon (O3)
Organik peroksit radikali (RCOO") Azot dioksit (NO»)
Nitrik oksid radikali (NO) Hipokloroz asid (HOCI)
Hemoproteine bagl radikaller Peroksinitrit (ONOO)

2.2.1.1. Siiperoksit Anyon Radikali (O;")

Molekiiler oksijen dis orbitallerinde ortaklanmamus iki elektron igerir. Bu elektronlarin
her biri ayr1 ayr1 orbitallerde bulunduklarinda, paylasiimadiginda ya da spinleri ayni
yonde oldugu zaman en diisiik enerji seviyesinde bulunurlar. Bu orbitaller birer elektron
daha kabul edebilecek durumdadir. Bu orbitallerin tek elektron almasi durumunda,
stiperoksit anyonu radikali (O;"), iki elektron almasi durumunda ise, peroksi anyonu

(0,) olusur (28).

Hiicresel ortamlarda firetilen siiperoksit, indirgeyici ya da oksitleyici olarak etki
edebilir. Aldig1 bir elektronu metal iyonuna, sitokrom c¢’ye veya bir radikale verirse
tekrar oksijene oksitlenir. Oksijenden daha oksitleyici 6zellikte olan siiperoksit anyonu

bir elektron daha alirsa peroksi anyonuna indirgenir.

. . _ 2H"
0, + e > 0, ———» H,0,
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Bu yukarida belirtilen tepkime biyolojik molekiillerin oksidasyonuna neden
olmaktadir. Aerobik canlilarda siiperoksitlerin H,O;’e ¢evrilmesi SOD tarafindan

katalizlenmektedir.

- . SOD
0, + 0, + 2H » H,0,

Yukarida gosterilen bu tepkime “dismutasyon tepkimesi” olarak tanimlanir.
Stiperoksit, hafif asidik ortamlarda SOD olmadan da kendiliginden dismutasyonla da
H,0,’e doniisebilir. Siiperoksit, pK’s1 4.8 olan zayif bir baz oldugundan, pH’nin daha
diisiik oldugu fagozom i¢inde daha kolaylikla kendiliginden dismutasyon yolu ile H,O,
olusturabilir. Nétral pH’da enzimatik dismutasyon 10° kat daha hizli gergeklestiginden

SOD enzimi antioksidatif savunma i¢in mutlaka gereklidir (29).

2.2.1.2. Hidrojen Peroksit (H,O,)

Molekiiler oksijenin enzimatik olarak elektron c¢ifti almasi ya da siiperoksidin bir
elektron almasi sonucunda peroksit meydana gelir. Peroksit molekiilii iki hidrojen atomu

ile birleserek hidrojen peroksidi (H,O,) olusturur (29).

] ] D
0,” + 0, + 2H" 50 » H,0,

SOD tarafindan katalizlenen yukarda gosterilen reaksiyon sonucu, H,O, olusur. Iki

stiperoksit molekiilii iki proton alarak H,O, ile molekiiler oksijeni olustururlar.

Reaksiyon sonucu radikal olmayan iiriinler olusmasi nedeniyle bu reaksiyon bir
dismutasyon reaksiyonudur. Hidrojen peroksitin pK’s1 10.6 oldugundan, nétral ve asidik
kosullarda net yiik tasimaz ve biyolojik zarlari kolayca gegebilir. Hidrojen peroksit

yapisinda paylasilmamis elektron icermedigi i¢in radikal 6zellikte degildir (32).
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2.2.1.3. Hidroksil Radikali (OH)

Biyolojik ve kimyasal sistemlerde {iretilebilen hidroksil radikali (OH) canlilarda
iyonlastirict radyasyonun etkisiyle sulu ortamda su molekiillerinin iyonlasmasi sonucu

olusabilir.

enerji N ) %
2 Hzo > HZO + e + H20

Uyarilmis su molekiiliiniin (H,0*) homolitik yikimi ile; H,O™ nin ise bir su
molekiilii ile tepkimeye girmesi sonucu baslica reaktif radikal olarak hidroksil radikalleri

olusturulur.

Bu tepkimeler ¢ok kisa bir siire i¢inde gerc¢eklesir ve bunun sonucunda {iretilen
‘OH, radyasyonun canlilardaki zararindan sorumlu baslica kimyasal bilesiktir (32). ‘OH,
H,0,’in gegis metalleri varliginda indirgenmesi (Fenton reaksiyonu) ile olusan son
derece reaktif bir radikaldir. Ayrica H,O,’in O, ile reaksiyonu sonucunda da (Haber
Weis reaksiyonu) meydana gelir. Haber-Weis reaksiyonu katalizorsiiz ¢ok yavas oldugu

halde Fe" katalizorliigiinde ¢ok hizli olusur (33,34,35).

0,” +Fe’* —— Fe*' +0,

H,0, + Fe?™ —— "OH+OH +Fe’* (Fenton Reaksiyonu)

O, +H,0, —> 0O, + OH+ OH (Haber-Weiss Reaksiyonu)

Stiperoksit H,O,’in 6nciil molekiilii olmakla birlikte, ayn1 zamanda metalleri
indirgeyici bir tlirdiir. Siiperoksit proteinlere bagli metallerin serbest kalmasina da neden
olur. Bu sebeple biyolojik kosullarda siiperoksit tiretiminin arttig1 ortamda "OH iiretimi

de gergeklesir (32).
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Biyolojik sistemlerdeki en reaktif tiir olan "OH, ortamda rastladigt her
biyomolekiille ¢ok hizli bir sekilde tepkimeye girer. Bu nedenle 6mrii 10” saniyeden
daha kisadir. Hidroksil radikalinin baglica tepkimeleri elektron transfer tepkimeleri,
hidrojen ¢ikarma tepkimeleri ve bunu takiben katilma tepkimeleridir. ‘OH’nin segtigi
baslica hedef noktalar elektronca zengin bilesiklerdir. Niikleik asitler, proteinler ve
lipidlerde baglatilan radikal yapidaki tepkimelerde binlerce farkli ara iiriin olusabilir

(29,32).

2.2.1.4. Singlet Oksijen ('O;)

Singlet oksijenin ortaklanmamis elektronu bulunmadiglt igin radikaller arasinda
gosterilmez. Oksijenin yiiksek enerjili bir formu olan singlet oksijende ('O,) spin
kisitlamasi olmadigi i¢in reaktivitesi ¢ok yiiksektir. Aldig1 enerjiyi cevreye dalga enerjisi
olarak verip oksijene geri doniisebildiginden, olusumu kemiliiminesans 6l¢iimii ile takip
edilebilir. Viicutta, pigmentlerin oksijenli ortamda 15181 absorplamasi sonucu,
hidroperoksitlerin metal varligindaki yikim tepkimelerinde ya da kendiliginden

dismutasyon tepkimeleri sirasinda olusabilir.

Singlet oksijen diger molekiillerle etkilestiginde i¢erdigi enejiyi transfer eder, ya
da kovalent tepkimelere girer. Singlet oksijen doymamis yag asitleri ile tepkimeye girer
ve peroksi radikalini (ROO") olusturur. Bunun sonucunda hidroksil radikali (OH) kadar
etkin bir sekilde lipid peroksidasyonunu baglatabilir (29,32).

2.2.2. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri
Serbest radikaller hiicresel yapilar1 etkiler ve hiicresel hasara yol agarlar memeli hiicre

membranlari, peroksidatif hasara kars1 ¢cok hassas olan biiyiik miktarda ¢cok doymamaig

yag asidi (PUFA) igerirler (26).
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Sekil 2.4. Serbest radikal hasarinin hedefleri ve triinleri (26).

Cesitli nedenlerle olusan serbest radikaller, hiicre ¢ekirdeginde genel olarak DNA
ile tepkimeye girerler. Niikleik asit yapisindaki baz degisimleri olmasinin yaninda DNA

zincirinin kopmasi ile de kromozomal yapida degisikliklere neden olurlar (26).
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Serbest radikallerin baz1 zararl etkileri sdyle siralanabilir;

- Tiyollere bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasi sonucu hiicre
ortaminin tiyol/disiilfit oraninin degismesi,

- DNA hasari,

- Niikleotid yapisinda olan koenzimlerin yikima,

- Protein ve lipidlerle kovalent baglantilar olugmasi,

- Enzim aktivitelerinde veya lipid metabolizmasinda gerceklesen degisiklikler,

- Mukopolisakkaritlerin yikilmast,

- Proteinlerin bozulmasi ve proteinlerin “turn over”inin yiikselmesi,

- Lipid peroksidasyonu ile zar yapisinin bozulmasi,

- Zar proteinlerinin hasari, tasima sistemlerinin bozulmasi,

- Yas pigmenti ve Seroid denilen maddelerin birikimi,

-Kollajen ve elastin gibi uzun Omiirlii proteinlerdeki oksido-rediiksiyon olaylarinin

bozulmasi ile kapillerde aterofibrotik degisikliklerin olugmasi (18,19,27).

2.2.2.1. Membran Lipitleri Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin en belirgin etkileri, lipit peroksidasyonuna neden olarak, bir ¢ok
hastaligin komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasinda ve progresyonunda rol oynamalaridir.
Tiim biiyliik biyomolekiiller serbest radikallerden etkilenirler, fakat en hassas olanlar

lipitlerdir.

Hiicre zar1 su icermez bu nedenle hidroksil radikalinin (OH) baslica hedefi yag
asitleridir. Zar lipidlerinin peroksidasyonu, zarin yapisint bozar ve gecirgenligini
arttirmasi sonucu hiicre oliimii gergeklesebilir. Lipit peroksidasyonu sonucu meydana
gelen membran hasari, geri doniisiimsiizdiir. Lipit peroksidasyonu, membranlara yakin
bolgelerde ortaya c¢ikan ‘OH radikalinin membran fosfolipitlerinin yag asidi yan

zincirlerine saldirmasiyla meydana gelir (31,32).
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Reaksiyon sonucu "OH radikali ortadan kalkar, ancak membranda karbon merkezli
lipit radikali olusur. Olusan lipit radikali kararli bir yapiya sahip degildir ve bunun
yaninda bir takim degisikliklere ugrar. Molekiil i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarmin
degismesiyle birlikte konjuge dien yapilart olusur (Sekil 2.4). Daha sonra da lipit
radikallerinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipit peroksil radikali olusur. Lipit
peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger poliansatiire yag asitleri ile reaksiyona
girerek yeni karbon merkezli radikaller olusturur. Bunun yaninda, kendileri de agiga
cikan H' parcacigi ile birleserek lipit hidroperoksitlerine doniisiirler. Boylece olay kendi
kendine katalizlenerek devam eder. Lipit peroksidasyonu, toplayict antioksidan

reaksiyonlarla sonlandirilir veya otokatalitik yayilma reaksiyonlar1 ile devam eder

(36,37).

2.2.2.2. Proteinler Uzerine Etkileri

Protein oksidasyonu, reaktif oksijen tiirleri ile direkt olarak veya oksidatif stresin
sekonder Tiriinleri ile reaksiyonu sonucu indirek olarak indiiklenen, proteinlerin kovalent
modifikasyonu olarak tanimlanir. Reaktif oksijen tiirlerinin liretimine neden olan tiim

reaksiyonlar ve ajanlar protein oksidasyonuna neden olabilir (38,39).

Proteinlerde yapisal degisiklige neden olan en 6nemli molekiiler mekanizmalar
protein karbonil oksidasyonu (PCOO) olusumu ile karakterize edilen metal katalizli
protein oksidasyonu, protein tiyol (P-SH) gruplarinin kaybi, nitrotirozin (NT) ve ileri

oksidasyon protein iirtinlerinin (AOPP) olusumu olarak siralanir.



21

Carpaz Bagh Protein

}

R R 0,

R
| c | \_\ d |
—NH—C*JH—CO— TV —NH—(E—CO— —NH—C—CO—
X ve gama Iginlari Yo é
\ 2

I
Fe3*, OH 0.

° b 2t HO, Fe?"+H"
H20 o f Ne
2VY2
0, Fe3*
Ho0+0
2 2 I?
—NH—C—CO— —NH—C co— —NH—Cl—co—
o
Fe?"+H* Fe3++OH Fe?* |
o)
R

|

Peptid baglarinin ayriimasi

Sekil 2.5. Protein karbonil olusumuna primer modifikasyon reaksiyonlari (40).

PCOQO tiirevlerinin olusumuna yol agan primer modifikasyon reaksiyonlar1 (Sekil
2.5), amino asitlerin a- karbon atomlarinin veya R yan zincirlerinin oksidatif
modifikasyonlarindan ve bu modifikasyonlar sonucunda meydana gelen reaktif oksijen
aracili peptit ayrilmasi reaksiyonundan olusur. Reaktif oksijen tiirlerinin proteinlerle
etkilesimi sonucunda, histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi ¢ok sayida amino asitte veya
proteinlerin peptit omurgasinda olusan oksidatif hasara bagli olarak PCOO iiriinleri
meydana gelir. PCOO diizeylerinin saptanmas1 protein oksidasyon diizeyini belirlemede

duyarli ve genel olarak kabul goérmiis bir yontemdir (40).

Polipeptit omurgasindaki a-karbon atomundan ‘OH radikali ile o-hidrojen

atomunun ¢ikarilmasi ile amino asit, karbon merkezli radikal haline dontistir (Sekil 2.5,

Reaksiyon c). Bu reaksiyona yol acan OH radikali suyun radyolizinden (x ve 7
1sinlartyla) veya H,O,’in metal katalizor ile yikimindan agiga ¢ikar (reaksiyon a ve b).
Olusan karbon merkezli radikal molekiiler oksijen ile hizl1 bir sekilde reaksiyona girerek

(reaksiyon d) daha sonra alkilperoksidi verecek olan alkilperoksil radikal ara iirtiniinii
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olusturur. Alkilperoksit, alkoksil radikali (reaksiyon h) araciligi ile hidroksi protein

++ +
tirevini verir (reaksiyon j). Reaksiyon basamaklarinin bir ¢ogunda Fe ve Cu

varliginda HO, ile etkilesim 6nem tasir (reaksiyon e,g,i).

Bu metabolik yolda olusan alkil, alkilperoksil, ve alkoksil radikal ara iiriinleri ayn1
veya farkli protein molekiiliindeki R yan zincirleri ve yan reaksiyonlar ile etkileserek
yeni karbon merkezli radikallerin olusumuna neden olur. Olusan bu yeni karbon

merkezli radikaller aracilig1 ile yukaridaki reaksiyonlar tekrarlanir.

Oksijen yoklugunda reaksiyon (reaksiyon d) ger¢eklesmez. Olusan karbon
merkezli radikal diger bir karbon merkezli radikal ile etkileserek protein-protein ¢apraz
baglarinin olusumuna neden olur (Sekil 2.5). Alkoksil radikalinin olusumu (Sekil 2.5,
reaksiyon h ve g) peptit baginin diamit veya o-amidasyon metabolik yollarindan
ayrilmasimna neden olur. Diamit metabolik yoluyla ayrilma sonucunda, diamid ve
izosiyanat yapisi, a-amidasyon metabolik yolunda ise amid ve N-o-ketoacil yapisina

sahip peptid fragmentleri olustugu gozlenmistir (40).
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Sekil 2.6. Sekonder modifikasyon reaksiyonlari (41).

Yukaridaki sekilde, sekerlerin proteinlerdeki lizin amino gruplari (P-NH,) ile

reaksiyonunu (A), Michael tipi katilma reaksiyonu ile 4-hidroksi-2-nonenal’in
proteinlerdeki lizin P-NH,), histidin (P-His), veya sistein (P-SH) bakiyelerine
baglanmas1 (B) Proteinlerdeki amino gruplart ile lipit peroksidasyon iiriinii
malondialdehitin reaksiyonu (C) olmak iizere glikasyon, glioksidasyon ve poliansatiire
yag asitlerinin (PUFA) peroksidasyon {iriinleri ile proteinlerin reaksiyonlar1 sonucu,
protein karbonil gruplarmin olusumu (Sekonder modifikasyon reaksiyonlari)

gosterilmektedir.



24

Lipit peroksidasyonunda olusan aldehitler (4-hidroksi-2-nonenal, malondialdehit),
indirgen sekerler veya bu sekerlerin oksidasyon {irlinlerinin proteinlerdeki lizinler ile
reaksiyonu (glikasyon ve glikoksidasyon reaksiyonlari) sonucu olusan reaktif karbonil
tirevleri (ketoaminler, ketoal-dehitler, deoksiozonlar) protein yapisina karbonil
gruplarinin katilmasia neden olur. Lipitlerden olusan aldehitler veya otooksidasyona
ugramis sekerler Schiff bazi olusumu yolu ile proteinlerdeki amino gruplarina baglanir.
Schiff bazi olusumu geri donilistimli bir reaksiyondur. Bununla birlikte, siklikla geri

doniisiimsiiz bir reaksiyon olan amodori diizenlemesine ugrar (40).

2.2.2.3. Tiyol Gruplarmmin Oksidasyonu

Serbest radikallerin proteinlerdeki tiyol (-SH) gruplarmin oksidasyonuna yol actigi
belirtilmistir. Sisteinin —SH grubu oksidatif hasara olduk¢a yatkindir. —SH gruplarindan
degisik mekanizmalarla olusan tiil radikali (-S) proteinlerdeki disiilfit baglarinin
olusumuna neden olur. —SH gruplarimin disiilfitlere ve oksiasitler gibi diger oksitlenmis
tiirevlere doniisiimii, serbest radikallerin neden oldugu protein oksidasyonunun en erken

gozlenebilen belirtisidir (40).

2.2.2.4. Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Glikoz, mannoz ve deoksi sekerlerin fizyolojik sartlarda otooksidasyona ugramasi
sonucu, siiperoksit ve hidrojen peroksiti meydana gelir. Serbest radikaller, bir ¢ok
hastaligin patogenezinde Onemli rol oynarlar. Diabet ve diabet komplikasyonlarinin
gelisimi, koroner kalp hastaligi, hipertansiyon, behget hastalifi, psoriasis, romatoid
artrit, deri, kas ve g6z hastaliklari, kanser ve yaglhlik gibi hastaliklarda serbest radikal
liretiminin  arttig1  ve antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu

gosterilmigtir (29,31).
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2.2.2.5. DNA Uzerine Etkileri

Reaktif oksijen tiirleri DNA c¢ift sarmalinin ayrilmasina veya niikleik asit baz
degisimlerine neden olur ve bu da kromozal mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonuglanir.
Hidroksil radikalinin (OH) DNA ile tepkimesi ile baz modifikasyonlari, baz
delesyonlari, zincir kirilmalar1 gercgeklesebilir; ileri derecedeki DNA hasarlar1 tamir

edilemediginden sonucunda hiicre 6liimiine neden olur.

Hidroksil radikali (‘OH), deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girmesi
nedeniyle farklilasmalara neden olur. Eger hidroksil radikali DNA’nin yakininda
olusursa plirin ve primidin bazlarm etkiler ve mutasyonlara neden olabilir. Hidroksil
radikali (‘OH), niikleik asitlerde, c¢ift baglara hidrojenin katilma tepkimeleri ile
sonuc¢lanan tepkimelere girer veya doymus karbon atomlarindan hidrojeni uzaklastirir.
Siiperoksit anyonu da giiclii bir oksitleyici olmasi nedeniyle, guanin gibi yiiksek elektron

yogunlugu bulunan molekiillerle daha kolay tepkimeye girer (31,40).

Hidrojen peroksit membranlardan kolayca gecerek ve hiicre ¢ekirdegine gelerek
DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir. Reaktif
oksijen tiirleri (ROS), DNA’nin oksidatif hasar1 ile hastaliklara ve yaslanmanin

patogenezine etkilidir (31).

2.3. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
onlemek amaciyla kullanilan birgok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar
antioksidan savunma sistemleri ya da antioksidanlar olarak adlandirilirlar. Siiperoksit
radikalleri enzimatik dismutasyonla temizlenirken, bunun yaninda antioksidan olarak
bilinen fakat enzim olmayan bilesikler de organizmada oksijen radikallerinin
temizlenmesini saglarlar. Bu acidan en Onemli kimyasal bilesikler A, E ve C

vitaminleridir.
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Enzimler oksidanlar tutarak daha zayif bir molekiile donistiiriirler. Vitaminler ve
flavanoidler gibi bilesikler, oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirirler.
Oksidanlarin olusturdugu hasari onaran antioksidanlar bulunmaktadir. Agir metaller,
hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini oksidanlar1 baglayarak zararli fonksiyonlarina

engel olurlar (6).

Antioksidanlarin belirli etki sekilleri vardir;

- Antioksidan enzimler ve kii¢iik molekiiller toplayict etki gosterirler. Bu etki,
antioksidanlarin serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif

yeni molekiile ¢evirme ile olur.

- Vitaminler, flavanoidler bastirict etkiye sahiptir. Bastirict etki, serbest oksijen
radikalleriyle etkilesme yoluyla onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltma veya

inaktif sekle doniistiirme olayidir.

- Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirict etki gosterirler. Serbest
oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip bunun sonucunda fonksiyonlarini

engellerler.

- Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasi iglemi ise onarict etki ile
olur. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek veya reaktif

oksijen tiirlerini toplayip lipit peroksidasyonunu onlerler.

Antioksidanlar, endojen kaynakli olabildikleri gibi eksojen kaynakli da olabilirler.
Endojen antioksidanlar, enzim ve enzim olmayanlar olmak tizere iki sinifa ayrilirlarken
eksojen antioksidanlar ise vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlari olmak {izere

siniflandirilirlar (29).
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Tablo 2.4. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (29).

Endojen Kaynakh Antioksidanlar

Enzim olanlar Enzim olmayanlar
Stiperoksit dismutaz (SOD). Melatonin Ferritin
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Seruloplazmin Bilirubin
Glutatyon S-Transferazlar (GST) Transferin Glutatyon
Katalaz (CAT) Miyoglobin Sistein
Mitokondriyal sitokrom oksidaz Hemoglobin Metiyonin
sistemi Albiimin Urat
Hidroperoksidaz Laktoferrin

Eksojen Kaynakh Antioksidanlar

Vitamin Antioksidanlar  ila¢ Antioksidanlar Gida Antioksidanlar
a-tokoferol (vitamin E) Alloptirinol, Oksipiirinol, Butylated hydroxytoluene
B-karoten Pterin aldehit, Tungsten, (BHT), Butylated
Askorbik asit (vitamin C)  Adenozin, Lokal hydroxyanisole (BHA),
Folik asit (folat) Anestezikler, Sodium benzoate,

Diphenyline iodonium, Ethoxyquin, Propylgalate,
Barbitiiratlar, Mannitol, = Fe-superoxyde dismutase
Alblimin, Sitokinler v.b.

2.3.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1, EC-SOD) siiperoksit serbest radikalinin (O; )
hidrojen peroksit (H,O,) ve molekiiler oksijene (O,) doniisiimii sirasinda katalizor olarak
kullanilan intraseliiler enzimlerden olan bir antioksidandir. Hiicrede siiperoksit
dismutazin iki izomer tipi bulunur. Bunlar; sitozolde yer alan Cu-Zn SOD; Cu ve Zn
igerir, dimerik yapidadir ve siyanidle inhibe edilir. Genel olarak hiicrede en bol bulunan

izomer sitozolik Cu-Zn SOD'd1r.

Mn SOD ise mitokondride bulunur, Mn igerir, tetramerik yapidadir, Siyanidle
inhibe olmaz. SOD'm fizyolojik olarak en 6nemli fonksiyonu oksijeni metabolize
edebilen hiicreleri, siiperoksit serbest radikalinin (O, ) lipit peroksidasyonu gibi zararl

etkilerine kars1 korumaktir (42).
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2.3.2. Glutatyon S-Transferazlar (GST)

Karaciger stoplazmasinda Glutatyon-S transferazlar (GST) adi1 verilen bir grup enzim
daha bulunur. Bu enzimler, glutatyonla meydana gelen enzimatik doniisiim ig¢in
kullanilir. Glutatyon S-transferazlar (GST), EC 2.5.1.18 kodlu ve her biri iki alt
birimden olusmus enzimlerdir. GST katalitik ve katalitik olmayan bir ¢ok fonksiyona
sahiptirler. Detoksifikasyon yapmalar1 yaninda hiicre i¢i baglayici ve tasiyici rolleri de

vardir (43,44).

ROOH + 2GSH —S95T . GSSG + ROH + H,0

2.3.3. Katalaz (CAT)

Katalaz peroksizomlarda, sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur. katalaz (H,O:
H,0, oksidorediiktaz, EC 1.11.1.6) yapisindadir. Dort tane hem grubu igeren bir
hemoproteindir. Katalaz H,O,’yi suya ve oksijene parcalar (42). Katalazin peroksidatik

ve katalitik olmak tizere iki fonksiyonu vardir.

CAT + 2H,0 + O,

CAT + Hzoz e CAT—H202

Depo ~
&Slda’flr af,
7 ]'[/I-
lo

Katalaz aktivitesi daha cok karaciger, bobrek, ¢izgili kaslar ve eritrositlerde

CAT + H,0 + A

etkilidir. Kanser, diabet, ateroskleroz, katarakt, artrit, ndrodejeneratif hastaliklar,

beslenme yetersizligi ve yaslanmayi igine alan pek ¢ok patolojik durumlarda ortaya
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cikan oksidatif strese karsi savunmada, antioksidan sistemin Oncelikli bir enzimidir

(45,46).

2.3.4. Glutatyon Rediiktaz (GSSR-R)

Hidroperoksitlerin rediikte olmasi sirasinda olusan okside glutatyon (GSSG), GSSG-
R’in katalizledigi reaksiyonla tekrar rediikte hale (GSH) doniisiir. Reaksiyonun
olusabilmesi icin NADPHa ihtiyag¢ vardir (29,37,47).

GSSG+NADPH+H —955GR _  »GsH + NADP

2.3.5. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Hiicrelerde gergeklesen hidroperoksitlerin detoksifikasyonundan sorumlu bir enzimdir.
Tetramerik yapida olup sitozolik bir enzimdir dort adet selenyum atomu igerir. GSH-Px

asagidaki reaksiyonlar: katalizler (29).

H,0, + 2GSH —220 X GSSG + 2H,0

ROOH +2GSH — o0 PX (588G + ROH + H,0

2.3.6. Mitokondriyal sitokrom oksidaz

Stiperoksidi (O, ) detoksifiye eden mitokondriyal sitokrom oksidaz solunum zincirinin

son enzimidir.

40, + 4H + 4 ¢ ——— 2H,0
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Bu reaksiyon fizyolojik sartlarda siirekli olusan normal bir reaksiyondur. Bu yolla
yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve boylece bol miktarda enerji iiretimi

(ATP) saglanir (29,42).

2.3.7. Rediikte Glutatyon (GSH)

Rediikte glutatyon (GSH); glutamik asit, sistein ve glisin igerir, ayrica viicuttaki
GSH’nun biiyiik boliimii karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ duyulmadan iki asamada
sentezlenebilen bir tripeptittir. GSH da aktif bir siilfidril (-SH) grubu bulunur.

GSH’nin en Onemli gorevi, enzim ve proteinlerin tiyol gruplarimin (-SH)
indirgenmesi ve rediikte formlarinin kontroliinii saglamaktir. Tiyol grubuna sahip olan

bir¢ok enzim okside olarak ya da Oz’nin direkt etkisiyle hizla aktivitelerini yitirirler.

GSH kendisi okside olup tiyol gruplarinin tekrar indirgenmesini saglayarak
bunlarin aktivasyonuna neden olur. Ayrica H,O,’nin elimine edilmesinde GSH’in
oksitlenebilirliginden ~ faydanilir. Hemoglobinin  oksitlenerek  methemoglobine
doniigiimiiniin engeller. GSH yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin

membranlardan transportunu saglar (31).

Glutamat—Sisltein—GIisin

S
0oC
S
L Glutamat—Sistein—Glisin
Glutamat Sistein Glisin
indirgenmis Glutatyon (GSH) Yukseltgenmis Glutatyon (GSSG)

Sekil 2.7. GSH ve GSSG’nin yapist

GSH eritrositleri, 16kositleri ve goz lensini oksidatif strese karsi korumada hayati

Oneme sahiptir (29).
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2.3.8. Melatonin

Giliniimiize kadar bilinen en gii¢lii antioksidanlardan biridir. Hidroksil radikalini ortadan
kaldirmas: yaninda lipofilik ozellige sahiptir. BOylece hiicrenin biitliniine ve hiicre
cekirdegine ulasilabilir ve kan-beyin bariyerini de kolayca gegebilir. Ayrica DNA
hasarin1 da ¢ok etkili bir sekilde inhibe ettigi kanitlanmistir (29,37).

2.3.9. Vitamin C (Askorbik asit)

Vitamin C organizmada bir¢cok hidroksilasyon reaksiyonunda indirgeyici ajan olarak
islev goriir. Bir ketolakton olan vitamin C, kollajen sentezinde lizin ve prolinin
hidroksilasyonu i¢in gereklidir. L-askorbik asit ve L-dehidroaskorbik asit gibi iki aktif
formu vardir ve iyi bir rediikleyicidir. Ayn1 zamanda askorbik asit, radikal siiptiriictidiir

ve reaktif oksijen tiirlerine karsi koruyucu etki saglamaktadir (31).

Bu 6zelliklerinin yaninda askorbik asit tirozinden epinefrin sentezinin dopamin f3-
hidroksilaz basamaginda, lizinden karnitin sentezinde, tirozin yikiliminda p-hidroksi
fenil piriivatin homogentizata oksidasyonunda, safra asitlerinin sentezindeki 7-a-
hidroksilaz baslangi¢ basamaginda ve demirin emiliminde enzimatik olmayan bir yol ile
indirgeyici olarak gorev alir. Midede ferri demiri ferro demire indirger. Ayrica immiinite

ve yara iyilesmesinde olumlu etkileri vardir (42).

2.3.10. Vitamin E (a-tokoferol)

Vitamin E (a-tokoferol) hiicre membran fosfolipitlerinde bulunan yag asitlerini serbest
radikallerin oksitleyici etkisinden koruyan ilk savunma hattin1 olusturan ¢ok gii¢lii bir
antioksidandir. Vitamin E siiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipit

peroksit radikallerini ve diger radikalleri indirgerme 6zelligine sahiptir. Vitamin E zincir
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kirict antioksidan olarak degerlendirilir. Lipit peroksidasyonu zincir reaksiyonu, bu

vitamin E sayesinde sonlandirilabilir (48).

L* + VitE——> IH + VitEe

VitEe + [¢s— [H + VitE

Vitamin E parcalanmadan 6nce ve oksitlendikten sonra askorbik asit ve glutatyon
ile yeniden indirgenir. Glutatyon peroksidaz ile vitamin E, serbest radikallere karsi
birbirlerini tamamlayic1 bir etkiye sahiptir. Vitamin E peroksitlerin sentezini engellerken

glutatyon peroksidaz olusmus peroksitleri ortadan kaldirir (29,31,49).

2.3.11. Karotenler

Hiicreleri korumada gorevli olan ve dogada yaygin olarak bulunan pigmentlerdir. A
vitamininin metabolik 6n maddesi olan [-karoten, singlet oksijeni bastirabilmesi
yaninda, siiperoksit radikalini temizler ve peroksi radikalleri ile direkt olarak etkileserek

antioksidan vazife gortir (50, 51).

2.3.12. Transferrin

Dolagimdaki serbest demiri baglama islevi goriir (44). Diyetle alinan demir, Fe*"
seklinde bagirsak mukozasindan emilir, eritrositlerin yikilimi ile de giinde yaklasik 25
mg demir agi1ga ¢ikmaktadir. Serbest halde toksik etkili olan demir, organizmada gerek
duyulan dokulara taginmak {izere transferrin ile birlesir ve toksisitesi azalir. Transferrin,
Fe’" halindeki demiri kemik iligindeki depolanma yerlerine ve bir dereceye kadar da

karacigere tasir (52).
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2.3.13. Sistein

Stiperoksit ve hidroksil radikallerinin toplayicisidir (22,27). Tiol i¢ceren aminoasitlerden
biri olan sistein GSH sentezinde temel rol oynar. Siilfiir iceren aminoasitler sistein
katabolizmas1 ve GSH sentezi arasinda sisteinin akis yoniinii belirlemede ¢ok dnemlidir.
Sistein, GSH sentezi i¢in hiz belirleyici basamakta bulunan C-glutamat sistein ligaz
enzimini onarir. Bundan dolay1 sistein, GSH sentezi i¢in hiz belirleyici bir aminoasit

olarak kabul edilir (53,54).

2.3.14. Metionin

Metionin, 6nemli bir metil vericisidir ve proteinlerin sentezi i¢in gereklidir. Viicuttaki
stilfiiriin temel kaynaklarindan biridir. Metionin, toksik olan asetaldehidin diizeyini

diisiirme yolu ile alkoliin zararh etkilerini azaltma iglevi goriir (53,55).

2.4. Siyah Uziim (Vitis vinifera)

Siyah {iziim Botanik terminolojide Vitis vinifera olarak adlandirilmigtir. Ayrica yillik
odunsu {iziim asmasi olarakta tanimlanir ve Asya’ya 0zgilindiir. Daha sonralari, Avrupa
ve diger llkelerde taninmig ve kiiltiirel yap1 igerisine girmistir. Siyah iizlimiin 6zellikle
meyveleri kullanilarak yapilan ilaglar, geleneksel tipta yiizyillarca kullanilmistir. Eski
caglarda; liziim cekirdeginden yapilan yagin; laksatif, antiasit, safra {liretimini artirici
ozellikleri bilinmekle birlikte yanik ve agrisiz {iilserlere karst da yararli oldugu

belirlenmistir.
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Geleneksel tipta siyah iizim meyveleri o6zellikle, afrodizyak, ditiretik, laksatif,
purgatif ve serinletici olarak kullanilir. Ayrica bronsiyal astim, kan hastaliklari, géz
hastaliklari, ates, sarilik ve bogaz agrisinda ilag olarak kullanildigi belirtilmektedir.
Siyah iizlim, Afrika’da, antiscorbiit oOzelliklerinden dolay1 kullanilmis ve {iziim
surubunun difteri tedavisinde faydali oldugu belirtilmistir. Liilbnan’da yasayan insanlar
lizlimii; ates, sinirlilik, karaciger hastaliklar1 ile c¢igek hastaliginda ve tiiberkiiloz
tedavisinde tedavi amagl kullanmiglardir. Ayrica siyah tiziimden yapilan kirmizi sarap

degisik agrilarda analjezik olarak kullanilmustir.

Siyah iiziimiin farmakolojik etkileri Ingiliz ve Amerika farmakopelerinde
tanimlanmis ve igerisinde bulunan proanthocyanidinlerin vaskiiler bozukluklarin
tedavisinde terapétik etkinliklerinin olduklari yapilan ¢alismalarla 1spatlanmistir. Uziim
cekirdegi icindeki biyoaktif antioksidan proanthocyanidinleri igeren o6zel farmositik
tiriinler, bagta Fransa olmak {izere, Avrupada, vendz-lenfatik yetmezlik ve periferik
kapiller permiabilite artis1 gibi  mikrosirkiilasyon bozukluklarinin tedavisinde

kullanilmaktadir (7).

2.4.1. Siyah Uziimiin Fenolik Icerigi

1970’1i yillarda Fransa’nin belli bdlgelerinde yasayan ve bol miktarda kirmizi sarap

tiikketen bireylerde yiiksek oranda yag tiiketimine karsin diger bati toplumlarina gore kalp
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hastaligi oraninin diisiik olusu arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir. Alkol almak
istemeyenler siyah {iziimiin suyunu ictiklerinde de aym etkiyi elde edilebilmektedir.
Uziim suyu tiiketimi ile trombosit agregasyonu da azaltilabilmektedir. Kirmiz1 sarap
beyaz saraba gore polifenolik bilesiklerden 20-50 kat daha zengindir. Polifenolik
bilesikler LDL-kolesterolun oksidasyonunu onler (56,48,57,58,44).

Siyah iiziimiin polifenollerinin %65°1 c¢ekirdeginde, %?22’si sapinda, %12’si
kabugunda ve %11 ise meyva 6ziinde bulunmaktadir. Siyah iiziimde bol bulunan baslica
fenolik bilesikler, fenolik asit flavonoidler, antiosiyaninler, proantiosiyanidinlerir.
Polifenoller veya fenolik bilesenler iki ana kisma ayrilabilir; flavonoidler ve non-
flavonoidlerdir. Fenolik bilesimler, antioksidan aktivite, serbest radikallerin
temizlenmesi, lipoprotein oksidasyon inhibisyonu, LDL oksidasyon rediiksiyonu gibi
potansiyel kalp hastalig1 risk faktorlerinin azaltilmasi ve ortadan kaldirilmasi islevleri ile

ilgilidir (8).

2.4.2. Flavonoidler

Lipidlerde ¢6zlinen antioksidanlar sinifindan olan flavonoidler bitkilerdeki kirmizi, mavi

ve sar1 renk pigmentlerini olusturan polifenollerdir. Baslica besinsel kaynaklari elma,

portakal, limon gibi meyveler ile patates, karnabahar gibi sebzelerdir. Sarap, iiziim suyu

ve ¢ay gibi bitkisel kaynakli igeceklerde de bulunurlar (37).
3!

Sekil 2.8. Flavonoidlerin iskelet yapist. (59)
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Flavonoidler, 3’-4’ dihidroksi konfigiirasyonu ile antioksidan aktiviteye sahiptir.
Fenolik antioksidan, lipid radikallere hizla H vermesi seklinde lipid oksidasyonu ile

etkilesir. Gorevi ROO ve RO radikalini parcalamak ve bodylece LPO zincir
reaksiyonunu sonlandirmaktadir. Ayrica bakir iyonlariyla kompleks olusturabilirler; bu

durum antioksidan etkilerine baglanabilir (9,10).

Flavonoidler, santral piran halkasinin farkli oksidasyonu ile olusmus,

difenilpropanlarin (C¢+Cs+Cg) temel iskelet yapisina sahip fenoliklerin grubuna aittir.

Flavonoidler bitkisel pigmentler olarak bilinmektedir. Polifenolik bilesikler
grubundan olup hemen hemen biitiin bitkilerde bulunur. Flavonodiler alt1 ana alt gruba

ayrilabilir, bu alt gruplar igerdikleri C halkasindaki degisimlere gore belirlenir.

Flavonlar, flavanonlar, flavanoller, antosiyanidinler, katekinler ve isoflavonlar
(58,44,60). Flavonoidler agisindan zengin ¢esitli bitkisel kaynakli besin ve icecekler
(sarap, meyvalar, sebzeler, cay, kakao) vardir. Bir flavonol olan quercetin, besinlerde

(6zellikle sogan, cay) bolca bulunur (60).

Flavonoidler serbest radikal yakalayicisi olmalari, enzim aktivitelerini
diizenlemeleri, hiicre ¢ogalmasini inhibe etmeleri, antibiyotik, antiallerjen, antidiyareik,
antililser ve antiinflamatuvar ilag gibi islev gérmeleri dolayisi ile 6zellik kazanmaktadir
(44, 61). Flavonoidler, oksidatif DNA zedelenmesini, serbest radikal tutulmasi disinda
mekanizmalarla oOnler. Ayrica flavonoidler endojen antioksidanlarin korunup ve
giiclendirilmesi yolu ile de etkili olabilirler. Flavonoidlerin ¢ogu glutatyon-S transferaz

(GST) enzimini aktive etme 6zelligine sahiptir(60).

Finlandiya’da 9959 kadin ve erkek {izerinde yapilan bir ¢calismada flavonoid alimi
ile kanser arasinda ters bir iliski oldugu bulunmustur. Flavonoid alimi yiiksek olan

bireylerde 24 yillik gozlem sonucunda  akciger kanseri oraninin %50 azaldigi
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gosterilmistir. Hawai’de elma ve sogan tiiketimi ile akciger kanseri arasinda ters bir

iligki oldugu bulunmustur (62,63).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Hayvan Materyali

Caligmada Sprague-Dawley cinsi ortalama agirliklart 200-300 gr olan erkek ratlar
kullanildi. Ratlar ortama uyum saglamalar1 bakimindan Afyon Kocatepe Universitesi
Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezin’e geldikten bir hafta sonra
calismaya baslandi. Uygun sicaklikta, rat bakimi i¢in tasarlanmis 6zel kafeslerde 12
saatlik ideal aydinlik ortaminda barindirildi. Ratlar, standart yem ve musluk suyu ile

beslendi.

(Calismada kullanilan ratlar 4 gruba ayrildi:

Grup I: Kontrol Grubu

Grup II: Siyah Uziim Grubu

Grup I1I: Siyah Uziim +Homosistein Grubu
Grup IV: Homosistein Grubu

3.1.2. Uziim Suyu Temini ve Uygulamasi

Piyasadan temin edilen siyah iiziim suyu (%100), giinliik 10 ml/kg olarak 30 giin siireyle

kontrol grubu hari¢ tiim gruplardaki ratlara gavajla verildi.
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3.1.3. Homosisteinin Temini ve Uygulanisi

SIGMA chemical Co. (St. Louis, USA)’dan temin edilen homosistein  kilogram basina
Img dozda intra periteonal (i.p.) olarak 30 giin boyunca kontrol grubu hari¢ biitlin

gruplardaki ratlara enjekte edildi.

3.2. Metot

Ratlar, siyah iizim suyu ve homosistein verilmeden oOnce tartildi ve uygun dozlar

belirlendikten sonra islem yapildi.

Calismanin siirdigii 30 giin boyunca ratlarin, standart yemleri ve sular1 her giin
saat 17:00 de verildi. Siyah iiziim suyu ve homosistein verilmesini igeren islemler
yemler verilmeden dnce uygulandi. Calismada her biri 8 rattan olusmak {izere toplam 4

grup olusturuldu. Caligma gruplar1 asagidaki gibi belirlendi.

Kontrol grubu (n=8): Bu gruba gavajla musluk suyu ve intra peritonal olarak serum

fizyolojik uygulandi.

Siyah liziim grubu (n=8): Bu gruba her giinliik 10ml/kg dozda iiziim suyu gavajla

verildi. Bunun yaninda 1 ml/kg serum fizyolojik i.p. olarak uygulandi.

Siyah iiziim +homosistein grubu (n=8): Bu gruba giinlii 1mg/kg homosistein i.p.

olarak ve 10ml/kg miktarinda {iziim suyu gavajla verildi.

Homosistein grubu (n=8): Bu gruba giinliik 1mg/kg homosistein i.p. olarak ve

10ml/kg musluk suyu gavajla verildi.
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3.2.1. Kan orneklerinin alinmasi ve hazirlanmasi

0,4 ml Ketamin + 0,6 ml Xylasine olacak sekilde anestezik ¢ozelti hazirland1 ve 1,6
ml/kg miktarinda i.m. olarak verildi. Derin anestezi altinda toraks agilip ekarte edilerek
acik kalpten kan ornekleri dikkatle tiiplere alindi. MDA, CAT, SOD ve GSH analizleri
icin heparin’li cam tiipler kullanildi. Heparinli’li cam tiiplere kan 6rnekleri alindiktan

sonra, ayni glin i¢inde laboratuvarda gerekli parametreler caligildi.

Tim spektrofotometrik Ol¢limlerde, Shimadzu UV-1601 spektrofotometresi
kullanildi.

Homosistein, Gallik Asit, Folin —Ciocalteu Reaktifi, Etanol, Ketamin, Xylasine

SIGMA chemical Co. (St. Louis, USA)'dan temin edildi. Kimyasallar analitik saflikta
idi.

3.2.2. Biyokimyasal analizler

3.2.2.1. Eritrosit Paketi ve Diliisyonlu Stok Hazirlanmasi

Caligma sonrasi santrifiij edilerek tam kan ile plazma ayrildiktan ve plazmalar ayri
tiiplere alindiktan sonra eritrositler, serum fizyolojikle {i¢ defa yikanip santrifiij edildi ve

bdylece eritrosit paketi hazirlandi.

Eritrositler 1/1 oraninda soguk distile su ile diliie edildi ve bdylece diliisyonlu stok

hazirlanmis oldu.
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3.2.2.2. Hemoglobin Tayini

Reaktifler:

- Dropkin soliisyonu
- 0,2 g/dl KsF(CN)s
- 0,05 g/dl KCN

- 1,0 g/dl NaHCO;

Prosediir:

Diliisyonlu stoktan 20ul alind1 ve iizerine 6 ml dropkin solityonu eklendi ve Shimadzu
UV-1601 spektrofotometresinde 540 nm dalga boyunda reaktif koriine karsi okundu. Hb
degerleri standart ve numune absorbanslar1 kullanilarak asagidaki formiile gore

hesapland1 ve g/dl olarak ifade edildi.

CN = (AN/As) X Cs
Cn: Numunenin Konsantrasyonu
Cs: Standardin Konsantrasyopnu

Axn: Numunenin Absorbansi

Ag: Standardin Absorbansi

3.2.2.3. Plazma MDA Diizeylerinin Tayini

Plazma MDA diizeyleri Ohkawa ve ark. yontemine gore o6l¢iildii (64).

Prensip:

MDA'nin asidik ortamda thio barbitiirik asitle olusturdugu rengin 532 nm dalga boyunda

absorbansinin dl¢iilmesi prensibine dayanarak yapildi.
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Reaktifler:

- Potasyum fosfat tamponu 0,1 MpH 7,4
- Asetik asit % 20, pH 3,5
- Tiyobarbitiirik asit (TBA) % 0,8

- Biitanol/Piridin 15:1
Prosediir:

Plazma 0,5'er ml (500 pl) alinarak her birinin {izerine 0,2 ml %8,1 Sodyum dodesil
stilfat, 5 ml %20 asetik asit (pH: 3,5) ve 1,5 ml %0,8 TBA soliisyonu eklenerek 95 °C'de
60 dakika kaynatildi. Sogutulduktan sonra 5 ml Biitonol:Piridin (15:1) eklendi ve
karistirihip 4000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi. Ust tabakadaki rengin absorbansi
reaktif koriine karst 532 nm dalga boyunda okundu. Standart olarak 1,1,3,3-
tetractoksipropan'in 4,173 umol/L’lik ¢ozeltisi kullanildi. MDA diizeyleri plazmada
nmol/L olarak ifade edildi. Asagidaki formiile gére hesaplandi;

Cn = (An/As) X Cs
Cx: Numunenin Konsantrasyonu
Cs: Standardin Konsantrasyonu

Ax: Numunenin Absorbansi

Ag: Standardin Absorbansi

3.2.2.4. Plazma Protein Karbonil Gruplar Tayini

Plazma protein karbonil gruplar1 Levine ve ark. modifiye spektrofotometrik metoduna

gore caligildi (65).
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Prensip:
2,4-dinitrofenilhidrazin (DNP) karbonil gruplar ile birlestiginde renkli bir hidrazon

olusmakta ve olusan bu hidrazonun absorbansi 360 nm dalga boyunda okunmaktadir.

Reaktifler:

- DNP (2,4- dinitrofenilhidrazin) 10 mM

- HCI 2N

- TCA (Trikloroasetikasit) %10, %20

- NaOH IM

- Sodyum fosfat tamponu 1/15 M pH:7,8
Prosediir:

Numune plazmasindan 500 pl aliarak iizerine 500 pl %20 TCA eklenip vortekslenmek
suretiyle karistirildi. 4000 rpm'de 15 sn santrifiij edildikten sonra siipernatant dokiildii.
Pelet 500 ul DNP (2N HCI iginde 50 °C'de c¢oziilecek) ile karistirildiktan sonra
karanlikta oda 1sisinda bir saat bekletildi. Her 10 dakikada bir vortekslenerek pelletin
DNP ile muamelesi saglandi. Daha sonra 500 ul TCA eklenip 2-3 dakika oda 1sisinda
dinlendirildi. 4000 rpm'de 3 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant dokiildii ve
aynt islem %10 TCA ile ii¢ kez tekrarlandi. presipitat 2 ml 1 M NaOH i¢inde 37 °C'de
30 dk. bekletilerek ¢oziildii. Numunenin absorbanst NaOH koriine karsi 360 nm dalga
boyunda Shimadzu UV-1601 spektrofotometresinde okundu.

€max = 22000 M.em™ kullanilarak sonuclar pmol/L olarak verildi.
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3.2.2.5. Eritrosit GSH Tayini

Eritrosit GSH diizeyleri spektrofotometrik olarak Beutler yontemi ile belirlendi (66).

Prensip:
Eritrosit GSH'!n SH gruplar1 bir distilfid kromojeni olan 5,5'-dithiobis 2-nitrobenzoikasit
(DTNB)'1 indirgemesi ile sar1 renkli bir bilesik olusturur. Bu bilesigin 412 nm dalga

boyunda 6l¢iilen absorbanst GSH konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Reaktifler:

- Coktiirticii soliisyon (Proteinsizlestirme ¢ozeltisi)

- Metafosforik asit 1,67 g/dl,
-EDTA 0,2 g/dl
- NaCl 30 g/dl
- Na,HPOy ¢ozeltisi 0,3M

- DTNB (5,5’-2-dithiobis nitrobenzoik asit) 2 mM

Prosediir:

Diliisyonlu stoktan 0,2 ml 6rnek alinarak iizerine 108 ml distile su ve 3 ml ¢oktiirticii
solisyon eklenerek karistirildi. 5 dakika oda 1sisinda bekledikten sonra siizgeg
kagidindan siiziilerek filtrat elde edildi. 0,4 ml filtrat iizerine 1,6 ml 0,3 M Na,HPO4
¢ozeltisi ve 0,2 ml 40 mg/dl DTNB (%1'lik sitrat icerisinde ¢oziilen) ile muamele
edilerek olusan rengin absorbanst Shimadzu UV-1601 spektrofotometresinde 412 nm
dalga boyunda reaktif koriine karst okundu. GSH standarti (50 pmol/L) hazirlandi.
Numunelere uygulanan islem, GSH standardina da uygulandi. GSH diizeyleri, standart
ve numune absorbanslar1 kullanilarak asagidaki formiile gore hesaplandi ve uM/gHb

olarak ifade edildi.
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CN = ((AN/As) X Cs)/Hb

Cx: Numunenin Konsantrasyonu
C,: Standardin Konsantrasyopnu
Ax: Numunenin Absorbansi

As: Standardin Absorbansi

Hb: Hb miktar1 (g/dl)

3.2.2.6. Plazma -SH Gruplar1 Tayini

Plazma -SH gruplar1 Koster ve ark. spektrofotometrik metoduna gore belirlendi (67).

Prensip:
Protein -SH gruplari, DTNB tarafindan indirgenir ve disiilfit bagi olusturarak bir
kromofor (5-merkapto-2-nitrobenzoik asit) ac¢iga ¢ikarirlar. Olusan kromoforun

absorbansi 412 nm dalga boyunda okunmaktadir.

Reaktifler:
- DTNB (5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoik asit)) 2 mM

- Potasyum fosfat tamponu 0, MpH 7,4
- Sodyum Sitrat %1
Prosediir:

100 pl numune tlizerine 1500 pl (1,5 ml) fosfat tamponu eklendi. 400 ul DTNB (%1
sodyum sitrat i¢inde) ilave edildikten sonra 5 dakika 37 °C'de bekletildi. Numunelerin
absorbans1 412 nm dalga boyunda reaktif koriine karsi Shimadzu UV- 1601

spektrofotometresinde okundu.

Sonuglar €,,,=13600 M L.em™ kullanilarak umol/L olarak verildi.
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3.2.2.7. Eritrosit SOD Aktivite Tayini

Eritrosit SOD aktiviteleri Winterbourn ve ark. spektrofotometrik metoduna gore calisildi

(68).

Prensip:
Y 6ntemin esasin1 oksijen ve fotorediiksiyonla indirgenen riboflavinin reaksiyonu sonucu

olusan O* ile NBT un rediiksiyonunu enzimin inhibe etme yetenegi olusturur.

Reaktifler:

- EDTA+NaCN 0,1 M (0,1 M 100 ml EDTA igine 1,5 g NaCN eklenir)
- Nitro Blue Tetrazoliumchloride (NBT) 1,5 mM

- Sodyum fosfat tamponu 1/15 M pH 7,8

- Riboflavin 0,12 mM

Prosediir:

Diliisyonlu stoktan 0,5 ml 6rnek alind1 ve iizerine 3,5 ml soguk distile su eklendi. lyice
calkalandiktan sonra {izerine 1 ml %99 luk etanol ve ardindan 0,6 ml kloroform eklendi.
5-6 dakika calkalandiktan sonra 3000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi. Sonra
stipernatanttan 50 pl alinip tizerine 200 ul EDTA+NaCN eklendi. Ardindan 100 ul NBT,
2,6 ml fosfat tamponu ve 50 pl riboflavin eklendikten sonra 15 dakika kutu iginde
florasan 151¢mma maruz birakildi. Olusan rengin absorbanst Shimadzu UV-1601
spektrofotometresinde 560 nm dalga boyunda hava koriine karst okundu. Ayni islem

SOD standardlari ile tekrarlandi. Asagidaki formiile gére U/Hb olarak hesaplandi.
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CN = ((AN/As) X Cs)/Hb

Cx: Numunenin Konsantrasyonu
C,: Standardin Konsantrasyopnu
Ax: Numunenin Absorbansi

As: Standardin Absorbansi

Hb: Hb miktar1 (g/dl)

3.2.2.8. Eritrosit Katalaz Aktivite Tayini

Eritrosit CAT aktiviteleri Beutler'in spektrofotometrik metoduna gore ¢alisildi (69).

Prensip:

CAT aktivitesi, HyO,'nin H,O'ya doniismesi esnasindaki absorbans degisimi reaktif

koriine (H,O, hari¢ diger biitiin reaktifleri igeren kor) karst 230 nm dalga boyunda

absorbans farklar1 alinarak hesapland.

Reaktifler:

- Tris-HCI-EDTA pH: 8,0
- Tris-HCI I mM
- EDTA 5 mM

- HxO, 10 mM
Prosediir:

Diliisyonlu stoktan 0,2 ml alind1 ve tizerine 0,8 ml soguk distile su eklenerek karistirildi.
3 kez 10’ar dakika difrizde dondurulup ¢6ziildiikten sonra distile su ile 1/200 dilisyon
daha yapildi ve bu dilisyondan 1 ml alinarak 100 ml ye distile su ile tamamlandi ve
toplam dilisyon 1/2000 oldu. 100 ul Tris-HCI-EDTA (pH:8,0) iizerine 1800 pl 10 mM
H,0, ve 60 pl distile su eklenip 10 dakika 37 °C'de inkiibe edildi. Enzimatik reaksiyon,
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dilie hemolizattan (1/2000)'tan 40 pl eklenmesi ile baslatildi. H,O, 'min H,O 'ya
doniigiimiinii, 4 dakika boyunca reaktif koriine karsi (H,O; hari¢ diger biitiin reaktifleri
igeren kor) absorbans degisimi izlenip kaydedildi (5 6l¢tim yapildi). Bir dakikada olusan
ABS degisimi (AABS) bulundu. Enzim iinitesi, absorbans degisimi H,O, 'ye ait
ekstinksiyon kat sayisina boliinerek asagidaki formiile goére hesaplandi. CAT aktiviteleri

U/g Hb olarak ifade edildi.

A=(AABS/(E x N x Vy)) /Hb

E: Milimolar ekstinksiyon kat sayist (H,O; i¢in 0,71)
N: Indikatériin molekiil sayis1 (H,O5 igin 2)

Vu: Homojenatin voliimii

AABS: Dakikada degisen absorbans

Hb: Hb miktar1 (g/dl)

3.2.2.9. Total Fenolik Icerik Tayini

Siyah {iziim i¢erisindeki toplam fenol miktarlar1 Folin-Ciocaltaeu metodu kullanilarak

kolorimetrik olarak tayin edilmistir (70) .

Reaktifler:

- Folin-ciocalteu reaktifi %10

- Na,COs %7,5

- Gallik asit 20 gr gallik asit+15 ml ethanol
- Ethanol %40

Prosediir:

%10 luk folin-ciocalteu reaktifi 2,5 ml alind1 ve iizerine %7,5 lik 2 ml Na,CO3 ¢ozeltisi

ve 0,5 ml tizim suyu konulup iyiyce karistirildi.45 C de 15 dk inkiibasyondan sonra 760
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nm de absorbanst okundu. %40 lik 15 ml ethanolde 20 mg miktarinda ¢oziilerek
hazirlanmis olan gallik asit soliisyonu standart olarak kullanildi ve hesaplama asagidaki

formiile gore yapildi.

%Fenolik icerik = ((Asmek. Witandart- 50/ Astandart. Warmek. 50) /(100/100)

Wimnek: Omegin Konsantrasyonu
Witandart: Standardin Konsantrasyopnu
Asmek: Ornegin Absorbansi

Agtandart: Standardin Absorbansi

3.2.3. istatistiksel Analizler

Sonuglar SPSS 10.0 (Chicago, IL, USA) paket programi kullanilarak Mann Whitney-U
testine gore analiz edildi. Ortalamalar + standart hata olarak verildi. Istatistiksel olarak

onemlilik seviyesi p<0,05 ve p< 0,01 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Plazma MDA Diizeyleri
Plazma MDA diizeyleri Tablo 4.1 ve Sekil 4.1’de gosterilmistir. Bu bulgulara gore

plazma MDA diizeyleri homosistein grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlaml derecede diisiik (p<0.05) bulundu.

Kontrol grubuyla siyah iiziim+homosistein grubu ve homosistein grubu lile siyah
lizim+homosistein grubu arasinda yapilan karsilastirma sonucu plazma MDA diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi.

Tablo 4.1. Plazma MDA diizeyleri.

GRUPLAR nmol/L
Kontrol 472,65 + 99,62
Siyah Uziim 289,81 + 96,54
Homosistein 652,46 + 108,05°
Siyah Uziim + Homosistein 558,19 + 135,05

(a)Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

Plazma MDA Diizeyleri

800 ~
700 +
600 -
500 -
400 +
300 -
200 +
100 -

——
—t—

nmol/L

——

KONTROL Uz0M HMS UZUM+HMS

Sekil 4.1. Plazma MDA diizeyi.
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4.2. Plazma Karbonil Gruplar

Plazma karbonil diizeyleri Tablo 4.2 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir. Bu bulgulara gore

plazma karbonil diizeyleri homosistein grubunda kontrol grubuna goére anlamli derecede

yiiksek (p<0.05) bulundu.

Kontrol grubuyla siyah {iziim ve siyah liziim+homosistein grubu arasinda yapilan
karsilagtirma sonucu plazma karbonil diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunamadi.

Tablo 4.2. Plazma karbonil diizeyleri.

GRUPLAR pmol/L
Kontrol 98,32 + 25,85
Siyah Uziim 93,91 + 19,03
Homosistein 133,49 + 13,82%
Siyah Uziim + Homosistein 106,91 + 17,66

(a)Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

Plazma Karbonil Duzeyleri

150 a

120

90 ~

—t—
——

pmol/L

60 -

30 ~

KONTROL Uzum HMS UzUM+HMS

Sekil 4.2. Plazma karbonil gruplar diizeyi.
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4.3. Eritrosit Rediikte Glutatyon (GSH) Diizeyleri

Eritrosit GSH diizeyleri Tablo 4.3 ve Sekil 4.3’te gosterilmistir. Bu bulgulara gore
eritrosit GSH diizeyleri siyah iizim grubunda kontrol grubuna goére anlamli diizeyde
yiiksek (p<0.05) bulundu, Homosistein+siyah {iziim grubunda da homosistein grubuna

gore anlaml diizeyde yiiksek (p<0.05) bulundu.
Kontrol grubuyla, homosistein ve siyah {iziim+homosistein grubu arasinda yapilan
karsilagtirma sonucu plazma karbonil diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunamadi.

Tablo 4.3. Eritrosit GSH diizeyleri.

GRUPLAR umol/gHb
Kontrol 2,96 + 0,93
Siyah Uziim 4,78 + 0,56
Homosistein 2,19 + 0,40
Siyah Uziim + Homosistein 3,04 0,47

(a)Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
(b)Homosistein grubu ile karsilagtirildiginda p<0,01

Eritrosit GSH Diizeyleri

pmol/gHb
w
—
_|
on

KONTROL UzUm HMS Uz UM+HMS

Sekil 4.3. Eritrosit GSH diizeyleri.
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4.4. Plazma Siilfhidril (-SH) Gruplar

Plazma -SH diizeyleri Tablo 4.4 ve Sekil 4.4’ de gosterilmistir. Bu bulgulara gore plazma
-SH diizeyleri homosistein grubunda kontrol grubuna gdre anlamli olarak diislik
(p<0.05) bulundu, Homosistein+siyah {iziim grubunda ise homosistein grubuna gore

anlamli olarak yiiksek (p<0.05) bulundu.

Kontrol grubuyla siyah iiziim ve siyah iiziim+homosistein grubu arasinda yapilan
karsilagtirma sonucu plazma —SH diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamada.

Tablo 4.4. Plazma -SH diizeyleri.

GRUPLAR pmol/L
Kontrol 658,65 + 66,96
Siyah Uziim 596,27 + 79,61
Homosistein 498,25 + 47,36°
Siyah Uziim + Homosistein 602,95 + 113,61"

(a)Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
(b)Homosistein grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

Plazma SH diizeyleri

——

KONTROL Uz0M HMS UZUM+HMS

Sekil 4.4. Plazma -SH diizeyleri.
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4.5. Eritrosit siiperoksit dismutaz (SOD) Aktiviteleri

Eritrosit SOD aktiviteleri Tablo 4.5 ve Sekil 4.5’de gdsterilmistir. Bu bulgulara gore
eritrosit SOD aktiviteleri homosistein grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak

diisiik (p<0.05) bulundu.
Kontrol grubuyla, siyah iiziim ve siyah liziim+homosistein grubu arasinda ve
homosistein ile iiziim+homosistein grubu arasinda yapilan karsilastirma sonucu,

eritrosit SOD aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi.

Tablo 4.5. Eritrosit SOD aktiviteleri.

GRUPLAR U/gHb
Kontrol 9,90 + 0,97
Siyah Uziim 10,02 + 0,93
Homosistein 8,64 + 1,48%
Siyah Uziim + Homosistein 8,41+ 2,27

(a)Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05

Eritrosit SOD Aktiviteleri

[y
o

—

—t—

U/gHb

KONTROL UzOM HMS UzUM+HMS

Sekil 4.5. Eritrosit SOD aktiviteleri.
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4.6. Eritrosit Katalaz (CAT) Aktiviteleri

Eritrosit CAT aktiviteleri Tablo 4.6 ve Sekil 4.6’de gosterilmistir. Bu bulgulara gore
eritrosit CAT aktiviteleri siyah iiziim grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiiksek (p<0.05) bulundu, Homosistein+siyah tiziim grubunda da homosistein grubuna

gore anlamli olarak yiiksek (p<0.05) bulundu.

Kontrol grubuyla, homosistein ve siyah liziim+homosistein grubu arasinda yapilan
karsilastirma sonucu eritrosit CAT aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunamadi.

Tablo 4.6. Eritrosit CAT aktiviteleri

GRUPLAR U/gHb
Kontrol 53,64 + 30,40
Siyah Uziim 95,55 + 7,70
Homosistein 33,65 + 3,59
Siyah Uziim + Homosistein 52,58 + 4,47°

(a)Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
(b)Homosistein grubu ile karsilastirildiginda p<0,01

Eritrosit Katalaz Aktiviteleri

120 +

100 +

—H

60 -

U/gHb

(0]

o

—
c

40 -

|—
HH

20 ~

KONTROL UzUMm HMS UZUM+HMS

Sekil 4.6. Eritrosit CAT aktiviteleri.
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4.7. Toplam Fenolik Icerik

Siyah iizim de bulunan toplam fenolik madde miktarlar1 Folin-Ciocalteu Metodu (70)
kullanilarak tayin edilmistir ve sonug¢ olarak; toplam fenolik igerik 720 mg/ml olarak

bulunmustur.
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5. TARTISMA

Homosistein siilfiir bagl bir amino asittir. Homosistein viicuttaki tim hiicrelerde
diyetle aliman metiyoninden demetilasyon yolu ile olusur. Homosistein insan
plazmasinda, hem indirgenmis (rediikte) hem de oksidize formda serbest veya
proteine bagli formda bulunur. Rediikte homosistein, yiiksek oranlarda reaktif serbest
tiol gruplarma sahiptir. Bu gruplar redoks reaksiyonlarina katilabilir ve fizyolojik pH
da otooksidasyona karsi duyarlidir. Bu sebeple iki homosistein molekiilii arasindaki

distilfid bag sekilleri veya sisteinle karisik disiilfidler olusmustur.

Homosisteinin  sentez ve metabolizmasinin biiyilkk kismi  karacigerde
gerceklesir. Metioninin biiyiik ¢ogunlugu karacigerde metabolize olur. Karaciger,
metionin ve dolayisiyla homosistein metabolizmasinda yer alan genlerin
ekspresyonunda biiyiik rol oynar. Betain-homosistein metil transferaz (BHMT) ve
sitatiyonin beta sentaz (CBS) enzimlerinin sentezi karaciger de gerceklesir. Bu
nedenle karaciger hasar1 gerceklestiginde homosistein metabolizmasinda 6nemli

degisiklikler meydana gelir.

Homosistein, koroner arter hastaliklar1 ve periferal vaskiiler hastaliklar i¢in goz
oniinde bulundurulmasi gereken 6nemli ve bagimsiz bir risk faktoriidiir. Kalp-damar
hastaliklarinin gelisiminde plazma homosistein diizeylerinin yiikselmesinin etkili

oldugu genel bir anlay1s olarak benimsenmistir (71,72,73).

Serbest radikaller, hiicre metabolizmasinda meydana gelen biyokimyasal
redoks reaksiyonlari ile ortaya ¢ikan ve ¢iftlesmemis elektrona sahip molekiillerdir.
Miyokardiyal enfarktiis, diyabet, kanser, katarakt, romatoit artrit, infertilite, solunum,
sinir ve iriner sistem hastaliklari ile stres ve yaslanma siirecinde antioksidan enzim
aktivitelerinde Onemli degisiklikler ve lipit peroksidasyonunda artisla bir¢ok

hastaligin patalojik siirecinde 6nemli role sahiptirler (74).
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Siyah tiztim (vitis vinifera) o6zellikle ¢ekirdeginde bulunan yiiksek fenolik
bilesim ve bu fenolik bilesimden kaynaklanan flovanoidlerin de sayesinde giiclii bir
antioksidan etki gdstermektedir. Siyah iiziim bu antioksidan etki sayesinde bir ¢cok

farmakolojik 6zellige sahiptir ve oksidatif strese kars1 korunma saglar (75).

Kazem ve ark. (76) tarafindan yapilan bir ¢alismada, {iziim yaprag: ekstraktinin
izole rat aortlar1 iizerine vozorelaksasyon etkisi tespit edilmistir. Fenolikler aromatik
halkalarinda OH grubu igerdikleri i¢in kismi reaktiviteye sahiptir ve bu
ozelliklerinden dolay1 antioksidanlar gibi davranirlar. Antioksidan aktivitenin major

metabolizmasi hidrojen atomlarini vererek radikal temizleme esasina dayanir (75).

Homosistein diizeylerinin artmasi sonucu H,O, olusumu artar, antioksidan
savunma sistemleri etkilenir ve lipit peroksidasyonu artar ve bunlarin sonucu olarak

endoteial hiicreler iizerine toksik etki yaratir (72).

Huang ve arkadaslarinin (77) yaptiklar ¢alismaya gore, diisiik folat icerigi ve
bunu takiben  yiiksek plazma homosistein konsantrasyonlari, ratlarda lipit
peroksidatif hasarla beraber oksidatif stres yaratmistir. Folat eksikligi bulunan
ratlarin karacigerinde peroksidatif hasar artmistir. Neden olarak, plazma homosistein
diizeylerinin artmasi gibi gii¢lii bir oksidan etkinin varligini veya  hepatik
antioksidan enzim fonksiyonlarinin azalmasi ile hepatik antioksidan mekanizmanin

gliciiniin de azalmasi ile oksidatif hasarin siddetlenmesini géstermislerdir.

MDA nonenzimatik oksidatif lipid peroksitlerin par¢alanmasi sonucu olusan
toksik etkili son iiriinlerinden biridir. Ikiden fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin
otooksidasyonunda ve eikozanoid sentezinde serbestlesen siklik endoperoksitler

MDA ’nin asil kaynagidir (78).

Yiice ve ark. (74) homosistein verilen ratlarin plazma ve doku MDA degerlerini
incelendiginde sadece homosistein uygulanan ratlarin plazma MDA degerlerinin
kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde arttigini belirtmislerdir. Bu sonug¢ artan

homosistein miktarinin, lipit proksidasyon olusumunu engelleyen ve antioksidan
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enzimlerden biri olan olan GSH-Px’in aktivitesini azaltarak olusturdugu goriistinii

destekler nitelikte oldugunu belirtmislerdir.

Yapilan bir diger ¢aligmada ratlarda karaciger iskemi/perfiizyon hasarina liziim
¢ekirdeginde bulunan pronosiyadinlerin etkileri arastirllmis ve g¢alismada MDA

ylkselmesi liziim alan grupta anlamli olarak engellenmistir (79).

Bizim c¢alismamizda homosistein verilen ratlarda, plazma MDA diizeyleri
kontrol grubuna gdre anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). Siyah {iziim suyu
verilen ratlarin, plazma MDA diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik
bulunmustur (p<0,05). Homosistein grubunda yiiksek MDA degerleri, homosisteinin
oksidatif stresi indiikledigini diislindiiriirken siyah iizim grubunda diisiik MDA

degerleri siyah iiziimiin oksidatif strese kars1 koruyucu etkisine baglanabilir.

Vanetura ve ark. (80) homosistein tarafindan indiiklenen oksidatif stresin,
membran lipit preroksidasyonu Olglimii sonucu, MDA diizeylerinde artis
gbzlemlemis ve metiyonin ylikleme testi yapmislardir. Sonrasinda saglikli denekler
ve kontrol gruplar karsilastirildiginda, yiiklemeden 8 saat sonra plazma antioksidan

kapasitede bir azalma gozlendigini belirtmislerdir.

Sreemantula ve ark. (81) yaptiklar1 c¢aligmada, siyah {liziim ekstraktinin
antioksidan  aktivitesini, Hidroksil Radikal Assay Metodu kullanilarak
gostermiglerdir. Boylece Vitis vinifera ekstraktinin askorbik asitten 8 kat daha fazla

antioksidan aktiviteye sahip oldugunu tespit etmislerdir.

James ve ark. (82) koroner arter hastalarinda siyah tiziimiin kisa stireli alimi
sonucunda endoteliyal fonksiyonlarin gelistigini ve LDL oksidasyon hassasiyetinin
azaldigin1 belirtmislerdir. Siyah {iziimde bulunan flavonoidler tarafindan saglanan
potansiyel bir mekanizma tarafindan endotelyuma bagli vazodilatasyon geriledigi ve

LDL oksidasyonu 6nlendigi savunulmustur.
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Antosiyaninler ve diger flavonoidlerle fenolik asitlerin serbest radikalleri tutma
ve lipid peroksidasyonunu inhibe etme etkileri vardir. Kirmizi ve siyah frenk
lizimiinilin, benzer antiradikal etkileri bilinmektedir. Bu meyve ekstraktlarinin tiimii
kimyasal yolla agiga ¢ikan siiperoksit radikallerine karsi yiiksek aktivite ozelligi
gostermektedir. Yine bu ekstraktlar, hiicrede serbest radikal olusumunu baslatan

ksantinoksidaz enzimine kars1 inhibitor etkiye sahiptir (83).

Terao ve ark. (84) quercetinin fosfolipid ¢ift tabakalarinda lipid
peroksidasyonuna kars1 koruyucu etkisini gostermislerdir. Flovanoidlerin, Fe ve Cu
gibi gecis metallerini selatlayarak bu iyonlarin Fenton Reaksiyonu ile H;O,’den ‘OH

radikali olusumunu engelleyerek lipid peroksidasyonunu 6nlemektedir (85).

Protein karbonil tiirevlerinin olusumuna neden olan primer modifikasyon
reaksiyonlari, aminoasitlerin a-karbon atomlarinin veya yan zincirlerinin oksidatif
modifikasyona ugramalarindan ve bu modifikasyonlar1 takiben, reaktif oksijen-
aracili peptit ayrilmasi reaksiyonundan olusmaktadir. Reaktif oksijen tiirevlerinin
proteinlerle etkilesimi sonucunda, histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi ¢ok sayida
amino asit de veya proteinlerin peptit omurgasinda olusan oksidatif hasardan dolay1
protein karbonil {riinleri olusur. Protein karbonil diizeylerinin saptanmasi protein

oksidasyonunu belirlemede hassas ve genel olarak uygulanan bir yontemdir (86).

Esterbauer ve ark. (86) poliansatiire yag asitlerinin radikal bagimli oksidasyonu
sonucu o,B-doymamis aldehitlerinin, &zellikle 4-HNE’nin olustugunu ve bu
molekiillerin proteinlerin siilfidril gruplar ile “Michael addition tip” mekanizmasi ile
reaksiyona girerek, karbonil fonksiyonunu iceren daha stabil tiyoeter tiirevlerini
olusturduklarin1 gostermiglerdir. Ayrica bu a,B-doymamis aldehitleri histidin ve lizin
rezidiileri ile reaksiyona girerek, karbonil iceren molekiilleri olusturdugu

belirtilmistir.

Son zamanlarda yapilan bir ¢alismaya gore, homosistein diizeylerindeki artis,
vaskiiler hasarda rol oynayan reaktif oksijen tiirlerindeki artisa neden olur (74).

Homosistein diizeylerinin yiiksek olmasindan kaynaklanan ROS ise birincil olarak
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nitrik oksid sentez mekanizmasi tarafindan ve ikincil olarak homosistein

oksidasyonunun artmasindan dolay1 olugsmaktadir (87).

Horakova ve ark. (88), stantardize flavonoid (EGb 761, Pycnogenol) ekstrakti
ve troloks ve stobadin’in antioksidan etkisini arastirmis ve tavsan iskelet kaslarinda
bulunan sarkoplazmik retikulum {izerine Fe+3/H202/AA ve HOCI oksidan sistemler
tarafindan  oksidatif hasar gergeklesmesini saglamislardir. Bunun sonucunda
oksidan + antioksidan gruplarinin protein karbonil diizeyleri, oksidan gruplarinin

protein karbonil diizeylerine gore anlamli sekilde diisiik bulunmustur.

Yaptigimiz calismada, plazma karbonil diizeyleri (PCO) agisindan yukarda
belirtilen caligmaya paralel sonuglar elde ettik (88). Homosistein verilen ratlarin
plazma karbonil diizeyleri, kontrol grubuna gore anlamli olarak yiikselmistir
(p<0,05). Siyah iiziim ve siyah {iziim + homosistein gruplarinda ise homosistein
gruplarma gore plazma karbonil diizeylerinde diisiis gozlenmis fakat istatistiksel
olarak anlamli bir fark gozlenememistir. Siyah {iziimiin plazma karbonil diizeylerini
diisiirmesi siyah lizimiin yiiksek homosistein degerlerinde meydana gelen serbest
radikalleri temizleme o6zelliginden ve oksidatif strese karst koruyucu etkisinden

kaynaklanabilir.

Sisteinin —SH grubu oksidatif hasara olduk¢a hassastir ve —SH gruplarindan

farkli mekanizmalarla olusan tiil radikali (-S) proteinlerdeki disiilfit baglarmin
olusumuna yardim eder. —-SH gruplarinin distilfitlere ve oksiasitler gibi oksitlenmis
tiirevlere doniisiimii, radikallerden kaynaklanan protein oksidasyonunun en erken
gbzlenebilen belirtisidir. Tiyol gruplarinin diger bir oksidasyon sekli ise 4-
hidroksinonenal’in, proteinlerdeki —SH gruplarma Michael Reaksiyonu sonucunda
tioeter bagiyla baglanmasiyla gerceklesmektedir. Michael Reaksiyonu geri

dontistimlii bir reaksiyondur (89).

Bizim yaptigimiz calismada homosistein verilerek oksidatif strese maruz
birakilan homosistein grubunun plazma -SH diizeyleri kontrol grubuna gore anlaml

olarak diisiiktii (p<0,05). Uziim+homosistein grubunun plazma —SH diizeyleri ise
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homosistein verilen grubun plazma —SH diizeylerinden anlamli olarak yiiksek

bulundu (p<0,05).

Koken ve ark. (90) nin yaptig1 calisma da, protein —SH ve karbonil diizeyleri
bizim g¢ailmamizda gozlenen diizeylerle paralellik gostermektedir. Bu calisma da
kronik bobrek yetmezligi oksidatif stres i¢in bir risk faktorii olarak belirlenmis ve
(KBY) bulunan hastalarda renal antioksidan enzim sentezinin bozulmasi, demir
tedavisi ve besin kisitlamasindan kaynaklanan selenyum ve GSH eksikliginin
oksidatif stresin nedenleri olarak belirtilmistir. KBY'li hastalarda protein karbonil
igerigi saghkh kisiler ile kiyaslandiginda artmis olarak bulunmustur. Yine ayni
calismada plazma protein —SH gruplarinin oksidatif hasara karsi hassas olup,
oksidatif hasarin oldugu hastaliklarda plazma protein —SH diizeylerinin diistiigiinii
belirtilmis ve yapilan ¢alisma sonucu kronik bobrek yetmezligim bulunan hastalarin

saglikli bireylere gore plazma protein —SH diizeylerinin diistiigli belirtilmistir.

GSH, karacigerde sentezlenebilen bir tripeptitdir ve non-enzimatik
antioksidandir. Serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek oksidatif hasarin
olusmasina engel olur. Hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniigiimiiniin
engellemesinin yaninda GSH yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino
asitlerin membranlardan transportunu saglar. GSH’nin en énemli goérevlerinden biri,
proteinlerdeki stilthidril (-SH) gruplarini, vitamin E ile vitamin C’yi rediikte halde
tutmaktir ve bu gruplar1 oksidasyona karsi korur. Boylelikle membran antioksidan
savunma sistemi korunmus olur. GSH eksikliginde okside olan bu vitaminlerin
rediiksiyonu  azalacak ve membran yapisinda bozulmalar  goriilecektir

(86,90).

Mosharov ve ark. (91) homosisteinin GSH sentezini azaltarak, GSH
antioksidan savunma sisteminin intraseliiler inaktivasyonuna neden oldugunu
belirtmiglerdir. Son zamanlarda yapilan bir ¢calismaya gore koroner aterosklerosisli
hastalarda, kontrol gruplarina gore eritrosit GSH degerleri daha diisiik bulunmustur.
Bunun sonucunda, GSH ve total homosistein arasinda 6nemli derecede zit bir

korelasyonun gostergesi oldugu belirtilmistir (4).
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Yapilan bir calismada karaciger iskemi/reperfiizyon hasar1 boyunca hepatik
GSH konsantrasyonunun hizla azaldigin1 ve glutatyon seviyesinin iiziim ¢ekirdegi
ekstrakt1 tedavisi ile anlamli olarak yiiksek kaldigini1 gosterilmistir. Bu durumun
GSH’un reaktif oksijen molekiillerinin nétralize etmek i¢in kullanilmasindan
kaynaklandig1 belirtilmistir (79). Bir ¢cok ¢alismada eksojen olarak verilen GSH’un
hiicre i¢i GSH seviyelerini artirdigi ve oksidatif hasar1 engelledigi gdsterilmistir.
Ayrica glutatyonun oksidatif yaralanmalarda major koruyucu olarak etkisi tespit

edilmistir (92,93).

Yaptigimiz calismada homosistein uygulanan ratlarin, siyah iiziim verilen
ratlarin ve  Homosistein+siyah iiziim verilen ratlarin eritrosit GSH diizeyleri
incelendiginde yukaridaki ¢aligmayla paralel sonuglar bulunmustur (78). Siyah {iziim
grubunun eritrosit GSH degerleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p<0,05). Homosistein+siyah iiziim grubunun eritrosit GSH degerleri
homosistein grubunun eritrosit GSH degerlerinden anlamli derecede yiiksek

bulunmustur (p<0,01).

Rajdl ve ark (92) yaptiklar1 ¢aligmada giinliik olarak uygun miktarda tiiketilen
beyaz sarabin kardiyoprotektif ve antioksidan etkiye sahip oldugunu 6nermislerdir.
Bu ¢alismada intraseliiler GSH diizeylerindeki artis sonucunda, beyaz sarabin reaktif

oksijen tiirlerine karsi iyi bir rediiksiyon sagladig tespit edilmistir.

Yiice ve ark. (74) ratlarda homosisteinin oksidan-antioksidan sistem ve koroner
damarlarda olusturdugu degisiklikler {izerine melatoninin etkisini arastirmak icin
yaptiklar1 ¢alismada, periton i¢i homosistein uygulamasinin plazma homosistein,
MDA ve doku MDA diizeylerini artirdigini, plazma SOD, CAT, GSH, GSH-Px ve
doku GSH, GSH-Px aktivitelerini azalttigini tespit etmislerdir. Buna karsilik periton
i¢ci homosistein uygulamasina ek olarak melatonin uygulamasi plazma homosistein,
MDA ve doku MDA diizeylerini azaltirken, plazma SOD, CAT, GSH, GSH-Px ve
doku GSH, GSH-Px aktivitelerini artirdigin1 belirtmislerdir.
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Stiperosit dismutaz (SOD) enzimi siliperoksidin H,O;’e dismutasyonunu
katalizler ve antioksidan savunmanin ilk basamagini olusturur. SOD intraselliiler

savunmada aerobik hiicrelerde oksijen radikalinin zararina kars1 6nemli rol oynar.

Homosistein, SOD’ 1n endotel hiicre yiizeyine baglanmasini saglayan endotel
heparan stilfat proteoglikanin1 bozar ve arteriyel endotel hiicre ylizeyine SOD’1in
baglanmasin1 engeller. Homosisteinin yliksek diizeyleri fibroblastarca ortama verilen
SOD basimini azaltir. Boylece homosistein, endotel hiicrelerinin 6zellikle siiperoksit

radikali olmak iizere serbest radikallere kars1 savunma yetenegini azaltmis olur (74).

Yapilan bir ¢aligmada homosisteinin plazmada hizla otooksidasyona ugrayarak
homosistin, mikst disiilfidler ve homositein tiolakton olusturdugu belirtilmektedir
(72). Homosisteinin otooksidasyonu sirasinda siiperoksid ve hidrojen peroksid gibi
potent reaktif oksijen molekiilleri olusmaktadir. Ozellikle hidrojen peroksidin
hiperhomosisteinemiye bagli vaskiiler toksisitede rol oynadigi diislintilmektedir.
Hidroksil radikalinin siiperoksid anyon radikaline bagli olusumunun endotelyal
plazma membrani ve icindeki lipoprotein partikiilleri diizeyinde bir etkiyle lipid

peroksidasyonunu baslattig1 gosterilmistir (72).

Reshma ve ark. (94) oral kanserde eritrosit antioksidanlar iizerine okkum
flavonoidlerinin etkilerini arastirmig flovanoidlerin uygulandigi grupta kontrol
grubuyla karsilagtirildiginda SOD aktivitesi, bizim ¢alismamiza benzer sekilde

yiiksek bulunmustur.

Yaptigimiz calismada, homosistein grubunun eritrosit SOD aktiviteleri kontrol
grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0,05). Bu sonu¢ homosistein
uygulanan ratlarda oksidatif hasarin bir gostergesi olabilir. Siyah iizim grubunda
eritrosit SOD aktivitesinde kontrol grubuna gore hafif artisga ragmen istatistiksel

olarak anlamli degildi.

Kahraman ve ark.(93) yaptiklar1 ¢alismada ethanoliin indiikledigi gastrik

lezyonlara quarcetinin antioksidatif, antihistaminik etkisini aragtirmislar ve SOD
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aktivitelerinde ethanol verilmesiyle 6nemli diisiis gozlenirken, quarcetin verilmesiyle

Oonemli artis tespit etmiglerdir.

Lin ve ark. (95) iizlim slispansiyonunun, bilaterel iskeminin oksidatif etkilerine
kars1 koruyucu etkisini arastirmak i¢in tavsanlarla yaptiklari ¢alismada, SOD ve CAT
regiilasyon aktivitesine, liziim siispansiyonunun koruma etkisinin eslik ettigini
onermislerdir ve tiziim verilen gruplarda SOD ve CAT aktivitesinde yiikselme tespit

etmislerdir.

SOD enziminin canlilardaki dagilimi CAT ile birlikte incelenmelidir. Ciinkii
SOD ile katalizlenen tepkime sonunda olusan {iriin, oksijenin toksik tiirlerinden
biridir ve CAT tarafindan birikimi Onlenmektedir CAT, genel hiicre tiplerinde
degisik konsantrasyonlarda bulunan dért hem grubu iceren bir hemoproteindir. Daha
cok peroksizomlarda bulunur. CAT’in hidrojen peroksit ile metil, etil
hidroperoksitleri gibi kiiclik molekiiller1 indirgeyici aktivitesi vardir ve biiyiik
molekiillii lipid hidroperoksitlerine etki etmez. Kan, kemik iligi, mukoz membranlar,

karaciger ile bobreklerde yiiksek miktarda bulunur (66).

Yaptigimiz calismada, siyah iiziim grubunun eritrosit CAT aktivitesi kontrol
grubundan anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). Homosistein+siyah
grubunun eritrosit CAT aktiviteleri ile homosistein grubunun eritrosit CAT
aktiviteleri karsilastirildiginda, homosisteint+iiziim suyu CAT aktivite degerlerinin
anlamli olarak yiiksek oldugu gézlenmistir (p<0,05). Bunun nedeni, iiziim suyunda
bulunan flavonoidlerin homosisteinin neden oldugu serbest radikallere kars1

antioksidan etki gostermesi olabilir.

Son zamanlarda yapilan bir ¢calismada bizim ¢alismamiza benzer olarak ratlara
homosistein uygulanarak oksidatif stres indiiklenmis ve melatoninin oksidatif hasara
kars1 antioksidan etkisi arastirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, homosistein uygulanan
ratlarin plazma SOD ve CAT degerleri, kontrol ve melatonin grubu ratlarin plazma

SOD ve CAT degerlerinden anlamli olarak diisiik oldugu tespit edilmistir (74).
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6. SONUC

Sonu¢ olarak homosisteinin, yiiksek plazma MDA diizeyleri ile yansitilan lipit
peroksidasyonunda ve yiiksek protein karbonil diizeyleri ile yansitilan protein

oksidasyonunda artiga neden oldugu goriilmektedir.

Siyah iizim+Homosistein grubunda Homosistein grubuna gore plazma MDA
diizeylerinin diismesi ve buna karsin eritrosit GSH, plazma protein —SH diizelerinin
ve eritrosit SOD ve CAT aktivitelerinin artmasi, {iziim suyunun fenolik iceriginden
dolay1 ve yliksek homosistein diizeylerinin indiiklediikledigi oksidatif strese karsi
siyah 1iizim suyunun antioksidan olarak koruyucu etkisinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Ratlarla yapilan bu ¢alismanin insan c¢aligmalari ile desteklenmesi gerektigini

diistiniiyoruz.
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