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OZET

Homosisteinin Indiikledigi Oksidatif Stres Uzerinde Quercetinin Koruyucu

Etkisi

Metiyonin metabolizmasindan meydana gelen bir ara iiriin olan homosisteinin ¢esitli
nedenlerden dolayr plazma diizeylerinin yiikselmesiyle hiperhomosisteinemi
meydana gelir. Hiperhomosisteineminin indiikledigi oksidatif stres sonucu lipid
peroksidasyonu ve membran hasarinin gelismesine yol acan reaktif oksijen tiirleri
(ROS) meydana gelir. Insan viicudunda ROS’un toksik etkilerini azaltan antioksidan
savunma mekanizmasi ve bu hasari onaran antioksidanlar mevcuttur. Cesitli bitkiler
tarafindan tretilen flavonoidler biyolojik membranlar1 serbest radikallerin

indiikledigi oksidatif hasara kars1 korurlar.

Bu c¢alismanin amaci ratlarda hiperhomosisteineminin indiikledigi oksidatif
hasara karsi quercetin tedavisinin koruyucu bir roliiniin olup olmadigini

degerlendirmektir.

Bu amagla, 32 adet Sprague-Dawley yetiskin erkek rat 4 gruba ayrildi. 1
Kontrol grubu (K); Intraperitonal olarak serum fizyolojik (SF) verildi (1,5 ml/giin).
2. Quercetin grubu (Q); Quercetin (50 mg/kg/giin) ve SF (0,25 ml/giin) verildi. 3.
Homosistein grubu (Hcy); Intraperitonal olarak %1 (v/v)’lik homosistein (1
mg/kg/glin) ve SF (1,25 ml/giin) verildi. 4. QuercetintHomosistein grubu (Q+Hcy);
Homosistein (1 mg/kg) verilmeden 1 saat once quercetin (50 mg/kg) verildi.

Quercetin % 1 gr olarak SF ile hazirland:.

Calismada, oksidatif stresin gostergesi olan plazma malondialdehit (MDA),
plazma karbonil ve antioksidan kapasitenin gostergesi olarak eritrosit glutatyon
(GSH), plazma siilfhidril (SH) gruplarmin diizeyleri ve eritrosit katalaz (CAT) ile
eritrosit siiperoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri tayini yapildi. Caligma sonucunda,

quercetin grubunda eritrosit CAT diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli
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derecede artmis oldugu tespit edildi. Homosistein grubunda ise plazma MDA ve
karbonil diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttig1 ve eritrosit GSH,
eritrosit SOD ve plazma -SH diizeylerinin anlamli derecede azaldig tespit edildi.
Quercetin + Homosistein grubunda ise Homosistein grubu ile karsilastirildiginda
eritrosit GSH ile eritrosit CAT diizeylerinin anlamli derecede yiikseldigi ve plazma

MDA diizeylerinin anlamli derecede azaldig1 tespit edildi.

Sonu¢ olarak, quercetinin eritrosit GSH diizeylerini ve eritrosit CAT
aktivitesini artirip plazma MDA diizeylerini azaltarak homosisteinin indiikledigi

oksidatif stres iizerine olumlu etki gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Homosistein, oksidatif stres, antioksidan, flavonoidler,

quercetin.
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SUMMARY

Protective Effect Of Quercetin On Homocysteine-Induced Oxidative Stress

Hyperhomocysteinemia takes place, due to increase in plasma level of homocysteine
derived from the metabolism of methionine. Due to hyperhomocysteinemia-induced
oxidative stress, reactive oxygen species which initiate lipid peroxidation and
membrane demolitions occur. In human body, there are antioxidant defence system
which might potentiate the toxic effects of reactive oxygen species and antioxidants
repairing injures. Flavonoids which are produced by various plants can protect

biological membranes against free radical-induced oxidative damage.

The aim of present study is to evaluate whether the quercetin treatment could
have a protective effect against oxidative stress-induced by hyperhomocysteinemia in

rats or not.

For this purpose, thirty two male Sprague-Dawley rats(adult) were divided four
groups: 1. Control group (C); received saline, as intraperitonal (1,5 ml/day). 2.
Quercetin group (Q); received quercetin (50 mg/kg/day) as intraperitonal and saline
(0,25 ml/day). 3. Homocysteine group (Hcy); received homocysteine (1 mg/kg/day)
and saline (1,25 ml/day). 4. Quercetin + Homocysteine group (Q-+Hcy); Quercetin
(50 mg/kg/day) was introduced 1 h before Hcy administration (1 mg/kg). Quercetin

(1 g) was suspened in 100 ml of saline.

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 quercetin group
erythrocyte CAT levels was found as significantly higher than control group.
However, plasma MDA level significantly decreased. In homocysteine group,
plasma MDA and carbonil levels significantly increased and erythrocyte GSH and
erythrocyte SOD levels significantly decreased than control group.
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In quercetin +homocysteine group, if compered to homocysteine group, erythrocyte
GSH and erythrocyte CAT levels significantly increased and plasma MDA leves

significantly decreased.
Results as signed that by decreasing MDA level, increasing GSH level and
erythrocyte CAT activity quercetin makes positive effects on oxidative stress

induced by homocysteine.

Key Words: Homocysteine, oxidative stress, antioxidant, flavonoids, quercetin.



1. GIRiS

Homosistein (Hcy), silfiir igeren esansiyel aminoasitlerden olan metiyonin
metabolizmasindan meydana gelen bir ara {riindiir. Metiyonin bakteriler ve
bitkilerde aspartattan sentezlenebildigi halde, insanlarda yeterli miktarda homosistein
ve metil gruplar1 saglanamadig: siirece esansiyeldir (1) . Hem homosistein hem de
metiyonin birbirlerinin prekiirsorleridir, birinin yikilmasi digerinin sentez asamasini
olusturmaktadir (2). Normal hiicre i¢i homosisteinin yaklagik %50’si iki
remetilasyon yoluyla tekrar metil grubu alarak metiyonine ¢evrilir ki bu yollar; Vit.
Bi, bagimli metiyonin sentetazin katalizledigi bir reaksiyonda bir metil grubunun 5-
metiltetrahidrofolattan homosisteine transferi ve betain veya trimetilglisindeki bir
metil grubunun geri donilisiimsiiz olarak homosisteine transfer edilmesidir.
Homosistein Vit. Bs bagimli sistatyon [ sentetaz enziminin katalizledigi bir
reaksiyonla sistatyona transsiilfiillenebilir. Sistatyon, glutatyon gibi hiicre i¢i tiol
iceren bir cok major bilesigin sentezinde gerekli olan sistinin kaynagidir. En sonunda
sistatyon ve diger siilflir iceren aminoasitler su ve siilfata metabolize edilerek idrarla

atilirlar (3).

Plazma veya serumda yiiksek homosistein diizeylerinin klinik aterosklerotik
vaskiiler hastaliklarla bir risk faktorii olarak iligkili oldugu giderek daha iyi
gosterilmektedir. Homosistein ile iligkili aterojenik olaylar endotel hasari, bunu takip
eden trombosit aktivasyonu ve trombiis formasyonuyla iliskili gibi goriilmektedir (4).
Ayrica artmis homosistein seviyeleri noral tiip defektleri ve diger dogum defektleri
icin Onemli bir risk faktorii olarak goriilmektedir (5). Genel olarak yiikselmis plazma
total homosistein konsantrasyonunun en sik edinsel sebepleri folat, B vitaminlerinin
tam veya relatif eksikligi ve bobrek yetmezligidir (6). Sagliksiz beslenme, sigara,
asirt alkol tiiketimi, asir1 kahve tiiketimi, fiziksel egzersiz yapmama gibi stres
yaratabilecek sagliksiz yasam faktorleri de hiperhomosisteinemi nedenleri

arasindadir (5).



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

gibi etki gostermesi viicutta birgok zararl etkilere yol acar (5,7).

Hcy, otooksidasyonunun bir sonucu olarak kolayca oksidize olur ve siilfidril
gruplariin oksidasyonu sirasinda lipid peroksidasyonunu artiran, oksijenden tiireyen
serbest radikaller olusur (8, 9). Serbest radikaller, hiicre metabolizmas1 sirasinda
cereyan eden biyokimyasal redoks reaksiyonlari ile ortaya c¢ikan ciftlesmemis
elektrona sahip molekiillerdir (10, 11). Pek ¢ok hastalik siirecinde 6nemli rol
oynarlar (12, 13). Normal sartlar altinda serbest radikallerin olusturacagi zararh
etkiler hiicresel koruma sistemi ile kontrol edilir. Bu koruyucu sistemler melatonin,
Vitamin E, Vitamin C ve glutatyon etkinligi, enzimatik olan veya enzimatik olmayan
mekanizmalar olabilir (14). Siiperoksit radikallerinin enzimatik dismutasyonla
temizlenmesinin yaninda antioksidan olarak bilinen fakat enzim olmayan bilesikler
de vardir ve bu bilesikler, organizmada oksijen radikallerinin temizlenmesini

saglayan vitaminler ve flavonoidler gibi bilesiklerdir (15).

Flavonoidler insan dietinin sik rastlanan komponentleridir ve biyolojik ve
farmakolojik etkileriyle eslestirilmis multiple mekanizmalar1 vardir (16, 17).
Flavonoidlerin major etkileri radikallerin toplanmasidir. Flavonoidlerin etki
gosterdigi bir diger mekanizma ¢esitli enzim tiirleriyle etkilesimdir. Flavonoidlerin
her ne kadar tiimor hiicrelerinin apoptozisine ve genotoksisitesine katkida bulunan
pro-oxidant 6zellige sahip oldugunu bildiren yaymlar olsa da, hiicreleri oksidatif

strese karsi koruyan antioksidan 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir (18, 19).

Quercetin, meyve ve sebzelerde en bol bulunan flavonol tip flavonoiddir.
Quercetinin vazodilatasyon ve antitrombotik etkileri gibi c¢ok fazla biyolojik
aktiviteleri vardir (20, 21). Quercetinin invivo ve invitro antioksidan etkileri iyi
bilinmektedir (17, 22). Quercetin ve diger flavonoidlerin hepatik dokularda

kolesterol biyosentezini inhibe ettigi gosterilmistir (23). Ayrica invivo ve invitro



calismalarda quercetinin yag asit sentezi lizerindeki inhibitor etkisi gosterilmistir

(24).

Bu c¢alismanm amaci, yliksek homosistein seviyesinin indiikledigi oksidatif

hasara kars1 quercetinin koruyucu etkisi olup olmadiginin arastirilmasidir.

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

(SOD) ve eritrosit katalaz (CAT) enzimlerinin aktiviteleri 6l¢iilmiistiir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Homosistein

Homosistein (Hcy), silfiir igeren esansiyel aminoasitlerden olan metiyonin
metabolizmasindan meydana gelen bir ara {riindiir. Ayrica metiyoninin sistine
doniisiimii sirasinda meydana gelen tiol igeren bir aminoasittir (1). Homosistein,
kofaktor olarak vitamin B, kullanildiginda remetilasyonla tekrar metiyonine yada

vitamin Bg kullanildiginda transsiilfiirasyonla sisteine metabolize olur (25).

Total plazma homosisteinin yaklasik %80’i disiilfit kdpriileriyle albiimine
baghdir. Bagli olmayan homosistein tiirleri ise baslica ‘homosistein-sistin® ve
‘homosistein-homosistein’  disiilfidleri seklinde bulunur. Dolasimdaki tiim

homosisteinin yalnizca %1°1 serbest homosistein seklinde bulunur (26).

Insan plazmasinda homosistein, hem indirgenmis (rediikte) formda hem de
yiikseltgenmis (oksidize) formda serbest veya proteine bagli olarak bulunur (Tablo
2.1). Homosistein sivi fazda c¢ok dayaniksizdir ve miktar1 artinca oksidasyonla
homosistine doniisiir (Sekil 2.1). Normal kigilerin idrarindaki homosistein tespit
edilemeyecek kadar az miktardadir ancak, sistatyon B-sentaz eksikliginde
homosisteinin sistatiyona doniisiimii azaldig1 i¢in artmaktadir. Metil tetrahidrofolat
transferaz eksikliginde homosistiniiri meydana gelis sebebi, metiyonine geri

doniisiimiin azalmasidr.

NH, _NH,
HS—CH5—CH5CH 2H® S/CHz_CHz_ CH
COOH ! | COOH
NH, S _NH,
HS—CH5CH;CH N CH7-CH5CH
COOH COOH
Homosistein Homosistin

Sekil 2.1. Homosistein’in oksidlenmesi sonucu homosistin olugsmasi (27).



Tablo 2.1. Total plazma homosistein bilesenleri ve yiizdeleri (27).

Indirgenmis Yiikseltgenmis Mikst distlfitler:
. - Sistinli
(rediikte) (oksidize) . -
Proteine baglh o
homosistein
Homosistein Homosistin homosistein
NH3” NH3™
3 NHy- 3
NH;’ “O0CCHCH,CHs~S | “00CCHCH,CHs=S
| |

OOCCHCH,CH5~S

"O0CCHCH,CH,— SH 'OOC(|JHCHZCH2—S _IS 'OOC|CHCH2—S

NH3_ NH3'

%1 %5-10 %80-90 %5-10

Yapilan c¢alismalar sonucu homosisteinle ilgili kimyasal tanimlamalar
yapilmistir. Bu kimyasal tanimlamalar, siilfidrilli veya rediikte formdaki homosistein
ve disiilfidli veya okside formdaki homosistein olarak adlandirilmistir. Distilfidli
formlar, reaktif sistein kalintilar1 iceren proteinlerle ve sisteinle meydana gelir.
Homosisteinin okside formlar1 ayn1 zamanda mikst disiilfidler olarak adlandirilir.
Plazmadaki homosisteinin multipl formlarimin  isimlendirilmesinde  “total
homosistein, indirgenmis homosistein, proteine bagli homosistein, serbest
homosistein ve homosistein-sistein kompleksi” gibi kavramlar genel olarak
kullanilmaktadir (27). Total homosistein biitiin bu serbest ve bagli biyokimyasal

homosistein tiirlerinin toplamimi tanimlar (26).

Tablo 2.2. Total plazma homosistein dagilimi (27).

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

Hafif 15-25 umol/L
Orta 25-50 pmol/L
Agir 50-500 pumol/L

Normal olgularda ortalama plazma Hcy degeri 10 pmol/ L olup 95 persentil ile
16 umol/L civarindadir (Tablo 2.2.). Degerler kadmlarla karsilastirildiginda
erkeklerde % 10 kadar daha yiiksektir ve konsantrasyonlar her iki cinste yasla

birlikte giderek artar. Homosistein 6lgiimleri hasta a¢ durumdayken yapilmalidir.



Glinlimiizde homosistein seviyeleri igin terapotik hedefler saptanmistir. Son verilere
gore kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in yiiksek risk altindaki hastalarda hedef diizey 10
umol/L’den az olmasidir (28).

Normal saglikli kisilerde giinlilk homosistein tiretimi 20.000 pmol kadardir.
Total homosisteinin 1200 pmol/giin kadarlik kismi plazmada siirekli bir dongii
durumundadir. Homosisteinin yaklasik 3-10 pmol/24 saat kadarlik miktar1 idrarla

atilir. Bu miktar total homosistein’in yaklasik %0, kadarini olusturur (25, 27).

2.1.1. Homosistein Metabolizmasi

Homosistein iki major yolla metabolize olur; transsiilfiirasyon ve metilasyon.
Homosisteinin % 50’lik kismi transsiilflirasyon yoluyla sisteine doniislir. Diger %
50’lik kismi ise yeniden metillenerek metiyonini olusturur (5). Homosistein

metabolizmas1 komplike bir feed-back sistemle diizenlenir (Sekil 2.2).

a) Remetilasyon yolu: Homosistein esansiyel bir aminoasit olan metiyoninin
demetilasyonuyla metilasyon dongiisiinde meydana gelir. Besinlerle alinan
metiyoninin ATP yapisindaki adenozil kalintisi ile olusturdugu S-adenozil metiyonin
(SAM), metillendirme tepkimelerinde en Onemli metil vericisi olarak
kullanilmaktadir. SAM yapisindaki metil grubunun 6zel metiltransferazlar ile uygun
alicilara taginmasindan sonra olusan S-adenozilhomosistein (SAH), adenozin ve

homosisteine hidroliz olmaktadir (1).

Eger metiyonin dengesi negatif ve SAM konsantrasyonu diisiikse homosistein
dogrudan metiyonin sentazin (MS) katalizledigi reaksiyonla metiyonin olusturmak
icin remetilasyon yoluna girer. Bu reaksiyonda Vit. B, kofaktor, metiltetrahidrofolat

(MTHEF) substrattir (5).

MTHF metilentetrahidrofolat rediiktazin (MTHFR) katalizledigi bir reaksiyonla

meydana gelir. Bu reaksiyon folat metabolizmasinda MTHF’in formasyonu i¢in hiz



kisitlayict basamaktir ve homosisteinden metiyonin jenerasyonu i¢in Onemlidir.

MTHF ‘in homosistein remetilasyonunda indirekt etkisi vardir.

Cogu dokuda homosistein Vit. By, bagimli enzim metiyonin sentaz ile
metiyonine remetile olur. Baz1 dokularda ise ¢cogunlukla karaciger ve bobreklerde
betain homosistein metiltransferaz enzimi homosisteinin metiyonine remetilasyonu
icin alternatif bir yoldur (5). Bu yolda homosistein, kolinin oksidasyonu ile olusan

betainden metil grubu alarak yeniden metiyonine doniistir (1).

Homosisteinin SAM ve metiyonine doniisimii MS veya MTHFR enzimindeki
genetik bir defektle bloke olabilir. Bu sekildeki yeni doganlarda total homosistein
seviyesi yliksek, metiyonin seviyesi diigiiktiir. Norolojik semptomlar ve zihinsel

problemler mevcuttur (29).

[ Remetilasyon yolu |
]

Tetrng:i;;)folat Metiyonin DNA
RNA
N,N,-dimetil glisin S-adenosil metiyonin Protein
5,10.-metilen  Folat MS CBHMT Metiyonin * Metil Transferaz
tetrahidrofolat  siklusu [B12] siklusu . e
(CH,THF) Betain S-adenosil homosistein SCH3
\\__' 5-metil tetra- —
MTHFR hidrofolat
(CH3THF) —
CBS | Bg
Sistatiyonin
CBS Sistatiyonin p-sentaz CcYs l Be  [~Transsiffirasyon yolu]
CYS  ysistatiyonaz Sistein
MS Metiyonin sentaz ¢
MTHFR Metilen tetra hidrofolat rediiktaz =
Siilfat (S0472)

Sekil 2.2. Homosistein metabolizmasi (27,30).



Hem homosistein hem de metiyonin birbirlerinin prekiirsorleridir, birinin
yikilmasi digerinin sentez asamasini olusturmaktadir. Bu iliskinin temelini metiyonin

metabolizmasi olusturmaktadir (2).

b) Transsiilfiirasyon yolu: SAM konsantrasyonu yiiksek oldugunda, transsulfurasyon
yolu kullanilir ve homosistein geri doniisiimsiiz olarak sistatyon ve sistein
olusturmak i¢in ilk basamagini sistatyon p-sentazin (CBS) katalizledigi iki Vit. B
bagimli reaksiyona girer. Sistein major hiicresel redoks tampon ve glutatyon igin bir
prekiirsordiir. Tahminen karacigerdeki hiicre i¢i glutatyon havuzunun yarisi

homosisteinden tiiremektedir (5).

CBS enzimi bu yol i¢in en 6nemli enzimdir. Bu enzime ait homozigot defektler
nedeniyle homosistein diizeyleri (>100 pmol/L) artarak homosistiniiriye neden olur.
Heterozigot defektlerde ise parsiyel CBS eksikligi meydana gelir ve orta diizeyde
hiperhomosisteinemi  saptanabilir. ~ Metiyonin  yiikkleme testinden  sonra
hiperhomosisteineminin belirgin bir sekilde ortaya c¢ikmasi ile tanisi konulabilir.
Kofaktor Be'nin eksikliklerinde ise parsiyel CBS eksikliginde meydana gelenlere
benzer homosistein yiikseklikleri goriilebilir (25, 27).

Transsiilfiirasyon yolu oOncelikle karaciger, bobrek ve pankreasta meydana

gelir. Bu dokular ayrica glutatyon dongtisiiniin en hizli oldugu dokulardir.

Hayvanlarda yapilan c¢alismalar gostermistir ki Vit. Bg eksikliginden
kaynaklanan transmetilasyon yolunun inhibisyonu SAH seviyelerinde artis ve SAM

seviyelerinde azalmayla sonuglanir (5).



2.1.2. Hiperhomosisteinemi

Enzim defektleri, homosistein metabolizmasindaki vitaminlerin eksikligi veya
dagilimindaki bozukluk, yasam sekli, hastaliklar ve ilaglar metilasyon ve folat

dongiisiinii bozarak total homosistein seviyesini artirabilir (31).

Genel olarak yiikselmis plazma total homosistein (tHcy) konsantrasyonunun en
sik edinsel sebepleri folat, B vitaminlerinin tam veya relatif eksikligi ve bobrek
yetmezligidir. Bu durum O6zellikle yash kimseler i¢in daha dogrudur (6). Renal
fonksiyon total homosistein seviyesi i¢in giicli bir gostergedir. Bu, renal
metabolizmayla ilgilidir (27). Genetik bozukluklara bagl olarak goriilen eksiklikler
genel populasyonda veya vaskiiler hastalikli kisilerde goriilen yiiksek seviyelerin
muhtemelen sadece bir kismmin sebebi olarak diistiniilmektedir. Homosisteiniiriye
en sik sebep olan genetik durum, yiiksek tHcy seviyeleri ve prematiire
kardiyovaskiiler hastaliklarla karakterize sistatyon B sentetaz eksikligidir. Yeni
doganlarda, tHcy metabolizmas: defektleri homosisteiniiri ile seyreden agir
hiperhomosisteinemi sebebidir. Artmis tHcy'nin diger genetik sebepleri; metiyonin

sentaz ve MTHFR yoklugu ve bozuklugudur (32).

Yiiksek tHey seviyesi; ilerlemis yas, hipotiroidi, SLE, nikotinik asit, teofilin ve
L-dopa gibi ilaglarin kullanimi sirasinda da goriilebilir (31). Diyetle alinan Vit. Be ,
Vit. By, ve folat diizeyleri ve total homosistein seviyeleri ters orantilidir. Asir1 sigara,
alkol ve kafein alan kigilerde total homosistein seviyesi yiikselir. Kadinlarda bu
sekilde hayat tarzi erkeklere gore total homosistein seviyesini daha fazla etkiler.
Kronik alkol tiiketiminde etanoliin vitamin durumunu etkilemesi sonucu total

homosistein seviyesi artar (27).

Yiiksek tHcy seviyelerine sebep olan diger klinik durumlar; malignensiler
(meme ve over ca.) ve psoOriazis’ dir. Hipotiroidi ve bir¢ok farmakolojik ajan da

yiikselmis tHcy konsantrasyonundan sorumlu olabilir (32).
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2.1.3. Hiperhomosisteinemi ve Vaskiiler Hasar

In vitro ¢aligmalar Hey’in indiikledigi muhtemel vaskiiler etkileri gdstermistir. Bu

etkilerden endotelyum lizerinde olanlar;

a. Endotelyal hiicre hasar1 ve endotelyal hiicre yikiminda doz bagimli hizlanma.

b. Azalan DNA metilasyonu ve gen ekspresyonundaki spesifik degisiklikler ile
iliskili olarak vaskiiler endotelyal hiicre gelisiminin inhibisyonu.

c. Yumusak kas hiicre proliferasyonunda artis.

d. Muhtemelen metalloproteinaz-1 ‘in indiiksiyonunun neden oldugu kollajen
akiimiilasyonu.

e. Arterlerin adrenerjik vazokonstriikksiyonunda azalma.

f. Lipoprotein(a)-fibrin baglanmasina katki.

Koagulasyon iizerindeki etkileri;

a. Diistik dansiteli lipoprotein (LDL) oxidasyonuna katki.

b. Tromboksan araciligiyla artan platelet agregasyonu ve trombin aktivasyonunda
artis.

c. Seliiler doku faktor prokoagulan aktivitesinde artis.

d. Hiicre ylizey trombomodulin ekspresyonunun inhibisyonu ve protein C

aktivasyonu.

e. Antikoagulan heparin siilfat ekspresyonunun azalan antitrombin III baglanma
aktivitesiyle bastirilmasi.

f. Faktor V aktivitesinde artis.

g. Doku plazminojen inaktivator i¢in hiicresel baglanma bolgelerinin rediiksiyonu ve

plazminojen aktivator inhibitor-1 gen ekspresyonu ve sekresyonuna katk (5).

Ik kez 33 yil 6nce Mc Cully plazma Hcy diizeyi ile aterosklerotik vaskiiler
hastaliklar arasindaki iligkiye dikkat ¢ekerek hiperhomosisteineminin (Hpr-Hcy)
aterosklerotik hastaliklarla sonuglandigini bildirmistir. Siddetli Hpr-Hcy’li hastalarda
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myokard infarktiisii, inme ve pulmoner embolizm gibi vaskiiler patolojiler sonucu

yiiksek siklikta erken dliimler saptanmistir.

Geng¢ hastalarda orta homosisteinemi ile birlikte serebrovaskiiler hastalik
gbzlenmesinin genetik olma olasilig1 fazlayken, yasli hastalarda homosisteinemi
genellikle edinseldir. Artmis plazma Hcy diizeylerinin 6zellikle yiiksek serum
kolesterol diizeyleri, yiiksek kan basinci ve sigara icimi gibi diger kardiyovaskiiler
risk faktorlerinin varhiginda ateroskleroz icin bagimsiz risk faktorii oldugu
bildirilmektedir. Homosisteinemili hastalardaki beyin infarktlarinda biyiik
intrakranial damarlarda ateromatdz okliizyon gozlenmektedir. Bu damarlarda tipik
aterosklerotik degisiklikler; fibroz plaklar, medial fibrosiz ve internal elastik

laminada kesintiler gozlenmistir (33).

Koroner arter hastaliklari, serebrovaskiiler hastaliklar ve periferik vaskiiler
hastaliklarin eslik ettigi hafif hiperhomosisteinemide, klasik homosistiniiriye gore
homosisteinin oynadigi rol daha azdir. Ancak, dnceden miyokard infarktiisii gegiren
serebrovaskiiler trombozlu yaslh erkeklerde total homosisteinin 10 pmol/L’den
yiikksek oldugu tespit edilmistir. Akut koroner sendromlu hastalarda pihtilagsma
faktorleri ile homosistein arasinda iligki bulunmus ve koroner yetmezlikli hastalara
folik asit ve antioksidan vitaminler verilerek total homosistein konsantrasyonu
azaltilmistir. Bu nedenlerden dolayr total homosistein konsantrasyonunun
diistiriilmesiyle KVH’1n mortalite ve morbiditesinin azaltilabilecegi diistiniilmektedir

27).

2.1.4. Homosistiniiri

Homosistiniiri klinik ve biyokimyasal olarak farkli 3 ayr1 antiteden olusan genetik bir
hastaliktir (34). Sistatyon B-sentaz (CBS), metilen tetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR)
ve metiyonin sentaz (MS) eksikligi ile ortaya ¢ikmakta ve otozomal resesif bir
mekanizmayla kalitimsal olarak ge¢cmektedir (27). CBS eksikligi, kan ve idrarda

artmig metiyonin ve Hcy diizeylerinin saptandigi, otozomal resesif kalitilan en sik
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rastlanan formudur. Bu enzimin geni 21 q {izerinde lokalize edilmistir.
Homozigotlarda enzim aktivitesi %1-5 arasindayken heterozigotlar genellikle klinik
olarak korunmustur ve enzim aktivitesi %40-60 arasindadir (33). Homozigot CBS
eksikligi olan bireylerde transsiilfiirasyon yoluyla sivilarinda metiyonin, homosistein
ve prekiirsorleri birikmesiyle beraber sistein ve sistin miktar1 azalir. Metiyonin

miktar1 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
cografik farkliliklar vardir. Genel olarak popiilasyonun %]1’inden daha azinda
heterozigot CBS eksikligi goriiliir. Bu kisiler genellikle a¢ iken normal total
homosisteine sahip olmalarma ragmen metiyonin yiiklemesinden sonra total
homosistein seviyesi yiikselir. Yapilan son genetik c¢aligmalara gore vaskiiler
hastalig1 olan kisilerde CBS eksikligi i¢in heterozigotluk seyrek olarak ortaya cikar
ve bu hafif genetik defektli hastalarda genellikle hiperhomosisteinemiye neden olmaz

27).

Klasik homosistiniiri fenotipli ¢ocuklarda okiiler, vaskiiler, iskelet ve sinir
sistemi anomalileri go6zlenir. Vaskiiler endotelin zedelenmesi sonucunda
aterosklerozu hizlandirarak arteriyal tromboz, myokard infarktiisi ve inme
gelisimine neden olur. Etkilenen bireylerde marfanoid goriiniim, lens dislokasyonu
ve kognitif etkilenme saptanabilir. Malar rash ve livedo retikiilaris baz1 hastalarda
gozlenmektedir. Bu hastaliklar gozlenebilmekle birlikte hastalik icin karakteristik
degildir (33).

Homosistiniirinin ~ seyrek rastlanan formlari; siddetli MTHFR defekti,
homosistein remetilasyonunda bozulma ve kobalamin metabolizmasindaki yeni
dogan hatalar1 sonucunda ortaya ¢ikar. Homosisteinin metillenerek metiyonin
olusturmasi, folata bagimli 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
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vitamin B;,’yi biyokimyasal olarak aktif formlarma doniistiiremeyen veya diyetle
aliman folat ve vitamin B, diizeyi yetersiz olan kisilerde homosistein birikerek
homosistiniiriye neden olur (27). Metiyonin sentetaz enzim aktivitesi Tip II
homosistiniirili hastalarda diisiik saptanmistir. Bu formda mental reterdasyon ve

sizofreni siktir. Lens ektopisi saptanmaz.

Tip III homosistiniiride metiltetrahidrofolat rediiktaz enzimi eksiktir (33).
MTHFR geninde sik goriilen C677T mutasyonu, enzim aktivitesinde azalmaya,
termolabiliteye ve folat metabolizma bozukluklarina neden olmasmin yaninda, orta
veya daha yiiksek hiperhomosisteinemiye neden olur. Bu bireyler, idrarlar1 ile biiyiik
miktarda homosistein atarlar ve plazma total homosistein konsantrasyonlar1 saglikli

popiilasyona gore 10-15 kat ylikselmistir.

Bu bireylerde goriilen arterioskleroz ve aterosklerozun hizli baglamasi, total
plazma homosisteini ile KVH’in baslangic1 ve ilerlemesi arasinda bir doz-zaman
iliskisinin olabilecegini akla getirir. Bu nedenle, genel popiilasyonda plazma
homosisteininde hafif veya orta derecede yiikselmenin ateroskleroza zemin

hazirlayacagi hipotezi gelistirilmistir (27).
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2.2. Serbest Radikaller Ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller hiicre metabolizmasi sirasinda meydana gelen biyokimyasal redoks
reaksiyonlar1 ile ortaya c¢ikan ciftlesmemis elektrona sahip molekiillerdir (34).
Serbest

radikaller kovalent bagl bir molekiiliin her atomunda ortak e” ‘lardan birinin kalarak,
kovalent bagin homolitik boliinmesiyle ya da radikal olmayan bir molekiile tek bir e”
‘un eklenmesiyle olusurlar. Bu nedenle serbest radikallerde yarim bag oldugu
diistiniilebilir. Bu tir maddeler ortaklanmamis elektronlarindan dolay1 oldukga

reaktiftirler (35).

Bir serbest radikal {i¢ yolla ortaya ¢ikabilir:

1. Kovalent bag tagiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi1 sonucu olusurlar

(Boliinme sonrasi her bir pargada ortak elektronlardan biri kalir).

X:Y . X+Y

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ile olusur.

A— 5 A+e

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar (36).

A+te — p» A

Biyolojik sistemler icin serbest radikallerin baglica kaynagi oksijendir (O3). 1924°de

O, ‘in eslesmemis e ‘lar igeren tiirleri saptanmistir. O, ‘nin dort e ‘u basamaklar

halinde rediikte olarak su sekline doniigiir (35)(Sekil 2.3).
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e e e e

R R R
o ——™» 0,7 —— H,0, ——— OH"— H,0
Oksijen Stiperoksid Hidrojen peroksid Hidroksil radikali Su

Sekil 2.3. Reaktif oksijenden molekiiler ara {iriin (37).

O, bir e alinca siliperoksid olusur. Eger iki e transfer edilirse olusan iirlin
hidrojen peroksittir. H,O» bir radikal degildir, fakat kuvvetli oksidan bir maddedir.
Ikiden fazla e alabilir ve oldukga sitotoksik olan iiriinlere doniisiir. Ferro demir

(Fe™) H,0,’e iigiincii ¢ “unu transfer ederse O-O bag1 kirtlir, su ve "OH olusur (35).

Her ne kadar serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden
notrofil, makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da serbest

radikallerin fazla iiretimi doku hasar1 ve hiicre 6liimleriyle sonu¢lanmaktadir .

Serbest radikaller hiicrenin lipit, DNA, karbohidrat, protein gibi tiim onemli
bilesiklerine etki ederler ve de yapilarinin bozulmalarima neden olurlar. Biyolojik
sistemlerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROS), siliperoksit anyonu, hidroksil radikali,
nitrik oksit, peroksil radikali ve radikal olmayan hidrojen peroksit gibi serbest

radikaller oksidatif stresin en 6nemli nedenlerini olustururlar (36) (Tablo 2.3).

Miyokardiyal enfarktiis, diyabet, kanser, katarakt, romatoid artrit, infertilite,
solunum, sinir ve iriner sistem hastaliklar1 ile stres ve yaslanma siirecinde
antioksidan enzim aktivitelerinde 6nemli degisiklikler ve lipit peroksidasyonunda

artis, bir ¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (34).

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma
hizi bir denge igindedir ve bu oksidan-antioksidan denge olarak adlandirilir.
Oksidatif  denge  saglandigi  siirece  organizma  serbest  radikallerden
etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda artma yada ortadan kaldirilma
hizinda bir diisme bu dengenin bozulmasma neden olur. ‘Oksidatif stres’ olarak
adlandirilan bu durum o6zetle: serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma
mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup sonugta doku hasarina

yol agmaktadir (36).
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Homosistein, son yillarda oksidatif sisteme dahil oldugu kabul edilmis protein
yapisina girmeyen bir amino asittir. Serbest radikaller gibi etki gdsterir. Enzimlerde
konjenital eksiklik ve metabolizma sirasinda reaksiyonlarda islev goren folik asit,
Vit. By, ve B¢ nin yetersizligine bagl olarak plazma homosistein diizeyleri yiikselir.
Buna bagli olarak hiperhomosisteinemi goriiliir ve serbest radikaller gibi davranip

endotel hasar1 olusturur (5).

Homosistein, otooksidasyonu sirasinda meydana gelen siiperoksit, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikalleri endotel plazma membraninda ve lipoprotein
partikiillerinde lipid peroksidasyonu baslatir. Yine homosisteinin otooksidasyonu
diisiik dansiteli lipoproteinlerin oksidasyonunu siiperoksit anyon radikalleri
araciligiyla destekler (38). Siiperoksit radikalleri kuvvetli bir oksidan olan

peroksinitriti meydana getirmek i¢in nitrikoksit ile reaksiyona girerler (39).

Tablo 2.3. Reaktif oksijen tiirleri (15).

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) Hipoklordz asid (HOCI)

Hemoproteine bagl radikaller Peroksinitrit (ONOO)
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2.2.1. Siiperoksit Anyon Radikali (O;")

Molekiiler oksijenin dis orbitallerinde paylasilmanus iki adet elektron vardir. Bu
elektronlar paylasilmadigi zaman, spinleri ayn1 yonde oldugu zaman ve ayr1 ayri
orbitallerde bulunduklarinda en diisiik enerji seviyesindedirler. Bu dis orbitallerden
her biri birer elektron daha alabilir. Bu orbitallerin tek elektron almasiyla sliperoksit
anyonu (05", iki elektron almasiyla ise peroksi anyonu (O,) meydana gelir (40,

41).

Stiperoksit anyonu ve hidroksil radikali diger molekiillerden elektron ¢ekip
enerji ihtiyaclarini karsilayabildikleri i¢in oksitleyici ajanlar olarak bilinirler. Ayrica
stiperoksit anyon radikali aldig1 elektronu bagka bir elektron alicisina vererek tekrar

oksitlenebildigi i¢in bir indirgeyici olarak davranabilir (42).

Hiicre  membranindaki  siklooksijenaz ~ ve  lipooksijenaz  enzimleri,
sitoplazmadaki ksantin oksidaz ve triptofan dehidrogenaz enzimleri ve lokosit
membranindaki NADH oksidaz enzimi araciligiyla siiperoksit anyon radikali

olusabilir (40, 43).

Stiperoksit anyon radikali en ¢ok hiicresel organellerde elektron transport

zincirinde bazi kompanentlerden O;’e elektron sizmasi ile meydana gelir (44).

Mitokondriyal e transport zincirinde e iki yerden sizar. Birincisi, NADH-
Dehidrojenaz basamagi, ikincisi ise koenzim Q ya da ubikinon basamagidir. ¢ ‘larin
O;’e tasinmasindan sorumlu olan sitokrom oksidaz enzimi O,’nin %98’ini
harcayarak suya indirger. O nin % 2’si ise transport zincirinden sizan e“larla Oy~

olusturur (45).

O," ile HO, reaksiyona girince, biri okside olurken digeri indirgenir. Bu

reaksiyonda O, ve H,O, meydana gelir (14).

HO,+ 0, +H ——— » H,0,+0,
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Geg¢is metallerinin otooksidasyonu da O, meydana getirebilir. Bu reaksiyonlar
geri donilisiimlii olduklarmdan gecis metalleri iyonlarmin O, ile reaksiyonlar1 geri

doniisiimlii redoks reaksiyonlar1 olarak diistiniilebilir (14).

F€2+ +0, ——» F€3++ 0,”

Cu'+0, ——» CU*'+0y

Fagositik hiicreler (notrofiller, monositler, makrofajlar), cesitli biyolojik
hedeflerin parcalanmasina neden olan ve enfeksiyona karsi hiicresel cevabi baglatan
hiicrelerdir. Solunumsal patlama sirasinda fagositik hiicrelerde diger reaktif oksijen
iirinleriyle birlikte siiperoksit anyon radikali de meydana gelir. Notrofillerde
siiperoksit anyon radikali plazma membraninin dis yiizeyinde yerlesmis olan
NADPH oksidaz aracilifiyla meydana gelir. Uygun bir uyar1 ile fagositik hiicre
uyarildiktan sonra NADPH oksidaz aktive olur. NADPH’dan iki elektron iki molekiil
oksijene aktarilir. Boylece iki molekiil O, meydana gelir (14, 46).

MNADPH oksidaz R
2 O,+NADPH —+ 20, +NADP +H

Aerobik canlilarda siiperoksitlerin H,O,’e c¢evrilmesi SOD tarafindan

katalizlenmektedir .

SOD
0, +0, +2H" — H,0,

Bu tepkime ‘dismutasyon tepkimesi’ olarak tanimlanir (14).
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2.2.2. Hidrojen Peroksit (H,O>)

Molekiiler oksijenin 2 e almasi veya siiperoksidin bir e almasiyla peroksit meydana
gelir. Olusan peroksit molekiili 2 hidrojen atomuyla birleserek H,O, meydana

getirir.

O+ 26-+2H+—> H>0,

0, +e +2H ——» H,0,

Fakat biyolojik sistemlerde H,O, esas olarak siliperoksidin dismutasyonuyla
meydana gelir. Dismutasyon ya spontan olarak ya da siiperoksid dismutaz (SOD)

katalizi ile gergeklesir(14, 47).

SOD
0, +0, +2H" — H,0,

Bu reaksiyon sonucu iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak H,0O, ile
molekiiler oksijeni olustururlar. Reaksiyon sonucu radikal olmayan iiriinler olusmasi
nedeniyle bu reaksiyon bir dismutasyon reaksiyonudur. Hidrojen peroksitin pK’s1 10.
6 oldugundan, noétral ve asidik kosullarda net yiik tagimaz ve biyolojik zarlari
kolayca geger. Hidrojen peroksit yapisinda paylasimamis elektron icermediginden

dolay1 radikal degildir (48).

2.2.3. Hidroksil Radikali COH)

Hidroksil radikali, hidrojen peroksitin gecis metalleri varliginda indirgenmesi
(Fenton reaksiyonu) ile olusan son derece reaktif bir radikaldir. Ayrica hidrojen
peroksitin sliperoksit radikali ile reaksiyonu (Haber-Weiss reaksiyonu) sonucunda da

meydana gelir (14, 49, 50).
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0, Cu*" gibi gegis metalleri ve radikal tiirleri ile kolayca reaksiyona girer ve
H,0, ile Haber-Weiss reaksiyonu vererek olduk¢a toksik hidroksil radikalini

olusturur.
0,"+H,0p ———» OH+OH + O,

Fe’* iyonlar1 katalizorligiinde ‘Fenton reaksiyonu’ gerceklesir ve reaksiyon

ortalama 4000 kat hizlanir(51).
Fe*" + H,0, , Fe’" + OH + OH’

Biyolojik sistemlerdeki en reaktif tiir olan "OH, ortamda rastladigi her
biyomolekiille ¢ok hizl1 bir sekilde tepkimeye girer. Bu nedenle 6mrii 10™ saniyeden
daha kisadir. Hidroksil radikalinin baslica tepkimeleri elektron transfer tepkimeleri,
hidrojen ¢ikarma tepkimeleri ve bunu takiben katilma tepkimeleridir. ‘OH’nin sectigi
baslica hedef noktalar elektronca zengin bilesiklerdir. Niikleik asitler, proteinler ve
lipidlerde baglatilan radikal yapidaki tepkimelerde binlerce farkli ara iiriin olusabilir

(14, 48).

Hidroksil radikali kimyada en aktif radikal olarak bilinir. Bu nedenle in vivo
olusan bir OH' Radikali hemen her molekiile saldirir ve olustugu yerde de biiyiik
hasara sebep olur (49, 51) .

2.2.4. Singlet Oksijen ('0,)

Singlet oksijen, ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan reaktif

oksijen molekiiliidiir. Oksijenin yiiksek enerjili ve mutajenik formudur(42).

Spin kisitlamas1 olmadig1 i¢in reaktivitesi ¢ok yiiksektir. Viicutta, pigmentlerin

oksijenli ortamda 15181 absorplamasi sonucu, hidroperoksitlerin metal varligindaki
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yikim tepkimelerinde ya da kendiliginde dismutasyon tepkimeleri sirasinda meydana

gelebilir.

Singlet oksijen diger molekiillerle etkilestiginde igerdigi enerjiyi transfer eder,
ya da kovalent tepkimelere girer. Doymamig yag asitleriyle tepkimeye girerek
peroksi radikalini meydana getirir. Bunun sonucunda hidroksil radikali kadar etkin

sekilde lipid peroksidasyonunu baslatabilir (14, 48).

Singlet oksijenin delta ve sigma olmak tizere iki sekli vardir (14).

2.3. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagl olarak
olusurlar. Ekzojen kaynakli etmenler arasinda parakuat, alloksan gibi kimyasallarin
etkisi altinda kalma, karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ila¢ toksikasyonlari, iyonize
ve ultraviyole radyasyon, hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, sigara dumani,
solventler gibi c¢evresel faktorler, nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve
adriamisin gibi antineoplastik ajanlar, alkol ve uyusturucular gibi aligkanlik yapici
maddeler bulunmasi nedeniyle serbest radikaller toksikolojik agidan da onemlidir

(52).

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidratlar gibi tiim
onemli bilesiklerine etki ederler. Bu etkiler asagidaki basliklar halinde agiklanabilir.

2.3.1. Membran Lipitleri Uzerine Etkileri

Lipitler serbest radikal hasarina karsi en hassas yapilardir. Serbest radikaller, yag
asitlerindeki doymamis  baglarla kolayca reaksiyona girerek lipitlerin
peroksidasyonuna neden olurlar. Coklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) oksidatif

hasar1 kendi kendini devam ettiren zincirleme bir reaksiyon olup geri doniisiimsiiz
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membran hasarma neden olur. Hiicre ylizeyindeki hormon akseptorleri, DNA, glukoz
6 fosfat dehidrogenaz ve Na'K'-ATP az gibi enzimler lipit peroksidasyonu sirasimda
inaktive olur. Boylece lipit peroksidasyonu hiicrelerde dejeneratif, mutajenik ve

karsinojenik bozukluklara neden olur (53).

Lipit peroksidasyonu bir metilen grubundan hidrojen atomu kopartabilecek
reaktiviteye sahip herhangi bir ROS’ un lipit molekiiliine saldirisiyla baglar. Cift bag
icermeyen yada bir ¢ift bagi olan yag asitleri oksidatif hasara ¢ok doymamis yag
asitlerinden daha direnglidirler. Bir ¢ok membran ve lilpoproteinlerde ise bu ¢ok

doymamis yag asitleri bulunur.

Hidroksil radikalleri eger hidrokarbon yan zincirlere ulagabilmislerse
peroksidasyonu baglatabilirler. Hiicre disinda olusmus "OH ekstrinsik proteinlere ve
fosfolipitlerin bas gruplarina saldirabilirler. Akiskan solusyonlarin radyolizi ‘OH
iretir. Bu 'OH de ortamdaki tiim lipitlerin peroksidasyonunu stimiile eder. Bu olay
sadece biyolojik membran ve yag asitlerinde gosterilmekle kalmamis ayrica yiyecek
lipitlerinde de gosterilmistir. Tersine, Oy~ Lipitlerden hidrojen koparacak kadar
reaktif degildir ve yiikii zaten membrandan ge¢mesini engelleyecektir. Bu nedenle
O,” membrandan gegemez ancak tek istisna eritrosit membranidir. Burada O,", CI*
ve bikarbonatin gecisini saglayan bir iyon kanali vasitasiyla iceri girebilir. O,™ ‘nin
protonlanmig formu olan HO, daha reaktiftir ve izole yag asitlerinden, Ornegin;

linolenik, linoleik ve aragidonik asitten H' koparabilirler (54).

Arasidonik asit metabolizmasi sonucu olusan serbest radikallerin neden oldugu
lipit peroksidasyonuna ‘enzimatik lipit peroksidasyonu’, diger radikallerin neden

oldugu lipit peroksidasyonuna ise ‘non enzimatik lipit peroksidasyonu’ denir (51).

Lipit peroksidasyonu, organizmada olusan kuvvetli bir radikal etkisiyle
membran yapisinda bulunan konjuge olmayan ¢ok doymamis yag asidi zincirindeki

metilen gruplarindan, bir hidrojen atomunun uzaklagmasi ile baslamaktadir (54).



23

Hidrojen atomu yalnizca bir elektrona sahip oldugundan metilen grubundan
hidrojen radikali koparilmasi arkasinda karbon iizerinde eslesmemis bir elektron
birakir. Karbon radikalleri gesitli reaksiyonlara ugrayabilir. Ornek olarak iki tanesi

membran i¢inde karsilasirlarsa yag asidi yag zincirleri ile capraz baglar yapabilirler.

R-CH + R-CH »R-CH-CH-R
| |

Bununla birlikte olduk¢a muhtemeldir ki aerobik sartlar altinda karbon
radikalinin bag1 6zellikle membranin i¢ine dogru konsantre olan hidrofobik molekiil

O, ile birlesir. O, ile reaksiyon bir peroksil radikali verir.

RO+ 0O, »ROO -

Lipit radikalinin molekiiler oksijen ile reaksiyona girmesi sonucu lipit peroksit

radikali (LOO") meydana gelmektedir (54, 55).

Bu radikaller de membran yapisindaki diger ¢ok doymamis yag asitlerini
etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumunu saglamakta, kendileri de agiga ¢ikan

H, atomlarin1 alarak lipit hidroperoksitlerine (LOOH) doniismektedir (Sekil 2. 4).

Lipit hidroperoksitlerden, fenton tipi bir reaksiyonla aldehit ve ketonlar olusur.
Uretilen hidroperoksitler daha fazla radikali yikarak, lipit peroksit, etan ve pentan
gibi ucgucu gazlar olusur. Aldehitler en toksik {irlinlerdir. Plazma MDA

konsantrasyonu non-enzimatik lipit peroksit olusumunun bir sonucudur (54).

Olusan aldehitler i¢inde en ¢ok dikkati MDA ¢ekmektedir. MDA ol¢iimii ile
lipit peroksidasyonunun degerlendirilmesi yapilabilmektedir. Bu bilesikler ya
hiicresel olarak metabolize olurlar ya da baslangicta etkili olduklar1 bolgeden diffiize
olup hasar1 hiicrenin diger bdliimlerine yayarlar. L”nin hidrofobik yapida olmasi
dolayisiyla reaksiyonlarin ¢ogu membrana bagli molekiillerde meydana gelmektedir.
LOO" ve aldehitler, membran komponentlerinin c¢apraz baglanma ve

polimerizasyonuna neden olur. Béylece membranlarda, reseptorleri ve membrana
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bagli enzimleri inaktive ederek membran proteinlerinde de hasara neden olurlar.
Plazma lipoproteinleri ve ozellikle diisiik dansiteli lipoproteinlerde oksidasyona

ugrayabilirler. Okside lipoproteinler hiicre fonksiyonlarinin bozulmasma neden
olabilirler (51).

Doymamis vag asidi —— =\ —=

Hidrojen ¢ikist

Molekiil i¢1 dizenleme

Y
N_\—_—_A=I Konjuge dien
®

4

V \_A_., Peroksi radikal olusumu

H*

)

Y
V—\_A_—l Hidroperoksid: aldehitler ve

polimerizasyon urunleri

I=Qu=0=

Sekil 2.4. Coklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu (56).
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2.3.2. Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi lipidlerden daha az hassastir. Etkilenme dereceleri
icerdikleri aminoasit kompozisyonuna baglidir. Doymamis bag ve siilfiir iceren
aminoasitlerden (triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metiyonin, sistein gibi)
meydana gelmis proteinler serbest radikallerden kolayca etkilenir. Karbon merkezli
radikaller ve siilfiir radikalleri meydana gelir. Bu karbon merkezli radikallerden

karbonillerin 6l¢iilmesi ile proteinlerin oksidatif hasar1 6lgtilebilir (14).

Protein oksidasyonunun biyokimyasal sonuglari enzim aktivitesindeki azalma,
protein fonksiyonlarmin kaybi, proteaz inhibitor aktivitenin kaybi, protein
agregasyonu, proteolize artmis/azalmig yatkinlik, reseptor aracili endositozun
bozulmasi, gen transkripsiyonundaki degisimler, immiinojen aktivitedeki artig olarak

siralanabilir (14, 57).

Hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar goriirler.
Ozellikle oksihemoglobin O," veya H,O, ile reaksiyona girerek methemoglobin

olusur (14, 50).

O," + Hb-Fe?-0, + 2H® —* Hb-Fe® + H,0, + 0,

H,O, + 2Hb-Fe~ -0, + 2H 2Hb-Fe™ + 2H,0 + O

2.3.3. Karbohidratlar Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin karbohidratlar tizerine dnemli etkileri vardir. Glukoz, mannoz ve
deoksi sekerler fizyolojik sartlarda otooksidasyona ugrayarak siiperoksit ve hidrojen
peroksiti meydana getirirler. Monosakkaritlerin otooksidasyonunun, protein ¢apraz
baglanmalarma yol agarak agrega olmalarina sebep oldugu gibi bazal membran
kalinlagmasina ve sonugta katarakt, mikroanjiopati gelisimine de sebep olduklart ileri

stiriilmektedir (42).
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Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu meydana gelen okszaldehitler DNA,
RNA ve proteinlere baglanabilme 6zelliklerinden dolay1 antimitotik etki gosterirler.
PUFA ve karbohidrat oksidasyonunun bir iirlinii olan glyoxal’in hiicre bdliinmesini
inhibe ettigi kaydedilmistir. Boylece kanser ve yaglanma olaylarinda rol oynarlar

(14).

2.3.4. Niikleik Asitler Uzerine Etkileri

Stabil bir molekiil olan DNA da lipitler, karbohidratlar ve proteinler gibi spontan
kimyasal oksidatif hasara ugrayabilmektedir. Insan viicudunun her hiicresinde

DNA nim giinde 10° kez oksidatif hasara maruz kaldig1 one siiriilmiistiir.

Oksidatif hasara bagl olarak DNA’da tek ve cift dal kiriklari, abazik alanlar,
baz modifikasyonlar1 (baz katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme), seker hasari

meydana gelebilir veya DNA ile protein arasinda ¢apraz baglanma olabilir (58).

Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolaylikla reaksiyona girerek
degisikliklere neden olur. Hidroksil radikali DNA’nin yakininda meydana gelirse
plirin ve primidin bazlarinda mutasyonlara neden olur. Hidroksil radikali, niikleik
asitlerde doymus C atomlarindan hidrojen ¢ikarir veya ¢ift baglara katma tepkimeleri
ile sonuglanan tepkimelere girebilir. Singlet oksijenin niikleik asitlerle tepkimeye
girme yetenegi daha sinirlhidir (42-47). Singlet oksijene maruz kalan hiicrelerde en sik
rastlanan mutasyon G-T transversiyonudur (58). Siiperoksit anyonu giicli bir
oksitleyici oldugundan , guanin gibi yiiksek elektron yogunluklu bdlgeler iceren

molekiillerle daha kolay tepkimeye girer.

Hidrojen peroksit membrandan kolayca gecerek ve hiicre ¢ekirdegine gelerek
DNA hasarma, hiicre disfonksiyonuna ve hiicre dliimiine yol acabilir (42). Hidrojen
peroksit ile indiiklenmis mutasyonlarin delesyon ve baz substitiisyonlar: oldugu

saptanmustir (58).
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2.4. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek
icin viicutta bazi savunma mekanizmalar1 gelistirilmistir. Bunlar ‘antioksidan

savunma sistemleri’ olarak bilinmektedirler (Tablo 2.4).

Antioksidanlar molekiiler endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan
antioksidan molekiillerin neden oldugu hasari hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1

savunma ile etkisiz hale getirirler (36).

Etkilerini; lokal oksijen konsantrasyonunu azaltarak, hidroksil radikallerini
temizleyip LPO’nun baslamasini Onleyerek, gecis metal iyonlarmi baglayip
etkisizlestirerek, peroksitlerin alkol gibi nonradikal iirlinlere doniisiimiinde etkin rol
oynayarak ve zincir reaksiyonlarmma neden olan tiim radikallerle reaksiyona girip
zinciri kirarak gosteren antioksidanlar; intraselliiler ve ekstraselliiler olmak {izere iki
grupta incelenirler. En belirgin 6zellikleri okside olan substratlara oranla ¢ok daha az
konsantrasyonlarda bile, substratin oksidasyonunu geciktirmeleri ve inhibe

etmeleridir (42-47).
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Tablo 2.4. Biyolojik sistemlerde antioksidan savunma sistemi(42-50).

Enzimatik Nonenzimatik
Siiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Alblimin
Katalaz (CAT) a-Tokoferol (vit E) Seruloplazmin
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Askorbat (vit C) Transferrin
Fosfolipid hidroperoksit glutatyon B-Karoten Ferritin
Peroksidaz (PLGSH-Px) Flavonoidler Laktoferrin
Glutatyon S-transferaz (GST) Urat Melatonin
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Bilirubin Sistein

Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler;

1. Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tiim tutma veya daha zayif yeni
molekiile ¢cevirme toplayici etkidir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve

kiigiik molekiiller bu tiir etki gosterirler.

2. Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini
azaltma veya inaktif sekle doniistiirme bastirict etkidir. Vitaminler, flavanoidler bu

tarz bir etkiye sahiptirler.
3. Serbest oksidan radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyici etki zincir kirict etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir

kirict etki gosterirler.

4. Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onarici etkidir (59).

2.4.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD, siiperoksidin  hidrojen perokside dismutasyonunu katalize eden bir
metaloenzimdir (60). Mc Cord ve Fridovich tarafindan 1968’de kesfedilmistir.
SOD’un 3 gesidi vardir. Birincisi mitokondride lokalize Mn-SOD, ikincisi sitozolde
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lokalize Cu-Zn SOD ve fgiinciisii de Cu iceren ve plazmadaki siiperoksid

radikallerini metabolize eden vaskiiler endotele bagli Cu-SOD’dur.

Metalloprotein olan SOD bir siiperoksid molekiiliinii O, molekiiliine yiikseltgeyip,

diger siiperoksid molekiiliinii H,O,’e indirger.

SOD

O,"+ 0y + 2H+ —» 0O, +HO,

Bu dismutasyon reaksiyonu siiperoksit radikalinin anyon ve katyon formlarinin esit
oranda bulundugu pH 4, 8’de kendiliginden de cereyan eder. Ancak fizyolojik
sartlarda yani pH’nin 7, 35- 7, 45 arasinda iken bu reaksiyon c¢ok daha yavas
olacaktir (61).

Memeli hiicrelerinde SOD’1n ii¢ tipi bulunmaktadir. Bunlardan ilki sitozolde ve
mitokondrial membranin i¢ bolimiinde bulunan dimerik yapidaki sitozolik Cu-Zn

SOD enzimidir (35).

Cu-Zn SOD; ilk kez 1969 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan
tanimlanmistir. Cu-Zn SOD molekiil agirligr yaklasik 32000 Daltondur. Birbirinin
ayni olan iki alt iiniteden olusur. Her subiinitede bir Cu atomu, bir Zn atomu, bir
zincir i¢i distilftir kopriisi, bir siilfidril grubu ve bir asetilenmis terminal amino grubu

bulundugu tespit edilmistir (62-63).

Ikinci izomer ise mitokondrial matrikste ve kismen sitoplazmada fonksiyon

gosteren mitokondrial Mn-SOD’dur (35).

Mn- SOD; prokaryotik hiicreler molekiil agirligi1 40000 olan, birbirinin ayn1 iki
alt birimden meydana gelir. Enzim alt birimi basina birer atom Mn bagl olan bir
dismutaz icerirler. Mitokondri dismutazi da diger prokaryotik hiicrelerdeki dismutaza
benzer, fakat 80000 molekiil agirliginda tetramer yapidadir. Mitokondri ve diger

prokaryotlari dismutazlarinin pek ¢ok ortak 6zelligi gibi primer yapilar1 da birbirine
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cok benzer. Mitokondri dismutazin bu 6zelligi, mitokondrinin prokaryotik orijinli
olup, dkaryotik hiicre i¢cine girerek simbiyotik bir yasam olusturduguna kanit olarak
kabul edilir. Ayni tepkimeyi katalizlemeleri disinda Mn-SOD ile Cu-Zn SOD
arasinda higbir ortak yapisal 6zellik yoktur (42-47).

Ayrica 1982 yilinda glikoprotein yapisinda olan ekstraseliiler SOD (EC-SOD)
tanimlanmistir. Molekiil agirligi 135.000 Da’dir. Dort esit subiiniti vardir. 4 Cu ve
muhtemelen 4 Zn atomu tagimaktadir. EC-SOD ve Cu-Zn SOD’1n prostetik metalleri
benzemesine ragmen aminoasit dizilisi, antijenik 6zellikleri ve kromozal yerlesimleri

farklidir (35).

2.4.2. Katalaz (CAT)

Sumer ve Dounce tarafindan 1937°de kristalize halde saflastirilmistir. Her biri bir
prostetik grup olan ve yapisinda Fe’ bulunduran 4 hem grubundan olusmus bir
hemoproteindir (61). Ferri demir tasiyan hem gruplari her bir alt birimin aktif
bdlgesine kovalent olmayan baglar ile baglanmistir. Polar olmayan kapali yapilar
icine gOémiilii olan hem gruplarinin protein yilizeyi ile iletisimleri dar kanallarla
saglanmakta ve bdylece H,O, molekiiliinden biiyiik bilesiklerin protein yapisina
girmesi Onlenmektedir. Ayrica her alt birimde bir NADPH bulunmaktadir.
Eritrositlerde hemoglobinin otooksidasyonu sonucu ortama salman O, radikalinin

dismutasyonu ile olusan H,O,, katalaz ile dogrudan oksijene yikilmaktadir.

Katalaz
2H,0, - 2H,0 + O,

Basta karaciger olmak tlizere tim organlarda bulunan katalaz ozellikle
peroksizomlarda yer alan antioksidan bir enzimdir. Mitokondri (kalp digsinda) ve
endoplazmik retikulum ¢ok az katalaz icerir. Bu nedenle organellerde {iiretilen H,O,

peroksizomlara difiize olmadig siirece katalaz tarafindan pargalanamaz (15).
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2.4.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

H,O, ve lipid peroksidlerin glutatyon tarafindan indirgenmesini katalizleyen
glutatyon peroksidaz, ilk olarak 1957 yilinda hayvan dokularinda bulunmustur (15).
Her birinde selenosistein igceren dort alt birimden olugsmustur. Rediikte glutatyonu
yiikseltgerken H,O, ‘i de suya g¢evirir ve boylece membran lipidlerini ve hemoglobini

oksidan strese karsi korur (61).

H,O, + 2GSH GSH +Px  GSSG + 2H,O

ROOH + 2GSH GSH + Px GSSG + ROH + H,O

Enzim aktivitesinin % 60-75’1 Okaryot hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur.
%25-40’1 ise mitokondridedir. Enzim aktivitesinin en fazla oldugu dokular ise
eritrositler ve karacigerdir (63). E vitamini yetersiz olursa membrani peroksidasyona
kars1 korur. Eritrositlerde en kuvvetli antioksidandir. Diisiilk konsantrasyonlarda
H,0: ‘i glutatyon peroksidaz pargalar, yiiksek konsantrasyonlarda ise katalaz aktivite

kazanir (61).

2.4.4. Glutatyon —S Transferaz (GST)

Glutatyon —S Transferaz insanda, bir ¢cok dokuda genis dagilima sahip ¢ok islevli ve
genis spektrumlu substrat O6zgiilligii olan bir enzimdir. Bu o6zelligi ile GST,
potansiyel toksik kimyasallara maruz kalan canli organizmalarda savunma gorevini

iistlenmistir (64).

GST glutatyonun tiyol (-SH) gruplar: ile alkilasyon ajanlarinin reaksiyonunu
kataliz ederek onlarin elektrofilik alanlarin1 yok eder. Basta arasidonik asit ve
linoleat hidroksiperoksitleri olmak tizere lipid hidroksiperoksitlere (ROOH) kars1
GST, Se- bagimsiz glutatyon aktivitesi gosterirler (65).
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GST
ROOH + 2GSH »GSSG + ROH + H,O

2.4.5. Glutatyon Rediiktaz

Yiikseltgenmis glutatyonu indirgenmis hale ¢eviren 2 subiinitten olusmus bir
dimerdir. Her bir subiinit NADPH baglayan alan, FAD baglayan alan ve ara yiiz alan
olmak {izere 3 yapisal alan igerir. Okside glutatyonun bir subiinitin FAD alan1 ve
diger subiinitin ara yiiz alanindan olusan bir baglanma bolgesi vardir. Glutatyonun
indirgenme reaksiyonu sirasinda siklikla elektron NADPH’dan FAD’ye transfer
edilir. Daha sonra subiinitlerdeki iki sistein arasinda bulunan iki disiilfid kopriisiine

transfer edilmek suretiyle okside glutatyona aktarilmis olur (61).

GSSG-R
GSSG+NADPH+H ———— 2GSH +NADP"

2.4.6. Rediikte Glutatyon (GSH)

Glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden olusan rediikte glutatyon (GSH)
hemen hemen biitlin hiicrelerde oldukca yiiksek konsantrasyonlarda bulunur (66).
Glutatyon disiilfid  (GSSG), GSH’daki sisteinin tiol grubunun oksidasyonu ile
olusmaktadir. Hiicrede bulunan glutatyonun iicte bire yakini disiilfid seklinde ve tiol
grubu igeren sistein, koenzim A gibi bilesikler ile beraber bulunmaktadir (Sekil

2.5)(67).
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Glisin (Gly) < CH,

N

Sistein (Cys) < HC—CH,-SH

N

Glutamat (Glu) < CH,

Sekil 2.5. Glutatyonun yapist (67).

GSH sentezi L-glutamat ve L-sisteinin y-glutamil sistein sentetaz enzimi ile
katalizlenmesi ile baglar. Olusan y-glutamil sistein ve L-glisin iirlinii GSH sentetaz
enziminin katalizorliigliinde GSH’a doniistiiriiliir. Bu reaksiyon sirasinda 2 ATP

harcanir(Sekil2.6)(67).

L -sistein + L-Glutamat

ATP
Geri Bildirim Inhibisyon @ )l gama-Glutamilsistein sentetaz
ADP

gama-Glutamatsistein + L-glisin

ATP
GSH sentetaz
ADP

GSH

l gama-Glutamil transpeptidaz

Sisteinilglisin + Glutamat
l Dipeptidaz

Glisin + Sistein

Sekil 2.6. Glutatyonun biyosentezi (65).
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Glutatyon intraseliiler indirgenme reaksiyonlarinda, kataliz olaylarinda,
metabolizmada ve aminoasitlerin transportunda 6nemli rol oynar. Hiicreleri, serbest
radikallere, reaktif oksijen tiirlerine, endojen ve eksojen orijinli toksik bilesiklere

kars1 korur (66, 68).

Rediikte glutatyon, serbest bir siilfidril grubu igeren bir tripeptiddir.
Indirgenmis durumda hemoglobin ve eritrosit hiicre proteinlerinin sistein artiklarmi
muhafaza eden bir siilfidril tamponu olarak gorev yapar. GSH, H,O, ve organik
peroksitlerin neden oldugu detoksifikasyon reaksiyonlarinda 6nemli bir rol oynar

(68, 69).

Glutatyonun, eritrositlerin  normal hiicre  yapisinin  korunmasi ve
hemoglobindeki demirin ferro durumunda tutulmasi icin de gerekli oldugu
diistiniilmektedir. Daha diistik diizeyde GSH igeren hiicreler, hemolize daha hassastir

(69).

2.4.7. Vitamin E (a-tokoferol)

Seliiler ve subseliiler membran fosfolipidlerinde bulunan poliansatiire yag asitlerinin
peroksidasyonuna karsi ilk savunma hattint olusturdugu ve bu nedenle bu bdlgede

yogunlastig1 diistiniilmektedir (42).

Membranlarda oksijen radikallerinin ana temizleyicisidir. En aktif formu
a-tokoferoldiir. Zincir kiric1 antioksidan olarak fonksiyon gosterir. Hidrofobik
kismina hidrojenini kolaylikla verebilen —OH grubu baghdir. Bu yiizden lipid
peroksidasyonu sirasinda olugan peroksil ve alkoksil radikalleri yag asidi yerine o-

tokoferolle birleserek reaksiyon zinciri kirilmis olur.

o-tokoferol-OH + COO© ——» a-tokoferol-O' + COOH
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Boylece a-tokoferol yeni bir radikal olan a-tokoferol-O™ ‘e doniistiiriilmiis
olur. Bu radikalin ise baska bir yag asidiyle birlesebilme aktivitesi diisiiktiir. Sonugcta
zincir reaksiyonunu durdurur. Olusan bu tokoferoksil radikali membran yiizeyinde

askorbik asitle (C vitamini) reaksiyona girerek tekrar tokoferole doniismektedir (61).

a-tokoferol-O" + Askorbik asit > a-tokoferol + DH Askorbik Asit

Glutatyon peroksidaz ile Vitamin E serbest radikallere karsi birbirlerini
tamamlayict etki gosterirler. Enzim, tesekkiil etmis olan peroksitleri ortadan

kaldirirken Vitamin E peroksitlerin sentezini engeller (42, 54, 63).

2.4.8. Vitamin C (Askorbik Asit)

Askorbik asit; molekiiler oksijen, nitrat, sitokrom a ve c gibi bilesiklerin
indirgenmesine neden olan ve sulu ortamlarda serbest radikallerle reaksiyona
girebilme kabiliyetinde olan suda eriyen bir vitamindir. Plazmada oksidan ajanlara

kars1 ilk antioksidan defansi olusturur (61).

L-askorbik asit ve L-dehidroaskorbik asit gibi iki aktif formu vardir.
Rediikleyici bir ajan ve radikal siipiiriicli olarak askorbik asit, reaktif oksijen tiirlerine
kars1 koruyucu etki saglar. Bununla birlikte serbest radikal kaynagi gibi hareket
edebilen gesitli islevli bir bilesimdir.

Stiperoksid ve hidroksil radikalleriyle reaksiyona girip onlar1 temizleyen bir
antioksidan olmasmin yam1 sira tokoferoksil radikalinin tekrar tokoferole

doniigsmesini saglar (42).
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2.4.9. Flavonoidler

Flavonoidler meyve, sebze, cicek, ¢ay ve sarapta bulunan degisken fenolik yapida
dogal maddelerdir (70). Bu dogal iirlinler saglik agisindan tasidiklar1 yararlarla
bilinirler. Bir ¢ogu cicek, meyve ve yapraklara rengini veren 4000’den fazla
flavonoid tespir edilmistir. Flavonoidler molekiiler yapilarina gore cesitli gruplara
ayrilirlar. Bunlardan temel olan 4 grup flavonlar, flavanonlar, katesinler,

antosiyaninlerdir (Sekil2.7) (71).

HBI
Ry’ . R,
R,, “ e
L(\[N\/ ‘\\ Ry’
Flavone Flavanone

SUved

‘ e \\{
-
N o
b
Katesin Antosiyanin

Sekil 2.7. Cesitli flavonoidler (72).

Flavonoid iskeleti gogunlukla heterosiklik bir halka olusturacak sekilde oksijen
ile kapali halde bulunan ii¢ karbonlu bir zincirle baglanmis iki fenolik halkadan
(AveB) olusur. Bazi durumlarda ii¢ karbonlu zincir acik halde bulunabilir. Flavonoid
gruplarmin karakteristik 6zelliklerini heterosiklik halka belirler ve flavonoidler bu

ozelliklerine gore siniflandirilabilirler (73).
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Flavonlar sentral aromatik halkada ¢ift bag ile karakterizedir. Flavonoidlerin en
iyl tamimlanmig {iyelerinden biri olan quercetin bu grupta yer almaktadir. En fazla
sogan, elma, brokoli ve ¢ilekte bulunurlar. Ikinci grup olan flavanonlar narenciyede
bol miktarda bulunur. Bu grubun en iyi 6rnegi narigindir. Flavonoidler siyah ve yesil
cayda ve sarapta bol bulunan katesinleri igerir (71). Antosiyaninler ise en fazla ¢ilek,

iizlim, ¢ay ve sarapta bulunur.

Flavonoidlerin 6nemli bir etkisi serbest oksijen radikallerinin siipiiriilmesidir.
In vitro deneysel sistemler ayrica flavonoidlerin antiinflamatuar, antiallergenik,

antiviral ve antikarsinojenik 6zelliklerini ortaya koymustur (70).

Flavonoidlerin neredeyse tiim gruplarinda en iyi tanimlanan &zellikleri
antioksidan gibi davranma kapasiteleridir. Flavonlar ve katesinler viicudu reaktif
oksijen tiirlerine kars1 savunmada en giiclii flavonoidler gibi gériinmektedir. Eksojen
hasar veya normal oksijen metabolizmasiyla tiretilen reaktif oksijen tiirleri ve serbest
radikallerin sebep oldugu hasarla viicut hiicreleri ve dokular devamli zarar goriir (74-
75). Flavonoidler endojen savunma bilesiklerine ek bir etki gdsterirler. Flavonoidler
degisik serbest radikal savunma sistemine sahiptirler ve ayni zamanda endojen

antioksidanlarin fonksiyonlarmi artirirlar.

Flavonoidlerin serbest radikal hasarmi 6nlemelerinin bir yolu serbest oksijen
radikallerinin direk siipiiriilmesidir. Flavonoidlerin serbest radikallerle oksitlenmesi
daha stabil ve daha az reaktif radikal olusumuyla sonuclanir. Diger taraftan
flavonoidler radikalin reaktif bileseniyle reaksiyona girerek reaktif oksijen tiiriinii
stabilize eder. Flavonoidlerin hidroksil grubunun yiiksek reaktivitesi sonucu

radikaller inaktive olur (76).

Flavonoid (OH) + R’ » Flavonoid (O’) + RH

Burada R’ bir serbest radikal ve O bir serbest oksijen radikalidir (77). Radikallerin

stiptiriilmesiyle flavonoidler LDL oksidasyonunu inhibe edebilir. Bu aktivite LDL
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partikiillerini korur ve teorik olarak flavonoidlerin ateroskleroza karsi koruyu

aktivitesi oldugunu gdsterir (78).

2.4.9.1. Quercetin

Quercetin (3, 3,4, 5, 7-pentahidroksilflavon) polifenolik flavonoid bilesiklerinin
genis bir smifina aittir. Quercetin siklikla R-4 hidroksil grubunun hidrojenin bir
dissarid ile yer degistirdigi glikozidler seklinde bulunur (Sekil2.8). Genellikle
aglikon olarak tanimlanir (79). Yar1 6mrii o fazi i¢in 8. 8 dk. , B faz1 i¢in 2. 4 saattir.
% 98 oraninda proteinlere bagl olarak taginir. Plazma seviyesi 20-40 dakikada ¢ok
azalir, 54 dakikada tespit edilemeyecek seviyeye diiser (80). Quercetin insan
diyetinde major bioflavonoiddir. Hesaplanan giinlik alimi 25 mg’dir (79).
Yiyeceklerin quercetin igerigiyle ilgili bilgiler sinirlidir. Fakat elde bulunan veriler
quercetinin meyvelerde oraninin 2-250 mg/kg, sebzelerde 0-100 mg/kg oldugunu ve
ozellikle soganda 200-600 mg/kg gibi yiiksek degerlerde oldugunu gostermektedir.

Quercetinin baslangicta B-glikozid dizisinin kolonik mikrofajlar tarafindan
parcalanmasini takiben ince bagirsaktan absorblandigi diisiiniilmiisiir. Hollman ve
arkadaslar1 insan viicudunun quercetini absorblayabilecegi fakat absorbsiyonun

glukozla konjugasyonla gelistirildigi sonucuna varmigslardir (81).
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Sekil 2.8. Quercetin yapisi (82).

Quercetin gibi flavonoidler Vit. C ve Vit. E ‘den daha etkili antioksidanlardir.
Quercetinin; hiicre proliferasyonunun bastirilmasi, LDL oksidasyonunun korunmast,
platelet agregasyonunun engellenmesi, apoptosisin indiiklenmesi gibi ¢esitli

aktiviteleri vardir (83).

Quercetin aktivitesinin major molekiiler mekanizmalar1 arasinda mutant P53
proteininde diisiik regiilasyon, tirozin kinaz inhibisyonu ve ras proteinleri

ekspresyonunun inhibisyonu vardir (79).

Quercetin Na” K" ATPaz inhibisyonu, Protein kinaz C, sarkoplazmik
retikulumda Ca*"- ATPaz ve pp60 kinaz inhibisyonu aktivitesi gosterir. Quercetin
muhtemelen belirlenen ilk tirozin kinaz inhibitoriidiir ve ayrica gastrik kanser
hiicreleri ve insan lokemik T hiicrelerinde hiicre siklusunun durmasina neden oldugu
bildirilmistir. Quercetin ayrica fosfotidil-3 kinaz ve 1-fosfotidilinosotol-4 kinaz

inhibitoridiir.

Quercetin invitro over, gogiis ve mide kanser hiicre duvarinda proliferasyon

aktivitesine sahiptir (84).

Quercetinin serbest radikallerle ilgili etki mekanizmalar1 ¢esitlidir. Quercetin
hidroksil radikali, peroksil ve siiperoksit anyona kars1 diger flavonoidlere kiyasla en

yilksek seviyede antiradikal ozellik sergiler (82).Quercetin, ksantin oksidaz
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araciligryla siiperoksit anyon {iretimini inhibe eder(85), singlet oksijen ve hidroksil
radikallerini temizler (86). Peroksil radikalini ve alkoksil radikalini yakalar ve lipid
peroksil zincirini kirar (71), siklooksigenaz ve lipoksigenaz enzim aktivitelerini
inhibe eder (86), demir ve bakir gibi gecis metallerini selatlar (87), laktat
transportunu engeller (88), Vit. C absorbsiyonunu artirir (89).

Quercetinin bu ozellikleri yapisindaki 3 aktif kimyasal grubun varligindan
kaynaklanir. Bu gruplar B halkasindaki o-hidroksil (katekol) yapisi, 4-oxo
fonksiyonu ile konjugasyondaki 2, 3 ¢ift bag ve her iki 3- ve 5- hidroksil gruplaridir
(82).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hayvanlar

Calismada Sprague-Dawley cinsi ortalama agirliklar1 200-300 gr olan erkek ratlar
kullanildi. Ratlar ortama uyum saglamalar1 bakimindan Afyon Kocatepe Universitesi
Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne geldikten bir hafta sonra
calismaya baslandi. Uygun sicaklikta, rat bakimi icin tasarlanmis 6zel kafeslerde 12
saatlik ideal aydinlik ortaminda barindirildi. Ratlar, standart yem ve musluk suyu ile
beslendi. Calismanin siirdiigii 30 gilin boyunca ratlarin, standart yemleri ve sular1 her
giin saat 17:00 de verildi. Quercetin ve homosistein verilmesini igeren islemler
yemler verilmeden 6nce uygulandi. Calismada her biri 8 rattan olusmak iizere toplam

4 grup olusturuldu.

Calisma gruplar1 asagidaki gibi belirlendi:

1. Kontrol grubu (K) (n=8): Bu gruba 30 giin siire ile intra peritonal olarak 1,5
ml serum fizyolojik (SF) uygulandi. Yiyebildikleri kadar yem ve icebildikleri kadar

su i¢cmelerine izin verildi.

2. Quercetin grubu (Q) (n=8): Bu gruba her giin 50 mg/kg dozda quercetin

serum fizyolojikte hazirlanarak (%1) ve 0,25 ml SF intra peritonal olarak verildi.

3. Homosistein Grubu (Hcy) (n=8): Bu gruba her giin 1 mg/kg homosistein ve

1,25 ml SF intra peritonal olarak verildi.

4. Quercetin + Homosistein Grubu (Q + Hcy) (n=8): Bu gruba giinliik 1 mg/kg
homosistein intra peritonal olarak ve 50 mg/kg quercetin intra peritonal olarak

verildi.
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K grubu, Q grubu, Hey grubu ve Q+Hcy grubu ratlarina son yiiklemeden 24
saat sonra 0,4 ml Ketamin + 0,6 ml xylasine olacak sekilde anestezik ¢ozelti
hazirland1 ve 1,6 ml/kg miktarinda i.p. olarak verildi. Derin anestezi altinda toraks

acilip ekarte edilerek agik kalpten alinan kan 6rnekleri heparinli tiiplere konuldu.

Kan 6rnekleri 2500 rpm’de 10 dk. santrifiij edilip plazma ve eritrositler ayrildu.
Hiicreler serum fizyolojik ile 3 kez yikandi. Calisma i¢in drnekler analiz edilinceye
kadar -20 °C’de saklandi. Eritrositler birkag defa dondurulup ¢oziilerek
parcalandiktan sonra 1/1 oraninda soguk distile suyla diliie edilerek diliisyonlu stok

hazirlandi.

Quercetin, homosistein, ketamin, xylasine ve diger kimyasallar SIGMA

chemical Co.(St. Louis, USA)’dan temin edildi.

Tiim spektrofotometrik Ol¢limlerde, Shimadzu UV-1601 spektrofotometresi
kullanildi. Kimyasallar analitik saflikta idi.

3.2. Biyokimyasal Analizler

3.2.1. Hemoglobin Tayini

Reaktifler:

Drapkin soliisyonu
- 0,2 g/dl K3F(CN)e
- 0,05 g/dl KCN
- 1,0 g/dl NaHCO;

Prosediir:
Diliisyonlu stoktan 20ul alindi ve tizerine 6 ml dropkin soliiyonu eklendi ve

Shimadzu UV-1601 spektrofotometresinde 540 nm dalga boyunda reaktif koriine
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kars1 okundu. Hb degerleri standart ve numune absorbanslar1 kullanilarak asagidaki

formiile gore hesaplandi ve g/dl olarak ifade edildi.
CN = (AN/As) X Cs

Cn: Numunenin Konsantrasyonu

Cs: Standardin Konsantrasyopnu

Ax: Numunenin Absorbansi

Ag: Standardin Absorbansi

3.2.2. Plazma MDA Diizeylerinin Tayini

Plazma MDA diizeyleri Ohkawa ve ark. yontemine gore ol¢iildii (90).

Prensip:

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

boyunda absorbansmin dl¢iilmesi prensibine dayanarak yapildi.

Reaktifler:

- Potasyum fosfat tamponu 0,1MpH 74
- Asetik asit % 20, pH 3,5
- Tiyobarbitiirik asit (TBA) % 0,8

- Biitanol

Prosediir:

500 pl plazma alinarak her birinin iizerine 0,2 ml %8,1 Sodyum dodesil siilfat, 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 eklendi ve karistirilip 4000
rpm'de 10 dakika santrifiij edildi. Ust tabakadaki rengin absorbansi reaktif koriine
karsit 532 nm dalga boyunda okundu. Standart olarak 1,1,3,3-tetractoksipropan'in
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4,173 pmol/ml’lik ¢ozeltisi kullanildi. MDA diizeyleri plazmada nmol/L olarak ifade
edildi. Asagidaki formiile gore hesaplandi;

CN = (AN/AS) X Cs

Cn: Numunenin Konsantrasyonu
Cs: Standardin Konsantrasyonu
Axn: Numunenin Absorbanst

Ag: Standardin Absorbansi

3.2.3. Plazma Protein Karbonil Gruplan Tayini

Plazma protein karbonil gruplar1 Levine ve ark. modifiye spektrofotometrik

metoduna gore ¢alisildi (91).

Prensip:
2,4-dinitrofenilhidrazin (DNP) karbonil gruplar1 ile birlestiginde renkli bir hidrazon

olusmakta ve olugan 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
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Prosediir:

Numune plazmasmdan 500 pl alnarak 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 i¢inde 50 °C'de ¢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
stipernatant dokiildii ve ayni islem %10 TCA ile ii¢ kez tekrarlandi. Presipitat 2 ml 1
M NaOH iginde 37 °C'de 30 dk. bekletilerek ¢oziildii. Numunenin absorbansi NaOH
kortine karst 360 nm dalga boyunda Shimadzu UV-1601 spektrofotometresinde
okundu.

Emax = 22000 M'.cm™ kullanilarak sonuglar pmol/L olarak verildi.

3.2.4. Eritrosit GSH Tayini

Eritrosit GSH diizeyleri spektrofotometrik olarak Beutler yontemi ile belirlendi (92).

Prensip:

Eritrosit GSH''n SH gruplar1 bir disiilfid kromojeni olan 5,5'-dithiobis 2-
nitrobenzoikasit (DTNB)'i indirgemesi ile sar1 renkli bir bilesik olusturur. Bu
bilesigin 412 nm dalga boyunda 6lgiilen absorbanst GSH konsantrasyonu ile dogru

orantilidir.

Reaktifler:

Coktiiriicii soliisyon (Proteinsizlestirme ¢ozeltisi)

Metafosforik asit 1,67 g/dl,
EDTA 0,2 g/dl
NaCl 30 g/dl
- Na,HPOy ¢ozeltisi (0,3 M): 10.65 gr. Na,HPO4 250 ml.

distile suda ¢oziiliir.
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- DTNB (5,5’-2-dithiobis nitrobenzoik asit) soliisyonu (2 mM): 1 gr. sodyum sitrat
ve 40 mg. DTNB 100 ml. distile suda ¢oziiliir.

Prosediir:

Diliisyonlu stoktan 0,2 ml 6rnek alinarak iizerine 10,8 ml distile su ve 3 ml ¢oktiiriicii
soliisyon eklenerek karistirildi. 5 dakika oda 1sisinda bekledikten ve renk kivamina
geldikten sonra siizge¢ kagidindan siiziilerek filtrat elde edildi. 0,4 ml filtrat {izerine
1,6 ml 0,3 M Na,HPOy4 ¢ozeltisi ve 0,2 ml DTNB ile muamele edilerek olusan rengin
absorbans1 Shimadzu UV-1601 spektrofotometresinde 412 nm dalga boyunda reaktif
koriine karst okundu. GSH standart1 (50 umol/L) hazirlandi. Numunelere uygulanan
islem, GSH standardina da uygulandi. GSH diizeyleri, standart ve numune
absorbanslar1 kullanilarak asagidaki formiile gore hesaplandi1 ve uM/gHb olarak ifade
edildi.

Cx = ((An/As) X Cy)/Hb

Cn: Numunenin Konsantrasyonu
Cs: Standardin Konsantrasyopnu
Axn: Numunenin Absorbansi

Ag: Standardin Absorbans1

Hb: Hb miktar1 (g/dl)

3.2.5. Plazma -SH Gruplan Tayini

Plazma -SH gruplar1 Koster ve ark. spektrofotometrik metoduna gore belirlendi (93).

Prensip:

Protein -SH gruplari, DTNB tarafindan indirgenir ve disiilfit bag1 olusturarak bir

kromofor (5-merkapto-2-nitrobenzoik asit) aciga cikarirlar. Olusan kromoforun

absorbans1 412 nm dalga boyunda okunmaktadir.
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Reaktifler:
- DTNB (5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoik asit)) 2 mM

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

100 pl numune iizerine 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 absorbanst 412 nm dalga boyunda reaktif koriine karsit Shimadzu UV-

1601 spektrofotometresinde okundu.

Sonuglar €m,=13600 M™'.cm™ kullamilarak pmol/L olarak verildi.

3.2.6. Eritrosit SOD Aktivite Tayini

Eritrosit SOD aktiviteleri Winterbourn ve ark. spektrofotometrik metoduna gore

calisildi (94).

Prensip:

Yontemin esasini oksijen ve fotorediiksiyonla indirgenen riboflavinin reaksiyonu
2— - ey - .. .- -

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): 4,5 mg/100 ml.
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Prosediir:

Diliisyonlu stoktan 0,5 ml 6rnek alindi ve {izerine 3,5 ml soguk distile su eklendikten
sonra 2500 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi. Sonra siipernatanttan 50 pl alinip iizerine
200 pl EDTA+NaCN eklendi. Ardindan 100 ul NBT, 2,6 ml fosfat tamponu ve 50 pl
riboflavin eklendikten sonra 15 dakika kutu i¢inde florasan 1s1gina maruz birakildi.
Olusan rengin absorbansi Shimadzu UV-1601 spektrofotometresinde 560 nm dalga
boyunda hemolizat hari¢ diger reaktiflerle hazirlanan kore karst okundu. Ayn1 islem

SOD standardlari ile tekrarlandi. Asagidaki formiile gore U/Hb olarak hesaplandi.

Cx = ((An/As) X C,)/Hb

Cn: Numunenin Konsantrasyonu
Cs: Standardin Konsantrasyopnu
Axn: Numunenin Absorbansi

Ag: Standardin Absorbans1

Hb: Hb miktar1 (g/dl)

3.2.7. Eritrosit Katalaz Aktivite Tayini

Eritrosit CAT aktiviteleri Beutler'in spektrofotometrik metoduna gore ¢aligildi (95).

Prensip:

CAT aktivitesi, H;O,'nin H,O'ya donilismesi esnasindaki absorbans degisimi reaktif

kortine (H,O; hari¢ diger biitiin reaktifleri iceren kor) karst 230 nm dalga boyunda

absorbans farklar1 alinarak hesaplandi.
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Reaktifler:

- Tris-HCI-EDTA pH: 8,0
- Tris-HCI 1 mM
- EDTA 5mM

- H,0O, 10 mM
Prosediir:

Diliisyonlu stoktan 0,2 ml alind1 ve iizerine 0,8 ml soguk distile su eklenerek
karigtirildi ve 2500 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi. Siipernatanttan 1 ml alinarak 1/200
diliisyon hazirland1 ve bu diliisyondan 1 ml alinarak 100 ml ye distile su ile
tamamland1 ve toplam dilisyon 1/2000 oldu. 100 ul Tris-HCI-EDTA (pH:8,0)
tizerine 1800 pl 10 mM H,0O; ve 60 ul distile su eklenip 10 dakika 37 °C'de inkiibe
edildi. Enzimatik reaksiyon, diliie hemolizattan (1/2000)'tan 40 pl eklenmesi ile
baslatildi. HO, 'min H,O 'ya doniisiimiinii, 4 dakika boyunca reaktif koriine karst
(H20 harig¢ diger biitiin reaktifleri iceren kor) absorbans degisimi izlenip kaydedildi
(5 olgtim yapildi). Bir dakikada olusan ABS degisimi (AABS) bulundu. Enzim
iinitesi, absorbans degisimi H,O, 'ye ait ekstinksiyon kat sayisma boliinerek

asagidaki formiile gore hesaplandi. CAT aktiviteleri U/g Hb olarak ifade edildi.

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

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

Vu: Homojenatm voliimii

AABS: Dakikada degisen absorbans

Hb: Hb miktar1 (g/dl)
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3.3 istatistiksel Analizler

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

Istatistiksel olarak dnemlilik seviyesi p<0,05 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 gosterilmektedir. Bu bulgulara
gore plazma MDA diizeyleri homosistein grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli derecede yliksek (p<0.05) bulundu.

Quercetinthomosistein grubunda MDA degerleri homosistein grubuna gore

diisiik, quercetin grubuna gore yiiksek (p<0.05) bulundu.

Tablo 4.1. Plazma MDA diizeyleri.

GRUPLAR nmol/L

Kontrol 458,27+ 81,83
Quercetin 377,38 £93,90
Homosistein 599,71 £ 54,49 °
Quercetin + Homosistein 486,40 + 66,02°

(a)Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
(b)Homosistein grubu ile karsilastirildiginda p<0.05

Plazma MDA Diizeyleri
a
700 -
b
600 -
500 - T I
S 400 I T
E 300 1
200
100 -
0 T T T
KONTROL QUER HCY QUER+HCY

Sekil 4.1. Plazma MDA diizeyleri
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4.2. Plazma Karbonil Gruplan

Plazma karbonil diizeyleri Tablo 4.2 ve Sekil 4.2°de gdsterilmistir. Bu bulgulara gore
plazma karbonil diizeyleri homosistein grubunda kontrol grubuna gore anlamli

derecede yiiksek (p<0.05) bulundu.

Kontrol grubuyla quercetin grubu ve quercetin+thomosistein grubu arasinda
yapilan karsilastirma sonucu plazma karbonil diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunamada.

Tablo 4.2. Plazma karbonil diizeyleri.

GRUPLAR pmol/L
Kontrol 83,86 + 6,33
Quercetin 88,90 + 3,75
Homosistein 96,53 +1,52°
Quercetin + Homosistein 93,75 £9,63

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

Plazma Karbonil Diizeyleri
150 -
120 -
a
T

o 90 T I T
3 N
E
= 60 -

30 |

0
KONTROL QUER. HCY QUER+HCY

Sekil 4.2. Plazma karbonil gruplari diizeyleri.
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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 homosistein grubunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
diisik (p<0.05) bulundu. Quercetinthomosistein grubunda GSH homosistein

grubuna gore anlamli derecede yiiksek (p<0.05) bulundu.

Kontrol grubuyla quercetin grubu arasinda ve quercetin ile quer+Hcy gruplari
arasinda yapilan karsilastirma sonucu eritrosit GSH diizeyleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunamadi.

Tablo 4.3. Eritrosit GSH diizeyleri.

GRUPLAR pmol/gHb
Kontrol 3,26 +£0,56
Quercetin 3,55+0,55
Homosistein 2,39 +0,50°
Quercetint Homosistein 3,07 + 0,34°

(a)Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
(b)Homosistein grubu ile karsilastirildiginda p<0.05

Eritrosit GSH Diizeyleri

umol/gHb

KONTROL QUER HCY QUER+HCY

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

Plazma -SH diizeyleri Tablo 4.4 ve Sekil 4.4’de gosterilmistir. Bu bulgulara gore
plazma -SH diizeyleri tiim gruplarda kontrol grubuna gdre anlamli olarak diisiik
(p<0.05) bulundu.

Tablo 4.4. Plazma -SH diizeyleri.

GRUPLAR pmol/L

Kontrol 687,78 + 15,82
Quercetin 562,48 + 53,61°
Homosistein 614,01 + 30,69°
Quercetin + Homosistein 587,08 £49,31"

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

Plazma SH duzeyleri

800 +

700

HH

600 -

T
= ®

500 -

400

pmol/L

300 +

200 +

100 +

KONTROL QUER HCY QUER+HCY

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 gosterilmistir. Bu bulgulara gore
eritrosit SOD aktiviteleri homosistein grubunda kontrol grubuna gére anlamli olarak

diisiik (p<0.05) bulundu.

Kontrol grubuyla, quercetin ve quercetinthomosistein grubu arasinda ve
homosistein ile quercetinthomosistein 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 10,13 £ 0,38
Quercetin 10,16 + 1,26
Homosistein 8,143 £ 0,36"
Quercetin + Homosistein 9,25+ 1,00

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

Eritrosit SOD Aktiviteleri

U/gHb
[o¢]
|—

KONTROL QUER HCY QUER+HCY

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 gdsterilmistir. Bu bulgulara gore
eritrosit CAT aktiviteleri quercetin grubunda kontrol grubuna ve homosistein
grubuna gore anlamli olarak yiiksek (p<0.05) bulundu. Homosisteint+quercetin

grubunda da homosistein grubuna gore anlamli olarak yiiksek (p<0.05) bulundu.

Kontrol grubuyla, homosistein ve quercetinthomosistein grubu arasinda
yapilan karsilagtirma sonucu eritrosit CAT aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunamada.

Tablo 4.6. Eritrosit CAT aktiviteleri

GRUPLAR U/gHb
Kontrol 52,45 + 6,03
Quercetin 67,49 £ 10,85"
Homosistein 40,64 £ 8,77
Quercetint Homosistein 61,14 + 11,08°

(a)Kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05
(b)Homosistein grubu ile karsilastirildiginda p<0.05

Eritrosit Katalaz Aktiviteleri

90 - a

80 - b
70 -
60
50
40 -
30
20 -
10 |

——
—t—

=

U/gHb

KONTROL QUER HCY QUER+HCY

ekil 4.6. Eritrosit CAT aktiviteleri.
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5. TARTISMA

Homosistein insan viicudunda tiretilen ve pek ¢ok maddenin yapiminda kullanilan
siilfiir igeren bir aminoasittir. Beslenme ile alinan metioninin metabolizmasi
sirasinda ara irlin olarak olusmaktadir. Hiicresel homosistein metabolizmasi
metioninin kullanilabilirligine, homosisteinin metionine remetilasyonu ve sisteine
transsiilfiirasyonuna baghdir. Bir ¢ok vitamin homosistein ve metionin
metabolizmasinda kofaktor ve substrat fonksiyonu gormektedir. Folik asit ve
siyanokobalamin, metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) ve metionin sentetaz
enzimleri tarafindan katalize edilen metabolik yollarda diizenleyici olarak goérev

alirlar (33).

Homosisteinin  sentez ve metabolizmasmin biiyiikk kismi1  karacigerde
gergeklesmektedir. Metioninin biiyilk kismi karacigerde metabolize olur. Betain-
homosistein metil transferaz (BHMT) ve sitatiyonin beta sentaz (CBS) enzimlerinin
sentezi karacigerde gergeklesir. Bu sebeple karaciger hasar1 gerceklestiginde

homosistein metabolizmasinda degisiklikler meydana gelir (29).

Yiiksek homosistein diizeylerinin klinik aterosklerotik vaskiiler hastaliklarla bir
risk faktorii olarak iligkili oldugu giderek daha iyi gdsterilmektedir (33). Kalp-damar
hastaliklarinin gelisiminde plazma homosistein diizeylerinin yiikselmesinin etkili

oldugu genel bir anlayis olarak benimsenmektedir (96).

Serbest radikallerin olusumu organizmada oksijen kullanimi sirasinda ortaya
cikar. Eslenmemis elektron igeren atom veya molekiiller hiicrenin zarar gdordigi
reaksiyonlar dizisini baslatir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) diisiikk dozlarda cesitli
stres tepkimelerinde arabulucu gibi rol oynarken, yiiksek dozlarda (oksidatif stres

gibi) hiicresel zararlara yol acarlar (97)
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Oksidan ve mutajen 6zellikte olan bu metabolizma yan iiriinleri DNA, protein
ve diger makromolekiillerde tahribata hatta hiicrenin 6liimiine neden olarak kronik

hastaliklar1 baslatir (98).

Yiiksek homosistein konsantrasyonlarinin serbest oksijen radikalleri ve lipid

peroksidasyonunda artisa neden oldugu belirlenmistir (99).

Homosistein otooksidasyonu sonucu kolayca okside olur ve siilfidril
gruplarmin oksidasyonu sirasinda lipid peroksidasyonunu baslatan serbest oksijen

radikalleri meydana gelir (100).

Tan ve ark. (101) Asyali yetiskinlerde hiper homosisteinin iskemik inme igin
bagimsiz risk faktorii oldugu ve biiylik arter inmelerinde hiper homosisteineminin

proaterojenik etkisi nedeniyle inme riskini artirdigi sonucuna vardilar.

Baydas ve ark. (100) yaptiklar1 calismaya gore ratlarda kronik metiyonin
uygulamasi plazma homosistein seviyesini artirmis ve homosistein verilen gruplarda

lipid peroksidasyonu uyarilmistir.

Boushey ve ark. homosisteinde 5 pmol/L artisin koroner arter hastalik riskini
1.7 kat, serebrovaskiiler hastalik riskini 1.5 kat ve periferik arter hastalig1 riskini 6.8

kat artirdigini gostermislerdir (102).

Quercetin ¢esitli mekanizmalarla oksidan hasar1 ve hiicre oliimiinii engeller
(103). Quercetinin en iyi bilinen etkileri arasinda vazodilatasyon ve antitrombotik

etki vardir (104).

Bazi arastirmacilar quercetinin, etanolle muamelesinde etanoliin indiikledigi
hepatik steatosis ve lipid peroksidasyonunu azalttigin1 kanitlamiglardir. Bunu
quercetinin antiperoksidatif, antioksidan ve antihistaminik etkilerinden kaynaklanan

gastroprotektif etkilerine baglamislardir.
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Quercetinin antiaterojenik aktivitesi; antioksidan o6zelligi, anti-inflamatuar

aktivitesi, antiplatelet etkileri ve antiproliferatif etkilerine baghdir (103).

Juzwiak ve ark. (105) iki hayvan grubunda quercetinin hipolipemik ve
antiaterojenik etkilerini incelemislerdir. 12 hafta sonunda quercetinin yiiksek yag
dietiyle artan serum gliseridler ve kolesterol seviyeleri iizerinde azaltict bir etkisi
oldugunu belirlemislerdir. Ve bdylece quercetinin hipolipemik etkisinin tiiketilmeye
baslandig1 andan itibaren ortaya c¢iktigini soylemislerdir. Bu c¢alismada ayrica
quercetinin antiaterosklerotik mekanizmasini ortaya koymus ve yliksek yagla

flavonoidlerin birlikte tiiketiminde MDA formasyonunun azaldigini belirtmislerdir.

Lipid peroksidasyonunun son iiriinlerinden biri MDA’dir. U¢ yada daha fazla
cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonundan MDA meydana gelir. Olusan
MDA hiicre membranlarindan iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin
capraz baglanmasina yol acar ve iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi
gibi olumsuz sonuclara neden olur. MDA bu 6zelligi nedeniyle DNA’nin nitrojen
bazlar1 ile reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik hiicre kiiltiirleri i¢in

genotoksik ve karsinojeniktir (52).

Yiice ve ark. (34) homosistein verilen ratlarin plazma ve doku MDA degerleri
incelendiginde yalniz homosistein verilen ratlarda kontrol grubuna gére MDA
degerlerinde anlamli artis belirlemislerdir. Bu sonucun artan homosistein miktarmin,
lipit proksidasyon olusumunu engelleyen ve antioksidan enzimlerden biri olan olan

GSH-Px’in aktivitesini azaltarak olustugunu belirtmislerdir.

Cavalca ve ark. koroner arter hastalikli insanlarda yaptiklar1 calismada
kardiyovaskiiler hastaligi olanlarin plazma homosistein konsantrasyonlarini
kontrollere oranla Dbelirgin sekilde yiiksek bulmuslardir. Bu c¢alismada
kardiyovaskiiler hastalardaki serbest radikal {iretiminin parametresi olarak MDA
kullanmiglar ve homosisteinin muhtemel roliinii degerlendirmislerdir. Ve bu
hastalarda total plazma MDA’nin kontrollere gore iki kat fazla oldugunu

belirlemiglerdir. Total ve serbest MDA’nin tiim hastalarda  yiiksek
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konsantrasyonlarinin, artmig membran lipid peroksidasyonuna ve oksidatif stresin

potansiyel ilerlemesine isaret ettigini belirtmiglerdir (104).

Bizim caliymamizda homosistein verilen ratlarda, plazma MDA diizeyleri
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiliksek bulunmustur (p<0,05). Quercetin verilen
ratlarm, plazma MDA diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak disiik
bulunmustur (p<0,05). Ratlara homosistein verilmeden Once quercetin verilmesi
MDA degerlerini homosistein grubu degerlerine gore diislirmiistiir. Homosistein
grubunda yiiksek MDA degerleri, homosisteinin oksidatif stresi indiikledigini
diistindiiriirken quercetin grubunda diisiik MDA degerleri quercetinin oksidatif strese

kars1 koruyucu etkisine baglanabilir.

Duarte ve ark. (107) 5 hafta quercetin muamelesinden sonra kendinden
hipertensif ratlarda kan basincinin diistiigiint, glutatyon peroksidaz aktivitesinin
arttigint ve plazma ve hepatik MDA seviyelerinin diistiigiinii gozlemlemislerdir.
Hipertansiyonun bu genetik modelinde quercetin antihipertensif ve antioksidan

ozellikler gostermistir.

Periton i¢i homosistein uygulamalar1 karotid arterlerde intimal hiperplaziye ve
hiicre proliferasyonuna sebep olmaktadir. Plazma toplam homosistein miktarlari ile
karotid arterlerin duvar kalmhigr arasmnda pozitif bir iliskinin var oldugu

bilinmektedir (34).

Serafinowicz ve ark. (108) yaptiklar1 ¢galigmada hiperhomosisteinemik ratlarda
lipit peroksidasyon {iriinlerinin ve karotid intimal media kalinliginin artmis oldugunu

belirtmiglerdir.

Hollman ve ark. (109) yaptiklar1 calismada quercetinle beslenme lipid
peroksidasyonunun inhibisyonuyla sonuglanmistir. % 0.2 quercetin igeren dietle
beslenen ratlarda kontrol grubuna gore antioksidan kapasite belirgin sekilde yiliksek

bulunmustur.
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Protein karbonil tiirevlerinin olusumuna primer modifikasyon reaksiyonlari
neden olur. Bu reaksiyonlar aminoasitlerin o-karbon atomlarmin veya yan
zincirlerinin oksidatif modifikasyona ugramalarmdan ve bu modifikasyonlar1
takiben, reaktif oksijen-aracili peptit ayrilmasi reaksiyonundan olusur. Reaktif
oksijen tiirevlerinin proteinlerle etkilesimi sonucunda, histidin, prolin, arjinin ve lizin
gibi ¢ok sayida amino asit veya proteinlerin peptit omurgasinda olusan oksidatif
hasardan dolay1 protein karbonil {iriinleri meydana gelir. Protein karbonil
diizeylerinin saptanmasi protein oksidasyonunu belirlemede hassas ve genel olarak

uygulanan bir yontemdir (35).

ROS protein, karbonhidrat ve lipid molekiillerinde oksidatif hasara neden
olmaktadir. ROS etkisiyle olusan lipid peroksidasyonu ve karbonhidrat oksidasyon
iiriinleri de proteinlerin aminoasit iceriginde modifikasyonlar olusturmakta ve

plazma protein karbonil iceriginde artisa neden olmaktadir (110).

Horakova ve ark. (111), stantardize flavonoid (EGb 761, Pycnogenol) ekstrakti
ve troloks ve stobadin’in antioksidan etkisini arastirmig ve tavsan iskelet kaslarinda
bulunan sarkoplazmik retikulum iizerine Fe/H,0./AA ve HOCI oksidan sistemler
tarafindan oksidatif hasar gerceklestirmis, bunun sonucunda oksidan + antioksidan
gruplarinin protein karbonil diizeyleri, oksidan gruplarinin  protein karbonil

diizeylerine gore anlaml sekilde diisiikk bulmuslardir.

Yaptigimiz ¢aligmada, plazma karbonil diizeyleri (PCO) agisindan yukarida
belirtilen ¢alismaya paralel sonuglar elde ettik . Homosistein verilen ratlarin plazma
karbonil diizeyleri, kontrol grubuna gore anlamli olarak yiikselmistir (p<0,05). Fakat
benzer ¢aligmalardan farkli olarak bizim ¢alismamizda quercetin grubu ile kontrol

grubu arasinda anlamli bir fark gozlenmedi.

Molina ve ark. (103) kronik alkol verilerek oksidatif stres olusturulan ratlarda
plazma protein karbonil diizeylerinin kontrol grubuna anlamli artis gosterdigini, hem
quercetin hem de etanol verilen ratlarda ise protein karbonil diizeylerinde diisiis

oldugunu bulmuslardir.
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Sisteinin —SH grubu oksidatif hasara oldukca hassastir ve —SH gruplarindan

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

doniisiimlii bir reaksiyondur (112).

Bizim yaptigimiz ¢aligmada homosistein verilerek oksidatif strese maruz
birakilan homosistein grubunun plazma -SH diizeyleri kontrol grubuna gdre anlamli
olarak diistiktii (p<0,05). Quercetin+homosistein grubunun plazma —SH diizeylerinde
ise homosistein verilen grubun plazma —SH diizeylerine gore artis olmasina ragmen

anlaml1 degildi.

Koken ve ark. (113) nin yaptigi ¢aligmada kronik bdbrek yetmezligi (KBY)
bulunan hastalarda oksidatif stres sonucu plazma protein karbonil i¢eriginin saglikli
kisiler ile kiyaslandiginda artmis oldugu bulunmustur. Bu ¢alismada plazma protein
—SH gruplarinin oksidatif hasara karsi hassas oldugundan, oksidatif hasarin oldugu
hastaliklarda plazma protein —SH diizeylerinin diistiigi belirtilmis ve yapilan ¢alisma
sonucu kronik bobrek yetmezligi bulunan hastalarin saglikli bireylere gore plazma

protein —SH diizeylerinin diistiigii belirlenmistir.

GSH viicutta enzimatik olmayan en Onemli antioksidandir. Reaktif oksijen
iriinleri ile reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Ayrica,
proteinlerdeki —SH gruplarini rediikte halde tutarak bu gruplar1 oksidasyona karsi
korur. Boylece, proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonuna engel olur (35).
Homosistein, glutatyon antioksidan savunma sisteminin intraseliiler inaktivasyonunu

indiikler ve muhtemelen GSH sentezini azaltir (114).

Yiice ve ark. (34) homosisteinin oksidan-antioksidan sistem ve koroner

damarlarda meydana getirdigi degisiklikler iizerine yaptiklar1 ¢alismada erkek



63

ratlarin kendi aralarinda karsilastirilmasi sonucu homosistein grubu ratlarin plazma
GSH diizeylerinin kontrol grubu ratlarina oranla diisikk oldugu goriilmiistiir. Bu
calismada ayrica kontrol grubu erkek ile karsilastirildiginda homosistein grubu erkek
ratlarm kalp damarlar1 endotel hiicrelerin dokiilmesiyle karakterize erken donem

aterosklerozis sekillendigi bildirilmistir.

Yaptigimiz ¢aligmada homosistein uygulanan ratlarda, quercetin uygulanan
ratlarda ve  homosisteint+quercetin uygulanan ratlarda eritrosit GSH diizeyleri
incelendiginde yukaridaki calismayla paralel sonuclar bulunmustur. Homosistein
grubunun eritrosit GSH degerleri kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik
bulunmustur (p<0,05). Homosistein+quercetin ve quercetin grubunun eritrosit GSH
degerleri homosistein grubunun eritrosit GSH degerlerinden anlamli derecede yiiksek

bulunmustur (p<0,05).

Morrison ve ark. (115) koroner arter hastalikli bireylerde kontrollere oranla
plazma tHcy seviyelerinin yiiksekligiyle birlikte GSH seviyelerinin diisiik oldugunu
belirtmiglerdir. Hultberg ve ark. (116) 250 mmol/L. Hcy’e maruz kalan insan hiicre
duvarinda belirgin sekilde azalmis GSH konsantrasyonlar1 tespit etmislerdir.
Upchurch ve ark. (117) yaptiklar1 ¢alismada 50-200 umol/L homosisteine maruz
kalan bovin aortik endotelyal hiicrelerde GSH aktivitesinin belirgin sekilde azaldigin1

tespit etmislerdir.

Zhang ve ark. (118) tavuk spermatogonial hiicre kiiltiirinde A1254
verilmesiyle meydana gelen oksidatif stres sonucu MDA seviyelerinin belirgin
sekilde arttigini, GSH ve SOD aktivitelerinin ise diistiigiinii belirlemislerdir.
Quercetinle muamelenin MDA degerlerini diisiirdiigii, GSH ve SOD aktivitelerini ise

artirdigini tespit etmislerdir.

Fiorani ve ark. (119) yaptiklar1 ¢alismada quercetinin dehidroaskorbik asit
tarafindan indiikklenen glutatyon tiiketimine karsi glutatyonu korudugunu

bildirmislerdir.
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Homosistein, SOD’1in endotel hiicre yiizeyine baglanmasini saglayan endotel
heparan siilfat proteoglikanin1 bozarak arteriyal endotel hiicre ylizeyine SOD’in
baglanmasini engellemektedir. Yiiksek miktarda homosistein fibroblastlarca ortama
verilen SOD miktarin1 azaltmaktadir. Bdylece homosistein endotel hiicrelerin
ozellikle stiperoksit radikali olmak iizere serbest radikallere karsi savunma yetenegini

azaltmaktadir (34).

Yiice ve ark. (34) homosistein verilerek oksidatif stres olusturduklar1 ratlarda
homosistein grubu ratlarin plazma SOD ve CAT aktivitelerini kontrol grubu ratlar1

degerlerine gore diisiik bulmuslardir.

SOD aktivitesinin inhibisyonu homosisteinin indiikledigi oksidatif stres hasar1
mekanizmalarindan biridir. SOD’1n {i¢ izoenzimi vardir. Chang ve ark. (120) rat
vaskiiler yumusak kas hiicrelerinde homosisteinin indiikledigi oksidatif stres
caligmasinda homosisteinin mitokondriyal Mn-SOD aktivitesini doza bagiml olarak

inhibe ettigini gostermislerdir.

Calismamizda homosistein grubunda eritrosit SOD aktiviteleri kontrol grubuna
gdre homosistein grubunda anlaml olarak diisiik bulundu (p<0.05). Diger gruplar

arasinda SOD aktivitelerinde anlaml1 bir fark bulunmamastir.

Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada 685 Avustralyali kardiyovaskiiler
hastalarda total homosistein ve ekstraseliiler SOD aktiviteleri arasinda pozitif

korelasyon bulunmustur (121).

Kahraman ve ark. (110) yaptiklar1 ¢calismada ethanoliin indiikledigi gastrik
lezyonlara quercetinin antioksidatif, antihistaminik etkisini arastirmiglar ve SOD
aktivitelerinde ethanol verilmesiyle dnemli diislis gézlenirken, quercetin verilmesiyle

onemli artig oldugunu tespit etmislerdir.

SOD enziminin canlilardaki dagilimi CAT ile birlikte incelenmelidir. Ciinkii

SOD ile katalizlenen tepkime sonunda olusan {iriin, oksijenin toksik tiirlerinden
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biridir ve CAT tarafindan birikimi onlenmektedir CAT, genel hiicre tiplerinde
degisik konsantrasyonlarda bulunan dort hem grubu igeren bir hemoproteindir. Daha
cok peroksizomlarda mevcuttur. CAT’in hidrojen peroksit ile metil, etil
hidroperoksitleri gibi kii¢iilk molekiiller1 indirgeyici aktivitesi vardir ve biiyiik
molekiillii lipid hidroperoksitlerine etki etmez. Kan, kemik iligi, mukoz membranlar,

karaciger ile bobreklerde yiiksek miktarda bulunmaktadir. (92).

Yaptigimiz ¢alismada, quercetin grubunun eritrosit CAT aktivitesi kontrol
grubundan anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). Homosistein grubunun
CAT aktivitesi ise kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0,05).
Homosisteint+quercetin eritrosit CAT aktiviteleri ile homosistein grubunun eritrosit
CAT aktiviteleri  karsilastirildiginda, homosisteint+quercetin = CAT  aktivite
degerlerinin anlaml olarak yiiksek oldugu goézlenmistir (p<<0,05). Bunun nedeni,
quercetinin homosisteinin neden oldugu serbest radikallere karsi antioksidan etki

gostermesi olabilir.

Molina ve ark. (103) yaptiklar1 ¢alismada kronik etanole maruz birakilarak
oksidatif stres olusturulan ratlarda kontrol grubuna kiyasla eritrosit katalaz enzim
aktivitesinde belirgin bir diisiis gdzlemlemiglerdir. Bunun yaninda kronik etanolle
beraber quercetin verilen ratlarda etanol grubuna gore katalaz enzim aktivitesinde

anlamli bir artis oldugunu bildirmislerdir.
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6. SONUC

Sonug¢ olarak homosisteinin lipit peroksidasyonunda ve protein oksidasyonunda

artiga neden olmas1 ROS araciligiyla oksidatif stres meydana getirdigini gostermistir.

QuercetintHomosistein grubunda Homosistein grubuna gore plazma MDA
diizeylerinin diisik ve buna karsin eritrosit GSH, eritrosit SOD ve CAT
aktivitelerinin yiiksek olmasi bize, giiclii bir antioksidan olan quercetinin, yiiksek
homosistein diizeylerinin indiikledigi oksidatif hasara karsi hiicreleri korumada
yararli olabilecegini ve kismen de olsa oksidatif hasar1 azaltabilecegini

disiindiirmektedir.

Ratlarla yapilan bu ¢alismanin insan ¢aligmalari ile desteklenmesi gerektigine

inantyoruz.
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