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GIRIS VE AMAG

Saglikli endotel, 6zellikle nitrik oksid (NO) olmak Uzere c¢esitli otokrin ve
parakrin etkili molekullerin sentezini ve sekresyonunu yapan, damar tonusunun
ayarlanmasinda rol alan, metabolik olarak aktif bir organ olarak kabul edilir (1).
Endotel hucrelerinin disfonksiyonu aterosklerotik slrecin baslangicini olusturur ve
endotel fonksiyonlarinin test edilmesi pre-klinik donemde bile damarsal patolojilerin
varliginin aragtiriimasinda 6nem kazanir (2). Endotelden kaynaklanan NO, siklik
guanozin monofosfat (cGMP) araciligi ile damar tonusunu ve kan akimini ayarlar (3).
Farmakolojik olarak NO inhibisyonu, endotele bagimli vazodilatasyonu bozar ve
vaskuler rezistansi artirir (4). NO, L-arginin’den nitrik oksid sentaz (NOS) enzimi
araciligi ile sentez edilir; asimetrik dimetil arginin (ADMA) ve N-monometil L-arginin
(L-NMMA), NOS’un endojen inhibitorleridir (5). ilk kez 1992 yilinda ADMA’nin
endojen olarak endotele bagimli vazodilatasyonu azalttigi gosterilmistir (6). Bunu
takiben yapilan ¢alismalarda ADMA’'nin vaskuler hastaliklarda arttigi ve muhtemelen
vaskuler hastaliklarin olugsumunda bir risk faktoru olabilecegi ileri sGralmasgtur (7-10).

Endotelyal disfonksiyonun gelisiminde reaktif oksijen turevlerinin (serbest
radikaller) onemli etkileri gosterilmigtir. Metiyoninden zengin diyetle beslenen
si¢canlarda serum homosistein dizeyleri yUkselmekte ve buna bagli olarak serum
ADMA duzeyleri dolayh yoldan arttigi bildiriimektedir (11). Oksidatif stresi azaltan
tedavi girisimlerinin endotel disfonksiyonununu dizelttigi gosterilmistir. Ozellikle
vitamin E ve vitamin C’nin énemli antioksidan 6zellikleri oldugu ve bozulmus endotel

fonksiyonlarini duzelttigi bildirilmigtir (12). GUnUmuze kadar yapilan calismalarin



verileri, antioksidan faktorlerin endotel disfonksiyonunu duzeltici etkilerinin buylk
oranda serbest radikalleri azaltmasina bagl olarak ortaya ¢iktigina isaret etmektedir.
Ancak antioksidanlarin, NO sentezini inhibe eden ADMA molekullerinin plazma
dizeylerini etkileyip etkilemedigi hakkinda hentz vyapilmig bir c¢alisma
bulunmamaktadir.

Biz de galismamizda vitamin E, vitamin C, folik asit ve Bg vitamininin normal
diyet ve metiyoninden zengin diyetle beslenen siganlarda serum ADMA dizeylerini

etkileyip etkilemedigini arastirmayi amacladik.



GENEL BILGILER

NORMAL ENDOTELIN YAPISI VE FONKSIiYONU

Endotel hucreleri, uzun yillar yalnizca kan ve damar diz kasi arasinda yari
gegirgen ve damar duvarini koruyucu bir bariyer olarak dusunulmustur (13).

1976’da Moncada ve ark. endotel kaynakh etkin vazodilatdr ve antiagregan
Ozellikleri olan prostasiklini kesfetmiglerdir. Dort yil sonra Furchgott ve Zawadzki
asetilkolinin yalnizca saglam endotelli arterlerde vazodilatasyon yaptigini ve “Endotel
kaynaklh gevsetici faktor” (Endothelial derived relaxant factor, EDRF) diye
isimlendirdikleri bir faktérin burada rol oynadidini sdylemislerdir. Daha sonra
1987’de Moncada ve ark. tarafindan bu maddenin nitrik oksit (NO) oldugu
gosterilmigtir. Kisa surede bu gevsetici faktorin (EDRF-NO) bilinen en gugli
vazodilatorlerden biri ve periferik vaskuller direncin 6nemli denetleyicisi oldugu
anlasiimistir (14).

Endotel tum damar duz kaslarinda bulunan, damar duvarini kaplayan ince bir
skuamoz epitel tabakasidir. Vazodilator ve vazokonstriktor substratlarin yapiminda
etkili olarak, vaskuler homeostazin saglanmasinda temel rol oynayan bir endokrin
organdir. Dinamik bir doku olan endotel, vazoaktif maddelerin sekresyonunda ve
dizenlenmesinde, vaskuler diz kaslarin kontraksiyon ve gevsemesinde,
koagulasyonun duzenlemesinde, |Okosit adezyonunda, solid ve sivi maddelerin
transvaskuler diffuzyonunda bir bariyer olarak gorev alir. Endotel, kan hucrelerinin
adezyonunu inhibe ederek, damarlari dilate ederek ve vaskiler diz kas

proliferasyonunu inhibe ederek vaskuler koruyucu etki gdsteren, yaklasik 1800 gr



agirhginda, vucuttaki en buyuk endokrin organ olup total endotel hucre sayisi 1
trilyondur (15,16).

Vaskuller homeostazin ana diuzenleyicisi olan endotel, vazokonstriksiyon ve
vazodilatasyon, duz kas hucre proliferasyonu ile migrasyonunun inhibisyonu ve
stimulasyonu, trombogenez ve fibrinoliz arasindaki dengeyi saglar (17,18).

Normal endotel kan akimina karsi hem tromborezistan bir yuzey gorevi
gorurken, hem de kan ve damar duvari arasinda makromolekuler bir bariyer gorevi
yapar. Endotel hucreleri morfolojik yapilari ve stratejik anatomik pozisyonlari dolayisi
ile vaskuler duz kas hucreleri ile kan dolasiminin komponentleri arasinda (trombosit,
monosit, enzimler, hormonlar v.b) selektif gecirgen (permeable) bir bariyer olusturur
(16). Bunun igin endotel hucrelerinin luminal yuzeyi dolasim icin nonadheziv bir
yapida olmaldir. Bu goérevi yaninda endotel hucrelerinin damar tonusunun
dizenlenmesi, koagulasyon, hicre bluyumesi ve 6lumu, 16kdsit migrasyonu gibi gesitli

olaylarda rol oynar (19).

Endotel Huicrelerinin Fonksiyonlari (16)
. Dolagim ve damar duvari arasinda selektif gegirgen bir bariyer olustururlar.
. Dolagsimda nontrombojenik bir ylizey vazifesi gorurler.
. Cesitli vazoaktif maddeler Uretirler.
. Damar duz kas hicresi proliferasyon ve migrasyonunu duzenlerler.
Koagulasyon ve fibrinolitik olaylarda modulator rol oynarlar.

inflamatuar ve immiinolojik olaylarda rol oynarlar.

N o oA N

Metabolik aktiviteleri vardir (lipid oksidasyonundaki rola).

Vaskuler tonusun saglanmasi, tablo 1'de de goéruldagi gibi birgok dilatér ve
konstriktor maddenin salinmasiyla dizenlenir. Endotelden salinan major vazodilator,
onceden endotel kokenli gevsetici faktor (EDRF) olarak bilinen nitrik oksittir (NO).
Diger endotel kaynakli vazodilatorler; prostasiklin ve bradikinindir (20), (Tablo 1).

Endotel, bilinen en guglu vazokonstriktdr olan, endotelin ve angiotensin Il (AT

II) gibi vazokonstriktér maddeleri de uretir (21).



Tablo 1. Endotel hiicrelerinden salgilanan maddeler (16).

1- Vazokonstriktorler 4- Bliyume modiilator / mediyatorleri
-Angiotensin donusturtcu enzim (ACE) a) Bliyume b) Buylume
-Endotelinler (ET-1, ET-2, ET-3) uyaricilari inhibitorleri
-Angiotensin Il -PDGF -Heparin sulfat
-Tromboksan A2 -Basic FGF -TGF B

-Asetilkolin, arasidonik asit, PGH2, -IGF-1 -NO
trombin, nikotin L1 _Bradikinin

2- Vazodilatorler -Endotelin -Prostasiklin
-Nitrikoksit (NO=EDRF) -A-ll
-Adrenomediillin 5- inflamatuar mediyatorler

-Endotel kaynakli hiperpolarizan faktorler | -Adezyon molekulleri;
-Prostasiklin (PGI2) Endotelyal Lokosit Adezyon Molekuli
-Bradikinin, asetilkolin, serotonin, (ELAM)
histamin, P maddesi -intraseliler Adezyon Molekdilii (ICAM)
3- Antitrombotik (homeostaz) _Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiilleri
(VCAM)

-Antijenler ;

maddeler
-Trombomodulin

-I?Eim?ojen aktivator inhibitor tip | Major histokompatibilite kompleks 2

(MHCII)

6-Redoksisite

Endotelden salinan maddeler disinda, damar igerisindeki akim hizi ve basinci

da duz kas tonusunu etkilemektedir. Akim hizindaki artis (shear stress) iyon
kanallarini (kalsiyum, potasyum ve sodyum) etkileyerek endotelyal nitrik oksit sentaz
(eNOS) enzimini aktive eder ve endotel hucrelerinden nitrik oksit sentezini uyarir.
Nitrik oksidin azalmasi veya kaybi oncelikle ateroskleroz i¢in zemin hazirlamaktadir
(15, 22).

Bu iligkinin kesin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte U¢ teori ileri
surdlmaustar:

1-HlUcre membranindaki lipid igeriginin degisimi: Hucre membranindaki bu
degisikligin sonucunda yeterli NO Uretimine karsin nitrik oksidin duz kas hucrele-

rindeki etkisi sinirhdir. Hiperlipidemi olgularinda asiri disuk dansiteli lipoproteinin



(LDL) dretimi, okside LDL olusumunu artirarak endojen NOS enziminin yikimina
neden olmaktadir.

2-Katabolizmanin artmasi: Vucuttaki NO’nun yarilanma omru oksijene-he-
moglobin ve superoksid ile reaksiyonuna baghdir. Stperoksid ile NO’nun reaksiyonu
sonucu peroksinitrit (ONOO’) meydana gelmektedir. Peroksinitrit disik konsan-
trasyonlarda NO benzeri (vazodilatasyon, trombosit agregasyonu ve damar duvarina
I0kosit adezyonunu azaltmak gibi) etkiler gosterirken, ylksek konsantrasyonlarda
toksik etki gostermektedir (22, 23).

3-Biyoyararlanimin azalmasi: Buylk ve kiglk koroner arterlerin tonusd,
plazmayla tasinan (epinefrin, vazopresin), trombositlerden salinan (serotonin,
adenozin) veya damar adventisyasindaki sinir uglarindan agiga ¢ikan (norepinefrin)
vazoaktif ajanlar tarafindan saglanmaktadir. Bu faktorler ayrica damar endoteli
tarafindan lokal olarak da salinabilmektedir. Endotel ylzeyinde nitrik oksidin biyo-
yararlaniminin azalmasi ile, gerek dolasimdaki gerekse lokal vazokonstriktor
faktorlerin daha baskin hale gelmesi sonucu endotel kokenli vazodilatasyon

bozulmakta ve ateroskleroz i¢in zemin hazirlanmaktadir (15, 22).

ENDOTEL DiSFONKSiYONU

Vaskuler hemostazin ana goOstergesi olarak endotelyum, vazodilatasyon ve
vazokonstriksiyon arasindaki dengeyi saglamaktadir. Bu denge bozuldugunda
endotelyal disfonksiyon olusur (20). Normal endotel ve endotel disfonksiyonundaki

salgilanan maddeler sekil 1 ve sekil 2'de gosterilmistir.

NORMAL ENDOTEL

-

EDRF

Prostasiklin  EDRE/NO
RSNCs

Prostasiklin=Prostaglandin |, EDRF/NO=Endotel kaynakl gevsetici faktor/nitrik
oksit, RSNOs=S-nitrosotiol, EDHF=Endotel kaynakl hiperpolarizan faktor

Sekil 1. Normal endotelden salgilanan maddeler.



ENDOTEL DISFONKSIYONU

/ N\

Endotelin OOMNO- EDCF

EDCF=Endotel kaynakli kasici faktér, OONO-=Peroksinitrit

Sekil 2. Endotel disfonksiyonundaki vazokonstriktor maddeler (24).

Endotel disfonksiyonu terimi genellikle endotel bagiml vazodilatasyondaki
bozulmayi tanimlamak ic¢in kullaniimasina ragmen I6kosit, trombosit ve dizenleyici
maddelerle endotel arasindaki iligkideki anormalliklerle, normal disi endotel aktivas-
yonuna yol agan durumlari da kapsar (2).

Endotelyal disfonksiyonda ilk goérilen, NO araciligi ile olan endotel bagimli
vazodilatasyonun bozulmasidir. NO Uretimi veya aktivitesindeki bozuklugun endo-
telyal disfonksiyonun ana mekanizmasi oldugu ve aterosklerozu tetikledigi 6ne
surulmektedir (20).

Vaskuler biyologlar arasindaki fikir birligi, endotelin hasarlanmasi sonucu
meydana gelen disfonksiyonun, aterosklerozun baslangi¢ lezyonu oldugudur (25).
Saglikli endotel, kardiyovaskiler sistemin kontroliinde anahtar rol oynar. Koroner
iskemik durumlarda 6nemli rol oynar. Endotel disfonksiyonunu ilk defa Ludmer ve
arkadaslari insan koroner arterlerinde gostermislerdir (2).

Saglikli endotelde, asetilkolin, endotel bagimli NO araciligi ile vazodilatasyon
meydana getirir. Ancak, sagliksiz endotelde NO’nun etkisi azalmistir ve karsiliksiz
muskarinik duz kas hucrelerinin aktivasyonu vazokonstriksiyona yol acar.
Ateroskleroz, ayrica asetilkolinin indukledigi koroner kan akim artigini da bozar.

Aterosklerozda disfonksiyonun bir nedeni de azalmis NOS aktivitesidir (2).



Tablo 2. Endotel disfonksiyonuyla ilgili hastaliklar.

Ateroskleroz Tip | ve Tip Il diyabet
Hiperkolesterolemi Hiperglisemi

Dusuk HDL kolesterol Akut postprandial hiperglisemi
Yuksek Lpa Aktif-pasif sigara igiciligi
Kuguk yogun LDL Dilate kardiyomyopati
Hipertansiyon Chagas hastaligi

Hiperhomosisteinemi Koroner arter hastaligi i¢in aile dykusu
Yaslanma Post menopozal kadinlar

Vaskdulitler Kawasaki hastaligi

Transplantasyon aterosklerozu Gebeligin indukledigi hipertansiyon
Sendrom X Preeklampsi

Varyant angina Pulmoner hipertansiyon

insiilin rezistansi Metiyonin yuklemesi

Endotel disfonksiyonu sistemik bir hastaliktir ve ateroskleroz olusumunu
hizlandirir. Endotel disfonksiyonunun aracilik ettigi sistemik hastaliklar tablo 2’'de
gosterilmigtir (2).

-Oksidatif stres endotel fonksiyonunun degismesinde dnemli rol oynamaktadir.
Dusuk molekdl agirhkh lipoproteinlerin (LDL) oksidatif degisikliginin aterosklerozun
gelisiminde merkezi rol aldigi gosterilmistir. Ayrica son ¢alismalarda, okside LDL’nin
anormal endotel damar gevsemesinde 6nemli rol oynadigi gosterilmisitir (2). Okside
LDL’'nin endotel fonksiyonu uzerine zararl etkileri lizofosfotidilkolin, protein kinaz C
ve G proteinleri ile hafifletilebilir (2, 26).

Ek olarak, serbest oksijen radikalleri, NO’'nun direk inaktivasyonu ile endotel
fonksiyonlarini zayiflatir. Okside LDL hucre kulturleri ve saglam kan damarlarinda
endotelin Uretimini de artirir (2).

-Tetrahidrobiopterin NOS’un kofaktoridur ve L-argininin NO’ya donustiralme-
sinde hiz sinirlayici basamaktir. Tetrahidrobiopterinin rélatif yoklugu, bazi durumlarda
endotel disfonksiyonuna katkida bulunabilir (27).

-Hiperkolesterolemi, vaskuler hemostazda NO aktivitesinin azalmasi, stper-
oksit olusumunun, endotelin immunoreaktivitesinin, adezyon molekullerinin artmasi
ve endotel bagimh vazodilatasyonun zayiflamasini igceren bir takim degisikliklere

neden olabilir (2).



Klasik Risk Faktdrleri

Genetik
Predispozisyon

Mon-kKlasik Risk
Faktdrler

Bilinmeyen
faktdder

Lokal Faktdrler

ENDOTEL DiSFONKSIYONU

I L ! L

Yaskiler Lezyon Enflamasvon wazokanstruksivon Trambozis Plak
ve Remodeling ) Ruptir/Erozyon

Sekil 3. Endotel disfonksiyonu: Tum risk faktorlerinin ortak noktasi (32).

-Diabetes mellitus ve hipertansiyonun beraberli§i monosit adezyonuna ilave
katki saglamaktadir (28).

-Kolesterolliin uyardigi endotel disfonksiyonu, LDL oksidasyoununun derecesi
ile iligkilidir (29).

-Serbest yag asitlerinin ve trigliseridlerin hizla ylkselmesi, birka¢ saat igin
vazodilatér yaniti zayiflatir (2).

-Akut hiperglisemi (6 saatte) vazomotor yaniti zayiflatir (30).

-Kadinlarda postmenopozal durum, ayni yastaki erkeklerden daha belirgin bir
dizeyde endotel fonksiyonlarinda azalmaya neden olmaktadir. Vicuttaki ostrojen
azhginin endotele bagimh vazodilatasyonda azalma ile iligkili oldugu ve 06strojen
tedavisi ile bu durumun dizeldigi gosterilmistir (31).

Sonugta; sekil 3'te de goruldugu gibi endotel bagimli yanitin zayiflamasi birgok

kardiyak ve non-kardiyak durumun ortaya ¢gikmasina yol agmaktadir.



NiTRIK OKSIT

Endotelden salinan en gugli ve 6nemli mediyatorlerden biri nitrik oksit (NO)'tir.
ik olarak 1980 yilinda Furchgott ve Zawadzki, izole tavsan aortasinda asetilkoline
bagli gevsemenin, ancak saglam endotel hucrelerinin varliginda gergeklesebilecegdini
gosterdiler. Endotele bagli bu gevseme endotelden salinan gevsetici faktér (EDRF)
araciligiyla gerceklesmektedir. Endotel devamlihdi bozuldugunda ise asetilkoline
bagli vazodilatasyon yetersiz kalmaktadir (22). Daha sonra 1987°de Moncada ve ark.
tarafindan bu maddenin nitrik oksit (NO) oldugu gosterilmistir (14).

NO, renksiz bir gazdir. Yiksek konsantrasyondaki NO oksijensiz ortamda
oldukga stabil olup suda erime Ozelligi gosterir iken, dusik konsantrasyondaki NO
oksijen varliginda dahi stabildir. Havadaki NO, kisa surede oksijenle oksitlenerek
nitrojen dioksite donusur. Nitrojen dioksit dokular icin oldukga zararli bir bilesiktir.
Nitrik oksitin, Uzerinde yuk tasimamasi ve cifttenmemis elektron bulundurmasi,
hicreden hucreye higbir bariyerle karsilagmadan kolaylikla ge¢cmesini saglamaktadir.
Ayni zamanda NO, tasididi giftlenmemis elektron nedeniyle bir radikal molekull olarak
isimlendirilebilir. Diger serbest radikaller her konsantrasyonda hicreler igin zararl
iken NO disuk konsantrasyonlarda ¢ok énemli fizyolojik islevlerde rol almaktadir.
Ancak asiri ve kontrolsuz NO sentezi hucreler igin zararli olmaktadir. NO, bu
Ozellikleri ile cok ideal bir fizyolojik haberci molekul 6zelligi kazanmaktadir (33).

NO diger serbest radikaller gibi ¢ok kisa yarilanma émrine sahip olup, 2-30 saniye
icinde daha stabil bir yapi olan nitrata oksitlenir (34). NO’'un sentezi, argininden
yapisi sitokrom P-450’ye benzeyen bir kan enzimi olan nitrik oksit sentaz araciligi ile
olur. NADPH, oksijen, demir, tetrahidrobioptrin, flavin adenin dinukleotid ve flavin
mononukleotid varliginda nitrik oksit sentaz, arginini redlksiyondan sonra

hidroksiarginine daha sonra da NO ve sitruline dénusturar (35).
Baslica 3 tip NOS enzimi bulunur:
1) Noronlarda ve epitel hicrelerde bulunan tip | izoenzim

2) Degisik tip hucrelerde sitokinlerin induksiyonu ile ortaya gikan tip Il izoenzim

3) Endotel hucrelerde bulunan tip Il izoenzim (35).
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Tablo 3. Nitrik oksit sentezleyen genler (36).

NOS Diger | Salimm Kaynak Regiilasyon NO miktar1 | Kromozom
izoform | adi
Tip I nNOS | Devaml Sinir hiicreleri Ca""a bagimh Diistik 12
(pikomol)
Tip II iNOS | Indiiklendiginde | Makrofaj, damar diiz kas1, | Sitokinler, endotoksin | Yiiksek 17
damar endoteli, miyokard, | ve oksidanlar (nanomol)
endokard, hepatosit, tarafindan indiikklenme

immiin hiicreler, hava
yolu epitelyumu

TipIII | eNOS | Devamh Vaskiiler endotel Ca'"a bagimhi Yiiksek 17
hiicreleri, trombositler, (nanomol)
miyokard ve endokard,

mast hiicreleri, notrofiller

NO: nitrik oksit, NOS: nitrik oksit sentezleyen enzim, nNOS: noéral NOS, iNOS: indiiklenebilen NOS, eNOS: endotel
kokenli NOS

Kromozom 7 (endotelyal NOS-eNOS), 12 (n6éral NOS-nNOS) ve 17
(induklenebilen NOS-INOS) Uzerinde nitrik oksit sentezleyen bu izoenzimlere 6zgu
genler tablo 3’de gdsterilmistir. Nitrik oksit sentezleyen enzim-I ya da nNOS ve NOS-
[l ya da eNOS surekli, ancak az miktarda ve kalsiyuma bagiml olarak (enzim
aktivasyonu igin hucre igi kalsiyumun artmasi gerekir) salinir. Noral dokularda NOS-I
ve vaskuler endotelde ise NOS-III bulunur. Solunum yolu epitelinde ve cesitli diger

hicrelerde kalsiyuma bagimli olmayan NOS-Il ya da iNOS bulunur (36).

NiTRIK OKSIiT URETIMi

Nitrik oksit; endotel hucrelerinde caveolae’da (hicre membranindaki
invajinasyonlar) lokalize endotelyal NO sentaz'in (eNOS), enzimatik -etkisiyle
prekursoru olan L-argininden sentezlenir. Kaveolin-1, kalmodulin’e baglanir ve eNOS
aktivitesini inhibe eder. Kalsiyumun (Ca™™) kalmodulin’e baglanmasi kaveolin-1'i ayirir
ve eNOS’u aktive ederek, NO uretimine yol agar. Tetrahidrobiopterin (BH4) ve
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) gibi kofaktorler de NO uretiminde rol
alir (Sekil 4) (20).
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NO: Nitrik oksit, eNOS: Endotelyal nitrik oksit sentaz, BH, : Tetrahidrobiopterin, NADPH:
Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat, CaM: Kalmodulin, GTP: Guanozin trifosfat, cGMP:
Siklik guanozin monofosfat, Ca*™: Kalsiyum

Sekil 4. Endotel hicreleri tarafindan nitrik oksit Gretimi.

Sekil 4’te de sematize edildigi Uzere; NO, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)

enziminin etkisi ile L-argininden Uuretilir. Bu reaksiyon tetrahidrobiopterin (BH4) ve

nikotinamid adenin dinlkleotid fosfat (NADPH) gibi kofaktérler kullanir. Vazodilator

agoniste veya shear stres’e yanit olarak artan intrasellller kalsiyum (Ca*"), kaveolin’i

kalmodulin’den (CaM) ayirir; boylece eNOS uyariimis olur. NO vaskuler duz kas

hicrelerine difiize olur ve guanilat siklaz (GC) enzimini aktive eder. Guanozin trifosfat

c(GTP) siklik guanozin monofosfata (GMP) dénuslr ve gevseme gercgeklesir.
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Sekil 5. Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) sinyalizasyonu.
(Hsp 90: IsI sok protein 90, Thr 495: treonin 495, O,: Siiperoksit, ser 1177: Serin artig1 1177,
ADMA: Asimetrik dimetilarginin, myr: Miristoylasyon, palm: Palmitoylasyon)

Sekil 5’de de goruldugu gibi eNOS, 2 globuler protein modulinden olusmaktadir
(redUktaz ve oksijenaz segmentleri), bu iki segment esnek protein yapi ile birbirine
baglanmistir. Rediktaz segmenti, NO sentezi igin NADPH’a baglanarak
dehidrojenasyonu katalize etmek igin gerekli olan elektronlari Uretir. Elektronlar
esnek protein yapidan oksijenaz segmentine transfer edilir. Bu elektron transferi
kalmodulinin (CaM), esnek protein parcasindaki spesifik baglanma bdlgesine
kalsiyum araciligiyla baglanmasiyla aktive edilir. Oksijenaz segmenti, NO Uretimi igin
gerekli olan katalitik merkezden olugur ve hem’i, L-arginini, tetrahidrobiopterini (BH4)
baglar (20).

Sekil 5’te gortulmekte olan optimal NO uretiminin gergeklesmesi icin gerekli olan
sure¢ asagidaki basamaklardan olugmaktadir:

1-eNOS’un kaveolae’ya (hucre memranindaki invajinasyonlar) lokalizasyonu, etkili
NO sentezi igin gereklidir ve miristoylasyon (myr) kotranslasyonuna gerek duydugu

gibi, eNOS’un posttranslasyonel palmitoylasyonuna da (palm) gerek duyar.
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2-Kaveolae’'nin major dis proteini olan kaveolin-1, eNOS ile birleserek eNOS’un
inhibisyonuna neden olabilir. Bu inhibitdér baglanmanin engellenmesi eNOS aktivas-
yonu i¢in gereklidir.

3-CaM, eNOS’un temel allosterik aktivatorudur. CaM’in spesifik bolgesine
baglanmasi, eNOS’'un rediktaz segmentinden katalitik merkezine olan elektron
transfer hizini artirir.

4-eNOS aktivitesi, serin 1177 (ser 1177) pargasinin fosforilasyonu ile regule edilir.
Fosforilasyonun aktivasyonu kinaz Akt ve 1si sok proteini 90’'na (Hsp 90) ihtiyag
duyar. Hsp 90, eNOS ve Akt arasinda kopru vazifesi gorur.

5-Subsrat L-arginin’in, eNOS’un katalitik bolgesine baglanmasi, kompetitif
antagonisti olan asimetrik dimetil arginin (ADMA) tarafindan inhibe edilir.

6-NO sentezi icin BH4 kofaktor olarak gereklidir. BHs'Un azalmasi; eNOS’un
ayrismasina yol agar, bu da eNOS tarafindan olusturulan NO yerine stperoksit (O2-)
uretimiyle sonuglanir.

7-NO duzenli bir sekilde olusturulsa dahi devaminda olusan superoksit anyonu
tarafindan inaktive edilir (6zellikle yiksek oksidan stres durumlarinda). Shear stres,
eNOS ekspresyonunu artirir. Asimetrik dimetilarginin (ADMA), NO’yu inhibe eder,
artmis ADMA duzeyleri de endotel disfonksiyonu ve ateroskleroz ile iligkilidir.

Nitrik oksit, endotel bagimli vazodilatasyonu, AT Il ve endotelin gibi endotel
kaynakli vazokonstriktorlerin etkisine kargi koyarak saglar. Ayni zamanda trombosit
agregasyonu ve adezyonu, Iokosit adezyon ve infiltrasyonu ile vaskuler diz kas
hicrelerinin proliferasyonunu inhibe eder. NO, LDL kolesterolin (LDL-C) oksidatif
modifikasyonunu engeller (20). LDL oksidasyonu, ateroskleroz gelisiminde major
mekanizma olarak dusunulmektedir (37). Bunun yaninda koroner plakta, plazmanin
ve makrofajlarin okside LDL igerigi akut koroner sendromun siddeti ile iligkilidir (38).
NO Uretimi ya da aktivitesindeki bozulma; vazokonstriksiyon, trombosit agregasyonu,
duz kas hucre proliferasyonu, |0kosit adezyonu ve oksidatif stres gibi aterosklerozu
artiran etkilere yol agar (39). Okside LDL-C, eNOS’u inaktive ederek NO Uretimini
inhibe eden kaveolin-1 sentezini artirir. Oksidatif stres, LDL'den badimsiz birkag
mekanizma ile NO Uretimi ve aktivitesiyle yarisir, 6rnegin serbest radikal stperoksid
anyonlart NO’yu cabucak inaktive eder ve NO sentezinde kofaktor olan BH4'U
ortadan kaldirirlar (20).
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ASIMETRIK DIMETIL ARGININ (ADMA)

1992 yilinda Vallance ve arkadaslari asimetrik dimetil arginin’i (ADMA) ilk
(Sekil 6) olarak insan plazma ve idrarinda NO sentazin endojen inhibitéri olarak
tanimlamiglardir (40).

Arginin rezidulerinin metillenmesi esnasinda PRMT (protein arginin metil
transferaz) enzimi tarafindan sentezlenir. ADMA’dan bagska SDMA (simetrik dimetil
arginin) ve L-NMMA (N-monometil L-arginin) de sentezlenir (Sekil 6 ve Sekil 7).
ADMA kadar gugli olan L-NMMA’nin (Sekil 6) plazmadaki konsantrasyonlari
ADMA’dan 10 kat daha dusuktar. SDMA’'nin plazmadaki konsantrasyonlari ADMA
kadar olsa da, NOS Uzerinde herhangi bir etkisi yoktur.

ADMA, SDMA ve L-NMMA’nin G¢u de PRMT enzimleri tarafindan sentezlenir.
Bu enzim sistemi, S-adenozilmetiyoninden (SAM) bir metil grubunu S-adenozil-
homosistein (SAH) olugsturmak uUzere arginine transfer eder. Daha sonra da

homosisteine hidrolize olur.

CH3 H.C CH CH; CHg
HN NH HN l\llH HN 3 \N/ 3 fll ILH
N\ 2 NI N\ AN
i i T |
0 0 " 0
7 7 7o 7
7 7 7o 7
7 7 T 0
CH CH CH CH

/ / / /
H,N COOH  H,N' “COOH HN “COOH  HN' “COOH

Arginin L-MMA ADMA SDMA

Sekil 6. Arginin, L-NMMA, ADMA ve SDMA’nin kimyasal yapilari.
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Sekil 7. ADMA sentez ve metabolizmasi.

PRMT enziminin 2 tipi tanimlanmistir. PRMT-1 (protein arginin metil
transferaz-1) histon, RNA binding proteini metillerken ADMA ve L-NMMA olusturur,
oysa PRMT-2 (protein arginin metiltransferaz-2) sadece miyelin basic proteini metiller
ve SDMA ve L-NMMA olusturur. Sekil 7’de de goéruldigu gibi ADMA ve L-NMMA,
DDAH (dimetil aminohidrolaz) ile sitrilin ve dimetilamin ya da monometilamine
indirgenir. DDAHIn 2 formu vardir. DDAH-1 ¢ogunlukla nNOS iceren dokularda,
DDAH-2 ise eNOS ya da iNOS igeren dokularda bulunur. Farmakolojik olarak
DDAH’In inhibisyonu ADMA’yi artirirken NO Uretimini azaltir. DDAH, endotel
hacreleri, beyin, pankreas gibi bircok organda bulunurken, ADMA
metabolizmasindan sorumlu baslica organlar karaciger ve bobreklerdir.

ADMA, NOS’un u¢ formunun da kompetitif inhibitdéridur ve yuksek L-arginin
konsantrasyonlarinda geri donusmektedir.

ADMA duzeylerindeki artigi 4 teorik mekanizmayla agiklayabiliriz.
e PRMT tarafindan artmis protein metilasyonu
e Uzamis proteoliz ve dnceden olusturulmus metilarginin salinimi
e Bozulmus renal atilim

e DDAH'’In bozulmus metabolizmasi

16



PRMT regulasyonu hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Gene de shear stresin
PRMT ekspresyon ve aktivitesini artirdigi ve kultire edilen endotel hucrelerinde

9y =

transkripsiyon faktért “nutkleer faktor (k-B)”U aktive ederek ADMA Uretimini stimule
ettigi bilinmektedir. Shear stres, kalp, bobrek yetmezligi, yuksek tuz igeren diyet gibi
hipervolemik sartlarda ADMA duzeylerinde artisa eslik edebilir. Artan proteoliz,
endotoksemi, hipertiroidizm, muskuler distrofi gibi hiperkatabolik durumlar da ADMA
artisina eslik edebilir.

ADMA birikimine Onculuk eden mekanizma bozulmus DDAH metaboliz-
masidir. Birgok deneysel calismada ADMA birikimi azalmig DDAH aktivitesi ile
birliktedir. Sisteinden indirgenen sulfhidril (SH) grubu DDAH aktivitesi igin dnemli
olup, bu enzim de oksidatif strese duyarlidir. Oksidatif stres ayrica, ADMA
olusumunu, endotel hucrelerinde artmis PRMT-1 ekspresyonuyla agiri serbest
oksijen turleri agida c¢ikararak stimule edebildigini agiklamaktadir. Ayrica DDAH, SH
grubunun nitrozotiollere nitrozilasyonuyla, iNOS tarafindan asiri miktarda NO dretimi
oldugunda inaktive edilebilir. iINOS tarafindan proinflamatuar sitokinler
olusturuldugunda NO Uretimini sinirlayabilir ve bu da ADMA’nin birikimine onculuk
edebilir. DDAH aktivitesindeki artis, NO Uretimini daha da artirir ki, bu da ADMA
konsantrasyonunda azalmayla sonuglanir (41).

ADMA'nin endotel disfonksiyonu icin yeni bir risk faktéri olabilecegi ileri
surtlmektedir. ADMA, NOS’un kompetitif inhibitoruduar. Plazma ADMA duzeylerinin
ateroskleroz, konjestif kalp yetmezligi v.b birgok kardiyovaskuler rahatsizliklarda
yukseldigi gosterilmistir (42).

Artmig  ADMA konsantrasyonlari hiperkolesterolemi, hiperhomosisteinemi,
diabet, periferal arteriyal okluzif hastalik, hipertansiyon, koroner arter hastalidi, kronik
kalp yetmezligi, preeklampsi, erektil disfonksiyon ve diger klinik durumlarla iligkilidir
(40).

Homosisteinin ateroskleroza neden olma mekanizmalari; artmis oksidatif
stres, fibrinolitik aktivite ve koagulasyonun modullasyonu, damar diz kas hicre
proliferasyonu ve endotelyal disfonksiyonunu kapsayabilmektedir.

Bu mekanizmalardan bazilarinin, NOS’un endojen inhibitorid olan ADMA’nIn
neden oldugu anormal NO Uretimi araciligi ile oldugu gdsterilmistir. Son zamanlarda
ADMA olusumunun homosistein metabolizmasi ile baglantili olabilecegi bildirilmistir;
bundan dolayidir ki hiperhomosisteinemi ADMA konsantrasyonlarinda artisa neden

olabilmektedir. Hiperhomosisteinemi ve artmigs ADMA dlzeyleri arasindaki bag,
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hiperhomosisteinemisi olan maymunlarda ve oral metiyonin ylUklemesinden sonra

insanlarda bildirilmistir (43).

ADMA hakkinda bilinenler

e NOS’un kompetitif inhibitoru.

e Protein turnover truna.

o DDAH tarafindan metabolize edilir.

e Bobreklerden atilir.

e Doku kuiltirinde ve hayvan deneylerinde ekzojen ADMA verilmesi
NO-olusumunu inhibe eder.

e insan 6n koluna intraarteriel ADMA inflizyonu, endotel bagimh vazodilatasyonu
inhibe eder.

e Insanlarda ADMA inflizyonu, kardiyak output'u azaltir, sistemik vaskuler direnci
artirir.

e Plazma ADMA konsantrasyonu, endoteliyal disfonksiyon ve/veya azalmis
NO-uretimi ile iligkili hastaliklarda artar (44).

ASIMETRIK DIMETIL ARGININ METABOLIZMASINI ETKILEYEN iILAGLAR

Antioksidanlar

Oksidatif stres, aterosklerozda o6zellikle plazma lipoproteinlerinin oksidatif
modifikasyonlarinda &énemli rol oynamaktadir. Bununla beraber, buglne kadar
yapilan klinik caligmalarla akut kardiyovaskller vakalarda E ya da C vitamin
suplementasyonunun durumu iyilestirme ya da koétllestirme Uzerinde herhangi bir
etkisi olmadigi ortaya konulmustur. Bunun yaninda az sayida Kklinik c¢alisma
antioksidanlarin artmis oksidatif stresi olan hastalarda kardiyovaskuller prognozu
dlzeltebilecegini belirtmigtir.

Deneysel calismalar, birgok antioksidanin LDL, hiperglisemi ve homosistein
gibi farkli prooksidan ajanlarla DDAH aktivitesini korumasina, ADMA olugsumunun
azalmasina neden oldugunu gostermektedir.

Siganlarda, E vitamini ile 6n tedavi (100 mg/gin 5 gin sureyle) LDL

enjeksiyonuyla olusturulan ADMA duzeylerinin artisini onlemistir.
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Saran ve arkadaslari, E vitamininin (800 U/glin 8 hafta) kronik renal yetmezligi
olan 8 hastada ADMA dizeyini %14 dusurdigunu gozlemlerken, kontrol grubunda
tedaviden sonra ADMA konsantrasyonlari anlamli derecede yuksek bulunmustur.
Renal yetmezligi olan hastalara karsilik, saglikh bireylerde E vitamininin herhangi bir
etkisi yoktur. Kronik bdbrek hastaligi olanlarda plazma SDMA duzeyleri iki kat daha

fazla olmasina ragmen E vitaminiyle azaltilamamistir.

Homosisteini Azaltan Vitaminler

Homosistein, metiyonin metabolizmasinin ara Urinu olan bir aminoasittir.
Artmis homosistein konsantrasyonlari, ateroskleroz, Alzheimer hastaligi, intrauterin
bayume geriligi ve konjenital noral tip defektleri gibi birgok hastalikla iligkilidir. Birgok
c¢alisma, kultire elmis hlcrelerde homosisteinin ADMA olugsumunu stimule ettigini ve
plazma ADMA duzeylerinin hayvanlarda ve insanlarda hiperhomosisteinemiyle
arttigint  gostermistir.  Homosistein plazma konsantrasyonlari, homosistein
metabolizmasindaki enzimlerin kofaktorleri olan folik asit, Bs ve Biy vitaminleriyle
dusurulebilir. Bununla beraber son yapilan randomize c¢alismalar, bu vitaminlerin
homosistein duzeyini disurmesine ragmen, akut kardiyovaskuler vakalari dnlemede
basarisiz olduklarini isaret etmektedir.

Buglne kadar, bir hayvan, dort klinik c¢alisma homosistein dusuricu
vitaminlerin plazma ADMA duzeyleri Gzerindeki etkisine deginmisgtir.

Metiyoninden zengin diyetle hiperhomosisteinemik yapilan maymunlara 6 ay
(plazma homosisteinde 2.7 kat artig) folik asit (5 mg/kg), B4z vitamini (4 mg/kg) ve Bs
vitamini (20 mg/kg) verilmesi plazma homosistein dizeyini dugsurmusg, fakat ADMA
konsantrasyonu uUzerinde higbir etki olusturmamistir.

Hiperhomosisteinemiyle birlikte periferal arteriyel okluzif hastaligi olan 27
kisiye 8 hafta folat (10 mg/kg), B4 vitamini (0.2 mg/kg) ve Bg vitamini (20 mg/gun)
verilmesi, plazma homosistein duzeylerini yaklasik %50 oraninda dusururken, ADMA
ya da SDMA konsantrasyonlarinda higbir etki olusturmamistir.

Cift kor, randomize bir galismada, hiperhomosisteinemisi olan hastalara B
vitamin karisimi 6 hafta sureyle (folik asit 5 mg/gun+Bs 50 mg/gun+B4, 0.05
mg/gun+B4 50 mg/gln) verilmesi plazma homosisteinini yaklasik %30 dusururken,
arginin, ADMA ya da SDMA'yi etkilememistir.
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Buglne kadar sadece bir calisma folik asitle ADMA duzeylerinde anlamli
azalma oldugunu gostermistir. Bu ¢alismada hiperhomosisteinemisi olan 21 hastaya
bir hafta 5 mg/gun folik asit uygulamasini takiben 37 hafta 1 mg/gun, son 14 hafta
icin 0.4 mg/gun uygulanmistir (Bs ve B12 kullaniimamistir). 6 hafta ve 12 ay sonra
plazma homosistein seviyleri yaklasik %50 oraninda dusmustur. 6 ve 12. haftadaki
ortalama plazma ADMA duzeyleri baslangi¢c degerine gore %70 ila 85 daha duguktur
(41).

HOMOSISTEIN

Homosistein (Hcy) ilk olarak 1932 yilinda Butz ve Du Vigneaud tarafindan
tanimlanan sulfur iceren bir aminoasittir (Sekil 8) (45).

Serbest sulfhidril grubu tasiyan bir aminoasit olan homosistein diyetle alinmaz,
proteinlerin yapisina katilmaz ve sadece metiyonin metabolizmasinin bir ara Urunu
olarak vucutta olugturulur (45).

Remetilasyon yoluyla tekrar metiyonine donlgerek ya da transsulfurasyon
yoluyla sistein, metilmalonik asid ve 2-metilsitrik aside donuserek metabolize edilir.
Homosisteinin (Hcy) plazmada bulundugu doért formu sekil 9'da yer almaktadir:
1- %1- 2'si serbest form, 2-%70-80'i plazma proteinlerine 6zellikle de albumine bagli
form, 3-%20-30'u homosistein dimerleri olusturmak Uzere kendi kendisiyle bagli form
ya da 4- sistein gibi diger tiol yapilariyla birlesmis homosistein-sistein karma disulfit
formu (46), (Sekil 9).

NH,
H(|3—CH2—CH2—SH
COOH

Sekil 8. Homosisteinin kimyasal yapisi.
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o
{bHey)

- o e : \ Tatal
o s SOt Homosistein-sistein kama disifit L homo-
b1 1P NH Homosistein Serbest sistain

HC=CHy - CHy -5 -5 -0y O l:::H=I u r
CO0H CO0H form {tHcy)
) (fHcy)
NH; .
HC-CH, (W -5H Homosistein (sOifdril fommu)
OO J J

Sekil 9. Homosisteinin plazmadaki formlari.

Diyetle alinan metiyonin organizmada metiyonin adenozil transferaz enziminin
etkisiyle dnce S-adenozil metiyonine (SAM) daha sonra da S-adenozil homosisteine
(SAH) donusur. SAH, homosisteini olusturmak Uzere hidrolize olur. SAM, nukleik
asitler, norotransmiterler, fosfolipidler ve bazi hormonlar i¢cin metil dondraduar. Ayni
zamanda SAM, homosisteinin hangi metabolik yola girecedinin belirlenmesinde

onemli bir regulatordar.

HOMOSISTEIN METABOLIZMASI

Metiyoninin demetilasyonu ile olusan Hcy iki farkli metabolik yola girer: Sekil
10’da remetilasyon ve transsulfirasyon yollari gdsterilmistir. I)Remetilasyon: Bu
yolda Hcy, kofaktor olarak vitamin Biz (kobalamin)'nin, substrat olarak da 5-
metiltetrahidrofolatin (MTHF) kullanildigi ve metiyonin sentaz enziminin gorev yaptigi
bir reaksiyonla metillenir ve metiyonine tekrar donugur. Bu metabolik yolun substrati
olan 5-MTHF, termolabil metilentetrahidrofolat reduktaz enziminin katalizledigi bir
reaksiyonla metilentetrahidrofolattan (diyetle alinan folattan derive edilen) sentezlenir
ve dolayisiyla folik asit eksikliklerinde remetilasyon yolu i¢in gerekli substat miktari da

azalir.
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Remetilasyen Yolu

Metionin
M
Tetrahidrofolat E S Adenosil metionin
T Ietil verici
F a -
/NN dimetil I g
Ms / glisin (o] //M;:il transferaz
/ M
B12 | | [ “aMetil alici
5-10 metilen II [ BHMT N
tetrahidrofolat I | S Adenosil homosistein
| \ s
\ |
MTHFR Betain K
L
5 metil tetra U
hidrofolat S
U
Homosistein Trans
sUIfa
CBS B& rasyon
Yolu
Sistatiyonin
Sistationaz \
BE
Sistein o Keto butirat
MS:Mstionin Sentaz MTHFR:Metilen tetra hidrofolat redikiaz
BHMT:Eetain hidro metil transferaz CBS:Sistationin beta sentaz
B12:Vitamin B12 B&:Vitamin BS

Sekil 10. Homosistein metabolizmasi (48).

) Transsulfurasyon: Bu metabolik yolda Hcy, kofaktor olarak vitamin Beg'yi
(piridoksin) kullanan sistationin P sentaz (CpS) enzimi araciligiyla sistationine cevrilir.
Sistationin, vitamin Bg'nin kofaktérliginde sistationinaz enzimi ile sistein ve a-keto-

butirata cevrilir, a-ketobutirat ise 2-metilsitrik asit ve metilmalonik asite pargalanir
(47).
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Tablo 4. Hiperhomosisteinemi nedenleri (48).

Genetik faktorler Hastaliklar
5-10—Metilentetrahidrofolat reduktaz Vitamin yetmezligi (folat, vitamin B,
(MTHFR) eksikligi vitamin Bg )
Sistatyonin beta sentetaz eksikligi Kronik bdbrek yetmezligi
Vitamin B4z koenzim sentezi ve transport j Hipotroidizm
defekti Diabet
Metiyonin sentetaz eksikligi Pseuriyazis

Homosisteinuri Malignensiler (meme, over, pankreas

karsinomu )
Fizyolojik faktorler

Erkek cinsiyet llaglar

Menapoz Kolesterol dusuruculer (kolestiramin,
Azalmig glomeruler filtrasyon hizi nikotinik asit, fibrik asit)

Artmig kas kitlesi Antikonvulzanlar (fenitoin,

Yasam tarzi: karbamezepin)

Fiziksel aktivite Seks hormonlari (androjen)

Digerleri: Siklosporin, diuretik, L- Dopa,
teofilin, trimetoprim, metotraksat,
levodopa, metyonin yuklemesi (oral,
parenteral, peritonal), teofilin,

trimetoprim

Homosistein duzeyi artisinin metabolik etki mekanizmalariyla ilgili degisik
gérusler vardir. Hiperhomosisteineminin nedenleri bes ana baslik altinda toplanmistir
(Tablo 4).

Cook S ve arkadaslari endotelial disfonksiyon ve aterotromboz gibi vaskuler

etkileri, homosisteinin otooksidatif potansiyeline baglamiglardir (49).

Homosistein, primer olarak metiyonin demetilasyonunda sentezlenir. Burada
SAM (S adenozil metiyonin), SAM metiltransferazla, SAH (S adenozil homosistein)’a
cevrilir. SAH ise SAH hidrolaz ile homosisteine donuasturulir. Tyagi N. ve

arkadaslarinin bulgulari sunlardir: Homosistein birikimi sellller oksidatif streste dncu
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artiricidir; sellller oksidatif stresi, mitokondrial tioredoksin ve peroksiredoksin
dusurur, NADH oksidaz aktivitesi artirir (50).

Stamler JS. ve arkadaslari yuksek duzeydeki homosisteinin, ateroskleroz ve
tromboz riskini artirmasinin molekuler temelinde homosisteinin sulfhidril grubunun
reaktivitesinin roll Uzerinde durmuslardir. Vazodilator ve antitrombosit etkili S-
nitrosotioller artan sayidaki kanitlarca, NO ve EDRF varhiginda olusmaktadir. Bu
nedenle homosisteinin S-nitrosolanmasinin tiole bu yararli aktiviteleri verdigini ve
patojenitesini durdurdugunu ©6ne surmuslerdir. Endotel hicrelerinin homosisteine
uzun sure (> 3 saat) tabi tutulmasi ile EDRF yanitinda bozulma olusturdugunu
saptadilar. Calisma sonucuna gére normal endotel EDRF salarak homosisteinin
potansiyel kotu etkilerini, kompleks S-NO-homosistein olusturarak ayarlar. Suregen
endotelial disfonksiyon, NO ile homosistein dlzeyleri arasindaki suregen dengesizlik
homosisteinin kot vaskuler etkilerine sebep olabilir (51).

Yine homosistein HyO, (hidrojen peroksit)i artirip, NO’yu ise oksidatif
inaktivasyona daha duyarli hale getirerek endotelial hucrelerin H2O.'yi detoksifiye

etme yetenegini azaltir (52).

Homosistein plazma ile karistirildiginda hizla kendi kendine okside olarak
homosistin, karma disulfitler ve homosistein tiolaktona donustr (53).

Homosistein’in kendi kendine oksidasyonu (oto-oksidasyonu) esnasinda agiga
¢clkan superoksit ve hidrojen peroksit gibi oksijen serbest radikallerinin,
hiperhomosisteineminin vaskuler toksisitesinde rol aldiklari saniimaktadir (53).

Homosistein’in oto-oksidasyonu superoksit anyonu ve hidroksil radikalleri gibi
diger sitotoksik reaktif oksijen radikallerini de agiga ¢ikarir. Siperokside bagli olusan
hidroksil radikallerinin endotel plazma membraninda ve lipoprotein partikillerinde
lipid peroksidasyonunu baslattigi gosterilmistir. Yine homosistein oto-oksidasyo-
nunun dusuk dansiteli lipoproteinlerin oksidasyonunu superoksit anyon radikalleri
araciligi ile destekledigi gosterilmistir (53).

Endotele bagh nitrik oksit de homosistein tarafindan olumsuz yonde etkilenir.
Normal endotel hicreleri oksijen varliginda nitrik oksit Ureterek homosisteini,
Snitroso- homosisteine ¢evirerek non-toksik hale getirir (51).

Homosistein vaskuler fonksiyonu bozarak aterosklerozda komplikasyon riskini
artirir (54). Hiperhomosisteineminin ateroskleroza yol agma mekanizmalarindan bir

tanesi de NO yolagidir (51). Endotelyal NO vazodilatérdir ve anti-trombosit etkileri
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vardir. Hiperhomosisteinemide endotel bagimli gevsemenin bozulmasi NO'nun biyo-
yararlaniminin azalmasi sonucunda olmaktadir. Biyoyararlanimin azalmasi baslica;
uretiminin azalmasindan, yikiminin artmasindan veya nitrozotiyol turevlerinin
olusmasindan kaynaklanmaktadir. Homosisteinin NO Uretimini etkilemesi bilinen bir

konu olmasina ragmen mekanizmasi tam olarak anlasilamamistir (55).

ADMA, o6zellikle endotel huicreleri tarafindan sentezlenen NO yolaginin énemli
bir endojen regulatorudur. ADMA duzeyindeki artigin, endotel disfonksiyonunun
derecesi ile korelasyon gosterdigi bildirilmistir ve ADMA'nin endotel disfonksiyonunun
yeni bir belirteci olabilecedi ileri surulmektedir (54). ADMA, c¢ogdunlukla endotel
hicrelerde ve bdbrekte bulunan dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz (DDAH) enzimi
tarafindan L-sitruline ve dimetilamine metabolize olur. ADMA duzeyinin artmasinin

onemli bir nedeni DDAH fonksiyon yetersizligidir (56, 57).

HOMOSISTEIN METABOLi{ZMASINDA ROL OYNAYAN VITAMINLER
(58)

Vitamin Bg

Vitamin Bg, dogal olarak olusan piridoksol (piridoksin), piridoksamin ve
piridoksalin ortak adidir (Sekil 11).

Piridoksol isiya dayanikli oldugu halde piridoksamin ve piridoksal yuksek

sicaklikta hizla yikilirlar. Bu maddeler, isikta 6zellikle UV altinda bozunurlar.

Vitamin Bg en fazla maya, piring kabuklari, yumurta sarisi, tahil ve sebzelerde;
daha az miktarda karaciger, bobrek, balik ve sutte bulunur. Vitamin Bg bagirsaklardan
kolayca emilir ve sitoplazmik piridoksal kinazin katalizledigi reaksiyonda ATP

tarafindan fosforillenir.

H,C._ N

| ma
HO™ N CH,OH

CH,OH

Sekil 11. Vitamin Bg'in kimyasal yapisi.
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Sekil 12. Schiff bazi.

Piridoksol, piridoksal ve piridoksamin insan ve hayvan organizmasinda
birbirine degisebilir, dokularda fosfat esterleri halinde bulunurlar, etkili sekli piridoksal

ve Ozellikle piridoksal fosfattir.

Piridoksal fosfat ve piridoksamin fosfat koenzim olarak aktiftirler. Koenzim
piridoksal fosfat, apoenzimine Schiff bazi (-CH=N-) yoluyla ve bir tuz kdprusu
yoluyla baglanir. Substrat yokken piridoksal fosfatin 4-aldehit grubu apoenzimin lizil

kalintisi ile Schiff bazi (Sekil 12) baglantisi iginde bulunur.

Substrat olarak bir amino asidin a-amino grubu, enzimdeki lizil kalintisinin ¢-
amino grubunu yerinden c¢ikararak yeni bir Schiff bazi olusturur; koenzim enzime tuz

koprusu ile bagli kalir.

Piridoksal fosfat amino asitlerin ara metabolizma reaksiyonlarinda rolu olan
enzim sistemlerinin  kofaktorlerini  olusturur; bu enzimler, a-amino asitlerin
transaminasyonu, dekarboksilasyonu ve rasemizasyon reaksiyonlarini katalize

ederler.
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alfa ketobutirat sistein

Sekil 13. Piridoksal fosfat'in koenzim olarak gérev aldigi homosisteinden sistationin,

a-ketobutirat ve sistein olusum reaksiyonu.

Sekil 13’te goérulduglu gibi piridoksal fosfat, homosistein-sistein arasinda
kUkartli grup tasinmasinda ve sisteinden —SH grubunun ¢ikariimasinda da koenzim

olarak gorev alir.

Piridoksal fosfat, amino asitlerin hucreye girmesini ve hucrede toplanmasini

saglayan faktorlerden biridir.

insanlarda fazla miktarda alinan vitamin Bg, 4-piridoksik aside oksitlenir ve bu

sekilde idrarla atilir.

insanlarda giinlik vitamin Bg gereksinimi 2 mg olarak tahmin edilmektedir;
bagirsak kanalindaki mikroorganizmalarin sentez ettigi vitamin Bg, gunlik ihtiyacin
bilinmeyen bir boluminiu karsilar. Vitamin Bg amino asit metabolizmasi ile yakindan
ilgili oldugu icin proteince zengin besinler vitamin Bg gereksinimini artirirlar. ileri

yaslarda da vitamin Bg gereksinimi fazladir.

Erigkin insanlarda vitamin Bg eksikligine bagl olarak olusan spesifik hastalik
sendromu bilinmemektedir. Ancak tuberkulloz tedavisinde kullanilan izoniazid veril-

mesiyle vitamin Bg eksiklik belirtileri meydana getirilmigtir ki, bunlar, mikrositer
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hipokrom anemi ve cocuklarda konviilziyonlardir. insanlarda ve memeli hayvanlarin
cogunda vitamin Bgs eksikliginde 10 gram triptofan yuklenmesinden sonra idrarla
ksanturenik asit atilmasi olur ve bu bilesik FeCl; ile koyu yesil renkli bir kompleks

olusturur.

Siganlarda vitamin Bg eksikligi, buyimenin durmasi, kuyrukta, kulaklarda,
agizda, pencelerde odem ve pullanma ile birlikte seyreden dermatitis ile

karakterizedir; siganlar gurultiye karsi ¢cok duyarlidirlar, epileptiform nobetler gorular.

Folik Asit

Folik asit (Sekil 14), pteroilmonoglutamik asittir; pteroik asit kismi, birbirine
metilen kdprusu ile bagl substitue bir pteridin halka sistemi ve p-aminobenzoik
asitten (PABA) ibarettir.

Folik asit, dogada en ¢ok yesil yapraklarda ve karacigerde bulunur; pisirmekle

besinlerdeki folik asidin yarisi kaybolur.

Folik asit bitkilerde y-glutamil baglari ile baglanmis pteroilheptaglutamat
seklinde, karacigerde ise pteroilpentaglutamat seklinde bulunur. Pteroilheptaglutamat
ve pteroilpentaglutamat, spesifik bir grup ince bagirsak enzimi ile pargalanirlar ve

folik asit, pteroilmonoglutamat seklinde ince bagirsaktan emilir.

ince bagirsaktan emilen folik asidin blyik kismi bagirsak hiicresi iginde 7,8-

dihidrofolat (H,-folat) Uzerinden 5,6,7,8-tetrahidrofolata (H,-folat) indirgenerek
aktiflenir (Sekil 15).

Sekil 14. Folik asidin kimyasal yapisi.
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Sekil 15. Tetrahidrofolik asidin kimyasal yapisi.

Tetrahidrofolik asit, metil (~CH,), hidroksimetil (~CH,-OH), metilen (-CH,-),
metenil (—~CH=), formimino (-~CH=NH), formil (-CHO) gibi tek karbon atomlu gruplarin

bir molekilden digerine aktarilmasini saglayan enzimlerin kofaktéridir. Tek karbon
atomlu gruplar tetrahidrofolik asidin 5 veya 10 numaral azot atomlarina (N° veya N')
veya her ikisine ortak olarak (N° veya N'%) baglanabilirler ve tetrahidrofolik asidin

tasidigi tek karbon atomlu gruplar enzimatik reaksiyonlarla birbirlerine donusebilirler.

N®, N'°- metilentetrahidrofolat, tetrahidrofolat metabolizmasinda cok énemli bir
rol oynar; baslica serin ile tetrahidrofolat arasindaki reaksiyon sonucu olusur;
tetrahidrofolat igin tek karbon atomlu gruplarin baslica kaynagi serindir. N°, N'-
metilentetrahidrofolat, DNA sentezi igin gerekli bir 6n madde olan timidilat olugsmasi

icin 2-deoksiuridilata metil grubu saglamaktadir.

Timidilat olusmasi, tetrahidrofolatin oksidasyon ile dihidrofolata donlismesini

saglayan tek bir karbon atomlu grup transferi reaksiyonudur.

N°-formiminotetrahidrofolat, tetrahidrofolata histidinin yikilmasi sirasinda
olusan formiminoglutamat (FIGLU) tarafindan formimino grubunun transferiyle olusur
ki folik asit eksikliginde histidinin agizdan verilmesi durumunda N°-formiminotetra-
hidrofolat olusamaz ve FIGLU birikimi olur. Folik asit eksikliginin tanisi igin histidin

yiklemesi yapilir; folik asit eksikse biriken FIGLU idrarla atilir ve idrarda saptanir.

N°-metiltetrahidrofolat, genellikle tetrahidrofolata metil kaynaklari olan kolin ve
betainden metil transferi ile olusur. Bu olay bagirsak hicresi iginde olmaktadir,

saglkh insanlarda agiz vyoluyla folik asit alindiktan sonra plazmada N°>-
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metiltetrahidrofolat gecici olarak artmaktadir. N°-metiltetrahidrofolat, vitamin Bi,

varliginda homosisteine metil vericisi olarak davranir.

Vitamin B4z ve diger bazi faktorlerle birlikte folik asit, kan hucrelerinin
yapiminin dizenlenmesinde gorev yapmaktadir; folik asit ve vitamin B1; eksikliginde

megaloblastik anemi ortaya cikar. N'%-tetrahidrofolat, piirin sentezinde gérev alir.

Folik asit bitkilerde ve hayvanlarda yaygin oldugundan eksiklik haline pek
rastlanmaz. Siganlarda folik asit eksikligi, diyete sulfonamid eklemek suretiyle,
olaslilikla bagirsak bakterileri tarafindan p-aminobenzoik asitten folik asit sentezinin
inhibisyonu sonucu olarak kolaylikla olusturulabilir. Folik asit eksikliginde purin
biyosentezi ve dolayisiyla nukleik asit biyosentezi bozulur; bu durum, kan tablosuna
yansir, megaloblastik anemi, I6kopeni ve trombositopeni ortaya ¢ikar. Folik asit
eksikliginin I0kosit olusumunu Onlediginin gozlenmesi, folik asit antagonistlerinin
|I6semi tedavisinde kullaniimasina yol agmigstir; aminopterin ve bunun N'%-metil tiirevi
olan ametopterin, folik asit antagonistleri olarak purin sentezini ve dolayisiyla

|6semideki I6kosit proliferasyonunu onlerler.

Vitamin B4,

Vitamin B12, yapisinda porfirin halka sistemine benzeyen korrin halka sistemi
ve bir nukleotid bulunan kirmizi renkte ve kristalli bir bilesiktir. Vitamin Bq,, sadece
Ozel sartlarda izole edilebilir ve genellikle izolasyon artefakti olarak kobalta bir siyano
(—CN) grubu bagh bulunur ki, bakteriyel fermantasyon yoluyla elde edilen dogal
vitamin By, siyanokobalamin olarak bilinir. Hayvanlar ve bitkiler siyanokobalamini
sentez edemezler. Normal hayvan karacigerinde kobalamin, metilkobalamin, 5-
deoksiadenozil kobalamin ve hidroksikobalamin halinde bulunur. 5"deoksiadenozil-
kobalamin, koenzim Bs.'dir ki, bu bilesikte 5-deoksiadenozil grubunun C-5' atomu,

merkezdeki kobalt atomuna kovalent bir bag ile baghdir.

Vitamin B, etkisini gdsteren maddeler en ¢ok karaciger ve bdbrekte olmak
uzere et, sut, yumurta ve balikta bulunur; bagirsak bakterileri de vitamin B

sentezleyebilirler.

Vitamin B4z, ince bagirsagin ileum kismindan emilir. Vitamin Bq2’nin emilimi
icin, kobalaminin mide mukozasinin paryetal hucreleri tarafindan salgilanan ve ileri
derecede spesifik bir glikoprotein olan intrinsik faktdre badlanmis olmasi gerekir.

Tukurik bezleri ve mide tarafindan salgilanan, R proteinleri diye bilinen proteinler asit
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pH'da intrinsik faktorden 50 kat saglam bir sekilde kobalamini badglarlar. R
proteinlerinin bagladi§i kobalamin, pankreas kokenli proteazlar tarafindan R
proteinlerinin pargalanmasi suretiyle serbestlestirilir ve sonra intrinsik faktore
baglanir. Pankreas yetmezliginde kobalamin molekulleri normal emilim igin intrinsik
faktore baglanmak Uzere R proteinlerinden serbestlesemezler ve vitamin Bq;
emilemez. Kobalamin-intrinsik faktér kompleksi ileum mukozasini gegerken intrinsik
faktor serbest birakilir ve kobalamin, transkobalamin Il denen bir tasiyici proteine
transfer olur. Kobalamin-transkobalamin 1l kompleksi, spesifik hicre yuzey
reseptorlerine baglanir ve endositoz yoluyla hicreye girer; hicre sitoplazmasi iginde
kobalamin, hidroksikobalamin halinde serbestlesir. Transkobalamin | denen bir baska
tasiyici protein, vitamin Bi2’nin gogunu sitoplazmada tagsir, transkobalamin [I'in
karacigerde vitamin B42'yi depo etme goérevi oldugu gosterilmigtir. Karacigerde
depolanan kobalamin, safra icinde salgilanir ve enterohepatik dolanima katilir;

enterohepatik dolanimin bozuldugu durumlarda eksojen kobalamin gereksinimi artar.

Vitamin B42'nin metabolizma reaksiyonlarinda etkili olan sekli koenzim B,'dir.
Sekil 16'da da goéruldugu gibi koenzim B1,, metiyonin biyosentezinde, metilmalonil-
CoA’nin suksinil-CoA’'ya dontisumunde ve ribonukleotidlerin deoksiribonukleotidlere

indirgenmesinde rol alir.

Megaloblastik anemide gozlenen norolojik bozukluk, nisbi bir metiyonin

eksikligine bagh sekonder bir olay olabilir.

Mideden vyeterli intrinsik faktér salgilanmadidi durumlarda vitamin B
eksikligine bagli pernisiydbz anemi diye tanimlanan megaloblastik anemi tablosu
ortaya cikar. Hayvansal kaynakli besinlerle beslenmeyen insanlarda da vitamin B,

eksikligi gozlenmistir; insanlarda gunluk vitamin B4z ihtiyaci 2,5 pg kadardir.

H H o H H
| | {/ koenzim B | | 4
H-c—c—C < 2 > H c—Cc—FC
| | \O metilmalonil-CoA mutaz | | \O_
H o H /C
4 /4
O \S-CoA O S-CoA

Sekil 16. L-metilmalonil-CoA’nin slksinil-CoA’ya donlsum reaksiyonu.
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Hayvanlarda dogal olarak meydana gelmis vitamin Bi, eksikligi saptanma-
migtir. Vitamin Bq, eksikliginde domuzlarda buyumenin durdugu, ishal, kusma,
hareket bozukluklari, agiz mukozasinda yangi; geng tavuklarda biyumenin durdugu,
yetigkin tavuklarda yumurta veriminde ve yumurtadan kulugka ¢gikmasinda azalma

goralur.

Vitamin C (Askorbik Asit)

Askorbik asit, kimyasal yapi bakimindan gulonik asidin endiol laktonudur (Sekil
17); suda ¢Ozunen vitaminler arasinda en az stabil olanidir, 1siya karsi 6zellikle

dayaniksizdir.

Askorbik asit, insanlarda ve diger primatlarda ve kobayda esansiyeldir;
incelenen diger butun hayvanlarda ve bitkilerde D-glukozdan, glukuronik asit
uzerinden sentezlenir. Askorbik asit, memelilerde karacigerde; kuslar, kurbagalar ve
suringenlerde ise bobreklerde sentezlenir. Mikroorganizmalar askorbik aside

gereksinim duymazlar ve sentez etmezler.

Hayvansal dokulardan bobrek ustu bezi, karaciger ve sut en yuksek askorbik
asit konsantrasyonuna sahiptir. Bitkiler aleminde en dnemli askorbik asit kaynaklari
yesil sebzeler, meyveler, domates, acisiz bir kirmizi biber olan paprika ve

turuncgillerdir.

Askorbik asit, ince bagirsaklardan kolayca emilir, hucre zarini ge¢mesi,
olasilikla lipidde ¢ozUnebilir dehidroaskorbik asit seklinde olur; dehidroaskorbik asit

hicre icine girdikten sonra askorbik asit sekline indirgenir.

insanlarda kan plazmasindaki askorbik asit miktari %1 mg kadardir; fazla
miktarda askorbik asit alinmasindan sonra %1,5 mg olan bébrek esigini asabilir. Agiz
yoluyla 9 gram askorbik asit alinmasindan sonra idrarla atilan oksalik asit iki katina
cikar; askorbik asit insanda oksalata gevrilebilir ve idrarla atilan oksalatin kalsiyum

tuzu bdbrek taslari olusturabilir.
N C—— CH,OH
HO H

Sekil 17. Vitamin C’nin kimyasal yapisi.
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Askorbik asit, bazi oksidoreduksiyon olaylarinda kosubstrat olarak gorev alir;
tirozin metabolizmasinda dopaminden noradrenalin sentezi, tirozin metabolizmasinda
p-hidroksi fenil pirivatin homogentizata oksidasyonu ve homogentizatin maleoylase-
toasetata oksidasyonu, karnitin biyosentezi, kolesterolden primer safra asitlerinin
sentezi, kollajen sentezinde prolinin hidroksilasyonu, folik asidin Hs-folata enzimatik

indirgenmesi olaylarinda etkilidir.

Askorbik asit, demirin ince bagirsaklardan emilimini ve depolardan mobilizas-
yonunu artirir; glukozdan glikojen olusumunda 6nemli rol oynadidi bildirilmigtir;

antienfeksiydz etkisinden de s6z edilmektedir.

insanlarda ginliik askorbik asit gereksiniminin 30-40 mg oldugu kabul edilir;
sut cocuklarinda 30 mg vyetiskinlerde 70 mg oldugunu kabul edenler de vardir.
Gebelik ve laktasyon sirasinda, stres ve ates hallerinde askorbik asit gereksinimi

artar.

Askorbik asit eksikliginde insanlarda skorbut hastaligi meydana gelir. Skorbut
hastaliginda, kolajen metabolizmasi bozukluguna baglh olarak kemik yapimi ve
bayumesinde degisiklikler; subperiosteal kanamalar; diglerin gevsemesi ve dismesi;
deride sertlik ve catlaklar goérulur. Gizli askorbik asit eksikliginin belirtileri, ilkbahar
yorgunlugu, enfeksiyonlara yakalanma riskinin artmasidir. Vitamin C eksikliginde

sekonder bir Hs-folat eksikligi de gelisebilir.

Kronik olarak asiri derecede yuksek doz Vitamin C alinmasi, kalsiyum oksalat
taglari olusmasina ve gastrointestinal kanaldan diger vitaminlerin ve ilaglarin

emilmesinin engellenmesine neden olabilir.

Askorbik asit eksikligi olan hayvanlar igtahlarini kaybederler, eklemleri siser ve

duyarhilik kazanir; arka ayaklarini uzatarak yatarlar.

Vitamin E

Vitamin E, dogal olarak olusan yedi tokoferollu ifade eden jenerik bir isimdir.
Tokoferoller, tokol ¢gekirdeginden tiremislerdir; aralarindaki farkhlik, tokol gekirdeginin
farkh yerlerine farkli sayida metil grubu eklenmis olmasindan ileri gelmektedir (Sekil
18).
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Sekil 18. Tokol, a-tokoferol, B-tokoferol, o&-tokoferol ve y-tokoferolun kimyasal

yapilari.

Tokoferoller sarimsi yaglardir; suda c¢6zunmezler, yadda ¢ozunurler;
oksitlenmeye karsi duyarlidirlar; oksijensiz 1siya 200°C’ye kadar dayanirlar; UV isikta

yikilirlar.

Cesitli tokoferollerin biyolojik etkinlikleri arasinda farklar vardir. Bir vitamin
olarak dogada en yaygin sekilde dagiimis bulunan ve en buyuk biyolojik aktiviteye

sahip olan tokoferol, a-tokoferoldur (Sekil 19).

Hj
OH CHj
N |
CH2_CH2-CH2-CH)3_CH3
HsC o)
| Hy
CHj3

Sekil 19. a-tokoferolun kimyasal yapisi.
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a-tokoferol, bitkilerde olasilikla mevalonik asit Gzerinden sentez edilir; 6zellikle

cimlenmekte olan tahil tohumu tokoferol bakimindan zengindir.

Tokoferoller, yagda ¢ozunen vitaminler olarak lipidlerle birlikte digsaridan
besinlerle alinirlar. a-tokoferol ince bagirsaktan kolayca emilir; olasilikla silomikronlar
icinde karacigere ve buradan periferik dokulara lipoproteinler icinde tasinir.
Mitokondri fosfolipidleri, endoplazmik retikulum ve plazma membrani a-tokoferole

karg! spesifik afiniteye sahiptir; vitamin E, buralarda konsantre olarak depolanir.

Vitamin E’nin en az iki metabolik roll vardir; doganin en gugli yagda ¢dzinen
antioksidani olarak hareket etmek ve selenyum metabolizmasinda spesifik fakat tam

olarak anlasilmamis bir rol oynamaktadir.

Vitamin E, vitamin A’yi, karotenleri, doymamig yag asitlerini ve tiyol gruplarini
oksitlenmeye kargi korur. Vitamin E, selluler ve subselltiler membran fosfolipidlerinde
bulunan poliansatire yag asitlerinin peroksidasyonuna karsi ilk savunma hattini
olusturuyor gibi goziukmektedir; tokoferoller, fenolik bir hidrojeni, peroksidasyona
ugramis bir poliansatire yag asitlerindeki serbest peroksit radikaline aktarabil-
melerinin sonucu olarak serbest radikal zincir reaksiyonlarini kirarak antioksidan bir

davranig ortaya koymaktadirlar.

Yeterli miktarda vitamin E varliginda bile olusan peroksitler, selenyum

gerektiren glutatyon peroksidaz tarafindan yok edilirler.

Vitamin E, en azindan deney hayvanlarinda selenyumun vicuttan kaybini
Onleyerek veya onu aktif bir sekilde tutarak selenyum ihtiyacini azaltir. Selenyum,
normal pankreas fonksiyonu ve dolayisiyla vitamin E dahil lipidlerin sindiriimesi ve
emilimi i¢in gereklidir; glutatyon peroksidazin bir komponenti olarak peroksitlerin yok
edilmesine yardim eder ve dolayisiyla lipid membranlarin poliansature yag asitlerinin
peroksidasyonunu azaltir; bilinmeyen bir yolla vitamin E’nin plazma lipoproteinleri

icinde tutulmasina yardim eder.

Gunluk vitamin E gereksinimi vucut agirliginin kg’ basina yetiskinler i¢in 0,1-
0,2 mg ve sut emen gocuklar igin 0,5 mg kadardir. Insanlarda vitamin E eksikliginin

belirtileri, kreatinlri, kas gli¢gstzIigu ve dayaniksiz eritrositlerdir.

Butun hayvanlar, gunde yedikleri yemin kuru maddesinin kilosu basina 20-30
mg vitamin E’ye ihtiya¢ gOsterirler. Taze ve kurutulmus tirfil (yabani yonca), gayir otu

onemli vitamin E kaynaklaridir.
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Laboratuvar hayvanlarinda vitamin E eksikligi belirtileri olduk¢a degisiklik
gosterir. Vitamin E eksikliginin sigcanlarda gorilen klasik belirtisi infertilitedir. Protein
ve vitamin E’den yoksun doymamig yag asidinden zengin diyetle beslenen sicanlarda
akut karaciger nekrozu meydana gelir. Vitamin E eksikligi sicanlarda arka bacaklarin
ilerleyen felci, kas kreatin konsantrasyonunda disme, kreatinlri, kreatinin

atilmasinda hafif azalma ile birlikte seyreden muskuler distrofi meydana getirir.
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GEREG VE YONTEMLER

Deneylerde Trakya Universitesi Deney Hayvanlari Biriminden temin edilen
200-300 g agirhginda 100 adet iki aylk erkek Wistar albino siganlar kullanildi.

Calisma Trakya Universitesi Tip Fakultesi Etik Kurulunun onayi alinarak
gerceklestiriimistir (11.08.2005/10/6).

Deney suresinde genel durumu bozulan siganlar calisma disi birakiimigtir.
Deney Protokolu

100 sigan, 10 ayri gruba ayrilarak her grupta 10 hayvan bulunacak sekilde
dagitilmak suretiyle ¢calisma planlandi. 4 hafta sure ile ilk 5 gruba normal diyet ve su
verilirken, diger 5 gruptaki hayvanlara normal diyet yaninda igme sulari aracaligi ile
metiyonin yuklemesi yapildi.

Her 100 mL igme suyuna 1,25 g metiyonin denk gelecek sekilde hayvanlarin
metiyonini icme sularindan almalari saglandi. Agirhk olgumleri, ¢alismanin 1.
gununde ve 4. haftanin sonunda yapildi.

Calismanin son haftasinda 1 hafta slre ile gruplara asagidaki tedaviler

uygulandi:
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Grup Metiyonin Uygulanan Tedavi
No Yuklemesi Tedavi Dozaj
. grup Yok serum fizyolojik 0,1 ml/100 g vucut agirligi

. grup Yok vitamin E 2 mg/kg/gun, i.p.

. grup Yok vitamin C 250 mg/kg/gln, i.p.
. grup Yok Be vitamini 5 mg/kg/gun, i.p

. grup Yok folik asit 4 mg/kg/gun,i.p.

1
2
3
4
5
6. grup Var
7
8
9
1

serum fizyolojik

0,1 ml/100 g vucut agirhigi

. grup Var vitamin E 2 mg/kg/gun, i.p.
. grup Var vitamin C 250 mg/kg/gin, i.p.
. grup Var Be vitamini 5 mg/kg/gun, i.p
0.grup Var folik asit 4 mg/kg/gun,i.p.

4 haftanin sonunda siganlar ketamin (100 mg/kg, i.p.) + ksilazin (10 mg/kg,
i.p.) ile anesteziye edildi, intrakardiyak yolla kan alindiktan sonra servikal dislokasyon
yapildi.

intrakardiyak yolla sicanlardan alinan kanlar EDTA'lI tiplere konulduktan
sonra, EDTA’ll tlp icine alinan kan buzda sogutularak hemen santrifij (10 dak. 3000
g) edildi, plazma eppendorf tuplerine (en az 2 ayr tup i¢ine) konuldu ve analizler
yapilana dek -80 °C sicaklikta saklandi.

istatistiksel Analiz: Analizler Graphpad Prism programinda yapildi. Gruplar
arasindaki farklar tek yonli ANOVA ; post hoc analizler Bonferrroni testi ile yapildi.
p<0.05 anlaml kabul edildi.

HPLC yontemi ile ADMA olgtimleri (59)

Ekipman: ADMA dlzeyleri Waters Alliance 2690 XE Separation Module ve
Model 474 fluorescence dedektor ve Millennium 32 Software kullanilarak olguldu.
Orneklere solid faz ekstraksiyonu (20 kolon kapasiteli vakum manifoldlu SPE,
Waters) uygulandi.

Standart Cozeltiler: Arginin, homoarjinin, ADMA ve simetrik dimetil arginin
(SDMA)’in 1 mM’lik stok ¢ozeltileri 10 mM HCI solusyonu iginde hazirlanarak, bu stok
cozeltilerden 10 mM HCI iginde 100 uM arginin ve 10 uM homoarginin, ADMA ve
SDMA iceren bir kombine calisma standardi olusturuldu. 1mM’liIk bir monometil

arginin (MMA) internal standart stok c¢ozeltisi 10 mM HCI icinde hazirlanarak, 40
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uM’lik bir calisma ¢ézeltisi internal standart'tan PBS (10 mM sodyum fosfat, 140 mM
NaCl, pH 7.0) ile dilie edilerek elde edildi.

Derivatizasyon Reageni: 10 mg orto-ftaldialdehid (OPA) 0.2 ml metanol
icinde ¢ézundurulidp, 1.8 ml 200 mM potasyum borat tampon (pH 9.5) ve 10 pl 3-
merkaptopropionik asit eklenerek bir stok ¢ozelti olusturuldu. Derivatizasyondan kisa
bir sure once stok ¢ozelti borat tamponla 5 kez dilie edilerek bir miktar ¢alisma
¢bzeltisi hazirlandi.

Ornegin Temizlenmesi ve Derivatizasyon: Santrifiij (3000g x10 dakika) ile
elde edilen serum oOrnekleri ve standartlara SPE uygulandi. Rutin protokol, 0.2 ml
ornek veya standart 0.1 ml internal standart ve 0.7 ml PBS ile karistirilarak, 6n
kosullama yapilmaksizin Oasis MCX SPE kolonlari kullanimi seklindeydi. Tum
ylkama ve elution basamaklari vakumlama ile gerceklestiridi. Orneklerin
uygulanmasindan sonra kolonlar sirayla 0.1 ml, 100 mM HCI ve 1.0 ml metanol ile
yikandi. Analitler 3.0 ml'lik tiplere, 1.0 ml konsantre amonyak/su/metanol (10/40/50)
ile elie edildi. Solvent 60-80 °C’de nitrojen ile ugurulup, kalan, 0.1 ml suda
¢6zundurdlip; 0.1 ml OPA reageni eklenerek ve karistirilip otosampler viyallere
aktarildi. Kromatografide 6rnek kompartmani 7 °C’ye ayarlandi.

Kromatografi: Kromatografi Symmetry C18 kolon (3.9x150 mm; 5 um partikdl
blyUkligi; 100 A pore blyUkligi) ve 3.9x20 mm Sentry Symmetry C18 guard kolon
uzerinde alindi. Mobil faz A %8.7 asetonitril iceren 50 mM potasyum fosfat tampon
(pH 6.5); mobil faz B ise asetonitril/su (50/50, v/v) olarak, seperasyon izokratik
kosullarda, %100 mobil faz A ile, 1.1 ml/dak hiz ve 30 °C kolon sicaklidi degerlerinde
yapildi. Son analitin ¢ikigsindan sonra guglu bir sekilde retansiyona ugrayan bilegikler
guglu solvent akimi (%50 B mobil faz, 20-22 dakikalar arasi) ile elle edildi, 22. ve 23.
dakikalar arasinda gradient baslangi¢ degerlerine dondurulerek kolon 7 dakika daha
dengelenmeye birakildi; bdylece toplam calisma slresi 30 dakika oldu. Enjeksiyon
hacmi 20 ul segilerek, fluoresans eksitasyon ve emisyon dalgaboylari sirasiyla 340
ve 455 nm olarak ol¢uimustur. Elde edilen pikler, pik alanlarinda gore degerlendirildi.

Kalibrasyon: Metod validasyonu igin kalibrasyon 9 kombine kalibrasyon
standardi kullanilarak (konsantrasyon araligi arjinin i¢cin 1-200 uM; ADMA, SDMA igin
0.1-20 uM) yapildi. internal standardin eklenmesinden sonra standardlara SPE,

derivatizasyon ve kromatografi uygulanarak bunlara ait pikler alindi. Plazma
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orneklerinin 6l¢imu igin 100 uM arjinin ve 10 uM homoarjinin, ADMA ve SDMA ile

tek-nokta kalibrasyonu yapildi.

HPLC yontemi ile total plazma homosistein duzeyi 6lgimii (60)

Ekipman: Homosistein duzeyleri Waters Alliance 2690 XE Separation Module
ve Model 474 fluorescence dedektor ve Millennium 32 Software kullanilarak ol¢uldu.

Standart Soliusyonlar: L-homosistein, L-sistein 1, 5, 10, 25 ve 100 uM
konsantrasyonlarda hazirlandi; internal standart olarak sistamin hidroklortr kullanildi.

Derivatizasyon Reageni: Derivatizasyon igcin ammonium-7-fluorobenzo-2-
oxa-1,3-diazole-4-sulphonate (SBD-F) kullanildi.

Ornegin Temizlenmesi ve Derivatizasyon: 50 pL plazma 25 uL internal
standart ve 25 uL PBS pH 7,4 ve 10 uL TCEP (100 g/L) karistirilarak, oda
sicakliginda 30 dakika bekletildi. Uzerine 90 pL trikloroasetik asit (100 g/L) eklendi.
13000 g’de 10 dakika santriflj edilip 50 uL supernatant alinarak, 125 uL 0,125 M
borat tampon (pH 9.5, 4 mM EDTA igeren), 10 uL 1,55 M sodyum hidroksid ve 50 uL
SBD-F (1g/L) eklendi; 60 C’'de 1 saat bekletildikten sonra 10 uL HPLC sistemine
injekte edildi.

Kromatografi: Kromatografi Waters Spherisorb ODS2 kolon (4.6 x 150 mm; 5
um) ve Waters Spherisorb ODS2 guard kolon (4.6x30 mm) Uzerinde alindi. Mobil faz
0,1 M asetik asit — asetat tampon (pH 5,5), akis hizi 0,7 mL/dakika idi. Fluoresans
eksitasyon ve emisyon dalgaboylari sirasiyla 385 ve 515 nm olarak ayarlanarak, elde
edilen pikler, pik alanlarinda gére degerlendirildi.

Kullanilan ilaglar: E vitamini (Evigen Ampul, Akin ilag), C vitamini (Redoxon
Ampul, Eczacibasi), Bs vitamini (Bs Vigen Ampul, Akus Farma), folik asit (Supelco),

metiyonin (Fluka), Ketalar (Eczacibasi).
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BULGULAR

100 sigan, 10 ayri gruba ayrilarak her grupta 10 hayvan bulunacak sekilde
dagitilmak suretiyle planlanan ¢alismamizda; 4 hafta sure ile ilk 5 gruba normal diyet
diger 5 gruptaki hayvanlara ise metiyoninden zengin diyet uygulandi.

AQirhik élgimleri; calismanin 1. glnl ve 4. haftanin sonunda yapildi.

Kontrol grubunun agirligi galismanin baslangicinda 191.5 + 16.06 gram iken 4
haftanin sonunda 197.9 + 9.92 gram oldu. Herhangi bir grupta istatistiksel anlamli
derecede bir agirlk artis1 ya da kaybi yasanmadi (Sekil 20).

Kontrol grubu ile metiyonin yuklemesi yapilan grup agirlik agisindan

kiyaslandiginda iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi.

Metiyonin yuklemesinin plazma homosistein, L-arginin, ADMA ve SDMA

diizeyleri Uzerine etkisi

Metiyonin yliklemesinin plazma homosistein diizeyi lizerine etkisi

Homosistein duzeyi, metiyonin yuklemesi yapilan grupta kontrol grubuna gore
%70,3 oraninda artis gosterdi.

Kontrol grubunda plazma homosistein dizeyi 6.046+0.871 micM degerlerinde
saptandi. Gruplar plazma homosistein duzeyleri acisindan kiyaslandiginda metiyonin
yuklemesi yapilan grupta elde edilen 10.30+1.877 micM homosistein duzeyi kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak yuksek bulundu (p < 0.05) (Sekil 21).
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Sekil 20. Kontrol grubu ve metiyoninden zengin diyet uygulanan gruplarin
agirlik 6lgim degerleri.
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Sekil 21. Kontrol grubu ve metiyonin ylklemesi yapilan grupta plazma
homosistein duzeyleri (*p<0,05, ANOVA, post hoc Bonferroni testi).
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Sekil 22. Metiyonin yuklemesi yapilan ve yapilmayan gruplardaki plazma
ADMA duzeyleri.

Metiyonin yuklemesinin plazma ADMA duzeyi uzerine etkisi

Kontrol grubunda plazma ADMA duzeyi 0.842+0.1.45 micM olarak saptanirken
metiyonin yuklemesi yapilan grupta bu deger 0.790+0.118 micM olarak saptandi.
Metiyonin yuklemesi her iki grubun plazma ADMA duzeyleri Uzerinde istatistiksel

olarak anlaml bir fark olusturmadigi saptandi (Sekil 22).

Metiyonin yuklemesinin plazma SDMA diizeyi uzerine etkisi

Kontrol grubunda plazma SDMA dizeyi 0.253+0.047 micM olarak saptanirken,
metiyonin yuUklemesi yapilan grupta SDMA degeri ise 0.285+0.100 micM olarak
saptandi. Metiyonin ylUklemesinin plazma ADMA dizeylerinde oldugu gibi SDMA
dizeyleri Uzerinde de her iki grup kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olusturmadigi saptandi (Sekil 23).
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Sekil 23. Metiyonin yuklemesi yapilan ve yapilmayan gruplardaki plazma
SDMA duzeyleri.

Metiyonin yliklemesinin plazma L-arginin diizeyi lizerine etkisi

Plazma L-arginin duzeyi kontrol grubunda 99.55+17.50 micM dizeyinde iken
metiyonin yUklemesi yapilan grupta 90.48+£17.45 micM degerinde idi; her iki grup
kiyaslandiginda metiyonin yuklemesinin plazma L-arginin duzeyleri Uzerinde

istatistiksel olarak anlamli bir etki yaratmadigi ortaya ¢ikti (Sekil 24).
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Sekil 24. Metiyonin yluklemesi yapilan ve yapilmayan gruplardaki plazma L-
arginin duzeyleri.
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Sekil 25. Folik asit uygulamasinin plazma homosistein dlzeyi Uzerine etkisi
(*p<005, ANOVA, post hoc Bonferroni testi).

Metiyonin yiiklemesinin olusturdugu plazma homosistein dlizeyi
yukselmesi uzerine folik asit, vitamin Bg, vitamin C ve E vitamin

uygulamalarinin etkileri

Folik Asit

Metiyonin  yuklemesiyle olusturulan 10.30+1.877 micM degerindeki
homosistein dizeyine karsilik folik asit verilen grupta metiyonin ytklemesi plazma
homosistein duzeyini 5.573+1.331 micM duzeyine getirdi. Folik asit verilisi plazma

homosistein dizeyindeki artisi %45,9 oraninda istatistiksel anlamli derecede Onledi
(Sekil 25).

Vitamin C

Metiyonin yuklemesinin olusturdugu 10.30+1.877 micM homosistein dizeyine
karsilik vitamin C verilen grupta metiyonin yliklemesi plazma homosistein dizeyini
6.767+2.020 micM degerine getirmistir. C vitamin uygulamasi plazma homosistein

dizeyindeki artisi istatistiksel olarak anlaml bir sekilde % 34,3 oraninda 6nledi (Sekil
26).
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Sekil 26. Vitamin C uygulamasinin plazma homosistein duzeyi uzerine etkisi
(p<0,05, ANOV, post hoc Bonferroni testi).

Vitamin Bg

Vitamin Bg uygulanan grupta metiyonin yutklemesi ile elde edilen plazma
homosistein dizeyi 6.802+1.798 micM’dl. Plazma homosistein dizeyi vitamin Beg

verilmesiyle %34 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltildi. (Sekil 27).
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Sekil 27. Vitamin Bs uygulamasinin plazma homosistein dizeyi Uzerine etkisi
(*p<0,05, ANOVA, post hoc Bonferroni testi).
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Sekil 28. Vitamin E uygulamasinin plazma homosistein diuzeyi Uzerine etkisi.

Vitamin E
Vitamin E uygulanan grupta metiyonin ylUklemesi ile elde edilen plazma
homosistein dizeyi 8.751+1,681 micM degerine ulasmigtir. Vitamin E uygulamasi

metiyonin yuklemesinin homosistein duzeyi Uzerine olusturdugu etki Uzerinde

istatistiksel olarak anlamli bir etki olusturmadi (Sekil 28).

Plazma homosistein ve ADMA diizey dl¢iimlerine iliskin Ornek Kromatogramlar
Plazma ADMA, SDMA ve arginin olgimlerine iliskin drnek kromatogram sekil

29'da, homosistein dlgimune iligkin drnek kromatogram ise sekil 30°da verilmisgtir.
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Sekil 29. ADMA, SDMA ve arginin dlgimune ait 6rnek kromatogram.
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Sekil 30. Homosistein dlgimuane ait drnek kromatogram.
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TARTISMA

Vaskuler tonus ve yapinin surduralmesinde cok onemli roli olan endotel
hdcrelerinin  disfonksiyonunun aterosklerotik slrecin  baslangicini  olusturdugu
bilinmektedir (2). Endotel disfonksiyonunun baslica sebebi, L-argininden NOS
araciligiyla sentez edilen potent bir vazodilator olan NO’un azalmig Uretimidir (61).
Endojen nitrik oksit sentaz inhibitoéri olan ADMA’'nin endotel disfonksiyon ve koroner
kalp hastaliginda yeni bagimsiz bir risk faktort oldugu éne surtlmagstir (62).

Boger RH ve arkadaslari maymunlarda yaptiklari 4 haftalik oral metiyonin
yuklemesinin plazma homosistein ve ADMA duzeylerinde yaklasik 3 kati bir artig
olusturdugunu bildirmiglerdir (63). Boger RH ve arkadaslari insanlarda yaptiklari
baska bir gcalismada oral yoldan tek doz metiyonin ytklemesi ile (100 mg/kg) plazma
homosistein ve ADMA duzeylerinin ylUkseldigini saptadilar (64). Homosistein
diuzeylerindeki yukselmenin ADMA duzeyinin yukselmesine yol actigini, bunun da
ADMA duzeyinin yukselmesine neden oldugunu ve sonugta NO Uretimini azalttigini
belirttiler (64). Buna karsilik Wanby P ve arkadaslari insanlarda gercgeklestirdikleri
benzer bir arastirmada, 100 mg/kg oral metiyonin yidklemesinin plazma homosistein
duzeylerinde bir artis olusturdugunu, ancak ADMA duzeylerinde benzer bir artigin
gerceklesmedigini saptadilar (11). Calismamizda, 4 hafta sureyle yapilan oral
metiyonin yUklemesinin plazma homosistein duzeylerinde bir artis olusturdugunu
saptadik. Buna kargilik plazma ADMA duzeylerinde paralel bir artis bulamadik. Boger
ve arkadaslarinin (64) ve Wanby ve arkadaslarinin (11) insanlarda gergeklestirdikleri

calismalarda elde ettikleri sonuglarla, bizim elde ettigimiz sonuglari kargilagtirmadan
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once, sOz konusu g¢alismalarin insanlarda yapilmis oldugunu ve metiyonin
yuklemesinin tek doz yukleme ile gergeklestirildiginin altini gizmek gerekmektedir. Tur
ve metiyonin yukleme yontemi yonunden farkhliklari g6z ardi etmemek kaydi ile,
plazma homosistein ve ADMA duzeyleri Uzerinde elde ettigimiz sonuclarin, Wanby ve
arkadaslar tarafindan elde edilenlere benzer oldugunu sdyleyebiliriz. Boger ve
arkadaslarinin (64) maymunlarda yaptiklari 4 haftalik oral metiyonin yuklemesinin
sonuglari ile karsilastirildiginda, onlarin plazma homosistein ve ADMA duzeylerinde
bir artis gozlemlediklerini, bizim ise sadece homosistein dizeyinde bir artis
gOzledigimiz  gorulmektedir. Bu c¢alismadaki sonuglardan farkli sonuglara
ulasmamizin bir agiklamasi ¢alismanin yapildigi ttrlerin farkli olmasi veya Boger ve
arkadaslarinin uyguladiklari metiyonin yuklemesi sirasinda folik asit ve kolin igerigi
azaltilmig diyet kullanmalari gibi farkliliklar olabilir. Calismamizda, si¢canlarin standart
diyetlerinde herhangi bir degisiklige gidilmeyip, sadece igme sulari araciligi ile
metiyonin yuklemesi yapilmistir.

Lawrence ve arkadaglari yaptiklari galismada; hiperhomosisteinemili hastalari
u¢ gruba ayirarak 4 ay sureyle bir gruba plasebo, diger gruba tek basina folik asit (5
mg/kg/gun) ve diger bir gruba da folik asit (5 mg/kg/gtin) + C vitamini (2 g/kg/gun)+ E
vitamini (800 1U/giin) kombinasyonu uyguladilar (65). Tek basina folik asit uygulanan
grupta homosistein duzeyi baslangica gore %11 oraninda azalirken, folik asit, E ve C
vitamin kombinasyonu alan grupta azalma %9 oraninda azaldigini buldular. Folik
asidin yukselmis homosistein dizeyini diustrdiguni ve folik aside eklenen vitamin E
ve vitamin C’nin herhangi bir ilave etkisini olmadigini bildirdiler. Calismamizda folik
asit, metiyonin yuklemesi ile olusan plazma homosistein duzeyi yukseligini dnlemistir.
Benzer bir onleyici etki vitamin C ve vitamin Bg ile de saptanmigtir. Vitamin E’nin
etkisi ise istatistiksel anlamli degildir. Lawrence ve arkadaglari galismalarinda vitamin
C ve vitamin E’yi folik asit ile birlikte uygulamislardir; tek baslarina bu ajanlarin
verildigi gruplar yoktur. Kombinasyona eklenen vitamin C ve vitamin E’nin
homosistein duzeyinde ilave bir azalma saglamadidina bakilarak bir karara
variimistir. Calismamizda, metiyonin yuklemesinin olusturdugu plazma homosistein
dizeyi artigini vitamin C de tek basina 6nlemistir. Buna karsilik, vitamin E benzer bir
koruyucu etki goOsterememistir. Homosistein duzeyi Uzerindeki mekanizmalar
tartisilirken folik asit ile ilgili mekanizmalar yaninda, vitamin C (ve hatta vitamin Be) ile

iligkili mekanizmalar da g6z éninde bulundurulmalidir.
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Usui M ve arkadaslari hiperhomosisteineminin bagimsiz bir kardiyovaskuler
risk faktdéri olmasi nedeniyle, saglikh goéndllilerde metiyonin yuklemesi ile olustu-
rulan akut hiperhomosisteineminin endotele bagimli vazodilatasyonu etkileyip etkile-
medigini ve folik asidin bu fonksiyonlarda olusabilecek bir bozulmayi duzeltip
dizeltemeyecegini arastirdilar (66). Akut metiyonin ylklemesinin plazma homosistein
duzeyinde bir artis olusturdugunu ve vazodilatasyonu azalttigini saptadilar. Ancak,
birlikte verilen folik asidin, olusan endotel disfonksiyonunu tamamen Oonlerken,
beklenilenin aksine plazma homosistein duzeyini etkilemedigini saptadilar (66). Bu ve
daha onceki bulgulara dayanarak, hiperhomosisteineminin oksidatif stres ile araciligi
ile endoteliyal fonksiyonu bozdugu ve folik asit verilisinin oksidatif stresi kaldirarak
endoteliyal disfonksiyonu Onledigini one surduler (66). Usui M ve arkadaslari
tarafindan gozlenen folik asidin hiperhomosisteinemiyi dnleyememesi gézlemi gerek
bizim gerekse Bdger ve arkadaslari (64) ile Wanby ve arkadaslarinin (11)
gozlemlerine uymamaktadir.

Ubbink ve arkadaslari hiperhomosisteinemili hastalarda plasebo, folik asit
(0,65 mg) vitamin B, (0,4 mg) vitamin Bs (10 mg) ve bu Ug¢ vitaminin
kombinasyonunu 6 hafta sureyle kullanarak plazma homosistein duzeyleri Uzerine
etkilerini arastirdilar (67). Bizim calismamizda elde ettigimiz sonuglar ile karsilas-
tirmadan once c¢aligmalarin farkh turlerde gercgeklestirildigi, ¢alisma suresinin ve
kullanilan dozlarin farkli oldugu vurgulanmali ve sonuglar bu farkhliklarin ayirdinda
olarak yorumlanmalidir. Ubbink ve arkadaslari da folik asidin hiperhomosisteinemiyi
azalttigini buldular (67). Bu bulgu diger ¢alismalarda ve bizim arastirmamizda ortak
bir sekilde gozlenmistir. Gozlenen azalma %41,7 olarak bildirilmistir ve bizim
calismamizda gozlenene (%45,9) oldukga benzemektedir. Ubbink ve arkadaslari
vitamin Bes desteginin homosistein dlzeyleri Uzerine istatistiksel anlamli bir azaltici
etkisi olmadigini saptadilar, ancak bu bulgu calismamizda gdézledigimiz %34’lUk
istatistiksel anlamli azalma ile 6rtismemektedir. Bunun bir agiklamasi farkli dozlarin
kullaniimasi olabilecegdi gibi, tur farkhliklarini ve galismaya alinan hastalardaki eslik
eden diger fizyopatolojik slrecleri de gdz ardi etmemek gereklidir. Cinki Ubbink ve
arkadaglarinin calismasi 20 ile 73 yas arasindaki beyaz erkeklerde gerceklestiriimis
olup, bu yas araligi oldukga genis bir araligi kapsamaktadir. Ayrica galismamizda
metiyonin yuklemesi ile saglanan hiperhomosisteinemi durumu, hiperhomosis-
teinemili insanlardaki durumu tam olarak yansitmayabilir ya da iki farkli durumda rol

oynayan surecler birbirinden farkli olabilir. Ubbink ve arkadaslari vitamin Bq2’nin
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plazma homosistein duzeyleri Uzerine etkisini de incelemis olup, %14.8'lik istatistiksel
anlamli bir azalma olustugunu saptamiglardir (67). Calismamizda vitamin Bq2’nin
etkisi incelenmemigtir. Ubbink ve arkadaglari folik asit ile birlikte vitamin Bg ve vitamin
B12'yi kombine ederek plazma homosistein duzeyinin %49,8 oraninda azaldigini,
ancak bu azalmanin tek basina folik asidin sagladigindan istatistiksel anlaml
olmadigini saptamislardir (67). Calismamizda folik asit, vitamin Bg, vitamin C ve
vitamin E kombine edilerek uygulanmamiglardir. Birlikte veriligleri durumunda daha
farkli etkiler gorilmesi olasi olmakla birlikte, metiyonin yuklemesi ile homosistein
dizeyi yukseltilen siganlarda gerekse kontrol siganlarda tek baslarina saglamis
olduklari etkiler, kombine edilmelerinin, plazma homosistein dizeylerini daha fazla
dusurmeyecegini dusindurmektedir.

B vitaminleri homosisteinin  sistation p-sentaz araciligiyla sisteine
transulfurasyonu (folik asit, Bg) ve metiyonin sentaz ile homosisteinin metiyonine
remetilasyonu (B12) igin dnemli kofaktorlerdir. Yapilan bazi g¢alismalar B vitaminleri
ilave edilmis diyetlerin plazma homosistein duzeylerini anlamli bir gekilde
dusurdugunu gostermistir (67,68). Vitamin Bg desteginin bazal plazma homosistein
konsantrasyonunu dusUrmede basarisiz olmasina karsin, bazi ¢alismalarda oral
metiyonin yUkleme testinden sonra olusan homosistein pikini azaltabildigi
saptanmigtir  (67). Vitamin Bg'nin  ylUksek dozlarda noéropati yapmasi,
hiperhomosisteinemiyi dnlemek veya duzeltmek igin vitamin Bg'nin uzun sure yuksek
dozda kullanimini kisitlayici bir 6zellik olarak goralmusgtur (68).

Sydow K ve arkadaslari periferik okluzif arter hastaligi ve hiperhomosis-
teinemili hastalarda yaptiklari ¢alismada folik asit (10 mg) vitamin B4, (200 ug) ve
vitamin Bs (20 mg) kombinasyonu ile 8 hafta tedavi edilen hastalarda plazma
homosistein dizeyinin anlaml derecede azaldigini saptadilar (68). S6z konusu
calisma toplam 27 hasta Uzerinde yapilmis sinirli bir ¢alisma olup, vitaminlerin tek
baglarina verilerek olusturduklari etkiler incelenmemigtir; gobzlenen etkilerin
kombinasyonun etkisi mi, yoksa kombinasyonu olusturan vitaminlerden bir veya
ikisinin olusturdugu bir etki mi oldugu agik degildir. S6z konusu galismada plazma
ADMA, SDMA ve L-arginin duzeyleri de Olgulmusg olup, istatistiksel anlamli herhangi
bir degisiklik bildirilmemistir (68).

Benzer sekilde Ziegler S ve arkadaslari da, periferik arter hastaligi bulunan
hiperhomosisteinemili hastalarda (15 kadin, 34 erkek) folik asit (5 mg), vitamin B4 (50
mg), vitamin Bg (60 mg) ve vitamin B> (0,05 mg) ile 6 hafta tedavinin etkilerini
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incelediler (69). Plazma homosistein dizeylerinin anlaml derecede dustiguna,
ancak ADMA, SDMA ve L-arginin duzeylerinin dedismedigini saptadilar. Bu ¢alisma
da toplam 49 hasta Uzerinde yapiimig sinirli bir calismadir. Vitaminlerin tek baslarina
verilerek olusturduklari etkiler bu ¢alismada da incelenmemis olup gozlenen etkilerin
kombinasyonun etkisi mi, yoksa kombinasyonu olusturan vitaminlerden bir veya
birkaginin olusturdugu bir etki mi oldugu acik degildir (69).

Hanratty CG ve arkadaglari on saglikli gonulli Uzerinde gergeklestirdikleri
arastirmalarinda oral metiyonin yiklemesi (100 mg/kg) ile toplam plazma homosistein
dizeylerinin anlamli derecede arttigini, ancak birlikte verilen vitamin C'nin bu artis
Uzerine herhangi bir etkisi olmadigini saptadilar (70). Az sayida denek Uzerinde
gerceklestiriimis (sadece 10) olan bu galismanin insanlarda yapilmig olmasi ve gerek
metiyonin yuklemesinin gerekse vitamin C veriliginin akut verilis seklinde olmasi,
bizim ¢alismamiza gére belirgin farkhliklardir. Cafolla ve arkadaslari italyan sigara
icici ve duzenli kan verici 100 denekte folik asit desteginin (5 mg/gin) plazma
homosistein duzeyini dugurdigunu, ancak vitamin C desteginin (500 mg/gun)
homosistein duzeylerini artirdigini bildirdiler (71). Krajcovicova-Kudlackova M ve
arkadaslari Guney Slovakya'da gergeklestirdikleri bir calismada Slovak ve Romen
azinhkta plazma homosistein dizeyi ile, folik asit, vitamin Bq, ve vitamin C arasinda
negatif bir korelasyon bulundugunu bildirdiler (72). Brude IR ve arkadaslari da
plazma homosistein duzeyleri ile diyetle alinan vitamin C ve vitamin E arasinda
negatif bir korelasyon oldugunu saptadilar (73). Son iki c¢alismanin bulgulari
calismamizda vitamin C'nin oral metiyonin ylklemesinin plazma homosistein dlzeyini
artirici etkisinde yaptigi %34,3'luk azalma ile paralel gérinmektedir. Ancak vitamin C
destedinin  homosistein duzeyini dusurdugunu dogrudan gosteren bir yayina
rastlanamamistir.

Jonasson TF ve arkadaslari iskemik kalp hastaligi olan hastalarda toplam
plazma homosistein konsantrasyonu yuksek olan hastalarda plazma ADMA dizey-
lerinin, toplam plazma homosistein konsantrasyonu dusik olan hastalardakinden
anlaml bir farkhlik géstermedigini bildirdiler (74). Ayrica toplam plazma homosistein
dizeyi yuksek hastalara 3 ay sureyle verilen folik asit, B ve siyanokobalamin destegi
ile plazma ADMA duzeylerinin degismedigini, toplam plazma homosistein duzeyinde
gerceklesen belirgin azalmanin, ADMA duzeylerini etkilemedigini saptadilar (74).
Brattstrom LE ve arkadaslari saglikli gonullilerde 14 glnluk siyanokobalamin (1 mg),

piridoksin hidroklortir (40 mg) ve folik asit (5 mg) desteginin toplam plazma
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homosistein dlzeylerine etkilerini arastirdilar (75). Siyanokobalamin ve piridoksin ile
herhangi bir etki gdzleyemezken, folik asidin belirgin homosistein-dusurtcli etkiye
(%52'lik azalma) sahip oldugunu saptadilar (75). Buna karsilik, Holven KB ve
arkadaslar 21 hiperhomosisteinemik hasta ve 21 normal kontrol alarak, folik asit
destedi uygulamis, tedaviden 6nce, 6 hafta ve 12 ay sonra ADMA duzeylerini
Oolcmus, hiperhomosisteinemik grupta baglangi¢gta plazma ADMA ve arginin
duzeylerini daha yuksek bulmus, folik asit desteginin plazma ADMA ve arginin
dizeylerini dugurdugunu bulmuslardir (76). Calismamizda metiyonin yuklemesinin
plazma homosistein dizeyini artirdidini, ancak ADMA dlzeylerinde benzer bir artisin
gerceklesmedigini bulduk. Bulgularimiz ADMA duzeylerinin homosistein duzeyindeki
artistan etkilenmedigini gostermektedir. Vitamin E, vitamin Bg, vitamin C ve folik
asidin plazma ADMA duzeyleri Uzerine herhangi bir anlamli etkiye sahip olmadigini
g6zledik. Oral metiyonin yuklemesinin ADMA duzeylerinde artis olusturmamasi
nedeniyle, vitamin E, vitamin Bg, vitamin C ve folik asidin ylkselmis plazma ADMA
duzeylerini nasil etkiledigi hakkinda elimizdeki bulgulara dayanarak bir yorumda
bulunabilmek mumkun degildir.

Homosisteinin endoteliyal fonksiyon Gzerindeki bozucu etkilerinin ADMA ile
olusturulabilecegi one surulmug, bunun iki mekanizma ile olugabilecedi ortaya
atilmistir (2). Homosistein, ADMA yikiminda rol oynayan dimetiarginin dimetilamino-
hidrolaz aktivitesini inhibe edebilir (61), yukselmis ADMA, metiltransferazlarin bir
substrati olan metiyoninin ortamda daha fazla bulunmasindan kaynaklanabilir. Ancak
bizim calismamizda saptadiimiza paralel sekilde, farkli insan deneylerinde
metiyonin yuklemesinin plazma ADMA duzeylerini etkilemedigi belirlenmistir (11).
Yukselmis plazma homosisteininin dusurilmesine plazma ADMA duzeylerinde bir
azalma eslik etmemigtir (69).

Sonug¢ olarak, calismamiz siganlarda oral metiyonin yuklemesinin plazma
homosistein dizeylerinde bir artigsa yol agarken, plazma ADMA, SDMA ve L-arginin
dizeylerini etkilemedigini saptadik. Metiyonin yuUklemesinin yaptigi plazma
homosistein duzeyi artisi folik asit (%45,9), vitamin Bg (%34,0) ve vitamin C (%34,3)
ile anlamli derecede azaltildi; vitamin E ise plazma homosistein duzeyleri Uzerine
anlamh bir etki olusturmadi. Bu sonuglara goére metiyonin yuklemesi ile olusan
plazma homosistein duzeyi artisi, ADMA duzeylerini yukseltici bir etkiye sahip
degildir. Folik asit, vitamin Bg ve vitamin C destegi homosistein dizeyindeki artmayi

onlemektedir.
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SONUG

Siganlarda oral metiyonin ylUklemesi plazma homosistein dlzeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis meydana getirdi. Homosistein dizeyi, metiyonin
yuklemesi yapilan grupta kontrol grubuna gore %70,3 oraninda artis gosterdi.

Oral metiyonin yuklemesinin plazma ADMA, SDMA ve L-arginin duzeyleri
Uzerine istatistiksel olarak anlamh bir fark olusturmadi.

ADMA duzeyleri homosistein duzeyindeki artistan etkilenmedi. Vitamin E,
vitamin Bg, vitamin C ve folik asit plazma ADMA duzeyleri Uzerine herhangi bir
anlamli etki olusturmadi.

Metiyonin ylUklemesinin yaptigi plazma homosistein dizeyi artigi folik asit
(%45,9), vitamin Bgs (%34,0) ve vitamin C (%34,3) ile anlamli derecede azaltildi;
vitamin E ise plazma homosistein duzeyleri Uzerine anlamli bir etki olusturmadi.

Folik asit, vitamin Bs ve vitamin C destegi homosistein dizeyindeki artigi

onledi.
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OZET

NORMAL DIYET VE METIYONINDEN ZENGIN DIYETLE BESLENEN
SIGANLARDA SERUM ASIMETRIK DIMETIL ARGININ (ADMA) DUZEYLERI
UZERINE ViTAMIN E, VITAMIN C, VITAMIN B VE FOLIK ASIDIN ETKILERI

Calismamizda vitamin E, vitamin C, folik asit ve Bg vitamininin normal diyet ve
metiyoninden zengin diyetle beslenen si¢anlarda serum asimetrik dimetil arginin
dizeyi Uzerine etkilerini saptamaya calistik.

Calismada 2 aylik 100 adet Wistar sican her grupta 10 sigan bulunan 10 gruba
ayrildi. Siganlara 5 hafta sureyle normal diyet uygulandi, ilk 5 gruba metiyonin
yuklemesi yapilmazken, diger 5 gruptaki sicanlara metiyonin yuklemesi (1 g/kg) icme
suyuna eklemek suretiyle yapildi.

Agirhk olgimleri g¢alismanin birinci guni ve doérdinci haftasinda yapildi.
Gruplar arasinda agirlik agisindan anlamh bir farkhlik gézlemlenmedi.

Serum fizyolojik, vitamin E (2 mg/kg/gun), C (250 mg/kg/gin), Bs (5
mg/kg/gun) ve folik asit (4 mg/kg/glin) hem normal hem metiyoninden zengin diyet
uygulanan gruplara bir hafta slreyle intraperitonal olarak uygulandi.

Oral metiyonin yuUklemesi plazma homosistein duzeylerini artirirken (%70,3;
p<0.05), plazma ADMA, SDMA ve L-arginin dizeylerini etkilemedi. Metiyonin
yuklemesinin yaptigi plazma homosistein duzeyi artigi folik asit (%45,9; p<0,05),
vitamin Bg (%34,0; p<0,05) ve vitamin C (%34,3; p<0,05) ile istatistiksel anlaml
derecede azaldi. Buna kargilik vitamin E plazma homosistein duzeyleri Uzerine

anlaml bir etki olugturmadi.
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Sonug olarak; oral metiyonin yuklemesi plazma homosistein dizeylerinde bir
artisa yol agarken, plazma ADMA, SDMA ve L-arginin dizeylerini etkiiememektedir.
Metiyonin yuklemesinin yaptigi plazma homosistein duzeyi artigini folik asit, vitamin

Bs ve vitamin C azaltmakta, vitamin E etkilemektedir.

Anahtar kelimeler: Asimetrikdimetil arginin, homosistein, metiyonin, vitamin E,

vitamin C, vitamin Bg, folik asit, sican
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SUMMARY
THE EFFECTS OF VITAMIN E, VITAMIN C, VITAMIN B AND FOLIC ACID ON
SERUM ASYMMETRIC DIMETHYL ARGININE (ADMA) LEVELS IN RATS FED BY
NORMAL AND METHIONINE-RICH DIET

In our study we tried to establish the effects of vitamin E, vitamin C, vitamin Bg
and folic acid on plasma asymmetric dimethylarginine levels in rats fed by normal and
methionine-rich diet.

In the study, 2 month old 100 Wistar rat were divided into 10 groups of 10 rats
each. Rats were fed normal diet for 5 weeks; the first five groups of rats omitted
methionine, the other 5 groups of rats excess methionine by adding (1 g/kg) to
drinking water.

Weights were measured in the first day and 4" week of the study. No
significant differences were observed between the groups in weight measurements.

Normal saline, vitamin E (2 mg/kg/day), C (250 mg/kg/day), Bs (5 mg/kg/day)
and folic acid (4 mg/kg/day) were administered intraperitoneally to normal and
methionine-rich diet group for one week.

While oral methionine loading was increased plasma levels of homocysteine
(%70,3; p<0.095) it has no effect in the levels of plasma ADMA, SDMA and L-arginine.
Elevation of plasma homocysteine levels which was induced by methionine loading
was significantly decreased with vitamin Bg (34%; p<0,05), vitamin C (34.3%; p<0,05)
and folic acid (45,9%; p<0,05). On the other hand, vitamin E has no significantly

effect in the levels of homocysteine.
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In conclusion; oral administration of methionine loading had no efffect in the
levels of plasma ADMA, SDMA and L-arginine while it caused an increase in the
levels of homocysteine. Folic acid, vitamin Bg, vitamin C were decreased elevation of
plasma homocysteine levels which was induced by methionine loading, but vitamin E

has no effect.

Key words: Asymmetric dimethylarginine, homocystein, methionine, vitamin E,

vitamin C, vitamin Bg, folic acid, rat
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