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ENDOTEL HUCRE HATTINDA HOMOSiST!j]iN HASARINA KARSI
MELATONIN VE ALFA TOKOFEROLUN ETKILERININ
ARASTIRILMASI

OZET

Bu ¢alismada in vitro kosullarda homosistein kullanilarak olusturulan oksidatif hasara
kars1 antioksidan molekiiller olan melatonin ve alfa tokoferoliin ayr1 ayr1 ve birlikte insan
umbilikal kord endotel hiicreleri iizerindeki etkilerine bakilmigstir. Hiicre canlili1 analizi
sonucuna gére 1 mM homosistein eklenmesi hiicrelerin canlilik oranin1 azaltirken, 10 pM
melatonin ve 50 uM alfa tokoferoliin homosisteinle beraber eklenmesi homosisteinin
etkisini azaltarak hiicre canliliini istatiksel olarak Onemli oranda arttirmistir. Ayrica
homosistein hiicrelerde oksidatif stres gostergesi olan lipid peroksidasyonu ve reaktif
oksijen tiirevleri miktarni, apoptoza ugrayan hiicrelerin sayisint ve DNA
fragmentasyonunu istatiksel olarak Onemli oranda arttirirken homosisteinle beraber
melatonin ve alfa tokoferoliin eklenmesi belirtilen parametleri 6nemli oranda
diisiirmiistiir. Homosistein hiicre gégiinii azaltirken homosisteinle beraber melatonin ve
alfa tokoferoliin eklenmesi hiicre gog¢iinii arttirmigtir. Bu sonuglardan melatonin ve alfa
tokoferoliin insan endotel hiicreleri i¢in oksidatif stresi azaltan ve apoptoza karsi
koruyucu gii¢lii antioksidan molekiiller oldugu fakat birlikte eklenmelerinin antioksidan
etkilerini arttirmadigi sonucu ¢ikarildi.

Anahtar Kelimeler: Homosistein, melatonin, alfa tokoferol, HUVEC, apoptoz.
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INVESTIGATION OF MELATONIN AND ALPHA TOCOFEROL
EFFECTS ON ENDOTHELIAL CELLS STRESSED BY
HOMOCYSTEINE

ABSTRACT

In this study, antioksidant effects of melatonin and alpha tocopherol against oxidative
stress induced by homocysteine in human umbilical cord vein endothelial cells has been
evaluated in vitro conditions. According to the results, ]| mM homocysteine decreased
cell viability. Addition of 10 pM melatonin and 50 pM alpha tocopherol with
homocysteine increased cell viability. Homocysteine addition increased lipid
peroxidation, reactive oxygen species, apoptotic cell number and DNA fragmentation.
Addition of melatonin and alpha tocopherol with homocysteine decreased these
parameters respectively. Homosistein decreased cell migration but melatonin and alpha
tocopherol increased cell migration compared to homocysteine exposed cells. Overall,
melatonin and alpha tocopherol showed significant effects against oxidative stress
induced by homocysteine in endothelial cells.

Keywords: Homocysteine, melatonin, alpha tocopherol, HUVEC, apoptosis.
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1. GIRIS

Homosistein (Hcy) siilfiir igeren bir amino asit tiirevidir. Hey seviyesinin yiiksek olmasi
hiperhomosistenemi olarak adlandirilir. Hiperhomosistenemi plazmada Hcy seviyesinin
yiiksek olmasidir ve kardiovaskiiler hastaliklarin olusmasinda 6nemli bir sebebtir (Nehler
et al. 1997; Bostom et al. 1999). Plazmada homosisteinin normal seviyesi 5-15 pM
konsantrasyon diizeylerindedir. Hcy konsantrasyonunun belirtilen konsantrasyonun
iizerine ¢ikmasi endotel hiicrelerinde oksidatif stresi ve olusturdugu hasari arttirmaya
baglar (Han 2013).

L)

NH>
Sekill.1. Homosistein
Methionine folate
Serine
S-adenosyl methionine (SAM) i s Glycine
l methionine synthase 5,10-methylene-
(vitamin B12) tetrahydrofolate
S-adenosyl homocysteine (SAH)
methylenetetrahydrofolate

5-methyl-
tetrahydrofolate reductase

Homocysteine

cystathionine p-synthase (CBS)(vitamin B6)
(defective in homocysteinurea)

Cystathionine

Sekil 1.2. Homosistein yolag1

Hcy seviyesinin artmasi oksidatif stresi arttirdig1 igin pro-genitor endotel hiicrelerinde
kaspaz 3 aktivasyonu ile apoptoza yol agar (Li et al. 2011). Ayrica vaskuler endotel

hiicrelerine zararhi oldugu ve kardiovaskuler hastaliklara yol agtig1 bilinmektedir ve



atherosklerozun da en 6nemli sebelerinden birisidir (Chen et al. 2012). Hcy endotel
hiicrelerinde reaktif oksijen tiirevlerini (ROS) arttirdig1 i¢in apoptozu da arttirir (Shan et
al. 2011).

Endotel hiicreleri fizyolojik olarak yiiksek konsantrasyonda homosisteine maruz
birakildiginda endotel hiicrelerindeki faktor XII ve faktor V aktivasyonunun arttii ve bu
durumun endotel bariyer fonksiyon bozukluguna yol agtifi gozlemlenmistir (Ratnof
1968; Rodgers et al. 1986; Mayer et al. 1989). Oksidatif hasan arttirdif1 i¢in de aym
hiicre tipinde lipid peroksidasyonunu (LPO) da arttirir (Loscalzo 1996). Hcy oksidasyonu
siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit olusumuna yol agtif1 igin sadece endotel
hiicrelerine degil tiimor dzelligi géstermeyen normal sinir hiicrelerine de zarar verdigi ve

hasara yol a¢tif1 gézlemlenmistir (White et al. 2001).

Melatonin (Mel) epifiz (pineal bez) bezinden salgilanan giiglii bir antioksidan olan bir
hormondur (Hill et al. 1988; Vijayalaxmi et al. 2002). Bu &zelliginden dolay: tiimér
hiicrelerinin biiyiimelerini azalttign gozlemlenmistir (Blask et al. 2002). Giiglii bir
antioksidan ve radikal siipiiriicii 6zelliginden dolay1 anti-anjiojenez etki gostererek damar
olusumunu engelledigi ve tiimor hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi belirtilmistir
(Reiter 2004).
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Sekil 1.3. Melatonin hormonunun yapisi

Vaskuler endotel biiyiime faktérii (VEGF) pro-anjiojenik bir molekiildiir ve endotel
hiicrelerini damar yapimi igin stimuli eder (Ferrara et al. 1992). Melatonin antianjiojenik
etkisini VEGF’nin etkisini kirmakla gosterir (Lissoni et al. 2001). Yiiksek
konsantrasyonlardaki melatonin HUVEC hiicrelerinde apoptoza yol agarak ¢ogalmalarini

inhibe eder ve bu etkiyi gosterebilmesi i¢in fizyolojik konsantrasyondan en az on kat



daha fazla konsantrasyonda melatonin uygulanmasi gerekir. Melatonin yiiksek dozlarda
HUVEC hiicrelerinin ¢ogalma asamasinda S fazina girmesini bloke eder ve bunu p53

geninin expresyonunu arttirarak apoptozu arttirir (Cui et al. 2006).

Alfa tokoferol (Vit E) yagda ¢oziinebilen giiglii bir antioksidan o6zelligi olan bir
molekiildiir. Bu 6zelliginden dolay: reaktif oksijen tiirevlerine kars1 hiicreleri koruyucu
etkiye sahiptir. Ozellikle hiicre membranlarim lipid peroksidasyonuna kars1 korur (Hong
et al. 2004).

HO

Sekil 1.4. Alfa tokoferoliin kimyasal yapis

Apoptoz genetik olarak kontrol edilen programli hiicre oliimiidiir. Apoptotik hiicre
6limii, gelisimden farklilagmaya, homeostasin saglanmasindan hiicre biiylimesine ve
zararli hiicrelerin kontrollii bir sekilde yok edilebilmesine kadar birgok énemli hiicresel
hadiselerde rol oynar (Fadeel et al. 1999). Sekil 1.5’te apoptoz mekanizmasinin is ve dis

yolag1 sematize olarak gosterilmistir.

Tez ¢alismasinda, in vitro kosullarda homosistein kullanilarak insan endotel hiicrelerinde
(HUVEC) olusturulan hiicresel oksidatif hasara kars1 melatonin ve alfa tokoferoliin ayri
ayr1 ve birlikte insan umbilikal kord endotel hiicreleri tizerindeki etkilerine bakilmasi ve
karsilastirilmas1 amaglanmigtir. Bu amagla oksidatif stress gostergeleri olan hiicre
canliliginda goriilen degisim, olugsan ROS ve LPO miktari, apoptotic hiicre sayilarindaki
degisim ve apoptoz gostergesi olan genomic DNA fragmentasyonu deneysel olarak

gozlemlenmis ve ifade edilmistir.



2. LITERATUR OZETI

Homosistein (Hcy) hiicrelerde metabolic olarak iiretilen amino asit tiirevidir. Metabolik
olarak metiyonin amino asidinden iiretilir ve metabolize edilir. Hiicrelerde ve plazmada
homosistein konsantrasyonu normal sartlarda 5-15 pM arasidir. Homosistein yolagindaki
homosisteini sistationine doniistiiren enzim eksikligine bagli olarak plazmadaki
konsantrasyonu 15 pM iizerine ¢ikabilir. Hcy konsantrasyonunun artmasi gesitli
hastaliklara sebebiyet verir. Bu durum hiperhomosistenemi olarak adlandirilir. Ciinkii
Hcy reaktif tiol grubu igerir ve buna bagl olarak miktarinin artmasiyla Hey’nin normal
hiicrelerde olusturdugu oksidatif hasar artar. Oksidatif hasar hiicrelerde reaktif oksijen ve
nitrojen tiirevlerinin (ROS ve RNS) artmasiyla tetiklenir. Reaktif oksijen tiirevlerinin
artmasi hiicrelerde olusan lipid peroksidasyonunu tetikler. Bunun sebebi olusan ROS’un
hiicrelerdeki makromolekiillerle reaksiyona girmesi ve hiicrenin normal yagam

dongiisiinii olumsuz etkilemesidir.

Hcy konsantrasyon artigimin birgok hiicre tipinde 6zellikle néron ve endotel hiicrelerinde
olusan ROS miktarim arttirarak oksidatif hasar arttirdig1 birgok galismada gosterilmistir.
Oksidatif stresin artmasi hiicrelerde apoptotic hiicre dliimlerini arrtirir. Bazi ¢aligmalarda
Hey’nin  endotel hiicrelerinde apoptozun i¢ yolagim tetikleyerek hiicre oliimlerini

arttirdigs ve kardiovaskiiler hastaliklara yol agtig1 gézlemlenmistir.

Melatonin epifiz bezinden salgilanan bir hormondur. Geceleri salgilanarak viicut
hiicrelerinin kendini yenilemesinde &nemli bir rol oynar. Giiglii bir antioksidant
olmasindan dolay1 normal hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Bunu hiicrelere zarar
veren serbest radikalleri yokederek yapar. Bazi ¢aligmalarda melatoninin plazmadaki Hey
seviyesini dengeli seviyede tuttugu ve Hcy’nin olusturdugu hasar azalttifi tespit
edilmistir. Alfa tokoferol bir tokoferol tiirevidir ve E vitamini olarak da bilinir. Hiicreleri
koruyucu antioksidant 6zelligi vardir. Ozellikle hiicrede bulunan lipidleri oksidatif hasara

ve onun yol a¢tig1 lipid peroksidasyonuna kars1 korur.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Endotel bityiime medyumu (EBM), EBM biiyiime faktorleri hidrokortison, askorbik asit,
fetal kalf serumu (FKS), insan fibroblast biiyiime faktorii (FGF), vaskuler endotel
biiyiime faktorii (VEGF) ve penisilin streptomisin solusyonu Lonza’dan alinmustir.
Tripsin-EDTA (% 0,25), tripan blue (% 4), fosfat salin tamponu (PBS) ve mikoplazma
deteksiyon kiti Biological Industries firmasindan alinmistir. Melatonin, alfa tokoferol,
trikloroasetik asit, tiobarbitiirik asit, etidyum bromiir (EtBr), agaroz, tris ve etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA) Sigma firmasindan alinmistir. Genomik DNA izolasyon Kkiti
Intron firmasindan, 100 bp DNA markérii Solis Biodyne firmasindan alinmugtir..Cell
Migration Assay Kiti ve ApopTag® Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kiti

Millipore firmasindan temin edilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

HUVEC (ATCC® CRL-1730™) hiicreleri Eskisehir Anadolu Universitesi Bitki Ilag ve
Bilimsel Arastrma Merkezinden temin edildi. Bingdl Universitesi Merkez
Laboratuvarinda saklandi. Hiicreler, hidrokortison, askorbik asit, fetal kalf serumu (FKS),
insan fibroblast biiytime faktérii (FGF), vaskuler endotel biiyliime faktorii (VEGF) igeren
EBM kullanilarak pasajlanarak ¢ogaltildi.

3.2.2. Ajan Uygulamasi

HUVEC hiicreleri ¢ogaltilarak bes gruba ayrildi. Kontrol grubunda herhangi bir ajan
uygulanmayarak hiicreler sadece hiicre besiyerinde 24 saat bekletildi.. Hcy grubunda
hiicrelere 1 mM hcy 24 saat boyunca uygulandi. Hcy+Mel grubunda 1 mM Hcy ile
beraber 10 pM Mel, Hey+vit E grubunda 1 mM Hcy ile birlikte 50 uM Vit E,



Hcy+Melatonin+Vit E grubunda ise 1 mM Hcy ile birlikte 10 uM Mel ve 50 uM Vit E
24 saat boyunca uygulanmustir.

3.2.3. WST-1 Assay Hiicre Canhihg Analizi

WST-1 hiicre canlilik kiti protokoliine gére yapildi. HUVEC hiicreleri her bir kuyucukta
5x10" hiicre olacak sekilde ekildi ve ajan uygulama béliimiinde belirtildigi gibi Hcy, Mel
ve Vit E belirtilen konsantrasyonlarda eklenerek 24 saat % 5 COz’li inkiibatérde 37°C’de
bekledikten sonra her bir kuyucuga 5 pl WST-1 maddesi eklendi. Hiicreler 4 saat inkiibe
edildi. 4 saat inkiibasyondan sonra ELISA reader cihazi (SpectraMax Plus 384
Microplate Reader) kullanilarak her bir 6rnegin 450 ve 630 nm’deki optical density (OD)
degerleri alind1 ve canlilik analizi yapildi.

3.2.4. Lipid Peroksidasyonu (LPO) Analizi

Lipid peroksidasyonu malondialdehitten (MDA) olusan tiobarbitiirik asit reaktif tiirleri
(TBARS) &lgiimiine dayali yéntemle yapildi. Hiicreler ekildikten sonra ajan uygulama
boliimiinde belirtildigi gibi Hey, Mel ve Vit E ile belirtilen konsantrasyonlarda eklenerek
24 saat sonra hiicreler alinarak 250 pl trichloroacetic acid (% 7 w/v) 1 mL of
thiobarbituric acid (0.8% w/v) ile reaksiyona sokulup 95°C’de kaynayan su banyosunda
30 dakika boyunca tutuldu. Sonra buza konularak 5 dk beklendi. 10000 rpm’de santrifij
edildikten sonra ELISA reader kullamlarak 532 nm’de OD degerleri ELISA reader
(SpectraMax Plus 384 Microplate Reader) ile alind1 ve her bir 6rnegin MDA seviyeleri
hesaplandi. Malondialdehid bis standart olarak kullamldi. Sonuglar uM cinsinden ifade
edildi (Smith et al. 1982; Maruf and O’Brien 2014).

3.2.5. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) Analizi

ROS analizi 2°, 7°-Dichlorodihydrofluorescin diacetate (DCFH-DA) kullanilarak yapildi.
HUVEC hiicreleri ajan uygulama kisminda belirtildigi gibi Hcy, Mel ve Vit E
eklendikten 24 saat sonra hiicreler santrifiijle toplandi. Herbir 6rnekte 1x10° hiicre igin 2
puM DCFH-DA eklendi ve karanhk ortamda 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
Spektroflorometre kullamlarak 485 eksitasyon ve 525 emisyon degerlerinde florasan

siddeti (FI) 6l¢iimii yapildi (Shen et al. 1996).



3.2.6. Hiicre Gocii Analizi

Hiicre gocii analizi 24-well cell migration assay kit (colorimetric) protokoliine gore
yapildi. Hiicreler kit protokoliine gére gogaltilip 24 kuyucuklu plakaya ekildi. Hcy, Mel
ve Vit E kit protokoliine gore hiicrelere 24 saat uygulandiktan sonra ELISA reader
(SpectraMax Plus 384 Microplate Reader) kullanilarak 560 nm’de OD degerleri alind.

3.2.7. In Situ Apoptoz Deteksiyonu: Tunel Assay

In situ Apoptoz deteksiyonu terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP nick end
labeling (TUNEL) yontemiyle ApopTag® Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection
Kiti protokoliine gére yapildi. Bunun igin hiicreler 6 kuyucuklu plakaya ekildi ve
¢ogaltildi. Daha sonar hiicrelere belirtilen konsantrasyonlarda Hcy, Mel ve Vit E
eklendikten sonra 24 saat bekletildi. Hiicreler % 1paraformaldehid ile sabitlendi. Kit
protokoliine gore hiicreler boyandiktan sonra 151k mikroskobunda herbir 6rnek i¢in en az
ii¢ fotograf alinarak apoptotik indeks hesaplandi. Apoptotik indeks, her bir fotograftaki

apoptotik hiicre sayisinin toplam hiicre sayisina béliinmesiyle bulundu.
3.2.8. DNA Fragmentasyonu Analizi

Hiicreler gogaltildiktan sonra hiicrelere ajan uygulama béliimiinde belirtildigi gibi ajan
uygulamasi yapildi. Daha sonra hiicrelerden genomik DNA izolasyonu yapmak i¢in
hiicreler PBS ile yikand1 ve santrifujlenerek DNA izolasyonuna hazir hale getirildi.
Sonrasinda DNA izolasyon kitinde belirtilen protokole gore DNA izolasyonu sagland1 ve
deney i¢in bir miktar1 alindi. Deneysel DNA, etidyum bromiir iceren % 0.8’lik agaroz
jelde yiiriitiildii. Daha sonra jelin ultra viole (UV) 151k altinda goriintiisii alinarak DNA’da
meydana gelen fragmentlesme GelDoc EZ goriintiileme cihaziyla tespit edildi ve kayit

altina alindi.



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. WST-1 Assay Hiicre Canhh@ Analizi

Hiicre canlilif1 analizi WST-1 assay ile yapilmistir. Sekil 4.1.1.’de gozlemlendigi iizere 1
mM Hcy hiicre canlilifin1 6nemli oranda azaltirken (p<0,001) Hcy ile birlikte 10 pM mel
ve 50 uM vit E uygulanmas: hiicre canliligin1 6nemli oranda arttirmistir (p<0,001 ve

p<0,01).
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Sekil 4.1.1. WST-1 assay hiicre canlilig1 analizi sonuglarmi gosteren grafiktir. Kontrol grubunda sadece
besiyeri eklenmistir. Hcy grubunda 1 mM homosistein, Hcy+Mel grubunda 1 mM Hcy ve 10 pM
melatonin, Hcy+Vit E grubunda 1 mM Hcy ve 50 uM vitamin E, Hcy+Mel+Vit E grubunda ise 1 mM Hcy,
10 pM melatonin ve 50 pM vitamin E 24 saat uygulanmustir. (Sonuglar Data+SD olarak ifade edilmistir.
***p<0,001 vs control, ®p<0,01 vs Hey, °p<0,001 vs Hcy, n=8)

4.1.2. Lipid Peroksidasyonu (LPO) Analizi

Sekil 4.1.2.’de gosterilen LPO sonuglarina gore 1 mM Hcy, kontrol grubuna gére LPO
gostergesi olan MDA konsantrasyonunu 6nemli oranda arttirirken (p<0,001) Hcy ile
birlikte 10 uM Mel uygulanmasi Hcy’nin olusturdugu MDA miktarim1 6nemli oranda
distirmiigtiir (p<0.01).



Mel ve vit E’nin birlikte uygulanmas: sinerjetik olarak 6nemli bir degisiklige yol

acmamistir.
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Sekil 4.1.2. Lipid peroksidayonu sonuglarim1 gosteren grafiktir. Kontrol grubunda sadece besiyeri
eklenmistir. Hcy grubunda 1 mM homosistein, Hcy+Mel grubunda 1 mM Hcy ve 10 pM melatonin,
Hcy+Vit E grubunda 1 mM Hcy ve 50 uM vitamin E, Hcy+Mel+Vit E grubunda ise 1 mM Hcy, 10 uyM
melatonin ve 50 pM vitamin E 24 saat uygulanmistir. (Sonuglar Data+SD olarak ifade edilmistir.
mp<0,001 vs kontrol, *p<0,05 vs Hey, bp<0,01 vs Hcy, n=3)

4.1.3. Reaktif Oksijen Tiirevleri (ROS) Analizi

Sekil 4.1.3.’de gézlemlendigi iizere 1 mM Hcy, kontrol grubuna gore ROS miktarim
control grubuna gore arttirirken (p<0,001) Hcy ile birlikte 10 pM mel ve 50 uM vit E
uygulanmas1 ROS miktarim diisiirmiistiir (p<0,001).
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Sekil 4.1.3. Florasan siddeti (FI) dlgiim sonuglari gosteren grafiktir. Kontrol grubunda sadece besiyeri
eklenmistir. Hcy grubunda 1 mM homosistein, Hcy+Mel grubunda 1 mM Hcy ve 10 pM melatonin,
Hcy+Vit E grubunda 1 mM Hcy ve 50 uM vitamin E, Hcy+Mel+Vit E grubunda ise 1 mM Hcy, 10 uyM
melatonin ve 50 uM vitamin E 24 saat uygulanmistir. (Sonuglar Data+SD olarak ifade edilmistir.
*"p<0,001 vs kontrol, °p<0,001 vs Hcy n=4)
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4.1.4. Hiicre Gocii Analizi

Sekil 4.1.4.°de belirtilen hiicre go¢ii sonuglarina gore endotel hiicreleri 1 mM Hcy olan
ortamda hiicre gogiinii onemli oranda azaltmigtir (p<0,001). Ortama 10 pM Mel ve 50

uM vit E eklenmesi hiicre gégiinii istatiksel olarak 6nemli oranda arttirmigtir (p<0,001).

Sekil 4.1.4. Hiicre gogii analizi sonuglarin1 gosteren grafiktir. Kontrol grubunda sadece besiyeri eklenmistir.
Hcy grubunda 1 mM homosistein, Hcy+Mel grubunda 1 mM Hcy ve 10 pM melatonin, Hcy+Vit E
grubunda 1 mM Hcy ve 50 uM vitamin E, Hcy+Mel+Vit E grubunda ise 1 mM Hcy, 10 uM melatonin ve
50 pM vitamin E 24 saat uygulanmgtir. (Sonuglar Data+SD olarak ifade edilmistir. ~~ p<0,001 vs kontrol,
°p<0,001 vs Hcy, n=4)

4.1.5. In Situ Apoptoz Deteksiyonu: Tunel Assay

Apoptotik hiicre sayisim belirlemede TUNEL assay yontemi kullanilmigstir. Sekil 4.1.5
.1.’de gosterildigi iizere hiicrelere 1 mM Hcy eklenmesi apoptoza ugrayan hiicre sayisini
arttirmistir (p<0,001). Hcy ile birlikte 10 pM Mel ve 50 pM vit E eklenmesi apoptoza
ugrayan hiicre sayisinda istatiksel olarak onemli oranda diisiis gerceklestirmistir
(p<0,001). Hey ve vit E’nin birlikte eklenmesi de Hcy grubuna gore apoptotik hiicre

say1sini azaltmigtir.
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Sekil 4.1.5.1. TUNEL assay apoptotik indeks sonuglarin1 gosteren grafiktir. Kontrol grubunda sadece
besiyeri eklenmistir. Hcy grubunda 1 mM homosistein, Hcy+Mel grubunda 1 mM Hcy ve 10 puM
melatonin, Hcy+Vit E grubunda 1 mM Hcy ve 50 uM vitamin E, Hcy+Mel+Vit E grubunda ise | mM Hcy,
10 uM melatonin ve 50 pM vitamin E 24 saat uygulanmistir. (Sonuglar Data+SD olarak ifade edilmistir.
"*p<0,001vs kontrol, °p<0,001 vs Hcy, n=3)



Sekil 4.1.5.2. Kontrol grubunun TUNEL assay goriintiisii

Sekil 4.1.5.3. Hey grubunun TUNEL assay goriintiisii
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Sekil 4.1.5.4. Hcy+Mel grubunun TUNEL assay goriintiisii

Sekil 4.1.5.5. Hey+Vit E grubunun TUNEL assay goriintiisii
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Sekil 4.1.5.6. Hcy+Mel+Vit E grubunun TUNEL assay goriintiisii

4.1.6. DNA Fragmentasyonu Analizi

Sekil 4.1.6.’da gozlemlendigi lizere agaroz jel sonuglarma gore hiicrelere 1 mM Hcy
eklenmesi hiicrelerin genomic DNA’sinda dnemli oranda hasar yol agmistir. Genomik
DNA pargalanmis ve apoptozun gostergesi olan DNA fragmantlarina ayrilma durumu
gbzlenmistir. Hcy ile birlikte 10 pM Mel ve 50 puM vit E eklenmesi DNA

fragmentasyonunu azaltmig fragmentasyona ugramis DNA goriilmemistir.

Hey Hey  Mel
DNA + + +
marker Kontrol HSY Mel  ygE Vit

1000 bp
500 bp

100 bp

Sekil 4.1.6. Endotel hiicrelerinden izole edilen genomik DNA agaroz jel yiiriitme sonuglarmi gosteren
agaroz jel goriintiisiidiir. Kontrol grubunda sadece besiyeri eklenmistir. Hcy grubunda 1 mM homosistein,
Hcy+Mel grubunda 1 mM Hcy ve 10 pM melatonin, Hcy+Vit E grubunda 1 mM Hcy ve 50 pM vitamin E,
Hcy+Mel+Vit E grubunda ise 1 mM Hcy, 10 pM melatonin ve 50 pM vitamin E 24 saat
uygulanmugtir. Herbir gruptan izole edilen genomic DNA % 0,8’lik agaroz jelde yiriitiilmistir
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4.2. Tartiyma

Bu calismada insan endotel hiicrelerinde Hey’nin hiicresel oksidatif hasar parametrelerini
nasil etkiledigine ve Mel ve Vit E’nin bu parametreler iizereinde ne gibi degisikliklere yol
actigmin in vitro kosullarda gozlemlenmesi ve karsilagtirilmasi amaglanmigtir. Ayrica
Mel ve Vit E’nin hiicrelere birlikte eklenmesinin hiicresel etkilerini arttirip arttirmadigina

bakilmistir.

Hcy, metiyonin amino asidinin demetillenmesi sonucu olusan ve tiol grubu igeren bir
amino asit tiirevidir. Igerdigi tiol grubundan dolay1 da hiicrelerde ¢ok gesitli etkilere yol
acar. Hcy seviyesinin yiikselmesi endotel hiicrelerinde hiicresel fonksiyonlarin
azalmasina, lipid peroksidasyonuna ve apoptoza yol agar. Hcy’nin bu etkisi hiicrelerdeki
ROS miktarini arttirmasindan dolayi ortaya ¢ikar (Blom et al. 1995; Tawakol et al. 1997;
Carsten and Kenneth 2004). Artan ROS seviyesi hiicrelerde artan lipid peroksidasyonuna
yol agar. Lipid peroksidasyonunun artmasi membran potansiyelinin kaybedilmesine ve
ozellikle mitokondriyel membran depolarizasyonuna neden olur (C. Sidoti-de Fraisse et
al. 1998).

Ayrica artan ROS miktar1 mitokondriyel membran potansiyelinin kaybedilmesine
sitokrom c’nin sitoplazmaya salimmina ve hiicrede apoptozu tetikleyen Bcl2 protein
ailesinden olan proteinlerin aktivasyonuna yol agarak apoptozu arttirir (Kumar and
Jugdutt 2003). Bu galismada Hcy, in vitro ortamda endotel hiicrelerindeki ROS miktarini
arttirmustir. Buna paralel olarak hiicrelerdeki LPO miktar1 da artmistir. ROS ve LPO
seviyelerinin artmasi apoptozu tetikleyen 6nemli unsurlar oldugu i¢in apoptoza ugrayan
hiicre sayisinda da artis gézlemlenmesi, yukaridaki bilgiyi dogrular niteliktedir. Ayrica
endotel hiicrelerinin Hcy’li ortamda hiicre gogiinii azaltmasi artan apoptotik hiicre

sayisina bagli olarak agiklanabilir.

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine), epifiz bezinden salgilanan triptofan tiirevi
bir hormondur (Hill et al. 1988). Melatonin hormonu 6nemli bir radikal giderici ve giiglii
bir antioksidan molekiilidiir. Bu o6zelliginden dolay1 hiicrelerdeki ROS seviyesini
diisiirdiigii ve hiicreleri ROS molekiillerinin olusturdugu oksidatif hasar kars1 korudugu

bilinmektedir (Vijayalaxmi et al. 2002). Melatonin hormonunun bu 6zelligi, calismada
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kullanilmasmin en énemli sebebidir. Melatonin hiicredeki serbest radikallerle reaksiyona
girerek ROS seviyesini azaltir. Ayrica melatoninin in vitro kosullarda Hcy’nin sebeb
oldugu oksidatif hasara karg1 normal hiicreleri apoptoza kars1 korudugu da gosterilmigtir

(Osuna et al. 2002).

Bu calismada hiicrelere Hcy ile beraber 10 pM Mel eklenmesi hiicrelerde olusan ROS
miktarim1 Hcy grubuna gére onemli oranda azaltmigtir. ROS seviyesindeki diisiise bagh
olarak olugan LPO miktarim1 da azaltmistir. ROS ve LPO seviyelerindeki diisiis Mel’in
radikal giderme ozelligini gostermektedir. Ayrica Mel eklenmesi Hey’nin sebeb oldugu
apoptotik hiicrelerin sayisin1 diiglirmiistiir. Bu veriler Mel’in normal hiicreleri apoptoza
kars1 korudugu bilgisiyle uyusmaktadir. Apoptotik hiicre sayisindaki azalisa bagh olarak
melatonin Hcy’nin azalttigi hiicre gogli oranini 6nemli oranda arttirmistir. Yine bu

durumu melatoninin hiicreleri apoptoza kars1 korudugu bilgisine dayandirilabilir.

Vit E molekiiliiniin hiicrelerdeki ROS miktarin1 azalttii ve hiicreleri oksidatif hasara
kars1 korudugu ve buna bagl olarak lipid peroksidasyonunu azalttig1 bilinmektedir (Hong
et al. 2004). Bu calismada hiicrelere Hcy ile beraber 50 uM Vit E eklenmesi, ROS
seviyesini Hcy grubuna gore 6nemli oranda diistirmiistiir. ROS miktarindak diisiise bagh
olarak Hcy grubuna gére LPO seviyesini de énemli oranda diisiirmiistiir. Bu veriler daha
onceden yapilmis calismalarla gosterilen Vit E’nin olusan LPO miktarimi diistirdiigi
bilgisiyle ortiismektedir (Baydas vd. 2002; Celik vd. 2002).

Ayrica Vit E’nin ROS ve LPO miktarlarim1 énemli oranda azaltmasi apoptotik hiicre
sayisim1 da Hey grubuna gore 6nemli oranda azaltmistir. Bu veri, vitamin E’nin endotel
hiicreleri gibi normal hiicreleri apoptoza kars1 korudugu bilgisiyle ortiismektedir (Hong et
al. 2004).

Bu ¢alismada elde edilen bir bagka sonug ise hiicrelere Hey ile beraber 10 puM Mel ve 50
puM Vit E eklenmesinin melatonin ve vitamin E’nin tek eklendigi sonuglara gére 6nemli
bir degisiklik olusturmamasidir. Buradan melatonin ve vitamin E gibi iki 6nemli radikal
giderici molekiiliin birlikte hiicrelere eklenmesinin sonuglarda 6nemli bir degisiklige yol

agmadig1 sonucu ¢ikarilabilir.



5. SONUC VE ONERILER

Homosisteinin fizyolojik ve farmakolojik konsantrasyonlara bagli olarak endotel
hiicrelerinde oksidatif hasar1 arttirdigim ve buna bagli olarak apoptozu tetikledigini
gosteren birgok ¢alijma vardir. Yiiksek homosistein konsantrasyonu demek olan
hiperhomosistenemi kardiovaskiiler sistemin temel hiicrelerinden olan endotel hiicrelerde
apoptotik hiicre 6liimiinii arttirdign i¢in kardiovaskiiler hastaliklara yol agtif1
bilinmektedir. Bu ¢alismada in vitro kosullarda melatonin ve alfa tokoferoliin endotel
hiicrelerde tetiklenen oksidatif stresin etkisini yiiksek oranda azalttig1 ve koruyucu etki
gosterdigi gozlemlenmistir. Bu tez galismasi melatonin ve alfa tokoferolden elde edilecek
cesitli ilaglarin endotel hiicreleri i¢in koruyucu etken madde olarak ve
hiperhomosistenemi hastalarinda tedavi amagli kullanilabilecegini gostermesi ve bununla

ilgili gelecek galigmalara 151k tutmasi agisindan Snem arzetmektedir.
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