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1. OZET

Homosistein (Hcy) metiyonin metabolizmasi sirasinda ortaya ¢ikan, siilfiir
iceren bir amino asittir. Hayvan ¢aligmalarinda hiperhomosisteineminin oksidatif
stres, apoptozis, noroplastisite ve noral gelisim bozuklugunda rolii oldugu ve
biligsel disfonksiyona yol ag¢tig1 bildirilmistir. Hiperhomosisteineminin gebe sican
yavrularinin  beyinlerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla calisma
gerceklestirildi.

Calismada gebe Wistar albino siganlar Hcy ve kontrol grubu olarak ikiye
ayrildi. Gebelerden elde edilen yavrularin yarist dogumdan sonra (postnatal 1.giin;
PNG-1) sakrifiye edilerek beyin dokularinda lipit peroksidasyon {iriinleri (LPO;
Malondialdehit+4-hidroksi ~ alkenal  olarak), glutatyon (GSH), DNA
fragmentasyonu, p53 mRNA ekspresyon diizeyi, Bcl-2 protein diizeyi, glial
fibriler asidik protein (GFAP), S100B proteini, noral hiicre adezyon molekiilleri
(NCAM) ve polisialize NCAM (PSA-NCAM) ekspresyon diizeyleri tayin edildi.
Geri kalan yavrular postnatal 82. giine (PNG-82) kadar normal beslenmeyle
biiyiitiildii; bu eriskin yavrulara 6grenme testlerinden Morris water maze (MWM)
testi uygulandiktan sonra sakrifiye edilerek hipokampusta NCAM, PSA-NCAM,
GFAP, S100B diizeyleri tayin edildi.

Gebe sigcanlarin giinliik i¢gme sularina metiyonin konulmasi gebeligin
sonunda Olciilen plazma hcy seviyesini kontrole gore anlamli olarak arttirdi
(Kontrol: 6 uM/L ve Hey grup: 26 uM/L; P<0.001).

Hiperhomosisteinemik gebe sicanlarin bir giinliik yavrularinin beyin
homojenatlarinda kontrole gore LPO iiriinleri 6zellikle mitokondride daha belirgin

olmak iizere artmisti (mitokondrial fraksiyon icin p<0.001, niikleer fraksiyon i¢in



p<0.001, sitozolik fraksiyon icin p<0.01). Homosistein grubunda DNA
fragmentasyonu tespit edildi. Homosistein grubunda kontrole gore Bcl-2 protein
diizeyinde azalma (mitokondrial fraksiyon igin p<0.001, niikleer fraksiyon igin
p<0.05), ve p53 mRNA ekspresyonunda artis (p<0.001), GFAP protein
ekspresyonunda azalma (p<0.01) ve S100B protein ekspresyonunda azalma
(p<0.001), NCAM ve PSA-NCAM ekspresyon paterninde farklilik gézlendi. Hcy
grubunda NCAM 140 ve PSA-NCAM ekspresyonu kontrole gére anlamli olarak
diisiiktit (Her ikisi i¢in p<0.001). Homosistein grubu geng erigkin yavrularinda
NCAM 180 ekspresyonu kontrole gére anlaml olarak diisiiktii (p<0.001), GFAP
ve S100B diizeyleri farkli degildi. Eriskin yavrulara uygulanan MWM testinde ise
Hcy grubunda kontrole gore uzaysal Ogrenme ve hafiza konsolidasyonunda
bozulma tespit edildi.

Sonug olarak, bulgular, yiiksek homosistein diizeyine maruz kalan gebe
sican yavrularinin beyinlerinde oksidatif stres, apoptozis ve noroplastisitede
bozukluklar olustugunu ve geng eriskin yavrularda gecikmis beyin maturasyonuna

bagl bazi biligsel bozukluklara yol actigin1 gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Homosistein, gebelik, noroplastisite, apoptozis,

biligsel fonksiyonlar.



2. ABSTRACT
Effects of Prenatal Exposure to Hyperhomocysteinemia on Neural
Plasticity and Cognitive Functions in Rats

Homocysteine (Hcy), a sulphur containing amino acid, is derived from the
metabolism of methionine. Experimental data from animals implicate that
hiperhomocysteinemia causes oxidative stres, apoptosis, defects in neuroplasticity
and neural development and cognitive disfunction. This study was performed to
evaluate effects of maternal hyperhomocysteinemia on brain of offsprings.

Pregnant Wistar albino rats were randomly divided into Hcy and control
groups. Half of pups from both groups were sacrified on the first postnatal day
(PND-1) to assay the levels of LPO products (LPO; as malondialdehyde + 4-
hydroxyalkenals), glutathione (GSH), DNA fragmentation, p53 mRNA
expression, Bcl-2 protein, gial fibrillary acidic protein (GFAP), S100B protein,
neural cell adhesion molecules (NCAM) and polysialylated form of NCAM (PSA-
NCAM) in the pup brain. The other half of pups from both groups were feeded
with normal diet until they become 82 days old. Then a learning test, Morris water
maze, was performed and the offsprings were sacrified to analyze NCAM, PSA-
NCAM, GFAP, S100B protein levels in the hippocampus.

Daily administration of methionine via drinking water to pregnant rats
resulted in higher plasma level of hcy at the end of pregnancy compared to control
group (Control: 6 uM/L and Hcy group: 26 uM/L; P<0.001). Brain homogenates
of Hcy group compared to controls had significantly higher LPO products
especially in mitochondrial fraction (mitochondrial fraction p<0.001, nuclear

fraction p<0.001, cytosolic fraction p<0.01). DNA fragmentation was observed in



Hcy group. Pups from hyperhomocysteinemic dams had significantly lower Bcl-2
protein level (mitochondrial fraction p<0.001, nuclear fraction p<0.05); they had
also increased p53 m RNA (p<0.001), decreased GFAP (p<0.01) and S100B
(p<0.001) protein levels compared to control group. Expression of NCAM-140
and PSA-NCAM were lower in Hey group (p<0.001, for both). In comparison to
control group, level of NCAM-180 expression was significantly lower in
hippocampal homogenats from Hcy group (p<0.001). Levels of GFAP and S100B
were not different in hippocampus of young adult offsprings from both groups. In
Morris water maze task, spatial learning and memory consalidation were impaired
in Hey group.

As a result the data implicates that pups from pregnant rats exposed to the
higher level of homocysteine show increased oxidative stres, apoptosis, defects in
neuroplasticity. Young adult offspring from hyperhomocysteinemic rats also

shown cognitive impairment due to delayed brain maturation.

Key words: Homocyteine, pregnancy, neuroplasticity, apoptosis,

cognitive functions.



3. GIRiS

3.1. HOMOSISTEIN
Homosistein  (Hcy; HSCH,CH,CH(NH,)CO,H, 2-amino-4-merkapto

butirik asit), beslenme ile alinan metiyonin aminoasidinin metabolizmasi
esnasinda bir ara {iiriin olarak olusan, proteinlerin yapisina katilmayan, siilfiir-
iceren bir aminoasittir (1-3). Tk kez 1932 yilinda Du Vigneaud tarafindan insulin
ile ilgili caligmalar yapilirken elde edilmistir (4,5).

Metiyoninin demetilasyonu ile olugsmus bir tiol olan homosisteinin yapisi

Sekil 1°de gosterilmistir.

Coo (l:ich_
|
+
H— C— NH, H— C— NHj
| |
CHy CHy
| |
CHq ?HE
|
a—CH 3 . 2H
METIONIN HOMOSISTEIN

Sekil 1. Homosistein ve metiyoninin yapisi

Homosistein metabolizmasinda 6nemli bir yere sahip olan metiyonin;
proteinlerin  sentezinde, transmetilasyon reaksiyonlarinda, poliaminlerin
sentezinde, sistatyonin, sistein ve transsiilfiirasyon yolunun diger iiriinlerinin

olusumunda, hiicre i¢i folat metabolizmasi ve kolin katabolizmasi i¢in gerekli



olan homosisteinin saglanmas1 gibi biyolojik siire¢lerde rol oynar ve memelilerin
normal biiylime ve gelisimi i¢in esansiyel bir aminoasittir (6).

Homosisteinin klinik 6nemi, 1962 yilinda sistatiyonin-f-sentaz (CBS)
eksikligine bagli olarak olusan homosistiniiri hastalifi dolayisiyla ortaya
cikmistir. Bu hastalikta trombotik olaylar, prematiir ateroskleroz ve mental gerilik
goriiliir (7,8). Homosistiniirideki bu bulgular ile homosistein diizeyi arasinda
pozitif bir korelasyon saptanmistir (8). Benzer sekilde tromboembolik olaylarin
kobalamin eksikligi ve metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzim eksikligi
gibi hiperhomosisteinemi olusturan bozukluklarda da goézlenmesi, homosistein-
vaskiiler hastalik baglantisi iizerindeki diisiinceleri pekistirmistir (4).

Homosistein; serebrovaskiiler, periferik vaskiiler, koroner kalp hastalig1 ve
tromboz icin bagimsiz bir risk faktorii olup (9-11); aterosklerotik damar
hastaliklar1 ile hiperhomosisteinemi arasindaki iliski yas, hipertansiyon,
dislipidemi, sigara ve sismanlik gibi diger risk faktorlerinden bagimsizdir (12).

Yapilan caligmalarda, homosisteinin tromboz, merkezi sinir sistemi (MSS)
gelisim bozukluklar1 ve norodejeneratif hastaliklar, depresyon ve sizofreni gibi
psikiyatrik bozukluklar ve bazi kanserlerle iligkili olabilecegi gosterilmistir (9).

Gebelerde homosistein seviyesindeki artisin noral tiip defektleri,
preeklampsi, prematiirite, diisiik dogum agirhig ile iligkili oldugu gosterilmistir
(13-17). Noral tiip defektleri spina bifida, meningosel, ensefalosel ve anensefaliyi
icerir ve bu bozukluklarin tamami hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve
oliimiindeki anormalliklerle iligkilidir (18).

Homosisteinin erigskin siganlarda oksidatif yiikii arttirdigi, apoptozisi

hizlandirdig1, noral plastisitede defekt olusturdugu ve sonucta, kognitif



performans1 kétiilestirdigi gosterilmistir (19-25). Yash insanlarda hafif kognitif
disfonksiyon ve norodejeneratif hastaliklarin sik goriilmesi, homosisteine olan
ilgiyi arttirmaktadir.

Eriskin hayvan modellerinde hiperhomosisteineminin noral etkileriyle
ilgili literatiir bolluguna karsilik, gebe hayvan modellerinin yavrularindaki noral
ve biligsel fonksiyonlar iizerine etkileriyle ilgili ¢alismalar yok denecek kadar

azdir.

3.1.1. Homosistein Metabolizmasi

Homosistein, metiyonin metabolizmasinin ayrilmaz bir bilesenidir.
Metiyonin transmetilasyon yolu ile homosisteine doniisiir. Bir kez homosistein
olustuktan sonra ya remetilasyon yolu ile tekrar metiyonine doniisiir ya da
transsiilfiirasyon yolu ile sistatyonin ve sisteine metabolize edilir (26).

Stabil izotopla isaretleme metodunun metiyonin metabolizmasina
uygulanmasiyla transmetilasyon, remetilasyon ve transsiilfiirasyon yolaklarinin
insandaki dagilimi gosterilebilmistir (27). Geng eriskinlerde 1-1.5 gr./kg/giin
protein alindiginda olusan homosisteinin yaklasik % 43 remetile olurken, % 57’si
transsiilfiirasyon yoluyla metabolize edildigi gosterilmistir (28).

Temel metiyonin déngiisii biitiin normal memeli hiicrelerinde ayni bigcimde
yer alir (4). Beyindeki homosistein-metiyonin metabolizmasinin diger organlardan
farkli oldugu ileri siiriilmiistiir (29). Yapilan calismalarda betain-homosistein
metiltransferaz (BHMT) enzimi beyinde belirlenememistir (30,31). Ayrica -
sistatiyonaz enziminin de beyinde mevcut olmadigi iddia edilmistir (32). Konu

transsiilfiirasyon baglig1 altinda daha detayh tartistlmstr.



3.1.1.1. Transmetilasyon

Metiyonin metabolizmasi, metiyonin adenozil transferaz (MAT) enzimi
aracilign ile kiikiirt atomuna ATP’den bir adenozil grubunun transferi sonucu S-
adenozil-L-metiyonin (SAM) olusmasi ile baslar. SAM metil grubunu kolaylikla
bir aliciya vererek S-adenozil-L-homosisteine (SAH) doniismektedir. SAH ise
reversible bir enzim olan SAH hidrolaz enzimi ile adenozin ve homosisteine
metabolize edilir. Bu reaksiyonlar transmetilasyon olarak adlandirilir.

S-adenozil-L-metiyonin (SAM) metiyonin metabolizmasinda anahtar bir
ara lriindiir (33,34). Olusumu i¢in ATP gereklidir ve bu reaksiyonda ATP’nin ii¢
fosforu da kullanildigindan yiiksek enerjili bir bilesiktir (35). 1953’de Catoni (36)
tarafindan kesfedilen SAM cok yonlii bir koenzimdir. S-adenozil-L-metiyonin
(SAM) sadece bir metil grup vericisi olmayip siklopropil yag asit sentezinde
metilen grup vericisi, biotin sentezinde amino grup vericisi, poliamin ve etilen
sentezinde aminoizopropil grup vericisi ve 5’-deoksiadenozil radikal vericisidir
(35). Ayrica biotin ve lipoik asit sentezinde siilfiir kaynagidir (37).

Memelilerde SAM’1n biiyiik ¢ogunlugu metil transferaz reaksiyonlarinda
kullanilir. Bu reaksiyonlarda pozitif yiiklii siilfonyum iyonu kendisine baglanan
metil grubunu elektron fakir hale getirir ve boylece ortamda elektron zengin
alicilar bulundugunda reaksiyon kolaylikla gerceklesir (35). SAM bu metil
grubunu bir¢ok aliciya verebilir (aminoasit, DNA, RNA, fosfatidil serin, kreatinin
metaller...); memelilerde en az 60 c¢esit metil transferaz reaksiyonlan

tamimlanmustir (35,38-40).



3.1.1.2. Remetilasyon

Homosisteinin remetilasyon ile metiyonine doniisiimii iki enzimden biri
araciligi ile olur:

1- Metiyonin sentaz (MS; 5-metiltetrahidrofolat-homosisteinmetiltransferaz)
2- Betain-homosistein metiltransferaz (BHMT)

Homosisteinin remetilasyonu, S-metiltetrahidrofolatt metil vericisi ve
vitamin By’nin bir formu olan metilkobalamini ise kofaktor olarak kullanan
metiyonin sentaz (MS) tarafindan katalizlenmektedir. 5-metiltetrahidrofolatin
olusumu; tetrahidrofolattan (THF) elde edilen 5,10-metilentetrahidrofolatin
rediiksiyonunu katalizleyen 5,10-metilentetrahidrofolat rediiktaza (MTHFR)
bagimlidir. MTHFR enzimi ise kofaktdr olarak vitamin Bj’yi (riboflavin)
kullanmaktadir. Bu remetilasyon yolunda folat hem koenzim hem de kofaktor
olarak kullanilmakta ve bu olay dongii seklinde devam etmektedir (5,41,42).

Betaini metil vericisi olarak kullanan ikinci bir homosistein metilaz sistemi
memelilerin karacigeri ve primatlarin bobreklerinde tespit edilmistir (31). Yapilan
calismalarda betain- homosistein metiltransferaz (BHMT) enzimi beyinde
belirlenememistir (30,31).

Bu yolu katalize eden BHMT, metil vericisi olarak kolinin oksidasyon
iriinii olan betaini kullanarak N,N-dimetilglisin ve metiyonin olusturmaktadir.
Folat ve/veya kobalamin eksikliginde bu yol SAM sentezi icin gerekli
metiyoninin doku konsantrasyonunu siirdiirmektedir (42). Metiyonin dongiisii

metiyonini katabolize etmez; metiyonin transsiilfiirasyon ile katabolize olur.



3.1.1.3. Transsiilfiirasyon

Transsiilfirasyon homosistein katabolizmasi i¢in 6nemli bir yoldur ve
karacigerdeki glutatyonun (GSH) da major kaynagidir (43). Homosisteini metiyonin
siklusundan alip geridoniisiimsiiz olarak dnce sistatyonine daha sonra sirasiyla sistein
ve glutatyona doniistiiren yolaga transiilfiirasyon denir. Bu reaksiyonlar sirasinda a-
ketobiitirat, NH,", taurin, piruvat, siilfat+ CO, de olusur (18).

Transsiilfiirasyonun ilk basamaginda homosistein ve serin amino asidi, CBS
enzimi tarafindan katalize edilerek sistatiyonini olusturmaktadir. Sistatiyonin daha
sonra Y-sistatiyonaz enzimi ile o-ketobiitirat, NH4" ve sisteine metabolize edilir.
Olusan sistein, glutatyonun yapisina girmekte ya da siilfata doniiserek
glikozaminoglikanlarin yapisina katilmaktadir. Diger yandan, homosistein ile
birleserek sistein-homosistein disiilfid bilesiklerini de olusturabilmektedir (32).

Sistatiyonin-B-sentaz (CBS) bir heme proteinidir. Transsiilfiirasyonda rol alan
her iki enzim de vitamin Be’nin aktif formu olan pridoksal-5-fosfati kofaktor olarak
kullanmaktadir (4,41,42).

Transsiilfirasyon yolu memeli dokularinda yaygin olarak bulunmaz;
karaciger, bobrek, barsak ve pankreasta bulunur (35). Beyinde ise CBS bulunurken
(41) v-sistatiyonaz enziminin beyindeki varligi ile ilgili ¢alismalar kesin sonug
vermemistir (45-47). Bu calismalarda +y-sistatiyonazin beyindeki dagilimi bolgesel
farkliliklar gosterebilecegi de ileri siiriilmiistiir (46,47).

In vitro sartlarda radyoizotop isaretleme ve enzim inhibitorleri kullanilarak
yapilan bir ¢aligmada beyinde transsiilfiirasyon yolunun tam ve islevsel oldugu; daha
once yapilan caligmalardaki bazi ¢eliskili sonug¢larin O6l¢iim  yontemlerinin
yetersizligine bagli olabilecegi ileri siiriilmiistiir (48). Homosistein metabolizmasi

Sekil 2’de gosterilmistir.
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3.1.2. Homosistein Metabolizmasinin Regiilasyonu

Homosistein metabolizmas1 esas olarak enzimlerin ekspresyonunda
degisiklik ve SAM’1n olusturdugu allosterik enzim regiilasyonu ile olur (35). S-
adenozil-L-metiyonin (SAM), CBS enziminin allosterik aktivatorii ve MTHFR
enziminin allosterik inhibitoriidiir (49). Bu yiizden artmis SAM transsiilfiirasyonu
arttinr ve remetilasyonu inhibe eder. Dolayisiyla dokulardaki SAM (baz1
dokularda SAH) konsantrasyonlari1  homosisteinin = remetilasyon  veya
transsiilfiilrasyon yoniinde ilerleyecegini belirler (4,33,50). Metiyonin adenozil
transferaz (MAT) enziminin regiilasyonunda endokrin ve nutrisyonel faktorlerin
de rolii bildirilmistir (51).

Transsiilfiirasyon yolu prooksidan-antioksidan dengesine duyarlidir.
Peroksitler transsiilfiirasyonu arttirir, antioksidanlar azaltir (52). Bir heme proteini
olan CBS enzimi okside durumda aktiftir (53,54). Tersine MS oksidasyonla
inaktif hale gelir ve reaktivasyon icin metilasyon ile rediikte edilmesi
gerekmektedir (55). Boylece oksidatif stres transsiilfiirasyonu arttirabilir; bu da
sistein ve glutatyon sentezi ile sonug¢lanir (4). Glutatyon sentezi i¢in gerekli olan
sisteinin en az yaris1 transsiilfiirasyondan elde edilir (56).

Izotop calismalarindan elde edilen verilere gore ortamda sistein varsa
homosistein transsiilfiirasyon yolagina degil, transmetilasyon yolagina girer;
dolayisiyla sistein, metiyonin-homosistein metabolizmasinda diizenleyici etkiye
sahiptir (27).

Uzun siire yiiksek metiyonin alimi remetilasyon yolunda inhibisyona

neden olur ve transsiilfiirasyonda satiirasyona yol agabilir. Bu durumda
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homosistein hiicrelerden disar1 atilarak plazma homosistein diizeylerinin

yiikselmesine yol agmaktadir (57).

3.1.3. Plazmadaki Homosistein Formlari

Plazmadaki homosistein ya plazma proteinlerine bagh olarak ya da serbest
halde bulunmaktadir (58).

Insan plazmasi hem indirgenmis hemde yiikseltgenmis homosistein
formlarim igerir. Plazma homosisteinin sadece %1 kadar1 indirgenmis formda
bulunmaktadir. Homosistein oksidasyonu disiilfit bag1 araciligiyla meydana gelir
(59). Yiikseltgenmis homosisteinin % 80- 90 kadar1 baglica albumin olmak iizere
plazma proteinlerine baglanmistir, serbest homosistein ise ya kendisiyle birleserek
dimer homosistein (homosistin) ya da basta sistein olmak iizere diger tiyollerle
birleserek sistein-homosistein disiilfidi olusturmaktadir.

Total homosistein diizeyi hem bagli olan kismi1 hemde serbest olan kismi

yansitmaktadir (58). Plazma homosistein formlar1 tablo 1°de gosterilmistir (59).
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Tablo 1. Plazmadaki homosistein formlar1 (59)

Rediikte (indirgenmis) Form

+

Homosistein MHz
|
- OOCCHCH,CH,-SH %l
Okside (Yiikseltgenmis) Form
Homosistin MHz
|
OOCCHCHaCHL-5
Sl %5-10
pelaln llﬁHCHgCHg—S
MNH="
Karisik disulfidler:
Proteine-bagl homosistein
o
'ODCCHCH;CH;—lﬂ %80-90
L
Sistein-homosistein disiilfid
I
OO CHCH2CH2-5
"00CCHCH:-8 %5-10
|
MH="
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3.1.4. Beyinde Homosistein Metabolizmasi

Mevcut bulgulara gore homosistein plazma ile beyin arasinda, muhtemelen
spesifik cift yonlii hiicresel tasiyicilar vasitasiyla gecebilmektedir (60). Beyin
omurilik sivisindaki (BOS) homosistein konsantrasyonu serumdaki ile paralel
degisim gosterir, ancak serumdaki konsantrasyonu 20-100 kat daha fazladir
(43,61,62). Plazma homosistein seviyesindeki artis beyinde de homosistein ve
SAH artisina yol agar (63).

Homosisteinin ~ beyin  hiicrelerine  gecisi tam  olarak  aciga
kavusturulmamistir; hayvan calismalarinda basit difiizyona ilaveten 0zel,
doyurulabilir  reseptorler aracilifiyla transport edilebildigi  bildirilmistir
(60,64,65). Normal sartlar altinda insan noral hiicreleri homosistein iiretebilme
kapasitesine sahiptir ve beyinde homosisteinin iiretilebildigi gosterilmistir (66).
Beyinde homosistein metabolizmasinda bolgesel farklilik olup olmadigi
aragtirilmamistir. Hiperhomosisteinemik fare modelinde, homosisteinin kan-beyin

bariyerinin biitiinliiglinii bozdugu gosterilmistir (67).

3.1.5. Hiperhomosisteinemi

Homosistein plazma seviyesinin ol¢timii ilk kez 1962 yilinda bir tam aract
olarak homosistiniirili hastalar aragtirilirken kullanilmaya baglanmistir (68,69).

Insanda plazma total homosistein diizeylerinin 15 umol/L’ nin iizerinde
olmas1 hiperhomosisteinemi (HHcy) olarak kabul edilmektedir. Total plazma
homosistein diizeyine gore hafif, orta ve agir hiperhomosisteinemi olarak

degerlendirilmektedir (59).
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Konjenital homosistiniiride plazma homosistein seviyesi 100 pmol/L
civarindadir (70). Saglikli eriskinlerde 5-15 pmol/L olarak oOlciilmiisse de, bunu
normal olarak degerlendirirken dikkatli olunmalidir; zira 10 pmol/L diizeyinden
sonra homosistein ile iligkili saglik riskleri artmaktadir. Uygun beslenme ve tedavi
ile homosisteininl0 pmol/L diizeyinde tutulmasi miimkiindiir (59,71). Plazma

total homosistein diizeyleri tablo 2’de gosterilmistir (59).

Tablo 2. Plazma total homosistein diizeyleri (59)

Normal aralik 5-15 pmol/L

Hiperhomosisteinemi

Hafif form 15-25 pmol/L
Orta form 25-50 pmol/L
Agir form 50-500 pmol/L

3.1.6. Hiperhomosisteinemi Nedenleri
Plazma homosistein diizeyi demografik, genetik, yasam stili ve saglik
durumundan etkilenir. Ayrica bir¢cok ilag homosistein diizeyini degistirebilir (59).

Plazma homosistein diizeylerini etkileyen faktorler tablo 3’de gosterilmistir.
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Tablo 3. Plazma homosistein diizeylerini etkileyen faktorler

Demografik
Yas
Cinsiyet
Etnik koken
Genetik
CBS eksikligi yada defekti
MTHER eksikligi yada defekti
MS eksikligi yada defekti
Edinsel
B vitamin eksikligi (folat, vit. Bj, ve Bg)
Saglik durumu
- Renal fonksiyon bozuklugu
- Son donem bobrek hastalig
- Hipertansiyon, hiperlipidemi
- Cesitli kanserler
- Kalp ve diger organ transplantasyonlari
- Kronik karaciger hastaliklar
- Hipotroidizm
Maclar
Yasam bicimi
Beslenme aligkanligi
Sigara i¢imi
Alkol ( MS aktivitesini bozar)
Kahve ( giinde 5 fincandan fazla)

Egzersiz azligi
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3.1.6.1. Demografik Faktorler

Yas, cinsiyet, gebelik gibi bircok fizyolojik faktdr plazma homosistein
diizeylerini etkilemektedir.

Yas artisiyla beraber, vitamin diizeyinden bagimsiz olarak homosistein
seviyesi artar (72,73). Bu artisin renal fonksiyonlarda ve enzim aktivitelerindeki
azalmayla iligkili olabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Premenopozal kadinlarda homosistein  diizeyleri, aym  yastaki
postmenopozal kadinlara ve erkeklere gore daha diisiiktiir. Homosistein ile
Ostradiol arasinda negatif bir korrelasyonun bulundugu ortaya konulmustur
(41,42,74). Gebelikte total plazma homosistein diizeyi %30-50 oraninda azalir
(75-80). Normal gebelikte homosistein diizeyi 10 umol/L den daha diisiiktiir (81).

En diisiik homosistein degerleri ikinci trimesterde olusur (77).

3.1.6.2. Genetik Faktorler
Homosistein metabolizmasindaki enzimlerin genetik defektleri veya

eksiklikleri hiperhomosisteinemiye yol agmaktadir.

3.1.6.2.1. Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) Eksikligi/Defekti
Remetilasyonda rol alan bir enzim olan MTHFR genini kodlayan
bolgedeki 677. niikleotid pozisyonunda sitozin yerine timinin gelmesi ile olusan
bir nokta mutasyonunun (C677T) hafif hiperhomosisteinemi ile iligkili oldugu
gosterilmistir. Bu mutasyonda fonksiyonel enzimde alaninin yerine valinin
gecmesi sonucu termolabil bir varyantinin ((MTHFR) olugmasina ve aktivitesinde

%55-65 azalmaya yol actig1 saptanmistir (25,82-84). Beyaz popiilasyonun %10-
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13’iinde homozigot (TT genotipi) olan bu mutasyonun diisiik folat aliminda total
homosisteinde yaklasik %50 kadar artisa neden oldugu tespit edilmistir (85).
MTHFR’deki 1298. niikleotid pozisyonunda (A1298C) glutamatin alanin
ile yer degistirmesi sonucu goriilen polimorfizmde ise enzim aktivitesinde
azalmaya yol actigi ve hiperhomosisteinemiye neden oldugu gosterilmistir
(42,84). MTHFR enzim eksikligi olan infantlarda gecikmis psikomotor gelisme,

agir mental retardasyon ve agir psikiatrik semptomlar goriiliir (86).

3.1.6.2.2. Sistatyonin p-sentaz (CBS) Eksikligi/Defekti

CBS glutatyonun hiz simirlayict  basamagidir  (87), homosisteini
sistatyonine doOniistiiriir ve sonra sistein olusur (88). CBS eksikligi, siddetli
hiperhomosisteinemiye neden olan bir genetik bozukluktur. Otozomal resesif
gecis gosterir ve 1/100.000 canli dogumda bir rastlanir. Konjenital homosistinuri
olarak adlandirilan klinik bozukluga neden olan CBS eksikliginin homozigot ve
heterozigot formlari vardir. Homozigot bireylerde homosistein
konsantrasyonunun yaklasik 40 kata (400 umol/L’ye) kadar arttig1 saptanmistir.
Agir hiperhomosisteinemi, mental retardasyonu da iceren c¢oklu organ-sistem
hasar ile sonuglanir (89). Cocuklarda CBS eksikligi sipinal sivida homosisteinin
10 kat artmasma ve beyin fonksiyonlarinda anormalliklerin olugmasina neden
oldugu gosterilmistir (90). Glutatyon sentezinin engellenmesiyle kompansatuar
oksidatif tampon kapasitenin muhtemel es zamanli azalmasiyla N-methyl-D-
aspartate (NMDA) reseptorlerinin asir1 uyarilmast artmis eksitotoksisiteye yol
acar (91,92). Heterozigot bireylerin ise %30-50’si normal plazma homosistein
diizeylerine sahiptir ve bu formda klinik bulgularin daha az belirgin oldugu

gosterilmistir (85,88).
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31.6.2.3. Metiyonin sentaz (MS) Eksikligi/Defekti

Metiyonin sentazin kofaktorii olan metilkobalaminin sentezini etkileyen
mutasyonlarin ve vitamin B2 transportundaki degisikliklerinde
hiperhomosisteinemi ye neden oldugu bildirilmistir (25,41). Metiyonin sentaz
eksikligi hiperhomosisteinemi, homosistiniiri ve hiicresel metiyoninde azalma ile

sonuglanir (93).

3.1.6.3. Edinsel Faktorler

3.1.6.3.1. Vitamin Eksiklikleri

Homosistein metabolizmasinda gorevli vitamin Bg, By ve folik asitin
besinsel olarak eksiklikleri veya malabsorbsiyonlar1 hiperhomosisteinemi riskini
artirmaktadir (94,95).

Folik asit eksikligine besinle alinmimda eksiklik, kullanim defektleri,
malabsorbsiyon, kanser hastalar1 ve gebelerde artan ihtiyac durumlari, ilaglar
tarafindan metabolik interferans, hemodiyalizde folat kayiplar ile aktif folik asit
olusumu icin gerekli enzim veya kofaktor eksiklikleri gibi bir¢cok faktor yol
acmaktadir (6).

Vitamin B, nin diyetle aliniminda eksiklik durumlari, emilimi i¢in gerekli
olan intrinsik faktoriin eksikligi, tasinmasini saglayan transkobalaminin yoklugu
ile ince barsak patolojileri veya ila¢ kullanimi sonucu emiliminin bozulmasi gibi
bircok faktor vitamin Bj, eksikligine yol ac¢maktadir. Homosisteinin
remetilasyonunda vitamin B, ve folik asit kofaktor olarak rol oynadiklari icin, bu
vitaminlerin eksikligi homosistein diizeylerinin yiikselmesine yol a¢cmaktadir

(6,96).
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Vitamin Bs eksikligide hiperhomosisteinemiye neden olmaktadir.
Homosistein metabolizmasinda transsiilfiirasyon yolundaki CBS ve y-sistatiyonaz
enzimleri kofaktor olarak vitamin B¢'nin aktif formu olan pridoksal-5-fosfati

kullanmaktadir (41,42).

3.1.6.3.2. Kronik Hastaliklar

Homosisteinin atilimi renal yoldan oldugu igin, 6zellikle son dénem
bobrek yetmezliginde plazma homosistein diizeyleri oldukca yiikselmektedir
(97,98). Kalp transplantasyonu olmus hastalarda kismen bobrek yetmezligi ile
iliskili olarak plazma homosistein diizeylerinde artis oldugu saptanmis (99,100).
Losemi, lenfoma, over, meme, pankreas kanserleri gibi c¢esitli malign
hastaliklarda plazma homosistein seviyesinin yiikseldigi, down sendromu ve
hipertroidizmde ise homosistein diizeyinin azaldig: bildirilmistir (59).

Hipotiroidizm, diyabet, romatoid artrit, psoriazis, Alzheimer, inme,
koroner arter hastalifi, derin ven trombozu, hipertansiyon, gastrointestinal
cerrahiler, kronik atrofik gastrit, malabsorbsiyon sendromlari, hipogonadizm gibi

bircok durumda da hiperhomosisteinemi goriilmektedir (41,42,101,102).

3.1.6.3.3. ilaclar

Siklosporin, diiiretikler, kortikosteroidler, vitamin B, antagonistleri
(Nitroz oksit), vitamin B antagonistleri (teofilin, 6-aza-iiridin triasetat), folik asit
antagonistleri (fenitoin, karbamazepin), dihidrofolat rediiktaz inhibitorleri
(metotreksat), metiyonin sentaz inhibitorleri (Nitrdz oksit), kolesterol diisiiriicii
ilaglar (kolestiramin, niasin) ve L-DOPA gibi pek¢ok ilag homosistein

diizeylerinin yiikselmesine neden olmaktadir. Bununla birlikte tamoxifen, oral
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kontraseptifler, penisillamin ve N-asetilsistein (NAC) gibi bazi ilaglar ise
homosistein diizeylerini diisiirmektedir (41,42). Baydas ve arkadaslar1 yaptiklar
calismalarda melatoninin sicanlarda homosistein seviyesini azalttigini (103-105).
ve balik yaginin da homosistein diizeyini diisiirdiigiinii gostermislerdir (105).
Homosistein seviyesinin sicanlarda diiirinal ritme sahip oldugu gosterilmistir

(103).

3.1.6.4. Beslenme ve Yasam Sekli

Beslenme aligkanliklart ve yasam sekli de homosistein diizeylerini
etkilemektedir (25,41,42,59).

Metiyonin bakimindan zengin hayvansal proteinlerin fazla tiiketimi
homosistein diizeylerinde artisa yol acgarken; bitkisel agirlikli beslenme
aliskanliklar1 ve vitamin takviyeleri ise diisiilk homosistein diizeyleri ile iliskilidir
(41,74). Asinn sigara, alkol ve kahve tiiketimi de homosistein diizeylerinin
yikkselmesine neden olmaktadir. Sedanter yasam homosistein diizeylerini

artirirken, fiziksel aktivite ise azaltmaktadir (42,59,106).

3.1.7. Hiperhomosisteinemi Tedavisi

Hiperhomosisteinemi tedavisinde beslenme aliskanliklarinin diizeltilmesi
ve homosistein metabolizmasinda gorevli vitaminlerin yeterli diizeyde alinmasi
onemlidir. Folat, gerektiginde vitamin Bj, ve pridoksal fosfat uygulamasiyla
hemen her hastada hiperhomosisteinemi seviyesi diisiiriilebilmektedir.

Homosistein metabolizmasinda genetik bozukluklarla iliskili norolojik
bozukluklarin dogrulanmasinda ya da ©Onlenmesinde folat desteginin Gtesinde

ilave terapotik yaklasimlar test edilmektedir. Eksik CBS polimorfizmini kapatmak
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icin diyet metiyonin aliminin azaltilmasi homosistein iiretimini azaltillir. Diyetle
sistein veya N-asetilsistein (NAC) verilmesi glutatyon iiretimini siirdiiriir ve
alternatif bir yol olarak betain verilmesiyle homosisteinin metabolik yolu uyarilir
(107). Betain tedavisi CBS eksikligi olan ¢ocuklarda sipinal kord sivisindaki
homosisteini dramatik sekilde azaltir (86).

Onemli olarak betain folat eksikligi durumunda bile hiperhomosisteinemi
azaltilabilir, MTHFR eksikligi olan kisilerde betain tedavisine cevap verir (89).
Bununla beraber yapilan ¢alismalarda betain-homosistein metiltransferaz enzimi
beyinde belirlenememistir (30,31), betain tedavisinin faydasi sistemik

homosisteinin azaltilmasiyla olabilir (31).

3.2. HOMOSISTEININ NORAL HASAR OLUSTURMA

MEKANIZMALARI VE BIiLiSSEL FONKSIYONLAR

3.2.1. Genel bilgiler

Homosistein néral hiicreler i¢in toksiktir (18-20,22,108-110).

Homosisteinin dejeneratif norolojik hastaliklar ile iligkisi, baslangicta,
yaslilardaki plazma homosistein seviyesinin yiiksekligi dolayisiyla giindeme
gelmistir (73,111). Hafif kognitif fonksiyon bozuklugu, demans, Alzheimer
hastaligi, Parkinson hastaligi insanlarda sik goriilen norodejeneratif hastaliklardir.
Bu hastaliklarin homosisteinle iligkisi {izerine yapilan calismalar arada bir
baglant1 olabilecegini gosteriyor (91,112-114). Depresyon ve sizofrenide de
homosistein ile iligkili bozukluklar ileri siiriilmiistir. Homosistein ile
norodejeneratif bozukluklar arasindaki iligki vitamin tedavisi ¢alismalariyla teyid

edilememisse de, bu konuda kesin sonuglara varmak i¢in, genis 6lgekli kontrollii
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calismalara ihtiya¢ vardir. Vitaminlere baslama zamani, vitamin dozu gibi
faktorler gdz Oniine alinmalidir. Hastalik olustuktan sonraki girisimlerin yarari
onleme girisimlerine gore daha az olabilir (43). Aslinda gidalara folat ilavesinden
sonraki donemde Kanada ve ABD’de inme mortalitesinin azaldigi bildirilmistir
(115). Folat ve vitamin By, eksikligi hiperhomosisteinemiye yol actigindan bu
vitaminlerin eksiklikleri sirasinda gozlenen norolojik bulgular, dolayli olarak
hiperhomosisteinemi ile iliskilendirilmekte ve kimi zaman caligsmalar i¢ ice
sunulmaktadir (18). Bu tiirden ¢alismalar degerlendirilirken bulgularin dogrudan
dogruya hiperhomosisteinemi ile ilgili olup olmadiZi goz Oniinde
bulundurulmalidir.

Artmis homosistein diizeyleri eriskinlerde oldugu kadar gelismekte olan
sinir sistemi iizerinde de olumsuz etkilere sahiptir (18). Mental retardasyon ve
anormal beyin gelisimiyle karekterize bir hastalik olan Down sendromunda
homosistein  metabolizmasina katilan enzimlerde degisiklikler olmasi,
homosisteinin noral gelisim ile iliskili olduguna dair bir kamt olarak
degerlendirilebilir (116,117).

Homosisteine maruz kalan hayvanlarda homosistein beyinde birikir,
gelisme geriligi olusur, noral ve kognitif disfonksiyon ve beyin enerji
metabolizmasinda bozulma meydana gelir (19,23,118-120). Folattan yoksun
diyetle beslenen hiperhomosisteinemik eriskin sican modelinde diisiik
folat/hiperhomosisteinemik sicanlarin beyin mikrovaskiiler yapis1 elektron
mikroskopu ile incelendiginde endotelde sitoplazmik sisme ve mitokondrial

dejenerasyon, perivaskiiler amorf fibrozis tespit edilmistir (121).
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Bozulmus CBS aktivitesi ya da folat eksikligi beyin hiicrelerinde
intraselliiler homosistein diizeylerini arttirir (122). CBS enzim ekspresyonunun
degistirildigi fare modellerinde homosistein artis1 ile birlikte noérolojik hasar
oldugu bildirilmistir (67,123,124). Yine CBS enzim eksikligi olan farelerde noral
plastisitede degisiklik, agir gelisme geriligi ve erken 6liim bildirilmistir (125).

Baydas ve arkadaglart (19) hiperhomosisteineminin pasif sakinma ve
Morris water maze (MWM) testleriyle Olciilen 6grenme ve hafizayr anlaml
sekilde bozdugunu bildirmistir. Bu calismada melatonin bulgular1 diizeltmistir.
Streck ve arkadaglar1 da (23) homosistein uygulamasinin sicanlarda hafizayi
kotiilestirdigini bildirmislerdir. Algaidi ve arkadaslarinin (118) yaptigi calismada
geng-eriskin siganlara homosistein uygulanmasi kognitif bozulmaya yol agmamus,
tersine uzaysal ogrenmede kismi bir iyilesme ile sonuglanmistir. Bu bulgu diger
bazi calismalardan farklidir. Yazarlar bu durumu; gelismekte olan ve yash sican
beyinlerinin homosistein hassasiyetinin kendilerinin kullandig1 geng- eriskin
sicanlardan farkli olmasina bagli olabilecegini belirtmiglerdir. Homosisteinin
O0grenme iizerine bu olumlu etkisini NMDA ve metabotropik glutamat reseptorleri
izerinden sinaptik plastisiteyi ve transmisyonu arttirmalarina bagli olabilecegini,
ancak uzun donemde bu artmis eksitabilitenin néron kaybiyla sonug¢lanabilecegini
belirtmislerdir. Troen ve arkadaslarinin (126) calismasinda da MWM testiyle
kognitif disfonksiyon tespit edilmis, ancak beyinde histolojik diizeyde bir
bozukluga rastlanmamis, beyin ‘metilasyon potansiyelinde’ degisiklik

saptanmustir.
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3.2.2 Homosistein ve Oksidatif Stres fliskisi

3.2.2.1. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, biyolojik sistemlerde prooksidan ve antioksidan dengesinin
bozulmasi olarak tanmimlanabilir. Bu denge bozuldugunda, serbest radikaller ve
serbest  radikallerden  tiireyen = non-radikal  reaktifler  hiicrelerdeki
makromolekiillerde oksidatif hasar olusturur; boylece genler, proteinler, yapisal
karbonhidratlar ve lipidlerde yapi-fonksiyon bozulmasi meydana gelir. Oksidatif
stres akut ve kronik bircok hastaligin patogenezinde asli rol oynar (127-129). Bu
reaktiflerin yiikksek konsantrasyonlarda zararli etkileri olsa da ‘1llhmly’
konsantrasyonlarda, fizyolojik anlamda Onemli regiilatuar rolleri vardir; nitrik
oksit (NO) ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) bazi canli sistemlerinde diger
fizyolojik fonksiyonlar icin sinyal baglatic1 (signalling) 6zelliklere sahiptir. Nitrik
oksitin vaskiiler tonus diizenlenmesindeki rolii, ROS’un doku oksijen durumunun
(doku oksijen basincinin) bir gostergesi olarak ventilasyonun ve eritropoietin
sentezinin kontrolii 6rnek olarak verilebilir (127).

Biyolojik sistemlerde oksidasyon daha cok serbest radikaller araciligiyla
olusmaktadir.  Serbest radikaller yoriingelerinde eslenmemis elektron
tagidiklarindan unstabildirler; bu nedenle diger molekiillerle kolaylikla reaksiyona
girebilirler (128,130).

Siiperoksit anyon radikali, hidroksil radikali, hidrojen peroksit, singlet
oksijen, CCly, NO ve fenilhidrazin radikali (C¢HsN=N), tiyol bilesikleri (R-SH),
viicutta bulunan bazi metaller biyolojik sistemlerde oksidasyon reaksiyonlarinda

yer alirlar (129,131,132).
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Biyolojik sistemdeki reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) en onemli kaynagi
aerobik metabolizmadir. Reaktif oksijen tiirleri radikaller ve non-radikaller
seklinde gruplanabilir. Radikal olmayan oksijen tiirlerinin yoriingelerinde elektron
eksigi yoktur ve radikallere gore daha zayif oksidanlardir (127).

Biyolojik sistemde oksidan maddelerin tehlikeli sekilde yiikselmesini
engelleyen ve oksidasyon-rediiksiyon homeostazinin saglanmasina katkida
bulunan cesitli enzim ve maddeler vardir: Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon-S-
transferaz (GST), mitokondrial sitokrom oksidaz, hidroperoksidaz, seruloplazmin,
transferin, ferritin, hemoglobin, miyoglobin, vitamin E, C, A, melatonin, GSH,
NAC, ubiquinon, selenyum. Burada belirtilenler disinda ¢ok sayida endojen ve

eksojen antioksidan kesfedilmistir (127,129,130).

3.2.2.2. Lipid Peroksidasyonu (LPO)

Oksidatif hasara en duyarli biyomolekiillerden biri de membran
lipidleridir. Lipid oksidasyonu sonucunda lipid peroksidasyonu (LPO) olusur.
Lipid peroksidasyonu, membran yapisindaki poliansature yag asitlerinin (PUFA),
reaktif oksijen tiirleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag
asitleri, etan, pentan gibi sekonder iriinlere yikilma reaksiyonudur (133). Lipid
peroksidasyonu zincir reaksiyonu seklinde ilerleyen, hedef sistemlerin yapi ve
fonksiyonlarini bozan dejeneratif bir siirectir (134).

Lipit peroksidasyonu ve peroksidasyon sonucu olusan iiriinler membran
yapisina ve cesitli hiicre bilesenlerine zarar verir; membran gegirgenligi ve
mikrovizkozitesi 6nemli sekilde etkilenir. Peroksidasyonla olusan malondialdehid

(MDA), membran komponentlerinin capraz baglanma ve polimerizasyonuna

27



neden olarak, deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre ylizey
bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini degistirir. MDA,
proteinlere, fosfolipitlere ve niikleik asitlere baglanarak toksik etkisini gosterir.
MDA bakteri ve memeli hiicrelerinde mutajenik ve sicanlarda karsinojeniktir
(129,135-138). Lipid peroksidasyonunun diger bir major aldehit iiriinii olan 4-
hidroksi-2-nonenal (HNE) hiicresel strese cevap olarak ve pek cok kronik ve
inflamatuar hastalikta artar (139). HNE daha zayif mutajeniktir fakat lipit
peroksidasyonunun major toksik iirtinlerinden biridir (129).

Cesitli caligmalarda LPO artisina GSH-Px (19,22,140-142) ve diger
antioksidanlarda azalma eslik etmistir (143,144). Yapilan caligsmalarda HNE nin
GSH ile kendiliginden reaksiyona girdigi gosterilmistir, ancak hiicre icinde GSH-
S transferazlarin reaksiyona katilmasiyla reaksiyon daha hizli ilerler (145,146).
GSH-Px HNE ile inkiibe edildiginde zaman ve konsantrasyona bagh kompetitif
inhibisyon nedeniyle enzimatik aktivite kaybolur (128). Hydroksinonenal (HNE)
ile intraselliller GSH konsantrasyonu arasindaki iliskiyi arastiran ¢aligmalarda,
baslangictaki azalmayr takiben bir artis oldugunu bildirmektedir (147,148).
Hydroksinonenal (HNE) bir yandan GSH’yi azaltirken diger yandan sentezini de
indiiklemektedir (128,139). Folat eksikligi durumunda beyin hiicrelerinde
glutatyon diizeylerinin arttig1 bildirilmistir (122). LPO iiriinlerinin GSH sentezini
arttirmalar1 bu durumu agiklayabilir.

LPO oksidatif stresin gostergelerinden biri olarak da degerlendirilebilir
(128). Bu amagla LPO diiriinlerinden olan MDA ve 4-hydroksinonealin 6l¢iimii

yapilmaktadir (128,129).
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3.2.2.3. Glutatyon (GSH)

GSH (y-glutamil-sisteinil-glisin) memeli hiicrelerinde en ¢ok bulunan
antioksidan ve GSH/glutatyon disiilfid (GSSG) de hiicrelerdeki major redoks
ciftidir. GSH antioksidan savunma sisteminde, besin metabolizmasinda, gen
ekspresyonu, DNA ve protein sentezi, hiicre proliferasyonu ve apoptozis, sinyal
transdiiksiyonu ve daha baska hiicresel olaylarda yer alir (149-151).

GSH, igerdigi sistein rezidiisii sayesinde elektrofilik maddelerin
mevcudiyetinde (serbest radikaller, reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri gibi) non-
enzimatik olarak glutatyon disiilfide (GSSG) kolayca okside olur. Normal
fizyolojik sartlar altinda, hiicre redoks durumunun bir gostergesi olarak
degerlendirilen, GSH/GSSG oran1 10’dan biiyiiktiir (151-153). GSH plazma
konsantrasyonu 2-20 mol/L. diizeyindedir (152,154). GSH’nin intraselliiler
konsantrasyonu 0.5-10 mmol/L diizeyinde olup cogunlugu (%85-90) sitozolde
bulunur; geri kalant mitokondri, niikleus ve peroksizom kompartmanlarinda
bulunur (155,156).

Hiicrenin redoks durumu niikleusta cesitli transkripsiyon faktorlerinin
etkisini degistirerek antioksidan gen ekspresyonunu degistirebilir; benzer sekilde
sitoplazmada baz1 proteinleri aktive ederek veya inhibe ederek apoptozisi
tetikleyebilir ~ (157). Hiperhomosisteinemide @~ GSH  seviyesinin  azaldifi

bildirilmistir (19,22,140-142).

3.2.2.4. Oksidatif Stres-Norodejeneratif Hastahk fliskisi
Insanda sik bir mental retardasyon nedeni olan Down sendromu (trizomi
21) eriskin donemde Alzheimer hastaligiyla da iligkilidir. Down sendromu olan

embriyonik kortikal noron kiiltiirlerinde ROS iiretiminin kontrole gore 3-4 kat
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arttigl gbzlenmis ve antioksidan ajanlarla noron dejenerasyonu Onlenebilmistir
(158). Alzheimer hastaliginda diger bulgularin yan sira beyinde kayda deger bir
lipid peroksidasyonu ve serebrospinal sivida artmig 4-hidroksinonenal
konsantrasyonu tespit edilmistir (159-161). Dahasi ROS’un B-amiloid (Ap)
hasarina aracilik ettigi de bildirilmistir (162,163). Amiyotropik lateral skleroz
(ALS) da bir dejeneratif noéron hastaligr olup %20 oraninda SOD mutasyonuyla
birlikte olmast ROS’un roliinii giindeme getirmektedir. Transgenik fare
calismalarinda da SOD mutasyonu ALS hastalifina benzer bulgulara yol agmistir.

SOD mutasyonu noral apoptozisi de tetiklemektedir (127,162-166).

3.2.2.5. Homosistein ve Oksidatif Stres

Homosisteinin norotoksik hasar mekanizmalari iizerine yapilan calismalar,
daha oOnce de belirtildigi gibi, oksidatif hasar ve bununla baglantili olarak
apoptozis ile noroplastisitede meydana gelen degisikliklerin temel rol
oynayabilecegini ortaya koymaktadir (18,20,43).

Homosisteinin oksidatif stres araciligi ile noronal disfonksiyona neden
oldugunu gosteren cok sayida calisma vardir (18-20,89,167).

Homosistein, viicut antioksidan rezervlerini, glutatyon peroksidazi (GSH-
Px) ve SOD’u inhibe ederek, doku vitamin A, C ve E diizeylerini diisiirerek
sekteye ugratir (168-170). Homosistein AP bagli norotoksisiteyi oksidatif stres
araciligiyla arttirir (66). Homosistein sitotoksisitesi NAC, vitamin E ve C gibi
antioksidanlarla azaltilabilmistir (89,171,172). Vitamin A ve C ayni1 zamanda
homosisteinin neden oldugu hafiza bozuklugunu diizeltebilmistir (172).

Homosistein metabolizmas1 hiicrede redoks potansiyeli tarafindan

diizenlenir (54,173). Homosisteinin ortamdan uzaklastirilmasini saglayan MS ve
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CBS gibi baz1 enzimlerin aktivitesi hiicredeki oksidatif duruma gore diizenlenir
(56,173,174). Baydas ve arkadaslarimin yaptigi bir calismada, metiyoninden
zengin diyetle olusturulan hiperhomosisteinemik sican modelinde hipokampusta
GSH-Px aktivitesi diigiik bulunmustur ve homosisteinin glutatyon aktivitesini
azalttig1 gosterilmistir (19).

Homosisteinin kendisi de otooksidasyona ugrar ve redoks sinyal yollarini
noral ve vaskiiler hiicrelerde bozar (173,175,176).

Hiperhomosisteinemide SAM oran1 SAH’a gore diisiiktiir (43,63). SAM
antioksidan bir maddedir. SAM glutatyon sentezini arttirir, LPO’yu yaklasik %65
oraninda azaltir (177), deneysel sican iskemi modelinde oksidatif stresle iliskili
noral olimii azaltir (178). Dahasi uzun siireli SAM uygulamasi sigan beyninde

glutatyon konsantrasyonunu arttirmig, LPO’yu azaltmistir (179).

3.2.3. Homosistein ve Apoptozis iliskisi

3.2.3.1. Apoptozis

Apoptozis terimi ilk defa 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan
kullanilmig ve canli dokulardaki hiicre azalmasindan sorumlu olan, 6zgiin bir
hiicre 6lim tipi olarak tamimlanmistir (180,181). Programlanmis hiicre oliimii,
hiicre intihari, fizyolojik hiicre Oliimii apoptozis ile aym anlamda kullanilan
terimlerdir. Biyolojik sistemlerde apoptozis ile mitoz arasindaki denge,
homeostazin saglanmasinda 6nemli bir rol oynar. Apoptozis siirecinde komsu
hiicreler zarar gormeden hasarli hiicreler ortadan kaldirilir (181-184).

Hiicre 6liimiiniin iki tipi vardir, bunlar apoptozis ve nekrozdur (185,186).
Her ikisinde de diizenli olarak birbirini izleyen biyokimyasal ve morfolojik

olaylar sonucu hiicre 6liimii meydana gelir (187).
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Nekroz, hiicre sismesi, hiicre parcalanmasi ve inflamasyonla karekterize
patolojik ve pasif bir siirectir (188). Apoptozis ise yasli, hasarli ya da anormal
hiicreleri ortadan kaldirarak hiicreler arasi dengeyi saglar (189). Apoptozisin
gerceklesebilmesi icin yiiksek ATP seviyelerine ihtiya¢ vardir. Hiicre ici ATP
seviyesi hiicrenin apoptozis veya nekroz ile 6lecegine yon verir. Eger hiicre ciddi
olarak yaralanirsa apoptotik yol icin gerekli olan enerjiyi saglayamayacak ve
nekroz ile dlecektir (190). Apoptoziste, hiicre biiziisiir, hiicre yiizeyi piiriizlii olur
ve daha az taninir hale gelir, kromatin yogunlasir, DNA degredasyonu gelisir,
protein fragmentasyonu olur, organeller parcalanmaya baglar, hiicre kollaps olur
ve fagositlerce alinir. Apoptozisin baslamasi ve baskilanmasi karmasik bir
diizenleyici sinyal agi tarafindan kontrol edilir (181,188,189). Nekroz ve
apoptozisin Ozelikleri tablo 4’de gosterilmistir.

Apoptozis genetik olarak kontrol edilen fizyolojik mekanizmalarla regiile
edilir (68). Omurgalilarda apoptozisi diizenleyen genler c-myc, p-53 ve bcl-2
ailesi (bcl-2, bax ve bcl-x) olarak bilinmektedir ve iiretimini sagladiklar

proteinler de ayn1 adlarla anilmaktadir (191-194).
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Tablo 4: Apoptozis ve nekrozun genel 6zellikleri

OZELLIK APOPTOZIS NEKROZ
Yol acan nedenler Biiytime faktor eksikligi (NGF, IL-2) Iskemi
Hiicre yaslanmast Hipertermi
Fas ve TNFR-1 reseptorlerinin aktivasyonu Hipoksi
Sitokinler Toksik maddeler

Patolojik
Oliim sekli

Hiicre biiytikligii

Hiicre zan

Mitokondri

Organel sekli

DNA

Hiicresel Siiregler

Lenfokinler
Hormonlar
Radyasyon

Orta derecede iskemi
Oksidanlar

DNA hasari

Dokuda daginik olarak tek tek hiicrelerde

Hiicre kiigiiliir
Fragmanlara ayrilir

Hiicre membrani saglam,
tomurcuklanma olusumu,
zar yiizeyinde fosfotidil serin
erken pargalanma

Zar gecirgenliginde artma
Stoplazmaya sitokrom-c, Apaf-1 salimm
Mitokondri goreceli olarak korunur

Hiicrenin mitokondri, ribozom, nukleus parcalari
ve diger organelleri iceren membranla kapl
apoptotik cisimlere parcalanmasi
Kromatinin  niikleer =~ membran  civarinda
toplanmasi ve yogunlagmast

DNA interniikleozomal alanlarda 180 kb ¢iftinin

katlar1  olacak sekilde kirilir, mono ve
oligoniikleozomlara ayrilir. Agaroz jel
elektroforezinde merdiven goriiniimii

=apoptozisin en 6nemli belirteci
Prelitik DNA fragmentasyonu
Sitoplazmada DNA goriilmesi

Programli reaksiyonlar dizisi, kaspaz aktivasyonu
Yeni RNA transkripsiyonu, protein sentezi, ATP
gereklidir

Fagositoz (hiicre temizlenmesi)

inﬂamasyon goriilmez

Litik viral enfeksiyonlar
Radyasyon

Komsu hiicre gruplarinda
Hiicre siser

Membran biitiinliik kaybi
Diizlesme

Sisme
Yapida bozulma

Sigme vebozulma

Kromatin flokulasyonu

DNA rastele parcalanir
Postlitik DNA fragmentasyonu

Protein sentezi yok

RNA transkripsiyonu yok
Enerjiden bagimsiz

ATP azalir

Lizozomal enzimler salinir
Inflamasyon olusur.
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3.2.3.2. Apoptozis ve p53

Tiimor supresor ve niikleer transkripsiyon faktorii olan p53 tetramer bir
fosfoproteindir; gen transkripsiyonu, DNA sentezi, DNA onarimi, hiicre siklus
regiilasyonu, yaslanma ve hiicre Olumiinii gibi hiicresel olaylan diizenleyici
ozelligi vardir (195-197).

Hiicre stresi ve DNA hasariyla p53 aktive olur; stresin siddeti ve hiicre
tipine bagh olarak ya strese adaptif cevaplarin olugmasina yardim eder ya da
hiicre siklusunun durmasini ve apoptozisi tetikler (198). Postmitotik noronlarda
pS53, DNA hasari, hipoglisemi, hipoksi, oksidatif stres ve viral enfeksiyon gibi
olaylarn tetikledigi apoptozise aracilik eder (199). Noronlarda DNA hasar1 p53
den bagimsiz apoptozis mekanizmalarim aktive etse de ¢ogunlukla p53 aktivitesi

artmaktadir (195,200).

3.2.3.3. Apoptozis ve Bcl-2

Bcl-2 (antiapoptotik protein) ailesi apoptotik kaskadin kontroliinde en
onemli gruptur ve bir diizineden fazla iiyesi vardir (190,192). Bunlardan bazilar
apoptotik aktivitenin Onciileri iken (bax ve bad), digerleri antiapoptotik (hiicre
koruyucu) proteinlerdir (192). Bu proteinlerin seviyeleri hiicrenin 6lecegine veya
yasayacagina karar verir. Bcl-2 ailesi proteinlerinin etki yeri mitokondridir ve bcl-
2 giiclii bir anti-apoptotik 6zellige sahiptir (192). Mitokondriden sitokrom-c
salinmmin1  engellemede rol oynar. Bcl-2 mitokondri membran disinda,
endoplazmik retikulum ve niikleer membranlarda bulunur. Bcl-2 mitokondri
membran gecirgenligini korumaya katkida bulunur. Proapoptotik proteinleri (Bax
ve Bad) inhibe ederek apoptozisi engeller. Bax ve bad proteinleri etkilerini

kaspazlar lizerinden gergeklestirir (192).
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3.2.3.4. Homosistein ve Apoptozis

Homosistein DNA hasarii ve noral oliimii arttirir (20,110).

Baydas ve arkadaglar1 (20) tarafindan sicanlarda yapilan bir calismada
hiperhomosisteineminin lipid peroksidasyonuna yol actigi, mitokondriden caspas
3 ve caspas 9’u aktive ettigi, sitokrom c¢ salimmina yol actigi, poly(ADP-ribose)
polimerazda kirilma ve DNA fragmentasyonu olusturdugu, proapoptotik Bax
seviyesinde artma, anti-apoptotik Bcl-2 seviyesinde azalma olusturdugu
bildirilmistir. Melatonin uygulanmasi olumlu etkiler gostermistir.

Kruman ve arkadaslar1 (110) homosisteinin p-53 seviyesini belirgin olarak
arttirdigini bildirmislerdir.

Homosistein néron kiiltiir ortamimda DNA kiriklar1 olusturarak apoptozisi
indiikler (110). Kiiltiir ortamindaki noronlar homosistein ile muamele edildiginde
homosistein ile indiiklenmis DNA hasarlari onarilirken en sonunda ATP rezervleri
tilkenir ve hiicre apoptozis yoluna girer. Homosisteinin olusturdugu oksidatif
hasar artmus hiicresel Ca™ diizeyleri ve DNA hasar ile iligkili olabilir (110,201).

Hiperhomosisteinemi diisiik SAM ve yiiksek SAH durumu ile birliktedir
(43,63); SAM/SAH oraninin azalmasi DNA da hasar meydana getirir ve
homosistein norotoksisitesinin énemli bir mekanizmasi olan apoptozise yol agar
(110). Yapilan bir calismada kiiltir ortamindaki kortikal néronlara SAM
verilmesiyle apoptozisin %50 oraninda azalmasi bu bulguyu desteklemektedir
(201). Iskemik beyin hiicrelerine SAM verilmesi kan-beyin bariyerini iyilestirir ve
noron sag kalimini arttirir (202).

Folat eksikligi durumunda SAM azalir; bu durum DNA sitozin

metilasyonunda azalma ve DNA onariminda bozulma; dolayisiyla mutasyonlara
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ve apoptozise yolacabilir (203,204). Her ne kadar erigskindeki nd&ronlarin
postmitotik hiicreler olmasindan dolay1 folat eksikligine eslik eden DNA
niikleotid misinkorporasyonundan daha az etkilenebilecegi diisiiniilse de DNA
onariminin post mitotik néronlarda da onemli oldugu gosterilmistir (205). Folat
metabolizmasinin bir inhibitorii olan metotreksat noral progenitor hiicrelerin
proliferasyonunu engeller ve yeni olusan noronlarda apoptozisi indiikler (205).
Embriyonik beyin hiicre kiiltiirlerinde yapilan caligmalarda noral kok hiicre ve
astrositlerin folattan yoksun birakilmasiyla bu hiicrelerin proliferasyonunun inhibe
oldugu gosterilmistir (18).

N-asetil sistein, vitamin C ve E noronal olmayan hiicrelerde homosistein

aracili apoptozisi hidrojen peroksiti ortadan kaldirarak onler (206).

3.2.4. Homosisteinin Noroplastisite ve Beyin Maturasyonu ile liskisi

3.2.4.1. Noroplastisite

Sinaptik devrelerin olusumundan sonra yeni sinapslarin olusumu veya
kayb1 ya da varolan sinapslarin modifikasyonu; kisacasi bu noronal devrelerin
degisebilme kapasitesi sinaptik plastisite olarak adlandirilir. Sinir sisteminin bu
degisebilme kapasitesi 6grenme ve hafiza ile yakindan iliskili olup sinir sisteminin
cevresel degisikliklere cevabini temsil eder (207). Sinaptik plastisite sinir sistemi
degisimindeki bir mekanizmay1 anlatmaktan ziyade bir degisim fenomeni olarak
tanimlanabilir (208).

Noral plastisite molekiiler diizeyden, sinaptik, hiicresel, néronal ag ve
sisteme kadar her seviyede gozlemlenir. Ornegin, hem normal hem de yaralanmis
hayvanlarda kortikal temsiliyet haritalar1 degisebilir, sinapslar morfolojilerini

degistirebilir, dentritler ve cikintilar biiyliylip biiziilebilir, aksonlar yolunu
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degistirebilir, ¢esitli transmitterler modiile edilebilir, sinapslar potansiyalize veya

deprese olabilir, sinirlt da olsa yeni néronlar olusup farklilagabilir (208).

3.2.4.2. NCAM ve PSA-NCAM

Noral hiicre adezyon molekiilleri (NCAM), immiinglobulin (Ig)
tistailesinin bir iiyesi olup homofilik ve heterofilik mekanizmalar araciligiyla
hiicre-hiicre ve hiicre-substrat etkilesimlerinde rol alan néron gelisiminde
diizenleyici olarak hareket eden yiizey glikoproteinleridir. Genlerin alternatif
birlesmesi nedeniyle ¢esitli NCAM izoformlar olusur. Bunlar protein temel yapisi
ve plazma membranina tutunma bicimi yoOniinden farklilik arzederler. Beyinde
molekiil agirliklart 120, 140, 180 kDa olan 3 major NCAM izoformu bulunmustur
(209-211). NCAM-140 hem pre- hem de post-sinaptik membranda eksprese edilir
ve hiicre-hiicre adezyonunda ve norit biiyiimesinde onemli rolii vardir (212).
NCAM-120’nin gelisim sirasinda en son ortaya ¢ikan izoform olduguna dair
bulgular vardir (213,214). NCAM-180 sinaptik plastisitede ve sinaptik kuvvetin
stabilizasyonunda belirleyici role sahiptir (215,216).

NCAM-120 sadece hiicre membranina kadar uzanirken, NCAM-140 ve
NCAM-180 formlar1 hiicre i¢ine dogru COOH zincirleri ile uzanmis
transmembran proteinleridir. NCAM-120 molekiilii glikosilfosfatidil inositol
(GFI) vasitastyla membrana tutunurlar ve sitoplazmada ilerlerler (Sekil 3). Ayrica
tim NCAM yapilarinin ekstraselliiler kismina tutunmus uclarinda 5 adet Ig
bolgesi (Ig-I) ve 2 adet fibronektin homolog bolgesi (Fn-III) bulunmaktadir (217).
Bu molekiiller hiicresel goc, aksonal gelisme, sinaptik plastisite ve c¢evresel

aksonlarin rejenerasyonunda énemli rol oynarlar (210,218-220).
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Sekil 3. NCAM’m molekiiler ozellikleri. (A) NCAM proteininde bulunan
postraslasyonal modifikasyonlar. (B) NCAM izoformlarinin molekiiler yapisi ve
hiicre zar ile iligkisi. (C) Hiicreler arast NCAM etkilesimleri; bu etkilesimin
olabilmesi icin oOncelikle cis-dimer olusumu gereklidir. ECD: Ekstrasellular
domain; TMD: Transmembran domain; ICD: Intrasellular domain: Igl-V: Ig-

benzer domain [-V; F3I/II: Fibronektin tip 3 homolog domain I/II.

NCAM ve PSA-NCAM gibi hiicre adezyon molekiilleri noéral ag
plastisitesine ve kortikal yeniden organizasyona katkida bulunurlar (221).
NCAM’1n noral plastisite ve hafiza olusumuna katkida bulunduguna dair giiglii
kanitlar vardir. Uzun siireli potansiasyon (LTP) elektrik stimulasyonu tarafindan
indiiklenen sinaptik etkinlik artisi olarak tanimlanabilir ve hafiza olusumunun

temelinde yatan sinaptik plastisitenin bir modeli olarak degerlendirilmektedir
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(222,223). NCAM’1n LTP olusumunda (sinaptik plastisitede ) rolii vardir; NCAM
bloke edici antikor uygulamasi hipokampusta LTP olusumunu engellemektedir
(224). NCAM gen delesyonu yapilan sicanlarda hafiza olusumu ve LTP
bozulmaktadir (225). Yine NCAM gen delesyonu yapilan fareler Morris water
maze testinde kontrollere gore kotii performans gostermisler (226). Ayrica diyabet
olusturulmus sicanlardaki ©6grenme ve hafiza bozukluklari, hipokampusta
degismis NCAM ekspresyon patterni ile iligkili bulunmustur (227).

Posttranslasyonel modifikasyonla NCAM lar arasindaki cesitlilik daha da
artar. o-2-8 baglh sialik asit rezidiilerinin uzun polimerlerine PSA denir. PSA
yiiksek derecede sialize edilmis NCAM formlarimin % 30 unu olusturur ve PSA-
NCAM olarak adlandinlir. Vertebralilarda PSA rezidiisiiniin  homofilik
baglanmay1 azalttig1 ve boylece hiicre adezyonunu zayiflattig diisiiniilityor (228).
NCAM’a bagh PSA, membran temasini igeren hiicre etkilesimlerinin kuvvetli bir
regiilatoriidiir (229). Diger bir deyisle PSA ile glikozilasyon NCAM’1n adhezif
ozelliklerini degistirerek adhezif kuvvette azalmaya yol acar ve boylece
sinapslarin yeniden yapilanmasina izin verir (222).

PSA eriskinde Ogrenme ve hafiza siireclerinin yeraldigi yapi olan
hippokampusta da eksprese olmaktadir. PSA-NCAM’n yapisal ve fonksiyonel
degisiklik yetenegini devam ettiren erigkin SSS bolgelerinde ekspresyonun devam
etmesi bu molekiiliin olgun beyinde de plastisitenin devami i¢in 6nemli oldugunu
gosteriyor (230,231). PSA- NCAM’1n akson biiyiimesi, fasikiilasyon regiilasyonu

(232,233) ve hiicre migrasyonunda rolii vardir (234).
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3.2.4.3. Homosistein ve Noroplastisite

Homosistein ile ilgili olarak elde edilen bazi bulgular homosisteinin
sinaptik fonksiyonlar1 degistirdigini diistindiirmektedir (18,19,118). Sinaptik
disfonksiyon ve dejenerasyon bazi norolojik bozukluklarin patogenezinde yer
almaktadir (235). Insan calismalarinda homosisteinin noral plastisite ve
norodejeneratif bozukluklarda rolii oldugu belirtilmistir (18).

Eriskin siganlara kronik homosistein uygulamasindan sonra hipokampus
izerinde yapilan incelemede temel sinaptik transmisyon hizinin azaldigi ancak
beklenenin tersine uzun siireli potansiasyonda (LTP) azalma degil artma olustugu
bildirilmistir (236). Yine aym grubun yaptigi bir ¢alismada eriskin sicanlara 14
hafta boyunca homosistein uygulamas1 hipokampus CA1l alaninda bazal sinaptik
transmisyon ve LTP’de degisiklik meydana getirmistir (118). Bu calismalardan
daha once yapilan bir calismada CBS eksikligi (knock out) olan sicanlarda LTP
artig1 tespit edilmis, ancak bu artisin hidrojen siilfide baghh oldugu ve CBS
enziminin beyindeki hidrojen siilfid olusumunu katalize ettigi bildirilmistir. CBS
eksikliginde ayni zamanda belirgin hiperhomosisteinemi olusmasi LTP artisiyla
homosistein arasinda bir bag olabilecegini de diisiindiirmektedir (237). Bahsedilen
calismalardaki bu sonuclar, 6grenme ve plastisitede kritik rolleri olan NMDA ve
glutamat reseptorleriyle iliskilendirilmistir (238). Ote yandan homosisteinin
baslangicta fizyolojik parametreler {izerindeki olumlu etkisinin zamanla
eksitotoksisiteyle ilgili noronal disfonksiyona yol acabilecegi ileri siiriilmiistiir

(118).

40



3.2.4.4. Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP)

Intermedier filaman proteinler beyin hiicre iskeletini olusturan ana
unsurlardir (239). Bir hiicre iskelet protein ailesi iiyesi olarak GFAP’nin
astrositlerin yapisal ve fonksiyonel biitiinligiiniin saglanmasinda 6nemli rolii
oldugu disiiniilmektedir Sican calismalarinda GFAP eksikliginin sinaptik
fonksiyonlarda degisiklige yol actig1 tespit edilmistir (240).

Santral sinir sisteminde, travma, genetik bozukluk, kimyasal hasar gibi
durumlarda astrositler reaktif hale gelir, astrogliozis denilen tarzda cevap verirler.
Astrogliozis GFAP senteziyle karakterizedir (22,241,242).

Olgun olmayan astrositler esas olarak vimentin sentezlerler; bu hiicreler
matiir hale geldiginde vimentin yerine GFAP sentezine kayma olur; dolayisiyla
GFAP sentezi beyin maturasyonunun bir  goOstergesi olarak da
degerlendirilmektedir (243,244).

Insanda GFAP gen mutasyonu erken yasta oliimle sonuglanan
norodejeneratif hastaliklara yol agmaktadir (245). GFAP ve S100B proteini

santral sinir sistemi hasarini gosteren bir test olarak kullanilabilmektedir (246).

3.2.4.5. S100B Proteini

Astrositlerde yogun sekilde sentezlenen S100B calmodulin-troponin iist
ailesinden bir protein olup kalsiyum baglamasiyla diger intraselliiler proteinlerin
fonksiyonunu degistirebilme 6zelligine sahiptir. Oligodendrosit ve schwann
hiicreleri de S100B sentezler. Total beyin proteinlerinin %0,2’sini olusturur.
S100B; beyin hasarinda beyin omurilik sivisina ve daha sonra kana rahatlikla

gecmektedir. STIO0B hiicrelerin biiyiimesi, farklilasmasi, hiicre seklinin korunmasi
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ve enerji metabolizmasinda rolii vardir. Serebral immiin sistem ve S100B
etkilesimine dair bulgular vardir (247).

S100B’nin norotropik ozellikleri vardir ve astrositlerin proliferasyonunu
uyarmaktadir. Baz1 norotoksik ve norodejeneratif hastaliklar ile iliskisi oldugu
bildirilmistir = (22,242,247-249). S100B  noéral hiicre farklilasmasi ve

matiirasyonunun bir gostergesi olarak degerlendirilebilir (244).

3.2.5. Homosistein ve NMDA Reseptorleri

Beyinde uyarici norotransmiter islevi olan glutamatin reseptorleri baslica
iki biiyiik sinifa ayrilir: Metabotropik ve iyonotropik reseptorler. Metabotropik
reseptorler G proteinleri aracilifi ile hiicre i¢i ikincil habercilerle is goren
reseptorlerdir. Iyonotropik reseptorler ise sodyum, kalsiyum (Ca**) ve potasyum
gecisinde hizli degisimleri yoneten ligand kapili iyon kanallaridir. NMDA
reseptorleri iyonotropik glutamat reseptorlerinin bir alt tipidir (250).

Glutamat reseptorlerinin noroplastisite, sinaptogenez, dgrenme, hafiza ve
noral eksitotoksisite tizerinde etkili oldugu bildirilmistir (251-254).

Glutamat reseptorlerinin stimulasyonu bazi norodejeneratif ve psikiatrik
hastaliklarin olusumunda rol aldigina dair kanitlar vardir (18). Homosistein ve
homosistein metabolitleri NMDA reseptorlerini stimiile etmektedir (108,255).
Aynmt zamanda NMDA reseptorleri vasitasiyla homosistein, DNA hasari
olusturarak noronlar1 eksitotoksisiteye duyarl hale getirir (110).

Homosistein endojen glutamat reseptdr agonistidir ve NMDA alt tip
reseptorleri iizerine etki eder (108,256,257). Homosisteinin oksidatif iiriinii olan
homosisteik asit NMDA reseptorlerini aktive eder (258). Homosisteik asitin

beyindeki norotoksik etkisi NMDA antagonistleri tarafindan bloke edilebilmistir
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(256). Homosistein NMDA reseptorlerine baglanmastyla hiicre i¢ine Ca™ girisini
arttirir - (108,110,259). Ilging olarak glisinin diisiik konsantrasyonlarinda,
homosistein NMDA reseptorlerinin glisin tarafinin parsiyel antagonisti gibi
davranir ve reseptor aracili aktiviteyi inhibe eder (108).

Homosistein glutamat noérotoksisitesini arttirir. Metabotropik glutamat
reseptor antagonistleri homosistein’nin  bu toksisitesini azaltir (89,110).
Homosistein non-NMDA ve metabotropik glutamat reseptorleri aracihigiyla da
hiicre i¢ci Ca™ diizeyini arttirip birkag kinazi aktive ederek ndrotoksisite

olusturabilir (259,260).

3.2.6. Homosistein ve DNA Sentezi

Homosisteinin gen ekspresyonu ve DNA sentezini etkiledigini gosteren
calismalar mevcuttur (110,205,261,262). Bu konudaki calismalar biitiinlestirici bir
teori ortaya koymak igin yetersizdir. Fakat noroplastisite ve apoptozis gibi
homosistein tarafindan tetiklenen bozukluklarin temelinde bu tiir genetik
degisikliklerin rolii olabilir.

Hiperhomosisteinemi; DNA hipometilasyonu, degismis gen ekspresyonu
ve tau protein defosforilasyonu ile iliskilidir (262-264). Hiperhomosisteinemi
diisiik SAM ve yiiksek SAH durumu ile birliktedir (43,63); SAH, DNA ve histon
metilasyonunu bozmak suretiyle homosistein toksisitesine aracilik edebilir. In
vitro deneyler goOstermistir ki SAH, DNA metiltransferazlar i¢in giiclii bir
kompetetif inhibitordiir (43).

Daha once bahsedilen ¢alismada erigkin sicanlarda DNA hipometilasyon
bulgularinin aksine, hiperhomosisteinemi olusturan beslenme modeli kullanilarak

yapilan bir c¢alismada sican embriyo karaciger hiicrelerinde DNA
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hipermetilasyonu gozlenmistir (265). Ancak burada vurgulamak istedigimiz nokta
homosisteinin su veya bu bicimde DNA sentezini ve gen ekspresyonunu
etkilemesidir. Sicanlarda anne beslenmesiyle fetal gen ekspresyonunun degistigi,
gelisme geriligi olustugu ve olumsuz etkilerinin yagamin ileri donemlerde de

devam ettigine dair baska calismalar da vardir (280-282).

3.2.7. Homositein Ile Iliskili Diger Norotoksik Mekanizmalari

Baydas ve arkadaslarnn (22) hiperhomosisteineminin MSS’de reaktif
gliozise yol actigini gostermislerdir.

Homosisteinin olas1 norotoksisite mekanizmalar1 arasinda Homosistein-
responsive Endoplazmik Retikulum Protein (HERP) araciligi ile B amiloid (Ap)
birikimine yol acgabilir (266). Ayrica homosistein maruziyeti néronlar1 amiloid
toksisitesine duyarl hale getirir (89,205,267).

Homosisteinin olasi norotoksisite mekanizmalarindan bir digeri ise,
protein fosfataz 2A (PP2A) enziminin metilasyon durumunun degismesi
neticesinde tau proteinin (p-tau) fosforile durumda kalmasi ve bununda A
toksisitesini arttirmasina yol acar (268,269). Yapilan bir c¢alismada kiiltiir
ortaminda noroblastoma hiicrelerinde folat eksikligi homosistein ve p-tau
miktarinda yiikselmeye yol acmis ve ortama folat eklenmesiyle p-tau diizeyi
azalmastir (165).

Hiperhomosisteinemi plazmada asimetrik dimetil arjinin (ADMA) artist
yapar. ADMA giiclii bir endojen nitrik oksit (NO) sentez inhibitoriidiir. Artmis
NO iiretimi B amiloid tarafindan olusturulan mitokondriyal disfonksiyonlar1 ve

apoptozisi arttirir (270,271).
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Beyin enerji metabolizmasimin ve Na-K-ATP’az aktivitesinin inhibe
edilmesi de hiperhomosisteineminin potansiyel norotoksik mekanizmalari
arasinda sayilabilir (119,120).

Homosistein toksisitesini agiklamak i¢in ‘homosistein-tiolakton hipotezi’
ileri striilmiistiir; bu hipoteze gore, metiyonil-tRNA sentetaz tarafindan
katalizlenen homosisteinin kimyasal olarak reaktif bir metabolit olan homosistein-
tiyolaktona doniisiimii homosistein toksisitesinde ilk basamaktir. Bu reaktif daha
sonra cesitli proteinlere baglanarak N-homosistein-protein bilesiklerinin
olusumuna yol acar. Bu baglanma molekiillerin yap1 ve fonksiyonunu bozarak

hastaliklarin patogenezinde rol oynar (272).

3.3. HOMOSISTEIN VE GEBELIK

Total plazma homosistein diizeyi gebelikte %30-50 oraninda azalir,
postpartum 2-4 hafta icinde normale doner (75,76,78-80,273,274). Normal
gebelikte homosistein diizeyi 10 pymol/L den daha diisiiktiir (81,273). En diisiik
homosistein degerleri ikinci trimesterde olusur (77). Gebelikte homosistein
diizeyindeki degisiklikler Sekil 4’te gosterilmistir (274).

Gebelikteki homosistein diistisiiniin diliisyon veya hipoalbuminemiden
ziyade endokrin degisikliklere bagl oldugu tespit edilmistir ve bunun gebelikte
homeostazin saglanmasinda rolii olabilecegi ileri siiriilmiistiir (78). Ayar ve
arkadaslarinin = (80) yaptiZi calismada homosisteinin  dogum  sirasinda
miyometriyum kontraksiyonlarini etkilemesi homeostaz teorisini destekleyen bir
bulgu olarak degerlendirilmistir (77). Gebelik sirasinda homosistein diisiisiiniin

fetal kullanima bagl olabilecegi ileri siiriilmiistiir (274).
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Sekil 4. Gebelik siiresince homosistein diizeyindeki degisiklikler (ortalama deger

ve standart sapma) (274)

Fetal dolasimda homosistein konsantrasyonu anneye gore daha diisiik
bulunmus ancak aralarinda lineer bir iliski oldugu goriilmiistiir (274, tablo 5).
Fetal homosistein diizeyini etkileyen en onemli faktdriin maternal homosistein
diizeyi oldugu tespit edilmis; vitamin B, ve Bg nin kismi etkisi oldugu ancak folat
diizeyinin ve MTHFR-677 C—T genotipinin fetal homosistein diizeyi iizerine
etkisi olmadig bildirilmistir (275,276) ancak normal gebeler {izerinde yapilan
baska bir caligmada, folik asit verilmesiyle hem annede hem de fetiiste

homosistein diizeyi diisiiriilebilmistir (277).
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Tablo 5. Anne ve fetus homosistein diizeylerinin karsilastirilmasi (274)

Ornek yeri Homosistein Diizeyi (umol/L)
Venoz anne kani 5.43 (1.40)
Venoz kord kani 4.49 (1,78)
Arteriel kord kam 3.49 (1,53)
Kord kaninda veno-arteriel fark 1.00 (1.09)

Folat eksikligi olan gebe kadinlarda noéral tiip defektlerine bagh
bozukluklar artmistir; bu defektlerin noral hiicrelerin gelisimi, farklilasmasi ve
Olumiindeki (apoptozis) anormalliklerden kaynaklandigr diistiniilmektedir
(18,278,279). Vitamin B, ve Bg eksikligi sinir sisteminde gelisimsel defektlere
neden olur (277). Bebeklerde vitamin B, eksikligi miyelinizasyon kusurlarindan
kaynaklanan psikomotor gerileme, duyusal noropati, agir hipotoni, havale ve
apatiye neden olmaktadir (280,281). Hayvan calismalarinda da folat, vitamin B,
ve Bg eksiklikleri, gelisen insandaki bulgulara benzer sinir sistemi anormallikleri
olusturmustur (282).

Homosistein ¢alismalarmndan Once folat eksikliginin 6zellikle noral tiip
defektleri ile iligkili oldugu gosterilmistir (18,283,284). Yiiksek homosistein
diizeyi siklikla folat diizeyinin bir goOstergesi sayilmigsa da son calismalar
homosisteinin kendisinin teratojenik olabilecegini gosteriyor (77,285).

Homosisteinin ~ gebelik iizerine etkileriyle ilgili olarak yapilan
epidemiyolojik calismalarda homosistein diizeyi ile hem gebelikte karsilagilan
komplikasyonlar hem de konjenital malformasyonlar arasinda bir iliski

saptanmistir (13-16,273,286,287). Norve¢’te yapilan ve retrospektif bir calisma
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olan Hordaland Homosistein Caligmasinda homosistein diizeyi yiliksek olan
kadinlarin ge¢cmis dénemdeki gebeliklerinde preeklampsinin %32, diisiik dogum
agirhiginin %101 daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda 6lii dogum ve
noral tip defektleri ile hiperhomosisteinemi arasinda anlamli bir iliski oldugu
gosterilmistir (13).

Homosisteinin sigan fetusu iizerindeki etkilerine dair ¢alismalar nispeten
azdir. Sicanlarda olusturulan bir hiperhomosisteinemi modelinde annede
homosistein, glisin, serin ve treonin diizeylerinin yiikseldigi, benzer aminoasit
bilesiminin fetusta da daha hafif bir sekilde gozlendigi bildirilmistir (288).
Homosisteinin embriyotoksik oldugu sicanlarda ve tavuklarda teyit edilmistir
(289,290). Bagka bir c¢alismada da tavuk embriyosunda homosisteinin
transmetilasyon yolunu inhibe ederek noral tiiptin kapanmasimi geciktirdigi
bildirilmistir (291).

Sicanlarda anne beslenmesiyle fetal gen expreyonunun degistigi, gelisme
geriligi olustugu ve olumsuz etkilerinin yasamin ileri donemlerde de devam
ettigine dair bagka calismalar da vardir (292-294).

Calismamiz1 tamamladiktan sonra yayinlanan bir caligmada, Blaise ve
arkadaslarimin  (295) gebe sicanlarda olusturduklart hiperhomosisteinemi
modelinde homosisteinin hipokampus, serebellum, striatum ve nérojenik zondaki
noron ve astrositlerde birikim gosterdigi tespit edilmistir. Yine bu calismada ¢ogu
homosistein pozitif hiicreler apoptozis gostergesi olan p53 gen ekspresyonu ve
DNA fragmantasyonu gosterdigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada deneklere cesitli
davramis ve Ogrenme testleri uygulanmis; normal diyete doniilse bile

hiperhomosisteinemik gruptaki bozukluklarin kalici oldugu bildirilmistir.
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3.4. AMAC

Bu calismada homosisteinin gebe si¢anlara uygulanmasinin yavrularda
noron gelisimi, noroplastisite, oksidatif stres, apoptozis ve biligsel fonksiyonlar
tizerindeki etkilerini arastirmay1 amagladik. Homosisteinin eriskin hayvan
modellerinde noroplastisite ve bilissel fonksiyonlara etkisiyle ilgili olarak yapilan
¢ok sayida calismaya karsilik gebe hayvan yavrularindaki noroplastisite ve bilissel
fonksiyonlar iizerine etkileriyle ilgili ¢alismalarin olmamasindan dolay1 ¢alisma

planlandi.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Deney Hayvanlari

Deneylerde kullanilan Wistar-albino cinsi sicanlar, Firat Universitesi
Deneysel Arastirma Merkezi’nden (FUDAM) temin edildi ve deneysel ¢alismalar
FUDAM’da gerceklestirildi. Siganlar; havalandirma sistemi bulunan, 12 saat
aydinlik ve 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlanmuis, sicakligi 22- 25 °C
arasinda sabit tutulan bir ortamda standart plastik kafeslerde beslendi. Yemler,
ozel celik kaplarda ve suda paslanmaz celik bilyeli biberonlarda normal ¢esme
suyu olarak verildi. Deney hayvanlart Elazig Yem Fabrikasinda 6zel olarak
hazirlanan 8 mm’lik pelletler halindeki sican yemleriyle beslendi. Sigcanlara

verilen yemin bilesiminde bulunan katki maddeleri Tablo 6’de gosterilmistir.

Tablo 6. Deney hayvanlarina verilen yemin bilesimi

Yem Bilesimi

Su (en cok) 0 12
Ham protein (en az) % 24
Ham seliiloz (en ¢ok) % 7
Ham kiil (en ¢ok) % 8
HCI’de ¢oziinmeyen kiil (en cok) % 2
NaCl (en ¢ok) % 1
Mineral Karmasi * % 1.25
Vitamin Karmas ** %1.25
Metabolik enerji 2650 kcal/kg
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*  Mineral Karmasi: Kalsiyum (% 1.0-2.8), Fosfor (% 0.9), Sodyum (%0.5-0.7),
Mangan (10 mg/kg), Cinko (4 mg/kg).
#% Vitamin Karmasi: Vitamin A (300 IU/kg), Vit. D3 (1000 IU/kg), Vit. E (60

mg/kg), Vit. B, (4 mg/kg).

4.2. Deneysel Uygulamalar

Deney hayvanlarmin secimi ve yapilan uygulamalar sirasinda F.U. Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu (24.02.2005 / Toplanti: 3; Karar No: 10) onay1 alinarak;
calisma standart deneysel hayvan calismalar1 etik kurallarina uygun olarak
yapildi.

Ortalama agirliklar 220 (220 £ 30) gr olan Wistar albino cinsi disi sicanlar
alindi. Sicanlardan reprodiiktif siklus bozuklugunun olup olmadiginin tespiti ve
ciftlesme zamaninin tayini i¢in her giin sabah ayn1 zaman diliminde vajinal smear
yapildi. Siklus bozuklugu gostermeyen sicanlarin ovulasyon zamanlan tespit
edilerek proestrus safhalarinda erkek sicanla aymi kafese konularak ciftlestirildi.
Smear incelemesinde spermatozoit goriilen disi siganlar gebe (dollenmis) kabul
edilerek gebeligin 0. giinii olarak kaydedildi.

Gebe sicanlar rastgele 2 gruba (n=5) ayrild:

1. Grup: Kontrol (Kont) grubu; normal igme suyu ve standart sican yemi
ile beslendi.

2. Grup: Homosistein (Hcy) grubu; sicanlara gebe kaldiklar1 giinden
itibaren gebelikleri siiresince 1,5 gr/kg/giin dozunda metiyonin (Merck, Germany)

icme sularina katilarak hiperhomosisteinemi olusturuldu.
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Bu c¢alismada oral uygulanan metiyonin dozunun plazma homosistein
diizeyini kontrole gore yaklasik 3 ve 6 kat arttirdigr yayinlanan calismalarda
gosterilmistir (19,296). Bu kronik hiperhomosisteinemi olusturmak icin yeterli bir
dozdur. Metiyonindeki siilfiir grubunun o6zelliginden dolay1 sigcanlar ilk giin
kontrole gore daha az su tiikettiler ama sonraki giinler kontrol grubuyla esit
miktarda su igtiler.

Biitiin sicanlar ayn kafeslere konarak doguma kadar takip edildi.
Dogumdan sonra bir batinda canli dogan yavrularin sayilart ve viicut agirliklar
kaydedildi. Her iki gruptaki anne si¢anlarin kanlari kuyruk veninden alinarak
3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek (Heraeus Biofuge Stratos; Kendo
Laboratory Products, Osterode-Germany) serumlart ayrildi, homosistein
diizeylerinin 6l¢limii i¢in analizler yapilana kadar -20°C’de sakland.

Postnatal 1.giin (PNG-1) de her batindan 5’er tane olmak iizere her gruptan
toplam 25 yavru total beyni disseke edildi ve kuru buzda donduruldu. Beyin
dokusunun agirligr belirlenerek glial ve ndronal markir analizleri, apoptotik
markirlar, oksidatif stres, lipid peroksidasyon iiriinleri (Malondialdehit + 4-
hidroksialkenal) ve GSH analizleri i¢in —80 °C’ de saklandi.

Geri kalan yavrular 21 giinliik oluncaya kadar anne siitii ile beslenmelerine
izin verildi. Emzirme doneminden sonra her iki gruptaki yavru sicanlar
cinsiyetlerine gore ayrilarak 5’erli gruplar halinde ayn kafeslere kondu.
Dogumdan sonra yaklasik 82. giinde her iki gruptaki gen¢ yavru sigcanlara
davranis testleri uygulandi. Davranis testleri olarak Morris water maze (Morris’in
su tanki testi) ve probe testi uygulandi. Probe testi takiben gorsel (visible task) test

yapildi.
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Davranis testlerinden 24 saat sonra sicanlar dekapite edilip total beyinleri
cikarildi. Beynin hipokampus, frontal korteks ve serebellum bolgeleri ayrildi.
Kuru buzda sok etkisiyle dondurularak darasi alinmis ependorf tiiplere kondu.
Hassas terazide agirliklan oOlgiilerek, postnatal 82. giindeki NCAM ve PSA-

NCAM, S100B ve GFAP analizleri i¢in —80 °C’ de saklandi.

4.3. Sicanlarda Reproduktif Siklus Takibi

Calisma da kullanilan sicanlarda reprodiiktif siklus bozuklugunun olup
olmadiginin tespiti ve ciftlesme zamaninin tayini i¢in her giin sabah ayni1 zaman
diliminde vajinal smear yapildi. Smear i¢in puara sabitlenmis pipete 0,5 ml serum
fizyolojik cekildi. Sicana karnmi iistte basi asagi meyilli olacak sekilde pozisyon
verilerek serum fizyolojik ¢ekilmis pipetin ucu vajinaya yerlestirilip, puar iki ii¢
kez yavasca sikilarak vajinal sekresyon ve hiicrelerin pipete alinmasi saglandi.
Pipetteki sividan bir damla lam {izerine damlatilip boyanmadan 151k
mikroskopunda 10x ve 40x biiylitmede incelendi. Mikroskopik incelemede
sicanlarin reprodiiktif sikluslarinin hangi sathada olduklar tespit edildi. Diestrus
(bazal ve parabazal hiicreler, polimorfoniikleer 16kositler), proestrus (¢ok sayida
intermedier, az sayida parabazal ve siiperfisial hiicreler), estrus (karnifiye
siiperfisial hiicre, keratinize hiicre) safhalar1 her sican icin ayrn ayn kaydedildi.
Ust iiste iki kez normal reprodiiktif siklus 6zelligi gosteren siganlar (ortalama 8-9
giin) iiclincli proestrus safhalarinda erkek sicanla ayni kafese konuldu. Giinliik
vajinal smear takibine devam edildi. Smear incelemesinde spermatozoit goriilen

disi sicanlar dollenmis kabul edilerek smear takibine son verildi (298).
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4.4. Serum Total Homosistein Analizi

Her iki gruptaki anne sicanlar dogum yaptiktan sonra kanlari kuyruk
veninden alinarak 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek (Heraeus Biofuge
Stratos; Kendo Laboratory Products, Osterode-Germany) serumlari ayrildi. Anne
sicanlarin serum total homosistein diizeyleri immiinoassay enzim Kkitleriyle

belirlendi (Axis-Shield AS, Oslo, Norway).

4.5. Yenidogan Sican Total Beyin Doku Orneklerinde Oksidatif Stres

ve Apoptoz Belirlenmesi Icin Yapilan Analizler

4.5.1. Total Protein, LPO ve GSH Analizleri icin Doku Orneklerinin

Hazirlanmasi

Yenidogan (PNG-1) yavru total beyin doku 6rneklerinin hazirlanmasinda
Baydas ve arkadaglart (297) tarafindan uygulanan homojenizasyon yOntemi

kullanildi.

Her anneden alinan yavru sican total beyinleri birlestirilerek 1:10 (w/v)
oraninda homojenizasyon solusyonunda [10mM Tris- HCI (pH=7.4), 0.1 mM
NaCl, 0.1mM fenil metil siilfonil florid (PMSF), 5uM soybean (bir tripsin
inhibitorii olarak)] cam bir homojenizatdr yardimiyla soguk ortamda homojenize
edildi. Homojenatlar niikleer fraksiyon izolasyonu i¢in +4 °C’ de 15 dakika
stireyle 900 x g’ de santrifiij edildi. Stipernatant 12000 x g’ de 15 dakika +4 °C’
de tekrar santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant sitozolik fraksiyon olarak
belirlendi ve pellet pH: 7.2 de 1 mM Tris HCL igeren ortamda siispanse edilerek
beyin mitokondrial fraksiyonu olarak kullanildi. Total protein tayini protein 6l¢iim

kiti (Sigma, St Louis, MO, USA) kullanilarak Lowry prosediiriine gore yapildi.
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4.5.2. Yenidogan Total Beyin Orneklerinde Lipit Peroksidasyonu
(LPO) Ol¢iim Yontemi

Lipit peroksidasyonu Malondialdehit (MDA) + 4-hidroksialkenals (HAE)
LPO-586 kiti (Oxis, Int. Inc., OR, USA) kullanilarak belirlendi.
LPO-586 ol¢iim yontemi; +45°C’de, malondialdehit ve 4-hidroksi
alkenallerin N-metil-2 fenilindol ile kromojenik reaksiyon temeline dayanir.

Kullanmilan maddeler:

1. Ayrac I (R1); Asetonitrilde hazirlanmis 10.3 mM N-metil-2-fenil indol

2. Ayrrag II (R2); 16.5 ml metansiilfonik asit (MSA).

3. 4-HNE standart solusyonu (S1); Asetonitrilde hazirlanmis 10 mM 4-
hidroksinonenal

4. MDA standart solusyonu (S2); 20 mM Tris-HCI (pH: 7.4) solusyonu ile
hazirlanmig 10 mM 1,1,3,3-tetrametoksipropan (TMOP).
Yontem:

Standart solusyonlarinin hazirlanmasi:

Standart konsantrasyonu (uM): 0 2,5 5 10 15 20
(Kor)

Standart 100 uM (ul): 0 25 50 100 150 200

Distile su (ul): 200 175 150 100 50 0

1. Kor, standart ve Ornekler i¢in temiz polipropilen mikrosantrifiij tiipleri
hazirlandu.

2. Kor i¢in hazirlanmis tiipe 200 pl distile su ilave edildi.

3. Standartlar i¢in hazirlanmis tiiplere degisik konsantrasyonlarda
hazirlanmis standart solusyonlarindan 200 pl ilave edildi.

4. Ornekler icin hazirlanmus tiiplerin herbirine 200 pl 6rnek ilave edildi.
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5. Kor, standart ve ornek tiiplerinin herbirine asetonitrilde hazirlanmis 0.5 M
Biitilat hidroksitoluen (BHT) solusyonundan 10 pl ilave edildi.

6. Kor, standart ve Ornek tiiplerinin herbirine 650 ul seyreltilmis R1
ayiracindan eklendi ve vorteksle karistirildi.

7. Kor, standart ve ornek tiiplerinin herbirine 150 ul R2 ayiracindan eklendi
ve tiiplerin agzi kapatilarak vorteksle iyice karistirildi.

8. 45 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 60 dakika inkiibasyon yapildi.

9. Tiipler mikrosantrifijde 15000 x g’de 10 dakika santrifiij edildi ve
siipernatantlar elde edildi.

10. Stipernatantlar kiivetlere aktarildi ve spektrofotometrede absorbanslar1 586
nm’de okundu.

11. Orneklerin okunan absorbans degerleri kitte verilen formiil kullanilarak ve

diliisyon oranlar1 gbz oniinde bulundurularak hesaplandi.

4.5.3. Yenidogan Total Beyin Orneklerinde Glutatyon (GSH) Olciim

Yontemi

Orneklerdeki ~ Glutatyon ~ (GSH)  seviyeleri, GSH-400  (Oxis

International,Inc., Portland, USA) ticari kiti kullanilarak tespit edildi.

Kullanmilan maddeler:

1. Ayrag I (R1); 0.2 N HCI de hazirlanmus 1.2 x 10 M kromojenik ayirag
solusyonu

2. Aymrag I (R2); % 30 NaOH

3. Tampon solusyonu (S3); 0.2 mM dietilen triamin penta asetik asit (DTPA)

ve % 25 (w/v) lubrol iceren 20 mM potasyum fosfat (pH: 7.8) solusyonu
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Yontem:

Standart solusyonlarinin hazirlanmasi:

Standart konsantrasyonu (umol/L): 0 .20 40 .60 80 100
(Kor)
Tampon S3 (ul): 900 860 820 780 740 700

GSH caligsma solusyonu (0.5 mmol) (ul): 0 40 80 120 160 200

1.

Kor, standart ve ornekler icin temiz polipropilen mikrosantrifiij tiipleri
hazirlandi.

Kor i¢in hazirlanmis tiipe 100 pl kor solusyonu alindi ve 900 pl tampon
solusyonu ilave edildi.

Standartlar icin hazirlanmig tiiplere degisik  konsantrasyonlarda
hazirlanmis standart solusyonlarindan 100 pl alindi ve 900 pl tampon
solusyonu ilave edildi.

Ornekler i¢in hazirlannus tiiplerin herbirine 100 pl 6rnek alindi ve 900 pl
tampon solusyonu ilave edildi.

Kor, standart ve ornek tiiplerinin herbirine 50 pl R1 ayiracindan eklendi ve
vorteksle karistirildi.

Kor, standart ve Ornek tiiplerinin herbirine 50 pl R2 ayiracindan ilave
edilerek karanlik ortamda 25 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakild.
Ornekler  kiivetlere  aktarildi  ve  absorbanslart 400 nm’de
spektrofotometrede okundu.

Orneklerin okunan absorbans degerleri kitte verilen formiil kullanilarak ve

diliisyon oranlar1 g6z 6niinde bulundurularak hesaplandi.
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4.5.4. Yenidogan Total Beyin Orneklerinde DNA Fragmentasyon

Analizi

Apoptotik  hiicreler siklikla DNA agaroz jel elektroforezinde
gozlemlenebilen fragmental DNA igerirler. Bundan dolay1 apoptozis kriteri olarak
DNA fragmentasyonu kullanildi ve daha o©nceden tamimlanan prosediiriin
modifikasyonuyla belirlendi (299). Yeni dogan (PNG-1) yavru siganlarin total
beyin dokusu, 50 mM Tris—HCI] (pH 8.0), 10 mM etilendiamintetraasetik asit
(EDTA), 0.5% (w/v) SDS, 1% Triton X-100, 0.25 mg/ml RNAse A and 100
pg/ml proteinase K (final konsantrasyonu 2.5 pg/ul) igeren lizis tamponda
homojenize edilerek 65 °C’de 60 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra
12,000 g’de +4 °C’de 20 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant fenol ve
kloroform ile muamele (extracte) edildi. DNA %100 liik etanolle c¢oktiiriildii ve
sonrasinda % 70 lik etanolle yikandi. DNA, tris—=EDTA tamponunda tekrar
suspanse edildi ve % 2 lik agaroz jel elektroforeziyle analiz yapildi. Hazirlanan jel

etidyum bromid ile boyand1 ve UV 151k altinda incelendi.

4.5.5. Yenidogan Total Beyin Orneklerinde Bcl-2 protein 6lciimii:

Yenidogan (PNG-1) total beyin dokusu homejenatlarinda subselliiler
fraksiyonlardaki Bcl-2 protein diizeyindeki degisiklikleri inceledik. Kisaca, beyin
dokusu 1:10 (w/v) oraninda sogutulmus homojenizasyon solusyonunda (20 mM
HEPES-KOH pH: 7.5, 250 mM sukroz, 10 mM KCL, 1.5 mM MgCl,, 1 mM
(EDTA), 1 mM etilenglikol-bis(b-aminoetil)-N,N,N’, N " —tetraasetikasit (EGTA),
1 mM 1.,4-ditiotreitol (DDT), 0.1 mM PMSF, 2 mg/ml aprotinin, 10 mg/ml
leupeptin, 5 mg/ml pepstatin) homojenize edildi ve niikleer fraksiyon izolasyonu

icin 900 g’de 15 dk. 4 °C’de santrifiij edildi. Stipernatantlar 12000 g’de 15 dk. 4°C
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de tekrar santrifiij edildi ve pellet mitokondrial fraksiyonu temsil etti.
Mitokondrial ve niikleer fraksiyonundan esit miktarda proteinler sodyum
dodesilsiilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile aynstirilarak
nitroselliloz membrana transfer edildi. Nitrosellilloz blotlar fosfat tamponlu
serum fizyolojik (PBS) icinde iki kez 5 dk. yikandi. Daha sonra PBS icinde %1 lik
bovin serum albumini ile 1 saat bloklama yapildi. Bunu takiben blotlar1/200
oraninda dilue edilmis primer antikorla (rabbit anti Bcl-2 antikoru) tiim gece
inkiibe edildi. Blotlar yikanarak sekonder antikorla (goat anti-rabbit) 1 saat inkiibe
edildi (1/500 diliisyonunda). Spesifik baglanma hidrojen peroksit (H,O,) ve
diaminobenzidin (DAB) kullanilarak belirlendi. Elde edilen protein bantlarinin
yogunluklari LabWorks 4.0 (UVP, Inc. Cambridge, UK) software programi

kullanilarak belirlendi.

4.5.6. Yenidogan Total Beyin Dokusunda Semi-quantitatif PCR ile pS3
mRNA nin Ekspresyon Analizi

Yenidogan yayru total beyin dokusunda p53 mRNA ekspresyonu semi
quantitatif RT-PCR la belirlendi. RNA izolasyonu iiretici direktifine gore yapildi
(Biological Industries. Israel). RNA konsantrasyonu spektrofotometriyle 260 nm.
de belirlendi. cDNA sentezi Optimax First Strand cDNA sentez kiti (Biochain.
Ca, USA.) kullanilarak yapildi. Reverse transkripsiyon i¢in 6 mikrogram RNA
kullanildi (final hacmi 20 uL). I¢ standart olarak pB-actin kullanilarak semi
quantitatif analiz yapildi. B-actin ve p53 icin kullanilan primerler tablo 7°de
gosterildi (300). Amplifikasyonlar Ependorf Master Gradient Thermal Cycler
tizerinde yapildi. B-actin ve p53 icin amlifikasyon 35. dongiide elde edildi. PCR

reaksiyon karigimi final hacmi 50 pl olan 0.5 U Sigma Tag DNA polimeraz ve 2
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ng cDNA’ da 1.75 mM MgCl,, 0.1 mM deoksiriboniikleozid trifosfataz ve 100
pM primerlerle termal konsantrasyon da olusturuldu. Amplifikasyon iiriinleri 4 °C
de saklandi1 ve 15 pL reaksiyon iiriinleri % 2 lik agaroz jelde elektroforez edildi.

Jeldeki optik yogunluk goriintiileri bilgisayarli software programi kullanilarak

analiz edildi (LabWorks 4.0; UVP, Inc. Cambridge, UK).

Tablo 7: Semi quantitative RT-PCR i¢in kullanilan primer sira

P53 Pu: 5’-GTCGGCTCCGACTATACCACTATC-3
P53 Pd: 5’-CTCTCTTTGCACTCCCTGGGGG-3’
B-actin Pu: 5'- ACCACCATGTACCCAGGCAT-3
B-actin Pd: 5'- CCGGACTCATCGTACTCCTG-3

4.6. Morris Water Maze Ogrenme Testi ve Probe Test

Hiperhomosisteinemik ve kontrol grubu anne sicanlarin yaklasik 82
giinliik geng eriskin yavrularina 6grenme testleri olarak daha onceden Baydas ve
arkadaslarimin (301) tanimladigi sekilde Morris’in su tanki testi uygulandi. Her iki
gruptan toplam 8 yavru sican kullanildi. Deney hayvanlan giinde 4 kez olmak
tizere 5 giin siireyle ard arda bu teste tabi tutuldular.

Morris water maze (MWM) testi sican ve farelerde yaygin olarak
kullanilan bir Ogrenme ve bellek testidir. Laboratuarimizda kullandigimiz
Morris’in su tanki, 120 cm capinda galvanizli, siyaha boyali sirkiiler bir tank olup
50 cm yiiksekligindedir. Su tanki 30 cm kadar su ile dolduruldu ve suyun 1,5 cm
altina birakilan 10 cm capindaki platformun goriinmesi engellendi. Suyun 1s1s1

2511 °C dereceye ayarlandi. Deney siiresince tankin konumu ve platformun yeri
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sabit tutuldu. Deneklerin, bulundugu yerin uzaysal konumunu algilayabilmeleri
icin floresan bir ampul tank digina yerlestirildi (visual cues) ve deney siiresince
sabit tutuldu. Deney hayvanlar1 bu gorsel isaretlerin yardimiyla bulunduklar yerin

uzaysal konumunu algilayabilmektedirler.

Su tanki sanal olarak 4 kisma ayrildi ve platform bu kuadranlardan
birinin ortasina yerlestirildi. Sessiz ve sakin bir ortamda yapilan bu testte, si¢can
bir arastirici tarafindan nazikce diger 1/4 oranindaki alanlardan birinden suya
birakildi ve yiizerek 60 sn. icinde platformu bulmasi beklendi. Platformu
bulunca 30 sn. orada dinlenmesine izin verildi, sonra alinip ayr bir kafeste 30
sn. bekletildi. Siganlar su tankina her defasinda ayr1 bir baslama noktasindan
birakilarak ayni islem her hayvan icin 4 kez tekrarlanip platformu bulma
streleri kaydedildi. Platformu 60 sn icinde bulamayan sican arastirici
tarafindan alinip platformun iizerine birakildi ve 30 sn dinlenmesine izin
verildi. Her hayvan icin 5 giin siireyle ayn1 denemeler yapilip sicanlarin
platformu bulma siireleri kaydedildi. Tiim deneklerin yiizme performanslar
video kamera sistemi ile bilgisayara aktarildi. Veriler bilgisayarli video kayit

sistemi ile analiz edildi (Bogazi¢i Biyomedikal, Istanbul, Tiirkiye).

Probe test: Bellegin pekistirilme islemini test etmek icin, Morris water
maze testinin 6. giiniinde her sicana probe test uygulandi. Bu testte, platform
tanktan alind1 ve siganlar egitim testindeki gibi suya birakilarak 60 sn siiresince
yuizdiiriilldii. Sicanlarin platformun 6nceden bulundugu tankin dortte birlik
kisminda yiizdiikleri siire ve bu kuadrana kag¢ kez girip c¢iktiklart kaydedildi.
Sicanlarin daha Onceden platformun bulundugu bu alanda daha cok arama

yapmast ve zaman ge¢irmesi beklenir. Hedef kuadrandaki harcanan zaman
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hafizanin pekistirilmesinin derecesini gosterir ve Ogrenmeden sonraki yerini

alr.

Probe testi takiben, muhtemel bir sensory motor bozukluklar test etmek
icin ve deneklerin gorsel bozukluklarinin olup olmadigim1 dogrulamak igin
visible test yapildi. Platformun yeri degistirilerek, tankin su seviyesi platformu
goriiniir hale getirecek kadar azaltildi. Her siganin bir denemede platformu

bulma siiresi kaydedildi.

4.7. Yenidogan Total Beyin Dokularinin ve Gen¢ Eriskin Yavrularin

Hipokampus Bolgesinin SDS-PAGE ve Western Blot ile Analizi

4.7.1. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Orneklerinin hazirlanmasinda Baydas ve arkadaslar1 (297) tarafindan
uygulanan homojenizasyon yontemi kullanildi.

Yavru sican (PNG-1) total beyinleri ve geng¢ erigskin yavru (PNG-82)
hipokampuslar1 1:10 (w/v) oraninda homojenizasyon solusyonunda [SOmM Tris-
HCI1 (pH=7.4), 0.1 mM NaCl, %1 Triton X-100, 2 mM EDTA, 0.ImM PMSF,
SuM soybean 10 pg/mL aprotinin ve 10 pg/mL leupeptin] cam bir homojenizator
yardimiyla soguk ortamda homojenize edildi. Doku homojenatlar1 sogutmali
santrifiijde +4 "C’de 60 dakika siireyle 40000 x g’de santrifiij edildi. Elde edilen
siipernatantlar temiz ependorf tiiplere alindi. Total protein tayini protein Ol¢iim
kiti (Sigma, St. Louis, MO, USA) kullanilarak Lowry prosediiriine gore yapildi.

Pelletler esit hacimde ilave edilen homojenizasyon solusyonunda [25 mM

Tris-HCl (pH= 7.4), 0.1mM PMSF, % 2’lik TritonX —100 ve % 1’lik SDS]
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yeniden siispanse edildi, +4 “C’de 2 saat inkiibasyona birakildi ve homojenatlar
sogutmali santrifiijde +4 “C’de 60 dakika siireyle 60.000 x g’de santrifiij edildi.
Elde edilen 2. siipernatantlar eppendorf tiiplere alinarak daha 6nceden hazirlanan
ornek soliisyon ile 1:1 oraninda karistirildi ve 5 dakika kaynatildi. SDS-PAGE ve

western blot analizleri i¢in —80 °C’de saklandi.

4.7.2. SDS-Poliakrilamid Jel Elekroforezi (SDS-PAGE)

Elektroforez, protein ve niikleik asitler gibi yiiklii taneciklerin belirli bir
pH’ da elektriksel bir alanda ve iyonize ortamda molekiil biiyiikliigii veya yiik
farklarina gore ayrilmasi ve saflastirilmasinda yaygin olarak kullanilan bir
tekniktir. Elektroforez sirasinda kullanilan jel matriksi ¢esitli biiyiikliikteki
makromolekiillerin go¢iinii engelleyen bir molekiiler elek o6zelligi gosterir. Jel

matriksi nispeten hareketsiz olup ayrilacak olan molekiillerle etkilesmez.

Jel ortaminda biyolojik makromolekiillerin elektroforezi yapildiginda
olusan siirtinmeden dolay1r biiyilk molekiiller jel matriksi boyunca kiiciik
molekiillerden daha yavas go¢ edecegi icin makromolekiillerin ayrilmasi saglanir.
Elektroforez cihazinda direng; tamponun iyonik kuvveti, jelin kesit alam1 ve
uzunlugu ile saglanir. Elektroforez sirasinda iiretilen giic molekiillerin hareketinde

kullanilir.

Poliakrilamid jel elektroforezinde proteinler, elektriksel bir alanda ve
iyonize bir ortamda molekiil biiyiikligi veya yik farkliligina gore
ayrilmaktadirlar. SDS-PAGE, denatiire edici maddeler (6rnegin; sodyum dodesil
siilfat, B-merkaptoetanol) kullanilarak proteinlerin poliakrilamid jelde ayrilmasini

saglayan bir tekniktir. Bu teknikte proteinler denatiirasyona ugrayarak ii¢ boyutlu
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yapidan linear yapiya doniigerek poliakrilamid jelde ayrilirlar. Poliakrilamid
jellerin molekiiler elek ozellikleri akrilamid konsantrasyonunun artmasi ile
degisir. Poliakrilamid jellerin por biiyiikliigii kiiciik molekiillerin ayrilmasini daha
iyl saglamaktadir. Bu yiizden poliakrilamid jeller, genellikle niikleik asitlerden
daha kiiciik olan proteinlerin ayrilmasinda yaygin olarak kullamilmaktadir. Yiik
bakimindan ayni1 6zellikte olan fakat molekiil agirhg farkli olan iki proteinin
hareket hizi jeldeki mevcut pora baglh olarak farkli olacaktir. Poliakrilamid jel
izerinde biiyiikk molekiillii proteinler go¢ sirasinda kiiciik molekiillii proteinlere
gore daha fazla polimerde tutulur. Buna baglh olarak biiyiilk molekiil yapisina
sahip proteinin hizi kii¢iik olana gore daha az olacaktir. Tamponun iyon
konsantrasyonu arttik¢a iyonik kuvveti de artar ve boylece protein molekiillerinin

mobilitesi artar (302).

4.7.2.1. SDS-PAGE i¢in Jellerin Hazirlanmas:

SDS-PAGE de kulanilan ayirma jeli (%12) ve yiikleme jeli (%4) ayr ayr
hazirland1 (tablo 8, 9). Ornek soliisyonlarm hazirlanmas: tablo 10’da

gosterilmistir.
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Tablo 8. Ayirma jelinin hazirlanmasi

Ayirma (Separating) jelinin hazirlanmasi (%12) Miktar
Distile su 3,35 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2.5 ml
% 10 SDS 100 ul
Akrilamid /Bis (%30) 4.0 ml
Amonyum persiilfat (%10) 50 ul
TEMED Sul
Toplam 10.0 ml.

Tablo 9. Yiikleme jelin hazirlanmasi

Yiikleme (Stacking) jelin hazirlanmasi (%4) Miktar
Distile su 6.1 ml
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5 ml.
SDS (%10) 100 ul
Akrilamid-Bis (%30) 1.3 ml
Amonyum persiilfat (%10) 50 ul
TEMED 10 wl
Toplam 10.0 ml

65



Tablo 10. Ornek solusyonlarin hazirlanmasi

Ornek solusyonlarin(Sample Buffer) hazirlanmasi Miktar Son konsantrasyon
1 M Tris-HCI (pH6.8) 1.25ml 0.125M

% 10 SDS 1.6ml %4

%0.05 bromofenol blue 02ml  %0.002

Gliserol 0.8ml %20
2-B-merkaptoethanol 04ml %10

Distile su 375ml -

Toplam 80ml -

4.7.2.2. Orneklerinin SDS-PAGE ile Analizi
Protein ornekleri Laemmli (302) tarafindan belirtilen sekilde hazirlanan

SDS-PAGE ile incelendi.

Kaset haline getirilen cam plaklar arasina hazirlanan 10 ml’ lik ayirma jeli
soliisyonu uygun bir otomatik pipet ile aktarildi ve 30 dakika oda sicakliginda
bekletilerek aralarindaki akrilamid monomerlerinin polimerlesmesi saglandi.
Protein 6rneklerini yiikleme kuyusu olusturmak icin iki cam levhanin iist kismina
tarak yerlestirildi. Yiikleme jeli soliisyonu 10 ml hazirlandiktan sonra ayirma jeli
istlinde bulunan bosluga tarak dislerinin arasindan iki camin en iist seviyesine
kadar pastor pipeti ile dokiildii. Yaklasik 30 dakika oda sicakliginda bekletilerek

polimerlesme saglandi. Daha sonra tarak dikkatli bir sekilde yavasg¢a cikartildi.

Hazirlanan kaset elektroforez tankina yerlestirildi. Hazirlanan protein

ornekleri ve molekiil agirlig1 bilinen standart protein 6rnekler 10-20 pl kadar
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yikkleme jelindeki tarak dislerinin olusturdugu kuyulara yiiklendi ve tanka
yiirlitme soliisyonu eklendi. Tank kapagi kapatilarak giic kaynagina baglandi ve
250 V, 35mA akim verildi. Mavi boya band1 seperate jeli gecince akim 50 mA
cikarildi. Ornekler cam kasetin altina gectikten sonra NCAM cin 40 dk, GFAP

icin 25 dakika, S-100B icin 20 dakika daha beklenip elektroforez cihaz1 kapatildi.

Elektroferez islemi tamamlandiktan sonra kaseti olusturan iki cam

birbirinden ayrilarak aradaki jel ¢ikarildi.

4.7.3. Western Blot

Elektroforezde birbirinden ayrilan protein bantlarindan herhangi birinin
digerlerinden spesifik antikor kullanilarak ayirt edilmesi teknigine Western blot

veya Immiinoblot ad1 verilmektedir.

Western blot teknigi, elektroforez islemini takip eden 4 asamada
gerceklestirilir. Bunlar; jeldeki proteinlerin nitroseliilloz membrana aktarimi
(blotlama), spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek icin nitroseliilloz
membranda protein baglanmamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi
(bloklama), o©zgiil antikorlarla tepkime ve en son asamada ise proteinlerin

goriintiilenme asamalaridir (303,304).

4.7.3.1. Yenidogan Total Beyin Dokularmmin ve Gen¢ Eriskin
Yavrularm Hipokampus Boélgesinin Western Blot ile Analizi
Orneklerinin western blot analizi Baydas ve arkadaslar1 (297) tarafindan

uygulanan metoda gore yapildi.
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SDS-PAGE tamamlandiktan sonra ¢ikarilan poliakrilamid jel ile
nitroseliiloz membran (Schleicher and Schuell, Inc., USA) yiizeyleri arasinda
bosluk kalmayacak bicimde karsi karsiya getirildi ve filtre kagitlarnn eklenerek
blotlama diizenegine yerlestirilerek tampon solusyonuyla doyuruldu. Sogutulmus
tampon solusyonuyla doldurulmus tanka yerlestirildi ve 60 dakika boyunca 150

mA elektrik akimi uygulandi. Bu sekilde proteinlerin transferi saglanmis oldu.

Blotlama islemi bittikten sonra petri kutularina alinan nitroseliiloz
membranlar PBS c¢alisma solusyonuyla [NaH,PO.,.2H,O (0.025 M),
Na,HPO,.12H,0 (0.075 M), NaCl (1.45 M)] calkalayic1 iizerinde 3 kez 5 dakika
yikandi. Spesifik olmayan baglanmalar, 100 mM NaCl, 20 mM Na,HPO,, 20 mM
NaH,PO, (pH: 7.2) tamponunda % 1’lik taze sigir serum albumini ile 37 °C’de 90

dakikalik inkiibasyonla bloklandi.

Primer antikor olarak poliklonal rabbit anti-rat NCAM antikoru (Santa
Cruz Biotechnology, Inc, USA) kullanildi. NCAM primer antikoru % 0.05
oraninda Tween-20 bulanan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanarak kullanildi.
Poliklonal rabbit anti-rat GFAP antikoru (Santa Cruz Biotechnology, Inc, USA)
1:2000 oraninda dilue edilerek, poliklonal rabbit anti-rat S-100B antikoru (Santa
Cruz Biotechnology, Inc, USA) 1:1500 oraninda dilue edilerek kullanildi. PSA-
NCAM’a kars1 monoklonal fare antikoru (Chemicon Inc, USA) 1:500 oraninda
seyreltilerek kullanildi. Nitroselilloz membranlar primer antikorlarla +4 °C’de
gece boyunca inkiibasyona birakildi. Daha sonra nitroseliiloz membranlar 5 kez 5
dakika PBS calisma solusyonuyla yikandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra
nitroseliiloz membranlar % 0.05 oraninda Tween-20 bulanan tamponda 1:1000

oraninda  hazirlanan,  peroksidazla  konjuge edilmis  goat-anti-rabbit
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immiinoglobulinle (Santa Cruz Biotechnology, Inc, USA) 37 “C’de 90 dakika
siireyle tekrar inkiibasyona birakildi. Sonraki agsamada nitroseliilloz membranlar 5

kez 5 dakika PBS c¢alisma solusyonuyla yikandi.

Bantlarin goriintiilenmesi icin 1 M Tris (pH: 7.4) tamponunda % 0.03-
0.05 oraninda hazirlanmis diaminobenzidin (DAB) solusyonu kullanildi. DAB’la
renklendirilen bantlar 5-10 dakikalik bir reaksiyon siiresi sonunda net olarak
goriildiikten sonra nitroseliilloz membranlar ¢esme suyuyla yikandi. Nitroseliiloz
membranlar iyice kurutulduktan sonra, bantlarin rolatif yogunluklarn Lab. Works
4.0 (Ultra Violet Products Ltd. Combridy, CDs 1TG UK) software programi

kullanilarak analiz edildi.

4.8. istatistiksel Analizler

Veriler Ortalama + Standart Hata (Ort £ SH) olarak ifade edildi. Uzaysal
O0grenme verileri tekrarlayan ol¢iimler icin iki yonlii varyans analizi (ANOVAR)
kullanilarak degerlendirildi, Tukey testi ile post hoc analizi yapildi. Proteinlerin
dansitometrik diizeylerindeki farklar ve Probe test Mann- Whitney U testi ile
degerlendirildi. LPO, Hcy ve GSH diizeylerinin gruplar arasi farkliliklar1 Student ¢
testi kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildi.

P degeri 0,05 den kiigiik (p<0.05) olan bulgular istatistiksel olarak anlaml

kabul edildi.
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S. BULGULAR

Gebe sicanlarin giinlik igme sularina metiyonin konulmasi gebeligin
sonunda 6lgiilen plazma Hcy seviyesini belirgin olarak arttirdi1 (Kontrol: 6 uM/L
ve Hcy grup: 26 uM/L; P<0.001). Yavru sayist bakimindan gruplar arasinda
anlamli bir fark yoktu (Her batindaki ortalama yavru sayis1 = Standart Hata:
Kontrol grubu 11.5+1.0 ve Hcy grubu: 10.2+0.6). Hcy grubundaki yenidogan
(PNG-1) yavru siganlarin beyin ve viicut agirliklart kontrole gore, istatistiksel
olarak anlaml olmasa da, azalmis bulundu (tablo 11). Ogrenme testleri sirasinda
eriskin yavrularin viicut agirliklar1 kontrol grubunda 19510 gram, Hcy grubunda
ise 18848 gram bulundu (tablo 12). Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamli degildi.

Tablo 11. PNG-1’de yavru sicanlarin ortalama viicut ve beyin agirliklar

Grup n Beyin agirhigi(gr) Viicut agirhig (gr)
Kontrol 25  0.293+£0.01 6.10£0.07
Hcy 25  0.282+0.01 5.90+0.06

Tablo 12. PNG-82’de yavru siganlarin ortalama viicut agirliklar

Grup n Viicut agirhgi(gr)
Kontrol 25 195+10
Hcy 25 188+8
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5.1. LPO Degerleri

Metiyonin uygulanan grupta PNG-1'de yavru sicanlarin total
beyinlerindeki LPO diizeyleri her 3 subselliiler fraksiyonda da (mitokondri,
nukleus, sitozol) belirgin olarak artmis bulundu (Kontrole gore sirasiyla 4, 3, 2
kat). Hcy’nin oksidatif etkilerine karsi mitokondrinin daha hassas oldugu

gozlemlendi (Sekil 5).
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Sekil 5. PNG-1’de, Kontrol ve Hcy gruplarindaki yavru beyinlerinin subselliiler
fraksiyonlardaki ortalama LPO diizeyleri (***p<0.001, **p<0.01). Kont:

Kontrol; Hey: Hiperhomosisteinemi; Mit: Mitokondrial; Niik: Niiklear;

Sit: Sitozolik.
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5.2. GSH Degerleri

Gebelik boyunca methionin uygulanmasinin PNG-1’de yavru total

beyninde GSH diizeyleri iizerinde belirgin etkisi olmad1 (Sekil 6).
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Sekil 6. PNG-1’de, Kontrol ve Hcy gruplarindaki yavru total beyinlerinde GSH
diizeyleri. Gruplar arasinda anlamhi fark saptanmadi. Kont: Kontrol;

Hcy: Hiperhomosisteinemi.

5.3. DNA Fragmentasyonu

Apoptoz gostergesi olan DNA fragmentasyonu hiperhomosisteinemili

anne sicanlarin yavrularinin beyinlerinde gozlemlendi (Sekil 7).
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MS Kont Hcy

Sekil 7. Yavru beyinlerinde DNA fragmentasyonu (oligoniikleozomal
merdiven goriiniimii). MS: Molekiiler agirlik standartlari; Kont:

Kontrol; Hey: Hiperhomosisteinemi.

5.4. Bcl-2 Protein Degerleri

Bcl-2 ailesinin iiyeleri, hiicre 6liim-kalimini, mitokondrial membranin iyon
gecirgenligini ve sitokrom c salinimini kontol ederek belirler. Bcl-2 antiapoptotik
bir protein olup, azalmasi mitokondrilerde apoptozisi tetikler. Total beyinde Bcl-2
proteinini immiinblotting ile belirledik. Bcl-2 protein diizeyleri Hcy grubu
yavrularin mitokondrial (p<0.001) ve niikleer (p<0.05) fraksiyonlarinda belirgin

olarak diistiktii (Sekil 8).
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Sekil 8. PNG-1'de, Kontrol ve Hcy gruplarindaki yavru total beyinlerinin

mitokondri ve niikleer fraksiyonlardaki Bcl-2 proteinlerinin
immiinblot ve dansitometrik analizleri. (***p<0.001, *p<0.05). Kont:

Kontrol; Hey: Hiperhomosisteinemi.

5.5. p5S3 mRNA Degerleri

PNG-1"de alinan yavru total beyin homojenatlarinda p5S3 mRNA diizeyleri
semikuantitatif- PCR ile ol¢iildii ve B-actin i¢ kontrol olarak kullanildi (Sekil 9).

Maternal hiperhomosisteinemi serebral p53 mRNA y1 anlamli olarak arttirdi

(p<0.001).

74



3"} -
2!5 ] ik
2,0 1
. E
Kontrol Hcy = 15 4
——r—— % -
= e
1%
0,5 1
'\q' ny '*S‘ hipn
;ﬁ’&‘ q"ﬂ Q{@c} qﬁ 0.0 T
® Kont Hey

Sekil 9. Kontrol ve Hey gruplarindaki yavru beyinlerinde pS3 mRNA ekspresyon
diizeyleri. Agaroz jel elektroforezi ve dansitometrik analizi (***p<0.001).

Kont: Kontrol; Hey: Hiperhomosisteinemi.

5.6. Morris Water Maze Testi

Disi ve erkek sicanlar arasinda anlamli farklilik olusmadigi igin veri
analizi toplu yapildi. MWM testinde, platformu bulma siiresi 5 giinliikk deneme
boyunca her iki grupta da azalmasina ragmen, maternal hiperhomosisteineminin
o0grenmeyi bozdugunu diisiindiirecek sekilde, Hcy grubunda kontrole gore
platformu lokalizasyon siiresi anlamli olarak uzundu (sekil 10). Gruplar arasindaki
fark 3. ve 5. giinlerde istatistiksel olarak anlamli diizeyde idi. Hcy grubunun
yiizme siireleri de uzun bulundu. Her iki gruptaki sicanlarin platformu bulma

siireleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi (ANOVA, P<0.05).
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Sekil 10. Water maze testi; her iki grubun giinlerdeki ortalama platformu bulma
siireleri. Hey grubunun platformu bulma siiresi kontrole gore kotiiydii.
Gruplar arasindaki fark 3. ve 5. giinlerde istatistiksel olarak anlamli

bulundu (‘p<0.05). Kont: Kontrol; Hcy: Hiperhomosisteinemi.

Hcy grubundaki sicanlar platformu bulmak i¢in kontrole gére daha uzun
mesafe yiizdiiller (sekil 11). Gruplar arasindaki fark 3., 4. ve 5. giinlerde

istatistiksel olarak anlamli diizeyde idi (ANOVA, P<0.05).
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Sekil 11. Water maze testi; her iki grubun giinlerdeki platformu bulmak i¢in
katedilen ortalama yiizme mesafeleri. Gruplar arasindaki fark 3., 4. ve 5.
giinlerde istatistiksel olarak anlamli bulundu (‘p<0.05). Kont: Kontrol;

Hcy: Hiperhomosisteinemi.

Probe denemeleri sirasinda biitiin sicanlar zamanin ¢ogunu platformun
daha onceden lokalize oldugu kuadranda arayis icinde gecirdiler (Sekil 12).
Kontrollerle kiyaslandiginda Hcy yavrularinda uzaysal hafizada belirgin bozulma
gozlenmedi. Kontrol yavrulart platformun daha O©nceden lokalize oldugu
kuadranda Hcy grubuna gore daha uzun siire yiizdiiler; ancak bu fark istatistiksel
olarak anlamli degildi (p>0.05). Bununla beraber hedef kuadrana giris sayisi
hiperhomosisteinemik anne yavrularinda anlamli olarak (P<0.05) daha azd1 (Sekil

13).
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Sekil 12. Probe testi; her iki grubun, baslangicta platformun lokalize oldugu hedef
kuadranda gecirdikleri zamanin yiizdesi. Gruplar arasinda anlamli fark

yoktu. Kont: Kontrol; Hcy: Hiperhomosisteinemi.

Platform goriiniir halde iken yapilan denemelerde kontrol ve Hcy gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark yoktu (Kontrol grubu: 10.8 + 0.5 sn, Hey
grubu: 11 = 0.5 sn). Bu sonuglar gruplarda ylizme yetenegi ve motivasyonlarinin
benzer oldugunu, wuzaysal performansta gozlenen farkin sensorimotor

bozukluklara bagl olmadigini gosteriyor.
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Sekil 13. Her iki grubun, baslangicta platformun lokalize oldugu kuadrana giris
sayilari. Hiperhomosisteinemik anne yavrulari hedef kuadrana anlamli
olarak daha az giris yapt (*p<0.05). Kont: Kontrol; Hcy:

Hiperhomosisteinemi.

5.7. GFAP Degerleri

Olgun astrositlerin esas intermedier flamen proteini olan GFAP, Hcy
grubu yenidogan (PNG-1) total beyin homojenatlarinda kontrole gore azalma
tespit edildi (Sekil 14). GFAP’ nin 49 kDa’lik esas bandi PNG-1'deki Hcy
yavrularinda cok diisiik diizeyde eksprese edilmistir (P<0.01). Bununla birlikte

geng eriskin yavrularin GFAP diizeylerinde gruplar aras1 fark yoktu.
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Sekil 14. PNG-1 ve PNG-82’de GFAP protein ekspresyonunun immiinblot (A) ve
dansitometrik analizleri (B). GFAP’ nin 49 kDa’lik esas bandi PNG-
1’deki Hcy yavrularinin total beyninde cok diisiik diizeyde eksprese

edilmistir (**p<0.01). Kont: Kontrol; Hcy: Hiperhomosisteinemi.

5.8. S100B Degerleri

S100B protein ekspresyonunda da benzer sonuglar tespit edildi. PNG-1’de
yavru total beyin homojenatlarinda S100B protein ekspresyonu Hcy grubunda
kontrollere gore anlamli olarak azalmis bulundu (p<0.001), geng¢ eriskin

yavrularda ise anlamli fark yoktu (sekil 15).
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Sekil 15. PNG-1 ve PNG-82’de S100B protein ekspresyonunun immiinblot (A) ve

dansitometrik analizleri (B). S100B, PNG-1’deki Hcy yavrularinin total

beyninde c¢ok diisiik diizeyde eksprese edilmistir (***p<0.001). Kont:

Kontrol; Hey: Hiperhomosisteinemi.

5.9. PSA-NCAM Degerleri

Kontrol ve Hcy gruplarimin PNG-1’deki total beyin homojenatlarindaki

western blot analizinde PSA-NCAM ekspresyonlarinda farklilik oldugu tespit

edildi (sekil 16). Hcy grubunda kontrole goére PNG-1de PSA-NCAM

ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edildi (p<0.001).
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Sekil 16. Kontrol ve Hcy gruplarimin PNG-1’deki total beyin homojenatlarindaki
PSA-NCAM ekspresyonlarinin western blot (A) ve dansitometrik
analizleri (B). Hcy grubunda PSA-NCAM ekspresyonu kontrole gore
anlamli olarak disiikti (Mann-Whitney U testi; ***p<0.001). Kont:

Kontrol; Hey: Hiperhomosisteinemi.

PNG-82’de total beyinde ki PSA-NCAM diizeyi her iki grupta da tespit
edilemedi (Testin duyarlilik sinirlarinin altinda olmasi nedeniyle). Bu yiizden
PSA-NCAM hipokampus dokusunda ayrica ¢aligildi. Immiinblotlar dansitometrik
olarak karsilagtirlldiginda Hey grubunda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli

olmayan bir azalma tespit edildi (sekil 17).
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Sekil 17. Kontrol ve Hcy gruplarinin  PNG-82°deki  hipokampus
homojenatlarindaki PSA-NCAM ekspresyonlarinin western blot (A) ve
dansitometrik analizleri (B). (Mann-Whitney U testi; p>0.05). Kont:

Kontrol; Hey: Hiperhomosisteinemi.

5.10. NCAM Degerleri

PNG-1’deki Hcy grubunun total beyin homojenatlarindaki NCAM
blotlarina bakildiginda NCAM-140 ekspresyonunun kontrole gore belirgin olarak

azaldig tespit edildi (P<0.001), (sekil 18).
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Sekil 18: Kontrol ve Hcy gruplarinin PNG-1"deki total beyin homojenatlarindaki
NCAM protein ekspresyonlarinin western blot (A) ve dansitometrik
analizleri (B). Hcy grubunda NCAM-140 ekspresyonu kontrole gore
anlamlh olarak diisiikti (Mann-Whitney U testi; ~ p<0.001). Kont:

Kontrol; Hey: Hiperhomosisteinemi.

PNG-82’de kontrolle kiyaslandiginda Hcy grubunda hipokampusta
NCAM-180 seviyesi belirgin olarak azalmisti (P<0.001). NCAM-120 ve NCAM-
140 izoformlarinin ekspresyonlar agisindan her iki grup arasinda belirgin fark

tespit edilmedi (sekil 19).
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Sekil 19. Kontrol ve Hey gruplariin PNG-82’de hipokampus homojenatlarindaki
NCAM protein ekspresyonlarinin western blot (A) ve dansitometrik
analizleri (B). Hcy grubu genc eriskin yavrularinda NCAM-180
ekspresyonu kontrole gore anlamli olarak diisiiktii (Mann-Whitney U

testi;  p<0.001). Kont: Kontrol; Hey: Hiperhomosisteinemi.
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6. TARTISMA

Calismada maternal hiperhomosisteineminin fetal beyin gelisimini ve
dolayisiyla kognitif fonksiyonlar1 bozacag1 varsayildi. Bu hipotezi denemek igin
hiperhomosisteinemik gebe sican modeli gelistirildi. Metiyonin uygulamasinin
plazma hcy seviyesini anlamli olarak yiikselttigi iyi bilinmektedir
(19,22,296,305). Maternal hiperhomosisteineminin fetal hcy konsantrasyonunda
yikkselmeye yol actigr bildirilmistir (263,264,306). Calismada maternal
hiperhomosisteineminin fetal hiperhomosisteinemiye yol agacagini varsayildi.
Homosistein beyin dokusunda metiyonin metabolizmasindan {iretildigi gibi,
kandan beyine difiizyon ve 6zel doyurulabilir reseptorler araciligiyla da tasinabilir
(60,64). Streck ve arkadaglar1 (120) serebrumda maksimum hcy
konsantrasyonunun hcy enjeksiyonundan 15 dakika sonra ulasildigini bildirmistir.
Rees ve arkadaglan (307) diyetteki asirt metiyoninin hcy iiretimi vasitasiyla fetal
gelismeyi etkiledigini bildirmistir.

Hiperhomosisteinemik gebe sicanlarin bir giinliikk yavrularinin beyin
homojenatlarinda LPO artis1, DNA fragmantasyonu, bcl-2 protein diizeyinde
azalma ve p53 protein ekspresyonunda artis, GFAP ve S100B protein
ekspresyonunda azalma bulunmustur. Norogenezis ve noronal plastisitede 6nemli
bir protein olan NCAM ekspresyon paterninde farklilik gozlendi. Kognitif
fonksiyonlar1 degerlendirmek igin yapilan MWM testinde ise Hcy grubunda
uzaysal 6grenme ve hafiza konsolidasyonunda bozulma tespit edildi.

Hiperhomosisteinemide lipid peroksidasyonunda artis daha 6nce de cesitli
caligmalarda  gOsterilmistir. Ancak bu c¢alismada yeni olan taraf;

hiperhomosisteinemide LPO artisinin  hiperhomosisteinemik gebe sican
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yavrularinda gosterilmesidir. Calismada hiperhomosisteinemik gebe sican
yavrularinin beyinlerinde LPO artis1 tespit edildi; sitozolik, niikleer ve
mitokondrial subfraksiyonlarinin tiimiinde anlamli LPO artis1 olmakla birlikte
mitokondrial subfraksiyondaki LPO artis1 ¢ok daha carpiciydi. Esasinda beyin
mitokondrilerinin oksidatif hasara daha duyarli oldugu da bildirilmistir (38,39).
Bu caligmadaki bulgulara gore, aym1 dozda metiyonin fetus beyninde eriskinlere
gore daha belirgin LPO artis1 yapmaktadir (19,22). Bu durum, fetal dokulardaki
antioksidan savunma sisteminin daha zay1f olmasindan kaynaklanabilir (310,311).
Embriyonik gelisim sirasinda antioksidan enzim ya da yollarin yetersizligiyle
birlikte hhcy ile olusturulmus oksidan stres artist DNA hasarini daha da arttirabilir
ve ciddi norodejeneratif bozukluklara yol acabilir. Artmis oksidatif stres
(mitokondrial fraksiyonda kontrole goére 4 kat LPO artis1) noral gelisim
bozukluklarinin temelinde yatan ana faktorlerden biri olabilir. Baydas ve
arkadaslar1 (19) antioksidan bir madde olan melatonini hiperhomosisteinemik
sicanlara  uyguladiklarinda oksidatif stres (LPO artis1) ve kognitif
disfonksiyonlarin engellenebildigini gdstermislerdir.

Homosistein  erigkin ~ sicanlarda  antioksidan  enzim  diizeyini
degistirebilmektedir; oksidatif stres artisina karsilik antioksidan enzimlerin
aktivitelerindeki  azalmanin  hcy norotoksisitesini  potansiyalize  ettigi
belirtilmektedir (19,21,89). Bu bulgularla uyumlu olarak hiperhomosisteinemide
antioksidan bir enzim olan GSH-Px’in hipokampusta azaldig bildirilmistir (19).
Ancak mevcut calismada hiperhomosisteinemik gebe yavrularinda, eriskinden
farkli olarak GSH diizeyinde bir degisiklik tespit edilmedi. Bu durumun olasi

nedenlerinden biri fetusta GSH regiilasyonunun eriskinden farkli olmasi olabilir.
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Ayrica Hcy etkisinin santral sinir sisteminde bolgesel farkliliklar gosterdigi
bildirilmistir; paralel bir durum GSH iginde ileri siiriilebilir. Mevcut calismada
GSH olctimiinii tiim beyinde gergeklestirildigi icin, sadece hipokampustaki GSH
azalmasi total beyindeki 6l¢iim sonucuna yansimamis olabilir.

Bu ¢alismada artmig hcy seviyesinin sican embriyosunda DNA hasarina
yol actig1 da tespit edildi. DNA hasar kalici noral gelisim kusurlarina yol acabilir.
Bulgular hiperhomosisteineminin beyinde tipik apoptotik degisikliklere yol
actigin1 diisiindiirmektedir. Beyinde, agaroz jel elektroforeziyle apoptozisin
karekteristik ©zelligi olan oligoniikleozomal uzunluktaki DNA fragmanlarini
tespit edildi. Buradaki apoptozisin oksidatif stres tarafindan indiiklendigi ileri
siiriilebilir. Daha Once yapilan c¢aligmalarda da eriskin sican hipokampus ve
serebral korteksinde oksidatif stres ile birlikte DNA hasart tespit edilmistir
(20,201,299).

Hiperhomosisteinemik ~ yavru  beyinlerinde = gozlemlenen  Bcl-2
seviyesindeki azalma; DNA fragmantasyonunu dahada arttirabilir. Apoptoziste
regulatuar bir protein olan Bcl-2 mitokondrial membrandan sitokrom-c
salinmasin1 engeller ve hiicreleri apoptozise karst koruyucu etkileri vardir
(192,312). Baydas ve arkadaslarimin yaptigi bir ¢alismada (20) homosisteinin
apoptozisi intrinsik mitokondrial yollar iizerinden tetikliyebildigi gosterilmistir.
Calismada mitokondrial Bcl-2 ekspresyonundaki azalma homosisteinin apoptozisi
intrinsik mitokondrial yollar iizerinden tetikledigi diisiincesi ile uyumludur.
Homosisteinin oto-oksidasyonu sonucu ROS olusur. ROS mitokondride hasar ve
bunun neticesinde de sitokrom salinimina yolagarak apoptozisi baglatabilir. Diger

yandan spesifik membran tasiyicilari, noronlar icerisinde yiiksek hcy
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konsantrasyonuna yol acgabilir (60). Bu artis DNA metilasyonunu bozarak DNA
kiriklart olusturabilir (110). Niikleer fraksiyonda bcl-2 azalmasi noronlarda hcy
artistyla metilasyon siklusunun bozulmasinin gostergesi sayilabilir.

Hcy tarafindan tetiklenen bagka bir apoptotik yol da p53 aktivasyonudur.
Hcy’nin p53 seviyesini eriskinlerde belirgin olarak arttirdigi bildirilmistir (110).
Calismamizda hiperhomosisteineminin si¢can yavru beyinlerinde de p53 diizeyini
arttirdig1 tespit edildi. Oksidatif stres, muhtemelen p53 gen iiriiniiniin birikimine
yol acarak apoptozisi tetikleyen olaylar dizisini baglatmaktadir (313,314).

Sonu¢ olarak maternal hiperhomosisteineminin fetal beyinde noral
apoptotik hiicre 6liimiinii hizlandirdigi ileri siiriilebilir.

Mevcut calismada, hhcy-oksidatif stres-apoptozis teorisini destekleyen
bulgulara ilaveten hhcy-noroplastisite ve beyin maturasyon bozuklugu- kognitif
disfonksiyon teorisini destekleyen bulgular da elde edildi.

Ogrenme ve hafiza bozuklugu, beyin maturasyonunda ve norogenezisteki
bozukluklardan kaynaklanabilir. Bu olasilig1 test etmek i¢in astrosit maturasyon
belirteci olan GFAP protein diizeyine bakildi. Astrositik hiicrelerden baglangigta
vimentin sentezlenir, ancak astrositler olgunlastikca GFAP sentezi agirlik kazanr
(243,244). S100B proteini de noral maturasyonun bir gostergesidir (244).
Calismamizda bu iki protein sentezinin de hiperhomosisteinemi gurubunda
kontrole gore azalmasi, kognitif disfonksiyona beyin maturasyonundaki
gecikmenin katkida bulunabilecegini diisiindiiriiyor.

Sinir sisteminin gelisiminde rolii olan bagka bir molekiill de NCAM’dur.

(210,211,213). NCAM’1n, erigkinde ve sinir sisteminin gelisimi doneminde hiicre
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migrasyonu, norit gelisimi, hipokampal noroplastisitede rolii  vardir
(218,219,230,232).

Calismamizda geng erigkin yavrularinda ( PNG-82) NCAM izoformlarinin
ekspresyon patternlerini, yenidogan (PNG-1) yavrulardan farkli oldugu tespit
edildi. PNG-1’de yenidogan total beyninde NCAM 180 diizeyi diger
izoformlardan daha yiiksekken PNG-82’de olgun beyinde NCAM 120 diizeyi
daha yiiksek bulundu. Bu bulgular NCAM 120’nin gelisim sirasinda en son ortaya
cikan izoform olduguna dair ortaya c¢ikan bulgularla uyumludur (213,214).

Calismamizda, yenidogan (PNG-1) total beyinlerinde NCAM 140
diizeyinin kontrole gore belirgin sekilde azaldig: tespit edildi. NCAM-140 hem
pre- hem de post-sinaptik membranda eksprese edilir ve hiicre-hiicre adezyonunda
ve norit biiylimesinde 6nemli rolii vardir (212). Arada kesin nedensel iligki
kurulamasa da NCAM-140 azalmasi beyin gelisimi sirasindaki yapisal
degisikliklerden sorumlu olabilir.

Hiperhomosisteinemik annelerin eriskin yavrularinin  (PNG-82’de)
hipokampus homojenatlarinda NCAM-180 ekspresyonunun kontrole gore azaldigi
tespit edildi. NCAM-180 sinaptik plastisitede ve sinaptik kuvvetin
stabilizasyonunda belirleyici role sahiptir (215,216). NCAM-180 ekspresyonunun
hipokampusta azalmasinin biligsel fonksiyonu olan noral devrelerde sinaptik
destabilizasyona yol acabilecegi ileri siiriilebilir.

Beyindeki gelisimsel olaylardan biri PSA-NCAM ekspresyon paternindeki
degisikliktir. PSA-NCAM beyin gelisimi sirasinda aksonal gelisme ve
fasikiilasyonda kritik rol oynar (232,233). Calismamizda yenidogan (PNG-1) total

beyin homojenatlarinda her iki grupta da PSA-NCAM ekspresyonu oldukca
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yiiksekti. Ancak hcy grubundaki PSA-NCAM ekspresyonu kontrole gore anlamli
olarak daha diisiiktii. Geng¢ eriskin yavrularin (PNG-82) total beyin
homojenatlarinda PSA-NCAM tespit edilemedi; eriskin yavrularin (PNG-82)
sadece hipokampus homojenatlarinda PSA-NCAM ekspresyonu belirlenebildi.
(Hcy ve kontrol gruplann arasinda fark yoktu). FEriskinde, PSA-NCAM
ekspresyonu, sinaptik plastisitenin yogun olarak devam ettigi hipokampus gibi
bolgelerde devam etmektedir (315). Bulgularimiz bununla uyumludur.
Bulgularimiz maternal hiperhomosisteinemi ile PNG-1"de total beyinde ve PNG-
82’de hipokampusta PSA-NCAM ekspresyonu arasinda bir iliski oldugunu
diisiindiiriiyor.

NCAM’m polisializasyonu, NCAM aracili hiicre-hiicre etkilesimi ve
fonksiyonunun gerceklesmesinde kritik neme sahiptir. Erken gelisim asamasinda
yikksek diizeyde PSA-NCAM ekspresyonunun kolaylastirici rolii  oldugu
diistiniilmektedir; NCAM’1n olusturdugu hiicre adezyonunu azaltarak yapisal
yeniden yapilanmaya (remodelling) izin verir, néronal ve glial prekiirsorlerin
migrasyonu ve akson ilerlemesinde NCAM’mn hiicre adezyonunu azaltarak
kolaylastirict rol oynar (222,229,316). Gelisen beyinde NCAM sializasyonunun
azalmasi, aksonal biiylimenin bozulmasina yol acabilir (316). Boylece
hiperhomosisteinemi NCAM polisializasyonunda azalmaya yol acarak kalici
noroplastisite  bozukluklari, dolayisiyla 6grenme ve hafiza bozukluklar
olusturabilir.

Hiperhomosisteinemide = GFAP, S100B,  NCAM, PSA-NCAM
ekspresyonlarinin  de8ismesi, homosisteinin gen diizeyindeki etkileriyle

aciklanabilir. Rees ve arkadaslarinin (307) yaptig1 bir calismada maternal diyetin
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maniiplasyonunun fetusta gen ekspresyonunu etkiledigi gosterilmistir. Heniiz hcy
icin bu tiir ¢aligmalar yapilmamistir. Homosistein-gen etkilesimi konusundaki
calismalar yararh olabilir.

Hiperhomosisteineminin  erigkin  sicanlarda  kognitif = performansi
bozduguna dair c¢aligmalar daha O©nce yaymlanmistir (19,23,25) Ancak
hiperhomosisteinemik gebe sican yavrularinda kognitif fonksiyonlarin
bozulduguna dair, ¢calismamizdan sonra yayinlanan, tek bir calismaya rastlandi
(283). Calismamizda, hiperhomosisteinemik gebe siganlarin 82  giinliik
yavrularinin Water maze testinde platformu bulma zamanlar1 ve ylizme mesafeleri
kontrole gore daha uzundu (uzaysal 6grenme). Probe testinde (uzaysal hafiza) Hcy
grubu, istatistiksel olarak anlamli olmasa da, kontrole giére daha kotii performans
gosterdi.

Hiperhomosisteinemi ile baglantili olarak NCAM, PSA-NCAM, GFAP,
S100B’de meydana gelen degisiklikler beyin maturasyonundaki ve sinaptik
plastisitedeki bozukluklarin hiperhomosisteinemi ile iliskili kognitif bozukluklarin

olusumunda rolii oldugu diisiincesini destekler niteliktedir.
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