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OZET

Homosistein; esansiyel amino asit olan methioninin metabolizmasi esnasinda olusan
siilfiir igeren bir amino asittir. Homosisteinin en 6nemli etkilerinden birinin oksidan stresi
provake ederek hatta antioksidan savunmayi azaltarak gerceklestirdigi savunulmaktadir.
Homosisteinin uygulanmast beyin dokusunda serbest radikal olusumunu hizlandirarak lipid
peroksidasyonuna neden oldugu saptanmistir. Beyin disfonksiyonu ve hiperhomosisteinemi
arasindaki nedensel baglanti konusunda bilgiler azdir. Total plazma homosistein seviyesinin
metabolizmadaki kofaktorlerin doku seviyesinde eksiklikleri yansitmada hem de yaslilardaki
biligsel performansi degerlendirmede tutarli bir gosterge oldugu yapilan ¢aligmalarda
gosterilmistir. Hiperhomosisteinemi eksikligi durumunda noéral kok hiicre proliferasyonunda
bozulma, sitozolik kalsiyum artisi, DNA sentezinde bozulma yoluyla apoptozisi indiikleme,
glutamat reseptorlerinin asir1 stimulasyonu yoluyla norotoksisite, sinaptik disfonksiyon,
noronal enerji metabolizmasinda bozulmaya neden oldugunu gosteren bazi ¢alismalar vardir.

Bu ¢alisma; siganlarda hiperhomosisteinemi olusturarak hipokampus ve kortekste noronal



marker olan ndron spesifik enolaz (NSE), glial markerlar olan glial fibriler asedik protein
(GFAP) ve S100B’nin western blot yontemi kullanilarak homosisteinin yiiksek
konsantrasyonlarda noronal toksisiteyi nasil etkiledigi gosterilmistir. Noral plastisite ve
biligsel fonksiyonlara etkisini, ayrica kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in risk faktorii olan
homosisteinin lipid peroksidasyonu (LPO) ve glutatyon (GSH) diizeylerinde meydana gelen
degisiklikleri ve bu degisiklikleri 6nlemede melatoninin etkinligi arastirilmistir. Bu amagla
kontrol, homosistein, melatonin uygulanmig homosistein grubu ratlarin hipokampus ve
korteksinde S100B, GFAP ve NSE miktarlar 6l¢iilmiistiir. Gruplar arasindaki farkliliklar ¢ift
yonlii varyans analizi kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar homosistein grubunun
hipokampus ve korteksinde kontrole gére GFAP yiiksek bulunmustur (P<0.001). Melatonin
uygulamasi GFAP seviyesinin yiikselmesini engellemistir (P<0.05). Homosistein uygulamast
ile kortekste S100B protein seviyesinde kontrol grubuna gore belirgin yiiksek oldugu
gozlenmistir (P<0.01). Buna karsilik hipokampusta S100B protein seviyesinde belirgin bir
artis gozlenmemistir (P>0.05). Melatonin uygulamas1 belirgin olarak hiperhomosisteinemi

sonucu uyarilan S100B artisin1 engellemistir (P<0.01).
Kontrol, homosistein ve homosisteintmelatonin grublarindaki NSE miktarlarinda
onemli bir degisiklik goriilmemistir.

Sonug olarak bu ¢alismamizda artan glial markirlarin LPO miktari ile orantili oldugu,
glial reaktivitenin homosistein uygulanmasiyla meydana gelen oksidan stres ile iligkili
olabilecegi tesbit edilmistir. Homosisteinin LPO’yu artirdig1 plazma ve dokulardaki anti

oksidan enzim diizeylerini azaltict yonde bir etki gosterdigi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Homosistein, hipokampus, korteks, SI00B, GFAP, NSE, melatonin
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ABSTRACT

Homocysteine; is an amino acid with a sulphure-containing methionin. One of the
major effects of homocystein is to provacate the oksidan stres and reduce deffence of the
body. Research showed that injection of homocystein induces the free radicals production in
brain tisue and leads to lipid peroxidation. There are few information about the relation
between the brain disfonction and hyperhomocysteinemia. Reseaches mentioned that total
plasma homocystein level is a suitable symptom to show the decrase of cofactor level in
tissues and to eveluate the cognitive performance of old people. Increases in homocysteine
levels leads to inhibition of neuronal cell proliferation, increase in Ca concentrstion induce
apopotasis by pragmestation of DNA . Furthermore, homocystein causes neurotoxicity by
over stimulation of glutamat receptors, snaptic dysfunction and inhibits neuronal energy

metabolism.

The aim of this investigale was to study the effects of high level of homocysteine on
neuronal toxicity, neuronal plasticity and cognitive performans glial marker S100B and

GFAP in hyppocampus and cortex by using western blot on the levels of methods.In adtition



effects of homocystein on the level of lypid peroxidation (LOP) and Glutation (GSH) .

Protective effects ofmelatonin againt hyperhomocysteinemin were studied as well.

For this purpose the level of S100B, GFAP, MDA and GSH mesured in hyppocampus
and cortex of control group, homocystein and melatonin given rats. The differences between
groups were measured by using ANOVA. For Post-Hoc estimation t-test of Bonferroniis test
was used. P value was accepted as <0.05 and the lower value from <0.005 was accepted as

significant.

There was, a significant increase in GFAP contents of hyppocampus and cortex of
homocystein group comparing with contrrol  (P<0.001). Administration of melatonin
prevented the increase in the levels of GFAP level (P<0.05). A significant increase in S100B
level in cortex of homocystein groups was faund comparing with contrrol group (P<0.001).
But there was no significant increase in S100B protein level in hyppocampus of homocystein
faund (P>0.05). Administation of melathonin prevented the increase in theleves of S100B

(P<0.01) induced by hypohomocystenemia.

There was no difference between NSE levels in control, to and homosistein+to groups.

During this study we found that gial markers increase with LPO increasing of level. Glial
reactivity occurs due to oxidant stress because of homosterin exposure. Homosistein increase
LPO level and decrease antioxidant enzyme levels in tissues and plasma. However, melatonin

decrease LPO level and increase antioxidant enzyme levels in tissues and plasma.

Key Words: Homocystein, hippocampus, cortex, S1I00B, GFAB, NSE, melatonin



3. GIRIS

3.1. Homosistein

Homosistein, metiyonin metabolizmasi sirasinda ortaya ¢ikan siilfiirlii bir aminoasittir.
ilk kez 1932 yilida tanimlanmistir (26). Homosistein siilfiir igeren bir aminoasit olmakla
birlikte, biitiin proteinlerin yapisal bilesenler olarak gdérev yapan yirmi aminoasit arasinda yer
almayan diger aminoasitlerin aksine diyetle birlikte alinan metiyoninin metabolizmasi sonucu

olusan bir metabolik ara iiriindiir (28).

Normal diyetle alinmayip, metiyonin metabolizmasi sirasinda bir ara {iriin olusmaktadir.
Homosisteinin metabolize olmasinda baglica transstilfiirasyon ve remetilasyon olmak iizere iki
yol vardir. Her iki metabolik yol da ¢esitli vitaminler ile aktive edilmektedir (48). Metiyonin
metabolizmas1 sirasinda olusan siilfiir iceren bir aminoasittir. Enzim eksikliginde kanda ve
idrarda hem metiyonin hemde homosistein diizeyleri artarak kardiyovaskiiler risk olusturur.
Homosisteiniirili hastalarda mortalitesi yliksek tromboembolik komplikasyonlar ve hipoglisemi

sik goriilmektedir (15).

Metiyonin metabolizmasi sirasinda bir ara iiriin olarak olusan homosistein plazmada %
70-80’1 albumine bagl diger kismi ise serbest halde bulunmaktadir(142). Serbest halde

bulunan kismu stabil degildir, hemen homosistein ve sistein- homosisteine doniismektedir(126).

Homosistein giiniimiizde kardiyovaskiiler serebrovaskiiler ve periferal vaskiiler
hastaliklar i¢cin doza bagimli bir tarzda etkili olan diger risk faktdrlerinden bagimsiz major bir
risk faktorii olarak kabul edilmektedir (34). 1995 yilinda Boushey ve arkadaglar1 27 prospektif
ve introspektif calismanin meta analizini yayinlamislar ve koroner arter hastaligi (KAH) ile

hiperhomosisteinemi arasinda giiglii bir iliski oldugunu bildirmislerdir



(17). Hiperhomosisteinemi son yillarda kalp damar hastaliklar1 i¢in sigara hipertansiyon,
sismanlik ve dislipidemi gibi risk faktorleri lizerine bagimsiz bir risk faktorii olarak eklenmistir
(95). Arastirmacilar, homosistiniiride mevcut olan homosistein ile hastaligin klinigi arasinda
iligki olup olmadigini arastirdiklarinda bu hastalarda tromboembolizm, prematiir ateroskeroz,
mental retardasyon gibi bulgularin ortaya ¢iktigini ve bu bulgular ile serum homosistein

seviyesi arasinda bir iligki oldugunu saptamiglardir (20).

3.2. Homosistein metabolizmasi

Homosistein metabolizmasinda B grubu vitaminler olan folat, piridoksin ve riboflavin
rol oynar (15-38). Homosistein, metiyoninden metabolize olan thiol’lii bir aminoasitir.
Homosistein, kofaktoér olarak vitamin B12 kullanirsa remetilasyonla tekrar metiyonine veya
vitamin B6 kullanirsa transsiilfiirasyonla sisiteine metabolize olur. Insan plazmasinda
homosistein birka¢ formda bulunur. Yaklasik % 70-80’i temel olarak albumine olmak iizere
proteinlere disiilfid baglar1 ile baghdir. Geri kalan homosistein oksitlenerek homosistin veya
sistinle birleserek mikst disiilfiiler olusturur (131). Metiyonin esansiyel aminoasit oldugundan
viicutla metiyoninden sentez edilen homositein de kaynagi itibar ile esansiyel aminoasitler
arasinda sayilmaktadir. Homosistein metabolizmasinda remetilasyon ve transsiilfiirasyon

olmak iizere baslica iki yol vardir (85).

Plazmadaki, vitamin B12, B6 (pridoksalfosfat) ve ozellikle folat diizeyi ile plazma
homosistein arasinda zit bir iligki tespit edilmis ve niitrisyonel faktdrlerin de homosistein

seviyesini etkiledigi anlagilmistir (121).

Homosistein metabolizmasinda her iki yol ayni éneme sahip olup bu yollar yar1 yariya
kullanilmaktadir. Diyetle alinan metiyoninin, metiyonin adenozil transferaz enzimi ile demetile

olarak metil vericisi olan S-Adenosilmetiyonin (SAM) , S-Adenosilmetiyonin ise yapisinda



bulunan metili glisin gibi metil alicilarina vererek coklu transferaz enzimi ile S-
Adenisilhomosisteine (SAH) doniistiirmektedir. S- Adenisilhomosistein hidrolaz enzimi
tarafindan homosistein ve adenosine ayrilmakta, meydana gelen homosistein  hem

remetilasyona girerek hem de serin ile birleserek sistatiyonine doniismektedir (46).

3.2.1. Remetilasyon

Remetilasyonda gorevli olan enzimler betain-homosisteinmetiltransferaz (BHMT) enzimi
ile metionin sentaz (5-metiltetrahidrofolat-homosisteinmetiltransferaz) enzimidir. BHMT temel
olarak karacigerde bulunmasina ragmen az miktarda da bobrekte bulunmaktadir. Metil vericisi
olarak betaini kullanilmaktadir. Metionin sentaz enzimi ise dokularda yaygin olarak
bulunmakta, 5-metiltetrahidrofolatt metil wvericisi vitamin B12’yi ise kofaktér olarak

kullanilmaktadir (125).

Homosistein 5-metil tetrahidrofolat varliginda B12’ye bagimli metiyonin sentaz (MS)
tarafindan metiyonine remetile olur. Daha sonra 5,10 metilen tetrahidrofolat (CH2 THF)
metilen tetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) ile 5-metil tetrahidrofolata indirgenir. Karaciger ve
bobrekte homosistein remelitasyonu betain-homosistein metil transferaz (BHMT) araciligiyla

gergeklesir (52,103).

3.2.2. Transsiilfiirasyon

Bu yol 6zellikle ortamda fazla miktarda metiyonin varsa kullanmilmaktadir. Sistatyonin
olusumu ise geriye doniisiimlii degildir. Boylelikle homosistein tekrar metiyonin onciilii olarak
kullanilmamaktadir. Homosistein, serin aminoasidi ile sistatiyonin beta sentaz enzimi ile
birleserek sistatiyonu olusturmaktadir. Bu enzim kofaktor olarak B6 vitamin aktif form olan
pridoksal 5 fosfat1 kullanmaktadir. Sistation, gama sistatiyonaz enzimi tarafindan sisteine ve

alfa ketobiitirata metabolze olur. Alfa ketabiitirat kofaktor olarak pridoksal fosfati1 kullanir.



Daha sonra olusan sistein glutatyonun yapisina girer veya siilfata donilisiip ve
glikoaminoglikonlarin yapisina katilir. Diger yandan homosistein ile birlrserek sistein-

homosistein distilfid bilesiklerini de olusturabilirler (141).

NH3+

HOMOSISTEIN HS CH2-----CH2-----CH

éOO—

METIiYONIN CH3-----S-----CH2-----CH2-----CH

SISTEIN HS CH2 CH

(IDOO—

Sekil 3.1. Metiyonin metabolizmasinin kiikiirtlii aminoasitleri (29)
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Tablo 3.1. Total plazma homosistein yiizdeleri (46,77).



Homosistein-sistein karisimi olan disiilfit formu; ilk kez 1978 yilinda Wicken (147).
tarafindan aglikta erkeklerin palzmasinda asit ile deprotenize edilerek saptanmigtir. Daha dnce
yapilan caligmalarda erkeklerde, kadinlara oranla homosistein diizeyinin yiiksekligi ve bu

formun varligina ait bulgular kanitlanmistir (16,140).

Proteine bagli homositein formu ilk kez Kang ve arkadaslari tarafindan saptanmistir
(64). Bu form yaklasik olarak total homosisteinin % 70’ini olusturmaktadir. Daha sonra
yapilan ¢esitli arastirmalarda bagli homosisteinin hangi proteine baglandigi arastirilmis ve
biiyiik ¢ogunlukla albumine baglandig1 belirlenmistir. Taze hazirlanmis plazmanin asit ile
deproteinizasyonu sonucu presipite olan kismi proteine bagli olan homosisteini yansitmakta,
¢Oziiniir olan kismi Ise serbest homosisteini olusturmaktadir. Solubl kismi homosistein-sistein
disiilfit, homosistin ve homosistein igermektedir. Proteine bagl olan kismi ile solubl kismin

birlesimi total homosisteini olusturmaktadir.

i |
CH2---- CH2-- C------ COOH S------CH2--- CH2--C-----COOH
|s H I|\IH2 NI|{2 H2
|s ------ CHT --- COOH S------CH2--- CH2---------- C————|COOH
NH2 NH2
HOMOSISTEIN SISTEIN DISULFIT HOMOSISTIN

Sekil 3.3. Homosistein formlar1 (29).
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3.2.3. Regiilasyonu

Arametobolitlerin miktari, diyet igerigi gibi bir¢cok faktdr homosistein metabolizmasinin
diizenlenmesinde etkilidir. Ornegin; remetilasyon ve transsiilfiirasyon yollarla homosistein
degisimi SAH (S-Adenozilhomosistein) ve SAM (S-Adenosilmetiyonin) gibi etkili
metabolitler tarafindan diizenlendigi goriilir. Metiyonince zengin bir 6glniin tliketimini
takiben hepatik SAM diizeyi artar bu sistatiyonin-B-sentaz aktivasyonuyla SAM fonksiyonunu
artirir ve metilentetrahidroflat reduktaz inhibe olur. Bu miinasebetle homosistein remetilasyonu

sinirlandirilir (61,80).

Homosistein ayrica katabolik transsiilfiirasyon yoluna da girer. Bu yolda da ilk enzim
B6’ya bagimli sistatiyonin B-Sentaz (CBS) dir. Sistatiyonin B6’ya bagimli sistatiyonaz
araciligiyla sisteine doniisiir, olusan sistein daha sonra inorganik stilfata dontiserek idrarla atilir

(52,103).

3.3. Plazma homosisteini

Dokularda homosistein metabolizmasi plazma homosistein konsantrasyonunu etkiler.
Dokular homosisteinin uzaklagtirilmasi ve plazma homosisteinin dokular tarafindan alinmasi
arasindaki denge ile saglanir. Her iki kademede veya birindeki bozukluk homosisteinin plazma
konsantrasyonunun degismesine yol agar. Plazma homosisteini iizerine etkili olan faktorler
genis bir sekilde siniflandirilabilir. Farmakolojik, beslenme, hormonal dengesizlik, yasam sekli

ve genetik faktorler dir (80,86).

3.4. Homosistein diizeyleri ve ol¢iimii

Homosistein diizeyleri genel olarak total plazma homosisteini ya da total serum

homosisteini olarak Sl¢iilmektedir. Bu 6l¢iim serbest ve proteine bagli olan kismi igcermektedir.
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Insanlarda normal total plazma homosistein diizeyi 5-15 pmol/L arasindadir (49). Bazi
arastirmacilar, 12-15 pumol/L olan diizeyleri “sinirda” olarak kabul etmektedirler. Ancak
homosisteinin normal diizeylerini belirlerken bazi parametrelerin géz Oniine alinmasi
gerekmektedir. Yapilan bir aragtirmada plazma homosistein diizeylerinin yaslanma ve cinsiyet

(erkeklerde) ve postmenopozal kadinlarda artis gosterdigi saptanmaistir (62).

Tokluk homosistein diizeyleri ¢ok degisken sonuglar verebildigi i¢in homosistein
diizeyleri 5-15 pmol/L oldugunda normal 16-30 pmol/L oldugunda hafif, 31-100 pmol/L
diizeyinde orta, >100 pmol/L diizeyinde hiperhomosisteinemi olarak tanimlanir (65). Normal
homosistein diizeyine sahip kisilerde homosistein artisinda siiphe edildiginde oral metiyonin
ylikleme testi yapilabilmektedir. Bu test oral metiyonin verilmesini miiteakiben hiicre igi
homosistein liretimi ve kullanimi arasindaki dengenin arastirilmasi1 amaciyla yapilir. Metiyonin
ylikleme testi yapilmadan once ve yapildiktan sonra 6. ve 8. saatlerde plazma homosistein
Olctimii yapilmaktadir. Kullanilan oran 100 mg/kg olup oral olarak verilmektedir. Metiyonin
yliklemesinden sonra Slgiilen oran, aglik diizeyine gore 2 standart deviasyon’dan daha fazla ise
hiperhomosisteinemiden bahsedilir (16). Bu durum homosistein metabolizmasindaki
muhtemel bir defekfti gostermektedir. Hiperhomosisteinemi kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in
bagimsiz  risk faktoriidiir. Hoogeveen ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada homosistein
diizeyinde her 5 umol/L’lik artis ile kariyovaskiiler hastalik riskini normal bireylerde 1,38 kat,
glukoz intoleransi olanlarda 1,55 kat ve diyabetik olgulrada 2,33 kat artirdigin1 ortaya

koymuslardir (56).

Homosistein oOlgiimii ¢esitli yontemlerle yapilmaktadir. Bunlardan bazilari, yiiksek
performansl s1vi kromatografisi (HPLC) (145), aminoasit kromatografisi (141) , ELISA ve

radyoenzimatrik 6l¢iimdiir (102).
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3.5.Hiperhomosisteinemi ve nedenleri

Plazma homosistein diizeylerienin 15 pmol/L iizerinde olmasi hiperhomosisteinemi
olarak kabul edilmektedir (49). Homosistein diizeyleri hafif 15 mmol/L ‘nin {izerindeki
degerler hiperhomosisteinemi olarak tanimlanmakta ve kardiyovaskiiler hastalik olusumunu

hizlandirmaktadir (49).

Saglikli insanlarda normal homosistein orani ¢esitli calismalarda  aclikta 5-15 mmol/L
arasinda bildirilmistir. Bu oran, genetik ve sonradan kazanilan olmak iizere bir¢ok faktdrden

etkilenmektedir.

Plazma homosistein diizeyleri hem genetik olarak hem de bedensel olarak
diizenlenmektedir. Hiperhomosisteineminin olusumunda yer alan besinsel nedenler arasinda
homosisteinin metabolize olmasinda kofaktdr olarak gorev yapan folik asit, vitamin B6 ve
vitamin BI12’nin kismi ya da tam eksikligi sayilabilmektedir. Bircok arastirmaci
hiperhomosisteinemiyi siniflandirmiglar ve smiflandirmada c¢esitli faktorleri gbéz Oniine

almislardir. Bunlardan biri de Fallest-stradol ve arkadaslarinin yaptigi siniflandirmadir (36).

Metilen tetra hidrofolat rediktaz (MTHFR)’in mutasyonu gibi genetik faktorler , aktivite
azalmasi ve Ozellikle diisiik folath diyet sonunda aglik hiperhomosisteinemisine neden olur
(18,43). MTHFR geninde goriilen bazi mutasyonlar, enzimde inaktivasyona neden olarak,
kardiyovaskiiler ve serbrovaskiiler hastaliklar i¢in Onemli bir risk faktorii olan

hiperhomosisteinemi ve homosisteiniiri olusmasina neden olur (31,130).

Bu siniflandirmada hiperhomosisteinemi siniflandirilirken, edinsel, genetik, kronik
hastaliklar ve ilag kullanimina bagli nedenler ana basliklar olarak kullanilmistir. Bu
siniflanmaya ek olarak hiperhomosisteineminin nedenleri arasinda fizyolojik nedenler de ilave

edilmigtir. Ayrica akut lenfoblastik 16semi, hipogonadizm, kronik atrafik gastrit,
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malabsorbsiyon sendromlari, gastrointestinal sistem cerrahileri, periyodik gebelikler ile
ilaglardan; niosin, siklosporin ve steroidler de hiperhomosisteinemiye neden olan faktorler

arasinda yer almaktadir (47).

3.5.1. Edinsel nedenler

Vitamin eksiklikleri , pek c¢ok calismada serum homosistein diizeyleriyle folik asit,
vitamin B6 ve vitamin B12 diizeyleri arasinda ters iliski gosterilmistir (51,89).
Hiperhomosisteinemi etiyolojisinde en sik goriilen etkendir. Hiperhomosisteinemi tanist

alaninda ilk uygulanan tedavi yonteminde vitamin takviye edilmektedir (58).

3.5.1.1. Folik asit eksikligi ve metabolizmasi

Giinliik ihtiyag 50pg’dir. Toplam viicuttaki Smg kadardir. Folik asidin gilinliik alimi
giinliik ihtiyacin onda birine diiserse dort ay igerisinde megaloblastik anemi gerceklesmektedir.
Folik asit gereksinimi hemolitik anemilerde, alkolizmde, biiyiime caginda, gebelikte ve
laktasyonda artmaktadir (39). 0.2-15 mg/d arasindaki folik asit dozlarinin toksisiteye yol
agmadan plazma homosistein diizeylerirnin diismesini sagladig1 gosterilmistir (118). Amerikan
Kalp Akademisi yiiksek homosistein diizeylerinin diisliriilmesinde uygun diyetin
diizenlemesinin yani sira 0.4 mg folik asit 2 mg Vitamin B6 ve 6 mikrogram B12 tedavisi

onermektedir (115).

Stit, siit tirlinleri ve kirmizi et metiyonin aminoasidinin esas kaynagidir. Yeterli folat, B6
ve B12 vitaminlerinin varliginda metiyonin homosisteine ve en sonunda zararsiz sistatiyonin
aminoasidine doniisiir. Eger bu doniisiim yetersiz olursa homosistein seviyeleri yiikselir ve
vaskiiler endotele direkt toksik etki yapar (68,71). Ayrica B6, B12 vitaminlerinin mental durum

ve sinirsistemi lizerinde olumlu etkileri vardir (71).
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Folik asit; homosistein metabolizmasinda ¢ok Onemli bir yere sahiptir. Homosistein
metiyonine donilisimiinde Vitamin B12 ile birlikte remetilasyon basamaginda gorev
almaktadir. Eksikliginde ise plazma homosistein diizeylerinin yiikselmesi neticesinde periferik
vaskiiler bozukluklar ve son yillarda Onemle {izerinde durulan dogumsal norolojik

rahatsizliklar meydana gelmektedir.

Morrison ve arkadaslar1 (90) yaptiklar1 caligmalarda 5056 kisiye 15 yil siireyle takip
uygulamiglar ve folat eksigi olanlarda koroner arter hastaliginin normal kisilere oranla 1.69 kat

daha yiiksek bulmuslardir.

Rimm ve arkadaslar1 (117) yaptiklar1 ¢caligmada kadinlarda KKH risk faktorlerini kontrol
altina alarak 14 yil takip etmisler ve yeterli miktarlarda folik asit ve B6 vitamini kullananlarda
KKH ve buna bagl olarak miyokard infarktiisii gelisiminde bu vitaminleri almayanlara oranla
azalma tespit etmislerdir. Hiperhomosisteineminin tedavisinde folik asitle desteklenmis
besinlerle beslenmenin tavsiye edilmesi gerektigi giiniimiizde klinik deneyler sonucunda ortaya
ucikmaktadir. Gilnliik diyete 0.5 mg folik asit eklenerek homosistein seviyeleri %25
azaltilabilmektedir (5,76). Folik asit birgok besinde 6zellikle de 1spanak, marul, pirasa gibi
yesil yaprakli sebzelerde, meyvelerde ise en fazla limon, muz ve kavunda bulunmaktadir (59).
Metilokobalaminler; insan plazmasinin en ¢ok bulunan formudur. Eriskinlerde giinliik
gereksinim miktar1 5 mg dir. B12 vitamini 6zellikle homosisteinin metiyonine doniisiimiindeki
remetilasyon basamaginda etkilidir. Metiltetra hidrofolat, homosistein metil transferaz enzimi
ve B12 vitamini etkisi ile homosisteini metilleyerek metiyonine donsmektedir. Diger gorevli
oldugu basamak ise Propiyonatin metabolizmas1 sonucu olusan metil malonil CoA’nin Siiksinil
CoA’ya dontisiimiidiir (74). Plasebo kontrollii bir ¢alismada folik asit ve vitamin B12 iceren
kombinosyon tedavisiyle hafif ve orta hiperhomosisteinemik hastalarda homosistein

diizeylerinde belirgin diisme saptanmustir (139). On iki klinik ¢alismanin meta analizinde 0.9-
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5.7 mg/giin folik asit verilmesinin homosistein diizeylerini %25 diistirdiigii, bu tedaviye 0.02-1

mg/glin vitamin B12 eklenmesinin ilave olarak %7 diismeye neden oldugu gosterilmistir (75).

3.5.2. Genetik nedenler

Geng hastalarda orta homosisteinemi ile birlikte serbrovaskiiler hastalik gézlenmesinin
genetik olma olasilig1 fazlayken, yasli hastalarda homosistein genellikle edinseldir (41).
Homosisteiniiriye en sik sebep olan genetik durum, yliksek hiperhomosisteinemi seviyeleri ve
prematiire kardiyovaskiiler hastaliklara karakterize sistatiyonin B sentez (CBS) eksikligidir.
Artmis homosisteinin diger genetik sebepleri; metionin sentataz ve metilentetrahidrofolat
rediiktaz (MTHFR) yoklugu ve bozuklugudur (135). Homosisteiniiri, dogumsal, metabolik
bozukluk olup toplumda gériilme sikligi 1/200.000°dir, ancak irlanda ve Isve¢ gibi bazi
tilkelerde daha stk oranda rastlanmaktadir (19,20). Sistationin B-Sentaz = ve
metelentetrahidrofolat eksikligi vardir. Homozigot ve heterezigot formlar1 tanimlanmis olup

en yaygin ve en agir goriilen formu homozigot olan formudur.

Homosistiniiride enzim aktivitesi %0-2 arasindadir. Bu enzim geni 21. kromozomda
bulunmaktadir. Cok farkli mutasyonlar1 olup plazma homosistein diizeyleri, mutasyonlarin
farkliligmma gore degisim gostermektedir. Genel klinik bulgular arasinda mental gerilik,
prematiire vaskiiler hastalik, ektopia lentis, iskelet deformitleri ve trombo embolizm

sayilmaktadir (16,74).

Yapilan bir calismada konjenital kalp defektli cocuklari olan annelerde plazma
homosistein diizeylerinin yiiksek oldugu tespit edilmis bu defektlere hiperhomosisteineminin

neden olabilecegi diisiintilmiistiir (67).
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3.5.3. Kronik hastaliklar

Homosisteinin atilim1  bobreklerden olmaktadir bu nedenle bdbrekleri etkileyen
hastaliklar homosistein diizeylerini yiikseltmektedir. Ozellikle akut ve kronik bobrek
yetmezliklerinde plazma homosistein diizeyleri oldukca yiikselmektedir (27,57). Cesitli
maling hastaliklarda (l6semi,lenfoma,over, meme, pankreas kanserleri) hiicrelerin yeterince
olgunlasmadan kana salimimlari, homosistein metabolizmasinda goérev alan enzimlerin
yeterince gelismemesi, ayrica transforme hiicrelerin endojen homosisteini metabolize
edememelerinden dolayr homosistein diizeyleri yiikselmektedir (105). Yiiksek homosistein
seviyelerine sebep olan diger klinik durumlar; meme ve over ca. ve psdriazis’dir. Hipotroidi ve
birgok farmakolojik ajanda yiikselmis homosistein konsantrasyonundan sorumlu olabilir.
Genetik bozukluklara bagli olarak goriilen eksiklikler genel popiilasyonda veya vaskiiler
hastalikli kisilerde goriilen yiiksek seviyelerin muhtemelen sadece bir kisminin sebebi olarak
distiniilmektedir. Homosisteinuriye en sik sebep olan genetik durum, yiiksek homosistein
seviyeleri ve prematiire kardiyovaskiiler hastaliklarla karekterize sistatiyonin B sentaz
eksikligidir. Artmis homosisteinin diger genetik sebepleri; metionin sentetaz ve
metilentetrahidrofolat rediiktazin yoklugu ve bozuklugudur (19). Yiiksek homosistein seviyesi
ilerlemis yas, hipotroidi, nikotonik asit, teofilin ve L-dopa gibi ilaglarin kullanim1 sirasinda
gorilebilir (149). Psoriozisli vakalarda plazma homosistein diizeyleri artmakta olup nefropati,
retinopati ve koroner kalp hastaligi olan komplikasyonlu diyabetik hastalarda diizeyi daha
yiiksek bulunmustur. Yapilan bir c¢alismada (92) diabetik hastalarda plazma homosistein
diizeyleri ile glomeruler filtrasyon hizi ters orantili, serum kreatin diizeyleri ve sigara i¢imi ile

ise de dogru orantili olarak arttig1 bulunmustur.

Hipotroidli hastalarda da plazma homosistein diizeylerinin ylikseldigi saptanmustir.

Yapilan ¢aligmalarda hipotroidik kisilerde glomerul filtrasyon hizinin diisiikliigli ve buna bagl
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olarak homosistein yeterince atilmadigi ayrica homosisteinin metabolize olmasini saglayan
MTHFR enziminin gereksinim duydugu kofaktdr flavinadenindiniikleotid (FAD) bilesiginin

yapisal bozuklugu hiperhomosisteineminin nedeni olarak gosterilmektedir (89).

3.5.4. Fizyolojik nedenler

Geng hastalarda orta homosisteinemi ile birlikte sebrovaskiiler hastalik gézlenmesinin
genetik olma olasilig1 fazlayken, yash hastalarda homosisteinemi genellikle edinseldir (54).
Artmis plazma homosistein diizeylerinin 6zellikle yiiksek serum kolesterol diizeyleri, yiiksek
kan basinct ve sigara igmek gibi diger kardiyovaskiiler risk faktorlerinin varliginda

ateroskleroz i¢in bagimsiz risk faktorii oldugu bildirilmektedir (96).

Yaslilarda yiikselmis homosistein seviyesi ile kardiyovaskuler olaylarda ki artis arasinda
korelasyon vardir (104). Erkelerde kadinlara oranla homosistein diizeyleri daha yiiksek
bulunmustur (78). Bu fark o6zellikle menapozdan once daha anlamli iken menapoz ve
sonrasinda arasindaki fark kapanmaktadir. Postmenopozal donemdeki kadinlarda homosistein
ile Ostradiol diizeyleri arasinda ters orantili bir ilisgki mevcuttur. Bu kadinlara uygulanan

hormon replasman tedavisi ile hemosistein diizeyleri azalmaktadir (97).

3.5.5. Hiperhomosisteinemide ilaclarn etkisi

Ilaglar hiperhomosisteinemi gelisiminde oldukga 6nemli bir role sahiptir. Genel
anestezide kullanilan nitroz oksit ¢ok kuvvetli metiyonin sentez inhibitoriidiir (35).
Antiepileptik ilaglardan karbomazepin, valproik asit, fenotionin ve metotreksat gibi ilaglar
vitaminlerin emilimini engelliyerek folat metabolizmasin1 bozmakta ve plazma heomosistein
diizeylerini yiikseltmektedir (143). Kollesterol diisiiriicii ilaglardan bazilar1 olan kolestipal ve
niosin de homosistein metabolizmasini etkilemektedir (45). Atrovastatin ve fibrat tiiri

kolesterol diisiiriicii ila¢ kullananlarda plazma hemosistein diizeylerinin yiikseldigi tesbit
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edilmistir (42,47). Astim tedavisinde bronkodilator olarak kullanilan teofilin, pridoksal, fostat

sentezini antagonize ederek hiperhomosisteinemiye neden olmaktadir.

3.6.Hiperhomosisteinemi ve mekanizmasi

[k kez 33 y1l énce Mc Cully, plazma homosistein diizeyleri ile arterosklerotik vaskiiler
hastalik arasindaki iliskiye dikkat ¢ekerek hiperhomosisteineminin arterosklerotik hastaliklarla
sonuc¢landigini bildirmistir (84). Siddetli hiperhomosisteinemili hastalarda miyokard infaktiisii,
inme ve pulmoner embolizm gibi vaskiiler patolojiler sonucu yiiksek siklikla erken oltimler
saptanmigtir (91). Artmis kan homosistein diizeylerinin homosistiniirik ¢ocuklarda arterial ve
vendz tromboembolizm riskini arttirdigi ifade edilmektedir (91,104). Homosisteinemili
hastalarda ki beyin infraktlarinda biiylik intrakranial damarlarda ateromat6z okliizyon
gbzlenmektedir (91). Bu damarlarda tipik aterosklerotik degisiklikleri, fibroz plaklar, medial

fibrosiz ve internal elastik laminada kesintiler gozlenmistir (84).

Homosisteniiri nedenli 6liimlerde yapilan incelemelerde arteriyel ve vendz tikaglar,
odaksal vendz patolojiler, koroner, serebral ve karotid arterlerde arterosklerotik degisiklikler
saptanmigstir. Daha sonra arastirmacilar bu degisikliklerin sadece homosisteiniiride oldugu gibi
genetik nedenli hastaliklarda degil, hiperhomosisteinemisi olan diger hastaliklarda da meydana
geldigini gozlemislerdir (79). Hiperhomosisteinemi patogenezine yonelik bir ¢ok calisma
yapilmis ve bu arastirmalar sonucunda genelde homosisteinemie bagli olarak aterojenik olaylar
iki alanda toplanmustir. Bunlar damar endotelindeki fonksiyonel anomaliler ve endotel hasar1
ile baslayip bunu takip eden trombosit aktivasyonu, pthtilasma faktorlerinin modifikasayonu ve
trombiis formasyonu sonucu endotel lizerine daha toksik etki gostermisitir (19). Bu etkisini,
homosisteinin tasidigr siilfiir gruplarinin otooksidasyona ugramasi, hidrojen peroksiti katalize

etmesi ve endotelde fonksiyonel bozulmaya neden olmasi ile gosterdigi belirlenmistir (128).
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Homosistein diizeylerinin artmasinin  bir sonucu da endotelde bulunan ve lipit

peroksidasyonunu engelleyen glutatyon peroksidaz aktivitesinin baskilanmasidir (144).

Arastirmacilar yaptiklar1 bir calismada homosisteinin timidin aliminda ve siklik-mRNA
diizeylerinde artisa yol agtigi, bunun sonucunda damar diiz kas hiicrelerinde poliferasyona
neden oldugu ve sonug olarak endotel hasar1 yaptigini saptamistir (137). Ayrica homosistein
diizeylerinin artmasi, tromboksan B2 sentezini ve tromboksan A, aktivitesini arttirmakta buda
damarlarin endotel yapisin1 bozmakta spazm ve iskemi olusturmaktadir (33). Endotelial hiicre
ylizeyine siiperoksit dismutazin (SOD) baglanmasi ile ilgili yapilan bir calismada homosistein
SOD’un etkinligini azalti§i goriilmistiir. Hiperhomosisteinemide endotelial heparan sulfat
proteoglikani inhibe ederek SOD’un arterial hiicre yiizeyine baglsanmasini engeller. SOD’un
ekspresyonunu azaltir. Homosistein endotel hiicrelerinin 6zellikle siiperoksit radikali olmak
iizere serbest radikallere karsi savunma yetenegini azaltir (151). Siiperoksit dismutaz
antioksidan enzimlerin uyaricisidir (13). Homosisteinin vaskiiler endoteli koruyucu 6zelligi
olan nitrik oksit salimimi azaltigi, salinan nitrik oksitle homosisteinin birleserek  S-nitro-
homosisteine doniistiiglinii ve bu bilesigin antitrombosit ve endotele toksik etki gosterdigi

saptanmistir (128).

Homosisteinin kardiyovaskiiler hastaliktaki etkisi tartismali oldugu icin homosisteinin
vaskiiler hastaliklara neden olduguna dair fazla veriye ve etki mekanizmasinin agiklanmasina
ihtiya¢ duyulmaktadir. Kozal bir faktor olarak homosisteinin etkisini agiklayan bir mekanizma
gosterilmelidir. Ileri siiriilen mekanizmalarda, homosisteinin endoteliyal disfonksiyona, diiz
kas poliferasyonuna, ekstraselliler matriks poliferasyonuna, lipid oksidasyonuna,
sitotoksititeye veya koagulasyon ve trombositlere etkisi sonucu vaskiiler hasara neden

olabilecegi ileri siirtilmiistiir.
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Homosistein ayrica LDL kolesteroliin oksidasyonuna neden olarak LDL’nin plazmadan
temizlemesini saglayan reseptorlere baglanmasini engellemekte, okside LDL’nin serum
diizeyini arttirmakta ve endotelde koptik hiicrelerine doniisiimlerini saglayarak ateroskleroza
zemin hazirlamaktadir. Homosisteinin yukarida bildirilen tim etkileri sonucunda damar
endoteli hasara ugramakta, yapisi bozulmakta, trombolik egilim artmakta ve lipitler okside
olmaktadir. Bu mekanizmalar sonucunda plazma kolayca koagiile olmakta, bu da kroner kalp
hastaligr basta olmak iizere periferal arter hastaliklarina neden olmaktadir. Stapmfer ve

arkadaglar1 (55,128).

3.7. Hiperhomosisteineminin tedavisi

Hiperhomosisteineminin tedavisinde folik asitle desteklenmis besinlerle beslenmenin
tavsiye edilmesi gerektigi glinlimiizde klinik deneyler sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Giinliik
diyete 0.5mg folik asit eklenerek total homosistein seviyesi %25 azaltilabilmektedir (5,76).
Folik asit destegi normal kisilerde ve vaskiiler hastalikli kisilerde homosistein seviyelerini
diisiiriir (55). Folik asit tek basina veya vitamin Bg ile birlikte kullanilabilir. Kronik bébrek
yetmezligi olmayan yash kisilere giinde 1 mg folik asit, 1.1 mg vitamin B, ve 5 mg vitamin Bg
kombinasyonlarinin intramiiskuler enjeksiyonu ile yliksek total homositein seviyeleri normale
indirilebilmektedir (94). Hiperhomosisteinemi tedavisinde ilk basamak, homosistenin temel
kaynagi olan methionin kisitlanmasidir. Methioninin temel kaynagi ise hayvansal besinler
ozellikle kirmizi ettir. Bu nedenle homosistein diizeylerini diisiirmede kisisel beslenmenin

diizenlenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir (30).

Son yillarda tedavi yaklasimi, kombine olarak vitamin verilmesi yoniindedir. Giinliik
olarak 400 mg folat, 5 mEg demir, 122 pg vitamin B, 10-40 mg B vitamini igeren
multivitamin kompleksi ve ek olarak 800 pgr folat verilmektedir. Tedaviye 8-10 hafta devam

edilerek homosisteinin diizeyleri dnemli dl¢lide diistiriilmektedir (25).
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3.10. Melatonin sentezi ve salgilanmasi

Melatonin pineal bezde bir amino asit olan triptofan’dan sentelenir. Melatoninin etkilerini
viicutta baslica beyin olmak iizere ¢ogunlukla periferik dokularda bulunan 6zel resptorler
araciligiyla gosterir. Melatonin hiicreleri, dokular1 ve organlari serbest radikal olusturan ajan ve
olaylar sonucu gelisen oksidstif zedelenmeye karsi korudugu gosterilmistir (22,111).
Melatonin ¢ok giiclii bir antioksidantir. Ozellikle en zararli serbest radikal olan “hidroksil

radikali” ile reaksiyona girerek onu indolil katyonuna doniistiirmek stiretiyle ortadan kaldirir

(98).

Ik kez 1958 yilinda Lemer ve arkadaslari (73) Pineal bezden salgilanan ve
kurbagalardaki melanofer hiicrelerini etkiledigi i¢in ‘melatonin’ adi verilen bir hormonun
varligmi ileri siirmiislerdir. Melatonin temel fizyolojik fonksiyonlari; uyku davranis ve
sirkadiyen ritimlerin diizenlenmesi ile immiin sistem ile iliskili etkileridir (7,138). Norottropik
bir 6zellige sahip oldugu ve bu nedenle de bellek fonksiyonu ile de iliskili oldugu iddia
edilmektedir (8). Melatonin pinel bezda salgilanan bir ndrohormondur. Sekresyonu gece en

yiiksek olmak tizere ritmik bir 6zellik gosterir (13).

Viicutta endojen melatoninin ¢ogunlugu pineal bezde sentezlenmektedir. Son yillarda
diffiiz ndroendokrin sisteme ait endokrin hiicrelerde de az miktarda da melatonin sentezlendigi
bildirilmistir. Aynm1 sekilde hemotopoietik sisteme ait kemik iligi hiicrelerinin de énemli bir
melatonin sentez yeri oldugu gosterilmistir (72). Melatonin sentezinde pineal bez ve retinada
bulunan iki enzim rol oynamaktadir. NAT (N-asetil transferaz) enzimi ile hidroksi indol-0-
metil transferaz (HIOMT) enzimi. Bu enzimlerin salinimi giindiiz 1sikta azalmasina karsin
gece karanlikta 100 kata ulagan bir artma gostermektedir (76,153,154). Giindiiz pineal bez ve
presinaptik terminallerde serotonin miktar1 maksimum diizeyde olup siirekli bir sekilde

depolanmaktadir (108). Gece ise suprakoizmatik nukleustan gelen uyar1 sonucu postsinoptik
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aralikta norepinefrin salinimi maksimum diizeyde olmaktadir. Norepinefrin’in %851
postsinoptik pinealosit membraninda bulunan beta adrenerjik reseptorlerine ve geri kalan
%15’1 ise  alfa adrenerjik reseptorlerine baglanmaktadir (96,83) norepinefrinin hiicre
membranina baglanmasi neticesi adenilat siklaz enzimi aktive olmakta ve olusan cAMP ile
melatonin sentezsinde rol oynayan NAT enzimi aktiflesmektedir (153). Bu da melatonin
sentezinde Onemli Olgiide bir artisa neden olur. Eger hem alfa hem beta adrenerjik memran

reseptorleri stimule olur ise cAMP miktar1 ve melatonin sentezinde artis olmaktadir (129,132).

Pinealositlerde iiretilen melatonin ¢ok hizli bir sekilde bu hiicrelerin komsulugunda yer
alan kapilerlere birakilmak suretiyle sistemik kan dolagimina karigmaktadir (140). Lipofilik
0zelligi nedeniyle viicuttaki tiim doku ve sivilara kolayca dagilmaktadir. Pineal kan-beyin
bariyeri olmadigi ig¢in salgilanan melatonin direkt olarak sistemik kan dolasimi ve

serebrosipinal siv1 i¢ine karigmaktadir (116,152).

Melatonin sentezinin son basamagi N-asetilserotanin metilazlardir ve bu mekanizma
homosistein-methionin gibi siilfiir iceren aminosaitlerin metabolizmasi sirasinda olusan metil
verici S-adenosil metiyoninin gerektirir. Homosisteininde methionine remetilasyonu i¢in folat

gerekmektedir. Methionin sekresyonunun folat yetersizliginden etkilendigi ileri siiriilmiistiir

(6).

3.8.1. Melatoninin etkileri

Melatonin glutatyon peroksidaz , glutatyon rediiktaz ve siiperoksit dismutaz gibi
antioksidan enzimleri sitimule ettigi nitrik oksit sentataz gibi oksidatif enzimlerin sentezinde
ise inhibitor etki yaptigi belirlenmistir (106,109). Melatoninin antioksidan 6zelligini hiicrenin
enrji merkezi olan mitokondirilerin tiizerinde de gostermektedir. Melatonin hiicrenin

mitokondirisine nufuz edip mitokondirilerde oksidasyon zehirlenmesinden koruyabilmektedir.
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Melatonin OH ile reaksiyona girerek toksik etkisi ¢ok diisiik olan indolil radikaline doniisiir.
Melatonin ile diger indollerin antioksidan ozellikleri karsilastirildiginda melatoninin bu
molekiillerin antioksidant ozelliklerinden belirgin olarak yiiksek oldugu goriilmiistir.
Melatonin mannitol ve glutatyon gibi diger OH radikali temizleyicileri ilekarsilastirildiginda
antioksidant etkisi glutatyondan bes kat, mannitolden onbes kat daha gii¢liioldugu belirtilmstir

(106,109).

Safrol adi1 verilen maddenin karaciger iizerindeki etkisinin melatonin verilerek dnlenmesi
miimkiin olmustur (134). Geceleyin uygulanan safroliin toksik etkisinin giindiiz verilen safrole
gore daha az oldugu saptanmistir (107). Pinealektomi uygulanmis ratlarda ise melatonin
diismesi ve giindiiz-gece salinim ritminin bozulmasi nedeniyle safrolun neden oldugu hasarda
artis gozlenmistir (134). Melatonin sekresyonu gece en yliksek olmak iizere salgilanan bir
norohormondur ve salgilanmasi ritmik bir 6zellik gosterir. Serbest radikallerin fazla olusumu
lipid, protein ve niikleik asitlerin yapilarin1 bozarak bazi makromolekiillerin vuciit i¢in zararh

olmasina yol acarak bir ¢ok hastaligin olusmasina temel olusturur (13).

Melatonin giiglii bir antioksidantir (12,13). Melatonin glutasyon peroksidaz (GSH-Px),
glutasyon rediiktaz (GSSG-Rd), siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi enzimlerin uyaricisidir
(13). Ayrica hidroksil radikali (OH), simpelt oksijen, peroksitnitrit anyonu (ONOO-) ve
peroksil radikali gibi (LOO-) oksijen ve nitrojen kokenli reaktifleri inhibe edici 6zelligi vardir

(99,133).

3.9. S100 Proteini

S100 proteini intraselliiler bir glikoproteindir. Asidik bir protein olup kalsiyum baglar.
10-20 kDa agirhigindadir. Homodimer veya heterodimerler olusturur. Birkag yil dncesine
kadar ti¢ farkli S100 proteininin yapist bilinirken (Calbindin Dgk, S100As, S100B) bugiin

bir¢ok formlar1 gosterilmistir (87).
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S100 protein ailesi, kalsiyum baglayan proteinlerin en genis alt grubu olup 20’ye
yakin degisik tipleri tanimlanmistir. Bunlar arasinda en son bulunanlar; S100A14 ve
S100Z’dir. S100 proteini pleotropik kalsiyum bagimli hiicresel olaylarda rol oynar. Baz1 S100
proteinlerinin fizyolojik olarak kalsiyumdan daha ¢ok ¢inkoya affiniteleri vardir. Ornegin;
S100A2 ve S100A3’iin kalsiyuma ¢ok diislik affiniteleri varken ¢inkoya yiiksek affiniteleri
vardir (87).

Tipik bir S100 geni ii¢ exon’dan meydana gelir. S100 proteini genel olarak sinyal
transdiiksiyonu, hiicre farklilasmasi, hiicre motilite regiilasyonu ve transkripsiyonu gibi bircok
hiicre aktivitesinde rol oynar. Hiicredeki bu olaylar S100 proteininin kalsiyum bagimli bir
yolla hedef proteinlerinin aktivitesini modiile ettikleri diislinlilmektedir (124).

S100B ve S100A12’nin son zamanlarda tespit edilen bir yiizey reseptdrii olan RAGE
(receptor for advanced glycation) reseptorlerine baglanarak sinyal mekanizmalarini baslattigi
diistiniilmektedir (124).

S100 proteininin romatoid artrit, akut inflamatuar lezyonlar, kardiyomyopati,
Alzheimer hastalig1 ve kanser gibi ciddi hastaliklarla yakin iligkili oldugu tespit edilmistir.
S100 proteininin bu hastaliklarin klinik yaklagiminda ve yasam siiresini tahminde bir marker
olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (124). Tablo 2.9°da S100 proteinlerinin hastaliklarla

iliskisi gosterilmistir.
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Protein Ilgili Hastalik

S100B Alzheimer hastaligi, Down sendromu
S100A1 Kardiomyopati

S100A2 Kanser, timor supresyonu

S100A4 Kanser, metastaz

S100A6 Kanser, amyotrofik lateral skleroz
S100A8/9 Inflamasyon, yara iyilesmesi
S100A11 Kanser, okiiler hastaliklar

S100A12 Inflamasyon

S100P Kanser

Tablo 3.2. S100 proteinlerinin hastahklarla iliskisi (124).

3.9.1. S100B

S100B; astrosit, oligodendrosit ve schwan hiicrelerinde sentezlenir. Total beyin
proteinlerinin  %0.2’sini olusturur. S100B; beyin hasarinda BOS ve daha sonra kana
rahatlikla gegmektedir. S100B seviyesinin BOS ve plazmada 6lglimii serebral iskemisi olan
hastalarin tayini i¢in iyi bir gostergedir. Bununla birlikte plazmadaki degerleri 6zellikle
malign melanom ve kardiyak cerrahiye maruz kalan pediatrik hastalarin takibinde 6nemli bir
markerdir (124).

3.10.Noron Spesifik Enolaz

Noron spesifik enolaz (NSE), glikolik yolun enzimi olan enolazin bir izoenzimidir.
Enolaz, 2-fosfogliseratin fosfoenolpiriivata doniisiimiinii katalize eden bir enzimdir. Ik kez

1965’de Moore ve Mc Gregor tarafindan beyin dokusu protein haritalari tizerinde ¢alisirken
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14-3-2 proteini olarak adlandirilmistir. Daha sonra nérona lokalizasyonu nedeniyle ndron
spesifik protein ad1 verilmistir (87).

Merkezi sinir sistemindeki enolaz formunun en asidik olan1 NSE’dir. Bunun disinda
orta (hibrid) ve diisiik asiditeli formlar1 da vardir. Genel olarak enolazin alfa, beta ve gama alt
iinitelerinin ikili kombinasyonlar1 izoenzimleri olusturur. Bu izoenzimlerden NSE gama-gama
enolazdan olugsmaktadir. Noronlarda ve néroendokrin hiicrelerde bulunmaktadir. Alfa-beta ve
beta-beta enolaz yalnizca kas dokusunda bulunur. Santral sinir sisteminde bulunan

izoenzimlerin 6zellikleri Tablo 3.3.’de gosterilmistir (85-119).

Tablo 3.3. Santral Sinir Sisteminde Bulunan izoenzimlerin Ozellikleri (85,119).

NNE Hibrid NSE
Molekiil agirligt 87.000 82.500 78.000
Alt tinite kompozisyonu oo oy YY
Alt tinite molekdl agirlig 43.500 43.500/39.000 39.000
Izoelektrik nokta 7.2 Bilinmiyor 4.7
Elektroforetik mobilite 0.2 Bilinmiyor 0.8
Anti-NNE serumla reaksiyon +++ +- -
Anti-NSE serumla reaksiyon - +- +++

NNE: Non ndronal enolaz
NSE: Noron spesifik enolaz

NSE enzim kinetigi agisindan diger enolazlardan belirgin olarak farkli degildir.
Bununla birlikte NSE ve diger enolazlar arasinda belirgin yapisal ve immiinolojik farklilik
bulunmaktadir. Bu durum NSE’nin fonksiyonel ozelliklerinin de farklilik gosterecegini

belirlemektedir (85-119).
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NSE’mm en yiiksek diizeyleri beyinde bulunur. Periferik sinir sistemi ve c¢esitli
noroendokrin bezlerde de orta diizeylerde goriiliir. En diistik diizeyleri ise serum ve beyin
omurilik sivisinda (BOS) tespit edilir. Karaciger ve kas gibi dokularda eser oranlarda
bulunmaktadir. Bununla birlikte pineal bez, adrenal bez, hipofiz, tiroid ve pankreas’ta, APUD
(amin precursor uptake and decarboxylation) hiicreleri, trombosit ve eritrositlerde de NSE
bulunmaktadir. Tablo 3.9°da NSE ile NNE’in fonksiyonel o6zelliklerinin karsilagtirilmasi
yapilmistir (85-119).

NSE’in beynin total ¢ozlinebilir proteininin  %0.4-2.2 kadarin1 olusturdugu
gosterilmistir (85). NSE beyinde sadece ndronlarda sitoplazmada bulunan ancak niikleusta
bulunmayan bir proteindir. Sitoplazma iginde poliribozomlarin, mikrotiibiillerin,
mitokondrilerin dis membranlarinin ve graniilli endoplazmik retikulumun c¢evresinde
immunpresipitatt gosterilmistir (120,146).

Amyotrofik lateral sklerozda serum ve beyin omurilik sivisinda NSE diizeyleri
artmaktadir. Kafa travmasi, serebral infarkt gelisimi sirasinda, periferik sinir sistemini
ilgilendiren hiicre hasarlarinda, bakteriyel menenjit ve ensefalit durumlarinda NSE diizeyleri
artmustir (23-44). Perinatal asfiksili yenidoganlarda BOS’taki NSE artis1 ve bu artisin hasarin

derecesiyle orantili oldugu gosterilmistir (32,101).
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Tablo.3.4. NSE ve NNE’in Fonksiyonel Ozelliklerinin Karsilastirilmas:1 (85).

NNE NSE
Substrat K, 1.3x10™ 1.2x10™
K, Mg 6.1x10™ 2.4x10™
Kloriir stabilitesi Yok Var
Ure stabilitesi Yok Var
Is1 stabilitesi ( 50 °C) Yok Var
Glial hiicreler ve Noron ve néroendokrin

Hiicresel dagilim
noron olmayan hiicreler  hiicreler

Geligimsel profil Olusumu glial Olusumu néron

matiirasyona bagli degil ~ farklilagmasina baglh

Kun: Michaelis sabitesi
Mg: Magnezyum
Yapilan rat ¢aligmalarinda, noronal gelisim sirasinda NSE’in ndronlarin fonksiyonel
olgunlagmasinin baglamasiyla ortaya ciktigr goriilmiistiir. Tablo 3.10’da NSE ve NNE’nin

beyin dokusundaki dagilimi gosterilmistir (85).
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Tablo 3.5. NSE ve NNE’nin beyin dokusundaki dagilimi (85).

NNE NSE
1) Glial hiicreler
- Astrositler + -
- Oligodendrositler + -
- Radyal glial hiicreler ++ -
- Ependimal hiicreler + -
- Tanositler + -
2) Noronlar
Serebellum
- Satellit sepet hiicreleri + ++
- Purkinje hiicreleri - +++
- Golgi tip 2 hiicreleri - -+
- Graniilli hiicreler - ++
- Derin serebellar néronlar - 4+
Hipokampus
- Piramidal olmayan néronlar - -+
- CA3 piramidal néronlar - +++
- Dentat graniillii hiicreler - ++
- CAl ve 2 ndronlar + +
Korteks
- Piramidal olmayan néronlar - ++++
- Yiizeyel piramidal hiicreler + ++
- Derin piramidal hiicreler - +++
Talamus
- Retikiiler ndronlar - -+

Cesitli noroendokrin kanserler ve APUD’omalardaki degismis noroendokrin
hiicrelerin NSE’den ¢ok zengin olmasi bu hastaliklarda diagnostik ve prognostik indeks
olarak kullanim alani saglamistir. Kiiclik hiicreli akciger kanseri olan hastalarda serum NSE
diizeylerinin yiikseldigini gdsteren ¢alismalar mevcuttur (105,107).

NSE santral sinir sistemi hiicrelerinde, eriyebilen proteinlerde ortalama %1.5 kadar
yiiksek oranlarda bulundugundan, iskemik ve nekrotik hasarlarda en 6nce ve hasarla orantilt

olarak salinan bir enzimdir (100).
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3.11.Glial Fibriller Asidik Protein (GFAP)

Astrositler beyinde néronlarin yasamlarini siirdiirmesinde 6nemli bir rol oynarlar ve
noronlarin fizyolojik olarak fonksiyon gormeleri i¢in gerekli olan iyonik ¢evrenin
diizenlenmesini saglarlar. Glial hiicreler merkezi sinir sistemine karsi olan tahripleri takiben
baslangigtaki hiicresel cevaplar olustururlar. Reaktif gliozis fiziksel ve kimyasal tahriplerden
kaynaklanan néronal bozukluga kars1 astrositlerin bir reaksiyonudur. Bu olay astrositler i¢in
spesifik belirleyici olan GFAP ‘nin asir1 bir ekspresyonuyla karekterize edilir. GFAP bir
intraselliiler intermediate filamenttir. GFAP’nin stabil astrosidik siireclerde esas oldugu ve
hatta noronal hasarlarda merkezi sinir sisteminin morfojenezi i¢in kritk bir materyal oldugu
bilinmektedir.Noronal hasara cevap olarak astrositler GFAP yapimini hizlandirirlar (9,10).
Baydas ve arkadaslar1 yaptiklar1 arastirmada streptozotocinin ile olusturulan diabatte beyinde
GFAP, S100B, NSE ve LPO sviyelerinin belirgin sekilde yiikeldigini , alfa lipoik asit
uygulamasiyla beyinlerdeki glial ve noronal markirlarin azaldigimi ve LPO seviyesinin

artisinin 6nlendigini gostermislerdir (11).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deneysel uygulamalar

Calismada F.U Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirmalar Merkezinden saglanan, 200-220
‘g’ agirhiginda 45 adet Wistar cinsi si¢an kullanildi. Hayvanlar 3 ayr1 gruba ayrildi. 1.Grup
n=15 kontrol, bu grup oda sicaklig1 (21+ °C ) saglanan ortamda, her giin temizlenen pleksiglas
kafeslerde, beserli gruplar halinde tutuldu ve ¢esme suyu ve 6zel rat yemiyle beslendi, 2.Grup
n=15 Homosistein grubu, bu gruba her giin karanlik periyoda ge¢meden 40mg/kg dozunda
homosistein intraperitonal olarak alti (6) hafta ile siire giinliik hazirlanarak enjekte edildi.
Hayvanlar ¢esme suyu ve 6zel rat yemiyle beslendi, 3. Grup n=15 Melatonin+Homosistein
grubu bu gruba her giin 40mg/kg dozunda homosistein ve 10mg/kg dozunda Melatonin
intraperitonal olarak ayni siireyle giinliik taze hazirlanarak uygulandi. Melatonin (% 0.1 alkol
iceren serum fizyolojikte hazirlandi1) karanlik periyoda gegmeden hemen once enjekte edildi.
Ratlar deneyin sonunda dekapite edildi. Beyin alindi ve hipokampus ve korteks kisimlari

ayrilarak —70 °C’de olgiimler yapilincaya kadar saklandi.

Doku 6rnekleri 10 mM Tris-HCI (pH 7.4), 0.1 mM NacCl, 0.2 mM fenilmetilsiilfonil
florid, 5 mM EDTA, 2mM B-merkaptoetanol kullanilarak cam bir homojenizatorle soguk
ortamda homojenize edildi. Proteaz inhibitorii (soybean; Sigma Chemical Co., Deisenhofen,
Almahya) ve %1’lik Triton X-100 igeren homojenatlar 4 °C’de 60 dakika siireyle 30.000 x g
‘de santrifiij edildi. Siipernatant ve pelet kisimlar ayrildi ve calisilincaya kadar =70 °C’de
sakland1i. Doku proteinleri Sodium Dodecyl Sulfate Poli Acrylamide Gel Electrophoresis
(SDS-PAGE) ile ayristirildi (55). Ayrnstirilan proteinler nitroseliiloz membran kagida
(Schleich ve Schuell inc. ABD) transfer edildi. Non-spesifik olan baglanmalar %1 bovine
serum albuminle inkiibasyon yoluyla bloklandi. Primer antikor (rabbit anti-rat NSE, S100B ve

GFAP antikoru) %0.05 Tween-20 iceren tamponda seyreltildi. Blotlar diaminobenzidin ve
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goat anti-rabbit immunoglobulin peroksidaz konjugati kullanilarak goriiniir hale getirildi. Elde
edilen NSE, S100B ve GFAP protein bantlarinin yogunluklari LabWorks 4.0 (Ultra-violet

Products Ltd. Cambridy, CD41TGUK) software programi kullanilarak hesaplandi.

Doku lipid peroksidasyon (LPO) [malondialdehit (MDA)+4-hidroksialkenal (4-HDA)]
seviyeleri LPO-586 kiti kullanilarak olgiildii (Oxis, Inc. Portland, OR). Glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) seviyeleri Elisa metoduyla IMUBIND (Biochemicals, NORVEC) marka ticari kit

kullanilarak tespit edildi.

4.2. Doku ve Plazmada Lipid Perokidasyon Tayini

Plazma ve dokuda Lipid peroksit tayini (Malondialdehit) Placer ve arkdaslarinin

tanimladig1 yonteme gore spektrofotometrik olarak belirlendi (156).

Prensip : Ph’in 3.4 oldugu aerobik bir ortamda TBA ile plazmanin 100 °C’de
inkubasyonu, lipid peroksidosyon sekunder bir {iriinii olan Malondialdehiti (MDA)
olusturmaktadir.Olusan MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks olusturur.Pembe
rengin 532 nm’de  spektrofotometrik  olarak  Ol¢iimii ile  lipid  peroksidasyon
saptanir.Belirlenen absorbans degeri MDA standart egrisinden yada yina standart
egrisinden hesaplanan 0,00092 rakamina bdliinerek plazma MDA degeri nmol/ml olarak

hesaplandi.

Standart egimi ¢izimi i¢in 1,1,3,3 Tetraethoxypropane’den 10u/10 ml absolut
etandolde ¢ozdiiriilerek. +4 °C ‘de koyu bir sisede saklanarak bu stok soliisyondan farkli

konsantrasyonlarda calisma ¢dzeltileri hazirlanarak standart egri ¢izildi.
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4.3.Doku ve Plazma Glutasyon Peroksidaz (GSH-Px) Tayini

Plazma ve dokuda GSH-Px aktivitesi diizeyini Lawrence ve arkadaslarnin belirtigi sekilde
belirlendi (157).

Prensip: Plazma ve dokulardaki GSH-Px, GSH Cumenehidropetoksit (CHPO4) ile
oksidasyona ugratilir. Renk ajani olarak 5,5- ditiyo-bis[2-nitrobenzoik asit] (DTBN) solusyonu
ile karigtirilmast sonucu hem kor ve hemde 6rneklerde meydana gelen sar1 renk kopleksinin
spektrofotometrede 412 nm’de ile okunmasi sonucu belirlenir.

4.4. Plazma Homosistein Diizeyinin Tayini

Plazma homosistein diizeyleri ELISA (Enzyme linkend-immunosorbet assy) yonetemiyle
ol¢iilmiistiir. Olgiim ydntemi L-homsistein, enzimatik olarak  S-adenozil-L-homosisteine
doniisiimii sonucu olusan anti-SAH antikorlarinin dlgiimiine dayanmaktadir. Olgiimler ELX so0
(USA) cihazinda yapilmis olup sonuglar pumol/L olarak verilmistir. Calismada Axis
(biochemicals ASA, Normay) marka kitleri kullanilmugtir.

4.5. ELISA (Enzyme Linked-Immunosorbent Assay)

Bu yontem antijen antikor iliskisini, antikorla baglanmis bir enzimin aktivitesini
arastirmak temeline dayanmaktadir. ELISA yontemiyle hem kii¢iik hem de biiyiik molekiiller
kolaylikla &lgiilebilmektedir. Diger yontemlere oranla daha ucuzdur. ELISA yéntemi ii¢ kisma
ayrilmaktadir. Bu metodlar ; daha ¢ok immiinoglobiilinlerin Sl¢limiinde kullanilan indirekt
metod, kii¢iik molekiillerin 6l¢giimiinde kullanilan sandvi¢ metodu ve yarigmali metodtur.

4.6.Western Blot

Bu yontemde, doku ornekleri 10 Mm Tris (pH 7.4), 0.1 mM NaCl, 0.2 Mm
fenilmetilsiilfonil florid, 5 Mm EDTA, 2mM [-merkaptoetanol kullanilarak cam bir
homojenizatérle soguk ortamda homojenize edilir. Proteaz inhibitorii (soybean; Sigma
Chemical Co., Deisenhofen, Germany) ve %]1’likTriton X-100 iceren homojenatlar 4 °C’de

60 dakika siireyle 30.000 xg devirde santriflij edilir. Stipernatant ve pelet kisimlar ayrildi ve
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calisincaya kadar -70 °C’de saklanir. Doku proteinleri Dodecyl Sulfate Poli Acrylamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE) ile ayristirilir. Ayrigtirilan  proteinler nitroselilloz membran kagida
(Schleich ve Schuell inc. USA) transfer edilir. Non- sprstik olan baglanmalar %1 bovine serum
albuminle inkiibasyon yoluyla bloklanir. Primer antikor (rabbit anti-rat NSE, SI00B ve GFAP
antikoru) %0.05 Tween-20 icere tampona seyreltilir. Blotlar ~ diaminobenzidin ~ ve goat
anti-rabbit immunoglobulin peroksidaz kanjugati kullanilarak goriiniir hale getirilir. Elde
edilen NSE, S100B ve GFAP protein bantlariin yogunluklari LabWorks 4.0 ( Ultra- violet

Products Ltd. Cambridy, CD41TGUK) software programi kullanilarak hesaplanir (9,10).

4.7. istatistik

Degerler ortalam + SD olarak gosterildi. Post-Hoc hesaplamasi i¢in Bonferroni’nin t-

istatistik analizi kullanildi. p< 0.05 degeri anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

Western blot analizlerinde homosistein uygulanmis rat beyinlerindeki hipokampus ve
korteks bolgelerinde GFAP igeriginde dnemli bir yiikselme gozlenmistir (P<0.001) (sekil5.1).
Total GFAP igerigindeki yilikselme hipokampusta kortekse gore daha biiyiiktiir (P<0.05)
(sekil 5.1). Normal 49 kDa’luk GFAP’ye ek olarak diisiik molekiil agirlikli (46 kDa) GFAP
bandlar1 homosistein uygulanmis ratlarda kontrol grubuna gore daha yiiksektir (P<0.001).
GFAP’nin 46 kDa’luk formu hipokampusta kortekse gore daha yiiksektir (sekil 5.1). 45
giinliik melatonin uygulamasiyla GFAP igerigi hipokampus ve kortekste homosistein grubuna

gore onemli Ol¢lide diismiistiir (P<0.05) (sekil 5.1).
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Kontrol Hey Hey + Mel

Sekil 5. 1: Kontrol, Homosistein (Hcy) ve Homosistein +Melatonin (Hcy+Mel) gruplarindaki

rat beyinlerinin hipokampus (H) ve frontal kortekslerindeki (K) GFAP diizeyleri.
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Homosistein uygulanmig ratlarin beyinlerinin hipokampus ve korteks bolgelerinde
S100B protein igeriginde bir yilikselme goriilmektedir (sekil 5.2). S100B igerigindeki
yiikselme kortekste hipokampusa gore daha biyiiktiir (P<0.01) (sekil 5.2). 45 ginliik
melatonin uygulanmasiyla S100B icerigi hipokampus ve kortekste homosistein grubuna gore
olduk¢a énemli 6lgiide diismiistiir (P<0.001). Ozellikle kortekste melatoninin bu etkisi daha

net bir bigimde gozlenmektedir (sekil 5.2).
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Sekil 5.2: Kontrol, Homosistein (Hcy) ve Homosisteint+Melatonin (Hcy+Mel) gruplarindaki

rat beyinlerinin hipokampus (H) ve frontal korteks (K) bolgelerindeki S100B diizeyleri.

Kontrol, homosistein ve homosistein+melatonin gruplarindaki rat beyinlerinin
hipokampus ve korteks bolgelerinde NSE igeriginde onemli bir degisiklik goriilmemektedir

(P>0.05) (sekil 5.3).
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Sekil. 5.3. Kontrol, Homosistein (Hcy) ve Homosistein+tMelatonin (Hcy+Mel) gruplarindaki

rat beyinlerinin hipokampus (H) ve frontal korteks (K) bolgelerindeki NSE diizeyleri.

Homosistein uygulanmig ratlarin beyinlerinin hipokampus bolgesinde LPO diizeyleri
kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli 6lgiide yiikseldi. (P<0.01) (tablo 5.1)
Homosistein grubuna melatonin uygulanmasiyla homosistein grubuna gére LPO diizeylerinde
bir azalma goriildii (P<0.05) (tablo 5.1). Homosistein verilen ratlarin beyinlerinin frontal
korteksinde LPO diizeyleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda onemli o6lgiide ylikseldi
(P<0.01) (tablo 5.1). Homosistein grubuna melatonin uygulanmasiyla homosistein grubuna

gore LPO diizeylerinde bir azalma goriildii (P<0.05).

Homosistein verilen ratlarin beyinlerinin hipokampus bolgesindeki GSH-Px aktivitesi
kontrol grubuyla karsilastirildiginda 6nemli 6lgiide azaldi (P<0.01) (tablo 5.1). Homosistein
verilen sicanlarda melatonin uygulanmasiyla GSH-Px aktivitesi onemli dlgiide artis saptandi
(P<0.01) (tablo 5.1). Homosistein verilen hayvanlarin frontal korteksindeki GSH-Px

diizeyleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda azalma gdstermektedir (P<0.05) (tablo 5.1).
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Homosistein grubuna melatonin verilmesiyle homosistein grubuna gore GSH-Px
diizeylerinde onemli bir artis oldugu gozlendi (P<0.01). Melatonin enjeksiyonunun GSH-Px

diizeyini kontrol grubuna gore de artirdig1 goriilmektedir (tablo 5.1).

Deney siiresinde giinliik olarak enjekte edilen homosisteinin serum homosistein
mikterini 6onemli oranda artirdigr gézlendi (p< 0.001; tablo 5.1). Homosistein ile beraber
melatonin verilen deneklerde ise sadece homosistein verilen guruba goére homosistein
degerleri daha az artis gosterdi. BOylece melatonin homosistein miktarinin ayri artigini

engelledigi saptandi.

Kontrol Homosistein homosistein+melatonin
Hippokampus
LPO (nmol/mg Protein) 4.10+0.5 5.30+0.7 4.50+£0.6"
GSH-Px (unit/g protein) 314 20+3 32447
Frontal Korteks
LPO (nmol/mg protein) 4.30+0.5 5.20+0.7 4.45+0.4"
GSH-Px (unit/g protein) 28+3 2244 30437
Serum homosistein (umol/L) 7.8+0.9 194+2.0 14+3.0"

Tablo 5.1. Tim guruplarin hipokampus ve kortekslerinde LPO miktar1 GHS-Px

aktivitesi veserum homosistein diizeyleri.
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6. TARTISMA

Astrositler merkezi sinir sisteminde meydana gelen tahribe karsi en erken hiicresel cevaplari
olustururlar. Bu cevap GFAP’nin asir1 ekspresyonuyla karekterize edilir (9). Bu ¢alismamizda
rat beyninin hipokampus ve korteks bdlgesinde homosistein uygulanmasiyla GFAP
ekpresyonunun arttig tespit edilmistir (10). Bu calismada homosistein uygulamasinin 6zellikle
hipokampusta GFAP igerigini yiikselttigi gosterilmistir. Melatoninin degisik norotoksik
ajanlarin azalmasina katkida bulundugu bildirilmistir (10). Calismamda homosistein grubuna
melatonin uygulanmasiyla GFAP igerigindeki yilikselmenin azaldigi gosterilmistir. Serbest
radikaller reaktif glioziste bir rol oynadig1 i¢in melatonin serbest radikalleri inhibe ederek
reaktif gliozisi engellemektedir (9,10). Astrositlerin diger bir markir1 olan S100B intraselliiler
bir glikoproteindir. Asidik bir protein olup Ca"" baglar. Noronal sitoplazmada serbest Ca’™
diizeylerini arttirir. S100B baglica astrositlerde bulunur. Noron biiylimesini uyarir ve ndronal
yasami  olumlu yonde etkiler (9,10). Calismamda rat beyninin hipokampus ve korteks
bolgesinde homosistein uygulanmasiyla S100B ekspresyonunun arttigi tespit edilmistir.
Calismamda homosistein grubuna melatonin uygulanmasiyla S100B icerigindeki yiikselmenin
azaldig1 gosterilmistir.

Yapilan rat calismalarinda, noronal gelisim sirasinda NSE’in ndronlarin fonksiyonel
olgunlagmasinin baglamasiyla ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Astrositlerin oksidatif strese karsi
olan duyarliliklari, noronlar1 hasara karst daha da duyarli hale getirmektedir (85).
Calismamizda tiim gruplardaki rat beyinlerinin hipokampus ve korteks bdlgelerinde NSE
iceriginde onemli bir degisiklik tespit edilmemistir.

Serbest oksijen radikallerinin asir1 artmasinin ve antioksidanlarin azalmasinin birgok

komplikasyonlara sebep oldugu bildirilmistir. Merkezi sinir sisteminde savunma sistemini
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olusturan antioksidanlarin 6zellikle glial hiicrelerde yogunlastig ileri siiriilmiistiir (9,10). Bu
calismamizda homosistein uygulamasiyla artan serbest oksijen radikallerinin 6zellikle glial
hiicrelerde hiperaktiviteye sebep oldugu saptanmistir. Elde edilen sonuglarla melatonin hem
ndronlar ilizerinde direkt koruyucu hem de kotii gelisen metabolik ve kimyasal olaylarda glial
hiicre tizerinde koruyucu etki gosterdigi agiktir. O halde melatoninin etkisi iki yonliidiir.
Birincisi LPO diizeyini diisiirerek membran1 korudugu, ikincisi intraselliiler antioksidan olan
GSH ve GSH metabolizmasini saglayan enzimleri (GSH-Px) ve bu enzimlerin aktivitelerini
artirdigidir. Sonug olarak artan glial markirlarin (GFAP, S100B) artan LPO miktarlar ile
orantilt oldugu, glial reaktivitenin homosistein uygulanmasiyla meydana gelen oksidatif stresle

iliskili olabilecegi sonucuna vartlmigtir.

Calismamda Kontrol, homosistein ve homosistein+melatonin gruplarinin serumlari
incelendiginde serum homosistein diizeylerinde homosistein uygulanmis gruplarda kontrol
grubuna gore olduk¢a 6nemli bir artis oldugu gézlenmistir. Homosistein grubuna melatonin
uygulanmasiyla serum homosistein diizeylerinde homosistein grubuna gore azalma
gozlenmistir. Bu bulgular melatoninin homosistein {izerinden plazma homosistein
konsantrasyonunu azaltici etkisinin oldugunu gostermektedir. Sonug olarak homosisteinin lipd
peroksidasyon iirtinlerini artirdigi, plazma ve dokulardaki antioksidan enzim diizeylerini ise
azaltic1 yonde bir etki gosterdigi, melatoninin ise LPO {iriinleri {izerinde indirgeyici bir etki

gosterdigi ve antioksidan enzim aktivitesini arttidig1 sdylenebilir

41



10.

7. KAYNAKLAR

Acuna-Castroviejo D, Reiter RJ, Menendez-Pelaez A, et al. Characterization of high-affinity melatonin

binding sites in purified cell nuclei ofrat liver. J Pineal Res, 1994; 16: 100.

Ak H, Dingiloglu T, Habif N, Kultursay S, Baymdir O, Onat T. (1994). Plasma Lipid Peroxidation, Vit. E,
Superoxide Dismutase and Glutathione Peroxidase Alterations in Coronary Atherosclerosis. Tr J MedSci.

26: 11-15.

Akkus I (1995). Serbest Radikaller ve Fizyolojik Etkileri, 2. Baski, Mimoza Yayinlan, Konya.

Altunbas Y, Guven M, ince E, Acbay O, Caner M, Kanigur G, Hatemi H. (1996). The in Vitro Effects
of Captopril on the Levels of Lipid Peroxidation and Glutathion of Erythrocytes in Type II.

Diabetics. Tr J Med Sci. 26: 139-142.

Andreotti F, Burzotta F, Manzoli A, Robinson K. Homocysteine and risk of cardiovascular

disease. J Thromb Thrombolysis 2000;9;13-21.

Arendt J, Deacon S, English J, Hampton S, Morgan L. (1995). Melatonin and Adjustment to Phase

Shift. J Sleep Res. 4: 74-79.

Arendt J, Skene DJ, Middleton B, et al. Efficacy of melalonin treatment in jet lag, shift work and

blindness. J Biol Rhythms, 1997; 12: 604.

Argyriou A, Prast H, Philippu A. Melatonin facilitates short-term memory. Eur J Pharmacol,

1998:349:159.

Baydas G, Nedzvetskii VS, Tuzcu M, Yasar A, Kirichenko SV. Increase of glial fibrillary acidic protein
and S-100B in hippocampus and cortex of diabetic rats: effects of vitamin E. Eur J Pharmacol. 2003 Feb

21;462(1-3):67-71.

Baydas G, Reiter RJ, Nedzvetskii VS, Yasar A, Tuzcu M, Ozveren F, Canatan H. Melatonin protects the
central nervous system of rats against toluene-containing thinner intoxication by reducing reactive gliosis.

Toxicol Lett. 2003 Feb 3;137(3):169-74.

42



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Baydas G, dande E, Kilboz M Neuroprotettion by alfa-lipoik acid in streptozotcin-induced diabetes.

Biochemistry (Mosc).2004 sep; 69(9):1001-5.

Baydas G, Ercel E, Canatan H, Donder E, Akyol A. (2001). Effect of melatonin on oxidative status of

brain, liver and kidney tissues under constant light exposure. Cell Biochem Fuct. 19: 37-41.

Baydas G. Gursu M F, Yilmaz S, Canpolat S, Yasar A, Cikim G, Canatan H. (2002). Daily rhythm
of glutathione peroxidase activity, peroxidation and glutathione levels in tissues of pinealectomized rats.

Neuroscience Letters. 323: 195-198.

Behrentein TT. (1972). Effect of Selenium and Vitamin E on Antibody Formation in Rabbits. Zdra Wookhr

Bolorus. 18: 34-36.

Behrman RE , Kliegman RM, Janson HB, Nelson textbook of pediatrics. 16thed. Pldelphia: W.B.

Saunders Co, 2000, pp 351.

Bostom AG, Silbershatz H, Rosenberg IH, Selhup J. (1999). Nonfasting Plasma Total Homocysteine
Levels and All-cause and Cardiovascular Disease Mortality in Elderly Framingham Men and Women.

Arch Intern Med. 159(10): 1077-1080.

Boushey CJ, Bersford SAA, Omenn GS, Mcculsky AG. (1995). A quantitative assessment of plasma
homocysteine as a risk factor for vascular disease: probable benefits of increasing folic acid intakes.

JAMA. 274:1049-1057.

Bratrstrom L, Wilcken DE, Ohrvik J, Brudin L- Common methyleneretrahydrotnlatc reductase gene mutation
leads to hyperhomocystememia but not fo vascular disease: the result of a meta-analysis. Circulation

1998;98:252()-6.

Brattstrom L, Israelson B, Tengbora L. (1959). Homocysteine, factor VII, and antithrombin III
insubjects with difference gene damase for cystathionine (3 synthase. J. Inherit Metab. Dis. 12:475-

482.

43



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

3L

Brattstrom L, Israelsson B, Lingarde F, Hultberg B. (1988). Higher total Plasma Homocysteine in
vitamin B12 Deficiency than Heterozgosity for Homocystinuria Due Cystathionine p-Synthase Deficiency.

Metabolism. 37: 175-178.

Brattstrom L, Israelsson B, Lingarde F. Hultberg B. (1988). Higher total plasma homocysteine in vitamin
B12 deficiency than heterozgosity for homocystinuria due cystathionine b-synthase deficiency.

Metabolism. 37: 175-178.

Brezinski A. Melatonin in humans. N Engl J Med 1997; 336:186-196.

Biiyiikpamuke¢u M, Akyliz C, Sevinir B, Hazar V. Cocukluk ¢agi kanserlerinde biyolojik belirleyiciler.

Pediatri: Yeni bilgiler, yeni goriisler. Ankara 1995; 749-763.

Cardinali DP, Glombek DA, Rosenstein RE, et al. Melatonin site and mechanisms of action: single or

multiple. J Pineal Res, 1997; 23: 3

Challem J, Doldy V. (1997). Hommocysteke the secret killer. Keats Publishing, inc.New

Canaan, USA,

Challem J, Doldy V. (1997). Homocysteine the Secret Killer. Keats Publishing, Inc New Canaan, USA.

Chauveau P, Chadefaux B, Coude M, Aupetit J. (1993). Hyperhomocysteinemia a Risk Factor for

Atherosclerosis in Chronic Uremic Patients. Arch Intern Med. 41:72-77.

Cooper AJL. (1983). Biochemistry of sulfur-containing Amino Acids. Ann Rev Biochem. 52: 187-222.

Cunnigham RT, Morrow JI, Johnston CF, Buchanan KD. Serum neuron specific enolase concentrations in

patients with neurological disorders. Clin Chim Acta 1994; 230: 117-124.

Dalery K, Luiser S, Selhup J, Latour Y. (1995). Homocysteine and Coronary Artery Disease in French
Canadian Subject: Relation with Vitamins B,,, B¢, Prydoxal Phosphate, and Folat. Am J Cardiol. 75:

1107-1111

Daly SF, Molloy AM, Mills JL, et al . The influence of 5.10 methylenetetrahydrofolate reductase

genotypes on enzyme activity in placental tissue Brit J Obstet Gynaec, 1999;106:1214-1218.

44



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

DeGiorgio CM, Correale JD , Gott PS, Ginsburg DL, Bracht KA, Smith T, et al. Serum neuron-specific

enolase in human status epilepticus. Neurology 1995; 45: 1134-1137.

Di Minno G, Davi G, Margaglione M. (1993). Abnormally High Thromboxane Biosynthesis in

Homozygous Homocystinuria. J Clin Invest. 92: 1400-1406.

Eikelboom JW, Lonn E, Genest j, Jr., et oL Homocysr(e)ine and cardiovascular disease: a critical review of the

epidemiologic evidence. Ann Intern Med 1999;131;363-75.

Ermens AAM, Refsum H, Ruprecht J. (1991). Monitoring Cobalamin Inactivation During Nitrous Oxide
Anaesthesia by Determination of Homocysteine and Folate in Plasma and Urine. Clin Pharmacol Ther.

49: 385-393.

Fallest-Strobl PC, Koch DD, Stein JH, Mcbride PE. (1997). Homocysteine: a New Risk Factor for

Atherosclerosis. Am Fam Physician. 56: 1607-1610.

Fawcett DW, Jenesh RP. Pineal gland. In: Bloom M, Fawcett DW, Eds. Concise Histology. New York,

Chapman & Hall International Thomson Publishing; 1977; 164

Finkelstein JD . Methionine metabolism in mammals. J Nutr Biochem 1990 ,1:228-237.

Finkelstein JD. (1990). Methionine Metabolism in Mammals. J Nutr Biochem. 1: 228-237.

Frankel P, Madsen P. (1998). Homocysteine Through the Methylation Process. The Research Coroner,

Publications. Thousand Oaks, USA.

Freeman BA, Crapo ID. (1982). Biology of Disease-Free Radicals and Tissue Injury. Lab Invest. 47:

412.

Frick MH, Elo O, Haapa K. (1987). Helsinki Heart Study: Primary- prevention Trial with Gemfibrozil
in Midle Aged Men with Dyslipidemia: Safety of Treatment, Changes in Risk Factors and Incidence

of Coronary Heart Disease. N Eng J Med. 317: 1237- 1245.

Frosst P, Blom HJ, Milos R, et al. A candidate genetic risk factor for vascular disease: a common mutation in

merhylenctetrahydrofolafe reductasc- Nat Genet 1995;10:111-3;

45



44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Garcia-Alix A, Cabanas F, Pellicer A, Hernanz A, Stiris TA, Quero J. Neuron specific enolase and myelin
basic protein: relationship of cerebrospinal fluid to the neurologic condition of asphyxiated full-term

infants. Pediatrics 1994; 93(2): 234-240.

Garg R, Malinov M, Pettinger M, Upson B. (1999). Niacin Treatment Increases Plasma Homocysteine

Levels. Am Heart J. 138: 1082- 1087.

Genest JJIR, Malinow MR. (1992). Homocysteine and Coronary Artery Disease. Curr Opin Lipidol. 3:

295-299.

Giral P, Bruckert E, Nelly J, Chapman M, Foglietti M, Turpin G. (2001). Homocysteine and
Lipid Lowering Agents. A Comparison Between Atorvastatin and Fenofibrate in Patients with Mixed

Hyperlipidemia. Atherosclerosis. 154: 421-427.

Gruba S, Fink L, Fanceso V. (1996). Hyperhomocysteinemia. Am J Clin Path. 106:709-722.

Gruba S, Fink L, Fanceso V. Hyperhomocysteinemia. Am. J. Clin. Path. 1996; 106:709-722

Halliwell B. (1991). Reactive Oxygen Species in Living Systems: Source, Biochemistry and Role in

Human Disease. Am J Med. 91(3). 14-21.

Halsted CH. (1980). Folate Deficiency in Alcoholism. Am J Clin Nutr. 33: 2736.

Hankey GJ. Eikelbom JW. Homocysteine and vasculer disease. Lanset 1999; 354;407-13

Heinzmann WC, Fritz G, Schafer WB. S100 proteins: Structure, Functions and Pathology. Frontiers in

Bioscience Ziirich 2002; 7: 1356-1368.

Henry J Barnett, J.P. Mohr, Bennett M. Stroke: Pathophysiology, Diagnosis,, and Management. Churchill

Livingstone. 3 ed. p.142-143, 1998.

Homocysteine Lowering Trialists’ Collaboration, Lowering blood homocysteine with folic acid based

supplements: Meta-analysis of randomised trials. BMJ 1998; 316:894-8.

46



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Hoogeveen EK, Kostense PJ, Jakobs C, Bouter LM, Heine RJ, Stehouwer CD. Does metformin increase
the serum total homocysteine level in non-insulin-dependent diabetes mellitus? J mtern Med

1997;242:389-394.

Hultsberg A, Anderson A, Sterner G. (1993). Plasma Homocysteine and Renal Failure. Clin Nephrol.
40: 230-235.J Biomed Sci 2000; 7:444-458.
Jacgues P, Bostom A, Williams R. (1996). Relations between Folat Status a Common Mutation in

MTHFR and Plasma Homocysteine Concentrations. Circulation. 93: 7-12.

Jacobsen DW. (1996). Determinents of Hyperhomocysteinemia: a matter of nature and nurtune. Am J Clin

Nutr. 64: 641-642.

Jacobsen DW. Homocysteine and vitamins in cardiovascular disease. Clin Chem 1998;44:1833-43.

James DH, Rene LJ, Lori MS, Margaret EB, John TB. (1999). Regulation of Homocysteine

Metabolism. Advan Enzyme Regul. 39: 69-91.

Jousilahti P, Tuomilehto J, Vartiainen E, Pekkanen J, Puska P. (1996). Body Weight,
Cardiovascular Risk Faktors, and Coronary Mortality. 15-year Follow-up of Middle-aged Men and

Women in Eastern Finland. Circulation. 93: 1372-1379.

Kalyaranaman B,Joseph J,Kalivendi S, Wang S, Konorev E, Kotamrju S. Doxorubicin-induced apoptosis;

implications in cardiotoxicity. Mol Cell Biochem 2002; 234/235:119-124.

Kang S, Wong PWK, Curley K. (1982). The Effect of d-penicillamine on Protein-bound Homocysteine

in Homocystinurics. Pediatr Res. 16: 370-372.

Kang SS, Wong PW, Malinow MR. (1992). Hyperhomocysteinemia as a Risk Factor for Occlusive

Vascular Disease. Ann Rev Nutr. 12: 279-298.

Kang SS, Wong PWK. Homocysteinemia due to folate deficiency. Metabolism, 36: 458- 462, 1987.

Kapusta L, Haagmans M, Steegers E, Cuypers M. (1999). Congenital Heart Defects and

Maternal Derangement of Homocysteine Metabolism. J Pediatr. 135: 773-774.

47



68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

71.

78.

79.

Kass-Annese B. Alternative therepierfor menapose. Clin Obstet Gynecol 2000;43:162-83.

Kato K, Suzuki F, Semba R. Determination of brain enolase isoenzymes with an enzyme immonoassay

at the level of single neurons. J. Neurochem 1981; 37: 998-1002.

Klein DC. The mammalian melatonin rhyth-generating system. In: Weterberg L, Ed. Light and Biological

Rhythms in Man, Neuroscience, Oxford, Pergamon Press; 1993; 55,

Krismann GJ, Krsshmann JD. Nutrients. Nutrtion Almanac. Mc Graw-Hill yayinevi, 4. baski Newyork

1996;27-143.

Lee P, Shiu SY, Chow PH. Regional and diurnal studies of melatonin and melatonin binding sites in the

duct gastrointestinal tract. Biol Signals, 1995; 4: 212.

Lerner AB, Case JD, Takahashi Y, et al. Isolation of melathonin, pineal factor that lightens melanocytes.

J. Am. Chem. Soc. 1958;80:2587

Lindenbaum J, Rosenberg IH, Wilson PW, Stabler SP, Allen RH. (1994). Prevalace of Cobalamin

Deficiency in the Framingham Elderly Population. Am J Clin Nutr. 60: 2-11.

Lowering blood homocysteine with folic acid based supplements: meta-analysis of randomised trials.

Homocysteine Lowering Trialists Collaboration. BMJ, 316: 894-898, 1998.

Lowering blood homocysteine with folk acid based supplements: meta-analysis of randomised

trials. Homocysteine Lowering Trialists' Collaboration. BMJ 1998 ;316:894-8.

Lunec, J., Blake, D. (1990). Oxygen Free Radicals: Their Relevance to Disease Processes, P. 189- 212, Ed.

R.D. Cojhen, Balliere Tindall, London.

Lussier S, Cacan S, Xhignesse M. (1996). Plasma Total Homocysteine in Healthy Subjects: Sex Spesific

Relation with Biological Traits. Am J Clin Nutr. 64: 587-593.

Malinow M, Nieto F, Szklo M. (1993). Carotid Artery Intimae Medial Wall Thickening and Plasma

Homocysteine in Asymptomatic Adults. Circulation. 87: 1107-1113.

48



80.

81.

82.

83.

&4.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

Malinow MR. (1994). Homocysteine and Arterial Occlusive Disease (Frontiers in Medicine). J Intern

Med. 236: 603-617.

Marangos PJ, Parma AM, Goodwin FK. Functional properties of neuronal and glial isoenzymes of brain

enolase. ] Neurochem 1978; 31: 727-732.

Marangos PJ, Schmechel DE. Neuron specific enolase, a clinically useful for neurons and neuroendocrine

cells. Annu Rev Neurosci 1987; 10: 269-295.

Marangos PJ, Zis AP, Clark R, Goodwin FK. Neuronal non-neuronal and hybrid forms of enolase in

brain: structural, immunological and functional comparisons. Brain Res 1978; 150: 117-133.

McCully KS. (1969). Vascular Pathology of Homocysteinemia. Am J Pathol. 56: 111-128.

Mineer SE, Evroski J, Cole D. (1997). Cnilical chemistry and moleculer biology of homocysteine

metabolism. An Update Clin Bioch.30 (3):189-201

Miner SES, Evrovski J, Cole DEC. (1997). Clinical Chemistry and Molecular Biology of

Homocysteine Metabolism: An Update. Clin Biochem. 30: 189-201.

Moore BW, McGregor D. Chromatographic and electrophoretic fractionation of soluble proteins of brain

and liver. J Biol Chem. 1965; 240: 1647-1653.

Morita Y, Absence of electrical activity of the pigeon's pineal organ in response to light. Experentia,

1966; 22: 402.

Morris M, Bostom G, Jacques P, Selhup J, Rosenberg I. (2001). Hyperhomocysteinemia and
Hypercholesterolemia Associated with Hypothyroidism in the Thirt US National Healthy and Nutrition

Examination Survey. Atherosclerosis. 155: 195-200.

Morrison HI, Schaubel D, Desmeules M, Wigle DT. (1996). Serum Folate and Risk of Fetal Coronary

Heart Disease. JAMA. 275: 1893-1896.

Mudd SH, Levy HL Disorders in . transsulfuration. In Scriver C. Beaudet AL: The Metabolic

and Molecular Basis of Metabolic Disease. P. 1279-1327, 1995.

49



92.

93.

94.

9s.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Nabila A, Olusegun AM, Aboyomi A. (2000). Homocysteine and Endogenous Markers of Renal
Function in Type 2 Diabetic Patients without Coronary Heart Disease. Diabetes Res Clin Pract. 50: 177-

185.

Nara T, Nozaki H, Nakae Y, Arai T, Ohashi T. Neuron-specific enolase in comatose children. Am J Dis

Child 1988; 142(2): 173-174.

Naurath HI, Joosten E, Riezler R, et al : Effects of vitamin B12 folate, and vitamin B6 supplements in elderly people with

normal serum vitamin concentrations. Lancet 1995; 346:85-9.

Nygard O, Vollset SE, Refsum H. (1995). Total plasma homocysteine and cardiovascular risk

profile. JAMA.224:1526-33

Nygard O, Vollset SE. Total plasma homocysteine and cardiovascular risk profile. The Hordaland

Homocysteine Study. JAMA, 274: 1526-1533, 1995.

ObekA. (1990). ig Hastahklan. Gunes Kitapevi. Bursa.

Ozguner F,Kerman M, Delibas N, Gultekin F.The relationship of age related decrease in melatonin with

oxidative damage and mental status. Biomed Resn2000; 11(1): 61-5.

Pieri ¢, Marra M, Gaspar R, Damjanovich S.(1997). Melatonin protects LDL from pxidation but does not

prevent the apolipoprotein derivazation. Biochem Biophys Res Commun. 22: 203-209.

Pieri C, Marra M, Marcheselli F, et al. Melatonin: peroxyl radical scavenger more effective- than vitamin

E. Life Sci, 1994; 55: PL271.

Rabinowicz AL, Correale JD, Couldwell WT, DeGiorgio CM. CSF neuron specific enolase after

methohexital activation during electrocorticography. Neurology 1994; 44: 1167-1169.

Refsum H, Helland S, Ueland PM. (1985). Radioenzymic Determination of Homocysteine n Plasma and

Urine. Clin Chem. 31: 624-628.

Refsum H, Ueland P, Nygard O, Vollset SE. (1998). Homocysteine and cardiovascular disease. Annu

Rev Med. 49: 31-62.

50



104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

Refsum H, Ueland PM, Nygard O, Vollset SE. Homocysteine and cardiovascular disease. Annu Rev Med

1998;49:31-62.

Refsum H, Wesenberg F, Ueland PM. (1991). Plasma Homocysteine in Children with Acute
Lymphoblastic Leukaemia. Changes During a Chemotherapeutic Regimen Including Methotrexate.

Cancer Res. 51: 828-835.

Reiter RJ, Tan DX, Osuna C, Gitto E. Actions of melatonin in the feduction of oxidative stress; a review

Reiter RJ, Tan DX, Poeggeler B, et al. Melatonin as a free radical scavenger: implications for aging and

age-related diseases. Ann NY Acad Sci, 1994; 719

Reiter RJ, Trakulrungsi WK, Trakulrungsi C, et al. Pineal melatonin production: endocrine and age

effects Melatonin Rhytm System, Int. Symp., Bethesda, Md., 1981, pp. 143-154

Reiter RJ. Carneiro RC, Oh CS. Melatonin inrelation to cellular antioxidative defense mechanism. Horm

Metab Res 1997;29:363-372.

Reiter RJ. Functional aspects of the pineal hormone melatonin in combating cell and tissue damage

induced by free radicals. Eur J Endocrinol, 1996; 134:412.

Reiter RJ. Interactions of the pineal hormone melatonin with oxygen-centered free radicals;a brief review.

Braz ] Med Biol Res 1993;26 1141-1155.

Reiter RJ. Melatonin: The chemical expression of darkness. Mol Cell Endocrinol 1991;79:153-158.

Reiter RJ. The pineal gland and melatonin relation to aging: a summary of the theories and of the data.

Exp Gerontol, 1995; 30: 199.

ReiterbRJ. The pineal and its hormones in the control of reproduction mammals. Endocr Rev 1980;

1:109-131.

Rene Malinow, Andrew G. Homocysteine, Diet, and Cardiovascular Disease, Circulation, 99:178-182,

1999.

51



116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

Reppert SM, Perlow MJ, Tamarkin L, et al. A diurnal melatonin rhythm in primate cerebrospinal fluid.

Endocrinology, 1979; 104:295.

Rimm EB, Stampfer MJ, Ascherio A, Giovannuci E. (1996). Dietary Folat Vitamin B¢ and Vitamin B12

Intake and Risk of CHD among a Long Population of Men. Circulation. 93: 625.

Rimm EB, Willentt WC, Hu FB. (1998). Folate and vitamin B6 from diet and supplements in

relation to risk of coronary heart disease among women. JAMA.279:359-364

Schmechel DE, Brightman MW Barker JL. Localization of neuron specific enolase in mouse spinal cord

neurons grown in tissue culture. Brain Res 1980; 181: 391-400.

Scmechel DE, Brightman MW, Marangos PJ. Neuron switch from non-neuronal enolase (NNE) to

neuronal enolase (NSE) during development. Brain Res 1980; 190: 195-214.

Selhub J, Jacques PF, Wilson PW, et al. Vitamin status and intake as primary determinants of

homocysteinemia in an elderly population. JAMA 1993,270:2693-8.

Selhub J, Jacques PF. Vitamin status and intake as primary determinants of homocysteinemia in a elderly

population. JAMA, 270:2693-2698,1993.

Sirotkin AV, Schaeffer HJ, Direct regulation of mammalian reproductive organs by serotonin and

melatonin. J Endocrinol, 1997; 154: 1.

Siu AW, Reiter RJ, To CH. The efficacy of vitamin E and melatonin as antioxidants against lipid

peroxidation in rat retinal homogenates. J Pineal Res, 1998; 24: 239.

Stabler SP, Lindenbaum J, Savage DG, Allen RH. (1993). Elevation of Serum Cystathionine Levels in

Patients with Cobalamin and Folat Deficiency. Blood. 81: 3403-3413.

Stabler SP, Marcell PD, Podell ER, Allen RH. (1987). Quantitation of Homocysteine, Total Cysteine
and Methionine in Normal Serum and Urine Using Capillary Gas Chromatographymass Spectrometry.

Anal Biochem. 162: 185-196.

52



127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

Stabler SP, Marcell PD, Podell ER, Allen RH. (1987). Quantitation of homocysteine, totalcysteine
and methionine in normal serum and urine using capilary gas chromatogrophymass spectrometry.

Anal Biochem 162:185-196

Stampfer MJ, Osbom JA, Jaraki M. (1993). Adverse Vasculer Effects of Homocysteine are Modulated

by Endothelium-derived Relaxing Factor and Related Oxides of Nitrogen. J Clin Invest. 91: 308-318.

Stehle JH, Foulkes NS, Molina CA. Adrenergic signals direct rhythmic expression of the transcriptional

repressor CREM in the pineal gland. Nature, 1993; 365: 314

Stern LL, Bagley PJ, Rosenberg IH, et al .Conversion of 5-formyltetrahydrofolicacid is unimpaired in
folate-adequate persons hmozyygous for the C677T mutation in the methlenetetrahdrofolate reductase

gene. J Nutr,62000;130:2238-2242.

Still RA, McDowell IF. ACP Broadsheet No 152: March 1998. Clinical implications of plasma hoomocysteine

measurement in cardiovascular disease. J.Clin Pathol 1998,51:183-8.

Sugden D. Adrenergic mechanisms regulating pineal melatonin synthesis. Advances in Pineal Res,

1991; 5: 33.

Tan DX , Chen LD, Poeggeler B, Manchester LC, Reiter RJ . (1993). Melatonin: A potent Endogenous

Hydroxyl radical scavenger. Endocr J. 1:57-60.

Tan DX, Reiter RJ, Chen LD, et al Both physiological and pharmacolojical levels of melatonin reduce DNA

adduct formation induced by the carsinogen safrole in vivo Carciogenesis, 1994;15:215

Todesco L. Angst C, Litynski P, et al; MTHFR polymorphism, plasma homocysteine and age. Eur J Clin

Invest 1999; 29(12):1003-9

Trapp BD, Marangos PJ, Webster H. Immunohistochemical localization and developmental profile of
neuron specific enolase (NSE) and nonneuronal enolase (NNE) in aggregating cell cultures of fetal rat

brain. Brain Res 1981; 220:121-130.

53



137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

Tsai JC, Peralla MA, Yarkizumi M. (1994). Promotion of vascular smooth muscle cell growth by

homocysteine a link to atherosclerosis. Proc Natl Acad Sci. USA.91: 6369-6373.

Turgut M, Ozkaya B. Pineal bdlge tiimorleri ve cerrahi yaklasim sekiller. Arsiv, 2000; 10: 100.

Ubbink JB, Becker PJ. Results of B- vitamin supplementation study used in a prediction model to define

a reference range for plasma homocysteine. Clin Chem, 41: 1033-37, 1995.

Ubbink JB, Vermaak WIJH, Von-der A, Becker PJ. (1993). Vitamin B;,, Vitamin B¢ and Folat

Nutritional Status in Men with Hyperhomocysteinemia. Am J Clin Nutr. 57: 47-53.

Ueland PM, Refsum H, Brattsrom L. (1992). Plasma homocysteine and cardiovascular disease. New

York, Marcel Deckher. 183-236.

Ueland PM, Refsum H, Stabler SP, Malinow MR, Andersson A, Allen RH (1993): Total homocysteine in

plasma or serum methods and clinical applications.Clin Chem 39 :1764-1779.

Ueland PM, Refsum H. (1989). Plasma Homocysteine a Risk Factor for Vascular Disease: Plasma

Levels in Health, Disease, and Drug Therapy. J Lab Clin Med. 114: 473-501.

Upchurc GR, Welch GN, Freedman JE. (1995). Homocysteine Attenuates Endothelial Glutathione

Peroxidase and Thereby Patients Peroxide Mediated Injury. Circulation. 92:1-28.

Vester B, Rasmussen K. (1991). High Performance Liquid Chromatography Method for Rapid and
Accurate Determination of Homocysteine in Plasma and Serum. Eur J Clin Chem Biochem. 29: 549-

554..

Vinores SA, Herman MM, Rubinstein LJ, Marangos PJ. Electron microscopic localization of neuron

specific enolase in rat and mouse brain. J Histochem Cytochem 1984; 32: 1295-1302.

Wicken DEL, Dudman NPB. (1992). Homocystinuria and Atherosclerosis (Review). Monogr Hum Genet.

14:311-324.

Wirz Justice A, Graw P, Krauchi K, et al. "Natural" light treatment of seasonal affective disorder. J

Affect Disord, 1996; 37: 109.

54



149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

Wouters MG, Moorrees MT, Van der Mooren MJ. (1995). Plasma homocysteine and menopausal

status. Eur J Clin Invest. 25: 801- 805.

Wouters MG, Moorrees MT, Van der Mooren MJ. Plasma homocysteine and menopausal status.

Eur J Clin Invest. 1995; 25:801-5

Yamamoto M, Hara h, Aadachi T. (2000). Effects of homocystene on the binding pf sxtracellular-

superoxide dismutase to the endothelial cell surface. FEBS Let.486: 159-162

Young SN, Gauthier S, Kiely ME, et al. Effect of oral melatonin administration on melatonin, 5-
hydroxyindoleacetic acid, indoleacetic acid, and cyclic nucleotides in human cerebrospinal fluid.

Neuroendocrinology, 1984; 39: 87.

Yu L, Schaad NC, Klin DC. Calcium potentiates cyclic AMP stimulation of pineal arylalkylamine N-acetyl

transferase, J Neurochem, 1993; 60: 1436.

Yuwiler A. Sympathetic innervation of the pineal gland: effect of thyroxine and cortisol. Melatonin

Rhytm System. Int. Symp., Bethesda, Md., 1981, pp. 42-61 (Basel, Karger; 1982).

Zeltzer PM, Marangos PJ, Sather H, Evans A, Siegel S, Wong KY, et al. Prognostic importance of serum

neuron specific enolase in local and widespread neuroblastoma. Adv Neuroblast Res 1985; 175: 319-329.

Placer AZ, Linda LC, Johnson B (1996). Estamination of Product of Lipid Peroxidation (Malondialdehit)

in Biochemical Systems. Anal Biochem 16:359-364.

Lawrence RA, Burk RF. (1976). Glutathione Peroxidase Activity in Selenium- deficient Rat Liver.

Bioch Bioph Res Commun. 71:4,952-958.

55



8. 0Z GECMIS
10.09.1962 yilinda Bingdl’de dogdum. ilk , orta ve lise egitimimi aym sehirde
tamamladim.1982 Yilinda F.U. Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinii kazandim.
1986 yilinda Biyolog olarak mezun oldum. 1987 yilinda Gaziantep Ili Devlet
hastanesinde Biyolog olarak goreve basladim.1990 yilinda Bingdl’ e tayin oldum.Halen
Bingdl Devlet Hastanesi Kan Bankasi1 Sevisinde sorumlu olarak ¢alismaktayim.2001 yili
bahar déneminde, Firat Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tip Fakiiltesi Fizyoloji

Anabilim Dali’nda ytiksek lisans egitimine bagladim.Evli ve {i¢ ¢ocuk babastyim.

56



