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OZET

Hiperhomosisteinemi giliniimiizde kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler
bozukluklarda en Onemli risk faktorlerinden biri olarak kabul edilmektedir.
Homosistein kaynakli ateroskleroz i¢in bircok mekanizma ortaya konulmustur.
Bununla birlikte asil molekiiler mekanizma heniiz bilinmemektedir. VCAM-1
immiinoglobulin gen siiperailesinin endotelial adezyon molekiilii olup arterlerin i¢
membraninda monosit kiimelenmesini tesvik ederek aterojenesize neden olan
proteindir. Pineal bezin baslica hormonu olan melatoninin vaskiiler sistem tizerinde
koruyucu etkisinin oldugu ve bunu da kismen adezyon molekiillerinin ekspresyonunu
inhibe ederek ve bunun sonucunda da notrofil yoluyla olusan hiicresel hasari
engelleyerek gosterdigi bilinmektedir.

Melatonin uygulanmasimin hiperhomosisteinemili ratlarin  aortlarinda
VCAM-1 adezyon molekiillerinin ekspresyonunu arastirmak amaciyla bu ¢aligmada
30 adet erkek Wistar albino rat ii¢ gruba ayrilarak gruplar; kontrol (K), homosistein
(hcy) ve homosistein + melatonin (hcy + mel) seklinde belirlendi. Uygulama 45 giin
siirdii. Serum homosistein diizeyleri; kontrol grubundaki ratlarda 3,07 + 0,09
pmol/L, metiyonin ile beslenen ratlarda 11,00 + 0,51 pmol/L, metiyonin ile beslenen
ratlarda melatonin uygulanmasiyla 4,01 + 0,24 pmol/L olarak bulundu. Kontrol ve
hcy + mel gruplarinin histopatoloji orneklerinde damar endotelinde hafif (+), hey
grubunun endotelinde ise siddetli (+++) VCAM-1 ekspresyonu gozlendi. Melatonin
uygulanmast kanda homosistein seviyelerini azaltarak VCAM-1 ekspresyonlarini
disiirdiigii gézlendi.

Sonu¢ olarak hiperhomosisteinemide artan VCAM-1 ekspresyonunun
monositlerin damar duvarma adezyonundan sorumlu olabilecegini ortaya
koymaktadir. Calisgmamizda homosisteinin aterojenik etki olusturabilecegi ve
VCAM-1 ekspresyonunun inflamatuar cevab1 artirmasi ile damar duvarma
l1okositlerin gelmesini ve aktive olmasii sagladigi ifade edilebilir. Bununla birlikte,
homosistein seviyelerinin azalmasina parelel olarak, melatonin aorta VCAM-1
ekspresyonunu oldukg¢a baskilamistir, bu da kemokin ile olusan mekanizmalari
iceren melatonin terapisinin antiinflamatuar etkilerini diistindiirmektedir; boyle
etkiler aterosklerotik hastalarda faydal olabilir.

Anahtar Kelimeler: Hiperhomosisteinemi, Ateroskleroz, VCAM-1, Melatonin
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ABSTRACT
EFFECT OF MELATONIN ON THE INCREASED EXPRESSION OF
AORTIC VCAM-1 IN THE EXPERIMENTAL
HYPERHOMOCYSTEINEMIA

Currently hyperhomocysteinemia is accepted as an important risk factor for
cardiovascular and cerebrovascular diseases. Several mechanisms were postulated
for homocystein dependent atherosclerosis. However exact moleculer mechanism is
not still known. VCAM-1 is endothelial adhesion molecule of immunoglobulin gene
super-family and it induces monocyte aggregation in the internal membranes of the
arteries. Melatonine is major hormone of the pineal gland and it has protective effect
on vascular system by partial inhibition of the expression of adhesion molecules and
resultant inhibition of neutrophyl mediated cell injury.

Thirty male Wistar albino rats were divided into 3 groups; control (C),
homocystein (hcy) homocystein+melatonine (hcy+mel) for the effect of melatonine
administration on VCAM-1 adhesion molecule expression in hyperhomocysteinemic
rats. Serum homocystein levels were 3,07+£0,09 pmol/L in control group, 11,0040,51
pmol/L in methionine feeded group and 4,01 + 0,24 pmol/L in concamittant
methionine feeded and melatonine supplied rats. Mild (+) VCAM-1 expression was
observed in control and hcy+mel groups rat endothelium where as severe (+++)
expression was observed in hcy group. Melatonine administration was decreased the
VCAM-1 expression by lowering the blood homocystein levels.

In conclusion it was thought that increased VCAM-1 expression in
hyperhomocysteinemia might be responsible for adhesion of monocytes to
endothelial wall. We can say that homocysteine may cause atherogenesis and
VCAM-1 expression causes leukocyte migration and activation by increasing the
inflammatory response according to our findings. Beside this, melatonine was
significantly deppressed the aortic VCAM-1 expression parallel to decrease in blood
homocysteine levels. We think that these are due to anti-inflammatory effects of
melatonine including chemocine induced mechanisms and these effects may be
useful in atherosclerotic patients.

Key words: hyperhomocysteinemia, atherosclerosis, VCAM-1, melatonine
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1.GiRiS

1.1. Ateroskleroz

Ateroskleroz, arter intimasinda plazmadan kaynaklanan aterojenik lipoprotein
birikmesine kars1 gelisen karmasik bir inflamatuvar- fibroproliferatif yanittir.
Fiziksel ya da kimyasal ¢esitli faktorler tarafindan endotel tabakada meydana
getirilen hasar hastalik sitirecinin ilk evresini olusturur. Lipit metabolizmasmin
bozulmasi, lipitce zengin makrofajlarin ve lenfositlerin arter intimasinda birikmesi
sonucu yagl ¢izgi olarak adlandirilan lezyon olusur. Yagl ¢izgi olusumunu takiben,
lipit birikiminin artmasi, diiz kas hiicre gociiniin ve ¢gogalmasinin devam etmesi ile
buna eslik eden hiicreler aras1 matriks elemanlarinin sentezinin artmasi sonucu daha
kompleks ve damar liimenini daraltan bir lezyon olan fibroz plak gelisir (1).

1.1.1. Arter Duvarinin Anatomik Yapisi

Arter duvar1 ii¢ tabakadan olusur: Tunika intima, tunika media, tunika
adventisya (2, 3).

Tunika Intima: Arter duvarmm en i¢ tabakasi olan tunika intima, arter
limenini déseyen tek kath yassi endotel hiicreleri ve bunun altinda bulunan gevsek
konnektif dokudan olusmaktadir. Tunika intima iki tabakadan olusur. Liimenin
altinda bulunan i¢ tabaka proteoglikan tabaka olarak adlandirilir ince bir ag yapisinda
fibroz olmayan bir proteoglikan zemin maddesinden olusur. Bu tabakada elastik lifler
nadir olarak bulunur. Tunika media tabakasindan internal elastik lamina ad1 verilen
yogun bir elastik membran ile ayrilir. Elastinden olusan internal elastik lamina
subendotel tabakanimn altinda bulunur ve hiicreleri beslemek iizere arter duvarinin i¢
kisimlarina maddelerin diflizyonuna olanak saglayan delikli bir yapidadir.

Tunika Media: Internal elastik laminadan eksternal elastik laminaya kadar
uzanan tabakadir. Tunika mediayr olusturan ortak merkezli hiicre tabakalari
cogunlukla helikal olarak diizenlenmis diiz kas hiicrelerini icerir. Diiz kas tabakalar1
arasinda elastik lifler, kollajen ve proteoglikanlar bulunur. Diiz kas hiicreleri
birbirlerine ‘Gap junction’larla baglidir ve etrafini kollajen lifler ¢evirir.

Tunika Adventisya: Arterin en dig tabakasi olan tunika adventisya,
cogunlukla fibroblastlari, tip I kollajen liflerini ve uzunluguna yonlenmis elastik
lifleri iceren gevsek bir bag dokusundan olusmustur. Damar duvarinin dig yiiziini

besleyen kii¢iik kan damarlar1 (vaso vasarum) ve sinir uglar1 bu tabakada bulunur.
1



1.1.2. Aterosklerotik Lezyonlar

Amerikan Kalp Birligi Damar Lezyonlar1 Komitesi, lezyonun ilerleme siirecini
sekiz degisik sathaya ayiran yeni bir smiflama 6ne siirmiistiir (3).
Amerikan kalp dernegine gore plak gelisimi ve evreleri:

Tip I lezyon: En erken lezyondur ve minér lipid birikimleri ve seyrek makrofaj
kopiik hiicreleri ile karakterizedir. Dogumdan hemen sonra bebeklerin % 45’inde tip
I lezyon vardir. Bu lezyonlar ¢cocuklugun ilk yillarinda azalir ama 10 yas civarinda

tekrar artar (3).

Tip II lezyon: Makrofaj kopiik hiicreleri daha fazla sayidadir ve klasik olarak
yaglh cizgilenmeler seklinde organize olmuslardir. Tip II lezyonlarda az miktarda T

hiicreleri, mast hiicreleri ve lipidle dolu diiz kas hiicreleri de vardir (3).

Tip III lezyon: Klasik patoloji tarafindan, aterosklerotik plak veya aterom
olarak tanimlanan ilk sathayi1 yansitir. Tip II lezyona gore en 6nemli ayurt edici

ozelligi, kiiciik extraselliiler lipid depozitlerinin varligidir (3).

Tip IV lezyon: Ekstraselliiler lipid miktar1 artmistir ve hiicreden yoksun bir
kolesterol depozit havuzu olusmustur. Lipid c¢ekirdegi, enflamatuar hiicreler
tarafindan ¢evrelenmis ve ince bir diiz kas hiicre tabakasi ile bag dokusu tarafindan
kaplanmistir. Bu sathada orijinal limen hacmini korumak i¢in, arterde yeniden
yapilanma olusur. Damarin dis kontiirti oval sekil alir ve sonug olarak bu lezyonlarin
anjiografi ile goriintiilenmeleri zordur. Bu lezyonlarin hizla semptom olusturan

yirtilmalara yol agan potansiyelleri vardir (3).

Tip V lezyon: Tip IV lezyonlara gore daha fazla fibroz doku icermelerine

ragmen yirtilmalarin ¢ogu halen bu lezyon tipinde ger¢eklesir. Kapsiil olusmistur (3).

Tip VI lezyon: Trombotik depozitler veya kanama iceren plaklardir. Tip VI
lezyonlarin gelismesinin temel nedeni plak yirtilmasidir ve subendotelyal fibroz

dokuda fissiirler, erozyonlar ve iilserasyonlar sik olarak gozlenir (3).

Tip VII ve tip VIII lezyonlar: Lipid icermeyen veya az miktarda lipid iceren
kalsiyum depozit kitleleri iceren (tip VII lezyonlar) veya 6n planda kollagenden
olusan (tip VIII lezyonlar) ilerlemis lezyonlardir. Bu lezyonlarin hastaligin son
safhasini yansittigina inanilmaktadir. Tip VII lezyonlar, tip V ve tip VI lezyonlara

gore daha stabildir (3).



1.1.3. Aterosklerozda Risk Faktorleri

Arterioskleroz, arter duvarlarinin esnekligini kaybetmek iizere sertlesip
kalinlagmasi ve liimeninin daralmasi ile karakterize olan damarsal hastaliklarin genel
terimidir. Arteriosklerozun en 6nemli morfolojik formu olan ateroskleroz, arterin
intima tabakasinda yaygin yag plaklarinin olugmasi ile belirgin damar sertlesmesidir
ve baslica hedefi aorta, koroner ve serebral arterlerdir (4). Ateroskleroz, koroner kalp
hastaliginin baslica nedenidir ve gelismis iilkelerde en basta gelen 6liim nedenleri
arasimdadir (5).

Ateroskleroz, farkli risk faktorlerinin etkili oldugu multifaktoriyel bir
hastaliktir. Aterosklerozun gelisimine istirak eden bazi risk faktorleri sabittir ve
onlenemez. Bu yapisal risk faktorleri arasinda, yas, cinsiyet ve ailesel yatkinlik
bulunur (4). Erken aterosklerotik lezyonlar genellikle on yasindan dnce baslasa da
aterosklerozun insan yasami {izerindeki etkisi daha ge¢ yaslarda otaya c¢ikar.
Atrosklerozun prevalansi yas ile birlikte artar. Her ne kadar bu faktorle ile ilgili ¢ok
az bilgi mevcut olsa da, artan riskin diger risk faktorlerine maruz kalma siiresinin
uzamasi ile baglantili oldugu diisiiniilmektedir. Cinsiyet, aterosklerozda 6nemli bir
rol oynar. Erkekler, kadinlara oranla ateroskleroza daha yatkindir. Kardiyovaskiiler
hastalik insidansinin 60 yasmin altindaki erkeklerde, kadmnlara oranla iki kat yiiksek
oldugu gosterilmistir. Bu, disi hormonlarinin koruyucu bir etkisi olmasiyla
aciklanabilir. Kadinlarda menopozdan sonra bu etki azaldiginda, risk her iki cins
arasinda esitlenir (6). Ailesel yatkinlik ise farkl sekillerde olabilir. Baz1 durumlarda
hipertansiyon, diyabet gibi farkli risk faktorlerinin ailesel bir birlesmesi s6z konusu
olabilir. Bunun yaninda, lipoprotein metabolizmasmin herhangi bir diizeyinde
bulunan bir bozukluk da aterosklerozda ailesel bir yatkinlik olusturabilir (7).

Hiperlipidemi, hipertansiyon, sigara icimi ve diyabet gibi kazanilmis risk
faktorleri kismen de olsa dnlenebilir faktorlerdir (4). Hiperlipidemi, ateroskleroz i¢in
genel olarak tanimlanan en 6nemli risk faktoriidiir. Ateroskleroz patogenezinde en
onemli etken yliksek kolesterol diizeyidir, bunun yaninda, hiperkolesterolemi kadar
etkili olmasa da hipertrigliseridemi de rol oynar (6). Yiksek LDL-kolesterol
diizeyinin ateroskleroza egilimi arttirdigi, bunun yanmda yiiksek HDL-kolesterol
diizeyinin de koruyucu bir rolii olduguna dair bulgular mevcuttur (8). Stres, obesite,
sedenter yasam bicimi, hiperiirisemi, oral kontraseptif kullanimi, yiiksek

karbonhidrat alim1 da diger 6nemli risk faktorleri olarak kabul edilir (9).
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Son yillarda, geleneksel risk faktorleri disinda, aterosklerozun gelisimine
katkida bulunabilecegi diisiiniilen diger faktorlere dair bulgular elde edilmistir. Bu
yeni risk faktorleri (bagimsiz risk faktorleri) arasinda yiiksek plazma homosistein
diizeyinin aterosklerotik vaskiiler hastaliklar icin bagimsiz bir risk faktorii oldugu
kabul edilmistir (10). In vivo ve in vitro ortamda yapilan ¢alismalardan elde edilen
veriler, yliksek homosistein diizeylerinin neden oldugu muhtemel vaskiiler hasar
mekanizmalarini 6nermektedir; endotel hiicre hasari, vaskiiler diiz kas hiicreleri
iizerine mitojenik etkileri, faktdr V’in aktivasyonu, protein C’nin inhibisyonu, doku
tipt plazminojen aktivatoriiniin (tPA) aktivasyonu, artmis platelet agregasyonu
onerilen mekanizmalar arasindadir (11). Hasarlanmis fibinolizis, artmis platelet
reaktivitesi, hiperkoagiibilite, lipoprotein (a), inflamatuar-enfeksiyoz belirleyiciler,
aterosklerozun patogezinde rol oynayan yeni risk faktorleri olarak tanimlanmistir

(10, 12). Ateroskleroza neden olabilecek risk faktorleri tablo-1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Ateroskleroz risk faktorleri

Geleneksel Faktorler Yeni Risk Faktorleri
Sabit Faktorler Modifiye Edilebilen

Yas Sigara C-Reaktif Protein
Aile Hikayesi Hipertansiyon Homosistein
Etnik koken Hiperlipidemi Lipoprotein-a
Cinsiyet Diyabet, insulin rezistans1 ~ Fibrinojen

Obesite Fibrin

Sedanter yasam D-Dimer

1.1.4. Aterosklerozun Patogenezi

Aterosklerozun patogenezini agiklamaya yonelik bircok calisma yapilmis ve
cesitli teoriler One siirlilmiistiir. Bugiin en fazla kabul goren teoriler arasinda; diisiik
dansiteli lipoproteinlerin oksidatif modifikasyon teorisi, hemodinamik bozukluklar
teorisi ve ‘hasara cevap’ hipotezi bulunur.

Ik olarak 1913’te Anitschow tarafindan aterosklerozun damar duvarinda lipid
birikmesi ile olustugu gosterildi (13). Bu teori, lipidleri yiiksek olanlardaki
aterosklerozu izah edebilmekle beraber yeterli olmadigir i¢in 1956°da Virchow
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tarafindan hasara yanit hipotezi ileri siiriildii. Aterosklerozla ilgili dejeneratif
degisikliklerin hasara kars1 arteryel intimanin iyilesme seklindeki yanit1 sonucunda
olustuguna inanild1 (13).

Russel Ross ve John Glomset (13). 1973’te hasara yanit hipotezini yeniden
diizenleyerek endotel yaralanmasi veya hasarina karsi, asir1 damar diiz kas1 hiicresi
proliferasyonu sonucunda, aterom plagin olusumunu gdosterdiler. Son c¢alismalar,
Ross’un hipotezinin devami olarak, endotelyal disfonksiyonun ateroskleroz
temelinde rol oynadigini ve inflamasyonun, aterosklerozun her basamaginda en géze
carpan Ozellik oldugunu gostermistir. Bu siirecin merkez roliinii alan hiicreler;
endotel, inflamatuar ve diiz kas hiicreleridir (14-16). Aterosklerozla ilgili olarak
yapilan calismalarda ve ¢ok degiskenli analizlerde risk faktorii olarak belirlenen yas,
cinsiyet, aile 6ykiisii, sigara, hipertansiyon, hiperlipidemi, DM ve metabolik sendrom
major risk faktorleri seklinde adlandirilir ve tiim hasta gruplarindaki risk artigmin
%90’ mdan sorumludur (16-18).

Ateroskleroz, arter intimasinda plazmadan kaynaklanan aterojenik lipoprotein
birikmesine kars1 gelisen karmasik bir inflamatuvar- fibroproliferatif yanittir.
Aortadan epikardiyal koroner arterlere dek degisen biiyiikliikte sistemik arterleri
etkileyebilir. Ileri evrelerde gesitli lezyonlar birarada gériilebilirse de intimal plaklar
karakteristik lezyondur. Plaklar daha ¢ok liimen yiizeyi ile diisilk dansiteli
lipoprotein (LDL) gibi kandaki partikiiller arasinda etkilesim siiresinin artmis oldugu
dallanma bdlgelerine yakin kisimda yerlesir. Bu durum, lipoproteinlerin
transendotelyal difiizyonunda artis ve hiperlipidemi varliginda subendotelyal
matrikste lipid birikiminde artis ile iliskilidir. Homosisteinin yiiksek diizeyleri de
endotel tabakasinda hasara yol acarak vaskiiler permeabiliteyi artirir (15).

1. 1. 4. 1. Endotel Disfonksiyonu

Endotel disfonksiyonu, aterosklerozun patogenezindeki ilk temel basamagi
olusturur. Endotel kan ve diger dokular arasinda aktif bir biyolojik arabirimdir. Arter
ve venleri kaplayan tek tabakali endotel dokusu kan ile potansiyel olarak trombojenik
subendotelyal dokular arasinda tromborezistan bir tabaka olusturur. Endotel ayni
zamanda vaskiiler tonusu ayarlar, dolagim sistemi boyunca hemostaz ve
inflamasyonu diizenler. Humoral, néral ve mekanik uyarilara vazoaktif olarak cevap

verebilen ve aterojenezi engelleyen karmasik bir yapiya sahiptir (14, 16). Vaskiiler
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endotelin, kendisine yoOnelik bazi tehditlere karsi gosterdigi inflamatuar ve
fibroproliferatif cevap ateroskleroz gelisiminde oOnemlidir. Normal kosullarda
endotel, damar1 nispeten dilate bir durumda tutmak icin ¢alisir. Bununla birlikte,
endotel, shear stres gibi bircok fiziksel uyariya cevap verme kapasitesine sahiptir.
Damarlar shear strese cevap olarak genisler (akim bagimli dilatasyon). Bu endotel
bagimli cevap endotelden salgilanan nitrik oksit ile diizenlenir. Aterogenezin temel
basamagi olan endotel disfonksiyonu nitrik oksit tiretimi veya sunumundaki azalma
ile birlikte vazokonstriktor faktorler ile aradaki dengenin bozulmasi ile baslar. Nitrik
oksit, vaskiiler hasarlanma, inflamasyon ve tromboza kars1 da koruyucu etki gosterir.
Endotele 16kosit adezyonunu engeller, diiz kas hiicre proliferasyonu ve trombosit
agregasyonunu Onler (16) Endotel disfonksiyonu, okside olmus diisilk dansiteli
lipoproteinin (LDL) olusturdugu yiiksek oksidatif stres ile baslar. Artmis serbest
oksijen radikalleri de nitrik oksit molekiillerine baglanarak inaktivasyonuna yol agar.
Yine bir vazokonstriktor olan Anjiotensin II, NO etkisine zit etkiler gosterir. Reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu arttirir, proinflamatuar sitokin diizeylerinde artisa yol
acar (19, 20) CRP’ nin de NO aktivitesini azaltip endotel disfonksiyonuna yol
actigina dair yaymlar mevcuttur (21)

Sonug olarak, risk faktorleri sonucunda endotel disfonksiyonun baglamasi ile
damar duvarinda monositler endotele tutunmaya baslar, inflamasyon tetiklenir ve
aterosklerotik lezyon gelisimi baslar (14-16)

1. 1. 4. 2. inflamasyon

Plazmada LDL diizeyleri yiikseldigi zaman ¢ok miktarda LDL endotelden
gecerek intimaya girer. Bu bdlgede mikrodamarlar yetersiz oldugu i¢in LDL’nin
intimadan temizlenmesi sinirhdir. LDL, intimada agregasyon, oksidasyon ve LDL
partikiillerinin parcalanmasini igeren bir seri degisime ugrar. Bu olasilikla doku
makrofajlarinca salinan oksijen radikallerinin LDL’e saldirisiyla gergeklesir (22, 23)
Aterojenik ve proinflamatuar uyar1 ile aktive olan endotel, adezyon molekiillerinin
ekspresyonunu arttirr (ICAM-1, VCAM-1, e-selektin, p-selektin), monositlerin ve
T-lenfositlerin bdlgeye gocii baslar. Proinflamatuar sitokinler olan C reaktif protein
(CRP), IL-1, okside LDL, tiimdr nekroz faktor-alfa (TNF-alfa) ve CD40 ligand

etkilesimi, adezyon molekiillerini aktive eder.



Kan kaynakli hiicrelerin endotele adezyonu tek basma yeterli degildir,
transendotelyal goc de gereklidir. Bunun i¢in, bir veya daha fazla kemoatraktana
ihtiya¢ vardir. Deneysel c¢alismalara goére en Onemli aterojenik kemoatraktanlar
okside LDL ve makrofaj kemotaktik protein-1 (MCP-1)" dir. Endotel hiicreleri
tarafindan salman adezyon molekiilleri, gii¢lii kemokinler okside LDL ve MCP-1
monosit ve T hiicrelerini giiglii bir sekilde ¢ekerler ve endotele yapigmasini saglarlar

(19, 22, 23)
1.2. Homosistein

Homosistein (Hcy;HSCH,CH,CH(NH,)CO;H,2-amino-4-merkaptobutirik
asit), beslenme ile alman metiyonin aminoasidinin metabolizmasi esnasinda bir ara
iirlin olarak olusan, proteinlerin yapisina katilmayan, siilfiir igeren bir aminoasittir
(24-26). 1k kez 1932 yilinda Du Vigneaud tarafindan insulin ile ilgili ¢calismalar
yapilirken elde edilmistir (27, 28).

Metiyoninin demetilasyonu ile olusmus bir tiol olan homosisteinin yapis1 Sekil

1’de gosterilmistir.

coo” coo”
| |
+
H— C— NHj H— C— NH}
| |
CH; CH;
| |
CH; Citz
|
35— CH, | SH
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 iirlinlerinin olusumunda, hiicre
ici folat metabolizmas1 ve kolin katabolizmasi i¢in gerekli olan homosisteinin
saglanmas1 gibi biyolojik siireglerde rol oynar ve memelilerin normal biiyiime ve
gelisimi i¢in esansiyel bir aminoasittir (29).

Homosisteinin  klinik 6nemi, 1962 yilinda sistatiyonin-B-sentaz  (CBS)
eksikligine bagl olarak olusan homosistiniiri hastaligi dolayisiyla ortaya ¢ikmistir.
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Bu hastalikta trombotik olaylar, prematiir ateroskleroz ve mental gerilik goriiliir (30,
31). Homosistiniirideki bu bulgular ile homosistein diizeyi arasinda pozitif bir
korelasyon saptanmustir (31). Benzer sekilde tromboembolik olaylarin kobalamin
eksikligi ve metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzim eksikligi gibi
hiperhomosisteinemi olusturan bozukluklarda da gozlenmesi, homosistein-vaskiiler
hastalik baglantis1 lizerindeki diisiinceleri pekistirmistir (32).

Homosistein; serebrovaskiiler, periferik vaskiiler, koroner kalp hastaligi ve
tromboz i¢in bagimsiz bir risk faktorii olup (33-35); aterosklerotik damar hastaliklar1
ile hiperhomosisteinemi arasindaki iliski yas, hipertansiyon, dislipidemi, sigara ve
sismanlik gibi diger risk faktorlerinden bagimsizdir (36).

Yapilan caligmalarda, homosisteinin tromboz, merkezi sinir sistemi (MSS)
gelisim bozukluklar1 ve ndrodejeneratif hastaliklar, depresyon ve sizofreni gibi
psikiyatrik bozukluklar ve bazi kanserlerle iliskili olabilecegi gosterilmistir (33).

1.2.1 Homosistein Metabolizmasi

Homosistein, metiyonin metabolizmasmin ayrilmaz bir bilesenidir. Metiyonin
transmetilasyon yolu ile homosisteine doniisiir. Bir kez homosistein olustuktan sonra
ya remetilasyon yolu ile tekrar metiyonine doniislir yada transsiilfiirasyon yolu ile
sistatyonin ve sisteine metabolize edilir (37).

Stabil izotopla isaretleme metodunun metiyonin  metabolizmasina
uygulanmasiyla transmetilasyon, remetilasyon ve transsiilflirasyon yolaklarmin
insandaki dagilimi gosterilebilmistir (38). Geng eriskinlerde 1-1.5 gr./kg/giin protein
alindiginda olusan homosisteinin yaklasik % 43 remetile olurken, % 57’si
transsiilfiirasyon yoluyla metabolize edildigi gosterilmistir (39).

1.2.1.1. Transmetilasyon

Metiyonin metabolizmasi, metiyonin adenozil transferaz (MAT) enzimi
araciligr ile kiikiirt atomuna ATP’den bir adenozil grubunun transferi sonucu S-
adenozil-L-metiyonin (SAM) olugmasi ile baglar. SAM metil grubunu kolaylikla bir
alictya 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 triindiir (33,34). Olusumu icin ATP

gereklidir ve bu reaksiyonda ATP’nin ii¢ fosforu da kullanildigindan yiiksek enerjili
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bir bilesiktir (40). 1953’de Catoni (41) tarafindan kesfedilen SAM ¢ok 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 (40). Ayrica biotin ve lipoik asit sentezinde siilfiir
kaynagidir (42).

Memelilerde SAM’m biiyilk ¢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 (40). SAM bu metil grubunu bir¢ok
alictya verebilir (aminoasit, DNA, RNA, fosfatidil serin, kreatinin metaller...);
memelilerde en az 60 ¢esit metil transferaz reaksiyonlar1 tanimlanmistir (43-45).

1.2.1.2. 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, 5-metiltetrahidrofolati metil vericisi ve vitamin
Bi2’nin bir formu olan metilkobalamini ise kofaktér olarak kullanan metiyonin
sentaz (MS) tarafindan katalizlenmektedir. 5-metiltetrahidrofolatin  olusumu;
tetrahidrofolattan (THF) elde edilen 5,10-metilentetrahidrofolatin rediiksiyonunu
katalizleyen 5,10-metilentetrahidrofolat rediiktaza (MTHFR) bagimlidwr. MTHFR
enzimi ise kofaktor olarak vitamin B;’yi (riboflavin) kullanmaktadir. Bu
remetilasyon yolunda folat hem koenzim hem de kofaktor olarak kullanilmakta ve bu
olay dongii seklinde devam etmektedir (28, 46, 47). Betaini metil vericisi olarak
kullanan ikinci bir homosistein metilaz sistemi memelilerin karacigeri ve primatlarin
bobreklerinde tespit edilmistir (48).

Bu yolu katalize eden BHMT, metil vericisi olarak kolinin oksidasyon tiriinii
olan betaini kullanarak N,N-dimetilglisin ve metiyonin olusturmaktadir. Folat
ve/veya kobalamin eksikliginde bu yol SAM sentezi i¢in gerekli metiyoninin doku

konsantrasyonunu siirdiirmektedir (47).



1.2.1.3. Transsiilfiirasyon

Transsiilflirasyon homosistein katabolizmasi i¢in 6nemli bir yoldur ve
karacigerdeki glutatyonun (GSH) da major kaynagidir (49). Homosisteini metiyonin
siklusundan alip geridoniisiimsiiz olarak 6nce sistatyonine daha sonra sirasiyla sistein
ve glutatyona doniistiiren yolaga transiilfiirasyon denir. Bu reaksiyonlar sirasinda o-
ketobiitirat, NH,", taurin, piruvat, siilfat+ CO, de olusur (33).

Transsiilfirasyonun ilk basamaginda homosistein ve serin amino asidi,
Sistatiyonin-fB-sentaz  (CBS) enzimi tarafindan katalize edilerek sistatiyonini
olusturmaktadir. Sistatiyonin daha sonra y-sistatiyonaz enzimi ile a-ketobiitirat, NH,"
ve sisteine metabolize edilir. Olusan sistein, glutatyonun yapisma girmekte ya da
siilfata dontiserek glikozaminoglikanlarin yapisina katilmaktadir. Diger yandan,
homosistein ile  birleserek  sistein-homosistein  disiilfid  bilesiklerini  de
olusturabilmektedir (50).

Sistatiyonin-f-sentaz (CBS) bir heme proteinidir. Transsiilfiirasyonda rol alan
her iki enzim de vitamin B¢’ nin aktif formu olan pridoksal-5-fosfati kofaktor olarak
kullanmaktadir (32, 46, 47).

Transsiilfiirasyon yolu memeli dokularinda yaygin olarak bulunmaz; karaciger,
bobrek, barsak ve pankreasta bulunur (40). Homosistein metabolizmasi Sekil 2°de
gosterilmistir.

1.2.2. Homosistein Metabolizmasinin Regiilasyonu

Homosistein metabolizmasi esas olarak enzimlerin ekspresyonunda degisiklik
ve SAM’in olusturdugu allosterik enzim regiilasyonu ile olur (40). S-adenozil-L-
metiyonin (SAM), CBS enziminin allosterik aktivatorii ve MTHFR enziminin
allosterik inhibitoriidiir (51). Bu yiizden artmug SAM transsiilfiirasyonu arttirir ve
remetilasyonu inhibe eder. Dolayisiyla dokulardaki SAM (bazi dokularda SAH)
konsantrasyonlar1 homosisteinin remetilasyon veya transsiilfiirasyon yOniinde
ilerleyecegini belirler (32, 52, 53). Metiyonin adenozil transferaz (MAT) enziminin
regiilasyonunda endokrin ve nutrisyonel faktdrlerin de rolii bildirilmistir (54).

Transsiilfiirasyon yolu prooksidan-antioksidan dengesine duyarlidir. Peroksitler
transsiilfiirasyonu arttirir, antioksidanlar azaltir (55). Bir heme proteini olan CBS
enzimi okside durumda aktiftir (56, 57). Tersine MS oksidasyonla inaktif hale gelir

ve reaktivasyon i¢in metilasyon ile rediikte edilmesi gerekmektedir (58). Boylece
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oksidatif stres transsiilfiirasyonu arttirabilir; bu da sistein ve glutatyon sentezi ile
sonuglanir (32). Glutatyon sentezi icin gerekli olan sisteinin en az yarisi
transsiilflirasyondan elde edilir (59).
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Sekil 2. Homosistein Metabolizmasi

Izotop calismalarindan elde edilen verilere gore ortamda sistein varsa
homosistein transsiilfiirasyon yolagina degil, transmetilasyon yolagina girer;
dolayisiyla sistein, metiyonin-homosistein metabolizmasinda diizenleyici etkiye
sahiptir (38)).

Uzun siire yiiksek metiyonin alimi remetilasyon yolunda inhibisyona neden
olur ve transsiilflirasyonda satiirasyona yol acabilir. Bu durumda homosistein
hiicrelerden disar1 atilarak plazma homosistein diizeylerinin yiikselmesine yol
acmaktadir (60).
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1.2.3. Plazmadaki Homosistein Formlan

Plazmadaki homosistein ya plazma proteinlerine bagh olarak ya da serbest
halde bulunmaktadir (61).

Insan plazmasi hem indirgenmis hemde yiikseltgenmis homosistein formlarini
icerir. Plazma homosisteinin sadece %1 kadar1 indirgenmis formda bulunmaktadir.
Homosistein  oksidasyonu disiilfit bagi araciligiyla meydana gelir (62).
Yiikseltgenmis homosisteinin % 80- 90 kadar1 baslica albumin olmak tizere 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 baglh
olan kismi hemde serbest olan kismi yansitmaktadir (61). Plazma homosistein

formlar1 tablo 2°de gosterilmistir (62).

Tablo 2. Plazmadaki homosistein formlari (62).

Rediikte (indirgenmis) Form

Homosistein MNHz"
' %1
TOOCCHCHCHy—-5H
Okside (Yiikseltgenmis) Form
Homosistin Il\le+
"00CCHCH2CHz-S
%35-10
"O0CCHCH;CH;-S
NHz"
Karisik disiilfidler:
Proteine-bagli homosistein I‘I~1Hz+
TO0OCCHCH2CHz -5
| %80-90
!
Sistein-homosistein disiilfid II\H-Iz+
"O0CCHCH2CHz-3
“00CCHCH;-S %5-10

+

MH=
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1.2.4. Hiperhomosisteinemi

Homosistein plazma seviyesinin 6l¢iimii ilk kez 1962 yilinda bir tani araci
olarak homosistiniirili hastalar arastirilirken kullanilmaya baslanmistir (63, 64).

Insanda plazma total homosistein diizeylerinin 15 umol/L’ nin iizerinde
olmas1 hiperhomosisteinemi (HHcy) olarak kabul edilmektedir. Total plazma
homosistein diizeyine gore hafif, orta ve agwr hiperhomosisteinemi olarak
degerlendirilmektedir (62).

Konjenital homosistiniiride plazma homosistein seviyesi 100 upumol/L
civarindadir (65). Saglikli erigkinlerde 5-15 pmol/L olarak oSl¢iilmiisse de, bunu
normal olarak degerlendirirken dikkatli olunmalidir; zira 10 umol/L diizeyinden
sonra homosistein ile iligkili saglik riskleri artmaktadir. Uygun beslenme ve tedavi
ile homosisteininl0 pmol/L diizeyinde tutulmasi miimkiindiir (62, 66). Plazma total

homosistein diizeyleri tablo 3’de gosterilmistir (62).

Tablo 3. Plazma total homosistein diizeyleri (62)

Normal aralik 5-15 pmol/L
Hiperhomosisteinemi

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

1.2.5. Hiperhomosisteinemi Nedenleri
Plazma homosistein diizeyi demografik, genetik, yasam stili ve saglk
durumundan etkilenir. Ayrica bir¢ok ilag homosistein diizeyini degistirebilir (62).
Plazma homosistein diizeylerini etkileyen faktorler tablo 4’de gosterilmistir.
1.2.6. Hiperhomosisteinemi Tedavisi
Hiperhomosisteinemi tedavisinde beslenme aliskanliklariin diizeltilmesi ve

homosistein metabolizmasinda gorevli vitaminlerin yeterli diizeyde alinmasi
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onemlidir. Folat, gerektiginde vitamin B;, ve pridoksal fosfat uygulamasiyla hemen

her hastada hiperhomosisteinemi seviyesi diisiiriilebilmektedir.

Tablo 4. Plazma homosistein diizeylerini etkileyen faktorler

Demografik
Yas
Cinsiyet
Etnik koken
Genetik
CBS eksikligi yada defekti
MTHEFR eksikligi yada defekti
MS eksikligi yada defekti
Edinsel
B vitamin eksikligi (folat, vit. By, ve Bg)

Saglik durumu

Renal fonksiyon bozuklugu
- Son donem bobrek hastaligi
- Hipertansiyon, hiperlipidemi
- Cesitli kanserler
- Kalp ve diger organ transplantasyonlar1
- Kronik karaciger hastaliklar
- Hipotroidizm
[laglar
Yasam bicimi
Beslenme aliskanligi
Sigara igimi
Alkol ( MS aktivitesini bozar)
Kahve ( giinde 5 fincandan fazla)

Egzersiz azlig1
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1.2.7. Hiperhomosisteineminin Patojenik Mekanizmalar

Cesitli patofizyolojik mekanizmalar yiiksek plazma homosistein diizeyleri ile
ateroskleroz ve tromboz riskinin artmas1 arasindaki iliskiyi agiklamaya caligmaktadir.
Homosisteinin ateroskleroz ve trombozu hangi mekanizmalar ile meydana getirdigi
kesin olarak bilinmemektedir (43). Endotel hiicre hasari, endotelyal fonksiyon
bozuklugu, vaskiiler diiz kas hiicre cogalmasi, platelet adezyonunun artmasi, LDL
oksidasyonunun artmasi ve arteriyal duvarda birikmesi ve koagiilasyon kaskadinin
aktivasyonu, yiikselen homosistein diizeylerinin aterotrombojenitesini
aciklayabilmek icin tanimlanan muhtemel mekanizmalardir. In vivo ve in vitro
ortamda yapilan ¢esitli caligmalarda, yiiksek homosistein diizeyinin endotel hiicrelere
zarar verdigi, platelet adezyonuna, aktivasyonuna uygun duruma getirdigi ve sonugta
tromboz olusumuna neden oldugu gosterilmistir (82). Homosistein ile indiiklenen
endotelyal hasarin subendoteliyal matriksi agiga ¢ikardigini ve bunun da platelet
akiimiilasyonuna neden oldugu gosterilmistir (12). Homosisteinin kdpek
maymunlarina (baboon) inflizyonu sonucunda ateroma olustugu, insan aterosklerotik
lezyonlarinda bulunan degisikliklere benzer intimal hiicresel proliferasyon meydana
geldigi bildirilmistir (21). Primatlarda diyet ile indiiklenen hiperhomosistineminin in
vivo’da hasarli vazomotor regililasyona ve ex vivo ’da hasarli endoteliyal
antitrombotik fonksiyona neden oldugu da gosterilmistir (37).

Hiperhomosisteinemi sonucu meydana gelen endotel disfonksiyonunun
molekiiler mekanizmasi kesin olarak aciklanamamasina karsi, homosisteinin gesitli
diizeylerde endotelyal hasara  neden oldugu bilinmektedir  (38).
Hiperhomosisteineminin endotelyal disfonksiyonunu oksidatif hasar1 arttirarak
meydana getirdigi diistiniilmektedir (38). Homosistein plazmaya eklendigi zaman
hemen okside olarak, homosistin, homosistin-karigik disiilfitler ve homosistein
tiolakton olusur. Sulfidril grubunun oksidasyonu sirasinda superoksit radikali (O;")
ve hidrojen peroksit (H,O;) olusur. Bu molekiillerin homosistein tarafindan meydana
getirilen endotelyal sitotoksiteden sorumlu olduklarina inanilmaktadir. Homosistein
oksidasyonu sirasinda olusan O,~ ve hidroksil radikali (OH) lipit peroksidasyonunu
baglatir, bu etki endotel hiicre yiizeyinde oldugu kadar plazmada lipoprotein
partikiillerinin i¢inde de meydana gelir. In vitro ortamda, homosistein ile indiiklenen

endotel hiicre hasarmin biiylik oranda H,O; olusumuna bagli olarak meydana geldigi
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diistiniilmiis, H>O,’in matriks ve diiz kas hiicrelerini agiga ¢ikardigini ve bunun da
platelet ve 1okosit aktivasyonunu arttirdigi bildirilmistir (38). Ancak oksidatif stres
hipotezi, plazmadaki konsantrasyonu total homosisteinden 20-30 kat daha yiiksek
olan, hizli bir sekilde okside olabilen sisteinin neden kardiovaskiiler hastaliklar i¢in
bir risk teskil etmedigini agiklayamamistir (24). Homosistein tiyolakton gibi
homosistein metabolizmas1 sirasinda olusan yan iirlinlerin, LDL’nin apo B’de
bulunan amino gruplarmin tiyollenmesine neden olduklari, meydana gelen LDL
agregatlarinin makrafajlar tarafindan alinarak, erken aterosklerotik plaklarda kopiik
hiicrelerin icine katildiklari, daha sonra, homosistein tiyolaktanin damar duvarinda
proteinleri acilledigi ve oksidasyonu arttirdigi, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde DNA
sentezini ve proliferasyonu arttirdigi, endotel hiicrelerinde DNA sentezini inhibe
ettigl, ve boylece aterosklerotik plaklarin gelisimini hizlandirdig1 bildirilmistir (42,
89). Metiyonin metabolizmas1 swrasinda yan iirlin olarak homosisteinin
transsiilflirasyon ve transmetilasyon reaksiyonlar1 ile metabolize olmadig1 takdirde,
proteinlere dolayl olarak, metiyonil-tRNA sentetazin aracilik ettigi ve homosistein
tiyolaktonun olusumunu igeren bir mekanizma ile, inkorpore olmasiyla hiicrelerde
toksik etki gosterebilecegi bildirilmistir. Homosistein tiyolakton yiiksek enerjili
tiyoester bagi icermesinden dolayr kimyasal olarak reaktiftir ve kolaylikla
asparaginin, glutaminin ve ozellikle de lizinin yan zincir gruplarm asetiller ve bu
reaksiyon protein homosisteinilasyonuna neden olur. Protein homosisteinilasyonunun
proteinlerde hasara yol actig1 bildirilmistir, bunun da homosistein ile indiiklenmis
vaskiiler hasarda rol oynayabilecegi hipotezi 6ne siiriilmiistiir (51). In vitro ortamda
da, yakin zamanda yapilan calismalarda, proteinlerin yapisina girmedigi diisiiniilen
homosisteinin, dolayli bir mekanizma ile proteinlerin yapisina girdigi ve peptid veya
amid baglariyla baglanan homosisteinin (Hcy-N-protein), insan hemoglobin, serum
albumin ve y-globulin proteinlerinde bulundugu bildirilmistir. Hcy-N-proteinin
homosistein metabolizmasmin o6nemli bir bileseni oldugu ve muhtemelen
homosisteinin hiicreler iizerindeki zararh etkilerine istirak edebilecegi bildirilmistir
(25).

In vitro ¢aligmalardan elde edilen veriler, homosisteinin endotel hiicrelerine
hasar veren direkt sitotoksik etkisinin yaninda, endotelyumun antitrombotik

ozelliklerini degistirdigini one siirmektedir (67). Endotelial hasar sonucu damar
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duvarina platelet adezyonunun arttig1, serbest oksijen radikallerinin meydana geldigi,
prostosiklin  iiretiminin baskilandigi ve protrombin aktivasyonunun arttigi
bildirilmistir (68). Homosisteinin, insan aortik endotel hiicrelerinde, VCAM-1"in
ekspresyonunu arttirarak monosit adezyonunu stimiile ettigi bildirilmistir (69).
Homosisteinin, monositlerde doku faktorii ekspresyonunu baskilayarak (70), endotel
hiicrelerinde doku faktorii ekspresyonunu arttirarak (71) ve faktor V’in faktor Va’ya
aktivasyonunu arttirarak koagiilasyon kaskadini baslattig1 ve trombin olusumuna yol
actig1 gosterilmistir. Homosisteinin, endotel hiicrelerinin platelet agregasyonunu
inhibe edici etkisini, muhtemelen, nitrik oksitin biyolojik yararligini baskilayarak
meydana getirdigi bildirilmistir (72). Diger yandan, yliksek diizeyde homosisteinin,
protein C aktivasyonunu baskilayarak antikoagulant aktivitesini inhibe ettigi (73),
antikoagiilant heparan siilfatin ekspresyonunu inhibe ederek antitrombin III’iin
endotelyal yiizeye baglanmasmi baskiladigi bildirilmistir (74). Fibrinolitik siirecte,
homosisteinin, t-PA’nin endotelyal ylizeye baglanmasini ve etkisini baskilayarak,
endotelyal bagimli fibrinolizi inhibe ettigi gosterilmistir (75).

1.3. Adezyon Molekiilleri

Adezyon molekiilleri, hiicre ylizeyinde yapisal olarak var olan yada bazi
uyaranlarla (¢esitli kimyasal mediyatorler) hiicre yiizeyinde beliren ve hiicrelerin
birbirine ve ekstraseliiler matrikse baglanmasmi saglayan ve yasamin yapistiricisi
olarak tanimlanan molekiillerdir (76). Bu etkilesim sayesinde, hiicrelerin birbirleriyle
ve c¢evreleriyle olan iligkileri saglanir. Hiicrelerin 6zgiin olarak dokulara
yonlenmelerinde, birbirlerini tanimalarinda, embriyogenez, hiicre biiylimesi hiicre
farklilagsmas1 ve patolojik hallerde; inflamasyon, kanser metastazi, tiimor invazyonu
gibi olgularin diizenlenmesinde de gorev alirlar (77, 78). Endotel ve lokosit
arasindaki iliskide rol oynayan adezyon molekiilleri dort smifta incelenmektedirler.
Integrinler, Selektinler, Immiinglobulin Siiper Ailesine dahil adezyon molekiilleri ve
Kaderinler. Ayrica fonksiyonel olarak adezyon goérevi goren ama yukaridaki gruplar
icerisinde smiflandirilmayan adezyon molekiilleri de vardir (79).

1.3.1. integrinler
Integrinler; selektin/ligand iliskisi sonrasi Iokositlerin yavaslayp endotel

hiicresi {lizerinde yuvarlanmasin1 takiben lokositlerle endotel hiicre yiizeyi

arasindaki kuvvetli adezyonunda rol oynayan 6nemli adezyon molekiilleridir (80).
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1.3.2. Kaderinler

Kaderinler, yan yana hiicreler arasindaki molekiiler baglantiy1 saglayan yap1
ve fonksiyonlar1 agisindan kalsiyuma bagimli olan transmembran proteinlerdir.
Kaderinler embriyoda morfogenezden, erigkin organizmada secici hiicre
taninmasindan ve yasam boyu normal doku mimarisinden sorumlu hiicre yilizey
glikoproteinleridir (81, 82).

1.3.3. Smiflandirllamayan Adezyon Molekiilleri

Adezyon fonksiyonuna katilan, ancak bu dort grup igerisinde
siniflandirilamayan adezyon molekiilleridir. Bunlar; CD44 (Hermes), CD36,
Laminin, Fibronektin, OX40 olarak siralanabilir (79).

1.3.4. immiinglobulin Siiper Ailesi

Yapisal olarak Ig lere benzedigi i¢in bu adi almistir. Yapisal olarak bir
transmembran kisim ve stoplazmik kuyruktan meydana gelirler. Bu aile molekiil
cesitliligi bakimindan olduk¢a zengindir. Ailenin her iiyesi, degisik miktarlarda Ig
benzeri domain igerirler. Antijen tanima ve hiicre adezyonunda onemli rolleri
vardir (83).

ICAM-1 (CD54) ; Endotel hiicresi, lenfositler, monositler, diiz kas hiicreleri
ve makrofajlarda eksprese edilen Ig siiper ailesinin bir iiyesidir (84). Bes Ig
benzeri domain icerir. Bu domainlerden ilk ikisi LFA-1 (Leukocyte Function
Associated antigen) i¢in baglanma bolgesidir. Ugiincii domain ise; Mac-1
(Macrophage Antigen-1)’in baglanma bdlgesini olusturur (85). Endotel
hiicrelerinde, ICAM-1 yapisal olarak az miktarlarda eksprese edilmektedir. I1L-1
(Interldokin-1), TNF-a (Tiimér Nekroz Faktdr), IFN-y (Interferon), LPS
(Lipopolisakkarit) gibi mediyatorlerle endotel hiicrelerinin uyarilmast sonucu
ICAM-1 ekspresyonu artmaktadir (86). Bu artis akut ve kronik inflamasyon
alanlarinda ve tiimoral hiicrelerde daha c¢ok belirgindir (76). Uyar1 sonucu, ICAM-
I'in hiicre ylizeyinde belirmesi, 2-4 saatte baslar ve 12-16 saat siireyle plato ¢izer.
Ortamda sitokin varliginda ise, 24-72 saat kadar devam eder. ICAM-1 molekiilleri
eozinofiller, T lenfositler ve noétrofillerin gbgiinde 6nemlidir (87). ICAM-1’1n
fonksiyonu; antijen sunan hiicreler ve T hiicreleri arasindaki iligkilerde dnemli bir
sinyal mekanizmasni olusturmaktadir. Bu nedenle ICAM-1"in karsit ligand1 LFA-

1 ile iliskisi ¢ok sayida inflamatuvar hastaliklarda onemlidir (88). Extraseliiler
18



kisminin proteolitik ayrilmasi ile solubil (sSICAM-1) formu olusur. Bunun plazma

diizeyleri hastaliklarda inflamasyonun énemiyle paralellik gosterir (76).

ICAM-2 (CD102): Endotel hiicrelerinde, monositlerde ve lenfositlerde
exprese olur. Fakat proinflamatuar sitokinler expresyonunu etkilemez (76). ICAM-
1 den farkli olarak iki Ig benzeri domain icerir. Mac-1 baglanma bolgesi o domaini

olmadigimdan bulunmamaktadir (85).

ICAM-3 (CD50): Endotel hiicrelerinde bulunmaz. Yalnizca l6kositlerde
bulunur ve T-lenfositlerin adezyonunda rol alir (76). ICAM-1 ‘e yapisal olarak ¢ok
benzer. Tek farki liciincii [g domainine Mac-1 baglanmaz (85).

ICAM-4: Eritrositlere 6zgtidiir.

ICAM-5: Beyne 6zgiidiir (89).

VCAM-1 (CD106): Ig siiper ailesinin bir diger tiyesidir ve endotel hiicresi,
kemik iligi stromal hiicreler, embriyonik doku ve sinovyal dokuda exprese olur
(90). Uyarilmamis endotelde yapisal olarak bulunmaz. IL-1, IL-4 ve TNF-a gibi
sitokinlerin uyarisiyla 2-4 saat sonra hiicre ylizeyinde belirir. 1L-4 secici olarak
VCAM-1'in belirmesine sebep olur ve VLA-4 (Very Late Antigen) araciligiyla
eozinofillerin ortamda birikmesini saglar (91). VCAM molekiilleri, damar
endotelyal duvarinda lokositlerin gocii ve adezyonunu saglarlar (92). ICAM-1 ve
VCAM-1’in her ikisi de immun yanit ve iltthap durumlarinda hayati rol oynarlar.
VCAM-1 birgok hiicre tipi tarafindan eksprese edilebilen Ig benzeri bir
transmembran proteinidir. VCAM 1‘in baglandig1 karsi1 ligandi VLA-4 tiir ve
notrofiller hari¢ tiim 16kositlerde bulunurlar. VCAM-1 / VLA-4 yolu, cesitli
allerjik ve iltihap hastaliklarina ilaveten otoimmun hastaliklarin patojenik
islemlerinde de anahtar rolii oynamaktadir (91). VCAM-1; yapisi alt1 ve yedi
domainli olmak {izere iki formda bulunur. Bu iki form da, yap1 olarak birbirine
benzer Ozelliktedir. Ancak tek farklari1 alti domainli formunda doérdiincii Ig
domainin olmamasidir. Bu durumda alt1 domainli formunda tek ligand baglanma
bolgesi 1.Ig domainidir (85).

NCAM: (CD56) (Noronal hiicre adezyon molekiilii): Noral hiicreler,
astrosit ve myoblastta ekspresse olur. Embiyogenezde normal doku mimarisinin

gelisimi ve hiicre biiylimesi sirasinda izlenen kontak inhibisyona katilirlar.
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PECAM-1: (CD31) (Trombosit- Endotel Hiicre Adezyon molekiilii)
Lokosit, monosit, trombosit, ndtrofil ve endotel hiicresi tizerinde ekspresse olur.
Inflamasyon, integrin aktivasyonu, hiicre — hiicre adezyonuna aracilik ederler (90).

L1CAM: Bagursak ve tlirogenital bolge epitelyum hiicrelerinde goriilmesine
ragmen en yogun eksprese edildigi yer merkezi ve periferik sinir sistemidir (93).
Miyelinizasyonun erken basamaklarinda ve aksonlarin biiylimesinde etkilidir (94).

JAM (Junctional Adhesion Molecule): Endotelyal hiicrelerde, hiicreler
aras1  kavsakta yapisal olarak bulunan bir molekiildiir. Monosit
transmigrasyonunda énemli bir rol oynadig1 diistiniilmektedir (90).

CD2 (LFA-2): T-hiicresi iizerinde ekspresse olurlar. LFA-3’e baglanarak T
hiicresinin hedef hiicreye adezyonu, T-hiicre aktivasyonuna katilirlar (90).

LFA-3 (CDS8): Lokosit, eritrosit, endotel ve epitelyal hiicreler, fibroblast
iizerinde eksprese olurlar. CD2’ye baglanarak, T-hiicrenin hedef hiicre ve antijen
sunan hiicreler ile iliskisine, eritrositler ile adezyonuna aracilik ederler (90).

MadCAM-1 (Mucosal adressin cell Adhesion Molecules): Mukozal
endotelin tizerinde eksprese edilir. Normal mukozal dokuya lenfositlerin selektif
olarak yerlesmesini saglar (76).

1.3.5. Selektinler

Molekiiliin N terminalinde lektin benzeri bir yapi oldugu i¢in bu gruba
selektinler denilmektedir. Endotel hiicresi ve lokositlerin yiizeyinde bulunurlar
(95). Hiicre dis1 boliimde Ca bagimli lektin kismi, bunun yaninda EGF-benzeri
(Epidermal Growth Factor benzeri) domaini, yanindada selektin tiiriine goére 2-9
arasinda degisen CRP (Compleman regulator protein) domaini vardir. Bunlari
membrani gecen kisim ve stoplazmik kisim izler. Lektin kismi liganda baglanan
boliimdiir (96). Lokositlerin endotel hiicresine adezyonunu ilk baslatan molekiiller
selektinlerdir. inflamasyon bdlgesinde 16kositlerin damar endoteline yapisma ve
gecis  Oncesinde yavaslaylp, yuvarlanma hareketi yapmalarimda gorevli
molekiillerdir (97). Selektinler bulunduklar1 dokulara gére isim alan {i¢ alt grupta
incelenir (98).

E-Selektin: (Endoteliyal Lokosit Adezyon Molekiilii): Uyarilmamis endotel
hiicresi iizerinde bulunmaz ama expresyonlar1 IL-1, TNF-alfa gibi inflamatuar

uyaranlara veya endotoksinlere (LPS gibi) cevaben artar (76). Uyar1 ile endotel
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hiicresinde 30 dakika i¢inde belirmeye baglar ve 2-4 saatte zirveye ulasirlar. E-
selektinin yapisal olarak birinci ekstraseliiler domaini lektin igerirken ; ikinci
domaini de EGF-benzeri domaine sahiptir. Ayrica 6 tanede CRP domaini
bulunmaktadir (85). E-selektine kars1 direkt etkili olan antikorlarin inflamasyonu
onledigi ve boylece E-selektinin inflamasyonda rol oynayan bir adezyon molekiilii
oldugu gosterilmistir (99). E-selektin reseptorii nétrofil, monosit ve eozinofillerin
secici olarak endotele baglanmasini saglar (97).

L-Selektin: (Lokosit adezyon molekiilii): Periferik lenf bezlerindeki
lenfositlerin adezyonunda rol oynarlar. immiin cevabin olusmasinda diizenleyici
rolii vardir (100). Son zamanlarda L-selektinin inflamasyonun ilk basamagi olan
toplanma sathasinda nétrofillerin vaskiiler duvara hareketinde rolii oldugu ortaya
konulmustur (101).

P-Selektin: Hem plateletlerin alfa graniillerinde hemde endotel hiicrelerin
Weibel-palade cisimciklerinde bulunurlar. Endotelde histamin, bradikinin veya IL-

1, TNF-alfa gibi sitokinler gibi uyaranlarin etkisiyle hemen hizla hiicre yiizeyine
dogru yer degistirir. Inflamasyon olayinda ortaya ¢ikan ilk selektin molekiiliidiir
(76).

1.4. Melatonin

1.4.1. Melatonin sentezi ve salgilanmasi

Melatonin pineal bezde bir amino asit olan triptofan’dan sentezlenir.
Melatonin etkilerini viicutta baglica beyin olmak iizere cogunlukla periferik
dokularda bulunan 6zel resptorler aracilifiyla gdsterir. Melatoninin; hiicreleri,
dokular1 ve organlar1 oksidatif zedelenmeye karsi korudugu gosterilmistir (102,
103). Melatonin ¢ok giiglii bir antioksidandir. Ozellikle en zararh serbest radikal olan
“hidroksil radikali” ile reaksiyona girerek onu indolil katyonuna doniistiirmek
siiretiyle ortadan kaldirir (104).

Ik kez 1958 yilinda Lemer ve ark. (105), pineal bezden salgilanan ve
kurbagalardaki melanofer hiicrelerini etkiledigi i¢in ‘melatonin’ adi verilen bir
hormonun varligini ileri stirmiislerdir. Melatonin temel fizyolojik fonksiyonlari; uyku
davranis ve sirkadiyen ritimlerin diizenlenmesi ile immiin sistem ile iliskili etkileridir
(106, 107). Norotropik bir 6zellige sahip oldugu ve bu nedenle de bellek fonksiyonu
ile de iliskili oldugu iddia edilmektedir (108).
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Melatonin pinel bezde salgilanan bir nérohormondur. Sekresyonu gece en
yiiksek olmak iizere ritmik bir 6zellik gosterir (109). Viicutta endojen melatoninin
cogunlugu pineal bezde sentezlenmektedir. Son yillarda diffiiz néroendokrin sisteme
ait endokrin hiicrelerde de az miktarda da melatonin sentezlendigi bildirilmistir. Ayni
sekilde hemotopoietik sisteme ait kemik iligi hiicrelerinin de 6nemli bir melatonin
sentez yeri oldugu gosterilmistir (110). 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 ulasan bir artma gostermektedir (111,
112). Giindiiz pineal bez ve presinaptik terminallerde serotonin miktar1t maksimum
diizeyde olup stirekli bir sekilde depolanmaktadir (113). Gece ise suprakoizmatik
nukleustan gelen uyar1 sonucu postsinoptik aralikta norepinefrin salinimi maksimum
diizeyde olmaktadir. Norepinefrin’in %85°1 postsinoptik pinealosit membraninda
bulunan beta adrenerjik reseptorlerine ve geri kalan %15°1 ise alfa adrenerjik
reseptorlerine baglanmaktadwr (114, 115). Norepinefrinin hiicre membranina
baglanmasi sonucu adenilat siklaz enzimi aktive olmakta ve olusan cAMP ile
melatonin sentezsinde rol oynayan NAT enzimi aktiflesmektedir (111). Bu da
melatonin sentezinde dnemli dlgiide bir artisa neden olur. Eger hem alfa hem beta
adrenerjik membran reseptorleri stimule olur ise cAMP miktar1 ve melatonin
sentezinde artis olmaktadir (116,117). Pinealositlerde iiretilen melatonin ¢ok hizli bir
sekilde bu hiicrelerin komsulugunda yer alan kapillerlere birakilmak suretiyle
sistemik kan dolagimina karismaktadir (118). Lipofilik 6zelligi nedeniyle viicuttaki
tiim doku ve sivilara kolayca dagilmaktadir. Pineal kan-beyin bariyeri olmadig: i¢in
salgilanan melatonin direkt olarak sistemik kan dolagimi ve serebrosipinal sivi i¢ine
karismaktadir (119, 120). Melatonin sentezinin son basamagi N-asetilserotanin
metilazlardir ve bu mekanizma homosistein-metiyonin gibi siilfiir iceren
aminosaitlerin metabolizmasi sirasinda olusan metil verici S-adenosil metiyoninin
gerektirir. Homosisteininde metiyonine remetilasyonu icin folat gerekmektedir.
Metiyonin sekresyonunun folat yetersizliginden etkilendigi ileri stiriilmiistiir (121).

1.4.2. Melatoninin etkileri
Melatonin glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve siliperoksit dismutaz

gibi antioksidan enzimleri sitimule ettii, nitrik oksit sentataz gibi oksidatif
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enzimlerin sentezinde ise inhibitdr etki yaptigi belirlenmistir (122, 123). Melatonin
antioksidan 6zelligini hiicrenin enerji merkezi olan mitokondirilerin iizerinde de
gostermektedir. Melatonin hiicrenin mitokondirisine nufuz edip mitokondirileri
oksidasyon zehirlenmesinden koruyabilmektedir. Melatonin OH ile reaksiyona
girerek toksik etkisi ¢cok diisiik olan indolil radikaline doniisiir.Melatonin ile diger
indollerin antioksidan 6zellikleri karsilastirildiginda melatoninin bu molekiillerin
antioksidan ozelliklerinden belirgin olarak yiiksek oldugu goriilmiistiir. Melatonin
mannitol ve glutatyon gibi diger OH radikali temizleyicileri ile karsilastirildiginda
antioksidan etkisi glutatyondan bes kat, mannitolden onbes kat daha giiclii oldugu
belirtilmistir (122, 123).

Safrol ad1 verilen maddenin karaciger tizerindeki etkisinin melatonin verilerek
onlenmesi miimkiin olmustur (124). Gece uygulanan safroliin toksik etkisinin giindiiz
verilen safrole gére daha az oldugu saptanmistir (125). Pinealektomi uygulanmis
ratlarda ise melatonin diismesi ve giindiiz-gece salinim ritminin bozulmasi nedeniyle
safrolun neden oldugu hasarda artig gozlenmistir (124).

Melatonin gii¢lii bir antioksidandir. Melatonin glutasyon peroksidaz (GSH-
Px), glutasyon rediiktaz (GSSG-Rd), siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi enzimlerin
uyaricisidir (109). Ayrica hidroksil radikali (OH), simpelt oksijen, peroksitnitrit
anyonu (ONOO-) ve peroksil radikali gibi (LOO-) oksijen ve nitrojen kokenli
reaktifleri inhibe edici 6zelligi vardir (126, 127).

23



2. GEREC ve YONTEM
2.1. Deney Hayvanlan

Deneylerde kullanilan Wistar-albino cinsi ratlar, Firat Universitesi Deneysel
Aragtirma Merkezi’nden (FUDAM) temin edildi ve deneysel ¢alismalar FUDAM’da
gerceklestirildi. Ratlar; havalandirma sistemi bulunan, 12 saat aydinlik ve 12 saat
karanlik olacak sekilde ayarlanmis, sicakligi 22- 25 °C arasinda sabit tutulan bir
ortamda Ozel olarak hazirlanmis ve her giin altlar1 temizlenen standart plastik
kafeslerde beslendi. Yemler, 6zel ¢elik kaplarda ve su da paslanmaz celik bilyeli
biberonlarda normal cesme suyu olarak verildi. Deney hayvanlar1 Elazig Yem
Fabrikasinda 6zel olarak hazirlanan 8 mm’lik pelletler halindeki rat yemleriyle
beslendi. Ratlarin deneysel uygulama yapilacak sathaya kadar bakimlarma bu sekilde
devam edildi. Ratlara verilen yemin bilesiminde bulunan katki maddeleri Tablo 5’de
gosterilmistir.

Tablo 5. Deney hayvanlarina verilen yemin bilesimi

Yem Bilesimi

Su (en cok) % 12
Ham protein (en az) % 24
Ham seliloz (en ¢ok) % 7
Ham kiil (en ¢cok) % 8
HCl’de ¢oziinmeyen kiil (en ¢cok) % 2
NacCl (en ¢ok) %1
Mineral Karmas1 * % 1.25
Vitamin Karmasi ** %1.25
Metabolik enerji 2650 kcal/kg

*  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 1U/kg), Vit. D; (1000 IU/kg), Vit. E (60 mg/kg), Vit. B, (4

mg/kg).
2.2. Deneysel Uygulamalar
Deney hayvanlarinin se¢imi ve yapilan uygulamalar sirasinda F.U. Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu (25.01.2008 / Toplanti: 01 ; Karar No: 14 ) onay: alinarak;

calisma standart deneysel hayvan ¢alismalar1 etik kurallarina uygun olarak yapildi.
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Deneysel caligmalarda, ortalama agirliklart 220 (220 + 30) gr olan 30 adet
Wistar albino cinsi erkek ratlar kullanildi. Ratlar rastgele asagidaki sekilde
gruplandirildi:

1. Kontrol Grubu (grup I) (n=10): Normal igcme suyu ve bazal diyetle
beslenen grup.

2. Homosistein (Hcy) grubu (grup II) (n=10): Ratlarda 6 hafta boyunca
1,5 gr/kg/giin dozunda metiyonin (Merck, katalog no: 500986) i¢cme sularina
katilarak hiperhomosisteinemi olusturulan ve bazal diyetle beslenen grup.

3. Homosistein (Hcy) + Melatonin (Mel) grubu (gruplIl) (n=10): ikinci
grupta oldugu gibi hiperhomosisteinemi olusturulan, ilave olarak 10 mg/kg/giin
dozunda melatonin (Sigma) i.p. verilen ve bazal diyetle beslenen grup.

Bu calismada oral uygulanan metiyonin dozunun plazma homosistein
diizeyini kontrole gore yaklasik 3 ve 6 kat arttirdigi yaymlanan c¢aligmalarda
gosterilmistir (128). Bu kronik hiperhomosisteinemi olusturmak i¢in yeterli bir
dozdur. Metiyonindeki siilfiir grubunun 6zelliginden dolay: ratlar ilk giin kontrole
gore daha az su tiikettiler ama sonraki giinler kontrol grubuyla esit miktarda su
ictiler.

Deneysel uygulamalar sonrasinda etik kurulun aldigi kararlara uygun olarak
dekapite edilen ratlarin kan ve aorta 6rnekleri alindi.

2.2.1. Serum Homosistein Diizeylerinin Olgiilmesi

Tim gruplardaki ratlarmn kanlar1 alindi ve 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek (Heraeus Biofuge Stratos; Kendo Laboratory Products, Osterode-Germany)
serumlar1 ayrildi. Ratlarin serum total homosistein diizeyleri ELISA (Enzyme
linkend-immunosorbet assay) yontemiyle oOlgiilmiistir. Olgiim yontemi L-
homosistein, enzimatik olarak S-adenozil-L-homosisteine doniisiimii sonucu olusan
anti-SAH antikorlarmin 6l¢iimiine dayanmaktadir. Olgiimler ELX 800 (USA)
cthazinda yapilmis olup sonuglar umol/L olarak verilmistir. Calismada Axis (Axis-
Shield AS, Oslo, Norway) marka kitler kullanilmistir.

2.2.2. immunohistokimyasal Yéntem

Aorta drnekleri Firat Universitesi Patoloji Anabilimdal1 laboratuarinda VCAM-1
ekspresyonunu immunohistokimyasal yontem ile belirlemek i¢in formalin ile fikse

parafine gomiilii dokulardan Poly-L- Lysine ile kapli lamlara minér modifikasyonlar
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(Lab Vision Corporation, USA ) ile avidin-biyotin-peroksidaz kompleks (ABC) teknigi
kullanilarak 5 pm kalinlikta kesitler alindi. Tiim kesitler deparafinize edilmek tizere 15
dakika etlivde 56°C’de bekletildi. 20 dakika icinde 5 ksilenden gegirilmek suretiyle
devam eden deparafinizasyondan sonra yine 20 dakika i¢inde inen alkol serilerinden
(%96, %90, %80, %70) gegirilip rehidrate edildi. Distile suda 5 dakika yikandi.
Endojen peroksidaz aktivite % 3’ liikk Hidrojen Peroksit( H>O, ) ile 10 dakika bloke
edildi. ABC iiretim protokoliine uygun olarak hazirlandi. Doku kesitleri mikro dalga
firmda Citrate Buffer ( ph:6) icerisinde 800 W 5+5 dakika ve 640 W 5 dakika
uygulama yapildi. Mikrodalgadan sonra 20 dakika oda 1sisinda bekletildi. Sonra 0,01
M Fosfat Buffered Saline (PBS) (Ph:7,4) ile yikandi. Kesitlerin etrafi kurulanarak cam
kalemi ile ¢izildi. Nonspesifik antikor baglanmasini 6nlemek i¢in 10 dakika bloke edici
ajan Ultra V Blok inkiibe edildi. Ardindan kesitlere goat anti rat VCAM poliklonal
antikor (1/100 diltie) (Santa Cruz Biotechnology, Inc, USA) primer antikor 38 °C’de 30
dakika inkiibasyona birakildi. Ardindan PBS ‘de yikanarak biotinylated Goat
Antiserum (Lab Vision Corporation) ile 38°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Tekrar
PBS’de yikandiktan sonra Streptavidin- Biyotin-Peroksidaz kompleks her kesite 10
dakika siire ile inkiibe edildi. Kesitler iki defa 5 dakika siire ile PBS ‘de yikandi.
Kromogen olarak Aminoetil Karbazol (AEC ) damlatilarak 10 dakika siire renk
alimcaya kadar inkiibasyona birakildi. Tim kesitler ¢esme suyunda yikanarak zit
boyama saglamak icin Mayer Hematoksilende 1-2 dakika bekletildi. 5 dakika ¢esme
suyunda yikandiktan sonra dokulara zarar verilmeden kenarlar1 silindi. Kesitler
Ultramount ile kapatildi. Isik mikroskopu altinda degerlendirildi. Kesitlerdeki VCAM
ekspresyonunu immunohistokimyasal boyanmasi semikantitatif bir yontem ile
degerlendirildi. Tiim grup dokularinin degerlendirilmesinde torasik aorta endoteli goz
ontine alindi. VCAM ekspresyonu aorta endotel hiicrelerinde immun boyanma
yogunlugu ac¢isindan;

0: boyanma yok

+: hafif

++: orta

+++: siddetli boyanma olarak degerlendirilmistir.
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2.3. Istatistiksel Analizler
Elde edilen veriler SPSS-12 bilgisayar paket programina yiiklendi. Gruplar
arasindaki farkliliklar One Way ANOVA analizi kullanilarak hesaplandi. Post-Hoc
hesaplamasi igin de Bonferroni’ nin t-istatistik analizi kullanildi. Istatistiksel

anlamlilik P<0.05 olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Ratlara Metiyonin Verilmesinin Serum Homosistein Diizeyine Etkisi

Kontrol grubundaki ratlarn serum total homosistein diizeyi ortalamasi
3,07£0,09 umol/L, metiyonin ile beslenen ratlarin serum total homosistein diizeyleri
ortalamast 11,00£0,51 pmol/L, metiyonin ile beslenen ratlara melatonin
uygulanmasiyla serum total homosistein diizeyleri ortalamasi 4,01+0,24 pmol/L
olarak bulundu (Tablo 6.).

Homosistein diizeyleri kontrole gére metiyonin uygulanan ratlarda istatiksel
olarak olduk¢a Onemli diizeyde artmistir (P<0.0001). Homosistein + Melatonin
grubu ratlarda serum total homosistein diizeyleri Homosistein grubu ratlara goére
istatiksel olarak olduk¢a 6nemli diizeyde azalmistir (P<0.0001). Kontrol grubu
ratlarin serum total homosistein diizeyleri ile Homosistein + Melatonin grubu ratlarin
serum total homosistein diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlaml bir fark yoktur

(P>0.05).

Tablo 6. Total serum homosistein diizeyleri

Gruplar
K Hcy Hcy+Mel
Serum Total Homosistein
Diizeyi (umol/L) 3,07+0,0° 11,00+0,51° 4,01 +0,24°

Ayni satirda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (P<0.0001).
K: kontrol grubu, Hcy: Homosistein grubu, Hcy+Mel: Homosistein + Melatonin grubu

15-
=
g
= 104
c
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B
%]
2 ==
=]
- o
0 T
Kontrol Hey Hcy+mel

Gruplar

Sekil 3. Homosistein diizeyleri
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3.2. Immunohistokimya

Yapilan analizler sonucunda grup I ve grup III histopatolojik doku
orneklerinde damar endotelinde hafif (+) VCAM-1 ekspresyonu gozlendi (Sekil 4 ve
6). Grup II damar endotelinde ise (+++) VCAM-1 ekspresyonu gozlendi (Sekil 5).

Sekil 5. Grup I damar endotelinde (+++) VCAM-1 ekspresyonu . (x400).
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Sekil 6. Grup III damar endotelinde (+) VCAM-1 ekspresyonu . (x400)
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4. TARTISMA

Aterosklerozun patogenezinde pek ¢ok risk faktoriinden soz edilmis ve son
yillarda elde edilen verilerde, hipertansiyon, lipit metabolizmasinda hasar, diabetes
mellitus, sigara icimi gibi geleneksel risk faktorleri disinda, artan plazma
homosistein ~ konsantrasyonunun  hizlandirilmig  aterosklerozis  ve  artan
serebrovaskiiler-iskemik kalp hastaliklar1 ile iliskisinden dolay1r aterosklerotik
vaskiiler hastaliklar i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu bildirilmistir (129). Ancak
yapilan smirli sayida hayvan ve hiicre kiltiirii calismalar1 ile homosisteinin
aterosklerozdaki rolii ve molekiiler etki mekanizmasi a¢iklik kazanmamastir.

Homosistein (Hey; 2-amino-4-merkaptobutirik asit); metiyonin metabolizmasi
sirasinda bir ara irlin olarak olusan ve proteinlerin yapisna katilmayan bir
aminoasittir. Metiyonin ile homosistein birbirlerinin prekiirsorleri niteliginde olup,
birinin detoksifikasyonu digerinin sentez asamasini kapsamaktadir ve bu iliskinin
temeli metiyonin metabolizmasmi olusturmaktadir (130). Yiiksek plazma total
homosistein diizeylerinin kardiovaskiiler hastaliklar i¢in bir risk faktorii oldugu ilk
kez 1969 yilinda McCully tarafindan homosistiniirinin tanimlanmasiyla ortaya
konulmustur. McCully, hiperhomosisteinemi ve homosistiniiri goriilen ¢ocuklarda
ilerlemis damar lezyonlarina rastlamis ve metiyonin metabolizmasindaki bir
bozuklugun buna sebep oldugunu ileri stirmiistiir (131). Son yillarda, 1liml diizeyde
hiperhomosisteineminin artmis periferik damar hastaliklari, vendz tromboz ve inme
ile 1iliskili oldugu ayrica yiikselen Hcy diizeyinin, kismen endotelial hiicre
bozukluguna kaynaklik ederek kardiyovaskiiler hastalik olusumuna sebebiyet verdigi
ortaya konulmustur (132, 133). Stampfer ve ark. (134) yaptiklar1 ¢alismalarda,
homosistein diizeyinin 15 pmol ve lizerinde olan kisilerde miyokard enfarktiis
riskinin digerlerine gore li¢ kat fazla oldugunu ve 12 pmol diizeyinin dahi riski iki
kat arttirdigini bildirmislerdir. Koroner, serebral veya periferal arter hastaliklarinda,
homosistein konsantrasyonunun % 15-40 arttig1 (135), ultasonografi Olciimiiyle
karotid arter duvarmin kalinlagsmasi belirlenen ateroskleroz belirtileri géstermeyen
hastalarda da homosistein konsantrasyonunun arttig1 bulunmustur (136, 137).

Hiperhomosisteinemi ile kardiovaskiiler hastalik riskinin artmasi arasindaki
iliski yapilan ¢ok sayida epidemiyolojik ¢aligmada bildirilmigsede (136, 138, 139),
aterosklerozun  patogenezinde  homosisteinin  etki  mekanizmasi  acgikca
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bilinmemektedir. Bununla birlikte, hiperhomosisteineminin aterotrombojenitesini
aciklamayabilmek i¢in birtakim patofizyolojik mekanizmalar One siiriilmiistiir (129).

Homosisteinin aterojenik etkilerinin kismen inflamatuar cevabi artirarak
(VCAM: Vasculer Cell Adhesion Molecules ekspresyonunu artirma yoluyla)
gosterdigi ve bunun sonucunda damar duvarinda 16kosit aktivasyonuna neden oldugu
bildirilmistir (140). Yapilmis olan bazi hayvan deneylerinde, artmig plazma Hcy
diizeyinin VCAM-1 expresyonunu stimule ettigi ileri siirtilmiistiir (141). Hofmann ve
arkadaslarinin farelerle yaptiklar1 calismalar sonucu yine hiperhomosisteineminin
VCAM-1 expresyonunu artirdigini gormiislerdir (142). Taiwandaki bireylerde 2007
yilinda yapilmis olan bir ¢alismada ise MTHFR 677 C/T gen polimorfizminin
plazma VCAM-1 diizeyi ile bariz sekilde iliskili oldugu gosterilmis olup,
hiperhomosisteineminin ~ stimule ettigi artmis plazma VCAM diizeyinin
aterosklerozun baglangicina neden oldugu One siiriilmiistiir (143). Tabiiki sadece
MTHFR 677 C/T gen polimorfizmine bagh olmayip diyetin de stimule ettigi
hiperhomosisteineminin aortik endotelyumda VCAM-1 ekspresyonuna neden oldugu
yine yapilan fare deneyleri ile ortaya konulmustur (140).

Cybulsky ve ark. (144) yaptiklar1 bir caligmada farelerde direkt olarak VCAM—
1 ve ICAM-1 ‘in aterosklerozisteki rolleri karsilastirilmistir. VCAM-1 ve ICAM-1
Ig gen siiperailesinin endotelial adezyon molekiilleri olup arterlerin i¢ membraninda
monosit kiimelenmesini tesvik ederek aterogenesize neden olan proteinlerdir. Bu
calismada elde edilen veriler VCAM-1 eksikliginde Ldlr~ farelerin aortlar1
aracilifiyla belirgin bigimde erken kopiik hiicre lezyonlarinin olusumunun azaldigini
ortaya koymakla birlikte VCAM-1’in aterosklerozisin baglamasinda temel bir rolii
oldugunu gostermistir. VCAM-1’in bu modeldeki ekspresyonu belirgin bigimde
diigmiistiir ancak ortadan kalkmamistir ve VCAM-1’in tamamiyla yok olmasi
durumunda ¢ok daha olumsuz sonuglarin ortaya ¢ikabilecegi olasidur.

Silverman ve ark. (69) yaptiklar1 bir ¢alismada plazma homosisteindeki artigin
insan endotel hiicresinde VCAM-1 ekspresyonunu ve monositler {izerine
baglanmasini arttirdigini ve sinerjik bicimde TNF-alfa gibi inflamatuvar sitokinlerle
etki ettigi kanitlanmistir. Endotel hiicreler iizerine homosisteinden kaynaklanan
monosit adezyonun klinik olarak belirli konsantrasyonlardaki COX inhibitorleri

tarafindan tiimiiyle kaldirabildigini gostermislerdir.
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Deneysel hiperhomosisteinemi modelinde melatonin uygulamasinin  VCAM-1
diizeyleri tizerine etkileri ilk kez bu ¢aligmamizda tespit edilmistir. Calismamizda, 45 giin
yiiksek metiyonin diet uygulamasi sonrasi plazma Hcy seviyelerinin ratlarda arttigini
ve diet ile olasan plazma Hcy seviyesinin yiikselmesinin ratlarin aortlarinda VCAM—
1 adezyon molekiiliiniin ekspresyonunu stimule edebildigini gozlemledik. Kontrole
gore metiyonin uygulanan ratlarda serum total homosistein diizeylerinde istatiksel
olarak olduk¢a onemli diizeyde artma (P<0.0001), diger taraftan, Homosistein +
Melatonin grubu ratlarin serum total homosistein diizeylerinde Homosistein grubu
ratlara gore istatiksel olarak olduk¢a O6nemli diizeyde azalma (P<0.0001) vard:.
Melatonin eklenmesinden sonraki en onemli sey, Hcy seviyelerinde azalma ile
beraber aortik endoteliumda VCAM-1 adezyon molekiiliiniin ekspresyonundaki
azalmadir. Yeni yapilan caligmalarda bunun ateroskleroz patogenezinde inflamatuar
siirecte yeni bir rol oldugunu diisiindiirmektedir (145). Ateroskelerotik lezyonlarin
olusumunda tespit edilebilen en erken seliiler cevaplardan birisi vaskiiler endotele
monositlelerin  gelmesidir. Monositlerin  bdyle birikmesi spesifik adezyon
molekiillerin endotelial ekspresyonu ile olmaktadir (145). Adezyon molekiilleri
inflame dokuya, 16kositlerin direkt migrayonuna neden olabilme gibi yetenekleri ile
karekterizedirler, ama bunlar ayrica endotelial hiicreler, fibroblastlar, ve diiz kas
hiicreleri gibi diger baz1 hiicre tipleri lizerinede biyolojik etkiler olusturabilmektedir
(146). VCAM-1 ekspresyonun hiperhomosisteinemisi olan apoE-null farelerde arttig1
yeni yapilan ¢alismada bildirilmistir. Diger kemokinler ile birlikte, sirkiilasyondaki
monositlere baglanarak bunlarin hiicrelere gitmesine, baglanmasma ve subendotelial
araliga go¢ olmalarini saglarlar (19). Bizim calismamizda hiperhomosisteinemide
artmis VCAM-1 ekspresyonunun damar duvarma monositlerin adezyonundan
sorumlu olabilecegini gostermektedir.

Cuzzocrea ve ark. (147) yaptiklar1 bir ¢alismada melatoninin vaskiiler sistem
iizerinde koruyucu etkisinin oldugunu ve bunu da kismen adezyon molekiillerinin
(ICAM-1) ekspresyonunu inhibe ederek ve bunun sonucunda da nétrofil yoluyla
olusan hiicresel hasar1 engelleyerek gosterdigini ileri siirmiislerdir. Bu ¢alismamizda,
yiiksek derecede metiyonin dietle beslenen ratlara melatonin eklenmesinin aortta
VCAM-1 ekspresonunu oldukc¢a baskiladig1 ve kanda Hcy seviyelerini yiikselmesini
engelledigini gozlemledik. Hcy seviyesini diisiirticii bu etki endotel hiicrelerine
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monositlerin adezyonunun inhibisyonu gibi adezyon molekiillerinin ekspresyonunu
inhibisyonuna da katkida bulunabilir. Hepsi birlikte ele alindiginda, bizim
calismamizda homosisteinin aterojenik bir etki olusturabilecegi ve VCAM-1
ekspresyonunun inflamatuar cevabi artrmasi ile damar duvarmma lokositlerin
gelmesini ve aktive olmasini sagladigi ifade edilebilir. Bununla birlikte, homosistein
seviyelerinin azalmasina parelel olarak, melatonin aorta VCAM-1 ekspresyonunu
olduk¢a baskilamistir, bu da kemokin ile olusan mekanizmalar1 i¢ceren melatonin
terapisinin antiinflamatuar etkilerini diisiindiirmektedir; boyle etkiler aterosklerotik

hastalarda faydali olabilir.
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