T.C.
'GENELKURMAY BASKANLIGI
GULHANE ASKERI TIP AKADEMISI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI BASKANLIGI

DIMETILARGININ DIMETILAMINOHIDROLAZ (DDAH)
ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE KINETIK OZELLIKLERININ
INCELENMESI

(Doktora Programi)

Emel CAGLAR YILDIZ

Uzm. Biyolog

ANKARA
2009



T.C.
'GENELKURMAY BASKANLIGI
GULHANE ASKERI TIP AKADEMISI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI BASKANLIGI

DIMETILARGININ DIMETILAMINOHIDROLAZ (DDAH)
ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE KINETIK OZELLIKLERININ
INCELENMESI

Emel CAGLAR YILDIZ
Uzm. Biyolog

Gullhane Askeri Tip Akademisi
Saglik Bilimleri Enstiti MGdirlGgiu’niin
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Bagkanhgi
igin Ongordigi
DOKTORA TEZi
olarak hazirlanmigtir.

TEZ DANISMANI
M. Kemal ERBIL
Prof. Dr. Ecz. Kd. Alb.

ANKARA
2009



GATA Saglik Bilimleri Enstitist MUdarligi’ne:
“Dimetilarginin Dimetilaminohidrolaz (DDAH) Enziminin Saflastirimasi Ve

Kinetik Ozelliklerinin incelenmesi” konulu bu calisma jiirimiz tarafindan Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali’nda Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Danismani : Prof.Dr.Ecz.Kd.Alb. M. Kemal ERBIL ...

Uye : Prof.Dz.Tbp.Kd.Alb.Ahmet C. BASUSTAOGLU ............
Uye . Prof.Dr. Bolkan SIMSEK (Gazi Unv.) ...
Uye : Prof.Dr. Serpil NEBIOGLU (Ankara Unv.) ............
Uye : Do¢.Dz.Tbp.Kd.Bnb. Halil YAMAN ...
ONAY:

Uzm. Bio. Emel CAGLAR YILDIZ (G-9573) in 0/06/2009 tarihinde
savundugu bu tez Akademi Kurulu'nca belirlenen yukaridaki juri Gyeleri
tarafindan uygun goérilmus ve kabul edilmistir.

M. Tahir UNAL
Prof. Tbp.Tuggeneral
Sag. Bil. Enst. Mudarl



TESEKKUR
Tibbi Biyokimya Anabilim Dal’'nda Doktora olanadi saglayarak
egitimime katki saglayan, ayrica tez danismanligimi yaparak benden
yardimlarini hi¢ eksik etmeyen, beni ydnlendiren ve destek olan degerli
hocam Prof.Dr.Ecz.Kd.Alb. M.Kemal ERBIL’e,

Doktora  egitimime  katkilarindan  dolayr  diger  hocalarim
Prof.Ecz.Kd.Alb. Serif AKMAN’a, Prof.Ecz.Kd.Alb. Iismail KURTa,
Prof.Dr.Ecz.Kd.Alb. Cumhur BILGl'ye, Doc.Tbp.Alb. Taner OZGURTASa,
Do¢.Dz.Tbp.Alb. Muhittin A. SERDAR’a, Do¢.Dz.Tbp.Yb. Erding CAKIR’a,
Dog.Dz.Tbp.Kd.Bnb. Halil YAMAN’a, Dog.Dz.Tbp.Bnb. E.Ozgir AKGUL'e ve
Yrd.Dog.J.Tbp.Bnb. Serkan TAPAN’a, Yrd.Do¢.Tbp.Yzb.Tuncer CAYCl'ya,

Galismalarim  sirasinda  ilgi  ve yardimlarini  esirgemeyen
Yrd.Dog.Tbp.Kd.Alb. Adnan HASIMi’ye ve tiim Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
calisanlar ve arkadaslarima,

Bu tez ¢calismasini 2007/45 no’lu proje ile destekleyen Gllhane Askeri
Tip Akademisi Arastirma Projeleri birimine,

Doktora egitimimin her déneminde yanimda olan sevgili esim Nihat
YILDIZ’a ve biricik oglum Gaglar’a, tim yasamim ve egitimim boyunca benim
icin her tarlh fedakarligi gésteren anneme, babama ve kardeslerime sonsuz

tesekkdrlerimi sunarim.

Uzm. Biyolog Emel CAGLAR YILDIZ
ANKARA-2009



OZET

Dimetilarginin Dimetilaminohidrolaz (DDAH) Enziminin Saflastiriimasi
Ve Kinetik Ozelliklerinin Incelenmesi

Bobrekte ¢ok miktarda bulunan Dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz enzimi
(DDAH; E.C.3.5.3.18), Asimetrik dimetilarjininin (ADMA)’in, L-sitrdllin ve
dimetilamine metabolizmasini katalizleyen bir enzimdir.

Bu tez ¢alismasinda NO metabolizmasinda dlzenleyici bir enzim olan DDAH
enzim aktivitesinin 6lcimd igin uygulanabilir, hassas ve guvenilir bir
spektrofotometrik  yéntem optimize edilmistir. DDAH enzimi, sigcan
bébreginden elde edilmis, amonyum silfatla ¢oéktirme, Sephacryl S-200,
QAE-Sephadex A-50, Phenyl-Sepharose ve MMA-Sepharose kromatografisi
kullanilarak %28 verim ve 260.03x10® U/mg protein’lik spesifik aktivite ile
saflastinimistir. Enzimin saflik kontroll sodyum dodesil silfat-poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) ile yapilmistir. DDAH enziminin molekul agirhgi
SDS-PAGE ile 33560 dalton, Sephacryl S-200 jel filtrasyonu ile 35870 dalton
olarak bulunmustur. Enzimin optimum pH’si 6.5 olarak saptanmistir. DDAH
enzim stabilitesi Uzerine sicakligin (0-80°C) etkisi incelenmis, enzim
aktivitesinin 40°C’ye kadar zamanla arttigr gézlenmistir. Sigan bébregi DDAH
enziminin optimum sicakligi 37°C olarak bulunmustur. Arrhenius egrisinden,
enzimin aktivasyon enerjisi (Ea) 38,845 kd/mol, aktivasyon entalpisi (AH)
38,703 kd/mol ve sicaklikla aktivite artma faktéri Qio ise 1.63 olarak
hesaplanmistir. Enzimin kinetik analizi yapilmig, ADMA icin Km degeri 0.21
mM, DDAH’In maksimum hizi (Vmax) 0.48 U/mg protein olarak bulunmustur.
Hill grafiklemesinden yararlanilarak enzimin ADMA icin Hill sabiti (h) 0.74
olarak bulunmus ve enzimin substrati ile negatif kooperativite gdsterdigi
saptanmistir. Sican bdbregi DDAH enziminin ket ve Vo de@erleri sirayla
0.165 s’ ve 786 M's" olarak hesaplanmistir. Cd*?, Cu*?, Zn*? gibi cift
degderlikli metal iyonlarinin enzimi inhibe ettigi g6zlenmigtir. Bu g¢alisma
literatlrlere gére Turkiye’ de DDAH enziminin saflastinidigr ilk calisma
6zelligini tasimaktadir.

NO-ADMA-Homosistein metabolizmalarinin regilasyonunda kilit enzimlerden
biri olan DDAH enziminin karakteristik 6zelliklerinin bilinmesinin 6zellikle
kardiyovaskuler, serebrovaskdiler, renal ve pulmoner hastaliklarin tedavisinde
yeni gbrls ve yaklasimlarin olgunlasmasinda ve yeni ilaglarin bulunmasinda
yardimci olabilecedi distnulmektedir.

Anahtar Kelimeler : DDAH, ADMA, sican bébregi, saflagtirma
Destekleyen Kurumlar : Giillhane Askeri Tip Akademisi

Yazar Adi : Uzm.Bio. Emel CAGLAR YILDIZ
Danigsman : Prof.Dr.Kd.Alb. M. Kemal ERBIL



ABSTRACT

Purification and Investigation of Kinetic Properties of Dimethylarginine
Dimethylaminohydrolase Enzyme (DDAH)

Dimethylarginine dimethylaminohydrolase (DDAH; E.C. 3.5.3.18) enzyme
which catalyzes asymmetric dimethylarginine (ADMA) thereby forming L-
citrulline and dimethylamine presents in large quantities in the kidney.

In this project, a pre-existing sensitive spectrophotometric method has been
optimized for the measurement of activity of DDAH enzyme that is regulatory
enzyme in nitric oxide (NO) metabolism. Rat kidney derived DDAH enzyme
purification has been accomplished by using Sephacryl S-200, QAE-
Sephadex A-50, Phenyl-Sepharose, MMA-Sepharose chromatographies
following ammonium sulfate precipitation, with 28% yield and determined to
have a specific activity of 260.03 x 10 units per milligram protein. Purity was
controlled by Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE). The molecular weight of DDAH was found to be 33560 daltons
by SDS-PAGE and 35870 daltons by Sephacryl S-200 gel filtration. The
optimum pH of the enzyme was 6.5. Effect of temperature on DDAH stability
was investigated between 0-80 °C. Rat kidney DDAH enzyme activity was
shown to increase up to 40 °C and the optimum temperature for the enzyme
was 37 °C. From Arrhenius plot, E;, AH and Qqo were found to be 38,845
kd/mole, 38,703 kdJ/mole and 1.63, respectively. As the kinetic parameters,
Km value for ADMA was 0.21 mM and Vmax value for DDAH was 0.48 U/mg
protein. The Hill constant for ADMA was 0.74 (h < 1.00) and the enzyme
showed negative cooperativity with its own substrate. ket and Vo values of
the rat kidney DDAH were found as 0.165 s and 786 M's™, respectively.
The activity was shown to be inhibited by some divalent metal ions (e.g.
Cd?*, Cu?*, Zn?*). According to literature, this is the first study covering DDAH
enzyme purification in Turkey.

Characterization of DDAH enzyme which was shown to have key role in
regulation of NO-ADMA-Homocysteine metabolism may provide new insights
into management of cardiovascular, cerebrovascular, renal and pulmonary
disorders; moreover, this approach may pose novel treatment models for
these pathologies.

Key words : DDAH, ADMA, rat kidney, purification
Supported by : Gulhane Military Medical Academy
Author : Emel CAGLAR YILDIZ, Uzm.Bio
Counsellor : M. Kemal ERBIL, Prof.Dr.Kd.Alb.
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GIRIS VE AMAC

Birgok biyolojik olayda énemli rol oynayan ve oldukg¢a kisa yari 6marlt
bir serbest radikal olarak nitelendirilen nitrik oksit (NO) moleklll, dnceleri
vaskuler sistemde, endotel kaynakli gevseme faktéri (EDRF) olarak
tanimlanmigtir. NO ve diger bir son Grtin olan sitrdllin, arjininden NO sentaz
(NOS) enzimi araciligiyla sentezlenir. NOS'un genetik olarak farkh (¢
izoenzimi tespit edilmigstir. Bunlar distk miktarda Uretilerek vaskuiler tonlsu
ayarlayan endotel izoenzimi (eNOS), yine az miktarda Uretilen sinaptik
sekillenme ve nérotransmisyonu diizenleyen néronal izoenzimi (nNOS) ve
yuksek miktarda Uretilerek, immun/inflamatuvar olaylarda rol alan ve hlcre
aracili immun cevapta etkili bir bilesen olan indiklenebilir izoenzimi (iNOS)
dir. nNOS ve eNOS izoenzimleri NO dretimi igin kalsiyum (Ca*?)— kalmodulin
kompleksine bagimli, iNOS ise bu kompleksten bagimsiz islev gérir (94).

Normal fizyolojik konsantrasyonlarda, hemen hemen tim organ
sistemlerinde c¢esitli biyolojik etkilere sahip olan NO, gastrointestinal sistem,
solunum sistemi ve kaverndz dokulardaki vaskidler diz kaslarin
gevsemesinde 6nemli bir madde olmasi yaninda, merkezi sinir sisteminde
hafizanin gekillenmesi gibi cesitli islevleri nérotransmitter olarak destekler.
Periferde ise gastrointestinal, solunum ve genitolriner sistemle ilgili ¢esitli
fonksiyonlari dlizenler. NO' nun, konak savunmasi ve immunolojik
reaksiyonlarda da fonksiyonu oldugu bilinmektedir. NO sentezindeki artis
miyokard islev bozuklugu ve dolasim yetmezligine neden olabilir. Ayrica NO
artisi vazodilatasyona, trombosit adezyonunun engellenmesi sayesinde
dokularin  mikrosirkilasyonunda rahatlamaya yol acarak dokularin

oksijenlenmesine katki saglamaktadir (94, 102).

Proteinlerin yapisinda bulunan arjinin aminoasiti, metil transferazlarin
etkisiyle metillenmis tdrevlerine déndsir. Bunlar; N-Monometil L-Arjinin
(NMMA), Asimetrik Dimetil L-Arjinin (ADMA), Simetrik Dimetil L-Arjinin
(SDMA) olmak tzere ¢ tanedir. NMMA ile ADMA, NOS enziminin geri
dénlsimll inhibisyonuna neden olur. Hemen hemen tim memeli
hicrelerinde bulunan, dolayisiyla tim vicut sivilarinda ve birgok dokuda

serbest olarak dolasan Dimetilarginin DimetilAminoHidrolaz (DDAH) enzimi,



6zellikle ADMA ve SDMA gibi metil grubu bulunduran arjinin trevlerini

yikarak sitrillin ve metilaminleri meydana getirir (36, 89, 196).

Normal protein turnover’i neticesinde olugsan ve NOS enzimini inhibe
eden ADMA ile NMMA'nin kontrolli olarak ortamdan uzaklastiriimasini
saglayan DDAH enzimi, NO radikalinin iglev g6rdigl tepkimelerin
surddrdlmesinde kritik 6nem tagir (164).

Bu tepkimeler zinciri gergevesinde DDAH aktivitesinin inhibisyonu
ADMA ve NMMA gibi metilarjininlerin birikmesine neden olur. Endojen NOS
inhibitérleri olan bu aminoasit tdrevlerinin ortamda artmasi ile NO sentezi ve
NO'ya bagmh  vaskller relaksasyon mekanizmalari  bozularak
vazokontriksiyon meydana gelir. Bu mekanizmanin kardiyovaskuler
hastaliklar ile hiperkolesterolemi, diabetes mellitus ve insulin direnci gibi risk
faktorleri  bulunan insanlarda gbzlenen  “vaskller relaksasyonun

bozulmasi’nin sorumlusu olabilece@i distnudlmektedir.

Ayrica okside LDL, proinflamatuvar sitokinler, hiperhomosisteinemi,
hiperglisemi ve enfeksiydz ajanlar gibi patolojik uyarilarin endoteldeki
oksidatif stresi indikleyerek DDAH inaktivasyonu ve dolayisiyla metil-arjinin
tirevi aminoasitlerinin artigina yol agmak suretiyle NOS inhibisyonuna neden
olduguna yénelik bazi bulgular mevcuttur. Aktif bdlgesindeki stilfidril grubu
nedeniyle DDAH enzimi oksidatif strese oldukg¢a duyarlidir. Homosistein
DDAH enzimiyle disulfid bagi olusturabilir ve bu durumda
hiperhomosisteinemi DDAH’In inaktivasyonuna neden olur. Sonucta
homosistein ve diger bazi kardiyovaskuler risk faktdrleri, DDAHnin silfidril
grubunu oksitleyerek ADMA birikimine ve bunun sonucu olarak da NOS

aktivitesinin azalmasina yol acabilmektedirler (91, 118, 172, 175).

Bu tez ¢alismasinda, 6ncelikle NO metabolizmasinda oldukga énemli
dizenleyici bir enzim olan DDAH enzim aktivitesinin 6lcimuU igin kolay
uygulanabilir, hassas ve guvenilir bir spektrofotometrik yéntem kurularak
GATA Tibbi Biyokimya AD.’nin rutin élgtimleri arasina girmesinin saglanmasi,
daha sonra DDAH enziminin saflastirilarak ayrintili bicimde incelenmesi ve

kinetik 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Calisma ¢ergevesinde her bir



saflastirma basamagindaki enzimin spesifik aktivitesi, enzimin inhibitérleri,
enzimin optimum pH’si, sicakhgimnin belirlenmesi, cesitli pH ve sicakliklarda

enzimin aktivitesini ne derece koruyabildigine bakilmasi planlanmistir.

Bu calisma literatirrlere gére Turkiye’ de DDAH enziminin saflastirilidig
ilk calisma 6zelligini tagimaktadir.

Hendz rutin kullanimda olmayan ancak ¢ok sayida ve farkli
kurgulardaki bilimsel arastirmalara konu olan DDAH enzim aktivite
6lciminin NO-ADMA-Homosistein metabolizmalarinin etkin oldugu cesitli
hastaliklarin etyopatogenezinde 6nem tasidigi éngdérilmektedir.

Bu cercevedeKi arastirmalarin Ozellikle kardiyovaskduler,
serebrovaskdler, renal ve pulmoner hastaliklarin tedavisinde yeni goéris ve

yaklagimlarin olgunlagmasina yardimci olmasi beklenmektedir.



GENEL BILGILER

2.1. Nitrik Oksit (NO)

Kan basincinin, immun hucre iglevlerinin ve néronal sinyal iletiminin
dizenlenmesi gibi normal fizyolojik islevierde dnemli bir biyomolekul olan
NO, Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile arjininden Uretilmektedir. Bu enzim,
arjinini substrat ve tetrahidrobiopterini kofaktdr olarak kullanarak nitrik oksit
olusum reaksiyonunu katalizlemektedir (86, 87, 94, 195). Memelilerde ¢
tane NOS izoenzimi bulunmaktadir. Bunlardan néronal NOS (nNOS) néronal
sinyal iletiminde; vaskiler endotelyumda bulunan endotelyal NOS (eNOS)
diz kaslarin gevsemesinde; indiklenebilir NOS (iNOS) ise makrofaj aracih
imm0n yanitta yer almaktadir. Normal fizyolojik yapida NO yer almasina
karsilik, septik sok, romatoid artrit, serebral iskemik hasar, Parkinson ve
Huntington hastaligi vb. gibi c¢esitli bozukluklarda da NO Gretiminin
normalden fazla oldugu géralmektedir (Sekil.2.1) (102).

Reseptoér aktivasyonu LPS, TNF, IL-1, IFN-y
Kalsiyum mobilizasyonu Tirozin kinaz, NF -kB, IRF
N\
Ca*-CaM BH, ARN (iNOS)
N\
L-sitrdillin L-Hidroksi +—— l_.Arjini.-l ———— L-Hidroksi L-sitriillin
arjinin arjinin
NADPH
o,
NO NO
/| N\
Guanilat siklaz COX-2 ONQO
Mitokondriyal
GTP GMPc enzlimler
3iyolojik etkile
l _—) ' [ Patofizyolojik etkiler J

Sekil.2.1. Nitrik oksit sentezi ve hedef hiicredeki etkileri



2.2. NOS’ un ADMA ve NMMA Tarafindan Reglilasyonu

L-Arjinin aminoasitinin ¢ tane metilenmig tlrevi vardir. Bunlar; N-
Monometil L-Arjinin (NMMA), Asimetrik Dimetil L-Arjinin (ADMA), Simetrik
Dimetil L-Arjinin (SDMA)’ dir. Bu tirevler, proteinlerdeki arjinin kalintilarinin
Protein Arjinin Metil Transferaz enzimleri (PRMT) tarafindan metilasyonu
sonucu post-translasyonel olarak meydana gelmektedirler. Bu islemde
metiyonin ve ATP’ den sentezlenen S-Adenozilmetiyonin metil dondrl olarak
hizmet etmekte ve S-Adenozilhomosisteine daha sonra da homosisteine
hidroliz olmaktadir. Homosisteinin remetilasyon yolaginda yeniden
metillenmesi ile metiyonin olugmaktadir (14, 99, 111, 137, 179, 197).
Sekil.2.2” de ADMA biyosentezi ve metabolizmasi 6zetlenmigtir.

(o) s

) o = L-Arjinin
S-Adenozil-metiyonin
PRMT-1
-CH,
. — « . _»CH,
S-Adenozil-homosistein = L-Arjinin
S CH,

Homosistein )/

PRO'I!EOLiZ /
—I&

Endotel disfonksiyonu

L-Sitrdllin .
Idrar

Ateroskleroz

Sekil.2.2. insan viicudunda ADMA biyosentezi ve metabolizmasi

Proteinlerdeki arjinin kalintilarinin metilasyonu, PRMT enzimlerinin
katalize ettigi reaksiyon ile proteinin yapisinda bulunan arjinin amino asidinin

guanidino azotu veya azotlarina bir veya iki metil grubu eklenmesiyle



gerceklesmektedir. PRMT enziminin iki ana tipi vardir. Her ikisi de arjininin
monometillenmesini saglayabilir, béylece NMMA olusur. Ancak ikinci bir metil
grubu eklendiginde olugsacak Griin PRMT enziminin tipine bagimlidir. Tip-1
PRMT enzimi, sadece bir guanidino azotunu dimetilleyerek ADMA
olusumunu katalizlerken, Tip-2, her iki guanidino azotlarini monometilleyerek

SDMA olusumunu gergeklestirir (Sekil.2.3)

ADMA SDMA
+L-NMMA +L-NMMA

Sekil.2.3. Proteinlerdeki arjinin kalintilarinin protein metiltransferazlar ile

metilasyonu

Protein hidrolizi sonucu hlcreden saliveriien ADMA, diger hlcreler
tarafindan katyonik aminoasit transport (KAT) ailesinin y* tasiyicilan ile
alinmaktadir (14, 193, 196, 212).

Cogu memeli dokulari ve vicut sivilarinda protein turnover GrinU
olarak serbest aminoasitler halinde bulunan metillenmis arjininler vicuttan
temel olarak Uriner sistemle atilirlar (196). Sekil 2.4’'te Arjinin ve arjininin
metillenmesiyle olusan ADMA, SDMA ve NMMA’in molekuler formdalleri

g6rilmektedir.
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Sekil.2.4. Arjinin, NMMA, ADMA ve SDMA’nin molekdiler formdlleri.

NMMA ve ADMA, NOS enzimlerinin geri déndsimli ve yarismali
inhibitérleridir. Gesitli memeli tirlerinde NMMA ve ADMA'’ nin endojen NOS
dizenleyici olarak rol oynadigr go6sterilmigtir. Plazma NMMA derigimi
ADMA’nin yaklasik 1/10’u kadardir. SDMA, NOS inhibisyonu yapmamasina
kargin hicrelere giriste  ADMA ve L-Arjinin ile ayni mekanizmayi
kullandigindan  digerlerinin  etkisini  dolayh  olarak sinirlayabilecedi
dusidndlmektedir (36, 41, 49, 91, 103, 191, 199, 213).

Son zamanlarda plazma ADMA konsantrasyon artigi kardiyovaskdler
risk faktérl olarak disUnulmektedir. Ayrica ADMA dizeyindeki artisin
hiperkolesterolemi, ateroskleroz, hipertansiyon, kronik renal yetmezlik ve
kronik kalp yetmezlIigi ile iligkili oldugu bilinmektedir.

Tum vicut sivilarinda ve birgok dokuda bulunan Dimetilarjinin
DimetilAminoHidrolaz (DDAH; E.C. 3.5.3.18) enzimi, 6zellikle ADMA ve
SDMA gibi ¢ift metil grubu bulunduran arjininleri yikima ugratarak sitrullin ve
metilaminleri (CHs NH>, (CH3)2> NHy) olusturmaktadir (48, 89) (Sekil.2.5).

DDAH enzimin farkli dokularda aktivite gésteren DDAH-1 ve DDAH-2
olmak Uzere iki farkli izoenzimi saptanmistir. DDAH-1, néronal NOS iceren
dokularda daha yogun DDAH-2 ise endotelyal NOS igeren dokularda (Orn;
kalp, plasenta) baskin olarak eksprese olmaktadir (94). Bu izoenzimlerin
renal ekspresyonlarinin regulasyonu Anjiyotensin Il (Anj Il) ile saglanmaktadir
(127).
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Sekil.2.5. Metillenmis arjinin tlrevlerinin olusumu ve metabolizmasi

eNOS ve nNOS primer olarak Ca*?/kalmoduline bagimli yolda
didzenlenirken, INOS ADMA ve NMMA tarafindan transkripsiyonel olarak

duzenlenmektedir.

DDAH, ADMA’yI metabolize ederek plazma ADMA dizeylerini
dizenlemekte ve bu sekilde nitrik oksitin biyoyararhligini belirlemektedir (36,
204). Kan damarlarindaki NO aktivitesi, kan damarlarinin endotel bagimli
relaksasyon faktéri’ne (EDRF) verdidi yanitlara aracilik eder (131), vaskuler
remodeling’i 6nler (52, 184) kan basincinin ve renal vaskuler direncin stabil
kalmasini saglar (15, 38, 40). Ayrica, henle kulpunun yukari dogru ¢ikan
kalin kolu ile toplayici kanallara Na* girisini inhibe eder ve tuz duyarlihgini
Onler (128, 141, 143, 163). Sonu¢ olarak, DDAH kardiyovaskiler ve renal
sistemlerin homeostatik butinliglinin saglanmasinda 6nemli bir role sahiptir.
Normal protein turnover’i neticesinde olugsan ve NOS enzimi inhibe eden
ADMA ve NMMA’nin kontrolli olarak ortamdan uzaklastiriimasini saglayan
DDAH enzimi NO radikalinin islev gérdigi tepkimelerin sirdirilmesinde
kritik 6nem tasimaktadir.



Diger taraftan okside LDL, proinflamatuvar sitokinler,
hiperhomosisteinemi, hiperglisemi ve enfeksiydz ajanlar gibi patolojik
uyaranlarin endotelyal oksidatif stresi indikleyerek DDAH inaktivasyonu ve
arjinin tirev aminoasitlerinin artisina yol acmak suretiyle NOS inhibisyonuna
neden olduguna ydnelik bazi bulgular edinilmistir. Aktif bdlgesindeki sulfidril
grubu nedeniyle DDAH enzimi oksidatif strese oldukga duyarlidir. Ozellikle
hiperhomosisteinemi durumunda, homosistein DDAH enzimi ile disulfit bagi
olusturmakta, bu da enzimin aktivitesini kaybetmesine ve dolayisiyla ADMA
birikimine ve nitrik oksit sentaz aktivitesinin azalmasina neden olmaktadir
(38, 34, 50, 53, 64, 91, 118, 178, 192).

Nikotinamid adenin dintkleotid fosfat (NADPH) oksidaz veya
homosistein ile Uretilen reaktif oksijen tdrleri (ROS), DDAH'I post-
transkripsiyonel olarak inhibe etmektedirler (65,190). DDAH aktivitesinin
inhibisyonu metilarjininlerin birikmesine neden olmakta, ADMA ve NMMA’nin
yikiminin azalmasina bagh birikimleri ortaya c¢ikmaktadir. Endojen NOS
inhibitérleri olan bu arjinin tdrevlerinin ortamda artmasi ile NO sentezi ve
bagimh vaskuiler relaksasyon mekanizmalari bozularak vazokonstriksiyon
meydana gelmektedir (91, 172, 175, 211).

Sigcanlarda yapilan ¢alismalarda DDAH-1 enziminin, molekiler agirhgi
yaklagik 33 kDa olan 285 aminoasitlik bir protein oldugu, ADMA’nin
metabolizmasi icin Km degerinin, 0.18 mM oldugu gésterilmistir (124). insan
ve siganlarda plazma ADMA duzeyleri 0.3-0.5 pmol/L olarak bulunmustur
(198). Hucre ici ADMA konsantrasyonlari DDAH’ in Km degerinden daha
fazladir. Bu ylUzden, hicre i¢ci ADMA konsantrasyonlari DDAH ekspresyonu
veya aktivitesindeki deg@isimlere hassastir (77, 105). Wang ve ark., siganlara
intravendz enjeksiyon ile DDAH-1’ i hedef alan small interference RNA
(siRNA) vererek karaciger, bobrek ve kan damarlarindaki DDAH
ekspresyonunda % 30-40 azalma oldugunu ve 72 saat sonra yapilan 0lgim
sonucunda da serum ADMA konsantrasyonunun %20-30 arttigini
gbzlemislerdir. Ayni iglemler DDAH-2’ yi hedef alan siRNA ile tekrarlanmis,
fakat plazma ADMA dlzeylerinde herhangi bir degisim gézlenmemistir (204).



2.3. ADMA ve NMMA Regiilasyonu

Protein metilasyonu sonucu olusan ve proteinin hidrolizi ile saliverilen
ADMA ve NMMA nikleusta baskin olarak bulunmaktadir. ADMA
konsantrasyonu, NMMA konsantrasyonundan 10 kat daha yiksek oldugu igin
ADMA NO biyosentezinin baskin olan inhibitéradir. ADMA ve SDMA,
vucuttan Uriner atihm yolu ile uzaklastirimaktadir. Ayrica, memelilerde ADMA
ve NMMA konsantrasyonlari iki tane DDAH izoenzimi ile dizenlenmektedir.
DDAH-1, nNOS’un dretildigi néronal dokuda; DDAH-2, eNOS’un Uretildigi
kalp ve plasentada yiuksek miktarda bulunmaktadir (189). Her iki izoenzimde
bébrek ve karacigerde ylksek miktarlarda eksprese edilmektedir.

2.4. Dimetilarjinin DimetilAminoHidrolaz (DDAH) Enzimi

ADMA ve SDMA, 1970 yilinda Kakimoto ve Akazawa tarafindan insan
idrarindan normal metabolizma Urtnleri olarak izole edilmistir (70). Ogawa ve
ark. ADMA ve NMMA'’yi metilamin veya dimetilamine hidroliz ederek NOS
aktivitesini dizenleyen DDAH enzimini ilk kez 1987'de tanimlamiglar,
1988’de ise sican bdbreginden saflagtirmislardir (122-124). 1999 yilinda ise
Vallance ve Leiper isimli iki arastirmaci bakteri, koyun, fare, sican ve
insanlarda eksprese edilen iki DDAH izoenziminin oldugunu aciklamiglardir
(93, 188). Tojo ve ark. (182, 183) ise DDAH ve NOS izoenzimlerinin bébrek
ve kan damarlarinda farkh bolgelerde eksprese edildigini belirtmiglerdir.
DDAH ve NOS'un ikisinin de eksprese edildigi hicrelerde NO aktivitesi,
DDAH ile regule edilen hiicresel ADMA konsantrasyonundaki degisimler ile
dizenlenmektedir (93, 204, 214).

DDAH, bir molekil ADMA’nin bir molekdl sitrGllin ve bir molekdl
dimetilamine metabolizmasini katalizleyen bir enzimdir. Bu katalitik
reaksiyona spesifik kofaktorlere ait net bilgiler bulunmamaktadir. Sican
bdbregdinden saflastiriimis DDAH enziminin pH = 5.2-6.5 arasinda maksimum
aktiviteye sahip oldugu ve enzimin aktivite gdésterdigi optimum sicakligin 55
2C oldugu bulunmustur (123, 124). Enzim 37°C’de ve pH = 5.0 -8.5 arasinda
inkibe edildiginde yaklasik bir saat stabil kalmaktadir (93, 122, 123, 188).
Knipp ve ark. (23, 80), DDAH -1 enziminin Zn*? iceren bir protein oldugunu,
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fakat Zn*? nin katalitik islemlerde yer almadigini sadece enzimin tamamen
aktif forma gelmesi igin gerekli oldugunu rapor etmiglerdir (80).

Leiper, Vallance ve ark. (93, 189), DDAH'in hicre igindeki ADMA’yi
metabolize ettigini fakat SDMA’y1 metabolize etmedigini gbzlemislerdir.
DDAH'In ADMA’ya olan spesifik aktivitesi molekller yapisi ile ilgili bir
durumdur. Murray-Rust ve ark. (114), DDAH-1 (zerinde bir substrat
baglanma cebi tanimlamiglardir. Bu cep, ADMA’nin yan zincirindeki
metillenmemis azotun girebildigi kiclik bir pordur. Substrat baglandiktan
sonra por kapanarak aktif bélge cebinde ADMA’nin (CH)s — zincirleri ile
Phe75 (Fenilalanin 75) arasinda hidrofobik etkilesimler meydana gelmektedir.
SDMA’nin iki azotunda da metil gruplari bulundudu igin sterik ve elektrostatik
olarak DDAH’In bu asidik cebine baglanmasi mimkun degildir (78).

Vallance ve ark.(198), son dbénem bdbrek hastasi bireylerin
plazmalarinda ADMA ve SDMA'nin biriktigini ve biriken ADMA’nin NOS’u
inhibe ettigini gézlemlemiglerdir. Bu birikim, ADMA’nin DDAH ile metabolize
edilmesinde ve SDMA’nin da bdbregin fonksiyonunu yitirmesi nedeniyle
atilminda sorun olmasi ile agiklanmaktadir (189). Bu ytuzden, plazma ADMA
dizeyi primer olarak DDAH ekspresyonunu ve aktivitesini etkileyen faktorlere
bagll iken, plazma SDMA diizeyi, renal atilim oranina baghdir (49, 56, 120,
121, 178, 198).

ikinci bir DDAH izoenzimi (DDAH-2) tanimlayan Leiper ve ark. (93),
DDAH-2 ekspresyonunun dokunun toplam DDAH aktivitesinin - mindr
fraksiyonunu olusturdugunu gbézlemlemiglerdir. Fakat sonraki c¢aligmalar,
DDAH-2’nin NO biyoaktivitesini belirleyen endotel hiicrelerinde baskin olarak
bulundugunu gdstermistir (188, 204).

Leiper ve ark. (90), 2007 yilinda DDAH-1’in kristal yapisini
tanimlamiglardir. Insanlarda DDAH geninin orijinal formu oldugu disinilen
DDAH-1 ile DDAH-2’ nin aminoasit diizeyinde %62, nikleotid diizeyinde %63
homoloji gbsterdigi bulunmustur (188, 189).

Sican bodbreginde yiiksek oranda eksprese edilen DDAH-1 enzimi,
insanlardaki DDAH enzimi ile %93 oraninda identiktir (122, 123) ve benzer

enzimatik 6zellikler gdstermektedir (93).
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ADMA Klirensi icin simdiye kadar tanimlanmis iki majér yolak
bulunmaktadir (118). ADMA hem hlcreden salinmakta hem de hicrelere
alinmaktadir. Butln hicrelerde olusan ADMA, hiicre igcinde DDAH enzimi ile
sitrlllin ve dimetilamine metabolize olmakta veya y* tasiyicilari ile hiicre
icinden plazmaya taginmaktadir. (179). ADMA’'nin buytk bir kismi DDAH-1
ekspresyonunun fazla oldugu karaciger ve bdébrekler tarafindan metabolize
olmakta, az bir kismi da bdbrekler tarafindan atiimaktadir (179). DDAH geni,
NOS geni ile ayni bdlgelerde eksprese edilmektedir. DDAH-1 beyin gibi
NNOS’un eksprese edildigi boélgelerde, DDAH-2 ise eNOS eksprese eden
endotel hiicrelerinde eksprese edilmektedir (93). Bobreklerde DDAH ve NOS

izoenzimlerinin lokalizasyonu ¢ok daha karmasiktir.

2.5. DDAH Genleri ve Proteinleri

2.5.1. Gen ve Protein Ekspresyon Caligmalari

insan endotel hiicrelerinde DDAH-2 geninin ekspresyonunun all-trans-
retinoik asit, pioglitazon (PIO, antioksidan etkiye sahip bir peroksizom
proliferasyonunu aktive edici reseptdér-gama ligandi) ve 6stradiol ile arttigi,
okside LDL ve coupling factor 6 (CF6) ile azaldigi gosterilmistir (3, 112, 201).
CF6, fosfolipaz A.yi inhibe eden, ROS dretimini arttiran ve
vazokonstriksiyonu indUkleyen mitokondriyal ATP sentaz enerji iletim
sisteminin esansiyel bir bilesenidir (175). DDAH-2 proteinin ekspresyonu da
all-trans-retinoik  asit, pioglitazon ve d&stradiol ile upregile, CF6,
lipopolisakkarit ve ROS lreten vyiksek glukoz konsantrasyonlari ile
downregule edilmektedir (3, 175, 201, 225). DDAH-1 proteininin ekspresyonu
ise interldkin—1 beta (IL-1pB) ile arttirilirken, okside LDL veya Tumor Necrosis
Factor—o (TNF-) ile azaltilmaktadir (64, 160, 191) (Sekil.2.6).

12



Retinoik asit

Pioglitazon
Ostradiol

ANJ I

| IL-1p

—|DDAH-2 ekspresyonu |4—@—| AT1-R aktivasyonu l—‘—> |DDAH'1 ekspresyonu|

o

|DDAH enzim akivitesi| «—@—{ + Ros |

4+ROS
L-Arjinin
Antagosist
ilaclar
v @
4eNOS
0 NO Uretimi

IADMA metabolizmaS||

Vaskiiler onarim
ve rejenerasyonu

¢

—-

p22phox | SNlP | p22phox
NADPHox NADPHox
- |c_:|;>:s6 ox LDL
4 ghukoz eDkII;AH protein || TNF-a
presyonu
-V poz
F’I’:Oﬁsfan yolaklar Antioksidan yolaklar _
= giikez - probukol Tip2
- AGI.E ler - taurin izoformu
- (Ce:pl):ogen - pioglitazon
- insil
- dislipidemi - gdsi;cl)rrlwektin
- Okside LDL - fenofibrat
- homosistein - NF«B antagonistleri
-LPS - Ostradiol
- TNF-a _ - Pravastatin
- CMV enfeksiyonu
phox +
- p22

PKAile

etkilesimi

protein-protein

¢

VEGF gen traskripsiyonu
ve ekspresyonu

_@_,

basinci

Kardiyovaskiiler, renal ve kan

homeostazi

Sekil.2.6. DDAH aktivitesini artiran ve azaltan faktérler
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2.5.2. DDAH Genlerinin Kromozomal Yerlesimi

Tran ve ark. (188), floresan in situ hibridizasyon ve radyasyon hibrid
haritalama tekniklerini kullanarak DDAH-1 geninin kromozom 1p22, DDAH-2
geninin ise kromozom 6p21.3'in MHC Il bdlgesinde yerlesik oldugunu

gOstermiglerdir.

2.5.3. DDAH Gen ve Proteinlerinin Yapisi

DDAH enzimleri ile memelilerde arjinini modifiye eden diger enzimler
arasinda biraz homoloji bulunmaktadir (93). Murray-Rust ve ark. (114),
bakteri ve ilkel 6karyotlarda bulunan protein arjinin deiminazin (PAD) da
arjinini sitrllline metabolize ettigini ve bu enzimin DDAH ile benzerlik
gbsterdigini bildirmislerdir. PAD evrimsel strecte DDAH geni haline gelmis
olabilecedi dusundimustar.

insan DDAH enzimi, 285 aminoasitlik tek bir proteini kodlayan 858 baz
ciftik acik okuma cercevesi (ORF: Open Reading Frame) igermektedir.
Leiper, Vallance ve ark. tarafindan DDAH-1 ve DDAH-2 ile ilgili yapilan
caligmalar, kodlayici bélgenin 6 ekzona bélinmuas oldugunu géstermistir. Bu
ekzonlar, ekzon sinirlan ile ylksek oranda korunmustur. Buna karsilik,
DDAH-1 ve DDAH-2’nin intron uzunluklarinin birbirinden tamamen farkl
oldugu bildirilmistir (93, 188) (Sekil.2.7).

insan DDAH1

intron
> >31kb 7kb 1kb 26kb 3kb

uzunlugu
1} 2 3[4 | [ 5 6] ORF
1 300 404 477 598 741 - ]
301 403 478 597 742 858 nikleotidler
Insan DDAH2
intron
[ 269bp > 314bp [> 300bp  100bp 110bp 150bp 470bp uzunlugu

EN BN [4+—{5— 6 [ 7 |

8 ORF
1 296 397 470 592 741
\\// 297 396 471 591 742 858 nikleotidler

Sekil.2.7. insan DDAH-1 ve DDAH-2 geni




Tran ve ark. (188), DDAH-1 transkriptlerinin, agik okuma gergevesinin
5' ucunda tek bir transkripsiyon baslama bdlgesine DDAH-2 transkriptlerinin
ise 5' wucta U¢ transkripsiyon baslama bdlgesine sahip oldugunu
bildirmiglerdir.

Murray — Rust ve ark.(114), Pseudomonas aureus (PaDDAH)tan izole
edilen DDAH enziminin kristal yapisini incelemigler ve bes tane BRop-modilt
icerdigini gdstermislerdir. Bu modiillerin pervane kanatlari seklinde dizilisleri
ile merkezi negatif yukli bir cekirdek yapi olan dar bir kanal olusmaktadir. Bu
cekirdek yapi, metil arjinin substratinin guanindinopropil yan zincirinin
taninma bdlgesidir. Bu kanal, metil arjinin yan zincirinin hidrolizini katalizleyen
korunmus aminoasit U¢listni icermektedir.

Bakteriyel DDAH enziminin kristal yapisi da incelenmis, aktif bélgenin
Cys—His—Glu (Glutamik asit) katalitik G¢llstn0 igerdigi gésterilmistir (114). Bu
aktif bolgeler, farkh tarler arasinda gesitlilik gbstermektedir. ADMA, DDAH'In
bu aktif bélgesine hidrojen baglariyla tutunmaktadir. DDAHIn Cys249’unun
sulfiar atomu ile ADMA’'nin guanidin grubunun karbon atomu arasinda
katalitik reaksiyon meydana gelmektedir. PaDDAH enziminin bu sistein
uzantisi yerine serin girdiginde, enzimin ¢ézinme ve katlanmasinin olagan
halini strdirmesine karsin aktivitesini yitirdigi gézlenmistir. Bu bdlgede
Cys249 ile birlikte bulunan His162 ve Glu114, DDAH'In aktif bdlgesindeki
sisteinin aktive edilmesini saglamaktadir (114).

Sigir, fare, koyun ve insanlarda da DDAH kristal yapisi incelenmis ve
DDAH-1’in katalitik bdlgesinin Cys273, Asp126 ve His172; DDAH-2'nin
katalitik bélgesinin ise Cys276, Asp125 ve His171’den olustugu gdésterilmistir
(16, 47, 89, 114).

DDAH uzerinde aktif bdlgeyi kapatan bir esnek ilmik ve bir substrat
baglanma bdlgesi bulunmaktadir. Frey ve ark. (47), sigir DDAH-1’in kristal
yapisini incelemigler; arjinin modifiye eden diger enzimlere benzer pervane
kanadi benzeri katlanma icerdigini ve farkli konformasyonlara girebilen esnek
bir ilmige sahip oldugunu gdstermiglerdir. Bu ilmik, substratlarin aktif bolgeye
girigini saglayan kanali agmak veya kapamak igin bir kapak olarak rol
oynamaktadir.
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Fare, sigir ve insan DDAH-1 enzimlerinin yaklasik %92, DDAH-2
enzimlerinin ise %95 homoloji go6sterdigi bulunmustur. Tadrler arasinda
substrat baglanma ve kapak bdélgesinde aminoasit sekans varyasyonlari
oldugu belirtiimistir. DDAH-2’ nin yapisinin substrat baglanma bdlgesi hari¢
DDAH-1 ile ayni oldugu gbzlenmistir.

2.5.4. DDAH Genlerindeki Tek Nuikleotid Polimorfizmler

Jones ve ark. (68), PCR (Polymerase Chain Reaction) ve SSCP
(Single Strand Conformation Polymorphism) analizleri ile insan DDAH-2
geninin  promotdr bdlgesinde yaygin olarak gézlenen 6 polimorfizm
tanimlamiglardir. DDAH-2'nin  promotér bélgesinin  -871. pozisyonunda
gb6zlenen 6G/7G insersiyon/delesyon polimorfizm varyantinda bazal DDAH-2
protein ekspresyonunun arttigr gézlenmisgtir.

Valkonen ve ark. (192), Kuopio Ischemic Heart Disease Risk Factor
Study’de orta yastaki 1609 tane Finlandiyali bireyi incelemigler, DDAH-1 igin
6, DDAH-2 igin ise bir varyant tanimlamislardir. DDAH-1 mutasyonu tagiyan
bireyler arasinda koroner kalp hastaligi meydana gelme olasihiginin 50 kat
yuksek oldugu bulunmustur. DDAH gen mutasyonu tasiyan bireylerde
hipertansiyon prevalansinin da arttigi gézlenmistir. Son zamanlarda, Ryan ve
ark. (142), kalp ameliyatina giren rastgele secilmis 236 hastanin 107’sinin
homozigot DDAH-2 -449G alleli tasiyicisi oldugunu bildirmislerdir. Bu
calismalar sonucu bu mutasyonun stres ve travma kosullari altinda vaskuler
fonksiyonu etkiledigi disuntlmustar.

2.6. DDAH Aktivitesi veya ADMA Tarafindan Gen
Ekspresyonunun Regililasyonu

DDAH, ADMA konsantrasyonlari ve NO olugsumundaki degisimlerin
yaninda birgok genin ekspresyonunu da diizenlemektedir (158). Ornegin
ADMA, insan umblikal ven endotel hicrelerinde lipopolisakkarit (LPS) ile
indiklenen doku faktori ekspresyonunu arttirmaktadir (225). Smith ve ark.
(158), insan koroner arter endotel htcrelerini 2-100 uM ADMA ile inkibe
etmisler ve bu hicrelerdeki 142 genin bazilarinin 1.7 kattan fazla upregule,

bazilarinin ise downregule oldugunu gdstermiglerdir. ADMA ile uyarilan bu
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genler arasinda BMP2K (bone morphogenetic protein 2 inducible kinase),
BMPR1A (bone morphogenetic protein receptor 1A), dekapentaplejik-5 ailesi,
smooth muscle action (SMA)-iliskili protein 5 (Smad-5) ve PRMT3 (protein
arginine methyl transferase 3) bulunmaktadir. Transforming growth factor-
beta (TGFB) stper ailesine ait ¢gok fonksiyonlu blytime faktérleri olan BMP’ler
(bone morphogenetic protein), BMP sinyal yolagi, iskelet sistemi, renal ve
vaskiler sistemde o6nemlidir. (57, 61, 158). BMP2K, osteoblast
farkhlagmasini devam ettiren bir serin/treonin protein kinazdir (71). ADMA,
BMP2K (zerindeki etkileri ile osteoblast farklilasmasini ve osteokalsin
ekspresyonunu azaltmaktadir (158). PRMTS3, proteinlerdeki arjinin rezidilerini
metillemektedir. ADMA pozitif feedback etkisi ile PRMT3 transkripsiyonunu
arttirmaktadir.

DDAH, anjiyogenezde vyer alan genlerin ekspresyonunu da
dizenlemektedir (158, 159, 207, 221).

ADMA, endotel hlcrelerinin motilitesini ve anjiyogenezi bozan RhoA
(ras homolog gen ailesi A Uyesi) ve Rho kinaz’ 1 aktive etmektedir.

VEGF (Vaskller Endotel Buyume Faktérid), TGFB (transforming
growth factor beta) ve bFGF (fibroblast growth factor) gibi blylime faktérleri
araciligi ile gerceklesen NO artigi, anjiyogenezde 6nemli rol oynamaktadir
(12, 33, 58,133). In vitro bir caismada NOS inhibisyonunun TGFB’ nin
anjiyogenik etkilerini ortadan kaldirdigr gézlenmistir (132, 232, 233). Cooke
(33), ADMA’ nin NOS/NO yolagini bozarak endojen kaynakl bir anjiyogenez
inhibitéri olarak rol oynadidini géstermistir. Ayrica normal ve apoE eksik
farelerde, bFGF nin anjiyogenez U(zerine olan etkilerini ADMA’ nin
engelledigini bildirmigtir. Bu etki L-arjinin ile tersine ¢evrilebilmektedir.

Hasegawa ve ark. (54) sigir aort endotel hicre kiltirlerinde DDAH-2
geninin transfeksiyonunun VEGF'’yi transkripsiyonel olarak aktive ettigini
kaydetmiglerdir. Tokuo ve ark. (186), small GTPaz sigan sarkoma (Ras)
yolagi regulatort olan neurofibromin 1’in (NF1) DDAH-1 enziminin C-terminal
bblgesine ve sistein/serinden zengin bdlgesine dogrudan baglandigini
gbstermiglerdir. Bu bdlgeler spesifik protein kinaz A (PKA) iceren bdlgelerdir.
DDAH-1’'in NF-1’e baglanmasi, PKA tarafindan NF-1’in fosforilasyonunu

17



arttirmaktadir. Bu ¢aligmalar DDAH'’ in iki farkli mekanizma ile fonksiyonlarini
gerceklestirdigini gdstermektedir:  ADMA’nin  hidrolizi ve protein-protein
etkilesimi. Sican endotel hicrelerinde yapilan g¢alismalar ile DDAH-2’ nin
NOS ekspresyonunun olmadigi nikleusta yerlesik oldugu ve protein-protein
etkilesimlerinin gen transkripsiyonunu dizenledigi gézlenmistir (204). Sican
vaskuler diz kas hicrelerinin nikleusunda da yerlesik olarak bulunan DDAH-
2’nin, anjiyogenez ve endotel hiicre motilitesi Uzerinde guglu etkileri bulunan

VEGF geninin transkripsiyonuna neden olmaktadir (4, 92, 127).

2.7. DDAH Eksprese Eden Bolgeler ve islevleri

2.7.1. DDAH Organ Dagilimlari

DDAH-1 ve DDAH-2 sitoplazmada baskin olarak bulunan enzimler
olmasina karsiik DDAH-1 endotel hiicre lizatlarinda da gd6zlenmigtir (17).
DDAH-1, 6zellikle karaciger ve bébrek basta olmak Gzere NOS’un eksprese
edildigi tom dokularda eksprese edilmektedir (116, 117, 127, 185). insanda
karaciger ve bobrek, ADMA metabolizmasinin gergeklestigi major bélgelerdir.
ADMA’nin bu organlara girisi negatif bir veno-arteriyel gradient ile
saglanmaktadir (116, 117). DDAH-1" in karaciger ve bdbrekteki ADMA
sirkGlasyonunun dizenleyicisi oldugu dustntlmektedir. DDAH-1; pankreas,
6n beyin, aort ile peritoneal noétrofil ve makrofajlarda da oldukca fazla
eksprese edilmektedir (76, 188). DDAH-1’in fetal ve erigkin dokularinda
ekspresyonu esdeger dizeylerdedir (188). Heterozigot DDAH-1 eksikligi olan
farelerde, iskelet kasi, akciger, beyin ve kalpte DDAH-1 ekspresyonunun
azaldigi, DDAH-2 ekspresyonunun ise degismedigi gbézlenmistir. Bu farelerin,
pulmoner hipertansiyona neden olan pulmoner vaskuler sistem anomalilerine
sahip oldugu bildirilmistir (90).

DDAH-2, tim fetal dokularda yUksek dizeylerde bulunmakla birlikte
yetiskinlere gbre konsantrasyonlari daha disuk ve ekspresyon bdlgeleri daha
selektiftir (188). DDAH-2, eNOS ekspresyonunun gercgeklestigi vaskuler
endotelde baskin olarak bulunur, ancak basta bdébrek olmak Gzere kalp ve
plasentada da eksprese edilmektedir (3, 127, 188, 204). DDAH-2, iNOS

eksprese eden dalak, timus, periferal I6kositler, lenf nodlari ve kemik iligi gibi
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immiin sistem dokularinda da eksprese edilmektedir (188). immun sistem
hicrelerinde DDAH-2' nin eksprese edilmesi bu enzimin romatoid artrit gibi
otoimmin hastaliklara katiliyor olabilecegini distndirmektedir. DDAH-2’nin
iNOS ile beraber immun tolerans veya konak savunmasinin ayarlanmasinda
bir role sahip oldugu da distntlmektedir. Plazma ADMA dlzeyleri artmig
olan Sistemik Lupus Eritematozlu hastalarda da kardiyovaskiler olaylarin
arttig1 kaydedilmistir (28).

2.7.2. Kan Damarlarinda DDAH Ekspresyonu ve islevleri

Kan damarlari ve endotelde eksprese edilen ve sican arteriyollerinde
biyoaktif NO’yu dizenleyen baskin izoenzimin DDAH-2 oldugu yapilan
calismalarla gésterilmistir (88, 90, 96, 204).

Vaskuler diiz kas hucrelerininde niikleusunda bulunan DDAH'In ADMA
metabolizmasini dizenleyerek INOS ekspresyonunu modile ettidi in vitro
calismalarla gosterilmistir. Bu olay, IL-1B aktivasyonundaki degisimler ile
gerceklesmektedir. IL-1B3, DDAH protein ekspresyonunu ve DDAH enzim
aktivitesini arttirmaktadir. DDAH ayrica sitokinlerle indUklenen NO Gretimini
dizenleyebilmekte ve iINOS Uzerindeki etkileri ile aterosklerozdaki vaskuler
hasara katilabilmektedir (191, 204).

Achan ve ark. (3), all-trans-retinoik asitin DDAH ekspresyonunu
arttirma potansiyeline sahip oldugunu gdéstermislerdir. All-trans-retinoik asit,
vaskller diz kas hucreleri ve endotel hicrelerinin anjiyogenik yanitlarini
arttiran, hicresel proliferasyonu inhibe eden, vaskuler farklilasmayi ilerleten
ve ateroskleroz gelisimini yavaslatan bir A vitamini ttrevidir. Endotel hlcreleri
all-trans-retinoik asit ile muamele edildiginde, DDAH-2 gen ve protein
ekspresyonunun ve promoter aktivitesinin arttigr goézlenmistir (3).

DDAH ayrica anjiyogenez ve endotel onariminda yer almaktadir.
Heterozigot DDAH-1 eksikligi olan farelerde pulmoner arter endotel
hicrelerinin motiliteleri bozuldugu ic¢in anjiyogenez defektleri g6zlenmektedir.
Bu etkiler, RhoA ve Rho kinazin aktivasyonu araciligi ile olmaktadir. DDAH’In
upregullasyonu, anjiyogenezi artiran gugld bir ajan olan VEGF‘nin mRNA
ekspresyonunu arttirmaktadir (4, 159, 191, 221).
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Patschan ve ark. (134), ADMA’nin NOS enzimini inhibe ederek NO
sentezini azalttigini ve stperoksit olusumunu arttirdigini kaydetmislerdir. Bu
¢alismalar DDAH’in kan damarlarinin endotel hicrelerinde NO olusumu, NO

yanitlari ve anjiyogenezde énemli oldugunu gdéstermistir.

2.7.3. Bébreklerde DDAH Ekspresyonu ve islevleri

Sican bébreginde mikrovaskiler endotel hiicreleri ve henle kulpunun
yukari dogru ¢ikan kalin kolunun (TAL) hdcreleri eNOS eksprese etmektedir.
NNOS ise makula densa segmenti, glomeruliin Bowman kapsull ve toplayici
kanallarin tubdler epitel hicrelerinde eksprese edilmektedir. NNOS’un
proksimal tibldlde (PT) bulunmamasina ragmen proksimal tubdl hicre
fonksiyonunu dizenledigi gésterilmistir (216). INOS, PT, TAL, distal kivrimli
tibdl (DCT) ve toplayici kanallarin arasinda kalan hicreleri icine alan ttbuUler
epitelde eksprese olmaktadir (182, 185). DDAH bu hicrelerde eNOS, nNOS
ve iINOS ile beraber yerlesik olarak bulunmaktadir (127, 182, 185, 217, 220).

Sicanlarda yapilan imminohistokimyasal calismalar, DDAH-1’in PT’
de yerlesik oldugunu gdstermistir. DDAH-2 ise TAL, makula densa segmenti,
DCT, kortikal ve medullar toplayici kanallarda yerlesik olarak bulunmaktadir
(127, 185).

Sicanlarin  henle kulpunda ADMA, L-NMMA ve SDMA ile
mikroperflzyon c¢alismasi yapilmis ve bu metil arjininlerin henle kulpunun
[Gmeninden arjinin almini inhibe ettigi gb6zlenmistir. Bunun nedeni
muhtemelen hepsinin y+ transport sistemini kullanmalaridir. ADMA ve L-
NMMA makula densa’da NOS'u inhibe etmektedir. Bu ylizden ADMA’nin
DDAH tarafindan metabolize edilmesi, NOS eksprese eden intraselller
boélgelere nefronlardan NOS substrati alimini arttirmaktadir (185).

2.8. Hastaliklarda DDAH Ekspresyonu

Zoccali ve ark.’nin yaptidi bir seri epidemiyolojik calismada ADMA’'nin
kardiyovaskuller hastaliklar, kronik boébrek hastaligi ve bu hastalarda
kardiyovaskuler hastaligin gelisiminde (234-238) gugcli bir bagimsiz risk
faktorh oldugu gosterilmistir (Sekil 2.8).
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Hipertansiyon

Sigara igimi Yaslanma
Hiperhomosisteinemi Hiperkolesterolemi
instilin direnci Obezite
Diabetes mellitus Kronik bobrek yetmezligi

Kardiyovaskiler
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AT1-R I | AT1-R
aktivasyonu (NG III IANG I aktivasyonu
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1
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\Vazokonstriksiyon Qlc(jsesg/e%r;/é?ﬁlekﬂl
Endotel disfonksiyonu \/askuler inflammasyon
Lipid peroksidasyonu \VVSMC buyimesi
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\askuler basincin
azalmasi

Sekil.2.8. Kardiyovaskuler ve renal hastaliklarda ADMA’ nin regulasyonu ve
diger kardiyovaskduler risk faktoérleri ile iligkisi
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2.8.1. Hipertansiyon ve ADMA

Achan ve ark, normal insanlarda ADMA inflzyonu sonrasinda kan
basincinin iliml bir gekilde arttigini bildirmislerdir (2). Leiper ve ark. (90),
heterozigot DDAH-1 eksikligi olan farelerde ADMA birikimi oldugunu
kaydetmislerdir. Bu birikim, vaskller NO sinyal iletiminin azalmasina, endotel
disfonksiyona, sistemik vaskuller direncin ve sistemik/pulmoner arter
basinglarinin artmasina neden olmaktadir. Arrigoni ve ark. (8), 3 gln
hipobarik hipoksiye maruz birakilarak pulmoner hipertansiyon gelistirilen yeni
dogan domuzlarda DDAH-2 enzim ekspresyonunun ve aktivitesinin azaldigini
gOstermiglerdir. Transgenik olarak asiri DDAH-1 eksprese eden farelerde
sistolik kan basinci, sistemik vaskuller direng ve kardiyak stroke hacminin
azaldigi gézlenmistir (36). Bu bulgular DDAH enziminin pulmoner ve sistemik
vazokonstriksiyonu énlemede 6zel bir rolt oldugunu disindirmektedir.

Diger taraftan, erigkin sicanlara DDAH-1 veya DDAH-2’yi hedef alan
siRNA’ lar intravendz olarak enjekte edildikten 3 gun sonra telemetri ile kan
basinglari 6lciimus ve hi¢ degisim olmadigr gozlenmistir. Bu hayvanlarin
serum ADMA konsantrasyonlarinda %30 artis olmasina ragmen kan
basinglarinda herhangi bir degisim gbézlenememigtir. Bu sonuglara goére yeni
doganlarda kan basinci artigi icin 3 gln yeterli iken erigkinlerde bu sirenin
yeterli olmadigi distuntlmastir (204).

Esansiyel hipertansiyona sahip insanlarda endotel disfonksiyonu ve
azalmis NOS aktivitesi ile ilgili caligmalar yapiimig, kan basinci ile ADMA
arasinda bir iliski saptanamamigtir (15, 108, 129, 148, 152, 205). Fakat
esansiyel hipertansiyonlu hastalarin plazma ADMA dlzeylerinin arttigini
gbsteren bazi galismalar da mevcuttur (35, 62, 135, 170).

insanlarda renin sistemin ADMA (izerindeki etkileri caligilmasina
ragmen DDAH aktivitesi Uzerindeki etkileri hentz yeterince incelenmemistir.
Bazi ¢alismalarda Anjiyotensin dénustirict enzim inhibitérleri (ACEI) veya
Anjiyotensin reseptdr bloke edici ajanlarin (ARB), hipertansiyon, kronik
bbbrek hastaligi, metabolik sendrom veya diabetes mellitus (DM) hastalarinin
plazma ADMA dizeylerinde azalmaya neden oldugu kaydedilmistir (10, 30,
37, 62, 63, 115, 121, 125, 141, 151). Bazi calismalarda ise hipertansiyon
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veya koroner arter hastaligi olan bireylerde hi¢ degisim g6zlenmemistir (37,
210). Bu zithklarin ADMA Olgimindeki problemlerden kaynaklanmig
olabilecegdi disundlmektedir.

insan umblikal ven endotel hiicreleri Anjiyotensin Il (Anj Il) ile 24 saat
inkUbe edilmis, PRMT ekspresyonunun arttigi, DDAH aktivitesinin azaldigi ve
ortama salinan ADMA miktarinin iki katina ¢iktigi gézlenmistir (31). Bu etkiler
anjiyotensin reseptér (AT-R) antagonisti ile bloke edilmektedir. Erigkin
farelere giinde kg basina 60 mg olacak sekilde 4 hafta sUreyle subkutan
olarak Anj Il enjekte edilmis ve dolagimdaki ADMA’nin 4 kat arttigi
saptanmigtir (55). Anj Il ile gerceklesen ADMA’daki bu artisin DDAH
ekspresyonu veya aktivitesindeki azalmaya bagl oldugu dusintlmektedir.
Onozato ve ark. (127), DDAH-1’in proksimal tibdler hiicrelerde, DDAH-2’nin
ise arteriolin merkezinde, makula densa ve toplayici kanallarda eksprese
edildigini g6sterdikleri sican bdbrek korteks kesitlerinde Anj II'nin DDAH-1’in
AT4-R  bagimli  downregulasyonuna, DDAH-2'nin ise AT:-R bagiml
upregulasyonuna neden oldugunu gbézlemislerdir. Yani Anj 1l, DDAH
ekspresyonu Uzerinde izoenzime spesifik etkilere sahiptir ve bu etkilerini AT;-
R aktivasyonu araciligi ile yapmaktadir.

GUnidmUzde yapilan galismalar, DDAH’In Anj Il-indUkIU inflamasyonda
mutlak bir rol0 oldugunu distndUrmektedir. Tojo ve ark. (182), sigan
bébreginde AT:-R aktivasyonunun DDAH ve eNOS ekspresyonunu
arttirdigini bildirmislerdir. Ayrica Chen ve ark. (31), endotel hicrelerini Anj Il
ile inklibe etmigler ve bu hicrelerde ROS (retiminin ve ADMA saliniminin
arttigini ve nitrit/nitrat diizeylerinin azaldigini kaydetmiglerdir. Bu sonuglar,
Anj II'nin eNOS ve DDAHtan bagimsiz olarak yeterli miktarda ROS (rettigini
distundirmektedir (20, 213). ROS dretimi, inflamasyonda en ©&nemli
olaylardan biridir. ADMA TNF-a ve IL-8 gibi proinflamatuvar medyatdrlerin
aretimini arttirir, NF-xB yolagini aktive eder ve monositlerin endotel hiicrelere
baglanmasini arttirir (31). Anj Il TNF-a’y1 uyararak DDAH'1 inhibe etmektedir.
DDAH aktivitesindeki azalma sonucu vaskiler inflamasyonda ve
disfonksiyonda artis meydana gelmektedir (Sekil.2.9) (64, 69).
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etkileri

2.8.2. Gebelik ve Preeklampsi

Normal gebelik sirecinde artan NO sentezi kan basincinin ve periferik
vaskUller direncin azalmasina neden olmaktadir (27). Gebelikte normalde
plazma ADMA dlzeyleri yaninda L-arjinin dizeyleri de yaklagik %50
azalmaktadir (46). Preeklampsi ve/veya fetlsln intrauterin bulylme
kisittanmasi oldugu durumlarda veya HELLP (Hemolysis Elevated Liver
enzymes and Low Platelets) sendromunda dolasimdaki ADMA dlzeyleri
artmaktadir (43, 46, 60, 136, 145, 156).

Plasental venb6z kanin maternal sistemik plazmadan 3 kat daha
yuksek ADMA icerdigi kaydedilmistir (104). Bagka bir calismada ise plasental
DDAH aktivitesinin karaciger DDAH aktivitesinden 20 kat diasik oldugu
bulunmustur (156). Yapilan bagska calismalarda preeklampsili gebelerde
plazma ADMA dlzeylerinde artis g6zlenmezken HELLP sendromlu

gebelerde %50 artis g6zlenmistir (95, 100, 156). Gebelik sirasinda plazma
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ADMA dulzeylerinin kan basinci, karaciger ve bdbrek fonksiyonlari ile
tamamen iligkili oldugu bulunmustur. Bu sonuglar artmig ADMA dlzeylerinin
preeklamptik ve HELLP sendromunun nedeninden ¢ok sonucu olabilecegini
disunddrmustar.

2.8.3. Kardiovaskuler Hastaliklar ve Ateroskleroz

Schnabel ve ark. (148), plazma ADMA dlzeyinin koroner arter
hastaligi olanlardaki muhtemel Kkardiyovaskiler olaylarin badimsiz bir
prediktdri olabilecedini 6ne stirmislerdir. Baska bir calismada koroner arter
hastaligi olan bireylerde plazma ADMA ve homosistein dizeylerinin arttigi ve
renal fonksiyonun bozuldugu gdsterilmigtir (208). Ateroskleroz (111), periferik
vaskller hastaligr (19), koroner arter hastaligi (208) veya sol ventrikller
hipertrofisi (238) olan hastalarda da dolasimdaki ADMA dulzeyleri artmisgtir.
ADMA duzeyleri ayrica hiperkolesterolemili, hiperhomosisteinemili hastalar,
sigara igenler, yaslilar, post-menopozal kadinlar ve karotid arter hastalarinda
artmigtir (18, 22, 64, 97, 98, 153, 165-167, 202, 208, 236).

Plazma ADMA dlzeylerinin  artisi DDAH ekspresyonu veya
aktivitesindeki degisimlere baglanmigtir. Farelerde olusturulan hindlimb
iskemi modelinde DDAH ve NOS protein ekspresyonlarinin azaldigi, doku
ADMA konsantrasyonlarinin arttigi gézlenmistir (4). Endotel ve non-vaskuler
hicre kulturlerinde koroner ve periferik vaskller hastalik ile iligkili yUksek
homosistein dizeylerinin DDAH enzim aktivitesini azalttigi, bunun da ADMA
birikimine ve NOS inhibisyonuna neden oldugu gdsterilmistir (167). Ayrica
hiperhomosisteinemili hastalardaki ADMA birikiminin  renal fonksiyon
bozuklugunun gelismesine neden oldugu bildirilmistir (Sekil.2.10) (215).

Sigara igenlerde plazma homosistein ve ADMA dlzeyleri artarken
eNOS ekspresyonunun dolayisiyla NO Uretiminin azaldigi gézlenmistir (13,
66, 208). Nikotin, endotel hicrelerde DDAH-2 mRNA ve protein
ekspresyonunun downregulasyonuna ve DDAH aktivitesinin azalmasina
neden olmaktadir. Ozetle sigara icenlerdeki endotel disfonksiyonu ve
kardiyovaskller  hastaligin  nedeninin  DDAH-2  ekspresyonu ve
fonksiyonundaki azalma sonucu olusan ADMA birikimine bagh eNOS

fonksiyonu ve anjiyogenez inhibisyonu oldugu distunulmektedir (56, 66).
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Sekil. 2.10. DDAH aktivitesindeki degisimler sonucu olusan ADMA birikimi ve

patofizyolojik etkileri

2.8.4. Kronik Bobrek Yetmezligi

Kronik bdbrek hastaligi olan bireylerde plazma ADMA duzeylerinin
arttigr  (198), kan damarlarinda NO vyanitlarinin  bozuldugu (205) ve
kardiyovaskuller olaylarin sikhdinda belirgin  bir artis oldugu (237)
g6zlenmigtir. Koroner arter hastaligi olan bireylerde plazma ADMA ile
glomertler filtrasyon hizi (GFR) arasinda ters iligki bulunmaktadir (208).
Otozomal dominant polikistik bdbrek hastaligi olan hastalarda endotel
disfonksiyonu, subkutan arteriyollerin NOS aktivitesinde azalma (205),
plazma ADMA dizeylerinde (74, 206) ve lipid peroksidasyon Urlnlerinde
(206) artma gozlenmistir. Zoccali ve ark.’nin ylUksek riskli populasyondaki
epidemiyolojik ¢calismalarinda plazma ADMA duzeylerinin renal fonksiyonda
ve kardiyovaskller hastaligin gelisiminde bagimsiz bir belirleyici oldugu
gbsterilmistir (139, 237). Ayrica kdpeklerde kronik bébrek hastaliginin erken
asamalarinda koroner endotel fonksiyonun bozulmasinin eNOS ve DDAH-
2'nin mRNA’larinin downregulasyonu ile iligkili oldugu bildirilmistir (177).
Plazma SDMA duzeyleri ile renal fonksiyon parametreleri, plazma ADMA
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dizeylerinden daha fazla korelasyon gdstermektedir (75). Bu ylzden kronik
bbdbrek hastaliginda DDAH’In regllasyonunu anlamak énemlidir.

Subtotal nefrektomi uygulanmis sicanlarda nefrektominin derecesiyle
orantili olarak plazma ADMA konsantrasyonlarinin yikseldigi, ADMA’nin
renal klirensinin azaldidi ve kan basincinin arttigi gézlenmistir. Bu siganlara
DDAH-1 geninin transfeksiyonu hipertansiyonu 6nlemektedir (106). Bu
bulgular, kronik bdbrek hastaliginda kan basincinin artisinda DDAH’In
patojenik bir roll olabilecegini géstermektedir.

Kronik bébrek hastaliginda plazma ADMA dizeylerindeki artigin renal
ADMA atiliminin diismesi ve ADMA’nin DDAH ile katabolizmasinin azalmasi
ile iligkili oldugu bilinmektedir. Kronik bébrek hastaliginda DDAH aktivitesinin
azalmasinin oksidatif stres tarafindan fonksiyonel olarak inhibisyonuna bagl
olabilecegi bildirilmistir (10, 14).

ADMA TGF-B ekspresyonunun artmasina neden olarak bdbrek
hastaliginin daha da ilerlemesine yol agmaktadir. Renal kutlesi cerrahi olarak
azaltilmig sicanlarda DDAH-1’in asiri ekspresyonu renal TGF-f gen ve
protein ekspresyonunu azaltmaktadir. TGF-f inflizyonu sonrasi hipertansiyon
olusmakta, GFR ve renal medullar kan akisi azalmakta ve bu da bdbreklerin
fibrozisine neden olmaktadir (72, 107, 154).

2.8.5. Karaciger Yetmezligi

Saglikh karaciger dolagimdaki ADMA ve L-Arjininin énemli miktarini
alarak metabolize etmektedir (214). Karaciger yetmezligi olan hastalarda
dolagsimdaki ADMA ve L-Arjinin dizeylerinin arttigi géralmuasttr (116, 157).
insanlarda karaciger ADMA eliminasyonu icin 6nemli bir organdir. Alkolik
hepatitli hastalarda plazma ADMA dlzeylerindeki artigin, hepatik DDAH
protein  ekspresyonunun azalmasi ve hepatk PRMT-1 protein
ekspresyonunun artmasi nedeniyle oldugu kaydedilmigstir (113).

2.8.6. Diabetes Mellitus ve insiilin Rezistansi

Yapilan birgok ¢calismada Tip | DM (6, 176), erken gestasyonel diyabet
(110), instlinopeni (127, 226, 227) ve insulin direnci (29, 94, 164, 172) olan
hastalarda dolasimdaki ADMA duzeylerinin arttigi bildirilmistir. Tavsan renal
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kortikal arter endotel hicrelerinde ADMA konsantrasyonu plazmadan 10 kat
ve streptozosin-indikll diabetes mellitusta ise 2-3 kat yiksek bulunmustur
(105). Diyabetik hastalarin metformin ile tedavisi bu hastalarin kan glukoz
konsantrasyonlarini ve dolasimdaki ADMA dulzeylerini digtrmektedir (9).
Yiksek yag iceren diyetle ile beraber streptozosin verilmesi plazma ADMA
dizeylerinin artmasina neden olmaktadir (94, 127, 130).

DM’ta ADMA’nin artis mekanizmasi birgcok arastirici tarafindan
incelenmistir (1, 94, 127, 130, 171, 226, 227). Hiperglisemi, diyabette endotel
fonksiyonun bozulmasina neden olan TNF-a gibi proinflamatuvar sitokinleri
aktive edebilir (45, 167). Eid ve ark. (42), insan endotel hiicre klltirlerinde
TNFo’nin DDAH aktivitesini azalttigint ve ADMA birikimine neden oldugunu
kaydetmislerdir. Insiilin veya adiponektin tarafindan DDAH aktivitesi
arttinlarak ADMA birikimi engellenmektedir.

Normal siganlarda ATi-R stimilasyonunun bdbrekler Gzerindeki
dogrudan etkileri caligiimig, Anj Il ile inkilbasyonun DDAH-1 ekspresyonunun
AT+-R bagdimli downregilasyonuna, DDAH-2 ekspresyonunun ise ATi-R
bagimli upregllasyonuna neden oldugu gdézlenmistir (127). Anj Il Gretimi
veya ATi-R Uzerindeki etkilerindeki azalma jukstraglomeruler aparatta
DDAH-2’nin ekspresyonunun azalmasina, bu da intraseluler ADMA dlzeyinin
artmasina neden olmaktadir. DDAH-2 eksprese eden hiicrelerde ADMA artigi
sonrasi NNOS aktivasyonu inhibe olmaktadir. Yani ADMA birikimi nNOS-
badimli glomeruler hiperfiltrasyonu inhibe etmektedir (7, 25, 82-85, 109, 180,
231).

Bu bulgular diabetes mellitusta gbzlenen giddetli endotel
disfonksiyonu, mikrodamarlarin oksidatif stresi ve nNOS bagimh glomeruler
hiperfiltrasyona 1sik tutmustur (82, 83, 149, 150). Yapilan degisik
calismalarda diyabetik sicanlarin bdbreginde eNOS ekspresyonunun arttigi
(32, 126, 169, 200), nNOS ekspresyonunun ise azaldigi (44), degismedigi
(126) ve biraz arttigr (32, 73, 84, 155, 200) 6ne surdlmustir. Diabetes
mellitusta jukstaglomeruler aparatta DDAH-2’ nin upregilasyonunun eNOS’u
upregulle ettigi gbézlenmistir (207). Diyabetik siganlarda bébrek proksimal
tibdllerinin DDAH-1 dlUzeyindeki azalma, renal ADMA atiliminda bozulmaya
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neden olur, bu da tuz sensitivitesinin ve hipertansiyonun gelismesine énculik
eden ADMA diizeylerinin artmasina yol agmaktadir (143, 181). insilinopenik
diabetes mellitusta NOS kan basincinin artmasina neden olarak kritik bir rol
oynamaktadir (24) (Sekil 2.11).
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Sekil.2.11. Diabetes Mellitus’ta DDAH enzimine bagimli regilasyon

Hiperglisemi ile ilgili bircok mekanizma dogrudan veya dolayli olarak
DDAH aktivitesinin bozulmasina neden olmaktadir. Anj Il oksidatif stresi
uyararak DDAH aktivitesinin post-transkripsiyonel inhibisyonuna 6nculik
etmektedir ve ROS Uretimini tesvik eden proinflamatuvar sitokinlerin, blytime
faktorlerinin, adezyon molekdllerinin ve transkripsiyon faktori NF-kB’ nin
ekspresyonunu induklemektedir (24, 26, 30, 45, 167). Endotel hicre
kultdrlerinde ylksek glukoz konsantrasyonlarinin DDAH ekspresyonunu
inhibe ettigi bildirilmistir (160). Glikozile proteinlere maruz kalan siganlarda
endotel disfonksiyonu ve DDAH aktivitesinin bozuldugu gdézlenmistir (42,
229). Yani diyabette endotel disfonksiyonun temelinde DDAH disfonksiyonu
yatmaktadir.
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2.9. DDAH Aktivitesi

2.9.1. DDAH Aktivite Olciimleri

DDAH, ADMA ve L-NMMA’yi L-sitrillin ve metilaminlere hidroliz
etmektedir. DDAH aktivitesinin belirlenmesi, bu substratlarin yikimi sonucu
olugan reaksiyon urlnlerinin 6lgim0 prensibine dayanmaktadir (81, 94, 101).
Dokular ["*C]-ADMA veya ["C]-L-NMMA ile inkilbe edildikten sonra katyonik
ADMA veya L-NMMA sitrillinden anyon degistirici  bir recine ile
ayristirimaktadir. Reaksiyon driinlerindeki ['*C]-sitriillin, metabolize olan
['“C]-ADMA veya ["*C]-L-NMMA miktarini vermektedir (102, 123). Bazi
arastincilar, ADMA’y1 isaretlemeden ADMA ve sitrillin élcim metotlari
gelistirmislerdir: Orn; Nonaka ve ark. (119), ADMA'nin plazma ve renal
dokuda belirlenebilmesi icin hizli ve hassas bir yUksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC)-floresans deteksiyon yéntemi kurmuslardir. Ayrica, L-
sitrOllinin diasetilmonoksim gibi oksimlerle reaksiyonu sonucu olusan rengin
spektrofotometrik olarak 6lcim prensibine dayanan daha basit kolorimetrik
metotlar da bulunmaktadir (81). Bu yéntemin dre, proteine bagh L-sitrGllin,
ornitin karbamoil transferaz ve NOS tarafindan DDAH’dan bagimsiz yollarla
aretilen L-sitrdllin ile verdigi interferanslarin énlenmesi gerekmektedir (81,
101, 173). Tain ve Baylis (173), HPLC o&lctmleri ile uyumlu sonu¢ alinan,
zaman almayan ve maliyeti disuk olan bir Kkolorimetrik ydntem
geligtirmiglerdir.

[“C]-ADMA  veya ["“*C]-L-NMMA’nin  metabolizmasi  prensibine
dayanan DDAH aktivite élcim ydntemleri, yiksek sensitivite ve spesifiteye
sahip olduklarn icin “altin standart” olarak kabul edilirler. Maas ve ark.
deuterium isaretli ADMA'y1 ([°Hg]-ADMA) substrat ve stable-izotop isaretli
ADMA'y1 (["®Cs - Hg]-ADMA) internal standart olarak kullanarak 96 kuyucuklu
plate’e uygulanabilir stabil-izotop temelli bir yéntem ile ADMA olusumunu ve
metabolizmasini belirlemeye calismiglardir. Bu ydntemi sivi kromatografi-
tandem kitle spektirometresi kullanarak farelerin renal ve karaciger
dokularina uygulamiglardir. Bu yoéntemin avantaji, dokudaki DDAH
aktivitesinin ve endojen ADMA, SDMA ve L-Arjinin olusumunun

belirlenebilmesidir (101).
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2.9.2. Nitrozilasyon

Sepsis sirasinda gerceklesen iINOS aktivasyonu, NO’dan nitrozat
bilesiklerinin Uretimine, bu da NOS izoenzimlerinin inaktivasyonuna neden
olmaktadir (11). Leiper ve ark. (89), cok ylksek NO konsantrasyonlarinda
DDAH’In inhibe oldugunu in vivo ve in vitro olarak bildirmiglerdir. Fakat
DDAH'in inaktive olmasi icin gerekli NO konsantrasyonu tam olarak
bilinmemektedir.

Sicanlarin endotel hUcreleri sitokinle muamele edilerek iINOS
indUksiyonu yapiimis, NO’nun 6 kat arttigi durumlarda DDAH aktivitesinin
inhibe oldugu gézlenmistir.

Leiper ve ark. (89), DDAH ile reaksiyona girmeyen S-nitrozosistein
kalintilarini  taniyan spesifik bir antikor oldugunu bildirmiglerdir. DDAH
dzellikle sitozolde bulunan iINOS enziminin indiksiyonundan sonra S-nitrozile
olmaktadir. PaDDAH’In S-nitrozilasyonu, bir nitrojen monoksit grubunun aktif
bblgede bulunan sistein 249 rezidisunun tiyol yan zinciri ile kovalent bag
yapmasi ile gerceklesmektedir. Memeli DDAH-1 enziminde NO’nun hedef
bolgeleri sistein 221 ve 273 rezidlleridir (79, 89). Bazal kosullar altinda
DDAH, NOS tarafindan sentezlenen NO ile S-nitrozile olamamaktadir. Ancak
hiicrelerde iNOS sitokinle indlklenirse tretilen NO miktar yiksek diizeylerde
oldugu icin DDAH S-nitrozile olarak aktivitesini kaybetmektedir. Bu
nitrozilasyon reaksiyonu kovalent olmasina ragmen indirgeyici bir ajan olan
ditiyotreitol (DTT) varliginda bu engelleme geri déonisimltdar. DTT, sisteinin
sulfidril gruplarini yerine koyarak DDAH aktivitesinin inhibisyonunu tersine
cevirir (89, 167). Gow ve ark. (51), ¢ NOS izoenziminin her birinin
sentezledigi NO’nun farkli  hicresel proteinleri S-nitrozile ettigini
bildirmislerdir. Bu izoenzime 6zgl nitrozilasyonun, hicrelerde NOS
izoenzimlerinin  farkli  bdlgelerde lokalizasyonlarinin  sonucu  oldugu
disunulmektedir. Knipp ve ark. (79), NO'nun DDAH-1’in yapisi ve aktivitesi
lizerine etkilerini incelemisler, sikica bagl bir tane Zn*? iceren (holo-form)
DDAH-1’in  S-nitrozilasyona direngli, Zn*? icermeyen formunun S-

nitrozilasyona karsi1 dayanaksiz oldugunu bulmuslardir.
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2.9.3. Tiyol Oksidasyonu

DDAH genlerinin transkripsiyonunu ve translasyonunu dizenleyen
bircok faktér tanimlanmistir. Bunlara ek olarak, DDAH aktivitesi probukol
(gtclt  bir antioksidan) (67), taurin (antioksidan &zelliklere sahip yari
esansiyel bir aminoasit) (174), insulin+adiponektin (42), pravastatin
(kolesterol districl ajan) (230), 6stradiol (59, 112), IL-1B (191) ve fenofibrat
veya pirolidin ditiyokarbamat (ndkleer faktér-xB antagonisti) (228) ile pozitif
olarak duzenlenmektedir.

DDAH aktivitesi CF6 (175), lipopolisakkarit (225), glikozile sigir serum
albumini (229), epoetin beta ve darbepoetin alfa gibi eritropoietin analoglari
(146), yuksek glukoz konsantrasyonlari (160), okside LDL veya TNF-a (64),
kolesterol veya homosistein (167) ve sitomegaloviris enfeksiyonu (211) ile
negatif yénde duzenlenmektedir. Bu bulgularin hepsi endotel hiicre ve duz
kas hucre kilttrlerinden elde edilmistir.

DDAH'In  aktif bdlgesinde bulunan sdlfidril  grubunun redoks
modifikasyonu, enzimin oksidatif strese geri ddnisimll hassasiyetine neden
olmaktadir (78, 167). Ornegin homosistein, DDAH’In siilfidril grubunu okside
ederek enzimi inaktif hale getiren karisik distlfit olugturmaktadir (167).

Suboptimal konsantrasyonlarda, L-Arjinin veya tetrahidrobiopterin
(BH4) varhiginda ilk rediksiyon basamagindan sonra elektronlarin eNOS
(223) veya nNOS’a (138) akisi kesilmektedir. Bu kosullarda NOS, NO
sentezinden ¢ok slperoksit anyonu (O27) Uretmeye ybénelmektedir. Oy ile
NO’nun etkilesimi ile peroksinitrit (ONOQO") olusmaktadir. Bu reaksiyonda
BH4, BH2'ye okside olmaktadir (213, 222, 224). DDAH’In reaktif tiyoller ile
oksidasyonu, aktivitesini yitirmesine bu da ADMA birikimine neden
olmaktadir. ADMA konsantrasyonunun artmasi NOS’u inhibe ederek endotel
hucrelerinde eNOS ile, lipopolisakkarit-indiklt pulmoner epitel hicrelerinde
ise INOS ile Oy olusumuna énculik etmektedir (19, 20, 213). Bu bulgulara
g6re, DDAH aktivitesinin redoks akisinin bozulmasinin, hiicresel ADMA
birikimine, ADMA’daki artisin NOS inhibisyonuna ve O, olusumuna neden
oldugu goérilmektedir.
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2.9.4. Arjinin ve Sitrillinin Etkileri

Bdbrek hastaligi, hiperkolesterolemi, oksidatif stres, inflammasyon,
iskemi ve diyetsel tuz kisitlamasi gibi durumlarda L-Arjinin NO Uretimini
uyarmaktadir (14, 19, 31, 66, 77).

Hepatik hlcrelerde yapilan in vitro bir ¢calismada L-Arjininin DDAH
aktivitesinde doza bagimli inhibisyona neden oldugu goézlenmistir. L-Arjinin
DDAHa baglanmak icin ADMA ile yarismakta, bu da NO Uretiminin
kisitlanmasina neden olmaktadir (209). Sitrillininde DDAH’a baglanmak igin
ADMA ile yaristigi gézlenmistir (102).

Plazma L-Arjinin dizeyleri NOS’'un NO dretimi igin gerekli Km'ini kat
kat astigi zaman NOS’un biyoaktivitesi sinirlanmaktadir. Bu olay arjinin
paradoksu olarak isimlendirilmektedir (5, 39). Bu paradoks séyle agiklanabilir:
NOS, ADMA ile yarismali olarak inhibe edilmektedir, bu ylzden maksimal
aktivite icin ylksek substrat konsantrasyonlari gerekmektedir. Sonug¢ olarak
L-Arjinin/ADMA orani NOS aktivitesi Uzerinde bu maddelerin tek tek

etkilerinden daha fazla anlam ifade etmektedir.

ADMA dlzeyinin distk oldugu ve L-Arjinin dizeylerinin normal
aralikta oldugu fizyolojik kosullarda eNOS enzim aktivitesi maksimumdur
(Sekil.2.12).

1001 Fizyolojik

- durum

60

401

NO sentez orani [%] >

20 4

01 1 1 10 100 1000
L-arjinin[umol/L]

Sekil 2.12. Fizyolojik kosullarda eNOS enzim aktivitesi
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NOS’ un yarismali inhibitéri olan ADMA’'nin dizeyi arttiginda, L-

Arjininin NO’ ya doénlsUmi bozularak NO sentezi azalmaktadir. Bu da

Sekil.2.12° deki NO sentez egrisinin saga kaymasina neden olmaktadir

(Sekil.2.13)

NO sentez orani [%] TO

Kompetitif

1001 inhibitor varligi

80
60
40

20 -

=

1 10

L-arjinin[umol/L]

100 1000

Sekil.2.13. ADMA’ nin eNOS enzim aktivitesi tzerine etkisi

Diyetsel destek sonucu L-Arjinin diizeyindeki kiguk bir artisin bile NO
sentaz aktivitesinde belirgin bir artisa neden oldugu gdézlenmistir (Sekil.2.14).
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GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Ornekler

DDAH enzim aktivitesi 6lcim ydnteminin optimizasyonu igin serum,
idrar ve cesitli doku 6rnekleri, enzimin saflastirilmasinda normal beslenen
Wistar cinsi erigkin digi-erkek sicanlarin (ortalama vicut agirhgr 250 g)
bdbrek dokulari kullanildi.

3.2. Gerekli Cihaz ve Kimyasal Maddeler

3.2.1. Cihazlar

¢ Homojenizatér (Janke&Kunkel Ultra-Turrax T25, Almanya)

e UV-visible Spektrofotometre (GBC Cintra 303, Avusturalya)

e Quartz kiivet 1 mL (GB, Almanya)

e Su banyosu (Julabo TWBS, Almanya)

¢ Manyetik karistirici (Kottermann, Almanya)

e pH-metre (Mettler Toledo MP 220, isvicre)

e Sogutmali santrifij (Eppendorf 5043, Almanya)

e Sogutmasiz santrif(j (NF1215, NUve, Tarkiye)

e Kolonlar (Sigma, A.B.D)
a. Luer-Lock Non-Jacketed (1.0 x 10)
b. Luer-Lock Non-Jacketed (1.0 x 20)
c. Luer-Lock Non-Jacketed (2.5 x 20)
d. Luer-Lock Non-Jacketed (2.5 x 30)

e Otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya)

e Cam pipetler

e Hassas terazi (Precisa, Isvicre)

e Biodialyser system, 50 ul (Sigma, A.B.D)

e Sterifil aseptic system and holder, 47 mm disc filter (Millipore,
Fransa)

e Amicon Ultra-15 santrif(j tipi filtre (Millipore, Fransa)

e Diyaliz igin seliloz membran (Sigma, A.B.D.)

e Distile su cihazi (Millipore, Fransa)
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e Elektroforez tanki (Biolab, A.B.D)

e Gaz kromatografisi-Kutle spektrofotometresi (GC-MS, Thermo,
A.B.D)

3.2.2. Kimyasal Maddeler

e Sitrdllin (Sigma, A.B.D)

e NC N%-Dimethylarginine dihydrochloride (ADMA) (Sigma, A.B.D)

e NCN%-Dimethylarginine di(phydroxyazobenzene-p-sulfonate) salt
(SDMA) (Sigma, A.B.D)

e Amonyum sulfat (Merck, Almanya)

e Sikroz (Merck, Almanya)

e 2-Merkaptoetanol (Sigma, A.B.D)

e 5-Silfosalisilik Asit (Merck, Almanya)

e CNBr-activated Sepharose 4B (Sigma, A.B.D)

¢ Phenyl-Sepharose CL-4B (Sigma, A.B.D)

e Sephacryl 200 HR (Sigma, A.B.D)

e QAE-Sephadex (Sigma, A.B.D)

e Ureaz (Sigma, A.B.D)

e Antipirin (Sigma, A.B.D)

e Diasetilmonoksim (Sigma, A.B.D)

e Trikloroasetik asit (Merck, Almanya)

e Folin-Ciocalteau (Sigma, A.B.D)

e Sodyum dihidrojen fosfat (NaH».PO4.2H20) (Merck, Aimanya)

e Disodyum hidrojen fosfat (NaoHPO,) (Merck, Almanya)

e Sodyum karbonat (Na,CQO3) (Merck, Almanya)

e Bakir silfat (CuSQO4.5H.0) (Merck, Almanya)

e Bovine serum albumin (BSA) (Immucor)

e Sodyum sitrat (NazCgHs07+2H20) (Merck, Almanya)

e N,N,N’,N’-tetrametiletilen diamin (TEMED) (Merck, Almanya)

¢ Trihidroksimetilaminometan (Tris) (Merck, Almanya)

e Brom timol mavisi (Merck, Almanya)
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e Akrilamid (Merck, Almanya)

¢ N,N’-metilen bisakrilamid (Merck, Almanya)

e Metanol (Merck, Almanya)

e Aseton (Merck, Almanya)

e Etanol (Merck, Almanya)

e Coomassie brillant blue R-250 (Merck, Almanya)
* izopropanol (Merck, Almanya)

e Asetik asit (Merck, Almanya)

e Sodyum dodesil silfat (SDS) (Merck, Almanya)

e Amonyum persulfat (Merck, Alimanya)

3.3. Yontemler

3.3.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1.1. Enzim Saflagtirmada Kullanilan Cozeltiler

e Sikroz cozeltisi (0.25 M): 86 g. Sukroz tartilarak 1 litreye distile
su ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti icerisine 100 pL 2-merkaptoetanol ilave
edildi.

e Amonyum silfat: Homojenat miktarina gbére amonyum siilfat
tablosundan hesaplanarak ortama kati olarak ilave edildi.

e NaHPO, cozeltisi (0.1 M): 28,4 g Na,HPO, tartilarak 2 litreye
distile su ile tamamlandi.

e NaH,PO, cézeltisi (0.1 M): 31,2 g. NaH,PO4.2H,0 tartilarak 2
litreye distile su ile tamamlandi.

e Sodyum fosfat tamponu (0.1 M pH= 7.0) (A Tamponu): 390 mL
0.1 M NaoHPO4 ¢bzeltisinden, 610 mL 0.1 M NaH.PO4.2H,O cbzeltisinden
alinarak tzerine 1L distile su eklendi.

e Sodyum fosfat tamponu (0.1 M pH= 7.5): 160 mL 0.1 M
NaHPO, ¢ozeltisinden, 840 mL 0.1 M NaH2PO4.2H,0 ¢bzeltisinden alinarak
Uzerine 1L distile su eklendi.

e Sodyum fosfat tamponu (0.01 M pH= 7.5) (B Tamponu): 0.1 M

pH= 7.5 olan sodyum fosfat tamponundan 1/10 dilisyonla hazirlandi.
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e Sodyum fosfat tamponu (0.01 M pH= 7.0) (C Tamponu): 0.1 M
pH= 7.0 olan sodyum fosfat tamponundan 1/10 dilGsyonla hazirlandi.

e Sodyum fosfat tamponu (0.05 M pH= 7.0): 0.1 M pH= 7.0 olan
sodyum fosfat tamponundan 1/20 dilisyonla hazirlandi.

3.3.1.2. Enzim Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltiler

e Sodyum fosfat tamponu (0.1 M pH= 6.5): 685 mL 0.1 M
Na,HPO, c¢ozeltisinden, 315 mL NaH;PO4.2H,O c¢dzeltisinden alinarak
Uzerine 1L distile su eklendi.

e Hidroklorik asit (HCI) ¢c6zeltisi (0.02 N): 830 pL %37’ lik HCI’ den
alindi, 500 mL’ ye distile su ile tamamlandi.

¢ Trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi (%10): 10 g TCA tartilarak 100
mL’ ye distile su ile tamamlandi.

e 5-siilfosalisilik asit (%4): 4 g 5-sllfosalisilik asit tartilarak 100 mL’
ye distile su ile tamamlandi.

e Ureaz cozeltisi (200 U/mL): 5 U/mg lreaz enziminden 40 mg
tartilarak 1 mL 0.1 M pH= 6.5 sodyum fosfat tamponu igerisinde ¢6z0ldU.

e Sitrallin standarti (1000 pmol/L) (1. Stok): 17,52 g sitrtllin 100
mL 0.02 N HCl igerisinde ¢6zuldu.

e Sitrillin standarti (100 pmol/L) (2. Stok): 1. stoktan 1:10
dilisyonla hazirlandi.

e Diasetil monoksim cozeltisi (%0.8) (1. ¢ozelti): 0,8 g diasetil
monoksim (DAMO) 100 mL %5 (v/v) asetik asit icerisinde ¢o6zuldi. Koyu
renkli sisede +4 °C’ de saklandi.

e Antipirin ¢ozeltisi (%0.9) (2. ¢ozelti): 0,9 g antipirin tartilarak 100
mL distile su icerisinde ¢dzuldi.

e Asit-ferrik ¢cozelti (3. ¢cozelti): 5 mg FeCl; bir miktar distile suda
cbzilerek Uzerine %95.5" lik H.SO4’ ten 32.5 mL eklendi. Distile su ile 100
mL’ ye tamamlandi.

e Kromojenik cozelti: 1., 2. ve 3. ¢ozeltilerden 75/15/10 (v/v/v)
oraninda karigtirilarak hazirlandi.
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e Asimetrik dimetilarjinin (ADMA, 1 mM): 27,5 mg ADMA tartilarak
100 mL 0.1 M pH= 6.5 sodyum fosfat tamponu icerisinde ¢6zuldU.

3.3.1.3. Enzimin Kinetik Ozellikleri ile ilgili Calismalarda
Kullanilan Cézeltiler

e 0.1 M asetat tampon c¢ozeltilerinin hazirlanmasi: 100°er mL’lik
u¢ behere alindi 1,36 g CH3COONa.3H0 tartilarak konuldu ve 80 ml distile
suda ¢6zuldi. pH metre yardimiyla 0,1 M’ ik CH3COOH kullanilarak pH’ lari
yine sirayla 3.0, 3.5 ve 4.0’e ayarlandi ve toplam hacimleri distile su ile 100
mL’ye tamamlandi.

e 0.1 M Fosfat tampon coézeltilerinin hazirlanmasi: 100’er mL’ lik
alti adet behere 1,42 g Na;HPO, tartilarak konuldu ve 80 ml distile suda
¢6zuldi. pH metre yardimiyla 0,1 M’ ik HzPO4 kullanilarak pH’lari yine
sirayla 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 ve 7.5’e ayarlandi ve toplam hacimleri distile su
ile 100 mL’ye tamamlandi.

e 0.2 M Tris-0.1 M HCI tampon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi: 100’er
mL’ lik U¢ adet behere sirasiyla 2,423 g Tris tartilarak konuldu ve 80 ml distile
suda ¢6zuldd. pH metre yardimiyla 0.1 M’ hk HCI kullanilarak pH’ lari yine
sirayla 8.0, 8.5 ve 9.0’a ayarlandi ve beherlerin toplam hacmi distile su ile

100 mL’ye tamamland.

3.3.1.4. Protein Miktarinin Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Protein tayini icin Lowry ve ark. (95) tarafindan Onerilen ydntem
kullanildi. Bunun igin A, B ve C ¢dzeltileri hazirlandi.

e Cozelti A: Bu ¢dzelti 20 g Na,CO3, 0.1 M NaOH icinde ¢bzllerek
NaOH ile son hacim 1 L’ye tamamlanarak hazirlandi.

e Cozelti B: 0,5 g CuS0O4.5H,0, %1’lik sodyum sitrat ¢bzeltisinde
¢bzilerek son hacim ayni ¢dzeltiyle 100 ml'ye tamamlanarak hazirlandi.

e Cozelti C: 50 ml A cozeltisi ile 1 ml B ¢ozeltisi karistirilarak ginlik
olarak hazirlandi.

¢ Folin-Ciocalteau ¢6zeltisi: Distile su ile 1/2 oraninda seyreltilerek

hazirlandi.
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e Standart protein ¢ozeltisi: %30 luk sigir aloumininden 0.1 mL
alinip % 0.9’ luk NaCl cozeltisi ile 50 mL ye tamamlandi. 600 pg/mL
konsantrasyonda standart elde edildi. Bu standarttan seri dilisyonla 500,
400, 300, 200, 100 ve 50 pg/mL konsantrasyonda standartlar hazirlandi.

3.3.1.5. Sodyum Dodesil Siilfat - Poliakrilamid Jel Elektroforezi
(SDS - PAGE) icin Kullanilan Cozeltiler

e Tris-HCI (1 M, pH=8.8): 12,1 g Tris 80 ml suda ¢6zulip 1 M HCl ile
pH’s1 8.8’e ayarlanarak distile su ile 100 mlI'ye tamamlandi.

e Tris-HCI (1 M, pH=6.8): 2,4 g Tris 5 ml suda ¢6zulip 1 M HCl ile pH’
6.8’e ayarlanarak distile su ile 20 ml'ye tamamlandi.

¢ Akrilamid (%30) - bisakrilamid cozeltisi (%0,8): 6 g akrilamid, 0,16
g bisakrilamid tartilarak 13,84 ml distile suda ¢6zdldi.

¢ SDS cozeltisi (%10): 0,5 g SDS alinip 4,5 ml distile suda ¢ézuldQ.

e Numune tamponu: 0,65 ml 1M Tris-HCI (pH=6,8), 1 ml %10’luk
SDS ve 1 ml %100°’l0k gliserin, 1 ml %0,1’lik brom timol mavisi karigtirilarak,
son hacim distile su ile 10 ml'ye tamamlandi. Kullanilmadan hemen 6nce bu
tampona 500 pl B-merkaptoetanol ilave edildi.

e Yurutme tamponu: 1,5 g Tris ve 7,2 g glisin 50 ml distile suda
¢6zUldU, daha sonra bunun Gzerine 5 ml %10’luk SDS ilave edilerek toplam
hacim distile su ile 500 ml'ye tamamlandi.

¢ Jel Boyama c¢oézeltisi: 50 mL metanol, 10 mL asetik asit ve 40 mL
distile su icerisinde 0,1 g Coomassie brillant blue R-250 reaktifinin
¢6zulmesiyle hazirlandi.

¢ Jel Yikama cozeltisi: 50 mL metanol, 10 mL asetik asit ve 40 mL
distile su karistirllarak hazirlandi.

¢ Sabitlestirme ¢o6zeltisi: %50 izopropanol, %10 TCA, %40 distile su
olacak sekilde hazirlandi.

e TEMED cozeltisi (%5): 5 g TEMED tartilarak distile su ile 100 mL’
ye tamamlandi.

e Amonyum persilfat (PER) c¢oézeltisi (%1,5): 1,5 g amonyum

persulfat tartilarak distile su ile 100 mL’ ye tamamlandi.
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e Ayirma jeli: 15 mL 1M Tris-HCI (pH=8,8), 10,66 mL %30’luk
akrilamid-%0,8’lik bisakrilamid, 0,61 mL %1’lik SDS, 0,4 mL %5’lik TEMED
(N,N,N’,N’-tetrametiletilen diamin), 0,8 mL %1,5’lik amonyum persulfat
cozeltileri ve 11,94 mL distile su karistirilarak hazirlandi.

e Yigma jeli: 1,24 mL 1M pH=6,8 Tris-HCIl, 1mL %30’luk akrilamid-
%0,8'lik bisakrilamid, 0,1 mL %71’lik SDS, 0,1 mL %5’lik TEMED, 0,2 mL
%1,5’lik amonyum persilfat ¢ozeltileri ve 7,36 mL distile su karigtirilarak

hazrlandi.

3.3.1.6. Jel Filtrasyon Kromatografisi icin Kullanilan Cozeltiler

¢ Sodyum fosfat tamponu (0.1 M, pH = 7.0, 0.1 M NaCl iceren): 390
mL 0.1 M NayHPO, c¢obzeltisinden, 610 mL 0.1 M NaH,PO4.2H,O
¢cOzeltisinden alinarak Uzerine 1L distile su eklendi ve 5,85 g NaCl tartilarak

bu tampon igerisinde ¢6zuld.

3.3.2. Orneklerin Saglanmasi

Sican boébregi, Gulhane Askeri Tip Akademisi Deney Hayvanlari
Laboratuvarindan saglandi. Erigkin Wistar cinsi siganlar eter ile uyutulduktan
sonra bdbrekleri ¢ikarilip tartilarak buz igerisindeki 2 mM 2-merkaptoetanol
iceren soguk sodyum fosfat tamponu (0.1 M pH= 6.5) igerisine konuldu.

3.3.3. Dimetilarginin Dimetilaminohidrolaz (DDAH) Enziminin
Kantitatif 6lcimi

DDAH enzim aktivitesinin 6lcima, DDAH’ in ADMA'’ yi pargalayarak
sitrillin olugturmasi prensibine gore yapildi. Knipp ve Vasak’ in (81) kurmus
oldugu spektrofotometrik ydontem modifiye edilerek enzim aktivitesi saptandi.
Bir DDAH enzim Unitesi, 37 °C sicaklkta 1 dakika sirede ADMA’ dan 1 pmol

sitrdllin olusumunu katalizleyen enzim miktari olarak tanimlandi.
3.3.3.1. Standart Egri Cizimi

100 pmol/L konsantrasyonda hazirlanan stok sitrillin standartindan
seri dilisyonla 0, 5, 10, 20 ve 50 pmol/L konsantrasyonlarda standartlar
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hazirlandi. 100 pL standart Gzerine 100 pL treaz (200 U/mL) eklenerek 37
°C’ de 15 dakika inkiibe edildi. Bu karisimdan 100 pL alinarak Gizerine 400 pL
1 mM konsantrasyonda ADMA c¢ozeltisinden eklendi. 37 °C’de 45 dakika
inkibe edildikten sonra reaksiyonu durdurmak icin ortama 500 pL %4’ IUk 5-
sulfosalisilik ¢6zeltisinden ilave edildi. +4 °C’de 3000 g’de 10 dakika santrif(j
edildikten sonra supernatandan 200 pL alinarak Gzerine 600 pL kromojenik
cOzeltiden eklendi. 60 °C’'de su banyosunda 110 dakika karanlik ortamda
inkUbe edildi. Tupler buz icerisine alinarak sogutuldu ve spektrofotometrede

466 nm’ de distile su korline karsi okunan absorbans degerleri kaydedildi.

3.3.3.2. DDAH Enzim Aktivitesi Olciim Yoéntemi Gelistirmek icin
Yapilan On Analitik Calismalar

a. Deproteinizasyon Asamasi

DDAH enzim aktivitesi O6lgiminden &nce Ornekleri proteinden
arindirmak amaciyla yapildi. 10 kisiden antikoagulansiz tipe alinan kan
ornekleri 30 dakika koagulasyon icin bekletilip 10 dakika 3000 g’de santrif(j
edildi. Stpernatanlar alinarak “pool” yapildi. Bu “pool” dan alinan porsiyonlar
%10’luk Trikloroasetik asit ve %4luk 5-sllfosalisilik asit kullanilarak
deproteinize edildi. +4°C’de 3000 g'de 10 dakika santrifllj edildikten sonra
sUpernatanda sitrillin -~ miktar1  6lgtldd.  Her iki  ydntemle yapilan
deproteinizasyon sonucu elde edilen absorbans degerleri ve sitrlllin
miktarlari tablo halinde verildi.

b. Urenin Ortamdan Uzaklastiriimasi

Ure, sitrilllin gibi diasetilmonoksimle reaksiyona girebildigi icin
ortamdan uzaklastiriimasi gerekir. Bunun igin ortama 0, 50, 100, 150 ve 200
U/mL konsantrasyonlarda Ureaz eklenerek 6rnegin Gre Olgimleri yapild.
Bulgular grafik halinde verilerek Gre miktarinin sifirlandidi  Ureaz

konsantrasyonu belirlendi.
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c. Giin ici ve Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik

Spektrofotometrik DDAH &lgim ydnteminin gin igi ve gunler arasi
tekrarlanabilirlik ¢alismalar yapildi. Galismalar igin deproteinizasyon igin
hazirlanan serum “pool” kullanildi. Serum &rnekleri ayni giin iginde (10 kez)
ve arka arkaya her gun (10 gin) olmak Uzere caligilarak alinan absorbans
degerleri kaydedildi. Yontemin %CV (varyasyon katsayisi) degerleri

hesaplandi.

d. Geri Elde Deneyleri

Sitrallin miktari Olcilmis  serum  6rnegi Uzerine  belli
konsantrasyonlarda (5, 10, 25, 50 ve 100 pmol/L) standart sitrdllin
¢cbzeltisinden eklendi ve alinan absorbans degerleri karsilastirildi.

3.3.3.3. Saflastirilan Dokunun Baslangic DDAH Aktivitesi Olciimii

Wistar irki sicanlardan (ortalama vicut agirligi 250 g) elde edilen taze
bdbrek o6rnekleri (15 g) Uzerine 5 kati hacimde sodyum fosfat tamponu (0.1
M, pH= 6.5) ilave edilerek homojenize edildi. 100 pL doku homojenati Gzerine
100 pL 200 U/mL konsantrasyonda hazirlanan Ureaz ¢6zeltisinden eklenerek
37°C’ de su banyosunda 15 dakika inklibe edildi. 100 puL érnege 400 pL 1
mM ADMA c¢ozeltisinden eklendi ve 37°C’ de su banyosunda 45 dakika
inkiibe edildi. Ornek kdriine ADMA ilavesi yapilmadi. 500 puL %4’ lik 5-
sulfosalisilik asit eklenmesi ile reaksiyon durduruldu ve 3000 g’ de 10 dakika
santrif(lj edildi. Stpernatandan 200 pL alinarak Gzerine 600 puL kromojenik
¢cozelti eklendi. 60°C’ de su banyosunda karanlikta 110 dakika inkibe edildi.
Su banyosundan alinan érnekler buz igerisinde 10 dakika sogutuldu ve 466
nm’ de spekirofotometrik analizler yapildi. Cizilen standart egriden 6lgllen
absorbans degerlerine karsilik gelen konsantrasyon degerleri hesaplandi.

Bir DDAH enzim (nitesi, 37 °C sicaklikta 1 dakika sirede ADMA’ dan
1 umol sitrdllin olusumunu katalizleyen enzim miktar olarak tanimlandi.

Spesifik aktivite Unite/mg protein olarak ifade edildi.
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3.3.4. Dimetilarginin Dimetilaminohidrolaz (DDAH) Enziminin
Bobrek Dokusundan Saflastiriimasi

Tum islemler 0-4°C arasinda gerceklestirildi. Tampon c¢ozeltiler
icerisine koruyucu olarak son konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde 2-

merkaptoetanol eklendi.

3.3.4.1. Homojenizasyon:

Wistar irki sicanlardan elde edilen taze bdbrek érnekleri (15 g) Uzerine
135 mL suUkroz ¢ozeltisi (0.25 M) eklendi ve homojenize edildi. Ham
homojenat +4°C’ de 10000 rpm’ de 30 dakika santrifllj edilerek sUpernatan
alindi.

3.3.4.2. Amonyum Siilfatla Céktlirme:

DDAH enzim homojenati Uzerine sirayla %10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80 ve 90 saturasyonda olacak sekilde amonyum sdlfat eklenerek
stpernatanda enzim aktivite tayini yapildi. Bu saturasyonlari saglamak icin
gerekli amonyum sdlfat miktari amonyum sulfat tablosu kullanilarak
hesaplandi. Bltiin bu islemler +4°C’de gergeklestirildi. Amonyum silfat
¢coktlrmesi sirasinda homojenata katt amonyum sdlfat yavas yavas ilave
edildi. Amonyum sulfatin homojenatta ¢6zinme iglemi buz banyosunda
manyetik kanigtirici ile yapildi. Her defasinda daha 6nce katilan amonyum
sulfatin ¢6zlinmUs olmasina dikkat edildi. DDAH enziminin %40-80 arasinda
¢cOktlgu gobzlendi. Bu nedenle saflastirma islemine %40-80 araliginda
¢coktirme yapilarak devam edildi.

100 mL siUpernatanda %40 amonyum sllfat saturasyonu elde etmek
icin gerekli amonyum sdllfat miktari 22.6 g olarak hesaplandi. Karisim
manyetik karistirici Gzerinde 15 dakika bekletildikten sonra +4°C’ de 1000 ¢’
de 30 dakika santrif(ij edilerek sipernatan uzaklastirildi. Pellet Gzerine 10 mL
0.1 M pH= 7.0 sodyum fosfat tamponu (A tamponu) ilave edildi. Bu karisimin
Uzerine 0,27 g daha kati amonyum sulfat eklenerek %80 amonyum silfat
saturasyonu saglandi. Karigim +4°C’ de 10000 g’ de 30 dakika santrifj
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edilerek sUpernatan atildi. Pellet Gzerine 10 mL A tamponundan eklenerek
+4°C’ de 6 saat sureyle sellloz membran kullanilarak diyaliz edildi.
Diyaliz islemi bittikten sonra diyalizatta enzim aktivitesi tayini ve Lowry

metoduna gore protein tayini yapildi.

3.3.4.3. Jel Filtrasyonu (Sephacyrl S-200 Kromatografisi):

Sephacryl S-200 slspansiyonu Uzerine 400 mL A tamponundan
eklenerek +4°C’de bir gece bekletildi. Daha sonra Sephacryl S-200 jeli 2,5 x
30 cm capindaki kolona hava kalmayacak sekilde dolduruldu. Kolonun
ylkama islemine Ustten ilave edilen ylkama tamponu ile alttan alinan
ellatlarin pH’si ve 280 nm’deki absorbans degerleri esit oluncaya kadar
devam edildi. Diyaliz edilmis enzim c¢ozeltisi Sephacryl S-200 kolonuna
yuklendi. Eltdatlar 2 mL’ lik fraksiyonlar halinde toplandi. Enzimin kolondan
ellisyonu ayni tamponla gerceklestirildi. Enzim aktivitesinin oldugu tlpler
birlestirilerek Amikon ultrafiltrasyon tUpleri ile konsantre edildi. Daha sonra

elUatta enzim aktivitesi ve protein miktari él¢uldu.

3.3.44. iyon Degistirici Kromatografi (QAE-Sephadex
Kromatografisi):

15 g Sephadex A-50, 150 mL distile su icerisinde bir gece bekletilerek
jelin sismesi saglandi. Daha sonra jel Gzerindeki su atilarak Gzerine 200 mL
B tamponu eklendi. B tamponu ile dengelenmis Sephadex A-50 2,5 x 20 cm
capindaki kolona dolduruldu. Bir 6nceki basamaktan elde edilen enzim
¢cOzeltisi bu kolona yiklendi. Adsorbe olmus enzim 50 mL 0,02 M NaCl igeren
B tamponu, daha sonra da 50 mL 0,2 M NaCl iceren B tamponu ile elie
edildi. 1 mL’lik fraksiyonlar halinde toplanan eltatlarin 280 nm’ de
absorbanslari dlcilerek aktif fraksiyonlar bir araya getirildi ve ultrafiltrasyon
tlpleri ile enzim ¢bzeltisi konsantre edildi. ElGatta enzim aktivitesi ve protein
tayini yapild.
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3.3.4.5. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (Phenyl-Sepharose
Kromatografisi):

10 g Phenyl-Sepharose CL-4B soguk suyla birkag kez yikandi. Daha
sonra lzerine 100 mL B tamponu ilave edilerek +4°C’de 24 saat jelin sismesi
saglandi. Uzerindeki tampon uzaklastirildiktan sonra yavasca kolona
aktarildi. QAE-Sephadex kromatografisi ile elde edilen enzim ¢ozeltisi 2 M
amonyum sulfat iceren B tamponu ile dengelenmis Phenyl-sepharose CL-4B
kolonuna (1,0 X 20 cm) uygulandi. Kolondan énce 200 mL 2 M amonyum
sllfat iceren B tamponu, daha sonra 200 mL 1 M amonyum sulfat iceren B
tamponu gegirilerek 1 mL’lik fraksiyonlar toplandi. Enzimin 1 M amonyum
sulfat iceren B tamponu ile elie edildigi gézlendi. Ellatlarda enzim aktivitesi
tayin edildi. Aktif fraksiyonlar birlestirilerek +4°C’ de 6 saat sUreyle 0.01 M,
pH = 7.0 sodyum fosfat tamponuna (C tamponu) kars! seliloz membran ile
diyaliz edildi. Daha sonra diyalizatta enzim aktivitesi ve protein miktari

Blcild.

3.3.4.6. Affinite kromatografisi (MMA -Sepharose kromatografisi):

10 g CNBr-activated Sepharose 4B (izerine 400 mL soduk su
eklenerek +4°C'de 10 dakika bekletildi. Uzerindeki su atilarak 6.5 nM
konsantrasyonda hazirlanmis 500 mL L-MMA ilave edildi. Yavasca
kanstirilarak +4°C’de bir gece beklemeye birakildi. Baglanmayan L-MMA’ yi
uzaklastirmak icin jel 1 litre soguk sodyum fosfat tamponu (0.1 M, pH = 7.0)
ile yikandi. Hazirlanan jel 1.0 x 10 cm ¢apindaki kolona hava kalmayacak
sekilde yavasca aktarildi. Kolon C tamponu ile dengelendikten sonra
diyalizat, MMA- Sepharose 4B kolonuna uygulandi. Kolon 40 mL C tamponu
ile yikandiktan sonra, 100 mL 0,01 M pH= 7,0 sodyum fosfat tamponu ve
100 mL 0,05 M pH= 7,0 sodyum fosfat tamponu kolondan gegirilerek enzim
ellsyonu gerceklestirildi. 1 mL’ lik fraksiyonlar halinde toplanan eluatlarin 280
nm’ de absorbanslar 6l¢ildi ve aktif fraksiyonlar ultrafiltrasyon tupleri ile
konsantre edildi. Elde edilen enzim ¢6zeltisinin enzim aktivitesi ve protein

miktari tayin edildi.
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3.3.5. Protein Miktarinin Saptanmasi

3.3.5.1. Kalitatif Protein Miktari Tayini

Saflastirma islemindeki tim basamaklarda alinan bittin fraksiyonlarin
kalitatif protein tayinleri yapildi. Kalitatif protein tayininin esasi, proteinlerin
yapisinda bulunan ve aromatik halkaya sahip triptofan, trozin ve fenilalanin
amino asitlerinin 280 nm’de verdigi absorbansin o&lctlmesi esasina
dayanmaktadir. Kuvartz  kivetler kullanilarak  spektrofotometre ile
fraksiyonlarin absorbanslari distile su kértine kargi okundu.

3.3.5.2. Kantitatif Protein Miktar1 Tayini
Her bir saflagtirma basamaginda elde edilen enzim ¢6zeltisinin protein
miktarlari kantitatif olarak Lowry metodu ile belirlendi (95).

Standart Protein Egrisinin Cizimi

7 adet deney tlpU alinarak tlplere sirasiyla 600 pug/mL’lik stok protein
standartindan seri dilisyonla son konsantrasyonu 500, 400, 300, 200, 100,
50 ve 0 pg/mL hazirlanan standartlardan 100 pL konuldu. Her tipe 1 mL C
¢Ozeltisinden ilave edildi. 15 dak oda sicakliginda bekletildikten sonra her
tipe 1/2 oraninda seyreltiimis Folin-Ciocalteu ¢6zeltisinden 100 pL eklendi.
30 dak oda sicakliginda bekletilip tlp igeriklerinin absorbanslar 750 nm’de
kére karsi okundu, bu degerler standartlarin konsantrasyon degerlerine karsi
grafige gegirildi.

Orneklerin protein icerikleri ayni ydntemle standart protein egrisi
kullanilarak degerlendirildi.

3.3.5.3. Jel Filtrasyon Kromatografisi ile Enzimin Molekiil
Agirliginin Belirlenmesi

Saflastirlan enzimin molekdl agirigr jel filtrasyon kromatografisi
kullanilarak Andrews ve ark.” nin yéntemine gére belirlendi (7). Sephacryl S-
200 slUspansiyonu Uzerine 400 mL A tamponundan eklenerek +4°C’de bir
gece bekletildi. Sisirilen jel hava kabarcigi kalmayacak sekilde yavasca
kolona aktarilarak 0.1 M pH = 7.0 sodyum fosfat tamponu ile dengelendi.
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Kolonun dengelendigini tespit etmek igin Ustten ilave edilen tamponla alttan
alinan tamponun pH’ s1 ve 280 nm’de absorbans degerleri araliklarla 6lguldu
ve bu deger ayni oluncaya kadar dengeleme iglemine devam edildi. ElGsyon
hacmi icin dengelenen kolonun, jel Gzerindeki tampon c¢ézeltisi jel seviyesine
indirildi.

Sican bdébreginden saflastirilan DDAH enziminin molekdl agirliginin
tayininde kullanilacak standart grafigi elde edebilmek icin kolondan énce
standart proteinler (Sigir serum albumini (66000 Da), Ovalbumin (45000 Da),
Karbonik anhidraz (30000) ve Sitokrom c (12400 Da)) gegirildi. Kolona her bir
protein ¢ozeltisinden 2 ml tatbik edildi. Kolona uygulanan protein ¢ozeltisi jel
tarafindan tamamen emildikten sonra tzerine birkag mL ellsyon tamponu 0.1
M NaCl iceren sodyum fosfat tamponu (0.1 M pH=7.0) ilave edilerek tekrar
jele emdirildi. Daha sonra saflastirilan enzim Sephacryl S-200 kolonuna
uygulandi. Daha sonra kolonun Ustl elisyon tamponuyla doldurularak,
elUatlar 3’er ml olacak sekilde tlplere toplandi. Elisyon tamponu kor olarak
kullanildi ve toplanan ellatlarin 280 nm’de absorbanslar 6lcilerek
kaydedildi. Elisyon iglemine 280 nm’deki absorbans degerleri 0 oluncaya
kadar devam edildi. 280nm’de absorbans gdsteren tiplerde aktivite dlgiimleri
yapildi. 280 nm’de kalitatif dlcim icin alinan absorbans degerleri tlip sayisina
kargl grafige gecirildi. Daha sonra enzimin molekal agirligini belirlemek igin
her bir protein icin ayri ayrn K, degerleri ve Log MA degderleri hesaplandi.
Log MA-K,, grafigi cizilerek DDAH enziminin molekdl agirigr belirlendi. Kay
degderlerinin hesaplanmasinda asagidaki formul kullanildi.

Vo= Void hacim
Ve= Ellsyon hacmi
Vi= Kolon yatak hacmi
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3.3.5.4. SDS-PAGE Elektroforezi ile Enzim Safliginin Kontrolli Ve
Molekiil Agirhiginin Hesaplanmasi

DDAH enzimi saflastinldiktan sonra Laemmli’ nin (88) kurdugu
yoénteme uygun olarak %3-8 kesikli sodyum dodesil silfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) vyapilarak saflastirilan enzimin saflik derecesi
kontrol edildi.

Bunun igin elektroforez plakalar énce su, sonra alkol ile iyice yikandi.
Cam plakalari birlestiren mikalara (spacer) ince bir tabaka halinde vazelin
sUriildii. Iki cam plaka birbiri Ustiine konuldu ve &zel naylon kaplarina
yerlestirilerek jel hazirlama cihazina konuldu. Daha sonra cam plakalar aralik
olusturucu mikalarin bulundugu kisimlardan kiskaglarla dikkatlice sikistirildi.
Ayirma jeli hazirlanarak plakalar arasina enjektérle dolduruldu. Bu iglem
sirasinda ortamda hava kabarcigi olmamasina dikkat edildi. Yaklasik 1 saat
jelin katilagsmasi icin beklendi. Katilastiktan sonra plakalarin Ust kismina tarak
yerlestirildi ve yigma jel taragin yanindan Gst ylzeye kadar ilave edildi.
Taragin tGstine nemli slizge¢ kagidi konularak bir gece bekletildi. Ertesi gtin
tarak dikkatlice cikarilarak plakalar elektroforez tankina yerlestirildi. Olusan
bosluklar isaretlenerek jelin Ustl 6nce distile su, sonra da ylritme tamponu
ile yikandi. Elektroforez tankinin alt ve Ust kismina ydritme tamponu
konuldu. Saflastirilan enzim ¢dzeltisi toplam hacim 100 ul olacak sekilde 1/1
oraninda numune tamponu ile karigtirilarak 5 dakika 65 °C’de inklbe edildi.
Jel hazirlandiktan sonra standart proteinler ve saflastirilan enzim jele tatbik
edildi. Standart protein olarak Sigir serum albumini (66000 Da), Ovalbumin
(45000 Da), Karbonik anhidraz (30000) ve Sitokrom ¢ (12400 Da) kullanildi.
Tank kapag! kapatilarak alt tarafindan (+) kablo (Anot), Ustten (-) kablo
(Katot) yerlestirildi. 80 voltta yarim saat bekletildikten sonra akim 150 volta
ayarlanarak 4-5 saat oda sicakliginda elektroforez yapildi. Akim kesildikten
sonra cam plakalar arasindaki jel dikkatlice c¢ikarilarak sabitlegtirme
cOzeltisinde 15 dakika bekletildi. Buradan alinan jel boyama c¢ozeltisi
icerisinde 45 dakika kadar calkalayici Gzerinde birakildi. Daha sonra boyama
cOzeltisinden ¢ikarilarak, yilkama ¢ozeltisine alindi. Belirli araliklarla

degistiriimek  suretiyle jelin zemin rengi agilip, protein bantlari
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belirginlesinceye kadar 1-2 gun bu c¢o6zeltide calkalandi. Jel yikama
¢Ozeltisinden c¢ikarildiktan sonra fotografi ¢ekildi.

Elektroforez igsleminden sonra standart proteinlerin Rf degerleri
hesaplanarak log MA-R; standart grafikleri gizildi. Bu grafikten faydalanilarak
DDAH enziminin molekdl agirhigi tespit edildi.

[4

Proteinlerin R;degerleri; Rf = formUld kullanilarak belirlendi.

boya

Xe = Proteinin ylirime mesafesi

Xooya = Boyanin yiriime mesafesi

3.3.6. DDAH Enziminin Kinetik Ozelliklerinin incelenmesi

3.3.6.1. DDAH’ Iin Optimum pH’ sI

DDAH’ In optimum pH’ sini belirlemek igin pH 3.0-9.0 araliginda
calisildi. Saflastirilan enzimin aktivitesi pH 3.0—4.5 arasi icin 0,1 M’lik asetat
tamponu, pH 5-7.5 arasi i¢in 0,1 M’lik fosfat tamponu ve pH 8.0-9.0 i¢in de
0,1 M’lik Tris/HCI tamponu kullanilarak él¢tldi. Bulgular grafik halinde verildi.

3.3.6.2. DDAH’ In Optimum Sicakliginin, Aktivasyon Enerjisinin
(Ea), Aktivasyon Entalpisinin (AH) ve her 10 °C’ deki Sicaklikla Artma
Faktorunin (Q1o) Hesaplanmasi

Sicakhgin saflastirilan DDAH enziminin aktivitesi Uzerindeki etkisinin
incelenmesi amaciyla yapilan ¢aligmalar enzimin optimum pH’sinda ve 0—-80
°C araliginda caligildi. istenilen sicakliklar, dijital su banyosu kullanilarak
ayarlandi. MOmkin oldugu kadar hizh bir sekilde enzim c¢ézeltisi aktarilarak
enzimin optimum pH’ sinda aktivite élgimleri yapildi. Elde edilen aktivite
degerlerinin logaritmalari (log k) alindi. Sicaklik degerleri Kelvine (°K)
cevrilerek 1/T x 1000 olarak ifade edildi. Sicaklik degerlerine karsi ¢izilen log
k grafiginden Arrhenius egrisi elde edildi ve bu egrinin edimi kullanilarak

.. Ea _ i
Egim = "R form0linden aktivasyon enerjisi hesaplandi.
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Aktivasyon entalpisinin (AH) hesaplanmasinda ise AH = Ea—RxT
formalG kullanildi.
Enzimin 10 °C’lik sicaklik degisiminin meydana getirdigi aktivite

10.E
farkliigini gosteren Qo degeri ise log Q = ——— formUlU kullanilarak
a9 o @e9 80 S3RT T,

hesapland (ideal gaz sabiti (R): 8.314 J/mol. °K).

3.3.6.3. DDAH’ in Substrat Kinetigi

Saflastinlan DDAH enziminin Km ve Vmax sabitlerini bulmak amaciyla
0, 0.5, 0.1, 0.2, 0.5, 1 ve 2 mM konsantrasyonlarda ADMA kullanilarak
optimum gartlarda aktivite OlgcimU vyapildi. Elde edilen degerler ile
Lineweaver-Burk ve Michaelis-Menten grafikleri cizilerek Km ve Vmax
degerleri hesaplandi. Bu calismada kullanilan enzim ¢oézeltisinde kantitatif
protein tayini yapilarak toplam enzim miktari (Et) bulundu. Enzimin turnover

sayisini gosteren kqa degeri k,, :VEL formUlla ve tepkimenin 6zgullik sabiti
T

(Vo) ise V, :% formald kullanilarak hesaplandi.

m

3.3.6.4. Enzim Uzerine Metal iyonlarinin Etkisi

Bazi metal iyonlarinin enzim aktivitesinde meydana getirdigi
degisimleri incelemek icin ortama substrat ilavesinden &nce son
konsantrasyonu 0.1 mM olacak sekilde bazi metal iyonlari (Cd*?, Cu*?, Zn*?
Hg*?, Fe*?, Mg*?) eklendi, érnekler enzimin optimum calistigi sicaklik olan 37

°C’de 5 dakika inkube edildikten sonra DDAH enzim aktivite tayini yapildi.

3.3.6.5. Enzimin Depolama Kararliligi

DDAH enziminin 0.1 M pH= 6.5 sodyum fosfat tamponu ve % 30
gliserol igerisinde +4 °C, -20 °C ve -80 °C’de saklandiginda 0., 3., 7. ve 15.
gundeki aktiviteleri élgulerek aktivitesindeki degisimler incelendi.
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3.3.7. Enzimin Aminoasit Analizi

Saflastirlan DDAH enzimini hidroliz etmek i¢in enzim ¢dzeltisinden
100 pL alinarak Gzerine 200 uL 6 M HCI eklendi ve karigim +4 °C’ de 24 saat
inkilbe  edildi. inkilbasyon sonrasinda Gaz kromatografisi-Kiitle
Spektrofotometresinde (GC-MS) aminoasit analizi yapildi.

3.3.8. istatistiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen tim verilerin istatistiksel analizinde ve
grafiklendiriimesinde SPSS for Windows 15.0 (Chicago ,IL,USA) ve Microsoft
Office 2003 paket programlarindan yararlanildi.
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BULGULAR

Bu calisma kapsaminda; DDAH enzim aktivitesini 6lgmek icin hassas
ve guvenilir bir spekrofotometrik yontem kurulmus, yéntem kurulmadan énce
analitik 6n calismalar (deproteinizasyon, Urenin yol actigi interferansin
elimine edilmesi, tekrarlanabilirlik ¢caligmalari) yapilmis, yéntemin calisilacak
6rnege uygunlugu test edilerek dogrulanmigtir. Daha sonra DDAH enzimi
sigcan bébreginden homojenizasyon, amonyum stlfatla ¢éktiirme, Sephacryl
S-200 jel filtrasyonu, QAE-Sephadex A-50 iyon degistirici kromatografisi,
Phenyl-Sepharose hidrofobik etkilesim kromatografisi ve  MMA-Sepharose
affinite kromatografisi ydntemleri kullanilarak saflastiriimis ve kurulan yéntem
ile her bir saflastirma basamagindaki DDAH aktivitesi &lgtUlmustar.
Saflastirma sonucu elde edilen enzimin optimum pH, optimum sicaklgi,
aktivasyon enerjisi, aktivasyon entalpisi, aktivite artma faktéri (Qqo) ile kinetik
6zellikleri (Km, Vmax, Keat, Vo) belirlenmis ve bazi metal iyonlarinin enzim

Uzerine etkisi incelenmigtir.

4.1. Dimetilarginin Dimetilaminohidrolaz (DDAH) Enziminin
Kantitatif 6lcimi

DDAH enzim aktivitesinin 6lcimi, ADMA’ nin DDAH enzimi ile
yikilarak sitrlllin - olusmasi prensibine dayanmaktadir. DDAH enzimini
saflastirmaya baslamadan 6nce DDAH aktivitesini 6lcmede kullanilacak
yéntemin optimizasyonu igin literatr verileri g6z 6nlne alinarak bazi analitik
6n calismalar (deproteinizasyon, Urenin ortamdan uzaklastiriimasi,

tekrarlanabilirlik ve geri elde ¢alismalar) yapiimigtir.

4.1.1. DDAH Enzim Aktivitesi Olciim Yéntemini Gelistirmek icin
Yapilan Analitik On Calismalar

a. Deproteinizasyon Asamasi
10 serum o&rneginde % 10’luk trikloroasetik asit (TCA) ve %4’lUk 5-
sulfosalisilik asit (SSA) ile yapilan deproteinizasyon sonucu elde edilen

absorbans degerleri ve dlcllen sitrillin konsantrasyonlari Ort + SD olarak
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Tablo.4.1’ de gO0sterilmisti. Bu calismada TCA ile deproteinizasyonda
sUpernatanin bulanik oldugu, SSA ile yapildiginda sipernatanin daha berrak
oldugu go6zlenmigtir. Bu bulanikhdin 6lcim sonuglarini  etkileyecegi
disundldiginden DDAH enzim aktivitesi 6lgimunde proteinden arindirma

islemine %4’ 10k 5-silfosalisilik ile devam edilmigtir.

Tablo.4.1. Deproteinizasyon sonucu alinan absorbans degerleri

Absorbans Sitrillin konsantrasyonu
(466 nm) (umol/L)
%10 TCA 0.341 £ 0,08 93,94 + 0,11
%4 SSA 0.226 + 0,03 61,09 £ 0,17

b. Urenin Ortamdan Uzaklastiriimasi

Deney ortamina 0, 50, 100, 150, 200 ve 300 U/mL konsantrasyonlarda
hazirlanmis Ureaz enzim ¢ozeltisinden eklenerek &6rnegin Ure ve sitrlllin
miktari 6lciimus, sonuglar Sekil.4.1’ de sunulmustur. Elde edilen verilere
g6re Urenin ortamdan tamamen uzaklastinldigr Ureaz konsantrasyonunun
200 U/mL oldugu saptanmistir. Bu yizden DDAH enzim aktivitesi élgimine

200 U/mL konsantrasyonda hazirlanan treaz enzimi ile devam edilmisgtir.
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Sekil.4.1. Ureaz konsantrasyonunun ortamdaki tire (m) ve sitriillin

konsantrasyonu (A ) Uzerine etkisi
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c. Giin Ici (intraassay) ve Giinler Arasi (interassay)
Tekrarlanabilirlik

GUn i¢i tekrarlanabilirlik igin ‘serum pool’ hazirlanarak ayni gin
icerisinde toplam 10 kez sitrlllin  miktari élctimastir. Galnler arasi
tekrarlanabilirlik igin ise hazirlanan ‘serum pool’ den 0,5 mL’ lik porsiyonlar
ayrilarak -80 °C’ de calisma zamanina kadar saklanmistir. 10 giin boyunca
her gin bir porsiyon serum 6rne@i -80 °C’ den ¢ikarilarak sitrillin miktar
Olgtlmastar. Kullandigimiz yéntemin gun ici ve gunler arasi tekrarlanabilirlik
sonuglari ve degdigskenlik katsayilari (% CV) degerleri Tablo.4.2" de
gosterilmigtir.  GUn i¢i tekrarlanabilirlik icin % CV 1.6, glnler arasi
tekrarlanabilirlik icin % CV 2.9 olarak bulunmustur.

Tablo.4.2. Giin i¢i ve gunler arasi tekrarlanabilirlik sonuglari

Giin ici Tekrarlanabilirlik Gunler Arasi Tekrarlanabilirlik
Olciim Sitrillin Sitrillin
no (umol/L) % CV Gln (umol/L) % CV
1 61,09 1.gln 61,09
2 60,08 2.giln 61,46
3 61,21 3.glin 62,23
4 62,18 4.gln 59,78
5 59,98 5.glin 60,32
6 60,03 1.6 6.glin 58,78 2.9
7 61,34 7.gln 57,65
8 62,7 8.glin 62,45
9 60,5 9.glin 63,01
10 60,24 10.glin 59,24
Ort+SD| 60,94 £ 0,95 Ort+SD | 60,6 £1,75

d. Geri Elde (Recovery) Deneyleri
Deney ortamindaki sitrallin miktarini dogru 6l¢tp 6lgmedigimizi kontrol
etmek icin sitrlllin  konsantrasyonu bilinen serum 6rnegi Uzerine belli

konsantrasyonlarda (5, 10, 25, 50 ve 100 pmol/L) standart sitrGllin
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¢Ozeltisinden eklenmis ve bu Orneklerde yeniden sitrallin lcima yapilmistir.

Bu sonuglara ait veriler Tablo.4.3” de verilmigtir.

Tablo.4.3. Sitrillin 6lcimdi icin geri elde sonuglari

Eklenen Olgiilen Geri elde
konsantrasyon | konsantrasyon | konsantrasyonu % Geri elde
(umol/L) (umol/L) (umol/L)
0 61,09 - 100
5 65,87 4,78 99,6
10 72,1 11,01 101.,4
25 85,76 24,67 99,6
50 110,05 48,96 99,1
100 148,98 87,89 92,4

4.1.2. Saflastinlan Dokunun Baslangic DDAH Aktivitesi Olciimii

DDAH enzim aktivitesinin &6lcimd, ADMA’ nin DDAH enzimi ile

yikilarak sitrdllin  olusmasi prensibine dayanmaktadir.

DDAH enziminin

saflastirmaya baglamadan 6nce bazal DDAH aktivitesini dlgmek igin yontem

uyarlamasi

yapiimis,
saflastirma basamaginda DDAH enzim aktivitesi belirlenmistir.

bu ydntem kullanilarak baglangicta ve her bir

4.1.2.1. Standart Sitriillin Egrisinin Cizimi (DDAH Aktivite Olciimii)

0, 5, 10, 20, 50 ve 100 umol/L konsantrasyonlarda hazirlanan sitrtllin

standartlar ile kurmus oldugumuz yéntem kullanilarak cizilen standart

kalibrasyon egrisi Sekil.4.2" de gdsterilmigtir.

Gizilen standart egriden o6lcilen absorbans degerlerine karsilik gelen

sitrillin konsantrasyonlari hesaplanmistir.
Bir DDAH enzim Unitesi, 37 °C sicaklikta 1 dakika sirede ADMA’ dan

1 pmol sitrdllin olusumunu katalizleyen enzim miktari olarak tanimlanmis,

spesifik aktivite Unite/mg protein olarak ifade edilmistir.
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Sekil.4.2. Sitriillin Standart Kalibrasyon Egrisi

4.1.2.2. Standart Protein Egrisinin Cizimi
0, 50, 100, 200, 300, 400 ve 500 mg/L konsantrasyonlarda hazirlanan
protein standartlari ile Lowry ydntemi kullanilarak $ekil.4.3" te goésterilen

standart egri cizilmistir. Orneklerin protein icerikleri ayni yéntemle standart

protein kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmistir.

Standart Protein Egrisi
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Sekil.4.3. Protein standart kalibrasyon egrisi
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4.2. Dimetilarginin Dimetilaminohidrolaz (DDAH) Enziminin
Bobrek Dokusundan Saflastiriimasi

4.2.1. Saflastirma Basamaklari

Gereg ve Yontem bolimu 3.3.4.1° de belirtilen sekilde bébrek érnekleri
homojenize edilmig, ardindan +4°C’de 10000 rpm’ de 30 dakika santrifij
edilerek elde edilen sipernatanlar amonyum stlfatla ¢éktirme islemine tabi
tutulmustur. Amonyum sdlfatla ¢éktiirme metodunda 6ncelikle enzimin hangi
doygunlukta tamamen ¢oktigini (salting out) bulmak igin % 10-90 araliginda
yUzde deger onar onar artirilarak enzimin ¢ékmesi saglanmis ve stztnttdeki
aktivite miktarina bakilmistir. Sekil.4.4> de amonyum sulfat ilavesinden sonra
sUpernatanda ¢6kmeden kalan enzimin aktivitesi goésterilmistir. DDAH
enziminin % 40 ve 80 amonyum sulfat araliginda tamamen ¢oktigu

g6zlenmistir.
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Sekil.4.4. Amonyum silfat ilavesinden sonra stpernatanda ¢okmeden kalan

enzimin aktivitesi

Homojenattan (100 mL) aktivite ve protein miktarinin belirlenmesi icin
drnek alindiktan sonra % 40 ve 80 oraninda amonyum sdlfat ile doyurularak
¢oktirme ile ortamdaki proteinlerin ayrilmasi saglanmistir. Homojenat
amonyum sdlfat ilavesinden sonra 15 dakika sireyle manyetik karistiricida
karistirimis ve bu stre sonunda +4°C’de 10000 rpm’de 30 dakika santrif(j
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edilmistir. Santrif(j sonrasinda elde edilen sipernatanin enzim aktivitesine
bakilarak enzimin tamamen ¢oktUrulip ¢Oktirdimedigi  anlasiimigtir.
Coktirme sonucunda elde edilen ¢ékelek az miktarda tampon ¢ézelti (0.1 M,
pH = 7.0 Sodyum fosfat tamponu) ile ¢dzllerek protein yéniinden oldukca
yogun bir karigsim elde edilmistir. Bu karigim, icerisinde amonyum silfat
bulundurma olasiligina karsilik 1 gece sireyle +4°C’de buzdolabinda kendi
hacminin 10 kati kadar sodyum fosfat tamponuna karsi diyalize tabii
tutulmustur. Diyaliz isleminde 10 kDa cut off seliloz membran diyaliz torbasi
kullaniimigtir.

Diyaliz edilen protein ¢ozeltisi daha sonra Sephacryl S-200 ile
doldurulmus kolona yuklenmistir. DDAH enzimi bu kolondan 0.1 M pH = 7.0
sodyum fosfat tamponu ile elie edilmistir. 100 tipe 2 mL’ lik fraksiyonlar
toplanmigtir. Sephacryl S-200 kolonundan alinan her bir tlpte protein miktari
ve enzim aktivitesi olgilmis, sonuglar sekil.4.5'te g0Osterilmigtir. Enzim
aktivitesi yuksek olan fraksiyonlar bir araya toplanarak saflastirma iglemine

devam edilmigtir.

SEPHACRYL S-200 KROMATOGRAFISI

—m— Absorbans

. 0,1 1 —e— DDAH aktivitesi T 0,02
E .

3
§; ey
2 -001 % E

>
8 z=
g a)
0

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tip sayisi (2 mL/tip)

Sekil.4.5. Sephacryl S-200 kolonundan alinan fraksiyonlarin 280 nm dalga

boyundaki absorbanslarina karsi ¢izilen DDAH enzim aktivite grafigi

Kolon boyu :2.5x30cm
Dengeleme tamponu :0.1 M, pH = 7.0 sodyum fosfat tamponu
Eliisyon tamponu :0.1 M, pH = 7.0 sodyum fosfat tamponu
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Sephacryl S-200 kolonundan alinan yiksek aktivite gdsteren enzim
¢cOzeltisi QAE-Sephadex A-50 kolonuna yiklenmistir. DDAH enzimi bu
kolondan 0.02-0.2 M NaCl iceren 0.01 M, pH = 7.5 sodyum fosfat tamponu
ile elie edilmistir. QAE-Sephadex A-50 kolonundan alinan fraksiyonlarda
6lgtilen enzim aktiviteleri ile 280 nm’de verdigi absorbans degerleri grafikte

sunulmustur (Sekil.4.6).

QAE-SEPHADEX KROMATOGRAFiSi

0,3 + - 0,02

0.25 | —&— Absorbans

—e— DDAH aktivitesi

DDAH aktivitesi
(UmL)

Absorbans (280 nm)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Tup sayisi (1 mL/tip)

Sekil.4.6. QAE-Sephadex A-50 kolonundan alinan fraksiyonlarin 280 nm’
deki absorbanslarina karsi ¢izilen DDAH enzim aktivite grafigi

Kolon boyu :25x20cm
Dengeleme tamponu :0.01 M, pH = 7.5 sodyum fosfat tamponu
Eliisyon tamponu : 0.02-0.2 M NaCl iceren 0.01 M, pH = 7.5 sodyum

fosfat tamponu

QAE-Sephadex A-50 kolonundan elie edilen enzim c¢ozeltisi
ultrafiltrasyon tipleri ile konsantre edilmis, daha sonra Phenyl-Sepharose CL-
4B kolonuna uygulanmigtir. Bu kolondan 0-2 M amonyum sdlfat iceren 0.01
M pH = 7.5 sodyum fosfat tamponu ile toplanan fraksiyonlarin 280 nm’ de
okunan absorbans degerlerine karsi gizilen enzim aktivite grafigi Sekil.4.7’ de

sunulmustur.
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PHENYL-SEPHAROSE KROMATOGRAFiISI
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Sekil.4.7. Phenyl-Sepharose CL-4B kolonundan alinan fraksiyonlarin 280 nm’
deki absorbanslarina karsi ¢izilen DDAH enzim aktivite grafigi

Kolon boyu :1.0x20cm

Dengeleme tamponu : 0.01 M, pH = 7.5 sodyum fosfat tamponu (2 M
amonyum sulfat iceren)

Elisyon tamponu : 0.01 M, pH = 7.5 sodyum fosfat tamponu (1 M

amonyum sulfat iceren)

Phenyl-Sepharose CL-4B kolonudan alinan enzim aktivitesi yulksek
olan tipler birlestirilerek MMA-Sepharose kolonuna yuklenmistir. Kolondan
0.01-0.05 M pH = 7.0 sodyum fosfat tamponu gecirilerek toplanan
fraksiyonlarin 280 nm’ de okunan absorbans degerlerine karsi gizilen enzim

aktivite grafigi Sekil.4.8’ da sunulmustur.
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MMA-SEPHAROSE KROMATOGRAFISI
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Sekil.4.8. MMA-Sepharose kolonundan alinan fraksiyonlarin 280 nm’ deki
absorbanslarina karsi ¢gizilen DDAH enzim aktivite grafigi

Kolon boyu :1.0x10cm
Dengeleme tamponu :0.01 M, pH = 7.0 sodyum fosfat tamponu
Eliisyon tamponu :0.01-0.05 M, pH=7.0 sodyum fosfat tamponu

Her bir saflastirma basamagindaki ¢dzeltinin hacmi 6lgiimus, protein
miktari ve enzim aktivitesi tayin edilmigtir. Tim bu islemler sonucunda DDAH
enzimi sigcan bdbreginden %28 verimle 712.4 kat saflastinimistir. Saflastirma

basamaklari ve bu basamaklardan elde edilen veriler Tablo.4.4te

gOsterilmistir.
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Tablo. 4.4. DDAH enziminin saflagstirma basamaklari

Saflastirma Hacim | Toplam Aktivite Toplam Spesifik Verim Saflagtirma
basamagi (mL) protein (U/mL) aktivite aktivite (%) katsayisi
(mg) V) (U/mg protein)
Homojenat 100 1287 0.0047 0.470 0.365 x 107 100 1.0
Amonyum sulfat 15 538 0.028 0.413 0.767 x 107 88 2.1
(%40)
Amonyum siilfat 12 532 0.034 0.408 0.803 x 107 87 2.2
(%80)
Sephacryl S-200 24 139 0.015 0.366 2.628 x 107 78 7.2
QAE-Sephadex 25 11.2 0.011 0.287 25.66 x 10° 61 70.3
Phenyl-Sepharose 5.4 1.09 0.037 0.202 185.35x 10 43 507.8
MMA-Sepharose 4.5 0.51 0.029 0.132 260.03x 10° 28 712.4
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4.2.2. Jel Filtrasyon Kromatografisi ile Enzimin Molekiil
Agirliginin Belirlenmesi

Sican bdbreginden saflastirlan DDAH enziminin Gere¢ ve Yéntem
bélimi 3.3.5.3° te anlatildigi sekilde Sephacryl S-200 jel fltrasyon
kromatografisi yapilmigtir. Sican bdbreginden saflastirilan DDAH enziminin
molekdl agirhginin tayininde kullanilacak standart grafigi elde edebilmek igin
kolondan O6nce standart proteinler (Sigir serum albumini (66000 Da),
Ovalbumin (45000 Da), Karbonik anhidraz (30000) ve Sitokrom ¢ (12400
Da)) gecirilmis, daha sonra Kav degerleri hesaplanarak log MA-K,, grafigi
cizilmistir (Sekil.4.9). Standart proteinlerin ve DDAH enziminin molekul
agirliklari ve Ky, degerleri Tablo.4.5'te gbsterilmigtir.

5 _
y = -2,506x + 5,7075
4,8 - ¢ R2=0,9816
< 46 -
s
4
— 4,4 _
42 -
L 2
4 T 1
0,3 0,5 0,7
Kav

Sekil.4.9. DDAH enziminin molekdl agirligini belirlemek icin yapilan jel
filtrasyonu sonucu elde edilen standart grafik

Bu grafikten faydalanilarak DDAH enziminin molekdl agirhigi 35870

olarak belirlenmigtir.
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Tablo.4.5. Standart proteinlerin ve DDAH enziminin molekdl agirhklar ve Kav

degerleri

Molekil Agirhgi (Da) Kav degeri
Sigir serum albumini 66000 0,34
Ovalbumin 45000 0,43
Karbonik anhidraz 30000 0,51
Sitokrom ¢ 12400 0,63
DDAH 35870 0,46

4.2.3. SDS-PAGE Elektroforezi ile Enzim Safliginin Kontrolii Ve
Molekiil Agirhiginin Hesaplanmasi

Saflastinlan DDAH enziminin safligini kontrol etmek ve molekil
agirhgini belirlemek amaciyla SDS-PAGE elektroforezi yapilmistir. DDAH
enzimi ile beraber standart proteinlerde (Sigir serum albumini (66000 Da),
Ovalbumin (45000 Da), Karbonik anhidraz (30000) ve Sitokrom c¢ (12400
Da)) elektroforez islemine tabi tutulmustur. Daha sonra elde edilen protein
bantlarinin fotografi ¢ekilmigtir (Sekil.4.10) ve log MA-Rf grafigi cizilerek
sigan bobreginden saflastirlan DDAH enziminin molekul agirhdi bu grafikten

hesaplanmistir (Sekil.4.11). Standart proteinlerin ve DDAH enziminin Molekdl

agirhiklari ve gbc hizlar Tablo.4.6’ da gésterilmistir.
1 2

Sekil.4.10. DDAH enzimine ait SDS-PAGE elektroforez sonuglari (1. Standart
proteinler, 2. Saflastirilan DDAH enzimi )
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Sekil.4.11. SDS-PAGE jel elektroforezinde standart olarak kullanilan sigir
serum albumini, ovalbumin, karbonik anhidraz ve sitokrom c’nin molekdl
agirliklarinin logaritmasina kargi go¢ hizlari (Rf).

Tablo.4.6. Standart proteinlerin ve DDAH enziminin gé¢ hizlari ve molekuler

agirhiklari
Molekil Agirhgi Log MA Rf
(Da)

Sigir serum albumini 66000 4,82 0,16
Ovalbumin 45000 4,65 0,31
Karbonik anhidraz 30000 4,48 0,48
Sitokrom ¢ 12400 4,09 0,78
DDAH 33560 4,53 0,42
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4.3. DDAH Enziminin Kinetik Ozelliklerinin incelenmesi

4.3.1. Optimum pH’ nin Saptanmasi

Saflastirlan DDAH enziminin pH = 3.0 - 9.0 araliginda hazirlanmig
tamponlar kullanilarak aktivitesi Olgilmuis, en fazla aktivite gosterdigi pH
(optimum pH) 6.5 olarak belirlenmistir (Tablo.4.7 ve Sekil.4.12).

Tablo.4.7. DDAH enziminin farkli pH’larda 6lgtlen aktivite degerleri

pH DDAH aktivitesi
(U/mg protein)
3 0,009
3,5 0,023
4 0,048
4.5 0,053
5 0,069
5,5 0,167
6 0,244
6,5 0,266
7 0,254
7,5 0,211
8 0,182
8,5 0,141
9 0,016
= 0,3 -
S 025
o
\g’ 0,21
2
— 0,15
S o
% 0,05
[=]
e 9 : : : : : : : : ‘ ‘
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH

Sekil.4.12. DDAH enzimi i¢in optimum pH grafigi
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4.3.2. DDAH’ nin Optimum Sicakliginin Saptanmasi
Saflastirilan DDAH enziminin optimum pH’sinda ve 0—-80°C araliginda

aktivitesi 6lctimls ve enzimin optimum sicakliginin 37 °C oldugu gézlenmistir

(Tablo.4.8 ve $ekil.4.13).

Tablo.4.8. DDAH enziminin farkli sicakliklardaki aktivite degerleri

Sicaklik | DDAH aktivitesi
(°C) (U/mg protein)
5 0,048
10 0,076
15 0,094
20 0,120
25 0,145
30 0,215
37 0,276
40 0,268
45 0,259
50 0,181
55 0,129
60 0,090
65 0,031
70 0,026
75 0,009
80 0,008
. 034
£
[}
© 0,25 -
o
g 0,2 -
2
.g 0,15 |
2 01-
®
T 0,05 -
[a]
O 0 T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
Sicaklik (°C)

Sekil.4.13. DDAH enzimi igin optimum sicaklik grafigi
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4.3.3. DDAH’ n Aktivasyon Enerjisinin (E;), Aktivasyon
Entalpisinin (AH) ve her 10 °C’ deki sicaklikla aktivite artma faktériiniin
(Q10) Hesaplanmasi

293-310 °K sicaklhik arahginda olculen aktivite degerlerinin
logaritmalari alinarak Arrhenius grafigi (In k-1/T) cizilmigtir (Sekil.4.14). Bu
grafikten elde edilen dogrunun egimi kullanilarak bu sicakhk araliginda
DDAH enziminin aktivasyon enerjisi (Ea) 38845 J/mol (38,845 kJ/mol),
aktivasyon entalpisi (isis1) ise AH =Ea—RxT formilinden 38703 J/mol
(38,703 kJ/mol) olarak hesaplanmigtir. 303-313 °K araligindaki Q10 degeri
ise 1.63 olarak bulunmustur.

2,2 1 y = -4672x + 13,808
R? = 0,975

-2 i

1,8 1
: 16

1,4 -

1,2 -

-1

3,20E-03 3,25E-03 3,30E-03 3,35E-03 3,40E-03 3,45E-03

1/T (°K)

Sekil. 4.14. DDAH enzimi i¢in Arrhenius grafigi

4.3.4. DDAH’ Iin Michaelis-Menten Katsayisi (Km), Maksimum Hizi
(Vmax), Turnover Sayisi (Kca) Ve Ozgiilliik Sabiti (Vo) Degerlerinin
Belirlenmesi

DDAH enziminin 6 farkh substrat (ADMA) konsantrasyonunda
aktivitesi 6lciimis ve bu dlcime ait veriler Tablo.4.9'da sunulmustur. Bu
degerler kullanilarak Michaelis-Menten ($ekil.4.15) ve Lineweaver-Burk
(Sekil.4.16) grafikleri gizilmistir. Bu grafikler kullanilarak enzimin K, Vimax, Keat

ve Vo degerleri hesaplanmistir.
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Tablo.4.9. DDAH enzimi icin farkli substrat konsantrasyonlarinda o&lgtlen

aktivite degerleri

[S] \" 1/[S] 1/V
(mM) (U/mg protein) (mM)? (U/mg protein)™
0,05 0,087 20,00 11494,25

0,1 0,168 10,00 5952,38

0,2 0,256 5,00 3906,25

0,5 0,387 2,00 2583,98

1 0,453 1,00 2207,51
2 0,473 0,50 2114,17
0,4
8=
=3
s
ZE
o>
n N
; os : s )
Substrat (mM) (ADMA)
Sekil.4.15. DDAH enzimi i¢in Michaelis-Menten grafigi
y =449,18x + 2105,2
15000 - R = 09831
E 12500 -
g 10000 -
§ 7500 -
s -
8 5000 |
50 25 UO,O 2;5 5;0 7:5 1(;,0 1é,5 15;,0 17‘,5 2(;,0 25,5 25;,0 27‘,5 3(;,0
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Sekil.4.16. DDAH enzimi i¢in Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.16’ da goruldagl gibi elde edilen dogdru 1/V eksenini 2105.2
degerinde, 1/[S] eksenini -4.686 degerinde kesmektedir. Bu degerlerden
DDAH enzimi igin Vmax = 0.48 U/mg protein ve K, = 0.21 mM ADMA olarak
belirlenmistir. Daha sonra bulunan Kn, ve Viyax degerleri kullanilarak enzimin

ADMA substrati igin %, :% formdllinden turnover sayisini gosteren Keat
T

degeri 0.165 s ve Vv, :%formi]l[]nden enzimin 6zgullik sabiti degeri V ise

855 M 's™ olarak hesaplanmistir. Tablo.4.10' da DDAH enziminin bulunan
kinetik sabitleri gésterilmistir.

DDAH enziminin substrati (ADMA) ile kooperativite g0sterip
gOstermedigini anlamak igin Hill grafiklemesi yapildiginda Hill sabiti (h) = 0.74
olarak bulunmustur. Hill sabiti 1.00°’den kiguk oldugu icin enzimin substrati ile
negatif kooperativite gésterdigi anlagiimistir (Sekil.4.17).

y=0,7353x+ 0,4427
0,6

7 2
/R‘= 0,9405

0,1 03 05

log(v/Vmax-v)

log[S]

Sekil.4.17. DDAH enziminin ADMA substrati igin Hill grafiklemesi

Tablo.4.10. DDAH enziminin kinetik sabitleri

Substrat Km Vimax Keat Vo
(mM) (U/mg protein) (s (M's™
ADMA 0.21 0.48 0.165 786
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4.3.5. DDAH Enzimi Uzerine Bazi Metal iyonlarinin Etkisi
Saflastirllan enzim bazi metal iyonlari ile muamele edilerek enzim

aktivitesi 6lculmus, bu 6lcime ait veriler Tablo.4.11’de sunulmustur.

Tablo.4.11. Bazi metal iyonlarinin DDAH enzim aktivitesi Uzerine etkisi

4.3.6.

Eklenen metal iyonu Enzim aktivitesi
(0.1 mM) (% kalan)
Civa 3,2
Kadmiyum 0,2
Bakir 0,1
Cinko 34
Demir 88
Magnezyum 97

Depolama Kararliliginin Arastirilmasi

Enzimin 0.1 M, pH = 6.5 sodyum fosfat tamponu ve % 30 gliserol
icinde, + 4 °C, -20 °C ve -80 °C’ de 15 giline kadarki aktivite degisimleri
incelenmistir. Bu dlcimler sonucu elde edilen % kalan aktiviteler Tablo.4.12’
de verilmigtir.

Tablo.4.12. DDAH enziminin depolama kararlihgi ile ilgili bulgular

Fosfat tamponu %30 Gliserol
+4°C |-20°C |-80°C| +4°C | -20 °C |-80 °C
0 100 100 100 100 100 100 | 22
~Z 0
S |3]782 90,1 95,3 | 93,5 95,3 101,4 20
G | 7513 66,7 | 784 | 87,6 93,2 984 | g F ;
15| 3,4 48,3 |62,3 | 76,2 91,8 992 | 22

+4 °C’de, pH=6,5 sodyum fosfat tamponunda bekletilen enzim 15 gin
sonra aktivitesinin tamamini kaybederken, +4 °C’de % 30 gliserolde
bekletilen enzimin 15 giin sonra baslangi¢ aktivitesinin, %76,2’ sini korudugu
gbzlenmigtir. Enzim —20 °C’ de % 30 gliserol i¢inde bekletildiginde 15 glin

72



sonra baslangi¢ aktivitesinin % 91,8 ini, -80 °C’ de %30 gliserol i¢cinde

bekletildiginde ise baslangi¢ aktivitesinin %99,2’ sini korumustur.

4.3.7. DDAH Enziminin Aminoasit Analizi Sonuclari
Hidroliz edilen enzimin GC-MS ile yapilan aminoasit analiz sonuglari
Tablo.4.13’ te gosterilmistir.
Tablo.4.13. DDAH enziminin aminoasit kompozisyonu

Aminoasitler umol/L %
Alanin 876 8,43
Glisin 406 3,91
o-Aminobltirik Asit 10 0,10
Valin 579 5,57
Losin 1329 | 12,79
Izol®sin 676 6,51
Treonin 425 4,09
Serin 122 1,17
Prolin 209 2,01
Aspartat 581 5,59
Metiyonin 156 1,50
4-Hidroksiprolin 18 0,17
Glutamat 890 8,56
Fenil Alanin 793 7,63
Glutamin 657 6,32
Ornitin 390 3,75
Glisin-Prolin (dipeptid) 825 7,94
Lizin 746 7,18
Histidin 227 2,18
Hidroksilizin 141 1,36
Tirozin 86 0,83
Prolin-Hidroksiprolin (dipeptid), 47 0,45
Triptofan 202 1,94
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TARTISMA

Tdm memeli hicrelerinde bulunan Dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz
(DDAH; EC 3.5.3.18) enziminin farkli doku dagilimlari gésteren DDAH-1 ve
DDAH-2 olmak tzere iki izoenzimi mevcuttur. Bu enzim, 6zellikle ADMA ve
NMMA qibi metil arjininleri yikima ugdratir, reaksiyon sonucu sitrillin ve
metilaminler olusur. Tim vilcut sivilarinda ve birgcok dokuda serbest olarak
olusan ADMA ve NMMA, nitrik oksit sentazi inhibe ederler. Bu ylUzden,
DDAH NO sentezini inhibe eden protein degradasyonu sonucu olusan
metilarjininlerin ortamdan uzaklastinimasinda 6nemli fonksiyona sahiptir.
DDAH enzimi NOS aktivitesini diizenleyen metillenmis L-arjininlerin hidrolizini
saglayan Zn*? iceren monomerik (31.2 kDa) bir enzimdir. DDAH aktivitesinin
inhibisyonu metilarjininlerin birikmesine neden olur, bu da NO sentezini bloke
eder ve vazokonstriksiyona neden olur. DDAH aktivitesinde bozulma
oldugunda plazma ADMA dlzeylerinde artis gdzlenir. Kardiyovaskuler
hastalik veya hiperkolesterolemi, DM ve insulin rezistansi gibi kardiovaskuler
risk faktorlerini tagiyan insanlarda g0zlenen vaskiler relaksasyondaki
bozulma bu nedenledir. Oksidatif stres DDAH aktivitesinin bozulmasina, bu
da ADMA birikimine neden olmaktadir. DDAH enziminin oksidatif strese
hassasiyeti, aktif bdlgesindeki sdlfidril grubu nedeniyledir. Homosistein
dizeyleri yiksek oldugu zaman homosistein DDAH enzimine atak yaparak
distlfit bagr olusturur, bu da enzimin aktivitesini kaybetmesine neden olur.
Homosistein ve diger kardiyovaskuler risk faktérleri DDAH’in sulfidril grubunu
oksitleyerek, ADMA birikimine ve bunun sonucu olarak ta NOS aktivitesinin
azalmasina neden olurlar. Enzimin NO metabolizmasindaki 6neminden
dolayi enzim Uzerinde ¢ok sayida ¢alisma yapilmis, bdbrek, karaciger, beyin
gibi bircok dokudan ve mikroorganizmadan saflastirimis ve biyokimyasal

6zellikleri incelenmistir.

Bu calismada DDAH enziminin sigan bdébreginden saflastiriimasi,
kinetik Ozelliklerinin belirlenmesi ve bazi agir metal iyonlarinin bu enzim
uzerine etkileri belirlenmeye calisiimigtir. Bu amagcla 6ncelikle GATA Deney
Hayvanlari Laboratuarindan si¢can bdbrekleri alinarak soguk zincir kuralina
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uygun olarak laboratuarimiza getirilmistir. Enzimin saflastirlmasi iglemi alti

basamakta gerceklestirilmigtir:

1
2

) Homojenizasyon
)

3) Sephacryl S-200 jel filtrasyonu
)
)

Amonyum sulfatla ¢oktlirme

4
5
6) MMA-Sepharose affinite kromatografisi

QAE-Sephadex A-50 iyon degistirici kromatografisi
Phenyl-Sepharose hidrofobik etkilesim kromatografisi

Tdm bu islemler sonrasinda DDAH enzimi sigan bdbreginden %28
verim ve 260,03 x 10 U/mg protein’ lik bir spesifik aktivite ile saflastiriimistir
(Tablo.4.4).

Bitin saflastirma iglemleri +4 C’ de yapilarak sicak ortamin sebep
olacag! enzim aktivitesindeki kaybin 6niine gecilmistir. Ayrica tim saflastirma
basamaklarinda tiyol oksidasyonunu 6énlemek icin 1 mM 2-merkaptoetanol
kullaniimigtir.

Calismamizda DDAH enzimi, Wistar cinsi sicanlardan elde edilen 10
adet taze sigan bébrek 6rnedi kullanilarak saflastirnimistir. DDAH enzimini
saflagtirmak icin jel filtrasyon kromatografisi uygulamadan &nce, bu
kromatografi prosediriine uygun 6n saflastirma ydntemi olarak amonyum
sulfat coktirmesi yapilmistir. Aktivite tayininde substrat olarak ADMA
kullanilmis ve amonyum silfat ¢oktirme arahdr %40-80 bulunmustur.
Baslangi¢c protein miktarinin yaklasik %58.6’s1 uzaklastiriimistir. Enzim
ornegi, bu basamak ile hem 2.2 kez saflastirilmis (Tablo 4.4), hem de jel
filtrasyon kromatografisi icin gerekli en uygun hacim olan 12 mL’ye konsantre
edilmigtir.

Calismamizda saflastirma ydnteminin ikinci basamagi olarak
Sephacryl S-200 jel filtrasyon kromatografisi secilmistir. Jel filtrasyon
kromatografisinde, kullanilan érnegin  hacmi oldukga &nemlidir. ik
kromatografi basamagi olarak jel filtrasyonu kullaniimasinin en &nemli
avantajinin  molekdl agirhd ylksek olan proteinlerin blylk oranda
uzaklastirimasi oldugu distnulmektedir. Bu basamakta saflastirma orani
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baslangic basamagina gére, DDAH aktivitesi icin 7.2 olarak saptanmistir
(Tablo 4.4).

Calismamizda daha sonra, jel filtrasyonu basamaginda elue edilen 24
mL’lik aktif fraksiyonlar QAE-Sephadex A-50 kolonuna uygulanmistir. Bagli
proteinler QAE-Sephadex A-50 kolonundan 0.2-0.02 M NaCl gradienti
olusturularak elue edilmigtir. Bu basamakta enzim 70.3 kez saflastinimistir
(Tablo 4.4). QAE-Sephadex A-50 kolonundan elue edilen 25 mL’lik aktif
fraksiyonlar Phenyl-Sepharose hidrofobik etkilesim kromatografisi kolonuna
uygulanmigtir.  Bu  kromatografinin  temel  prensibi, ylksek tuz
konsantrasyonunda saflastirilacak olan biyomolekllde bulunan hidrofobik
yuzey ile matriksteki apolar ligand arasindaki hidrofobik etkilesimdir. 2 M gibi
yuksek amonyum siilfat konsantrasyonunda tekrarlayici yikama basamaklari
ile istenmeyen proteinler jelden ayngstirlmigtir. Bu basamakta saflagma,
baslangi¢c basamagina gére 507.8 kat olarak bulunmustur (Tablo 4.4).

Saflagtirmanin son  basamaginda  MMA-Sepharose  affinite
kromatografisi yapilarak sican boébredi DDAH enzimi 712.4 kat saflastiriimig
ve spesifik aktivite 260.03 x 10 U/mg protein olarak bulunmustur (Tablo
4.4).

Ogawa ve ark. (123) amonyum sulfatla ¢céktirme, Sephacryl S-200 jel
filtrasyonu, QAE-Sephadex A-50 iyon degistirici kromatografisi, Phenyl-
Sepharose hidrofobik etkilesim kromatografisi ve MMA-Sepharose affinite
kromatografisi yontemlerini kullanarak DDAH enzimini 100 adet sigan
bdbreginden %31 verimle 830 kat saflastirmislar ve spesifik aktiviteyi 0.254
U/mg olarak bulmuslardir. Kimoto ve ark. (76) ise amonyum sulfatla
¢coOktirme, Sephacryl S-200 jel filtrasyonu, QAE-Sephadex A-50 iyon
degistirici  kromatografisi, Phenyl-Sepharose  hidrofobik  etkilesim
kromatografisi ve PBE 94-jel kolonu kullanarak DDAH enziminin insan
karacigerinden 1800 kat saflastirmislardir.

Knipp ve ark. (79) Amonyum sulfat presipitasyonu, Phenyl Sepharose
6 Fast Flow hidrofobik etkilesim kromatografisi, Source 15Q anyon degistirici
kromatografi, L-Arg-Sepharose affinite kromatografisi ve Superdex 75 Size

exclusion kromatografisi kullanarak DDAH enzimini sigir beyninden yaklasik
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1150 kat saflagtirmiglardir. Literatirde sigan bodbreginden DDAH enzimini
saflagtirimasina yoénelik tek veri Ogawa ve ark.’nin yaynlaridir ve bizim
ulastigimiz saflagtirma orani ile yaklasik bir deger elde etmiglerdir.

Wistar cinsi sicanlarin bobrek dokularindan elde edilen homojenat ve
her saflagstirma basamagindaki enzim ¢6zeltisinde protein miktarlari Lowry
yontemiyle Sekil 4.3’te verilen standart grafikten kantitatif olarak
belirlenmistir. Bu ydntem, az zaman almasi, daha az reaktif gerektirmesi ve
hassasiyetinin diger protein tayin metotlarina nazaran daha iyi olmasi (5
mg/mL) sebebiyle avantajli bir yéntemdir.

Kalitatif protein tayininde kolondan elle edilen enzim ¢ézeltilerinin 280
nm’de absorbanslarina bakilmigtir. Bu yéntem proteinlerde bulunan tirozin ve
triptofan aminoasitlerinin 280 nm’de 15131 maksimum absorblamalari esasina
dayanmaktadir.

DDAH enzim aktivitesinin 6lgimi, DDAH’ in ADMA’ yi parcalayarak
sitrOllin olusturmasi prensibine gére yapilmistir. Knipp ve Vasak’ in (81)
kurmus oldugu spektrofotometrik yontem modifiye edilerek enzim aktivitesi
saptanmistir. DDAH enzimini saflastirmaya baglamadan &6nce DDAH
aktivitesini 6lgmede kullanilacak yontemin optimizasyonu igin literatlr verileri
g6z 6nune alinarak bazi analitik 6n g¢alismalar (deproteinizasyon, Urenin
ortamdan uzaklastiriimasi, tekrarlanabilirik ve geri elde ¢alismalan)
yapiimistir. DDAH enzim aktivitesini 6lcmeden &nce o6rnekler TCA ve 5-
sUlfosalisilik asit SSA ile muamele edilmig, supernatanin SSA ile
deproteinizasyon yapildiginda daha berrak oldugu gdézlenmistir. Ayrica TCA
ile deproteinizasyon sonucu 6lgilen sitrllin degerlerinin SSA ile deproteinize
edilen érneklerdeki miktarlardan yaklasik iki kat fazla oldugu saptanmigtir. Bu
yluzden proteinden arindirma islemine SSA ile devam edilmistir. Literattrde
her iki ydontemin de kullanildigi, fakat bizim sonuglarla benzer sekilde SSA ile
deproteinizasyonun background etkisini ortadan kaldirdidi bildirilmigtir (81,
173).

L-sitrtllin gibi Gre de diasetiimonoksimle reaksiyona girerek renk
olusturmakta ve yanlis yuksek sonuglarin ¢gikmasina neden olmaktadir. Bu

yuzden Urenin ortamdan uzaklagtiriimasi gerekmektedir. Literatlrlerde
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sitrOllin - 6lciminde drenin verdigi interferans ile ilgili birgcok calisma
bulunmaktadir. Bu bilgiler 1siginda drenin eliminasyonunu saglamak igin
deney ortamina ¢esitli konsantrasyonlarda Greaz eklenerek dlcimler yapilmis
ve en uygun Ureaz konsantrasyonunun 200 U/mL oldugu belirlenmigtir.

Bir DDAH enzim (nitesi, 37 °C sicaklikta 1 dakika sirede ADMA’ dan
1 umol sitrdllin olusumunu katalizleyen enzim miktari olarak tanimlanmistir.

Sodyum dodesil silfat-poliakrilamid jel elekiroforezi (SDS-PAGE)
yapilarak saflastirilan enzimin safligi kontrol edilmistir. Jelde tek bandin
g6zlenmesi ile sican bdbreginden saflastirlan DDAH enziminin saf oldugu
ispatlanmistir (Sekil 4.10).

Sican bdbreginden saflastirnlan DDAH enzimi i¢in optimum pH 0.1 M
Sodyum fosfat tamponunda 6.5 olarak belirlenmistir.

Ogawa ve ark. (123), sican bdbreginden saflastirdiklari DDAH
enziminin pH 5.5 ile 7.5 arasinda aktif oldugunu, ADMA substrat olarak
kullanildiginda maksimum aktivitenin pH=6.5’te g6zlendigini rapor etmiglerdir.

Knipp ve ark. (79), sidir beyninden saflastirdiklarit DDAH enziminin en
yuksek aktiviteyi pH=6.2, 0.1 M sodyum fosfat tamponunda gb&sterdigini
bildirmiglerdir.

Kimoto ve ark. (76) ise insan karacigerinden DDAH enzimini
saflastirmiglar ve enzimin optimum pH’sini 6.7 olarak saptamislardir.

Genelde her enzimin aktivitesinin optimum oldugu bir maksimum
sicakhk degeri vardir. Bu sicakligin Gstinde aktivite dismeye baslar ve
enzimin U¢ boyutlu yapisinda bozulma meydana gelir. Bizim ¢alismamizda
sigan bébreginden saflastirilan DDAH enziminin optimum sicakhgi 0 °C ile 80
°C arasinda ve 5’er °C arayla enzimin gdsterdigi aktiviteler spektrofotometrik
olarak ol¢tlmis, DDAH enziminin maksimum aktivite gdsterdigi optimum
sicakhk degeri 37 °C olarak bulunmustur. Enzimin 40 °C’ den sonra hizla
aktivitesini kaybettigi gdzlenmistir. Ogawa ve ark. (123) ise sican bdbregi
DDAH enziminin optimal sicakhginin 55 °C oldugunu bildirmiglerdir.

Enzimler katalizledikleri reaksiyonlarin aktivasyon enerjilerini (Eg)
disUrerek reaksiyonun drlnler tarafina dogru hizlanmasini saglarlar.

Aktivasyon enerjisinin  yikselmesi ve dusmesi bazi parametrelerden
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etkilenebilir. Ornegin; reaksiyonun hizi gecis kompleksi konsantrasyonuyla
orantilidir. Sicakligin yUkseltiimesi; termik hareket ve enerjiyi arttiracagindan
gecis kompleksi konsantrasyonu yilkselecek ve bunun sonucu olarak da
reaksiyon hizlanacaktir Calismamizda substrat olarak kullanilan ADMA ile
yapilan sicaklik denemelerinden sonra belirlenen aktivite degerlerinin
logaritmalari alinarak 1/T'ye karsi grafik cizilmis ve bu grafikten elde edilen
Arrhenius egrisinin (Sekil.4.14) egimi kullanilarak DDAH enziminin E, ve AH
degeri sirasiyla 38,845 ve 38,703 kd/mol olarak belirlenmigtir. Bir enzim igin,
10 °C’lik sicakhk degisiminin meydana getirdigi aktivite farkliigi olan Q10
degeri de 1.63 olarak hesaplanmigtir. Literatir arastirmalari sonucunda
DDAH enzimi ile ilgili bu tir bir ¢alismaya rastlanmamakla birlikte bazi
enzimlerle bdyle ¢alismalarin yapildigr géralmastar.

Sican bébreginden saf olarak elde edilen DDAH enziminin molekdl
agirhginin saptanmasinda SDS-PAGE metodu kullaniimistir. Enzim eluati ile
birlikte standart protein numuneleri SDS-PAGE’de ayni zamanda yurGatilmus
(Sekil 4.10) ve log MA-Rf standart grafigi cizilmigtir (Sekil 4.11). Daha sonra
saflastirlan DDAH enziminin Rf degeri hesaplanarak standart grafikten sican
bbébregdinden saflastirlan DDAH enziminin molekdl agirligr 33560 Da olarak
hesaplanmigtir.

Sican boébreginden elde edilen DDAH enziminin aktif formunun
molekll agirhginin hesaplanmasi amaciyla Sephacryl S-200 jel filtrasyon
kromatografisi yapiimistir. Kolondan standart proteinler birer birer
gecirildikten sonra log MA-K,, standart grafigi cizilmistir (Sekil.4.9). Daha
sonra enzim ¢ozeltisinin Kay, degeri yardimiyla standart grafikten enzimin
molekdl agirligr belirlenmistir. Bu yéntemle aktif enzimin molekdl agirlig
35870 Da olarak bulunmustur. DDAH enzimi igin Sephacryl S-200 jel
filtrasyon kromatografisi ile hesaplanan molekul agirliklar ile SDS-PAGE
yontemi ile bulunan molekdl agirliklari birbirlerine ¢ok yakin degerler
olmasindan saflastirilan enzimin monomer yapida oldugu tespit edilmigtir.

Ogawa ve ark. (123), DDAH enzimini sican bdbreginden
saflastirmiglar, molekdl agirhgini jel filtrasyonu ile 32000+£500, SDS-PAGE ile
34000+1000 Da olarak belirlemiglerdir. Kimoto ve ark. (76) ise insan
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karacigerinden saflastirdiklari DDAH enziminin molekil agirhigini SDS-PAGE
ile 35000 Da bulmuslardir.

Literatirde cesitli kaynaklardan saflastirilan DDAH enziminin tek bir
polipeptidden olustugu bildirilmistir (123).

DDAH enziminin fizyolojik sartlardaki substratt ADMA’ dir.
Calismamizda sican boébrek dokusundan saflastirlan DDAH enziminin
aktivitesi ADMA substrat olarak kullanilarak él¢ilmis ve ADMA icin Km, Vimax,
keat V€ 0zgUllik sabiti (Vo) degerleri belirlenmistir. Bu amagla 6 farkli ADMA
substrati konsantrasyonu kullanilarak spektrofotometrik olarak 466 nm’de
enzim aktiviteleri belirlenmis ve saflastirilan DDAH enzimi igin Lineveawer-
Burk grafigi cizilerek bu grafikten Kn ve Vimax degerleri sirasiyla 0.21 mM ve
0.48 U/mg protein olarak hesaplanmistir (Sekil.4.16).

Ogawa ve ark. (128), sican boébregi DDAH enziminin kinetik
Ozelliklerini incelemigler ve Ky ve Vnax degerlerini 0.18 mM ve 0.28 U/mg
protein olarak bulmuslardir. Bizim calismamizda ise Vmax degeri, bu
calismadakinin yaklasik iki kati olarak goértlmektedir.

Doygun durumda herhangi bir enzim igin limit hizini agiklayan daha
genel bir hiz sabiti olan kea'In belirlenmesi yararhidir. ke sabiti bir mol
enzimin birim zamanda GrGne doéndstirdiddl substratin mol sayisi olarak
tanimlanmaktadir. Bunun diger bir adi turnover sayisidir. Eger bir tepkimede
degisik basamaklar varsa ve bir tanesi hiz sinirlayici ise keat bu basamak igin
hiz sabitine esittir. Cesitli basamaklar kismen hiz kisitlayici oldugu zaman,
keat her bir reaksiyon igin belirlenen gesitli hiz sabitlerinin kompleks bir tirevi
olabilir. Calismamizda DDAH enziminin ke degeri 0.165 s' olarak
hesaplanmistir (Tablo 4.10).

GCesitli enzimlerin katalitik etkilerinin veya farkli substratlarin ayni
enzimle Urine dénidsimundn karsilastinimasinin en iyi yolu iki tepkime igin
Keat/Km Oraninin karsilastirilmasidir. ke ve Ky parametreleri enzimlerin kinetik
verimliliklerini degerlendirmemizi saglar, fakat parametrelerin her ikisi de bu
is icin tamamen yeterli degildir. kea/Km orani bazen E + S’nin E + P’ye
dénusiml igin hiz sabiti olan 6zgulliuk sabiti (Vo) olarak adlandirilir.
Calismamizda Vo degeri 786 M's™ olarak hesaplanmistir (Tablo 4.10).
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Literatirde DDAH enziminin kot ve Vo degeri ile ilgili tek calisma
Ogawa ve ark.’nin (123) yaptigi calismadir ve bu degerler sirasiyla 0.154 s™
ve 855 M's™ olarak bildirilmistir.

Sican bobredi DDAH enziminin substrat ile kooperativite gdsterip
gbstermedigini anlamak i¢in Hill grafiklemesi yapildiginda, Hill sabiti (h) 0.73
olarak belirlenmigtir. Bu grafikten enzimin ADMA substrati ile negatif
kooperativite gdsterdigi saptanmistir (Sekil.4.17).

Kursun ve civa gibi agir metallerin enzimlerin serbest —SH gruplarina
baglanarak enzim konformasyonunda degisiklige yol agmak suretiyle inhibitdr
etkisini gbsterdigi bilinmektedir. Calismamizda bazi eser elementlerin enzim
aktivitesi Uzerine etkisini incelemek amaciyla saf enzim 0{zerine son
konsantrasyon 0.1 mM olacak sekilde civa, kadmiyum, bakir, ¢inko, demir ve
magnezyum gibi bazi metal iyonlari eklenmig, kadmiyum, civa ve bakirin
enzimi tamamen inhibe ettigi, ¢inkonun enzim aktivitesinde %66’lik bir kayba
neden oldugu, ortama demir ve magnezyum eklendiginde ise minimal bir
inhibisyon oldugu gézlenmistir (Tablo.4.11).

DDAH enziminin dayanikhligini artirmak igin enzim ¢oézeltisine %30
(v/v) olacak sekilde gliserol eklenmistir. Enzimin %30 gliserol icinde -80 °C’de
saklandiginda aktivitesini kaybetmedigi, gliserol eklenmeden saklandiginda
ise aktivitesinin %60’lara indigi gdézlenmistir. Bu ylzden enzim %30 gliserol
icinde dondurularak saklanmigtir (Tablo 4.12).

Sican bdbreginden saflastirlan DDAH enziminin aminoasit analizi
yapiimistir. Ogawa ve ark. (123) yapti§i calismada saflastirdiklari enzimin
triptofan igeriginin %0.36 oldugunu bildirmisler ve triptofan Gzerinden molekl
agirhgini yaklasik 31600 dalton hesaplamiglardir. Fakat bizim ¢alismamizda
enzimin triptofan iceriginin %1.94 oldugu gézlenmistir. Bu farkliligin aminoasit
analizindeki ydntemin degisik olmasindan kaynaklanabilecegi distndlmastir.

Bu tez galismasi, Turkiye’de DDAH enziminin saflastinldigi ilk calisma
6zelligi tagsimaktadir.

Literatirde cesitli kaynaklardan saflastirlan DDAH enzimi ile ilgili
calismalar bulunmasina ragmen DDAH enziminin karakteristik 6zellikleri

hentz tam olarak aydinlatilamamistir. DDAH enzimi ile yapilacak daha ileri

81



kinetik ve yapisal calismalar bu enzim ile ilgili daha énemli ve ayrintih bilgiler
verecektir.

Cesitli hastaliklarda 6lgtilen ADMA duizeyleri arasinda farkliliklar géze
carpmaktadir. ADMA dizeyi ile birlikte hicresel ADMA igeriginin
dizenlenmesinde majér rol oynayan DDAH enziminin aktivitesinin de
Olctilmesinin ADMA-NO-Homosistein metabolizmasi hakkinda eldeki mevcut

verilere destek saglayacagl kanaatindeyiz.
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SONUC ve ONERILER

Bu tez kapsaminda, hemen hemen tim canl organizmalarda yaygin

bir sekilde bulunan ve birgok metabolik olayda 6nem tasiyan DDAH

enziminin aktivitesini 6lgmek igin kolay uygulanabilir, hassas ve guvenilir

spektrofotometrik bir yéntem kurulmus, daha sonra enzim sigcan bdbrek

dokusundan cesitli kromatografi tipleri kullanilarak ylUksek bir saflikla elde

edilmis ve enzimin karakteristik ve kinetik 6zellikleri belirlenmistir. Ayrica

saflastirlan DDAH aktivitesi Gzerine 6 farkli agir metal iyonunun inhibisyon

etkileri arastinimis ve bu iyonlarin enzimi farkli oranlarda inhibisyona

ugrattiklan tespit edilmistir. Bu ¢calismadan elde edilen sonuglar Tablo 6.1’de

6zetlenmistir.

Tablo.6.1. Sigan bdbredi DDAH enzimi icin yapilan ¢alismalarin sonuglari

DDAH Enziminin Saflagtirma Basamaklari

Yapilan iglemler Verim (%) Saflastirma orani
Amonyum sulfat (%40) 88 2.1
Amonyum sulfat (%80) 87 2.2
Sephacryl S-200 78 7.2
QAE-Sephadex 61 70.3
Phenyl-Sepharose 43 507.8
MMA-Sepharose 28 712.4
DDAH Enzimi I¢in Kinetik Caligmalar

Optimum pH 6.5

Optimum Sicakhk 37 °C

Aktivasyon Enerijisi (Ez) (Kj/mol) 38,845

Aktivasyon Entalpisi (AH) (kJ/mol) 38,703

Q1o 1.63

Km (mM) 0.21

Vmax (U/mg protein) 0.48

Kcat 165

Vo 786

Molekil Agirlik Tayini (Da)

SDS-PAGE metodu 33560

Jel filtrasyon kromatografisi 35870
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