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KISALTMALAR

NO: Nitrik oksit

NOS: Nitrik oksit sentaz

ADMA: Asimetrik dimetilarginin
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KVH: Kardiyovaskuler hastaliklar
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PRMT: Protein arginin metiltransferaz
DDAH: Dimetilarginin dimetilaminohidrolaz
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MI: Miyokard infarktisu

ROS: Reaktif oksijen tlrleri
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HPLC: Yuksek Basingli/Performansli Sivi Kromotografisi

RT: Alinkonma suresi (retention time)



1. GiRIS

inflamasyon, organizmanin hasara karsi verdigi non-spesifik
bir cevaptir. " Endotel hiicreleri inflamasyona spesifik adaptif yanitla aktif
olarak katilirlar. Bu hicresel adaptif yanit, serbest oksijen radikali olusumu
ve endotel hucreleri tarafindan uUretilen nitrik oksit (NO)in miktarinin
artmasiyla karakterizedir.* Cesitli  calismalar, endotoksin aracili
inflamasyon modellerinde endotel disfonksiyonunun varligini goéstermistir.
Endotel disfonksiyonu, aterosklerotik hastaliklarin her asamasinda énemli

rol oynamaktadir. '

L-Argininden nitrik oksit sentaz (NOS) araciliiyla sentez
edilen nitrik oksit (NO) vaskuler yapi ve fonksiyonlarinin korunmasinda
onemli bir yer tutmaktadir. >® Endotel hiicrelerinde eNOS’un enzimatik
etkisiyle olusan az miktardaki NO’nun vazodilatasyon, platelet
agregasyonunun inhibisyonu gibi ¢ok o6nemli fizyolojik fonksiyonlari
varxdir. Ancak eNOS araciligiyla olusan NO az miktarda sentezlenir ve
uzun sure gozlenemez. Bir inflamasyon durumunda proinflamatuar
sitokinler ve endotoksinle gergeklesen iINOS aktivasyonu sonrasinda
yuksek miktarda NO olusarak endotel hucre bilesenlerini ve fonksiyonlarini

negatif etkilemektedir. *°

intraselller arginin konsantrasyonu NOS’un maksimum
aktiviteyi gosterebilecegi seviyelerde bulunmaktadir ve bu durumda
substrat verilmesinin  NO seviyelerinde degisime neden olmamasi
beklenirken, arginin  takviyesi endotele bagli  vazodilatasyonu
uyarmaktadir. Bu durum arginin paradoksu olarak adlandirilmistir. '° Bir
¢ok arastirmaci L-arginin paradoksuna getirilebilecek acgiklamanin, L-
argininin asimetrik dimetilarginin (ADMA) yoluna da girmesi oldugunu

10,11

sdylerken , bir kisim ise bu durumun ADMA'yla ilgisi olmadigini iddia

etmektedir. '?



Bir arginin analogu olan asimetrik dimetilarginin (ADMA),
proteinlerin igindeki arginin amino asitinin guanido nitrojen atomlarinin
metilasyonuyla sentezlenir. '* Tiim NOS izoformlarini inhibe ederek NO
miktarini azalttigi bildirilmektedir.''®> ADMA, insan vaskdiler hastaliklarinin
patofizyolojisinde 6nemli rol oynamaktadir ve kardiyovaskuler hastaliklar

icin yeni bir risk faktorii olarak goriilmektedir.

Endotel disfonksiyonuna neden olmasi  dolayisiyla
kardiyovaskuler hastaliklar (KVH) igin énemli ve blyuk bir risk faktdrt olan
homosistein, metiyonin amino asitinden sentezlenen ve sulfur iceren bir
molekuldur. Artmis plazma homosistein duzeyleri klinikte KVH markeri
olarak kullanilimaktadir.'®'" Bazi arastiricilar, metiyoninin homosisteine
demetilasyonu sirasinda acgiga ¢ikan metil gruplarinin arginine tagindigini
ve bu sekilde ADMA olustugunu ortaya atmislardir. ' Buna karsin bazi
arastiricilar ise ADMA ve homosistein arasinda bir iligki olmadigini, ancak
homosistein artisinin  NO dretimini direkt olarak azalttigini iddia

etmektedir.'®

Diger yandan taurin, sUlfur iceren, protein yapisina girmeyen
bir amino asittir. Onemli antioksidan ézellige sahip oldugu séylenmektedir.
Antioksidan ve antiinflamatuar etkili taurinin endotel fonksiyonlarini LDL’yi
azaltarak korudugu bildirilmistir. Taurin, ADMA miktarini azaltarak ve bu
sekilde NO miktarini fizyolojik dizeylere ¢ekerek endotel fonksiyonlarini
restore ettigi ortaya atilmistir.”* Bazi arastirmacilar ise taurinin
homosistein tarafindan olusturulan oksidatif stresi antagonize ettigini
sOylemektedir.?® Bunun vyaninda, yapilan bazi in vivo inflamasyon
modellerinde taurinin dedisik dokularda farkh etki gosterdigi, bazi
dokularda prooksidan bazi dokularda ise antioksidan etkiye sahip oldugu

gosterilmistir. %!



Goraldugu gibi NO, ADMA, Homosistein seviyeleri arasindaki
iliski konusunda celigkili bilgiler mevcuttur Calismamizin birincil amaci
endotel hicre kiltirlerinde bu iligkiyi aydinlatmaktir. ikincil amacimiz ise
hem NO hem de ADMA’nin prekirséri olan arginin amino asitinin
ilavesinin ve taurin ilavesinin sd6z konusu parametreler GUzerine olan

etkilerini saptamaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. inflamasyon

Organizmada bulunan hucre veya dokularin hasar gormesi
ya da Olmesi sonucu, yakin dokular tarafindan verilen lokal cevap
inflamasyon olarak adlandirilir. Daha spesifik olarak inflamasyon, sivi,
¢6zinmUs madde ve hicrelerin, dolagimdaki kandan hasar veya nekroz
olan interstisyal dokulara sevk edildi§i vaskiler reaksiyondur.?
inflamasyonun amaci hasar verici ajani ve hasarli dokuyu yok etmek,
etkisini azaltmak veya saglam dokudan tecrit etmektir. Klasik bulgularinin
yani sira mikroskobik olarak kompleks bir olaylar serisini igerir. Bu olaylar,
arteriol, kapiller ve vendullerin geniglemesi, vaskuler permeabilite artisi,
sivilarin, plazma proteinlerinin ve |0kositlerin damar digina c¢ikarak

inflamasyon odagina yénelmesini icerir. %

inflamasyonla karakterize hastaliklar, insanlarda morbilite ve
mortalitenin 6nemli nedenlerinden biridir. Ayrica, gereksiz bir durumda
harekete gecen veya kendisini yabanci kabul ederek inflamatuar cevap
olusturan immiin sistem otoimmiin hastaliklarin temelinde yatmaktadir.
inflamasyon, yarattigi rahatsizliktan dolay! her ne kadar istenmeyen bir
durum gibi gorunse de homeostazi devam ettirmek icin yararli ve gerekli
bir mekanizmadir. Gerekli zamanda olugturulamayan bir inflamatuar cevap
konag: riske atar. % Bu ikili 6zelliginden dolay, bir gok arastirmaci

inflamasyonu “iki tarafi keskin bir kilig” olarak gérmektedir. 4%

inflamasyonun 6zellikleri yaklasik 2000 yil énce Cornelius
Celsus tarafindan “sicaklik ve agriyla seyreden kizariklik ve sigkinlik” —
‘rubor et tumor cum calore et dolor’ seklinde tanimlanmistir; ve halen
inflamasyonun kardinal bulgulari olarak bilinmektedir. inflamasyonun dért

kardinal bulgusu: rubor (kizariklik), Calor (sicaklik), Dolor (agr1) ve Tumor



(sigkinlik)’'dur. Son yuzyilda ise Galen tarafindan beginci bir bulgu, Functio

laesa (fonksiyonun bozulmasi) eklenmistir. 2

Rubor, inflamasyonun olustugu alanda genellikle ilk fark
edilen bulgudur. inflamatuar reaksiyonlarin baslamasiyla inflamasyonun
olustugu alani besleyen arterioller genisleyerek lokal mikrosirkilasyona
daha fazla kan akimina izin verir. Kapillerler ise hizla kanla dolu bir hal

alir. Bu durum hiperemi ve konjesyon olarak bilinir. %

Calor, lokal mikrosirkllasyonda artan kan akiminin bir
sonucu olarak kizarikliga eslik eder. Aslinda sicaklik artisi, normal merkez
sicakhktan (37°C) dusuk olan vicudun dig yuzeyindeki bir inflamatuar
reaksiyonun karakteristigidir. Merkez sicakhgin 37°C oldugu vicudun

derinlerinde bu durum gézlenmez. %

Dolorun olugsmasi gesitli nedenlerden kaynaklanabilir. Lokal
pH'nin degigsmesi veya belirli iyonlarin konsantrasyonlarinin artmasi sinir
sonlanmalarini  stimule edebilir. Benzer sekilde, belirli biyoaktif
kimyasallarin salinmasi da impuls yaratabilir. Ek olarak inflamasyonun
oldugu bodlgenin sismesi ve dolayisiyla basincin lokal olarak atmasi da

agri olusturur. %

Tumor, dolasimdaki kanda bulunan sivinin ve hucrelerin
interstisyal dokulara ge¢mesi sonucu olusur. Alanda biriken bu sivi
eksudadir. inflamatuar reaksiyonun erken evrelerinde eksudanin ¢ogu sivi

iken daha sonra I6kositler bu siviya katilir. %



Functio laesa, sonradan tanimlanan beginci kardinal
bulgudur. inflamasyonun dért kardinal bulgusunu tasiyan ve dolayisiyla

normal olmayan dokuda fonksiyon bozulmasi gorliir. %2

2.1.1. inflamasyonun kardiyovaskiiler hastaliklardaki &nemi

inflamasyon, etiyolojisine bakilmaksizin, immin sistemin

dahil oldugu vaskiiler bir reaksiyondur.??®

Ateroskleroz ve diger
kardiyovaskuler hastaliklarin (KVH) baslangici, ilerlemesi ve klinik
komplikasyonlara neden olmasi dahil tim basamaklarinda inflamasyonun
rolii vardir. 22 Bu sebepten dolayr “The Center for Disease Control” ve
“‘“American Heart Association” 2003 vyilinda vyayinladigi raporda
kardiyovaskuler hastaliklar icin inflamatuar markerlarin da kullaniimasi

gerektigini belirtmektedir. *°

inflamatuar markerlarin risk markeri mi yoksa ayni zamanda
risk faktori muU olduguna iligkin cesitli modeller vardir. Marker olan
molekullin ayni zamanda KVH'in olugmasina bir sekilde katkisi olabileceqi
soylenmektedir.?**%3* Buna karsilik, arastirmacilarin bir kismi bazi
inflamatuar markerlarin yalnizca risk markeri oldugunu, risk faktoru

olmadigini séylemektedir. **

3E)nflamatuar markerlar arasinda su markerlar saymak
mumkundur:

1- Adezyon molekulleri
2
3
4- Akut faz reaktanlari
a. C reaktif proteini (CRP)
b. Serum amiloid A (SAA)

c. Fibrinojen

Sitokinler

Okside duguk dansiteli lipoprotein (LDL)



5- Lokosit sayimi

6- Diger markerlar (6rnegin sedimantasyon hizi)

Dolasimdaki bir c¢ok inflamatuar mediatérden akut faz
reaktanlarindan biri olan C reaktif proteini (CRP) arastirmacilar tarafindan
oldukga fazla ilgi gormektedir. Bunun en bluyuk nedeni CRP olgimunun

o 3% stabil olusudur. CRP’in baslica

kolay ? ve analitin 19 saat kadar
kaynag! hepatositlerdir. Interlokin-6 (IL-6)’ya cevap olarak, interlokin-1 (IL-

1) ve Tumor necrosis faktdr (TNF) {in sinerjistik artirici etkisiyle iretilir. 2°

inflamatuar bir marker olmasinin yani sira, CRP baazi
arastirmacilar tarafindan KVH igin bir mediator olarak gorulmektedir.
CRP’nin  kompleman sistemini aktive edip inflamatuar aktiviteyi
artirabilecedi, ayni zamanda, NOS’un aktivitesini bozarak NO Uretimini
azaltabileceg@i ve bu yolla endotelyal hicre apopotozisini kolaylagtiracagi
sOylenmektedir. %% Son galismalar, CRP’nin monositleri potasiyel olarak
cektigini ve makrofajlarin LDL alimini kolaylastirdigini gdstermektedir.
Buna karsilik, bazi ¢alismalar CRP’nin yalnizca bir marker oldugunu, KVH

icin risk faktori olmadigini iddia etmektedir. **

Patolojik olarak bakildiginda, aterosklerotik plak geligsiminin
biitlin asamalari organizmanin hasara verdigi yanittir. 3% Ateroskleroz,
en erken olayl endotelyal hicre disfonksiyonu olan, lipit birikimi,
inflamasyon, hiicre oOlumia ve fibrozisle karakterize progresif bir
hastaliktir.?*%23° Dislipidemi, arteryal hipertansiyon, diabetes mellitus (DM)
ve sigara kullanimi gibi bir ¢ok toksik uyari endotelyal disfonksiyonla
sonuglanabilir.?® inflamasyon ile kardiyovaskiiler hastaliklari birbirine
baglayan hlicresel mekanizmanin bilinmesi tedavilerde yeni hedefler

ortaya gikaracaktir. ?



2.1.2. Endotoksemi aracili inflamasyon

Endotoksinler, gram negatif bakterilerin hucre duvari
yapisinda bulunan lipopolisakkarit (LPS)lerdir. Bakterinin hicre digina
saldigi maddeler olmayip, bakteri, lizise ugradiginda agiga c¢ikar. LPS,
toksik bir yag asidi ¢gekirdegi (Lipit A) ve her biri bakteri tirine 6zgu, O
antijenlerini de igceren kompleks bir polisakkarit kilifindan olusur. Gram
negatif bir bakteri kaynakli enfeksiyonda konakda goérilen patolojik

olaylardan sorumludur.

infeksiyon ve inflamasyon arasinda bir bad oldugu
bilinmektedir. (6rnedin sitokin cevabi) ** Endotoksemi ise inflamasyon
cevabi olusturan en oOnemli mekanizmalardan biridir. Kardiyovaskuler
hastaliklarin inflamasyonla olan siki baglantisi géz éniine alindiginda "2,
in vivo veya in vitro kosullarda inflamatuar ajanlar uygulamak suretiyle
deneysel bir endotelyal disfonksiyon tablosu olusturmak mumkundur.

Bhagat ve arkadaslar 2

insanlarda yaptiklari bir caligmada bakteriyel
endotoksin tarafindan induklenmis inflamatuar reaksiyonun endotelyal
disfonksiyona neden oldugunu kanitlamiglardir. Cesitli ¢calismalar saghkh
bireylere dusik doz endotoksin verilmesinin vazodilatasyon ve endotelyel
disfonksiyonla sonuclandigini gdstermistir.> Bu deneysel model yaygin
inflamasyonun hemodinamik degisiklikler® gibi bir cok patolojik durumunu

olusturmaktadir. 2

In vivo ve in vitro Kkosullarda vyaratilan inflamasyon

modellerinde siklikla Escherichia coli endotoksini kullaniimaktadir. -8

E. coli, 2-6 ym boyunda, 1-1,5 pm eninde, duz, uglari
yuvarlak ¢gomak seklinde gram (-) bir bakteridir. 60°C’de 30 dakika, oda

sicakliginda uzun sure canh kalabilen direngli bir turdir. Normalde



bagirsak florasinda bulunur ve putrefikasyon-fermantasyon dengesinin
dizenlenmesinde ©Onemlidir. Ancak, belirli kosullarda patojen olup
diyareyle karakterize bagirsak hastaliklarina sebep olurlar. Ayrica,
bagirsak kanali disina ¢ikip diger dokulara yerleserek ¢esitli klinik tablolar

olusturmalari sik gérilar. *
2.2. Endotel

2.2.1. Endotelin yapi ve fonksiyonlari

Endotel, morfolojik olarak bir doku olarak siniflandirilir.*°
Endotelyal hicrelerin yan yana dizilmeleriyle batin kardiyovaskuler
sistemi (KVS) icten astarlayan, anatomik olarak vaskuler diz kas tabakasi
ile dolagim halindeki kan arasinda tek hucre katmanindan olusmus bir
yapidir. Endoteli olusturan hicreler histolojik olarak tek kath yassi epitel
hiicreleridir.*"#? Ortalama boyutlarda bir insanda 1800 g agirhigina ve
4000-7000m2 yuzey alanina sahiptir. Endotel tabakasi tasidigi
Ozelliklerden dolayr son yillarda arttk endokrin bir organ olarak

gorilmektedir.*>*!

Endotel, inert bir hiicre katmanindan ibaret degildir.>4%4?

Vazomotor tonusun kontroll, permeabilitenin kontroll gibi bir ¢ok fizyolojik
olayda oldukca 6nemlidir.*® Endotelyal hiicreler, mekanik veya hiimoral
sinyallare cevap olarak c¢esitli mediatorler Uretirler. Bu mediatorler vaskuler
diz kas hucrelerinin kontraksiyon, dilatasyon ve proliferasyonunu, platelet
adhezyonu ve agregasyonunu, koagulasyonu ve Iokosit adhezyonunu
dizenler. Bu nedenle vaskuler homeostazin saglanmasinda oldukca

dnemlidir, 4143



2.2.2 Endotel kaynakli mediatorler

Vaskiler endotel, damarlarin  fonksiyonunu yerine
getirmesinin yani sira saglamhginin ve agikliginin saglanmasindan da
sorumludur. Endotelin bu fonksiyonlarini salgiladigi mediatorler sayesinde

gerceklestirdigi bilinmektedir.**

Endotelin(ET)ler , endotelde yapilan parakrin ve otokrin etki
gOsteren, 21 aminoasitten olusan, bilinen en potent vasokonstriktor
polipeptiddir. Ayrica buyume promotoérudur. ET-1, ET-2 ve ET-3 olmak

lizere 3 tiptir. “+*°

Angiotensin donusturict enzim (ACE), angiotensin [I'in
angiotensin II'ye donusmesini saglar. Angiotensin Il ise guglu
vazokonstriktor aktiviteye sahiptir. ACE ayrica bradikininleri ve diger

vazodilator peptitleri yikar. 4°

Prostasiklin, arasidonik asitten kdken alarak sentezlenen bir
eikazanoiddir. Vaskuler tonusun kontrolinde vazodilator ozelliktedir.
Platelet agregasyonunu inhibe eder ve sitoprotektif 6zelligi vardir. Buyume

inhibitéradar. 4

Nitrik oksit (NO), son yillarda olduk¢a dikkat c¢eken

vazodilatér, antiplatelet ve biiylime inhibitérii 6zelliginde bir gazdir. *®

Endotel kdkenli hiperpolarize edici faktor (EDHF) de endotel

tarafindan salinan, vazodilator 6zellikte bir mediatordir. 46
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Trombomodulin ve heparin benzeri molekuller, antikoagulan

ozelligi olan mediatorlerdir. 44

Doku plazminojen aktivatora (tPA) profibrinolitik, plazminojen
aktivator inhibitori tip 1 (PAI-1) ise antifibrinolitiktir. *4

Batin bunlarin yanina endotel bazi inflamatuar mediatorler
de duretir. Bunlarin i¢cinde endotelyal I16kosit adezyon molekulid (ELAM),
intraseltler adezyon molekuli (ICAM) ve vaskuler hicre adezyon
molekdilleri (VCAM) yer alir. **

2.3. Nitrik oksit

Bilinen mediatérlerden en énemlilerinden ve son yillarda en
cok dikkat cekenlerden biri de oksidasyon basamagi +2 olan azot
monoksit (nitrik oksit)tir.>**4° Tek bir oksijen atomunun tek bir azot
atomuyla enzimatik birlesmesi memeli hlcrelerinin en kuglk sentetik
Grintnd olusturur.® NO, ilk olarak endotel-kaynakli gevsetici faktor
(endothelium-dependent relaxing factor, EDRF) adiyla endotel
hucrelerinde  Furchgott ve Zawadzki tarafindan 1980 yilinda
bulunmustur.”’ EDRF’nin esasen NO oldugunun 1987 yilinda Ignarro ve
arkadaslari*® ve Palmer ve arkadaslar® tarafindan ortaya konmasi
biyolojik arastirmalarda yeni bir alanin acilmasini saglamistir.** 1992
yiinda ise NO, Science dergisi tarafindan “yilin molekdlu” olarak

tanimlanmustir. %

NO, renksiz, oksijen yoklugunda suda ¢dzUlnebilen inorganik
bir gazdir. Son orbitalinde bulunan eslesmemis elektronu nedeniyle radikal
Ozellik gosterir. Sivi ortamlarda serbestge diffuze olur ve hucre

membranindan kolaylikla gecger 853 Hiicreden hicreye yakin menzilde ve

11



kisa sureli etkide hizlica hareket eden, buna karsilik yuksek biyolojik

aktivite gosteren lokal etkili bir habercidir. *°

GUnumuze kadar vyapilan calismalar, NO'nun diz kas
gevsemesinde, platelet inhibisyonunda, norotransmisyonda, bakteriyal
oldurmede, tumor hicresi lizisinde, hormonal salinimda ve immudn
fonksiyonun dizenlenmesinde onemli fonksiyonlari oldugunu

gostermistir.*®

2.3.1. NO’nun sentezi

NO’nun sentezi, monooksijenaz aktivitesi gosteren nitrik oksit
sentaz (NOS) enzimi tarafindan katalizlenen, L-arginin’in L-sitrilin’e
oksidasyonu sirasinda gerceklesen bir reaksiyondur. L-argininin terminal
guanido azot grubu ile molekuler oksijenin nikotinamid adenin dinukleotid
fosfatin redikte formunun varliinda (NADPH) etkilesmesi sonucu NO

5,48

olusumu saglanir. (Sekil 1) Sentezde ara urin olan N-hidroksi-L-

arginin hizla L-sitriilin ve NO’ya déniisir. *°

Haugi,,wz HyN \T.n

MNADPH
NH 0, NH
: + =N
+ +
HyN COo0- HalN Co0r
L-arginin Sitriilin Hitrik oksit

Sekil 1. Nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan katalizienen NO olusum

reaksiyonu. >*
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NO sentezi ilk olarak endotel hucrelerinde tespit edilmis,
daha sonra ise daha bir ¢ok hucrede bu sentezin oldugu bulunmustur.”
Baslica, beyin, serebellum, endotel hicreleri, nétrofiller ve makrofajlarda

tespit etmek mimkiindr. *®

2.3.1.a. NOS izoformlari

NO’nun regllasyonu ve dolayisiyla  fonksiyonunun
anlasiimasi bilinen G¢ NOS izoformunun kesfedilmesiyle mumkuin
olmustur. Her izoform kendine 6zgu ekspresyon modeli ve kendine 6zgu

regililasyon mekanizmalari gdstermektedir. *°

NOS, baslica 2 katagoriye ayrilabilir : konstitatif NOS (cNOS)
ve induklenebilir NOS (iNOS). cNOS ise kendi icerisinde noronal NOS
(nNNOS) ve endotelyal NOS (eNOS) olarak ayrilabilir. 5°°
cNOS ve iNOS’un bazi ortak noktalari vardir; 820>

1. Ikisi de L-arginin’i substrat olarak kullanr.

2. Reaksiyonlarini  molekuler oksijen ve NADPH varhiginda

gerceklestirirler.

3. Reaksiyonun amino asit Granu ‘sitralin’dir.

4. Reaksiyonda her zaman kalmodulin kofaktérligine ihtiya¢ duyulur.

5. Enzim yapisi homodimer seklindedir.

6. Prostetik grup olarak Hem-Protoporfirin IX igerir.

13



Uc NOS izoformunun benzerliklerinden daha énemli olarak bazi farklari

vardir:

1. Her G¢ enzim de kendine 6zgu bir genin drunudur, ancak aralarinda

yaklasik %50 amino asit homolojisi vardir. °>°

2. ctNOS posttranskripsiyonel modifikasyona ugrarken, iNOS’un
regulasyonu igin bilinen bir posttranskripsiyonel modifikasyon

yoktur. 48

3. eNOS ve nNOS konstititif NOS (cNOS) olarak adlandirilirlar. cNOS
tarafindan NO Uretimi aralikli ve az miktardadir. Her zaman belli bir
seviyede mevcut olmalari fizyolojiktir. INOS ise sitokin,
mikroorganizma veya mikrobiyal Urun tarafindan stimilasyon
sonucu olusur. Bdyle bir durumda iINOS tarafindan NO

olusturulmasi siireklidir ve olusum miktari oldukga fazladir. 480>

4. cNOS izoformlari yalnizca hicre igine birakilan kalsiyumun
kalmodulinle olusturdugu kompleksin enzime baglandigi durumda
aktiftir. Bu nedenle cNOS aktivitesi intraselller kalsiyum seviyesine
bagimhdir. Buna kargin iNOS kendisine her zaman sikica bagl bir
kalmodulin igerir. Dolayisiyla da bu izoformun aktivitesi kalsiyum
seviyesinden bagimsizdir ve enzim her zaman aktif olabilecek

durumdadir. 485054

5. ctNOS ve INOS izoformlarinin kendilerine 06zgl ozelliklerini
belirleyen bir baska kistas da kofaktdr gereksinimleridir. Kofaktorler
flavoproteinler  (flavin  adenin  dinUkleotid (FAD), flavin
mononukleotid (FMN)), tetrahidrobiyopterin (BH4) ve tiyoldur. (Sekil

2) Baz sitokiyometri c¢alismalari, farkh yerlerden kaynaklanan
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izoenzimlerin, s6z konusu kofaktorlerden birine veya birkagina
gereksinim gOsterebildigi gibi higbirine gereksinim
gostermeyebilecegini sdylese de bu bulgularin saflagtirma

hatasindan kaynaklandigini iddia edenler de vardir. *%°%>

W cod

l:ﬂrqnl'l Ha Biﬂplﬂ‘ Fif
1 NADPH Oz
H,N N-OH

THIDI_
FAD
FM N

W-D‘I'-I-L-ﬁtrgnm

QA ‘j\‘ Hz Bioptern

H,N ~

NH

le? CO(?

L-Sitriilin Nitrik oksit

Sekil 2. NOS katalizorligiinde NO olusumu. *®
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2.3.1.b. NOS’un mekanizmasi

NOS izoformlarinin kofaktdr gereksinimlerine gore farkl
olduklarina dair goruslere karsilik, gogu arastirmaciya goére tum NOS’larin
iglevini yerine getirmesi icin FAD ve FMN domainleri bulunmalidir.
Sitokiyometri galigmalarinda bazi yerlerde (6rnegin makrofajlarda) bulunan
NOS’larin FAD ve FMN domainini igermediginin saptanmasinin sebebinin

saflastirma sirasinda flavinin kaybedilmesi olabilecegi séylenmektedir. **

NOS’un yapisinin sitokrom P-450 rediktaz sistemine olan
homolojisi, FAD ve FMN varligi ve NADPH gereksinimi goz onune alinarak
bir mekanizma ortaya atiimistir. Ozetle, FAD ve FMN ikisi birlikte rediiktaz
domaini olustururken, BH; hem domaini teskil etmektedir. Elektron
akisinin, NADPH’'In FAD’1 indirgemesi, FAD’In da FMN'yi indirgemesi
seklinde oldugu diisiiniiimektedir. ** (Sekil 3)

NADPH L-Elrginlrl + 02

NADP™

Lsitriilin - + «NO

\ AN A

Y g
rediiktaz domain hem domain

Sekil 3. NOS’un sematik gorinimi >
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2.3.1.c. NOS inhibitérleri

GUnumuze kadar bir gok NOS inhibitéru gelistirilmistir. Bir
kismi in vitro deneyler igin siklikla kullanilsa da klinik olarak hala deney
asamasindadirlar. *®** lleride tedavi amaciyla kullanimlarinin mimkin

olmasi endotoksik sok gibi bazi klinik durumlarda yararl olacaktir. **

N®-monometil-L-arginin (L-NMMA veya L-NMA) ve N-nitro-
L-argininmetilester (L-NAME) arginin amino asitinin benzeri olan sik
kullanilan molekullerdir (Sekil 4) ve dolayisiyla L-arginin — NO yolunu
inhibe ederler. NC-nitro-L-arginin (L-NNA veya L-NA) ve N®-amino-L-
arginin (L-NAA) de NOS inhibitorleri olarak kullaniimaktadir.*® L-NMMA’nin

endojen olarak da iretildigi bilinmektedir. >’

Bu molekiller, NOS aktivitesini yarismali olarak inhibe
etmektedir. Bu nedenle inhibisyon L-arginin verilmesiyle geri
dondurdlebilir. Ancak son veriler gosteriyor ki, NOS’un L-NMMA’ya uzun
sureli olarak maruz kalmasi enzimin geri déntUsimsuz inaktivasyonuyla

sonuglanmaktadir.

NOS inhibitorlerinin goreceli olarak selektifleri farkhlik
gosterebilir. L-NAME cNOS’u inhibe etmede goreceli olarak daha
potentken , L-NMMA hem cNOS hem de iNOS’a yaklasik olarak benzer
derecede etki etmektedir. ®® L-NNA, beyin ve endotel kaynakli NOS’a,
makrofaj kaynakli NOS’a kiyasla dikkat gekici derecede selektifken, L-
NMMA ve L-NAA her U¢ hucre tipinden kaynakli NOS Gzerinde benzer

inhibitorik etki gdstermektedir. >°
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Sik  kullanilan NOS inhibitorlerine ek olarak, nNOS
inhibitdrleri olan 7-nitroindazol (7-NI1) © ve S-metil-L-tiositrilin (L-SMTC)®",
iNOS’u selektif olarak inhibe eden agmatin 2, L-kanavanin ® de NOS

inhibitorleri arasinda sayilabilir.

Son yillarda olduk¢ca dikkat ¢eken ve hakkinda bir ¢ok
arastirma yapilan asimetrik dimetilarginin (ADMA), bir arginin analogu olup
(Sekil 4) endojen Uretilen bir NOS inhibitoradur. Proteinlerde bulunan
metillenmis arginin rezidilerinin katabolizmasindan Uretilir. Uretimi ve
yikimi bazi enzimlerin katalizorlugunde gerceklestirilir. Artmis ADMA
seviyeleri kardiyovaskuler bir risk faktoru ve markeri olarak

goriilmektedir.®*

CH, CH, CH, CH, CH,
| N |
NH NH, NE NH NH N NH NH
W\ 7 AV %/ NS
c ¢|: I.K
+“ i ki
{le CH H,

=
3
=

3
e
B —
o
=
]

CH CH

ST
(=]
-]

A N s 7\
NH, COOH NH, COOH NH, COOH NH, COOH
ARGININ MONOMETIL ASIMETRIK SIMETRIK
L-ARGININ DIMETILARGININ DIMETILARGININ
(L-NMMa) (ADMA) (SDMA)

Sekil 4. Arginin, SDMA, ADMA ve L-NMMA' nin yapisi. ADMA ve L-
NMMA, endojen NOS inhibitorleridir.
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2.3.2. NO’nun vikimi ve eliminasyonu

NO’nun ortadan kaldiriimasi 6zel bir enzim sistemine gerek
duymaz. Fizyolojik sistemlerde yari émrii 0,1-5 saniye kadardir. °® Bu
nedenle NO varhgini ve miktarini gostermek amaciyla yikim Grunleri olan

nitrit ve nitrattan yararlanilir. >3

NO, molekller oksijen ile reaksiyona girerek nitrit
olusturur.*®3

ANO+ 02+2H,0 - 4NO, + 4H*

Oksijene hemoglobin (Hb)le olan reaksiyonuyla ferrik

methemoglobin (metHb) ve nitrat olusturur. 33

Hb(Fe*?)O, + NO > Hb(Fe*®) + NOs

Bunun disinda NO, deoksijene ferr6z hem grubuna ylksek

afiniteyle baglanarak nitrozilhemoglobin (HbNO) olugturur *%°3

Hb(Fe*?) + NO > Hb(Fe**)NO

Endojen olarak olusan NO’nun bir kisminin ekspirasyon
sirasinda akcigerlerden disari verildigi dusunulmektedir. NO’nun bir kismi
ise molekuler oksijen varliginda nitrite ¢cevrilmektedir. Eritrositler tarafindan
alinan NO, oksihemoglobinle (HbO,) reaksiyona girerek MetHb ve NOj3
veya deoksijene hemoglobinle beraber HbNO olusturur. HoNO daha sonra
MetHb ve NOs“ye donusebilir. Eritrositler tarafindan alinmadan 6nce
NO‘e cevrildigi durumda da Hb ile reaksiyonu sonucu ayni son drunleri
olusturur. NO3™ ise bdbrekler tarafindan elimine edilmek Uzere plazmaya
diffiize olur. ®° (Sekil 5)
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cjuanilat
=iklaz akt.

Uriner atim
0.3-2 mdlyZ4 h

Sekil 5. In vivo NO metabolizmasi. (L-arg: L-arginin, EC: endotel hicresi,

VSMC: vaskiiler diiz kas hiicresi, RBC: eritrosit.) ®°

2.3.3. NO’nun biyolojik etki mekanizmasi ve 6nemi

NO’nun bir gok dokudaki biyolojik etkisi solubl guanilat siklaz/
siklik guanozin monofosfat (cGMP) sistemiyle kontrol edilmektedir. 43¢
Hucrede olusan veya yan hucreden difize olan NO, hicre membranindan
kolaylikla geger ve solubl guanilat siklazi aktive eder. Bu sekilde
intraselller veya interselller bir haberci gibi davranarak cGMP artisina yol
acar. Hucre ici cGMP dlzeyinde artis, intraselller kalsiyum
konsantrasyonunda azalmaya yol acar. Bu sekilde, NO'’nun cGMP bagimli

etkileri ortaya gikar: 4478

1- Vaskuler ve nonvaskuler dokularda duz kas gevsemesi

N
1

Platelet adezyon ve agregasyonunun inhibisyonu

3- Polimorfontkleer I6kositlerin kemotaksisinin inhibisyonu

SN
i

Santral ve periferal sinir sisteminde sinyal iletimi
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NO’nun cGMP bagimli etkilerinin yani sira, cGMP’den

bagimsiz bazi etkilerinin oldugu bilinmektedir:

1-

2-

48,68

Makrofajlarda siklooksijenaz aktivasyonu

Mitokondriyal Fe-S enzimlerinin inhibisyonu

Sitokrom P-450 sisteminin inhibisyonu

Gen transkripsiyonu ve translasyonu Uzerinde etkili

Na-K-ATPaz ve kalsiyuma bagiml potasyum kanallarinin

aktivasyonu

Yuksek konsantrasyonlarda bazi mikroorganizmalar ve
tumor hicre igin sitostatik ve sitotoksik, dolayisiyla
antiinflamatuar etkiye sahip

p53 araciligiyla apoptotik hiicre 6lumu

Bazi radikallerle reaksiyona girmek suretiyle onlari etkisiz

hale getirerek antioksidan ozellik.

Goraldugu tzere, NO'nun kardiyovaskuler sistem Uzerinde

oldukca onemli etkileri vardir. Ozellikle eNOS tarafindan (retilen NO,

vaskiller homeostazda oldukca énemlidir. ** Oyle ki, bozulmus vaskiiler

homeostazin dizenlenmesi i¢cin NO donor ilaglarin (nitrovazodilatorlerin)

kullanimi s6z konusudur. ®® Sekil 6'da NO’nun kardiyovaskiiler sistem

(KVS) Uzerindeki etkileri 6zetlenmisgtir.
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Yukarida bahsedildigi gibi NO o©Onemli bir antioksidan
ajandlr.69 Ancak, bir ¢ok yararl etkisinin yani sira, asiri Uretiminin, asiri
vazodilatasyona bagli olarak septik sok ve benzeri tablolardan birincil
sorumlu oldugu bilinmektedir. NO’nun asin  Uretimi, dolasimin
bozulmasina, miyokardiyal disfonksiyona, organ hasarlarina ve sonunda

multiple organ yetmezlik sendromuna (MODS) katki saglayabilir.

Mitochondial complex | & Il

R . irati (=) Glutathione reductase activity
(3 Tyrosine nitration of proteins (cel respiration) \
(SOD, PG, synthetase) 4 Storage form of NO7
\ ~_ Binding toiron in Fe-S clusters /
Op;%tgi?(ﬁ” e %j? E:I%HN%I! T Formation of dinitrosyl-iron (Il) complexes
\ - - /' Cytochrome P450 enzymes
Additional effects Biological effects (EDHF Synthase )
@ K, channels in VSMC ofNOinthe | _o © ctiviy
@/ K* channels in EC cardiovascular (=) Expression
system

Binding to heme iron 1

(=) Cytochrome C 4"’1 Reaction with nucleotides

Interaction with protein-SH
groups

(=) Zinc finger transcription factors

oxidase D
(4} DNA strand breaks = Ca spases (apoptosis)

(=) NO synthase
@ sGC

@ PTX-sensitive G proteins
A/l\g @® p21 Ras (Erk 112)
(=) Platelet (=) VSMC (=) cel

activation contraction proliferation

Sekil 6. NO’'nun KVS uzerindeki biyolojik etkileri

Fazla miktarda NO’nun neden oldugu asiri vazodilatasyon
tablolarinin disinda bilinen bir baska etkisi de stperoksit radikali (Oy) ile
birleserek peroksinitrit (ONOO ) anyonunu olusturabilmesidir. ONOO ,

lipit peroksidasyonuna neden olan bir bilesiktir. Bu 6zelliginden dolay1 NO,
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hem antioksidan hem de prooksidan olarak davranabilir. Antioksidan veya
prooksidan davraniginin NO ve Oy nin Uretimi ve lokal konsantrasyonuna
bagl oldugu séylenmektedir. ®°

2.4. Asimetrik Dimetilarginin (ADMA)

2.4.1. ADMA’nin yapimi

Metilargininler, spesifik proteinlerdeki arginin rezidulerinin
metilasyonu sonucu olusur. Bu metilasyonu katalizleyen enzim ailesi
protein arginin metiltransferaz(PRMT)lardir.>”""™*  ADMA, asimetrik
metillenmis proteinlerin hidrolitik yikilmasiyla ortaya cikmaktadir. """

(Sekil 7)

PRMT’ler tip | ve tip Il olmak Uzere 2 gesittir. Her iki tip PRMT
de dnce L-arginin’'den monometilarginin (MMA) olusumunu saglar. ikinci
bir basamak olarak ise asimetrik ya da simetrik ikinci bir metilasyon
gerceklestirir.  PRMT-l izoformu, asimetrik metilasyonu saglayarak
ADMA’y1  olustururken, PRMT-Il izoformu simetrik metilasyonu
katalizleyerek simetrik dimetilarginin (SDMA) olusturur. > PRMT’ler, metil
dondrii olarak S-adenozilmetiyonin (SAM) kullanir. °” Bazi proteinlerin bu

sekilde metilasyonu énemli bir posttranslassyonel modifikasyondur. """

2.4.2. ADMA’nin yikimi

Organizmadaki metilargininlerden ADMA’nin az bir kismi,
SDMA’nin ise ¢odu idrarla digari atilir ve SDMA’nin yikimi igin bilinen bir
enzim sistemi yoktur. ">’ Asimetrik olarak metilenmis proteinlerin
hidrolizinden agiga ¢ikan serbest ADMA'nin  ¢ogu dimetilarginin
dimetilaminohidrolaz (DDAH) enzimi aktivitesiyle L-sitrilin ve dimetilamine

cevrilir. """>"® (Sekil 7) Achan ve arkadaslari * tarafindan yapilan
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calismada ADMA'nin eliminasyonunun baglica DDAH yoluyla oldugu

gOsterilmisgtir.

_\

S-adenozilmetiyonin

L-arginin

H-metiltransferaz
CH

S-adenozilhomosistein L .r":H3
L-arginin

J CH,
llmeonz //
|
if’” s

ﬁ M HO sentaz ‘..
\_\x-\ = . — /.-'

s
\ DDAM | #
S

endotel disfonksiyonu
iiriner
atthm

vaskiiler hastahk

L -sitriilin

Sekil 7. ADMA’nin yapimi ve yikimi "

DDAH’nin bilinen iki izoformu vardir. DDAH-1 ve DDAH-2
farkli regiilasyon ve farkli doku 6zgiilligli gostermektedirler. "*"#"® DDAH-
1, plazmadan ADMA’yl ekstrakte eden organlar olan bdbrek ve
karacigerde bulunan baskin izoformken, DDAH-2 vaskuler dokunun
baskin izoformudur. Bazi DDAH-1’ler endotel hicre lizatlarinin membran
fraksiyonlarinda bulunsa da, DDAH-1 ve -2 predominant olarak

sitoplazmik enzimlerdir. ® Ancak, hangi DDAH izoformunun esas
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metilarginin metabolize edici enzim oldugu net degildir. Endotelin, hem
DDAH-1 hem de DDAH-2 icin mRNA ve protein igerdigi bilinmektedir.
Enzim kinetigi ¢calismalarina gére DDAH-2 igcin ADMA metabolizmasi hizi,
DDAH-1’e gore yaklasik 70 kat daha duguktur. Bu durum g6z onune
alindiginda, endotelde DDAH-1’'in ADMA’yI metabolize eden ana yol

oldugu distniilebilir. "2

DDAH’In, ADMA’y1 metabolize ettigi ve ADMA’nin plazma
degerlerini dizenledigi dasunuldiginde, NO’nun varhdiyla ilgili bilgi
verecegi anlasilabilir. "*"° DDAH'In azalmis ekspresyonu veya inhibisyonu
intraselUler ve ekstraseliler ADMA konsantrasyonlarinda artmaya yok

acar. '3

Ogawa ve arkadaslan® 1989 yilinda argininin DDAH’In
kompetatif inhibitéri oldugunu rapor etmiglerdir. Ayrica baska calismalar
da oksidatif stresin (6rnegin TNF gibi kemokinlerden ve okside LDL
kolesterolden kaynakli) DDAH-2 inaktivasyonuna neden olabilecegine dair

bulgular icermektedir.

2.4.3. ADMA’nin tasinmasi

Sitozoldeki ve ekstraselller sividaki ADMA miktarlarini
belirleyen kritik adim tasiyici gérevi gdren transmembran proteinlerdir.
Amino asit tasiyicilari  hicre membranina stratejik bir sekilde
konumlanmistir. 8 ADMA’nin kaynaklandi§i yerden disariya verilmesi ve
plazmadan hicre igine alinmasi katyonik amino asit tasiyicilari (CATlar)

sayesinde gerceklesir. 2

Katyonik amino asit (CAA) tasima sisteminden, sistem y+ bu

amino asitler igin selektiftir.®? Sistem y+'den sorumlu olan CAT molekdlleri,
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memelilerdeki amino asit tagima sistemlerinden ilk kesfedilenlerden biridir.
Solute carrier 7 (SCL7) adi verilen bir alt aile olustururlar. Bu alt aile bir
¢ok uye igerir. Bunlardan CAT-1, CAT-2A ve CAT-2B, CAT-3 memelilerde

arginin ve ADMA tasinmasiyla ilgili olanlardir. &

CAT-1, yuksek afiniteli ve dusuk kapasiteli, CAT-2 ise duguk
afiniteli ve yuksek kapasitelidir. 3 CAT-1, genel olarak karaciger disinda
tum doku ve organlarda eksprese olur. CAT-2'lerin ise daha kisith bir
ekspresyonu vardir. CAT-2A guglu olarak karacigerde, zayif olarak iskelet
kasinda ve pankreasta eksprese olur. CAT-2B ise bir ¢cok dokuda pro-
inflamatuar sitokinlerce, siklikla NOS ve arginaz enzimlerinin induklenebilir
formlariyla uyarilir. Yetiskin hayvanlarda CAT-3’Un ekspresyonu beyinle

sinirhidir; ancak timus ve meme bezlerinde de tespit edilmistir. &

Azalmigs CAT ekspresonu veya aktivitesi, ADMA’nun
hicreden disari ¢ikmasini yavaslatacagi ic¢in intraseliler ADMA
seviyelerinde artisa, ekstraseluler ADMA seviyelerinde ise azalmaya yol

acacaktir.

CAT sistemi ADMA ile inhibe edilebilmektedir. Bu sekilde
argininin hiucre icine alinip NO olusum reaksiyonuna girmesi de

engellenmektedir. 3

2.4.4. ADMA’nin patofizyoloijisi

Asimetrik  dimetilarginin  (ADMA) 1987 vyilinda izole
edilmistir.”® Vallance ve arkadaslari ® tarafindan 1992 yilinda ADMA ve L-
NMMA gibi endojen olusumlu L-arginin analoglarinin NOS’u kompetatif
olarak inhibe ettiginin kegfiyle ADMA hakkinda arastirmalar oldukca
artmistir. ADMA, hem cNOS’u hem de iINOS’u doz-bagimli bir sekilde %

inhibe etmektedir. "
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Gunumuze kadar, ADMA hakkinda bir ¢ok ©Onemli
epidemiyolojik c¢alisma yapilmistir. Bu c¢alismalarin sonucu olarak
ADMA’nin kardiyovaskuler hastaliklar (KVH) ve kronik bdbrek hastaliklari
icin bir risk faktor( oldugu anlasiimistir. "> Bunlara ek olarak, ADMA’nIn
plazma konsantrasyonlarinin son safha renal hastaliklarda (ESRD)
mortaliteyi®, yiiksek, orta derece veya disiik vaskiler riski bulunan
populasyonlarda kardiyovaskuler olaylari ve mortalitelerini dngorebildigi

bulunmustur. ”’

Vallance ve arkadaslan® tarafindan vyapilan calismada
diyaliz tedavisi alan kronik bobrek hastalarinda ADMA’'nin plazmada
biriktigi gOsterilmigtir. Ancak ayni arastirmacilar, s6z konusu ekstrem
durumda bile olgllen plazma ADMA seviyelerinin, izole edilmis aortik
stripte zorlukla kontraksiyona neden oldugunu rapor etmiglerdir. Bu bulgu,
ADMA'nin renal hastaliklar i¢in ¢ok iyi bir marker oldugunun ancak
patofizyolojik bir mediatér olmadiginin disiinilmesine yol acmistir.®’
Ancak, hicre i¢ci ADMA seviyelerinin plazmaya goére 10-20 kat fazla

olmasinin da bir katkisi olabilir. "

ADMA konsantrasyonlarin etkisinin arastirildigi koroner arter
risk determinasyonu c¢alismasinin sonucu olarak (Coronary Artery Risk
Determination, the Influence of ADMA Concentration (CARDIAC))
ADMA’nin koroner arter hastaligi icin bagimsiz bir risk faktéri oldugu

rapor edilmistir. %

Bunlara karsilik olarak, Walker ve arkadaslari® yaptiklari bir
calismada ADMA konsantrasyonlari ile endotel fonksiyonu arasinda bir

korelasyon bulamamistir.
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ADMA, sadece NOS'u inhibe etmekle kalmayip membranda
bulunan tasima sistemi olan CAT’lari da inhibe etmektedir. Bu sayede
argininin hucreye alinmasini da bozarak oksidatif strese ve NO

biyosentezinin daha ileri derecede engellenmesine yol agmaktadir. ™

intra ve ekstraselliler ADMA konsantrasyonlarinda PRMT-

DDAH- CAT arasindaki iliskinin olduk¢a dnemli oldugu agiktir. &

Son yillara kadar ADMA’'nin KVH ve bdbrek hastaliklari igin
bir risk faktéri oldugu ancak SDMA’nin bdyle bir etkisinin olmadigi
soylenmekteydi. Ancak yakin zamanda vyapilan c¢esitli c¢alismalar
SDMA’nin renal fonksiyon igin ¢ok iyi bir marker oldugunu rapor
etmektedir. NOS inhibisyonunda bir roli olmadigi duginulmesine ragmen

KVHda 6nemli olabilecegine dair arastirmalar vardir. 92

2.4.5. L-arginin paradoksu

Bir ¢cok durum, amino asitlerin plazma konsantrasyonlarini
degistiriyor olsa da plazma havuzunun intraseluler havuza gore oldukca
kiigik  oldugu  bilinmektedir.®>  Normalde intraseliiler  arginin
konsantrasyonu NOS’un maksimum aktiviteyi gosterebilecegi seviyelerde
bulunmaktadir. Ancak, sasirtici bir sekilde arginin takviyesi endotele bagl
vazodilatasyonu uyarmaktadir. Bu durum arginin paradoksu olarak

adlandiriimistir. ™

Bir c¢ok arastirmaci, L-arginin paradoksuna agiklamanin
ADMA oldugunu soylemistir. '®'" Ancak arastirmacilarin bazilari da bu

durumun ADMAyla ilgisinin olmadigini iddia etmektedir. '
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2.5. Homosistein (Hcy)

Homosistein (Hcy), siilfiir iceren bir amino asittir.** Diyet
proteinleriyle alinmaz ve protein sentezine katilmaz.*® Esansiyel bir amino
asit olan metiyonin (Met) amino asitinin metabolizmasinda anahtar bir ara
urunddr. Metil transfer reaksiyonlari sirasinda ortaya c¢ikan bir yan

Grindar. %

Plazma total homosisteini (tHcy) homosistein ve onun disulfit
derivelerini kapsar. Bu disdlfit deriveleri homosistein-sistein disulfiti veya
proteine bagli disulfirler olabilir.*® Total Hcy'in alt sinirt 5 ymol/L kabul
edilir. Ust degeri ise klinik laboratuvarlar arasinda degisiklik gosterebilir.
Buna ek olarak, yasa (yasla beraber artar), cinsiyete (erkeklerde kadinlara
gbre daha yuksek), etnik kdkene ve diyetle folat alimina bagl olarak
populasyonlar arasinda 10-20 pmol/L arasinda degismekle birlikte,

12umol/L’den az olmasi tercih edilir. o7

2.5.1. Homosistein’in olusumu

Homosistein, esansiyel bir amino asit olan metiyonin(Met)in
metabolimasinin kritik bir dalinda bulunmaktadir. Metiyonin déngusulnde,
metiyonin S-adenozilmetiyonin(SAM)e cevrilir. SAM, metil transferazlar
icin metil donériidir. ** SAM’a bagli metil transfer reaksiyonlarinin baglica
arinu S-adenozilhomosistein(SAH)'dir. SAH ise geri donusumll olarak

homosisteine hidroliz olur. *° (Sekil 8)
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Metil alicisi  Metillenmis alici

METiYONiN —- SAM ———-— SAH

|

HOMOSISTEIN

Sekil 8. Homosisteinin olugsumu.

(SAM: S-adenozilmetiyonin; SAH: S-adenozilhomosistein)

2.5.2. Homosistein’in metabolizmasi

Homosistein, iki yol ile metabolize olabilir. Birincisi,
remetilasyon yoluyla yeniden metiyonine doéndsmesi, ikincisi ise
transsiilfiirasyon yoluyla sistationine (oradan da sisteine) déniismesidir. %
(Sekil 9)

Diyvetzel protein

v
hetivonin ‘\\ []"-I.-"nT '|

SAM  Akseptdr

/ THF

5,10-Metilen [I'-.detirtransferaz
-THF
Metikzeptdr
M'J'Ill-'ltl SAH
S-htetil- THF y//
Homoszistein SAH-hidralaz

l

Zistein

Sekil 9. Homosisteinin olusumu ve metabolizmasi '
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Homosistein, bu iki yol diginda, ekstraselller siviya ve kana
verilip plazma proteinleriyle disulfit degisim reaksiyonlarina veya

oksidasyon reaksiyonlarina da girebilir. %

(a) Remetilasyon yolu:

Homosisteinin metiyonine donustugu yoldur. Bu reaksiyon,
Metiyonin Sentaz (MS), Vitamin B12, Folat ve 5,10-metilentetrahidrofolat
rediktaz (MTHFR) varliginda gerceklesir. Homosistein, vitamin B12
bagimli bir enzim olan MS varliginda metiyonine donugur. Bu donusim
sirasinda folat siklusunda yer alan 5-metil-tetrahidrofolat (5-CH3-THF) da
5,10-metilentetrahidrofolat(MTHF)a ddnudsur. MTHFnin, yeniden 5-metil-
tetrahidrofolata déniismesi icin, MTHFR enzimine intiyag vardir. °°7 (Sekil
10)

Karaciger ve bobrekte homosisteinin bir kismi betain
homosistein metiltransferaz (BHMT) enziminin katalizinde metiyonine

remetile olur. **% (sekil 10)

Folat MTHFR
donglsu
BHMT Vitamin B12
L J
MTHF
METIYONIN THF %
Serin  Giisin

Sekil 10. Remetilasyon yolu. (MS: Metiyonin Sentaz; 5-CH3-THF: 5-metil-
tetrahidrofolat; THF: 5,10-metilentetrahidrofolat ; MTHFR: 5,10-metilen

tetrahidrofolat reduktaz; BHMT: Betain homosistein metiltransferaz)
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(b) Transsiilftirasyon yolu:

Homosisteinin sisteine donustiraldigu yoldur. Hcy once
sistationin B-sentaz (CBS) enzimi katalizérliginde sistationine daha sonra
ise sisteine donugsturulur. Sisteinin de sulfata donusmesiyle idrarla
atiimaya hazir hale getirilmis olur. CBS enzimi vitamin B6’ya gereksinim
duyar %% (Sekil 11)

CBS
HOMOSISTEIN n——-  Sistationin gy o oi
l

idrar <:|| Siilfat

Sekil 11. Transsulfurasyon yolu. (CBS: Sistationin B-sentaz)

2.5.3. Homosistein’in patofizyolojisi

Uzun suredir ylksek plazma homosistein duzeylerinin
(homosisteinemi)  artmig  kardiyovaskuler  riskle iligkili  oldugu
bilinmektedir.®” Yapilan bir meta analiz galismasinin sonucu olarak plazma
total homosisteininin her 2,5 ymol/L artisinda, miyokard infarktisu (Ml)
riskinin %10, felg riskinin ise %20 oraninda arttigi rapor edilmistir. 9
Ancak, artmis homosisteinin kardiyovaskuler hastaliklarin bir nedeni mi,

sonucu mu yoksa markeri mi oldugu tartismalidir. ¥’

Artmig homosistein seviyelerinin KVHIn bir sonucu oldugunu
savunanlar, homosisteinin vaskuler bir olay olduktan sonra (retrospektif
calisma) artma egiliminin, vaskuler bir olay olmadan o6nce (prospektif

calisma) artma egiliminden daha yiiksek oldugunu sdylemektedir. %
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Homosisteinin KVHIn olusumunda roli oldugunu soyleyenler
ise, analizin prospektif veriyle kisith oldugu durumlarda homosisteineminin

KVH icin tutarli ve énemli bir risk faktori oldugunu saptamislardir %

Artmig tHcy seviyelerinin dana Onceden kardiyovaskuler
hastaligi veya diger risk faktorleri var olan hastalarda mortalitenin guglu bir
prediktori oldugu bilinmektedir. Bu sekliyle de iyi bir marker oldugu

dusunulebilir. *

ADMA ve homosisteinin olusum mekanizmalari disunulince
aralarinda metabolik bir iligki oldugu ortaya atiimaktadir. Bu iki molekul
birbirleriyle metil transferaz reaksiyonlari sirasinda karsilasmaktadir.*
ADMA olusumu, PRMT enzimleri tarafindan metillenmis proteinlerin
proteolizinden olusmaktadir. PRMTler ise bu metilasyon islemlerini SAMin
metil donérligliinde yapmakta ve SAMin metil grubu vermesiyle SAH (ve

71,72,93

sonugta Hcy) olugsmaktadir. Ayrica  homosisteinin  DDAH

inhibisyonuna da neden olabilecegi sdylenmektedir. *° (Sekil 12)
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Folat Metiyonin Protein-arginin

B12 = Metiyonin = =, Protein-arginin
T N Sentaz o - metiltransferaz
Metil- o
folat Homosistein Metillenmis protein
ll'-.H A)Iiz
s Y
Arginin Y ADMA

Yoo - Ll
-
oy : - ™ Dimetilarginin
Nitric oxide L o _ . .
> ok = dimetilamino

svnthase (w(15) -~

_—
1inhil:-isyon inhiblsyon? I hidrolaz {DD}AH)

Nitrik oksit Yikim

Sekil 12. Homosistein ve ADMA’nin muhtemel iligkisi '

Boger ve arkadaslari '°" SAMa bagli protein metilasyonunun
ADMA ve homosistein seviyeleri Uzerinde artirici etkisi olacagi hipotezini
test etmek amaciyla yaptiklari deneyde, metiyonince zengin, folat
yonunden fakir hiperhomosisteinemik diyetle beslenen maymunlarda

plazma ADMA ve tHcy seviyelerinde yaklasik Ug kat artis rapor etmislerdir.

Koroner arter hastaligi, periferal arteyel hastalik, felg ve
Alzheimer hastaligiyla ilgili vaka-kontrol c¢aligmalari, homosisteinemi ve
plazma ADMA seviyelerinde artis arasinda bir iligki bulmustur.®® Buna
karsilik s6z konusu iligkiye dair bulgular elde etmeyen arastirmacilar da
mevcuttur.'®  Hiperhomosisteinemi durumunda ADMA seviyelerinin

artmasi bazi arastirmacilar tarafindan azalmis renal atiima baglanmistir.’®
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Homosistein ve ADMA arasindaki metabolik baglantiya in
vitro kosullarda da kanitlar elde edilmistir. insan endotel hiicrelerinin L-
metiyonin veya L-homosistein ile inkiibasyonu, ADMA’nin kaltir ortaminda

doz bagimli bir artis gdstermesiyle sonuglanmigtir. '%%%

insanda oral metiyonin ylklemesiyle deneysel olarak
indUklenen  akut homosisteinemi  endotelyal disfonksiyona yol

104 vaptiklarl calismada endotelyal

acmaktadir.®'% Boger ve arkadaslari
disfonksiyonun olusum nedeninin, homosisteineminin ADMA olugsumunu
artirarak NO olusumunu kisitlamasi olabilecegini rapor etmislerdir. Baska
arastirmacilar tarafindan da, insanda akut metiyonin yuklemesinden sonra
plazma ADMA seviyelerinin hizla arttigi bulunmustur.’® Doshi ve

arkadaslari *°

ise yaptiklari benzer bir galismada, oral metiyonin ve
homosistein yuUklemesinin yol acgtigi endotel disfonksiyonun ADMA

seviyeleriyle bir iligkisinin olmadigini sdylemektedir.

ADMAnin oksijen radikali olusumunu artirma yoluyla'®,

homosisteinin ise yine redox baglantili bir yolla senesensi hizlandirdigi
bulunmustur.’® L-arginin ise NO olusumunu artirarak endotelyal hiicre

yaslanmasini geciktirmektedir. %’
2.6.Taurin
Taurin ilk olarak 1827 yilinda safranin bir komponenti olarak

kesfedilmis, ancak insan beslenmesindeki 6nemi 1975 yilina kadar

tanimlanmamistir.’®

Taurin (2-aminoetan sulfonik asit), sulfir iceren vyari

esansiyel bir amino asittir."'°®"'°® Amino asit olarak tarif ediimesine
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ragmen, klasik olarak her amino asitte bulunan karboksilik asit grubu

bulunmaz. Bunun yerini bir siilfonik asit grubu almistir. %° (Sekil 13)

O H
|

HO=—S — C — CH2

[l | |
0 H NH2

Sekil 13. Taurin’in yapisi "%

Taurin protein sentezine katilmaz. insanda endojen olarak bir

miktar sentezlenebilir ancak major kaynagi diyettir. 14.110

Memelilerde bir cok dokuda bulunmakla beraber, 6zellikle
beyin, retina, kalp ve iskelet kasi gibi elektriksel olarak uyarilabilir

dokularda boldur. 108109

2.6.1. Taurin’in sentezi

Taurin endojen olarak, esasiyel bir amino asit olan
metiyoninden ve onunla iligkili non-esansiyel bir amino asit olan sisteinden
sentezlenir. Sisteinden taurin sentezi i¢in bilinen Gg¢ yol vardir. Her tgl de
vitamin B6’nin aktif koenzim formu olan pridoksal-5-fosfat (P5P)a ihtiyag

duyar. Vitamin B6 eksikliginin taurin sentezini bozdugu bilinmektedir. "%
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Taurin’in sentez yollari sekil 14’de gosterilmistir.

METIYONIN
¥ .
rJI B 12, folat, hetain

PSP
A J

PSP
¥

P5P
SISTEIN [N sistcanin |

ONJUGE

B URIN MUSAFRA ASITLER]
r

P5P_~
- PSP

L
Isotionik asit

2ia s ridoksal 5" fosfat

Sekil 14. Taurin’in sentezi '

2.6.2. Taurin’in Snemi

Merkezi sinir sisteminde taurinin 2 ana fonksiyonu vardir:
Hlcre volimU regulasyonu ve inhibitérik ndéromodilasyon veya
ndrotransmisyon. Norotransmitter fonksiyonunu spesifik taurin reseptorleri
sayesinde gercgeklestirirken, néromodulator fonksiyonunu diger transmitter
sistemlerle olan interferansiyla gerceklestirmektedir. Diger dokularda ise
taurinin hicre korunmasinda bir antioksidan olarak hareket ettigi ve
kardiyovaskuler fonksiyonlar UGzerinde vyararli etkilere sahip oldugu

distiniilmektedir."® Taurinin gelismekte olan memelilerin dokularinda
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yuksek konsantrasyonlarda bulundugu tespit edilmistir. Arastirma
sonuglari, taurinin sinir sisteminin gelismesinde oldukg¢a 6nemli oldugunu

gostermistir. "

AT

1 Serum « Oxidative Lintracellular
LDL stress Ca?*-overload

Protection against

{ Progression of
rogression o myocardial I-R

atherosclerosis injury
+Development of Improvement of
diabetic heart function
cardiomyopathy in CHF

Sekil 15. Taurinin bazi yararh etkileri '*°

Taurin ve derivelerinin ¢ogu, bir ¢ok patolojik durumda
potansiyel farmasétik ajanlar olarak test edilmistir.’® Wu ve arkadaslar'"?
farmakolojik dozda (0,5 mg/mL) taurin uygulamasinin yuksek glukozla
indUklenmis endotelyal hlcre apoptozunu kisa ve uzun donem

inkiibasyonda engelledigini gostermistir.

Klinikte taurin, KVH, epilepsi ve diger nobet bozukluklari,

makular dejenerasyon, Alzheimer hastaligi, hepatik bozukluklar ve Kkistik
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fibrosis gibi ¢ok cesitli durumlarin tedavisinde kullaniimistir.  Bir taurin

analogu olan acamprosate, alkolizm tedavisinde kullaniimistir. "%

Taurin, antioksidan, ozmoregiilatér ve intraseliiler Ca*? akis
regilatérii olmasi yoluyla bir cok sitoprotektif dzellik gostermektedir. ''2
Taurinin oksidatif stres kaynakl toksisiteyi bloke ettigine dair bir gcok kanit
vardir. Ancak bunun altinda yatan mekanizma kesinlesmis dedgildir.
Tahmin edilen mekanizmalardan biri, taurinin aktioksidan aktivitesini
hipohal6z asiti detoksifiye ederek godstermesidir. Taurinin antioksidan
aktivitesi yalnizca hipohaldz asitle sinirli degildir ve superoksit anyonu,
hidroksil radikali ve hidrojen peroksit gibi klasik reaktif oksijen
turleri(ROS)ni  direkt olarak yakalama yeteneginde olmasa da ROS

olusumunun efektif bir inhibitoradar. '

Taurinin ayni zamanda iskemi-reperflizyona bagli hucre

hasarini azalttigi "'

cesitli toksinlerin sebep oldugu bir cok akciger hasari
tablosuna karsi koruma sagladigi''®, insan nétrofil ve monositlerinin
antimikrobiyal fonksiyonunu artirdigi’'® gosterilmistir. Buna ek olarak,
endotel hlicre apoptozisini azalttigi ve endotel disfonksiyonu engelledigi

tespit edilmistir. "’

Kalbin total serbest amino asit havuzunun yaklasik %50’si
taurinden olusmaktadir.’""® Kardiyak doku (zerinde pozitif iyonotropik
etkisi vardir. Bazi caligmalarda kan basincini dugurdugune dair bulgular
elde edilmistir. Taurinin bu etkisinin mekanizmasinin, kalbi, fazla bulunan

Ca*? iyonu diizeyleri lizerinden isledigi diistiniilmektedir. 1%

Takatani ve arkadaslar’'®, kardiyomiyosit kiltirlerinde
yaptiklari bir calismada iskemi tarafindan indiklenmis apoptozisin taurin

tarafindan bastinldigini, taurinin bu antiapoptotik etkisini ise Apaf-
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1/kaspaz-9 apoptozomunun olugmasini engellemek yoluyla gosterdigini

rapor etmiglerdir.

Parildar ve arkadaslari '® tarafindan yasli ratlar iizerinde
yapilan c¢alismada ise kalp taurin seviyelerinin kalp dokusunun lipit
peroksidasyonuna direncini belirledigi ve taurin desteg@i verilmesinin kalp
dokusunda yasa bagli oksidatif stres Uzerinde koruyucu etkiye sahip

oldugu bulunmustur.

Taurinin antiaterosklerotik etkileri de bulunmustur. Bazi
arastirmacilar, bu etkiyi taurinin serum lipit profilini dizeltmesine, bazilari
taurinin safra asitlerinin bir komponenti olmasi sayesinde kolesterolin
vucuttan atimini kolaylastirmasina, bir kismi ise taurinin antioksidan 6zellik
gOstermesine baglamaktadir. Ayrica taurin uygulamasinin, énceden var
olan aterosklerotik lezyonlarin gerilemesini hizlandirdigi goriimustir.'’
Bagka arastirmacilar tarafindan da taurinin endotel fonksiyonunu
iyilestirdigi, endotel hdcrelerinin apoptozunu inhibe ettigi ve plazma LDL
seviyelerini duslUrerek aterosklerozun baslamasini ve ilerlemesini

engelledigi gésterilmistir. '2"%2

Taurin, kardiyovaskuler koruyucu ozelliklerini bir antioksidan,
anti-inflamatuar, ozmoregiilatér ve intraseliiler Ca™ akis regiilatori
olmasiyla gdstermektedir. Ancak tam mekanizma bilinmemektedir."* Tan
ve arkadaslar™, yaptiklari bir calismanin sonucu olarak, in vitro LDL
uygulanmasiyla  saglanmis endotel bagimli  vazodilatasyonun
bozulmasinin taurin tarafindan azaltildigini, bu durumda ise NO’da artis,
DDAH aktivitesinde artis ve ADMA’'da ise azalma oldugunu tespit

etmiglerdir.
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Rat vaskuler diz kas hucrelerinde in vitro ortamda yapilan bir
deneyde ise homosisteinin ROS olusumu ve antioksidan enzim aktiviteleri
Uzerindeki etkisinin taurin tarafindan antagonize edildigi tespit edilmigtir.
Taurin, homosisteinin biyolojik antagonisti gibi gorinmektedir. Bu ve
benzeri galigmalar, KVHIn dnlenmesi ve terapisinde yeni bir strateji olarak

taurini 6ne ¢ikarmaktadir. 20

Taurince zenginlegtiriimis gidalarin veya multivitamin ve
mineral formulasyonlarinin ciddi bir yan etkisi bildiriimemigtir. Ancak ratlar
uzerinde yapilan bazi arastirmalarda gebelikte yapilan maternal taurin
takviyesinin yavrularda insulin resiztansi ve obeziteyle sonuglandigi
saptanmigtir. Bu tespit, taurince zenginlestiriimis besin desteklerinin
tiketiimesinde 0&zellikle gebelikte dikkatli olunmasi gerektigini isaret

etmektedir. '

41



3. GEREG VE YONTEM

Primerden hcre izolasyonu igin umblikal kordlar Zekai Tahir

Burak Kadin Sagligi Egitim ve Arastirma Hastanesi’nden temin edilmistir.

izolasyon ve inkiibasyon islemleri Gazi Universitesi Eczacilik
Fakultesi Farmakoloji Anabilim Dali’'nda gergeklestirilmistir.

Nitrat/nitrit, homosistein ve ADMA parametrelerinin dlgumu,
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’'nda, Gazi
Universitesi Tip Fakultesi Hastanesi Merkez Laboratuvar’'nda ve Giilhane

Askeri Tip Akademisi (GATA) Biyokimya Anabilim Dali’'nda yapilmigtir.

3.1. Geregler

3.1.1. Umblikal kordlar

Zekai Tahir Burak Kadin Saghg Egitim ve Arastirma
Hastanesi’'nden, saglikli gebelik gecirmis ve sezaryen dogum yapmis
kadinlardan alinmistir. Dokular izolasyona kadar fizyolojik sollisyon iginde

muhafaza edilmis ve ayni gun izolasyonlari gerceklestiriimigtir.

3.1.2. Cihaz ve Malzemeler

Steril Kabin (Clean Air EN 12469)

6-kuyulu plateler (Orange Scientific)
0,2um’lik siringa filtresi (Orange Scientific)
0,2um’lik membran filtre (Orange Scientific)
Otomatik pipetler (Eppendorf)

Santriftj (NUve NF 800R)
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Inverted mikroskop ve kamera (Leica DMIL ve Leica DFC 420C)

Distile su cihazi (Milli-Q)

Etdv (Sanyo CO2 incubator)

Derin dondurucu (Sanyo)

Nitrat/Nitrit kolorometrik ¢alisma kiti (Cayman Chemical)

HPLC cihazlar (Agilent Technologies, SHIMADZU)

Elisa plate reader (Tecan)

Klemp, pens

Cam malzemeler

Plastik malzemeler (15 ve 50 mL ‘lik kapakh Santriflj tupleri, Eppendorf

tupleri, steril idrar kablari, pipetler, pipet uglari, besleme sondasi vb...)

3.2. Yontemler
3.2.1. Hicre Kultiri

Hucre kaltaru steril kabin igerisinde yapiimigtir.

(a)_Umblikal kordlarin alinmasi ve saklanmasi

Umblikal kordlar, kontaminasyon riskini en aza indirmek igin
sezaryen dogumlardan alinmistir. izolasyona kadar Krebs Henseleit
solusyonu i¢inde muhafaza edilmistir. Solusyonun 1L’si, 119mM NaCl,
25mM NaHCOg3, 4,6mM KCI, 1,2mM KH2PO4, 11mM Monohidrat glukoz,
1,2mM MgCI2, 2,5mM CaCl2 icermektedir. izolasyon ayni gin icinde
gerceklestirilmistir.
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(b)_Hticre kdiltdrt icin soliisyon hazirlanmasi

Solusyonlar igin gerekli olan maddeler:
1. PBS (Phospahete Buffered Saline), 10X (Gibco)
2. FBS (Feutal Bovine Serum) Gold (PAA)
3. Kollajenaz Type Il (Gibco)
4. Jelatin, %2 (Sigma)
5. Medium199 Earles, 10X (Gibco)
6. HEPES 1M (Gibco)
7. NaHCO3(%7.5 w/v) (Merck)
8. Penicilline-Streptomycine (Gibco)
9. L-Glutamin 200mM (Sigma)
10.1 N NaOH

Hucre kultir ortami, Medium 199 kullanarak hazirlanmistir.
Tamamlanmis mediumda (100mL igin): 10mL FBS (%10), 1mL Penisilin-
Streptomisin, 1.8mL NaHCO3, 1.5mL Hepes bulunmaktadir. Steril distile
suyla dilue edilen M199 (1X) ile 100mL’ye tamamlanir.

Kollagenaz, 100mL PBS (1X)'e 200 mg kollagenaz tip I
eklenerek hazirlandi. pH 7,4’e ayarlandi ve sterilizasyon igin 0,2um’lik

siringa filtresiyle stzuldu.

(c)_Hiicre Kiiltiiriintin yapilmasi

Tdm solusyonlar sicak su banyosuna konarak 37°C’ye

gelmeleri saglandiktan sonra iglemler gergeklestirildi.

Umblikal kordlarin  venleri, kisaltimig feeding sonda

yardimiyla énce PBS ile yikandi. Daha sonra kollagenaz ile doldurularak
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sigirildi ve her iki tarafi klemplendi. 14 dk kadar 37°C’lik etivde bekletildi.
EtGvden cikarilan kordlarin bir uclari kesilerek hucreler toplandi ve kalan
hicreleri almak icin venin ici M199(tamamlanmis):PBS (1:1, v/v) ile

yikandi.

Hucreler 1500 x g'de 10 dakika satriflj edildi. Supernatant
atilarak pellet taze mediumla resuspend edildi ve hepsi bir tupte
toplanarak havuz yapildi. Daha sonra 6-kuyulu plate i¢in her kuyuya 1mL
olacak sekilde hucre ekimi gercgeklestirilerek 37°C’lik, %5 CO2’li etlvde

inkibasyona birakildi.

Ertesi gun mediumlar aspire edilerek PBS’le yikandi ve
ardindan PBS alinarak yeni medium kondu. Medium gun asiri yenisiyle

degistirildi.

Hucreler inverted mikroskopla kontrol edilerek konfluense

ulagmalari beklendi ve deneye tabi tutuldu.

(d) Deney gruplari ve madde uyqulamalari

Deney gruplari ve dozlar su sekilde uygulanmigtir:

1- Kontrol: Hi¢gbir madde uygulamasi yapiimamis HUVEC kalttrG

2- LPS (Sigma): 10ug/mL E.coli 0111:B4 susu '**

3- Arginin (MERCK) : 10 mol/L '#®

4- Taurin (Sigma):5 ug /mL 14

5- LPS + Arginin uygulamasi: Her iki madde de yukarida verilenlerle
ayni dozlarda ve ayni anda uygulandi.

6- LPS+ Taurin uygulamasi: Her iki madde de yukarida verilenlerle

ayni dozlarda ve ayni anda uygulandi.
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Madde uygulamalari yapildiktan sonra 24 saat inkibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda mediumlar eppendorf tiiplerine

alinarak -20°C’de saklanmistir.

3.2.2. Nitrat/nitrit Tayini

Nitrat/Nitrit Colorometric Assay Kit (Cayman Chemical)

kullanilarak yapilmistir.

Prensip:

Yari 6mru saniyeler olan NO’nun OlgUmu i¢in son drunlerinin
OlcimU yolundan yararlanilir. NO’nun in vivo son urUnleri nitrit (NO2") ve
nitrat (NO3)tir. NO2™ ve NO3™ oranlari degiskendir ve tam olarak bilinemez.
Bu nedenle total NO, NO,” ve NO3™in toplami olarak hesaplanir. islemi iki
asamada gercgeklestirmek mumkundir. Birinci basamak, nitratin nitrite
cevriimesidir. Bu islem, nitrat rediktaz enzimi katalizérligunde
gerceklestirilmistir. Nitrat reduktaz NADPH bagimlidir. Bu nedenle de nitrat
rediktaz enzim kofaktér preperati kullanilarak NADP*nin NADPH’a
dénlsimi saglanir. Ikinci basamak ise Griess reaktifinin nitriti mor renkli
azo Urlnune c¢evirmesidir. Olusan renk spektrofotometrik olarak

okunur.'?1%7 (Sekil 16)
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» NITRAT

Nitrat Rediktaz
NiTRIK OKSIT

» NITRIT

- » Mor azo Urinii
Griess

Spektrofotometrik
Olgim

Sekil 16. Nitrat/nitrit tayininin prensibi

Reaktifler:
Kit igeriginde bulunan reaktifler hazirlanarak kullaniimistir.

Kitle beraber gelen kimyasallar su sekildedir:

- Nitrat/nitrit Assay Buffer

- Nitrat Reduktaz Enzim Preperati

- Nitrat Reduktaz Kofaktor Preperati
- Nitrat Standardi

- Griess Reaktifi R1

- Griess Reaktifi R2

Reaktiflerin Hazirlanmasi:

Reaktiflerin hazirlanmasi iglemi kit kitapgiginda anlatildigi

sekilde asagidaki gibi gerceklestirildi:
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1- Assay Buffer: Assay Buffer sisesinin igerigi 100mL ultra saf suyla
dilie edildi.

2- Nitrat Rediktaz Enzim preperasyonu: Sisenin igerigi Uzerine 1,2mL
Assay buffer eklendi. Calisma slresince buz Gzerinde tutuldu.

3- Nitrat Reduktaz Kofaktor preperasyonu: Sisenin icerigi Uzerine
1,2mL Assay buffer eklendi. Calisma suresince buz Uzerinde
tutuldu.

4- Nitrat Standardi: Sise igeriginin Uzerine 1,0mL Assay Buffer eklendi.
Vortekslenerek homojen bir ¢ozinme saglandi.

5- Griess Reaktifleri R1 ve R2: Kullanima hazirlar.

Nitrat Standartlarinin Hazirlanmasi:
Nitrat Standardi stok solisyonu, 0,9mL Assay Buffer (izerine
0,fmL nitrat standardi (sulandirilmig) konarak hazirlandi. Bu stok
200uM’dir. Daha sonra asagidaki tablodaki konsantrasyonlara ulasiimasi

icin kuyucuklarin icinde dilte edildi.

Tablo 1. Nitrat standartlari

Final Nitrat Assay Buffer Nitrat Standardi

konsantrasyonu (uM)* (ML) (ML)

0 80 0

5 75 5

10 70 10

15 65 15

20 60 20

25 55 25

30 50 30

35 45 35

*: Konsantrasyonlar total 200uL’lik final hacme gore hesaplanmistir.
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Prosediir:

1. Standartlar tabloda verildigi sekilde kuyucuklara pipetlendi.

2. Kor olacak olan kuyucuklara 200 uL Assay Buffer pipetlendi ve
bagka herhangi bir sey konmadi.

3. Diger kuyucuklara 40uL numune, 40uL Assay Buffer olacak sekilde
dilie edilerek numuneler pipetlendi.

4. Standart ve numunelere 10uL Enzyme Cofactor Mixture ve
ardindan 10 uL nitrat reduktaz pipetlendi.

5. Kultdr mediumu c¢ahlsildigr igin, kit kitapgiginda belirtildigi gibi 2
saat, platein ustu ortulerek inkibasyona birakildi.

6. inkiibasyon siresi sonunda standart ve numune kuyucuklarina
once 50uL Griess Reaktifi R1, daha sonra ise 50uL Griess Reaktifi
R2 pipetlendi.

7. Griess reaktiflerinin mor renk olusumunu saglamalari i¢in 10 dakika

inkiibasyona birakildi.
Olgiim:
Spektrofotometrik 6lgim 540 nm dalga boyunda, ELISA plate

readerda gergeklestirildi.

3.2.3. Homosistein Tayini

Immuchrom homosistein kitiyle ¢alisildi.

Prensip:
Homosistein tayini icin numune, tek basamakta redukte ve
derivatize edilmektedir. Albumine bagl ve okside Hcy indirgenmekte ve
floresan bir proba cevrilmektedir. Presipitasyon sirasinda yuksek molekdl

129,130

agirhkh  maddeler uzaklastirilmaktadir. Konsantrasyonlar cihaz

tarafindan “internal standart” metoduna gére hesaplanmaktadir. '?°
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Reaktifler ve Mobil Faz:
Reaktifler kit ile beraber saglanmaktadir. Plazma kalibratér,
Internal Standart, Reduction Solution, Derivat ve PREC reaktifi, kitin

calisma yonergesine gore Recon solisyonu iginde ¢ozulerek hazirlandi.

Hcy tayini igin kullanilan tek Mobil Faz da kitin beraberinde bulunmaktadir.

HPLC Sistem Parametreleri:
HPLC cihazi, ekipmanlari ve c¢alisma parametreleri su
sekildedir:
HPLC cihazi ve ekipmanlari: SHIMADZU
Kolon: Partikil ¢capi 2,5um olan 125 x 4 mm MZ Inertsil ODS kolonu
Kolon sicakligi: 30°C
Akis hizi: 1,0mL/dk

Dalga boyu: Ex=385nm ; Em=515nm

Calisma stiresi: 5 dk

Prosediir:

Standart egri ¢ikarilmasi igin 50 uL kontrol veya kalibrator
uzerine, calisma icin ise 50 yL numune Uzerine 50 uL internal standart,
20uL reduction solution, 100 pL derivat eklendi. 5-6 sn vortekslendi.
Derivatizasyon icin 10 dk 60°C’lik su banyosunda inkube edildi ve
inkiibasyon sonunda hemen buzdolabina (+4°C) konarak 5 dk sogutuldu.
100 pL PREC reaktifi eklendi ve 5-6 sn vortekslendi. 4°C’de 5 dk daha
inkiibe edildikten sonra 12000 x g'de 6 dk santrifijlendi. Olusan
supernatanttan cihaza 20 pL enjeksiyon yapildi. (Sekil 17)

Hcy’nin ayrimi:

Hcy piki internal standart pikinden once ¢gikmaktadir.

50



50 uL medium / 50 L internal standart
kontrol / kalibrator 20 pL reduction sol.
100 uL derivat

15-6 sn vorteks

60°C’de 10 dk inkibasyon

l 100 pL PREC reaktifi

+4°C’de 5 dk sogutma ’

5-6 sn vorteks

+4C’de 5 dk inkibasyon

l

12000 x g ‘de 6 dk santrifu;

20 uL
supernatant HPLC

Sekil 17. Homosistein tayini prosedurt

3.2.4._ ADMA Tayini

ADMA tayini Chen ve arkadaslari ' tarafindan tarif edilen

sekilde yuksek performansli sivi kromotografisi (HPLC) ile yapilmigtir.

Prensip:
Numunenin 5-silfosalisilik asit (5-SSA) ile deproteinize
edilmesi, o-fitaldialdehit (OPA) ile derivatizasyonu ve sonrasinda

HPLC’de floresan dedektdrle analizi esasina dayanir.
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Reaktifler ve Mobil Faz:

1- ADMA standardi: Calisma i¢cin ADMA standartlari 0,1 M HCI i¢inde
hazirlandi. 500pM ADMA (MA: 202,3 g/mol) stok standardindan
seri dilisyonlar yapildi.

2- 5-SSA: Katl madde olan 5-SSA’dan 1mL mediuma 25 mg olacak
sekilde kondu ve deproteinizasyon saglandi.

3- OPA reaktifi: 10mg OPA’nin 0,5mL metanol, 2mL Borat tamponu
(0,4M ; pH=10 (KOH pellet ile pH ayari)) ve 30 uL 2-mercaptoetanol

icinde ¢ozulmesiyle hazirlandi.

4- Mobil faz: 50mM sodyum asetat (pH=6,8), HPLC-grade metanol ve
tetrahidrofuran (THF) ile hazirlandi. Oranlar sirayla (v:v:v) mobil faz
Aicin 82:17:1 ve mobil faz B icin 22:77:1 seklindedir. Hazirlanirken
milli-Q kalite su kullanildi. Cihaza veriimeden 6nce 0,2um por

¢apina sahip membran filtreden gegirildi.
HPLC Sistem Parametreleri:
HPLC cihazi, ekipmanlari ve c¢alisma parametreleri su

sekildedir:

HPLC cihazi ve ekipmanlari: Agilent Technologies

Kolon: Partikul ¢api 5um olan 150 x 4 mm |.D. Nova-Pak C18 kolonu
Gradient Programi: OPA-ADMA derivatlarinin ayrigtiriimasi igin gradient

programi Tablo 2 ‘de verilmigtir.
Kolon sicakligi: 37°C
Akis hizi: 1,0mL/dk

Dalga boyu: Ex=338nm ; Em=425nm

Calisma stiresi: 35 dk
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Tablo 2. OPA-ADMA turevlerinin ayrigtirilmasi i¢in gradient programi

Zaman (dk) A (%) B(%)
0 95 5
6 88 12
16 60 40
28 25 75
32 0 100
34 0 100
35 95 5

Numunelerin hazirlanmasi:

Numunelerin hazirlanmasi igin 1mL medium, 25 mg 5-SSA
ile deproteinize edildi. 5000 x g’de 6 dk santriflj edilerek presipite olmus
proteinler ayrildi. 0,2um’lik filtreden gegirilen 10pl’'lik sipernatantin Gzerine
100 pl OPA reaktifi eklenerek derivatizasyon saglandi. OPA

eklenmesinden 3 dk sonra 10 pl karisim okumaya alindi.

ADMA’nin ayrimi:
ADMA piki arginin ve y-aminobutirik asit (GABA) pikinin
arasinda cikar. Arginin ve sitralin, ADMA’yla interferans verme olasiligi en

yuksek olan amino asitlerdir.

3.2.5. istatistiksel Analiz

TUum veriler ortalama + standart sapma olarak verilmigtir.
istatistiksel hesaplamalarin yapilmasinda SPSS 16.0 (Statistical Package
for the Social Sciences) programi ve grafik gizimlerinde Microsoft Excel
programi kullanildi. Gruplarin istatistiksel karsilastirmasi icin Kruskal-
Wallis varyans analizi ve Mann-Whitney U testi uygulandi. p<0,05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4 1. HUVEC kulturd bulgulari

Tum hicreler konfluense ulasana kadar duzenli olarak
inverted mikroskopla kontrol edildi. Hucrelerin canliliklarindan, kontamine
olmadiklarindan ve konfluense ulastiklarindan emin olunduktan sonra
deneye alindilar. Sekil 18 de konfluent olmus hucrelerin inverted

mikroskop ve kamerayla gekilen gorintu érnekleri gérilmektedir.

Sekil 18: HUVEC kalturd inverted mikroskop goéruntuleri
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4.2. Parametrelere iliskin bulgular

Yapilan Kruskal-Wallis analizine gére her U¢ parametre

acisindan da gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir.

4.2 1. Nitrit/Nitat diizeyleri bulgulari

Nitrat/nitrit seviyelerinin tayini igin kullanilan Nitrat/Nitrit

kolorimetrik 6lgimune ait standart grafigi Sekil 19'da verilmistir.

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3 -
0,2
0,1

0 ‘ ‘ T
0 10 20 30 40

Konsantrasyon

y=0,0216x+0,0111
R?=0,9983

Absorbans

Sekil 19: Nitrat/nitrit dlgimune ait standart grafigi
Tdm gruplarin nitrat/nitrit dizeyleri ortalama z standart

sapma olarak Tablo 3’de verilmistir. TUm gruplarin nitrat/nitrit duzeyleri

Sekil 20°deki grafikte gosterilmigtir.
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Tablo 3: Tum gruplarin nitrat/nitrit dizeyleri

Grup Nitrat/nitrit
(Mmol/L)

Kontrol 3,99 +0,84

n=5

LPS 11,98 + 0,66 2°°

n=5

Arginin 13,42 + 1,99 2P

n=5

Taurin 9,88 + 0,42 ¢

n=5

LPS+Arginin 8,77 + 1,47 @P¢

n=5

LPS+Taurin 9,86 + 0,78 29°

n=5

® O O T Q©

: Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p<0,01

: Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda p<0,01
: Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda p<0,05
: Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda p>0,05
: Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda p<0,05

16
14

12

10

Nitrat/nitrit (umol/L)
oo

N A

o

Kontrol

Taurin LPS+Arg

LPS+Tau

Sekil 20: Nitrat/nitrit dizeyleri grafigi
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Nitrat/nitrit dlzeyleri, kontrol grubuna kiyasla tum gruplarda

anlamh artig gostermistir. (p<0,01)

Arginin  verildigindeki  nitrat/nitrit  artisit  LPS+Arginin
verilmesine goére anlamli derecede fazladir. (p<0,01) LPS grubunun
nitrat/nitrit degerleri, LPS+Arginin grubuna go6re anlamh derecede
yuksektir. (p<0,05)

Taurin+LPS grubunun nitrat/nitrit dlizeyleri Taurin grubuyla

ayniyken, LPS grubuna goére anlamli azalma gdstermistir. (p<0,05)

4.2.2 Homosistein diizeyleri bulgulari

Immuchrom homosistein 6lgim kitine ait standart grafik Sekil

21’de verilmisgtir.

Conc. Ratio
25.':'—_

2255
m.u—f
135%
150%
125%
100%

?5%

5ué

2.5

0.00 0.05 010 015 020 025 0.30 035 0.0 Area Ratio

Sekil 21: Hey dlgimine ait standart grafigi
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Hcy icin alikonma zamani (retention time, RT) 2-3 dakikalari
arasidir.(Sekil 22)

uyv

]
150004
10000j
o
2
5000- z
] =
| N
0 e e
_"71 T T T T ¥
0 1 2

Sekil 22: Bir numuneye ait Hey Piki

Tdm gruplarin Hcy duzeyleri ortalama + standart sapma

olarak Tablo 4’de verilmistir. TUm gruplarin Hcy duzeyleri Sekil 23’deki
grafikte gosterilmistir.

Hcy (umol/L)

Kontrol LPS Arginin Taurin LPS+Arg LPS+Tau

Sekil 23: Hey duzeyleri grafigi
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Tablo 4: Tum gruplarin Hcy duzeyleri

Grup Hcy
(Mmol/L)

Kontrol 2,98 +£0,19

n=5

LPS 3,92 + 0,67 &°4

n=5

Arginin 4,46+0,312°

n=5

Taurin 4,02 + 0,30 ?°

n=5

LPS+Arginin 4,24 + 0,56 a, >°

n=5

LPS+Taurin 4,68 + 0,33 2%°

n=5

a: Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda p<0,05

b: Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda p>0,05
c: Gruplar kendi aralarinda karsilastiriidiginda p>0,05
d: Gruplar kendi aralarinda karsilastiriidiginda p>0,05
e: Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda p<0,05

Hcy dlzeyleri, kontrol grubuna kiyasla tum gruplarda anlamli

artis gostermistir. (p<0,05)

Arginin+tLPS grubunun Hcy degerleri Arginin ve LPS
gruplaryla istatistiksel olarak aynidir.

Taurin+LPS grubunun Hcy duzeyi Taurin uygulanmis gruba
go6re anlamli derecede artis gosterirken (p<0,01), LPS grubuyla arasinda

istatistisel olarak anlaml bir iligki bulunmamaktadir.
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4.2.3._ ADMA duzeyleri bulgulari

ADMA duzeylerinin tayini i¢in kullanilan HPLC oélgimune ait

standart grafigi Sekil 24’de verilmistir.

1600

y = 45,187x + 8,2505

1400
R® = 0,999

1200
1000 - /
800

Alan

600 - /
400

200 -

0 5 10 15 20 25 30

Standart Konsantrasyonu

35

Sekil 24: ADMA o6lgimune ait standart grafigi

ADMA icin alikkonma zamani (retention time, RT) 13-14.

dakikalar arasi olarak bulunmustur. (Sekil 25)

Numune

RT=13 846

ADMA

ADMA Numune+Standart
) RT=13,248

T T T T T T T
o -] i} -] g i g

Sekil 25: Bir numune ile ayni numunenin ADMA standardi eklenmig pikleri
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Tdm gruplarin ADMA duzeyleri ortalama * standart sapma
olarak Tablo 5'de verilmistir. Tum gruplarin ADMA duzeyleri Sekil 26’daki

grafikte gosterilmistir.

ADMA (umol/L)
w

Kontrol LPS Arginin Taurin LPS+Arg LPS+Tau

Sekil 26: ADMA duzeyleri grafigi

Tablo 5: Tum gruplarin ADMA duzeyleri

Grup ADMA
(umol/L)

Kontrol 3,46 £ 0,48

n=5

LPS 4,77 + 0,42 @97

n=5

Arginin 3,98 + 0,59 *°

n=5

Taurin 3,14 + 0,69 P°

n=5

LPS+Arginin 2,83 £ 0,72 P4

n=5

LPS+Taurin 2,52 + 0,57 &°f

n=5
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a: Kontrol grubuyla kargilastirildiginda p<0,05

b: Kontrol grubuyla karsilastirildiginda p>0,05

c : Gruplar kendi aralarinda karsilastiriidiginda p<0,05
d: Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda p<0,01
e: Gruplar kendi aralarinda kargilastirildiginda p>0,05
f: Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda p<0,01

ADMA duzeyleri, kontrol grubuna kiyasla LPS grubunda
anlamh artis (p<0,05), LPS+Taurin grubunda anlamli azalma (p<0,05)
goOsterirken diger gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir degisim

gOstermemigtir.

Arginin verildigindeki ADMA duzeyi LPS+Arginin verilmesine
g6re anlamli derecede yuksektir. (p<0,05) LPS grubunun ADMA degerleri,

LPS+Arginin grubuna gore anlamli derecede fazladir. (p<0,01)

Taurin+LPS grubunun ADMA duzeyleriyle Taurin grubunun
ADMA duzeyleri arasinda istatistiksel olarak fark yoktur. LPS grubunun
ADMA degerleri LPS+Taurin grubuna goére anlamli derecede fazla

bulunmustur. (p<0,01)
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5. TARTISMA

Kaltir ortamindaki endotel hicreleri, disaridan verilen
uyarilarla hizli bir sekilde biyokimyasal ve fenotipik degisikliklere ugrarlar.
In vitro sartlardaki bu degisimler, in vivo sartlarda bir uyarima cevap olarak
meydana gelen, inflamasyona ve homeostasise aktif olarak katilim
saglayan degisimlere esdegerdir. Endotel hicreleri tarafindan strese karsi
verilen bu adaptif cevaplar, bu hicrelerce gergeklestiriien NO Uretiminin

artmasiyla ve serbest radikal olusumuyla karakterizedir. +®

Bilindigi gibi endotel hucrelerinde bulunan eNOS izoformu
araciligiyla az miktarda ve fizyolojik olaylardan sorumlu olan NO
olusmaktadir. Ancak endotel hucrelerinin sitokinler ve lipopolisakkaritler
(LPS) aracihgiyla aktivasyonu sonucu iNOS izoformu kataliziyle ¢ok
miktarda NO olusmakta ve vaskuler sistemde patolojik olaylara neden

olmaktadir. *

Yapilan c¢aligsmalar, stresin, LPS ve sitokin uyarisinin ve
deneysel sepsisin  NO miktarlarinda artisa neden oldugunu
bildirmektedir.**"*" Biz de calismamizda insan umblikal ven endotel hiicre
(HUVEC) kulturlerinde endotoksin (LPS) uyarisindan sonra nitrat/nitrit
seviyelerini Olgtik. LPS uyarimi sonucunda nitrat/nitrit dizeylerinde kontrol

grubuna gore anlaml artis tespit ettik.

Duzeylerini inceledigimiz NO ile baglantili oldugu bilinen bir
diger parametre de endojen bir NOS inhibitérd olan ADMA’dir. Balabanl
ve arkadaslar’® tarafindan kobaylar (izerinde yapilan deneysel
endotoksemi galismasinda LPS verilmesinin Arginin-ADMA yolunu aktive
ederek ADMA seviyelerinde yukselmeye neden oldugu bildirilmistir. Ancak

Mittermayer ve arkadaslarinin® insanlar {izerinde yaptiklari endotoksemi
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¢alismasinda L-arginin/ADMA oraninin dustugu ancak ADMA’nin kontrol
grubuna gore degismedigi tespit edilmistir. Bizim ADMA hakkinda elde
ettigimiz veriler ise LPS veriimesiyle beraber ADMA’da 6nemli bir artis

olduguna isaret etmektedir.

Calismamizin ADMA ve nitrat/nitrit degerleri beraber g6z
onune alininca LPS uyarisina bagl olarak hem Arginin-ADMA hem de
Arginin-NO yolunun aktive oldugu tespit edilmistir. Deneysel ¢alismalarin
bir cogunda ADMA’nin NOS’un tiim izoformlarini inhibe ettigi bilgisi > géz
onune alindiginda bizim bulgumuz ters bir bulgu olarak goérunmektedir.
Ancak, uyguladigimiz LPS dozu ve inkubasyon suresinin sonunda artis
gosteren ADMA’'nin  iINOS'’u inhibe edecek dizeyde olmadidini ve/veya
ancak iINOS’a goére olduk¢ca az miktarlarda Uretilen eNOS’u inhibe etmis

olabilecegi gorusundeyiz.

HUVEC kulturlerinde inceledigimiz bir diger parametre ise
kardiyovaskuler hastaliklar i¢in risk faktori olarak kabul edilen
homosisteindir.’” Calismamizda, LPS uyarisi sonucu homosistein

duzeyleri kontrole gore anlamli artis gostermigtir.

Nitrat/nitrit ve homosistein parametreleri arasinda celigkili
bilgiler mevcuttur. Upchurch ve arkadaslarina’™? gére homosistein eNOS'’u
stimule etmektedir. Zhang ve arkadaslarina’* gore ise Hcy eNOS'u inhibe
etmektedir. Bir baska calisma ise Tyagi ve arkadaslari *° tarafindan
gerceklestirilmistir. Arastirmacilar, homosisteinin iINOS’u indUkleyerek
oksidatif stres olusturdugunu ve eNOS’u azalttigini sdylemektedir. Bizim
elde ettigimiz verilere gore kontrol grubuna kiyasla LPS uyarisi verilmis

grupta hem Hcy hem de NO artmistir.
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Bir cok calisma ADMA ve Hcy'in metabolik yolunun metil
transferazlar araciligiyla baglantili oldugunu ortaya atmistir. 7" Her iki
parametrenin de KVH icin risk faktorii oldugu onerilmektedir.? insanlar
uzerinde vyapilan deneysel hiperhomosisteinemi c¢aligsmalarinda, oral
metiyonin yuklemesinden sonra hem ADMA, hem de Hcy'in anlamli bir

sekilde arttigi tespit edilmigtir. °*'%

Stiihlinger ve arkadaslar'® tarafindan endotel hiice
kiltarlerinde yapilan ¢alismada homosistein ilavesinin ADMA seviyelerini
anlamli derecede artirdigi bulunmustur. Ayrica ayni arastirmacilar, kaltar
ortamina eklenen Hcy’'in ADMA'y1 yikan enzim olan DDAH’In aktivitesini
azalttigini ve buna bagl olarak da ADMA’nin akumulasyonuna neden
oldugunu sdylemektedir. Bu arastirmacilara gore bu sekilde olusan ADMA
da eNOS’u inhibe etmekte ve eNOS kataliziyle olusturulan NO miktari

3 yaptigi calismaya gore,

azalmaktadir. Heydrick ve arkadaslarinin
homosistein ilavesiyle ortaya ¢ikan endotel disfonksiyonu, bazi sartlarda
NO’dan ziyade superoksit olusturan eNOS Uzerinden olmaktadir ve bu
sekilde eNOS kaynakli NO olusumu engellenmektedir. INOS’un etkisinden
s6z edilmemistir. Tyagi ve arkadaslarinin® onerdigi mekanizmaya gore
ortamda bulunan fazla miktarda Hcy, NADPH oksidaz sistemini aktive
ederek ROS uUretimine neden olmaktadir. Bu sekilde artan oksidatif stres
iINOS ekspresyonunu artirmakta ve indirekt olarak DDAH ekspresyonunu
azaltmaktadir. Bu sebeple akimule olan ADMA ise spesifik olarak eNOS’u
inhibe etmekte ve bu sekilde eNOS kataliziyle olusan NO’nun miktari
azalmaktadir. Bu bulgular bir cok yonden bizim ¢alismamizi en iyi sekilde
desteklemektedir. Ancak, calismamizda deneysel bir endotoksemi durumu
olusturuldugu igin fazla miktarda NO olusumunu katalizleyen enzimin
iINOS oldugu dusunulmektedir. Bu sebeple, LPS uyarisi sonucu olusan
homosistein, direkt veya ADMA vyoluyla indirekt olarak eNOS’u inhibe
etmis olsa bile veya LPS uyarisi sonucu olusan ADMA eNOS’u inhibe

etmis olsa bile total nitrat/nitrit seviyesinde artis saptanacaktir. Butun
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veriler bir arada degerlendirildiginde ¢alismamizda hucre kuilturlerinin LPS
ile uyariimasi sonucu NO, ADMA ve Hcy parametrelerinin her Ggunde de

artisin mekanizmasinin bu sekilde oldugunu diastnuyoruz.

Arginin bir taraftan guanido grubuna ait bir azot atomunun
oksidasyonuyla NO ve sitriline donuserek Arginin-NO  yolunu
olustururken, diger taraftan guanido grubunun metilasyonuyla ADMA’yi
meydana getirmektedir. Gorulmektedir ki arginin, hem NO hem de
ADMA’nin sentezinde ortak bir substrattir.”*® Cesitli arastirmacilar,
ekstraseluler argininin spesifik transporterlarla htcre icine alindigini ve bu
transporterlarin ekspresyonunun oksidan stresle, inflamatuar sitokinlerle,

iINOS artisiyla ve endotoksemiyle indiiklendigini bildirmektedir. """

Argininin bu énemli yerini gdéz 6énune alarak biz de HUVEC
kiltdrlerine tek basina (arginin grubu) ve LPS ile beraber (LPS+arginin
grubu) ayri ayri uyguladik. Arginin grubunda NO miktarlarinin kontrole
g6re anlamli artig gosterdigini gézledik. Bu artis, hem LPS grubundan hem
de LPS+arginin grubundan anlamli deredede fazlaydi. ADMA dizeyleri ise
arginin uygulamasiyla kontrole gore degisiklik gostermedi. Bu durumda,
ilave edilen argininin ADMA sentezinde kullaniimadigi, NOS enzimleri
tarafindan NO olusturmak icin kullanildigr agiktir. Ancak, arginin grubunda
iINOS’u stimule edebilecek bir etken yoktur; c¢lnkd bakteriyel
kontaminasyona dair herhangi bir mikroskobik bulguya rastlanmamistir.
Bu durumda yalnizca eNOS’un aktif oldugu dugunulurse, fizyolojik
kosullarda az miktarda NO ureten eNOS’un nasil bu kadar fazla miktarda
NO dUretebildigi agiklanamamistir. Bu numunelerde eNOS ve iNOS
aktivasyonlarinin olgumleri yapilsaydi konuya aciklik getirilmesi mumkuan

olabilirdi.
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LPS’nin endotel hucrelerinde olusturdugu NO ve ADMA
degdisimleri Uzerine argininin etkisini incelemek amaciyla LPS ile beraber
arginin (LPS+arginin grubu) uygulamasi yaptik. Bu grupta NO ve

ADMA’nin LPS grubuna goére anlamli derecede azaldigini saptadik.

Bu gune kadar yapilan gesitli ¢calismalar argininin eNOS'u
regule ederek NO’yu duzenledigini ve bu sekilde endotel fonksiyonunu
restore ettigini vurgulamistir."®'*"1%2 Ancak argininin iINOS (izerindeki
etkisine dair acgiklayici bir calismaya rastlamadik. Bulgularimizin argininin
iINOS Uzerinde de reglle edici bir etkisinin bulundugunu ve bu sekilde
endotoksemi durumunda da endotel fonksiyonunu restore edici bir etki

gosterdigini disunuyoruz.

LPS+arginin grubunda Hcy seviyeleri arginin grubuna gore
anlamli degisim gostermedi. ADMA miktari ayni gruplarda azaldigina gore
metiyonin kaynakli metil gruplari argininden bagka bir metil akseptoru
tarafindan kullaniimis olabilir. Endotoksemi durumunda arginin ilavesinin

Hcy acisindan iyilestirici bir yoni bulunmamaktadir.

Calismamizda antioksidan ve antiinflamatuar etkileri
kanitlanmig olan taurinin NO, ADMA ve Hcy parametreleri Uzerine etkisini
arastirmak amaciyla HUVEC kulturlerine tek basina taurin (taurin grubu)

ve LPS ile beraber taurin (LPS + Taurin grubu) uygulamasi yaptik.

Taurin grubunun NO miktarlari kontrol grubuna goére artis
gostermekle beraber ADMA miktari degisiklige ugramadi. LPS+taurin
grubunun NO miktarlari LPS grubuna gore anlamli derecede azalma

gOsterdi.
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Fennessy ve arkadaslari'® yaptiklari calismada taurinin
cNOS sentezini upregule iINOS sentezini ise downregule ederek endotelde
koruyucu etki gosterdigini tespit etmiglerdir. Calismamizda endotoksemi
durumu s6z konusu oldugundan LPS uygulamasiyla iNOS aktivitesi artmis
durumdadir. Bu iNOS artisi LPS+taurin gruplarinda tespit edildigi Uzere

taurin sayesinde dusuralmustar.

NO sonuglari gdéz onlne alindiginda, intakt endotele taurin
uygulandiginda prooksidan bir molekul olarak davrandigdi tespit edilmigtir.
Ekremoglu ve arkadaslari '** ve Erdamar ve arkadaslari 2! taurinin normal
durumdaki hucre ile endotoksinle uyarilmis hucrelerde farkl etkiler
gosterdigine dair tespitlerde bulunmuslardir. Bizim c¢alismamiz da bu
sonuglarla paralellik géstermektedir. Bulgularimiza gore taurin tek basina
verilmesi hasar yaratici bir etkiye neden olurken LPS ile beraber taurin

verilmesi LPS’nin zararl etkilerini azaltmaktadir.

Tan ve arkadaglarl14 bizim kullandigimiz dozda taurini,
oksideLDL (oxLDL) ile uyariimig HUVEC kulttrlerine verdiklerinde, oxLDL
tarafindan  artinlan ADMA  miktarinin  azaldigini  bulmuslardir.
Aragtirmacilara gore taurin, 6ncelikle ADMA’nin yikimini DDAH enzimini
aktive ederek hizlandirmakta ve bu sayede ADMA miktarlari dismektedir.
Ayrica inflamasyonda artan sitokinler tarafindan DDAH enziminin inhibe
oldugu bilinmektedir. Arastirmacilarin bulgulari, taurinin sitokin sentezini
inhibe ederek de ADMA miktarini azaltmig olduguna isaret etmektedir.
Bizim g¢alismamizdaki ADMA duzeylerinin dustsunin de bu yolla

olabilecegini disunuyoruz.
Taurinin Hcy Uzerindeki etkisini inceledigimizde celiskili

sonuglarla karsilagilmaktadir. Taurin, tek basina verildiginde ADMA'yi

degistirmezken Hcy'i artirdi. LPS ile beraber taurin verildiginde ise taurin
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grubuna kiyasla Hcy daha da fazla artis gdsterdi. Bu noktada taurinin
metiyoninden homosistein ~ olusumunu  saglayan  demetilasyon
reaksiyonlarini hizlandirici bir etkisi olmus olabilir. Calismamizda taurinin
Hcy Uzerindeki etkisine dair bulgularin bu konuda g¢alisan arastirmacilarla
benzerlik gostermemektedir. Chang ve arkadaslar®® tarafindan rat
vaskuler diz kas hucreleri Uzeride yapilan c¢alismada deneysel
hiperhomosisteinemi olusturduktan sonra ortama taurin eklemisler ve
taurinin homosistein aracili serbest radikal olugsum reaksiyonlarini inhibe
ettigini saptamiglardir. Bizim calismamizda disaridan herhangi bir
homosistein ilavesi s6z konusu degildir ve endotel hicresinin dogal Hcy
miktari Olgulmastur. Sonuglar arasindaki farklik bu durumdan ileri geliyor

olabilir. Bu noktanin daha ileri galismalarla aydinlatilmasi gerekmektedir.
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6. SONUC

Sonu¢ olarak, HUVEC kdilttrlerinde LPS eklenmesiyle
olusturulan deneysel endotoksemide NO, ADMA, Hcy parametreleri
arasinda yakin iligkinin varligi saptandi. Bu iligki her Ugunin de artigi

seklindeydi.

HUVEC  kdlturlerine  eklenen argininin  endotoksemi
durumunda NO ve ADMA parametrelerini dusuricu bir etkisi tespit
edilirken, Hcy Uzerinde, tahminen farkli metabolik yollarin olaya

karismasiyla, c¢eliskili etkileri oldugu saptanmigtir.

Taurin ilavesinin ise intakt endotel ve LPS ile uyariimis
endotel Uzerinde farkli sonuglar verdigini . NO ve ADMA bulgularimiza
gore taurin, intakt endotel s6z konusu olunca prooksidan gibi davranirken,
LPS ile uyariimis endotelde LPS’'nin zararli etkilerini azaltici sekilde
davranmaktadir. Taurin, ADMA ve NO konusunda antioksidan etkiye sahip
olarak goérunurken Hcy Uzerinde bu sekilde bir etkisinin olmadigi tespit

edilmigtir. Bu konuda daha ileri ¢calismalara ihtiyag vardir.
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7. OZET

Calismamizin amaci endotoksinle uyariimis insan umblikal
ven endotel hicre (HUVEC) kdaltirlerinde NO-ADMA-Homosistein
arasindaki iliskiyi ve bu iligkiye arginin ve taurinin etkisini aragtirmakti.

Bu amagla alti grup olusturuldu. Kontrol grubuna higbir
madde uygulamasi yapilmazken, LPS grubuna 10ug/mL endotoksin
(E.coli 0111:B4 susu), Arginin grubuna 10 mol/L arginin, Taurin grubuna
5 pg /mL taurin, LPS+Arginin grubuna ayni dozlarda endotoksin ile
beraber arginin ve LPS+Taurin grubuna ayni dozlarda endotoksin ile

beraber taurin uygulamasi yapildi.

NO parametresi 6lcumu igin son Urlnler olan nitrit ve nitratin
Griess yontemiyle spektrofotometrik 6lgiminden yararlanildi. ADMA ve

Homosistein parametreleri HPLC cihazinda floresan dedektorle olgulda.

Calismamizin sonucunda endotoksemide NO, ADMA ve
Homosistein parametreleri arasinda her tcunun de artigi seklinde bir iligki
saptandi. (p<0,05) LPS ile beraber arginin uygulamasinin NO ve ADMA’yi
dusuruclt (p<0,05); ancak Homosistein agisindan geligkili etkileri oldugu
bulundu. Taurinin intakt endotelde NO’nun anlamh artisini (p<0,01), LPS
ile uyariimis endotelde ise NO ve ADMA’'nin LPS gurubuna goére anlamli
disusunu (p<0,05) sagladigi bulundu. LPS ile beraber taurin verilmesi
Taurin grubuna gore anlamli homosistein artisina neden olurken (p<0,05)

LPS grubuna gore homosisteinde anlamli bir degisime neden olmamistir.

Calismamizda, LPS uyarisiyla hem Arginin-ADMA hem de
Arginin-NO yolunun aktive oldugu bulunmustur. LPS uyarisi nedeniyle

inkbasyon sonunda artig gosteren ADMA’nin iINOS’u inhibe edecek
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duzeyde olmadigini dastunuyoruz. Sonuglarimizdan yola gikarak, argininin
endotoksemi durumunda NO ve ADMA parametreleri Uzerinde dusuricU
bir etkisi oldugu sodylenebilir. Verilerimiz, taurinin intakt endotelde
prooksidan, LPS ile uyariimis endotelde antioksidan olarak davrandigini
gOstermektedir. Sonuglarimiza gore taurinin Homosisteini dusuricu bir
etkisinin saptanmamasi nedeniyle fazla alimi konusunda supheyle

yaklasiimasi gerektigini dusunuyoruz.
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8. SUMMARY

The aim of our study was to investigate the relationship
between NO,ADMA,Homocysteine and the influence of arginine and
taurine on this relationship in endotoxin-induced human umblical vein
endothelial cell (HUVEC) cultures.

For this reason six groups are formed. Control group
consists of HUVEC cultures without any treatment. LPS, Arginine, Taurine,
LPS+Arginine and LPS+Taurine groups are treated with 10ug/mL
endotoxin (E.coli 0111:B4), 10* mol/L arginine, 5 pg /mL taurine,
endotoxin plus arginine (same doses) and endotoxin plus taurine (same

doses) respectively.

The measurement of NO levels is implemented by the
spectrophotometric measurement of nitrite and nitrate, which are end-
products of NO, by Griess method. ADMA and Homocysteine levels are

measured using HPLC with fluorescence detector.

The results of our study showed that there was a significant
increase of NO, ADMA and Hcy in endotoxemia. (p<0,05) LPS plus
arginine treatment lowered NO and ADMA levels (p<0,05) while this
treatment showed conflicting results for Hcy. Taurine treatment elevated
NO levels significantly (p<0,01) while LPS+taurine treatment diminished
NO and ADMA, compared to LPS group (p<0,05). As a result of
simultaneous treatment of LPS and taurine, Hcy levels increased
significantly compared to Taurine group (p<0,05) and did not change

compared to LPS group.
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In our study, LPS stimulation activated both Arginine-ADMA
and Arginine-NO pathways. In our opinion, ADMA, which is formed after
the incubation with LPS, was not elevated enough to inhibit iNOS.
According to our results, arginine has a decreasing effect on NO and
ADMA levels in endotoxemia. Our data showed that taurine acts as a
prooxidant on intact endothelium and as an antioxidant on LPS-stimulated
endothelium. Furthermore, as taurine did not show any diminishing effect
on Hcy, we speculate that there should be a suspicious act towards

excess intake.
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