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OZET

Nitrik oksit (NO/Azot monoksit) ve siiperoksit (O,”) radikalleri biyolojik
sistemlerdeki en hizh reaksiyonlardan biriyle (k:6,7.109 M'ls'l) birleserek,
kendilerinden daha reaktif, daha toksik ve 1,9 saniyelik yar1 6mriiyle nispeten
daha uzun Omiirlii bir tiir olan peroksinitrit (ONOQO)’i olustururlar. ONOO’,
proteinler, lipitler, tiyoller, siilfhidril gruplari, DNA bazlar ve diisiik molekiiler
agirhkh antioksidanlar gibi cesitli biyomolekiillerle reaksiyona girerek,
modifikasyonlara sebep olan giiclii bir oksidan, onemli bir nitratlayic1 ajandir.
ONOO”nun en iyi bilinen reaksiyonlarindan biri, proteine bagh veya serbest
olarak bulunan tirozin amino asitini orfo pozisyonundan nitrolayarak 3-
Nitrotirozin (3-NT)’i olusturmasidir. ONOO”’nun stabil ve spesifik bir son
iiriinii olan 3-NT, insan hastahiklarinda ve hayvan modellerinde ONOO”’ya
bagh doku hasarmin tespit edilmesinde yaygin olarak kullanilan bir belirte¢
olmasi acisindan 6nemlidir. Taurin (2-aminoetansiilfonik asit) ise; antioksidan,
antiinflamatuar ve detoksifiye edici 6zelliklere sahip, kiikiirt iceren serbest bir
B-amino asittir. Bu calismada, lipopolisakkarit (LPS/endotoksin) uygulanarak
deneysel endotoksemi olusturulan kobaylarda, endotokseminin ONOO"
olusumundaki roliiniin 3-NT tespiti araciigiyla belirlenmesi ve taurinin
antioksidan aktivitesinin arastirilmasi amaclanmistir. Bu dogrultuda, kobaylara

intraperitoneal (ip) olarak 4 mg/kg LPS, 300 mg/kg taurin veya hem taurin hem



de LPS uygulanmis ve dalak dokularindaki 3-NT ve taurin diizeyleri HPLC’de,
NO’nun stabil son iiriinii olan reaktif azot oksit iiriinleri (NOx) ise,
spektrofotometrik olarak olciilmiistiir. Sonu¢ olarak, LPS uygulamasi dalak
dokusundaki 3-NT ve NOx diizeylerini arttirirken, taurin konsantrasyonunu
istatistiksel olarak anlamh bir sekilde azaltrmstir. LPS ile birlikte taurin
uygulanan grupta, taurinin 3-NT ve NOx diizeylerini azalttig1 tespit edilmistir.
Tek basma taurin uygulanan grupta ise, taurin bilinen antioksidan etkisinin

aksine 3-NT ve NOx konsantrasyonlarinda belirgin bir artisa sebep olmustur.
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Sayfa Adedi : 71

Tez Yoneticisi : Yrd. Dog. Dr. K. Barbaros BALABANLI



vi

ENDOTOXIN-INDUCED FORMATION OF 3-NITROTYROSINE AND
INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT EFFECT OF TAURINE IN GUINEA
PIG SPLEEN
(M.Sc.Thesis)

Filiz Sezen BIRCAN

GAZi UNIVERSITY
INSTITUTE OF SCIENCE AND TECHNOLOGY
December 2007

ABSTRACT

Nitric oxide (NO*/Nitrogen monoxide) and superoxide (O;") radicals react each
other with one of the most rapid reaction in biological systems (k:6,7.10° M's™)
to form peroxynitrite (ONOQO") that is far more toxic and reactive than its
precursors, and is a relatively long-lived oxidant with a half-life of
approximately 1.9 second. ONOO'  is a potent oxidant and nitrating agent which
causes modifications and reacts with numerous biomolecules including proteins,
lipids, thiols, sulfhydryl groups, DNA bases and low molecular weight
antioxidants. A well known reaction of ONOO" is forming 3-Nitrotyrosine (3-
NT) by nitrating free or protein-bound tyrosine residues from ortho position. 3-
NT, a stable and specific end product of ONOOQO, is a biomarker that is used
commonly for determining ONOO -mediated tissue damage in human disease
and animal models. On the other hand, taurine (2-aminoethanesulfonic acid) is
a free sulfhur containing B-amino acid which has antioxidant, antiinflammatory
and detoxificant properties. In this study, the role of endotoxemia on ONOO"
formation via 3-NT detection, and the antioxidant effect of taurine in LPS-
treated guinea pigs were aimed. In this direction, guinea pigs were injected LPS
(4 mg/kg), taurine (300 mg/kg) or taurine plus LPS intraperitoneally (ip), and

levels of 3-NT and taurine were measured by HPLC, reactive nitrogen oxide



vii

species (NOx) which are stable end products of NO were measured by
spectrophotometer in spleen tissues. As a result, LPS administration
significantly decreased the concentration of taurine whilst increased levels of 3-
NT and NOx. It was determined that taurine decreased the levels of 3-NT and
NOx in taurine plus LPS-treated group. The group in which taurine was
administered alone, contradiction to well-known antioxidant effect, taurine

caused elevated concentration of 3-NT and NOx.

Science Code : 203.1.020

Key Words : Taurine, 3-nitrotyrosine, peroxynitrite, spleen, endotoxemia
Page Number: 71

Adviser : Assist. Prof. Dr. K. Barbaros BALABANLI



viii

TESEKKUR

Calismalarim boyunca degerli yardim ve katkilariyla beni yonlendiren hocam Yrd.
Doc. Dr. K. Barbaros BALABANLI'ya, derin bilgi birikimi ve tecriibelerinden
faydalandigim hocam Prof. Dr. Nurten TURKOZKAN’a, yardimlarim esirgemeyen
tiim calisma arkadaslarima ve yiiksek lisans egitimim siiresince sagladigi destek igin

TUBITAK a tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER
Sayfa
OZET ...ttt iv
ABSTRACT ...ttt et ettt et e bt e e sabe e e e e e e vi
TESEKKUR ......ooooiiitiieieee oottt ettt eae e eseae e s eneneenenns viii
ICINDEKILER ........cococuiuiiiiiiiieieieeceee ettt ix
CIZELGELERIN LISTESI .......ooiiiiieieececeeeeeeeeeeeeee e Xii
SEKILLERIN LISTESI .....cocoiviiiiiiiiicccceeeee e Xiii
SIMGELER VE KISALTMALAR .......cocoeviviiiiiiieeee e Xiv
1 GIRIS oottt 1
2. GENEL BILGILER .....coouiuiiiiiiiiiicieie e 3
2.1. Serbest Radikaller .........ccoouiiiiiiiiiiiiiiiiiii ettt 3
2.1.1. Reaktif oksijen thrleri .......cceevvueeeiiniiieiiniiieeiee et 4
2.1.2. Reaktif azot tHIleri .....ccoovuveieiniiiiiiiiiciiicc e 5
2.1.3. Serbest radikallerin kaynaKlart..........cccoocceeeiniiiiinniiiniiniieiiiicees 5
2.1.4. Serbest radikallerin biyomolekiiller {izerine etkileri...........cccoecuveeennnen 7
2.2. 3-Nitrotirozin Olusumunda Rol Alan Reaktif Tiirler................cccooooooeel. 9
2.2.1. SUPETOKSIL. e eeeieeeeieee ettt ettt e et e e eete e et e e e eneeee e 9
2.2.2. NIEK OKSI.eeeiuvieiiiieiiieesiieeeiee sttt 11
2.2.3. PETOKSIIILIIE c..eeeiiiiieee ettt ettt ettt e 17
2.3. Peroksinitrit ve 3-NItrOtIOZIN . .....ccceuruieirriiieeiiiiieeeeiiee ettt eieee e 22
2.4. 3-Nitrotirozin OIHm YONteMIEri ...........ccoeeeeveeerereeeeececeeeeeeeeeeeeenenee, 24

2.4.1. Immiinokimyasal MEtOtlar ..............coccevevevevereeeeeeereeeeeeeeeeeeenennane, 24



Sayfa

2.4.2. Analitik MEetOtlar.......ccooviiiiiiiiiiiiiiee e 25

2.5, TAULIN ceeeiiiiie ettt et et e st e e e e 26
2.5.1. Taurinin biyOSENLEZI ....ccuveeeeeieieeeeeiiie ettt et 28
2.5.2. TaUrinin taASINIMAST .....vvveveeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 30
2.5.3. Taurinin atilimi ve reabsorbsiyonU.........c.ceeeeiiieeeriiiieeeiiiee e 31
2.5.4. Taurinin dagilimi Ve tUIMOVETT .....ccveeeeeiiiiieeeiiieeeeiieeeeiiee e 32
2.5.5. Taurin KaynakIari..........ccceeeiiiiieeiiie e 34
2.5.6. Taurin iceren PePtitler........ccovuueiiiiiiieeiriiieee ittt 35
2.5.7. Taurinin biyolojik fonksiyonlart........ccc.cccceevrviieiinniciiniiiecinieeene 35

3. MATERYAL VE METOT .......coiiiiiiiiiiiie ettt 43
3.1. Deney Hayvanlari.........coccueeiiiiiiiiniiiiiniiee ettt 43
3.2. Deney Gruplarinin Olusturulmast.......ccoocueeeeeniieeerniiieeiniieeenniiee e 43
3.3 YOREEMIET ...ttt 44
3.3.1. Dokuda NOX taYINT..eeeecreeeeeaiiieeeeiiieeeeiieeeeeieteeeeiieeeeeneeeesaeieeeeas 44
3.3.2. Dokuda 3-NT tayini .....cc.eeeeeeiiieeiriiieeeiiiee e eieeeeeiieeeeeeeeeeeeieee e 45
3.3.3. Dokuda taurin tayini ........cceeeoueeeeereieeeriiie et e et ee e e 47

3.4. Istatistiksel DeZerlendirme ..............cocoovvevevevereeeeeeeeeeeeeeeee e 49
4. BULGULAR ..ottt e ettt ettt 50
4.1. Dalak Dokusu NOX DUZEYIETT .......eeeiriiiiiiiiiiiiiiiieie it 50
4.2. Dalak Dokusu 3-NT DUZEYIETT ......cceeriiriiiiiiiiiiiiieieiitieceeee e 51
4.3. Dalak Dokusu Taurin DUzZeYIeri .......coocveeiiiiiiieiniieiiiiieceiieee e, 52

5. SONUC ..o ee e ee e s e s ee e eee e s ee e ees e eees e ee s eeeee 54



KAYNAKLAR ...t

OZGECMIS

xi



Cizelge

Cizelge 2.1.
Cizelge 2.2.
Cizelge 2.3.
Cizelge 2.4.
Cizelge 2.5.
Cizelge 2.6.

Cizelge 3.1.

Cizelge 3.2.

Cizelge 4.1.

xii

CiZELGELERIN LiSTESi

Sayfa
Baz1 serbest radikaller ve yartlanma omirleri ...........ccccoeeeieeeennienennee. 3
Hiicre ve dokularda iiretilen ROS’1ar..........ccoeviiiiiniiiiiiniiiiicc e, 4
Hiicre ve dokularda iiretilen RNS1er......ccueeiiniiiiiniiieiiiiiciicc e, 5
cNOS ve iNOS arasmdaki farklihiklar.........ccooooeeiiiiie 14
Taurinin insan viicudundaki dagilimi.........cccoeveieiiiiiiiiiniciinieneene 33
Baz1 gida maddelerinin taurin i¢erikIeri ........coooveeirniieeiiniiciiniiiennnnne. 34
3-NT tayininde HPLC’ye ait sistem parametreleri
ve ¢alisma KOSUIIATT .....ocueiiiiiiiiiiie e 46
Taurin tayininde HPLC’ye ait sistem parametreleri
ve calisma KOSUIIATT ....ooceuiiiiiiiiiiie e 48
Dalak dokusunda NOx, 3-NT ve taurin diizeyleri ............cccceeeeuenrnnnne. 50



Sekil
Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 2.6.
Sekil 2.7.
Sekil 2.8.
Sekil 2.9.
Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.
Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Xiii

SEKILLERIN LiSTESI

Sayfa
NitriK OKSItN SENLEZI «..uvveenereiriiieeiiieeieie ettt 12
Peroksinitritin reaksiyonlart............cceoviiiiiiiiiiiniiiciiie e 20
Tirozinin peroksinitrit tarafindan nitrasyonu ...........cccccceeeenieeennierennne. 22
Tirozinin peroksinitrit aracili nitrasyon mekanizmalari...........ccc.cceeeene.e. 23
TAUMTNIN YAPIST c.neiiieeiiiiieeeitiee ettt ettt ettt e 27
Taurinin biyOSENLEZI .....ueeieruiiieiriieeee ittt ettt e 29
Taurinin proksimal tiibiil hiicrelerinden tasinmasi...........cceeecveeeeeeeeeeeennne. 32
Solunumsal patlama ............coeeruiiiiiiiiiie e 36
TauCl’'nin imminregilator etkisi.........ccevieriiiiriniiee e 39
3-NT Standart @FTIST. . ueeeeeuereereeieieeeeiieeeeeeete e et ee et ee e e et e e e eeeeeeeeneeeas 47
Taurinin floreskamin ile derivatiZzasyonu.........c..ccceeeeeiiieeeeiiiieeecieee e 47
Taurin standart €ZIiST.......ccoeuvreeiriieeeriiiieeeeee ettt 49
Dalak dokusu NOX dUZEYIETi....ccccuueeerniiiiiiiiiiiiiiiiieceieee e 51
Dalak dokusu 3-NT dlZeyleri......c.eeerriiiiiiniiiiiiiiiieieiieeeeieee e 51
3-NT standartina ait Kromatogram..............ccceevviiereiniiieenniieeennieeee . 52
Numuneye ait 3-NT Kromatogrami..........cceeevveeerririeerniieeeeniieeenniieee e 52
Dalak dokusu taurin dUzZeyleri ........cocovoeeeieriiiieeiie et 53
Taurin standartina ait Kromatogram .............cccceeeeeeieeeniieeeeniieeeeeeee e 53

Numuneye ait taurin Kromatogrami .............ccceeereeieeeiiieeeeiiie e 53



SIMGELER VE KISALTMALAR

Xiv

Bu calismada kullamilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler

HOC1
kDa
mmol
mM

nm

nM

NO

0,"
ONOO’
ONOOH
ONOOH’
uM
umol

uL

ng

Kisaltmalar

LPS
MPO
NOS
PMNL
SOD
TauCl
3-NT

Aciklama

Hipokloroz asit

Kilodalton
Milimol
Milimolar
Nanometre
Nanomolar
Nitrik oksit

Siiperoksit

Peroksinitrit anyonu
Peroksinitroz asit

Uyarilmis peroksinitrit

Mikromolar
Mikromol
Mikrolitre

Mikrogram

Aciklama

Lipopolisakkarit
Miyeloperoksidaz

Nitrik Oksit Sentaz
Polimorfoniiklear Lokositler
Siiperoksit Dismutaz

Taurin kloramin

3-Nitrotirozin



1. GIRIS

Nitrik oksit (NO"), son yillarda taninan, bircok biyolojik olayda 6nemli rolii olan, ¢ok
kisa yar1 omiirlii bir serbest radikaldir. Enzimatik olarak l-arjinin amino asitinden
nitrik oksit sentaz (NOS)1in farkli izoformlar1 tarafindan sentezlenir. Bunlardan
sirasiyla noronlarda ve vaskiiler endotelyumda bulunan néronal NOS (nNOS/Tip 1
NOS) ve endotelyal NOS (eNOS/Tip III NOS) birlikte yapisal NOS (konstitiitif
NOS/cNOS) olarak adlandirilirlar. Aktiviteleri Ca*™ bagimli olan cNOS’lar,
fizyolojik fonksiyonlar i¢in gerekli olan, diisiik konsantrasyonlardaki ve kisa siireli
NO' sentezini gerceklestirirler. Diger izoform olan indiiklenebilir NOS (iNOS/Tip 11
NOS) ise, lipopolisakkaritler (LPS) gibi gram(-) bakterilerin iiriinleri ve sitokinler
tarafindan uyarilarak, pek cok hiicre tipinde Ca*“dan bagimsiz olarak fazla

miktarlarda ve kontrol edilemeyen NO' iiretimine neden olmaktadir [1, 2].

NO' fizyolojik konsantrasyonlarda, vaskiiler tonusun ve sistemik kan basincinin
diizenlenmesi, trombosit ve 16kosit adezyonunun kontrolii, norotransmisyon, yara
iyilesmesinin diizenlenmesi, infeksiyonlara karsi spesifik olmayan immiin yanitin
saglanmast gibi pek cok oOnemli fonksiyona sahiptir. Bununla birlikte, iNOS
aktivasyonu ile iiretilen asirt NO', molekiiler oksijen veya diger serbest radikallerle

olan reaksiyonlari yoluyla sitotoksik etkilere de yol agmaktadir [3, 4].

Siiperoksit (O;7), aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi
sonucu olusan bir serbest radikaldir. Baslica hiicresel kaynaklari, mitokondriyal
elektron transportu ile NADPH oksidaz ve ksantin oksidaz gibi sitozolik enzimlerdir.
O, ’nin kimyasal reaktivitesi diger radikallerle kiyaslandiginda simirlidir. Ancak,
hidrojen peroksit (H,O;) kaynagi ve gec¢is metal iyonlarimin indirgeyicisi olmasi

sebebiyle radikal reaksiyonlarinda 6nemli bir rol oynamaktadir [S5, 6].

Cesitli hiicre tipleri tarafindan iiretilen NO' ve O,", hizla birleserek giiclii bir
oksitleyici ve nitratlayici tiir olan peroksinitrit (ONOO™)’1 olustururlar. Normal
hiicresel kosullarda ONOO™ olusumu sinirhdir. Ciinkii, fizyolojik fonksiyonlar igin

tiretilen NO' ¢ok diisiik konsantrasyonlardadir ve O,", siiperoksit dismutaz (SOD)



enzimi tarafindan hemen ortamdan giderilir. Ancak ¢ogu patolojik siirecte NO" ve Oy
“tiretimi spontan olarak uyarilir ve ONOO™ olusumu belirgin sekilde artar. Ne NO,
ne de O, giiclii oksidanlar olmamalarina karsin, ONOQ™ gii¢lii ve bircok biyolojik
hedefe atak yapabilen ¢ok yonlii bir oksidandir. DNA ile reaksiyonlar1 sonucu
modifiye bazlarm ve DNA kiriklarinin  olusumuna neden olur. Lipit
peroksidasyonunu indiikler. Ayni1 zamanda, tirozin, triptofan, fenilalanin gibi
aromatik amino asitlerle reaksiyona girerek nitratlanmis tiirevleri olusturur.
Bunlardan 3-Nitrotirozin (3-NT), ONOO”’nun serbest ya da protein yapisinda
bulunan tirozin amino asitini nitratlamas1 sonucu olusur. ONOO’nun fizyolojik
pH’da kisa bir yar1 émre sahip olmas1 nedeniyle, dokulardaki ve viicut sivilarindaki
3-NT’nin varligi, ONOQ" iiretiminin spesifik bir gostergesi olarak yaygin bi¢cimde
kullanilmaktadir [7-11].

Taurin (2-aminoetansiilfonik asit), metiyonin ve sistein metabolizmasindan
tirevlenen, kiikiirt iceren bir B-amino asittir. Memelilerin pek c¢ok hiicre tipinde
yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Safra asitlerinin konjugasyonu, detoksifikasyon,
membran stabilizasyonu, hiicresel Ca™ seviyesinin diizenlenmesi, osmoregiilasyon,
MSS ve retinanin gelisimi gibi Onemli biyolojik fonksiyonlara sahip oldugu
bilinmektedir. Ozellikle son yillarda, antioksidan aktivitesine dair ¢aligmalar biiyiik

onem kazanmistir [12-14].

Bu bilgiler 15181nda, LPS uygulanarak deneysel endotoksemi olusturulan kobaylarin
dalak dokularinda, endotokseminin ONOQO™ olusumundaki roliiniin 3-NT tespiti

araciligiyla belirlenmesi ve taurinin antioksidan etkisinin incelenmesi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller

Atomlar ve kimyasal bilesikler, icerdikleri elektronlari her orbitalde ikiser adet
olmak iizere eslenmis sekilde ve zit yonlii olarak icerirler. Orbitallerin bu sekilde zit
yonlii doyurulmasi, atom ve molekiillerin stabilitesini arttirir, reaktivitesini azaltir.
Elektron orbital teriminde, en distaki orbitalinde paylasilmamis elektronu olan atom
ya da molekill serbest radikal olarak tanimlanir. Herhangi bir atomun veya
molekiiliin dis orbitalinde bir ya da daha fazla paylasilmamis elektron bulunmasi, s6z
konusu kimyasal tiiriin reaktivitesini arttirir. Bu reaktivite, radikalin stabil olmayan
elektronik konfigiirasyonundan kaynaklanir. Serbest radikal reaktivitesinin dnemi,
cesitli tiirlerin son derece kisa olan yarilanma 6miirleriyle degerlendirilebilir (Cizelge

2.1) [15, 16].

Cizelge 2.1. Bazi serbest radikaller ve yarilanma omiirleri [16]

TURLER SEMBOL YARILANMA OMRU
(37°C’de/sn)
Siiperoksit Radikali 0, 1.10°
Hidroksil Radikali OH 1.107
Alkoksil Radikali RO’ 1.10°
Peroksil Radikali ROO' 1.10~
Singlet Oksijen '0, 1.10°
Molekiiler Oksijen 0, >10°

Serbest radikaller baglica 3 temel mekanizma ile olusur. Bunlar;

(1) Bir molekiilii olusturan kovalent bagin homolitik kirilmasi sonucu, bagi olusturan

iki elektronun her birinin ayr atomlar iizerinde kalmasi,

XY —— X +Y



(2) Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiiliin yapisindaki atomlarin birisinden

elektron uzaklastirilmasi,

X — X + ¢

(3) Bir molekiil yapisina elektron eklenmesi sonucu reaktif 6zellik tasiyan yapilarin

olusmasidir [15].

X+e ———» X©

2.1.1. Reaktif oksijen tiirleri

Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller oksijenden olusan radikallerdir.
Bunlar Reaktif Oksijen Tiirleri (Reactive Oxygen Species-ROS) olarak adlandirilirlar.
Molekiiler oksijenin kendisi de, her biri farkli pi orbitaline yerlesmis iki eslenmemis
elektrona sahip olmasi sebebiyle bir diradikal olarak tamimlamir. ROS

biyokimyasinda anahtar rolii oynayan molekiiller Cizelge 2.2°de verilmistir [16].

Cizelge 2.2. Hiicre ve dokularda iiretilen ROS’lar [17]

REAKTIF OKSIJEN TURLERI
ADI SEMBOL
Stiperoksit Radikali (0%
Hidroksil Radikali OH
Peroksil Radikali ROO
Alkoksil Radikali RO
Hidroperoksil Radikali HOy
Hidrojen Peroksit H,0,
Hipoklordz Asit HOC1
Hipobromoz Asit HOBr
Ozon (0N
Singlet Oksijen 0,




2.1.2. Reaktif azot tiirleri

Biyolojik sistemler yapilarinda +1’den +5’e¢ kadar degisen farkli oksidasyon
durumlarindaki azot atomu bulunduran cesitli azot oksitlere siklikla maruz kalirlar.
Oksidasyon durumlart guanido azot ile nitrat arasinda bir ara metabolit olan bu azot

oksitlere Reaktif Azot Tiirleri (Reactive Nitrogen Species-RNS) ad1 verilir [18].

Cizelge 2.3. Hiicre ve dokularda iiretilen RNS’ler [18, 19]

REAKTIF AZOT TURLERI

ADI SEMBOL
Nitrik Oksit (Azot Monoksit) NO
Azot Dioksit NO,
Nitroz Asit/Nitrit HNO,/NO,
Nitrik Asit/Nitrat HNO3/NO;5y
Nitrozil Katyonu NO*
Nitrozil Anyonu NO
Diazot Tetraoksit N,Oq,
Diazot Trioksit N,O;
Peroksinitrit ONOO
Peroksinitroz Asit ONOOH
Nitril (Nitronyum) Katyonu NO,"
Nitril (Nitronyum) Kloriir NO,CI

2.1.3. Serbest radikallerin kaynaklari

Serbest radikal kaynaklar1 baglica endojen ve eksojen kaynaklar olmak iizere ikiye

ayrilirlar.

Endojen Kaynaklar

A) Hiicresel Solunum
e Mitokondriyal elektron transportu

¢ Heksoz monofosfat santi



B) Normal Metabolik Olaylar

Arasidonik asit metabolizmasi
Yag asitlerinin 3-oksidasyonu
Amino asit oksidasyonu
Demir metabolizmasi

Piirin oksidasyonu

C) Zenobiyotiklerin Biyotransformasyonu

Mikrozomal elektron transportu (sitokrom p450)

Peroksidatif oksidasyon

D) Dogal Stimiilasyonla Fagositlerin Aktivasyonu

Lokositler

Doku makrofajlar
Kuppfer hiicreleri
Clara hiicreleri [20]

Eksojen Kaynaklar

A) Diyetsel

Doymamis yag asitleri ve hayvansal proteinler acgisindan zengin, meyve-
sebze bakimindan fakir beslenme

Obezite

Asir1 demir ve bakir alimi

Magnezyum eksikligi

Gidalarin uygun olmayan kosullarda hazirlanmasi ve saklanmasi

Kronik alkol tiiketimi

B) Cevresel

Iyonize radyasyon
Hava kirliligi

Sigara dumani



® Asbest, pestisitler

¢ (iines 15181

e Is1soku
e Stres
C) llaclar

¢ Antineoplastik ajanlar
e Glutatyon tiiketen ilaclar

o Ostrojen takviyesi [21]

2.1.4. Serbest radikallerin biyomolekiiller iizerine etkileri

Serbest radikaller savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak oranlarda
olustuklar1 zaman organizmada cesitli bozukluklara yol acarlar. Lipitler, proteinler,
niikleik asitler ve karbonhidratlar gibi biyomolekiillerin tiim biiyiik siniflar1 serbest
radikaller tarafindan farkli derecelerde etkilenirler. Serbest radikallerin bu etkileri

asagidaki bagliklar halinde incelenebilir [6].

Lipitler

Biyomolekiiller icerisinde serbest radikal ataklarina karsi en hassas olan simf
lipitlerdir. Ciinkii; 6zellikle membran lipitlerinin temel bilesenleri olan kolesterol ve
coklu doymamis yag asitlerinin (Poly Unsaturated Fatty Acid-PUFA) doymamig
baglart serbest radikallerle kolaylikla reaksiyona girebilir. PUFA’nin serbest
radikaller tarafindan oksidatif yikimi Lipit Peroksidasyonu olarak bilinir. Lipit
peroksidasyonu, membran yapisinda ve biyofiziksel ©zelliklerinde degisikliklere
neden olarak direk; reaksiyonlar sonucu biyolojik agidan aktif ¢ogu metaboliti

olusturmasiyla indirek olarak hiicre fonksiyonlar1 {izerine etki etmektedir [6, 22].



Niikleik Asitler

Serbest radikaller, DNA’nin hem heterosiklik bazlariyla hem de deoksiribozla
reaksiyona girebilirler. Ozellikle de sitozin ve guanin bazlari, Cu** iyonlarmin
DNA’da G-C iceren bolgelerde daha yaygin olarak bulunmasi sebebiyle oksidatif
hasara kars1 daha hassastir. Kloroplast ve mitokondrilerde oldugu gibi potansiyel
ROS/RNS iiretim alanlarina yakin olan DNA’lar da oksidatif hasara siklikla maruz
kalirlar. Serbest radikaller, DNA’da abazik alanlarin olugumu, tek/cift iplikte kiriklar,
iplik i¢i ve/veya iplikler aras1 ya da DNA-protein capraz baglarinin olusumu gibi

yapisal degisikliklere sebep olurlar [23, 24].

RNA’nin oksidasyonu ve bunun biyolojik etkileri ise, DNA ile karsilastirildiginda
daha az caligilmistir. RNA, genis bir sitozolik yayilima sahip olmasi nedeniyle
reaktif tiirlerin ataklaria karst DNA’ya gore muhtemelen daha hassastir. Tek iplikli
olmasi, niiklear DNA’da oldugu gibi koruyucu histonlarla ¢evrili olmayist ve tamir
mekanizmasinin DNA’ya oranla daha zayif olmast da RNA’y1 ataklarin potansiyel
bir hedefi haline getirebilir. Ayrica RNA’daki oksidatif hasarin, DNA’daki oksidatif
modifikasyonlar gibi kalitsal ve mutajenik olmamasi da tespitini giiclestirmektedir.
Oksitlenmis mRNA’larin gerektigi gibi translasyon iglemini gerceklestiremedigi ve

agregasyona yatkin hatali proteinleri tirettigi belirlenmistir [24-26].

Karbonhidratlar

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu o-oksoaldehitler (metilglioksal, glioksal)
ve o-oksoasitler gibi, DNA, RNA ve proteinlerle capraz baglar olusturabilme
yetenegine sahip, oldukga sitotoksik iiriinler meydana gelir. Ayn1 zamanda glioksal
ve metilglioksalin, DNA’da baz delesyonlarina ve hatali baz ¢iftlerinin olusumuna
neden olduklart bilinmektedir. Karbonhidratlarin oksidasyon iiriinleri ve bunlarin
biyomolekiiller iizerindeki etkileri konusunda pek cok calisma mevcutken; serbest
radikallerin karbonhidratlarla reaksiyonlarina ve direk karbonhidrat yapisina

etkilerine iliskin ¢alismalar sinirhidir. Lurie ve ark. (2003) serbest radikallerin, bag



dokusunun 6nemli bir mukopolisakkariti olan hiyaluronik asit tizerindeki etkilerini
incelemis ve ROS’un (6zellikle H,O,) hiyaluronik asitin depolimerizasyonunda rol

oynadigimi kanitlamislardir [27, 28].

Proteinler

Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme dereceleri amino asit
kompozisyonlarina baglhdir. Doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden molekiillerin
serbest radikallerle reaktivitesi yiiksek oldugu i¢in  Ozellikle triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolayca etkilenirler. Serbest radikaller, ¢esitli mekanizmalarla protein
omurgasinin oksidasyonuna, peptit baglarinin parcalanmasina, proteinler arasi capraz
bagh tirevlerin olusumuna, amino asitlerin klorlanmasi ve nitrasyonuna neden
olabilirler. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucunda proteinlerin {i¢ boyutlu
yapilarinin bozulmasi sebebiyle, hiicrelerde katalitik olarak daha az aktif veya inaktif
enzim formlar olusur. Proteinlerde proteolitik yikima kars1 direngte, fragmentasyon

ve agregasyonda artis meydana gelir [6, 29].

2.2. 3-Nitrotirozin Olusumunda Rol Alan Reaktif Tiirler

2.2.1. Siiperoksit (0;")

Molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu kararsiz bir yap1 olan

stiperoksit radikal anyonu meydana gelir.

O+ ¢ > O,

O,", yarilanma Omrii nispeten uzun bir serbest radikal olmakla birlikte, olustuktan
sonra bulundugu yerden cevreye dagilma yeteneginin diisiikk olmasi1 sebebiyle tek
basina direk etkisi fazla degildir. Asil 6nemi, peroksinitrit (ONOQO"), hidroksil
radikali (OH’), hidrojen peroksit (H,O,), singlet oksijen (102) ve perhidroksil
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radikallerini (HO;') kapsayan pek cok serbest radikalin olusumuna sebep olmasindan

kaynaklanir [6, 16].

O, ’nin en Onemli hiicresel kaynaklari, mitokondri, endoplazmik retikulum ve
niikleusta bulunan elektron transportu ile; NADH/NADPH oksidazlar ve ksantin
oksidaz gibi sitozolik oksidazlardir. O,”, normal kosullarda hiicrelerde nanomolar
konsantrasyonlardan daha az bulunurken, hipoksi, zenobiyotiklerin metabolizmasi,
inflamasyon, iskemi-reperfiizyon gibi patolojik durumlarda {iretimi artar. Notrofil
NADPH oksidazlar da enfeksiyon esnasinda, spesifik olmayan konak savunmasinda

milimolar konsantrasyonlarda O, iiretebilirler [5, 19, 30].

O,", diisiikk pH degerlerinde daha reaktif olup, protonlanarak kendisinden cok daha
giiclii bir oksidatif tiir olan HO, yi olusturur. O," genellikle fagolizozomlar gibi
asidik bir cevrede HO, formunda bulunurken, fizyolojik pH’da protonlanmis formu
%1’den daha azdir. O, aym zamanda biyolojik sistemlerde H,O,’nin en Onemli
kaynagidir. O,", asidik pH’da bir elektron alip spontan olarak H,O,’yi olusturabilir.
Notral veya daha yiiksek pH’da ise, O, ’nin dismutasyonu siiperoksit dismutaz
(SOD) enzimi tarafindan katalizlenir. O, ’nin enzimatik dismutasyonu (k: 2. 10°M's”
b, spontan dismutasyondan (k: 2.10° M's™) 10* kat daha hizli olarak gerceklesir [6,
16, 31].

20,7+ € + J2H* ——* H,O, + Oy

O, ’nin dismutasyonunu katalizleyen SOD’lar, aktif bolgelerinde metal iyonlari
iceren metaloproteinlerdir. Cu/Zn-SOD, Mn-SOD, Fe-SOD ve Ni-SOD olmak iizere
4 farkhi tipi bulunur. Bunlardan Fe ve Ni-SOD’lar prokaryotlarda ve bitkilerde,
Cu/Zn ve Mn-SOD’lar ise, memeli hiicrelerinde tanimlanmistir. Cu/Zn-SOD,
sitoplazma, niikleus ve peroksizomlarda bulunur. Dimerik yapiya sahiptir. Cu (II),
enzimin aktivitesinden sorumluyken; Zn (ID), enzim konformasyonunun
stabilizasyonunu saglar. Tetramerik yapiya sahip olan Mn-SOD ise, memeli
hiicrelerinin mitokondrilerinde yer alir. Her iki enzim de aym reaksiyonu

katalizlemektedir. Ozellikle oksijen kullaniminin fazla oldugu dokularda SOD
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aktivitesi fazladir. Buna karsilik, ekstraseliiler sivilarda diisiiktiir. Endotoksemi gibi
baz1 patolojik durumlar Cu/Zn-SOD ekspresyonunu hizli bir sekilde azaltmaktadir
[6, 31].

2.2.2. Nitrik oksit (NO)

Biyolojik sistemlerde olusan reaktif azot tiirlerinin en onemlisi oksidasyon durumu
+2 olan nitrik oksit (NO/azot monoksit)’tir. NO”’nun kimyasal dzelliklerine iligkin ilk
calismalar 1772 yilinda J. Priestly tarafindan yapilmistir. 1914 yilinda H. Dale ilk
kez in vivo olarak NO’nun varligim ortaya koymustur. 1980°de Furchgott ve
Zawadski, vaskiiler halkada asetilkoline yanit olarak endotel hiicrelerden salinarak
gevsemeye sebep olan bir faktdriin varligin1 tamimlamislar ve Endotel Kaynakli
Gevseme  Faktorii  (Endothelial Derived Relaxing Factor-EDRF) olarak
adlandirmiglardir. 1987°de ise, Ignarro ve Palmer, birbirinden bagimsiz olarak
yaptiklar1 ¢alismalarda EDRF’nin aslinda NO' oldugunu ve NO' iiretiminin l-arjinin
varligina bagli oldugunu gostermislerdir. Daha sonraki yillarda NO' ile ilgili
caligmalar hizla artmis, NO’nun fizyolojik ve patolojik olaylardaki rollerinin
boyutlar1 genislemis ve NO' organizmadaki 6nemi nedeniyle yilin molekiilii

secilmistir [2, 32-34].

Renksiz ve son derece toksik bir gaz olan NO, 20-30 saniyelik yar1 omre sahip bir
serbest radikaldir. Yiiksiiz ve lipofilik o6zellikte bir molekiil olmasi sebebiyle
membranlardan kolaylikla gegebilir. NO', pek ¢ok biyomolekiille zayif reaktiviteye
sahip olmasina karsin, diger serbest radikallerle olan reaksiyonlart olduk¢a hizlidir.
Diisiik konsantrasyonlardaki NO', viicutta diiz kaslarin gevsemesinden, noronal
fonksiyonlarin diizenlenmesine; yara iyilesmesinden, enfeksiyonlara karsi immiin
yanitin saglanmasina kadar pek cok oOnemli fonksiyona sahiptir. NO’nun bu
fonksiyonlart fizyolojik homeostazin siirdiiriilmesi acisindan biiyiikk 6nem
tasimaktadir. Bununla birlikte NO”’nun yiiksek konsantrasyonlardayken, cesitli
enzimlerin aktivitelerini inhibe ederek, lipit peroksidasyonunu indiikleyerek,
antioksidanlarin azalmasina veya DNA’da mutasyonlara sebep olarak ayni zamanda

sitotoksik etkilere sahip oldugu da gosterilmistir [1, 2, 30, 35].
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Nitrik Oksitin Biyosentezi ve Nitrik Oksit Sentazlar

NO;, esansiyel bir amino asit olan I-arjininin terminal guanido azotunun
hidroksilasyonu yoluyla I-sitriiline doniismesi esnasinda olusan bir yan iiriindiir. Bu
reaksiyon Nitrik Oksit Sentaz (NOS) olarak adlandirilan bir grup enzim tarafindan
katalizlenir. Memeli sistemlerinde NO' sentezi ilk olarak vaskiiler endotelyum, beyin
ve makrofajlarda tanimlandig i¢in NOS’lar, orjin aldiklar1 dokuya, fonksiyonel ve

yapisal 6zelliklerine gore 3’e ayrilirlar;

e Noronal NOS (nNOS/ Tip I NOS)
e Indiiklenebilir NOS (iNOS/ Tip II NOS)
¢ Endotelyal NOS (eNOS/ Tip III NOS)

Bunlardan nNOS ve eNOS birlikte c¢NOS (konstitiitif/yapisal NOS) olarak
adlandirilir. ¢cNOS ve iNOS arasinda pek cok yapisal ve fonksiyonel farklilik
olmasina karsin, memelilerde amino asit sekans1 bakimindan %50 oraninda homoloji
gosterdikleri belirlenmistir. NOS’un tiim izoformlan substrat olarak l-arjinin ve
molekiiler oksijene; kofaktor olarak nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH),
flavin adenin diniikleotid (FAD), flavin mononiikleotid (FMN) ve tetrahidrobiopterin
(BH4)’e gereksinim duyarlar [33, 36, 37].

NH2+YNH2 NDHYNHQ OYNHE
NH NH NH
02, NADPH 02, 1/2 NADPH
- - + *NO
NOS NOS
NHz+ COO- MHa+ COO- NHz+ COO-
L-ARJININ M-HIDROKSI L-ARJININ L-SITRULIN

Sekil 2.1. Nitrik oksitin sentezi [7]
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[1k saflastirilan ve klonlanan izoform nNOS’tur. nNOS, dimerik yapida, 1434 amino
asitlik, sitozolik bir proteindir. Noronlarin yani sira iskelet kasinda, pankreatik beta
hiicrelerinde, erkek esey organlarinda, hipofiz bezinde, adrenal medullada ve macula
densa’da da saptanmigtir. eNOS ise, 1203 amino asitlik, dimerik yapida bir
proteindir. Membrana bagli olarak bulunur. Genellikle vaskiiler endotelyal
hiicrelerde eksprese olur. Aym1 zamanda, hipokampiisiin piramidal néronlarinda ve
trombositlerde de ekspresyonuna dair bilgiler bulunmaktadir [2, 37].

++s

cNOS’larin aktivitesi Ca*™*-kalmodulin bagimlidir. Hiicre i¢i iyonize Ca*™"u arttiran

++

her tiirlii etkilesimde (asetilkolin, bradikinin vb.), Ca™ un kalmodulin reseptorlerine
baglanmasiyla bir kompleks olusur. Bu kompleks, cNOS’lar1 aktiflestirerek NO
sentezlenmesini saglar. Ca*"’u arttiran etki ortadan kalktiginda ise, hiicre i¢i Ca™
azalmaya baglar ve enzim aktivitesi ortadan kalkarak NO' sentezi durur. Bu nedenle
cNOS’lar, normal biyolojik sistemlerde kisa siireli ve diisiik konsantrasyonlardaki

NO' sentezinden sorumludur [2, 30, 33, 36].

NOS’un diger bir izoformu olan iNOS ise, tetramerik yapida, 1153 amino asitlik,
sitozolik bir enzimdir. ctNOS’lardan farkli olarak aktivitesi hiicre i¢i Ca™ artigina
bagh degildir. iNOS, lipopolisakkarit (LPS, endotoksin) gibi bakteriyel iiriinler ve
sitokinler (TNF-o, IL-1B, IFN-y) tarafindan transkripsiyonel olarak indiiklenir.
iNOS’un indiiksiyonu; basta makrofajlar, hepatositler, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve
kardiyomiyositler olmak iizere pek cok hiicre tipinde, hatta fizyolojik sartlarda NO
tiretimi olmayan hiicrelerde bile uzun siireli (20 saat) ve yiiksek konsantrasyonlarda
(nanomolar) NO' iiretimiyle sonuclanir. Bu deger, cNOS’lar tarafindan {iretilen

NO“dan yaklasik 1000 kat daha fazladir [3, 10, 33, 36-38].

cNOS’lar Ca™ artisgina bagh olarak kisa siirede aktive olup NO' sentezlemeye
baslarken, iNOS’un ekspresyonu i¢in genellikle birkac saate ihtiya¢ vardir. IFN-y ve
LPS ile uyarilmis makrofajlarda iNOS mRNA’s1 2 saat, iNOS proteini ise 4 saat
sonra tespit edilmis ve iNOS proteininin birka¢ giin boyunca aktif olarak hiicrede

kaldigi belirlenmistir [32, 33].
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cNOS ve iNOS aktiviteleri, N-nitro-l-arjinin (L-NNA) ve NG-monometil-l-arjinin
(L-NMMA) gibi l-arjinin tiirevleri tarafindan inhibe edilebilir. Ayrica ¢cNOS’tan
farkli olarak glukokortikoidler, IL-4, IL-10 gibi sitokinler de, iNOS mRNA’sinin
ekspresyonunu inhibe etmektedir. cNOS ve iNOS’lar arasindaki bazi temel

farkliliklar Cizelge 2.4’te verilmistir [32, 33].

iNOS tarafindan iiretilen NO', fizyolojik smirlarin ¢ok iizerinde olmasi nedeniyle
cesitli patolojik etkilere sahiptir. Bunlardan en 6nemlisi, hiicresel O, varliginda ileri
derecede sitotoksik bir iiriin olan peroksinitrit molekiiliiniin olusumunda rol

oynamasidir [1].

Cizelge 2.4. cNOS ve iNOS arasindaki farkliliklar [2, 32, 39]

OZELLIK ¢NOS iNOS
Ca*"’a Baghhk Var Yok
Diizenleme Ca"*/Kalmodulin Gen Transkripsiyonu
NO' Uretimi Diisiik (pM) Yiiksek (nM)
Uyaran Asetilkolin, Bradikinin, NF-(Kappa) Beta, LPS,
ADP/ATP, Stres, IFN-y
Serotonin, Noradrenalin
Uyarana Yanit Ani Geg
NO' Uretim Siiresi Kisa Uzun
Inhibitérler
e L-Arjinin Analoglar + +
®  Glukokortikoidler - +

Nitrik Oksitin Fizyolojik Etkileri

Giiniimiizde NO”’nun en iyi bilinen fizyolojik etkisi, guanilat siklaz enzimi ile olan
etkilesimidir. Bu etki ¢cNOS’lar tarafindan iiretilen diisiik konsantrasyonlardaki (<
1uM) NO”yu gerektirir. NO', sentezini takiben difiize oldugu hiicrelerde, sitozolik
guanilat siklazin aktif bolgesinde bulunan hem demirine geri doniisiimlii olarak
baglanir. Bu baglanmanin etkisiyle aktiflesen guanilat siklaz, guanozin trifosfati

(GTP), guanozin 3,5-siklik monofosfat (cGMP)’a doniistiiriir. Hiicrelerde artan
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cGMP seviyeleri de, protein kinazlar1 ve iyon kanallarim aktif hale getirerek hiicre

ici Ca

" un azalmasina sebep olur. NO’nun bu mekanizma yoluyla gerceklestirdigi

bazi hiicre koruyucu ve diizenleyici etkileri soyle siralanabilir;

Vaskiiler ya da vaskiiler olmayan diiz kaslarin gevsemesini saglar. Boylece

sistemik kan basincinin ve kan akiginin diizenlenmesinde rol oynar [30, 37]

Trombositlerin agregasyonunu, adezyonunu ve aktivasyonunu inhibe eder.

P1iht1 olusumunun erken fazinin diizenlenmesinde gorev alir [8, 32]

Lokositlerin endotel hiicrelerine adezyonunu ve migrasyonunu énler. Lenfosit
aktivasyonunu indirgeyerek, kronik ve akut inflamatuar reaksiyonlar

diizenler [1, 40]

MSS ve CSS’de norotransmitter olarak fonksiyon gosterir. Bilinen en diisiik
agirlikli  organik  nérotransmitterdir.  MSS’de, sinaptik  aktivitenin
arttinnlmasinda, koku alma, gérme, agriy1 algilama ve hafiza olugmasi gibi
islevlerde rol oynar. CSS’de ise, solunum fonksiyonunda, gastrointestinal

sistem motilitesinde ve mesane sfinkter islevinde etkilidir [36, 41].

NO’nun yukarida belirtilen etkilerinin yani1 sira cGMP’ten bagimsiz biyolojik

etkileri de bulunmaktadir.

Siklooksijenazlar gibi bazi enzimlerin hem gruplarina baglanarak

aktivasyonlarini saglar [39]

Peroksil radikali (RO;)’ni yakalayabilmesi nedeniyle giiclii bir lipit
peroksidasyonu inhibitoridiir [35, 39]

Beta hiicrelerinden insiilin iiretiminin kontroliine katkida bulunur [33]
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e Antibakteriyel, antiparazitik ve antitimoral etkiye sahiptir. Makrofajlar
tarafindan iNOS yoluyla sentezlenen NO;, mikroorganizmalardaki veya
tiimor hiicrelerindeki enzimlerin demir-siilfhidril gruplaria baglanarak DNA
sentezini ve solunum zincirini inhibe eder. Bdylece, spesifik olmayan
bagisiklikta ve konak doku savunmasinda 6nemli bir rol oynar. Degisik hiicre
tiplerinde yapilan in vitro c¢alismalarda, NO“’nun; bakteri, helmint,
mikobakter, protozoalar, parazitler, baz1 mantar ve viriislerin replikasyonunu
sinirlandirdigi ve hiicre bilyiimesini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu etkilerini
de, enzimlerin demir-siilthidril gruplariyla etkilesimi yoluyla gerceklestirdigi

ileri siiriilmektedir [1, 2, 32, 33].

Nitrik Oksitin Sitotoksik Etkileri

NO“nun sitotoksik etkileri, yiiksek konsantrasyonlarinda (>1uM), O, ve O, gibi
diger molekiillerle olan reaksiyonlar1 sonucunda olusan ¢ok sayidaki toksik tiirle
iliskilidir. Genellikle inflamatuar sartlar gibi iNOS aktivasyonunun meydana geldigi
durumlarda milimolar konsantrasyonlara ulagabilen NO', O, varliginda stabilitesini
koruyamaz ve oksitlenerek reaktif azot oksit iiriinleri (NOx)’ni olusturur [2, 8, 30,

36].

2NO + O, — 3 2NOjy (Azot dioksit)
2NO' + 2NO, — 2N,0;3 (Diazot trioksit)
2N,03 + 2H,0 —® 4NO, (Nitrit) + 4H"

2NOy . N,O4 (Diazot tetraoksit)

NO' ve NO’nun oksidasyonu ile olusan NO,, N,O; ve N,O, gibi tiirler,
nitrozilasyona sebep olan oldukca giiclii ajanlardir. Primer ve sekonder aminleri

nitrozilleyerek karsinojen nitrozaminleri olusturabilirler [2, 10].

NO“’nun diger bir 6nemli reaksiyonu da O," ile birleserek peroksinitrit (ONOO")’i
olusturmasidir. ONOO', o6zellikle asidik pH’da OH' benzeri iiriinleri olusturmak

izere parcalanan, giiclii bir oksidan ve sitotoksik bir tiirdiir. Pek ¢ok hiicre tipi
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aktivasyonlar1 esnasinda hem NO' hem de O,  iiretebildigi i¢in bu reaksiyonun

biyolojik 6nemi oldukga fazladir [3, 18].

NO' ve NO”dan tiirevlenen bu reaktif tiirlerin hiicrelerdeki baslica sitotoksik etkileri

sunlardir;

Antioksidanlarin azalmasina sebep olurlar [39]

¢ Deaminasyon, iplik kiriklari, alkilasyon ve oksidasyon yoluyla DNA’da hasar
olustururlar. Aynm1 zamanda, DNA tamir enzimlerini ve riboniikleotid

rediiktazin inhibisyonu yoluyla DNA sentezini inhibe ederler [35, 39, 41]

e Alkil transferaz, NAD dehidrojenaz, NADH-ubikinon oksidorediiktaz,
asotinaz, glutatyon rediiktaz, gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz ve protein

kinaz c gibi anahtar enzimlerin inaktivasyonuna neden olurlar [39, 41]

e Gegis metalleri ile olan reaksiyonlart sonucu lipit peroksidasyonunu

baslatabilirler [2, 39]

Membran reseptorlerini ve iyon tasiyicilarini inhibe ederler [39].

2.2.3. Peroksinitrit (ONOO")

Peroksinitrit, cesitli hiicre tipleri tarafindan {iiretilen NO' ve O;’nin, memeli
fizyolojisindeki en hizli reaksiyonlardan biriyle (k: 6,7.10° M''s™) birlesmeleri
sonucu olusan olduk¢a giiclii ve 1,9 saniyelik yar1 omriiyle nispeten daha uzun
Omiirli bir oksidandir. NO' ve O, ’nin eslenmemis elektronlar1 birleserek yeni ve
stabil bir N-O bag1 olusturdugu icin ONOO" bir serbest radikal degildir [11, 38, 42,
43].
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6,7.10° M's™!
T0-0 o+ NO » 0-O-N=0O
(Suiperoksit) (Nitrik oksit) (Peroksinitrit)

Normal kosullarda hiicrelerdeki ONOQO™ iiretimi simrhdir. Ciinkii; fizyolojik
fonksiyonlar i¢in iiretilen NO" miktar1 yaklagik 10-100 nM kadardir ve bu deger O,
’yi ortamdan uzaklastiran hiicre i¢i SOD konsantrasyonundan (5-10 uM) oldukca
diisiiktiir. Ancak, endotoksemi gibi cogu patolojik siirecte NO' ve Oy iretimi
spontan olarak uyarilir. Bu durumda NO', O, ile reaksiyona girmek i¢in SOD’la
yarisacak kadar yiiksek konsantrasyonlara ulasir. Sonugta, NO" ve O;", O, ’nin SOD
tarafindan dismutasyon hizinin (k: 2,5.10° M's™) yaklasik 2-3 kat1 kadar daha hizli
bir reaksiyonla ONOO’yu olustururlar. NO' ve O, konsantrasyonlarindaki her 10
kat artis, ONOQO™ olusumunda 100 kat artisa sebep oldugu icin, NO' ve O, iiretiminin
uyarildig: sartlarda dokulardaki ONOQO™ miktar1 toksik seviyelere ulasabilir [5, 9, 10,
30, 44].

NO' saniyeler siiren bir yar1 6mre sahiptir ve hidrofobik yapisi sayesinde
membranlardan kolayca gecerek sentezlendigi alandan diger hiicrelere difiize
olabilir. Buna karsilik O,~, SOD tarafindan yikilmadan 6nce milisaniyeden bile daha
az olan yar1 6mriiyle hiicre icinde ¢ok kisa mesafelere taginabilir ve membranlardan
sadece anyon kanallar1 araciligiyla gegebilir. Bu nedenle, ONOO olusumu baslica

O, ’nin iiretim alanlarinda gerceklesir [9, 45].

Biyolojik sistemlerde peroksinitritin baglica 3 aktif formda bulundugu tahmin

edilmektedir. Bunlar;

(1) ONOQ'" (Peroksinitrit Anyonu)
(2) ONOOH (Peroksinitroz Asit)
3) ONOOH" (Uyarilmis Peroksinitrit)’tir [9].

ONOO'", ON-OO kismi ¢ift baginin yapisi sebebiyle cis ve trans izomerleri seklinde

bulunur. NO'" ve O, tarafindan iiretilen ONOO" ise, cis konformasyonundadir. iki
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izomer arasinda yaklasik 20 kcal/mol gibi oldukg¢a yiiksek bir enerji bariyeri
bulunmasi nedeniyle ONOQ’, fizyolojik sicaklik ve pH’da trans formuna izomerize
olamaz. ONOQO”nun bu aligilmadik geometrik stabilitesi, peroksinitrit toksisitesine
katkida bulunan O©nemli faktorlerden biridir. Ciinkii ONOOS, stabil cis
konformasyonundayken ONOOH’a protonlanmadan ©Once oldukca uzak hiicresel
hedeflere ulasabilir. Fizyolojik pH’da ONOQO™ icin membran gecirgenligi yaklasik 8.
10* cm/sn olarak hesaplanmistir ve bu deger O;" i¢in hesaplanandan 400, OH' i¢in
hesaplanandan ise 10 000 kat daha fazladir [7, 9, 19, 43].

ONOO' fizyolojik pH’da protonlanarak konjuge asiti ONOOH’1 olusturur. ONOOH,
stabil bir molekiil degildir ve kolayca molekiil i¢i yeniden diizenleme ile nitrat (NO3
)’a izomerize olur. Aym zamanda, homolitik par¢alanmayla OH ve NO;’yi;

heterolitik par¢alanmayla da NO," ve OH’1 olusturabilir [9, 11, 38, 42].

Pxa: 6,8 /

‘0-O-N=O + H¥ <> H-0-O-N=0 —> NO; + H'

N

ONOOH" ise, ONOOH’1n NOse izomerizasyonu esnasinda olusan kisa 6miirlii bir

NO,; + OH

N02+ + OH

ara bilesiktir ve kimyasal yapisi tam olarak bilinmemektedir [9].

ONOO «——> ONOOH «——> ONOOH" —  NOj; + H'

Peroksinitrit ~ biyolojik  etkilerini  baslica 3 farkli reaksiyon yoluyla

gerceklestirmektedir. Bunlar;

(1) Direk redoks reaksiyonlari
(2) ONOOH aracili reaksiyonlar
(3) CO; ile reaksiyonlar’dir [45].
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'NOz-I- COE-;-

o

[ONO,CO;] —» NO, + CO,
F A

CO;

095!
‘NO + 05 —= ONOO" —'-DNDDH ===[NO, ‘OH] —= NO; + H*

%70
%30

M1 'NO, + “OH

Sekil 2.2. Peroksinitritin reaksiyonlar1 [45]

ONOOH™1n direk reaksiyonlari, gecis metallerinin 1 e” oksidasyonu (Sekil 2.2 a) ile;
tiyoller, siilfhidril gruplar1 ve aminlerle 2 e” oksidasyon reaksiyonlarini (Sekil 2.2 b)
kapsamaktadir. Fizyolojik pH’da ONOOQO”’nun, H,O,’den yaklagik 1000 kat daha
yiiksek bir oranda siilfhidril gruplariyla reaksiyona girdigi belirlenmistir [7, 10, 45].

Peroksinitritin ONOOH aracili etkileri, NO,", OH, NO, ve NOj gibi bir dizi
sitotoksik {iriinii olusturmasiyla ilgilidir (Sekil 2.2 c,d). ONOOH’mn homolitik
parcalanmasiyla olusan OH', bilinen en reaktif radikallerden biridir. NO," ve NOy
ise, oksidatif hasara sebep olma yetenekleri ¢ok iyi tanimlanmis tiirlerdir. ONOO', bu
riinler yoluyla tirozin, triptofan, fenilalanin gibi aromatik amino asitlerin, DNA
bazlarinin, diisiik molekiil agirlikli antioksidanlarin nitrasyonu ve oksidasyonunda rol

oynar [4, 7, 42].

ONOO”nun CO; ile olan reaksiyonu ise olduk¢a hizlidir (k:5,8.10% M's™, 37°C) ve
birleserek kisa Omiirlii bir ara bilesik olan nitrozoperoksikarbonat (ONOOCO;)’1
olustururlar. ONOOCO, de, ya homolitik parcalanmayla NO, ve CO;~ (karbonat
radikali)’ii ya da yeniden molekiil i¢i diizenlemeyle nitrokarbonat (O,NOCO,)’1

olusturur (Sekil 2.2 e). CO, ile olan bu reaksiyonun, ONOO’nun nitratlama
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kapasitesini belirgin bir sekilde arttirirken, oksidatif kapasitesini azalttig1 in vitro

calismalarla gosterilmistir [7, 9, 44].

Peroksinitritin bu reaksiyonlar1 araciligiyla gerceklestirdigi bazi sitotoksik etkileri

sOyle siralanabilir;

e Hiicre membranlarindaki ¢esitli iyon pompalarini, Ca™ ile aktive olan
potasyum kanallarin1 ve membran Na*/K* ATPaz aktivitesini inhibe eder [33,

46]

e Lipit peroksidasyonunu baslatir [8, 10]

e NAD, BH4 gibi molekiillerin oksidasyonu yoluyla, aktivasyonlar1 bu

molekiillere bagl enzimlerde inaktivasyona neden olur [46]

o Siilfhidril grubu ve gecis metalleriyle olan yiiksek reaktivitesi sebebiyle, cok
fazla miktarda demir-kiikiirt iceren proteinlere sahip olan mitokondriyal

solunum zincirini inhibe eder [9]

e Mitokondriyal hasar, Ca"™ homeostazimn bozulmasi, kaspazlarin
aktivasyonu, hiicre sinyallerinin iletiminde bozukluklar ve DNA hasari

yoluyla nekroz veya apoptozda rol oynar [46]

e Glutatyon, sistein ve askorbik asit gibi onemli antioksidanlar1 okside eder

[11,46]

e Tirozin, metiyonin, triptofan gibi aromatik amino asitlerin nitrasyonu ve
oksidasyonuyla, pek ¢ok yapisal proteinin ve enzimlerin inaktivasyonuna

sebep olur [8, 46].
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2.3. Peroksinitrit ve 3-Nitrotirozin

Peroksinitritin proteinlerle olan reaksiyonlarindan biri, proteine bagli veya serbest
olarak bulunan tirozin amino asitini ¢esitli mekanizmalarla orto pozisyonundan (3.
karbon atomundan) nitrolayarak, stabil bir son iiriin olan 3-Nitrotirozin (3-NT)’i
olusturmasidir. Bu nitrasyon reaksiyonu spontan olarak ilerleyebilecegi gibi, gecis
metalleri ve Cu/Zn-SOD, MPO gibi metaloproteinler tarafindan da katalizlenebilir
[4,7,8].

OH OH
NH,+ Cu,Zn-50D NHy+
MPO
Q + oono _-_ O NO.
Q
TIROZIM PERCKSINITRIT 3-HITROTIROGZIN

Sekil 2.3. Tirozinin peroksinitrit tarafindan nitrasyonu [8]

Tirozinin peroksinitrit aracili nitrasyonunda farkli mekanizmalarin rol oynadig ileri

surilmektedir. Bunlar;

A) ONOQ', gecis metalleriyle (M) reaksiyonu sonucu, giiclii bir nitratlayici tiir olan
NO,"y1 olusturur ve NO," tirozin nitrasyonuna neden olabili. ONOOH ise, ya
homolitik parcalanmayla olusturdugu OH' ve NO, radikalleri araciligiyla ya da
ONOOH " iizerinden tirozini nitratlayabilir (Sekil 2.4 a) [7, 18].

B) ONOOH dogrudan tirozinle etkileserek tirozil radikalini, NO, ve H,O’yu
olusturur. Tirozil radikali ile NO, arasindaki radikal bilesimi ise, nitrotirozin

olusumuyla sonuglanabilir (Sekil 2.4 b) [7, 47].

C) ONOO’nun fizyolojik sartlarda CO, ile olan reaksiyonu sonucu olusan
ONOOCO; de, ya homolitik parcalanarak olusturdugu NO, yoluyla ya da molekiil
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ici yeniden diizenlemeyle olusan O,NOCO, araciligiyla tirozin nitrasyonuna

katilabilir (Sekil 2.4 ¢) [7, 29].

[4]

ONCOH — HO" "NOy

ONOOH — ONOOH®

R

ONOOH + Qg S @ +*NO; + Hz0
OH O
A
NOg

Q CH

oMOO—G
"\0_ \

o cos

o
A
DENO—C‘/

o-

Tirozin I-NT Tirozin

Sekil 2.4. Tirozinin peroksinitrit aracili nitrasyon mekanizmalari [7]

In vivo 3-NT olusumunun ilk kanit1 1990 yilinda Ohshima ve arkadaslari tarafindan
insan idrarinda serbest nitrotirozin ve onun deaminlenmis/dekarboksillenmis

metaboliti olan 3-nitro-4-hidroksifenil asetatin tespit edilmesiyle elde edilmistir [7].
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3-NT, normal bireylerin plazma ve dokularinda saptanamayacak kadar diisiik
seviyelerdeyken, inflamatuar ve dejeneratif siirecler gibi artmig NO' iiretimi ve
oksidatif stresle iligkili durumlarda anlaml miktarda artis gosterir. Ateroskleroz, akut
ve kronik akciger hastaliklari, norodejeneratif hastaliklar (ALS, MS, Parkinson,
Alzheimer), miyokardiyal inflamasyon, sepsis gibi pek cok insan hastaliginda
proteine bagli veya serbest 3-NT diizeylerinin belirgin sekilde arttign cesitli
tekniklerle gosterilmistir [7, 47-49].

NO' ve NO’dan tiirevlenen peroksinitrit gibi molekiillerin cok kisa yar1 6mre sahip
olmalar1 nedeniyle in vivo olarak direk Olglimlerine dayali teknik imkanlar
bulunmamaktadir. Peroksinitritin stabil ve spesifik bir son iiriinii olan 3-NT, insan
hastaliklarinda ve hayvan modellerinde, peroksinitrite bagli protein hasarinin tespit
edilmesinde yaygin sekilde kullanilan bir belirte¢ olmasi agisindan 6nemlidir [4, 7, 8,

47].

2.4. 3-Nitrotirozin Ol¢iim Yontemleri

Biyolojik numunelerden 3-NT tespiti icin spesifikligi ve hassasiyeti birbirinden farkli
olan cesitli metotlar gelistirilmistir. Bunlar; immiinohistokimya, ELISA, western
blotlama gibi immiinokimyasal teknikler ile spektrofotometre, yiiksek performansl
sivi kromatografisi (HPLC), gaz kromatografi-kiitle spektrometresi (GC-MS) ve
termal enerji analizorlii gaz kromatografisi (GC-TEA) gibi analitik metotlar

kapsamaktadir [8, 50, 51].

2.4.1. immiinokimyasal metotlar

Proteinlerdeki 3-NT’lere karsi spesifik monoklonal ve poliklonal antikorlarin
kullanim1 bu metotlardan biridir ve bu antikorlar, jel elektroforezden sonra western
blotlama teknigi ile 3-NT’leri tespit etmek i¢in de kullanilabilir. Antikorlarin
kullanimi  nitratlanmig  proteinlerin  tespit  edilmesinde ve  3-NT’lerin

lokalizasyonlarinin belirlenmesinde faydali olmasina karsin, bu teknigin kullanimu ile
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3-NT miktar tayini yapmak zordur. Ayni1 zamanda, bu calismalar esnasinda asiri

miktarlardaki 3-NT nin antikor baglanmasini engelledigi de goriilmiistiir [7, 8, 18].

Khan ve ark. (1998) ise, homojenatlar ve biyolojik sivilardaki nitratlanmis proteinleri
tayin etmek icin bir ELISA metodu gelistirmislerdir. Protein nitrasyonunun
hesaplanmasi i¢in c¢esitli oranlarda diliie edilmis, nitratlanmis BSA’daki immobilize
antijene anti-nitrotirozin antikorlarmin baglanmasi tespit edilerek bir standart egrisi
elde etmislerdir. Ancak, antikorlarin degisik proteinlerdeki nitrotirozinler icin olan

afinitesi farkli olabilecegi icin bu metodun semikantitatif oldugu kaydedilmistir [52].

2.4.2. Analitik metotlar

Spektrofotometre

3-NT, stabil bir iiriindiir ve spektrofotometrik olarak kolaylikla 6lgiilebilir. Asidik
soliisyonlarda (pH:5) 365 nm’de veya bazik sartlarda (pH:9,5) 430 nm’de maksimum
absorbansa sahiptir. Spektrofotometrik analiz, izole proteinlerde basariyla
uygulanmasina karsin, hassasiyetinin zayif olmasi ve oldukca saf numunelere ihtiyag
duyulmas: sebebiyle kullanimi simirlidir. Doku proteinlerindeki 3-NT’lerin tayini

daha spesifik metotlar1 gerektirmektedir [8, 18].

Yiiksek Basinchi S1vi Kromatografisi (HPLC)

HPLC metotlar1 arasindaki temel farkliliklar ¢aligmada kullanilan dedektor cesidine
baghdir.

Ultraviyole Dedektor

3-NT, 365 ve 430 nm’de maksimum absorbansa sahip olmasi nedeniyle bu dalga

boylan kullanilarak 6lciim yapilabilir. UV dedektor kullaniminin avantaji 3-NT nin

yani sira ditirozin, orto- ve meta-tirozin gibi tirozinin diger metabolitlerinin de tayin
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edilebilmesidir. Ancak, doku ve viicut sivilarindaki diisiik seviyelerde 3-NT

miktarini belirlemek i¢in yeterince hassas bir metot degildir [8, 18, 50].

Floresan Dedektor

3-NT floresan olmamasina kargin giiclii floresan bilesenlerle yapisal olarak
degistirilerek floresan dedektorle analiz edilebilir. Nitrotirozinin amino grubunun 7-
floro-4-nitrobenzo-2-oksa-1,3-diazol (NBD-F) veya O-fitalaldehit (OPA) gibi uygun
derivatize edici ajanlarla reaksiyonu, floresan dedektorle olgiilebilen bir iiriin verir.
Floresan dedektor kullaniminin en Onemli dezavantaji; derivatizasyon esnasinda
floresan bilesenlerin tam verimle olusmamasidir. Bu da, ilgili nitrotirozin pikinin
tespitini giiglestirir. Ayrica diisiik miktarlardaki 3-NT’yi saptamak i¢in yeterince
hassas degildir [8, 50].

Elektrokimyasal Dedektor

Elektrokimyasal dedektorle olciimiin temeli, elektriksel potansiyel yiiklii bir sabit ile,
elektrikle ayrisim yapan bir hiicreden akan analitlerin oksidasyonu veya
rediiksiyonuna dayanir. Aminotirozin gibi aromatik aminler kolaylikla okside
olurken, nitrotirozin gibi nitroaromatik bilesenler indirgenir. HPLC-Elektrokimyasal
Dedektor kombinasyonu, hassasiyet ve spesifiklik agisindan en geligsmis metot olarak

kabul edilmektedir [4, 8, 50].

2.5. Taurin

Ik kez 1827°de okiiz safrasinin bir bileseni olarak kesfedilen ve Bos Taurus olarak
adlandirilan  taurin  (2-aminoetansiilfonik  asit), metiyonin  ve  sistein
metabolizmasindan tiirevlenen, 125 kDa molekiil agirhginda, kiikiirt iceren bir [B-
amino asittir. Diger amino asitlerden farkli olarak karboksil grubu (-COOH) yerine
bir siilfonik asit grubuna (-SO3;H) sahiptir. Protein sentezinde kullanilmaz, bunun
yerine hiicrelerde serbest olarak bulunur ya da bazi basit peptitlerin yapisina katilir

[14, 53-55].
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Sekil 2.5. Taurinin yapis1 [14]

Taurin pek ¢ok hayvansal dokuda ve oOzellikle de polimorfoniiklear lokositler
(PMNL) gibi proinflamatuar hiicrelerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Bilinen

en eski fonksiyonu safra asitlerinin konjugasyonudur. Bunun yam sira memelilerde;

= Antioksidan aktivite

= MSS’nin gelisimi

= Retinal gelisim

= Membran ve protein stabilizasyonunun saglanmasi
* Ca" homeostazinin siirdiiriilmesi

= Detoksifikasyon

*  Ureme

= Bagisiklik

= Hiicre biiyiime ve farklilasmasinin kontrolii

= Apoptozun diizenlenmesi

= Glikoliz ve glikoneogenezin uyarilmast gibi 6nemli fizyolojik olaylarda

gorev alir [12-14, 54, 56].

Taurinin tim bu fonksiyonlar1 yerine getirebilmesi hiicre i¢i taurin

konsantrasyonlarina baghidir. Bu da;

1) Diyetle direk taurin alimi
2) Taurinin karaciger ve diger alternatif dokular tarafindan de-novo sentezi

3) Bobrekten reabsorbsiyonu ile saglanmaktadir [56, 57].
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Cesitli tiirlerle yapilan in vivo ve in vitro calismalarda, diisiik taurin diizeylerinin
retinal dejenerasyon, kardiyomiyopati, biiyiime ve gelismenin gecikmesi ile iliskili
oldugu kamitlanmigtir. Taurinin klinik olarak kardiyovaskiiler hastaliklarin,
hiperkolesteroleminin, Alzheimer hastaliginin, goz ve karacigerle ilgili hastaliklarin,

diyabetin ve kistik fibrozisin tedavisinde yararl olacag ileri siiriilmektedir [14].

2.5.1. Taurinin biyosentezi

Taurinin biyosentezi temelde beyin ve karacigerde, metiyonin ve sistein
metabolizmasinin bir boliimiinde gerceklesir. Taurinin dogrudan sisteinden ya da
metiyoninin sisteine doniislimii yoluyla sentezi i¢in birka¢ olas1 mekanizmadan sz

edilebilir. Bunlar;

(1) Sisteinin, sistein siilfinik asite oksidasyonu, olusan sistein siilfinik asitin
hipotaurine dekarboksilasyonu ve hipotaurinin oksitlenerek taurini olusturmas: (Bu

yol Sistein Siilfinat Yolu olarak adlandirilir),

(2) Sisteinin, sistein siilfinik asite oksidasyonu, ardindan sisteik asitin olusumu ve

taurine dekarboksilasyonu,

(3) Sisteinin dekarboksilasyonu ile olusan sisteaminin hipotaurine, hipotaurinin de

taurine oksidasyonu’dur (Sekil 2.6) [13, 14, 54, 56].

Taurin sentezinde gorev alan tiim enzimler bir kofaktor olarak B6 vitamininin aktif
koenzim formu olan pridoksal-5-fosfat (PSP)’a gereksinim duyarlar. Bu nedenle B6

vitamini eksikligi endojen taurin diizeylerinde azalmaya sebep olur [13, 14, 54].
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Sekil 2.6. Taurinin biyosentezi [58]

Taurin biyosentezinin hiz kisitlayict enzimleri, sistein siilfinat yolunda, sisteinin,
sistein siilfinik asite oksidasyonunu saglayan Sistein Dioksijenaz (CDO) ile sistein
stilfinik asiti hipotaurine doniistiiren Sistein Siilfinik Asit Dekarboksilaz (CSAD)’ dir.
CDO ve CSAD, temel olarak karacigerde lokalize olmuslardir. Ancak bdobrek,
testisler, beyinde glial hiicreler (6zellikle astrositler) gibi alternatif taurin sentez
bolgeleri olabilecek ekstrahepatik dokularda da tanimlanmislardir. CDO cDNA’s1,
rat ve insan karacigerinden klonlanmis olup, 200 amino asitten olusan yaklasik 23
kDa agirliginda bir proteini kodlamaktadir. Fare, rat ve insan CDO’larinin amino asit
sekanst bakimindan % 92 oraninda homoloji gosterdigi bulunmustur. CSAD
cDNA’s1 ise, rat, insan ve fare karacigerinden klonlanmistir. 493 amino asitten
olusan 55,2 kDa agirliginda bir proteini kodlar. Rat ve fare CSAD’lar1 % 98, insan ve
rodent CSAD’lar1 % 90 oraninda homoloji gostermektedir [12, 56, 57].

Hiicre ici taurin konsantrasyonlari, hiz kisitlayict enzimler olarak CDO ve CSAD’1n
ekspresyon diizeyi ve regiilasyonuna baghdir. Diger memelilerle kiyaslandiginda
insanlarda CSAD aktivitesi oldukca diisiiktiir ve bu yiizden taurin sentezi
muhtemelen daha diisiik kapasitededir. CSAD ve CDO enzim aktiviteleri, diyetle
kiikiirtlii amino asitlerin alinmasina bagli olarak degisebilir. Ratlarla yapilan bir

calismada, diyetle yiiksek konsantrasyonlarda metiyonin ve sistein alinmasinin
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karaciger CDO aktivitesini belirgin sekilde arttirirken, CSAD aktivitesini azalttigi
gozlenmistir. Farkli bir calismada, astrosit kiiltiirlerine eksojen taurin uygulamasinin
CDO ve CSAD mRNA diizeylerinde herhangi bir degisiklige sebep olmadigi
bulunmustur. Bu sonug, CDO ve CSAD gen ekspresyonlarinin hiicre i¢i taurin
tarafindan kontrol edilmedigini gostermektedir. Karaciger CSAD aktivitesi ayni
zamanda yas, cinsiyet ve stres gibi faktorlerden de etkilenir. Genellikle erkekler,

kadinlardan daha yiiksek enzim aktivitesine sahiptir [14, 54, 56].

Taurin sentezleme yetenegi tiirler arasinda biiyiik 6lciide farklilik gosterir. Insanlar
icin maksimum sentez orani bilinmemektedir ancak yetiskinlerde ortalama giinliik

sentez 0,4-1 mmol (50-125 mg) civarindadir [54].

Taurini oksitleyebilme yetenegine sahip olmadiklan icin, 6karyotlarda taurinin ileri
metabolizmas1 yoktur ve enerji kaynagi olarak kullanilmaz. Bakteriler ise taurini,

kiikiirt, azot, karbon ve enerji kaynagi olarak kullanmaktadirlar [53, 59].

2.5.2. Taurinin tasinmasi

Taurin, hidrofilik o6zellikte olmasi sebebiyle membranlardan gecemez ve tiim
dokulara tasiyici proteinler olan Taurin Transporter (TauT)lan aracihigiyla aktif
olarak tagimir. TauT’ler 70 kDa molekiil agirliginda, 620 amino asitten olusan, Na*
ve CI” bagimh tasiyicilarin yer aldigi genis bir ailenin iiyesidir. TauT lerin taurin
afiniteleri hiicre tiplerine gore degisiklik gosterir. Bir taurin molekiiliiniin hiicre
membranindan taginabilmesi igin, en az 2 Na* ve 1 Cl” iyonuna gereksinim duyulur

[56, 57, 60].

TauT cDNA’s1, insan tiroid hiicreleri, kopek bobrek hiicreleri, insan plasentasi, fare
retinasi, sigir endotel hiicreleri, rat ve fare beyni gibi ¢esitli memelilerin pek ¢ok
hiicre ve dokusundan izole edilmis olup, kodladig1 protein memelilerde % 90’dan
daha fazla oranda homoloji gosterir. TauT geni farede 6., insanda ise 3. kromozomda
yer almaktadir. Fare NIH3T3 fibroblastlariyla yapilan bir c¢alismada, TauT’lerin,

hiicre membrani, sitoplazma ve niikleusta lokalize oldugu gosterilmistir. Bu durum,
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hiicrelerin, spesifik bir uyaranla plazma membranina tasinabilen hiicre ici bir TauT

havuzuna sahip olduklarinin gostergesi olabilir [12, 56, 57, 59].

Cesitli in vitro calismalarda, taurin, TNF-o0 ve NO' uygulamalarinin, TauT
ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynadig1 kanitlanmistir. Renal epitelyal hiicre
hatti, plasental ve intestinal hiicre hatti, astrosit kiiltiirii ve beyin kapiller endotel
hiicrelerinde taurin uygulamasinin, taurin taginmasim ve/veya TauT mRNA
diizeylerini azalttigr gosterilmistir. TNF-o'nin TauT ekspresyonundaki etkisini
incelemek amaciyla beyin kapiller hiicreleri ve insan intestinal hiicre hattiyla yapilan
calismalarda, TNF-o’nin, artan TauT mRNA’lan ile iligkili olarak taurin tasinmasini
artirdigi gézlenmistir.  Bu sonuca gore, TauT geninin ekspresyonunun TNF-o
tarafindan aktive edildigi sOylenebilir. Bridges ve ark. (2001) ise, retinal pigment
epitelyal hiicre hattinda NO' donérlerinin taurin taginmasin uyardigini bulmuslardir.
NO' donorleri, TauT geninin transkripsiyonunu aktive ederek TauT mRNA

diizeylerini arttirmistir [56, 61].

Taurinin biyolojik etkilerinin ¢ogu, hiicresel konsantrasyonuna baghidir ve bu
konsantrasyonun kontrol edilmesinde, taurin biyosentezinin yami sira ekstraseliiler
ortamdan taurin tasimnmasini saglayan TauT’lerin de biiyiikk rolii bulunmaktadir.
Heller-Stilb ve ark. (2002), TauT geni ¢ikarilmis bir fare modeli gelistirmisler ve
taurin diizeylerinin kontrol grubuna gore plazma, bobrek, karaciger ve gbzde % 74,

iskelet kasi1 ve kalpte % 95 oraninda azalma kaydettigini gdzlemlemislerdir [12, 62].

2.5.3. Taurinin atilim ve reabsorbsiyonu

Taurinin atilimi, idrar ve safra olmak iizere baslica iki yolla gerceklesir. Dokulardaki
uygun taurin diizeylerini siirdiirmek icin, taurinin atilimi ve yeniden absorbsiyonu
bobrek tarafindan siki bir sekilde denetlenmektedir. Taurin glomerulusta filtre edilir
ve proksimal tiibiiliin firca kenar membranlarina yerlesmis olan TauT’ler tarafindan
reabsorbe edilir. Organizmada pek ¢ok amino asit % 98-99 oraninda reabsorbe

edilirken, bu oran taurin i¢cin % 40-99,5 arasinda degismektedir [12, 54, 59].
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Sekil 2.7. Taurinin proksimal tiibiil hiicrelerinden taginmasi [59]

Giinliik atilan taurin miktar1 bireyden bireye, ayn1 sekilde bir birey i¢in giinden giine
degisiklik gosterebilir. Bu miktar ortalama 0,22-1,85 mmol seklinde belirlenmistir.
Genetik faktorler, yas, cinsiyet, beslenme sekli, renal fonksiyon ve klinik sartlar gibi

bazi faktorler bu orani etkilemektedir [54].

Bobrekte yapilan calismalar, renal tiibiil hiicrelerinin taurin tagima kapasitesinin,
diyetle alman taurin miktariyla ters iligkili oldugunu gostermistir. Diyetle sinirl
miktarda taurin alimini takiben taurin taginmasinin (reabsorbsiyonun) arttigi, aksine
taurin acisindan zengin diyeti takiben taginmanin azaldigi gézlenmistir. Bu durum,
bobrekte, taurin alimindaki degisikliklere karst duyarli bir renal adaptif yanitin

oldugunu diisiindiirmektedir [56, 59].

2.5.4. Taurinin dagilim ve turnoveri

Taurin, algler hari¢ bitkiler aleminde ¢ok diisiik konsantrasyonlarda (nmol/gr doku)
bulunur. Protozoalarda dagilimi seyrekken, eklembacaklilar dahil tiim hayvanlar

yiiksek konsantrasyonlarda taurin igerirler [53, 57].

Tiirler ve hiicreler arasindaki farkliliklara Kkarsin, taurin memeli hiicrelerinde
genellikle milimolar konsantrasyonlarda bulunur. Retina, 16kositler, trombositler,

beyin, kalp, iskelet kasi ve karaciger gibi asir1 miktarda serbest radikal iireten
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dokularda daha yiiksek konsantrasyonlarda dagilima sahiptir. MSS’deki tiim hiicreler
taurin icerirler. Kalpte ise, toplam amino asit havuzunun % 60’1n1 olusturur.
Memelilerde plazma, BOS ve ekstraseliiler sivilarda 10-100 uM konsantrasyonlarda
bulunur. Retinadaki konsantrasyonu tiirler arasinda degisiklik gostermesine karsin,
yaklagik 29 umol/gr doku kadardir ve 6zellikle fotoreseptor tabakada yogun olarak
bulunmaktadir. Pineal bez, hipofiz bezi gibi salgi yapan dokularda 60 umol/gr doku
kadar yiiksek konsantrasyonlardadir [53, 54, 63].

Ortalama 70 kg agirliginda bir insanda yaklasik 70 gr (560 mmol) taurin bulunur.
Insanlarda cesitli organ ve hiicrelerdeki taurin dagilimi Cizelge 2.5’te verilmistir.
Uzun siiren agliklarda, cerrahi operasyonlarda, travma ve sepsis gibi baz1 patolojik
durumlarda hem plazma hem de hiicre i¢i taurin konsantrasyonunun azaldigi

bilinmektedir [13, 54].

Cizelge 2.5. Taurinin insan viicudundaki dagilimi [54]

(umol/gr doku) (umol/L)
Beyin 0,8-5,3 Safra 200
Kalp 6 Siit 337
Bobrek 1,4-1,8 Tiikiirtik 16-65
Karaciger 0,3-1,8 BOS 5-36
Akciger 1-5 (umol/gr doku)
Kas 2,2-54 Eritrositler 0,05-0,07
Dalak 11,4 Lokositler 20-35
Retina 30-40 Trombositler 16-24

Taurinin dokulardaki turnover hizi, hem tiirlere hem de hiicre ve organ tipine gore
farklihik gostermektedir. Ratlar, yiiksek endojen taurin turnoverina sahiptirler.
Huxtable (1981) ratlarla yapmis oldugu calismada, taurin agisindan zengin diyette
yarilanma Omriinii tiim visseral organlarda 4,8+1, beyinde 5,5+1, tiim viicutta 11,4
giin; taurin icermeyen diyette ise, visseral organlarda 8,742, beyinde 6,7 ve tiim
viicutta 15 giin olarak bulmustur. Taurin, bobrek, dalak, karaciger tarafindan kalp ve
kasa gore daha hizli alimir. Kalp, akciger, dalak, kas, beyin ve bagirsakta ise uzun

suire kalir [55, 60, 63-65].



34

2.5.5. Taurin kaynaklari

Saglikli insanlarda viicuttaki taurin havuzunun ana kaynagim diyetle taurin alimi
olusturmaktadir. Omnivor bir diyetten alinmasi gereken taurin miktar1 58 mg olarak
belirlenmistir. Bitkisel kaynakli besinler genellikle diisiik miktarlarda taurin
icerirken, hayvansal kaynakli besinler taurin bakimindan zengindir (Cizelge 2.6). Bu
nedenle vejeteryanlarda taurin alimi sinirhidir ve siklikla diisiik oranda kiikiirtlii
amino asit iceren gidalarla beslendikleri i¢in, plazma taurin konsantrasyonlar: normal

degerin cok altindadir [12, 54].

Cizelge 2.6. Baz1 gida maddelerinin taurin igerikleri [54]

ETLER (mg/100 gr)
Sigir 43
Domuz 61
Tavuk 169
Hindi 306
Kuzu 47
Jambon 50
DENIZ URUNLERI

Ton Balig1 (konserve) 42
Alabalik 151
Midye 655
Istiridye 70
SUT VE SUT URUNLERI

Pastorize Siit 6
Cedar Peyniri -
Yogurt (yagsiz) 3,3
Dondurma (vanilyali) 1,9
MEYVE, SEBZE, KURUYEMIS, -
BAKLAGILLER VE TAHILLAR

Taurin biyosentezi i¢in gerekli bir enzim olan CSAD aktivitesi, insan ve primatlarda
diisiik, kedilerde ise yok denebilecek kadar azdir. Bu sebeple taurin kediler igin
esansiyel, insanlar ve primatlar icin sarta bagli olarak esansiyeldir. Taurin yeni
doganlar icin de esansiyel bir amino asittir. Ciinkii; enzim sistemleri gelismemis
oldugundan taurin sentezleme kapasiteleri sinirlidir ve bobrekleri heniiz taurini

muhafaza edebilecek sekilde gelismemistir. Pastorize inek siitiine kiyasla yiiksek
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konsantrasyonlarda taurin iceren insan anne siitii, yeni doganlar i¢cin 6nemli bir taurin
kaynagidir. Aym1 zamanda taurin, TauT’ler araciligiyla plasental bariyeri gecerek

aktif olarak anneden fetiise tasinmaktadir [12, 13, 54].

2.5.6. Taurin iceren peptitler

Taurinden protein biyosentezi i¢in yararlanilmamasina ve hiicrelerde serbest olarak
bulunmasina karsin, beyinde taurin igeren bazi diisiik molekiil agirlikli peptitlere
rastlanmistir. Bunlardan ilki ve en yaygin olan1 Reichelt ve ark. (1971) tarafindan
beyin sinaptozomlarindan izole edilen jglutamiltaurin (litoralon)’ dir. Paratiroid bezi
tarafindan tiretilir. Norotransmitter olarak etki gosterdigi ve timus kiiltiirlerinde hiicre

bilylimesini uyardigi gozlenmistir [13, 53, 54, 66].

2.5.7. Taurinin biyolojik fonksiyonlari

Safra Asitlerinin Konjugasyonu

Taurinin en iyi kanitlanmis biyolojik aktivitelerinden biri safra asitlerinin
konjugasyonudur. Taurinin bu oOzelligi ilk kez 1927°de Tiedman ve Gmelin
tarafindan bulunmustur. Karacigerde kolesterolden sentezlenen safra asitleri,
lipitlerin intestinal sindirimi ve absorbsiyonu i¢in gerekli bilesiklerdir. Taurin ve
glisin, hem hepatotoksik etkisini azaltmak hem de fizyolojik pH’da ¢oziiniirliigiinii
saglamak amaciyla safra asitlerini konjuge ederek taurokolat ve glukokolati
olusturur. Taurokolat insanlarda temel safra tuzudur. Taurin igeriginin azalmasi,
kolesterol atiliminin azalmasina, bunu takiben birikimine ve ateroskleroz riskinin
artmasina sebep olur. Ozetle taurin, safra akisim hizlandirir, safra asiti tiretimini

arttirir ve kolestazi onler [54, 57, 67].

Antioksidan ve Iimmiinregiilator Etkisi

Taurinin en 6nemli fonksiyonlarindan biri hipoklor6z asit (HOCI) gibi klorlanmis

oksidanlara karst dokulari korumaktir. Inflamatuar sartlarda uyarilmis olan
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fagositlerde, 6zellikle PMNL’de, artan O, kullanim1 ve enzim aktivasyonunu takiben
0;", H,O,, HOCI, iNOS ekspresyonu yoluyla NO' gibi oksidanlarin iiretiminde
onemli bir artis meydana gelir. Solunumsal patlama (respiratory burst) olarak
adlandirilan  bu siirecte, PMNL tarafindan fagosite edilmis olan isgalci

mikroorganizmalar, iiretilen bu toksik iiriinlerin etkisiyle yok edilir [6, 13].

HADPH
OKSIDAZ
KOMPLEKST

 BAKTERI

PROTON
KANALT

Sekil 2.8. Solunumsal patlama [68]

PMNL’nin primer lizozomal graniillerinde yer alan bir hem enzimi olan
miyeloperoksidaz (MPO), solunumsal patlama zincirinin son asamasinda H,O, ile
CI’ iyonu arasindaki reaksiyonu katalizleyerek HOCI’yi olusturur. MPO-H,0,-CI
sistemi tarafindan iiretilen HOCI, PMNL nin baslica oksidani olup, TNF-a, IL-2, IL-
6 gibi sitokinlerin ve ¢esitli biiyiime faktorlerinin sentez ve salinimini uyarir. Ayni
zamanda, aminlerle (-NH,) ve siilthidril gruplaniyla (-SH) cok hizli reaksiyona
girebilme 0Ozelligi sayesinde mikroorganizma membranlarimin -NH, ve -SH
gruplarmi okside ederek, denatiirasyonuna sebep olur. Bununla birlikte, HOCI’nin
olusumu dokular i¢in hem yararli hem de zararli bir olaydir. Ciinkii; HOCI’ nin
toksisitesi sadece mikroorganizma membranlari ile simirli degildir ve konak dokuda
inflamatuar hiicrelerin aktivasyonunu takiben olusan hasarda ©nemli bir rol
oynamaktadir. HOCI, karbonhidratlari, niikleik asitleri, peptit ve amino asitleri direk
oksitleyebilir ve aminlerle reaksiyonu sonucu N-kloraminler olarak adlandirilan

sekonder klorlayict ajanlarin olusumuna sebep olur. N-kloraminler, HOCI'ye gore
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daha az reaktif ve daha uzun Omiirlii oksidanlardir ancak cogu stabil degildir ve
kolaylikla deamine ve/veya dekarboksile olarak toksik aldehitleri olusturabilirler [13,

69-71].

Inflamatuar hiicrelerin sitozollerinde yiiksek konsantrasyonlarda (20-50 mM)
bulunan aminlerden birisi taurindir ve kolaylikla HOCI ile reaksiyona girerek daha
stabil, daha uzun Omiirlii (yar1 dmrii 18 saat) ve daha az toksik olan faurin kloramin
(TauCl/N-klorotaurin)’i olugturur. TauCl, B-amino asit yapisina sahip olmasi
nedeniyle N-kloraminler icinde en stabil olanidir ve HOCI ile reaksiyonu esnasinda

diger aminlerde oldugu gibi toksik aldehitler olusmaz [14, 69, 72].

HOCI1 + NH,-(CH,),SOsH  — > CINH-(CH,),SO;H + H,0

(Taurin) (Taurin kloramin)

TauCl’nin  bir inflamasyon alanindaki net konsantrasyonu tam olarak
bilinmemektedir. Ancak, nétrofillerin fagolizozomlarinda MPO yoluyla iiretilen
HOCT nin yaklasik % 10-60’1min N-kloramin olusumunda kullanildig1 ve TauCl’nin
bu bilesenlerin onemli bir kismim olusturdugu tahmin edilmektedir. Weiss ve ark.
(1982), aktive olmus insan noétrofillerinin, 2 saatte 200 nmol/10° hiicre HOCI
tirettigini ve bunun da 100 nmol/ 10° hiicre TauCl olusumuyla sonuglandigim

gostermislerdir [73-75].

Taurinin, TauCl yoluyla PMNL tarafindan iiretilen HOCI’nin bir kismin1 notralize
etmesi, konak savunmasinda herhangi bir zayiflamaya yol agmaz. Ciinkii; TauCl’nin
de HOCI gibi bakterisidal (S. aureus, E. coli, P. mirabilis, P. aeruginosa), fungisidal
(C. albicans), viriisidal (Herpesvirus tip 1 ve II, Adenovirus tip 5) ve vermisidal (8.
mansoni) etkilerinin oldugu in vitro ¢alismalarla kanitlanmistir. Bu sayede TauCl, bir
taraftan notrofillerin mikrobisidal aktivitelerini siirdiirmelerine, diger taraftan da

konak doku hasarinin en aza indirgenmesine yardimci olur [76-81].
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Cesitli laboratuvarlardan elde edilen veriler, TauCl’'nin aym1 zamanda giiclii bir
immiinregiilator oldugunu da gostermektedir. Aktive olan fagositler; sitokinler (TNF-
a, IL-1, IL-6, IL-12) ve eikazonoidler (Prostaglandin E2/PGE2, Lokotrien B4/1.TB4)
gibi baz1 proinflamatuar medyatorleri salarak konak dokuya notrofil gociinii baslatir.
TauCl, fagositler tarafindan bu proinflamatuar medyatorlerin sentez ve salinimini,
transkripsiyonel ve post-translasyonel mekanizmalarla diizenlemektedir. Giiglii bir
inflamatuar sitokin ileticisi olan niiklear faktor-(kappa) B aktivasyonunu baskilar.
Ayni zamanda TauCl, fagositik hiicreler tarafindan NO' ve O, iiretimini de inhibe

etmektedir (Sekil 2.9) [57, 60, 71].

Marcinkiewicz ve ark. (1995) yapmis olduklart calismada, fare peritoneal
makrofajlarinda TauCl’nin, iNOS aktivasyonu ile olugan NO' iiretimini inhibe
ettigini, ayrica PGE2, TNF-a ve IL-6 iizerinde inhibitor aktivitesinin oldugunu
kanitlamiglardir. Ayrica, TauCl’nin makrofajlarda iNOS transkripsiyonunu, TNF-o
mRNA’smin translasyonunu inhibe ettigi ve siklooksijenazlarin indiiklenebilir formu

olan cox-2’nin post-transkripsiyonel diizenlemesini etkiledigi rapor edilmistir [82-

84].

Yapilan calismalarda, eksojen taurin uygulamasinin TauCl olusumunu giiclii bir
sekilde arttirdigi, TauCl’nin PMNL’de O™ iiretimini; makrofajlarda PGE2, IL-1, IL-
6, IL-8, TNF-a ve NO”’nun iiretimini inhibe etmek suretiyle inflamasyonda onemli

bir rol oynadig: belirtilmistir [82, 84-86].

Chorazy ve ark. (2002), in vitro olarak LPS ile uyarilmis makrofajlarda, TauCl’ nin
doz bagimli olarak TNF-a, IL-1B ve IL-6 sentez ve salimimini diizenledigini ve

sonu¢ olarak TauCl’nin 6nemli bir immiinregiilator faktdr oldugunu bildirmislerdir

[87].
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Sekil 2.9. TauCl’nin immiinregiilator etkisi [12]

Makrofajlar tarafindan proinflamatuar sitokinler ve reaktif tiirlerin TauCl’ye bagl
inhibisyon mekanizmalar1 tam olarak bilinmemekle birlikte, TauCl olusumu,
patolojik siirecin ve zararli etkilerin ortadan kalktigini, daha fazla NO' ve sitokinlere
gerek kalmadigimi belirtmek i¢in bir fizyolojik kontrol mekanizmasi olabilir. TauCl
muhtemelen makrofajlar ve notrofillerden, inflamatuar medyatorlerin iiretiminin
diizenlenmesi i¢in gerekli bir ndtrofil kokenli sinyal molekiilii olarak etki

gostermektedir [13].

PMNL’lerdeki hiicre ici taurin konsantrasyonu siki bir sekilde kontrol edilmektedir.
Insanlar ve deney hayvanlari ile yapilan pek cok calismada, inflamatuar sartlar
altinda notrofil taurin diizeylerinin belirgin sekilde azaldigi, LPS ile aktive edilmis
makrofajlarda, taurin ve TauCl taginmasimin artis gosterdigi belirlenmis, azalmig
hiicre i¢i taurin konsantrasyonunun, HOCI ve metabolitlerinin miktarlarinin artmasi
sebebiyle konak doku hasarini arttirabilecegi belirtilmistir. Bu sonuglara gore
taurinin TauCl araciligiyla, inflamasyonun ve zararli sonuglarinin yonetiminde hayati

bir role sahip olduguna inanilmaktadir [13, 60, 72].



40

Taurin, TauCl olusumunun yam sira hiicrelerdeki antioksidan savunma diizeylerini
artirmak yoluyla da antioksidan etki gosteriyor olabilir. Vohra ve Hui (2001),
intragastrik taurin uygulamasinin beyinde SOD ve glutatyon peroksidaz (GPx)
aktivitesini arttirdigim gostermislerdir. Benzer sekilde Balkan ve ark. (2001),
tiyoasetamit ile hasar olusturulmus rat karacigerinde taurinin, E vitamini diizeyini ve
GPx aktivitesini arttirarak antioksidan savunmay1 giiclendirdigini belirtmislerdir [88-

90].

Endokrin ve Metabolik Etkileri

Taurin, beta hiicrelerinde insiilin reseptdrlerinin uyarilmasi yoluyla kan glukoz ve
insiilin seviyelerini etkilemektedir. Yiiksek fruktoz diyeti ile beslenerek tip 2
diyabetin karakteristik insiiline direng¢li modeli olusturulan ratlarda, taurinin, insiilin
direncini ve serum glukoz konsantrasyonunu azalttigi kanitlanmistir. Cherif ve ark.
(1996), taurinin fotal beta hiicrelerinde insiilin salgilanmasim1 uyardigini in vitro

calismalarla gostermislerdir [14, 54, 57, 91].

Kardiyovaskiiler Etkileri

Kalpteki serbest amino asitlerin yaklasik %60’1mn1 olusturan taurinin, kalbi,
notrofillerin indiikledigi reperfiizyon hasarindan ve oksidatif stresten korudugu
kamitlanmigtir. Taurin, hiicre i¢i Ca™ seviyesini diizenlemek suretiyle, hiicre 6liimiine
ve miyokardiyal hasara sebep olabilecek Ca*™ diizensizligine kars1 kalp kasini korur.
Kan basincinin  disiiriilmesinde  etkilidir. Ayn1 zamanda taurinin, cNOS
ekspresyonunu diizenlemesi yoluyla endotel koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir

[14, 59, 92].

MSS Uzerine Etkileri

Taurinin, MSS’de ve beyin gelisimi esnasinda hiicre gociinii etkiledigi, sinirsel
iletimi diizenledigi ve beyin gelisimini hizlandirdigi bildirilmistir. Taurin

eksikliginin, epilepsi ve Alzheimer hastaliklartyla iligkili olabilecegine dair
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caligmalar bulunmaktadir. Alzheimer hastalarinda norotransmitter —asetilkolin
diizeyleri diisiiktiir ve BOS’taki taurin miktar1 azalmistir. Hayvan modellerinde
taurin uygulamasinin, beyin dokusundaki asetilkolin seviyesini arttirdigi ve bu
sayede Alzheimer hastaliginin tedavisinde yararli olabilecegi rapor edilmistir. Ancak
bugiine kadar taurinin Alzheimer hastalifinin tedavisinde kullanildigin1 belirten bir

literatiir bulunmamaktadir [14, 54].

Taurin ve Retina

Taurin, omurgalilarin retinalarinda bulunan en yaygin amino asittir ve normal goriis
icin mutlaka gereklidir. Retinal taurin, osmotik basinci diizenler, membran
stabilizasyonunu arttirir, lipit peroksidasyonunu énleyerek bir antioksidan olarak etki
gosterir. Taurinin esansiyel bir amino asit oldugu kedilerde taurin eksikligi, koni
reseptor hiicrelerinde daimi hasara neden olur ve muhtemelen korliik sebebidir.
Primatlarin 6zellikle gen¢ bireylerinde ise, taurin eksikliginin retinal lezyonlara ve
fotoreseptorlerde dejeneratif yapisal degisikliklere sebep oldugu rapor edilmistir [14,
54].

Detoksifikasyon

Taurin, karbon tetrakloriir (CCls) ve paraquat gibi zenobiyotikleri konjuge ederek
coOziiniirliiklerini arttirir ve idrarla atilmalarini kolaylastirir. In vivo ¢alismalar,
taurinin hepatositleri CCly’iin indiikledigi toksisiteye karsi korudugunu gdstermistir

[13, 14, 54].

Osmoregiilasyonun Saglanmasi

Taurinin, osmotik dengenin siirdiiriilmesini sagladign goriisii ilk kez Krogh
tarafindan, yiiksek konsantrasyonlarda taurin igeren ekinodermler ile yapilan
caligmalarla ileri siiriilmiistiir. Taurin hiicreler tarafindan, osmotik dengesizlige karsi
bir adaptasyon olan hiicre hacminin diizenlenmesi amaciyla kullanilan, osmotik

yonden aktif bir molekiildiir [53, 57].



42

Ca'* Homeostazinin Siirdiiriilmesi

Taurinin Ca*" homeostaz lizerine etkileri sdyle siralanabilir:

e Taurin disik Ca™ sartlarinda Ca™ yararlammum arttirarak  veya
biyoyararlanimin fazla oldugu durumlarda fazla Ca™" yiikiine kars: hiicreleri
koruyarak cift yonlii etki gosterir.

e (Cesitli Ca™- bagimli sistemlerin, Ca™ hassasiyetini arttirir.

e Sarkoplazmik retikulum, mitokondri ve diger organellerin Ca*" depolama
kapasitesini arttirir.

e (Ca™"ile aktive olan ATPaz pompalarinin, pompalama hizin1 uyarir.

e Ca""’un membranlardan pasif tasinmasim azaltir [53].

Diger Etkileri

e Taurin farelerde sperm motile edici faktor olarak kabul edilmektedir.
Insanlarda ise akrozomlarda bulunan temel amino asitlerden biridir. Bu
dogrultuda, diisiik sperm motilitesinden kaynaklanan erkek infertilitesinin

onlenmesinde yararli olabilecegi diistiniilmektedir [54, 57].

e Taurinin, Ca™ homeostazim saglamasi yoluyla notrofillerde, Fas

(CD95/APOL1) aracili apoptozu inhibe ettigi kanitlanmistir [ 13].

¢ Deney hayvanlar ile yapilan ¢alismalarda, taurinin endotoksinlerin intestinal
translokasyonlarin1  belirgin bir sekilde inhibe ettigi ve hayvanlari

endotoksemik hasardan korudugu bulunmustur [14].

e Taurin, yagda ¢oziinen A, D, E, K ve F vitaminlerinin biyoyararlanimini
arttinnr. Taurinin bu fonksiyonunu, vitaminlerin suda c¢oziinebilen, kolay
hidroliz olan farkli tiplerini olusturmak ve tasinmalarin1 kolaylastirmak

yoluyla gerceklestirdigi ileri siiriilmektedir [54, 67].
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3. MATERYAL VE METOT

Calismalar, Gazi Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyokimya-Fizyoloji Arastirma
Laboratuvari, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali ve Giilhane

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

3.1. Deney Hayvanlari

Deneylerde GATA Arastirma ve Gelistirme Merkezi Deney Hayvanlar1 kismindan
saglanan, ortalama 400 gr agirliginda ve her iki cinsten olmak iizere toplam 40 adet

kobay (guinea pig) kullanildi.

3.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Her grupta 10 adet olmak iizere 4 ayr kobay grubu olusturuldu ve gruplara asagidaki

islemler uygulands;

Kontrol Grubu

Enjeksiyon uygulanmasi esnasinda olusan stresin bazi1 biyokimyasal parametrelerin
degisimine neden olabilecegi diisiincesiyle, kontrol grubu hayvanlara intraperitoneal
(ip) steril serum fizyolojik enjekte edildi. Enjeksiyondan 6 saat sonra hayvanlar
intramiiskiiler (im) ketamin (60 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) anestezisi altinda feda

edildi.
Endotoksin Grubu
Bu gruptaki hayvanlara 4 mg/kg endotoksin (LPS; Escherichia coli 0111:B4) ip

olarak verildi. Enjeksiyondan 6 saat sonra hayvanlar im ketamin (60 mg/kg) ve

ksilazin (10 mg/kg) anestezisi altinda feda edildi.
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Taurin Grubu

Taurinin tek basina kontrol hayvanlan {izerindeki etkisini gérmek amaciyla bu
gruptaki hayvanlara ip 300 mg/kg dozda taurin enjekte edildi. Enjeksiyondan 6nce
taurinin suda tamamen ¢oziinmesine ve enjeksiyon esnasinda 37 °C’ye getirilerek
uygulanmasina dikkat edildi. Taurin enjeksiyonundan 6 saat sonra hayvanlar im

ketamin (60 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) anestezisi altinda feda edildi.

Taurin+Endotoksin Grubu

Bu gruptaki hayvanlara once taurin grubu ile ayn1 dozda (300 mg/kg, ip) taurin
uygulandr ve uygulamadan hemen sonra kanda ayni anda maksimum konsantrasyona
ulagmalart beklendigi i¢in 4 mg/kg ip endotoksin enjekte edildi. Enjeksiyondan 6
saat sonra hayvanlar im ketamin (60 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) anestezisi altinda

feda edildi.

Tiim gruplardan uygun sekilde elde edilen dalak dokulari, NOx, 3-Nitrotirozin ve

taurin tayininde kullanilmak iizere — 80 °C’de saklandi.

3.3. Yontemler

3.3.1. Dokuda NOx tayini

Dokulardaki NOx konsantrasyonu Griess yontemi ile ¢alisildi [93].

Reaktifler

= (0,1 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH:7)

= Griess I: % 0,2’lik Naftiletilendiamin Dihidrokloriir (NEDD)

= Griess II: % 10’luk Fosforik asit (H3PO,) icinde % 2’lik Siilfanilamid
= | M Hidroklorik asit (HCI) i¢inde 400 mg Vanadyum (III) Kloriir (VCls)
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Dokularin Hazirlanmasi

Dokular, sodyum fosfat tamponu ile (1:9) homojenize edildikten sonra, 3500
RPM’de 15 dk santrifiij edildi. 200 uL siipernatana, ortamdaki nitrati nitrite
indirgemek amaciyla esit miktarda VCl; eklendi ve 37 °C’de 30 dk inkiibasyona
birakildi. Daha sonra sodyum fosfat tamponu ve esit miktarlarda kanstirilmis olan
Griess I+l reaktifleri eklendi. 37 °C’de 10 dk inkiibasyondan sonra numunelerin

optik dansitesi spektrofotometrede, kore karsi, 540 nm’de okundu.

Standartin Hazirlanmasi

6,4 mM’lik stok sodyum nitrit (NaNO,) standart1 giinliik olarak diliie edilerek, 128,
64, 32, 16, 8, 4, 2 ve 1 uM konsantrasyonlarda standartlar elde edildi. Dokulardaki
NOx miktari, hazirlanan standart egriye gore hesaplandi ve pmol/gr doku olarak

verildi.

3.3.2. Dokuda 3-NT tayini

Dokulardaki 3-NT konsantrasyonu, Kamisaki ve Maruyama’nin yontemleri ile tayin
edildi [49, 94].

Reaktifler

v 50 mM Potasyum Fosfat Tamponu (pH:7,2)

v" % 10’luk Trikloroasetik asit (TCA)

v 6 NHCI

Dokularin Hazirlanmasi

Dokular, potasyum fosfat tamponu ile (1:3) homojenize edildikten sonra, 300 puL

homojenata proteinleri ¢coktiirmek amaciyla TCA eklendi. Karisim vortekslendikten

sonra 3000 RPM’de 5 dk santrifiij edildi. Daha sonra siipernatanlar atilip, ¢okeltiye
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hidroliz amaciyla HCI eklendi. Her numune ortalama 1 dk kadar sonike edildikten
sonra hidroliz tiiplerine alindi ve 18-24 saat 1sitict blok’ta, 102 °C’de bekletildi.
Ardindan ortamdaki asit, azot gazi ile ugurularak numunelere distile su ilave edildi.
Vortekslendikten sonra 0,2 um’lik membran filtrelerden siiziilerek HPLC sistemine
verildi. 3-NT tayininde kullanilan HPLC’ye ait sistem parametreleri ve calisma

kosullar Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. 3-NT tayininde HPLC’ye ait sistem parametreleri ve ¢alisma kosullar

HPLC Modeli Thermo Finnigan

Dedektor Elektrokimyasal

Mobil Faz 50 mM H;PO,, 50 mM Sitrik asit, KOH (pH:3,1), 40 mg/L EDTA, 100
mg/L Oktan Siilfonik asit, % 5’lik Metanol

Analitik Kolon Microtech Scientific, C18, 50x1 mm, 5 pm PS

Akis Hiza 0,05 ml/dk

Enjeksiyon Hacmi 10 uL

Kolon Firmm 30°C

E-reactor/Range -850 mV/ 50 nA

E-cell/Range +600 mV/ 20 nA

Standartin Hazirlanmasi

23 mg 3-Nitro-L-Tirozin’in 0,01 N HCI i¢inde ¢6ziilmesiyle elde edilen 100 pM’lik
stok standart giinliik olarak diliie edilerek, 50, 25, 12.5, 6.25 ve 3.125 uM’lik
standartlar hazirlandi. Cizilen standart egriye gore dokulardaki 3-NT konsantrasyonu

hesaplandi ve pmol/gr doku olarak verildi.
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Sekil 3.1. 3-NT standart egrisi

3.3.3. Dokuda taurin tayini

Dokulardaki taurin konsantrasyonu tayini McMahon’un yontemine gore c¢alisildi.

Yontem, taurinin floreskamin ile derivatizasyonu yoluyla floresan bir bilesik olan

floroforun olusmasi prensibine dayanir [95].

“S0yCHy i NH;

TAURIN FLORESKAMIN FLOROFOR

Sekil 3.2. Taurinin floreskamin ile derivatizasyonu [95]

Reaktifler

o 0,1 N Perklorik asit (HCIO,4)
o Asetonitril iginde 5 mM Floreskamin
o Borat Tamponu: 100 mM Disodyum tetraborat (10 mM Borik asit ile pH 9,2’ye

ayarlandi)
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Dokularin Hazirlanmasi

100 mg doku, perklorik asit ile (1:4) homojenize edildikten sonra, 9000 RPM’de 10
dk santrifiij edildi. Buradan alman 100 pL siipernatana, proteinleri ¢oktiirmek
amaciyla asetonitril eklenerek vortekslendi. Daha sonra karistm 5800 g’de 10 dk
santrifiij edilip, 200 pL siipernatan alindi. Numunenin pH’sim1 9’a ayarlamak igin
siipernatana borat tamponu ilave edildi. HPLC sistemine verilmeden hemen 6nce 100
uL floreskamin eklenip, 0,2 pm’lik membran filtrelerden siiziildii. Taurin tayininde
kullanilan HPLC’ye ait sistem parametreleri ve calisma kosullar1 Cizelge 3.2°de

verilmisgtir.

Cizelge 3.2. Taurin tayininde HPLC’ ye ait sistem parametreleri ve ¢alisma kosullar

HPLC Modeli Thermo Finnigan

Dedektor Ultraviyole

Mobil Faz Tetrahidrofuran: Asetonitril: Fosfat Tamponu (pH:3,5) (4:24:72)
Analitik Kolon Bondcolone, C18, 300x3,9 mm, 10 pm PS

Dalga Boyu 385 nm

Akis Hiza 1 ml/dk

Enjeksiyon Hacmi 20 uL

Standartin Hazirlanmasi

1 mg/ml taurin distile suda c¢oziilerek stok standart hazirlandi. Standart egrinin
ciziminde 20, 10 ve 2,5 pg/ml konsantrasyonlardaki standartlar kullanildi.
Dokulardaki taurin miktar standart egri yardimiyla hesaplandi ve pg/gr doku olarak

verildi.
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Sekil 3.3. Taurin standart egrisi
3.4. Istatistiksel Degerlendirme
Bulgularin degerlendirilmesinde Mann-Whitney U testi kullanildi. Tiim degerler

aritmetik ortalama + standart sapma olarak verildi ve p<0,05 degeri istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Dalak dokusunda NOx, 3-NT ve taurin diizeylerine ait sonuglar Cizelge 4.1’de

verilmistir.

Cizelge 4.1. Dalak dokusunda NOx, 3-NT ve taurin diizeyleri

NOx 3-NT Taurin
(n=10) (pmol/gr doku) (pmol/gr doku) (pg/gr doku)
Kontrol 0,613+0,054 0,326+0,053 32,966+6,997
Endotoksin 1,27940,124* 0,612+0,127* 3,649+0,546"
Taurin 1,43240,110*° 0,513+0,102* 85,920+15,627"°
Taurin+Endotoksin 0,848+0,116"¢ 0,398+0,091" 141,708+9,912*"¢

p< 0,05 kontrol grubunun ayni degeriyle Karsilastirildiginda
bp< 0,05 endotoksin grubunun ayni degeriyle karsilastirildiginda

p< 0,05 taurin grubunun aym degeriyle karsilastirildiginda

4.1. Dalak Dokusu NOx Diizeyleri

Calismada elde edilen verilere gore en yiiksek ortalama NOx konsantrasyonu taurin
grubunda tespit edilmistir (1,43240,110). Tek basina endotoksin ve taurin
uygulamalarinin, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, dalak dokusu NOx
konsantrasyonunda yaklasik 2 kat artisa sebep oldugu goriilmiistiir. Endotoksin ile
taurin+endotoksin gruplan karsilastirildiginda, endotoksin uygulamasindan Once
taurin enjeksiyonunun NOx konsantrasyonunu istatistiksel olarak anlaml bir sekilde

azaltti@1 gozlenmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Dalak dokusu NOx diizeyleri

4.2. Dalak Dokusu 3-NT Diizeyleri

Endotoksin ve taurin gruplarinda dokulardaki 3-NT konsantrasyonlari, kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulunmustur.
Taurin+endotoksin grubunda ise, endotoksin grubuyla karsilastirildiginda 3-NT
konsantrasyonunun anlamli 6lgiide azaldigi ve kontrol grubu ile ayni seviyeye

distiigii gozlenmistir (Sekil 4.2-4.4).

0
o7
E 0g
C
5 05
2 p4
2
E 03
[ v ]
=
o
0,
]
Eomirol Endotolsin Taurint+
Endoioksin

Sekil 4.2. Dalak dokusu 3-NT diizeyleri
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Sekil 4.4. Numuneye ait 3-NT kromatogrami

4.3. Dalak Dokusu Taurin Diizeyleri

Dokulardaki taurin konsantrasyonlar1 tiim gruplarda istatistiksel olarak birbirinden
farkli bulunmustur. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, endotoksin uygulamasinin
dokulardaki taurin konsantrasyonunu diistirdiigii, taurin uygulamasinin ise arttirdigi
gozlenmistir. En yiiksek taurin konsantrasyonu ise, taurin+endotoksin grubunda

tespit edilmistir (141,708+£9,912, Sekil 4.5-4.7).
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5. SONUC

Bu calismada, ip olarak 4 mg/kg LPS, 300 mg/kg taurin veya taurin+LPS uygulanan
kobaylar, uygulamadan 6 saat sonra feda edilmis ve dalak dokularindaki 3-NT ve
taurin konsantrasyonlar1 HPLC’de, NOx konsantrasyonlar1 ise spektrofotometrik

olarak ol¢iilmiigtiir.

Calismamizda, LPS uygulanan grupta kontrol grubuyla karsilastirildiginda NOx

konsantrasyonunun belirgin bir artis gosterdigi bulunmustur.

Gram(-) bakterilerin hiicre duvarinin bir bileseni olan LPS, laboratuar hayvanlarinda
deneysel endotoksemi olusturmak amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir.
Organizmaya giren LPS, ilk olarak LPS baglayan protein (lipopolysaccharide-
binding protein/LBP)’e baglanir. Daha sonra LPS-LBP kompleksi, hiicre
membranlarindaki CD14-TLR4 reseptor kompleksine baglanarak, pek cok hiicre
tipinde Ozellikle makrofajlarda, inflamatuar sitokinlerin, adezyon molekiillerinin,
iNOS’un ve diger genlerin ekspresyonunu arttirir. Bdylece, bu hiicreler tarafindan
ROS ve RNS’nin (NO', O,", ONOO’", OH', H,0,) iiretiminde asir1 bir artis meydana
gelir [96, 97].

Calismamizda da LPS uygulanan grupta iNOS mRNA’sinin ekspresyonundaki artisa
bagh olarak hiicrelerdeki NO' iiretimi artmis ve NO~’nun stabil son iiriinii olan NOx
konsantrasyonu, kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur. Bu
goriisiimiizle uyumlu olarak, LPS uygulamasinin dalakta iNOS mRNA ekspresyonu

ve NOx artisina sebep oldugunu gosteren caligmalar bulunmaktadir.

Liu ve ark. (1993), ratlara 15 mg/kg LPS enjeksiyonundan (ip) 4 saat sonra, cesitli
organlarda iNOS mRNA ekspresyonunu RT-PCR ile olgmiisler ve LPS
uygulamasinin in vivo olarak dalak dokusunda iNOS mRNA ekspresyonunu

indiikledigini kanitlamislardir [98].
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Lin ve ark. (2006), 10 mg/kg LPS’yi intravenoz (iv) olarak uyguladiklari ratlarin
dalak dokularinda, LPS uygulamasim takiben 3 saat sonra iNOS mRNA
ekspresyonunda belirgin bir artis meydana geldigini RT-PCR teknigi ile tespit
etmislerdir [96].

Molina ve ark. (1998), 1 mg/kg intraarteriyel (ia) LPS enjeksiyonundan 90 dakika
sonra feda ettikleri ratlarin dalaklarinda, NO' iiretiminin bir indeksi olan NOx
konsantrasyonunu Griess yontemi ile 6l¢miisler ve sonug olarak, LPS uygulamasinin

dalaktaki NOx miktarin1 anlamli bir sekilde arttirdigini bulmuslardir [99].

Sakemi ve ark. (1998), LPS uygulamasinin dalak, bobrek, beyin, karaciger, akciger
gibi organlar ve serum NOx diizeyine etkisini incelemisler ve dalak dokusunda, 1
mg/kg LPS uygulanmasindan (ip) 18 saat sonra, kontrol grubuna goére NOx
miktarinin yaklagik 2 kat artis gdsterdigini belirtmislerdir [100].

Calismamizda, yalniz taurin uygulanan grupta NOx konsantrasyonu diger tiim
gruplara gore belirgin bir artig gostermis, LPS ile taurinin birlikte uygulandigi grupta
ise, yalmz LPS uygulanan gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma

kaydedilmistir.

Taurinin biyolojik etkilerinin ¢ogu hiicre i¢i konsantrasyonuna baghdir [56].
Disaridan taurin uyguladigimiz grupta, taurinin bilinen antioksidan etkisinin aksine
NOx konsantrasyonunu arttirmasi, yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik etkiye sahip
oldugunun bir gostergesi olabilir. Bununla birlikte, LPS ve taurinin beraber
uygulandign grupta NOx konsantrasyonunun azalmasi, taurinin hiicrelerde
antioksidan etkisini mevcut molekiiler yapis1 ile degil de, taurin kloramin (TauCl)
araciligiyla gerceklestirdigini diisiindiirmektedir. Bu goriisiimiizle uyumlu olarak,

yapilmis bazi in vitro ¢aligmalar bulunmaktadir.

Marcinkiewicz ve ark. (1998), IFN-y + LPS ile aktive edilen ve taurin ya da TauCl
ile inkiibasyona birakilan nétrofillerde, taurinin NO' iiretimini etkilemedigini, buna

karsin TauCl’nin azalmaya neden oldugunu, NO’nun stabil bir {iriinii olan nitrit
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(NOy) ol¢iimii aracilifiyla tespit etmislerdir. Ayrica elde ettikleri bulgulara gore,
TauCl’nin bu etkisini iNOS mRNA ekspresyonunun inhibisyonu ve/veya iNOS
mRNA stabilitesini azaltmak suretiyle gerceklestirdigini belirtmislerdir [101].

Park ve ark. (1993), LPS ile aktive olmus makrofajlarda TauCl’nin iNOS geninin

transkripsiyonunu inhibe ederek NO' iiretimini baskiladiginm bildirmislerdir [84].

Viicuttaki en biiyiilk lenfoid organ olan dalak, antikor iiretimi yoluyla spesifik
bagisiklikta gorev almasma ek olarak, spesifik olmayan konak savunmasinda da
etkilidir. Yiiksek miktarlardaki fagosit icerigi (tlim viicuttaki sabit makrofajlarin %
15’1)) ve kan damarlartyla olan direk etkilesimi nedeniyle, dolagimdaki

mikroorganizmalarin temizlenmesinde 6nemli bir role sahiptir [102, 103].

LPS ile birlikte taurin uyguladigimiz grupta NOx konsantrasyonunun azalmasi,
dalaktaki sabit makrofajlar ve LPS uyarisiyla inflamasyon alanina gelen hareketli
makrofajlar tarafindan sentezlenen TauCl’nin, NO' iiretimini inhibe etmesi ile
aciklanabilir. Proinflamatuar hiicreler tarafindan iiretilen TauCl, sadece iiretildigi
hiicrede etkili degildir [101]. Ayn1 zamanda hiicre digina da salinarak, hem makrofaj
kaynakli hem de parankimal hiicrelerden kaynaklanan NO' iiretimini baskilamis ve

NO“nun son iiriinleri olan NOx konsantrasyonunu azaltmis olabilir.

Calismamizda, dokulardaki ONOO ™-aracili doku harabiyetinin 6nemli bir belirteci
olan 3-NT konsantrasyonlart dl¢iilmiis ve LPS uygulanan grupta, kontrol grubuna

gore yaklasik 2 kat artis gosterdigi saptanmustir.

NO' ve O, ’nin hizli reaksiyonundan olusan ONOO’nun, serbest ya da proteine bagl

tirozinleri nitratlayarak 3-NT olusumuna neden oldugu bilinmektedir [104].

Calismamizda da, LPS uygulamasi daha once belirttig§imiz mekanizmayla dalaktaki
makrofajlari ve parankimal hiicreleri uyararak, asir1 miktarlarda NO ve O;"

tiretimine neden olmustur. Bu iki radikalin birlesmesiyle olusan ONOO”’nun
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tirozinlerle olan reaksiyonu sonucunda ise, 3-NT konsantrasyonunda 6énemli bir artig

meydana gelmistir.

Sanikidze ve ark. (2006), 0,25 mg/kg LPS uyguladiklar (ip) farelerde, 18 saat sonra
dalaktaki NO" ve O, iretiminin kontrol grubuna goére belirgin bir sekilde artig

gosterdigini elektron paramanyetik rezonans (EPR) teknigi ile gostermislerdir [97].

Yilmaz ve ark. (2001), ratlara 10 mg/kg LPS uygulamislar (ip), 5 saat sonra, anestezi
altindayken dalaklarina NO' segici elektrotlar yerlestirerek, amperometrik metotla
NO' iiretimini 6lgmiislerdir. Sonugta, LPS uygulanan grupta 30 dakikalik periyot
icerisinde, kontrol grubuna kiyasla yaklasik 2 kat artis meydana geldigini tespit
etmisler, yine LPS uygulanmis grupta immiinohistokimyasal teknikle yogun 3-NT

boyamasi saptamislardir [105].

Bian ve ark. (2001) ise, dalak, karaciger ve akciger gibi tamami makrofajlar ve
endotel hiicreler bakimindan zengin organlarda, LPS-indiiklii 3-NT olusumunu
incelemisler, 20 mg/kg LPS uyguladiklar1 (ip) ratlarin dalaklarinda 3-NT
yogunlugunun arttifini hem western blotlama hem de immiinohistokimya

sonuclariyla gostermislerdir [104].

Calismamizda, taurin ve LPS’nin birlikte uygulandig1 grupta, yalniz LPS uygulanan
gruba gore 3-NT konsantrasyonunun azaldigi, tek basina taurin uygulanmis grupta

ise istatistiksel olarak anlamli bicimde artis gosterdigi tespit edilmistir.

Taurinin tek basina uygulandigi grupta 3-NT diizeyini arttirmasi, daha once de
belirtildigi gibi yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksik etki gostermesine baglanabilir.
Bununla birlikte, LPS ile beraber uygulandiginda 3-NT konsantrasyonunu azaltmasi,
taurinin mevcut molekiiler yapisiyla, 3-NT olusumunda rol alan NO', O, ve ONOO"
radikalleriyle direk reaksiyona giremediginin, sadece TauCl araciligiyla bu
fonksiyonunu gerceklestirebildiginin bir gostergesi olabilir. TauCl muhtemelen ya
direk hiicrelerin NO' ve O, liretimini inhibe ederek ya da ONOO™ yakalayici etki

gostererek 3-NT olusumunu engelleyebilir. Cesitli in vitro caligmalarda, TauCl’nin
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0O," ve ONOO’nun endojen bir yakalayicis1 oldugu, buna karsin taurinin bu

molekiillerle reaksiyon vermedigi gosterilmistir.

Park ve ark. (1998), aktive edilmis insan PMNL’sinde [106], Kim ve ark. (1996),
aktive edilmis makrofajlarda TauCl’nin O, iiretimini inhibe ettigini gdstermislerdir

[85].

Choi ve ark. (2006), TauCl’nin, proinflamatuar hiicrelerde O," liretimini saglayan
NADPH oksidaz enzim kompleksinin alt birimlerinin birlesmesini engelleyerek O,
olusumunu inhibe ettigini, ancak tek basina taurinin etkili olmadigin1 géstermisler ve
bu dogrultuda, TauCl’'nin proinflamatuar hiicreler tarafindan iiretilen asirt O," ve
NO’nun neden olabilecegi oksidatif hasara kars1 dokular1 korudugunu ileri

siirmiislerdir [107].

Aruoma ve ark. (1988), taurin, hipotaurin ve metabolik Onciillerinin ¢esitli
radikallerle reaksiyon oranlarimi arastirmislar, taurinin O, ile kolayca reaksiyon

vermedigini in vitro olarak gostermislerdir [108].

Mehta ve ark. (2001), noron hiicre kiiltiiriinde, taurinin ONOQO" yakalayici etkisini
arastirmiglar, sonu¢ olarak taurinin, ONOO”’nun endojen bir yakalayicis1 olarak
goriinmedigini ve ONOO”’nun sitotoksisitesini azaltict yonde etki gdstermedigini

belirtmislerdir [109].

Fontana ve ark. (2004), degisik konsantrasyonlarda (0,25-0,5-0,75-1 mM)
uyguladiklart taurinin, ONOQO' ile inkiibe edilmis tirozin amino asitini nitrasyona

kars1 korumadigini géstermislerdir [110].

Calismamizda son olarak, taurin ve LPS uygulamalarmn, hiicrelerdeki taurin
konsantrasyonlar1 {izerindeki etkisini belirlemek amaciyla dokulardaki taurin
miktarlan 6l¢iilmiis ve LPS uygulamasinin, kontrol grubuna gore taurin diizeyini

belirgin sekilde azalttig1 gbzlenmistir.
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Bu durum, LPS uygulayarak inflamasyon olusturdugumuz hiicrelerde, mevcut
taurinin, TauCl olusumu veya membran stabilizasyonu, Ca’™ homeostazinin
saglanmast gibi diger hiicre koruyucu etkilerini gerceklestirmek amaciyla

kullanilmasindan ileri gelmis olabilir.

Erdamar ve ark. (2007), bulgularimizla uyumlu olarak, 4 mg/kg LPS uygulanmis (ip)
kobaylarin karacigerlerinde, 6 saat sonra, kontrol grubu ile karsilastirildiginda taurin

miktarinin belirgin sekilde azaldigini gostermislerdir [111].

Janssen ve ark. (1983), kobaylara iv LPS enjeksiyonunu takiben 3. saatte, kalpteki

taurin diizeylerinin anlaml bir azalma gosterdigini bulmuslardir [112].

Calismamizda, yalmiz taurin uygulanan grupta, kontrol grubuna gore taurin
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis meydana gelmis, LPS ve taurinin
birlikte uygulandig1 grupta ise, taurin miktar1 tiim gruplar i¢cinde en yiiksek diizeye

ulasmustir.

Taurinin tek basina uygulandigi grupta meydana gelen artis, eksojen taurin

uygulamasinin hiicrelerdeki taurin konsantrasyonunu arttirdigini diisiindiirmektedir.

Kim ve ark. (1998), radyoaktif isaretli taurini iv olarak enjekte ettikleri ratlarda,
enjeksiyondan 1 saat sonra taurinin biyodagilimini incelemigler ve karaciger ile

bobrekten sonra en fazla dalakta biriktigini gozlemislerdir [60].

Taurin ve LPS’yi beraber uyguladigimiz grupta, taurin konsantrasyonunun en yiiksek
diizeye ulagmasi, hem eksojen taurinin hiicrelerdeki taurin konsantrasyonunu
artirmasina hem de LPS indiikksiyonu ile olusan NO’nun, TauT mRNA

ekspresyonunu uyarmasina baglanabilir.

Bridges ve ark. (2001), NO' donoérii olan SIN-1 ile muamele ettikleri hiicrelerde,
TauT mRNA ekspresyonundaki artisa bagli olarak hiicrelere taurin aliminin

(radyoaktif isaretli) yaklasik 4 kat arttigini in vitro ¢alismalarla gostermislerdir [61].
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Erdamar ve ark. (2007), sonug¢larimizla uyumlu olarak, 4 mg/kg LPS enjekte ettikleri
kobaylarin karacigerinde, LPS ile beraber taurin uygulanan grupta, yalniz LPS veya
taurin uygulanan gruplara gore taurin miktarinda belirgin bir artig tespit etmislerdir

[111].

Sonug¢ olarak bulgularimiz, endotokseminin, iNOS’un indiiksiyonu yoluyla, NO
liretiminin bir gostergesi olan NOx konsantrasyonlarini ve ONOO™ aracili doku
hasarinin bir belirteci olan 3-NT diizeylerini arttirdigin1 gostermektedir. Taurin ise,
muhtemelen klorlanmis bilesigi olan TauCl araciligiyla endotoksemik kobaylarin
dalak dokularindaki NOx ve 3-NT diizeylerini anlaml1 sekilde azaltarak antioksidan
etki gostermistir. Ancak, tek basma uygulandigr gruplarda NOx ve 3-NT
konsantrasyonlarinda artisa sebep olmasi, taurinin enfeksiyon durumlarinda etkili
olmasina karsin, enfekte olmamis saglikli deneklerde bir antioksidan olarak
kullanilabilirliliginin tartismali oldugunu diisiindiirmektedir. Bu nedenle, daha ileri

calismalarin yapilmasi uygun olacaktir.
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