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1. GIRIS

Notrofiller akut inflamatuar cevaba aktif bir sekilde katilan hucrelerdir. Bu hicrelerin en 6nemli
fonksiyonu gesitli bakterisidal ajanlar tUreterek mikroorganizmalar ortadan kaldirmaktir. Ancak bu
hiicreler tarafindan iretilen reaktif oksidanlar cevre dokuya da zarar vermektedir %’.

inflamasyon sartlan altinda uyarilan polimorfoniiveli I16kositlerde (PMN) O, kullanimi artmakta ve
bu olay respiratuar burst (solunum patlamasi) olarak tanimlanmaktadir. Nétrofiller membrana bagh
NADPH oksidaz katalizi ile O,'in bir elektron indirgenmesi ile stiperoksit (O, ") anyonu Uretmektedir.
O, Uretimi mikrobial 6ldirme ile beraber yakin doku hasarina da yol agan oksidatif olaylar serisini
baslatir. O,” ya spontan olarak veya superoksit dismutaz (SOD) ile hidrojen peroksit (H,0,)’i
olusturur. H,O, ve CI" miyeloperoksidaz (MPO) tarafindan kullanilir ve gok toksik bir oksidan olan

27, 83, 125

hipoklor6éz asitler (HOCI) olusur “Hem"” yapisina sahip olan MPO, PMNL’lerin primer

auzorofilik grantllerinde depo edilir ve dedisik uyarilarla aktive olduktan sonra hem ekstraseliiler

11109 By enzim aktivitesinin

cevreye ve hem de fagolizozomal kompartmanlara salgilanir
regllasyonu primer olarak O, Uretimi, H,O, varligi ve diger kosubstratlar ile yapilmaktadir. Son
yillarda yapilan galismalar nétrofillerde indiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ile olusan nitrik
oksit (NO')'in de MPO'In peroksidaz aktivitesinde 6nemli rol oynadigini géstermistir 1%,
Arastirmalara gore iNOS ve MPO nétrofillerin primer grandlleri icinde birlikte bulunmakta ve 6rnegin
bakterinin sindirilmesi gibi fagositik aktivasyon sirasinda her iki enzim fagolizozomlara ve
ekstraselller cevreye salgilanmakta ve bu sekilde bakteriyel proteinler nitratlanarak yok
edilmektedir ' 1%, NO- ileri derecede aktif bir radikaldir. Bir taraftan O, anyonu ile reaksiyona
girerek ileri derecede toksik peroksinitrit (ONOO)'i olustururken diger taraftan O, ile reaksiyona
girerek nitrit (NO,") ve nitrat (NO3") gibi reaktif nitrojen tiirevlerini (RNS) tretmektedir 47 83,

Gram < bakterilerin dis membranlarinin bir integral bileseni olan endotoksinler nétrofiller ile iliskiye
girerek dedisik sitokinlerin sentezini uyarmaktadir. Bu proteinler yeni RNA sentezi aracilidi ile
iNOS’u aktive etme yetenedine sahiptirler. Yapilan calismalarda bu htcrelerde iNOS aktivasyonu ile
olusan NO' sentezinin endotoksine ve sitokinlere maruz kalmadikca gézlenemeyecedine isaret
edilmektedir. Ancak endotoksin verilmesinden sonra iNOS indliksiyonu ile NO' sentezi igin 4-8
saatlik bir stirenin gereklili§i vurgulanmaktadir 26 7°,

NOin son Urilnleri olan NO,™ ve NOs5™ bir gok sayidaki reaktif oksijen tirevleri (ROS) ile reaksiyona

girerek yeni biyolojik olarak aktif tiirleri olusturmaktadir. Son yillarda NO, in HOCI ile fizyolojik



pH'da birleserek cok gliclii klorlayici bir ajan olan nitril kloriir (NO,CI)li olusturdudu belirtilmistir "
83, 109 By sistem MPO-H,0,-NO,~ sistemidir. Olusan NO,CI, tirozin iceren fenolik bilesikleri
dimerlestirme, klorlama ve nitratlamakta ve bu sekilde hem bakteriyal proteinleri etkileyerek
organizmanin savunmasini saglamakta hem de gevre dokuya zarar vermektedir 47 8% 19 HOCI,
kloraminleri olusturmak Uzere aminler ile de kolaylikla reaksiyona girer. Taurin ve diger aminler
uyarilan noétrofillerde toplanan kloramin tirevlerinin  %90‘indan sorumludur. Taurin nétrofillerin
sitoplazmasinda en fazla bulunan serbest amino asittir. Taurin, HOCI ile reaksiyona girerek uzun
omurlti, HOCI'e gore daha az toksik ve daha az reaktif olan taurokloramin (Tau-CI)‘i olusturur.
MPO-H,0,-Halid sisteminin bir Grini olan Tau-CI antimikrobial ve antiinflamatuar 06zelliklere
sahiptir. Son vyillarda yapilan calismalarda Tau-CI'in fagositik hiicreler tarafindan olusturulan
proinflamatuar mediatérlerin miktarini regiile ettigi, INOS’u inhibe ettigi bildirilmigtir 74 83 84,123,133
Insan nétrofillerinde NO- olusumu ile ilgili son derece karisik bulgular mevcuttur. Bazi arastirmacilar
cok dusuk ancak bazi ajanlarla aktivasyondan sonra artabilen NO' miktarina isaret etmislerdir.
Diger bazi arastirmacilar ise NO aktivitesini ve NO' metabolitlerinin insan nétrofillerinin sitokinler ile
aktivasyonundan sonra bile tayin etmekte yetersiz kalmislardir 43. Arastirmacilar taurin ile NO5
arasinda HOCI ile reaksiyona girmek igin bir yarisma oldugunu bu sekilde ya Tau-CI ya da NO,CI
olusabilecedini dnermektedirler 83, Nétrofillerde olusan RNS’nin antibakterisidal etkileri ve oksidatif
doku harabiyetlerine iliskin yodun calismalar yapilmasina ragmen blylk bir cogunlugu hicre
kiltird ile yapilan in vitro calismalardir 27 43 83 138 in vivo sartlarda nétrofillerrin uyariimasindan
sonra MPO-H,0,-Halid sistem aktivitesinin NO,  ve taurin ile iliskisini arastiran ve bu sekilde bu
hicrelerin fonksiyonlari hakkinda karar veren bir bilgiye rastlanmamistir.

Bu bilgilerin 1s1d1 altinda calismamizin amaci kobaylara endotoksin uyguladiktan sonra PMN
I6kositleri izole edip bu hiicrelerde MPO aktivitesini 6lgtiikten sonra HOCI ile reaksiyon igin yarisan
NO,  ve taurin miktarlarini karsilastirmak ve MPO-H,0,-Halid sistemin bir Grinid olan Tau-CI
seviyelerini tayin ederek endotoksemide PMN’lerin anti-inflamatuar 6zelliklerini dederlendirmektir.
Galismamizin ikinci amaci: endotoksin ile birlikte antioksidan bir aminoasit olan taurin uyguladiktan
sonra yukaridaki parametreleri 6lcerek deneysel olarak verilen taurinin PMN’lerin anti-bakterisidal

ve anti-inflamatuar fonksiyonlari Gzerine etkisini incelemektir.



2. GENEL BILGiILER

2. 1. LOKOSITLER

2. 1. 1. Tanim ve Siniflandirma

Akyuvarlar (l6kositler) vicudun koruyucu sisteminin mobil Gniteleridir. Lokositlerin en &énemli
ozelligi inflamasyon boélgesine tasinarak orada enfeksiyona karsi hizh ve etkin bir yanit
olusturmalaridir °. Dokulara go¢ ederek ¢ok yonli islevlerini yerine getirirler.

Sitoplazmalarinda bulunan grandillerin tipine gore iki gruba ayrilir: granulositler (cok cekirdekli
akyuvarlar) ve agranilositler (tek gekirdekli akyuvarlar). Bu siniflandirmaya goére toplam yedi farkl
I6kosit vardir.

I. Grandlositler

1. Comak cekirdekli nétrofiller
2. Parcali gekirdekli notrofiller
3. Parcali gekirdekli eozinofiller
4, Pargali gekirdekli bazofiller

II. Agranulositler

5. Monositler
6. Lenfositler
7. Plazma hicreleri

Kan dolasiminda iken granilositler de agrandilositler de kiire bicimindedir ancak bazilarn kan
damarlarini terk edip dokulara gectiklerinde amipsi bir sekil alir. Granilositler iki ya da daha fazla

loblu bir gekirdek igerirler %,



Notrofilik granilosit Eozinofilik grandlosit

Bazofilik graniilosit Lenfosit

Monosit Monosit

Sekil 1. Lokosit gesitleri (Junqueira LC, C. J. Basic Histology. Nobel Tip. Sf 234)

Tam granllositler yasam slresi birkag gin olan ve boélinmeyen terminal hicrelerdir; bag
dokusunda apopitozis ile o6lirler. Ortaya c¢ikan hicre kalintilari makrofajlar tarafindan ortadan

kaldirihir ve bir inflamatuar yanita yol acmaz. Bélinmeyen hicreler olarak granilositler fazla protein



sentezlemezler. Bu hiicrelerde golgi kompleksi ve granulli endoplazmik retikulum gelismemistir. Az
sayida mitokondri icerirler (dislk enerjili metabolizma, sitrik asit donglsi daha az énem tasir) ve
metabolizmalan daha c¢ok glikolize dayanir. Bu nedenle glikojen icerirler ve inflamasyonlu alanlar
gibi oksijenin az oldugu bélgelerde islev gorebilirler. Notrofillerin anaerobik ortamlarda yasamlarini
strdtrebilmeleri, bu hlicrelere blytk avantaj sadlar gunki inflamasyonlu ve nekrotik dokular gibi
oksijenin yetersiz oldugu yerlerde bakterileri 6ldurebilir ve artiklarin ortadan kaldiriimasini
saglayabilirler 4.

Agraniilositlerin cekirdekleri yuvarlak ya da gentikli ve tek lobludur. Yetiskin insanda 1mm? kanda

6000-10000 (ortalama 7000) kadar I6kosit bulunur. Akyuvarlarin sayisal oranlari su sekildedir:

Tablo 1. Akyuvar Tiplerine Gore pL Basina Sayilari ve Yiizdeleri

Akyuvar Tipi uL basina yaklasik sayilari Yaklasik yluzdeleri
Notrofil 5000 % 60 - 70
Eozinofil 150 % 2-4
Bazofil 30 % 0.5
Lenfosit 2400 % 28
Monosit 350 % 5

Akyuvarlar vicudun yabanci maddelere karsi hiicresel ve himoral savunmasindan sorumludur.
Dolagimdaki kanda kire bigiminde ve hareketsiz hcrelerdir ancak yabanci bir nesne ile
karsilastiklarinda sekil degistirerek yassilasabilir ve hareketlenebilirler. Akyuvarlar endotelin
baglanti yerinden gecerek vendlleri ve kilcallari terk ederler ve diapedez (Yunanca: dia, icinden;
pedesis, atlamak, gecmek) yoluyla bag dokusuna gecerler. Bu siire¢ granilositlerin ve monositlerin
kandan dokulara tek yonli akisini igerir (lenfositler tekrar dolasima doénebilirler).
Mikroorganizmalarla enfekte alanlarda diapedez artar. inflamasyonlu bélgelerde esas olarak
hiicresel ve mikroorganizma kokenli kimyasal maddeler salinir ve bu maddeler diapedezi artirir.
Kimyasal mediatérler araciligi ile 6zgll hiicrelerin bélgeye cekilmesi kemotaksis olarak adlandirilir.
Bu olay akyuvarlarin, inflamasyon durumunda koruyucu 6zelliklerine gereksinim duyulan yerlerde

hizla toplanmasini saglar %% 4 192,




2. 1. 2 Noétrofiller (Polimorf Cekirdekli Akyuvarlar)

2. 1. 2. 1 Yapim, Dagilim ve Yikilimlari

Notrofiller, kemik iliginde bir seri mitotik boliinme, farklilasma ve olgunlasma sonucunda olusurlar.
Kemik iliginde hem kendini yenileme yetenegdi olan hem de degisik hematopoetik seri hiicrelerini
olusturabilme kapasitesine sahip pluripotent ana hiicreler mevcuttur. Uygun uyarim ile bu ana
hicreler unipotent yoénlendirilmis htcrelere farklilasirlar. Unipotent ydnlendirilmis htcreler hem
¢odalma hem de bir hematopoetik seri hlicresine farklilasma kapasitesine sahiptir. Myeloblast,
granulositer serinin 6ncul hiicresi olup promyelositlere (peroksidaz +) farkhlasir. Notrofilik serinin
ilk preklrsort nétrofilik myelosittir. Myelosit safhasindan sonra hiicreler béliinme yetenegini
kaybederler. Bu safhadan sonra sitoplazma ve nikleusta farklilasmalar baslar. Myelositlerin
olgunlasmasi: myelosit > metamyelosit > stab > parcali (nétrofil) sirasina gére olur 5.
Notrofillerin yasam sireleri oldukga kisadir: kan dolasimindaki yari 6mri 6-7 saattir, apopitozis ile
yasamlarinin sonlandigi bag dokusunda ise 1-4 glin sureyle yasamlarini strdartrler. Notrofiller kan
dolasiminda iken inaktif ve kire bigimindedir, bir kismi serbest sekilde bir kismi da damar
endoteline yapisik olarak bulunur ancak ekstraseliiler matriksteki kollajen gibi solid bir substrata
yapistiklarinda aktif amipsi hareketler sergilerler. Iki tip nétrofil hareketi vardir. Bunlar: rastgele
hareket ve kemotaksik bir faktor varliginda nétrofilin uyarima dogru tek yonli hareketidir. Hasara
ugramis dokular, bazi bakteri Grtnleri, C3a ve C5a gibi kompleman bilesikleri 6nemli kemotaksik
faktérlerdir 4.

Kemik iligindeki nétrofil rezervinin, normalde 4-8 giin ihtiyaci karsilayabilecegdi gdsterilmistir . Kan
dolasimina yeni katilan olgunlasmamis nétrofillerin gekirdedi loblanma gostermez ve at nal
seklindedir (band formu). Kanda band formundaki nétrofillerin sayisinin artmasi, muhtemelen bir

bakteriyel enfeksiyona karsi nétrofil tiretiminde artis oldugunu gésterir (sola kayma) &



2. 1. 2. 2. Fonksiyonlan

Notrofillerin en 6nemli fonksiyonlar vicudu mikroorganizmalara karsi korumaktir. Mikroorganizma
invazyonlara karsi nétrofil cevabinin gesitli evreleri vardir 1. Bu evreler:

1. Kemotaksis

2. Fagositoz

3. Intraselltler Oldirme

4. Sindirme

lgeri alinma

Fagolizozom
olusumu ve
degranulasyon

Sekil 2. Notrofil Cevabinin Evreleri (Robbins, Temel Patoloji, 2000, sf 32)

Notrofiller bakterileri bulduklarinda psddopodlariyla sararlar ve bakterileri nétrofil zarinin
olusturdugu, fagozom olarak adlandirilan bir vakuol icinde hiicre icine alirlar. Bakterinin sitoplazma
icine alinmasindan hemen sonra 06zgll graniller fagozom ile kaynasir ve igerdikleri enzimler
fagozoma bosalir. Fagozom zarindaki proton pompasi aracilidi ile vakuol igindeki pH yaklasik 5.0’e
disuraltr; bu pH dederi lizozamal enzimlerin aktivitesinin en Ust dlizeyde gergeklestiriimesi igin
uygundur. Daha sonra, azurofilik graniller enzimlerini asit ortama bosaltirlar ve mikroorganizmalar
oldurilerek sindirilir. Notrofillerde primer ve sekonder olmak tzere 2 tip lizozom grandli vardir. Bu

graniller cgesitli hidrolazlar, oksijenazlar ve bazi enzimatik olmayan maddeleri icerirler. Sekonder



granullerin, primer granillerden daha o6nce fagositik vakuollere igeriklerini bosalttiklan

sanilmaktadir % °°,

Tablo 2. Notrofil Graniillerinin Icerikleri

Primer (Azurofilik) Graniiller Sekonder (Spesifik) Graniiller
Myeloperoksidaz Laktoferrin
Asit fosfataz Lizozim
Diger asit hidrolazlar Alkalen fosfataz
Lizozim Kollojenaz

Argininden zengin katyonik proteinler

Asit mukopolisakkarit

Fagositik vakuole bosalan bu graniler komponentler antimikrobial 6zellik gdésterirler. Fagositik
vakuolde pH’In azalmasi ve oksijen kullanimindaki artis, O, anyonlar ve H,O, akimi lasyonuna
neden olur. MPO, H,0, ve diger halojenler (CI, I’,..) mikroorganizmalara karsi kuvvetli bir
antimikrobial sistem olusturur. Bu sistem igin gerekli CI I6kositlerde vardir, I da ya ekstraselliler
sividan ya da troid hormonlarinin deiyodinizasyonundan alinir 1% 62,

Mikroorganizmanin fagositozunu saglamak (izere noétrofillerin hiicre membraninda kompleman ve
IgG molekilt igin reseptdrler mevcuttur. Bazi mikroorganizmalar fagosite edilmeden &nce
kompleman gibi serum faktérleri veya spesifik antikorlar ile kaplanir. Fagositozu kolaylastiran bu
maddelere opsonin ve bu olaya opsonizasyon denir. Opsonize eden antikorlarin ve komlementin
bulunmasi fagositoz hizini 100 kat artirabilir %4,

Notrofil ve monositlerin en 6nemli fonksiyonu fagositozdur. Slphesiz fagositoz yapan hucreler,
fagosite edecekleri maddeler hakkinda secgici olmalan gerekmektedir. Aksi halde fagositler
tarafindan vicudun kendi yapilari da fagosite edilirdi. Bir maddenin fagosite edilip edilmemesi
Ozellikle 3 faktére baghdir:

1. Fagosite edilecek pargacigin ylizeyi diz olmayip plrizll ise fagositoz kolaylasir.



2. Vicudun dogal yapilarinin cogu negatif elektrik yiku tasiyan ylizeye sahiptirler. Akyuvarlar da
negatif yukli olduklarindan birbirinden uzak dururlar. Ote yandan &li doku ve yabanc
partiktller, cogunlukla pozitif ylkludir ve fagositoz icin elveriglidirler.

3. Vicudun fagositozu kolaylastiran bir vasitasi daha vardir. Bazi maddeler opsonin adi verilen bir
globulin molekuli ile birlestirilirler. Bu birlesmeden sonra fagositin yabanci ylizeye yapismasi
kolaylasir.

Fagositler sindirim enzimlerinden bagka bakterisid maddeler de tasirlar. Ornedin nétrofiller lizozim

ve fagositin gibi maddeler tasirlar ki bunlar 6énemli bakterisidal maddelerdir. Nétrofillerde bulunan

antimikrobiyal sistemin bilesenleri MPO, halojenler ve H,0,'dir 5t/ 94 95,102,127,

2. 1. 3 Notrofillerde Proteinaz Sistemi

Notrofiller elastin, cestili tipte kollajen ve hilicre disi sahada bulunan dider proteinleri hidroliz

edebilen bir grup proteinaz tasir.

Tablo 3. Notrofillerdeki Proteinazlar ile Plazma ve Dokulardaki Antiproteinaziar

Proteinazlar Antiproteinazlar
Elastaz al-Antiproteinaz
Kollagenaz a2-Makroglobulin
Gelatinaz Sekretuar Lokoproteinaz inhibitdru
Katepsin G al-Antikimotripsin
Plazminojen aktivatéru Plazminojen aktivatér inhibitor-1
Metalloproteinazin doku inhibitéri

Bu tir enzimsel etki denetlenmeden yiriiyecek olursa dokularda ciddi zedelenmelere neden olabilir.
Bu proteinazlarin ¢ogu lizozomal enzim olup normal noétrofillerde esas olarak etkin olmayan 6ncller
halinde bulunur. Bu enzimler kigik miktarlarda normal dokulara salinir ve bu miktar inflamasyon
sirasinda belirgin bir sekilde artar. Elastaz ve diger proteinazlarin etkinligi normalde, plazma ve

hiicre disi sivida yer alan bir grup antiproteinaz tarafindan denetim altinda tutulur. Bunlarin herbiri,
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kovalen olmayan bir karma olusturarak bir veya daha fazla sayida 6zgul proteinazla baglanabilir ve

bdylece inhibisyona neden olur 4.

2. 2 SITOKINLER

Sitokinler enfeksiyon hastaliklarinda ve immun yanitin diizenlenmesinde rol alan, baslica lenfositler
ve monosit/makrofajlar tarafindan salgilanan polipeptid yapilardir 2, Hiicreler arasi sinyal iletimi,
aktivasyon ya da engellenmeyi yonlendiren mediyatérlerdir. Bu proteinler immin sistem
hicrelerinin gogalmasini, farklilagsmasini ve islevlerini diizenlerler. Kisaca su 6zelliklere sahiptirler:

» Bir sitokin birden fazla hiicre grubunu etkileyebilir,

» Bir sitokinin birden fazla biyolojik aktivitesi olabilir,

> Bir hicre birden fazla sitokin Uretebilir,

> Bir hiicre birden fazla sitokinden etkilenebilir,
Kendi Uretildikleri htcreleri (otokrin etki) ve yakin cevredeki diger hicreleri (parakrin etki)
etkileyebildikleri gibi; sistematik etkileri de (endokrin etki) vardir. Sistemik akut-faz reaksiyonlarini
stimile eden bu sitokinlerin; endotel, I6kositler ve fibroblastlar lizerine lokal etkileri bulunmaktadir
7, 30.
Sitokinlerin molekul agirliklari 6.000-60.000 dalton arasinda degismektedir. Sitokinler hedef hicre
ylzeyindeki 6zgul reseptorlere baglanarak islev gorirler ve cok kulicik dozlarda gugli etki
olusturabilirler.
T lenfositler islevlerinin gogunda sitokinleri kullanirlar. T lenfositler tarafindan salgilanan sitokinlere
lenfokin denir. Lenfokinler kazanilmis immun yanitta hicresel ve hiimoral immunitenin vazgegilmez
ayeleridir. IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IFNy, GM-CSF (Granilosit Makrofaj-Koloni
Uyarict Faktdér) ve TNFB lenfokinlerden bazilaridir. Monokinler ise aktive monosit-makrofaj
hiicrelerinden salinan, IL-1, IL-8, TNFo, IFNp gibi sitokinlerdir 1 112/ 131,
Sitokinler etkilerine gore baslica 4 ana grupta dederlendirilebilirler:

> Dogal immin yanitta etkin olanlar: IFNa-, IFNB, IL-1, IL-6, IL-8, IL-11, IL-12, TNFa

» Lenfositlerin aktivasyonu, cogalmasi ve farklilasmasinda etkin olanlar: IL-2, IL-4, IL-12, IL-

13, IL-14, IL-15, TGFp
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» Inflamasyon yanitinda etkin olanlar: IFN, TNFpB, IL-5, IL-10, IL-12, IL-16, IL-18, MIF ( gd¢
onlenim faktéru, Migration Inhibitory Factor) .

> LoOkositlerin cogalmasi ve farklilasmasinda etkin olanlar: GM-CSF, M-CSF (monosit-makrofaj
koloni uyarici faktér), G-CSF (granulosit koloni uyaricl faktér), IL-1, IL-3, IL-7, IL-9, IL-11,

IL-18, SCF (kék hiicre faktori, Stem cell Factor) * 132,

2. 2. 1 TNF (Tumor Necrosis Factor):

TNF gram @& bakterilere yanitin baslica mediyatoridir. Diger enfeksiyon ajanlarina dogal yanitta da
onemli rol oynar. Yapisal ve islevsel olarak birbirine benzeyen iki sekli vardir: TNFa (kasektin) ve
TNFB (lenfotoksin). TNFa, baslica makrofajlardan salinirken TNFB, T hicrelerinden salinmaktadir.
Deney farelerinde bakteriyel lipopolisakkaridlere (LPS) yanit sirasinda ortaya ciktigi bulunmus ve
timér dokusu tasiyan farelerde tiimér blyukliguni azalttigi saptanmistir 103 108 131 pisiik
konsantrasyondaki LPS'nin farelerde monontlkleer fagositlerin islevlerini uyardigi ve B hcrelerinin
poliklonal aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda ise LPS'nin doku
zedelenmesi, yaygin damar ici pihtilasma (disseminated intravascular coagulation, DIC) ve sok
tablosu sonrasinda 6lime neden oldudu gbésterilmistir 13 140 Artik LPS'nin bu etkileri TNF
aracilidiyla yaptigi bilinmektedir. TNF'nin baslica hiicresel kaynadi LPS ile uyariimis makrofajlardir.
Bununla birlikte antijenle uyarilmis T hicreleri, aktive NK hucreleri ve aktive mast hicreleri de bu
proteini salgilayabilirler. T hicreleri tarafindan dretilen IFNy, LPS ile uyariimis makrofajlarin TNF
sentezini artirir. Boylece TNF dodal ve kazanilmis badisikhdin ortak bir mediyatéridiar ve 6zgl
yanitla akut enflamasyon arasinda bir képrii olusturur 1.

TNF insanda 6. kromozomda yerlesen tek bir genin trinltdir ve yaklasik 25 kD adirhidindadir. Farkh
genlerle kodlanan iki farkli TNF reseptorti tanimlanmistir. Biri 55 kD (TNF-RI), digeri 75 kD (TNF-

1, 108

RII) agirhdindadir
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Sekil 3. Inflamasyonda TNF'nin Baslica Etkileri (Robbins, Temel Patoloji, 2000, sf 38)

TNF'nin biyolojik etkileri, plazma konsantrasyonuna gore dedisiklik gOstermektedir. Dusik
konsantrasyondaki TNF'nin etkileri soyle 6zetlenebilir:
» TNF damar endotelinde yeni adezyon molekiilleri sentezine neden olur. Bu molekiller
notrofil, monosit ve lenfositlerin damar duvarina yapismasini kolaylastirir.
> TNF monontlkleer fagositler ve diger hicrelerden kemokin salinimina neden olarak
I6kositlerin bdlgeye hareketini kolaylastirir.
» TNF inflamatuvar l|6kositleri aktive ederek mikroorganizmalarin 6éldiridlmesine yardimci
olur. Ozellikle nétrofiller aktive edilirken, eozinofiller ve mononiikleer fagositlerin

aktivasyonuna da katkida bulunur.



13

» Diulslk konsantrasyonlardaki TNF'nin kronik Uretimi doku onarimina katkida bulunur. TNF
hem bir damar gelistirici (angiogenesis) faktér, hem de bir fibroblast blylime faktéri
(fibroblast growth factor) gibi etki eder *.

Yiksek konsantrasyonlardaki TNF olumcll dedisikliklere neden olur. Burada TNF'nin birgok &zgil
etkisi rol almaktadir 1°:

> TNF, miyokardin kasilma 6zelligini bozarak doku perflizyonunu azaltir. Bu etki kalp kasi
hicrelerinde bulunan ve arjinini > sitrulin ve NO'e dodnlstiren NOS’In aktivitesini
artirmasiyla ilgilidir.

» TNF, damar diz kas perflizyonunu ve kan basincini azaltir. TNF damar diz kaslarini
dogrudan ya da Uretimini uyardigi prostasiklin ve NO' aracilidiyla etkileyebilir.

» TNF, doku perflizyonunu bozan damar igi trombozlara neden olur.

» TNF, kan glukoz dlizeyini distirmek gibi metabolik etkilere de sahiptir.

TNF'nin enfeksiyona konak yaniti sirasindaki sistemik etkileri séyledir ! 108:

TNF beynin hipotalamik dlzenleyici bdlgelerini bir endojen pirojen (ates yapici) olarak etkiyerek
vlcut i1sisinda yukselmeye neden olur. Bu etkisi IL-1'in endojen pirojen etkisine benzer. TNF'ye
bagl ates aspirin gibi prostaglandin sentetaz inhibitorleri (engelleyici) tarafindan engellenir.

» TNF, mononlkleer fagositler ve damar endoteline etkiyerek dolasimdaki IL-1 ve IL- 6
miktarini artirir.

» TNF, hepatositlere etkiyerek serum amiloid A proteini gibi bazi serum proteinlerini artirir.

» TNF, pihtilasma sistemini etkiler ve damar endotelindeki prokoagtlilan ve antikoagllan
aktiviteler arasindaki dengeyi degistirir.

> TNF, kemik iligi kOok hicre bolinmesini baskilar. TNF'ye kronik olarak maruz kalma
lenfopeni ve immin yetmezlige neden olabilir. TNF'nin eritropoezi baskiladigi bildirilmistir
29_

> Uzun sure TNF duzeylerinin ylksek seyretmesi kas ve yag hilcrelerindeki kayiplarla
kaseksiye neden olmaktadir. Bu zayiflama 6zellikle TNF'ye bagll istah kaybi ve lipoprotein
lipaz gibi enzimlerin baskilanmasiyla ilgilidir.

Tum bu Ozellikleriyle TNF immun sisteme yardimci olmanin 6tesinde bir ¢ok patolojinin de

olusumunda etkindir 7> 113,
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2. 3 RESPIRATORY BURST

PMNL'lerin viicut savunma sisteminde isgalci mikroorganizmalari yok etme konusundaki gorevleri
bilinmektedir. Bu savunma sisteminin gugli bir sekli MPO-H,0, ve halojen kofaktorleri igeren
mekanizmadir. Grantller enzim olan MPQO'In salinimi ve yuksek reaktiviteli oksijen urtnleri olan Oy~
ve H,0,'nin jenerasyonu sadece mikroorganizmalarla dedil ayni zamanda hiicre birikimi,
agregasyon ve kemotaktik maddelere cevap olarak da baslatiimaktadir. Potent bir mikrobisidal
aktivite disinda MPO- H,0,-Halojen sistemi birgok memeli hiicresine toxiktir 19 37,130,

Fagositlerin burst aktivitesi ilk kez 1930 yilinda Baldridge ve Gerard tarafindan tanimlanmistir *°.
1961 senesinde lyer "respiratory burst" sirasinda tuketilen oksijenin, H,0,'ye déonustiralduguni ve
H,0,'nin bakterisidal ajan olabilecegini bildirmistir ve boylece ilk kez respiratory burst ve fagositoz
arasindaki iliskiyi kurmustur 1 %,

Fagositik hicrelerin bir situmulusla karsilastiklarinda, gésterdikleri bir dizi koordine metabolik olay
"respiratuar burst" olarak adlandinimaktadir. Bu olaylar fagositik hticrelerin oksijene badimli

éldiriict fonksiyonlarini icermektedir 19 4> 77,
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Respiratory burstte artmis doért aktivite bulunmaktadir. Bunlar:

1. O, alimi

2. H,0, olusumu

3. Hekzosmonofosfat sant aktivitesi

4. 0y Uretimi 1°
Bugline kadar yapilan galismalar bu tlr bakterisidal uyarilarda hiicrenin O, tliketiminde artis oldugu
dogrultusundadir 1>, Fagositlerin stimulasyonu sonucu, O, alimlarinda belirgin bir artis olmaktadir.
Dinlenen fagositlerin O, tiiketimi hiicreden hiicreye farkhlik gdstermektedir. Ornegin nétrofiller,
oksijenden zengin ortamda olsalar dahi az miktarda O, tiketmektedirler. Alveoler makrofajlar ise
enerji Uretmek amaciyla fazla miktarda oksijen kullanilan mitokondrial reaksiyonlar icermektedirler.
Uygun stimulusla bu hiicrelerin O, alimlari artmaktadir .
Respiratuar burstteki en énemli olay O, Uretimidir. Bu bilesik O,'nin bir elektron indirgenmesiyle
olusur. Olusan O,” anyonu, superoksit dismutaz (SOD) enzimiyle katalize olur. Onceleri bu oksijen
tlketimi artisinin fagositoz icin gerekli enerjiyi saglamak amaciyla oldugu dustnllmekteydi. Ancak
fagositozun oksijen yaninda azot ile de yapilabildigini ve oksijen alimi artisinin mitokondrial
solunum inhibitorlerine karsi duyarsiz oldugunu tespit eden Sbarra ve Karnovsky mekanizmanin bu
amagla kullaniimadigini bildirmislerdir °°.
Fagositozis igin kullanilan oksidasyon ajanlari MPO, O,~ ve H,0,'dir. Bu sistem aracilidiyla
bakterilerin yok edilmesi konusunda birgok mekanizma ortaya atilmistir. Bunlardan en yogun ilgi
toplayani bakteri hiicre duvarinin halojenasyonudur. I kullanilarak yapilan galismalarda I'un bakteri
hiicre duvarina baglandi§i saptanmistir ®°. Bu bulgu daha sonra fagosit fonksiyonlarini incelemek
icin temel olarak kullaniimistir. Yakin tarihlerde radyoaktif CI ile ayni tir testler yapilmis ve CI'un
MPO-H,0,-Halojen sistemiyle bakteriye inkorpore olabilecedi bildirilmistir. Tim bu bulgulardan
sonra bakterilerin yok edilmesinin hilicre duvarinin halojenlenmesiyle butunliginia kaybetmesi
nedeniyle oldugunu go6stermistir. Ancak bu olayin tek basina etkili olmadigi ve ikinci bir
mekanizmanin da bakterisidal etkiye yardimci oldugu bulunmustur. Bu mekanizma MPO sisteminin

aminoasitleri dekarboksile ederek onlari aldehit, CO, ve NH;'a cevirmesidir 3 1°°,

R-CNNH,-COOH » R-CHO + CO, +NH;
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Bu mekanizmada bakteri hiicre duvarinin aminoasit bilesenleri yikilir ve hicre 6lir ya da serbest
aminoasitler dekarboksile olarak organizma bu reaksiyonda olusan toksik aldehitler tarafindan
éldurdlir. Yine de ilk mekanizmanin daha gecerli oldugu bilinmektedir *°.

MPO sisteminin bakterisidal etkisi konusunda en son hipotez singlet oksijen (10,) mekanizmasidir.
Singlet oksijen teorisinde ise normal atmosferik oksijenden farkh olarak iki oksijen cekirdegi
etrafindaki elektron dagihmi farkli olan bir yapi s6z konusudur. Bu degisim molekilin kimyasal
Ozelliklerinde farkhhklar katar ve dedisik reaktivite gosterir. OH™ gibi iliskide oldudu biolojik
yapilarda farkliik yapar. Bu olayin fagosit islevi acisindan acgiklanmasi ise sdyledir: MPO reaksiyonu

ile olusan OCI’, H,0, ile birleserek singlet oksijeni olusturur.

OCT + H,0, 10, + CI' + H,0
Ayrica:
0, + H,0, 0, + OH + OH

reaksiyonuyla da singlet oksijen saglanmaktadir. Bazi arastirmacilar da O,”'in enzim katalizi
olmadan dismutaz reaksiyonu ile de singlet oksijen elde edilemedigini bildirmektedirler . Tium bu

mekanizma 1988 yilinda, soyle 6zetlenmistir:

GLUKOZ
— G-6-P __"‘—‘--—--.ﬁ
FMBDFN MEYERHOT HEKS0Z
YOLU MONOFOSFAT
GLIKOTIZIS «—— NAD 0, NADP —  YOLU

I I

NADH —— +~—— NADPH

\

=
AR
OEsiDAZ — g :g g
3 s g
L
SUPEROKSIT z 'é
KATALAZ REDIKTE GLUTATYON
H,0 + 0, 1,0, GS-GS
mro | T
cr

BAKTERISIT ETKI

Sekil 5. PMNL'lerde O,~ Olusumu
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Bu sekli 6zetlersek: PMNL'lerde fagositozis ve degranulasyon ile birlikte glukoz kullanimi 6zellikle
heksoz monofosfat yolu hizlanir, NADPH (retimi artar. NADPH oksidaz kataliziyle oksijenden O~

olusur. Bu oksidasyonunun artmasi sant aktivasyonunu ifade eder.
20, + NADPH—— 20,” + NADP" + H'
Olusan Oy ile
20, +2H —— H,0, + O,
seklindeki reaksiyonla H,0, olusur. Olusan H,0, ve grantlde var olan MPO-halojenlerin varliginda;
MPO-H,0,-Halid antimikrobial sistemini olusturur.
Bu sistemin olusumu icin, H,O,'nin varligi ve bu H,O,'nin granidl MPO’Ini serbest biraktirdigi

belirtilmistir.

Halojenlerin, MPO ile okside edilerek;

- HOCT
H202 + T + B+ ___ MPO HOBr + H,0
Br
HOI

hipobromik asit, hipoklorik asit, hipoiyodik asit olusturdugu ve kuvvetli okside edici bilesiklerinde
sitotoksik etki gosterdigi belirtilmistir.
MPO-H,0, sistemi vaklioler sahada aktiftir. Stoplazmada glutatyon ve katalaz sistemleriyle

inaktiflestirilir.

Glutaty csida
GSH + H,0, lutatyon Peoksidaz > GSSG

Glutatyon Rediiktaz

GSSG + NADPH » GSH + NADP*

seklindeki reaksiyonlarla glutatyon peroksidaz-glutatyon rediiktaz sistemleriyle H,0,’in

detoksifikasyonu ve NADP Uretimi olur. Olusan bu NADP heksozmonofosfat yolunu aktive eder.

H,0,, katalaz sistemleriyle de detoksifiye edilebilir 101 153,

H,0, KATALAZ . Mo + O,
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2. 3. 1 Respirator Burst Enzimleri

2. 3. 1. 1 Glukoz-6-Posfat Dehidrogenaz (G6PD):

G6PD, pentoz fosfat yolunun anahtar enzimidir. Bu yol birgok anabolik reaksiyon igin indirgeyici
ajan olan stoplazmik NADPH'In ana kaynadidir. G6PD dokularda yaygin olarak bulunur ve fizyolojik
sartlarda koenzim olarak NADP*'yi kullanir ve glukoz-6-fosfat'tan > 6-fosfoglukonatin sentezini

katalizler 4,

)
H
+ HED(PIH
E—E;DH

B-D-ghucose-6-phosphate
D-ghucane-actone-8-phosphate

Sekil 6. Glukoz-6-fosfatin glukonolakton-6-fosfata doniisiimii

Ilk olarak Karnovsky ve arkadaslari 1959 yilinda PMNLlerde fagositoz sirasinda pentoz fosfat
yolunun stimiile oldugunu bildirmislerdir *?°. Daha sonra fagositoz ve respiratuar burst ile ilgili tim
arastirmalarda indirgenmis NADPH’larin oksidasyon derecesine bagli olarak pentoz fosfat yolu
aktivitesinin de artmasi lzerinde durulmustur.

G6PD’In en biylk gorevlerinden biri de reaktif oksijen tirlerinin metabolik enzimleri olan glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz, katalaz, SOD, NADPH oksidaz ve NOS’a direkt veya indirekt olarak
NADPH saglamasidir ki bu NADPH, heksoz monofosfat santinda Uretilir.

G6PD'in kaltsal eksikliginin birgok tipi tariflenmistir. Bu durum hemolizi uyarip anemiye sebebiyet
vermektedir. Enzim eksikligi olan hiicreler, eritrosit membraninin bitinliginin saglanmasi igin
gerekli olan GSH eksikligi ile sonuglanan disik NADPH Uretim hizina sahiptir. GSH eksikligi yash
hiicrelerde daha fazla gérilir. Bundan dolayr bu hastalarda yiksek oranda dolasimda geng

hiicrelerin dolasmasina ve eritrositlerin daha kisa 6mirli olmasina sebep olur 128 137,154,
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2. 3. 1. 2 NADPH Oksidaz:

NADPH .
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\ : - burst e \
MADPH axidase ;."? r %.\‘ .:' \
W ' T i \
NADP~ ¥ - \ \
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; -;
\ ' b 2 !
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I | > B 34 "
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cytoplasmic membrane

Sekil 7. Aktive Olmus Lokositlerde Respiratuar Burst Olayi

Notrofillerde bulunan NADPH oksidaz, O, - O, anyonuna redlikte eden, elektron transport zinciri
iceren, membrana badh bir enzimdir. 1964 yilinda ilk defa Rossi ve arkadaslari tarafindan tespit

edilmistir 1*°

NADPH oksidaz
20, + NADPH > 20,7 + NADP* + H*

NADPH oksidaz en az iki subiiniteden olusmaktadir 18 90 134;

1) Flavoprotein olan flavin adenin dintkleotid (FAD) iceren bir prostetik grup

2) Flavositokrom (Sitokrom-b558 subUinitesi)
Notrofillerin aktivasyonuyla 6zel granilllerde bulunan sitokrom-b558, degranilasyonla plazma
membranina transfer edilerek respiratuar burst aktivitesi basglatilir (Optimum pH 7.0-7.5 dur).

NADPH oksidazin 4 komponenti mevcuttur 34
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1. gp91-phox
2. p22-phox
3. p47-phox
4. p67-phox

P - ortalama proteini,

gp - glikoproteini,

Numaralar - molekdl agirliklarini,

phox = proteinin fagositik oksidazin bir komponenti oldugunu gésterir.

Notrofillerin sitimilasyonuyla p47-phox sitozolden plazma membranina transloke olur ve oksidaz
sisteminin bir komponenti haline gelir. Ikinci sitozolik faktdr p67-phox da bundan sonra
sitoplazmadan membrana transloke olur ve aktif oksidaza baglanir. Bu sitozolik faktorler, sitokrom
b-558 komponentiyle ve G proteinin Rap1A komponentiyle baglanmay! saglar . Dinlenen hiicrede
alt birimler sitozol ile intraseluler vezikiller ve organellerin membranlari arasinda dadilmis
durumdadir. Fagosit aktive oldugunda sitozolik alt birimler membrana goé¢ ederler ve membran-

bagl alt birimlere baglanirlar boylelikle enzim aktif hale gelmis olur !

Cytosolic
5I-I|Jlln its ve-'"c" Active
Oxidase
C% _a %
_}ﬂ;
0,;
h
Gy't:;;:me Membrane

Sekil 8. Notrofil NADPH Oksidaz Enziminin Aktivasyonu

NADPH oksidazin sitokrom b-558 komponentinin o ve B subuniteleri mevcuttur. Bu sublniteler hem
grubu igerirler. Bu iki hem'in bir flavinle baglanmasi NADPH’daki bir cift elektronun ayrilmasini

saglar. Bir sonraki basamakta da sitokrom b-558‘e transfer edilerek, O,'in O, e bir elektron
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rediksiyonu saglanir. Flavin basamadi transfer olayinda hiz kisitlayicidir. FADH radikalinin

olusumuyla aciklanan bu olay, bize elektronlarin hem Uzerinden gectigini géstermektedir 3% 41,

2e 2e le

NADPH FAD ———  Sitokrom byyy ——ou 0,

Dinlenen fagositte NADPH oksidaz aktivitesi yok denecek kadar azdir. Herhangi bir uyarn ile
uyarildigi zaman aktif hale gecer. Bu uyar bakterilerden veya inflamatuar proteinlerden
kaynaklanabilir.
Respiratuar burst aktivasyonunda ilk gelisen olay, normalde nétrofillerde inaktif formda bulunan
NADPH oksidaz’in aktif hale gegmesidir. Aktivasyon olayl gok basamakli bir yolla, agonistin hicre
ylzeyindeki reseptériine baglanmasi ve NADPH oksidaz komponentlerinin, membrana bagl enzim
kompleksi seklinde toplanmasiyla baglatilir. Nétrofillerin bir stimulusla uyarilmasindan 15-60 sn.
sonra aktivasyon baslamis olur 1,
Notrofillerin aktivasyonunda gesitli mekanizmalar ileri strilmektedir.

1) cAMP konsantrasyonunda artis,

2) Membrandaki Ca*™* depolan

3) Fosfolipid turnoveri,

4) Proteinlerin fosforilasyonu,

5) Membran potansiyelindeki degisiklikler: Respiratuar burst aktivitesinin baslamasiyla -60
mV olan istirahat membran potansiyeli, depolarizasyon sonucu O mV'a ulasir 3. NADPH oksidaz
Uzerinden elektron transportu elektrojeniktir ve depolarizasyona neden olur. Membran
depolarizasyonu ve sitozolik asidifikasyon, plazma membraninda H*'In iletimini aktive eder. H*
iyonunun bu akisi membran potansiyeli ve fizyolojik intraselller pH'nin korunmasini saglar.
Tam bu biyokimyasal dedisimler hizla geri donebilir. Gunliimtize dedin bu aktivasyon mekanizmasi
tam olarak ortaya konamamistir. Bunun en 6nemli iki nedeni: NADPH oksidaz’in saflastirilamamasi
ve noétrofillerin intraselller ortamina su andaki mevcut tekniklerle manlple edilememesidir.
Notrofillerin uyariimasi ve NADPH oksidazin aktivasyonu bir dizi metabolik olay! icermektedir *34:
A. Kemotaktik agonistlerle noétrofillerin uyarilmasi: Bunlar:

1. Plazma ve inflamatuar eksudadan kaynaklanan C5a
2. Bakteri drint veya hasarli dokunun mitokondrisinden gelen N-formylmethionil

oligopeptitleri
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3. Aktive olmus hicrelerden salgilanan LT-B4, platelet aktive edici faktdr (PAF)
4. Stimile olmus hiicrelerden ve fagositlerden salgilanan interlékin-8 (IL-8)
B. Guanozin 5'-trifosfat baglayici proteinler
C. ikincil uyaranin olusumu
NADPH oksidatif sistemin aktivasyonu metabolik asit olusumunda artisa neden olur. Bu
asidifikasyon redoks siklusu sirasinda oksidazca H* salinimi ve NADPH Ureten heksoz monofosfat

santinin H* Uretmesi sonucudur 34,

2. 3. 1. 3 Ksantin oksidaz (X0)

X0, in vivo ROS’un en biyik kaynaklarindan biridir. Artmis oksidatif sitres igin potansiyel bir
kaynak olabilir. Ksantin oksiderediktaz (XOR), ksantin dehidrogenaz (XD) ve XO gibi iki farkh
sekilde bulunabilir. XD, XO’in prekursorudur, 150 kDa agirliginda bir proteindir ve hipoksantinin >
ksantine ve daha sonra da drik aside cevrilmesini katalizler, bu olay NAD*'nin NADH'a
indirgenmesiyle gergeklesir.

Ksantin Dehidrogenaz

Hipoksantin + H,0 + NAD" Ksantin + NADH + H'

Ksantin Dehidrogenaz

Urikasit + NADH + H*

Ksantin + H,O + NAD"

XOR sisteminin normal fizyolojik fonksiyonlari sunlardir;
= PUrin metabolizmasi
= Oksidan ve antioksidan Uretimi
=  Sinyal uyumu saglanmasi
= Ilac metabolizmasi 143 1°8
Patofizyoloji: ilk kez 1968'de Mc Cord ve Fridovich tarafindan XO enziminin O, radikalinin biyolojik
kaynadi oldugu sdylenmistir %6, Arastirmalar, XOR’In non-iskemik dokularda baskin bir sekilde XD

olarak bulundugunu ve iskemi, hipoksi, sepsis, yanik, akut viral enfeksiyon, hemorajik sok veya

oksidatif stres sirasinda XD’in XO'a donustliglni gostermektedir.
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Ksantin Oksidaz

Hipoksantin + H,0 + 20, > Ksantin + 20, + H,0,

Ksantin Oksidaz

Ksantin + H,0 + 20, Urik asit + 20,~+ H,0,

Bu doénldsim esansiyel sulfir gruplarinin oksidasyonuyla olursa reversible, amino terminalinin

yikimi ile gergeklesirse irreversible olarak meydana gelir. Yukselmis XO sirkilasyonda 120

dakikadan fazla kalir 143 18,
ernesierseersrrse D NOLCOMERS | rsicw Araform
Dehidrogenaz D/O
D Tivoller H
Tivoller . £
’ Tiyoller i Proteolizis
§
Proteolizis Geriye doniisiimlii-oksidaz (O)
MA 150 000
Proteolizis

h
Geriye doniisiimsiiz-oksidaz (O)
MA 130 000

Sekil 9. XOR’In XO ve XD’a Doniisiimii

XDH'Il >X0’a donustiren mekanizma ATP Uretimi igin gerekli olan O,'nin kan akiminin azalmasiyla
beraber belli bir sinirnn altina dismesiyle baslar. Enerji ylkd azalan hicreler, membranlar
arasindaki iyon gradientini saglayamayarak Ca*™* iyonlarinin tetiklenmesine ve sitozolik Ca**

konsantrasyonun artisina neden olurlar. Bu artan Ca** iyonlarn da Ca**’

ye bagli bir proteaz olan
kalpain’i aktive ederek dehidrogenaz formunu - oksidaz formuna donuUstirirler. Hicrelerde
ATP'nin yikilarak azalmasi, AMP konstrasyonlarinin artmasina ve AMP’nin adenozine, inozin ve
hipoksantine katabolize olmasina neden olur. Hipoksantin ve ksantin KO ve KD’in okside olabilen
substratlari olarak rol alirlar .

XO'In patofizyolojisi aktive edilmis notrofiller (zerinde incelendiginde O, olusumu Uzerine blylk

etkilere sahip oldugu gézlemlenmis. Heinecke ve arkadaslari yapmis olduklari bir galismada °% in



25

vitro olarak ONOO™in ve MPQO’nun ksantini nitratladigini géstermisler ve olusan major trinin ise 8-
nitroksantin olarak tanimlamislardir. ONOQO™ ile ksantinin nitratlanmasinin optimum olarak nétral
pH'da oldugunu ve bikarbonatin fizyolojik konsantrasyonu ile 6nemli derecede stimile oldugunu
MPO ile ksantin nitratlanmasinin ise HOCI ve NO, gerek duydudunu belirtmislerdir. Ayrica 8-
nitroksantin, XO-ksantin sistemiyle 6nemli miktarda O, Uretimini artirdidi icin biyolojik etkilerinin
oldugunu belirtmislerdir. Dolayisiyla olusan fazla O, NO' ile reaksiyona girecek daha fazla ONOO"
olusacaktir. Sonug olarak: ONOO™ ve MPO ile 8-nitroksantin Uretiminin reperflize olmus iskemik
dokularda ROS ve RNS Uretimini acgiklayan pozitif feedback mekanizmasi olabilecegini
yayinlamislardir.

8-nitroksantin XO'In aktivitesini en az iki yolla etkiler °8;

1) XO'in basglangig oranini inhibe eder

2) Kimdulatif O, Gretimini artirir

2. 3. 1. 4 Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD’in McCord ve Fridovich tarafindan kesfi reaktif oksidan biyoloji alanindaki ilerlemenin olmasiyla
birliktedir. 2 molekiil O,”in, 2 molekiil proton ile reaksiyonunu katalizleyerek, H,O,’e dénistirir.
Buna dismutasyon da denir ¢iinkd substrat (O, ) kendisi ile reaksiyona girerek bir okside Grin (O5,)

ve indirgenmis artn (H,0,) olusturur.

20,-+ 280 290  gHO,+ o0,

Iki reaktif oksijen tiiriinii, radikal olmayan molekillere dénistirerek, antioksidan sisteminin en
onemli 6gelerinden birini olusturur. Bu reaksiyon “oksidatif strese karsi ilk savunma” olarak da
adlandinlir. Cinkid, O, zincirleme radikal reaksiyonlarinin glgli bir baslaticisidir. Bu sistem
sayesinde hiicresel kompartmanlardaki O, diizeyleri kontrol altinda tutulur *.

Okaryotlarda 2 cesit SOD vardir:

1) Sitozolik SOD : Kofaktérleri Cu ve Zn'dur. Aktivitesinden bakir, stabilitesinden ise ¢inko
sorumludur. Stres durumunda artmadidi tespit edilmistir.

2) Mitokondrial SOD: Kofaktérii ise Mn'dir. indiklenebilir, konsantrasyonu TNF {retiminin artmasi
gibi stres durumlarinda artar.

Bazi bakterilerde Fe-SOD da saptanmistir.
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SOD’larin katalizledigi reaksiyonlarda olusan H,0,, katalazin etkisiyle su ve molekiiler oksijene

doénustiraltr.

KATALAZ
HZ OZ

02 + HZOZ

O, spontan olarak hizli oranda dismute olur ve bu durumda SOD’a ne gerek var diye akla soru
gelebilir. Bu sorunun cevabi O,”'in spontan dismutasyonu 2 molekil substrat gerektirir ve bu
nedenle dismutasyon orani disik O, konsantrasyonunda cok blylk oranda azalir. Enzimin
katalizledigi dismutasyon ise sadece 1 molekil O, 'e (ve bunun da konsantrasyonu kararlidir) gerek

duyar. Bu nedenle SOD varligi hiicre ici daha az ve kararl bir O, ile sonuglanir 1 12,

2. 3. 1. 5 Myeloperoksidaz (MPO)

2. 3. 1. 5. 1 MPO Yapisi, Mekanizmasi ve Regiilasyonu:

MPO (verici: H,0,, oxiderediktaz, EC 1.11.1.7) tetramerik, glikozillenmis, ~ 150 kDa adirliginda bir
hem proteinidir. Hemoglobin ve diger hem proteinlerinin aksine MPO kirmizi degil yesil renktedir.
Bu alisiimadik rengin ortaya gikmasinin sebebi hem grubunun MPO’a hem'’i kubbe sekline getiren 3
kovalent bagla baglanmasi sebebiyledir >3.

Birbirine disiilfit koprileri ile baglanmis iki protomerden olusur. Bunlarin her biri 59-64 kDa
adirhiginda adir ve 14 kDa adirlidinda hafif alt Uniteleri olan protoporfirine sahiptir. Enzimin
yapisinda % 2.4-3 oraninda karbonhidrat mevcuttur ve bunlar mannoz, glukoz, N-asetil
glukozamindir. Enzimin aminoasitleri % 13-14 oraninda lizin ve arginindir.

MPO notrofil ve monositlerde bol miktarda bulunur ve bu hicrelerin kuru agirliginin sirasiyla %5 ve
%1-2 sini olusturur. Hem proteini I6kositin primer azurofilik granillerinde depo edilir ve gesitli
agonistlerin fagositleri aktive etmesini takiben ekstraselliler sahaya ve fagolizozomal kompartmana
salinir. Tipik olarak fagosit aktivasyonu ve MPO salinimi, O,” ve H,0, Uretilen oksidatif burst ile
birliktedir. MPO, H,0,'nin oksitleme potansiyelini artirir ve bunu H,0,'i, ROS ve klasik peroksidaz

zinciri ile gesitli radikaller tretmek icin kosubstrat olarak kullanarak yapar 1%,
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Sekil 10. MPO’'nun Kinetik Modeli

MPO’Iin tahmin edilen kinetik galisma modeli su sekildedir: MPO’Iin gesitli ara formlan vardir ve
hepsi de 0,7, H,0, gibi indirgenmis oksijen tlrevlerinden ve NO“in varliindan etkilenirler. Temel
formda MPO, ferrik (Felll) seklindedir. H,O,'in eklenmesi ile MPO’nun hem grubu, 2 elektron ile
okside edilir ve Compound I denen ferril (FeIV) pozisyonunda bir ara form olusur. CI', Br” ve I" gibi
halid ve yalanci halid olan tiosiyonat (SCN-, tlikriikte bol bulunur) varliginda compound I'e kolayca
indirgenir ve MPO-Fe(III) tekrar Uretilir ve hipohaloz asit (HOX) olusur. Plazma seviyeleri 100 mM
CI°, 100 uM Br’, 50 uM SCN7, 100 nM I" iken CI" en ¢ok tercih edilen substrattir ve kuvvetli klorlayici
oksidan olan HOCI olusur. Enzimlerin bakterisidal aktiviteleri icin gerekli olan CIun fagositik
vakloldeki CI" konsantrasyonu tarafindan karsilanabildigi bildirilmistir. Aslinda MPO aracilikh
antimikrobial sistemde I, CI'dan daha etkindir fakat serumda I konsantrasyonu gok dusuktur.
Compound I gesitli organik substratlari okside edebilir. Fizyolojik sartlar altinda, MPO'in klorlayici
oksidan Uuretme kabiliyetinin benzeri yoktur ve memeli enzimlerin aktivitesini tanimlar. MPO’In

optimum pH' si 6 civarindadir 2 ** 147,

MPO
CT + H,0, + H' HOCT + H,0

“Hem”, sirayla Compound II ve MPO-Fe(III) Ureterek iki indirgenme tepkimesine udradiginda,
Compound I gesitli organik substratlari da okside edebilir. MPO’In aktif bdlgesi, derin ve dar
hidrofobik cebin tabaninda yerlesmistir ve bu yerlesim sekli substratlarin erisebilirligini kisitlar. Bu
nedenle primer olarak dustk molektl adirlikli bilesikler hem’in oksitleme potansiyelini uzak

hedeflere tasiyabilen ve diffliize olan oksidanlar ve serbest radikaller olustururlar. MPO’In substrati



28

olarak hizmet ederler. Bu sekilde halidlere ve SCN”e ek olarak NO,", tirozin, askorbat, Urat,
katekolaminler, 6strojen ve serotonin gibi dodal olarak ortaya cikan bazi maddeler de MPO igin
substrat olabilir °*. In vivo olarak, bu substratlarin peroksidasyonunun MPO‘In tiim aktivitelerine
relatif katkilari bilinmemektedir. Bu substratlarla olusan Urinler ve bunlarin baslattigi reaksiyonlar
biyolojik fonksiyonlarda &nemli rol oynarlar. Ornedin, oksidan tirler, lipit peroksidasyonun
baslamasiyla veya ksenobiyotiklerin aktivasyonuyla, potent sinyal molekillerin Gretimine vyol
acabilir. MPO-Fe(III), inaktif form olan MPO-Fe(Il)'ye indirgenebilir ve MPO-Fe(II), O,” ve O)’i
sirayla badlar ve ferroz dioxy aracilari olan Compound III (MPO-Fe(II)-O,) olusur. Compound III'e
H,0,'nin ilavesi sonugta compound II olusturur. Compound III indirekt yolla peroksidasyon yollarini

baslatir 15,

2. 3. 1. 5. 2 MPO Aktivitesinin Diizenlenmesi:

MPO aktivitesinin dizenlenmesi Oncelikle O,~ Uretimine, H,0, ve diger substratlarin varlidina,
askorbat veya methionin gibi antioksidanlarin miktarina baghdir. Bununla beraber son calismalar
MPO’In peroksidaz aktivitesinin dizenlenmesinde NO*in rolinid belirlemiglerdir. NO- pek g¢ok
fizyolojik progeslerde bioregulatér olarak rol oynar ve cogu hemoproteinlerin reglilasyonunda
gorevlidir. MPO ve iNOS I6kositin primer granullerine birlikte yerlesmistir. Bakteri sindirimi gibi
fagosit aktivasyonu sirasinda, MPO ve NOS fagolizozoma ve ekstraselller siviya salinir ve bakteriyal
proteinlerin nitratlanmasi goézlenir. Yapilan calismalar: distk konsantrasyonlardaki NO-, MPO ile
katalizlenen substratlarin peroksidasyon hizini arttirdigini g6stermistir. Bu mekanizma: hiz
sinirlayici basamadin (Compound II'nin & MPO-Fe(III)’e indirgenmesi) stimtle olmasiyladir. NO“in
daha yuksek konsatrasyonlarinda, nitrosil komplekslerin (MPO-Fe(III)-NO) olusmasiyla MPQO‘in
reversible inhibisyonu ortaya c¢ikar. NO de, MPO Compound I igin bir substrat olabilir ve bu
reaksiyon MPO Compound I'in & Compound II'ye indirgenmesi ile sonuglanir. Hatta, NO* varliginda,
peroksidaz déngisu boyunca, MPO’in tim turnover orani ~1000 kat arttirilir. Net sonug: MPO, NO
icin, katalitik bir tasiyici gibi davranabilir. Sonunda NO°, MPO-Fe(II)’e reversible olarak baglanir ve
MPO-Fe(II) ile ve MPO-Fe(III)-NO denge halinde bulunan, MPO-Fe(II)-NO ara uriinini olusturur 2.
In vivo olarak MPO regiilasyonu oldukga karisiktir giinkii MPO, ¢ok gesitli pH'larda ve NO*, H,0,, Oy~

, 0,, inorganik, organik substratlar ve indirgeyici ajanlarin farkli seviyelerinde fonksiyonunu yapar .
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Dalen ve arkadaslari yapmis olduklari bir galismada 3 NO;”i, MPO icin zayif bir substrat fakat
MPO’In klorlama aktivitesi icin ¢cok kuvvetli bir inhibitér olarak bulmuslardir ve bunu NOs'In MPO’|
inaktif olan tek dederli formuna indirgeyerek yaptigini ve kendisinin de NO,’e oksidize oldugu

seklinde agiklamiglardir.

2. 3. 1. 5. 3 Aterosiklerozda LDL Oksidasyonunun Katalizorii Olarak MPO:

MPO, H,0, ile reaktif oksidanlar tretmek igin gesitli substratlar kullanabilir. Bu reaktif oksidanlarla

tretilen kararli son Grinler tanimlanmistir >°.

Chlorotyrosine
Cly —= | Chlorohydrins
Chlorinated sterols

/—> Other products [E’;ﬁ;‘?g‘nﬁf;:“”ks
Cr HOCI = Aldehydes - [ Protein/lipid adducts

Advanced glycation end-products
Dityrosine
Trityrosine

MPO . _—"| Pulcherosine

Tyr e - Tyr Isodityrosine
2-2 \_} HE;E‘E}% EﬂprostanEs
S o AF-like mimetics
//_% Lipid peroxidation ETEs Oxysterols
KETEs
NO5™ NO,

Kﬁ Nitrotyrosine, Nitrated Lipids

Sekil 11. MPO ile Uretilen Reaktif Oksidanlar ve Onlarin Uriinleri

MPO ile olusturulan Urtnlerin c¢oklugu ve onlarin vaskiler dokularda mass spektrofotometrik
metotlarla tanimlanmasi, MPO'In, in vivo olarak LDL gibi biyolojik hedeflerin oksidatif modifikasyonu
igin katalizér oldugunu gésteren bazi delillerdir. insanlarda, halojenlerin fizyolojik seviyelerinde,
reaktif klorlayici ajanlar Urettigi bilinen tek yol MPO’dir. Bu nedenle spesifik klorlanmis kararli
oksidasyon urinlerinin tespit edilmesi, in vivo olarak MPO'In neden oldugu oksidatif hasarin oldugu
dokulari tanimlamak igin kuvvetli bir arag olarak kullanilmaktadir.

MPO'in katalizledigi oksidasyonun bir belirteci olan 3-klorotirozin, ateroskleroz lezyonlarindaki

LDL'de ve proteinlerde artar. Biyolojik hedeflere karsi, HOCI gibi klorlayici oksidanlarin reaktivitesi
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epeyce aciklia kavusturulmustur ve aminlerin ve doymamis yadlarin klorlanmasini, tiol ve tiol
esterlerinin oksidasyonunu ve hem gruplarinin ve demir silfir merkezlerinin oksidatif hasarini
icerir. Bunlara ek olarak, HOCI'in H,0, ve O, ile reaksiyonunun sirasiyla 0, ve OH' radikali
olusturdugu rapor edilmistir >°.

3-klorotirozin, tirozinin nonfizyolojik oksidasyon Uurinddir. Hem kararli asit hem de suni
mekanizmalarla kolayca yapilamamasi, 3-klorotirozini, MPO'in katalizledigi oksidasyon igin spesifik
molekiler marker olarak kullanilabilir hale getiren karakteristik 6zellikleridir. Normal damarlara
gore aterosiklerotik damarlarin proteinlerinde, 3-klorotirozin igeriginde 6nemli miktarda artiglar
gozlenmistir 147/ 152,

CI'un MPO’In katalizli oksidasyonu ile lretilen klorlayici ara Grinlerin, HOCI veya onun konjuge
bazi olan hipoklorit (CIO") olduguna inanilir. Yine de son calismalar gostermistir ki klor gazi,
oksidana benzer, HOCI/OCI'a benzemez; serbest aminoasitlerden klorotirozin olusumunda en
yakin klorlayici ara trin gibi kullanihr.

HOCI + CI" + H* = CI, + H,O

HOCI, CI" ve H* gerektiren reaksiyon yolu ile CI? ile denge halindedir. CI, olusumu, asidik pH ve CI°
varliginda artar. CI,, normalde HOCI/CIO e atfedilen oksidasyon/halojenizasyon reaksiyonlarini
potansiyel olarak yapabilir.

MPO’in Urettigi klorlayic ajanlarla LDL'nin biyolojik aktivitesinin dedistiriimesi tam olarak
bilinmemektedir. NO,™ varliginda, LDL'nin, bolus tarzinda HOCI eklenmesine maruz birakilmasi,
lipoprotein agregasyonunu artirir fakat slrekli sabit diisik miktarda oksidan akisi oldugunda ise bu

etkiler olusmaz %4,

2. 3. 1. 5. 4 MPO’In Aldehit Formasyonu ile Tiirevlendirilmis Aminoasitler:

Notrofillerin MPO-H,0,-CI" sistemi ile Uretilmis tirozin oksidasyon urinlerini inceleyen calismalar,
notral pH'ta ¢ok klicik (<%1 drln) klorotirozin olusturuldugunu géstermistir. Benzer reaksiyonlar
(6rnedin aldehit olusumu) hemen hemen tim diger a-aminoasitler icin sonradan gdsterilmistir °°.
Aldehit olusumunun mekanizmasi ayrintih olarak incelenmistir ve bu mekanizma o6nce labil a-

monokloramin ara Grind olusumunu ve sonra CO, ve NH,;" birlikte kayboldugunda bir aldehide

indirgenmeyi icerir. Akrolein, treonin‘in hem nétrofillerin MPO-H,0,-CI" sisteminine hem de HOCI'e
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maruz kalmasiyla uretilen, bir aldehittir. Ateromlarda protein lizin rezidllerini kovalent olarak
modifiye eder. Benzer sekilde glikolaldehit, serinin MPO’In Urettigi HOCI/OCI ile oksidasyon
Urdnddar, karboksimetil lizin gibi ileri gliklozilasyon son drinleri olusumunda ara Grin olarak
kullanilir. Aminoasitlerden kaynaklanan aldehitlerin MPO badimli Uretiminin biyolojik sonucu
bilinmemektedir. Digerleri T hlicrelerinin farklilasma ve fenotiplerini dedistirme kabiliyetinden dolay
asilamada adjuvant olarak kullanilirken, aldehitlerin codu alternatif yolaklarla Uretilir ve sitotoksik

(6rnegin: akrolein, asetaldehit gibi) olarak bilinir °.

2. 3. 1. 5. 5 MPO ile Tirozil Radikali Uretimi:

Ditirozinin iki tirozil radikali arasinda, bir radikal-radikal eklenme reaksiyonuyla meydana geldigini
ayrica hem damar lezyonundan iyilesen LDL'de hem de erken aterosklerotik lezyonun intimasinda
arttigini GC/MS calismalari géstermistir 7. In vitro olarak tirozil radikallerinin MPO bagiml olusumu
elektron spin resonans (ESR) spektroskopisi veya ditirozin ve diger tirozin radikal eklenme

8 (Lipo)proteinlerin MPO’In (rettigi tirozil

drinlerinin yapisal tanimlanmasi ile go6sterilmistir
radikallerine maruz kalmasi protein capraz baglanmalar ve lipit peroksidasyonunu arttirir. HDL'nin

MPO'In Urettidi tirozil radikallerine maruz kalmasi, ters kolesterol tasima kapasitesini arttirir 44,

2. 3. 1. 5. 6 MPO"In Urettigi Reaktif Nitrojen Tiirevleri:

Hem imminohistokimyasal galismalar hem de GC/MS galismalari, nitrotirozin iyilesmis ateromlarinin

22

aterosiklerotik intimasinda ve LDL’lerde arttigini gostermistir Daha onceleri dokularda

nitrotirozin tespiti, in vivo olarak ONOO™ {iretiminin bir kaniti olarak kullanilmigtir °°.

®

03— H,0, [NO,]

NO;
Myeloperoxidase
fﬁ" ) .
- ... Protein Mitration Biological
CI™  HOCI 7= [NO.Cll ***> | i peroxidation — Effects
NO5

Leukoeyte .
= "A /02-— @ cﬂa
Endothelium = "NO - ONOOD~

Sekil 12. Lokosite Bagimli NO''ten Tiirevienen Oksidanlarin Olusmasi
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Son vyillarda yapilan calismalar, nitrotirozin olusmasi icin en az iki alternatif yolagin varligini ve
bunlarin her ikisinin de MPO’a bagli tiretilen RNS yoluyla oldugunu gostermislerdir ' %7, Bunlardan
ilki (Sekil 12, A) MPO bagimh NO,™ oksidasyonunu igerir. ikincisi (Sekil 12, B) MPO'In urettigi HOCI
ile NO,'in sekonder oksidasyonunu kapsar. Hem izole edilmis MPO ile hem de insan nétrofilleri ile
yapilan calismalar serbest ve protein bagh tirozin rezidilerinin bu iki yolak ile nitrotirozine
cevrildigini gostermistir. Yine de notrofil fagolizozomlarinda ve monositlerdeki ileri aromatik
nitratlanma reaksiyonlarinda NO,’in HOCI ile sekonder oksidasyonun roli (Sekil 12, B)
sorgulanmaktadir. Calismalar MPO-H,0,-NO," yoladinin, insan serumu gibi biyolojik materyalerde
etkili bir sekilde lipid peroksidasyonunu baslatti§ini gostermistir 22,

MPO eksikligi genelde 500-2000'de 1 gorilen kahtimsal olmayan bir durumdur ve nadiren

semptomatiktir 1%,

2. 3. 1. 6 Nitrik Oksit Sentaz (NOS)

Biyolojik sistemlerde olusan RNS’in en dnemlisi, oksidasyon durumu +2 olan nitrojen monooksittir
yani NO“dur. NO, stabil olmayan bir radikal molekildir. NO': O,, O, radikalleri veya H,0, ile
hizlica reaksiyona girerek NO,, ONOO™ ve NOs"a doénlsir. NO'in olusumu, sitokrom Pg4so—
oksidorediktaz ailesine ait bir enzim grubu olan nitrik oksit sentaz (NOS)’lar tarafindan katalizlenir.
C-terminal rediktaz bolgesi NADPH, FMN ve FAD icin baglanma yerleri icerip sitokrom P450’e cok
benzerken, N-terminal bélgesi biopterin (BH4), hem ve L-Arg icin baglanma yerlerine sahiptir. Hem
ve BH4 enzimin dimerizasyon ve elektron transportunun stabil hale gelebilmesi igin en &nemli
parcalaridir.

NOS, L-sitrulin ve radikal bir gaz olan NO- Uretir. Oksidatif reaksiyonda substrat olarak L- arjinin
kullanir. Bu oksidatif slrecte kofaktdér olarak nikotinamid adenin dinldkleotit (NAD), flavin
monontkleotit (FMN) ve tetrahidrobioprotein’e (BH4) gereksinim duyar. Ayrica enzimin tamamen
fonksiyonel olabilmesi icin “hem” ve kalmoduline (CaM) de ihtiyac vardir. NOS ayni anda 5

kofaktér/prostetik grup (FAD, FMN, Hem, BH4 ve Ca** — CaM) badi gerektirdigi bilinen tek enzimdir

93
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NADPH NADP* NADPH NADP
O, U H,O O, H,O
\_/ \ /L-Sitn‘illin
L- Arginin ————— N% hidroksi-L-Arginin +

‘NO

NITRIK OKSIT SENTAZ

Sekil 11. NO'nun biyosentezi
NOS enziminin (¢ temel izoformu vardir. Bunlarin fonksiyonu, dagilimi ve regllasyonu farkhdir,
ancak hepsi de ayni redoks reaksiyonlarini katalizlerler ve O, uretebilirler 13°;
> Noronal NOs (nNOS = NOS 1)
> Endotelial NOs (eNOS = NOS 3)
> Indiklenebilir NOs (iNOS = NOS 2)
nNOS ve eNOS beraberce cNOS (constitutive=yapisal) olarak isimlendirilir. cNOS ve iNOS arasinda

pek cok dnemli farkliliklar vardir %3 36;
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Tablo 4. cNOS ve iNOS Arasindaki Farkhihiklar

cNOS

iNOS

Yapisal olarak bazal diizeyde bulunur

Yapisal olarak bulunmaz

Ca**/Kalmoduline bagimhdir

Ca** /Kalmodulin’den bagimsizdir

Sentezi gok kisa slirede olur ve

az miktardadir (pmol)

Sentezi igin saatler gerekir ve

gok miktardadir (nmol)

Fizyolojik olaylarin devaminda gérevlidir

Fizyopatolojik degisikliklere sebep olur

L-Arginin analoglari ile inhibe olur

L-Arginin analoglari ile inhibe olmaz

Kortikosteroitler ile inhibe olmaz

Kortikosteroitler ile inhibe olur

Sitozolde yerlesir Sitozolde yerlesir

cNOS hiicre sinyali igin yeterli olacak seviyede NO*'nun gok kiglk miktarlarini olustururlar.
Aksine, INOS TNFa ve IFN-Y gibi sitokinler tarafindan indtklenir. iNOS, sitokinlerin ylksek
miktarlarda Uretildigi yerlerde acida clkar ve NO“'nun c¢ok blytk miktarlarini
olusturabilmektedir. iNOS’un bu asir aktivitesi septik sok, hemorrojik sok ve hepatit gibi
akut ve kronik hastaliklarda gorilmektedir. iNOS tarafindan NO* sentezi, O,~ gibi ROS’nin
olusumu ile es zamanl olusmaktadir > 19,

iINOS aktivitesi 6zellikle L-arginin anologu L-canavanine ve aminoguanidinle inhibe olur.
cNOS aktivitesi glikokortikoidlerden etkilenmezken iNOS glikokortikoidlerle inhibe edilir.
Ancak iNOS aktivitesi eksprese oldugunda glikokortikoidlerden etkilenmez *3°,

Her iki enzim de L-arginin guanidin terminalindeki modifikasyonlarla (LNMMA-N® monometil

- Larginin, LNAME - N€ nitro L-arginin metil ester, LNNA - N° nitro L-arginin) inhibe edilir.
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Tablo 5. NOS'in izoformlarinin Aktivatoérleri °%:

iZOFORM

AKTIVATORU

nNOS

Ach
Bradikinin
Ca iyonoforlari
Histamin
Lokotrienler

PAF

eNOS

Seratonin

Trombin

iNOS

LPS, IFN-y

TNFa, B

NOS’In  hticresel dadiimi da farkhlik g6stermektedir.

Duz kas

hicreleri,

hepatositler,

makrofajlar/monositleri de icine alan insan hticrelerinin genis bir kisminda iNOS bulunur .
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Tablo 6. cNOS ve iNOS'un Hiicresel Dagilimi

HUCRE cNOS iNOS
Trombositler +
Lenfositler +
Lokositler + +
Makrofajlar +
Endotel + +
Damar diz kas htcreleri +
Endo-myokardium +
Hepatositler +
Kupfer hicreleri +
Pankreas B hiicreleri +
Boébrek makula densa hicreleri +
Pulmoner epitelyum hicreler +
Noéronlar +
Glial hucreler +
Noéroadrenerjik/Kolinerjik néronlar

Gastrointestinal +

Pulmoner +

Pankreas +

iNOS yapimi ile sonuglanan hicre ici basamaklar tam olarak bilinmemektedir. Ancak tirozin kinazin
ve protein kinaz C (PKC)'nin bu yolda 6zgll rolleri oldugu gosterilmistir. TGF-B8, IL-3, IL-4 ve IL-10
gibi gesitli sitokinler ve glukokortikoitler iINOS’un indiklenmesini engelleyebilirler. iINOS bir kere
uyarilinca, kaynak hicrenin émri boyunca veya NO- igin gerekli substratlar bitinceye kadar bol ve
slirekli NO' sentezlendigi dustnilmektedir. Ancak NO’in kendisinin makrofajlarda NO' yapimini

negatif feedback yoluyla engelleyebildigi gdsterilistir °.
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2. 3. 1. 6. 1 NO’ Etkileri

Inflamasyon periyodu esnasinda, fagositik hiicreler bol miktarda NO- ve diger ROS'ni olustururlar.
NO'nun diger reaktif oksijen tirleri ile etkilesimi; membrana lokalize olmus Y-tokoferol ve protein
tirozin rezidillerini de kapsayan bir gok biyomolekdllerin nitrasyonuna sebep olur.
Inflamasyonun cgesitli modellerinin patofizyolojisinde NO*'nun roli oldugu icin NOS inhibitérleri, NOS
aktivitesini azaltmalarindan dolay! inflamasyonun siddetini azaltirlar. Sinyal iletimine yol agan,
guanilat siklaz-cGMP (3’,5’ guanozin monofosfat) sistemiyle olan etkilesim, giinimiizde NO*'nun en
iyi bilinen fizyolojik etkisidir. Sentezini takiben difflize oldugu hticrelerde NO-, sitozolik guanilat
siklaz'in aktif bélgesinde bulunan hem demirine (Fe**) reversibl olarak baglanir. Aktif guanilat
siklaz tarafindan intraseliiler seviyesi yiikselen cGMP, kinazlar araciliiyla, Ca**'un ya hiicre disina
cikarilmasini ya da hiicre iginde depolanmasini uyararak, intraselller Ca** seviyelerini dustrr.
NO'nun cGMP bagiml etkileri denilen bu mekanizma sonucu bazi biyolojik etkileri su sekilde
siralanabilir 33 3;

1) Vaskller olan ya da olmayan diz kaslarin gevsemesi

2) Platelet adezyonu ve agregasyonunun inhibisyonu

3) Santral ve periferal sinir sistemlerinde sinyal iletiminin strdiridlmesi

4) Notrofil kemotaksisinin dnlenmesi
Diger yandan monontkleer hiicrelerde NO', cGMP den badimsiz bir yol ile G proteinlerini aktive
ederek bir sinyal molekiilii olarak gérev yapar. NO'in hem hiicreler arasi iletisimde rol almasi hem
de stotoksik bir ajan olarak gérev yapmasi cNOS ve iNOS tarafindan niceliksel olarak farkl yollarla
salinmasi ile iliskilidir. NO“in etkileri faktorlere de baghdir °°:

1) Uretilen NO* miktarina

2) O, anyonlari veya hem gruplari gibi reaktif gruplara baglanmaya paralel olarak meydana

gelen NO' inhibisyonunun oranina

3) NO- etkilerine aracilik eden guanilat siklaz gibi enzimlerin kullanilabilirligine
Yukarda sayilan etkileri yaninda NO'nun, cGMP’den badimsiz biyolojik etkileri de vardir. Bunlari da
su sekilde siralamak mumkindar 33:

1) Siklooksijenaz gibi bazi enzimlerin hem gruplarina baglanarak aktive olmalarini saglar.

2) NADH, suksinat oksidorediiktaz, akonitaz gibi bazi mitokondriyal demir-sulfir grubu iceren

enzimleri inhibe eder.



3)

4)

5)

6)

7)
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NOS ile vyapisal benzerlik godsteren sitokrom p450 sistemini inhibe eder. Endotel
hlicrelerinde gen transkripsiyonunu ve translasyonu dogrudan modtle ederken, néronlarda

**'un etkisini artirir.

gen ekspresyonu Uzerine Ca
Na-K-ATPaz ve Ca**'a bagimh K* kanallarini aktive eder.

Bir ¢ok inflamasyon durumunda ylksek dlizeyde sentezlenen NO°; mantar, bakteri,
helmint, protozoa gibi mikroorganizmalar ve timoér hicreleri igin sitostatik ve sitotoksik
etkiye sahiptir.

p53 (timdr baskilayici gen) dlzeylerini artirarak, apopitoz aracili hiicre élimune yol agar.
Tipki o-tokoferol gibi LOO" (lipid peroksi) radikallerini yakalayarak, zincir yayilma
reaksiyonlarini ve bdylece lipid peroksidasyonunu oOnleyerek antioksidan &zellik goésterir.

Her peroksi radikali basina 1 a-tokoferol, buna karsilik 2 NO- tiiketildigi halde; radikallerle

etkilesim hizi agisindan, NO*nun ¢ok daha iyi bir antioksidan oldugu ispatlanmistir.

NO'in biyolojik etkileri hem etki bélgesindeki NO' konsantrasyonuna hem de NO-in retildigi

spesifik bélgeye baghdir. NO“in tek basina mi yoksa O, radikalleriyle etkilesimi sonucunda mi

toksik oldugu henliz kesinlesmemistir. Ancak uzun slire iINOS aracilidi ile salinan NO“in toksik

oldugu aciktir. Aslinda NO' yalnizca yayilan mikroorganizmalar igin dedil ayni zamanda kendisini

ireten hiicreler ve komsu hiicreler igin de sitotoksiktir. Bununla birlikte NO-in O, kaynakli

radikallerle girdigi reaksiyon sonucunda bazen kendisinden daha toksik bilesikler meydana gelebilir.

NO:, Cu™™ iceren proteinleri de etkiler. Acia ¢ikan Cu*™* da hiicre hasarini artirici etki yapmaktadir.



Tablo 7. Nitrik Oksitin Etkileri:
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Fizyolojik

Patolojik

Guanilat siklaz aktivasyonu

Siklooksijenaz aktivasyonu

Mitokondrial solunum inhibisyonu

Akonitaz inhibisyonu

Normal vaskiler tonus
Platelet agregasyonunun inhibisyonu
Gida alimi ile uyarilan mide dilatasyonu

Mukoza sterilitesi

Hipertansiyon
Hipoksik pulmoner vazokonstriksiyon
Infantil hipertrofik pilor stenozu

Kartagener sendromu

Platelet adezyonun inhibisyonu

Iskemi-reperfiizyon hasart

Kisa stireli vazodilatasyon

Septik sokta hipotansiyon

Penis ereksiyonu

Priapism

Sinir iletimi

Felcte ndérodejenerasyon

Uzun sireli potansiasyon-hafiza

Alzmeimer hastalig, hungtington koreasi

Mukoza korunmasi

Ulseratif kolit

Makrofaj aracilikli timor hicresi

oldurdlmesi

Gebelikte maternal imminsipresyon

Analjezi

Kronik inflamasyonda sitotoksisite

2. 3. 1. 6. 2 Lokositler ve NO*

Nicolini ve arkadaslari yapmis olduklari calismada %% 119 |enfositler NO- iiretmez demis olmalarina
ragmen, Reiling ve arkadaslari ® hem T hem de B lenfositlerin eNOS salgiladiklarini
gdstermiglerdir. Lenfositler NO'e cevap olarak, blyik miktarda cGMP (retebilen intakt bir guanilat
siklaz sistemine sahiptirler.

Makrofajlarin cNOS’lan yoktur ancak IF-y, IL-2 ve TNFa'ya maruz kaldiklarinda iNOS salgilarlar.
Makrofajlar tarafindan NO' ({retimi, makrofajin mikrobisidal 6zelligi ile iliskilidir. Endotel
hicrelerinden Uretilen NO' genellikle inflamasyonun indlkledigi hasardan sorumlu iken, inflamatuar
hiicrelerin migrasyonu, inflamasyon sahasinda NO'in potansiyel kaynadi olabilir. In vitro olarak

noétrofiller endotel hiicrelerine benzer oranda 10-100 nM/5dakika/10%hiicre oraninda NO- Uretirler.
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Bu nedenle sirkillasyondaki I6kositlerin %50-60'I olan nétrofiller, dolasimdaki NO* miktarina buyuk

14

dlgtide katkida bulunurlar. Wheeler ve arkadaslari **® triner enfeksiyonu olan hastalarin idrarindan

izole edilmis I6kositlerde iINOS’un primer kaynadi olarak, nétrofilleri tanimlamislardir.

2. 3. 1. 6. 2. NO’in PMN Lokositlerin Serbest Radikal Uretimi Uzerine Etkisi :

Ciftlesmemis bir elektronu olan NO- bir elektron alabilir bu nedenle ONOQO™ Giretmek igin veya O, i
temizlemek icin 0O;7ile reaksiyona girer. NO-, Oy lretimini NADPH oksidaz’'in membran
kompanentlerini direkt etkileyerek inhibe eder. Inflamasyonda NO“in koruyucu etkisi NADPH
oksidaz’in inaktivasyonuyla ve bunun sonucu O, Uretiminin bozulmasi ile oldugu vyapilan
calismalarla gésterilmistir. Fujii ve arkadaslari *® NADPH oksidazin birlesme asamasini inhibe ederek
onu inaktive ettigini géstermislerdir. PMNL’lere eksojen NO' eklenmesi, O, Uretimini inhibe ettigi
yapilan calismalarla gosterilmistir. Rubanyi ve arkadaslari **” NO'in O,”i temizleme etkisinden
dolayr NO'’in sitoprotektif etkilerinin oldugunu savunmuslardir. Oksijen konsantrasyonunu

azalmasina katkida bulunan O, lreten sistem ile NOS aktivitesinin inhibisyonu, Rengasamy ve

11 60

arkadaslari tarafindan gésterilmistir 1!, Iha ve arkadaslar respiratuar burst aktivitesini NO'in
etkiledigini ONOO™'nin etkilemedigini bulmuslardir.

PMN’ler tarafindan oksidan iretimi NO“e kiyasla gok fazladir ve SOD, O,”i NO' kadar hizl
temizleyemez. Bu nedenle SOD eklenmesi, O, radikalinin NO- ile reaksiyona girme kabiliyetini
etkileyemeyebilir. Hatta SOD, hlicreye gegmez ve hicre igi olaylan inhibe edemez. Carreras ve

23 nétrofillerde tirozin kinaz aktivasyonunun, pozitif olarak O,”, ve H,0, Uretimini

arkadaslari
kontrol ettigini ve ayni zamanda dlstk seviyelerde, NO' Uretimini dizenledigini yayinlamislardir.
Tersine PKC aktivasyonu O,” ve NO'i pozitif olarak diizenler. Malawista ve arkadaslar 8 NO-“in
bakterisidal etkilerinin oldugunu ileri sirmuslerdir. Bazi arastiricilar NO* vericilerinin serbest radikal
Uretimine, dislik konsantrasyonlarda sitimiulator, yiksek konsantrasyonda ise inhibitdér seklinde

bifazik etkilerinin oldugunu Ustelik disik konsantrasyonlardaki NO' etkilerinin cGMP’den bagimsiz

oldugunu bulmuslardir 25,
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2. 3. 1. 6. 3 Nitrit (NO") ve Nitrat (NO5)

>

NO'in yarilanma 6émri 6-30 saniye arasindadir. Tam kanda NO' hizca NO,” ve NOs-‘a
metabolize olur yani NO"in son Urunleri NO,” ve NOs-"tir. NO,™ ve NOj3™ in vivo kosullardaki
NO' Uretiminin en 6nemli gostergeleridir. Diger kararl son Urln ise “sitrilin”’dir.

NOs", NO'nun tam kanda stabil bioreaksiyon artntdur.

Doku kultliri ortaminda hemoglobin yoklugunda NO,™ ara stabil trindir. Tam kanda NO,
hizla NOs”a doéndstr. Bu nedenle kanda bazal NO, konsantrasyonlari NO5; tan daha
dastktdr.

NO,” ve NOs5'In biyolojik aktiviteleri gok azdir. Ancak NO‘ yapimini yansitan iyi birer
gostergedirler.

NO5", HOCI'in animikrobial aktivitesini, MPO aktivitesini ve MPO aracili LDL oksidasyonunu
inhibe eder.

Tukurtkte, midede ve gastrointestinal sistemde koruyucu etkiler sadlayabilecek yliksek
seviyelerde NO,™ vardir ve HOCI aracih inflamatuar hasari inhibe ederler.

NO,™ fizyolojik konsantrasyonlarda, HOCI'in yaptigi DNA kiriklarini ve askorbat azalmasini
onemli miktarda inhibe eder.

HOCI'in ay-antiproteazi ve elastazin inhibitér kapasitesini inhibe etmesi, NO,™ tarafindan
inhibe edilmektedir.

Inflamasyon sahasinda HOCI ve NO' c¢ok fazla Uretildiginde NO, antioksidan gibi

davranmaktadir 12°.

2. 3. 1. 6. 4 Nitiril Kloriir (NO,CI):

Eiserich ve arkadaslar 1996 yilinda yapmis olduklari calismada 3° NO,”in, NO- metabolizmasinin

major son UrlGnl oldugunu ve tirozin nitratlanmasini hizla ilerlettigini ve bunu, inflamatuar

mediatorler olan HOCI veya MPO ile reaksiyonu sonucu NO,CI ve NO,'in olusumuyla yaptigini

aciklamislardir. 1998 yilinda yaptiklar bir calismada da aktive olmus nétrofillerin NO, i NO,CI'e

MPO bagimlh yol ile dénistiirdiigiini yayinlamislardir 4°.

NO," fizyolojik pH’da HOCI'i daha potent klorlayici bir ajan olan NO,CI'e donlstlirmektedir.
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Sekil 13. NO,’in HOCI ile Reaksiyonu

NO,CI'deki NO, grubunun kuvvetli elektron alma 6zelligi, HOCI'deki OH grubunun elektron verme
ozelligi ile karsilastirildiginda, NO,CI'in CI* &zelligini artirir ve NO,CI'e daha potent elektrofilik
aromatik klorlama 6zelligine kazandirir. Bu donldsim tirozin gibi aromatik substratlarin

klorlanmasini azalti *°

HOCI + NO, + H* » NO,CI + H,0

NO,CI'in nitratlama, klorlama ve tirozin gibi fenolik ciftleri dimerlestirme kabiliyeti vardir. izole
edilmis insan LDL’sinin NO,CI'e maruz birakilmasi protein modifikasyonunda oldugu kadar B-
karoten ve a-tokoferol miktarinda da azalmayla sonuglanir. Ayrica in vivo ortamda ONOO’
olusumunun spesifik markeri olarak NO,-Tyr’in gerekli olmadigi ve NO,CI’in inflamasyon sahasinda
daha o6nceden dederi anlasilamamis oksidan oldugu da ayni galismada vurgulanmistir. Johnson ve

63 jse HOCI'nin oksijen atom transferinden daha cok CI* transferi yaparak NO, ile

arkadaslari
NO,CI Uretmek igin reaksiyona girdigini ve daha sonra bu ara Grinin NOs™yi hidroliz ettigini

belirtmislerdir .
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Sekil 14. NO,CI'in Geometrik Sekli

Whiteman ve arkadaslari calismalarinda '#° hiicre sistemlerine NO,CI'in HOCI’den daha az
sitotoksik oldugunu belirlemislerdir. HOCI'in NO,™ ile uzaklastiriimasini HOCI aracili oksidatif hasari
azaltmak igin ek bir endojen savunma sistemi olarak agiklamisglardir.

Marcinkiewicz ve arkadaslari yapmis olduklari bir calismada 83 fizyolojik pH'da NO, in HOCI ile
reaksiyona girdigini ama TauCl ile reaksiyona girmedigini ve bu reaksiyonun taurin varlidinda
durdugunu yayinlamislar. Ayrica NO,'in HOCI araci§i ile olan bakteri éldiriilmesini ve MPO
aktivitesinin inhibisyonunu, hicresel sitotoksiteyi, TNFa Uretimini 6énledigini ama TauClI aktivitesini
hic etkilemedigini belirtmisler. HOCI'in NO, ile reaksiyon Grinanin, HOCI'den daha toksik oldugu
hipotezini dogrulamamislar aksine NO,in HOCI'in bakterisidal ve immiinregilatér ozelligini
azalttigini sdylemisler. in vivo ortamda NO, in taurin ile PMN’den salinan HOCI ile reaksiyona
girmek igin yaristiklarini ama yine de PMN sitozollerindeki ylksek taurin konsantrasyonundan dolayi
TauClI olusumunun MPO-halid sisteminin majér regiilatér mekanizmasi olacagini yayinlamiglardir 27,
NO,CI'in MPO’'nun oksidan etkisini azaltiyor veya artiriyor gibi davranmasi heniz net olarak
anlasilamamistir ve bu mekanizma patogenezi tam acgiklanamamis hastaliklar, inflamasyon aracil
doku hasari ve tam agiklanamamis savunma sistemi icin gok énemli gértlmektedir.

Whiteman ve arkadaslari yapmis olduklari bir baska calismada '°° daha énceki calismalarda NO,”in
HOCI'i NO,CI'e cevirdidi ile ilgili bilgilileri elestirmislerdir. Bu reaksiyonun artmis HOCI ile iliskili olan
biomolekiillerin oksidasyonunda beklenebilecedini ileri sirmuslerdir ve soyle agiklik getirmislerdir:
HOCI, antiproteinazlari onu tek sistein rezidllerine okside etme, methionin bdlgelerini aktive etme
ve tirozini modifiye etmesini iceren pek ¢ok mekanizma ile inaktive eder fakat NO, ile HOCI

aracilikli inaktivasyon artisi gézlenmemistir. Reaktif ara trin olusumu olmadan, HOCI ile, NO,'nin
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NO;e direk oksidasyonu da mimkuandir ve bulgularimiz NO,in (NOs™ dedil) HOCI ile iligkili olan
oksidasyonu 0Onledigi ve bir antioksidan gibi davrandidi seklindedir. Bu nedenle arastirmacilar NO;”
ile HOCI'in temizlenmesini, HOCI'e karsi endojen bir savunma sistemi olarak aciklamiglar ve in vivo
olarak NO,”in askorbat, antiproteinaz ve DNA'y1 korumak icin HOCI ile yaristigini tespit etmislerdir.
NO,”in HOCI'yi temizlemesinin en kuvvetli muhtemel mekanizmanin 1:1 molar oraninda NOsa 2
elektron oksidasyonu ile ve bu reaksiyonun insan plazmasinda ve diger vicut sivilarinda

gergeklestigi seklinde aciklamiglardir.

2. 3. 1. 6. 5 Endotoksemininin iNOS Aktivitesine Etkileri:

Endotoksinler, bakterileri hiicre duvarindaki lipopolisakkaridlerdir ve hiicre duvar pargalandidinda
(6rnegin inflamatuar yanitta) acida cikarlar; LPS toksik bir yag asidi cekirdedi (Lipid A) ve her biri
bakteri tiriine 6zgl kompleks bir polisakkarid kilifindan (O antijenleri de igeren) olusur. LPS, gram

@ bakteriler tarafindan olusturulan septik sokun majér nedenlerindendi 2

. LPS, sitokinlerin ve
NO”'nun sentez ve salinimini baslatir. NO* Urtnlerindeki artisa major katki saglayan unsur, LPS
tarafindan sitimdule edilen iINOS’un ekspresyonudur. Dolagsimdaki LPS nétropeni, ates, sok, plazma
proteinleri modifikasyonu ve pihtilasma bozukluklarina neden olurken; dokuda yogun notrofil
infltrasyonu ile karakterize olan akut inflamatuar cevaba yol agar. Septik sokun tim hiicresel ve
hemodinamik dedisiklikleri sadece LPS injeksiyonu ile aynen olusturulabilir. Dislik dozlarda LPS,
muhtemelen bunlarin yayilan bakterileri ortadan kaldirma yeteneklerini arttirici etkilerle, dncelikle
monosit ve makrofajlari aktive eder. LPS ayni zamanda lokal bakteri eradikasyonuna katilan
komplemani da dogrudan uyarir. Monontkleer fagositler LPS'ye TNF Ureterek yanit verirler ve bu
da IL-1 sentezini uyarir. TNF ve IL-1 endotel hiicrelerini etkileyerek daha fazla sitokin yapimini (IL-
6, IL-8 gibi) ve adezyon molekillerinin olusumunu sadlarlar. BoOylece baslangictaki LPS

serbestlesmesi, kuskusuz ki lokal akut iltihabi yaniti arttirmayr ve infeksiyonun ortadan

kaldirlmasini amagclayan, bir sitokin yagmuru ile sonuclanir 2,
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LPS

TNF

IL-6/1L-8

PLAZMA DUZEYLERI {rastgele birimler)

ZAMAN -

Sekil 15. Sepsiste Sitokinler Dizisi (Robbins, Temel Patoloji, 2000, sf 378)

LPS’ye cevap olarak karaciger, akciger ve bobrekte O, olusumu uyariimaktadir. LPS uygulamasi
dokularda 3-NT seviyesini artirmakta, GSH seviyelerini azaltarak lipid peroksidasyon urunlerinin
artisina sebep olmaktadir. LPS uygulamasini takiben altinci saatte bu oksidan stresin isaretleri
gorilmektedir.

Vos ve arkadaslari *2 5mg/kg dozda E.coli susunu ip olarak ratlara uyguladiktan sonra, karacigerde
6 saat sonra iNOS aktivitesinin arttigini hem poliklonal antikor hem de spektrofotometrik yontemle
NO,™ ve NOj5™ dlgimuiyle gbstermislerdir. Gugla bir iNOS inhibitérid olan L-NAME (N-nitro-L-arjinin
metil ester) kullaniimasiyla aktivitenin azaldigini bildirmislerdir. Ancak, arastiricilar inhibit6r
kullandiktan sonra NO' Uretiminin azaldiini ve agiga cikan NO' disindaki diger serbest oksijen
radikallerinin karaciger harabiyetine neden oldugunu iddia etmektedirler.

Yapilan cgalismalar endotoksemi durumunda plazma NO,  ve NOs™ dlizeylerinin énemli derecede
arttigini gostermistir. Endotoksomi sirasinda ortaya cikan hipotansiyon, NO* sentez inhibitérleri ile
engellenebilir. NO- sentez inhibitorleri ile tedavi edilen hayvanlarda NO,  ve NOj3™ dlzeyleri daha
disiik bulunmustur. invivo olarak NO- sentezinin inhibisyonu, endotoksin uygulamasindan birkac
saat sonra uygulansa bile hipotansiyonu, vaskiiler kacagi ve hiporeaktiviteyi engellemektedir .
Bakteriyal enfeksiyonlarda iNOS indiklenmektedir. Bir calismada endotoksemi sirasinda sitokinlerin
hem iNOS aktivitesi hem de akut faz reaktanlarin sentezini artirdigi ve iNOS aktivitesinin akut faz

reaktanlari tarafindan paralel bir sekilde artirilarak regiile edildigini bildirmislerdir .
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2. 4. TAURIN

2. 4. 1 Genel Ozellikleri:

» Taurin = 2-aminoetan sulfonik asit
> Taurin ilk defa Jacobsen ve Smith tarafindan 1968 yilinda tanimlanmistir. ilk kez &kiiz
safrasindan elde edilmistir 2°.

» Diger amino asitlerden farkli olarak (-COOH) grubu yerine (-SOsH) igerir.

(5] H

1
HO—S — C — CH2

I |
O H NHz

Sekil 16. Taurin

> Metionin ve sisteinden derive edilir,

> Molekdl agirligr 125 daltondur.

» Non-esansiyel bir  amino asittir.

> Renksizdir ve suda eriyebilme 6zelligine sahiptir.

» Taurinin biyolojik membranlarda permeabilitesinin olmamasi, bu membranlardan gegmek
icin ylksek konsantrasyon gradiyenti saglanmasi zorunlulugunu getirir

> Taurin, betain ve miyoinositol gibi diger organik osmolitler ile birlikte cesitli hiicrelerin
volimlerini diizenlenmesinde kullanilirlar 114,

» Taurinin hiicreye transportu Na* iyonu ile birlikte olup her taurin molekilu transport

edildiginde 1-3 Na™ hiicre igine tasinir ve bu Na*, Na*-K* ATPaz ile geri pompalanir °°.

> Insanlar icin tek Uriner aminoasittir ¢linkil sulfonik amino asitlerin % 99'u geri emilirken,

taurinin % 90-95'i geri emilmemektedir.

» Anne sitldnd de igine alan birkag vicut sivisinda taurin 6nemli miktarlarda bulunmaktadir.

Tersine bazi hazir besinlerde, inek sitiinde gok az ya da hig yoktur. Organizmadaki taurin

havuzu diyetle alinan kiikiirtli amino asitlerin endojen metabolizmasi ile belirlenir 2°.
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2. 4. 2 Taurin Sentezi ve Transportu

Taurin esas olarak beyin ve karacigerde sentez edilir ve sistein ve metionin metabolizmasinin bir

25 Sistein sdilfinat yolu; sisteinin, sistein

boliminde gergeklesir; bu yol sistein silfinat yoludu
dioksigenazla (CDO) sistein sulfinata donismesi ve sistein slilfinatin, sistein dekarboksilazla (CSD)
dekarboksilasyonu sonucu taurin olusumunu igerir. Bu biyosentetik yolda olusan intraseluler taurin

konsantrasyonu CDO ve CSD’nin ekspresyon dizeyi ve reglilasyonuna baghdir. Ayrica sistein ve

metiyoninin de kullanilabilirligi ile de iliskilidir 33,

CH.SH CO-
e CH,—SH
CH—NH> o 1
Cysteine Chi, NH,
COOH decarboxylase
Cysteine Cysteamine
Oz~ Cysteine o )
= ., 2— | Cysteamine
oxidase W
oxygenase
CH,—SO.-H CO,
A CHLSOH
CH—NH,
Cysteine CHo—NH-,
COOH sulphinate
Cysteine sulphinic acid decarboxylase Hypotaurine
X Cysteine ' .
e w sf}lphinare ¥02— | Hypotaurine
oxidase oxidase
CH>—SOzH CO»>
7 CH.,—SOz;H
CH—NH
Cysteic acid CH>—NH,
COOH decarboxyl/ase

: B Taurine
Cysteic acid 3

Jv _—— Cholic acid

Taurocholic acid
in bile

Sekil 17. Taurin Sentezi

CDO (sistein dioksijenaz): CDO-cDNA; rat ve insan karacigerinden klonlanmistir ve yapisal
organizasyonlari belirlenmistir. 200 aminoasitten olustugu, 23kDa adirliginda bir protein oldugu
ayrica molekil basina bir tane Fe** iyonu baglandigi gosterilmistir. Fare CDO’su ve rat CDO’su
hemen hemen ayniyken bunlarin insan CDO’suna benzerlikleri % 92 olarak bulunmustur 33,

CSD (sistein siilfinat dekarboksilaz): CSD-cDNA; rat, insan ve fare karacigerinden

klonlanmistir. Calismalar sonucunda CSD’nin 493 amino asitten olustugu ve 55,2 kDa adirliginda bir
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protein oldugu belirlenmis. Rat ve fare CSD’si arasinda % 98’lik bir homoloji varken, insan CSD’si
ile kemirgen CSD arasinda % 90’lik bir homoloji saptanmistir.

Yapilan calismalar CDO ve CSD aktivitesinin, ylksek dlizeyde protein, metiyonin ve sistein aliminda
kendini modifiye ettigi gostermistir. Bu kosullarda CDO aktivitesinin arttigi CSD aktivitesinin ise
azaldigi go6zlemlenmistir. Proteince zengin diyetle beslenen ratlarda CDO aktivitesi ve proteini
ylksek bulunmus, CDO-mRNA’sinda ise bdyle bir artisa rastlanmamis. CSD aktivitesinde,
proteininde ve CSD-mRNA’sinda ise azalmalar goérilmustir. Benzer olarak sulflir igeren
aminoasitler (metiyonin ve sistein) iceren bir dietle beslenen ratlarda CDO aktivitesinde 100 kat,
CDO proteininde 40 kat artis gb6zlemlenmis, CDO-mRNA’sinda ise anlamli olmayan bir artis
saptanmistir. CSD aktivitesinde, proteininde ve CSD-mRNA’sinda azalma go6rilmustir. Sistein
dekarboksilaz, insan ve primatlarda cok az miktarda bulunmaktadir 33,

Taurinin tasinimi, taurin taransporter (TauT)in ekspresyon dlizeyi ve regllasyonuyla iligkilidir.
TauT’lan rat ve fare beyininden ve insan plasentasindan klonlanmistir. TauT’lari Na* ve CI°
iyonlarina, enerji ve isiya bagimhdir ve molekll agirhdi yaklasik olarak 70 kDa’dir. Ayrica bu
tasiyicilar ekstraselluler bdlgedeki taurin konsantrasyonundan da etkilenirler. Taurin ve Tau-CI'in
birbirinden farkl tasima sistemleri vardir. Bunlar inflamatuar hlcrelere ve lezyonlara aktif olarak
transport edilirler. Uyarilmamis durumdaki makrofajlara gére, LPS ile stimile edilmis makrofajlarda
daha fazla taurin ve Tau-CI transport edilir.

Romio ve arkadaslari yapmis olduklari calismada '** taurin aliminin, hipertonik durumlarda
azaldigini; LPS veya makrofajlari sitimile eden dider uyaranlar ile arttigini; LPS+hipertonik
durumda ise taurin aliminda artis olup sadece hipertonik durumdan daha fazla taurin alimi
oldugunu belirtmislerdir. Ayrica LPS’nin taurin tasinimina etkisinin ekstraselller sinyal dlizenleyici
kinaz sistemine baglh oldugunu, izotonik durumlarda makrofajlarin uyariimasinin taurin alinimini
azalttigini bulmuslardir. TNFa veya iNOS inhibitorlerinin, LPS'ye bagli taurin alimini dedistirmedigini
de gbstermislerdir.

Kang ve arkadaslar ®° da kan-beyin bariyerinde taurin tasinmasini incelemisler ve 20 ng/ml
TNFa'nin 1,7 kat, hipertonik durumun 3,2 kat taurin aliminda artisa yol agarken; LPS’nin ise taurin
alimina etki etmedidini yayinlamiglardir. Ayica asiri taurin uygulamasinin (50 mM) taurin alimini

azalttigini da belirtmislerdir.
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2. 4. 3 Taurinin Etki Mekanizmalar ve Dokulardaki Konsantrasyonu:

Taurinin etkilerini hangi mekanizmayla yaptigi tam olarak anlasilamamis olsa da bu fonksiyonlarini;
» Tropik etki
» Intraseluler Ca*" diizeyinin ve iyon kanal aktivitesinin modulasyonu
» Membran ve protein stabilizasyonu
ile gosterdigi dusltntlmektedir.

Ortalama 70 kg'lik bir insanda 70gr taurin bulunur 2

>, Ortalama giinlik alinmasi gereken taurin
miktari 58 mg dlizeyindedir ve bunun godunlugu deniz UGrlnleri ve etten alinabilir. Yarilanma omri
visseral organlarda serbest diyetle 8,7+ 2 glin, taurinden zengin diyetle 4.8 £ 2 gin, rat igin 12-
13 glindur .

Taurin eksikligi immun sistemde anormalliklere yol actiyi saptanmistir. Ozellikle retinal
dejenerasyon gibi, kardiyovaskuler ve lUreme sisteminde gesitli patolojilere yol agmaktadir. Ayrica
taurin eksikliginin mononikleer I6kosit sayisinda bir artisa sebep oldugu da bilinmektedir 133,
Ozelliklede PMN I8kositlerde olmak (izere insan I6kositlerinde yiiksek konsantrasyonda bulundugu
tespit edilmistir (22-26 mM). Memelilerin taurin sentez yapma yetenedi sinirlidir. Bu ytizden diyetle
alinan taurin vdcittaki taurin havuzlar igin ¢ok ©6nemlidir. Taurin; trombositlerde, sekretuar

yapilarda, 6zellikle uyarilabilen dokularda ve siklikla oksidatif hasara maruz kalan dokularda yuksek

konsantrasyonlarda bulunur. Ancak plazma diisiik miktarda taurin icermektedir (50-100uM) 2°.

Tablo 8. Cesitli dokulardaki taurin konsantrasyonu (mM/kg doku)

KALP 30 MIDE 9
Akciger 13 Timus 11
Karaciger 2 Serebellum 3
Bbdbrek 11 Pons 4
Dalak 16 Orta beyin 3
Incebarsak 15 Frontal korteks 6
Kalinbarsak 12 Spinal kord 4
Kas 15
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Taurinin turnover hizi dokuya, hiicresel alima bagimlidir, orda kalma stiresi ise hiicre tipi veya
organlara gore dedisir. Bobrek, karaciger, dalak ve kemik iligi tarafindan kalp ve kasa gére daha

hizli alinir. Akciger, karaciger, dalak, mide, barsak ve bobrekte uzun sire kalir.

2. 4. 4 Taurin Fonksiyonlari:

Taurin ile ilgili en eski bilinen seylerden biri karacigerde safra asitleri ile konjugasyon yaparak yag
absorbsiyonu icin gereki safra tuzlar olusturmasidir. Ayrica vazodilator etkisi oldugu da
gosterilmistir.

Bunlardan baska taurinin birgok biyolojik ve fizyolojik fonksiyonlara etki ettigi gézlemlenmistir.
Bunlardan bazilari:

» Hicre membran stabilizasyonu: Amin grubu ile zararli ajanlarla reaksiyona girip,
bunlar detoksifiye ederek ve hicresel harabiyet ve 6lime neden olan iyon ve su
gecirgenliginin direkt etkilerini 6nleyerek gerceklestirir.

> Antioksidan etki

> Detoksifikasyon

» Osmoregulasyon

» Noéromodllasyon

» Beyin ve retinal gelisim

Taurin bu fonksiyonlar yerine getirebilmesi intraselller taurin konsantrasyonuna badglidir. Bu da

hiicrenin taurin sentez etme kapasitesi ve ekstraseliiler bélgeden taurin transportuyla iliskilidir 2>

155

2. 4. 5 Taurin ve Taurokloramin’in Antioksidan Ozelligi:

Taurinin en o©onemli rollerinden biri klorlanmis oksidanlara 6zellikle HOCl'ye karsi dokular
korumaktir. HOCI 6zellikle aminlerle (-NH,) ve sulfir (R-SH) iceren molekdllerle gok hizli reaksiyona
girmektedir. HOCI'i zararli etkisi membranin -SH veya —-NH, gruplarina hicum etmesi ile ortaya
cikmakta, sonugta bu olayi membran denatlrasyonu izlemektedir. HOCI, primer aminlerle
reaksiyona girerek kloraminleri olusturur. Bu reaktif aminlerden biri de taurindir ve taurin, HOCI'i

ondan daha stabil ve daha az toksik olan taurokloramine (Tau-Cl) gevirir 2> 97 155,
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1 mol HOCI ile 1 mol taurin reaksiyona girerek, taurinin amin grubunun 1 veya 2 CI" iyonu
kazanmasiyla, N-klorotaurini olusturur. Bu reaksiyonu MPO katalizler. Tau-CI nétrofillerde,
HOCI/OCI- gibi ara Urinler olmadan, direkt MPO ile de sentezlenebilir. Tau-CI'in yarilanma émri

2.5 gindir 3 153,

FENOLLERIN
NITRATLANMASI
VE KLORLANMASI

Sekil 18. HOCI ile Reaksiyona Girmek Icin Taurin ve NO,’in Yarismasi

Tau-CI sentezi PMN I6kostlerde, bazofillerde ve eizonofillerde olur. Marquez ve arkadaslar yapmis
olduklar calismada 3 Tau-CI sentezi icin biyiik ihtimalle varsayilan reaksiyon zincirlerinin su

sekilde oldugunu belirtmislerdir:

MPO + H,0, > MPO-I + H,0

MPO-I + CI--»> MPO + HOCI

HOCI + Taurine - TauNHCI + H,O

MPO-I-CI- = MPO-CI-

veya
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MPO + H,0, = MPO-I1 + H,O

MPO-T1 + CI-2> MPO-I-CT

MPO-I-CI- + Turine = MPO + TauNHCI + H,O

MPO-I-CI- = MPO-CI

seklinde de olabilecegini belirtmiglerdir. Ayrica sunlari da tespit etmislerdir: Klorlama
reaksiyonunda CI’, sadece MPO igin bir substrat olarak dedil ayni zamanda H,0;’icin kompetetif bir
inhibitor olarak da davranir. CI, MPO’a pH’a bagimli olarak baglanir. pH arttigi zaman CI"'un enzime
afinitesi azalir. Tersine inaktif compound II ara urtninin olusmasi, pH'In ylkselmesi ile artar. Bu
nedenle H,0, de klorlama reaksiyonunu inhibe edebilir. Klorlama reaksiyonu igin en uygun
pH=4.7'dir. Bunun nedenleri:

» pH>5.6 ise enzimin inaktivasyon orani artar ve H,0, inhibisyonu klorlama

aktivitesinde azalmaya neden oldugunda 6nemli hale gelir.

> pH<4 ise CI" ile enzimin inhibitér baglanmasi daha glicli hale gelir

» Fizyolojik pH’da fagozom ici pH 4.5-5.0’e dlser.
Ayrica stimile edilmis I6kositler in vitro olarak inkibe edildiginde, kloraminler, ekstraselller alanda
akiimile olmus olarak bulunur &5,
Bu ekstaseliiler Tau-CI akimilasyonunu Weiss ve arkadaslari sdyle aciklamislardir *#7: Tau-CI
vakuoler bir alanda iginde sentezlenebilir ve daha sonra hiicre disina yayilabilir. Yine de uyariimis
notrofiller hicre disina H,0, ve MPO salgiladiklari igin Tau-CI ekstraselller olarak da uretilebilir.
Tau-CI hidrofiliktir ve bu nedenle membranlardan gegemez ama cesitli hicrelere aktif olarak
tasinabilir.

Ilk kez Cunningham ve arkadaglar 3!

memelilerde “silfoasetaldehit”in taurin dénglisinin
muhtemel yoladi olabilecegdini belirtmislerdir. 37°C'de ve pH=7.4'te Tau-CI'den spontan olarak
sulfoasetaldehit olusur. Aktive olmamis ve olmus hicrelerde gérinise gdre sabit bir

slilfoasetaldehit seviyesinin olmasi hicrelerde bazal seviyede taurin metabolizmasinin oldugunu

gosterir.
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RAW 264.7 hicreleri, makrofaj benzeri hlicreler olup, LPS ve IFN-y ile aktive edildiginde, NO* ve
TNFa salinimi stimile edebilir. Yapilan galismalarda Tau-ClI'nin doza badh olarak RAW 264.7
hlcreleri tarafindan aktive edilen NO ve TNFa Uretimini inhibe ettigi bildirilmistir. RAW 264.7
hicrelerine LPS, IFN-y taurin ve Tau-Cl eklendiginde 24 saatlik bir bekleme sonrasinda Tau-Cl'nin
NO- Uretimini inhibe ettigi fakat taurinin ise boyle bir etki gostermedigi saptanmistir. NO- gibi TNFa
dizeylerinde de Tau-Cl verildiginde azalmalar oldugu taurin verildiginde ise higbir etkiye
rastlanmadigi belirtilmistir. Bu olayin mekanizmasini tam anlamak igin iNOS proteini, TNFa ve iNOS
mRNA’lari incelendiginde LPS ve IFN-y ile aktive edilmis hiicrede 0,8 mM Tau-Cl uygulandiginda
iNOS proteinlerinin bulunmadidi, 0,8 mM taurin verildiginde ise iINOS proteinlerinin ekspresyonunun
etkilenmedigi gorltlmustar. 0,8 mM Tau-Cl uygulandiginda iINOS mRNA’sini inhibe ettigi, iNOS

geninin transkripsiyonunu énledigi, TNFo. mRNA’sinin translasyonunu zayiflattigi gésterilmistir 74 105

123.

Marcinkiewicz ve arkadaslari yapmis olduklari galismada 83 Tau-CI'in fagositik hiicreler ile NO, TNFa,
PGE2 gibi proinflamatuar mediatérlerin tretiminin azalttigini bunu INOS’un traskripsiyonunu, TNFa
mRNA’sinin translasyonunu ve siklooksijenazin indiklenebilir formu olan COX-2'nin protein
ekspresyonun posttranskripsionel reglilasyonunu etkileyerek yaptigini agiklamiglardir.

Yapilan calismalarda egzojen taurin eklenmesinin, kloramin olusumunu glgll bir sekilde artirdidi
ayrica Tau-CI makrofajlarda NO:, TNFa, IL-1,6,8 ve PG-E, uretimini, PMN |Okositlerde Oy~
olusumunu inhibe ederek inflamasyonda énemli rol oynadigi belirtilmistir 27 123,

Tau-CI bu etkilerini doza bagh olarak yapmaktadir. Tau-CI, 0,25 mM konsantrasyonunda daha
selektif etkileri vardir mesela IL-6, 12, 10, PGE, ve NO-' uretimini inhibe ederken, TNFa ve
ROS’lerine etki etmez.

Barua ve arkadaslar !* Tau-CI'in NO' ve TNF-a gibi proinflamatuar mediatérlerin Gretimini bunlarin
aktivasyonundan ~2 saat sonrasina kadar en gigcli bir sekilde inhibe ettigini, 14-16 saat sonra da
neredeyse etkisiz oldugunu tespit etmislerdir.

27 sunlar belirtmislerdir: LPS ile hiicreler

Chorazy ve arkadaslar ise yapmis olduklari calismada
stimile edildiginde en fazla IL-6'da, orta derecede IL-1B'da ve en az da TNFa sentezinde artma olur.
Taurinin LPS’in tetikledigi TNFa, IL-1B ve IL-6 Uretimine 6nemli bir etkisi yoktur. Tersine LPS'in

indikledigi sitokin cevabini Tau-CI doza bagh olarak inhibe eder. Ilging olarak TNFa (izerine ise ift

etkisi vardir. 100-200 puM gibi distk dozlarda TNFa'yl artirirken, 460-480 uM gibi daha yliksek



54

konsantrasyonda ise TNFoa sekresyonunu azaltir. Tau-CI, kendi Uretimini otokrin feedback
inhibisyon ile sinirlamaktadir. 0,5 mM Tau-CI, HOCI Uretimin azaltarak kendi olusumunu da azaltir
27_

Tau-CI'in mikrobisidal aktivitesinden ve dlsik sitotoksitesi sebebi ile, tipta antimikrobial ajan
olarak kullaniimaktadir. Son yillarda yapilan calismalara gbére basi bakterilere (S. Aureus, E.coli,
Proteus miralibis, P. aureginosa), Candida gibi bazi mantarlara, bazi virislere (HSV Tip1, 2 gibi) ve
Schistozoma monsoi gibi bazi seritlere karsi mikrobisidal aktivitesi vardir %,

Kwasny-Krochin B ve arkadaslari ’* kollajenin indiikledigi artrit gelismesine Tau-CI tedavisinin
etkisini incelemigler ve primer immiunizasyondan sonra erken Tau-CI tedavisinin ile artrit
baslamasini geciktirdigini ama artritin siddetine etkisinin olmadigini yayinlamislardir.

Taurin tedavisinin cgesitli hayvanlarda olusturulmus inflamasyon modellerinde faydali etkilerinin
oldugu gosterilmistir. Taurin serbest oksijen radikallerinin yaptigi doku harabiyetini 6nleyerek etkili
oldugu dlslntlmeltedir. Yine de bazi hayvan modellerinde taurin tedavisi proinflamatuar
sitokinlerin (TNFa, IL1, 6, TGFB) sentezini inflamasyonlu dokularda azalttigi fakat serum sitokinleri
(TNFo, IL1B) Uzerine etkisinin olmadigi gdsterilmistir. Onemli olarak, taurin uygulanmis
hayvanlarda, lokal proinflamatuar sitokinlerin sentezinin inhibisyonu, NFxB aktivasyonu ile
birliktedir. Bununla birlikte, rat modellerinde akcigerleri oksidan hasara karsi NO, Uretimini ve
TNFo salinimini inhibe eden Tau-CI olusturarak korududgu varsayilir. Bu nedenle, en azindan
taurinin bazi antiinflamatuar etkilerini Tau-CI aracihidl Uretimi ile ve proinflamatuar sitokinlerin
sentezini diizenlemesiyle yapmasi cok muhtemeldir *°.

Ayni arastirmacilar LPS'nin tetikledigi proinflamatuar sitokinlerin (TNFa, IL-1B, IL-6) sentezininin
PKC'nin aktivasyonu ile oldugunu ve Tau-CI'in de PKC'nin aktivasyonunu ve PKC aracili hicresel
cevabi inhibe ederek etki ettigini géstermislerdir 72.

Sonug olarak 6zel sitokin sentezinin baslamasiyla sonuglanan kombinasonlarinin farkli sinyallerin
Tau-Cl'e sensitivesi farkli olabilir ve bu nedenle efektif sitokin inhibisyonu igin farkhh Tau-CI
konsantrasyonlarinin olmasi sasirtici degilidir.

Liu ve arkadaslar ise Tau-Cl'in iNOS’u azaltmasini soyle aciklamislardir 78; iNOS aktivitesi icin
esansiyel bir kofaktdér olan tetrahidrobiopterin (BH4) gerekmektedir. Tau-CI, BH4'in
sentezlenmesinde hiz kisitlayici enzim olan GTP siklohidrolaz I'in ekspresyonuna azaltir ve bdylece

iNOS ekspresyonu azalmis olur.
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HOCI ve Tau-CI: HOCI ve Tau-CI noétrofillerin respiratuvar burst olayinda son Grinleridir.
Inflamatuar cevabi diizenlemek icin sinerjik olarak hareket ederler. inflamatuar fazin gok dnemli
evresini, hiicre déngiisiinii diizenleyen, ¢ok ilging ve tamamlayici aktiviteleri vardir. Ozetle bazilan
81.

» Klorlamayi ve/veya oksitlemeyi takiben antijen ve patojenik ajanlarin nétralizasyonu,

» Metalloproteinlerin, IL-5 ve 6'nin direkt notralizasyonu,

» TNFa, IL-2 ve IL-6 gibi inflamatuar mediatorlerin o,-makroglobuline baglanmasinin

artirilmasi

> Cesitli blylime faktorlerinin a,-makroglobuline baglanmasinin azaltiimasi
Yine de HOCI ile Tau-CI aktiviteleri arasinda farklar vardir. Ekstraseliler HOCI membran
reseptorlerini ve aktif kinaz kaskatini stimile eder; ekstrasellller matriksin bilesenelerinin ve veya
bluylme faktorlerini, ve proinflamatuar sitokinlerin dahil oldugu baz sitokinlerin UGretimini saglar.
Oysaki Tau-CI proinflamatuar sitokinlerin ve ROS’lerinin Uretimini inhibe eder. Tau-CI ve HOCI'in

intrseliiler aktiviteleri asagidaki sekilde oldugu gibi 6zetlenebilir 8:
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Sekil 17. HOCI ve Tau-CI'in intraseliiler aktiviteleri
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Taurin ve oOncillerinin 06zellikle oksidatif hasara maruz kalan dokularda bol bulundugu dikkat
cekicidir.
Taurin ve hipotaurin disilerde follikillerde ve uterusta, erkek lGreme sisteminde ise spermatozoa,

dzellikle semen sivisi ve prostatta yiiksek konsantrasyonlarda bulunur 7% 141,

Memeli spermi
glutatyon rediiktaz ve katalazdan yoksundur. Oysa spermde taurin ve hipotaurin oldukga ylksek
dizeydedir. Bilindigi gibi O, sperm igin oldukca toksiktir, lipit peroksidasyonuna ve motilite
azalmasina yol acar. Boylece taurin ve hipotaurin aracilidiyla sperm motilitesi korunmus olmaktadir.
Hatta taurin ve hipotaurin farelerde “sperm motilize edici faktor” olarak kabul edilmektedir. Diger
taraftan taurin insan akrozomlarinda bulunan majér amino asitlerden biridir >°.
Taurinin, hipoksi ve reoksijenasyonda serbest radikallere karsi kalp kasini ve beyni korududu ileri
sirilmektedir *. Bu etki taurinin intraselliler rollerinden biri olarak, membran lipit
peroksidasyonunu engellemesi ile ortaya gikar 8.
Hipoksi ve reperflizyonda beyinde, sistein gibi tiyol iceren amino asitlerin artisi sonucu taurinin de
arttigi gosterilmektedir. Reperfiizyondan sonra bu maddelerin oksijenden tlireyen serbest
radikallerle okside olarak taurinin olusturdugu tespit edilmistir. Taurin, postiskemik dokuda sadece
serbest radikal diizeylerini azaltmakla kalmayip; ayni zamanda hiicreye Ca** girisini engelleyerek,
lipit peroksidasyon olusumunu ve membran fonksiyonlarinin bozulmasini da engellemektedir 124,
Ayrica taurinin yanisira onun metabolik dnclleri olan sisteik asit, sistein silfinik asit ve sisteaminin
de in vivo antioksidan olarak rol aldigi ve oksijen radikal tiirlerini inaktive ettigi gdsterilmistir 8.
Nakamori K ve arkadaslari N-Klorotaurinin ekstrasellliler ortamdan anyon transport sistemi ile
eritrosit icine transport edildigini gostermislerdir. N-Klorotaurin eritrosit iginde glutatyon ile
indirgenir 7.
Sonug olarak; taurinin biyolojik sistemler UGzerindeki antioksidan ve membran stabilizatér etkisi
asagidaki gibi 6zetlenebilir 1 3 °7;
1) Taurin HOCI ile reaksiyona girerek HOCI'i temizler. Boylece membran denatlirasyonunu
onler.
2) Membran stabilize edici etkisi ile membrani permeabilite ve transport degisikliklerine karsi

korur.
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3) Direkt antioksidan etkisi ile, membran fosfolipitleri ile etkileserek, lipit peroksidasyonunu
engeller. Lipit peroksidasyonunun son Urini ve gostergesi olan malondialdehit dizeyini
azaltir.

4) Taurinin ayni zamanda sulfonik asit grubuyla, serbest metal iyonlari ve oksidan metallerle

badlanarak indirekt bir antioksidan etki de yapabildigi bildirilmektedir.

2. 4. 6 Taurinin Ca** Homeostazisi Uzerine Etkisi

Taurin, Ca*" hemoosatazisini dizenleyici etkisini, Ca*"'a hassas olan sistemlere Ca**
saglanmasindaki degisikliklerle veya Ca**'a olan hassasiyeti dedistirerek gosterir. Sinyal siddeti

++

dedistikge sitozolik Ca** miktarinda da dedisiklikler olusur. Cevabin siddetinin dedisikligi ise Ca**
baglayan troponin, kalmodulin, Ca** badlayan miyozin ATPaz ve diger Ca** bagimh ATPaz’larin
afinitesinin  dedismesine neden olur. Taurin, sarkoplazmik retikulum, mitokondri ve diger

++7

organellerin Ca*™ depolama kapasitesini arttirir ve Ca**'a bagimli ATPaz pompalarinin pompalama

++7

hizini stimule ederek Ca™"‘un vezikilillere depolanma kapasitesini ve pompanin turnover hizini

artirir >°.

++

Taurinin iskelet kasinda Ca™™ akisinin regllasyonunda da rol oynadidi bildirilmistir. Bu membran

stabilize edici etkisi, sarkoplazmik retikulumu denervasyona bagli hasardan korur ve sarkoplazmik

retikulumun Ca**-ATPaz aktivitesini hizlandirarak, Ca** transport kaybi hizini azaltir 2 84,

2. 4. 7 Taurin ve Kardiovaskuler Etkileri:

Kalpte bulunan toplam aminoasitlerin % 50’sinden fazlasi taurindir. Kalp dokusu Uzerine (+)
inotropik etkisi vardir ve bazi galismalar kan basincini azalttigini géstermistir. Taurinin kalp Gzerine
etkisinin; Ca** iyon diizeyinin hem eksik hem de fazla oldugu durumlarda Ca**'un ters etkilerinden
kalbi korumasi oldugu distnilmektedir. Ca** akisinin hicre icine yodunlasmasi hiicre élimine
neden olmaktadir. Taurin direkt veya indirekt olarak intraseluler Ca** dizeyini voltaja bagiml
kalsiyum kanallarinin  aktivasyonunu dedistirerek veya Na* kanallari ile dlzenledigi
dustinilmektedir 2°.

Bazi calismalarda taurinin noétrofil-indikli reperfliizyon hasari ve oksidatif strese karsi kalbi
korudugu gosterilmistir. Notrofillerin respirator burst aktivitesinden dolayl ortamda bulunan taurinin

indirgendigi ve bunun da taurinin koruyucu etkisi oldugundan sdz edilmektedir 1°,
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2. 4. 8 Taurinin Gastrointestinal Sistem Uzerine Etkileri:

Kistik fibroz hastalarinin godu besin malabsorbsiyonuna maruz kalmaktadir. Bu malabsorbsiyon
emilimin en ¢ok oldugu ileumda meydana gelmektedir. Safra asitlerinin yaklasik % 80’nin terminal
ileumdan emilir ve bu ylzden safra asitleri de malabsorpsiyona maruz kalmis olur. Taurin tedavisi
ile kistik fibroz olaylari ile iliskili steatore’de ciddi azalmalar gézlemlenmistir.

Yapilan bir calismada kistik fibroza bagli steatoreli hastalara glinde 30mg/kg olacak sekilde taurin
verilmis. D6rt ay sliren galismada kistik fibrozli hastalarin %92’sinde fekal yag asidi ve sterol
atiminin azaldigr gordlmustir. Yliksek derecede steatore olan kistik fibroz hastalarinda taurin

tedavisiyle birlikte safra asit emiliminin arttigi belirtilmistir 1*¢.

2. 4. 9. Taurinin Lipit Metabolizmasi Uzerine Etkileri:

Taurinin 6nemli fizyolojik rollerinden biri fosfolipit metabolizmasi Uzerindeki modulator etkisidir.
Sebring ve Huxtable taurinin primer etkilesiminin nétral fosfolipitlerle oldugunu bildirmislerdir >°
123 Taurinin, PKC aktivasyonu icin gerekli diagilgliserol miktarini etkileyerek; bu reaksiyonun diger
Urdnd olan IP5 ve intraselliiler Ca** salinimini kontrol edebildigi de bildirilmektedir 12,

Taurinin etkiledigi diger bir fosfolipit metabolizmasl ise fosfatidiletanolaminin metilasyon
reaksiyonudur. Taurin kimyasal yapisi itibariyle, fosfatidiletanolaminin ylkli bas gruplarina benzer
ve bundan dolay! segilen katabolik bolgeye baglanabilir. Bu da metilasyon reaksiyonunu kompetitif
inhibisyonla sonuglandirir. Yani taurin sarkolemmal fosfolipit metiltransferaz aktivitesini inhibe eder.
Fosfatidiletanolamini = fosfotidilkoline geviren bu enzim Na*-Ca** alis veris sisteminden etkilenir.
Boylece taurin, bu metilasyon reaksiyonunu inhibe ederek Na*-Ca™™ alis veris sisteminin aktivitesini
korur >2. Fosfotidiletanolamin, membrana Ca** baglanmasinda etkili fosfolipitlerden biridir. Taurinin

azalmasi halinde bu fosfolipitin de azalmasi ile néronal membranda destabilizasyon meydana

gelebilecedi ileri suriilmektedir 7°.
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2. 4. 10 Taurin ve Kolesterol Metabolizmasi:

Safra asitlerinin fizyolojik pH'da ¢6zunir olabilmeleri igin glisin veya taurinle konjuge olmalari
gerekir. Bu aminoasit konjugatlari safra tuzlan olarak adlandirilir. Yapilan galismalarda taurin
konjugasyonu ile kolesterol ¢ozlintrliginde 6nemli artis meydana geldigi goOsterilmistir ve bu
testlerin sonucunda glinde 6 g taurin verilen grupla, plasebo verilen grup karsilastirildiginda serum

total kolesterol ve LDL diizeylerinde azalmalar oldugu saptanmis 7.

2. 4. 11 Taurin ve Okuler Hastaliklar:

Retina, vicutta en ylksek taurin konsantrasyonuna sahip yerlerden biridir. Retinal rod dis
segmentlerinin membranlari doymamis yag asitlerinden zengin ve peroksidatif hasara karsi
korumasizdir. Taurinin, retina rod dis segmentlerini aydinlatma yolu ile olusan oksidanlara karsi
korudugu tespit edilmistir >°.

Kedilerde retinanin normal taurin igeriginin yari yariya azaldidinda fotoreseptér hicrelerde
dedisimler meydana gelmekte ve eger taurin icerigindeki bu azalma uzun sirerse kalici retinal
dejenerasyona sebep oldugu bildirilmistir. Iinsanlarda goériilen retina dejenerasyon hastaligi olan
retinitis pigmentosa’da, kedilerde taurin eksikligi ile olusan hasarla benzer 6zellige sahip oldugu
gozlemlenmistir. Hastalik ilerlemis ise glnlik 1-2 g taurin verilmesi retinitis pigmentosa
hastalarinda bir diizelmeye yol agmadigi gézlemlenmistiir !”. Taurinin HOCI ile olusturulan korneal
hasarin iyilestirilmesinde etkili oldugu bilinmektedir. Bu bilgiler taurinin biyolojik sistemlerde HOCI

temizleyicisi oldugunu desteklemektedir.

2. 4. 12 Taurin ve Detoksifikasyon:

Taurin, CCl, indlkli toksisiteye karsi etkili oldugu belirlenmistir. Ratlarla yapilan bir calismad *’
CCly'e maruz kalan ratlarin hepatik taurin iceriginin 12-24 saatte distligl goézlemlenmistir. Taurin
oral olarak verildiginde CCly’'e maruz kalan ratlardaki hepatik taurin miktarindaki azalmanin
durdugu saptanmistir. Taurinin, CCl,; gibi hepatotoksinlere karsi hepatositleri koruyucu bir roll
olabilecegi s6ylenmistir.

Taurinin, CCl, ile indiklenmis karaciger ve karacijer mikrozomlarindaki malondialdehit yapimini

azalttigi, pnomotoksik maddelere bagl sekonder olarak akcigerde gelisen lipit peroksidasyonunu
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azalttigi  bildirilmistir Ayrica taurin, doksorubisin gibi antikanser ilaglarin kalpte lipit

peroksidasyonunu artiric etkilerini nlemektedir °*.

2. 4. 13 Taurin ve Alzheimer:

Asetilkolin dlizeylerinin Alzheimer hastalarinda anormal distk oldugu tespit edilmis. Bunun hafiza
kaybiyla ilgili olabilecedi ve Alzheimer hastaliginin tedevisinin bu dizeyin dizeltilmesi ile olabilecegi
distntlmektedir. Deney hayvanlariyla yapilan bir calismada taurin uygulandidinda beyindeki
asetilkolin seviyesinin ylkseldigi gozlemlenmistir. Arastirmacilar serebrospinal sivida bulunan taurin
konsantrasyonu azaldiginda Alzheimer hastaliginin semptomlarinin ortaya ciktigini belirtmislerdir.
Ancak bugiine kadar taurinin Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanidigini belirten bir literattr

bulunmamaktadir 7.
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3. GEREGLER ve YONTEM

Calismalar; Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali ve Giilhane Askeri Tip

Akademisi (GATA) Tip Fakultesi Biyokimya Anabilim Dali'nda yapilmistir.

3. 1 GERECLER

3. 1. 1 Kullanilan Deney Hayvanlan

GATA Arastirma ve Gelistirme Merkezi Deney Hayvanlari kismindan saglanan, adirliklari 300-500 g
arasinda dedisen (ortalama 500g) ve her iki cinsten olmak (izere toplam 40 adet kobay (guinea
pig) bu calismalarda kullaniimistir.

Calismaya baslamadan 6nce, hayvanlan herhangi bir enfeksiyondan korumak amaciyla bir hafta
boyunca ayr bir yerde, 6zel bakima alindilar. Sakrifiye edilene kadar hayvanlarin diyetlerine ve

sularina dikkat edildi.

3. 1. 2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

> NaOH (Merck),

» NayHPO, (Merck),

» KH,PO4 (Merck),

» HCI (Merck),

» BSA (Bovin serum albumin) (Sigma),
» LPS (Esherichia coli LPS serotype 0111:B4) (Sigma)
» NaCl (Merck),

» Glukoz (Merck),

» KCI (Sigma)

» Dekstran (Merck),

» Taurin (Sigma)

» Floreskamin (Sigma)

> Asetonitril (Merck),
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» Disodyum tetraborat (Sigma)

» Borik asit (Orkim)

» Tetrahidrofuran (Merck),

» VaCl 3 (Merck),

» Sdulfanilamide (Sigma),

> NEDD (N-(1-Naphythyl) ethylenediamine dihidrocloride) (Sigma)
» Hy0, (Merck),

» O-dianisidin (Sigma),

» Metanol (Merck),

> HL60 MPO (Sigma),

» TNB (Sigma)

3. 1. 3 Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

» HPLC Cihazi (HEWLETT PACKARD 1050)

> Santrif(ij (-BHG Hermle Z 323 K ve Damon IEC, B-20 A sogutmali)
» Spektrofotometre (-Shimadzu UV-1601 ve Shimadzu TCC-240 A)
» Sonikatdr (The Virtis Company, Vir Sonic 50)

» Terazi (Shimadzu AX 200)

» Vortex (Heidolph Reax 2000)

» pH metre (Jenway 3510)

» Su banyosu (Heto maxi-shaken)

> 96 cukurlu ELISA plag

» ELISA okuyucusu (Tecan Marka)

» ELISA yikayicisi (Tecan Marka)

> Etlv (Ayvali)

» Mikropipet (Eppendorf)

» Otomatik pipetler (Eppendorf)

» Kivetler (cam ve plastik)

> Ependorf tupleri
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3. 2 YONTEMLER

Bu calismada deney hayvanlan uygun sekilde hazirlandiktan sonra onlarin intrakardiak olarak
alinan kanlarindan |6kosit ve serum elde edildi. Elde edilen I6kosit stispansiyonlarindan: total potein
tayini, NO,", NOs”", total NO, taurin ve tauroklorin 6lgimleri, MPO enzim aktivite tayini ve

serumlarinda TNFa tayini yapilmistir.

3. 2. 1 Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Bu calismalarda her bir grupta 10 adet olacak sekilde 4 ayri kobay grubu olusturuldu. Her gruba
asadidaki islemler yapildi.

Kontrol Grubu:

Enjeksiyonun uygulanmasi esnasinda olusan stres bazi biyokimyasal parametrelerin dedisimine yol
acabilecedi duslincesiyle, kontrol grubu hayvanlara da ayni stresi olusturma amaciyla, steril serum
fizyolojik intraperitoneal (ip) olarak enjekte edildi. Serum fizyolojik enjeksiyonundan 6 saat sonra
hayvanlar ketamin (60 mg/kg) ve xylazine (10 mg/kg) im anestezisi altinda sakrifiye edilerek,
intrakardiak yolla heparinli ve antikoagulansiz tiplere kanlar alindi.

Taurin grubu:

Sadece taurinin kontrol hayvanlan Gzerindeki etkisini gérmek amaciyla taurin grubu olusturuldu. Bu

38 Ancak taurinin suda eritiimesine ve

gruba 300mg/kg dozda ip olarak taurin enjekte edildi
enjeksiyon sirasinda 37°C’ye getirilerek uygulanmasina dikkat edildi. Taurin enjeksiyonundan 6
saat sonra hayvanlar ketamin (60 mg/kg) ve xylazine (10 mg/kg) im anestezisi altinda sakrifiye
edilerek, kanlari intrakardiak yolla heparinli ve antikoagulansiz tiplere alindi.

Endotoksemi grubu:

Bu gruptaki hayvanlara 4 mg/kg (Escherchia coli 0111:B4) ip olarak verildi 3¢

. enjeksiyonundan 6
saat sonra hayvanlar ketamin (60 mg/kg) ve xylazine (10 mg/kg) im anestezisi altinda sakrifiye
edilerek, intrakardiak yolla heparinli ve antikoagilansiz tiplere kanlari alindi.

Taurin + Endotoksemi Grubu:

Bu gruptaki hayvanlara once taurin, taurin grubundaki ile ayni olarak uygulandi ve bu uygulamadan

hemen sonra kanda ayni anda maksimum konsantrasyona ulasmalari beklendidi icin endotoksin
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verildi. 6 saat sonra ayni islemler uygulandi. 6 saat sonra hayvanlar ketamin (60 mg/kg) ve
xylazine (10 mg/kg) im anestezisi altinda sakrifiye edilerek, intrakardiak yolla heparinli ve

antikoagiilansiz tiplere kanlar alindi.

3. 2. 2 Lokosit izolasyonu:

Reaktifler:
» Hanks Solusyonu pH 7,4 (depo)
- NacCl: 80g/L
- Glukoz: 10g/L
- KCI: 4g/L
- KH,PO4: 600mg/L
- NayHPO4: 96mg/L
- Kullanirken 1:10 seyreltme yapildi
> 0,16 M KCI
»  %3,5 NaCl
» %6,5 Dekstran: 512 g/mol
Deneyin Yapilisi:
Lékosit izolasyonu icin santrifiij tipiine 4 ml %6,5'luk dekstran ve 10 ml kan konuldu. +4°C’de 45
dakika dik olarak bekletildi. Ayrilan plazma baska bir tiipe alinarak Gzerine 15 ml Hank’s sollisyonu
eklendi. 2000 rpm +4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Uste kalan sivi uzaklastirildi ve altta toplanan
hiicreler 15 ml distile su ile 30 saniye galkalandi. Daha sonra % 3,5'luk 5 ml NaCl ile izotonik hale
getirildi. 2000 rpm’de +4°C'de 5 dakika santrifiij edildi. Bdylece I6kositler arasinda kalabilecek
eritrositler parcalanmasi saglanmis olur. Ustte kalan sivi uzaklastirildi ve alttaki hiicreler tekrar 15
ml Hank’s soliisyonuyla yikandi. 2000 rpm +4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Ustte bulunan sivi
uzaklastirildi. Cokelek 3 ml 0,16 M KCI ile slispansiyon haline getirildi 30 saniye sireyle 50 watt

glicle sonike edildi. -80°C’de buzdolabinda saklandi 3.
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3. 2. 3 Lokosit siispansiyonlarinda Protein Miktarinin Olgiimii:

Lokosit stispansiyonlarinda protein tayini sigir serum albumini (BSA)'nin standart olarak kullanildigi

Lowry yéntemi ile yapildi 8.

Reaktifler:

1) Standart: 0,5 mg/ml BSA distile su iginde hazirlandi.

2) A solGsyonu: 0,1 N NaOH icinde %?2’lik Na,COs3

B, sollisyonu: %?2’lik Na-K tartarat

B, sollisyonu: %1’'lik CuSO,

C soliisyonu (Alkalin reaktifi): 1 birim B; + 1 birim B, + 33 birim A soltsyonu karistirilir

3) Folin Ciaocalteu Soliisyonu: Distile su ile 1:1 oraninda dilue edilerek hazirlandi.

Deneyin Yapihsi (ml)

Kor Std1 Std2 Numune
Distile Su 1 0,08 0,06 0,06
Lokosit slsp. - - - 0,04
C solisyonu 2 2 2 2
Standart - 0,02 0,04 -
Tupler karistirihr, 15 dakika inkiibasyon
Folin 0,2 0,2 0,2 0,2

60 dakika inklibasyon

750 nm’de optik dansite 6lcimU ve protein miktar tayini

numune absorbansi x standart konsantrasyonu

standart absorbansi

= mg protein/ml I6kosit slispansiyonu




66

3. 2. 4 Lokositlerde NO,~ ve NO3” Tayini:

Prensip: Lokositlerde nitrat ve nitrit dizeyi Griess reaksiyonu temeline dayanan diazotizasyon
metodu ile 8lgilir °2.
NO,~ ve NO3 " Tayininde Kullanilan Reaktifler ve Cihazlar:

» Vanadyum III Chloride (VaCl 3) : 80 mg VaCl; + 10 ml 1 M HCI

» Griess SolUsyonu : silfanilamide + NEDD

» Sdlfanilamid : 1 gr silfanilamid + %5 lik 50 ml HCI de

» NEDD (N-(1-Naphythyl) ethylenediamine dihidrocloride) : %0,1'lik olacak sekilde,

50 mg NEDD + 50 ml deiyonize suda

» Standartlar
NO;" Tayininde Standart Soliisyonlarin Hazirlanmasi: 85 mg NaNOs tartilip Gzerine 10 ml
deiyonize su eklenerek 100 mM’lik stok NaNOs; hazirlandi. 100 mM NaNOs standart stok
solisyondan 10 mM, 1 mM, 100 pM, 50 puM, 25 uM, 10 uM, 5 uM, 1 pM nitrat standartlan
hazirlandi.
NO," Tayininde Standart Soliisyonlarin Hazirlanmasi: 69 mg NaNO, tartilip tGzerine 10 ml
deiyonize su eklendi ve 100 mM’lik stok NaNO, hazirlandi. 100 mM NaNO, standart sollisyondan
alinarak 10 mM, 1 mM, 100 pM, 50 pyM, 25 pM, 10 uM, 5 pyM, 1 uM nitrit standartlar hazirlandi.
Deneyin Yapilisi : Plazma drneklerini deproteinize etmek igin 1 birim plazma + 2 birim etil alkol
eklenir ve +4 °C de 30 dk beklenir. Vortexlenir ve 14 000 rpm de 5 dk santrifij edilir. Plazma
orneklerinin deproteinizasyon ve ¢oktiirme islemlerinden sonra elde edilen st fazlardan nitrit tayini
icin 100 pl alinarak her bir érnekten gift tekrar olacak bigimde 96 cukurlu ELISA pladina
yerlestirildi. Ayni hacimde nitrit standart sollsyonlari da ayn cukurlara yerlestirildi. Standart
sollisyonlar ve numunelerin Gzerine 100 ul Griess sollisyonu (0,5 birim suilfanilamid + 0,5 birim
NEDD karisimi) konur. 37 °C ettivde 30 dk bekletilir. 540-550 nm dalga boyunda okunur.
Nitrat 6lcimi icin diger bir ELISA plagina standart soliisyonlari ve numuneler her birinden cift
tekrar olacak bigimde 96 gukurlu ELISA pladina 100 pl konur. Uzerine VaCls yine 100 pl konur.
Daha sonra 100 pl Griess solisyonu (0,5 birim sulfanilamid + 0,5birim NEDD karisimi) eklenir. 37
°C etiivde 30 dk bekletilir. 540-550 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda okunur. ELISA
okuyucusu tarafindan standart sollisyonlara karsilik gelen absorbanslarin olusturdugu dogrusal

regresyon grafiklerine gére numunelerimiz dederlendirilmektedir. Her iki deder nitrit ve nitrat icin
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hazirlanmis standartlara gére hesaplanir. NO, (nitrat standartiyla okunan) degerinden nitrit degeri
cikarilarak nitrat dederi bulunur.

Elde edilen absorbans dederleri standart grafikleri yardimi ile konsantrasyonlari hesaplanir ve
sonuglar 1/3 dilisyondan 6tiri 3 ile garpilir.

Birim : pmol/It.

3. 2. 5 Lokosit Siispansiyonlarinda MPO Aktivitesi Olgiimii
Prensip:
H,0,'nin homogenat tarafindan oksitlenerek O-dianisidinin rediiklenmesi ve redikte O-dianisidinin
410 nm’de 6lglilmesi esasina dayanir “°.
Reaktifler:
» Na-K fosfat tamponu: 500mM/L, pH=7
»  Hy0, (%30'luk): 1/10 dilie edildi
» O-dianisidin: %1’lik metanol iginde
» HCI: 3 M/L

Deneyin yapilisi (tim volimler ml olarak verilmistir):

KOR NUMUNE

Na-K fosfat tamponu 0,2 0,2

H20, 0,009 0,009
O-dianisidin 0,1 0,1
Lokosit slispansiyonu - 0,4
Distile Su 1,6 1,2

37°C’de 30 dakika bekletilir

HCI 0,2 0,2
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Tepkime |6kosit slispansiyonu eklenmesiyle baslatildi. 37°C'de 30 dakika inklbe edildildikten sonra
HCI soltsyonu eklenmesiyle durduruldu. 410 nm’de optik dansite kdre karsi okundu.
1 Unite (U)= 37°C’de 1 saatte olusan 0.001'lik optik dansite degisimi olarak kabul edildi.

Spesifik aktivite= U/mg protein olarak degerlendirildi.

3. 2. 6 Lokosit siispansiyonlarinda Taurin Miktarinin Olgiimii

3. 2. 6. 1 Reaktiflerin Hazirlanmasi:

1) Taurin standarti: 1mg/ml olacak sekilde distile su ile, haftalik stoklar seklinde hazirlandi.

2) Floreskamin: 5mM olacak sekilde asetonitril ile hazirlandi ve oda sicakliginda muhafaza edildi ve
hazirlanan bir sollisyon en fazla 12 hafta dayanikl idi.

3) Borat tamponu: 100 mM disodyum tetraborat (10 mM borik asit ile pH’sI 9,2'ye ayarlandi).

4) Fosfat tamponu: 15 mM potasyum dihidrojen fosfat (pH’si fosforik asit ile 3,5’ ayarlandi)
haftalik olarak seklinde hazirlandi.

5) Mobil faz: Tetrahidrofuran-asetonitril-fosfat tamponu (pH=3,5) (4:24:72, v/v/v). Bunlar iyice
karistirildiktan sonra pH tekrar kontrol edildi ve mobil faz 0,45 um’lik millipore filtreden sizulda ve

20 dakika sonike edildi.

H H /_-_.______ = /
H | -
‘N—C—C—SOH + g \ \ o 2”-’\(
H | | / /
H H -
b
Taurin Floreskamin Florofor

Sekil 19. Taurinin Floreskamin ile Derivatizasyonu
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3. 2. 6. 2 HPLC Sistem Parametreleri ve Calisma Kosullari:

Olciime gegcmeden énce HPLC cihazi taurin calisma kosullarina ayarlandi. Bu calisma kosullari
asadidaki tabloda gosterildigi sekilde yapildi. Bu galisma kosullari saptanirken optimum mobil faz
konsantrasyonu ve pH’si, optimum akim hizi, optimum calisma sliresi dikkate alinarak ayarlanmistir
88_

Tablo 8. Taurin calismasi icin HPLC sistemine ait calisma kosullari ve sistem

parametreleri

Calisma Kosulu Sistem Parametreleri
HPLC Modeli HEWLETT PACKARD 1100
Dedektor Ultra Viole
Mobil Faz Tetrahidrofuran-asetonitril-fosfat tamponu (pH=3,5) (4:24:72, v/v/Vv)
Analitik Kolon 300 mm x 3,9 mm i.d., Bondcolone C;g 10 um stainless-steel kolon
Dalga boyu 385 nm
Akim Hizi 1.0 mL/dakika
Ornek Hacmi 20 uL
Calisma Siresi 10 dakika
Sistem Basinci =~ 1100 psi=75,8 Bar

3. 2. 6. 3 Lokosit Siispansiyonlarinin Taurin Olgiimiine Hazirlanmasi:

100 pl numune 150 ul asetonitril ile karistirilip vortekslendi ve karisim 10 dakika 5800 g’de santrif(j
edildi. 50, 100mM, pH=9,2 olan borat tamponu stperantanin pH’sini yaklasik olarak 9'a ayarlamak
icin eklendi. Daha sonra asetonitril iginde hazirlanmis olan 5 mM 50 ul floreskamin eklendi ve

solisyon hemen vortekslendi. Numuneler 6 saat icinde HPLC sistemine enjekte edildi.

3. 2. 6. 4 Taurin Standartlarinin Hazirlanmasi:
Distile su icinde hazirlanan 0, 2.5, 5, 10, 20, 40, 100 pg/ml konsantrasyonlarindaki taurin
standartlar HPLC sistemine veridikten sonra, pikin ortaya ¢ikis zamani, uygun mobil faz bileseni ve

uygun akim hizi saptandi. Standart calismalardan elde edilen pik alanlar esas alinarak, regresyon
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analizi yapilarak taurin standart egrisi ¢izildi. Elde edilen standart taurin degerlerine gore,

numunelerin pik alanlarindan taurin konsantrasyonlari hesaplandi.

800 - N 7.3538x
= R? = 0,9989
& 700 -
[\-]
600
E 500 -
= 400 -
2 30 -
ey
200
100 -
0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
ng/mL
KONSANTRASYON

Sekil 20. Taurin Standart Grafigi

3. 2. 6. 5. Numunelerde Taurin Miktarinin Hesaplanmasi:

HPLC de elde edilen standart dederlere gére, numunelerin pik alanlarindan numune taurin degerleri

ug/mL olarak elde edildi.

3. 2. 7 Lokosit siispansiyonlarinda Tauroklorin Miktarinin Olgiimii

3. 2. 7. 1. Prensip:

Tauroklorin 6lgimi MPO tarafindan olusturulan HOCI'in taurin (TauNH?2) ile tauroklorin (TauNHCI)
Uretme reaksiyonuna dayanir 73, Tauroklorin (retimi 5-tio-2nitrobenzoik asit (TNB) ile reaksiyona
147

girmesiyle 68lcullr Sari renkli TNB (€41,=14,100M* cm™ !8) renksiz 5,5'-dithiobis (2-

nitrobenzoik asit) (DTNB)’e okside edilir.

HOCI + TauNH, —— TauNHCI +H,O

TauNHCI + 2TNB +CI + TauNH,
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3. 2. 7. 2. Reaktiflerin Hazirlanmasi:

Tauroklorin 6lgima 96 kuyucuklu elisa plate’leri kullanilarak elisa okuyuda yapildi. Her kuyucuktaki
toplam hacim 200 ul idi. Olgiim icin gereken reaktifler sunlardi:
1) TNB soltisyonu: 1 mM TNB soltisyonu, 2 mM DTNB’yi 50Mm pH=7.4 fosfat tamponu iginde
cbzerek hazirlandi. DTNB'yi hidroliz etmek igin DTNB pH=12'ye NOH ile titre edildi. 5 dakika sonra
pH 7,4 e HCI ile distrilda. TNB 1sida duyarli oldugu icin tim cgalisma boyunca mimkin oldugunca
isiktan muhafaza edildi.
2) 50mM potasyum fosfat tamponu (pH=7,4) ile hazirlanmis olan:

» 8,25 mM taurin

» 100 mM NaCI

100 pM H,0,

» 100 pM 5-thio-2nitrobenzen (TNB)

3) HL60 MPO

Bu hazirlanan reaktifler asagidaki tabloda verilen miktarlara gére pipetlenerek 6lgtim yapildi.
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(Verilen tim miktarlar pl cinsindendir)

Kor Standart Standart Standart Numune
(2,5pg/ml ) (5 pg/ml) (10 pg/ml)

Taurin 20 20 20 20 20
NaCI 20 20 20 20 20
TNB 20 20 20 20 20

Tampon 20 16,62 13,25 6,5 -

HL60 MPO - 3,38 6,75 13,5 -
Lokosit - - - - 20
slispansiyonu
H,0, 120 120 120 120 120

Reaksiyon H,0, ekleyerek baslatildi. Plate oda sicakliginda ve karanlhk ortamda 10 dakika inkibe
edildi. 405 nm’de optik dansite kore karsi okundu. Hesaplamalar standartlarin absorbans ve

konsantrasyonlarindan elde edilen grafik yardimi ile yapildi.

3. 2. 8 Serumda TNFo, Diizeylerinin Olgiilmesi

Serum TNFa dizeyleri Biosource Cytoscreen (ABD) TNFa ELISA ticari kiti ile dlgilmistir. Bu kit
sandvi¢c ELISA yontemiyle calismaktadir. Calisma ticari kitin kendi prospektls bilgileri i1siginda
gergeklestirilmistir.

TNFa'ya karsi antikorlarla kaplanmis mikrotitrasyon plaklarinin kuyucuklarina blank (kér) harig
50'ser ul standart ve érnekler konuldu. Standartlar O pg/ml, 15.6 pg/ml, 31.2 pg/ml, 62.5 pg/ml,
125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml ve 1000 pg/ml dederlerindeydi. Blank cukuru haric digenerine 50
pl biotin bagh anti-TNFo eklendi. Plagin Ustli kapatilarak 90 dakika oda isisinda bekletildi.
Kuyucuklar 5 kez otomatik yikayicida yikandi. Blank gukuru haricindeki tim cgukunara 100 ml
Streptavidin-HRP sollisyonu eklendi. Plagin Ustl kapatilip 45 dakika oda isisinda beklendi. 5 kez
yikama yapilip, tim cukurlara stabilize renklendirici eklendi ve plak karanlikta 30 dakika bekletildi.
Tim kuyucuklara 100 ul durdurma solusyonu eklendi. 450 nm filtre ile ELISA okuyucusunda

okumalar gergeklestirildi. Standartlarin ELISA okuyucusundan alinan optik dansite dederleri ve
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konsantrasyonlar Mikrosta (bilgisayarda istatistik icin kullanilan yaygin bir program) programinda

girilerek olusturulan regresyon edrisi ile optik dansite olarak alinan dederler pg/ml'ye cevrildi.

3. 3 Sonuglarin istatistiksel Analizi

Tum veriler ortalamazstandart sapma olarak verildi. istatistiksel hesaplamalar ve grafiklerin
ciziminde, istatistik paket programi SPSS (Statistical Package for the Social Sciences Program, for
windows 11.5) ile Microsoft Excel (for windows XP) programlar kullanildi. Bulgularin
dederlendiriimesinde Kruskal-Wallis testi ile Mann-Whitney U testi kullanildi. P<0,05 dederi

istatiksel olarak anlaml kabul edildi.
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4. BULGULAR

4. 1 Lokosit Siispansiyonlarinda NO,~ - NO;-NOx Olciim Sonuglari

NO,~ Miktarlari:

Yapilan galisma sonucu elde ettigimiz sonuglara gére en vylksek ortalama Iokosit nitrit
konsantrasyonu endotoksin grubunda tespit edildi (60,11+18,96) ve bu deder kontrol grubuna
(33,28+13,21) gore istatiksel olarak anlamli o6lgide ylksekti (p=0,003). Taurin+endotoksin
grubunun |8kosit nitrit konsantrasyonu (44,07+9,37) ise kontrol grubu I6kosit nitrit
konsantrasyonundan biraz vylksek ve taurin grubu |6kosit nitrit konsantrasyonundan
(53,33+12,94) biraz duslkti. Bu farklarin her ikisi de istatiksel olarak anlamh dedildi (her ikisi igin
p>0,05).

NO3~ Miktarlar:

Yapilan calisma sonucu elde ettigimiz sonuglara gore en yiksek I6kosit nitrat konsantrasyonu
endotoksin grubunda tespit edildi (466,04+384,60) ve bu deder hem kontrol grubu nitrat
konsantrasyonundan (137,94+57,71) hem de taurin grubu nitrat konsantrasyonundan
(140,16+£51,27) istatiksel olarak anlamh ©6lglide ylksekti (sirasiyla p=0,006 ve p=0,004).
Taurin+endotoksin grubunun |6kosit nitrat konsantrasyonu (150,59+59,56) ise kontrol grubu
I6kosit nitrit konsantrasyonundan biraz disuktl ve bu fark istatiksel olarak anlamh degildi
(p>0,05). Taurin grubu nitrat konsantrasyonu ile kontrol grubu nitrat konsantrasyonu arasindaki
fark istatiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).

NOx Miktarlari:

Yapilan calisma sonucu elde ettigimiz l6kosit NOx konsantrasyonlari sonuglari hem miktar olarak

hem de istatiksel agidan nitrat konsantrasyonlari ile korele idi.
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Tablo 9. Lokosit Siispansiyonlarinda NO,~ - NO5;~ - NOx Olciim Sonuclar::

NO, ™ (umol/It) NOs ™ (umol/It) NOx (pmol/It)
Kontrol Grubu 33,28+13,21 137,94+57,71 171,23+60,54
Taurin Grubu 53,33+12,94>f 140,16+51,27> ¢ 193,49+51,00" ©
Endotoksin Grubu 60,11+18,96* ¢ ¢ 466,04+384,60* ¢ © 526,16+394,36% 4 ¢
Taurin + Endotoksin Grubu 44,07+9,37% ¢ 106,51+55,09% © 150,59+59,59° ¢

Sonuglar ortalama=xstandart sapma olarak verilmistir.

a= p<0,05, ilgili deder kontrol grubu ile karsilastirildiginda

b= p>0,05, ilgili deder kontrol grubu ile karsilastirildiginda

c= p<0,05, ilgili deger taurin grubu ile karsilastirildiinda

d= p>0,05, ilgili deger taurin grubu ile karsilastirildiginda

e= p<0,05, ilgili deger taurin+endotoksin grubu ile karsilastirildiginda

f= p>0,05, ilgili deder taurin+endotoksin grubu ile karsilastinldiginda

600 -

500 - m NITRIT
£ 400 - O NITRAT
S
£ |
§ 300 @ NOx
E

200 -

.
B - L

100 - B . .

- . .
- - -
0 J J ]
KONTROL TAURIN ENDOTOKSIN TAURIN +
ENDOTOKSIN

Sekil 21. Lokosit Siispansiyonlarinda Nitrit-Nitrat-NOx Konsantrasyonlari:
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4. 2 Lokosit Siispansiyonlarinda MPO Enzim Aktivitesi Sonuglari:

Yapilan aktivite tayini sonucu elde ettigimiz sonuglara gore en ylksek ortalama |6kosit MPO
aktivitesi endotoksin grubunda tespit edildi (245,40+97,17) ve bu deder kontrol grubuna
(149,50+44,56) gore istatiksel olarak anlaml 6lglide yulksekti (p=0,011). Taurin grubunun
ortalama MPO aktivitesi (212,20+76,37) kontrol grubundan ylksek olmasina ragmen bu fark
anlamsizdi (p>0,05). Taurin+endotoksin grubunun ortalama MPO aktivitesi (76,50+36,91) kontrol

grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli 6lglide disuktid (p=0.001).

Tablo 10. Lokosit Siispansiyonlarinda MPO Enzim Aktiviteleri:

MPO (U/mg protein)

Kontrol Grubu 149,50+44,56
Taurin Grubu 212,20+76,37" ¢
Endotoksin Grubu 245,90+97,71% 9 ¢

Taurin + Endotoksin Grubu 76,50+36,91* ¢

Sonuglar ortalamazxstandart sapma olarak verilmistir.

a= p<0,05, ilgili deder kontrol grubu ile karsilastirildiginda
b= p>0,05, ilgili deder kontrol grubu ile karsilastirildiinda
c= p<0,05, ilgili deger taurin grubu ile karsilastirildiginda
d= p>0,05, ilgili deger taurin grubu ile karsilastirildiginda

e= p<0,05, ilgili deder taurin+endotoksin grubu ile karsilastirildiginda
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Sekil 22. Lokosit Siispansiyonlarinda MPO Enzim Aktiviteleri

4. 3 Serum TNFa Olgiim Sonuglan

Yapilan calisma sonucu elde ettigimiz sonuglara gore en yiksek ortalama serum TNFa
konsantrasyonu taurin grubunda tespit edildi (152,05+59,70) ve bu deder kontrol grubu
(103,18+25,33) ile kiyaslandidinda istatiksel olarak anlamh dedildi (p>0,05). Endotoksin grubunun
ortalama serum TNFa konsantrasyonu (64,83+22,99), taurin+endotoksin grubu (95,87+64,07) ile

kiyaslandiginda anlamsiz, kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise istatiksel olarak anlaml fark vardi

(p=0,003).
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Tablo10. Serum TNFa Konsantrasyonlari:

TNFa (pg/ml)

Kontrol Grubu 103,18+25,33
Taurin Grubu 152,05+59,70% ©
Endotoksin Grubu 64,83+22,99% < f
Taurin + Endotoksin Grubu 95,87+64,07" ¢

Sonuglar ortalama=xstandart sapma olarak verilmistir.
a= p<0,05, ilgili deder kontrol grubu ile karsilastirildiginda
b= p>0,05, ilgili deder kontrol grubu ile karsilastirildiginda
c= p<0,05, ilgili deger taurin grubu ile karsilastirildiginda
d= p>0,05, ilgili deger taurin grubu ile karsilastirildiginda
e= p<0,05, ilgili deger taurin+endotoksin grubu ile karsilastirildiginda

f= p>0,05, ilgili deder taurin+endotoksin grubu ile karsilastirildiginda

TNF alfa
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Sekil 23. Serum TNFa Konsantrasyonlari
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4. 4 Lokosit Siispansiyonlarinda Taurin ve Tauroklorin Olgiim Sonugclari

Taurin Miktarlan:

f |

!

Sekil 24. Cahismamizdaki Bir Numuneye Ait Kromotogram ve Isaretlenmis Taurin Piki

Yapilan calisma sonucu elde ettigimiz sonuclara gére kontrol grubunda ortalama l6kosit taurin
konsantrasyonu 11,62+3,39 idi ve bu deder sirasiyla taurin+endotoksin grubundan (5,61+1,12),
endotoksin grubundan (3,37+0,67) ve taurin grubundan (1,92+0,23) ylksekti ve bu farklarin hepsi
de istatiksel olarak anlamh idi (hepsi icin p<0,001). Endotoksin grubunun ortalama taurin
konsantrasyonu, taurin+endotoksin grubundan anlaml olarak dislk; taurin grubunun ortalama

taurin konsantrasyondan ise anlamh olarak yuUksekti (her ikisi igin de p<0.001).

Tauroklorin Miktarlari:

Yapilan calisma sonucu elde ettigimiz sonuglara gére en yilksek ortalama l|6kosit tauroklorin
konsantrasyonu endotoksin grubunda tespit edildi (4,27+0,59) ve bu deder kontrol grubuna
(3,26+0,39) gore istatiksel olarak anlamli dlglide ylksekti (p<0,001). Taurin+endotoksin grubunun
ortalama tauroklorin konsantrasyonu (2,19+0,63), kontrol grubuna goére anlaml olarak dlsiuk
olmasina ragmen; taurin grubundan (1,68+0,54) istatiksel olarak anlamsiz miktarda yUksekti

(p>0,005).
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Tablo 11. Lokosit Siispansiyonlarinda Taurin ve Tauroklorin Olgiim Sonuclar:

Taurin Tauroklorin

(ng/ml) (ng/ml)
Kontrol Grubu 11,62+3,39 3,26+0,39
Taurin Grubu 1,92+0,23% ¢ 1,68+0,54%
Endotoksin Grubu 3,37+1,12% ¢ 4,27+0,59* ¢ ¢
Taurin + Endotoksin Grubu 5,61+1,12%°¢ 2,19+0,63% ¢

Sonuglar ortalama=xstandart sapma olarak verilmistir.
a= p<0,05, ilgili deger kontrol grubu ile karsilastirildiginda
b= p>0,05, ilgili deder kontrol grubu ile karsilastirildiginda
c= p<0,05, ilgili deger taurin grubu ile karsilastirildiginda
d= p>0,05, ilgili deger taurin grubu ile karsilastirildiinda
e= p<0,05, ilgili deger taurin+endotoksin grubu ile karsilastirildiginda

f= p>0,05, ilgili deder taurin+endotoksin grubu ile karsilastirildiginda

14 -

BTAURIN
B TAUROKLORIN

mikrogram/ml

veeee
%

Sekil 25. Lokosit Siispansiyonlarinda Taurin ve Tauroklorin Konsantrasyonlari
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5. TARTISMA

Aktive olan nétrofiller ROS’a ilaveten birgok sayida proinlamatuar mediatérlerin salinmasina neden
olurlar. Bu mediatdéler TNFa, IL-1, IL-6, IL-12 gibi sitokinler ve PGE2, LTB4 gibi eikasonoidleri
kapsamaktadir 84, Bu sitokinlerden TNFa nétrofillerde iNOS’u aktive ederek NO olusumunu uyarir
126.

Notrofiller akut inflamatuar olaya aktif olarak katilirlar, dedisik mikrobisidal ajanlar ureterek
mikroorganizmalari 6ldurarler. Bu ajanlardan en 6nemlisi MPO’In olusturdugu oksidan bir madde
olan HOCI'tir. Notrofillerin Grettigi bu reaktif oksidanlar ayni zamanda cevre dokuya da zarar
verirler %7,

MPO nétrofillerin auzurofilik granillerinde bulunan ve hem grubu iceren bir enzim olup, nétrofillerin
hem pro-inflamatuar hem de anti-inflamatuar o6zellikleri ile iliskilidir. MPO’In ROS’e ilaveten
TNFo'nin salinmasini uyaran bir modiilatér oldugu da bilinmektedir 2°, MPO, H,0,'i kofaktdr olarak
kullanarak halid iyonlarinin kataliz ederek hipokloréz asitleri olusturur ve bu sistem MPO-H,0,-Halid
sistemi olarak tanimlanmistir. Bu sistem infeksiyonlara karsi immiin savunmayi saglarken diger

83,129 Inflamasyon sartlari altinda nétrofillerde

taraftan da gevre doku harabiyetine neden olur
ROS’a ilaveten iNOS aktivasyonu ile ileri derecede aktif bir radikal olan NO- da olusmaktadir. NO
molekdiler oksijen ile birlesip NO,~ ve NO5 ™~ gibi RNS’lerini olusturur. Bu RNS, ROS ile birleserek ¢ok
yeni ve biyolojik olarak aktif olan tirleri olusturmaktadir. Son vyillarda NO,in, MPO aracilidi ile
olusan HOCT'i fizyolojik pH'ta cok daha glicli klorlayici ajan olan NO,CI’e déntstlirdtigu bildirilmistir
83’129.

Dider taraftan taurin, nétrofil sitoplazmasinda en fazla bulunan serbest aminoasittir ve inflamasyon
reaksiyonlarinda regulatér bir molekll olarak 6nemli rol oynamaktadir. Taurinin inflamasyon
reaksiyonlarint HOCI'i temizleyerek module ettigi ve bu sekilde MPO (izerinden HOCI'lerin feedback
inhibisyonunu énledigi bildirilmektedir 8 8, Taurin HOCI ile reaksiyona girerek, HOCI'den ¢ok daha
az reaktif olan TauCl olusumuna neden olmaktadir. Yapilan son yillardaki calismalarda Tau-CI'in
fagositik hicreler tarafindan TNFa, IL-1 gibi proinflamatuar mediatorlerin salinmasini inhibe ettigi

yayinlanmistir. Ayrica Tau-CI, iNOS’u inhibe ederek NO olusumunu azaltmaktadir 38 42 74 83, 87, 123,

133

Yapmis oldugumuz bu calismada kobaylara ip olarak endotoksin uyguladiktan sonra PMN |6kositleri

izole ederek MPO-H,0,-Halid sisteminin aktivitesini, NO,~, NOs3”~, taurin ve TauCl miktarlarini
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olctik. Ayrica endotoksin ile birlikte taurin uygulayarak, taurinin endotoksemik sartlarda etkisini
inceledik. Bu hayvanlara ait plazmalarini da elde ederek sitokin salinimini kontrol etmek amaci ile
TNFa dlzeylerini tayin ettik. Endotoksin uygulanmasindan sonra iNOS maksimum aktivasyonunu 6.
saatte gosterdidi icin tim parametreler 6. saatte alinan kan érneklerinde calisiimistir 28 118 157,

Endotoksin verdikten sonraki 6. saatte plazma TNFa dlzeyleri kontrol grubuna goére anlaml bir
azalma gostermistir. Ancak endotoksin ile birlikte taurin verildiginde ise TNFa dlzeyleri kontrol
dederlerine ylkseldi. Tek basina taurin uygulanmasi TNFa dlizeyini kontol grubuna goére anlamh
olmamakla birlikte artirmistir. Calismamizda endotoksin verdikten 6. saatte plazma TNFa
dizeylerinin kontrol grubuna goére anlamh derecede disik olmasi Tiao, Sinha, Wayte ve
arkdaglarinin  yapmis olduklan calismalarin sonuglar ile uygunluk géstermektedir. Tiao ve

135 endotoksemi esnasinda NO' sentezinin inhibisyonunun,

arkadaslan yapmis olduklar galismada
mortalite oranini nasil artirdidini incelemisler ve NO- sentezi inhibe edildiginde TNFa'nin asir
Uretimine yol acarak olim oranini artirdi§ini bulmuslardir. Sinha B. ve arkadaslar 2® LPS’'nin
artirdigi TNFa Uretimini, NO"in inhibe ettigini ve bunu TNFa mRNA’sinin yari 6mrind azaltarak
yaptigini gostermislerdir. Biz de calismamizda endotoksin uygulamasindan sonra NOs;~ miktarini
kontrol grubuna goére anlaml bir sekilde ylksek bulduk, ylksek NOsz~ miktar ile disik TNFa
arasinda yakin bir iliskinin varligi vurgulanmaktadir. Dider taraftan endotoksemi uygulanmasindan
sonraki 6.saatte buldugumuz diisiik TNFa dizeyleri hem Xuan ¢ hem de Wayte ve arkadaslarinin
145 vapti§i iki farkh calismanin bulgulari ile uygunluk icindedir. Bu calismacilar endotoksin
uyguladiktan sonra veya enfeksiyonu takiben stirenin cok 6nemli oldugunu belirtmislerdir. Xuan D.
ve arkadaslar ratlara lethal dozda iv olarak endotoksin verip farkli saatlerde plazma TNFa
seviyelerini 6lgmuslerdir. Endotoksin verdikten 60 dakika sonra TNFa seviyelerinin hizla arttigini,
120 dakika civarinda pik yaptigini ve 240 dakika civarinda ise bazal seviyeye dlstliguni
gozlemislerdir. Wayte J. ve arkadaslari ise S. Piyogenes’in neden oldugu septik sokta monoklonal
antikorlarin TNFa'ya etkisini incelemisler ve serum TNFa konsantrasyonunun 2. saatte pik yaptigini
ve 4. saatte ise bazal seviyelere indigini gozlemislerdir. Diger bazi calismacilar da disik TNFa
diizeyi ile yiiksek Tau-CI miktari arasinda negatif bir korelasyon oldugunu tespit etmislerdir 2’ ve

bu da bizim sonucglarimizi desteklemektedir. Clink(i biz de yapmis oldugumuz calismada endotoksin

grubunda Tau-CI miktarini kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiksek bulduk.
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Taurin verdigimiz grupta TNFa'nin artigi, azalmis Tau-CI miktari ile agiklanabilir ginki inflamasyon
durumunda nétrofiller tarafindan salgilanan TNFa IL-1,6 ve NO' gibi proinflamatuar ajanlarin
miktari yine bu hiicrelerde taurin tarafindan sentez edilen Tau-CI ile regiile edilmektedir 27 84 126,
TNFa'a ilaveten taurin grubunda, endotoksin grubuna kiyasla NO- miktarinin anlamli olarak disuk
olmasi bu sonuglarimizi desteklemektedir.

Endotoksin verdikten sonraki 6. saatte elde ettigimiz PMN |6kositlerdeki MPO aktivitesini, kontrol
grubuna goére anlaml bir sekilde ylksek bulduk. Bu bulgularimiz inflamasyon sartlan altinda
uyarilan notrofilerin  MPO aktivitesine badli olarak HOCI'leri olusturdugunu go6steren diger
calismacilarin sonuglari ile uyum igindedir ' 27, Nétrofil aktivasyonu ile MPO saliniminin respiratuar

burst ile yakindan iligkili oldugu ve MPO yetersizliginde respiratuar burst aktivitesinin gézlenmedigi

11, 109 38

arastirmacilar tarafindan yayinlanmistir . Egan ve arkadaslan calismalarinda endotoksin
injeksiyonundan sonra pulmoner nétrofil MPO aktivitesinde 6nemli bir artis oldugunu ancak bu
artisin, taurin uygulamasindan sonra anlaml olarak azaldigini gézlemislerdir. Calismamizda sadece
taurin uygulanmis grupta, MPO aktivitesi kontrol grubuna gére yaklasik iki kat artmis durumda idi
fakat bu artis istatiksel olarak anlamli degildi. Mc Loughlin ve arkadaslari da calismalarinda &’
taurinin, insan nétrofillerindeki MPO aktivitesini upregiile ettigini Stapleton ve arkadaslari ise '%°
taurinin bu o6zelligini onun HOCI ile yarisarak lokosit bltunliginid korumasina bagh oldugunu
belirtmigler ve bunlarin taurinin anti-inflamatuar 6zelliklerinden kaynaklandigini belirtmislerdir.
Ayrica calismamizda endotoksin ile birlikte taurin uygulandigimizda ise MPO aktivitesini kontrol
grubuna gére anlamh olarak distk bulduk.

Goruldagu gibi sonuglarimiza gore taurin, inflamasyon sartlari altinda kullanildiginda MPO aracilikli
respiratuar burst Uzerinde etkili olmakta; tek basina kullanildiinda ise endotoksin gibi
davranmaktadir.

MPO bir taraftan NO' ile iliski kurarken diger taraftan noétrofil sitoplazmasinda bol miktarda olan
taurin ile yakin iligki igindedir. Uyarilan nétrofiller ROS’a ilaveten, iNOS aktivasyonu araciligi ile NO
olusturmaktadirlar. ileri derecede aktif serbest bir radikal olan NO- cesitli biyolojik hedeflerle
reaksiyona girebilmekte 6rnegin O, ile OONO™ olusturmakta, molekiler O, ile ise NO,~ ve NOs3~

olusturmaktadir. Son vyillarda NO,7in fizyolojik pH'da NO-> i > NO,Cl'e dénistirdugi

yayinlanmislardir 3,
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But ve arkadaslar ?! MPO'In organizmanin inflamasyona olan cevabinda énemli bir enzim oldugunu
ve NO' ve MPO arasinda yakin bir iliski oldugunu ifade etmislerdir. NO, MPO’In hem grubu ile
reaksiyona girmektedir. Bu arastirmacilar bizim sonucglarimiza ters olmakla birlikte distk NO-
miktarinin peroksidaz aktivitesini artirdigini, ylksek NO miktarinin ise peroksidaz aktivitesini
azalttigini bildirmislerdir. Ancak bizim sonuglarimiza goére yiksek MPO aktivitesi, ylksek NO,~ ve
NOs~ miktarlari ile birliktedir.

Gaut ve arkadaslari ¥

noétrofilleri Klebsiella pnémoni ile inklbe ettikleri in vitro ¢alismalarinda bu
hicrelerde NO, 7, NO3™ miktarinin, normale goére 20 kat yiiksek seviyede 6lcmisler ve MPO aracilig
ile serbest nitrojen tirevlerinin olusmasi icin ylksek NO,~ miktarina ihtiyag oldugunu
belirtmislerdir. Arastiricilar noétrofiller ile yaptiklan in vitro bir calismada bu hicreleri E.coli ile
inkiibe ettikten sonra NO,~ miktarinin arttigini saptamislar in vitro olarak NO,in HOCI ile ¢ok daha
toksik yeni biyolojik Granleri olusturdugunu bu durumda taurinin HOCI ile birlesemeyecedini
gostermigler ancak in vivo sartlarda NO,~, HOCI ile reaksiyona girmek igin taurin ile yarismaktadir

26 makrofaj hiicre kiltiirlerinin LPS ile uyariimasindan sonra doza bagl bir

83, Chi ve arkadaslar
sekilde iNOS aktivasyonu sonucu, NO miktarinin énemli derecede arttigini, NO,~ seviyesini dlcerek
gostermislerdir. Diger bazi arastirmacilar da endotoksemiden sonra plazmada ve dijer dokularda
NO: artisini, NO,” ve NOs~ miktarini 6lgerek gostermisler ve NO-'nun enfeksiyonlardaki dnemli bir
rol oynadigini belirtmislerdir. Son yillarda NO'in endotoksemiye hemeodinamik cevabin 6nemli bir
mediatori oldugunu séylemislerdir. Septik soklu hastalarda I6kositlerde NO- Uretiminin 6nemli
derecede arttidi bildirilmektedir 19 29 35,

Diger taraftan bu calismamizda tim gruplarin noétrofil slispansiyonlarinda taurin ve Tau-CI
miktarlar 6lglilmistlir. Endotoksin uygulamasindan sonra Tau-CI miktarinin arttigi, taurin ile
endotoksin birlikte verilince ise azaldi§i gdzlenmistir. Bu her iki fark istatiksel olarak anlamlidir. in
vitro olarak yapilan calismalarda taurin verildikten sonra Tau-CI miktarinin arttigi Kim ve
arkadaslari tarafindan yayinlanmistir 8. Tek basina taurin uygulamasinin ise Tau-CI miktarini ileri
derecede azalttigi tespit edilmistir. Ancak bu grubun nétrofil taurin miktari, taurin uygulamasina
ragmen cok dusiuk olarak tespit edilmistir. Bu durumda Tau-CI'in distk olmasi gok dogal
gorilmektedir. Taurin uygulamasindan sonra nétrofil taurin miktarinin bu kadar dlsik olmasi bazi

arastirmacilarin sonugclari ile celisirken bazi arastirmacilarin sonuglari ile paralellik géstermektedir.

Arastiricilar plazma ve noétrofil taurin konsantrasyonu arasinda bir korelasyon olmadigini ayrica
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taurinin, Ozel inraselliler aminoasit transport sistemleri ile hiicre igine alindigini ve dustk taurin
diyetini takiben taurin transpotunun artigini, yiiksek taurin diyeti ile azaldigini belirtmislerdir 4% 33,

Ayrica bu calismacilar dedisik hticre tipleri ile yapmis olduklar calismalarda taurinin, taurin

133 42

transporterlerini downregtle ettigini tespit etmislerdir Engel ve arkadaslar da sepsisli
hastalarin nétrofillerinde taurin miktarini kontrol gruplarina gére anlamh olarak distk bulmugslardir.
Biz de daha 6nce yaptigimiz henliz yayinlanmamis bir calismamizda taurin verdikten sonra I6kosit
stspansiyonlarinda taurin miktar azalirken, plazma taurin konsantrasyonun arttigini bulduk.
Endotoksin uygulamasindan sonra Tau-CI seviyesinin kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde
arttigini bulduk. Ancak endotoksin ile birlikte taurin uyguladigimizda Tau-CI miktar yukarda
bahsettigimiz nedenlere bagli olarak anlamli olarak azaldi. Arastiricilar inflamasyon sartlari altinda
ylksek seviyede MPO katalizi ile HOCI'lerin olustugunu ve vyine noétrofil sitoplazmasinda bol
miktarda bulunan taurin ile reaksiyona girerek Tau-CI olusturdugunu belirtmislerdir ve yine son
yillarda Tau-CI'in noétrofil fonksiyonlarini regile ettigini, proinflamatuar mediatér olusumunu doza
bagdh olarak inhibe ettigini bildirmektedirler 38 74 8% 123 By sonuclar bizim endotoksin aracilikh Tau-
CI artisi konusundaki bulgularimizi desteklemektedir.

Blatlin bu bulgularimiza dayanarak calismamizin sonuglarini su sekilde yorumlayabiliriz: in vivo
sartlarda deneysel olarak 4 mg/kg dozunda endotoksin uygulamasindan sonra nétrofil respiratuar
burst aktivitesinin énemli bir enzimi olan MPO-H,0,-Halid sistem aktivitesi arttigi ve bununla ilgili
olarak notrofil taurin miktarinin azalmasina bagh olarak Tau-CI miktarinin ylikseldigi, NO,~ ve NOs~
seviyesinin ayni sekilde artigini gozledik. Bu bulgularin enfeksiyonlardan sonra notrofil
fonksiyonlarinin gosterilmesinde 6nemli bir kriter oldugu kabul edilebilir. Bir antioksidan olarak
kullanmay! dustndtigumuiz taurinin etkisi karsimiza celiskili sonuglar seklinde c¢ikmistir ancak
calismamizda taurinin etkisini incelerken nétrofillerde hangi konsantrasyonda etkili olabilecedine
karar vermek agisindan bu hicrelerde taurin miktarlarini da 6lgtik. Taurin, endotoksin ile birlikte
verildiginde MPO-H,0,-Halid sisteminin aktivitesini kontrol grubuna goére azaltti. Buna bagh olarak
da Tau-CI miktar da paralel olarak azaldi. Bu azalmayl Tau-CI olusumuna badladik. Bu
konsantrasyondaki taurin, nétrofillerde NO,~ ve NOs~ miktarini anlamh olarak azalttigini gordik.
Ancak tek basina taurin verdigimizde, hiicrede taurin miktar artisi beklerken taurin miktari azaldi.

Bunu taurin transporterlerinin inhibe olmasina bagladik. Buna bagh olarak MPO-H,0,-Halid sistemin

aktivitesi endotoksin grubunki ile ayni idi. Tek basina taurin NO, ™ miktari Gzerinde etkili dedildi.
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Sonuc olarak enfeksiyon durumunda taurin uygulamasinin etkili oldugu, ancak enfekte olmamis
saglikh deneklerde bir antioksidan olarak kullanilabilirliginin uygun olamadigini disiinliyoruz. Ayrica
taurinin etkisinin doza badli olarak in vivo sartlarda in vitro sartlardan farkh olabilecedine

inaniyoruz.
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6. OZET

Reaktif oksijen tlrlerinin antibakterisidal etkileri ve oksidatif doku harabiyetlerine iliskin yogun
calismalar yapilmasina ragmen bu calismalarin blylk bir cogunlugu hicre kultirt ile yapilan in
vitro galismalardir. In vivo sartlarda nétrofillerrin uyariimasindan sonra MPO-H,0,-Halid sistem
aktivitesinin NO,™ ve taurin ile iliskisini arastiran ve bu sekilde bu hicrelerin fonksiyonlari hakkinda
karar veren bir bilgiye rastlanmamistir. Bu calismadaki amacimiz in vitro olarak endotoksinin
stimlle ettigi notrofillerdeki respirator burst aktivitesini incelemek ayrica endotoksin ile birlikte
antioksidan bir aminoasit olan taurin uyguladiktan sonra taurinin nétrofillerin antibakterisidal ve
antiinflamatuar fonksiyonlar Gzerine etkisini incelemektir. Calismamizin bir diger amaci da taurinin
bu etkilerinin noétrofillerde hangi konsantrasyonlarda yaptigini belirlemektir.

Bu amacgla her bir grupta 10 adet olacak sekilde 4 ayri kobay grubu olusturuldu. Endotoksemi
grubuna 4 mg/kg LPS, taurin grubuna 300mg/kg dozda taurin, taurin+endotoksemi grubuna ise
300mg/kg dozda taurinden hemen sonra 4 mg/kg dozda LPS, kontrol grubuna da ayni miktarda
serum fizyolojik intraperitoneal olarak enjekte edildi. 6 saat sonra kobaylardan elde edilen I6kosit
stiispansiyonlarindan: total potein tayini, NO,", NOs~, total NO, taurin ve Tau-CI &lcimleri, MPO
enzim aktivite tayini ve serumlarinda ise TNFa tayini yapilmistir.

Endotoksin uygulamasindan sonra notrofil MPO-H,0,-Halid sistem aktivitesinin arttigini ve bununla
ilgili olarak noétrofil taurin miktarinin azalmasina bagh olarak Tau-CI miktarinin yikseldigi, NO,~ ve
NOs~ seviyesinin ayni sekilde artigini gézledik. Bir antioksidan olarak kullanmayi diasindagamiiz
taurinin etkisi karsimiza celiskili sonuglar seklinde c¢ikmistir. Taurin, endotoksin ile birlikte
verildiginde MPO-H,0,-Halid sisteminin aktivitesini kontrol grubuna goére azaltti. Buna bagl olarak
da Tau-CI miktari da paralel olarak azaldi. Bu azalmayl Tau-CI olusumuna badladik. Bu
konsantrasyondaki taurin, nétrofillerde NO,~ ve NOs~ miktarini anlamh olarak azalttigini gordik.
Ancak tek basina taurin verdigimizde hlicrede taurin artisi beklerken taurin transporterlerinin inhibe
olmasina bagh olarak taurin miktari azaldi ve buna bagli olarak MPO-H,0,-Halid sistemin aktivitesi
endotoksin grubunki ile ayni idi. Tek basina taurin, NO,™ miktar lzerinde etkili degildi.

Sonug olarak taurinin enfeksiyon durumunda uygulamasinin etkili oldugunu, ancak enfekte olmamis
saglikli deneklerde bir antioksidan olarak kullanilabilirliginin uygun olamadigini distintiyoruz. Ayrica
taurinin etkisinin doza badl olarak in vivo sartlarda in vitro sartlardan farkh olabilecegine

inaniyoruz.
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