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1. GIRIS

Endotoksemi genel olarak organizmanin verdigi sistemik
inflamatuar bir cevaptir ve multiple organ fonksiyon bozukluguna neden
olur. Endotoksin (LPS: lipopolisakkarit) uygulanmasindan sonra gorulen
doku harabiyeti LPS’nin direkt etkisi sonucu veya hucrelerin cevap olarak
salgiladiklari inflamatuar aracilar ve notrofil infiltrasyonu sonucu ortaya

ctkmaktadir.™?

Nitrik oksit (NO) ve suUperoksit (O2’) gibi reaktif oksijen ve
nitrojen turlerinin sistemik inflamasyonda ortaya ¢ikan hicresel harabiyette
merkezi bir rol oynadiklari bildirilmektedir.>* NO, Nitrik oksit sentazlar
(NOS) araciligi ile olusmaktadir. Ug tip NOS tanimlanmistir. Endotelyal
NOS (eNOS veya NOS-IIl) ve ndronal NOS (nNOS veya NOS-I) katalizi ile
fizyolojik sartlarda az miktarda NO olugurken, indiklenebilir NOS (iNOS
veya NOS-Il) araciligiyla inflamasyonda c¢ok miktarda NO meydana
gelmektedir.>®” Deneysel endotoksemide iINOS aktivitesi artarken eNOS
aktivitesinin azaldigi ve bunun sonucunda glomerular filtrasyonun azaldigi
ve bobrek fonksiyonlarinin bozuldugu gosterilmistir. Arastiricilar iINOS’un

endotoksemi patolojisinde énemli rol oynadigini énermislerdir. 8°

Arastiricilar enfekte edilen hayvanlarda ksantin oksidaz (XO)
ekspresyonunu arastirmiglardir. LPS uygulanan deney hayvanlarinda
uygulama sonrasi olusan O,  radikalinin kaynagi vaskuler XO enzimidir ve
bu enzimin ekspresyonu endotoksemide hizla artmaktadir.'®'" 2
inflamasyona cevap olarak dokularda biriken nétrofiller myeloperoksidaz
(MPO) enzimi salinimi ile doku harabiyeti patojenitesine katkida
bulunmakta ve MPO 0Olgimu nétrofil infiltrasyonu igin édnemli bir marker
olarak kullaniimaktadir. Ayrica nétrofiller ve endotel hiicreleri NO olusturan
2 biyiik kaynak olarak kabul edilmektedir.”>'* LPS verilmesinden sonra

notrofiller ve sitokinlerin aktivasyonu sonucu serbest oksijen ve nitrojen



trleri olustugu ve bunlarin endotoksin fizyopatolojisinde 6nemli rol
oynadigi bildirilmigtir. INOS ve MPO’nun inflamasyon bdlgesinde reaktif
notrofiller tarafindan eksprese edilen oksidan enzimler oldudu rapor
edilmistir. Arastirmalar, enfeksiyona sitokin ve diger proinflamatuar
ajanlara cevap olarak ksantin dehidrojenaz - ksantin oksidaz (XDH-XO)
donusumunun hizlandigini ve yine reaktif oksijen turleri (ROS) olugsumu ve

nétrofil infiltrasyonunun arttigini ortaya koymuslardir.™®

Diger taraftan taurin memeli dokularinda en ¢ok bulunan ve
basta inflamasyon olmak Uzere bir dizi hucresel fonksiyonlari dlizenleyen
bir amino asittir. Karacigerde taurin konsantrasyonunun travma ve
endotoksemi gibi patolojik sartlarda azaldigi gdsterilmistir.'®'” invivo
calismalarda NO miktarinin hucrelerde taurin tasiyicilarinin aktivitesini
arttirdigi ve hucre igine taurin girisinin hizlandigi bildirilmistir."® Yine,
taurinin guclu bir antibakteriyel 6zellige sahip oldugu ve polimorfonuklear
Iokositlerde (PMNL) fagositik ve respiratuar burst aktivitesini arttirdigi

gozlenmistir.'%%°

Arastiricilar kalp kasi harabiyetine neden olan ve iskemi
reperflizyon gibi patolojilerde olusan serbest oksijen radikalleri i¢in taurinin
gucli ve nonspesifik scavenger (sUpuricl) oldugunu deneysel olarak
ratlarda gostermislerdir. Diger taraftan gerek invivo gerekse invitro yapilan
calismalarda endotoksinlerin endotel harabiyetine neden oldugu ve
taurinin dogal olarak bulunan bir antioksidan kabul edildigi ve endotoksin
araciliklh  bu endotel harabiyetine kargi koruyucu rol oynadigi

bulunmustur.'®

Bu konuda daha o6nce vyapilan invivo arastirmalarda
endotoksin uygulanan kobaylarda taurinin karaciger, PMNL, bobrek, dalak
ve beyin dokularinda farkh etkileri gozlenmistir. Ancak taurinin bu

dokulardaki ilgili enzim ekspresyonlari Uzerine etkisi incelenmemistir.



Bu galismada, endotoksin aracilikh karaciger, bobrek, kalp
ve beyin doku harabiyetinde rol oynayan iNOS, eNOS, MPO ve XO enzim
ekspresyonlari Uzerine taurinin etkilerini arastirmayi amacladik. Bu tez
Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan 01/2004-15 proje

numarasi ile desteklemistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. inflamasyon

inflamasyon; cesitli endojen ve ekzojen uyaranlar sonucu
olusturulan lokal zedelenmeye karsi canli dokunun gelistirdigi kompleks bir
reaksiyondur. ilk defa M.S. |. ylzyilda Celsus tarafindan tanimlanmustir.?’
inflamasyon hem hiicre zedelenmesini ortadan kaldiran hem de hasar
sonucu olugan nekrotik hucre ve dokulari ortamdan uzaklastirarak
dokunun yeniden yapilanmasini saglayan fizyopatolojik bir surectir. Bu
lokal zedelenme, vaskuler ve hicresel yanitlara neden olarak plazmadan
ve lokal hicrelerden ¢ok sayida degisik inflamatuar mediatorlerin
salgilanmasina yol acar. inflamasyona neden olan uyaranlar arasinda
travma, cerrahi girisimler, infeksiyoz ajanlar ve toksik arunleri, asiri soguk
ve sicak, toksik kimyasal maddeler, immun cevap ve doku iskemisi

sayilabilir.?!?%%

Yine Escherichia coli (E. coli) gibi gram-negatif
bakterilerin hucre duvarinin bir bileseni olan ve "endotoksin" olarak da
adlandirilan LPS, sican ve farelere uygulandiginda inflamasyona neden

olmaktadir.?*

inflamasyon akut ve kronik olmak lizere 2 baslk altinda

incelenebilir:
2.1.1 Akut inflamasyon

Akut inflamasyon kisa surede gelisir ve birka¢c dakika ile
birkag gun surebilir. Kizariklik, 1s1 artisi, sisme ve fonksiyon kaybi ile

ortaya cikarak cesitli vaskiiler ve hiicresel degisikliklere neden olur. #'?%%

Vaskuler degisiklikler; kisa sureli vazokonstriksiyon ve kan

akimi azalmasi ile baslar ve bunu arteriol ve venullerdeki dilatasyon ve



kan akimindaki artis takip eder. Lokal kan akimi artisi kizariklik ve isi
artisina neden olur. Kan akimi artisi damar i¢i hidrostatik basinci arttirir.
Klguk damarlarda goérulen permeabilite artisina bagh olarak damar digi
dokulara proteinden zengin sivi ¢ikigi olur ve bu da zedelenme bdlgesinde
ddeme neden olur.® Doku araligindaki bu sivi birikimi, toksik bilesiklerin
dilue edilmesine, zedeleyici ajanin izolasyonu ve noétralizasyonu igin
I6kositlerin, antikorlarin ve kompleman faktorlerinin inflamasyon bdlgesine

tasinmasina neden olur. 2'2

2.1.2 Kronik inflamasyon

Haftalar, aylar hatta yillar stren aktif inflamasyon ve iyilesme
surecini igeren inflamasyon tipidir. Vaskuler degisiklikler, 6dem ve énemli
miktarda nétrofil infiltrasyonu ile karakterizedir.?"?® Kronik inflamasyonda
makrofajlar, lenfositler ve plazma hucreleri ana rol oynarlar. Sitokinler,
bakteriyel endotoksinler ve akut inflamasyon sirasinda olusan mediatorler
tarafindan makrofajlar aktive edilirler. Aktive makrofajlar tarafindan salinan
cesitli mediatorler doku hasari, anjiogenez ve fibrozis olustururlar. ROS ve

NO bu mediatorlerin en onemlilerindendir.

Kronik inflamasyonda rol alan lenfositler, adezyon molekdileri
ve kemokinler aracihgiyla inflamasyon bolgesine go¢ ederler. Burada
makrofajlar ile birbirlerini devamli suretle aktive ederek bir inflamasyon
odagi olustururlar. B lenfositlerin aktivasyonu sonucu olusan plazma
hicreleri ise antijenlere ve degisen doku bilesenlerine kargi antikor

olustururlar.?”-2829



2.1.3 Lokositlerin inflamasyondaki Rolii

Basta notrofil ve monositler olmak tGzere I6kositlerin birikimi
inflamatuar reaksiyonun en 6nemli 6zelligidir. Akut inflamasyonun hemen
basinda inflamasyon bélgesinde yogun bir I6kosit birikimi olur. ilk 6-24
saatte notrofiller daha baskin olarak bulunurken, 24-48 saat icinde
monositler baskin hale gelir. ?°>° Kandaki nétrofil miktari normalde ul’ de
4000-5000 iken inflamasyonda 15000-25000’e ¢ikar. Buna “noétrofili”
denir.?"3? Lokositler inflamasyon bélgesinde bulunan mikroorganizmalari
oldurtup, nekrotik dokuyu ve yabanci antijenleri parcalayip kimyasal
mediyatorleri serbestlestiririler. Bu savunma yanitinin amaci inflamasyonu
tetikleyen nedeni ortadan kaldirmak veya etkisizlestirmek veya doku

onarimina yardimci olmak olsa da doku hasarina da yol agar.*

inflamasyona bagl olarak I6kositlerdeki degisiklikler;
1) Marjinasyon,
2) Adhezyon,
3) Kemotaktik uyariya dogru migrasyon,
4)
)

5) Lokosit Urlinlerinin ekstraselliiler salinimi olarak siralanabilir.?

Fagositoz ve intrasellller degradasyon

Fagositoz; serbest radikal olusumunun sorumlu oldugu
oksidatif mekanizmalar ve ¢ogu Iokosit granullerinden salinan bakterisid
etkili sitokinlerin rol aldigi oksidatif olmayan mekanizmalarin birlikte

calistigi bir biyokimyasal suregtir.
2.1.4 inflamasyonun Kimyasal Aracilari
inflamasyon semptomlarindan ve doku hasarindan, plazma

ve hulcresel kaynakli aracilar sorumludur. Plazma kokenli aracilarin

(kininler, kompleman ve pihtilagsma faktorleri) onculeri proteolitik bir



yikilma sonucu aktiflegirler. Hucresel aracilar ise genellikle hicre igindeki
granullerde gerektiginde salinmak Uzere hazir bulunurlar veya uyariya

yanit olarak sentezlenirler.

Bu kimyasal aracilar su sekilde listelenebilir:

Tablo 1: inflamasyonda rol alan kimyasal aracilar

Vazoaktif | Plazma Proteazlari Eikazanoitler Sitokinler NO
Aminler ve
ROS
Histamin Pihtilagsma sistemi Prostaglandinler interlokin—1 (IL-1)
Serotonin Kinin sistemi Prostasiklinler TNF- a
P maddesi Tromboksanlar TNF- B
Kompleman sistemi interferon-y (IFN-y)
Kemokinler
(6zellikle 1L-8)

Bu aracilar fosfolipaz A, (PLAz), COX2 ve iNOS enzimlerinin
transkripsiyonunu artirarak PAF, PGE;, LT'ler ve NO’nun sentezini
uyarirlar. Notrofil birikimi ve aktivasyonunu stimule ederler. IL-1 ve TNF
hipotalamusdaki damar endotel hicrelerinde PGE, sentezini artirarak
inflamasyonda gérillen atese neden olurlar. interferon ise antiviral
aktiviteye sahiptir. Antiinflamatuvar sitokinler (IL—4, IL-10 ve IL-13) ise B
lenfositleri aktive ederler ve proinflamatuar sitokinlerin Gretimini baskilarlar.
Saglikli kisilerde proinflamatuar ve antiinflamatuvar sitokinler arasinda bir

denge vardir.3*33°

2.2. Endotoksemi
2.2.1 Endotoksin
Endotoksin; bakterial lizis sirasinda agiga c¢ikan yapisal

bakteri komponentleridir. Endotoksinlere érnek c¢esitli gram (-) bakterilerin

hicre duvarinda bulunan LPS veya lipo-oligo-sakkarit (LOS) gosterilebilir.




O-Antijen

Polisakkarit zincir

Lipid-A

LIPOPOLISAKKARIT

Sekil 1: Lipopolisakkaritin Yapisi

LPS; bir polisakkarit zincirinden ve toksik etkiden sorumlu
olan Lipid A olarak bilinen bir lipid biriminden olugsur. Endotoksinler
yaklasik 10 kDa buyudklugundedir ve yapisindaki polisakkarit zincir

bakteriler arasinda degiskenlik gosterir.*®

2.2.2 Endotokseminin Olugsumu

Organizma endotoksinlerle karsilastiginda endotoksemi
gelisir. Organizma endotoksinlere karsi antikor Uretir fakat bu antikorlar
degisken olan polisakkarit zincirine karsi olusturuldugu igin genis
endotoksin gruplari i¢in koruyucu olamazlar. Ates, dusuk kan basinci,
inflamasyon ve koagulasyonun aktive olmasi endotokseminin belirtileri

arasinda sayilabilir.

insanlarda endotoksemi mekanizmasi  sdyledir.  LPS
serumda lipid baglayici proteine (LPB) baglanarak hicre membraninda
yer alan CD14’e transfer edilir. CD14 ise LPS’yi Toll-benzeri reseptor
(TLR4) ile iligkili olan MD2’ye aktarir. CD14 ve TLR4 ise makrofajlar gibi

cesitli bagisiklik sistemi hucrelerinde bulunur ve endotoksik soka neden



olan proinflamatuvar sitokinlerin ve NO’nun salinimini uyaran sinyalleri

baslatir.>’

2.3 Serbest Radikaller

Atomlar; proton ve ndétronlardan olusan pozitif yukla bir
cekirdek ve cgekirdegin etrafinda bulunan negatif yUkli elektronlardan
olusur. Elektronlar hem partikil, hem de dalga 6zelligine sahip olup,
cekirdek etrafinda 1sik hizi ile hareket ederler. Serbest radikaller, dis
yorungelerinde eslesmemis elektron bulunan atom, molekul veya
iyonlardir. Her tirden kimyasal ve biyokimyasal tepkime daima atomlarin
dis orbitallerindeki elektronlar seviyesinde gergeklesir. Dig orbitallerde
paylasiimamig elektron bulunmasi s6z konusu kimyasal tlrun reaktivitesini
olaganustu arttirdigi igin, serbest radikaller tagidiklari eslesmemis elektron

nedeniyle yiiksek kimyasal reaktiviteye sahiptirler.3°

Serbest radikal olusturan 3 mekanizma tanimlanmigtir®®*

1) Kovalent bagl bir molekulin homolitik bolinmesi sonucu olugan 2
parcada ortak elektronlardan birer tanesinin kalmasi sonucu olusur. Enerji
gerektirir.

X:¥Y - X+Y

2)Kovalent bagli bir molekilden tek bir elektronun kaybi veya bir

molekulun heterolitik bolunmesi sonucu olusur.

X:¥Y o5 X+Y'

3) Bir molekile tek bir elektron eklenmesi ile olusur.

X+e = X



Serbest radikaller elektriksel olarak + yuklu, - yuklu veya noétral olabilirler
ve oksidan veya rediktan olarak rol oynayabilirler.®° iki serbest radikalin
birbiri ile reaksiyona girmesi sonucu radikal olmayan bir bilesik ortaya
cikar. Fakat bir serbest radikal, radikal olmayan bir yapiyla reaksiyona
girerse bagka bir serbest radikal olusur ve buna radikallerin zincir

reaksiyonu denir. *'
2.3.1 Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest oksijen radikalleri oksijen atomu igeren serbest
radikallerdir. Normal sartlarda biyolojik sistemlerde oksijenin  %98'i

mitokondriyal sitokrom oksidaz varliginda 4 elektron alarak suya indirgenir.
Oy + 4e+4H" — 2H,0

Bu indirgenme sirasinda kismi rediksiyon ile superoksit
anyonu (O3"), hidroksil radikali (OH) ve peroksinitrit (ONOQO") gibi ROS’lar

da olusur.*

ROS’lar; aerobik hucrelerde normal metabolizma sirasinda
molekuler oksijenden uretilirler ve hucre sinyal iletiminde onemli rolleri
vardir. Fakat radikal miktari normal duzeylerin Uzerine ¢iktiginda hucre
yapisina zarar vermeye basglar, hatta hicre 6liumune neden olabilir ve
oksidatif stres olarak adlandirilan tablo ortaya c¢ikar. Oksijen atomu 8
elektron icerir ve dig yorungesinde bulunan 2 elektron eslesmemistir.
Oksijenin bu 0zelligi diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona
girmesini saglar. ROS’lar sok ve iskemi-reperfuzyon hasarinda

inflamasyon aracilari olarak gérev yaparlar.***
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SOD Catalase

l Cu () l Fe (Il)

02_-" 02.'__." H202 __-'H20+02

NADH/MNADPH oxidase

Xanthine oxidase

Lipoxygenase NO Fenton reaction
Cycloxygenase

P-450 monooxygenase

Mitochondrial oxidative-

ONOO- -OH

Sekil 2: Serbest oksijen radikallerinin olugsum mekanizmalari

Serbest oksijen radikallerinin baglicalari sunlardir;

Superoksit radikali (O27) : Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi

sonucu kararsiz bir yapi olan O2° radikal anyonu meydana gelir.
O, + e - O,

Oksijenin yUksek miktarlarinin hasar yapici etkisine, bu
radikalin olusumunun artmasi aracilik eder ve bu mekanizma oksijen
toksisitesinin stperoksit teorisi olarak adlandirihir.® 0,7, yari omru oldukga
uzun bir serbest radikal olmakla birlikte, olustuktan sonra bulundugu
yerden cevreye dagilma yeteneginin disuk olmasi nedeniyle tek basina

direkt etkisi fazla dedgildir.

Asil onemi HyO, kaynagi ve gecis metal iyonlarinin
indirgeyicisi olmasidir. O,~ anyonu hem orta derecede oksitleyici hem de

iyi derecede rediikleyici dzellige sahiptir.*®

Hidrojen peroksit (H202) : Oksijen molekulinin ortamda bulunan diger

molekullerden iki elektron alarak indirgenmesi veya O,~ radikalinin bir
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elektron almasi sonucu peroksit olusur. Bu molekule iki hidrojen atomunun

katilmasiyla H,O, meydana gelir.
O, + 2e +2H" — H>0,

O, + e +2H" — H-0,

Serbest Oksijen Radikali Olusumunda Enzimlerin Rolu

Birgok enzimin katalitik dongUsu sirasinda da serbest

radikaller ortaya ¢ikar. Bu enzimlerden birisi ksantin oksidazdir.

Ksantin Oksidaz (XO)

Ksantin oksidorediktaz (XOR) enzimi; molibden hidroksilaz
flavoprotein ailesinin Uyesidir. Ayni gen tarafindan kodlanan ksantin
oksidaz (XO, EC 1.2.3.2) ve ksantin dehidrojenaz (XDH, EC1.1.1.204)
olarak 2 formu bulunur. Bu 2 form birbirine donusebilir. Bu donisum 2

sekilde olabilir;*4°46:47

1) Reversible donugum: i1sitma ile veya subuniteler arasinda sulfidril (SH-)
gruplarinin oksidasyonu ilerleyip disulfit baglari olusunca dehidrojenaz

aktivitesi ortadan kalkar ve XO formu olusur.
2) Irreversible donigum: XDH'den 20kDa buyukligunde bir polipeptidin
uzaklastiriimasi ile irreversible XO olusur. Mitokondriyal intermembran

alandaki bir proteazin bu dénidsime neden oldugu dustnutlmektedir.

XO, purin metabolizmasinin son 2 basamagini katalizlerken serbest

radikal olusumuna da aracilik ederler.*®
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HIPOKSANTIN + H)O + 0, <« KSANTIN + HO;

KSANTIN + HO + 0O <« URIKASIT + HyO;

Bu reaksiyonlar sonucunda ROS olusturmasi (Superoksit anyonu, hidrojen

peroksit) nedeniyle klinik olarak énemlidir.

Biyolojik Onemi

Enzimin temel fonksiyonu purin yikiminin son 2 basamagini
katalizlemektir. Parin katabolizmasinin hiz kisitlayici enzimidir. Ayrica,
ince barsakta demir absorbsiyonu ve karacigerde demir mobilizasyonu
Uzerinde o6nemli rol oynadi§i dusunulmektedir. Sdlfidril gruplarinin
oksidasyonunda gorev alan enzim yine nitratlarin nitrittere ve NO’ya

indirgenmesini katalizler. %4

XO’nun en o6nemli fonksiyonlarindan birisi de mikrobisidal
etkisidir. XOR’lerin invivo olarak bakteriyel enfeksiyonlara cevapta aktive
oldug@u biliniyor. Bu igsleve enzimin serbest radikal olusturabilme kapasitesi
aracilik etmektedir. Superoksit ve XO’nun nitrit variginda olusturdugu
peroksinitrit guclu bir bakterisidal ajandir. Enzimin bakterisidal etkisi anne
sutinde bulunmasini da aciklamaktadir. Akut faz cevabinda salinan
sitokinlerin  XOR aktivitesini uyardigi tespit edilmisti. Bu uyarim
transkripsiyon diizeyinde olur. insan XOR geninin 5 bélgesinde IL—6,
TNF-a, IF-y ve IL-1 igin uyarim bolgelerinin bulunmasi bu gorusu
desteklemektedir.’> XOR enzimi kendi aranleri, Urik asit, superoksit,
hidrojen peroksit, tarafindan inhibe edilir. Yine iskemi reperfizyon
hasarinin erken evresinde NO ve slperoksitten olusan peroksinitrit de
XOR aktivitesini inhibe eder.>
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iskemi-reperfiizyon hasarinda, inflamatuvar ve otoimmiin
hastaliklar, hipertansiyon, ateroskleroz, akciger kanseri, tip Il diyabet gibi

klinik tablolarda da plazma XO diizeylerinin arttigi gorilmus.>*°>°¢>

Serbest Oksijen Radikali Olusumunda Lokositlerin Rolu

Lokositlerin  en  onemli  6zelligi inflamasyon bdlgesine
tasinarak orada enfeksiyona karsi hizli ve etkin bir yanit olusturmalaridir.®®
Fagositoz ve degranulasyon ile birlikte Iokositin metabolik aktivitesi
birdenbire artar. Glukoz kullanimi, laktik asit yapimi, fosfolipid yikimi ve
yapimi artmigtir. O, kullanimi buylk olgude artar. Fagositler sindirim
enzimlerinden baska bakterisid maddelerde tasirlar ve bakterilerin ¢ogalip
fagosite zarar vermesine meydan vermeden yok edilmesini saglarlar.
Notrofil granulleri myeloperoksidaz (MPQO) adi verilen bir enzim tagirlar. Bu
enzim I6kositlerden baska viicudun higbir hiicresinde yoktur.>® Bu
savunma sisteminin gugli bir sekli MPO- H,O, ve halojen kofaktorleri

iceren mekanizmadir.
Myeloperoksidaz (MPO)

Myeloperoksidaz (EC 1.11.1.7); nétrofil ve monositlerde
lokalize olmus notrofillerdeki proteinlerin buyldk bir kismini olugturan 144
kD agirliginda, glikozile proteinden olusmus bir peroksidaz enzimidir.
Notrofillerin - azurofilik grandllerinde depolanir. MPQO’nun yapisinda
bulunan hem grubu, mukus gibi nétrofillerden zengin salgilara yesil rengini
verir. 2 hafif zincir ve prostetik hem grubuna bagli 2 agir zincirden olusur.®

MPO proteinini kodlayan gen 17. kromozomda yerlesmistir. (17923.1).
Ozellikle notrofiller ve monositler, respiratuar burst sirasinda
icerdikleri MPO enzimi aracilifiyla O, in dismutasyonuyla olusan hidrojen

peroksiti (H202), CI (klorid) iyonuyla birlegtirerek guclu bir anti bakteriyel
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ajan olan HOCl'e donusturar. HOCI Iokositlerde uretilen ve mikrobisid
etkiye sahip en Onemli oksidandir. Bu mekanizma doku harabiyeti,
inflamasyon ve kanser, ateroskleroz, Alzheimer gibi ciddi hastaliklarda
oldukga 6nemlidir. Ayrica, H,O; kullanarak tirozini tirozil radikaline oksitler.
HOCI ve tirozil radikalleri notrofiller tarafindan bakteri ve diger patojenleri

dldirmek igin kullanilan sitotoksinlerdir.®'2

Respiratuar Burst (Solunumsal Patlama)

Fagositik hucrelerin  bir situmulusla karsilastiklarinda,
gosterdikleri bir dizi koordine metabolik olay "respiratuar burst" olarak
adlandiriimaktadir. Bu olaylar fagositik hucrelerin  oksijene bagimli

oldiriicl fonksiyonlarini igermektedir.%364%°

Respiratuar burstte artmis dort aktivite bulunmaktadir. Bunlar:
1. Oz alimi

2. H205 olusumu

3. Heksozmonofosfat yolunun aktivitesi

4. Oy" Uretimi

Bakterisidal uyaranlara maruz kalindiginda fagositlerin
stimulasyonu sonucu hucrenin O, tuketiminde belirgin bir artig gorular.
Respiratuar burstteki en dnemli olay ise superoksit Uretimidir. Fagositoz
icin kullanilan oksidasyon ajanlari MPO, O," ve H,0,’ den olusur. Olusan
O, sUperoksit dismutaz (SOD) enzimiyle katalize olur. Bu sistem yolu ile
bakterilerin yok edilmesi igin gesitli mekanizmalar kullanilir. Bakteri hiucre
duvarinin halojenizasyonu sonucu butunlugunu kaybetmesi bunlardan
birisidir. Yine buna yardimci diger bir mekanizma ise MPO sisteminin
aminoasitleri dekarboksile ederek onlari aldehit, CO, ve NHsa
cevirmesidir.?®®” Bu mekanizmada bakteri hiicre duvarinin aminoasit

bilesenleri yikilir ve hdcre olur ya da serbest aminoasitler dekarboksile
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olarak organizma bu reaksiyonda olusan toksik aldehitler tarafindan

oldurilir. Yine de ilk mekanizmanin daha gegerli oldugu bilinmektedir.®®

MPO sisteminin bakterisidal etkisi konusunda en son hipotez
singlet oksijen ('02) mekanizmasidir. Singlet oksijen teorisinde ise normal
atmosferik oksijenden farkli olarak iki oksijen ¢ekirdegdi etrafindaki elektron
dagihmi farkli olan bir yapi s6z konusudur. Bu degisim molekulin kimyasal
Ozelliklerine farkliliklar katar ve degisik reaktivite gosterir. OH™ gibi iliskide
oldugu biyolojik yapilarda farklilik yapar. Bu olayin fagosit islevi agisindan
aciklanmasi ise soyledir. MPO reaksiyonu ile olusan HOCI, HyO ile

birleserek singlet oksijeni olusturur.

PMNL'lerde fagositozis ve degranulasyon ile birlikte glukoz
kullanimi sonucu Ozellikle heksoz monofosfat yolu hizlanir, NADPH aretimi
artar. NADPH oksidaz kataliziyle oksijenden superoksit olusur. Bu
oksidasyonunun artmasi sant aktivasyonunu ifade eder. Olusan superoksit
ise HyO2 olusturur. Olusan H,O, ve granilde var olan MPO-halojenlerin
varliginda; MPO- H,0,-Halid antimikrobial sistemini olusturur. Bu sistemin
olusumu igin, H2O2'nin varligi ve bu H;O2'nin granil MPO'’inI serbest
biraktirdigi belirtiimigtir. Halojenlerin, MPO ile okside edilerek; hipobromik
asit, hipoklorik asit, hipoiyodik asit olusturdugu ve kuvvetli okside edici
bilesiklerinde sitotoksik etki gosterdigi belirtilmigtir. MPO-H20, sistemi
vakuoler sahada aktiftir. Sitoplazmada glutatyon ve katalaz sistemleriyle

inaktiflestirilir.%®
2.3.2 Serbest Nitrojen Radikalleri (Reaktif Nitrojen Turleri)
Biyolojik sistemler yapilarinda +1'den +5’e kadar degisen farkl

oksidasyon durumlarindaki azot atomu bulunduran cgesitli azot oksitlere

siklikla maruz kalirlar. Oksidasyon durumlari guanido azot ile nitrat

16



arasinda bir ara metabolit olan bu azot oksitlere Reaktif Nitrojen Tlirleri ad

verilir.°

Baslica reaktif nitrojen tirleri soyledir.

-Nitrik Oksit (Azot Monoksit) NO

-Azot Dioksit NOy
-Nitroz Asit/Nitrit HNO2/ NO2’
-Nitrik Asit/Nitrat HNO3/ NO3’
-Nitrozil Katyonu NO*
-Nitrozil Anyonu NO

-Diazot Tetraoksit N204
-Diazot Trioksit N20O3
-Peroksinitrit ONOO
-Peroksinitroz Asit ONOOH
-Nitril (Nitronyum) Katyonu NO,*

-Nitril (Nitronyum) Klorlr NO.CI

Nitrik Oksit (NO)

Nitrik Oksit (Nitrojen Monoksit); organizmada olusan reaktif

nitrojen tdrlerinin en o&nemlisidir. Oksidasyon basamagi +2’dir. NO;

inorganik, renksiz, oksijen varliginda suda ¢ozunebilen non-stabil bir
gazdir. Eslesmemis tek elektronu nedeniyle radikal 6zelligi tasir. Sivi
ortamlarda serbestce diffuze olabilir ve hiicre membranlarindan rahatca
gecebilir. Oksijen varliginda hizlica nitrit ve nitrata doénuserek inaktive

olur.”
NO Sentaz (NOS)

NO; nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan NADPH ve oksijen varliginda L-

arjinin’in L-sitrulin’e oksidasyonu sirasinda sentezlenmektedir.”’
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L-Arginin > L-Sitriillin + H,O

NADPII+H" NADP"
Sekil 3: Nitrik Oksit Sentezi

Nitrik Oksit Sentaz (NOS) (EC 1.14.13.39); yaklasik 140 kDa

molekdl agirhginda bir enzimdir. Substrat olarak yari esansiyel bir

aminoasit olan L-arjinini kullanir ve oksijen varliginda trun olarak NO ve L-
sitrulin olugur. Nikotinamid adenin dinukletid fosfat (NADPH) ise kofaktor
olarak kullanilir. NO, suda ¢o6zlnebilen, renksiz, stabil bir gazdir. Sulu
cOzeltideki yarilanma 6mri 0.1-10 saniye kadardir. NO, birgok biyolojik

olayda hayati dnemi olan bir hiicresel sinyal molekiiliidir.”""2

NOS enziminin néronal NOS (nNOS, NOS 1), endotelyal
NOS (eNOS, NOS IIl) ve induklenebilir NOS (iNOS, NOS II) olmak Gzere 3
farkh izoformu bulunmaktadir. nNOS ve eNOS normal sartlarda sabit
duzeylerde, konstitutif olarak Uretildikleri igcin yapisal NOS olarak
tanimlanmaktadirlar. INOS sentezi ise c¢esitli uyaranlar tarafindan

uyarilabilmektedir.”

Yapisal NOS'larin aktivitesi hiicre ici Ca* seviyelerinden
etkilenmektedir. Pikomolar duzeyde NO olusumuna neden olurlar. iNOS
ekspresyonu ise Ca*? bagimsizdir, bilylk miktarlarda NO olusturur
(nanomolar) ve aktivitesi daha uzun surelidir. Yapisal NOS’lar tarafindan
olusturulan az miktarda NO norotransmisyon ve vazodilatasyon gibi
fizyolojik olaylarda rol alir. INOS ise trombositler, akciger ve ince barsak

hicreleri gibi bazi hicre tiplerinde eksprese edilmesine karsilik normalde
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inaktiftir. Ancak bazi hucreler LPS, TNF, IFN-y gibi proinflamatuvar ajanlar

tarafindan aktive edildiklerinde iNOS aktivitesi uyariimaktadir.”*">

NO’nun birgok etkisi siklik GMP (Guanozin monofosfat)
ureten guanilat siklaz enzimi araciligi ile gergeklesir. cGMP artigi hicre igi
Ca duzeyinin azalmasina neden olacak olaylar zincirinin tetiklenmesine
neden olarak vazodilatasyon, kalp kasinin gevsemesi ve trombosit

agregasyonunun inhibisyonuna neden olur.”""":"®

NO, superoksit anyonu ile etkileserek peroksinitrit (ONOQO") olusturur.
O -O + NO “0-O-N=0

»
»

(Superoksit) (Nitrik oksit) (Peroksinitrit)

Normal hicresel kosullarda ONOO™ olusumu sinirhdir.
Peroksinitrit nukleik asit, lipid ve proteinler Uzerine toksik etkisi olan potent
bir oksidandir. Peroksinitrit ve pargalanma urunleri lipid peroksidasyonu,
bazi molekullerin nitrozilasyonu ve sodyum kanal inhibisyonuna neden
olarak hucre hasarina yol agabilir. Bunlardan 3-Nitrotirozin (3-NT), ONOO"
'nun serbest ya da protein yapisinda bulunan tirozin amino asitini
nitratlamasi sonucu olusur. ONOO”nun fizyolojik pH’da kisa bir yari émre
sahip olmasi nedeniyle, dokulardaki ve vucut sivilarindaki 3-NT’nin varligi,
ONOO" Uretiminin spesifik bir gostergesi olarak yaygin bi¢cimde

kullaniimaktadir.”®%%%1

NO serbest radikal olmasi nedeniyle ylUksek derecede
reaktiftir ve gesitli yapilar ile etkilesebilmektedir. NO, kanda nitrit ve nitrata
metabolize olur. Kandaki NO’nun dayanikli olan metaboliti nitrattir. NO,
ayrica aminoasit ve proteinlerdeki tiyol (-SH) gruplari ile etkileserek

nitrozotiyol (-S-NO) bilegikleri seklinde depolanabilmektedir.
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NO’nun ayrica serbest radikal yakalayicisi ve hucre
koruyucusu oldugu dusunulmektedir. NO’nun inflamasyon sirasinda
olusan vazodilatasyon, degisen damar gecirgenligi, l0kosit gogu ve
aktivasyonunda roli oldugu dusunulmektedir. Bununla birlikte, iINOS
aktivasyonu ile dretilen asiri NO, molekuler oksijen veya diger serbest
radikallerle reaksiyona girerek sitotoksik etkilere de yol agmaktadir.®
iINOS, endotel hucreleri, makrofajlar ve farkli parenkimal hucreler
tarafindan eksprese ve aktive edilmektedir. LPS ve IFN-y ile uyarilan
makrofajlarin  INOS mRNA’sini 2 saat sonra eksprese ettikleri

gOsterilmisgtir.

2.4. Taurin

Taurin (2-aminoetansulfonik asit); metiyonin ve sistein
metabolizmasindan tlreyen vyari esansiyel bir amino asittir. Protein
sentezinde kullanilmaz. Diger amino asitlerden farkli olarak karboksil

grubu (-COOH) yerine bir siilfonik asit grubuna (-SOsH) sahiptir.8*%

o H
I
HO—5 — C — CHz2

[ |
O H  NH2

Sekil 4: Taurinin molekil yapisi

Taurin memeli dokularinin temel hicre i¢i aminoasitidir ve
genellikle milimolar konsantrasyonlarda bulunur. Dogal antioksidan olarak

kabul edilir. Retina, I0kositler, trombositler, beyin, kalp, iskelet kasi ve
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karaciger gibi asiri miktarda serbest radikal Ureten dokularda daha yuksek
konsantrasyonlarda bulunur. Safra asitlerinin konjugasyonu,
detoksifikasyon, membran stabilizasyonu, Ureme, bagisikhk, hucre
blylime ve farklilasmasinin kontrolli, apopitozisin kontroli, hiicresel Ca™
seviyesinin duzenlenmesi, osmoregulasyon, merkezi sinir sistemi ve
retinanin gelisimi gibi 6nemli biyolojik fonksiyonlara sahip oldugu
bilinmektedir. Dusik taurin  duzeylerinin  retinal  dejenerasyon,
kardiyomiyopati, blUyime ve gelismenin gecikmesi ile iligkili oldugu
kanitlanmistir.  Ozellikle son vyillarda, antioksidan aktivitesine dair

calismalar bilylik 5nem kazanmistir.2>

Hucre ici taurin havuzu 3 sekilde saglanir;

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

3) Bébrekten reabsorbsiyonu®”®

2.4.1 Taurinin de-novo sentezi

Taurinin biyosentezi esas olarak beyin ve karacigerde, metiyonin ve
sistein metabolizmasinin bir bolumunde gergeklesir. Taurinin dogrudan
sisteinden ya da metiyoninin sisteine donisumu yoluyla sentezi igin birkag

olasi mekanizmadan s6z edilebilir.(sekil 5)

Bunlar;
(1) Sisteinin, sistein sulfinik asite oksidasyonu, olusan sistein sulfinik asitin
hipotaurine dekarboksilasyonu ve hipotaurinin  oksitlenerek taurini

olusturmasi (Bu yol Sistein Siilfinat Yolu olarak adlandirilir),
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(2) Sisteinin, sistein sulfinik asite oksidasyonu, ardindan sisteik asitin

olusumu ve taurine dekarboksilasyonu,

(3) Sisteinin dekarboksilasyonu ile olusan sisteaminin hipotaurine,

hipotaurinin ise taurine oksidasyonu’dur. 8¢:87:89.90

Taurin biyosentezinin hiz kisitlayici enzimleri, sistein sulfinat
yolunda, sisteinin, sistein sulfinik asite oksidasyonunu saglayan Sistein
Dioksijenaz (CDOQ) ile sistein sulfinik asiti hipotaurine dénustiren Sistein
Siilfinik Asit Dekarboksilaz (CSAD)dir. CDO ve CSAD, temel olarak
karacigerde lokalize olmuslardir. Ancak bdbrek, testisler, beyinde glial
hicreler (6zellikle astrositler) gibi alternatif taurin sentez bdolgeleri

olabilecek ekstrahepatik dokularda da tanimlanmiglardir.

Hucre i¢i taurin konsantrasyonlari, hiz kisitlayici enzimler
olarak CDO ve CSAD’nin ekspresyon duzeyi ve regulasyonuna baghdir.
Taurini oksitleyebilme yetenegine sahip olmadiklari igin, Okaryotlarda
taurinin ileri metabolizmasi yoktur ve enerji kaynagi olarak kullaniimaz.
Bakteriler ise taurini, kukurt, azot, karbon ve enerji kaynagi olarak

kullanmaktadirlar.®®9"%2

)
i ; (3)
SISTEIN
Sistein
Sistein Dekarboksilaz
Dioksijenaz
@ g 7
T sitein _ SISTEIN SISTEAMIN
i Siilfinik Asit SULFINIK ASIT
I Oksidaz Sistein
Silfinik Asit
Y Dekarboksilaz

SISTEIK HIPOTAURIN Sisteamin

i Dicksijenaz
ASIT Hipotaurin ! v
Sisteik Asit Oksidaz

Dekarboksilaz
>  TAURIN

Sekil 5: Taurinin biyosentez yollari
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2.4.2 Taurin transportu

Taurin, hidrofilik 6zellikte olmasi sebebiyle membranlardan
gecemez ve tum dokulara tasiyici proteinler olan Taurin Transporter
(TauT)'lan araciliiyla aktif olarak tasinir. Taurinin biyolojik etkilerinin
¢ogu, hucresel konsantrasyonuna baglidir ve bu konsantrasyonun kontrol
edilmesinde, taurin biyosentezinin yani sira ekstraseluler ortamdan taurin
tasinmasini saglayan TauT’lerin de blyuk roli bulunmaktadir. Bir taurin
molekiliniin hiicre membranindan tasinabilmesi icin, en az 2 Na* ve 1 CI°
iyonuna gereksinim duyulur.®%%  Taurin, bobrek, dalak, karaciger
tarafindan kalp ve kasa gore daha hizli alinir. Kalp, akciger, dalak, kas,

beyin ve bagirsakta ise uzun siire kalir.%949596.97

2.4.3 Taurinin Antioksidan Etkisi

Taurinin en dnemli fonksiyonlarindan biri hipokloréz asit
(HOCI) gibi klorlanmis oksidanlara karsi dokulari korumaktir. inflamatuvar
sartlarda uyarilmis olan fagositlerde, 6zellikle PMNL’de, artan O, kullanimi
ve enzim aktivasyonunu takiben O,’, H,O,, HOCI, NO gibi oksidanlarin
uretiminde dnemli bir artis meydana gelir. Solunumsal patlama (respiratory
burst) olarak adlandirilan bu slrecte, PMNL tarafindan fagosite edilmis
olan iggalci mikroorganizmalar, Uretilen bu toksik Urlnlerin etkisiyle yok

edilir.%®

PMNL’nin primer lizozomal granullerinde yer alan bir hem
enzimi olan MPO, solunumsal patlama zincirinin son agamasinda H,O; ile
CI" iyonu arasindaki reaksiyonu katalizleyerek HOCI'yi olusturur. HOCI,
PMNL’nin baslica oksidani olup, TNF-a, IL-2, IL-6 gibi sitokinlerin ve
cesitli blUyume faktorlerinin sentez ve salinimini uyarir. Ayni zamanda,
aminlerle (-NH2) ve sdlfhidril gruplariyla (-SH) ¢ok hizli reaksiyona

girebilme 6zelligi sayesinde mikroorganizma membranlarinin -NH, ve —SH
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gruplarini okside ederek, denatlrasyonuna sebep olur. Bununla birlikte,
HOCI'nin olusumu dokular i¢cin hem vyararli hem de zararl bir olaydir.
Cunkt HOCI'nin toksisitesi sadece mikroorganizmma membranlari ile sinirli
degildir ve konak dokuda inflamatuvar hucrelerin aktivasyonunu takiben
olusan hasarda o6nemli bir rol oynamaktadir. HOCI, karbonhidratlari,
nakleik asitleri, peptit ve amino asitleri direk oksitleyebilir ve aminlerle
reaksiyonu sonucu N-kloraminler olarak adlandirilan sekonder klorlayici
ajanlarin olusumuna sebep olur. N-kloraminler, HOCl'ye gbére daha az
reaktif ve daha uzun 6murli oksidanlardir ancak ¢ogu stabil degildir ve
kolaylikla deamine ve/veya dekarboksile olarak toksik aldehitleri

olusturabilirler. 9299100101

Taurin inflamatuar hicrelerin sitozollerinde MPO yoluyla Uretilen
HOCI ile reaksiyona girerek daha stabil, daha uzun 6murlG (yari 6mru 18
saat) ve daha az toksik olan taurin kloramin (TauCl/N-klorotaurin)’i
olusturur. TauCl, b-amino asit yapisina sahip olmasi nedeniyle N-
kloraminler icinde en stabil olanidir ve HOCI ile reaksiyonu esnasinda

diger aminlerde oldugu gibi toksik aldehitler olusmaz.*®'%?

HOCI + NH2-(CH2)2SO3H — CINH-(CH2)2SO3H + H20

(Taurin) (Taurin kloramin)

Taurinin, PMNL tarafindan uretilen HOCI'nin bir kismini
notralize ederek TauCl olusturur. TauCl'nin de HOCI gibi bakterisidal,
fungisidal, virusidal ve vermisidal etkileri oldugu igin konak savunmasinda
herhangi bir zayiflamaya yol agmaz. Bu sayede TauCl, bir taraftan
notrofillerin  mikrobisidal aktivitelerini surdurmelerine, diger taraftan da

konak doku hasarinin en aza indirgenmesine yardimci olur.'®*"%
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TauCl'nin ayni zamanda guglu bir immuanregulatordar. Aktive
fagositler tarafindan salinan sitokinler ve eikozanoidler gibi bazi
proinflamatuar medyatoérler konak dokuya nétrofil goguna baslatir. TauCl,
fagositler tarafindan bu proinflamatuar medyatérlerin sentez ve salinimini,
transkripsiyonel ve post-translasyonel mekanizmalarla duzenler. Guglu bir
inflamatuar sitokin ileticisi olan nukleer faktor-(kappa) B aktivasyonunu

baskilar. 893101

Ayni  zamanda TauCl, fagositik hicrelerde iINOS
transkripsiyonunu, Oy~ ve iINOS aktivasyonu ile olusan NO Uretimini de
inhibe etmektedir."® Ekzojen taurin uygulamasinin TauCl olusumunu
guclu bir sekilde arttirdigi, TauCl'nin PMNL’de O, Uretimini makrofajlarda
PGE2, IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a ve NO’nun Uretimini inhibe etmek suretiyle

inflamasyonda &nemli bir rol oynadigi belirtilmistir, 0°10¢:107.108

2.4.4 Taurinin Kalp ve Beyin Uzerine Etkileri

Kalpteki serbest amino asitlerin yaklasik %60’in1 olusturan
taurin, kalbi, nétrofillerin indUkledigi reperfizyon hasarindan ve oksidatif
stresten korur. Hiicre ici Ca*? seviyesini diizenleyerek, hiicre dlimiine ve
miyokardiyal hasara sebep olabilecek Ca*? diizensizligine karsi kalp kasini
korur. Kan basincinin disiriilmesinde etkilidir.?3%? MSS’de ise hiicre
gogunl etkiledigi, sinirsel iletimi dizenledigi ve beyin geligimini

hizlandirdig bildirilmigtir. '
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2.5 PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
2.5.1 PZR Tekniginin Gelisimi

PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu); bir DNA pargasindan
milyonlarca kopya olusturmak igin gelistiriimis bir tekniktir. James D.
Watson ve Francis Crick tarafindan 1953 yilinda DNA heliks yapisinin
aydinlatiimasini takip eden yillarda arastirmacilar DNA replikasyon
mekanizmasi Uzerine odaklanmig ve bu alanda birgok arastirmaciya Nobel
6dilt kazandiran gelismeler olmustur.”""2 Arthur Kornberg ilk defa 1957
yiinda DNA Polimeraz enzimini tanimlamistir.'™® Thomas D. Brock ise
1969 yilinda yellowstone ulusal parkindan yeni bir bakteri tlrl izole etmis
ve Thermus aquaticus olarak isimlendirmistir.'™* Bu bakteri yiksek
sicakliklara dayanikli enzimlerin kaynagi olarak ileriki yillarda PZR
tekniginin gelismesinde buyuk bir adim olacaktir. Bu gunki PZR tekniginin
ilk adimlari 1971 yilinda atilmaya baslanmistir. Kjell Kleppe ilk kez kisa
DNA fragmentlerini primerler ve DNA Polimeraz enzimi kullanarak in vitro
ortamda 4 kat ¢ogaltmayi basarmistir."”® Thermus aquaticus’ dan 1976
yilinda DNA Polimeraz enzimi izole edilmis ve bu enzimin 75 C° Uzerinde
bile aktivitesini surdurebildigi tespit edilmis. Frederick Sanger ve
arkadaglari ise 1977 yilinda bir oligonukleotid primer, DNA polimeraz ve
modifiye edilmis nukleotid kaynagi kullanan bir sekanslama metodu
yaylnladllar.116 Aslinda 1980’li yillarin baginda PZR teknigi i¢in gerekli tim
bilesenler degisik arastirmacilar tarafindan aydinlatiimisti. Bitin bu
bilesenleri derleyip bu gunkli PZR teknigini sunan isim ise 1984 yilinda
Kary Mullis oldu ve bu bulusu ile 1993 yilinda kimya alaninda nobel 6dulu

almaya hak kazandi.
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2.5.2 PZR Tekniginin Temelleri

Teknigin temeli tekrarlayan isitma ve sogutma asamalarini
iceren bir 1sI donguleme sistemine dayanir. Metot kisaca herhangi bir
canliya ait bir DNA molekulinun belli bir bolgesinin baz dizisine spesifik
oligonukloetid primerler tarafindan isiya dayanikl bir polimeraz enzimi

esliginde cogaltiimasidir.""’
PZR reaksiyonu 3 asamadan olusur’ '®:

Denaturasyon: Yuksek i1sida komplementer bazlar arasindaki hidrojen

baglarinin yikilmasi sonucu DNA cift iplik¢iginin birbirinden ayrilmasi. Bu

asama genellikle 93-95 C°’lerde gerceklesir.
Annealing: Oligonukleotid primerlerin  DNA ipligi Uzerinde kendisine
komplementer olan bdlgeyi bulup baglandigi asamadir. Annealing sicakligi

her primer icin spesifiktir ve primerlerin baz dizisine goére degisir.

Extension (Uzama): Taq polimeraz enziminin oligonukleotid primerlerin 3’

ucuna deoksinukleotidleri eklemesi ile yeni olusan DNA iplik¢iginin
uzamasidir. Polimerizasyon 5'—3' yonunde devam eder. Polimerizasyon
su sekilde olur; dnce yeni ipligin yapisina girecek olan bazin, kalip iplikteki
baz ile uygunlugu kontrol edilir, bu uyum saglandiktan sonra, birinci
nakleotidin 3' OH grubu ile ikinci nikleotidin ' P grubu arasinda, gama ve
beta fosfatlarin ayrilmasi ile fosfodiester bagi olusur ve dinlkleotid
meydana gelir. Bu sekilde polinukleotid zinciri uzatilarak polimerizasyon

tamamlanir. Genellikle 72 C°’de gercgeklesir.

Bu 3 asamanin ardarda 20-40 kez tekrarlanmasi sonucu tek

bir DNA molekulinden milyarlarca kopya Uretilebilir.

27



Bir PZR reaksiyonu cesitli komponentler gerektirir. Bunlar''®:

o Cogaltiimak istenen canliya ait DNA érnegi

o DNA Uzerindeki hedef bolgeye uygun primer ¢ifti

e DNA polimeraz enzimi

e Deoksinlikleozid trifosfatlar (ANTP)

e DNA polimeraz enziminin aktivitesi ve stabilitesi i¢cin uygun kimyasal
ortami saglayan tampon ¢ézelti

e Divalent katyonlar, (magnezyum veya mangan iyonlari); genellikle
Mg*? kullanilrr,

« Monovalent katyon olarak potasyum iyonlari

PZR genellikle 0.2-0.5 ml'lik reaksiyon tupleri igerisinde 10—
200 pl bir reaksiyon hacmi igcinde gergeklestirilir. Isi donguleyici cihazlar
reaksiyonun gerekli sicaklikta gerceklesmesini saglar. Tuplerin kapak

kisminda sivi yogunlagmasi 6nlemek icgin 1sitmali kapakli tipleri vardir.

1984 yilinda Kary Mullis tarafindan gelistiriimesinin ardindan
PZR teknigi cesitli tibbi ve biyolojik arastirma laboratuarlarinda artik
yaygin olarak kullanilan vazgecgilmez bir teknik olmustur. Genlerin
fonksiyonel analizi, kalitsal hastaliklarin tanisi; genetik parmak izlerinin
belirlenmesi (adli bilimler ve babalik testi uygulamalari), bulasici
hastaliklarin tanisi uygulandigi alanlara 6rnek olarak verilebilir. Degisik

amaglar igin kullanilmak Gzere gelistiriimis ¢esitli PZR tipleri mevcuttur.

Bunlar;
o Allel spesifik PZR
e Asimetrik PZR
e Hot-start PZR
e Nested PZR
e Multipleks PZR
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o Kantitatif PZR

o Reverse Transkriptaz PZR
e Touchdown PZR

o Real time PZR

2.5.3 RT-PZR (Reverse Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

RNA bir¢ok fonksiyonu olan bir biyolojik makro molekuldur.
DNA’ dan ifadelenen messenger RNA, protein sentezi i¢in kalip gorevi
gorur. Bir organizmadaki genler sabit olmakla beraber mRNA miktari
degisik kosullar altinda o genlerin nasil ifadelendiginin gostergesidir. RNA
miktarinin gesitli tekniklerle incelenebilmesi organizmanin gen ifade

profilinin saptanmasi acisindan énemlidir.

RT-PZR, gen ifadelerinin varligi veya karsilastirilmali analizi
icin kullanilan yontemlerden bir tanesidir. Bu teknikte bir genin ekspresyon
artnu olan mRNA’lar analiz igin kullanilir. DNA polimeraz yalnizca DNA
Uzerinden aktivasyon gosterebildigi igcin oncelikle RNA'nin  DNA
molekuline c¢evriimesi gerekir. mRNA, retroviruslardan izole edilen
reverse transkriptaz enzimi ile cDNA’ya (komplementer DNA) cevrildikten
sonra bu cDNA’'nin PZR ile amplifikasyon islemine RT-PZR denir. PZR
arlinu agaroz jelde yuarutulir ve elde edilen bantin yogunlugu, her dokuda
ifade edildigi bilinen kontrol genlerinin (house keeping genler) ifadesi ile
kargilastinilir. Bu yontem semikantitatif RT-PZR olarak isimlendirilir. Bu
yontem genellikle herhangi bir genin bir dokuda ifade edilip edilmediginin

veya ifadedeki degisikligin kantitatif analizi icin kullanilir.'®
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RT-PZR teknigi 4 ana basamak igerir. Bunlar;

1) Reverse Transkripsiyon: RNA molekllli reverse
transkriptaz enzimi ve primerler kullanilarak cDNA’ya gevrilir.

2) Cift zincirli DNA’'nin 95C°’de denaturasyonu: iki zincir
birbirinden ayrilarak daha dusuk sicakliklarda primerlerin baglanmasina
izin verir.

3) Annealig (primer baglanmasi): Primerlerin baglanma
sicakhgl tamamen primer dizisinin icerigi tarafindan belirlenir. Bu fark, A-T
bazlari arasinda 2, G-C bazlar arasinda 3 hidrojen bagi olmasindan
kaynaklanir. Baglanma sicakhdi olarak genellikle primer Tm’lerinin 5

derece alti segilir.

4) DNA uzamasi: Hedef bolgeye baglanan primerlerin isiya
dayanikh Tag DNA polimeraz enzimi tarafindan genellikle 72C°de

uzatilmasi ile yeni DNA zincirinin sentezlenmesidir.

Reverse transkriptaz enzimi; RNA bagimhi DNA polimeraz
olarak da bilinir. Normal transkripsiyonda DNA’'nin RNA'ya transkripsiyon
islemini ters yonden yuriten enzimdir. Tek zincirli RNA’yi tek ve ¢ift zincirli
DNA’ya donusturir. Reverse transkriptaz enzimi ilk defa Wisconsin
universitesinde Howard Temin ve es zamanli olarak MIT’ de David
Baltimore tarafindan 1970 yilinda kesfedildi ve bu iki arastirmaci 1975

yilinda nobel 6duld almaya hak kazandilar.

RT-PZR’nin basgarisini etkileyen en onemli faktor RNA
molekulinun kalitesi ve safligidir. RT-PZR asamasina gegmeden donce
izole edilen RNA molekulinin konsantrasyonu, kalitesi ve safligi cesitli

yontemlerle degerlendirilir.
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2.6 RNA (Riboniikleikasit)

RNA; birgok fonksiyonu olan bir biyolojik makro molekuldr.
DNA’dan ifadelenen messenger RNA, protein sentezi icin kalip goérevi
gérur. Bir organizmadaki genler sabit olmakla beraber mRNA miktar
degisik kosullar altinda o genlerin nasil ifadelendiginin gostergesidir. RNA
miktarinin gesitli tekniklerle incelenebilmesi organizmanin gen ifade
profilinin saptanmasi agisindan énemlidir. DNA ile karsilastirildiginda RNA
daha non-stabildir. Ribonukleazlar, RNA Uzerine etki ederek RNA’nin

parcalanmasina neden olur.
2.6.1 RNA Konsantrasyonunun ve Kalitesinin Degerlendirilmesi

RNA miktari ve kalitesi spektrofotometrede 260nm ve
280nm’de yapilan absorbans olgumleri ile belirlenir.  260nm dalga
boyunda elde edilen 1 absorbans degeri 44 pg/mL RNA ya esittir. Ageo /
Azgo ise RNA’nin safligini ve kalitesini belirler. Saf bir RNA 6rnegdinin Axgo /
Azgo degeri 1.9-2.1 civarinda olmalidir.
*A260=1 — 40 ug/ml RNA

RNA Konsantrasyonu: = 40 pg/ml x A260 x dilisyon faktoru

*Saf RNA; A260/A280 orani 1.9-2.1

2.6.2 RNA Molekiiliiniin intakliginin Belirlenmesi

DNA ile Kkarsilastirildiginda RNA daha non-stabildir.

Ribonukleazlar RNA Uzerine etki ederek RNA'nin pargalanmasina neden
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olur. RNA molekulinun intakhgr total RNA'nin denature edici jelde
yuratilmesi ve etidyum bromid boyamasi ile degerlendirilir. Jel
goérintisunde 18S ve 28S ribozomal RNA bantlarinin gérinimleri net ve
28S rRNA bantinin 18S rRNA bantinin yaklasik 2 kati yogunlukta olmasi
beklenir. Smear gorunimu  olusturmus  Ornekler muhtemelen

degradasyona ugramislardir ve RT-PZR icin uygun kalip degillerdir.?°
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3. GEREGLER ve YONTEM

Calismalar; Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali, Ankara Universitesi Tip Fakdltesi Farmakoloji Anabilim Dali

ve GenArt Tip Bebek ve Ureme Biyoteknolojisi Merkezinde yapilmistir.

3.1 GERECLER

3. 1. 1 Kullanilan Deney Hayvanlari

GATA Arastirma ve Gelistirme Merkezi Deney Hayvanlari
kismindan saglanan, agirliklari 300 — 500gr arasinda degisen (ortalama
500gr) ve her iki cinsten olmak Uzere toplam 40 adet kobay bu
calismalarda kullaniimigtir. Calismaya baslamadan o6nce, hayvanlar
herhangi bir enfeksiyondan korumak amaciyla bir hafta boyunca ayri bir
yerde, 0Ozel bakima alindilar. Sakrifiye edilene kadar hayvanlarin

diyetlerine ve sularina dikkat edildi.

3. 1. 2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

LPS (Escherichia coli LPS serotype 0111:B4) (Sigma)
e Taurin (Sigma)

¢ RNA izolasyon kiti (Qiagen)

¢ RNase-free su (Qiagen)

e Proteinaz K (Qiagen)

e Etanol (Sigma)

e Deoxyribonuclease | (Invitrogen )

¢ CcDNA Synthesis Kit (Finnzymes)

e Agaroz (Roche)

e Taq Polimeraz (Fermentas)
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e Gene Ruler 100 bp DNA Ladder (Fermentas)
e dNTP (Fermentas)
e MgCl, (Fermentas)

e Proteinaz K (Qiagen)

3. 1. 3 Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

e Homojenizator (Potter S; Braun Biotech)
e Hassas Terazi (Precisa)

e Su Banyosu(Nuve)

¢ Ultrasantriflj (Beckmann)

e Spektrofotometre (Shimadzu UV-1601)
o Thermalcycler (Applied Biosystem)

o Jel elektroforez Sistemi (Biogen)

o Gug Kaynagi

e Jel Goruntuleme Sistemi (Thermo)

3.2 YONTEMLER

Bu calismada; deney hayvanlari uygun sekilde
hazirlandiktan sonra anestezi altinda sakrifiye edilerek karaciger, kalp,
beyin ve bobrek dokulari uygun sekilde alindiktan sonra -80 C® de
dondurularak saklanmistir. Bu dokulardan RNA izolasyonlari yapiimistir.
RNA odrnekleri cDNA’ya cgevrilerek iNOS, eNOS, MPO ve XO genlerinin
ekspresyon degisiklikleri RT-PZR yoéntemi ile incelenmistir. GAPDH geni

ekspresyonu ise kontrol gen olarak degerlendiriimek Gzere incelenmistir.
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3. 2. 1 Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

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

Kontrol Grubu:

Enjeksiyonun uygulanmasi esnasinda olusan stres bazi
biyokimyasal parametrelerin degisimine yol acabilecedi dusuncesiyle,
kontrol grubu hayvanlara da ayni stresi olugturma 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) intramuskuler (im) anestezisi altinda sakrifiye edilerek,
karaciger, kalp, beyin ve bobrek dokulari alindi. Serum fizyolojik ile
yikanarak ayri ayri paketlenip etiketlendirilerek -80 C%de dondurularak

saklandi.

Taurin Grubu:

Sadece taurinin kontrol hayvanlari Uzerindeki etkisini gormek
amaciyla taurin grubu olusturuldu. Bu gruba 300mg/kg dozda taurin ip
olarak enjekte edildi.’® Taurin enjeksiyonu dncesinde, taurinin suda iyice
eritimesine ve 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,
karaciger, kalp, beyin ve bobrek dokulari alinarak serum fizyolojik ile
yikanarak ayri ayri paketlenip etiketlendirilerek -80 C* de dondurularak

saklandi.
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Endotoksemi Grubu:

Bu gruptaki hayvanlara 4 mg/kg LPS (Escherchia coli
0111:B4) ip olarak verildi.?° Enjeksiyondan 6 saat sonra hayvanlar ketamin
(60 mg/kg) ve xylazine (10 mg/kg) im anestezisi altinda sakrifiye edilerek,
karaciger, kalp, beyin ve bdbrek dokulari alindi ve serum fizyolojik ile
yikanarak ayri ayri paketlenip etiketlendirilerek -80 C%de dondurularak

saklandi.

Taurin + Endotoksemi Grubu:

Bu gruptaki hayvanlara 6nce taurin, taurin grubundaki ile
ayni sartlarda uygulandi ve bu uygulamadan hemen sonra kanda ayni
anda maksimum konsantrasyona ulasmalari beklendigi i¢cin endotoksin
verildi. 6 saat sonra hayvanlar ketamin (60 mg/kg) ve xylazine (10 mg/kg)
im anestezisi altinda sakrifiye edilerek, karaciger, kalp, beyin ve bobrek
dokulari alinarak serum fizyolojik ile yikanarak ayri ayri paketlenip

etiketlendirilerek saklanmak Uzere -80 C°de donduruldu.

3. 2. 2 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin fibréz dokulardan RNA izolasyonu igin
de uygun olan QIAGEN RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit (74704)
kullanildi. Her doku ve ornekleme grubundan, i¢inden en iyi 1 tanesini
segcmek amaciyla 2’'ser adet o6rnek kullanildi. RNA izolasyonu igin su

asamalar izlendi:
1) Dondurulmus Karaciger, Kalp, Bobrek ve Beyin doku érnekleri ayri

ayri 30mg’t agmayacak sekilde tartildi ve homojenize edilmek Uzere

steril cam homojenizasyon tupundn igerisine koyuldu.
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2) 300 pl RLT tamponu eklenerek doku oOrnedi en yuksek devirde
homojenizatorde (Potter S; Braun Biotech) 40 saniye homojenize
edildi.

3) Lizata 590 yl RNase-free su eklendi. 10 pl proteinaz K eklendi ve
pipetlenerek karistirildi.

4) 55 C° lik su banyosunda 10 dakika inkiibe edildi.
5) 10,000 x g’ de, 20-25 C”de 3 dakika santrifiij edildi.

6) Supernatant, pellete dokunulmadan yeni bir 1,5 ml’ lik ependorf

tupe alind1.

7) 450 pl %96’hk etanol eklendi ve pipetlenerek iyice karigtirildi.

8) Yaklasik 700 pl olan lizat, 1,5 ml’ lik tipe yerlestiriimis olan spin
kolona eklenerek 8000 x g’ de, 20-25 C%de 15 saniye santrifj]

edildi.

9) Cokelti dokilerek atildi ve tekrar 8000 x g’ de, 2025 C” de 15
saniye santrifuj edildi.

10) Cokelti dokulerek atildi ve spin kolona 350 yl RW1 tamponu

eklendi.

11) 8000 x g’ de, 20-25 C® de 15 saniye santrifiij edilerek membranin

yikanmasi saglandi.

12) Cokelti atild1.
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13) igine 10 ul DNase-I eklenmis olan 80 ul RDD tamponu spin kolona
eklendi ve 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.

14) Spin kolona 350 pyl RW1 tamponu eklenerek 8000 x g’ de, 20-25

C”de 15 saniye santriflj edildi.

15) Cokelti atildi.

16) 500 pyl RPE tamponu eklenerek 8000 x g’ de, 20-25 C” de 15

saniye santrifuj edildi.

17) Cokelti atild.

18) Tekrar 500 yl RPE tamponu eklenerek 8000 x g’ de, 20-25 C%de

15 saniye santrifuj edildi.

19) Spin kolon yeni, temiz bir tlp igerisine yerlestirildi.

20) Direkt olarak spin kolon membrani Uzerine denk gelecek sekilde 30

Ml RNase-free su eklendi.

21) Elusyon agsamasi igin 8000 x g’ de, 20-25 C* de 1 dakika santrifj
edildi.

22)Tekrar 30 ul RNase-free su eklenerek 8,000 x g’ de, 20-25 C* de 1
dakika santrifuj edildi.

23) Spin kolon atild1, tip icerisinde biriken RNA 6rnegdi uygun sartlarda

saklandi.
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Doku 6rnegi

Homojenizasyon

Proteinaz K sindirimi

Etanol ekle

Total RNA baglanmasi
Total RNA

Yikama ve DNase sindirimi

Y ot - bt -

Elusyon agamasi ve Total RNA
eldesi
© Total RNA

<

Sekil 6: RNA izolasyon isleminin asamalari

39



Tablo 2: Ornek Listesi

ORNEK NO DOKU
1 Karaciger Kontrol (1)
2 Karaciger Kontrol (2)
3 Karaciger Endotoksin (1)
4 Karaciger Endotoksin (2)
5 Karaciger Taurin (1)
6 Karaciger Taurin (2)
7 Karaciger Taurin + Endotoksin (1)
8 Karaciger Taurin + Endotoksin (2)
9 Kalp Kontrol (1)
10 Kalp Kontrol (2)
11 Kalp Endotoksin (1)
12 Kalp Endotoksin (2)
13 Kalp Taurin (1)
14 Kalp Taurin (2)
15 Kalp Taurin + Endotoksin (1)
16 Kalp Taurin + Endotoksin (2)
17 Beyin Kontrol (1)
18 Beyin Kontrol (2)
19 Beyin Endotoksin (1)
20 Beyin Endotoksin (2)
21 Beyin Taurin (1)
22 Beyin Taurin (2)
23 Beyin Taurin + Endotoksin (1)
24 Beyin Taurin + Endotoksin (2)
25 Bobrek Kontrol (1)
26 Bobrek Kontrol (2)
27 Bobrek Endotoksin (1)
28 Bobrek Endotoksin (2)
29 Bobrek Taurin (1)
30 Bobrek Taurin (2)
31 Bobrek Taurin + Endotoksin (1)
32 Bobrek Taurin + Endotoksin (2)
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3. 2. 3 RNA Orneklerinin Spektrofotometrik Analizi ve Orneklerin

Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

izole edilen RNA 6rneklerinin spektrofotometrik analizleri,

Shimadzu UV-1601 spektrofotometre ile 260 ve 280nm’ de yapilan

absorbans odlglimleri ile gerceklestirildi. Oncelikle icerisinde 250 pl su

bulunan klvet ile sifirlama yapildiktan sonra 5 pl RNA 6rnegdi 245 ul PZR

suyu ile 1/50 oraninda dilue edilerek absorbans dlgumleri gereklestirildi.

260 nm’ de absorbe eder.

miktari artar.

Tum hesaplamalar, 1 A260 unite RNA = 40 pg/pl esasina gore yapildi.

Tablo 3: RNA érneklerinin spektrofotometrik analiz sonuglar:

Nukleik asitlerin yapisindaki bazlarda bulunan N, UV 1s1gini

Konsantrasyon arttikgca, absorbe edilen 1sik

Ornek | A A A260/280 | Dilisyon | RNA/A260 | Konsantrasyon

NO 260 | 280 Katsayisi
1 0,302 | 0,161 | 1,875776 | 50 40 yg/ml | 0,604 pg/ml
2 0,355 | 0,181 | 1,961326 | 50 40 pyg/ml | 0,710 pyg/ml
3 0,289 | 0,156 | 1,852564 | 50 40 pyg/ml | 0,578 pg/ml
4 0,446 | 0,235 | 1,897872 | 50 40 yg/ml | 0,892 pg/ml
5 0,430 | 0,223 | 1,928251 | 50 40 pyg/ml | 0,860 pg/ml
6 0,480 | 0,242 | 1,983471 | 50 40 pyg/ml | 0,960 pg/ml
7 0,452 | 0,237 | 1,907172 | 50 40 pyg/ml | 0,906 pg/ml
8 0,313 | 0,178 | 1,758426 | 50 40 pyg/ml | 0,626 pyg/ml
9 0,112 | 0,059 | 1,898305 | 50 40 pyg/ml | 0,224 ug/ml
10 |0,128 | 0,064 | 2 50 40 pyg/ml | 0,256 pg/ml
11 |0,127 | 0,064 | 1,984375 | 50 40 pyg/ml | 0,254 pg/ml
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12 0,04 |0,013]|3,076923 | 50 40 pg/ml | 0,080 pg/ml
13 10,122 | 0,059 | 2,067796 | 50 40 pg/ml | 0,244 ug/ml
14 | 0,155 | 0,079 | 1,962025 | 50 40 pyg/ml | 0.310 pg/ml
15 |0,144 | 0,07 |2,057143 | 50 40 pg/ml | 0,288 pg/ml
16 | 0,089 | 0,048 | 1,854166 | 50 40 yg/ml | 0,178 pg/ml
17 | 0,06 | 0,029 | 2,068966 | 50 40 pg/ml | 0,120ug/ml
18 |0,078 | 0,038 | 2,052631 | 50 40 pg/ml | 0,156 pg/ml
19 10,072 | 0,037 | 1,945945 | 50 40 pg/ml | 0,144 ug/ml
20 |0,045/0,025|1,8 50 40 pyg/ml | 0,090 pg/ml
21 0,062 | 0,033 | 1,878787 | 50 40 yg/ml | 0,124 pg/ml
22 0,075 0,040 | 1,875000 | 50 40 pg/ml | 0,150 pg/ml
23 0,073 | 0,034 | 2,147058 | 50 40 pyg/ml | 0,146 pg/ml
24 10,044 | 0,023 | 1,913043 | 50 40 pg/ml | 0,088 pg/ml
25 (0,052 0,027 | 1,925926 | 50 40 pg/ml | 0,104 ug/ml
26 | 0,020 | 0,009 | 2,222222 | 50 40 pg/ml | 0,040 pg/ml
27 10,072 | 0,037 | 1,945945 | 50 40 yg/ml | 0,144 pg/ml
28 10,024 |0,011|2,181818 | 50 40 pg/ml | 0,048 pg/ml
29 10,033 |0,018 | 1,833333 | 50 40 pg/ml | 0,066 pg/ml
30 |0,138 | 0,074 | 1,864865 | 50 40 pyg/ml | 0,276 pg/ml
31 |0,058 | 0,028 | 2,071429 | 50 40 yg/ml | 0,116 pg/ml
32 10,119 0,062 | 1,919355 | 50 40 pyg/ml | 0,238 pg/ml

3. 2. 4 RNA Molekiiliiniin Formaldehit Agaroz Jelde Elektroforezi

izolasyonu yapilan total RNA &rnekleri spektrofotometrik
olarak analizleri yapildiktan sonra Formaldehit Agaroz (FA) denatlre edici
jele yulklenerek elektroforez edildi ve etidyum bromid boyamasi ile
Okaryotik RNA

molekullerine has 28S ve 18S rRNA bantlarinin goérintilenmesi, RNA

ultraviyole 1sikta  goéruntulendi. organizmalarin
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orneginin kalitesi ve intakhdr hakkinda bilgi vericidir. Goruntuleme ve
Spektrofotometrik incelemeler sonucunda ileriki asamalarda kullanilacak

RNA ornekleri secildi.

Formaldehit Agaroz (FA) jel hazirlanmasi (1,.2%) :

1,2 gr agaroz

10 ml 10x FA tampon sollsyonu

RNase free su ile 100 mI’ ye tamamlanir.

Isitici blok Uzerinde isitilarak agarozun homojen olarak erimesi saglanir.
Yaklasik 65 C° ye sogudugunda igerisine 1,8 ml %37 (12,3 M) formaldehit
ve 1 pl 10 mg/ml ethidium bromid eklenir. Karistirildiktan sonra jel
tablasina dokulur. Jel katilastiktan sonra kuyulara yuklenen ornekler 1x FA

jel yuratme solUsyonu igerisinde elektroforez edilir.

e 10x FA jel tampon soliisyonu (pH 7,0)

200 mM MOPS
50 mM sodyum asetat
10 mM EDTA

e 1x FA jel yuritme soliisyonu

100 ml 10x FA jel tampon soltusyonu
20 ml 37% (12,3 M) formaldehit

880 ml RNase-free su

e Yikleme icin RNA 6rnedi hazirlanmasi

2 ul 5x RNA ylkleme boyasi
8 pl RNA 6rnegi
karistirilip, 65C* de 3-5 dakika inkiibe edilir. inkiibasyon sonrasi

hemen buz Uzerine alinarak jele yuklenir.
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3. 2. 5 cDNA Sentezi Oncesi RNA Orneklerinin DNase Enzimi ile

Muamelesi

RNA ornekleri RT-PZR 6ncesi DNA kontaminasyonu sebepli
yanlig sonug elde edilmesini dnlemek amaciyla DNA'y1 pargalayan DNase
enzimi ile muamele edilmistir. Bu amagla Invitrogen, Deoxyribonuclease |,
Amplification Grade 1 U/pl (Cat. No. 18068-015) enzimi kullaniimistir ve

izlenen prosedur soyledir:

1 ug RNA oOrnegi uzerine;
1 ml 10 X DNase | reaksiyon tamponu (200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 20 mM
MgCI2, 500 mM KCI) , 1 yL DNase |, Amp Grade, 1 U/ul eklenir ve RNase

free su ile 10 yI’ ye tamamlanir.

Tlpler oda sicakliginda 15 dakika inktbe edilir. Enzimi inaktive etmek igin
1 uL, 25 mM EDTA eklenerek 65 C°’de 10 dakika inklibe edilir.

3. 2. 6 cDNA Sentezi

Bu amagla, DyNAmo™ cDNA Synthesis Kit (FINNZYMES)
kullaniimigtir. cDNA sentezi i¢in her érnekten 100 ng kullaniimigtir. Bu
amagla, dornekler son konsantrasyonlari 20 ng/ml olacak sekilde dilue

edilmiglerdir.
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Tablo 4: RNA orneklerinin dilusyon hesaplamalari

Ornek | Ornek Ornek Su (ul) | Final Final

no konsantrasyon | (ul) volum konsantrasyon
(Hg/ml’) (Wl) (ng/ul)

2 0,710 2,8 97,2 100 20

4 0,892 2,3 97,3 100 20

6 0,960 2 98 100 20

7 0,906 2,2 97,8 100 20

10 0,256 7,8 92,2 100 20

11 0,254 7,9 92,1 100 20

14 0.,310 6,4 92,6 100 20

15 0,288 7 93 100 20

18 0,156 12,8 87,2 100 20

20 0,090 22 78 100 20

21 0,124 16 84 100 20

23 0,146 13,6 86,4 100 20

25 0,104 19 81 100 20

27 0,144 13,8 86,2 100 20

30 0,276 7,2 92,8 100 20

32 0,238 8,4 91,6 100 20

Reaksiyon Karisimi (1 Reaksiyon)

2X RT Buffer 10 yL

Random Hexamer (300ng/ uL) 1L

M-MuLV RNase H+ reverse transcr. 2 uL

RNA(20 ng/pl) 5puL

Rnase free H,O 2 UL
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Reaksiyon Asamalari

Asama 1

Primer Uzama 25 C° 10 dak.
Asama 2

cDNA Sentezi 40 C° 40 dak.
Asama 3

Terminasyon 85 C° 5 dak.

Terminasyon agsamasinda enzim, bir sonraki asamada PZR
reaksiyonunu etkilememesi amaciyla yuksek Isida inaktive edilir.

Sentezlenen cDNA'lar -20 C° de saklanir.
3. 2. 7 Primer Dizayni

Genlere ait primer giftleri, genlerin spesifik bolgeleri
hedeflenerek Primer 3 ( v.0. 4. 0.) primer dizayn programi kullanilarak

tarafimizdan dizayn edilmis ve dizayn edilen primerler Alpha DNA

(Montreal, Quebec) firmasi tarafindan sentezlenmistir.'?!
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eNOS primer dizayni

Endotelyal NOS proteinine ait mRNA sekansi gen data bankasindan

saglanmistir.'??

gi|[4769080:2-3622 (NOS3) mRNA, complete cds

ATGGGCAACTTGAAGAGTGTGGGCCAGGAGCCCGGGCCACCTTGCGGTCTGGGGCTGGGGCTGGGCCTGG
GACTGTGTGGCAAGCAGGGCCCAGCCTCTCCAGCACCAGTGTCAGCATCGGAACCCACTCGAGCACCATC
ATCTCCACCTCTGCCCCTGCCAGCACCAGAACACAGCCCTCCGCTCACCCGGCCTCCAGAAGGGCCCAAG
TTCCCTCGAGTGAAGAACTGGGAGGTGGGCAGCATTGCCTACGACACCCTCAGTGCCCAGGCTCAGCAGG
ACGGGCCCTGCACCCCAAGACGCTGCCTGGGCTCCCTCGTATTTCCAAGGAAACTACAAGGCCGGCCCTC
CCAGTCCCCTCTGCCTCAGGAACAGCTGCTGGGTCAGGCCAGGGACTTCATCAACCAGTACTACAGCTCC
ATCAAGAGGAGTGGCTCCCAGGCCCATGAGCTTCGGCTGCAGGAGGTGGAGGCTGAGGTGGTAGCCACAG
GAACGTACCAGCTCCGAGAGAGCGAGCTGGTGTTTGGAGCCAAACAGGCCTGGCGCAACGCCCCCCGCTG
TGTGGGCCGGATCCAGTGGGGAAAGCTGCAGGTGTTTGACGCCCGGGACTGCAGGTCAGCACAGGAGATG
TTCACTTACATCTGCAACCACATCAAGTATGCCACGAACCGGGGCAACCTCCGCTCGGCCATCACAGTGT
TCCCGCAGCGCTTCCCGGGCCGTGGAGACTTCCGCATCTGGAACAGCCAGCTAATACGCTACGCCGGCTA
CAGGCAGCAGGACGGCTCGGTGCGGGGAGACCCCGCCAATGTGGAGATCACAGAGCTCTGCGTGCAGCAC
GGCTGGACCCCGGGAAACGGCCGCTTCGACGTGCTGCCCCTGCTGCTGCAGGCCCCCGACGAGCCCCCTG
AACTCTTCACTCTGCCCCCCGAGCTGGTCCTGGAGGTGCCCCTGGAGCACCCGACGTTGGAATGGTTCGC
TGCCCTGGGCCTGCGCTGGTATGCCCTCCCTGCCGTTTCCAACATGCTGCTGGAGATTGGGGGCCTGGAG
TTCCCCGCGGTCCCTTTTAGCGGCTGGTACATGAGCAGTGAGATTGGCATGAGGAACTTCTGTGACCCGC
ACCGCTACAACATCCTGGAGGACGTGGCTGTCTGCATGGACCTGGACACCCGCACCACCTCGTCCCTGTG
GAAAGACAAGGCAGCAGTGGAGATTAACGTGGCTGTGCTGCACAGTTACCAGCTGGCCAAAGTGACCATT
GTGGACCACCATGCTGCCACAGCCTCCTTCATGAAGCACCTGGAGAATGAGCAGAAGGCCCGGGGTGGTT
GCCCTGCGGACTGGGCCTGGATTGTACCACCCATCTCAGGCAGCCTCACTCCTGTCTTCCATCAGGAAAT
GGTCAACTATTTCCTGTCCCCTGCTTTCCGCTACCAGCCAGACCCCTGGAAGGGGAGTGGAACCAAGGGC
ACCGGCATCACCAGGAAGAAGACCTTCAAGGAAGTAGCCAACGCGGTGAAGATCTCCGCCTCGCTCATGG
GCACGGTGATGGCTAAGCGGGTGAAGGCCACCATCCTGTACGGCTCTGAGACCGGCCGGGCCCAGAGCTA
TGCACAGCAGCTGGGGAGGCTCTTCCGGAAGGCCTTCGATCCCCGGGTCCTGTGCATGGATGAGTATGAT
GTGGTGTCCCTGGAGCACGAGACACTGGTATTGGTGGTGACCAGCACCTTTGGGAATGGGGATCCTCCAG
AGAATGGAGAGAGTTTTGCAGCCGCCCTGATGGAGATGTCTGGCCCCTACAACAGCTCCCCTCGGCCAGA
GCAGCACAAGAGCTACAAAATCCGCTTCAACAGTGTGTCCTGCTCAGACCCACTAGTGACTTCTTGGAGG
CGGAAGAGGAAGGAGTCCAGTAACACAGACAGTGCGGGGGCCCTGGGCACCCTTAGGTTCTGCGTGTTTG
GGCTGGGCTCCCGGGCNTACCCACACTTCTGTGCCTTCGCCCGGGCGGTGGACACAAGGCTGGAGGAACT
GGGTGGGGAGCGTCTACTGCAGCTGGTCCAAGGTGACGAGCTATGCGGCCAGGAAGAAGCCTTCCGTGGC
TGGGCCCAGGCGGCTTTCCAGGCCGCCTGTGAGACTTTCTGTGTGGGTGAGGATGCCAAGGCCGCCGCCA
AGGACATATTCAGCCCCAAATGCAGCTGGAAGCGCCAGCGGTACCGGCTGAGTACCCAGGCCCAGGGCCT
GCAGTTGTTGCCAGGCCTGATCCATGTGCACAGGCGCAAGATGTTCCAGGCTACGATCCTTTCGGTGGAA

47



AACCTGCAAAGCAGCAAATCCACCCGGGCCACGATCCTGGTGCGCCTGGACACCGGAGGTCAGGAGGGAC
TGCAGTACCAGCCCGGGGACCACATAGGCATCTGTCCCCCCAACCGGCCAGGGCTGGTGGAGGCGCTGCT
GAGCCGCGTGGAGGACCCACCACCGCCTGCCGAGTCTGTGGCAGTAGAGCAGCTAGAGAAGGGCAGCCCA
GGTGGCCCTCCGCCCGGCTGGGTGCGGGACCCCCGGCTGCCCCCATGTACACTGCGCCAGGCCCTCACCT
TCTTCCTGGACATCACCTCTCCGCCCAGCCCACGCCTCCTTCGACTGCTCAGCACCCTGGCTGAAGAGCC
CAGTGAACAGCAGGAGCTGGAGACCCTCAGCCAGGACCCACGGCGCTATGAGGAGTGGAAGTGGTTCCGC
TGCCCCACGCTGCTGGAGGTTCTGGAGCAGTTCCCCTCCATTGCTCTGCCTGCACCCCTCCTCCTCACCC
AGCTGCCCCTGCTCCAGCCTCGGTACTACTCAGTCAGCTCAGCACCCAGCGCCCACCCCGGGGAGATCCA
CCTCACAGTGGCTGAGCTTGCATACAGGACCCAGGATGGGCTGGGGCCCCTGCACTACGGGGTCTGCTCC
ACGTGGCTGAGCCAACTCAAAACTGGGGACCAGGTGCCCTGCTTCATTAGAGGGGCTCCTTCCTTCCGGC
TCCCACCCGATCCCAGCTTGCCCTGCATCCTGGTGGGCCCGGGCACTGGCATTGCCCCCTTCCGGGGATT
CTGGCAGGAGCGGCTGCATGACATTGAGAGCAAAGGGCTGCAGCCCGCGCCCATGACTTTGGTGTTTGGC
TGTCGATGCTCCCAACTCGACCATCTCTATCGTGACGAGGTGCAGGACGCCCAGCAGCGTGGGGTGTTTG
GCCGCGTCCTCACCGCCTTCTCCCGGGAACCCAACAGCCCCAAGACCTACGTACAGGACATCCTGAAGAC
TGAGCTGGCTGCTGAGGTGCACCGCGTGCTGTGCCTCGAGCGGGGCCACATGTTTGTCTGCGGGGACGTC
ACCATGGCAACCAACGTCCTGCAGACAGTGCAGCGAATCCTGGCGAGCGAGGGCGACATGGAGCTGGACG
AAGCCGGGGACGTCATCGGCGTGCTGCGGGATCAGCAACGCTATCACGAGGACATTTTCGGGCTCACACT
ACGCACCCAGGAGGTGACAAGTCGCATACGCACCCAGAGCTTTTCCTTGCAGGAGCGCCATCTTCGGGGT
GCAGTGCCCTGGGCGTTCGACCTGCCAGGCCCAGACACCTCCAGCCCCTGA
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Primerler; Primer3 primer dizayn programi kullanilarak dizayn edildi.

US1I0 I-PESed EfUENCE FOSITICI

OLIGD start len L gok any 3 seq
LEFT PRIMEER 27 z0 5o.04 55.00 3.00 0.00 CCTGGAGALTGAGCLGALGG
RIGHT PEIMEER 533 20 59.99 55.00 5.00 3.00 CTGTTGTAGGGGCZCAGACAT

JEQUENCE SIZE: 2349
INCLUDED EEGICHN 3IZE: 2349

FRODUCT JIZE: 507, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMFL: 1.00

1 GCTGCCACAGCC TCCTTCATGAAGCACCTGGAGRAATGAGC AGARGGCCCGEGGTGGTTGC

o e e e g e e e e il e

81 CCTGUGGACTGGGCCTGGATTGTACCACCCATC TC AGECAGCCTCACTCCTGTCTTCCAT

121 CAGGAALTGGTCAACTATTTCCTGTCCCCTGCTTTCCGUTACCAGCCAGLCCCCTGGARG

181 GGGAGTGGAACCAAGGGCACCGGCATCACCAGGAAGAAGACCTTCARGGLAGTAGCCARC

241 GUGGTGAAGATCTCCGCCTCGU TCATGGGCAC GG TGATGEC TARGTGGGTGAAGTCCACT

301 ATCCTGTACGGCTCTGAGACCGGCOGGGCCCAGAGC TATGCACAGCAGCTGGGGAGGCTC

361 TTCCGGRAGGCCTTCGATCCCCGGGTCCTGTGCATGGATGAGTATGATGTGGTGTCCCTG

421 GAGCACGALGACACTGGTATTGGTGGTGACCAGCACCTTTGGGALTGGGGATCCTCCAGAG

431 AATGGAGLGAGTTTTGCAGCCGCCCTGATGGAGATGTCTGGCCCCTACALCAGCTCCCCT

Lo gadogda<<<

541 CGGCCAGLGCAGCACAAGLAGCTACAARATCCGCTTCAACAGTGTGTCCTGCTCAGACCCA

Sekil 7: eNOS geni i¢in primer 3 sonucu

Tablo 5: eNOS primer sekanslari

eNOS
Forward primer CCTGGAGAATGAGCAGAAGG
Reverse primer CTGTTGTAGGGGCCAGACAT
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iNOS primer dizayni

indiiklenebilir NOS proteinine ait mRNA sekansi gen data bankasindan

saglanmistir.'?

gi|2653882|gb|AF027180.1] (NOS2) mRNA, complete cds

CAGCCGAATTTGTACGAGACTGGGCAGTTACGGGTGGTGCTGACGATCTCAAGACTAAGAACCCCCACTG
CACCCCAGTTTCCTCCTCCTTGCTCTGTGGGGCCACACAGCTCTGAGCTACCAAGAGCTGAGTTTTAATC
CAGATAAGTGACCCACTTTGTAAAGCCACAGAGATGGCCTGCCCCTGGAATTTCCTGTGGAAGCTCAAAT
CCAGTCGGTATGACTTGACAGAGGAAAAGGACATCAACAACAACGTGGGAAAAGCCAGTCATCTCTACAG
CCCAGAAATACAAGATGACCCCAAATACTGCAGCCCTGGCAAGCACCAAAACGGATCCTCCCAGTCCCTT
ACAGGGACTGCCAAGAAGGTTCCAGAATCCCAGAGCAAGCCACATAAGCCTTCACCAACCTGTTCCCAGC
ACATGAAGATCAAAAACTGGGGCAATGGGATGATTTTGCAAGACACACTGCACACCAAGGCCAAAACGAA
CTTTACTTGCAAGCCAAAATCTTGCCTTGGGTCCGTGATGAACCCTAGAAGTATGACCAGAGGCCCCAGG
GACACGCCTATCCCTCCGGATGAGCTTCTACCTCAAGCTATTGAATTTGTCAACCAGTATTACGACTCCT
TCAAAGAGGCAAAAATAGAGGAATATCTGGCCAGAGTGGAAACGGTAACAAAGGAGATAGAAACAACAGG
AACCTACCAGCTGACAGGAGATGAGCTCATCTTCGCCACCAAGCTCGCCTGGCGCAATGCCCCTCGCTGC
ATCGGGAGGATACAGTGGTCCAACCTGCAGGTGTTCGATGCCCGCAGCTGTCACACAGCCCAGGAGATGT
TTGAGCACATCTGCAGGCACGTGCGTTACTCTACCAACAACGGCAACATCAGGTCGGCCATCACCGTGTT
CCCCCAGCGGACTGATGGGAAGCATGACTTCCGTGTCTGGAATGCCCAGCTCATCCGGTACGCTGGCTAC
CAGATGCCAGATGGCACCATCCAAGGGGACCCTGCCAACCTGGAGTTCACACAGCTGTGCATTGACCTGG
GCTGGAAGCCTCGCTATGGCCGCTTTGATGTGCTGCCTCTGATCCTGCAGGCTGATGGCCGTGACCCCGA
GCTCTTTGAAATTCCGCCTGATCTTGTGCTTGAGGTGCCCATGGAGCATCCCAAGTATGAGTGGTTCCAG
GACCTGGGGTTGAAGTGGTATGCTCTGCCTGCGGTGGCCAACATGCTGCTTGAGGTGGGCGGCCTTGAGT
TCCCAGCATGCCCCTTCAATGGCTGGTACATGGGCACGGAGATCGGAGTCCGGGACTTCTGTGATGCCCA
GCGCTACAACATCCTGGAGGAAGTGGGCAGGAGGATGGGCCTGGAGACGCACACGTTGGCTTCCCTCTGG
AAAGACCGTGCCGTCACGGAGATCAATGTTGCTGTGCTGCATAGTTTCCAGAAGCAGAACGTGACCATCA
TGGACCACCACTCTGCAGCGGAGTCCTTCATGAAGCACATGCAGAATGAGTACCGGGCCCGTGGGGGCTG
CCCGGCGGACTGGATTTGGCTGGTCCCTCCTATTTCAGGGAGCATCACCCCCGTGTTTCACCAGGAGATG
CTGAACTACATCCTGTCCCCATTCTACTACTATCAGGTGGAAGCCTGGAAGACCCATGTGTGGCAGGATG
AAACTCGGAGACCCAAAAGACGAGAGATCCCATTCAGAGTCTTGGCAAAAGCCACGCTCTTTGCCTCTCT
GCTGATGCGCAAGATGATGGCCTCCCGAGTCAGAGCCACAATCCTTTTCGCCACAGAGACCGGAAAATCA
GAAGCACTGGCCCAGGACCTAGGGGCCTTGTTCAGTTGTGCTTTCAACCCCAAGGTTCTCTGCATGGATC
AGTACCAGCTGAGTAGCCTGGAGGAGGAGAAGCTCCTGCTGGTGGTGACCAGCACGTTCGGGAACGGAGA
CTGCCCTGGCAATGGAGAGACACTGAAGAAATCCCTCTTCGTGCTGAAAAAGCTCACCAATACCTTCAGG
TATGCTGTGTTTGGCCTTGGCTCCAGTATGTATCCTCGCTTCTGTGCCTTTGCTCATGACATCGACATAA
AGTTATCCCAACTGGGGGCCTCTCAGCTCACCCCAGTGGGGGAAGGGGACGAACTCAGCGGGCAGGAGGA
CGCCTTCTGCACCTGGGCTGTGCAAACCTTCCAGGCAGCCTGTGCCGCATTCGATGTTCGAGGCAGACAC
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CACATCACCATCCCCAAGCGCTACACCTCCAGCGTGACCTGGGAGCCATACCACTACAGGCTGGTGCAGG
ATTCGCAGCCTTTGGACCTCAACAAAGCCCTCAGTAGGATGCATGCCACGGATGTGTTCACCATGCGACT
CAAGTCCCAGAAGAATCTGCAGAGTCCAAAATCCAGTCGCACTACCCTCCTGATGGAACTTTCCTGTGAT
GACAGCCGAAGCCTGGCTTACCTGCCCGGGGAGCACCTTGGGGTTTTCCCGTGCAACCAGCCAGCCCTGG
TCCAAGGCATCTTGGAGTGTGTGGTGGACAACCCTGGACCCCACCACACCGTGTGCCTTGAGGTCCTGGA
TGACAGTGGCAGCTACTGGGCCAAGGACAAGCGGCTGCCCCCCTGCTCCCTGAGCCAGGCCCTCACCTAC
TTCCTGGACATCACCACACCCCCGACTCAGCTGCAACTCCAGAAGCTGGCCCGGCTGGCCACGGAGCAGG
CTGAGAGACTGAGGCTGGAGAGTCTGAGCCAGCCCTCAGAGTACAACAAATGGAAGTTCACCAACAGCCC
CACGTTCCTGGAGGTCCTGGAGGAGTTCCCGTCACTGCGGGTGCCTGCTGCCTTCTTGCTCTCCCAGCTC
CCCATTCTGAAGCCCCGATACTACTCCATCAGCTCCTCCCTGGACCACACTCCCGCAGAGGTGCACCTCA
CTGTGGCCGTGGTCACCTACCGCACCCGAGATGGTCGGGGTCCCCTGCATCATGGCGTCTGCAGCACCTG
GTTCAGTGGCTTGAAGCCCCAGGACCCAGTGCCCTGTCTCGTTCGGAGTGTCAACAGCTTCCAGCTCCCC
AAGGACCCCTCCCAGCCCTGCATCCTCATTGGGCCTGGCACAGGCATTGCACCCTTCCGCAGTTTCTGGC
AGCAGCGGCTTCACAATCTCAAACACACAGGGCTCCAGGGTGGCCGAATGACGCTCCTGTTTGGATGTCG
CCACCCGGAGGAAGATCACATCTATAAGGAAGAGATGCAGGAGATGGTCCAGAAGGGGGTGCTGCATGAA
GTGCACACAGCCTACTCACGGCTGCCTGGAAAGCCCAAGGCGTATGTCCAAGACATCCTGCGGCAGCAGC
TGGCCAGGGAGGTGCTCCGTGTGCTCCACGAGGAGCCGGGCCACCTCTACGTCTGTGGGAATGTGCTCAT
GGCCCAGGACGTGGCCTGCACGTTGAAGCAGCTGCTAGCTGCCAAGCTGAACTTGAACGAGGAGCAGGTT
GAGGATTACTTCTTCCAGCTCAAGAGCCAGAAGCGCTATCACGAAGATATCTTTGGTGCTGTCTTTCCCC
ATGGGGTGAAGAAGGACCGGGCAGAGCGGCCCCCCGGCGACGACAAGCTCTGAGGACCCCTAGAGACTTT
CAGAGTCACCTCGTGCCTGAAGCCTACCTTTCCAGGTCCCTTGGGGATGAATTTGCAAGGTCCGGCCTGG
CCAATGGGTCTTGGAAGATGAAACCTTCTTCTGGTGGCAGCACTTGAAGTGACCCCCGGGGGGCGCTAAG
CGACACGCTTTGTATTTAGCCGCCATGTGTACAGTATTTATGCCTCTGTATTTAAAAAACTCTGCTTCCA
AGGGCCACTTGAGCCTTCCTTGTATGATGTCTTGAAGGAAATATTTATATGAAACTAATTTTATTTTAAC
CCCCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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Primerler; Primer3 primer dizayn programi kullanilarak dizayn edildi.”!

PRINER PICKING RE3ULTS FOR iNO3

No mispriming library specified
Uzing l-based sequence positions

OLIGO start len il go% any 3! zeg
LEFT PRIMER =0 z0 60,07 50.00 4,00 2,00 CCAAGGTTCTCTGCATGGAT
RIGHT PRINER 418 20 B0.23 BO.00 5.00 Z2.00 GTCTGCCTCGAACATCGRAT

SEQUENCE 3IZE: Z150
INCLUDED REGICH 3IZE: 2150

PRODUCT 3IZE: 369, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: Z.00

1 GRAGCACTGGCCCAGGACCTAGGGGCCTTGTTCAGTTGTGC TTTCARCCCCALGGTTCTC
FEEEREIEREY

861 TGCATGGATCAGTACCAGCTGAGTAGCCTGGAGGAGGAGAAGC TCCTGCTGGTGGTGACE

FrEEEEEEY

121 AGCACGTTCGGGALCGGAGACTGCCCTGUCAATGGAGAGACACTGAAGAAATCCCTCTTE

131 GTeCTGARALAGCTCACCAATACCTTCAGGTATGC TGTGTTTGGCCTTGGCTCCAGTATG

241 TATCCTCGCTTCTGTGCCTTTGC TCATGAC ATCGACATAAAGTTATCCCAACTGGGGGC

301 TCTCAGCTCACCCCAGTGGGGGLAGGGGACGRACTCAGCGGGCAGGAGGACGCCTTC TGN

361 ACCTGGGCTGTGCARACCTTCCAGGCAGCCTGTGCCGCATTCGATGTTCGAGGCAGACAC

CLAEACL LR L0

421 CACATCACCATCCCCAAGCGCTACACCTCCAGCGTGACCTGGGAGCCATACCACTACLGS

Sekil 8: INOS geni igin primer 3 sonucu

Tablo 6: iNOS primer sekanslari

iNOS

Forward primer CCAAGGTTCTCTGCATGGAT

Reverse primer GTCTGCCTCGAACATCGAAT




GAPDH primer dizayni

Gliseraldehit 3 fosfat dehidrojnaz proteinine ait mRNA sekansi gen data

bankasindan saglanmistir.'?

gi|194475169|gb|EU862201.1| (Gapdh) mRNA, complete cds

CGCGCCGCATCGGTATTCCTTCTTCCCGTGCAGTGCCAGCCGCAACCCGAGACAAGATGGTGAAGGTCGG
AGTGAACGGATTTGGCCGTATTGGACGCCTGGTCACCAGGGCTGCTTTCATGTCTGGCAAAGTGGATATT
GTAGCCATCAATGATCCCTTCATTGACCTCCAGTACATGGTCTACATGTTCCAGTATGATTCTACCCACG
GCAAGTTCCACGGCACCGTCAAGGCTGAGAATGGGAAGCTCGTCATCAATGGAAAGGCCATCACCATCTT
CCAGGAGCGAGATCCCGCCAACATCAAGTGGGGTGATGCTGGCGCCGAGTATGTAGTGGAATCCACTGGT
GTCTTCACCACCATGGAGAAAGCTGGGGCTCACTTGAAGGGTGGTGCCAAAAGGGTCATCATCTCTGCCC
CTTCTGCTGATGCCCCTATGTTCGTGATGGGCGTGAATCACGAGAAGTACGACAAGTCCCTCAAGATTGT
CAGCAATGCTTCCTGCACCACCAACTGCTTAGCCCCACTGGCCAAAGTCATCCATGACAACTTCGGCATT
GTGGAGGGACTCATGACCACAGTCCATGCCATCACTGCCACCCAGAAGACTGTGGATGGCCCCTCTGGGA
AGCTGTGGCGTGATGGCCGTGGCGCTGCCCAGAACATCATCCCCGCATCCACTGGTGCTGCCAAGGCTGT
GGGCAAGGTCATCCCAGAGCTGAATGGGAAGCTCACAGGTATGGCCTTCCGTGTACCCACACCTAATGTG
TCGGTTGTGGATCTGACCTGCCGCCTGGAGAAACCGGCCAAATACGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAGC
AGGCATCAGAGGGCTCCCTCAAAGGCATCTTGGGCTACACCGAGGACCAGGTTGTGTCCTGTGACTTCAA
CAGTGACAGCCATTCTTCCACTTTTGACGCTGGGGCTGGCATCGCCCTCAATGACCACTTTGTCAAGCTC
GTTTCTTGGTATGACAATGAGTTCGGCTACAGCAACAGGGTGGTGGACCTCATGGTCCACATGGCCTCCA
AGGAGTAAGTGGACCCCACCTGAGCCCAGCGAGCCCAGTGAGACCATGGAGACTAGGCCTCACTGCAGAA
GTCACTGCCCCACTCTAAGCCCCAACACTGAGAATCTCCCCTCCTCCCAGCTTCCAACCCAGGCCCCCTG
GAGAAGGGGAGGGGCCTAGGGAGCCCTGGCTCATTGCACACCATCAATAAAGCCTGCTG
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Primerler; Primer3 primer dizayn programi kullanilarak dizayn edildi.

121

PRIMER FICEING RE3TULTI FOR GAPDH

No wispriming library specified
Uzing 1-based sequence positions

SEQUENCE 3IZE: 568
INCLUDED REGICHN SIZE: 563

LS L L L AL AL L LT L LR L1

55.00 5.00 2.00 GAGCTGAATGGGRLAGCTCLC

OLIGD start len tin ook any 1" seq
LEFT PRIMER 36 20 55.94
RIGHT PRINER 387 20 59,96

53.00 3.00 0.00 TGGGGTCCACTTACTCCTTG

FPRODUCT 3IZE: 352, PLIR ANV COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 1.00

1 CTGGTGCTGUCAAGGCTETGGGC LAGGTCATCCCAGLGC TGALTGGGALGCTCACAGGTL

e e el e e e

61 TGGCCTTCCGTGTACCCACACCTALTGTGTCGGTTGTGGATC TGACCTGCCGCCTGGAGA

121 AACCGGCCAAATACGATGACATCALGARGGTGGTGALGCAGGCATCAGAGGGCTCCCTCA

181 AAGGCATCTTGGGUTACACCOAGGACCAGGTTGTGTCCTTCACTTCALCAGTGACAGCT

241 ATTCTTCCACTTTTGACGC TGGGGUTGGC AT GCCCTCARTGACCACTTTGTCALGCTCG

301 TTTCTTGGTATGACAATGAGTTCOGUTACAGT ALCAGGGTGGTOGACCTCATGGTCCACA

361 TGGCCTCCAAGGAGTALGTGGACCCCACCTGAGCCCAGCGAGCCCAGTGAGACCATGLAG

421 ACTAGGCCTCACTGCAGALGTCACTGCCCCACTCTAAGCCCCAACACTGAGAATCTCCCC

Sekil 9: GAPDH geni igin primer 3 sonucu

Tablo 7: GAPDH primer sekanslari

GAPDH
Forward primer GAGCTGAATGGGAAGCTCAC
Reverse primer TGGGGTCCACTTACTCCTTG
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MPO primer dizayni

Myeloperoksidaz (MPO) proteinine ait mRNA sekansi gen data

bankasindan saglanmistir.'?

>@i|157820284|ref[NM_001107036.1|myeloperoxidase (Mpo),nuclear gene

encoding mitochondrial protein, mMRNA

AGCCTGTAGCCCCCAGGGTCCTCTTTCCTGAGAAGCCTAACTGTCTCCAGCCAGATTTCCTGTCTCCTCA
GCTCCACTGAGAACTGGGGGCTTCCTACCAGGGTTGGAGTGGGGGTGACTCTGAGGCCCTCAAGGGGGTC
AGCGTTGCTACATCTTCCCTGTGACCCCCATCTCTCCATGTGGCTACCCTACTTCCCATAACTTCTTAGC
CTTTGCTCCCTAAATTTAGGTTCTTTTCAAAGGAATTGGGACGCTCAGTTTAACCAACATTTTGAGAGGC
TAGTTGCTTGTGCTCTCTGTGAGTAGTAGCTCTGATCCATCCCCCTGTCCATCCCTCCACTTCATGGGCC
CCTCTCTGGGCACCCCTAACCCCAGTGGGGGAGGAGAGTCTAGTCTTAGGATAGGTCCATCTCTTTTTAG
GTCAGCCCGCCCCCAGCTCAGAAGGCATAAAAACCCGTTGTCAGTGAGAGGTGTTGACAGTGTCAGATGA
AGCTTTTTTTGGCCTTGGCAGGCCTCCTGGCCCCCCTGGCCATGCTTCAGACTTCCACTGGTGCCACTCC
AGCGCTCCCGGGGGAAGTGGCGAACTCAGTGGTGCTGGACTGCATGGAGGAGGCCAAGCGGCTGGTGAAC
AAAGCCTACAAGGAGCGGAGAGAAAGCATCAAGCAGAGTCTTCGAAGTGGCTCCGCCAGCCCTATGGAAC
TCCTATCGTATTTCAAGCAGCCGGTGGCGGGCACCAGGACAGCTGTGAGGGCTGCCGACTATCTGCACGT
GGCCCTGGACCTGCTGAAGAGGAAGCTGCAGCCCCTGTGGCCACGGCCTTTCAATGTCACAGGGGACATG
CGCTCCAGCGAGATGCCAGAGCTCACCTCCATGCACACCCTCTTCGTGCGAGAGCATAACCGTCTGGCCA
CAGAGCTCAAGCGCCTGAATCCTCGCTGGAATGGGGAGAAGCTTTACCAGGAGGCCCGGAAGATTGTGGG
GGCCATGGTCCAGATCATCACATACCGAGACTACCTGCCCTTGGTGTTGGGGCCAGCAGCCATGAAGAAG
TACCTACCCCAGTACCGATCCTACAATGACTCAGTAGACCCTCGGATCGCCAATGTCTTCACCAACGCTT
TCCGTTACGGCCACACCCTCATCCAACCCTTCATGTTCCGCCTGGACAATCAGTACCGGTCCACAGGACC
CAACCCCCGTGTCCCACTCAGCAGGGTCTTTTTTGCCAGCTGGAGAGTTGTGCTGGAAGGTGGCATTGAC
CCCATCCTCCGAGGCCTCATGGCTACTCCTGCCAAACTGAATCGCCAGAACCAAATTGCGGTGGATGAGA
TCCGGGAGCGACTGTTTGAGCAGGTCATGAGGATAGGTCTTGACTTACCTGCCCTTAACATGCAGCGCAG
CCGGGATCATGGCCTCCCGGGATACAATGCCTGGAGACGCTTCTGTGGGCTTCCACAGCCCAGCACAGTG
GGTGAGCTCGGCACGGTGCTGAAGAACCTGGAGCTGGCACGGAAGCTGATGGCACAGTATGGCACGCCCA
ACAACATTGACATCTGGATGGGCGGTGTGTCCGAGCCCCTAGAGCCCAATGGCCGCGTAGGCCAGCTCCT
TGCCTGCCTCATTGGCACTCAGTTTAGGAAGCTACGGGATGGCGATAGGTTTTGGTGGGAGAACCCGGGT
GTGTTCAGTAAACAGCAGAGACAGGCCTTGGCTACCATCTCCTTGCCCCGCATCATCTGTGACAACACTG
GCATCACTACCGTGTCTAAGAACAACATCTTCATGTCCAACTCACACCCCCGAGACTTTGTGAGCTGTAA
CACCCTTCCTAAACTGAATCTGGCTTCCTGGAAGGAGACCTAGAGGCCGGGAGTCTGCCCGGAGAGGAAC
GGAGGCCATTGGCCTTTTTTGTGCTATCTGTACCTGAGGTTTACACTAATAAAGCATGGTGGATGGGGA
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Primerler; Primer3 primer dizayn programi kullanilarak dizayn edildi.

121

OLIGO start len i gos any 3! seq
LEFT PRIMEE 30 20 59.99 45,00 8.00 1.00 TTTTTGCCAGCTGGAGAGTT
RIGHT PRIMER B3¢ 20 55,84 55,00 4.00 0.00 GCAAGGAGATGGTAGCCALG

SEQUENCE 3IZE: 765
INCLUDED REGICIN 3IZE: 762

FRODUCT 3IZE: 507, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 1.00

1 CRACCCCCGTeTCCC A T AGC AGGG T TTTTT TG CAGC TGGAGAGTTETGU TEGLAGE

il e e e e e e

61 TGGCATTGACCCCATCCTCCGAGGCCTCATGGC TACTCC TGCCALACTGAATCGCCAGLA

121 CoAAATTGCGGTGGATGAGATCCGGEAGCGAC TG TTTEAGC AGGTCATGAGGATAGGTCT

181 TGACTTACCTGUCCTTAACATGC AGL G AGLCOGGATCATGGCCTCCCGGGATAC ALTGC

241 CTGEAGACGCTTCTGTGOGETTCCACAGECCAGC ACAGTGGGTGAGC TCGGLACGGTGCT

301 GLAGAACCTGLAGCTGGCACGGLAGC TCATGGC ACAGTATGGCACGCCCARCAACATTGL

3ol CATCTOGATGLGCGGTGTGTCCGAGCCCCTAGAGCCCAATGGCCGLGTAGHCCAGCTCCT

421 ToCCTGCCTCATTGGC ACTCAGT TTAGGLAGC TACGGEATGGCGATAGGTTTTRGTGGEA

481 GLACCCGGGTOTGETTCAGTALACAGC AGAGACAGGCCTTGGCTACCATCTCCTTGCCCCG

2L LLLLLLCELCELELE
Sekil 10: MPO geni i¢in primer 3 sonucu
Tablo 8: MPO primer sekanslari

MPO
Forward primer TTTTTGCCAGCTGGAGAGTT
Reverse primer GCAAGGAGATGGTAGCCAAG
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XO primer dizayni

Ksantin oksidaz / dehidrojenaz (XO) proteinine ait mRNA sekansi gen

data bankasindan saglanmistir'?.

gi|8394543|ref[NM_017154.1| xanthine oxidase (XO), mRNA

AGAGCTCAGTGACTCCAGCAGCCACGATGACTGCGGATGAGTTGGTCTTCTTTGTGAATGGCAAAAAGGT
GGTGGAGAAAAATGCGGACCCTGAAACAACACTTCTGGTCTACCTGAGAAGAAAGTTGGGGCTATGTGGG
ACCAAGCTTGGCTGTGGAGAAGGTGGCTGTGGGGCATGCACCGTGATGATCTCCAAGTATGACCGTCTTC
AGAACAAGATTGTTCATTTTTCTGTCAATGCCTGCTTGGCTCCCATCTGCTCCTTGCACCATGTTGCTGT
GACCACCGTGGAAGGCATAGGAAACACCCAGAAGCTGCATCCTGTACAGGAGAGAATTGCCAGAAGCCAT
GGTTCCCAGTGTGGGTTCTGCACTCCTGGCATTGTCATGAGTATGTACACACTGCTCCGGAACCAGCCTG
AGCCTACTGTTGAGGAGATCGAGAATGCCTTCCAAGGAAACCTCTGTCGCTGTACAGGCTACAGACCCAT
CCTCCAGGGATTCCGGACCTTTGCCAAGGATGGTGGGTGCTGTGGAGGGAGTGGAAACAACCCAAACTGC
TGTATGAACCAGACGAAAGACCAAACGGTTTCTCTCTCACCTTCTTTATTCAACCCAGAGGATTTCAAAC
CTTTAGATCCCACGCAAGAGCCCATCTTCCCCCCAGAGTTGCTGAGGCTGAAAGACACTCCCCAGAAGAA
GCTGCGTTTTGAAGGGGAACGTGTGACCTGGATCCAGGCTTCAACTATGGAGGAGCTGCTTGACCTGAAA
GCTCAGCACCCTGATGCCAAGCTGGTGGTGGGAAACACAGAGATAGGCATTGAAATGAAATTTAAGAATA
TGCTATTTCCTCTGATCGTCTGCCCAGCCTGGATCCCTGAACTGAATTCAGTGGTGCATGGGCCTGAGGG
AATCTCCTTCGGAGCTTCTTGCCCCCTTAGCTTGGTGGAAAGTGTCCTGGCGGAGGAGATTGCTAAACTT
CCAGAGCAAAAGACAGAGGTGTTCAGAGGCGTGATGGAGCAGCTGCGCTGGTTTGCCGGCAAGCAGGTCA
AGTCCGTGGCGTCCATCGGAGGGAACATCATCACTGCCAGCCCCATCTCTGACCTCAACCCTGTGTTCAT
GGCCAGTGGAGCCAAGCTGACTCTGGTGTCTAGAGGTACCAGGAGAACTGTTCGGATGGATCATACCTTC
TTCCCTGGCTACAGAAAGACTCTGCTCAGACCAGAGGAGATATTGCTGTCCATCGAGATCCCCTATAGCA
AGGAGGGAGAGTTTTTCTCAGCCTTCAAGCAGGCCTCCAGGAGGGAAGATGACATTGCCAAGGTGACTAG
TGGCATGAGAGTCCTGTTCAAACCGGGGACCATTGAAGTGCAGGAACTGTCCCTTTGCTTCGGAGGGATG
GCCGACAGAACTATCTCAGCCCTCAAGACCACTCCGAAGCAGCTATCGAAGTCCTGGAATGAGGAGCTGC
TGCAGAGCGTGTGTGCCGGCTTGGCAGAGGAGCTGCAGCTGGCCCCCGATGCCCCTGGTGGTATGGTGGA
ATTCCGGCGCACCCTCACCCTCAGCTTCTTCTTCAAGTTCTACCTGACAGTGCTCCAGAAGCTGGGCAGA
GCGGACCTTGAGGATATGTGTGGTAAACTGGACCCCACCTTTGCCAGTGCCACCCTGCTCTTTCAGAAGG
ACCCTCCAGCTAATGTCCAGCTTTTCCAAGAGGTGCCAAAGGATCAGTCTGAGGAGGACATGGTGGGCCG
GCCCCTGCCTCACCTGGCGGCAAACATGCAGGCATCGGGAGAGGCCGTGTACTGTGATGACATTCCCCGC
TATGAGAATGAGCTCTCTCTCAGGCTGGTCACCAGCACCCGGGCGCATGCTAAAATCACGTCCATCGACA
CTTCAGAAGCCAAGAAGGTGCCAGGGTTTGTTTGCTTCCTCACCGCAGAGGATGTCCCTAATAGTAATGC
AACCGGCCTTTTCAATGATGAAACTGTCTTTGCGAAGGATGAGGTTACTTGTGTTGGGCACATCATTGGT
GCTGTGGTCGCTGACACCCCAGAACACGCACAGAGAGCTGCGAGAGGGGTGAAAATCACCTATGAAGATC
TTCCAGCCATTATCACAATCCAGGATGCTATAAACAACAACTCCTTTTATGGCTCTGAGATAAAAATTGA
GAAAGGAGATCTCAAGAAAGGCTTTTCAGAAGCTGACAATGTTGTCTCAGGAGAGTTGTATATCGGTGGC
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CAGGAGCACTTCTACCTGGAGACCAACTGCACCATTGCCGTGCCAAAAGGCGAGGCAGGCGAGATGGAGC
TGTTCGTGAGCACACAGAACACCATGAAAACCCAGAGCTTTGTTGCAAAAATGTTGGGCGTTCCGGACAA
CAGAATCGTAGTCCGAGTGAAGAGGATGGGTGGAGGCTTTGGAGGGAAGGAGACCCGGAGCACTGTGGTG
TCCACAGCACTGGCCTTGGCTGCACACAAGACTGGCCGGCCCGTACGTTGCATGTTGGACCGAGATGAGG
ACATGCTGATAACTGGTGGCAGACATCCCTTCCTGGCTAAATACAAGGTTGGCTTCATGAAGACTGGGAC
TGTAGTGGCTCTCGAGGTGGCTCACTTCAGCAATGGTGGTAACACTGAGGATCTCTCTCGGAGTATAATG
GAACGAGCTTTGTTCCACATGGATAACGCCTATAAGATCCCCAACATTCGAGGCACTGGGAGGATTTGCA
AGACTAATCTGCCCTCCAACACAGCCTTCAGAGGTTTTGGGGGTCCTCAGGGGATGCTAATCGCAGAATA
CTGGATGAGCGAGGTCGCCATAACCTGTGGGCTGCCTGCAGAGGAGGTACGGAGGAAAAACATGTACAAA
GAAGGGGACCTGACTCACTTCAACCAGAAGCTGGAGGGGTTCACCTTGCCCAGGTGCTGGGATGAATGCA
TCGCCAGCTCTCAGTATCTTGCTCGCAAGAGGGAAGTGGAGAAATTCAACAGGGAGAATTGTTGGAAAAA
GAGAGGGCTGTGTATAATCCCAACTAAGTTTGGAATAAGCTTTACACTTCCTTTTCTGAACCAGGGAGGC
GCTCTGGTTCACGTGTACACTGATGGTTCGGTGCTGTTGACCCATGGAGGGACTGAGATGGGCCAAGGCC
TTCACACCAAGATGGTTCAGGTGGCCAGCAGAGCTCTGAAAATCCCCACCTCCAAGATTCATATAAGTGA
GACAAGCACTAACACCGTCCCCAACACTTCTCCCACAGCTGCCTCTGCCAGTGCTGACCTCAATGGACAG
GGTGTTTATGAAGCATGCCAGACCATACTGAAAAGGCTGGAACCTTTCAAGAAGAAGAAACCCACCGGCC
CCTGGGAGGCATGGGTGATGGACGCCTATACGAGCGCAGTGAGTTTGTCCGCAACTGGATTTTATAAGAC
ACCCAACCTTGGCTACAGCTTTGAGACAAACTCCGGAAATCCCTTCCACTATTTCAGTTATGGGGTGGCT
TGCTCTGAAGTAGAAATTGACTGCTTAACAGGGGATCATAAGAATCTCCGTACGGATATCGTCATGGATG
TTGGTTCCAGCTTGAATCCTGCCATTGATATTGGACAAGTAGAGGGGGCATTTGTCCAGGGCCTTGGTCT
CTTCACTATGGAGGAGCTGCACTACTCCCCTGAGGGGAGCCTGCATACTCGTGGCCCCAGTACCTACAAA
ATCCCTGCATTTGGTAGCATCCCCATTGAGTTCAGAGTATCCCTACTCCGGGACTGCCCCAACAAGAGGG
CCATCTATGCATCCAAGGCTGTTGGGGAGCCACCTCTTTTCCTGGCTTCCTCTATCTTCTTTGCCATCAA
AGATGCCATTCGTGCAGCTCGAGCTCAGCACGGAGATAACGCAAAACAACTTTTCCAGCTAGACAGCCCT
GCCACTCCGGAGAAGATCCGAAACGCCTGTGTGGACCAGTTCACCACCCTGTGTGTCACTGGAGTACCAG
AAAACTGTAAATCCTGGTCTGTGAGGATCTGAAGAGAAGGTCTCCACCATTGGTTTGTACCGCACCAGGA
TTCCTTGGAGCCACAAGCACATCCTGTAGTATCCAGATTTCCGCATGCCGCGTGGGACTCAGCAGGATGA
CATTTTCAGGAAGATGGACATTTTGACCCAAATAAGAGCTGCAAACAAACCAATAAGCAAATGGGGAG
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Primerler; Primer3 primer dizayn programi kullanilarak dizayn edildi.

121

1

B1

1531

241

a0l

el

421

431

Uzing l-based sequence positions

QLIGO start len T [ any 3' =eq

LEFT FRIMER 15 20 59.99 60.00 3.00 0.00 CTCAGCCCTCARAGACCACTC
RIGHT PRIMER 502 20 59.938 50.00 7.00 1.00 TGGUTTCTGAARGTGTCGATG

SEQUENCE 3IZE: 27395
INCLUDED REGION 3IZE: 2798

PRODUCT 3IZE: 483, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: Z2.00

GCCGACAGARC TATC TCAGCCCTCALGACC AC TCCGAAGCAGC TATCGAAGTCCTGGLAT

e e e e e ]

FLGGAGCTGC TG AGAGCG TG TG TGO CGGU TTGGCAGAGGAGC TGCAGC TGGCCCCCGAT

GCCCCTGG TGO TATGETGGAATTCCGGCGC M CCTCACCCTCAGC TTCTTCTTCALGTTC

TACCTGACAGTGC TCCAGAAGCTGGGC AGAGC GGACCTTGAGGATATGTGTGGTALACTG

A CACCTTTGCCAGTGCCAC TG TCTTTCAGAAGGACCCTCCAGC TAATGTCCAG

CTTTTCCAAGAGGTGCCAAAGGATCAGTCTGAGGAGGACATGGTGGGCCGGHCCCCTGCCT

CACCTGGCGGCALAC ATGC AGGCATCGRGAGAGGCCGTOTACTGTGATGACATTCCCCGE

TATGAGAATGAGC TCTCTCTCAGGCTGGTCACCAGCACCCGGGCGCATGCTAALATCACG

TCCATCGACACTTCAGAAGCCAAGALGGTGCCAGGGTTTGTTTGCTTCCTCACCGCAGLG
R R A

Sekil 11: XO geni i¢in primer 3 sonucu

Tablo 9: XO primer sekanslari

X0
Forward primer CTCAGCCCTCAAGACCACTC
Reverse primer TGGCTTCTGAAGTGTCGATG
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3. 2. 8 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

RNA o&rneklerinden elde edilen cDNA’lar tzerinde iNOS,
eNOS, XOD, MPO ve GAPDH genleri icin spesifik olarak dizayn edilmis
primerler kullanilarak ilgili genlere ait fragmentler gogaltilmistir. Her primer
Gifti igin, primerlerin Tm degerleri ve Urin boylari g6z Onunde
bulundurularak optimal annealing sicakliklari ve PZR kosullar

dizenlenmigtir.
Primer ciftleri igin Optimase Protocol Writer programi
tarafindan onerilen reaksiyon kosullari temel alinip, optimize edilerek son

PZR kosullari belirlenmistir.'*

eNOS PZR Kosullari

Optimase ProtocolWriter™

The following PCR protocol is designed for use with Optimase, the high-fidelity polymerase product from Transgenomic

Forward primer sequence:; SCTEGEAGAAT GAGTAGAAGS (Tm = 56.3%C)
Reverse primer sequence: CTGTTGTAGGEGECCAGACAT (Tm = 56.3%C)
PCR product length: 507 bp

Frotocol tvpe: Simple 3-step PCR protocol

Step 1. 95%C, 2 min.

Step 2: 95%C, 30 sec.

Step 3: 59.3°C, 30 sec.

Step 4. T2°C, 60.0 =ec.

Step 5 Repeat steps 2-4 29 more times
Step 6: 72°C, 5 min.

Step T 4°C, Torever

Purchase of Optimase is accempanied by a limited lisense to use it in the PCR process for research and development purposes, in eenjunction with a thermal oye
Biasystams. or as purchased in an autharized themmosyalar.

Information provided on this website is for information purpeses and for research uses only. Transgenomic does not advocate that anyoene should use any of thes
make sure that it is not patented before using these. Athough Transgenemic publishes this websits to provide information to the dHPLC research community, we

Sekil 12: eNOS PZR kosullari
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Tablo 10: eNOS PZR reaksiyon bilesenleri

PZR BILESENLERI VOLUM FINAL
KONSANTRASYON
10 X PZR Buffer 2 ul 1X
MgCI2 (25 mM/ pl) 2 ul 2,5 mM
dNTP (10 mM/ pl) 0,8 ul 0,4 mM
eNOS Fw Primer (10 pmol / pl) 1 ul 0,5 uM
eNOS Rev Primer (10 pmol / pl) | 1 pl 0,5 uM
Taq DNA Polimeraz (5U / ul) 0.2 ul 1U
RNase free su 10 pl
cDNA 3ul
TOTAL 20 pl

Thermalcycler programi:

95 Ce° 2 dak.

95 C° 30 san.

59 C° 45 san. 35 siklus
72 C° 1 dak.

72 C° 5 dak.

PZR reaksiyonunu takiben, PZR Urlnleri %Z2’lik agaroz jele 10 ml
yuklenerek 100 voltta 10 dakika elektroforez edildi ve goruntulendi. DNA
boy markeri olarak Gene Ruler 100 bp DNA ladder (Fermentas, SM0243)

kulanildi.
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iNOS PZR Kosullari

Optimase ProtocolWriter™

The following PCR protocol is designed far use with Optimase, the high-fidelity polymerase product from Transgenamic.

Forward primer sequence; CCAAGGTTCTCTGCATGGEAT (Tm = 54.2°C)
Reverse primer sequence; CCAAGGTTCTCTGCATGGEAT (Tm = 54.2°C)
FCR product length: 369 bp

Frotocal type: Simple 3-step PCR protocol

Step 1:95%C, 2 min.

Step 2:95°%C, 30 sec.

Step 3. 87.2°C, 30 sec.

Step 4 72C, 400 sec.

Step 5. Repeat steps 2-4 29 mare times
Step 6: 72%C, 5 min.

Step 7. 4°C, farever

Purchase of Optimase is accompanied by a limited license to use it in the PCR process for rezearch and dewvelopment purposes, in conjunction with a thermal oy
Biosystems, or as purchased in an authorized themmocycler.

Information prowvided on this website is for information purposes and for research uses only. TrAnsgenomic does not advocate that anwone should use any of thes
make sure that it is not patented before using these. Athough TrAnsgenomic publishes this website to prowvide information to the dHPLC research community, we ¢

Sekil 13: iINOS PZR kosullari

Tablo 11: iNOS PZR reaksiyon bilegenleri

PZR BILESENLERI VOLUM FINAL
KONSANTRASYON

10 X PZR Buffer 2 ul 1 X

MgCI2 (25 mM/ pl) 2 ul 2,5 mM

dNTP (10 mM/ pl) 0,8 ul 0,4 mM

iNOS Fw Primer (10 pmol / pl) | 1 pl 0,5 uM

iNOS Rev Primer (10 pmol / pul) | 1 pl 0,5 uM

Taq DNA Polimeraz (5U / ul) 0.2 ul 1U

RNase free su 10 pl

cDNA 3ul

TOTAL 20 pl
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Thermalcycler programi:

95 C° 2 dak.

95 C° 30 san.
57 C° 45 san. 35 siklus
72 C° 1 dak.

72 C° 5 dak.
PZR reaksiyonunu takiben, PZR Urlnleri %Z2’lik agaroz jele 10 ml
yuklenerek 100 voltta 10 dakika elektroforez edildi ve goérintilendi. DNA

boy markeri olarak Gene Ruler 100 bp DNA ladder (Fermentas, SM0243)

kulanildi.

GAPDH PZR Kosullari

Optimase ProtocolWriter™

The following PCR protocol is designed for use with Optimase, the high-fidelity palymerase product from Transgenomic.

Farward primer sequence; GAGCTGAATGGGAAGCTCAC (Tm = 56.3°C)
Reverse primer sequence: TGGGGTCCACTTACTCCTTG (Tm = 56.3°C)
FCR product length: 568 bp

Frotocol type: Simple 3-step PCR protocol

Step 1: 95%C, 2 min.

Step 2: 95°%C, 30 sec.

Step 3:59.3°C, 30 sec.

Step 4: 72°C, 60.0 sec.

Step 5: Repeat steps 2-4 29 more times
Step 6: 72°C, 5 min.

Step 7: 4°C, forever

Purchase of Optimase is accompanied by a limited license to use it in the PCR process for research and dewelopment purposes, in conjunction with a thermal cyc
Bio=ystems, or as purchased in an authorized themocyeler.

Informmation provided on this website is for information purposes and for research uses only. TrAnsgenomic does not advocate that anyone should use any of thes
make sure that it is not patented before using these. Athough TrAnsgenomic publizhes this website to provide information to the dHPLC research community, we ©

Sekil 14: GAPDH PZR kosgullari

63



Tablo 12: GAPDH PZR reaksiyon bilesenleri

PZR BILESENLERI VOLUM FINAL
KONSANTRASYON
10 X PZR Buffer 2 ul 1 X
MgCl12 (25 mM/ pl) 2l 2,5mM
dNTP (10 mM/ pl) 0,8 ul 0,4 mM
GAPDH Fw Primer (10 pmol / pul) | 1 pl 0,5 uM
GAPDH Rev Primer (10 pmol / ul) | 1 pl 0,5 uM
Taq DNA Polimeraz (5U / pl) 0.2 ul 1U
RNase free su 10 pl
cDNA 3ul
TOTAL 20 pnl

Thermalcycler programi:

95 Ce° 2 dak.

95 C° 30 san.

59 C° 45 san. 35 siklus
72 C° 1 dak.

72 C° 5 dak.

PZR reaksiyonunu takiben, PZR Urunleri %Z2’lik agaroz jele 10 ml
yuklenerek 100 voltta 10 dakika elektroforez edildi ve goérintilendi. DNA
boy markeri olarak Gene Ruler 100 bp DNA ladder (Fermentas, SM0243)
kulanildi.
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MPO PZR Kosullan

Optimase ProtocolWriter™

The following PCR protocol is designed for use with Optimase, the high-fidelity polymerase product frorm Transgenomic.

Forward pritmer sequence: TTTTTGCCAGCTGGAGAGTT (Tm=92.2°C)
Reverse primer sequence. GCAAGGAGATGGTAGCCAN (Tm=53.7°C)
FZR product length: 507 bp

Protocol type: Simple 3-step PCR protocol

Step 1:958%C, 2 min.

Step 2:95%C, 30 sec.

Step 3: 56.0%C, 30 sec.

Step 4: 72*C, B0.0 sec.

Step 5. Repeat steps 2-4 29 more times
Step 6: 72%C, 5 min.

Step T 4°C, forever

Purchase of Optimase iz accompanied by a limited license to use it inthe PCR process for research and development purposes, in conjunction with a thermal cyc
Biozystems, or as purchased in an authorized themocycler.

Information prowvided on this website is for information purposes and for research uses only. TrAnsgenomic does not advocate that anwone should use any of thes
make sure that it is not paterted before using these. Athough Transgenomic publizhes this website to provide information to the dHPLC research community, we ¢

Sekil 15: MPO PZR kosullari

Tablo 13: MPO PZR reaksiyon bilesenleri

PZR BILESENLERI VOLUM FINAL
KONSANTRASYON

10 X PZR Buffer 2 ul 1 X

MgCI2 (25 mM/ pl) 2 ul 2,5 mM

dNTP (10 mM/ pl) 0,8 ul 0,4 mM

MPO Fw Primer (10 pmol / pl) 1 ul 0,5 uM

MPO Rev Primer (10 pmol / pl) 1 ul 0,5 uM

Taq DNA Polimeraz (5U / ul) 0.2 ul 1U

RNase free su 10 pl

cDNA 3 ul

TOTAL 20 pl
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Thermalcycler programi:

95 C° 2 dak.

95 C° 30 san.

57 C° 45 san. 35 siklus

72 C° 1 dak.

72 C° 5 dak.

PZR reaksiyonunu takiben, PZR Urlnleri %Z2’lik agaroz jele 10 ml

yuklenerek 100 voltta 10 dakika elektroforez edildi ve goruntulendi.

X0 PZR Kosullar1

Optimase ProtocolWriter™

The following PCR protocol is desighned for use with Optimase, the high-fidelity polymerase product from Transgenomic.

Forward primer sequence:; CTCAGCCCTCAAGACCACT (Tm = 55.9°C)
Reverse primer sequence: TOGCTTCTGAAGTGTCGATG (Tm = 54.2°C)
PR product lenath: 488 bp

Protocol type: Simple 3-step PCR protacal

Step 1:95%C, 2 min.

Step 2:95°%C, 30 sec.

Step 2:88.1°C, 30 sec.

Step 4: 72°C, 80.0 sec.

Step 5 Repeat steps 2-4 29 more times
Step 6: 72°C, 5 min.

Step 7. 4°C, forever

Purchase of Optimase is accompanied by a limited license to use it inthe PCR process for research and dewvelopment purposes, in conjunction with a thermal cye
Biozystems, or as purchased in an authorized themocycler.

Information provided on this website iz for information purposes and for research uses only. Transgenomic does not advocate that anyone should use any of thes
make sure that it is not patented before using these. Athough Transgenomic publishes this website to prowvide information to the dHPLC research community, we ¢

Sekil 16: XO PZR kosullar
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Tablo 14: XO PZR reaksiyon bilesenleri

PZR BILESENLERI VOLUM FINAL
KONSANTRASYON

10 X PZR Buffer 2 ul 1 X

MgCI2 (25 mM/ ul) 2 ul 2,5 mM

dNTP (10 mM/ pl) 0,8 ul 0,4 mM

XO Fw Primer (10 pmol / ul) 1 ul 0,5 uM

XO Rev Primer (10 pmol / ul) Il 0,5 uM

Taq DNA Polimeraz (5U / pl) 0.2 ul 1U

RNase free su 10 pl

cDNA 3ul

TOTAL 20 pl

Thermalcycler programi:

95 C° 2 dak.

95 C° 30 san.

57 C° 45 san. 35 siklus

72 C° 1 dak.

72 C° 5 dak.

PZR reaksiyonunu takiben, PZR Urunleri %Z2’lik agaroz jele 10 ml
yuklenerek 100 voltta 10 dakika elektroforez edildi ve goérintilendi. DNA
boy markeri olarak Gene Ruler 100 bp DNA ladder (Fermentas, SM0243)

kulanildi.
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4.2 RT-PZR Sonuglari
421 GAPDH enziminin karaciger, kalp, beyin ve bobrek doku

orneklerinde kontrol, endotoksin, taurin ve endotoksin+taurin

gruplarina ait RT-PZR sonuglari

Karaciger dokusunda GAPDH enzimi ekspresyon sonucu

bp ng/0.5 pg
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1XTBE, 5 Wiem, 1 h

Sekil 21: Karaciger GAPDH genine ait RT-PZR iiriinlerinin agaroz jel goruntiisii.
K: Kontrol 6rnek, E: Endotoksin uygulanmisg 6rnek, T: Taurin uygulanmis 6rnek,

E+T: Endotoksin ve Taurin uygulanmis 6rnek, M: Size Marker

SONUGC: Karaciger dokusuna ait kontrol grubu érneklerde ve endotoksin,
taurin ve endotoksin + taurin uygulanmis Ornek gruplarinda GAPDH

ekspresyonunun sabit oldugu goruldu.
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Kalp dokusunda GAPDH enzimi ekspresyon sonucu

bp ng/0.5 pg

1.7% TapMision™ LE G0 Agarose ($R0491)
I
L]
28
&
=

0.5 pgane, 8om length gel,
1XTBE,5Viem, 1 h

Sekil 22: Kalp GAPDH genine ait RT-PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintisi.
K: Kontrol 6rnek, E: Endotoksin uygulanmis 6rnek, T: Taurin uygulanmig 6rnek,
E+T: Endotoksin ve Taurin uygulanmis 6rnek, M: Size Marker

SONUG: Kalp dokusuna ait kontrol grubu 6érneklerde ve endotoksin, taurin
ve endotoksin + taurin uygulanmis Ornek gruplarinda GAPDH

ekspresyonunun sabit oldugu goruldu.
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Beyin dokusunda GAPDH enzimi ekspresyon sonucu

1.7% TopVidor™ LE GO Agaross (#R0491)

0.5 pglane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5Viem, 1 h

Sekil 23: Beyin GAPDH genine ait RT-PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii.
K: Kontrol 6rnek, E: Endotoksin uygulanmis 6rnek, T: Taurin uygulanmis ornek,

E+T: Endotoksin ve Taurin uygulanmis 6rnek, M: Size Marker

SONUGC: Beyin dokusuna ait kontrol grubu oérneklerde ve endotoksin,
taurin ve endotoksin + taurin uygulanmis O6rnek gruplarinda GAPDH

ekspresyonunun sabit oldugu goruldu.
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Bobrek dokusunda GAPDH enzimi ekspresyon sonucu

bp ng/0.5 pg

1.7% TopMision™ LE G0 Agams: #R04971)
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0.5 pglane, 8 cm length gel,
1XTBE,5Wem, 1 h

Sekil 24: Bobrek GAPDH genine ait RT-PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisi.
K: Kontrol 6rnek, E: Endotoksin uygulanmig 6rnek, T: Taurin uygulanmig 6rnek,

E+T: Endotoksin ve Taurin uygulanmis érnek, M: Size Marker

SONUGC: Bobrek dokusuna ait kontrol grubu orneklerde ve endotoksin,
taurin ve endotoksin + taurin uygulanmis O6rnek gruplarinda GAPDH

ekspresyonunun sabit oldugu goruldu.
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4.2.2 eNOS enziminin karaciger, kalp, beyin ve bobrek doku
orneklerinde kontrol, endotoksin, taurin ve endotoksin+ taurin

gruplarina ait RT-PZR sonuglari

Karaciger dokusunda eNOS enzimi ekspresyon sonucu
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Sekil 25: Karaciger eNOS genine ait RT-PZR uriinlerinin agaroz jel goruntusu.
K: Kontrol 6rnek, E: Endotoksin uygulanmis 6rnek, T: Taurin uygulanmis ornek,

E+T: Endotoksin ve Taurin uygulanmis 6rnek, M: Size Marker

SONUG: Karaciger dokusuna ait kontrol grubu 6rneklerde ve endotoksin,
taurin ve endotoksin + taurin uygulanmig 6rnek gruplarinda eNOS

ekspresyonunun var oldugu ve degismedigi goraldu.
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Kalp dokusunda eNOS enzimi ekspresyon sonucu

1. 7% Topvision™ LE GO Agamss (#R0491)

0.5 plane, & cm length gd,
1XTEE, 5 Wem, 1 h

Sekil 26: Kalp eNOS genine ait RT-PZR iirtinlerinin agaroz jel goriintiisu.

bp /0.3 g

K: Kontrol 6rnek, E: Endotoksin uygulanmig 6rnek, T: Taurin uygulanmig 6rnek,

E+T: Endotoksin ve Taurin uygulanmis érnek, M: Size Marker

SONUGC: Kalp dokusuna ait kontrol grubu 6rneklerde ve endotoksin, taurin

ve endotoksin + taurin uygulanmig Ornek gruplarinda eNOS

ekspresyonunun var oldugu ve degismedigi goruldu.
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Beyin dokusunda eNOS enzimi ekspresyon sonucu

bp na/0.519
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Sekil 27: Beyin eNOS genine ait RT-PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisi.
K: Kontrol 6rnek, E: Endotoksin uygulanmig érnek, T: Taurin uygulanmis ornek,

E+T: Endotoksin ve Taurin uygulanmis 6rnek, M: Size Marker

SONUGC: Beyin dokusuna ait kontrol grubu oérneklerde ve endotoksin,
taurin ve endotoksin + taurin uygulanmig 6rnek gruplarinda eNOS

ekspresyonunun var oldugu ve degismedigi goraldu..

77



Bobrek dokusunda eNOS enzimi ekspresyon sonucu

bp ng/0.5 pg

1.7% TopVision™ LE GO Agamsa (#R0491)
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1XTBE,5Wem, 1 h

Sekil 28: Bobrek eNOS genine ait RT-PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintusu.
K: Kontrol 6rnek, E: Endotoksin uygulanmis 6rnek, T: Taurin uygulanmis ornek,

E+T: Endotoksin ve Taurin uygulanmis 6rnek, M: Size Marker

SONUGC: Bobrek dokusuna ait kontrol grubu orneklerde ve endotoksin,
taurin ve endotoksin + taurin uygulanmig 6rnek gruplarinda eNOS

ekspresyonunun var oldugu ve degismedigi goruldu.
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4.2.3 iINOS enziminin karaciger, kalp, beyin ve bobrek doku
orneklerinde kontrol, endotoksin, taurin ve endotoksin+ taurin

gruplarina ait RT-PZR sonuglari

Karaciger dokusunda iNOS enzimi ekspresyon sonucu

bp ng/0.5 pg

1.7% Top\ision™ LE GO Agarse (#R0491)
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0.5 ygane, 8cm length gdl,
1KTBE, 5Vem, 1 h

Sekil 29: Karaciger iNOS genine ait RT-PZR uriinlerinin agaroz jel goruntusii.
K: Kontrol 6rnek, E: Endotoksin uygulanmig érnek, T: Taurin uygulanmig 6rnek,

E+T: Endotoksin ve Taurin uygulanmis 6rnek, M: Size Marker

SONUG: Karaciger dokusuna ait kontrol grubu 6rneklerde bir miktar iINOS
ekspesyonu bulundugu tespit edildi. LPS uygulamasi sonrasi olusan
deneysel endotoksemi durumunda iINOS ekspresyonunun va oldudu,
taurin uygulamasi sonrasi ise iINOS ekspresyonunun inhibe oldugu
goruldd. Taurinin endotoksin ile birlikte uygulandiginda ise iINOS

ekspreyonunun devam ettigi tespit edildi.
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Kalp dokusunda iNOS enzimi ekspresyon sonucu

bpng/05pg.

1.7% Top\ision™ LE G0 Agarose (#R0491)

0 ugdane, Bcm length gel,
1XTEE,5Viem, 1h

Sekil 30: Kalp iNOS genine ait RT-PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii.
K: Kontrol 6rnek, E: Endotoksin uygulanmis 6rnek, T: Taurin uygulanmig érnek,

E+T: Endotoksin ve Taurin uygulanmis 6rnek, M: Size Marker

SONUGC: Kalp dokusuna ait kontrol grubu érneklerde INOS RNA miktarinin
tespit edilebilir dizeyde olmadigi gorildu. LPS uygulamasi sonrasi olusan
deneysel endotoksemi durumunda iNOS ekspresyonunun var oldugu,
taurin uygulamasi sonrasi ise iINOS ekspresyonunun yine tespit edilebilir
duzeyde olmadigi goruldd. Taurin endotoksin ile birlikte uygulandiginda
ise INOS ekspreyonu gozlendi.
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Beyin dokusunda iNOS enzimi ekspresyon sonucu

bp ng/0.5 g

1.7% Topvison™ LE GO Agamse (#R0O494)

(15 ane, & cm lendth gel,
1XTEE, 5Viem, 1 h

Sekil 31: Beyin iNOS genine ait RT-PZR iriinlerinin agaroz jel goériintusii.
K: Kontrol érnek, E: Endotoksin uygulanmig érnek, T: Taurin uygulanmig 6rnek,

E+T: Endotoksin ve Taurin uygulanmis érnek, M: Size Marker

SONUGC: Beyin dokusuna ait kontrol grubu orneklerde iINOS RNA
miktarinin tespit edilebilir dizeyde olmadigi goruldi. LPS uygulamasi
yapilan orneklerde, Taurinin yalniz basina uygulandigi orneklerde ve
Taurinin  endotoksin ile birlikte verildiginde Orneklerde ise iINOS

ekspresyonunun var oldugu tespit edildi.
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Bobrek dokusunda iNOS enzimi ekspresyon sonucu

bpng/05pg

1.7% TopWision™ LE GO Agamss (#R0491)

0.5 pgflane, & cm length gel,
1XTBE, 5 Viem, 1 h

Sekil 32: Bobrek iNOS genine ait RT-PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisi.
K: Kontrol 6rnek, E: Endotoksin uygulanmig érnek, T: Taurin uygulanmig 6rnek,

E+T: Endotoksin ve Taurin uygulanmis érnek, M: Size Marker

SONUGC: Bodbrek dokusuna ait kontrol grubu o&rneklerde iNOS
ekspesyonunun mevcut oldugu, LPS uygulamasi sonrasi yine
ekspresyonun var oldugu goruldu. Taurinin tek basina uygulandigi
durumda ise INOS ekspreyonunu inhibe ettigi goruldu. Endotoksin ve

Taurin grubunda iINOS ekspesyonu tespit edildi.
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424 XO enziminin karaciger, kalp, beyin ve bobrek doku
orneklerinde kontrol, endotoksin, taurin ve endotoksin+ taurin

gruplarina ait RT-PZR sonuglari

Karaciger dokusunda XO enzimi ekspresyon sonucu

bpng/05ug

1. 7% TopWision™ LE GO Agamse (#R091)

0.5 pighane, B em length g,
1XTRE, 5 Vem, 1

Sekil 33: Karaciger XO genine ait RT-PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii.
K: Kontrol érnek, E: Endotoksin uygulanmig érnek, T: Taurin uygulanmig 6rnek,

E+T: Endotoksin ve Taurin uygulanmis érnek, M: Size Marker

SONUG: Karaciger dokusuna ait kontrol grubu orneklerde XO
ekspresyonunun varligi goézlendi. LPS uygulamasi yapilan o6rneklerde,
Taurinin yalniz basina uygulandigi érneklerde ve Taurinin endotoksin ile
birlikte verildiginde orneklerde ise yine MPO ekspresyonunun devam ettigi
tespit edildi.
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Kalp dokusunda XO enzimi ekspresyon sonucu

bp ng/0.5 i

/100 460
ao - 450
ZH0 50
700 450
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50 1150

1.7% Top\ision™ LE GO Agamss (#R0491)

0.5 igylane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5 Viem, 1 h

Sekil 34: Kalp XO genine ait RT-PZR iriinlerinin agaroz jel goruntusii.
K: Kontrol 6rnek, E: Endotoksin uygulanmis 6rnek, T: Taurin uygulanmis ornek,

E+T: Endotoksin ve Taurin uygulanmis 6rnek, M: Size Marker

SONUGC: Kalp dokusuna ait kontrol grubu 6érneklerde XO ekspresyonunun
varligi gozlendi. LPS uygulamasi yapilan orneklerde, Taurinin yalniz
basina uygulandigi 6rneklerde ve Taurinin endotoksin ile birlikte
verildiginde orneklerde ise yine MPO ekspresyonunun devam ettigi tespit
edildi.
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Beyin dokusunda XO enzimi ekspresyon sonucu

bpg/0.5 g
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1.7% Topvison™ LE G0 Agarose (#R0491)

(015 iaflane, Bcm length ol
TXTEE, 5 Vem, 1h

Sekil 35: Beyin XO genine ait RT-PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii.

K: Kontrol 6rnek, E: Endotoksin uygulanmig érnek, T: Taurin uygulanmis 6rnek,

E+T: Endotoksin ve Taurin uygulanmis 6rnek, M: Size Marker

SONUC: Beyin dokusuna ait kontrol grubu ©6rneklerde XO
ekspresyonunun varhigi goézlendi. LPS uygulamasi yapilan &rneklerde,
Taurinin yalniz basina uygulandigi érneklerde ve Taurinin endotoksin ile
birlikte verildiginde 6rneklerde ise yine MPO ekspresyonunun devam ettigi

tespit edildi.
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Bobrek dokusunda XO enzimi ekspresyon sonucu

bp ng/05pg
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1.7% Topvision™ LE GO Agarose (#R0491)
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Sekil 36: Bobrek XO genine ait RT-PZR iriinlerinin agaroz jel goriintiisii.
K: Kontrol 6rnek, E: Endotoksin uygulanmis 6rnek, T: Taurin uygulanmig érnek,
E+T: Endotoksin ve Taurin uygulanmis 6rnek, M: Size Marker

SONUC: Bobrek dokusuna ait kontrol grubu o&rneklerde XO
ekspresyonunun varligi gozlendi. LPS uygulamasi yapilan orneklerde,
Taurinin yalniz basina uygulandigi érneklerde ve Taurinin endotoksin ile
birlikte verildiginde 6rneklerde ise yine MPO ekspresyonunun devam ettigi

tespit edildi.
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4.2.5 MPO enziminin karaciger, kalp, beyin ve bobrek doku
orneklerinde kontrol, endotoksin, taurin ve endotoksin+ taurin

gruplarina ait RT-PZR sonuglari

Karaciger dokusunda MPO enzimi ekspresyon sonucu
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Sekil 37: Karaciger MPO genine ait RT-PZR iriinlerinin agaroz jel goriintiisii.

K: Kontrol 6rnek, E: Endotoksin uygulanmig érnek, T: Taurin uygulanmis ornek,

E+T: Endotoksin ve Taurin uygulanmis 6rnek, M: Size Marker

SONUGC: Karaciger dokusuna ait kontrol grubu orneklerde MPO
ekspresyonunun varligi goézlendi. LPS uygulamasi yapilan oOrneklerde,
Taurinin yalniz basina uygulandigi érneklerde ve Taurinin endotoksin ile
birlikte verildiginde orneklerde ise yine MPO ekspresyonunun devam ettigi
tespit edildi.
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Kalp dokusunda MPO enzimi ekspresyon sonucu

bpng/05pg
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1XTEE, 5Vem, 1 h

Sekil 38: Kalp MPO genine ait RT-PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintisii.
K: Kontrol 6rnek, E: Endotoksin uyaulanmis érnek, T: Taurin uygulanmis ornek,

E+T: Endotoksin ve Taurin uygulanmis 6rnek, M: Size Marker

SONUG: Kalp dokusuna ait kontrol grubu &rneklerde MPO
ekspresyonunun varhigi goézlendi. LPS uygulamasi yapilan &rneklerde,
Taurinin yalniz basina uygulandigi érneklerde ve Taurinin endotoksin ile
birlikte verildiginde orneklerde ise yine MPO ekspresyonunun devam ettigi

tespit edildi.
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Beyin dokusunda MPO enzimi ekspresyon sonucu
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Sekil 39: Beyin MPO genine ait RT-PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii.
K: Kontrol 6rnek, E: Endotoksin uygulanmis 6rnek, T: Taurin uygulanmig 6rnek,
E+T: Endotoksin ve Taurin uygulanmis 6rnek, M: Size Marker

SONUGC: Beyin dokusuna ait kontrol grubu o&rneklerde MPO
ekspresyonunun varhigi goézlendi. LPS uygulamasi yapilan &rneklerde,
Taurinin yalniz basina uygulandigi érneklerde ve Taurinin endotoksin ile
birlikte verildiginde 6rneklerde ise yine MPO ekspresyonunun devam ettigi

tespit edildi.
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Bobrek dokusunda MPO enzimi ekspresyon sonucu
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Sekil 40: Bobrek MPO genine ait RT-PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii.
K: Kontrol érnek, E: Endotoksin uygulanmig érnek, T: Taurin uygulanmig 6rnek,

E+T: Endotoksin ve Taurin uygulanmis 6rnek, M: Size Marker

SONUG: Bodbrek dokusuna ait kontrol grubu o6rneklerde MPO
ekspresyonunun varligi goézlendi. LPS uygulamasi yapilan o6rneklerde,
Taurinin yalniz basina uygulandigi érneklerde ve Taurinin endotoksin ile
birlikte verildiginde érneklerde ise yine MPO ekspresyonunun devam ettigi

tespit edildi.
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Tablo 15: RT-PZR sonuglarinin karsilastirmali olarak 6zeti

_: ekspresyon gézlenmedigi durum, +: ekspresyonun mevcut oldugu durum

eNOS iNOS X0 MPO

KARACIGER | Kontrol + + + ¥
Endotoksin | + + + +
Taurin + B + +
Taurin + + + +
/Endotoksin

KALP Kontrol + _ + +
Endotoksin | + + + +
Taurin + _ + +
Taurin + + + +
/Endotoksin

BEYIN Kontrol + B + ¥
Endotoksin | + + + +
Taurin + + + ¥
Taurin + + + +
/Endotoksin

BOBREK Kontrol + + + +
Endotoksin | + + + +
Taurin + _ + +
Taurin + + + +
/Endotoksin
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5. TARTISMA

Karaciger, kalp, bobrek ve beyin dokulari ile ratlarda yapilan
bu calisma, iki onemli bulgunun ortaya ¢ikmasina neden olmustur.
Birincisi; ratlara 4 mg/kg ip. endotoksin (LPS) uygulanmasi eNOS
ekspresyonu Uuzerinde etkili olmazken iINOS ekspresyonunu arttirdigi
g6zlenmigtir. Diger taraftan, bu dokularda XO ve MPO enzimlerinin
ekspresyonlarinin da endotoksin uygulandiktan sonra arttigi tespit edildi.
ikincisi; endotoksin aracilikli indiiksiyona ugrayan bu ekspresyonlarin bazi
dokularda taurin tarafindan inhibe edildigi, bazi dokularda ise taurinin etkili

olmadigi saptandi.

Lipopolisakkaritlerin ~ sistemik  olarak  uygulanmasinin
endotoksemiye ve sistemik inflamasyona neden oldugu ve periferal
dokularda bazi enzim ekspresyonlarini arttirdigi buglne kadar yapilan
calismalarda bildirilmigtir. Serbest oksijen ve nitrojen tlrevlerinin
endotoksin aracilikli doku harabiyetlerinde 6nemli rol oynadigi deneysel
olarak yapilan tum galigmalarda gosterilmistir. Endotoksin uygulandiktan
sonra sitokinlerin ve bdlgeye go¢ eden makrofajlarin aktive oldugu ve bu
hicrelerin de reaktif oksijen ve nitrojen turevlerinin olusumuna katkida
bulundugu bilinmektedir. NO, NOsentazlar tarafindan arjininden

sentezlenmektedir. "*1?°

Caligmamizda goruldugu gibi  endotoksin
uygulandiktan sonra olugsan NO’nun kaynagr eNOS degil iNOS

ekspresyonudur.

Gebska ve arkadaslar; ratlarda 2mg/kg intravendz LPS
uygulamasi sonrasi akciger, kalp, karaciger, bobrek, dalak dokularini ve
kan orneklerini ¢esitli zaman araliklarinda elde ederek eNOS ve iINOS
ekspresyonlarini  RT-PZR  yontemi ile arastirmislardir.  eNOS
ekspresyonunun LPS sonrasi sabit kaldigini, INOS ekspresyonunun ise ilk

once akcigerde olmak uzere kalp, karaciger, bobrek ve dalakta artis
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gosterdigini bildirmiglerdir. Tum dokularda mRNA ekspresyonu artisindan

2-3 saat sonra protein artisi baglamistir.*

Vos ve arkadaslari; endotoksin uygulandiktan sonraki 6.
saatte INOS ekspresyonunun hepatositlerde kuppfer hucrelerinde ve
inflamatuar hucrelerde maksimum seviyeye ulastigini gostermiglerdir. Bu
artisin endotoksin verildikten sonra olusan sitokinler araciligiyla olustugu

rapor edilmektedir.’

Thiemermann ve arkadaslari, endotoksin verildikten 6 saat
sonra serum nitrit seviyesinin 4.5 kat arttigini ve bu artisin karaciger
homojenatlarindaki iNOS aktivitesinde goérulen artis ile paralel oldugunu

rapor etmislerdir.'?®

Kirkeboen ve Strand ve bu konuda c¢alisan diger arastiricilar
yine endotoksemi sonucunda karaciger, kalp, bdbrek ve beyin gibi
dokularda iINOS aktivasyonunun gercgeklestigini ve c¢cok miktarda NO

olustugunu gdzlemislerdir.>®"1%

Daha 6nce endotoksemik hayvan modelleri ile ilgili yapilan
calismalarda, beyin, bobrek ve karacigerde INOS aktivasyonunun 6.
saatte 2 kat artis gosterdigini ve bu NO artigi ile ilgili olarak her iki dokuda

3-Nitrotirozin miktarinin yiikseldigi saptandi.'?%12°

Luiking ve arkadaslari; endotoksemiden sonra iINOS
aktivitesinin arttigini ve buna baglh olarak arjinin kullaniminin hizlandigini
ancak eNOS aktivitesinde bir dedisme olmadidini bildirmigler ve
endotoksemi  sirasinda bdbrek metabolizmasindaki degisikliklerde

eNOS’un degil INOS’un énemli oldugunu vurgulamislardir.’®
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Yine Chou ve arkadaslari; bobregin farkl bolgelerinde LPS
uygulamasi dncesi ve sonrasi iINOS ekspresyonunu incelemigler. Bobregin
korteks kisminda kontrol érneklerinde de iNOS varlidi tespit edilirken LPS
sonrasi artig anlamh bulunmamistir. Dis medullada ise, kontrolde ¢ok az
INOS ekspresyonu varken LPS sonrasi ylksek oranda artis tespit
edilmistir. ic medullada ise, kontrolde ekspresyon yiiksek iken LPS sonrasi
anlamh bir artis yoktur. Sonugta, INOS’un bdbregin degdisik boliumlerinde
normal sartlarda az da olsa devamli bir ekspresyonunun bulundugu ve
bunun bdbredin normal islevi igin gerekli oldugu yargisina variimistir.
Bobrek dokusunun farkh bolgelerinde ekspresyon durumlarinin farklilik
gosterebilecegine dikkat cekilmistir.® Biz bu calismamamizda tiim bobrek
homojenatinda c¢alistigimiz igin kontrol 6rneklerimizde iINOS ekspresyonu

tespit etmemize ragmen LPS sonrasi her hangi bir artis gézleyemedik.

Kim ve arkadaslari ise 1mg/kg ip. LPS uygulamasi sonrasi 5.
saatte fare bobrek dokusunda iINOS ekspresyonunun ve aktivitesinin
arttigini eNOS’un ise sabit kaldigini tespit etmislerdir. Ancak bdobregin
hangi bélgesinde calisildigi belirtilmemistir.®

Heemserk ve arkadaslar tarafindan yapilan c¢alismada,
insanda endotoksemi sirasinda gorulen proksimal tubdl harabiyeti
durumunda idrardan elde edilen hucrelerde renal iINOS ekspresyonun
arttigt  kanda da oOnemli miktarda NO metabolitlerinin go6zlendigi

bulunmustur.™’

Wang ve arkadasglari; 5mg/kg LPS uygulanan fare
bdbreginde meydana gelen bdbrek tubuler harabiyetinin yalniz iINOS
ekspresyonuna degil olusan superoksit radikallerine de bagli oldugunu
bildirmiglerdir. EC-SOD’ nin endotoksemi de inhibe oldugu ve bunun
superoksit artisina neden oldugu hipotezi ortaya atilmistir. Stperoksitdeki

bu artis NO temizlenmesinde artisa neden olabilir. Bobrekte serbest NO
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miktarinin azalmasi renal vazokonstriksiyona ve akut bobrek yetmezligine

neden olabilir."?

Arastiricilar ratlarda ip. LPS verilmesinden sonra, minimal
dozda (0.5 mg/kg) bile 18 saat sonunda INOS ekspresyonunun artmasi
sonucu fazla miktarda NO olustugunu ve bunun da kalbin kasiima

fonksiyonlarini azalttigini gézlemislerdir.'3'34

Yine Poon ve arkadaslari; rat kalp dokusunda LPS

uygulamasi sonrasi iINOS ekspresyonunun arttigini tespit etmislerdir.'®

Chin Liu ve arkadaslari ise endotoksin verilmis sprague
dawley ratlarin kalp, akciger ve aort doku orneklerinde western blot
yontemi ile nNOS, eNOS ve iINOS protein miktarlari incelemis ve kalpte
LPS enjeksiyonu sonrasi 1. ve 4. saatlerde eNOS miktarlarinda anlaml bir
degisim saptanamazken nNOS ve iNOS protein miktarinda 1. saatten
itibaren anlamli bir artis gozlenmigtir. Akcigerde, sonuglar ayni olmakla
birlikte INOS artigi daha yuksek duzeyde olmustur. Aortda ise nNOS
miktari neredeyse sabit kalirken eNOS ve iINOS miktarlarinda 1. saatten

itibaren artis gdzlenmistir."®

Arastiricilar, ratlarda yapilan deneysel endotoksemide iNOS
aktivitesinin arttigini ve bu artigin ge¢ ve erken donemde kardiyovaskuler

depresyona neden olugunu gdzlemislerdir.”’

Khadour ve arkadaslarinin galismalarinda; plazma nitrat/nitrit
orani kontrole goére 20 kat artmistir. Kontrol orneklerde ventrikiler
homojenatlardaki iINOS aktivitesi tespit edilebilir en alt limitteyken LPS
sonrasi 20 kat artmistir. eNOS aktivitesi ise anlamli bir degisim
gostermemigtir. Yine miyokardial ventrikullerdeki XDH (ksantin oksidazin

oncusu) aktivitesi artmigtir. (%55) yine XO aktivitesi miyokardda ikiye
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katlanmigtir. Bu c¢alismada LPS uygulanmasi sonrasi endotoksemik
ratlarda miyokardial sUperoksit Uretimi ve INOS aktivitesinin artigini

gostermistir.”’

El-Mas ve arkadaslari ise ethanol kaynakli endotoksemi

sonucu kalp dokusunda iNOS ekspresyonunun arttigini gdstermislerdir.'®

Yoshioka ve arkadaslarinin sonuglari beyin mikroglial
hicrelerinde LPS aracilikhh NO seviyesinin arttigini ve bunun iNOS
proteininin konsantrasyona bagli bir sekilde artmasi ile olugtugunu ve yine
bu Uretimin NO olusumu yolu ile negatif feedback mekanizmasi ile kontrol

altinda tutuldugu gostermislerdir.’®

Diger bazi arastiricilar da bizim bulgularimiza uygun bir
sekilde LPS yolu ile olusturulan sistemik inflamasyon sirasinda iNOS
aktivasyonunun ve ekspresyonunun degisik miktarlarda arttigini ve bu

artisin norotoksisiteden sorumlu oldugunu gostermislerdir.® 40141

Inflamasyona bag@li doku harabiyetinde reaktif nitrojen
tirevlerin yani sira reaktif oksijen turevierde énemli rol oynamaktadir.
Bunlarin iginde superoksit turevlerinin olusumundan sorumlu olan en
énemli enzim tiim dokularin endotelinde yerlesen XO enzimidir." Biz buna
dayanarak tum dokularda XO ekspresyon degisimini de incelemeyi
hedefledik. XO bir metalloflavoproteindir ve redikte ajanlari kullanarak
molekuler oksijeni suUperoksite c¢evirir ve bu sekilde serbest oksijen
radikallerinin olusumundan sorumlu tutulur.’® Ancak hiicrede bu enzimin
purin metabolizmasindan sorumlu olan XDH ve patolojik sartlarda gorev
yapan XO formlari vardir. Biz de ¢alismamizda XO ekspresyonunun tum
dokularda LPS verilmesinden sonra arttigini tespit ettik. Sonuclarimiz bu

konuda calisan diger arastiricilarin sonuglarina uygunluk gosterdi.
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Hassoun ve arkadaglari; rat akcigerlerinde 1mg/kg LPS
uygulanmasi, IL-1B ve hipoksik kosullarin XO ekspresyonuna etkisini
arastirmiglardir. LPS ve IL-1B uygulamasi sonrasi XO ekspresyonunun

arttigini gézlemislerdir.™

Brandes ve arkadaslari; rat aortlarinda yaptiklari ¢galismada
ksantin oksidaz ve NAD(P)H oksidaz aracili superoksit olusumunun
endotoksemideki rolinu arastirmiglardir. LPS uygulamasindan 12 saat
sonra vaskular superoksit miktarininin 4,7 kat arttigini ve 30 saat sonunda
da artmaya devam ettigini gostermiglerdir. 12 saat sonra NAD(P)H oksidaz
inhibitord olan Difenil iyodonyum (DPI) eklendiginde superoksit miktari
azalmig fakat ksantin oksidaz inhibitori olan oksipurinol verildiginde
degismemigtir. 30 saat sonra ise ayni inhibitorler verildiginde her 2
inhibitor de superoksit olusumunu azaltmistir. Bu da ksantin oksidazin
superoksit olugsumuna katiliminin daha ileri asamalarda oldugunu
dusundirmektedir. Yine XO mRNA’s1 kontrolde tespit edilemezken 12 saat

sonra net olarak artis gdstermistir.'?

Turkdézkan ve arkadaslari daha once yapilan bir ¢calismada
karacigerde XO enziminin aktivitesinin 4mg/kg endotoksin verilmesinden

sonra arttigini tespit etmislerdir.*?

Arastiricilar, XDH’'nin XO’ya dontsumunun gesitli virasler ve
bakteriyel lipopolisakkaritler ile dramatik bir sekilde arttigini bildirmiglerdir.
NO’nun posttranskripsiyonel olarak stperoksit radikal olusumunu XO ile
iligki kurarak duzenledigini iddia etmektedirler. Ayrica yine XO’'nun da

olusan NO’nun énemli bir regiilatérii olugunu ifade etmektedirler."

Yang ve arkadaslari 4mg/kg ip. LPS enjeksiyonu sonrasi

olusan endotoksemi modelinde renal XO araciligiyla superoksit Uretiminin
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yukseldigini ve bununda akut bobrek vyetersizligine neden oldugunu
bildirmisledir.'

Kurosaki ve arkadaslari; cesitli fare dokularinda LPS
uygulamasi sonrasi XOR ekspresyonunu western ve northern blotting
yontemleri ile arastirmiglar. Normal sartlar altinda da akciger ve
karacigerde en yuksek olmak Uzere bobrek, dalak ve kalpte de XOR
aktivitesinin bulundugunu, LPS uygulamasi sonrasi ise bu aktivitenin
arttigini belirlemislerdir. Bu artis 3 kat ile en ¢ok bobrekte tespit edilmistir.
Dalak ve karaciger bunu takip etmistir.'*?

Endotoksinler kan dolasimindaki kemoatraktan maddelerin
seviyesini arttirarak degisik organlarda noétrofillerin  infiltrasyonunu
induklemektedir. Bu, tim hayvan modellerinde gosterilmistir. MPO enzimi,
notrofillerin - oksidatif burst aktivitesinden sorumlu bir enzimdir ve

endotoksemi sirasinda ekspresyonu artmaktadir.'**

Buna dayanarak biz yine bu c¢alismamizda endotoksin

verildikten sonra tUm dokularda MPO ekspresyon duzeylerini inceledik.

Smith ve arkadaslari noétrofillerin akut inflamasyon cevabinin
aktif katihmcilari oldugunu ve bu hucrelerin en 6nemli fonksiyonlarinin
toksik ajanlari dldirmek oldugunu bildirmiglerdir ve bu konuda en etkili
ajanin  MPO’nun olusturdugu oksidanlar oldugunu gdstermiglerdir.
Notrofillerin olusturdugu bu reaktif oksidanlarin zaman zaman dokulara

infiltre olarak zarar verdigi bildirilmistir."*®
Tang ve arkadaslari endotoksemi sonucu noétrofil aracilikli

harabiyet markeri olan MPO’ nun kalp dokusunda arttigini

gozlemisledir.
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Yeh ve arkadaslari ise MPO’nun hem reaktif nitrojen hem de
reaktif oksijen turlerinin olusumundan sorumlu oldugunu ve inflamasyon
sartlarinda hem XO’nun hem NO’nun hem de MPQO’ nun dokularda ve

plazmada arttigi bildirilmistir."®

Yine Turkdzkan ve arkadaslari endotoksemi sonrasi
karaciger dokusunda MPO aktivitesinin ve buna bagl 3-NT olusumunun

artigini bildirmislerdir.™’

Beyinde serebral iskemiden sonra olusan inflamatuar hucre
infiltrasyonu araciligiyla meydana gelen beyin harabiyeti ile MPO aktivitesi
arasinda yakin bir iligki oldugu Weston ve arkadaslan tarafindan

bildirilmistir.'*

Bazi arastiricilar, bircok renal hastalikta I6kosit aracilikli
reaktif O, turevlerinin hucredeki oksidatif harabiyete katildigini ve artan
MPO aktivitesinin 6nemli bir etken oldugunu ve yine bu enzimin NO

metabolizmasi ile yakindan iliskili oldugunu bildirmisledir.'**

Gebska ve arkadaslari tarafindan yapilan bir diger ¢alismada
endotoksemi sonrasi akcigerlerde Iokosit birikimi dolayisiyla 15 dakika
icinde MPO aktivitesi artarken diger dokularda bu aktivite ancak 3 saat
sonra tespit edilmigtir. Dolayisiyla akcigerlerde gorulen erken NOS2
indUksiyonu da bu dokuda baglayan hizli nétrofil gocl sebebiyledir

denmektedir.*

Kumar ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢alismada ise MPO
nun iINOS ekspresyonu uzerine negatif etkisi oldugu gosterilmigtir. IL ile
muamele edilen rat makrofajlarinda iINOS gen ekspresyonu uyarilirken
MPO ekspresyonunun baskilandigi gozlenmigtir. Ayrica ortama MPO

enziminin eklenmesi INOS seviyelerinde azalmaya neden olmustur. MPO
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enzimi inhibitdord olan 4-aminobenzohydrazide eklenmesinin ise iINOS
artisi ile sonuglanmasi MPO’nun iNOS ekspresyonu uzerine baskilayici bir
etkisi oldugunu gostermigtir. iINOS indUksiyonu ile MPO ekspresyonu
arasinda bir iligki oldugunu ve MPO’nun dusik miktardaki NO’yu tutarak
iINOS induksiyonunu baskiladigini bulmuglardir. MPO’nun inflamasyon
bolgesindeki makrofajlarda iINOS igin bir bariyer olarak hareket etigini ve
bu sekilde toksik seviyede NO’nun  olusumunu  Onledigini

gozlemlemislerdir.™

Bu galismamizin ikinci amaci tum hucrelerde fazla miktarda
bulunan ve kukurt tasiyan bir aminoasit olan taurinin, endotoksemi
aracilikli INOS, eNOS, XO ve MPO ekspresyon degisimleri Uzerine etkisini

incelemektir.

Invivo ve invitro inflamasyon modellerinde gésterildigi gibi,
taurin Idkositler basta olmak Uzere tium vicut hicrelerinde ve inflamatuar
hicrelerde bulunan ve organizmayi inflamatuar reaksiyonlar sonucu
ortaya c¢ikan harabiyetten koruyan onemli bir aminoasittir. Daha onceki
¢alismalarda taurinin noétrofillerin fagositik yetenegini ve respiratuar burst

aktivitesini arttirarak giiclii bir antimikrobial rol oynadigi bildirilmistir.*

Daha once yapilan arastirmalarda endotoksemi (300m/kg
LPS) aracilikh hicre harabiyetlerinde taurinin tek bagina ve endotoksin ile

uygulanmasinin farkli etkilere sahip oldugu gésterilmigtir. "2

Biz bu galismamizda 300m/kg ip taurinin karaciger, kalp ve
bobrek eNOS aktivitesi Uzerinde etkisiz oldugunu ancak bu dokularin
iINOS ekspresyonlari Uzerine hem tek basina verildiginde hem de
endotoksin ile verildiginde inhibitor etkisi oldugunu goézledik. Ancak

endotoksin aracilikh beyin harabiyetinde ayni dozdaki taurinin eNOS
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uzerine etkisiz kalirken iINOS’u inhibe etmedigi ve endotoksin gibi

davrandigi gézlenmistir.

Daha o6nce yapilmig, yayinlanmamis bir ¢alismada yine ip
uygulanmig olan 300mg/kg taurin beyinde tek basina bile toksik etki
yaptigi ve bu toksik etkinin endotoksin ile birlikte verildiginde 2 kat arttigi

bu dokularda DNA ve protein oksidasyonlari dlglilerek gdsterilmistir.'?

Karpuzoglu ve arkadaglari ise, %2’lik konsantrasyonda 6
hafta sure ile icme suyuna ilave edilen taurinin karacigerde antioksidan

etki gdsterirken beyinde etkili olmadigini gzlemislerdir.®

Karaciger, bobrek ve kalp dokusunda kullandigimiz dozdaki
taurinin iINOS’u inhibe etmesi ile ilgili olan bulgularimiz diger arastiricilarin

sonuglari ile paralellik gostermigtir.

Bazi arastiricilar taurinin dnemli bir hicre koruyucusu oldugu
ve tek bilinen endojen iNOS inhibitort oldugunu ifade etmektedirler. Zhang
ve arkadaslari tarafindan, 1mg/kg LPS enjeksiyonundan sonra serbest
oksijen ve nitrojen tlrevleri aracilikli meydana gelen karaciger

harabiyetinin taurin tarafindan engellendigi bildirilmistir."*°

Hanna ve arkadaslari, taurinin invivo ve invitro olarak olugsan
ve kalp harabiyetine neden olan serbest radikallere karsi spesifik ve glglu

bir scavenger (sUpliriicii) etkisi bulundugunu bildirmislerdir.'

Pasantes ve arkadasglari ise degdisik ajanlarla olusturulan kalp

harabiyetinde taurinin bir kalp koruyucusu oldugunu bildirmislerdir.®

Egan ve arkadasglari, yaptiklar bir calismada endotokseminin

notrofil aracilikli endotel harabiyetine neden oldugunu ve endotoksemide
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tim dokulara notrofil infiltrasyonunun arttigini  bildirmiglerdir. Ancak
endotoksin uygulamasi Oncesinde taurin uyguladiklarinda natrofil
infiltrasyonunun ve doku harabiyetinin azaldi§i ancak I0kositlerin
antimikrobial fonksiyonlarinin degismedigini bildirmisler ve taurinin etkisini

eNOS degil iNOS inhibisyonu yolu ile oldugunu rapor etmislerdir.™

Endotoksemi sonucu uyarilan fagositik hdcreler, en ¢ok
karaciger, beyin, bobrek ve kalp gibi dokularda birikerek reaktif toksik
tlrevleri olusturmaktadirlar. Bu toksik tirevierden en 6énemlisi MPO-H,0,
sistemi ile olusan hipohaloz asitdir.®® Taurin bu hipohaloz asitlerle
birleserek tauroklorin olusturmakta ve tauroklorin ise NO, TNF-a gibi
proinflamatuvar  sitokinlerin ~ olusumunu  engellemekte ve INOS

transkripsiyonunu inhibe etmektedir.%® "%

Calismamizda da goruldugu gibi taurin beyin digindaki tim

dokularda iNOS’u bu yolla da inhibe etmis olabilir.

Calismamizda taurinin XO ekspresyonu Uuzerine etkisini
inceledigimizde karaciger ve kalpte tek bagina etkisiz oldugu fakat
endotoksin ile birlikte verildiginde endotoksinin etkisini arttirdigi tespit
edilmistir. Bobrek ve beyinde ise XO ekspresyonunda yalniz basina veya

endotoksinle uygulandiginda etkisiz kaldigi gozlenmistir.

Ekremoglu ve arkadaslari tarafindan, endotoksemi
durumunda uygulanan taurinin I6kositlerde XO aktivitesi Uzerinde etkisiz

oldugu gdsterilmistir.™’

Yapilan bir galismada taurinin endotoksin aracilikli karaciger
harabiyetinde etkili oldugu ve ksantin oksidaz aktivitesini hem tek bagina
hem de endotoksin ile birlikte verildiginde kontrol degerlerine dusurdigu

gosterilmistir. Ancak bu calismada XO ekspresyonu calisiimamistir.'*?
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Yaptigimiz literatlr taramalarinda taurinin XO ekspresyonu
Uzerine etkisine iliskin yapilan bir arastirmaya rastlamadik. Taurinin kalp
ve karaciger Uzerindeki XO ekspresyonunu arttirmasini fakat beyin ve
bobrekte de etkisiz kalmasini uyguladigimiz doz ile ilgili oldugunu
dusundyoruz. Bu mekanizmanin agiklanmasi igin daha ileri galismalarin

yapilmasi gerekli olduguna inaniyoruz.

Calismamizda endotoksin aracilikli  nétrofil infiltrasyon
markeri olan myeloperoksidaz uzerine tek basina taurinin ve endotoksinle
birlikte taurinin etkisini inceledik. Taurinin inceledigimiz tum dokularda ayni
endotoksin gibi davrandigini gézledik. Yani endotoksin araciikh MPO
artigi  Uzerine etkili olmadigini goézledik ki bu taurin ile c¢alisan

arastirmacilarin sonuglari ile uygunluk gostermektedir

Daha oOnce belirttigimiz gibi inflamatuar hucrelerde fazla
miktarda bulunan taurin, invivo ve invitro inflamasyon modellerinde
inflamasyon aracilikli harabiyete karsi dokuyu korumakta ve notrofil
infiltrasyonunu ve I6kosit aracilikl doku harabiyetini dnlemektedir. Ancak
bu etkisini bu hucrelerin fagositik yeteneklerini ve respiratuar burst
aktivitelerini etkilemeden yani MPO aktivitesini azaltmadan vyerine

getirmektedir.™

Sonuglarimizdan da goéruldagu gibi taurin tek basina
verildiginde etkisiz kalmakta ancak, endotoksin ile birlikte verildiginde
IOkositlerin fagositik aktivitesini degistirmemektedir. . Bu durumda taurin,
MPO ekspresyonunun azalmasini inhibe ederek endotoksin aracilikli doku
harabiyeti Uzerinde etkili olmaktadir. Bu sekilde taurin dokuda kalan
noétrofillerin antimikrobial fonksiyonlarinin devaminda etkili olmaktadir.
Daha once yapilan c¢alismalarda arastiricilar, taurinin endotokseminin

denetiminde dnemli bir etkiye sahip oldugunu 6nermektedirler.
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6. SONUC

Sonug olarak, 4mg/kg ip endotoksin uygulanmasi, karaciger,
beyin, kalp ve bobrek dokusunda eNOS ekspresyonu Uzerinde etkili olmaz
iken INOS, XO ve MPO ekspresyonlarini dokulara gore degisen
dizeylerde arttirarak serbest oksijen ve nitrojen radikalleri araciligi ile
doku harabiyetine neden olabilmektedir. Anti-inflamatuar ve antioksidan
etkisi oldugu dusunulen taurinin ise 300mg/kg dozda tim dokularda yine
eNOS ulzerinde etkili olmaz iken iINOS ekspresyonu Uzerinde inhibe edici
etkiye sahip oldugu gorulmuastir. Taurinin XO ekspresyonu uzerindeki
etkileri dokulara goére farklilik gdstermistir. MPO Uzerinde taurinin etkisi
incelendiginde ise tek basina higbir etkisinin olmadigi ancak endotoksinle
birlikte uygulandiginda endotoksine karsi aktivitesini arttirarak koruyucu rol
oynadigini gozledik. Buna dayanarak, taurinin dokularda IOkosit
infiltrasyonunu azaltabileceg@ini ancak mevcut I6kositlerin respiratuar burst

aktivitesini endotoksemiye kargi azaltmadigini dusinmekteyiz.
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7. OZET
TAURIN’IN ENDOTOKSIN ARACILIKLI eNOS, iNOS, MPO ve KSANTIN
OKSIDAZ EKSPRESYONU UZERINE ETKISI

Bu cgalismada endotoksin uygulandiktan sonraki 6. saatte
kobaylarda karaciger, kalp, bobrek ve beyin dokularina ait eNOS, iNOS,
MPO ve XO enzimlerinin ekspresyonlari incelendi. Diger taraftan bu enzim

ekspresyonlari Gzerine taurinin etkisi arastirildi.

Bu amacla kontrol, endotoksemi, taurin ve endotoksemi+
taurin olmak Uzere 4 farkli kobay grubu olusturuldu. Bunun igin 4 mg/kg
endotoksin ve 300 mg/kg taurin intraperitonel olarak uygulandi. Kontrol
grubuna ise intraperitonel serum fizyolojik verildi. Uygulamadan 6 saat
sonra ise tum gruplarin karaciger, kalp, beyin ve bobrek dokulari alindi ve
bu dokularda eNOS, iINOS, MPO ve XO enzimlerinin ekspresyonlari RT-
PCR yontemi ile tayin edildi.

Tum dokularda, endotoksin uygulandiktan sonra eNOS
ekspresyonu sabit kalirken iINOS, MPO ve XO enzimlerinin
ekspresyonlarinin arttigi goézlendi. Antiinflamatuvar ve antioksidan 6zelligi
bilinen taurinin bu enzimlerin ekspresyonlari Uzerine olan etkisi tum
dokularda arastirildi. Taurinin eNOS ekspresyonu uUzerinde higbir etkisi
gorulmezken iINOS ekspresyonunu tum dokularda inhibe ettigi goruldu.
Taurinin XO ekspresyonu Uzerine karaciger ve kalp dokusunda gdzlenen
etkisi ilgingti. Endotoksin etkisi ile artan XO ekspresyonunun taurin
verilmesinden sonra daha fazla artigi goruldu. Beyin ve bobrek dokusunda
ise taurin XO ekspresyonu uzerine etkisiz kaldi. MPO ekspresyonu ile ilgili
olarak tim dokularda birbirine benzer bulgular elde edildi. Endotoksin
aracili MPO artigi taurin verildikten sonra ayni seviyede kaldi. Taurinin
endotoksin ile birlikte verildiginde MPO olugumunu ayni duzeyde tutarak

hicreleri korumaya calistigini dusinmekteyiz.
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8. SUMMARY
THE EFFECT OF TAURIN ON ENDOTOXIN MEDIATED ENOS, INOS, MPO
AND XANTHINE OXIDASE EXPRESSION

In this study we aimed to investigate the eNOS, iINOS, MPO
and XO enzymes’ expression profiles at liver, heart, kidney and brain

tissues of rats at 6" hour after endotoxin administration.

For this purpose, guinea pigs were divided into 4 groups as;
contol, endotoxine, taurine and endotoxine plus taurine. 4 mg/kg
endotoxine and 300 mg/kg taurine was administared intraperitonally to the
animals. Only serum physiologic was adminastered to the control group.
Six hours after administration, liver, heart, kidney and brain tissues of all
groups were collected and examined the expression levels of eNOS,
INOS, MPO ve XO enzymes via RT-PCR procedure.

After endotoxin administration, INOS, MPO and XO
expressions were found to be upregulated while eNOS expression was
constant at al tissues. Taurine has been known to have anti-inflammatory
and antioxidant properties. The effect of taurine on the expression of these
enzymes was also invesigated at all tissues. It was detected that taurine
has an inhibitory effect on iINOS expression at all tissues but has no effect
on eNOS expression. The effect of taurine on the liver and heart tissues’
XO expression was interesting. The increased XO expression after
endotoxin exposure was seen to be more upregulated after taurine
administration. At brain and kidney tissues, taurine had no effect on XO
expression. Regarding to MPO expression all tissues showed similar
results. The degree of endotoxin mediated MPO increase stayed at the
same degree. We think that when taurine was applied with endotoxin, it

tends to protect cells by preventing the inhibition of MPO expression.
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