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1. GIRIS

Nitrik oksit (NO), ilk kez, endotel kaynakli gevseme faktorii olarak tanimlanan, yararli
veya zararli bir¢ok fizyolojik ve patolojik siire¢te rol oynayan Onemli bir sinyal
molekiilidiir. Memeli hiicrelerinde  vazodilasyon, trombosit agregasyonunun
inhibisyonu, sinirsel iletim ve immiin regiilasyon gibi pek c¢ok fizyolojik roli
iistlenmesine ragmen, diizenlenemeyen nitrik oksit tretimi sitotoksik etkiler
sergileyerek, DNA ve doku hasarina neden olur ve septik sok, romatoid artirit,
hipertansiyon, hiperkolesterolemi, diyabet ve kalp hastaliklar1 gibi ¢esitli hastaliklarin
patogenezine katkida bulunur (Drexler, 1999; Alexandrova ve ark., 2001).

Nitrik oksit, kii¢iik (30 kDa), membranlari kolaylikla gegebilen lipofilik bir molekiildiir.
Normal fizyolojik kosullarda yarilanma 6mrii birka¢ saniyedir ve son yoriingesinde
eslesmemis bir elektrona sahip, reaktif bir serbest radikal oldugundan DNA, protein,
tiyoller gibi pek c¢ok farkli molekiil ile kolaylikla reaksiyona girebilmektedir (Moncada
ve Higgs, 1993; Culotta ve Koshland, 1992; Bredt ve ark., 1991).

1980’de Robert Furchgott ve ekibi tarafindan, asetilkolin ile aktive edilen damar endotel
hiicrelerinden endotel kaynakli gevsetici bir faktoriin (EDRF) salindigimin
gosterilmesinin ardindan (Furchgott ve Zawadski, 1980), 1987°de Salvador Moncada ve
Lois Ignarro tarafindan, EDRF’nin nitrik oksit olabilecegine dair kanitlar ortaya
konmustur. 1992°de Journal Science tarafindan yilin molekiilii segilen (Koshland, 1992)
NO’nun biyolojik fonksiyonu ile ilgili calismalarindan dolayi, 1998’de Robert
Furchgott, Louis Ignarro ve Ferid Murad’a nobel 6diilii verilmistir (Rabelink, 1998).

Bu calismada, L-karnitinin, nitrik oksit sentezi tizerindeki etki mekanizmasinin,

indiiklenebilir nitrik oksit sentaz enzimi (iNOS) ve NFkB yolagi lizerinden arastirilmasi


http://tr.wikipedia.org/wiki/Sinyal_molek%C3%BCl%C3%BC
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sinyal_molek%C3%BCl%C3%BC
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sinyal_molek%C3%BCl%C3%BC

amaclanmaktadir. Bu amacla, makrofaj hiicrelerinin, lipopolisakkarit (LPS) ile
uyartlmasi ile INOS sentezinde artis ve NFxB yolaginda aktivasyon saglanmasi
planlanmistir. Standardize edilen bu uyarilmis makrofaj hiicre sisteminde, L-karnitinin
artan dozlarinin, NFxB yolag1 araciligiyla iNOS sentezi tizerindeki etkisinin 2 farkl

protokol ile direkt ve indirekt etki mekanizmalarinin ortaya konmasi amaglanmustir.

1.1 Nitrik Oksit Sentezi

Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan, L-arjininden iki ardisik
monooksijenaz reaksiyonu sonucunda sentezlenir. Reaksiyon sirasinda, bir molekiil
L-arjininin oksidasyonu ile olusan N"-OH-L-arjinin ara iiriinii, daha ileri oksidasyona
ugrayarak bir molekiil nitrik oksit ve L-sitriilin olusumunu gergeklestirir. Reaksiyonda
toplam olarak, 1,5 molekiil NADPH ve iki molekiil dioksijen kosubstrat olarak kullanilir
ve 1,5 molekiil NADP" ve iki molekiil su yardimer iiriinler olarak meydana gelir. Sekil

1.1°de nitrik oksit sentezi goriilmektedir (Aktan, 2004; Stuehr ve ark., 1991).

thi\( NH,* HzN\/ N-OH HzN\( 0
NH  NADPH NH  1/2 NADPH NH
e e + N=—7=O0
02 i 02 i
H,'N  COOr Hys'N  COO- Hys'N  COOr

Sekil 1.1. Nitrik Oksit Sentezi (Aktan, 2004)

Nitrik oksit sentaz enzimi amino terminalinde, hem, BH,4 ve L-arjinin i¢in baglanma
bolgeleri iceren, oksijenaz domain; karboksi terminalinde, FAD, FMN ve NADPH
baglanma bdlgeleri igeren, rediiktaz domaini igerir ve kalmodulin (CaM) baglanma

bolgesi, oksijenaz ve rediiktaz domainin birbirine baglanmasini saglar. Rediiktaz domain



icinden gecen elektron akisi, kalsiyum ve kalmodulinin baglanmasima gereksinim
gosterir. Sekil 1.2°de goriildiigii gibi, rediiktaz domaindeki NADPH, elektron dondrii
olarak rol oynar, FAD ve FMN ce¢lektronlar1 NADPH’dan alarak oksijenaz domaine
aktarir (Alderton ve ark., 2001).

Ca2+

NADPH

NADP+
g o o,

Arjinin
Oksijen

Sitriilin
NO

Sekil 1.2. Nitrik Oksit Sentazin Yapisi (Alderton, 2001)

Nitrik oksit sentaz proteini sentezlendikten sonra, CaM, FAD ve FMN’nin
baglanmasimin ardindan hem igermeyen monomer olugur. Ancak memeli nitrik oksit
sentaz enzimlerinin fonksiyonel olabilmeleri i¢in dimerik formda olmalari gerekir.
Enzimin dimerik hale gelmesi, hem molekiiliiniin baglanmasi ile miimkiin hale gelir.
Hemin oksijenaz domaine katilimi ile L-arjinin ve BH; icin baglanma bolgesi
olusturulur ve ancak bu sayede iki monomer gevsek dimer olusturabilir. L-arjinin ve
substrat analoglari, oksijenaz domainde, hemin yanina baglanirlar. BH, ve L-arjininin
baglanmasi gevsek formdan, siki ve aktif INOS dimerine gegise neden olur (Aktan,
2004 ; Chen ve ark., 2002).



Nitrik oksit sentazin, noral nitrik oksit sentaz (NNOS veya NOS ), indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz (INOS veya NOS 1) ve endotelial nitrik oksit sentaz (eNOS veya NOS 1)
olmak iizere li¢ izoformu tanimlanmistir. Bu izoformlar, ekspresyonlar1 (indiiklenebilir
ya da konstitiif), aktiviteleri (kalsyum bagimli ya da bagimsiz) ve doku dagilimlari
bakimindan ayrilirlar (Moncada ve ark., 1997). Cizelge 1.1 ve sekil 1.3’de nitrik oksit

sentaz enziminin izoformlar1 goriilmektedir.

Cizelge 1.1. Nitrik oksit sentaz enziminin izoformlari

Enzim Adi Ekspresyonu Aktivitesi Doku dagilmi
NOS1 nNOS . .
Konstitiif Ca*/Kalmodulin Beyin e ‘ilgler
Noral nitrik oksit sentaz noronal dokular
NOS2 iNOS Makrofaj,
. indiiklenebilic | Endotoksin, Sitokin k“"tg"f":
Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz on rOS_lt,
hepatosit
NOS3 eNOS
. ] Konstitif Ca*¥/Kalmodulin Endotel hiicreler
Endotelial nitrik oksit sentaz
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Sekil 1.3. Nitrik Oksit Sentaz izoenzimleri tarafindan nitrik oksit sentezi (Knowles ve Moncada, 1994).

Nitrik oksit sentaz enziminin izoformlar1 %50-60 sekans homolojisi gostermelerine
ragmen, amino terminal bolgelerinde belirgin farkliliklar vardir. Sekil 1.4’de goriildigi
gibi, eNOS’un amino terminali daha kisadir ve konsensus N-miristilasyon bolgesine
sahiptir ve miristatin baglanmasi, enzimin membran bagimli olmasina neden olur.
nNOS’un amino terminalinde, enzimin spesifik regiilasyonunda gorev alan 300

aminositlik bir bolge diger izoformlar ile ortak degildir (Knowles ve Moncada, 1994).
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Sekil 1.4. Nitrik oksit sentaz enzimlerinin primer yapisi (Knowles ve Moncada, 1994)

eNOS, endotel hiicrelerde, bazi noronlarda ve diiz kaslarda, bulunan, diisiik
konsantrasyonlarda (pikomolar aralikta) nitrik oksit sentezinden sorumlu, kalsiyum
bagimli ve konstitiif bir enzimdir (Anggard, 1994; Sessa, 2004). Fizyolojik uyarilara
cevap olarak salinan sitosolik kalsiyum, eNOS aktivitesi i¢in gerekli olan kalmodulinin
eNOS’a baglanmasini kolaylastirir ve aktivitesini artirir. Boylece eNOS, gegici kalsiyum
tiretimini saglayan agonistlere cevap olarak nitrik oksit tiretimini gergeklestirir (Gorren
ve Mayer, 1998). eNOS kokenli nitrik oksit, guanilat siklaz-siklik guanozin mono fosfat
(sGC-cGMP) yolagini aktive ederek vaskiiler diiz kas hiicrelerinin gevsemesini aktive
eder ve kan damarlarinda vazodilator olarak fonksiyon goriir, boylece kan akigini ve kan
basincini regiile eder (Huang ve Lo, 1998). Mutant eNOS knock out farelerin kan
basincinin, wild tipe gore %30 daha fazla oldugu gosterilmistir. eNOS, kardiyovaskiiler
sistemde, koruyucu rollere sahiptir. Inflamasyon ve aterosklerozda endotel hiicre
tabakasinin biitiinliigiiniin devamini1 saglayarak, endotel hiicreleri apoptotik o6liimden

korur (Haendeler ve ark., 1999).

NNOS, kalsiyum ve kalmodulin bagimli, merkezi ve periferal sinir sisteminde ve iskelet
kaslarinda, konstitiif olarak yiiksek aktivitede eksprese edilen, nitrik oksit sentazin ilk

saflastirilan izoformudur (Steinert ve ark., 2010). Noral dokularda, N-metil-D-aspartik



asit (NMDA) reseptorleri tarafindan tetiklenen kalsiyum alimi, nNOS aktivitesinin
onemli bir indiikleyicisidir (Knowles ve Moncada, 1994; Christopherson ve Bredt,
1997). nNOS konstitiif bir enzim olmasina ragmen, stres ve sinir hasari gibi fizyolojik ve
patofizyolojik uyarilar tarafindan ckspresyonu regiile edilebilen bir enzimdir. nNOS
tarafindan iretilen nitrik oksit, beyinde, davranis ve hafiza olusumu gibi fonksiyonlari
etkileyen ndromodiilator olarak, periferal sinir sisteminde ise, diiz kas kontrold,
gastrointestinal motilite ve ndéroendokrin fonksiyon gibi fonksiyonlarda yer alan bir

norotransmitter olarak gorev alir (Wang ve ark., 1999).

Mitokondriyal nitrik oksit sentaz (mtNOS), nNOS izoformunun varyantidir. Mitokondri
biyoenerjetiginin diizenlenmesinde temel rol oynayan bu enzimin varligir ve mitokondri
i¢ membrani ile iliskisi, ilk olarak 1997°de bildirilmistir. mtNOS, karaciger, bobrek ve
mesanede konstitiif olarak eksprese edilip, kalsiyum bagimli bir yolla nitrik oksit tiretir
(Giulivi, 2003). Mitokondriye kalsiyum girisinin arttigi  durumlarda, mtNOS
aktivitesinin de arttig1 goriiliir. Nitrik oksit ve siiperoksit radikalinin reaksiyonu sonucu,
intramitokondriyal olarak olusan peroksinitrit, mitokondriden kalsiyum salinimini
indiikler. Bu durum, mitokondriyi asir1 kalsiyum yiiklenmesine karst koruyan bir
feedback regiilator mekanizmanin varhigini gosterir (Ghafourifar ve ark., 1999;
Ghafourifar ve Richter, 1999; Bringold ve ark., 2000; Ghafourifar ve Richter, 1997).

1.2 Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS)

INOS, fizyolojik kosullardaki hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonlarinda kalmoduline
sikica bagli oldugundan aktivitesi kalsiyumdan bagimsiz olan, immiin ve inflamatuvar
cevaplarda yiiksek konsantrasyonda (nanomolar aralikta) nitrik oksit iiretiminden
sorumlu olan temel enzimdir. iNOS tarafindan yiiksek konsantrasyonda nitrik oksit
iiretimi, septik sok, romatoid artirit, serebral iskemi, multiple skleroz ve diyabetin dahil

oldugu pek ¢ok hastaligin patogenezinde yer alir (Anggard, 1994). Siirekli ve yiiksek



konsantrasyonda nitrik oksit iiretimi, makrofajlarin, viriis, bakteri, mantar, protozoa,
helmint ve tiimor hiicrelerine karsi sitostatik ve sitotoksik aktivite gdstermelerini saglar

(MacMuicking ve ark., 1997).

INOS, ilk kez proinflamatuvar sitokinler ve endotoksinlere cevap olarak aktivitesinin
indiiklendigi makrofajlardan izole edilmis ise de, makrofaj, nétrofil, keratinosit, renal
tiibiiler epitelyum, miyoepitelyum, adenokarsinoma, hepatosit, pankreatik adacik
hiicreleri, endotelyum, endokardiyum, mesenglial hiicreler, kardiyak miyositler, vaskiiler
diiz kas hiicreleri, uterus ve fallopi tiipii diiz kasi, fibroblastlar, kondrositler,
osteoklastlar, noronlar ve astrositler gibi pek c¢ok hiicrede iNOS ekspresyonuna

rastlanmaktadir (Nathan ve Xie, 1994; Alexandrova ve ark., 2001).

1.2.1 iNOS Ekspresyonunda Gorev Alan Uyaric1 Molekiiller

Makrofajlarda ve pek ¢ok hiicrede, indiikleyici bir olay olmaksizin, iINOS proteininin
ekspresyonunun olduguna dair herhangi bir kanit yoktur. Pek ¢ok sitokin ve mikrobiyal
tirlin, siklikla sinerjetik olarak etki ederek, iNOS ekspresyonunu stimiile eder (Nathan,
1992). iNOS ekspresyonunda yer alan uyaricilar, olduk¢a aktif bir arastirma alani
olusturmaktadir. Bakteriyel lipopolisakkarit (LPS), inflamatuvar sitokinler (IL-1p,
TNFa, IFNy)’nin yani sira, hipoksi ve oksidatif stres, INOS ekspresyonunda artisa yol
acar (Yang ve ark., 2009).

Lipopolisakkarit (LPS), gram negatif bakterilerin dis membran komponenti ve
makrofajlarin potent aktivatoriidiir. Makrofajlarin LPS ile indiiklenen aktivasyonu
sonucunda, INOS ekspresyonunda ve nitrik oksit konsantrasyonlarinda artis meydana
gelir. Yersiz yada uzayan makrofaj aktivasyonu, akut (septik sok) ve kronik (romatoid
artirid, inflamatuvar bagirsak hastaligi, kronik obstruktif akciger hastaligi) inflamatuvar
hastaliklarin patolojisinden sorumludur (Kim ve Ha, 2009). LPS, sekil 1.5’de goriildiigi
gibi, O-oligosakkarit zinciri, merkez oligosakkaridi ve bir lipid komponenti olan lipid A

yapisi igerir. O-oligosakkarid zinciri LPS’in yiizeyinde bulunur ve her bakteri tiirii i¢in



spesifik oOzellikler tasir, ancak tek basina inflamatuvar bir reaksiyon olusturamaz.
LPS’nin orta kisminda heksoz ve heptoz sekerler bulunur. Lipid A kismi, LPS’nin
etkilerini olusturan ti¢lincii yapisidir ve LPS’nin bakteri duvarina yapismasinda 6énemli

rol oynar (Scott ve ark., 2000; Raetz ve Whitfield, 2002).
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Sekil 1.5. Gram negatif bakteri dis membraninin kompozisyonu ( Raetz ve Whitfield, 2002).

LPS, makrofajlarda CD14 hiicresel reseptorii iizerinden etkisini gosterir. Bu reseptor,
transmembran bolge icermediginden, intraseliiler sinyali baglatmak igin toll benzeri
reseptor 4 (TLR 4)’e gereksinim duyar. TLR 4, LPS’in inflamatuvar cevaplari
indiiklemesi ve sinyallemeyi baslatmasi igin gereklidir. Bu reseptdr, hiicre dist
domainlerinde tekrarlayan Iosince zengin motifler tasir ve stoplazmik domaini,
interlokin-1 (IL-1) reseptor sinyal domainine homologtur, IL-1 reseptor assosiye kinaz
(IRAK)’a bagimlidir. LPS sinyallemesinde gorev alan diger bir molekiil olan miyeloid
diferansiyasyon faktér 88 (Myd 88), direkt olarak TLR 4 ile reaksiyona girerek,
TLR4’den IRAK’a baglanti saglar. IRAK, niikleer faktor kappa B (NFxB) gibi

transkripsiyon faktorlerini aktive eden bir serin protein kinazdir. IRAK, otofosforilasyon
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ile reseptor kompleksinden disosiye olur ve TNF reseptor assosiye faktor 6 (TRAF 6) ile
inhibitor kappa B kinaz (IKK)’1 aktive ederek NF«kB sinyal yolagini aktive eder ve
iNOS’un ekspresyonunun indiiklenmesine neden olur (Akira, 2000; Ulevitch ve Tobias,
1995). Sekil 1.6’da LPS sinyal yolagi goriilmektedir.
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Sekil 1.6. LPS sinyal yolagimin sematik gosterimi (Linde ve ark., 2007).

Tiimor nekroz faktor o (TNFa), T hiicreleri ve aktive makrofajlardan salinan, iNOS
ekspresyonunun indiiklenmesinde gorev alan, romatoid artirit ve iltihabi bagirsak
hastalig1 gibi kronik inflamatuvar hastaliklarin patogenezinde rol alan proinflamatuvar
bir sitokindir. p55TNF-R ve p75TNF-R diye bilinen iki farkli reseptére baglanarak
etkisini gosterir. TNFo’nin NFkB araciligiyla iNOS ekspresyonunu indiikleyebilmesi
icin sekil 1.7°de goriildiigii gibi immiin sistem hiicrelerinde bulunan p75TNF-R
reseptoriine baglanmasi gerekir. Ardindan sinyalizasyona TRAF 1 ve TRAF 2
molekiilleri dahil olur ve bu molekiillerin mitojen ile aktive olan protein kinaz (MAPK)
ile interaksiyonlar1 sonucu inhibitér kappa B kinaz (IxB kinaz) aktive olarak, NFxB
inhibitorii olan inhibitér kappa B (IkB)’nin yikimin1 ve NFxB’nin serbest kalarak

niikleusa transloke olmasini saglar. Niikleusa transloke olan NFxB, iNOS geninin
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ekspresyonunu indiikler (Regnier ve ark., 1997; Hu ve ark., 1994; Rothe ve ark., 1995;

Song ve ark., 1997).
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Sekil 1.7. TNF sinyal yolagi (Waterson ve Bower, 2004).

Interlékin 1 (IL-1), iNOS ekspresyonunun indiiksiyonununda gérevli olan diger bir

molekiildiir. Ana tretim kaynagi monosit ve makrofajlar olan IL-1’in biyolojik

fonksiyonlar1 IL-1 reseptoriine baglanmasiyla ortaya ¢ikar. Bu sinyalleme yolaginda

LPS sinyallemesine benzer sekilde, myd 88, IRAK ve TRAF 6 gorev alir. IL-1, NFkB

aktivasyonu araciligiyla iNOS ekspresyonunda gorev alir (Ling ve Recklies, 2004).

Sekil 1.8’de IL-1 sinyal yolaginda gérevli olan molekiiller goriillmektedir.
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~

Sekil 1.8. IL-1 sinyal yolagi (Ling ve Recklies, 2004).

Transforming Bilyiime Faktorii Beta Ailesi (TGF B ailesi), proliferasyon, farklilagsma,
adezyon ve apoptoz gibi pek ¢ok hiicresel olay1 regiile eden en genis sitokin ailesidir.
TGF B, INOS ekspresyonunu, stabiliteyi ve iNOS mRNA’sinin translasyonunu
azaltarak, iNOS proteininin degradasyonunu ise artirarak baskilar. Bu durum, iNOS’un
transkripsiyonel olarak regiile edildiginin kanitidir (Aktan, 2004). TGF f reseptor ailesi,
yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri géz oniinde tutularak tip I ve tip II reseptorler olmak
tizere 2 alt gruba ayrilmistir. TGF B, tip I ve tip II reseptor ciftlerine baglanir ve bunlari
birlestirerek sinyalin aktivasyonunu saglar. Tip II reseptor araciligiyla tip I reseptoriin
aktivasyonu, TGF B sinyallerinin baslamasina neden olur. Aktive olan tip I reseptor,
hiicre ¢ekirdegine sinyal tastyan SMAD proteinlerini fosforile ve aktive eder. Fosforile
olan SMAD’lar daha sonra Smad 4 ile birleserek hiicre ¢ekirdegine tasinirlar. SMAD
ailesine ait proteinler, tip I reseptor kinazlarin tanimlanmis ilk substratlaridir ve reseptor

sinyallerinin hiicre ¢ekirdegi i¢indeki hedef genlere iletiminde merkezi bir rol oynar.
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(Schmierer ve Hill, 2007; Soydz ve Ozgelik, 2007). Sekil 1.9°da TGF P sinyal yolag:

goriilmektedir.
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Sekil 1.9. TGF- sinyal yolag1 (Soydz ve Ozgelik, 2007).

Interferon y (IFN v), Jak-STAT sinyalleme yolag: aracigiyla iNOS indiiksiyonunda
gorev alan bir molekiildiir. IFNy ile aktive olan Jak-STAT sinyalleme yolagi araciligiyla,
iNOS indiiksiyonu ve NO tiretimi artar. IFNy” nin makrofaj hiicrelerinde reseptoriine
baglanmasi, janus kinazlarmn (JAK)’larin aktivasyonuna neden olur. Bu aktivasyon ile
JAK, reseptordeki tirozin gruplarimi fosforilleyerek SH2 domainleri tasiyan STAT
proteinlerinin baglanmasini saglar. STAT bir taraftan fosfotirozinlere baglanirken diger
taraftan da JAK ile fosforillenir. Aktive olan STAT reseptorden ayrilarak SH2
domainleri ile dimerize olur ve niikleusa go¢ eder. Burada hedef genlerin
transkripsiyonuna olanak saglar (Horvath, 2004). Sekil 1.10°da IFNy ile aktive olan Jak-
STAT sinyal yolag: goriilmektedir.
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Sekil 1.10. IFN v sinyal yolag1 (Arbouzova ve Zeidler, 2006)

1.2.2 iINOS Ekspresyonunun Regiilasyonu

Cesitli fizyolojik ve patofizyolojik durumlarda, nitrik oksite atfedilen onemli roller goz
Oniline alindiginda, dokularda nitrik oksit iiretiminin regiilasyonu olduk¢a onemli bir
aragtirma alani olusturmaktadir. iNOS tarafindan nitrik oksit iiretiminin yogunlugunun
ve zamanlamasiin kontrol edilmesi, nitrik oksitin fizyolojik rollerinin patofizyolojik
rollerinden daha agir gelmesi i¢in olduk¢a Onem tagimaktadir. iINOS ekspresyonu,
transkripsiyonel, posttranskripsiyonel, translasyonel ve posttranslasyonel seviyelerde

regiile edilebilir (Galea ve Feinstein, 1999).
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1.2.2.1 Transkripsiyonel Regiilasyon

INOS, major olarak transkripsiyonel seviyede regiile edilir, hiicre tipine ve uyarana bagl
olarak degisik sinyal yolaklar1 tarafindan, transkripsiyon faktorleri, aktivatorler
(protein kinaz C, tirozin kinaz, janus kinaz, raf-1 protein kinaz, mitojen ile aktive olan
protein kinazlar) ya da inhibitorler (protein tirozin fosfataz, fosfoinositid 3 kinaz) ile
aktive ya da inhibe edilebilir. INOS geninin promotor bdlgesi, pek ¢ok transkripsiyon
faktorii i¢in baglanma bolgeleri igerir. Niikleer faktor kappa B (NFkB), cAMP yanit
elemanina baglanan protein (CREB), CCAAT/Enhancer Baglayict Protein (C/EBP),
interferon regiilator faktoér-1 (IRF-1), sinyal transdiiksiyon transkripsiyon aktivatori 1
alfa (STAT- 1 o), promotor selektif transkripsiyon faktor-1 (SP-1), aktivator protein-2
(AP-2) ve aktivator protein-1 (AP-1) igin pek ¢ok baglanma bolgesi icerir (Pautz ve ark.,
2010; Murali ve Rao, 2000).

Niikleer faktor kappa B (NFkB), RAW 264.7 makrofaj ve diger hiicrelerde iNOS
ekspresyonun regiilasyonunda gorevli temel transkripsiyon faktoriidiir. Hiicre
proliferasyonunu, inflamatuvar cevaplari, hiicre adezyonunun kontroliinde yer alan
genlerin ekspresyonunu regiile eder. 1986’daki kesfinden beri pek ¢ok biyolojik siireci
kontrol edebildiginden dikkatleri {izerine toplamistir. NFxB, iNOS ekspresyonunun
inhibitorleri ve aktivatorleri igin merkezi bir hedeftir. LPS, IL-13, TNFx ve oksidatif
stres, iINOS ekspresyonunu farkli hiicre tiplerinde NFxB’yi aktive ederek indiikler
(Ghosh ve ark., 1998). Cizelge 1.2°de NFkB’nin aktivasyonuna yol agan ajanlar

goriilmektedir.
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Cizelge 1.2. NFkB Aktivatorleri

Aktivator Ornekler

IL-1, TNF-0, Lemfotoksin, IFN-y, Forbol

Sitokinler, Growth faktérler, Mitojenler esterleri. Lektinler, PDGF, VEGF

LPS, Chlamydia pneumoniae, Vaccinia virus,

Virtisler, mikroorganizmalar ve onlarin Borellia burgdorferi, Shigella dysenteriae,

driinleri Plasmodium falciparum
Fiziksel Faktorler UV, gama 1sinlari, shear stres, 1s1 soku, soguk
soku
Okside LDL, AGE, trombin, double-strand
Digerleri RNA, homosistein, hipoksi/reperfiizyon,

leptin, agir metaller, komplement xenoreaktif
natural antibodiler

NF«kB/Rel ailesi, p65 (RelA), c-rel (Rel), Rel B, NFkB 1 (p50; p105), NFxB 2 (p52;
p100)’ii igeren bes iiyeye sahiptir. Bu protein ailesi, Rel homoloji bolgesi (RHD) olarak
bilinen, proteinin N terminaline dogru lokalize olan ve dimerizasyondan, inhibitor kappa
B (IxkB) ile interaksiyondan ve DNA’ya baglanmadan sorumlu olan 300 aminoasitlik bir
bolgenin varligi tarafindan karakterize edilir (Bonizzi ve Karin, 2004). Rel A (p65),
RelB and c-Rel proteinleri, C terminallerinde transaktivasyon domaini (TD) igerirler. Bu
bolge, transaktivasyon aktivitesi icin gerekli olan, hidrofobik aminoasitler, asidik
aminositler ve serin aminoasidini igerir. p50 ve p52 ise transaktivasyon domaini
icermediklerinden transkripsiyonel aktivatorler olarak gérev yapamazlar. p105 (NFxB 1)
ve pl00 (NFkB 2), p50 ve p52 proteinlerinin inaktif prekiirsorleridir. Bu proteinler,
inaktif biiyiik polipeptidler olarak sentezlenirler ve sirasiyla 443. ve 447. aminositlerden
siirlt proteolize ugrayarak p5S0 ve p52 proteinlerini olustururlar. p50 ve p52 genellikle,

transaktivasyon domaini igeren Rel A (p65), RelB and c-Rel proteinlerinden biri ile
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homo ya da heterodimerler olusturur. p100 ve p105 prekiirsor proteinleri, bes ile yedi
arasinda ankirin tekrarlari icerir. RHD ve ankirin tekarlar1 arasinda glisince zengin bolge
(GRR) yer alir ve p105’in, p50 olusumu ile sonuglanan, ATP ve magnezyum bagimli
poteazlar tarafindan endoproteolitik yikimi igin gerekli sinyali saglar (Martin ve ark.,
2000). Sekil 1.11°de NFxB protein ailesinin yapisinin sematik gosterimi ve her

proteinin i¢erdigi aminosit sayilar1 goriilmektedir.
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Sekil 1.11. NF«B proteinlerinin sematik gosterimi (Nishikori, 2005)

NFkB, pek cok hiicre tipinde stoplazmada eksprese edilir ve aktivitesi NFxB
inhibitorleri olarak bilinen inhibitor kappa B (IxB) protein ailesi tarafindan kontrol
edilir. Uyarilmayan hiicrelerde, NFxB dimerleri, B inhibitorleri (IkB) ile kompleks
halinde stoplazmada bulunur. 1kB’ye baglanma, NFkB-IkB kompleksinin niikleusa

transloke olmasini engelleyerek NF«kB’nin inaktif durumda kalmasini saglar.

Inhibitér kB (1xB) ailesinin, 1kBa, IkBB, BCL-3, IkBeg, IkBy ve prekiirsor proteinler
p100 ve pl05 olmak iizere yedi iiyesi vardir (Sekil 1.12). Bu proteinler, 33 aminosit

iceren ankirin tekrarlari icerirler. p100 ve p105 proteinlerinin de C terminallerinde bu
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tekrarlar1 icermesi, bu proteinlerin de IkB ailesine dahil olduklarin1 gosterir (Hatada ve

ark., 1992).
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Sekil 1.12. Inhibitér kB proteinlerinin sematik gdsterimi (Nishikori, 2005)

NFkB aktivasyonu, 1kB’yi pargalayan sinyaller tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir.
Cesitli molekiiller, iNOS indiiksiyonunu IkB’nin degradasyonu araciligiyla baskilar.
H,O,, kB yikimmi ve NFkB aktivasyonunu artirirken, laktasistin, IkB yikimini
engelleyerek iNOS indiiksiyonunu bloke eder. Bu nedenle, kB yikimi, NFxB-IkB
kompleksinin  fosforilasyon/defosforilasyonu ve serbest NFkB’nin niikleusa
translokasyonu, iNOS araciligiyla nitrik oksit sentezinin regiilasyonunda 6nemli yer
tutmaktadir (Aktan, 2004).

IxB proteinlerinin par¢alanmasi, 1kB kinaz kompleksi (IKK) tarafindan fosforile
edilmeleri ile baslar. Fosforilasyon, poliubikitinasyonu baslatarak, NF«xB dimerlerinin
serbest kalmasina neden olur. Serbest kalan NF«kB niikleusa transloke olarak aralarinda

INOS’unda bulundugu pek ¢ok genin transkripsiyonunu indiikler (Baker ve ark., 2011).
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Cizelge 1.3. NFxB, IxB ve IKK Ailesinin Uyeleri

NF«xB/Rel Ailesi IxB Ailesi IKK Ailesi
IkBa,
p65 (RelA) kBB
c-rel (Rel) BCL—é IKKa
Rel B IKBe ' IKKpB
NF«kB 1(p50; p105) IkBy, NEMO (IKKYy)
NFxB 2 (p52; p100) 0100 ve p 105

NFkB sinyallemesi, klasik ya da alternatif yolak olmak iizere iki farkli sekilde
gerceklesmektedir (Bonizzi ve Karin, 2004). Klasik yolakda, IKKp subiinitesinin
aktivasyonu sonucu, IkB o’nin degredasyonu ve p50/p65’in ve p50/c-rel dimerlerinin
salinimi gergeklesir. Alternatif yolakta ise, IKK o, NFxB indiikleyici kinaz (NIK)
tarafindan aktive olur ve ardindan p100°’i fosforile eder ve p100’iin fosforilasyon ve
ubikitinasyonu sonucunda p52 olusumu gergeklesir ve p52/RelB dimerleri niiklusa
transloke olur. Bu iki NFkB aktivasyon yolagi da belirgin regiilator fonksiyonlara
sahiptir. Klasik yolak, ligandin tiimor nekroz faktor tipl/2 reseptor (TNF1/2), B-hiicre
reseptor (BCR), toll benzeri reseptor (TLR) ve interlokin 1 reseptoriine (IL-IR)
baglanmasiyla baslar. Bu yolak, kemokinleri, sitokinleri, adezyon molekiillerini
kodlayan genlerin transkripsiyonunda artisa neden olur. Alternatif yolak ise, lemfotoksin
B reseptor (LTPR), TNF ailesi resptoriine dahil olan B-hiicre aktivasyon faktorii (BAFF-
R), CD40 ve CD30’un aktivasyonu ile baslar ve lenfoid organlarin ve adaptif immiin
sistemin gelisimini regiile eder (Nishikori, 2005; Kurylowicz ve Nauman, 2008). Sekil

1.13’de klasik ve alternatif yolak goriilmektedir.




cD4oL LTalp2 BAFF LPS IL-1 TNF

TEE r aktivasyonu TEEPR aktivasyonu
100 fosfordasyom IKBo. fosforilasyonu
£ 100 ubilitinasyom TxB e ubidtinasyonu ve
proteczomal yium

Lenfoid organ ge.h;:m, Hicre survival, mflamasyon ve
adaptf trmonite

dogugtan gelen bagsdile sisterm
Alternatif Yolak Klagik Yolak

Sekil 1.13. NF«B sinyallemesinin klasik ve alternatif yolag: (Nichols, 2004).
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NF«kB, immiin ve inflamatuvar cevapta gorev alan pek ¢ok genin regiilasyonunda temel

rol oynar. Cizelge 1.4’de NF«B’nin hedef genleri yer almaktadir (Bowie ve O’Neill,

2000).

Cizelge 1.4. NFkB’nin Hedef Genleri

Hedef Gen

Ornek

Immiinomodiilator

MHC-1,MHC-II, IRF-1

Interlokinler ve Growth Faktorler

IL-1,IL-6, IL-8, TNFa, G-CSF, M-CSF, GM-
CSF, MCP-1, RANTES, MGSA/gro-a

Sitokin ve Hiicre adezyon
Reseptorleri

E-selektin, ICAM-1, VCAM-1, MAdCAM-
1, Lox-1, RAGE

Apoptoz ile Tlgili genler

A20, Al, XIAP, c-IAP1, c-IAP2

Digerleri

iINOS, COX-2, Doku faktér, PAI-1,
MnSOD, MMP-2, MMP-9, PTX3

Aktivator Protein-1 (AP-1), NF«kB ile beraber, iNOS’un ve immiin ve inflamatuvar
stireclerde gorev alan diger indiiklenebilir genlerin (COX-2, VCAM-1, ICAM-1)
ekspresyonuna aracilik eder (Aktan, 2004). Fos proteinleri (c-fos, FOS B, Fra 1, Fra 2),

jun proteinleri (c-jun, JunB ve Jun D) ve ATF proteinlerinden olusan bir transkripsiyon

faktoriidiir. Sitokinler, biiyiime faktorleri, stres, bakteriyel ve viral infeksiyonlara yanit

olarak farklilasma, proliferasyon ve apoptoz gibi hiicresel siiregleri kontrol eder (Soy6z

ve Ozgelik, 2007; Yang ve ark., 2009).

Interferon Regiilator Faktor-1 (IRF-1)’in iNOS’a baglanma bdlgesinin mutasyonu

sonucunda, LPS ile indiiklenen iNOS promotor aktivitesinin IFN vy aracilt artisinin bloke
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olmasi, IRF-1’in iNOS’un transkripsiyonel regiilasyonunda goérev aldigim

gostermektedir (Martin ve ark., 1994).

Sinyal transdiiksiyon transkripsiyon aktivatorii 1 alfa (STAT- 1 a), proliferasyon,
farklilasma, apoptoz gibi hiicresel siire¢lerde rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir.
Hiucrelerin IFN vy’ ya maruz birakilmasi, IFN y reseptor dimerizasyonuna ve kendi
tirozinlerini fosforilleyen stoplazmik janus kinazlarin (JAK) aktivasyonuna neden olur.
Janus kinazlar, STAT1’1 fosforile ve aktive eder. Farkli STAT’lar homo ya da
heterodimerler olustururlar. Aktive STAT proteinleri, iINOS gen ekspresyonunu
modifiye eder (Schindler ve Darnell, 1995).

cAMP Yanit Elemanina Baglanan Protein (CREB) ve CCAAT/Enhancer Baglayici
Protein (C/EBP), cAMP ile indiiklenen transkripsiyon faktorleridir. Yapilan
caligmalardan elde edilen sonuglar, cAMP bagiml yolaklarin, makrofaj iNOS
ekspresyonunu 5 kata kadar artirabildigini gostermistir.  CAMP aracili  iINOS
ekspresyonunun indiiksiyonu, sigan kupfer hiicrelerinde, sigan peritonel makrofajlarinda,
kemik iligi kokenli makrofajlarda ve makrofaj hiicre serilerinde gosterilmistir (Gaillard,
1992; Galea ve Feinstein, 1999). CREB, patofizyolojik durumlarda aktivitesi onemli
olglide artmasina ragmen, hem fizyolojik hem de patofizyolojik uyarilarla uyarilan, hem
konstitiif hemde indiiklenebilir bir transkripsiyon faktoriidiir (Ye ve Liu, 2001). C/EBP,
J774A.1 murin makrofajlarinda, IFN-y/LPS stimulasyonundan sonra, iNOS geninin

yiiksek transkripsiyon hizinin korunmasi igin 6nemlidir (Dlaska ve Weisss, 1999).

Kinazlar, iINOS enziminin ekspresyonunun transkripsiyonel regiilasyonunda rol
almaktadirlar. Protein kinaz C, protein kinaz A ve protein tirozin kinazlar, cesitli diger
kinazlarinda yer aldig1 kinaz kaskadini baglatirlar. Nitrik oksit {iretimini indiikleyen
uyaranlar, transkripsiyonda ve translasyonda 6nemli rol oynayan mitojen ile aktive olan
protein kinazlari (MAPK) aktive eder. MAPK grubu, P38 MAPK, P42/44 MAPK
(ERK1/ERK) ve JNK/SAPK’dan olusan kinazlarin ii¢ ailesini igerir. Kemik iligi kokenli
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makrofajlar, TNF ile uyarildiklarinda tim MAPK’lar aktive olurken, kardiyak
miyositlerin IL-1B’ya maruz birakilmasi sonucu, p38 MAPK ve p42/44 MAPK, RAW
264.7 makrofaj hiicrelerinin LPS ile uyarilmasi sonucunda P38 MAPK aktive olur ve

iNOS indiiksiyonunun regiilasyonunda gorev alir (Murali ve Rao, 2000).

Nitrik oksit, kendi sentezini transkripsiyon basamaginda regiile edebilir. Negatif
feedback regiilasyon ile fare makrofajlarinda (Weisz ve ark., 1996) ve sigan
hepatositlerinde, NFkB aktivasyonunun inhibisyonu araciligiyla iNOS’un sitokin ile
indiiklenen ekspresyonu (Taylor ve ark., 1997) ve sigan renal mezenglial hiicrelerinde,
IL-1p tarafindan iNOS ekspresyonunun indiiksiyonunu, iINOS mRNA ekspresyonunun
modiilasyonu araciligiyla artirir (Miihl ve Pfeilschifter, 1995). Bu regiilasyon, indirekt
olarak, intraseliiler cGMPdeki sekonder artig araciligiyla gergeklesir (Marumo ve ark.,
1995).

1.2.2.2 Posttranskripsiyonel Regiilasyon

Fare makrofajlarinda iNOS ekspresyonunun bilinen supresorii TGF p’dir (Vodovotz ve
Bogdan, 1994). LPS uygulanan siganlarda, farmakolojik olarak diisiik doz TGF
uygulamasi iNOS ekspresyonunu baskilamaktadir (Perella ve ark., 1996). Primer fare
peritonel makrofajlar1 ile yapilan ¢alismalar da, TGF B’nin, iNOS mRNA’sini
destabilize ettigi, INOS proteinin sentezini yavaglattigi ve yikimmi hizlandirdigi
gosterilmistir (Vodovotz ve Bogdan, 1994). Epitel ve mezenkimal hiicrelerde de TGF
tarafindan iNOS’un baskilandig1 goriilmistiir (Nathan ve Xie, 1994). Protein kinaz C a
(PKCa) ise, pankreatik B hiicrelerinde INOS mMRNA’sinin stabilizasyonunda rol oynar.
NO ve cGMP, posttranskripsiyonel olarak pozitif ve negatif feedback mekanizmalar

araciligiyla iNOS gen ekspresyonunu modiile edebilir (Aktan, 2004).
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1.2.2.3 Translasyonel ve Posttranslasyonel Regiilasyon

Nitrik oksit biyosentezi, esas olarak transkripsiyonel diizeyde regiile edilmesine ragmen,
translasyonel ve posttranslasyonel seviyelerde de kontrol edilebilir. iNOS mRNA’sinin
translasyonunun modiilasyonunda, deksametason ve sodyum salisilat gibi molekiiller

etkilidir (Bogdan, 2001).

Nitrik ~ oksit  sentezinin  posttranslasyonel  regiilasyonu, iNOS  proteininin
bulunabilirliginin kontroliiniin saglanmasi amaciyla, protein stabilitesi, dimerizasyon,
fosforilasyon, kofaktér baglanmasi, oksijen ve L-arjininin bulunabilirligi tizerindeki
etkiler aracihigryla gerceklesir (Aktan, 2004). Inflamasyonda koruyucu role sahip kalirin
ve bir makrofaj {irtinii olan NAP 110 (NOS associated protein), iNOS dimerinin
olusumunu engelleyerek iNOS’u inhibe eder (Ratovitski ve ark., 1999a; Ratovitski ve
ark., 1999b). TGF B, stabiliteyi ve iNOS mRNA’sinin translasyonunu azaltarak, iNOS

proteininin degradasyonunu artirir (Matsuno ve ark., 2001).

1.3 Nitrik Oksitin Sinyal Iletim Mekanizmasi

Nitrik oksit, fizyolojik rollerini temel olarak ¢cGMP bagimli ve cGMP bagimsiz
mekanizmalar olmak {izere iki yolla gosterir. Nitrik oksitin biyolojik aktivitesini
gerceklestirebilmek icin her iki mekanizmayr da kullandigi yapilan caligmalarla

gosterilmistir.

NO’nun esas sinyal iletim mekanizmasi, demir igeren proteinlere baglanmasi aracigiyla
gerceklesir. cGMP bagimli mekanizmalar altinda incelenen bu olaylar sirasinda, nitrik
oksit, ¢0ziiniir guanilat siklazin hem grubunun demirine baglanarak bu molekiilii aktive
eder ve ardindan GTP’nin cGMP’ye doniisiimii gerceklesir. cGMP hiicre i¢i etkilerini
protein kinaz G’ye baglanarak gerceklestirir (Ignarro ve Kadowitz, 1985; Kroncke,
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2001). cGMP seviyelerinin artist, cGMP bagimli protein kinazlar, cGMP ile regiile
edilen fosfodiesterazlar ve cGMP ile regiile edilen iyon kanallar1 olmak lizere {i¢ ana

hedef proteinin aktivitesini etkiler (Wanstall ve ark., 2005).

Nitrik oksitin sinyal iletim mekanizmasindaki temel yolak, cGMP bagimli olmasina
ragmen, pek ¢ok kan damarinda ¢cGMP bagimsiz mekanizmalar damar basincinin
azalmasina katkida bulunur. Endotel hiicrelerde ve vaskiiler diiz kaslarda, NO ve NO
donorleri tarafindan gergeklesen apoptozdan ve vaskiiler biiylimenin inhibisyonundan
cGMP bagimsiz mekanizmalar sorumludur. cGMP bagimsiz olaylar, vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin gevsemesini, kalsiyum bagimli potasyum kanallarinin ve sodyum/potasyum
ATPaz’ i aktivasyonu, sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum salinimin inhibisyonu, 20-
hidroksieikostatetraenoik asit (20-HETE) iiretiminin inhibisyonu, SHT2 G-protein
coupled reseptér sisteminin inhibisyonu, sarkoplazmik retikulum kalsiyum ATPaz
(SERCA) aktivasyonu, hiicre igine kalsiyum alimmin artirilmasi araciligiyla
gerceklestirir (Sekil 1.14). Sigan mesenterik arterlerinde, kalsiyum bagimli potasyum
kanallarinin aktivasyonu nitrik oksit tarafindan artirilir ve bu etki cGMP inhibitorii olan
ODQ tarafindan degismez. Bu durum nitrik oksitin, cGMP’den bagimsiz olarak
potasyum kanallarini aktive ettigini gosterir (Minstry ve Garland, 1998). Vaskiiler diiz
kas hiicrelerinde, nitrik oksit donérleri, SNP ve SNAP, hiicre i¢i kalsiyum diizeylerini
artirirlar ve bu etkiler cGMP inhibitorleri ve dondrleri tarafindan taklit edilemez. SNP
tarafindan platellet aktivasyonunun azaltilmasina, artan cGMP konsantrasyonlar1 eslik
etmesine ragmen, cGMP bagimsiz mekanizmalar da, nitrik oksit ile indiiklenen
antiplatellet aktiviteye, tirozinin nitrolanmasi araciligiyla protein fonksiyonlarinin

inhibisyonuna neden olarak aracilik eder (Marcondes ve ark., 2006).



26

NO ve NO Vericileri

, o . c¢GMP Bagunsiz Mekanizimalar
c¢GMP Bagumh Mekanizmalar ag i ala

PDEg GO Kalsiyum baguml potagyum kanallar: |
Sodyum/Potasyumn ATPaz |
/\ /\ Sarkoplazmik Retilkulumdan kalsiyum salinil
. , SHT2 reseptor sistem |
S'GMP cGMP GTP SERCA |
oDC |
CAMP |
PEG Tyon Kanallart
Hiicresel Ftld

Sekil 1.14. NO ve NO vericilerinin hiicredeki cGMP bagimli ve bagimsiz mekanizmalar araciligiyla sinyal
iletim mekanizmasi1 (Wanstall ve ark., 2005).

1.4 Nitrik Oksitin Organizmadaki Rolii

1.4.1 cNOS Tarafindan Uretilen Nitrik Oksitin Organizmadaki Rolii

Nitrik oksit, cNOS (konstitif nitrik oksit sentaz) tarafindan sentezlendiginde,
endotelyum bagimli gevseme, platellet agregasyonunun inhibisyonu, damar tonusunun
ve kan basmcmin diizenlenmesi, sinirsel iletim ve immunite gibi cesitli fizyolojik
stireclerin diizenlenmesinde yer alir (Hobbs ve ark., 1999). Gastrointestinal ve iiriner

sistemin fonksiyonlarinin ger¢eklesmesi i¢in 6nemli bir mediyatordiir.

Endotel bagimli gevseme sirasinda, asetilkolinin, G protein reseptorlerine baglanmasi
sonucu inositol trifosfat liretimi ve bu sayede endoplazmik retikulumdan kalsiyum

Iyonlarinin salinimi gergeklesir. Kalsiyum iyonlart ve kalmodulin kompleks olusturarak



27

nitrik oksit sentazi, nitrik oksit iiretmek {lizere stimule eder. Nitrik oksit, sekil 1.15’de
goriildiigli gibi endotel hiicrelerden komsu diiz kas hiicrelerine difiize olur ve guanilat
siklazi ¢cGMP olusturmak iizere aktive eder. CGMP konsantrasyonlarinin artis1 diiz kas
gevsemesi ile sonuglanir. cGMP hiicresel pek ¢ok islevi protein kinaz G’yi aktive ederek
tetikler. Protein kinaz G etkisini, kalsiyum ile aktive edilen potasyum kanallarini stimule
ederek, plazma membranindaki ve sarkoplazmik retikulumdaki kalsiyum-ATP az
pompasini aktive ederek ve inositol 1,4,5-trifosfat duyarli kalsiyum saliveren kanali

bloke ederek, sarkoplamik retikulumdan kalsiyum salinimini azaltarak gosterir.

Agsetilkolin Bradikinin

! Kali:iyum
"‘\\
? > % Rl
+
Endotel '
J [ca?]
&:as

Sekil 1.15. Endotel bagimli gevsemede nitrik oksitin rolii (Tiirkéz ve Ozerol, 1997)

Nitrik oksit, platellet agregasyonunun inhibisyonuna neden olarak fizyolojik siirecte
onemli rol oynar ve nitrik oksit donorleri antitrombotik etki gosterir (Anfossi ve ark.,
2001). ik kez Azuma ve ark. (1986) tarafindan EDRF’nin trombosit agregasyonunun bir
inhibitorii olabilecegi gosterilmis, Muruganandam ve Mutus tarafindan (1994) trombosit

nitrik oksit sentazi saflagtirilmistir.
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Endotel kaynakli nitrik oksit, kan basincinin diizenlenmesinde de 6nemli role sahiptir.
eNOS enziminin inhibisyonu, normal arter basincinda %40’a kadar artisa neden
olmaktadir (Rees ve ark., 1989).

eNOS tarafindan sentezlenen nitrik oksit, antiaterojenik bir faktor olarak normal damari
aterosklerozdan korur ve hayvan ateroskleroz modellerinde aterosklerotik lezyon
olusumunu inhibe eder. eNOS’un genetik defektinin ateroskleroz komplikasyonlarini
artirdig1 gosterilmistir (Aji ve ark., 1997; Kuhlencordt ve ark., 2001). Ancak, eNOS hem
nitrik oksit hem de siiperoksit anyonu olusturma kapasitesinde bir enzim oldugundan,
vaskiiler sistem iizerinde iki yonlii etkiye sahiptir (Ozaki ve ark., 2002). eNOS
tarafindan nitrik oksit olusturulabilmesi i¢in optimum diizeyde BH; bulunmasi
gerekmektedir ve pteridin metabolizmasinin bozuldugu patolojik durumlarda, eNOS
nitrik oksitten daha ¢ok siiperoksit radikali {iretir. eNOS protein diizeyleri ile pteridin
metabolizmasi arasindaki dengenin bozulmasi, eNOS’da kenetsizlenmeye neden olarak
nitrik oksitten daha ¢ok siiperoksit radikali iiretiminine yol agar (Kawasima, 2004; Ozaki
ve ark., 2002). Sekil 1.16’da eNOS’daki kenetsizleme sonucu siiperoksit radikali {iretmi

gosterilmistir.
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Sekil 1.16. eNOS’da kenetsizlenme sonucu siiperoksit radikali tiretimi (Kawasima, 2004)

Nitrik oksit merkezi sinir sisteminde, sinirsel iletim, hafiza olusumu, denge, koku alma
gibi birgok fonksiyonu etkileyen norotransmitter olarak gorev almaktadir. Ogrenme
fonksiyonunun bozuldugu durumlarda, nitrik oksit sentazin inhibe oldugu ve nitrik oksit
tiretiminin azaldig1r gosterilmistir. Periferik sinir sisteminde ise non adrenarjik non
kolinerjik  sinirleri etkileyerek, vazodilatasyon, solunum, mide ve bagirsak

fonksiyonlarimin regiile edilmesine katkida bulunur (Dawson ve ark., 1992).

Presinaptik sinir uglarindan salinan glutamat, postsinaptik néronlarda N-metil-D-
aspartik asit (NMDA) reseptoriine baglanir ve hiicre i¢ine kalsiyum giriginin artmasina
neden olur. Kalmodulin ile birlesen kalsiyum nNOS’u aktif hale getirir ve sentezlenen
NO tekrar presinaptik nérona diflize olarak glutamat salinimini sekil 1.17°de gorildigi
gibi artirir (Tiirkoéz ve Ozerol, 1997).
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Nitrik Olksit
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Sekil 1.17. Nitrik oksitin sinir sistemi {izerindeki etkileri

Nitrik oksit, gastrointestinal sistemde, mide kan akiminin artmasina neden olarak ve
mukozal korunma saglayarak oOnemli fizyolojik etkiler gosterir. S-nitroso-n-asetil
penisilamin (SNAP) gibi NO salivericileri, duodonel mukus sekresyonunu artirarak,
gastrik aside karst mukozal koruma saglar (Gaginella ve ark., 1994; Mascolo ve ark.,
1994). Ayrica, midenin besin alimi sirasinda minimum basing, maksimum gevseme
yanit1 olan adaptif gevseme fenomeninde Onemli rol oynayan bir norotransmitterdir

(Desai ve ark., 1991).

Nitrik oksit, renal kan akimi, glomerular filtrasyon, renin salgilanmasi gibi renal
fonksiyonlarin kontroliinde 6nemli bir mediyatordiir. Nitrik oksit sentezinin inhibisyonu
tim bu homeostatik mekanizmalarin fonksiyonunun degismesine Ve natriiirez
mekanizmasinin bozulmasiyla beraber, intrarenal vaskiiler rezistansda ve tiibiiler

sodyum reabsorbsiyonunda artisa yol agar (Romero ve Strick, 1993).
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1.4.2 iNOS Tarafindan Uretilen Nitrik Oksitin Organizmadaki Rolii

Nitrik oksit, fizyolojik homeostasisde yararli etkiler sergilemesine ragmen, uygunsuz
tiretimi sonucu pek ¢ok patolojik durum ortaya ¢ikmaktadir. Bundan dolayi, nitrik oksit
aktivitesini modiile eden ajanlarin terapotik degeri oldugu diistiniilmektedir. Septik sok,
miyokard kontraktilitesindeki bozukluklar, iskemi-reperfiizyon hasari, ateroskleroz,
hipertansiyon, diyabet, otoimmiin hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar, karsinogenez
ve inflamasyon gibi asir1 nitrik oksit tiretiminin katkida bulundugu patofizyolojik
durumlarda, olusumunun azaltilmasi organizma iizerinde yararli etkilere sahip

olmaktadir (Li ve Forstermann, 2000; Hobbs ve ark., 1999).

Septik  sok, miyokard kontraktilitesinde bozukluk, iskemi-reperfiizyon hasari,
ateroskleroz ve hipertansiyon, nitrik oksitin neden oldugu kardiyovaskiiler bozukluklar
arasinda yer almaktadir. Septik sokun en 6nemli belirtileri olan, kontraktil ajanlara kars1
vaskiiler yanitta azalma, hipotansiyon ve miyokard depresyonu, asir1 nitrik oksit iiretimi
sonucu meydana gelmektedir (Kirkbquen ve Strand, 1999). Sempatik sinir uyarisina
kars1 vaskiiler yanit azli1 septik sokun karakteristik bir 6zelligidir ve bu durumdan

nitrik oksit sorumlu tutulmaktadir (Gonzales ve ark., 1992).

Nitrik oksitin patofizyolojik etkilerinin goriildiigii hastaliklardan biri de diyabettir.
Aktive makrofajlardan salinan nitrik oksit, pankreas adacik hiicrelerine karsi
sitotoksikdir. Adacik hiicrelerine infiltre olan makrofajlarda, INOS aktive olur ve nitrik
oksit sentezi artar ve artan nitrik oksit pankreas harabiyetinden sorumludur (Kroncke ve
ark., 1991; Kolb ve Kolb-Bachofen, 1992). Nitrik oksit, insiilin bagimli diabetes mellitus
ile iligkili beta hiicre disfonksiyonunda yer alarak, glukoz ile uyarilan insan pankreas
adacik hiicrelerinin insiilin sekresyonu iizerinde inhibitor etkiler sergileyerek diyabetin

patolojisinde 6nemli rol oynar (Corbett ve ark., 1993).
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Nitrik oksit ¢esitli otoimmiin hastaliklarin  patofizyolojisinde de O6nemli rol
oynamaktadir. Sistemik lupus eritematozus, romatoid ve osteoartirit gibi otoimmiin
hastaligt olan bireylerin primer sinoviyal kiiltiirlerinde, endotel hiicre ve
keratinositlerinde, iINOS ekspresyonu ve nitrik oksit tretimi anlamli derecede
artmaktadir (Belmont ve ark., 1997). Nitrik oksit, romatoid artirit patolojisine TNFa

tiretiminin indiiksiyonu araciligiyla katkida bulunmaktadir (Mcinnes, 1996).

INOS ekspresyonu, pek ¢ok insan tiimdriinde ve kimyasal olarak indiiklenen hayvan
tiimdrlerinde artis gosterdiginden dolayi, kanser patogenezi igin bir gostergedir ve iNOS
ekspresyonunu selektif olarak inhibe eden bilesikler kemopreventif olarak kullanilabilir
(Surh ve ark., 2001).

iNOS araciligiyla sentezlenen NO, anjiogenezi, tiimor hiicre migrasyonunu, invazyon ve
metastazi etkileyerek tiimorogenezin baslamasina ve ilerlemesine yol agar. iINOS’un,
anjiogenezin stimulasyonunda rol oynayan, vaskiiler endotel biliylime faktoriiniin
(VEGF) ekspresyonunu upregiile ederek mikrovaskiiler yogunlugu ve tiimor gelisimini
artirdigi, INOS geninin insan kolon kanser hiicrelerine transdiiksiyonunun, VEGF
ekspresyonunda artisa neden oldugu ve L-NAME ve L-NMMA gibi NOS
inhibitorlerinin, murin ve insan tiimorlerinde kan akiminin azalmasma yol agtigt
gosterilmistir (Ambs ve ark., 1998; Andrade ve ark., 1992; Jenkins ve ark., 1995). Pek
cok calisma, nitrik oksitin tiimor gelisimi ve metastaz iizerinde pozitif etkilere sahip
oldugunu gostermistir. eNOS tarafindan sGC/cGMP yolaginin aktivasyonu kanser hiicre
migrasyonuna yol acar ve orta derecede iNOS ekspresyonu, murin pankreatik
adenokarsinoma hiicrelerinde hizli timor gelisimi ve yliksek metastatik potansiyel ile
korelasyon gosterir (Wang ve ark., 2003; Jadeski ve ark., 2000; Zhang ve Xu, 2001).
INOS-/- farelerde transplant gogiis karsinoma ve melanomalari, metastatik nodiillerin

biiyiikliigiinde azalmanin yani sira survivalda artma gostermistir (Shi ve ark., 2000).
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INOS ekspresyonu sonucu NO iiretiminin artmasi, kanser hiicre serilerinde, DNA ve
protein hasarina, DNA tamir kapasitesinde azalmaya yol agar. Nitrik oksit vericilerinin
ultraviyole ile indiiklenen pirimidin dimerlerinin giderilmesinde 6énemli olan niikleotid
kesip ¢ikarma tamir sistemini inhibe ettigi gosterilmistir (Chien ve ark., 2004). Nitrik
oksit yalniz bagina DNA ile reaktif olmamasina ragmen, nitrik oksit kokenli reaktif
nitrojen tlirleri (RNS), deaminasyon, nitrolanma, oksidasyon ve alkilasyon
mekanizmalar1 araciligiyla DNA baz modifikasyonlarina ya da DNA tamir enzimlerinin
inhibisyonu araciligryla DNA hasarina yol agabilir (Yoshie ve Ohshima, 1997; Tamir ve
ark., 1996; Dedon ve Tannenbaum, 2004). Deaminasyon, sitozinin urasile, guaninin
ksantine ve adeninin hipoksantine (Wink ve ark., 1991), nitrolanma, guaninin 8-
nitroguanin ve 5 guanidino 4 nitroimidazole doniisiimiine neden olur. 8 nitroguanin,
adenin ile yanlis eslesme yapabilir ve RNA’da 8-nitroguanin, RNS ile iliskili hiicre
hasarmin belirteci olarak kullanilabilir (Yermilov ve ark., 1995; Niles ve ark., 2001).
Oksidasyon, guaninin, peroksinitritten 1000 kat daha reaktif olan, 8-oxoguanine
doniisimiine (Uppu ve ark., 1996), alkilasyon ise, guaninin, O-6-alkilguanine
doniistimiine neden olur (Ohshima ve Bartsch, 1994; Ohshima ve Bartsch, 1999).
Cizelge 1.5°de peroksinitrit araciligila DNA’da meydana gelen baz modifikasyonlari

gorilmektedir.
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Cizelge 1.5. Peroksinit aracilt DNA hasari

Reaktif Nitrojen Tiirleri Araciligiyla DNA’da Meydana Gelen
Baz Modifikasyonlar1

Sitozin— Urasil
Deaminasyon Guanin — Ksantin
Adenin— Hipoksantin

Guanin—8-nitroguanin

Nitrolanma Guanin— 5 guanido 4
nitroimidazol

Oksidasyon Guaninin — 8-Oxoguanin

Alkilasyon Guaninin— O-6-alkilguanin

Nitrik oksit, inflamatuvar hastaliklarin gelisiminde kritik rol oynamaktadir. Kronik
inflamasyonun en siddetli doneminde, total NOS aktivitesinde sekiz kat artis goriliir ve
inflamasyon kaybolduktan 14 giin sonra, bu aktivite biiyiik 6l¢lide azalir. Aktive olan
makrofajlar tarafindan sentezlenen iNOS, nitrik oksit tiretiminin % 90’indan fazlasina
katkida bulunur (Hobbs ve ark., 1999). iNOS, Barrett 6zafagus, viral hepatit, Chron
hastaligi ve {ilseratif kolit gibi ¢ok ¢esitli inflamatuvar hastaliklarda ekspresyonu
indiiklenir ve ilseratif kolit ve Helicobacter pylori gastiritteki inflamasyon derecesi ile
korelasyon gosterir. Boylelikle, sistemik inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde, iNOS
aktivitesinin ya da iINOS protein ekspresyonunun inhibitorleri yararli etkiler

sergilemektedir (Yang ve ark., 2009; Coleman, 2001).
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1.5 Nitrik Oksitin Farkli Molekiillerle Reaksiyonlari

Nitrik oksit, bir serbest radikal olmasi sebebiyle birgok farkli molekiille kolaylikla
reaksiyona girebilmektedir ve bu etkilesim pargalanmasinda ve inaktivasyonunda 6nemli
bir yer tutmaktadir (Stamler, 1996).

Inflamatuvar reaksiyonlar sonucunda, asir1 miktarda nitrik oksit iiretiminin yaninda,
stiperoksit, hidrojen peroksit ve diger reaktif oksidanlarin iiretimi de gergeklesir. Nitrik
oksitin siiperoksit ile reaksiyonu sonucu, gii¢lii oksidasyon ve nitrolama kapasitesine
sahip, toksik ve oldukga reaktif bir molekiil olan peroksinitrit olusur (Radi ve ark.,
1993). Bu molekiil, tiyol ve siilfidril gruplarinin oksidasyonundan, tirozin ve triptofan
iceren aromatik bilesiklerin hidroksilasyon, nitrolama ve nitrozolanmasindan
sorumludur. 8-hidroksiguanin ve 8- nitroguanin olusumu gibi DNA modifikasyonlarina
neden olur ve olusan 8-nitroguanin, adenin ile yanlis eslesme yapabilir (Yang ve ark.,
2009; Quijano ve ark., 1997; Radi ve ark., 1991). Nitrik oksit tek basina, DNA’da tek
zincir kirllmalarina neden olamazken, plazmid DNA’smin nitrik oksit-siiperoksit
reaksiyonunun ara {irlinlerine maruziyeti sonucu DNA’daki tek zincir kiriklarinin
indiiklendigi gosterilmistir. Bu durum sonucunda, niikleer bir enzim olan poly ADP
riboz sentetaz (PARS) enziminin aktivasyonu, enzimin substrati olan nikotiamid
diniikleotid (NAD) tiikketiminde artma, glikoliz hiz1 ve ATP olusumunda azalma ve akut
hiicre disfonksiyonu meydana gelir (Szabo, 1996). Peroksinitritin, karbondioksit ile
reaksiyonu sonucu, oldukga reaktif nitrosoperoksokarbonat (ONOOCO,") ara {iriinii
olusur. Bu iirlin, oksidasyon ve nitrolama mekanizmalari araciligiyla bilesiklerin yap1 ve

fonksiyonunu degistirip dokularin oksidatif hasarina yol agar (Chen ve Hoffman, 1973).

Nitrik oksit, oksijen ile reaksiyona girip, nitrojen dioksit molekiiliiniin (NO3)
olusumunu, nitrojen dioksit, nitrik oksit ya da bir molekiil nitrojen dioksit ile reaksiyona
girerek nitrojen trioksit (N2O3) ve nitrojen tetroksit (N2O;) molekiillerinin ve

inflamatuvar reaksiyonlarda, hipoklorik asit (HOCI) ile reaksiyona girerek nitril kloriir
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(NO,Cl) molekiiliiniin olsumuna neden olur. Nitrik oksit ile oksijenin reaksiyonu sonucu
olusan reaktif nitrojen tiirleri, S-nitrozilasyon mekanizmasi ile, temel hiicre regiilasyon
proteinlerinde yer alan hiicresel tiyollerin, S-nitrozotiyollere (R-SNO) doniisiimiine
neden olurlar. S-nitrozilasyon bir¢ok Onemli protein igin bir posttranslasyonel
diizenleme mekanizmasidir. Sistein tiyolleri genelde ¢inko ile ¢inko parmak olusturmak
tizere kompleks yapmistir ve ¢inko parmak yapilart en yaygin transkripsiyon faktor-
DNA baglanma motifi oldugundan, S-nitrozilasyon sonucunda ¢inko-sistein baglantisi
kopmasi  sonucu, konformasyonel degisiklikler ve fonksiyonel aktivitede
modifikasyonlar meydana gelir. Transkripisyon faktoriiniin, DNA’ya baglanamamasi

sonucu gen ekspresyonu inhibe olur (Kroncke, 2001).

Hiicrede iNOS ekspresyonu sonucu, yiiksek konsantrasyonda iiretilen nitrik oksit, demir
iceren molekiillerle interaksiyona girebilir, demir siilflir igeren enzimlerin fonksiyonunu
degistirici etkiler yaratabilir. Bdylece, solunum sisteminde kompleks I ve II’'nin, ATP
sentazin, akonitazin, kreatin kinazin, siiperoksit dismutazin aktivitesini inhibe eder ve
mitokondrial DNA ve mitokondrial membranlara zarar verir. Mitokondrial solunum
zincirinin terminal kompleksi olan sitokrom ¢ oksidazin oksijen baglanma bdlgesine
baglanarak enzimi inhibe edebilir ve enzimin inhibisyonu, metabolik hipoksiye neden
olarak, hiicrede zararl etkiler sergiler (Kroncke, 2001). Nitrik oksitin, diger molekiillerle

reaksiyonlari ¢izelge 1.6°da goriilmektedir.


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Nitrozilasyon&action=edit&redlink=1

Cizelge 1.6. Nitrik oksitin diger molekiillerle reaksiyonlari
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Reaksiyon

Uriin

Hiicresel Etkileri

Stiperoksit radikali ile
reaksiyon

Peroksinitrit

Tiyol ve siilfidril gruplarinin oksidasyonu
Membran lipid peroksidasyonu
Protein oksidasyonu
Protein nitrasyonu
Nitrosoperoksokarbonat olugumu
DNA modifikasyonlari
-DNA’da tek zincir kiriklart
-8-hidroksiguanin ve 8- nitroguanin

olusumu

Oksijen ile reaksiyon

Reaktif nitrojen tiirlerinin
olusumu
2NO+ 02—> 2N02
N02 +NO— N203
N02 +N02 —>N204
NO, +HOCI — NO,CI
NO,+ RSH—RSNO

-Tiyol gruplarinin S-nitrozilasyonu sonucu
transkripisyon faktor ve DNA baglanma
aktivitelerinin ve gen ekspresyonunun
inhibisyonu

Demir igeren molekiiller ile
reaksiyon

Enzim fonksiyonlarinda degisiklik
Mitokondrial DNA ve mitokondrial
membranlarda hasar

INOS ekspresyonun artmasi ve asirt nitrik oksit sentezi, pek c¢ok patolojik olaya yol

actigindan dolayi, iNOS’u baskilayan molekiiller, antioksidan ve yararli etkilerinden

dolayr dikkatleri iizerine ¢ekmektedir. RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde, fenollerin
(Pan, M.,2000), flavonoidlerin (Kim ve ark., 1999), lipoik asit (Demarco ve ark., 2004),
resveratrol (Tsai ve ark., 1999), kafeik asit (Jung ve ark., 2008) gibi pek ¢ok antioksidan

ve antiinflamatuar etkili bilesiklerin, iNOS ekspresyonunu inhibe ettigi bildirilmistir.
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L-karnitin, inflamasyon ve immiin regiilasyonda koruyucu rolleri olan, &nemli
antioksidan 6zelliklere sahip bir molekiildiir. Oksidatif hasarin azaltilmasinda gorev alan
hiicrelerin korunmasi ve enerji metabolizmasi iizerindeki diizenleyici ve hlicre membran
fosfolipidleri tizerindeki dengeleyici etkileri araciligiyla, oksijen radikal olusumunun
baskilanmasina katkida bulunur (Bayraktar ve ark., 2008; Feller ve Rudman, 1987). Bu
nedenle ¢alismamizda, RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde nitrik oksit sentezi tizerinde

L-karnitinin etkileri arastirildi.

1.6 L-Karnitin

Kimyasal ismi “B-hidroksi-y-trimetil-aminobiitirat” olan L-karnitin (sekil 1.18), suda
¢oziinebilen, ¢ok diislik toksisiteye sahip, viicutta endojen olarak sentezlenebilen,
kuarterner bir amindir. Bir asimetrik karbon atomu oldugundan D ve L formlarina
sahiptir. Ancak dokularda sentezlenen ve metabolik olarak aktif olan formu L formudur
(Bieber, 1988).

HO 0
THS
HaC—N-+

Sekil 1.18. L-Karnitinin kimyasal yapis1 (Pettegrew ve ark., 2000)

Insanlarda bulunan L-karnitininin %75’i diyet yolu ile, %251 ise endojen biyosentez
yolu ile saglamir (Koeck ve Kremser, 2003). insan diyetindeki major L-karnitin

kaynaklari, kirmiz1 et, kiimes hayvanlari, balik ve siit {iriinleridir. Hayvansal gidalar
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azimsanamayacak miktarlarda L-karnitin icerirken, bitkisel gidalar ¢ok diisiikk oranda

icerirler (Rebouche, 1992).

L-karnitinin total viicut havuzu, normal 70 kg bir insanda yaklasik 100 mmoldiir (Engel
ve Rebouche, 1984). 1-100mM doku konsantrasyonunun tersine, dolasimda 0,05mM
seviyelerinde sirkiile edilir (Rebouche, 1992). Insanlarda iskelet kasi, toplam viicut
karnitinin % 90’indan fazlasini igerirken, karaciger ve bobrekte sadece %1,5’u bulunur
(Rebouche, 1986; Feller ve Rudman, 1987). Viicuttan atilim1 memelilerde, serbest ya da
acil formlar1 halinde idrarla olur (Bremer, 1983). Insan diyetinde bulunan L-karnitinin
neredeyse tamami absorbe edilir. Bu durum, %1’inden daha azinin idrarda bulundugunu

gosterir (Rebouche, 1986).

L-karnitin, esansiyel aminositler olan lizin ve metiyoninden sentezlenir (Rebouche ve
Seim, 1998), karbon iskeleti lizinden, metil gruplar1 ise metiyoninden gelir.
Biyosentezde gorevli olan enzimler kofaktor olarak, C vitamini, niasin, demir ve B6
vitamini kullanirlar (Elliot ve ark., 1990). L-karnitin biyosentezi sekil 1.19’da goriildigii
gibi bes enzim tarafindan gerceklestirilir ve lizinin metilasyonu, 3-hidroksitrimetillizin
olusumu, deoksikarnitinaldehit olusumu, deoksikarnitin olusumu ve Karnitinin olusumu
olmak {izere bes basamakta tamamlanir. Son basamakta, deoksikarnitin hidroksilaz
enzimi yardimiyla L-karnitin olusur. Deoksikarnitinin hidroksilasyonu sonucu
L-karnitin olusumu, karaciger, beyin, epididimis ve insanlarda ise ayrica bobreklerde
gergeklesmektedir. Kalan diger dokularda, ilgili basamaktaki enzim fonksiyonu
olmadigindan L-karnitin sentezi yapilamamaktadir (Gonen, 1999). Genellikle, viicut
kendi igin gerekli tiim karnitinini sentezleyebilir (Bayraktar ve ark., 2008; Feller ve
Rudman, 1987; Jacob ve Belleville, 1992). Siganlar, normal karnitin biyosentezi
hizlarini, e-N-trimetil-L-lizin ya da y butirobetainin yeterli miktarlarda diyetlerine
eklenmesi ile 100 kat artirabilirler (Rebouche, 1986).
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Adenozil Metionin

Askorbik
Asit
0 HyC O  Fe* HC Ho O
Hz”\N\)'\OH BN’ — H;-ﬁWJ\V[L
| A OH | . OH
NHZ HyC NH2 HaC NH2
Lizin e-N-trimetil-L-lizin B-Hidroksi-e-N-trimetil-L-lizin

NADH + H* NAD*
Askorbik Asit,

HC  on O HyC 0 HsC 0
R Fe** | + f |+ il
H3C-—!‘;l\/\)J\OH4—— HSC—["IQ ! oni Hac'—r?l\/\u,/\\H
HyC H4C HaC
L-Karnitin v-butirobetain v-Butirobetain-aldehit

Sekil 1.19. Karnitin Biyosentezi (Rebouche ve Seim, 1998).

1.6.1 L-Karnitinin Fonksiyonlari

L-Karnitin, uzun zincirili yag asitlerinin mitokondriye transportunun saglanmasi,
intramitokondriyel ve hiicresel acil KOA/KOA oranmin modiilasyonu, karbohidrat ve
lipid metabolizmasi tizerindeki koruyucu etkileri, membran biitiinliigiiniin korunmasinin
saglanmasinin yani sira, antioksidan bir molekiil olarak inflamasyonda 6nemli rollere
sahiptir (Strijbis ve ark., 2010). Yag asitlerinin oksidasyonu mitokondride gergeklesir
ancak mitokondri membrani aktive edilmis uzun zincirli agil KoA esterlerine gegirgen
degildir. Bu esterler mitokondri igine ancak L-karnitin ile reaksiyon sonucu,
acilkarnitine doniistiikten sonra girebilir ve bu reaksiyon karnitin palmitoil transferaz I
enzimi (CPT-1) tarafindan katalize edilir (Siliprandi ve ark., 1990). CPT-1, koenzim
A’dan acil gruplarinin karnitine transferini katalizleyen mitokondri dis membraninin
integral transmembran proteinidir (Foster, 2004). Agcilkarnitin, mitokondri i¢

membraninda lokalize olan acilkarnitin translokaz transporter (CACT) tarafindan



41

matrikse aliir. Karnitin palmitoil transferaz Il enzimi (CPT Il), mitokondri i¢
membraninin matriks yiizeyinde bulunan monotopik membran proteinidir ve CPT-1
tarafindan Kkatalizlenen reaksiyonu ters c¢evirir (Rufer ve ark., 2009). Bu ardisik
transesterifikasyonlar, uzun zincirli yag asitlerinin mitokondriye girisine olanak saglar.
CPT II tarafindan salinan acil KoA, beta oksidasyona girer ve asetil KoA’ya yikimi
gerceklesir (Sekil 1.20) ( Foster, 2004).

Karnitin
Acil-KoA
CoA
@ Dis Mitokondri
[ Membrani
Acil Karnitin
P A’CT I¢ Mitokondri
CPT-2 Membrani
CoA
Karnitin o
Acil-KoA oxidation

Sekil 1.20. L-Karnitin tarafindan yag asitlerinin mitokondriye tasinmasi (Rufer ve ark., 2009).

L-karnitinin, endojen ve eksojen orjinli agil KoA bilesiklerinin toksik akiimiilasyonuna
kars1 hiicreleri korur. Ag¢ilKoA/KoA oraninin artmasi, glikoz ve aminoasit
metabolizmasinda gorev alan pek ¢ok mitokondriyel enzimin inhibisyonuna yol agar ve
L-karnitin, acil gruplarinin, karacigerde katabolize edilmelerine ya da bobreklerden
idrarla atilmalarma aracilik ederek hiicresel ve 0Ozellikle intramitokondriyal
acilKoA/KoA oraninin modiilasyonunu saglar. Agil karnitinin, serbest karnitine gore
bobrek klirensinin daha hizli olmasi ve agil KoA akiimiilasyonunun pek cok enzim

aktivitesi tlzerindeki inhibitor etkisi, metabolik asidoza karsi bilesigin varsayilan
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koruyucu roliinii desteklemektedir (Bayraktar ve ark; 2008; Feller ve Rudman, 1987;
Koeck ve Kremser, 2003).

L-karnitin, birikmis organik asitler i¢in tampon gorevi istlenir. Pek ¢ok mitokondriyal
yolak tarafindan {iretilen kisa, orta ve uzun zincirli organik asitlerin koenzim A
esterlerinin, metabolize olmasi ile olusan serbest koenzim A, TCA siklusu gibi diger
metabolik olaylara katilirken, organik asitler, karnitin ile esterlesir. Normal durumlarda,
L-karnitinin organik asitler i¢in tampon olarak gorev almasi minor diizeydedir. Ancak,
diyabet, anoksi, beta oksidasyonun defekti gibi anormal durumlarda hiicre canliliginin
ve mitokondriyal fonksiyonun siirdiirilmesinde major 6nem tasir (Rebouche, 1986;

Bremer, 1983).

L-karnitin, karbohidrat ve lipid metabolizmasi {izerinde de koruyucu etkileri olan bir
biyomolekiildiir. Plazma total kolesterol, trigliserid, VLDL diizeylerini disiirticii etkileri
vardir. Kolesterol seviyelerini, HMG-COA rediiktaz aktivitesinin inhibisyonu
aracilifiyla, trigliserid seviyelerini ise, yag asitlerinin mitokondriye girisini etkileyerek
diislirir. Yapilan bir ¢alismada, streptozotosin-diyabetik si¢anlarda, artan kolesterol,
trigliserid ve TBARS seviyeleri, L-karnitin tedavisi sonucunda normale inmistir
(Mondola ve ark., 1992; Seccombe ve ark., 1987). L-karnitinin, diyabetiklerde, kan
glukoz seviyelerini diisiirdiigii ve hiicrelerde glukoz oksidasyonundaki ve kaslarda yag
diizeylerindeki diisiis araciligiyla, insiilin duyarliligini artirict etkilere sahip oldugu

bilinmektedir (Mingrone, 2004; Digiesi ve ark., 1994; Eskandari ve ark., 2004).

L-karnitinin, lipid distirticti etkilerinin yani sira, aterosklerotik plak olusumunu
engelledigi ve anti-iskemik etkiler sergiledigi gosterilmistir. Ayica hipertansif sicanlarin
aortunda, nitrik oksitin endotel iiretimi araciligiyla, endotelyum bagimli gevsemeyi
indiikledigi, diyabetik sicanlarda, nitrik oksit diizeylerini artirarak, endonéral kan akigini
artirdigi ve endotelial disfonksiyonda iyilesme sagladigi gosterilmistir (Bueno ve ark.,
2005; Spaagnoli ve ark., 1995; Sayed-Ahmed ve ark., 2004)



43

L-karnitin, hiicre membranlarinin stabilizasyonu {izerinde onemli etkilere sahiptir.
Amfilik bir molekiil oldugundan, membran lipid tabakasi ile interaksiyona girer ve
membran fosfolipidlerinin asetilasyonu araciligiyla biyomembranlar: stabilize eder (Fritz
ve Arrigoni-Mortelli, 1993). L-karnitin, trimetil amino grubunu tanima bolgesi ve
membrandaki fosfolipidler, glikolipidler ve proteinlerdeki yiiklerle direkt olarak
interksiyona giren karboksilik grubu araciligiyla, membranin negatif yiizey
potansiyelini, membrandaki reseptorlerin ekspresyonunu Yya da hiicre membraniyla
diger bilesiklerin interaksiyonunu etkileyen membran karakteristikleri {izerinde 6nemli

rol oynar (Virmani ve ark., 2003).

L-karnitin, tiim bu gérevlerinin yani sira, inflamasyon ve immiin regiilasyonda koruyucu
rollere sahip bir molekiildiir. Akut faz proteini (AGP), inflamatuvar cevabin énemli bir
immiin regilatoridiir. Buyse ve ark. (2007), L-karnitinin, noétrofil ile indiiklenen
inflamasyonu azaltan ve inflamatuvar hasarin pek ¢ok modelinde koruyucu rol oynayan
akut faz proteinlerinin (hemopexin ve plazma alfa 1 asit glikoprotein) seviyelerini
artirdigin1 gostermistir. Tavuklarda diyet ile verilen ekstra L-karnitin, immiin cavabi,
artan akut faz protein cevabi agisindan modiile etmektedir (Buyse ve ark., 2007). Sepsis
hastalarinda L-karnitin metabolizmasinin 6nemli 6l¢lide bozuldugu ve ¢ogu hastada
hiicresel seviyede L-karnitin depolarinin bosaldigi goriilmektedir. Sepsis hastalarinda
goriilen, metabolik bozuklugun gostergesi olan, yetersiz hepatik lipogenezin, azalan yag
asidi oksidasyonunun ve kas proteinlerindeki harabiyetin iistesinden gelmek i¢in, normal
L-karnitin havuzunun bulunmasi gereklidir. L-karnitinin eksikligi, sepsis sendromunun
gidisatin1 olumsuz olarak etkilemektedir. L-karnitin ayrica sepsis hastalarinda, seramid
olusumunun baskilanmas1 ve proapoptotik Fas sinyalinin transdiiksiyonunun azalmasi
ile baglantili olarak apoptoz siirecini interfere edebilir. Bu durum, L-karnitin terapisinin
sepsis sendromlu hastalarda etkili bir antiapoptotik strateji olarak kullanildigint gdsterir.
L-karnitin metabolizmasinin degismesi, septik sok ve sistemik inflamatuvar yanit
sendromu hastalarinda, ¢oklu organ hasari ve endotoksin aracili doku hasarinin

patofizyolojisine katkida bulunmaktadir. Tim bu bilgiler, normal endojen L-karnitin
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havuzunun, immiin sistemin normal fonksiyon gosterebilmesi igin gerekli bir bilesik

oldugunu gostermekedir (Famularo ve ark., 2004).

Deneysel spontan hipertansif si¢anlar ile yapilan bir ¢alismada, L-karnitinin, antioksidan
enzimlerin ekspresyonunda ve plazma total antioksidan kapasitede artisa, Kkalpte
siperoksit anyonu tiretimi ve lipid peroksidasyonunda azalmaya neden oldugu
gosterilmistir (Miguel-Carrasco ve ark., 2010). L-karnitin, hidroksil radikallerinin
olusumu Vve askorbik asidin lipid peroksidasyonunu indiiklemesi i¢in gerekli olan demiri
selatlayarak oksidatif stresi azaltir, ksantin oksidaz aktivitesini inhibe eder ve serbest
radikal yakalayicisi olarak gorev alir (Reznick ve ark., 1992; Kabaroglu ve ark., 2005).
Kan platelletlerinde reaktif oksijen tiirleri olusumu iizerinde inhibitor etkiler sergiler
(Saluk-Juszczak ve ark., 2010). Notrofiller ve inflamatuvar hiicreler tarafindan
stiperoksit tiretimini inhibe eder (Elliot ve ark., 1990). Kemirgenlerde LPS ile uyarilan
sitokin tiretimini baskilayarak, septik sok siiresince survivali artirir, dendritik hiicrelerde
ve splenositlerde, IL-6, IL-1p ve TNFa konsantrasyonlarini azaltir (Fortin ve ark., 2009;
Ruggiero ve ark., 1993). S. Aurens ile stimule edilen insan polimorfoniikleer beyaz kan
hiicrelerinde, TNF a’nin ex vivo salinimini inhibe eder (Alesci ve ark., 2004). Gastrik
mukozada, reaktif oksijen tiirleri tarafindan indiiklenen stresin zararh etkileri iizerinde
koruyucu role sahiptir (lzgut-Uysal ve ark., 2004). Karragen ile indiiklenen murin
inflamasyon modelinde, makrofaj ve graniilositlerin yasa bagli olarak bozulan fagositik
ve kemotaktik fonksiyonlarini onarir. Diizenlemeyen ROS iiretimi, hiicre hasarini ve
nekroz ya da apoptoz siirecini baslatan major faktdr oldugundan, bu bilgiler,
yaglanmanin fizyolojik siireci ile baglantili olarak, ROS iiretimindeki artisin
baskilanmasi a¢isindan normal L-karnitin metabolizmasinin korunmasinin pek ¢ok hiicre
ve dokuda onemli rolii oldugunu gosterir. Diger taraftan, akut inflamatuvar siirecler
boyunca, geri doniisiimsiiz hasara karsi dokulari korumay: hedef alan endojen bir

mediatordiir (Famularo ve ark., 2004; Izgut-Uysal ve ark., 2004).
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1.7 Amag

Nitrik oksitin, fizyolojik ve patofizyolojik olaylarda rol oynadigi bilinmektedir. 3 farkli
izoformu olan nitrik oksit sentaz ailesi tarafindan sentezlenen nitrik oksit, konstitiif NOS
tarafindan sentezlendiginde fizyolojik siireclerde rol oynarken, iNOS tarafindan asiri
miktarda sentezlendiginde patofizyolojik olaylara neden olmaktadir. INOS ekspresyonun
artmast sonucunda pek ¢ok patolojik olay meydana geldiginden, antiaterosklerotik,
antiinflamatuvar ve antikanserojen etkili bilesiklerin etki mekanizmalarinin ortaya

konmasinda, iNOS aktivitesi ve iNOS protein sentezi onemli bir yer tutmaktadir.

L-Karnitinin, antioksidan etkilere sahip oldugu, cesitli hiicrelerde apoptozu engelledigi,
antioksidan enzimlerin konsantrasyonunu artirdigt ve oksidatif stres belirteglerini

disiirdiigii bilinmektedir.

Bu ¢alismada amag, LPS ile aktive edilmis makrofaj hiicrelerinde L-karnitinin nitrik
oksit sentezi tizerindeki etki mekanizmasini, NFkB yolagi ve iNOS protein ekspresyonu
tizerindeki etkileri araciligiyla agikliga kavusturmaktir. Bu amagla, RAW 264.7 murin
makrofaj hiicre serisi se¢ilmistir. Bu hiicrelerin se¢ilme sebebi, NF«B iizerinden, iNOS
enzim ekspresyonunun caligilabilecegi en uygun hiicre serisi olmasidir. Boylece,
calismamizda, makrofaj hiicreleri, LPS ile uyarilip, iNOS sentezinde artis ve NFxB
yolaginda aktivasyon saglanmasi planlanmistir. Standardize edilen bu uyarilmig
makrofaj hiicre sisteminde, L-karnitinin artan dozlarinin NF«B yolag: araciligiyla iNOS
sentezi lizerindeki etkisi arastirilmistir. L-karnitinin 2 farkli protokol ile direkt ve

indirekt etki mekanizmalar1 ortaya konmasi amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1 Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre (Spectramax), santirifiiy (Beckman Coulter), poliakrilamid jel
elektroforezi (EC 120), western blot modiilii (EC 140), steril kabin (Holten Lamin Air),
CO; Inkiibatorii (Sanyo), otomatik pipetler (Gilson), su banyosu (Niive), magnetik
karistirict (Velp Scientifica), pH metre (Sesa 1400), -20 °C ve -80 °C derin dondurucular
(Heto, Sanyo, Bosch), buzdolab1 (Argelik), vorteks (Heidolph), elektronik terazi (Mettler
Toledo), luminometre (Berthold detection systems), ¢alkalayici (Labnet International),
giic kaynagi1 (EC 250-90), inverted mikroskop (Leica) kullanildi.

2.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

RPMI 1640 medium, fetal bovine serum, penisilin/streptomisin, L-glutamin, PAA
firmasindan, siilfanilamid, naftiletilen diamine, bisakrilamid, leupeptin, pepstatin,
PMSF, triton X100, APS, BSA, glisin, PBS, monoklonal anti-p-aktin antibodi, L-
karnitin hidroklorid, sigma fast 5-bromo-4-chloro-3-indol phosphate/nitro blue
tetrazolium tablets (BCIP/NBT alkaline phosphatazse substrate), thiazol blue tetrazolium
bromide (MTT), DMSO, aminoguanidine hydrochloride Sigma’dan, akrilamide, tris
bazi, Hepes, DTT, TEMED, tween 20, Scharleu’dan, SDS ve coomasie brilliant blue
Fluka’dan, EDTA, EGTA, KCI, FNa, NaVQO,4, Na;Mo,, brom fenol blue, Merck’den,
methanol, LabScan Analytic Science firmasindan, purified Mouse anti-INOS/NOS Type
I, BD Transduction Laboratories’den, antimouse 1gG (H&L) AP conjugate, luciferase
assay substrat, luciferase assay buffer, reporter lysis buffer Promega’dan, glacial acetic

acid, H3PO4, Riedel-de Haen’den, optimem Gibco’dan, BenchMark Prestained protein
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ladder, lipofectamine 2000 reagent Invitrogen’den, NF-kb plazmidi Clontech

firmasindan temin edildi.

2.3 Kullanilan Hiicre Serisi

Calismalarimizda, Prof. Dr. Beatris de Las Heras Polo (Complutense University, Faculty
of Pharmacy, Department of Pharmacologia) tarafindan hediye edilen RAW 264.7

makrofaj hiicre serisi kullanildi.

2.4 istatiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmeleri SPSS 16.0 istatistik programi ile One
way Anova Varyans Analizi Testi kullanilarak yapildi. Tiim denemeler en az ii¢

bagimsiz deneme, ti¢ tekrarli olarak yapildi. p<0,05 anlaml kabul edildi.

2.5 Kullanilan Yontemler

2.5.1 Hiicre Kiiltiirii

RAW 264.7 makrofaj hiicreleri, 75cm?’lik flasklarda, 37°C’de, %5 CO; ile doyurulmus
havada, %1 L-glutamin, %1 penisilin-streptomisin antibiyotikleri ve fetal sigir serumu
(%10) iceren RPMI 1640 hiicre kiiltiir besiyerinde ¢ogaltildi. Steril fetal sigir serumu,
RPMI 1640 besiyeri igine eklenmeden Once, 60°C su banyosunda 30 dakika 1s1 ile
inaktive edildi. Hiicreler %80 yogunluga ulastiklarinda kaziyici ile kazinarak pasaj
yapildi.
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2.5.2 Hiicre Sayim ve Canh Hiicrelerin Belirlenmesi

Deneylerimiz sirasinda, 6’11 ya da 96’11 plaklara ekim yapilmadan 6nce, her kuyuya esit
sayida canli hiicre ekmek amaciyla tripan mavisi kullanilarak neubauer laminda hiicre
saymmi yapildi. Neubauer lami, iki 6zdes bolmeye sahip ve sayma bolmesinin derinligi
0,1mm, bdlmelerin alani 1mm?, hacmi 0,2mm? olan bir lamdir. Tripan mavisi, sadece
hiicre membran gegirgenliginin bozuldugu durumlarda membrandan gegebilen non vital
bir boyadir. Boylelikle hiicrelerin tripan mavisi ile muamelesi sonucunda, canli hiicreler
boyanmazken 6lii hiicreler maviye boyanir ve mikroskopta neubauer laminda maviye
boyanmayan canli hiicrelerin sayimi yapilir (Strober, 2001). Calismamizda, bu amagla,
20 pl hiicre siispansiyonu esit hacimde tripan mavisi ile karistirildi ve canli hiicre sayisi

asagidaki formiil yardimiyla hesaplandi.

1ml (1cm®)’teki hiicre sayis1 = 0,1mm?®’teki hiicre sayis1 x dilusyon faktorii x 10°*

2.5.3 Hiicre Canhlik Testi

Caligmalarimiz ~ sirasinda, hiicrelerin  canliligmmin  belirlenmesi amaciyla 3-(4,5-
dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrozolium bromide (MTT) testi yapildi. Bu test,
tetrazolyum boyasmnin, canli hiicrelerdeki mitokondrial bir enzim olan siiksinat
dehidrogenazla verdigi tepkimeler sonucunda indirgenmesiyle olusan, formazan
maddesinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi esasina dayanir. MTT, hiicrelere aktif
olarak absorbe olan sar1 renkli bir boyadir. Saglam hiicrelerde mitokondri tarafindan bu
boyanin tetrozolyum halkasi pargalanirsa, mavi-mor renkli suda ¢oziinmeyen formazan
maddesi olusur. Hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi hiicre canliliginin 6lgiitii olarak
kabul edilir ve MTT analizi sonucunda elde edilen boya yogunlugu, canli hiicre sayisi ile

korelasyon gosterir (Mosmann,1983).
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Calismamizda, MTT boyas1 final konsantrasyonu 2mg/ml olacak sekilde RPMI 1640
besiyerinde ¢oziildii. Hiicrelerin {izerindeki besiyeri atildiktan sonra, 96’lik plakta her
kuyuya 20ul MTT ¢ozeltisi ve 100ul besiyeri eklenerek 37°C’de, CO; inkiibatoriinde 1
saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda hiicrelerin iizerindeki besiyeri-MTT karisimi
atildi ve canli hiicrelerde olusan formazan kristallerinin, 100 pl DMSO eklenerek
¢oziinmesi saglandi. Birka¢ dakika iginde 550 ve 690nm’de spektrofotometrede
absorbans olgiildii (Loosdrecht ve ark., 1994). Yapilan denemeye bagli olarak, LPS
uygulanan gruptaki ya da kontrol grubundaki hiicreler %100 canli kabul edildi (Lee ve
ark., 2009).

2.5.4 Nitrit Ol¢iimii

Hiicre dis1 slipernatanlarinda nitrit diizeyleri Griess metoduna gore belirlendi. Griess
reaktifi, %5 fosforik asit ic¢inde hazirlanmis %1 siilfanilamid ve 0.1 %
naftiletilendiaminin esit hacimlerde karistirnlmasi ile hazirlandi. RAW 264.7
hiicrelerinin siipernatanlar1 esit hacimde Griess reaktifi ile karistirildi ve 10 dakika oda
sicakliginda inkiibasyonun ardindan olusan rengin 550 nm’de verdigi absorbans
mikroplaka okuyucuda o6lg¢iildii (Schmidt ve Kelm, 1996). Siipernatanlardaki nitrit
konsantrasyonlarr, sekil 2.1’de gosterilen Sodyum nitrit standart egrisi ile

karsilastirararak belirlendi.
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Sekil 2.1. Nitrit Standart Grafigi

2.5.5 Western Blot Analizi

LPS (1pg/ml) ile nitrik oksit sentezi indiiklenen RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde,
L-karnitinin iNOS protein ekspresyonu iizerindeki etkisi western blot analizi ile

degerlendirildi. Bu amagla, asagidaki deney prosediirii izlendi.

1. Esit miktarda protein igeren hiicre ekstraktlar1 hazirlandi. Bu amagla, tripan
mavisi ile Neubauer laminda sayim isleminin ardindan, 6’11 plaklarda her kuyuya
2 x 10° hiicre ekildi ve 37°C’de %5 CO; igeren etiivde bir gece inkiibasyonun
ardindan hiicreler 6nce L-karnitin (7,5-14mM) ile 20 saat inkiibasyona birakildi
ve ardindan LPS (1pg/ml) ile 20 saat nitrik oksit sentezi indiiklendi. Inkiibasyon
sonunda, hiicrelerin {izerindeki besiyeri atildi ve soguk PBS ile 2 kez yikandi.
Cizelge 2.1°de igerigi ve hazirlanist gosterilen 200ul lizis tamponu iginde

hiicreler kazindi.
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Cizelge 2.1. Lizis tamponunun igerigi

Kimyasal Stok Eklenen Final
Madde Konsantrasyonu Hacim Konsantrasyonu
Hepes 1M 40ul 10mM
EDTA 0,1M 40 ul 1mM
EGTA 0,1M 40 ul 1mM

KCI M 40 ul 10mM
DTT 0,1M 40 ul 1mM
NaF 0,5M 40 ul 5mM
NaVo, 0,5M 40 ul 1mM

Na,MO, M 8ul 10mM

Leupeptin Img/ml 40 pl 10ug/ml

Pepstatin Img/ml 40 pl 4 pg/ml
PMSF 1mg/ml 40 ul 10 pg/ml

Distile su 3592ul

Toplam Hacim 4000 pl

Elde edilen lizat ependorflara alindiktan sonra buz iizerinde 15 dakika inkiibasyona
birakildi. Ardindan 10ul triton X 100 (%210) eklendi, 8 saniye vorteks ve 13.000 rpm’de
4°C’de 30 saniye santrifiij yapild1 (D1"az-Viciedo ve ark., 2008). Elde edilen siipernatan
sitosolik ekstre olarak kullanildi ve sitosolik ekstrede Bradford metoduna gore protein
tayini yapildi (Bradford, 1976). Western blot analizi i¢in hiicrelerin hazirlanma

basamaklari sekil 2.2.’de sematize edilmistir.

&1tk plaklarda kuyu bagina

L -fearnitin (7.5- 14mM LS (lugfml) ile 20 saat nitrik
26108 hicre chir ve 24, il ) (lugfml) e 20 sadt aite

ile 20 saat inkibasyon * oksit firetiminin stimulasyonu

saat 37%C de inkibe edilir, / \

Hiicre digt siipernatanlarda  Hiicrelerin PES ile 2 kez
nitrit tayint yikanmasinin ardindan lizig
edilmesi

satitrifil) (13.000rpm, 30sn)

Sipernatanda protein tayini ve
western blot analizi

Sekil 2.2. Western Blot analizi i¢in hiicrelerin hazirlanma basamaklarinin sematize edilmesi
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Bu ekstraktlarm %6,5’luk  SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile molekiil
biiyiikliikklerine gore ayrilmalari saglandi. Bu amagla, esit miktarda protein igeren
ornekler, ¢izelge 2.2°de gosterildigi gibi hazirlanan yiikleme tamponu ile karistirildi ve
100°C’de 4 dakika denatiire edildi. Esit miktarda protein (100ug), %6,5’luk SDS-
PAGE’e yiiklendi ve 100V’da 1,5 saat jelde yiiriitiildii. %6,5’luk jelin hazirlanisi ¢izelge
2.3’de gosterilmektedir.

Cizelge 2.2. Yiikleme tamponunun (Laemmli Buffer) hazirlanist

Kimyasal Madde Konsantrasyon/Miktar
Tris 1,25M (pH 6,8)
Brom fenol blue 05¢g
SDS 10g
Gliserol 50ml

Hazirlanan ¢ozelti distile su ile 100ml’ye tamamlandi,
ImlI’lik ependorflara boliinerek -20°C’de saklandi. Her
kullanimdan 6nce 77,lmg DTT eklenerek 37°C’de ¢oziildii
ve 1/ 5 oraninda seyreltilerek ornekler {izerine eklendi.

Cizelge 2.3. SDS PAGE i¢in hazirlanan jel ve tampon igerikleri

Separating Jel | %30 Akrilamid/Bisakrilamid 3,25ml
(%6,5) 1,5M Tris HCI pH 8,8 3,8ml
%10 (w/v) SDS 150ul
Deiyonize su 7,7ml
%30 (w/v)Amonyum persiilfat 50 pl
TEMED 15 ul
Stacking Jel | 9430 Akrilamid/Bisakrilamid 1,7 ml
1M TrisHCI pH 6,8 1,25 ml
%10 (w/v) SDS 100 pl
Deiyonize su 6,8 ml
%30 (w/v)Amonyum persiilfat 33,3ul
TEMED 10ul
Elektroforez ) o
Tamponu (5X) | 125mM Tris, 1250mM Glisin, %0,5 (w/v) SDS
(pH 8,3)
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2. Nitroselilloz membrana transfer edilerek blotlama islemi yapildi. Bu amagla,
elektroforez tamamlandiktan sonra jeller camlardan ¢ikartildi ve 25mM Tris,
0,192M glisin, %20(v/v) metanol, 0,59 SDS igeren transfer tamponunda, 10
dakika oda sicakliginda orta hizda c¢alkalanarak dengeye getirildi. SDS-PAGE
sonucu elde edilen jel boyutunda kesilen nitroseliilloz membran, blotlama
sirasinda  kullanilacak siingerler ve filtre kagitlari birka¢ dakika transfer
tamponunda 1slatildi ve western blot modiiliiniin kullanma talimatina uygun
sekilde katottan anoda dogru, siinger, filtre kagidi, jel, membran, filtre kagidi ve
iki slinger {iist tiste konarak ve arada hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edilerek
sandwich yapildi ve 4 saat 15V’da transfer yapildi. Transferden sonra jel
coomassie blue boyasi ile boyanirken, membran ponseu S ile boyandi. Jelde bant
goriilmeyip, membranda goriilmesi, transfer igsleminin basarili oldugunu gosterdi.

Membran distile su ile yikanarak ponseu S’den temizlendi.

3. Membran bloklama islemine tabi tutuldu. Bu amagla, blotlama sonrasinda,
TBS’de 5 dakika orta hizda calkalanarak yikanan membran, ardindan %1 BSA
iceren TBS tween ¢ozeltisinde oda sicakliginda 1,5 saat diisiik hizda ¢alkalanarak

bloklama yapildi.

4. Primer antikor (Mouse anti-iNOS/NOS Type II antibody) ile inkiibasyon
asamasinda, anti iINOS primer antikor, bloklama tamponu igerisinde 1:2500
seyreltildi ve membran ile +4°C’de bir gece diisiik hizda g¢alkalanarak inkiibe
edildi. inkiibasyon sonunda iicer kez, beser dakika TBS tween de orta hizda
calkalanarak yikandi.

5. Sekonder antikor (Anti-Mouse IgG (H+L), AP Conjugate) ile 1 saat orta hizda
calkalanarak, oda sicakliginda inkiibe edildi. Sekonder antikor, bloklama
tamponu iginde 1:2500 seyreltildi ve membran ile inkiibe edildi. Ardindan TBS
tween ¢ozeltisi ile yiiksek hizda calkalanarak 45 dakika yikandi.
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6. Membran Sigma’dan temin edilen BCIP/NBT (5-bromo-4-kloro-3-indol
fosfat/nitro blue tetrozolyum) tabletlerinin sudaki ¢ozeltisi ile karanlikta 5 dakika
inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda mor renkli bantlar gdzlendi. Distile su ile
yikand1 ve fotograflari alindi. Bu tabletler, alkalen fosfatazin tespiti icin
insoluble substrat olarak gelistirilmistir. Bir tablet 10 ml suda ¢oziilerek elde
edilen substrat soliisyonu, BCIP (0,15mg/ml), NBT( 0,30mg/ml), Tris tamponu
( 100mM), ve MgCl, (5mM) igerir.

2.5.6 Gegici Transfeksiyon ve Lusiferaz Assay

Transfeksiyon, DNA gibi yabanci bir molekiiliin 6karyot hiicre icerisine aktarilmasidir.
Katyonik lipozomal transfeksiyon, kullanim kolayligi ve transfeksiyon etkinliginden
dolay1 transfeksiyon amaciyla en yaygin kullanilan yontemdir. Lipofectamine 2000
transfeksiyon ajani gibi katyonik lipidler, hiicrelere DNA aktarimini kolaylastirir
(Chesnoy ve Huang, 2000). Lipozomlarin pozitif yiikii, niikleik asit ve hiicre
membraninin interaksiyonunu kolaylastirarak, liposom-niikleik asit kompleksinin negatif
yiikli hiicre membrani ile fiizyonunu saglar. Transfeksiyon kompleksinin hiicreye
endositoz ile girdigi dislintilir ve kompleks hiicre icine girdikten sonra, gen
ekspresyonu i¢in niikleusa girer. Caligmamizda LPS ile indiiklenen NFxB aktivasyonu
tizerinde L-karnitinin etkisinin belirlenmesi amaciyla Clontech firmasindan temin edilen
NFkB plazmidi (pNFkB luc) kullanildi. Transfeksiyon, invitrogen firmasindan temin

edilen lipofectamine 2000 kullanilarak gerceklestirildi.

Memelilerde aktive olan NFxB proteini, humoral bagisiklikta gérev alan pek ¢ok genin
ekspresyonunu kontrol eden kappa (k) enhancer elemente baglanir. pPNFxB luc plazmidi,
NF«B sinyal transdiiksiyon yolaginin aktivasyonunun goriintiilenmesi i¢in dizayn edilen
atesbocegi lusiferaz raportér geni ve x enhancer elementinin dort tandem kopyasini
icerir. Uygun hiicreye aktarilip, ortama TNF, IL-1, LPS gibi NFkB sinyal transdiiksiyon

yolagini aktive eden ajanlarin eklenmesi, vektorde raportdr genin upstreaminde lokalize
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olan endojen NFxB’nin, kappa enhancer elemente baglanmasina neden olur. NFkB’nin
baglanmasi, raportor gen olan lusiferaz geninin transkripsiyonuna neden olur.
Atesbdcegi lusiferazi, kosubstrat olarak ATP ve Mg*? kullanarak, lusiferin substratinin
oksidasyonunu Kkatalizler, iiriin olarak oksilusiferin olusur ve 1sik ortaya c¢ikar
(Sekil.2.3). Lusiferaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla, Promega’dan temin edilen

lusiferin substrati kullanilarak aciga ¢ikan luminesans luminometrede 6l¢iildii.

Lusiferaz

ATP + Lusiferin + O, , > Oksilusiferin + AMP + PPi + CO, + Isik
Mg”

Sekil 2.3. Atesbocegi lusiferazi tarafindan katalizlenen biyoluminesans reaksiyonu

Calismamizda, hiicrelerinin pNFxB luc plazmidi ile transfekte edilmesi ve L-karnitinin
LPS ile indiiklenen NFkB aktivasyonu lizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla

asagida belirtilen islemler yapildu.

1. Giin: 2 x10° hiicre, antibiyotik icermeyen, %10 FBS ve %1 glutamin iceren RPMI
1640 besiyeri iceren 6’11 plaklara ekildi.

2. Giin : Birinci tiipte, her kuyu i¢in 3,2 pg NFxB plazmidi ve final konsantrasyonu
250ul olacak sekilde optimem besiyeri yavasca karistirilds. ikinci tiipte ise, her kuyu
icin, 10 pl lipofectamine ve 240ul optimem karistirildi ve oda sicakliginda 5 dakika
ve ardindan iki tiip yavasca karistirilip oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi. 6’11
plaklardaki hiicrelerin besiyeri atildiktan sonra ve her kuyuya bu karigimdan 500 pl
eklendi. 4 saat sonra %10 serum ve %1 glutamin igeren, antibiyotiksiz besiyeri final

konsantrasyonu 2ml olacak sekilde tiim kuyulara eklendi.

3. Giin : 6’11 plaklardaki hiicrelerin {izerine besiyeri (1ml) eklendi.
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4. Giin : Hiicrelerin kiiltiir ortamindaki besiyeri, taze besiyeri ile degistirildi ve final
konsantrasyonu 8,3-13,09mM olacak sekilde L-karnitin eklenerek 1 saat inkiibe
edilip, ardindan LPS ile 20 saat inkiibe edildi.

5. Giin : Hiicrelerin kiiltiir ortamindaki eski besiyeri atildi. 1ki kez 250ul PBS ve bir
kez 250 pl 1X RLB (reporter lizis buffer) ile yikandi ve 140 pul RLB i¢inde hiicreler
hiicre kaziyicisi ile kazinip ependorf tiiplere alindi ve iki kez dondur-¢6z yapmak
amaciyla, -80°C’de donana kadar beklendi ve 37°C su banyosunda hizlica
coziinmeleri saglandi. Ardindan 15 dakika buz iizerinde inkiibasyondan sonra 15 sn
vorteks ve 12.000g’de 15sn santrifiij islemlerine tabi tutuldu. Elde edilen
stipernatandan luminometre kiivetlerine 20ul ve tizerine Promega’dan temin edilen
100 pl lusiferin substratt konuldu. 5 sn vorteksin ardindan luminometrede 6lgiilen

liminesans her kuyudaki mg proteine oranlanarak sonuglar analiz edildi.

2.5.7 Plazmidin Cogaltilmasi

NFkB plazmidi (pNFkBluc), kompetent DH5a E coli hiicrelerine aktarilarak ¢ogaltildi.
Bu amacla, -80°C’de saklanan kompetent bakteri hiicresi buz iizerinde ¢oziindiikten
sonra, ependorfa alinarak iizerine 100 ng plazmid DNA’s1 konuldu ve karistirildi.
Ardindan 30 dakika buzda bekletildi. Is1 soku icin, porlarin agilip plazmidi almasini
saglamak amaciyla 5 dakika 37°C’de inkiibe edildi ve hemen buza alinarak 2 dakika
bekletildi. Daha sonra 900 pl steril SOC besiyeri eklendi. Ardindan 37 °C’de 30 dakika
inkiibasyonun ardindan bakteri kiiltiiriinden 100 pl alinip ampfisilinli LBM plaklarina
ekildi ve 37°C’de 16 saat inkiibasyona birakildi. LBM plaklari, 15 g agarin 1 litre LB
besiyerinin i¢inde ¢Oziinmesiyle hazirlandi ve otoklavlandiktan sonra sogumaya
basladiginda tam katilasmadan final konsantrasyonu 100pug/ml olacak sekilde amfisilin

eklendi ve petrilere dokiiliip katilasmasi saglanarak hazirlandi.
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Inkiibasyondan sonra, LBM plaklarindan, tek koloni segilerek son konsantrasyonu 100
pg/ml olan ampfisilin icerikli sivi LB ortamina konuldu ve 37°C’de 16 saat ¢alkalayicili
su banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan tek koloni secilerek plazmid
100pg/ml ampfisiline direngli oldugundan, 100pg/ml ampfisilin igeren, sivi SOC
besiyerinde 37°C’de ¢ogalmalari saglandiktan sonra esit hacimde gliserol eklenerek -80
°C’de donduruldu.

Plazmid izolasyonu i¢in miniprep DNA isolation kit (Zymo Research) kullanildi. Kit
protokoliine gore, 10ml LB besiyerine son konsantrasyonu 100 pg/ml ampfisilin igeren
transformasyon gergeklesmis olan tek koloni ekim yapildi ve 37°C’de 16 saat
calkalayicili su banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra kit protokoliine uygun
sekilde yapilan islemlerden sonra plazmid DNA’s1 elde edildi ve izole edilen DNA

transfeksiyon c¢aligsmalarinda kullanilmak iizere -20°C’de saklandi.

2.5.8 Protein Miktar Tayini

Calismamizda western blot analizinde eletroforezde her kuyuya esit protein yiiklemek
amactyla ve NFxB aktivasyonunun anazinde verilerin normalizasyonu i¢in Bradford

metoduna gore protein tayini yapildi (Bradford, 1976).

Bu amagla, 96’11 plaklarda her kuyuya, 1ul 6rnek, 19 ul su ve 180 ul Bradford ayraci
konuldu. Karanlikta, 5 dakika, oda sicakliginda inkiibasyondan sonra 595 nm’de
absorbans ol¢iildii. 10 mg/ml BSA stok ¢ozeltisinden hareketle gerekli seyreltmeler
yapilarak standart cozeltiler hazirlandi. Sekil 2.4’de goriilen standart grafige gore

orneklerin protein miktar tayini yapildi



absorbans

Bradford standart grafigi Y = 0,0566x + 0,0322
R*=0,9786

4 6 8

konsantrasyon(mg/ml)

10 12

Sekil 2.4. Bradford Standart Grafigi
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3. BULGULAR

3.1 Lipopolisakkarit (LPS)’in Nitrik Oksit Diizeyleri ve Hiicre Canhihg

Uzerindeki Etkisinin Zamana Bagh Degisimi

RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde LPS ile indiiklenen nitrik oksit sentezi {izerine
L-karnitinin etkisinin degerlendirilmesi amaglanan c¢alismamizda, Oncelikle en etkin
indiiksiyon icin gerekli olan LPS dozu ve inkiibasyon siiresi belirlendi. Bu amagla 96’11
plaklarda her kuyuya 8x10* hiicre ekildi. Hiicrelerin yapismalari igin bir gece
inkiibasyonun ardindan 0,01;0,1 ve 1 pg/ml LPS ile 8, 12, 16, 20 ve 24 saat 37°C ve %5
CO; igeren etiivde inkiibasyona birakildi. LPS uygulanmayan hiicreler kontrol grubu
olarak kullamildi. Inkiibasyon siirelerinin sonunda Griess metodu ile nitrit tayini ve
LPS’in hiicre canliligindaki degisim tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla ise MTT

testi yapildu.

Cizelge 3.1 ve sekil 3.1 de goriildiigli gibi, her saat kendi icinde degerlendirildiginde,
0,01pg/ml LPS uygulanan hiicrelerde, 8.saatte nitrit iiretimi kontrol grubuna gore
anlamli olarak artmaya baglamakta (p<0,01) ve 12, 16, 20 ve 24. saatlerde de bu artis
anlamli olarak artmaya devam etmektedir (p<0,001). 0,1 ve lpg/ml LPS uygulanan
hiicrelerde de ayn1 sekilde 8. saat ile 24. saat arasinda, nitrit iiretimi kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda anlamli olarak artmaktadir (p<0,001). Bu veriler dogrultusunda,
RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde LPS uygulamasinin, doza ve zamana bagl olarak

nitrit konsantrasyonlarini anlamli olarak artirdig1 sonucuna varildi.
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Cizelge 3.1. LPS’in doza ve zamana bagli olarak nitrit konsantrasyonlarindaki degisim iizerine etkisi

Nitrit (uM)
n=3 LPS (1ug/ml
(1pg/ml) Kontrol
0,01 0,1 1
8.saat 4,12+ 0,15%* 4,94 +0,71* 6,83 + 0,20%* 2,38+0,102
12.saat 7,85+ 0,51" 11,02+0,61~ 14,39+0,51" 4,58+0,25
16.saat 8,90+0,38 ° 14,39+0,4° 17,16+0,09° 5,03+0,16
20.saat 10,38+0,02 ¢ 14,72+0,17° 20,50+0,83 ¢ 5,75+0,07
24.saat 12,29+0,15° 17,43+0,28 ° 21,85+0,15° 6,69+0,30

**p<0,01; 8.saatin kontroliine gore anlamlilik, *p<0,001; 8. saatin kontroliine gore anlamlilik,
"~ p<0,001; 12.saatin kontroliine gore anlamlilik , ep<0,001; 16. saatin kontroliine gore anlamlilik,
¢ p<0,001; 20.saatin kontroliine gore anlamlilik, °p<0,001; 24. saatin kontroliine gore anlamlilik

25

20

Mitrit (Mikromolar)

B saat

i 8

12 saat

16 saat

20 533t

24 saat

go0.0ugiml LPS
m0. 1 po/ml LPS
gl po/ml LPS
O Kaontrol

Sekil 3.1. LPS’in doza ve zamana bagli olarak nitrit konsantrasyonlarindaki degisim tizerine etkisi
(*p<0,001, ** p<0,01; kontrol gruplarma gore anlamlilik)
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LPS uygulanan hiicreler, kontrol gruplar ile karsilastirildiginda nitrit diizeylerinin en
fazla 1pug/ml LPS uygulanan hiicrelerde artig gosterdigi goriildii. Tiim inkiibasyon
siireleri sonunda, 0,01pg/ml LPS uygulanan hiicreler ile kontrol grubunun nitrit
diizeyleri arasinda, en fazla 1,81 kat fark; 0,1 ug/ml LPS uygulanan hiicreler ile kontrol
grubunun nitrit diizeyleri arasinda, en fazla 2,93 kat fark, 1 pg/ml LPS uygulanan
hiicreler ile kontrol grubunun nitrit diizeyleri arasinda 3,56 kat fark oldugu goriildii ve
hiicrelerin nitrit diizeylerinde en etkin artisa yol agan 1 pg/ml LPS ile uyarilmasina karar

verildi.

1 pg/ml LPS ile uyarilan hiicrelerde, 16.saat ile 20.saat arasindaki artigin istatistiksel
olarak anlamli (p<0,05) ancak 20. ve 24. arasindaki artisin istatistiksel olarak anlaml
olmadigi (p>0,05) goriildii ve hiicrelerin 1 pg/ml LPS ile 20 saat uyarilmasimin yeterli
olacag: diislinlildii. Ancak, nitrit diizeylerinden elde edilen verilerle, LPS’in hiicre
canliligindaki degisim iizerindeki etkisinin belirlendigi, MTT testinden elde edilen
verilerin Dbirlikte degerlendirilmesi sonucunda, inkiibasyon siiresinin kesin olarak

belirlenmesine karar verildi.

MTT testi sonucunda, ¢izelge 3.2 ve sekil 3.2° de goriildiigii gibi, hiicreler farkli LPS
dozlar ile 8, 12, 16, 20 ve 24 saat inkiibasyona birakildiginda LPS’in {i¢ farkli dozunun

da hiicre canliliginda anlamli derecede bir azalmaya yol agmadigi goriildii (p>0,05).
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Cizelge 3.2. LPS’in doza ve zamana bagli olarak hiicre canliligindaki degisim iizerine etkisi
Canlilik (% Kontrol)
n=3 LPS (ng/ml)
0,01 0,1 1
8.saat 106,18+8,73 81,52+ 2,80 109+ 1,63
12.saat 87,93+ 11,01 93,07+3,39 97+2,26
16.saat 90,42+15,83 85,87+0,87 110,83+13,02
20.saat 96,3+2,41 88,42+3,28 84,88+2,94
24 .saat 95,20+5,29 86,95+5,63 82,24+18,16
140
120 T
100 T #
x @ 0.01ug/ml LPS
= 807 ] ] ] | |m0.1 ug/ml LPS
o‘: 50 L L L L || |01 pg/imi LPS
2
O Kontrol
40 +H — — — =
20 H — — — —
O T T T
8.saat 12.saat 16.saat 20.saat

Sekil 3.2. LPS’in doza ve zamana bagli olarak hiicre canliligindaki degisim tizerine etkisi

Elde edilen tim verilerin birlikte degerlendirilmesi ile,

RAW 264.7 makrofaj

hiicrelerinin, farkli LPS dozlar ile farkl: siireler inkiibasyonunun, doza ve zamana bagl

olarak nitrit diizeylerinde artisa yol agtig1 ve 24 saatlik inkiibasyon periyodu boyunca

hiicre canliligini anlamli olarak etkilemedigi goriildii. Bu ¢alismada, L-karnitinin LPS ile

indiiklenen nitrik oksit sentezi tizerindeki etkisi belirleneceginden, hiicrelerin nitrit
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diizeylerinde en etkin artisa yol agan 1 pug/ml LPS ile 20 saat inkiibe edilmesine karar
verildi. Literatiirde inflamatuvar yolaklarin aktivasyonu amaciyla, 20 ve 24 saatlik
inkiibasyon siireleri arasinda degisik siireler denendigi goriilmektedir (Ha ve ark., 2008;
Kim ve ark., 1999). Ancak 20 saatten daha uzun siire inkiibasyon, hiicreler iizerinde
apoptotik etkiler sergileyebilmektedir (Xaus ve ark., 2000). Bu nedenlerden dolayi,
hiicrelerin LPS ile 20 saat inkiibasyonu, kimyasal maddelerin bu yolaklar {izerindeki

etkisini anlamak i¢in yeterli olmaktadir.

3.2 L-Karnitinin Hiicre Canlihg1 Uzerine Etkisi

Calismamizda, RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde, L-karnitinin nitrik oksit diizeyleri
tizerindeki inhibitdr etkilerinin, sitotoksisiteden kaynaklanma ihtimalini ortadan
kaldirmak amaciyla, ilk olarak hiicreler i¢in toksik olmayan doz araligi belirlendi. Bu
amagcla, hiicrelere uygulanan protokollerde, L-karnitin ile inkiibasyon siiresi en fazla 40
saat oldugundan, RAW 264.7 makrofaj hiicreleri, L-karnitin (7,5-16,39mM) varliginda
ve yoklugunda 40 saat inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon sonunda MTT analizi
yapilarak hiicre canliligr {lizerindeki etkileri belirlendi. Sekil 3.3’de deney prosediirii

sematize edildi.

Hiucre digi o B
2 Sipernatan ——» Hitrit Taying
saat
8x10* ——» L-karnitin 40 saat

hiscrefwell (7,5-16,3%mM)

Hicreler ——»  Hicre Canlilifinin
Tespitt

Sekil 3.3. L-karnitinin hiicre canlilig1 ve bazal nitrit diizeyleri iizerine olan etkisinin analiz edildigi deney
prosediiriiniin semasi

MTT analizi sonucunda, 7,5-14mM arasindaki L-karnitin konsantrasyonlarinin hiicre

canliligint anlamli olarak etkilemedigi goriilirken (p>0,05), 15,13mM ve 16,39 mM
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L-karnitin konsantrasyonlarinin, L-karnitin uygulanmayan kontrol grubuna gore hiicre
canliligin1 anlaml olarak azalttigi goriildii (p<0,01 ve p<0,001 sirasiyla) (Cizelge 3.3,
sekil 3.4). Bu veriler dogrultusunda, RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde LPS ile
indiiklenen nitrik oksit sentezi tizerinde L-karnitinin etkisini belirlemek i¢in yapilan

diger tiim denemelerde, 7,5-14mM araligindaki L-karnitin konsantrasyonlari kullanildu.

Cizelge 3.3. L-Karnitinin hiicre canlihig1 tizerine etkisi

L-Kar(wilg) (mM) 75 8,3 9,84 13,09 14 15,13 | 16,39

Ortalama 104,88 105,6 100,56 89,71 | 86,74 | 76,23 68,4

Canlihk
(% Kontrol)

SD 5,48 5,88 6,98 12,8 9,5 13,65 | 10,99

p 1 1 1 0,801 0,406 0,01 0,001

120

100

80

60

Canlihik (%)

40

20

73 8.3 9,84 13,00 14 15,13 16,39

L-Karnitin (mM)

Sekil 3.4. L-karnitinin hiicre canlilig1 tizerine etkisi
(*p<0,001 ve **p<0,01; kontrole gore anlamlilik)
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RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde LPS ile indiiklenen nitrik oksit sentezi iizerine

L-karnitinin etkisinin arastirildigi ¢alismamizda, 6ncelikle L-karnitinin bazal nitrik oksit

diizeyleri tizerinde herhangi bir etkisi olup olmadigi belirlendi. Bu amagla, hiicreler

L-karnitin (7,5-14mM) varliginda ve yoklugunda 40 saat inkiibe edildi ve hiicre disi

slipernatanlarda nitrit tayini yapildi ve L-karnitinin (7,5-14mM) hiicrelerdeki bazal nitrit

konsantrasyonlari tizerinde anlamli bir etkisinin olmadig1 gorildi (p>0,05) (Cizelge 3.4,

Sekil 3.5).

Cizelge 3.4. L-karnitinin RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde bazal nitrit diizeyleri lizerine etkisi

L-Karnitin (mM)

(n=6) 7,5 8,3 9,84 13,09 14 Kontrol
Ortalama 5,108 5,04 4,980 5,023 4,689 4,861
s
s
E
< SD 0,293 0,214 0,285 0,330 0,212 0,154
P 0,657 0,878 0,976 0,916 0,912
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75 %3 0,34 13,00 14

L-Earmtin ()
Sekil 3.5. L-karnitinin RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde bazal nitrit diizeyleri tizerine etkisi

RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde bazal nitrik oksit diizeyleri iizerinde herhangi bir
etkisi olmadigi goriilen L-karnitinin, LPS ile stimule edilen nitrik oksit sentezi
tizerindeki inhibitor etkisinin degerlendirilmesi amaciyla, hiicrelere “koruma protokolii”
ve “tedavi protokolii” adi verilen iki farkli protokol uygulandi. Koruma protokoliine
gore, LPS ile nitrik oksit sentezi indiiklenmeden Once, hiicreler L-karnitin ile 6n
inkiibasyona tabi tutuldu ve L-karnitinin LPS aracili nitrik oksit sentezine engel olup
olmadig1 degerlendirildi. Tedavi protokoliinde ise, hiicrelerde LPS ile iNOS ekspresyonu
ve nitrik oksit dretimi stimule edildikten sonra L-karnitin uygulandi ve iNOS enzimi
tizerindeki inhibitor etkisi degerlendirildi. Sekil 3.6 ve sekil 3.7°de koruma ve tedavi

protokollerinin deney prosediirleri sematize edilmistir.

Hicre dist

Sipernatan —— Dttt Tayind
9 eqat 1ve 20 saat D

2] 04 L-karnitin LPS 20 zaat

hiicrefwell (7.5- 1) (lug'ml)

Hicreler ——»

Tespitt

Sekil 3.6. Koruma protokoliiniin deney prosediiriiniin semasi

Hicre Canlilifinin
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Hiicre digt -
Sipernatan —* Iitrit Tayin

st LIPS 20saat  L-karnitin 1ve 20 saat

hicre/well (7,2-14mbd)

Hicreler —— o Canliliginin

Tespitt

Sekil 3.7. Tedavi protokoliiniin deney prosediiriiniin semast

Koruma protokoliine gore, RAW 264.7 makrofaj hiicreleri, 96’11 plaklara ekildi ve bir
gece yapigmalari icin 37°C’de %5CO; igeren etiivde inkiibe edildi. Hiicre canlilik analizi
sonucunda belirlenen L-karnitin dozlar1 (7,5-14mM) ile 1 saat 6n inkiibe edilen hiicreler,
LPS (1pg/ml) ile 20 saat stimiile edilerek nitrik oksit tiretiminin indiiksiyonu saglandi ve
inkiibasyon siiresi sonunda Griess metodu ile nitrit tayini ve hiicre canliliginin tespiti
amaciyla MTT testi yapildi. L-karnitin ile 6n inkiibe edilen hiicrelerin, LPS ile
indiiklenen nitrit konsantrasyonlarindaki artis1 engelleyip engellemedikleri, yalniz LPS
uygulanan hiicrelerin nitrit diizeyleri ile L-karnitin ve LPS’in birlikte uygulandigi
hiicrelerin nitrit diizeylerinin karsilastirilmasi ile belirlendi. iINOS inhibitorii olan
aminoguanidin pozitif kontrol olarak kullanilirken, LPS ya da L-karnitin uygulanmayan
hiicreler negatif kontrol olarak kullamldi. ilk olarak yalmz LPS uygulanan hiicrelerin
nitrit diizeylerinin, L-karnitin ya da LPS uygulanmayan negatif kontrol olarak kullanilan
hiicrelerin nitrit diizeyleri ile karsilastirildiginda (8,48 + 0,15 uM ve 3,71 £ 0,05 uM
sirasiyla) anlamli olarak arttigi goriildi (p<0,001). Bu protokole gore, hiicrelere LPS ile
beraber uygulanan L-karnitinin (7,5-14mM) toksik etkisi olmadig1 goriildii (Sekil 3.8).
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140
120
100

80

&0

Canhihik {% )

40

20

0
L-Karnitin (mld; 7.5 8.3 .54 13,09 14 - -
LP3 (1pg/ml) + + + + + + - +
Aminoguanidin - - - - - - - - +

(10 pgfml)

Sekil 3.8.Koruma protokoliine gore (1 saat), L-karnitinin hiicre canlilig1 lizerine etkisi

L-karnitinin (7,5-14mM), bir saatlik On inkiibasyon sonunda, nitrik oksit sentezi
tizerinde anlamli derecede koruyucu etkisi goriilmedi (p>0,05). Sekil 3.9’da L-karnitinin
nitrit diizeyleri iizerine etkisi ve ¢izelge 3.5’de L-karnitinin nitrit ve hiicre canlilig1

iizerine etkisinin birlikte gosterimi goriilmektedir.



69

Nitrit (Mikrom olar)
() [N I~ n (3] =l - () (=}

——

o
L-Karnitin (mbdy 7,5 8,3 .34 13.08 14

LP5 ([ lpugfml) + + + + + + - +
Aminoguanidin - - - - - - - +
(10 pgfrrl)

Sekil 3.9. Koruma protokoliine gore (1 saat) L-karnitinin LPS ile indiiklenen nitrit diizeyleri iizerine etkisi
(*p<0,001, LPS’ gore anlamlilik)

Cizelge 3.5. Koruma protokoliine gore (1 saat), L-karnitinin nitrit ve hiicre canlilii {izerine etkisinin
birlikte gosterimi

L-Karnitin (mM)
n=4 75 83 9.84 13.00 14
Nitrit (uM) | 7,68024 | 7572027 | 7412027 | 7.84:041 | 7,740,719
P 0,236 0,186 0,059 0,689 0,512
% inhibisyon | 10,3742,60 | 10,70:28 | 12,65:3.24 | 753t483 | 9191907
Canlilk 06,7467 | 94.60+11.9 | 10152148 | 92.74:8.46 | 99.71<14.7
(% LPS)
P 1 1 1 1 0,996
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Bu sonuglar dogrultusunda, onemli bir antioksidan olan L-karnitinin, hiicrelere
uygulanan dozlarinin (7,5-14mM), LPS (1pg/ml) ile indiiklenen nitrit diizeylerini, bir
saatlik 6n inkiibasyon sonucunda anlamli olarak baskilayamadigi gortildii. Bu noktada,
etkin bir inhibisyon goérebilmek igin, daha yiiksek L-karnitin konsantrasyonlar1 ya da
daha uzun siire L-karnitin ile inkiibasyonun LPS ile indiiklenen nitrik oksit sentezi
tizerine olan etkisinin belirlenmesine karar verildi. Ancak, hiicre canlilik testi sonucunda
14mM’in tlizerindeki dozlarin hiicre canliligini anlamli derecede azalttigi goriildi
(p<0,01 ve p<0,001). Bu nedenle 14mM’dan daha yiiksek dozlarin, LPS ile indiiklenen
nitrik oksit sentezi iizerinde inhibisyona yol agmasi durumunda, bu inhibisyonun hiicre
sayisindaki azalmadan kaynaklandig: diisiiniilecektir. Bu sebeple, 14mM’n iizerindeki
dozlarin LPS ile indiiklenen nitrik oksit sentezi tizerindeki etkileri denenmedi. Ancak
hiicrelerin L-karnitin ile bir saatten daha uzun siire 6n inkiibasyonunun, nitrik oksit

sentezi lizerinde inhibitdr etki gosterebilecegi diisliniildii.

Hiicre canlilik testi sonucunda, 40 saatlik inkiibasyonun canlilikta herhangi bir degisim
yaratmadi@1 goriildiigiinden, 20 saatlik LPS stimulasyonundan 6nce hiicrelerin 20 saat L-
karnitin ile inkiibe edilmesinde bir sakinca goriilmedi ve hiicreler 6nce 7,5-14 mM
arasindaki L-karnitin dozlar1 20 saat inkiibe edildi ve ardindan LPS ile 20 saat boyunca
nitrik oksit sentezi indiiklendi. Kontrol grubu ile LPS uygulanan hiicrelerin nitrit
diizeyleri (3,14+0,14 mM ve 8,22+ 0,35 mM sirasiyla) arasinda anlamh fark gozlendi
(p<0,001). Bu protokole gore, hiicrelere LPS ile beraber uygulanan L-karnitinin (7,5-
14mM) hiicre canliligini anlamli olarak etkilemedikleri goriildii (p>0,05) (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Koruma protokoliine gore (20 saat) L-karnitinin hiicre canliligi {izerine etkisi

7,5mM L-karnitin uygulanan hiicrelerde, nitrit diizeylerinin, sadece LPS uygulanan
hiicrelere gore, anlamli derecede farkli olmadig1 goriiliirken (p>0,05), 8,3-14mM
L-karnitin uygulanan hiicrelerde ise, nitrit diizeylerinin, sadece LPS uygulanan hiicrelere
gore anlamli olarak daha diisiik oldugu (p<0,001) goriildii (Sekil 3.11 ve ¢izelge 3.6). Bu
veriler dogrultusunda, 8,3-14mM arasindaki L-karnitin dozlarmin hiicre canliligini

etkilemeksizin nitrit diizeyleri {izerinde inhibitor etkiye sahip oldugu sonucuna varildi.



72

10,00

82,00
8,00

Nitrit {(Mikrom olar)

200 +—
1.00 +—

a.oao

700 —

B00 +—

H4

500 +—
400 +—

——

3,00 +—

B *

H 1

L-Karnitin (mM) 7,5

LP3 (lpgiml)
Arminoguanidin
(10 pgral)

8.3

E

0,54

. 13,08

14

Sekil 3.11. Koruma protokoliine gore (20 saat) L-karnitinin LPS ile indiiklenen nitrit diizeyleri iizerine

etkisi

(*p<0,001, LPS’ gére anlamlilik)

Cizelge 3.6. Koruma protokoliine gore (20 saat) L-karnitinin nitrit ve hiicre canlilig1 iizerine etkisinin

birlikte gosterimi

n=5

L-Karnitin (mM)

7.5 8,3 9,84 13,09 14
Nitrit (uM) 7,31+0,75 6,13+ 0,76 5,36+0,2 5,01+0,57 4,84+0,11
P 0,865 P<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
% inhibisyon 11,13+7,39 25,38+9,35 34,70+3,12 39,01+6,99 41,12+1,38
Canhhk
(%LPS) 93,10+3,74 98,90+3,08 92,68+1,34 84,48+0,23 88,74+11,7
P 0,861 1 0,862 0,107 0,579
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Koruma protokolii sonucunda elde edilen tim verilerin degerlendirilmesiyle,
L-karnitinin (7,5-14mM) hiicreler igin toksik etki gostermedigi, hiicrelerin LPS ile
stimulasyonundan 6nce, L-karnitin ile 1 saat 6n inkiibasyonunun yeterli olmadig, nitrik
oksit sentezi lizerindeki inhibitor etkisinin ancak 20 saat 6n inkiibasyondan sonra

goriilebildigi sonucuna varildi.

Tedavi protokoliine gore, 1ug/ml LPS ile iINOS ekspresyonunun ve nitrik oksit
sentezinin indiiklenmesinin ardindan uygulanan L-karnitinin, hiicrede iNOS enzimi
tizerindeki etkisi belirlendi ve L-karnitinin iNOS enzimi tarafindan daha fazla nitrik
oksit tiretimini baskilayip baskilamadig1 degerlendirildi. Bu amagla, 96’11 plaklara ekilen
ve bir gece inkiibasyona birakilan hiicreler (8x10* hiicre), LPS (1ug/ml) varhiginda ve
yoklugunda 20 saat inkiibe edildi. 20. saat sonunda tim kuyularin hiicre disi
stipernatanlarinda Griess metodu ile nitrit tayini yapildi ve LPS uygulanan hiicrelerin
nitrit konsantrasyonlarinin, LPS uygulanmayan kontrol grubundaki hiicrelere gore
anlamli derecede yiiksek oldugu goriildii (p<0,001). Hiicrelerin LPS ile stimule
edildiginden emin olunduktan sonra, tiim hiicrelerin besiyeri taze besiyeri ile
degistirilerek ortamdan LPS’in uzaklastirilmasi saglandi ve uyarilmis hiicrelerin ortama
yeniden LPS eklenmemesine ragmen 1 ve 20 saat inkiibasyon sonucunda nitrit iiretmeye
devam ettikleri goriildii. Sekil 3.12°de 20 saatlik LPS inkiibasyonunun ardindan kontrol
ve LPS grubunun nitrit diizeyleri ve ortamdan LPS uzaklastirildiktan 1 saat ve 20 saat

sonra kontrol ve LPS gruplarmin nitrit konsantrasyonlarindaki degisim gosterilmektedir.
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Sekil 3.12. Hiicrelerin LPS ile 20 saat inkiibasyonunun ardindan, ortamdan LPS’in uzaklagtirilmasinin,
zamana bagli olarak nitrit konsantrasyonlarina etkisi

(*p<0,001; 20.saatin kontroliine gore anlamlilik, **p<0,001; ortamin besiyeri degistirildikten 1 saat sonra
kontrol grubuna gore anlamlilik, *** p<0,001; ortamin besiyeri degistirildikten 20 saat sonra kontrol
grubuna gore anlamlilik)

Tedavi protokoliine gore, 1 saat inkiibasyon sonucunda, L-karnitinin nitrit
konsantrasyonlari tizerindeki etkisinin degerlendirilmesi amaciyla, hiicreler 20 saatlik
LPS stimulasyonunun ardindan ortamin besiyeri taze besiyeri ile degistirildikten sonra,
L-karnitin varliginda ve yoklugunda 1 saat inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda, yalniz
LPS uygulanan hiicrelerin nitrit diizeylerinin, L-karnitin ya da LPS uygulanmayan
negatif kontrol olarak kullanilan hiicrelerin nitrit diizeyleri ile karsilastirildiginda
(3,68+0,19uM ve 2,4+0,14uM sirasiyla) anlamli olarak arttigi goriildii (p<0,001). Bu
protokole gore, hiicrelere LPS ile beraber uygulanan L-karnitinin (7,5-14mM) toksik
etkisi olmadig gortildii (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13. Tedavi protokoliine gore, 1 saat inkiibasyon sonunda L-karnitin dozlarinin hiicre canlili1
tizerine etkisi

Hiicrelerin L-karnitin (7,5-14mM) ile, LPS stimulasyonunun ardindan bir saatlik
inkiibasyonu sonunda, nitrit konsantrasyonlar1 6l¢iildiigiinde, 7,5 ve 8,3mM L-karnitin,
nitrit konsantrasyonlari {izerinde anlamli bir etki gostermezken (p>0,05), 9,84-14 mM
arasindaki karnitin dozlarinin anlamli olarak nitrit diizeylerindeki artisi baskiladigi
goriildii (p<0,001). Sekil 3.14°de tedavi protokoliine gére, L-karnitinin nitrit diizeyleri
tizerine olan etkisi, ¢izelge 3.7°de bu protokole gore L-karnitinin nitrik oksit sentezi ve

hiicre canlilig1 iizerine olan etkileri birlikte goriilmektedir.
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Sekil 3.14. Tedavi protokoliine gore (1 saat) L-karnitin dozlarinin nitrit diizeyleri tizerine etkisi
(*p<0,001; LPS’e gore anlamlilik)

Cizelge 3.7. Tedavi protokoliine gore (1 saat) L-karnitinin nitrit ve hiicre canlilig1 iizerine etkisinin birlikte
gosterimi

L-Karnitin (mM)
n=12
75 8,3 9,84 13,09 14
Nitrit (uM) 3,45+0,28 3,28+ 0,33 3,05+0,13 2,91+0,26 2,88+0,34
% inhibisyon 9,19+5,04 10,6+9,06 17,08+3,74 20,11+8,01 22,23+9,83
P 0,402 0,305 0,001 0,001 0,001
Canhhk
(% LPS) 95,6+6,13 92,35+11,75 96,74+6,77 94,3+10,68 97,57+6,07
P 1 1 1 1 1
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Tedavi protokoliine gore, 20 saat inkiibasyon sonucunda, L-karnitinin nitrit
konsantrasyonlari iizerine olan etkisinin degerlendirilmesi amaciyla, hiicreler 20 saatlik
LPS stimiilasyonunun ardindan ortamin besiyeri taze besiyeri ile degistirildikten sonra,
L-karnitin varliginda ve yoklugunda 20 saat inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda,
yalniz LPS uygulanan hiicrelerin nitrit diizeylerinin, L-karnitin ya da LPS uygulanmayan
negatif kontrol olarak kullanilan hiicrelerin nitrit diizeyleri ile karsilastirildiginda
(5,81+0,29uM ve 2,76+0,35uM sirasiyla) anlamli olarak arttigi goriildii (p<0,001). Bu
protokole gore, hiicrelere LPS ile beraber uygulanan L-karnitinin (7,5-14mM) toksik
etkisi olmadig gortildii (Sekil 3.15).
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LPS [ 1pg/mal) + + + + + + +

Arminoguanidin - - - - - - +

(10 pgfal)
Sekil 3.15. Tedavi protokoliine gore (20 saat) L-karnitin dozlarimin hiicre canlilig1 {izerine etkisi

Bu protokole gore, L-karnitin ile 20 saat inkiibe edildiginde, 7,5-9,84mM L-karnitinin,
nitrit diizeylerine etki etmedigi (p>0,05), 13,09 ve 14mM L-karnitin dozlarinin nitrit
diizeylerini anlamli derecede diisiirdiigii gézlendi (p<0,01 ve p<0,001 sirasiyla) (Sekil
3.16 ve gizelge 3.8). Bu veriler dogrultusunda, 13,09 ve 14mM L-karnitin dozlarinin
tedavi protokoliine gore, 20 saat inkiibasyon sonunda, hiicre canliligini etkilemeksizin,

nitrit diizeylerini diisiirdiigli sonucuna varildi.
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Sekil 3.16. Tedavi protokoliine gore (20 saat) L-karnitin dozlarmnin nitrit diizeyleri lizerine etkisi
(**p<0,01; *p<0,001; LPS’e gore anlamlilik)

Cizelge 3.8. Tedavi protokoliine gore (20 saat) L-karnitinin nitrit ve hiicre canliligi iizerine etkisinin

birlikte gosterimi

L-Karnitin (mM)

n=6 75 8,3 9,84 13,09 14
Nitrit
M) 5,09+0,32 | 494+0,13 | 520£0,32 | 4,72+0,25 4,63+0,20
p 0,09 0,109 0,324 0,01 0,001
% Inhibisyon
12,99+559 | 15,55+2,35 | 11,13+5,62 | 19,26+4,33 | 20,77+3,23
Canhihk
(% LPS) 88,95+9,02 | 86,22+8,70 | 81,71+7,61 | 85,94+8,57 | 80,45+7,44
p 1 1 0,722 1 0,085




79

3.4 L-Karnitinin iNOS Protein Ekspresyonu Uzerine Olan Etkisi

RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde, L-karnitinin LPS ile indiikklenen iNOS protein
ekspresyonu tizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla western blot analizi yapildi

ve elde edilen protein bantlar1 ‘Image J’ software programi kullanilarak analiz edildi.

Western Blot deneylerinin optimizasyon asamasinda, proteinlerin jelden membrana
transferinde yasanan problemler, transfer siiresinin 1,5 saatten 4 saate cikarilmasi ile
¢oziildii. Membranin goriintiilenmesi asamasinda elde edilen sinyalin zayifligi, farkli
antikorlar denenmesi, 6’l1 plaklara ekilen hiicre sayisinin 1x10°dan 2X106’ya
¢ikarilmasi, SDS PAGE’e yiiklenecek protein miktarinin artirilmasi, primer antikorun
1:10.000 yerine 1:2500 ve sekonder antikorun 1:7500 yerine 1:2500 seyreltilmesiyle

¢Ozildii.

RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde, L-karnitin tarafindan, LPS ile indiiklenen nitrik oksit
sentezi lzerinde en etkin inhibisyon 20 saatlik koruma protokoliiniin uygulandigi
deneylerde gozlendiginden, bu inhibisyonunun iNOS protein ekspresyonu ile korelasyon
gosterip gostermedigi arastirildi. Bu amagcla, hiicreler L-karnitin varliginda ve
yoklugunda LPS ile stimule edildi ve LPS stimulasyonundan 6nce L-karnitin (8,3-
13,09mM) ile 20 saat 6n inkiibe edilen hiicrelerde iINOS protein ekspresyonunun, yalniz
LPS uygulanan hiicreler ile karsilastirildiginda doza bagimli olarak azaldigi goriildi
(Sekil 3.17). INOS protein ekspresyonunun kantifikasyonu, ii¢ bagimsiz denemenin
densitometrik analizi ile degerlendirildi. Densitometrik analiz sonuglari, yalniz LPS
uygulanan hiicrelerdeki maksimum bant yogunlugunun yiizdesi olarak ifade edildi (Sekil

3.18).
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Sekil 3.17. L-karnitinin iNOS protein ekspresyonu tizerine etkisi
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Sekil 3.18. L-karnitinin iNOS protein ekspresyonu iizerine etkisi (Densitometrik degerlendirme)
(*p<0,05; LPS’e gore anlamlilik, **p<0,01; LPS’e gore anlamlilik)
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3.5 L-Karnitinin NFkB Aktivitesi Uzerine Olan Etkisi

LPS ile indiiklenen iNOS ekspresyonunda, NF«xB aktivasyonu kritik 6nem tasidigindan
calismamizda L-karnitinin, LPS ile indiiklenen NFxB aktivitesi tizerindeki etkisi
arastirild1 ve liisiferaz sistemi ve NFkB plasmid ile transfekte olan makrofaj hiicreleri
kullanildi. Bu amagla, RAW 264.7 makrofaj hiicreleri, NFxB aktivasyonunu gézlemek
icin dizayn edilen ve ticari olarak temin edilen pNF«kB luc plazmidi ile transfekte edildi.
Bu plazmid, ates bocegi (Photinus pyralis)’e ait lusiferaz (luc) geni ve NF«kB konsensus
sekansinin pek cok kopyasmi igerir. Lusiferaz, biyoliiminesansta rol oynayan bir
enzimdir. Kiltiir ortamina LPS gibi uyaranlarin eklenmesi ile NFkB’nin DNA’daki
baglanma boélgelerine  baglanmasi  indiiklenir ve lusiferaz  raportér  genin

transkripsiyonunu baslatilir.

Transfeksiyon deneylerini optimize etmek amaciyla, RAW 264.7 makrofaj hiicreleri
(2 x10° hiicre/well) 6’11 plaklara ekildi, bir gece inkiibasyonun ardindan transfeksiyon
yapildi ve en etkin transfeksiyon i¢in gerekli siirenin belirlenmesi amaciyla, hiicreler
transfeksiyondan sonra 24 ve 48 saat inkiibe edildi ve bu inkiibasyon siirelerinin
ardindan NFkB aktivasyonunu stimule etmek tizere, kiiltiir ortamina LPS (1ug/ml)
eklenerek 20 saat daha inkiibasyona devam edildi. LPS uygulanmayan hiicreler kontrol
grubu olarak kullanildi ve inkiibasyon siireleri sonunda lusiferaz aktivitesi ol¢iildii.
Sonuglar analiz edildiginde, 24 saat transfeksiyondan sonra, LPS uygulanan hiicrelerin
lusiferaz aktivitesi ile LPS uygulanmayan kontrol grubundaki hiicrelerin lusiferaz
aktiviteleri arasinda anlamli farklara rastlanmazken, 48 saat transfeksiyon yapilan

hiicrelerde, bu iki grup arasinda anlamli fark goriildii (p< 0,001) (Sekil 3.19).
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Sekil 3.19. 24 ve 48 saat transfeksiyon siirelerinin, transfeksiyon etkinligine etkisi
(*p<0,001; kontrol grubuna gore anlamlilik)

Optimizasyon amaciyla yapilan deneyler sonucunda, LPS ile uyarilan RAW 264.7
makrofaj hiicrelerinde aktive oldugu bilinen NF«xB yolag iizerinde L-karnitinin herhangi
bir etkisinin olup olmadiginin arastirilmas1 amaciyla, transfeksiyon sonrasinda
hiicrelerin 48 saat inkiibasyona birakilmasina karar verildi. Transfeksiyonun ardindan 48
saat inkiibe edilen hiicreler, L-karnitin (8,3-13,09mM) ile 1 saat inkiibe edildi ve
ardindan LPS ile 20 saat uyarild1 ve lusiferaz aktivitesi ve protein miktar tayini yapildi.
Lusiferaz aktivitesi mg protein diizeylerine boliinerek normalize edildi. LPS grubunun
lusiferaz aktivitesinin kontrol grubundan 2,19 + 0,41 kat daha yiiksek oldugu ve
L-karnitinin LPS ile indiiklenen NF«B transkripsiyonel aktivitesini anlamli olarak
distirdiigii goriildii (p<0,01 ve p<0,001) (Sekil 3.20 ve ¢izelge 3.9).
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Sekil 3.20. L-karnitinin lusiferaz aktivitesi tizerine etkisi
(LPS’e gore anlamlilik, *p<0,01 **p<0,001)

Cizelge 3.9. L-karnitinin lusiferaz aktivitesi izerine etkisi

L-Karnitin (mM)
n=5

8.3 9,84 13,09

Relatif Lusiferaz Aktivitesi

; 1,58+0,29 | 1,57+0,35 | 1,50+0,28
/mg protein

% Inhibisyon 27,78+13,44 | 28,40+16,01 | 31,35+12,80




84

4. TARTISMA

Inflamasyon, enfeksiyon ve doku hasarma kars: hiicresel ve humoral diizeyde olugan
giiclii bir fizyolojik cevaptir ve kanser dahil ¢ok cesitli hastaliklarin baslama ve ilerleme
stireclerinde kritik rol oynar (Fujihara ve ark., 2003). Lipopolisakkarit (LPS), gram
negatif bakterilerin dig membran komponentidir ve makrofajlart aktive edebildiginden,
inflamasyon modeli olusturulmast amaciyla siklikla kullanilir. LPS ile aktive edilen
makrofaj hiicreleri; sitokinler, kemokinler, prostaglandinler, koloni stimule edici
faktorler, lizozimler, proteazlar, biiylime faktorleri, eikazonoidler ve nitrik oksit tireterek
inflamatuvar cevapta merkezi rol oynarlar (Qi ve Shelhamer, 2005; Rhee ve Hwang,
2000).

Inflamasyon siirecinde hasarli dokularda iiretilen asir1 nitrik oksit iiretiminden makrofaj
kokenli iNOS sorumludur. RAW 264.7 hiicrelerine LPS uygulanmasi, iNOS
ekspresyonunda ve nitrik oksit sentezinde artisa neden olur (Stuehr ve Marletta, 1987).
Nitrik oksit, iNOS tarafindan asir1 miktarda tretilir ve karsinogenez, ateroskleroz,
otoimmiin hastaliklar, astim, artirit, multiple skleroz, kolit, psoriasis, norodejeneratif
hastaliklar, timor gelisimi ve septik sok gibi pek ¢ok patolojik siirecte merkezi rol
oynar. iNOS inhibitorlerinin, osteoartirit (Pelletier ve ark., 1998) periodontitis (Lohinai,
1998), deneysel otoimmiin miyokardit (Shin, 1998), multiple skleroz (Hua, 1998) ve
septik sok (Levy, 1999) gibi hastaliklarin patolojisinde olumlu rol oynamaktadir.
Boylelikle iNOS protein sentezinin veya enzim aktivitesinin inhibisyonu pek ¢ok
hastaligin tedavisinde 6nemli yer tutar (Ahn ve ark., 2005; Xie ve Nathan, 1994,
Titheradge, 1999).

INOS ekspresyonu, esas olarak, transkripsiyonel seviyede regiile edilir. NFkB, iNOS

geninin major transkripsiyonel regiilatoriidiir ve ayrica immiin ve inflamatuvar
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stireclerden sorumlu pek ¢ok geni regile eder (Aktan, 2004). NFxB, INOS
ekspresyonunun aktivatorleri ve inhibitorleri i¢in merkezi bir hedeftir. iNOS
ekspresyonu, farkli hiicre tiplerinde, NFxB aktivasyonu araciligiyla indiiklenmektedir
(Pautz ve ark., 2010).

L-Karnitin, reaktif oksijen tiirii yakalayicist olan 6nemli bir antioksidan molekiildiir
(Gulgin, 2006), insan beyninde oksidatif stresi azalttig1 bildirilmistir (Augustyniak ve
Skrzydlewska, 2010). Sepsis, sistematik skleroz, HIV enfeksiyonu, kronik yorgunluk
sendromu hastalarinin serum ya da dokularinda L-karnitin havuzunda azalma oldugu
goriilmektedir (Famularo, 2004). L-karnitin ayrica, membran fosfolipidleri ve enerji
metabolizmasi tizerindeki diizenleyici etkileri araciligiyla, oksijen radikal olusumunun
baskilanmasina katkida bulunur (Bayraktar, 2008; Feller ve Rudman, 1988). Siganlarda,
v 1sm1 ile indiiklenen oksidatif hasardan sonra uygulanan L-karnitin, siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz aktivitelerini ve rediikte glutatyon diizeylerini artirirken,

total nitrat/nitrit ve malondialdehit (MDA) seviyelerini diisiiriir (Mansour, 2006).

Gilinlimiize kadar yapilan g¢aligmalarda, kemirgenlerde, LPS ile indiiklenen sitokin
tiretiminin L-Karnitinin tarafindan baskilandigi (Winter ve ark., 1995), S.aurens ile
stimule edilen insan polimorfoniikleer beyaz kan hiicrelerinde, L-karnitinin, TNF a’nin
ex vivo salimimini inhibe ettigi (Fattrossi, 1993), multiple skleroz (MS) hastalarinda NO
iretiminin sonucu olusan nitrosatif strese karsi asetil karnitinin koruyucu role sahip
oldugu (Calabrese ve ark., 2003), asetilkarnitinin amiloid beta peptid 1-42 aracili
oksidatif stresi ve iNOS ekspresyonunu inhibe ettigine dair ¢aligmalar vardir (Abdul ve
ark., 2006). Ancak, yapilan c¢alismalarda, L-karnitinin, proinflamatuvar yolaklarda
onemli rollere sahip olan NF«kB aktivitesi {izerindeki etkileri ve LPS ile indiiklenen
iNOS ekspresyonu iizerindeki etkileri netlik kazanmamistir. L-karnitinin, LPS ile
indiiklenmis RAW 264.7 makrofaj hiicre serisinde nitrik oksit sentezi lizerindeki etkileri
ile ilgili ve nitrik oksit ve iNOS ekspresyonu iizerindeki etkilerinin NFxB yolagi
araciligiyla agiklandigi herhangi bir ¢alisma yoktur. Bu ¢alismada, LPS ile aktive olan
RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde, L-karnitinin NFkB ve iNOS aracili nitrik oksit
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sentezi lzerindeki etkileri arastirildi. Calismamizda L-karnitinin nitrik oksit sentezi
tizerindeki etki mekanizmasi NFkB yolagi ve iNOS protein ekspresyonu iizerindeki
etkileri aracilifiyla agiklandi ve L-karnitinin, bu yolak {lizerinde inhibitor etkilere sahip
oldugu gorildii. iINOS promotoru, NF«xB transkripsiyon faktorii i¢in iki baglanma
bolgesi icerir ve LPS ile indiiklenen iNOS expresyonunda NF«B kritik rol oynar (Xie ve
ark., 1994). Calismamizda, NF«B aktivitesinde L-karnitin aracili inhibisyonun sonucu
olarak, iNOS protein ekspresyonu ve nitrik oksit sentezinin azaldig: goriildi. Nitrik oksit
sentezinin L-karnitin tarafindan baskilanmasindan sorumlu mekanizma, iINOS gen
ekspresyonunun NFkB aracili transkripsiyonel regiilasyonunun ve iNOS protein
sentezinin inhibisyonudur. RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinin NFkB lusiferaz reporter
plazmid ile transfeksiyonundan elde edilen sonuglar, iNOS protein ekspresyonunun
inhibisyonunun, transkripsiyon seviyesinde oldugunu gostermektedir. Cilinkii, L-karnitin,
LPS aracili iNOS gen ekspresyonundan sorumlu olan transkripsiyon faktorii NFkB’nin
aktivitesini azaltmaktadir. insan iNOS geninin 5’ flanking promotor bolgesi pek ¢ok
dekamerik «B motifi icermektedir. Bu transkripsiyonel regiilatoriin inhibisyonu iNOS
proteininin ekspresyonunun baskilanmasindan sorumlu olabilir. Uyarilmamais hiicrelerde
NF«B stoplazmada IxB proteinleri ile bagl olarak ve inaktif formda bulunur. LPS gibi
NF«kB’nin aktivasyonuna yol agan ajanlar RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde 1B o’nin
fosforilasyonuna ve proteozomal degradasyonuna neden olur. Bu proteozomal
degradasyon, NFxB’nin 1xB’den ayrilarak serbest kalmasina ve aktivasyonuna neden
olur. Aktive olan NFkB niikleusa transloke olarak iNOS geninin promotor bolgesindeki
kB motifine baglanir ve gen transkripsiyonunu baslatir. Bu calismada, NFxB
aktivitesinin L-karnitin tarafindan inhibisyonunun IxB degredasyonun azaltilmasi ya da
NF«xB’nin translokasyonunun engellenmesinden ileri gelebilir. NFxB, inflamasyonda,
karsinogenezde ve pek ¢cok immunolojik hastalikta gérevli pek ¢ok enzimin, sitokinlerin,
hiicre adezyon molekiillerinin ve biiylime faktorlerinin gen ekspresyonunu modiile eden
bir transkripsiyon faktoriidiir. L-karnitin tarafindan NFkB’nin inhibisyonu pek ¢ok

hastaligin tedavisi ve yeni ilag gelistirilmesi agisindan olduk¢a 6nemli olacaktir.



87

RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde, LPS stimulasyonunun, iNOS transkripsiyonunu ve
protein sentezini indiikledigi, nitrik oksit sentezini, IkB proteolizini ve NF«B’nin
niikleer translokasyonunu artirdigi gosterilmistir (Xie ve ark., 1994; Henkel ve ark.,
1993; Hwang ve ark., 2011). Bu nedenle, bu hiicre sistemi, iNOS ve NO iiretimine karsi
potansiyel inhibitorlerin degerlendirilmesi i¢in milkemmel bir modeldir (Yang ve ark.,
2009). Literatiirlerde makrofaj hiicrelerinin LPS ile uyarilabildigini gosteren pek ¢ok
calisma mevcuttur (Liu ve ark., 2011; Tao ve ark., 2008; Kanno ve ark., 2007; Luo ve
ark., 2009; Quang ve ark., 2006). Calismamizda elde ettigimiz sonuglarin, literatiir
verileri ile uyumlu oldugu ve kullandigimiz hiicre modelinin ve sistemimizin kimyasal
maddelerin  antioksidan etkilerinin degerlendirilmesi agisindan uygun oldugu

goriilmektedir.

Caligmamizda degisik LPS dozlar1 ile farkli inkiibasyon periyodlart boyunca
uyardigimiz makrofaj hiicrelerinde literatiirler ile uyumlu olarak nitrik oksit
konsantrasyonlarinin zamana ve doza bagli olarak arttigi goriildii. Tiim denemeler
boyunca, nitrik oksit diizeylerini en etkin diizeyde artiran 1pg/ml LPS dozu kullanildi ve
inkiibasyon siiresi olarak ise 20 saat sec¢ildi. Calismamizda, RAW 264.7 makrofaj
hiicrelerinin 1pg/ml LPS ile 20 saat uyarildiginda hiicre siipernatanlarindaki nitrik oksit
konsantrasyonlarinin LPS uygulanmayan kontrol grubu ile karsilastirildiginda en az iki
kat arttig1 goriildii. Literatiirde uyarilma i¢in 20 ve 24 saat arasinda farkli inkiibasyon
stirelerinin denendigi goriilmektedir. Ancak, 20. saatten sonra, LPS ile inkiibasyon
sonucunda apoptotik etkiler goriilebilmektedir ve ayrica hiicrelerin, LPS ile 20 saatlik
inkiibasyon sonunda f{irettikleri nitrit diizeyleri ile 24 saatlik inkiibasyon sonunda
tiretilen nitrit diizeyleri arasinda anlamli farklara rastlanmadi (p>0,05) ve bu sebeplerden
dolay1r daha uzun siire inkiibe etmeye gerek olmadigi, 20 saat inkiibasyonun yeterli

oldugu diisiiniildii.

Nitrik oksit sentezi iizerindeki ¢alismalar iki farkli deney protokolii lizerinden (tedavi ve
koruma protokolil) siirdiiriildii. L-karnitinin nitrik oksit sentezi tizerindeki direkt ve

indirekt etkileri koruma ve tedavi protokolii lizerinden agiklandi. Koruma protokoliinde,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7508926
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L-karnitin, kiiltiir ortamima LPS stimulasyonundan once, tedavi protokoliinde ise, LPS
stimulasyonundan sonra eklendi. Koruma protokoliinde, L-karnitinin, NF«B aktivitesi ve
INOS protein ekspresyonu {izerindeki inhibitér etkisi degerlendirilirken, tedavi
protokoliinde sentezlenen ve nitrik oksit diizeylerinde artisa sebep olan iINOS enzimi
tizerinde herhangi bir inhibitor etkiye sahip olup olmadigi belirlendi ve L-karnitinin
koruma protokoliine gore daha etkin inhibitér etkiler sergiledigi goriildii. Her
protokolde, degisik inkiibasyon siireleri (1 ve 20 saat) denendi ve ilging sonuglar elde
edildi. Hiicrelerin tek basmna L-karnitin ile 40 saat inkiibasyonunun hiicre canliligini
etkilememesi, 20 saatlik koruma potokoliiniin gilivenli olarak kullanilabilecegini

gosterdi.

Calismamizda, L-karnitinin nitrik oksit sentezi {lizerindeki etki mekanizmasinin
aydinlatilmas1 i¢in uygulanan koruma protokoliine gore, 20 saatlik inkiibasyonun 1
saatlik inkiibasyona gore daha etkin oldugu ve bu nedenle inflamasyona daha iyi kars1
koydugu goriildii (Cizelge 4.1). L-karnitin antiinflamatuvar etkilerinin yani sira,
intramitokondriyal agil COA/COA oraninin modiilasyonunda yer alir. Normal
kosullarda, pek ¢ok mitokondriyal yolak tarafindan iiretilen organik asitlerin kisa ve orta
zincirleri koenzim A esterleri, daha ileri metabolize olarak serbest koenzim A
olusumuna neden olur. Ancak stres kosullar1 altinda, bu esterlerin iiretimi artar, oganik
asitler karnitine transesterifiye olarak, koenzim A’nin serbest kalmasina ve TCA siklusu
gibi diger metabolik yolaklara katilmasina neden olur. L-karnitinin, organik asitlere
kars1 mitokondriyal tampon olarak gérev almasi normal kosullarda minimum diizeyde
iken, inflamasyonda mitokondri fonksiyonunun ve hiicre canliliginin korunmasi igin
temel Oneme sahiptir (Rebouche, 1986). L-karnitin, B oksidasyonun gergeklestigi
mitokondriyal matrikse uzun zincirli yag asitlerinin taginmasinda major rol oynar.
LPS’in rat R2 makrofajlarinda oleat oksidasyonunu artirdig bilinir (Hauton ve Evans,
2002). Bununla beraber, makrofajlara LPS uygulandiginda, yag asidi oksidasyonu ve L-
karnitin ihtiyaci artabilir. LPS ile aktive edilen bu deney modelinde, inflamasyon ve
stress kosullarinda, hiicresel ihtiyaglarin yerine getirilmesi i¢in L-karnitin ile daha uzun

siire inkiibasyona gerek duyulmaktadir. Bu durum kismi olarak, koruma protokoliinde



89

20 saat inkiibasyonun 1 saat inkiibasyondan neden daha etkin inhibisyon sagladigim

aciklayabilir.

Calismamizda ayrica, aktive makrofajlarin, kiiltiir ortamindan LPS cekildiginde bile
nitrik oksit sentezine zamana bagli olarak devam ettikleri gosterildi. LPS ile iNOS
ekspresyonu indiiklenmis hiicrelerin, ortamdan LPS uzaklastirilsa bile, uyarilmamis
hiicreler ile karsilastirildiklarinda, nitrik oksit setezinde anlamli bir artis olmaya devam
ettigi goriilmektedir (p<0,001). Bu durumda, nitrik oksit ile beraber diger oksidatif
metabolitlerin de artmasi muhtemeldir. Hiicrelerin, 20 saatlik LPS ile inkiibasyondan
sonra LPS ortamdan uzaklastirilsa bile nitrit iiretimine devam ettigi ve L-karnitinin bu

artist 1 ve 20 saatlik tedavi protokoliine gore baskiladig goriildii.

Koruma ve tedavi protokolleri, L-karnitinin nitrik oksit sentezi tizerindeki % inhibisyon
degerlerine bakilarak, cizelge 4.1°de goriildiigli gibi, karsilastirilarak incelendiginde, en
etkin inhibisyonun 20 saatlik koruma protokoliinde gergeklestigi goriilmektedir. Koruma
protokoliinde hiicreler LPS ile uyarilmadan 6nce L-karnitin ile koruma saglanmaktadir.
Bu protokolde 8,3; 9,84; 13,09 ve 14 mM L-karnitin ile 20 saat inkiibe edilmis hiicreler
de nitrik oksit sentezinin doz bagimli olarak sirasiyla %25,38 + 9,35; %34,7+3,12;
%39,01+ 6,99 ve %41,12 + 1,38 inhibe oldugu goriildi. 9,84mM L-karnitin koruma
protokoliine gore (20 saat), %34,7+3,12 inhibisyon gosterirken, tedavi protokoliinde, 1
saatlik inkiibasyon sonunda, %17,08+3,74 ve 20 saatlik inkiibasyon sonunda,
%11,1345,62 inhibisyon yapabilmektedir. Bu 6rnekten goriildiigii gibi en iyi inhibisyon

20 saatlik koruma protokoliinde gozlenmektedir.

Tedavi protokoliinde, 1 saatlik inkiibasyon sonucunda, 9,84mM ve tizerindeki L-karnitin
dozlar nitrit diizeylerinde anlamli derecede inhibisyon yaparken (p<0,001), 20 saatlik
inkiibasyonda ancak 13,09 ve 14mM’lik L-karnitin dozlar1 anlamli derecede inhibisyon
saglayabilmekte (p<0,01 ve p<0,001), 13,09mM’dan daha diisiik dozlarin anlamli
diizeyde inhibitor etkisi goriilmemektedir (p>0,05) (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Koruma ve tedavi protokollerine gore L-karnitinin nitrik oksit sentezi iizerindeki inhibitor
etkisinin karsilagtiritlmasi

% Inhibisyon

L- Karnitin(mM) 8,3 9,84 13,09 14
=]
g E 1 saat 10,70+2,80 | 12,65+3,24 7,5344,83 9,1949,07
>
S % 20 saat
X = 25,38+9,35 | 34,70+3,12 | 39,01+6,99 41,12+1,38
- 1 saat
S5 10,6+9,06 17,08+3,74 | 20,11£8,01 22,2349,83
T 4
E % 20 saat
& 15,55+2,35 11,13+5,62 19,26+4,33 20,77+3,23

Tedavi protokoliine gore, 20 saat inkiibasyon sonundaki nitrik oksit iiretiminin, 1. saat
inkiibasyon sonundaki nitrik oksit {iretimininden yiiksek oldugu ve L-karnitinin 1.saat
sonundaki nitrik oksit sentezini, 20. saate gore daha iyi baskiladigi goriiliir. Hiicrelerin
LPS ile stimulasyonun sonucunda hiicrede oksidatif metabolitlerin sentezi artmaktadir.
TNF q, intelokinler, prostaglandinler ve nitrik oksitin yan1 sira, siiperoksit (¥2) ve
hidrojen peroksit liretimi de gergeklesmektedir. Siiperoksitin, hidrojen peroksit ile
reaksiyonu sonucu, hidroksil radikali olusumu, nitrik oksit ile reaksiyonu sonucu,
peroksinitrit sentezi artmaktadir (Johnston, 1978; Liaudet ve ark., 2009). Bu protokole
gore, belirtilen stresli kosullardaki hiicreler ile inkiibasyona devam edilmektedir. 20
saatin ardindan, besiyeri taze besiyeri ile degistirildiginde, ikinci bir 20 saatlik
inkiibasyonda sadece 13,09 ve 14mM’lik L-karnitin dozlari ile istatistiksel olarak
anlamli distisler goriilmektedir. Artan stres kosullarinda 13,09mM’dan daha diisiik
dozlar bu modelde antioksidan etki gosterememektedir. L-karnitinin diisiik dozlari, nitrik
oksit konsantrasyonlar1 {izerindeki inhibitor etkisini, oksidatif stres diizeyinin ¢ok arttigi
kosullarda sergileyememektedir. Hiicrelerin LPS ile uyarilmasindan sonra L-karnitin ile
bir saat inkiibasyonu yeterli olmaktadir, saglikli sonuglarin elde edilebilmesi i¢cin daha

uzun inkiibasyonlardan kaginilmalidir.
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LPS varliginda uzun siireli inkiibasyonlarda nitrit diizeylerinde gozlenen artis, LPS’in
yaratacagi stres, LPS yoklugunda bile devam etmektedir. Bu nedenle tedavi
protokollerinin LPS inkiibasyonundan sonra 20 saat yerine 1 saat siirdiiriilmesi gerekir.
Hiicre modellerinde, LPS ile yapilacak hiicre uyarilmalarinda hiicrenin stres altinda

oldugu unutulmamalidir.

Sonug olarak, L-karnitinin, LPS ile indiiklenen nitrik oksit sentezini, transkripsiyonel
asamada, NFkB ve iINOS protein ekspresyonunun inhibisyonu araciligiyla baskiladigi ve
bunun yaninda, sentezlenen iNOS enziminin iizerinde de inhibitdr etkilere sahip oldugu

goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

LPS (1ug/ml) ile 20 saat uyarilan RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde nitrik oksit sentezi
zamana ve doza bagl olarak artmaktadir. 1 pg/ml LPS ile hiicreler 20 saat uyarildiginda

LPS hiicreler iizerinde herhangi bir toksik etki gostermemektedir.

Bu tez galismasinda, koruma protokoliinde, hiicreler, 8,3-13,09mM arasindaki L-karnitin
ile 20 saat inkiibe edildikten sonra LPS ile 20 saat uyarildiginda hiicre canliligim
etkilemeden nitrik oksit sentezinde azalma oldugu ve bu azalmanin NFkB aktivasyonu
ve iNOS protein ekspresyonu {iizerindeki inhibitor etkiden kaynaklandigi ilk kez

saptanmistir.

Tedavi protokoliinde, LPS ile 20 saat stimulasyonun ardindan, ortamdan LPS
uzaklastirildiginda hiicreler nitrit iiretmeye devam etmektedir. Sonuclarimiza gore,
INOS sentezinden sonraki periyotta da L-karnitinin, nitrit diizeyleri {izerinde inhibitor
etkisi oldugu anlasilmaktadir. Bu protokolde, 1 saatlik inkiibasyon sonucunda, 20 saatlik
inkiibasyona gore daha iyi inhibisyon gdzlenmesi sebebiyle, LPS stimiilasyonunun
ardindan L-karnitinin nitrik oksit sentaz enzimi ve nitrik oksit diizeyleri iizerindeki
inhibitor etkisinin goriilebilmesi i¢in bir saat inkiibasyonunun saglikli olacagi kanisina

varildi.

Calismamizda kullanilan indiiklenebilir sistem, antiinflamatuvar, antikanserojen ve
antiaterosklerotik etkili bilesiklerin etki mekanizmalarinin agiklanmasi bakimindan
olduk¢a uygun bir modeldir. L-karnitinin bu sistemde iNOS ile asir1 miktarda
sentezlenen nitrik oksit sentezi iizerindeki etkisinin, NFxB yolagi iizerinden
transkripsiyonel basamakta oldugu, ayrica, iNOS sentezinden sonra etkin oldugu

anlasilmaktadir.
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lleride yapilacak calismalar ile, iINOS proteini sentezlendikten sonra, L-karnitinin
translasyonel ya da posttranslasyonel basamaklarda, dimer olusumu ya da protein
stabilitesi tizerinde etkisi olup olmadigi ve ayrica NFxB aktivitesi, iINOS protein

ekspresyonu ve enzim aktivitesi tizerindeki etkileri in vivo ¢alismalar ile desteklenebilir.
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OZET

RAW 264.7 Makrofaj Hiicrelerinde Nitrik Oksit Sentezi Uzerine L-Karnitinin
Etkisi

L-karnitin, ¢esitli  hiicrelerde apoptozu engelledigi, antioksidan enzimlerin
konsantrasyonunu artirdigi ve oksidatif stres markerlarinin seviyelerini distirdigi
bilinen, antioksidan etkilere sahip bir bilesiktir. Bu ¢alismada LPS ile uyarilan RAW
264.7 makrofaj hiicrelerinde L-karnitinin nitrik oksit sentezi iizerindeki etki
mekanizmasi arastirildi. Hiicreler 1pug/ml LPS ile 20 saat uyarildiginda kontrol ve LPS
grubunun nitrit konsanrasyonlar1 arasinda anlamli fark gorildii (3,71 = 0,05 mM ve 8,48
+ 0,15mM sirasiyla) (p<0,001). Hiicreler LPS ile uyarilmadan 6nce 20 saat L-karnitin ile
inkiibe edildiginde, L-karnitinin nitrik oksit konsantrasyonlarini anlamli derecede
azalttigi (p<0,01) ve bu durumun iINOS protein ekspresyonundaki azalmadan
kaynaklandigi goriildi. L-karnitin LPS ile indiiklenen NFxB aktivitesini inhibe
ettiginden dolay1, iNOS protein ekspresyonu iizerindeki inhibitdr etki transkripsiyon
seviyesindedir. Ayrica, 1pug/ml LPS ile nitrik oksit sentezi indiiklendikten sonra ortama
ilave edilen L-karnitin ile hiicrelerin inkiilbasyonu sonucunda da nitrik oksit
konsantrasyonlarinin anlamli olarak azaldigi goriildi (p<0,001). Bu g¢alismadan elde
edilen sonuglar gostermistir ki, RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinde L-karnitin doz
bagimli olarak NF kB aktivitesini ve iNOS protein ekspresyonunu azaltarak, nitrik oksit
sentezi iizerinde inhibitdr etkiye sahiptir.

Anahtar Sozciikler: iNOS, L-karnitin LPS, NF«xB, nitrik oksit.
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SUMMARY

The Effect of L-Carnitine on the Synthesis of Nitric Oxide by INOS in RAW 264.7
Murine Macrophage Cell Line

L-carnitine is a compound that is known to have anti-oxidant effects, preventing
apoptosis in various cells, increasing antioxidant enzyme concentration and decreasing
oxidative stress markers. In this study, the effect mechanisms of L-carnitine on nitric
oxide synthesis in LPS induced RAW 264.7 macrophage cells have been researched.
When the cells are induced by 1upg/ml LPS for 20 hours, it has been observed that a
meaningful difference exists between the nitrite concentrations of the control group and
LPS group. When the cells are incubated for 20 hours with L-carnitine before inducing
with LPS, it has been observed that L-carnitine is decreasing the nitric oxide levels
meaningfully and this decrease is caused by the decrease of iINOS protein expression.
Since the L-carnitine is inhibiting the activity of LPS induced NF«B activity, the
inhibitor effect on the iNOS protein expression is at the transcription level. Also, when
L-carnitine added to the cell culture after the LPS stimulation (1pg/ml), it was seen that
nitrite concentrations were decreased (p<0,001). The results from this study showed that,
L-carnitine in RAW 264.7 macrophage cells have an inhibitor effect on the nitric oxide
synthesis by decreasing the NFkB activity and iNOS protein expression dose
dependently.

Key Words: iNOS, L-carnitine, LPS, NF«B, nitric oxide
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