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ONSOZz

Tamamlanan projemizde nitrik oksit sinyal iletisini modiile eden nétrofil oksidaz
enzimlerindeki artisin, orak hiicre anemisiﬁge goriilen vaskiler inflamasyonun
patogenezinde etkili olabilecegi hipotezi incelenmigtir. Yapilan ¢alismanin kapsaminda
orak hiicre anemisinde nétrofii NADPH oksidaz, myeloperoksidaz ve siklooksijenaz
enzim duzeyleri Olgllerek, notrofillerdeki nitrik oksit tilketimi ve metabolizmasi
belirlenmigtir. Projemiz TUBITAK tarafindan desteklenmistir.
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OZET

Nitrik oksit'in (NO) enzim kaynakli reaktif dksijé}{) metabolitleriyle reaksiyona girmesi,
inflamatuar sinyal iletisinde modulatuar olarak etkin olmasini saglar. Bu sebepten dolay:
orak hiicre hastalarindan ve kontrol grubundan alinan tam kandan nétrofil izolasyonu
yapilarak, NADPH oksidaz, myeloperoksidaz (MPO), siklooksijenaz (COX) aktivitesi ve
NO metabolizmas! caligiimistir. Intraseliler redoks dengesini ve NO olusumunu
degerlendirmek igin de glutatyon (GSH) seviyeleri ve indiklenebilir nitrik oksit sentaz
(NOS-2) ekspresyonu analiz edilmistir. Notrofil NADPH oksidaz aktivitesi hem bazal hem
de fMLP uyarisindan sonra, siiperoksit anyon salinim hizina bakiarak belirlenmig,
kontrol grubu ve orak hiicre hastalarinda benzer dizeylerde bulunmustur.
Myeloperoksidaz aktivitesi, spektrofotometrik olarak Olclilmis, orak hiicre ve kontrol
gruplan arasinda anlamh bir fark gézlenmemistir. Total COX aktivitesi, ticari olarak
saglanan kit ile 6lglilmus, kontrol grubuna gére orak hiicre hastalarinin nétrofillerinde
istatistiksel olarak anlamli dizeylerde artis bulunmustur. Orak hiicre hastalarinda
gozienen total COX artigi, COX-2 formunun aktivitesindeki artisa bagimhdir. COX-2
aktivitesinin hesap edilmesinde, COX-1e spesifik inhibitér SC-560 kullanilmistir. Control
ve orak hiicre hastalarinin nétrofil lizatlarinda yapilan COX-2 proteininin western blot
analizi, hasta grubunda artmis COX-2 aktivitesini dogrulamistir. NOS-2 western blot
analizi, orak hicre hastalarinin  nétrofillerinde artmig NOS-2 proteininin varligini
gdstermistir. Kontrol grubuna gére orak hiicre hastalarinin nétrofillerinde azalmis GSH
ve artmig nitrat/nitrit seviyelerinin oldugu, yapilan spektrofotometrik Glcimlerle ortaya
konmustur. Nétrofil NO tiketimi hem bazal hem de fMLP uyarisindan sonra,
elektrokimyasal olgiimierle belirlenmis, kontrol grubuna gore orak hiicre hastalarinda
istatistiksel olarak anlamli diizeylerde azalma gostermistir. Sonug olarak orak hiicre
hastlarimn  nétrofillerinde  gérilen GSH duzeylerindeki - azalma artmis oksidatif
metabolizmay! yansitmaktadir. Orak hiicre nétrofillerinde gorilen intraseliller redoks
dengesindeki bozulma NO tiiketiminde normale gbre bir sapma yaratarak hastalikta
goralen artmig inflamatuar yanita katki saglayabilir.

Anahtar kelimeler: NADPH oksidaz, siklooksijenaz, glutatyon, orak hiicre
hastalidi, nétrofil.




ABSTRACT

Objective: Interaction of nitric oxide (NO) with'“;‘;enzymatic sources of reactive species
exerts modulatory actions on inflammatory signaling mechanisms. Methods: NADPH
oxidase, total peroxidase, cyclooxygenase (COX) activity and NO consumption were
measured in neutrophils isolated from sickle cell disease (SCD) patients and healthy
controls. Glutathione (GSH) levels and expression of inducible nitric oxide synthase
(NOS-2) were also analyzed to assess intracellular redox state and NO production,
respectively. Results: Functional assay of NADPH oxidase was performed by measuring
superoxide release which was similar in control and SCD, both at basal conditions and
in response to fMLP stimulation. Peroxidase activity, assessed spectrophotometrically,
was not significantly different in SCD neutrophils compared to controls. Total COX
activity, measured via an assay kit, was significantly increased in SCD neutrophils. The
increase in total COX activity observed in SCD was due to enhanced activity of COX-2,
differentiated by using the isoform-specific inhibitors DuP-697 and SC-560. Western blot
analysis of COX-2 protein in SCD and control neutrophils confirmed increased enzyme
activity in the diseased group. Western blot analysis of neutrophil lysates from SCD
patients showed significantly increased NOS-2 protein content, compared to controls.
Spectrophotometric measurement of GSH and nitrate/nitrite levels showed a decrease
in GSH and an increase in nitrate/nitrite content in SCD neutrophils. Electrochemical
measurement of NO consumption both under basal conditions and after fMLP
stimulation, revealed a significant decrease in SCD neutrophils compared to controls.
Conclusions: Depletion of GSH in SCD neutrophils may impact on rates of NO
consumption and reflects increased oxidative stress -associated with neutrophil
activation.

Key words: NADPH oxidase, cyclooxygenase, glutathione, sickle cell disease,
neutrophil.
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GIRiS

Orak hiicre anemisi (orak -hiicre hastaligi) yay%gm olarak goérilen herediter bir kan
hastahdidir. En yiiksek insidansa sahip oldugu E/erler Giiney Tirkiye, Giiney ltalya,
Kuzey Yunanistan, Ortadodu, Suudi Arabistan ve Orta Hindistandir. Orak hiicre
anemisinde goriilen nokta mutasyon sonucunda, hemoglobin B-globin zincirinin 6.c1
amino asidi valin ile yer degistirmisti. Olusan bu nokta mutasyon sonucunda
hemoglobin deoksijene oldugu zaman polimerize olur ve kirmizi kan hicreleri orak
hicre seklini alir. Orak hiicre anemisinde kirmizi kan hiicrelerinin olusturdugu vaskuler
oklizyon, baglica morbidite ve mortalite nedenini olusturur. Orak hiicre anemisinde
gbrilen vaskiler inflamasyonun patogenezi tam olarak aydinlatiimis degildir. Orak hiicre
anemili hastalarda gorllen vaskiler trombozis ve artmis nétrofil-endotel adezyonu
vaskiler disfonksiyonun mevcudiyetini distndirir.  Vaskiler fonksiyonun - lokal
kontrollinde nitrik oksit (NO) 6nemli bir modilatsrdir. Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz
(NOS) enzimi tarafindan sentez edilir. Nitrik oksit, hiicresel dizeyde etkisini intraseliler
cGMP diizeylerini arttirarak gésterir. Nitrik oksite bagl olusan hiicresel cGMP
dizeylerindeki artig diiz kas hicrelerinde  vazorSlaksasyona, trombositlerde
aggregasyonun inhibe olmasina ve nétrofil-endotel adezyonunda azalmaya neden olur.
Nitrik oksitin fizyolojik etkisinde, hiicrenin redoks durumu ve antioksidan seviyesi
6nemlidir. Inflamatuar durumlarda olusan oksidaz enzimlerindeki artig, reaktif oksijen
tirlerinin olugmasina neden olarak hiicresel redoks dengesini bozar ve nitrik oksit sinyal
iletiminde harabiyet meydana getirir. Nitrik oksit sinyal iletisini modiile eden nétrofil
oksidazlari arasinda NADPH oksidaz, myeloperoksidaz ve siklooksijenaz enzimleri yer
ahr. Bu caligmanin hipotezi: nitrik oksit sinyal iletisini modile eden nétrofil oksidaz
enzimlerindeki artigin, orak hiicre anemisinde gorilen vaskiler inflamasyonun
patogenezinde etkili olabilecegidir. Bu hipotezin arastirimasinda ¢ temel hedef
belirlenmistir. 1.0rak hiicre anemisinde nétrofil NADPH oksidaz ve myeloperoksidaz
aktivitesini belirlemek. 2.0rak hiicre anemisinde nétrofil siklooksijenaz enzim aktivitesini
ve miktarim belirlemek. 3.0rak hiicre anemisinde nétrofillerdeki nitrik oksit tiketimini ve
metabolizmasini belirlemek.




IS

GENEL BILGILER

Orak hicre anemisinde gorilen vaskiiler bozukluklarin kompleks patofizyolojisini tek bir
mekanizma ile agiklamak mimkin degildir, ahcak hiicre ici oksidasyonunun bu
mekanizmalar igerisinde 6nemli bir yere sahip oldugu gesitli cahgmalar ile rapor
edilmistir (1-4). Orak hiicre anemisinde olusan hemoglobin yapisinin (HbS) 2 kat daha
fazla oksidasyona maruz kaldigt ortaya konmustur (5). Tam bu bulgulara ilave olarak,
herediter kan hastaliklarinda hemoglobinde olusan kalitsal instabiliteye bagh olarak hem
grubunun salindi§i ve hem grubunda mevcut demirin oksidasyon-rediksiyon siklist
icerisinde oksidatif hiicre harabiyetine sebebiyet verdigi ortaya konmustur (6-8). Orak
hiicre anemisinde gérilen vaskiiler inflamasyonun patogenezi tam olarak aydinlatiimisg
degildir. Orak Hucre anemili hastalarda gériilen vaskiiler trombozis ve artmis nétrofil-
endotel adezyonu vasktler disfonksiyonun mevcudiyetini dustndurir (9-17). Vaskdler
fonksiyonun lokal kontroliinde nitrik oksit (NO) nemli bir modulatérdir. Nitrik oksit, nitrik
oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan sentez edilir (18). Nitrik oksit, hiicresel dizeyde
etkisini infraselller cGMP dlzeylerini arttirarak gésterir. Nitrik oksite bagh olusan
hicresel c¢GMP dizeylerindeki artis diz kas hiicrelerinde vazorblaksasyona,
trombositlerde aggregasyonun inhibe olmasina ve nétrofil-endotel adezyonunda
azalmaya neden olur (19, 20). Nitrik oksitin fizyolojik etkisinde, hiicrenin redoks durumu
ve antioksidan seviyesi onemlidir (21-27). Inflamatuar durumlarda olugsan oksidaz
enzimlerindeki artig, reaktif oksijen tarlerinin olusmasina neden olarak hiicresel redoks
dengesini bozar ve nitrik oksit sinyal iletiminde harabiyet meydana getirir (28, 30). Nitrik
oksit sinyal iletisini modile eden nétrofil oksidaz enzimleri arasinda NADPH oksidaz,
myeloperoksidaz ve siklooksijenaz enzimleri yer alir (28).

Cukurova bélgesini kapsayan bir g¢aligma, kaba dogum hizina gére 1 yilda dogacak
hasta bebek sayisini orak hiicre anemisi igin 18.7, B-talasemi icin ise 4.4 olarak
belirlemistir (31). Bir hastanin maliyetinin, aile igin ayda yaklasik 500 ABD dolart yik
getirebilecedi hesaplanabilirse, bu kan hastahiginin devlet icin maddi yikin{
degerlendirmek mimkin olabilecektir. Bu alanda yapilacak bilimsel calismalardan elde
edilen bilimsel verilerden yola cikilarak daha iyi tedavi protokolleri gelistirilecek,
hastaligin komplikasyonlari azaltihp hasta yasam siresi ve kalitesinde iyilesme
saglanabilecektir. Bu durum hastanin hastanede kalma suresini ve tedavi masraflarini
da azaltacaktir.




GEREG ve YONTEM

-

B

Hasta Gruplari ve Nétrofil izolasyonu

Yaslari 3-28 arasinda degisen homozigot HbS hemoglobinopatisi olan 14 hastadan (10
erkek/4 kadin) ve ayni yas grubundan 10 saghkl bireyden (HbA) antikuagiilanh tiplere
kan drnekleri alindi. Hasta gruplarindan alinan tam kandan nétrofil izolasyonu dansite
gradienti ile gergeklestirildi. Histopaque 1077 ve 1119 ile olusturulan ficoll-hypaque
gradienti Uzerine aplike edilen tam kandan santrifigasyon yoluyla notrofil eldesi
sadlandi. Elde edilen nétrofil siispansiyonu igerisinde bulunan hicre sayisi Akdeniz
Universitesi Merkez laboratuarindaki tam kan sayim cihazi (Beckman Coulter LH 750
Analyzer) ile belirlendi.

NADPH Oksidaz Aktivitesinin Olgiilmesi

Nétrofillerde NADPH oksidaz aktivitesi, sUperoksit anyon salinim hizina bakilarak
belirlenmistir. Stperoksit anyon salinimi, CuZn SOD ile inhibe edilebilen sitokrom ¢
rediksiyonu ile spektrofotometrik olarak 6lgtildld. Salinan slperoksit anyon miktari
redikte sitokrom c'nin 550 nm'deki molar absorplama katsayisi (2,1 x 10 M cm b
kullanilarak hesap edildi. Deney gruplarinda nétrofillerden salinan slperoksit anyon
miktari hem bazal hem de 10 uM FMLP (Sigma Aldrich, Steinheim, Switzerland)
uyarisindan sonra olguldu. Sonuglar (ortalama + SEM) mg protein basina nmol
cinsinden rapor edildi. Orneklerdeki protein miktari modifiye Bradford yéntemiyle
6lctldl. Bu 6lglimde bovine serum albumini de standard olarak kullanild..

Myeloperoksidaz Aktivitesinin Olgiilmesi

Nétrofillerde MPO aktivitesi 43 mM NaH,PO, (pH 5.4), 1.2 mM tetrametilbenzidin (TMB),
ve 100 pM H;O; varliginda 650 nm'de spektrofotometrik olarak belirlendi.
Myeloperoksidaz enzim aktivitesinin hesaplanmasi, TMB’nin 650 nm’deki molar
absorplama katsayisi (3,9 x 10* M cm-1) degerinden yapildi. Bir Unite (U) MPO
aktivitesi, 1 dakikada olugsan pymol TMB oksidasyonu olarak hesap edildi. Sonuclar
(ortalama + SEM) mg protein basina, mU olarak rapor edildi.



Siklooksijenaz Aktivitesinin Olgiilmesi

Notrofil siklooksijenaz (COX) aktivitesi enzimin peroksidaz komponenti araciligs ile kit
kullanilarak 6lglildi (Cayman Chermical, Ann Arbor MI). Okside N,N,N’,N'-tetrametil-p-
fenilendiaminin (TMPD) kolorometrik olarak varliina bakilarak enzim aktivite tayini
yapildi. Total COX enzim aktivitesinin hesaplanmast, TMPD'nin 590 nm’deki molar
absorplama katsayisi (8.26 x 10° mM" em™) degerinden yapildi. COX aktivitesi mg
protein basgina, 1 dakikada olusan nmol TMPD oksidasyonu olarak verildi. Sonuglar
(ortalama + SEM) olarak rapor edildi. COX-2 akiivitesinin hesap ediimesinde, COX-1'e
spesifik inhibitér SC-560 (Cayman Chemical, Ann Arbor Mi) kullamild.

COX-1 ve COX-2 Enzimlerinin Protein Miktarinin Belirlenmesi

Notrofil COX-1 ve COX-2 enzimlerinin protein miktari poliakrelamid gel elektroforezini
(PAGE) takiben western blot analizi ile belirlendi. Eide edilen nétrofil protein
homojenatlari Laemli tamponu ile 1:2 oraninda kanistirilarak, %15'lik poliakrelamid jele
tatbik edilerek elektroforetik ayrim saglandi. Jelde ayrilan proteinler, sellloz asetata
transfer edilerek western blot analizi gerceklestirildi. Ayrilan hiicre proteinleri ayr olarak
poliklonal anti-COX1 ve poliklonal anti-COX-2 antikoru {Cayman Chemical, Ann Arbor
M) igerisinde (1:1000 dilisyonda) 1 saat 25°C'da bekletildikten sonra HRP-bagh
sekonder antikor (ZYMED, San Fransisco, California) (1:10000 dilusyonda) ile muamele
edildi. Reaktif doku proteinleri kemiliminesans yontemle belirlendi. COX1 ve COX-2
enzimlerinin 70 kDa'luk monomerik bantlari gé6riuntiilendi. Gériintilenen protein
bantlarinin NIH image 1,61 software programi kullanilarak dansitometrik analizi yapildi.

NOS-2 Enzim Miktarinin Tayini

NOS-2 enzim miktarinin tayini PAGE-western blot yontemiyle yapildi. Elde edilen nétrofil
homojenatlari Laemli tamponu ile 1:2 oraninda karigtiritarak, %9'luk poliakrelamid jele
tatbik edildi. Jelde ayrilan proteinler, seliiloz asetata transfer edilerek western blot analizi
gerceklestirildi. Ayrilan doku proteinleri primer anti NOS-2 antikoru icerisinde (BD
Transduction Laboratories, 1:800 dilution) bir gece bekletildikten sonra HRP-bagh
sekonder antikor (1:10000 dilusyonda) ile muamele edildi. Reaktif doku proteinleri
kemiliminesans yéntemle belirlendi. Gérlintillenen protein bantlarinin NIH image 1,61
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software programi kullanilarak dansitometrik analizi yapildi. SDS-PAGE ile ayrilan doku
proteinleri Electro-Blue solisyonu (Qbiogene, Heidelberg, Germany) ile de boyanarak
doku proteinlerinin dagihmi ve jele aplikasyon ﬁgiktarlarmdaki esitlik belirlendi.

Nitrogen Metabolitlerinin Miktarinin Belirlenmesi

Invivo olarak nitrik oksidin son metabolik Grtnleri nitrit (NO,-) ve nitrat (NO3-)Ydir ve
biyolojik sistemlerde genellikle bu sekilde tanimlanir. Nitrik oksid metabolitlerinin
6lglilmesinde sistemde var olan tOm nitrat, nitrat redtktaz enzimi ile nitrite déndstaralir.
Total nitrit miktar1 ise Griess reaktifi ile spektrofotometrik olarak &lciliur. Olctmin
prensibi asidik solisyonlar igerisinde nitritin nitréz aside (HNO,) déniismesi ve bunun
da sulfanilamidler ile birleserek sulfanilamid-diazonium tuzu olusturmasidir. Olusan
sulfanilamid-diazonium tuzu N-(1-Naphthyl)-ethylendiamin ile reaksiyona sokularak 540
nm'de Olcilebilen bir kromofor olusturur. Olusturulan deney sisteminde nétrofil
homojenatlarinda nitrat/nitrit tayini yapildi. Nétrofil nitrat/nitrit seviyeleri uM dizeyde
belirlendi ve ortalama + SEM olarak verildi. Sadece bazal sartlarda degil hem 10 uM
FMLP (Sigma Aldrich, Steinheim, Switzerland) uyarisindan sonra hem de 1 mM nitrik
oksit sentaz inhibitéri olan L-NAME (Sigma Aldrich, Steinheim, Switzerland) varliginda
nétrofillerde nitrik oksidin son metabolik Grinleri nitrit (NO»-) ve nitrat (NO3-) 8lgtimleri
yapildi.

Nitrik Oksit Tiiketiminin Elektrokimyasal Olarak Olgiilmesi

Kontrol ve Orak Hiicre hastaiigt olan gruplardan elde edilen nétrofillerde nitrik oksit
tiiketimi 2mm’lik ISO-NOP elektrodu ve bagl bulundugu Apollo 4000 sistemi (WPI,
Florida, USA) ile belirlendi. Elektrodun kalibrasyonu distile suda hazirlanan 0.1 M bakir
silfat soliisyonuna (pH4) 22 nmol ile 113 nmol arasinda degdisen konsantrasyonlarda
SNAP (WPI, Florida, USA) injekte edilerek yapildi. SNAP soliisyonundan salinan nitrik
oksit miktar pikoamper olarak hesaplanarak standard egri elde edildi. Kontrol (HbA) ve
orak hiicre (HbSS) gruplarinda nétrofil nitrik oksit tiketiminin kaynagini tespit edebilmek
icin 20 uM diphenyleneiodonium (DPI) (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) ve 1 mM L-
NAME hydrochloride (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) varliginda 10 uM FMLP ile
uyariimig nétrofillerde NO tiketimi 6lgtldi. DPI, NADPH oksidaz enzimini ve L-NAME de
nitrik oksit sentaz enzimini inhibe etmeye yoénelik kuilanildi. Nitrik oksit elektrodunun
kalibrasyonu vyapildiktan sonra her kan 6&rnedinden elde edilen 1mllik nétrofil
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siispansiyonuna 10 UM nitrik oksit donérii olan PAPA NONOate (Cayman Chemical,
Ann Arbor MI) itave edilerek nétrofil nitrik oksit tuketimi 6lglda.

GSH Seviyelerinin Olgiimii

Kontrol ve Orak Hiicre hastalarinin nétrofillerinde total GSH seviyeleri GSH analiz kiti ile
dlctildi. (Cat. #703002. Cayman Chemical Ann Arbor, Ml). Aynlan hicre peletleri soguk
fosfat tamponu igerisinde sonikasyona maruz birakildi. (50 mM KoHPO,, ve 1 mM
EDTA, pH 7). Homojenatlar 10,000 g'de 15 dk, 4° C'da santrif(ij edildi ve supernatantlar
10% metafosforik asit (Sigma Aldrich, Steinheim, Almanya) ile deproteinize edildi.
Orneklerdeki GSSG GSH rediiktaz tarafindan GSH'ya indirgendi. Analiz sivisinda GSH
rediktaz, 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB; Ellman’s reagent), glucose-6-fosfat
dehidrogenaz, NADP+ ve glucose-6-fosfat mevcutdu. GSH'da bulunan sulfidril grubu
DTNB ile reaksiyona giferek sari renkli 5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB) olusturdu. Bu
kromojenin abzorbansi 405 nm olgtldi. Doku GSSG dizeyleri ise GSH'y 2-vinilpiridin
(Sigma Aldrich, Steinheim, Almanya) ile derivatize ettikten sonra belirlendi.
Orneklerdeki GSSG ve total GSH miktari kit ile verilen standardiardan elde edilen
standard egrilerinden hesap edildi. Her ornekteki redikte GSH dizeyleri, GSSG
miktarindan GSH'nin ¢ikariimasiyla hesap edildi.

12




BULGULAR

Nétrofil izolasyonu - -

Hasta gruplarindan elde edilen PMN sayilari (ortalama) asagidaki tabloda (tablo 1)
verilmistir.

Tablo 1
Grup PMN sayisi
Kontrol (HbA) 6,42 x 105/ml
Orak Hiicre (HbSS) 7,21 x 10%/ml

NADPH Oksidaz ve Myeloperoksidaz Aktiviteleri

Notrofillerde NADPH oksidaz aktivitesi, stiperoksit anyon salnim hizina bakilarak
belirlenmigtir. Sonuglar (ortalama + SEM) mg protein bagina nmol cinsinden rapor edildi
(Sekil 1).

Sekil 1

Notrofil %ﬁperoksit Anyon Olugumu
*

207

Py
(-3
ot

nmol/mg protein
s

s

Orak Hiicre

Kontro!

Gruplardan elde edilen siiperoksit anyon salinim verilerinin istatistiksel analizi Sigma
Stat 2,03 istatistik programii kullanilarak yapildi. Yapilan iki Yénli Varyans Analizini
takiben gruplar arasindaki farkiilk Tukey yéntemiyle belirlendi. Istatistiksel olarak
anlamli p degeri (*) <0,001 olarak kabul edildi. Stperoksit anyon salinimi kontrol (HbA)
ve orak hiicre (HbSS) gruplan arasinda bir farklihk géstermedi. FMLP uyarisi her iki
grupta nétrofil siiperoksit anyon salinimini belirgin bir élgtide arttird:.
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Nétrofil myeloperoksidaz aktivitesi (ortalama + SEM) mg protein basina, mU olarak rapor
edildi (sekil 2).

Sekil 2

mU/mg protein

Notrofil Myelopercksidaz Aktivitesi

Kontrol Orak Hiicre

Gruplardan elde edilen verilerin istatistiksel analizi Sigma Stat 2,03 istatistik programi
kullanilarak yapildi. Yapilan student-t testi sonucunda myeloperoksidaz enzim aktivitesi
kontrol (HbA) ve orak hiicre (HbSS) gruplan arasinda istatistiksel olarak bir farkliik
gostermedi.

Siklooksijenaz Aktivitesi

Notrofil siklooksijenaz (COX) aktivitesi ortalama + SEM olarak rapor edildi (Sekil 3).

Sekil 3

180 +

nmol/dakika/mg protein

g8 %8

Nétrofil Total COX Aktivitesi

*

-« 8 8 8 8

Kontrol Orak Hiicre
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Sekil 3'de verilen grafik “box plot "olarak adlandirilir. Bu grafikler elde edilen verileri bir
kutu iginde gdsterir. Kutunun sifir degerine en yakin kismi 25.ci persentili, kutu igindeki
¢izgi orta dederi ve kutunun sifir degerine en uzak kismi 75.ci persentili gosterir. Kutu
disindaki uzantilar ise 10.cu ve 90.ct persentilleri belirtir.

Gruplardan elde edilen total enzim aktivite verilerinin istatistiksel analizi Sigma Stat 2,03
istatistik programi  kullanilarak yapildi. Yapilan student-t testi sonucunda HbS
hemoglobinopatisinde nétrofil total COX aktivitesi kontrol grubuna goére istatistiksel
olarak anlamh sekilde yiiksek bulundu (P=0,029) (sekil 3).

COX-1 ve COX-2 aktiviteleri total aktivitenin % degeri olarak gdsterildi (Sekil 4).

Sekil 4
120 ¢
g ‘00l 0 COX-1
é 1 8 CoX-2
80.
< * sk
3 e
QO 4
8 41
e 1
g 71
o S
Orak Hiicre

Gruplardan elde edilen % COX-1 ve COX-2 aktivite verilerinin istatistiksel analizi Sigma
Stat 2,03 istatistik programi kullanilarak yapildi. Yapilan lki Yonli Varyans Analizini
takiben gruplar arasindaki farkliik Tukey yéntemiyle belirlendi. Istatistiksel olarak
anlamli p dederi (*) <0,001 olarak kabul edildi. Kontrol (HbA) grubunda COX-2 aktivitesi
COX-1'e gore anlamh derecede dusik bulundu. Orak hicre (HbSS) hastalijinda
kontrol'e gére % COX-1 aktivitesi anlamli olarak diigmis, % COX-2 aktivitesi ise anlamii
olarak yikselmisti.
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COX-1 ve COX-2 Enzimlerinin Protein Miktari

COX1 ve COX-2 enzimle}inin 70 kDa'luk monomerik bantlarl goruntilendi (sekit 5A ve
6A). Goruntilenen protein bantlarinin NIH image 1,61 software programi kuilaniarak
dansitometrik analizi yapild: (Sekil 5B ve 6B) .

Sekil 5
kDa K1 K2 K3 . K4 St S2 83 s4 2
A 50— B
75— PR
: =
50 — L
8= 051
0
Kontrol Orak Hilicre
Sekil 6
A kla r1 kK x3 B 4
(50— ] *
E 34
@ =
78 § g J
ac 21
50 o g
X e b
g 14
37 o= 7]
0
Kontrol Orak Hiicre

Sekil 5'de gorhldiga gibi nétrofil COX-1 protein miktari hem kontrol hem de Orak hiicre
hastaligi olanlarda ayni dizeylerdeydi. Sekil 6’ da géralduda gibi nétrofil COX-2 protein
miktart Orak hiicre hastalidi olanlarda kontrole gére anlamii olarak artmisti (p<0,05).

NOS-2 Enzim Miktan

Sekil 7°'de gorildigi gibi. Nétrofil NOS-2 protein miktari orak hiicre hastalii olanlarda
kontrole gére anlamh sekilde ylksekti (p<0,05).
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Sekil 7

A kDa K1 K2 K3 K4 81 S2 S3 S84 S5

§ 371 *
. *é' o 2+
§ a *oé 1
% 0 f- 14
&
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Kontrol Orak Hiicre

SDS-PAGE ile ayrilan doku proteinleri Electro-Blue sollisyonu (Qbiogene, Heidelberg,
Germany) ile de boyanarak doku proteinlerinin dagimi ve jele aplikasyon
miktarlarindaki esitlik belirlendi (sekit 8).

Sekil 8
kDa STD K1 K2 K3 K4 S1 S2 S3 S4 S5

SIS AP

Nitrogen Metabolitlerinin Miktan

Nétrofil nitrat/nitrit seviyeleri nmol/10° hiicre tzerinden ve ortalama + SEM olarak verildi
(sekil 9).

Sekil 9

30+ ®Bazal *

B FMLP

®

Nitrat ve Nitrit
{nmolr10® hitcre)
®

Kontrol Orak Hticre Anemisi
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Néotrofil Nitrik Oksit Titketimi

SNAP soliisyonundan salinan nitrik oksit miigtarl pikoamper olarak. hesaplanarak
standard egri elde ediidi (Sekil 10 ve 11). T

Sekil 10
Nitrik Oksit Standard Okumalan

g

a

5

o

-

5

z
Sekil 11

Nitric Oksit Standard Egrisi
440+ y:= 2,4574x - 9,3253
120 + R® = 0,92 ™
a 100 1
2 804
E s [
2wl
20 +
[:] T ¥ v T v v
0 10 20 30 49 50 60

Nitrik Oksit (nmiol)

Notrofil nitrik oksit tiiketimi hem bazal hem de 10 uM FMLP uyarisindan sonra yapitmigtir.
Yapilan Slgtimlerden bir ek gekil 12'de sunulmustur.

Sekil 12
300 +
250+
< 2004
=
2t
g e Tampon
wm——— Kontrol
£ 100
mawenee.  Kontrol + FMLP
50 e Orak Hilcro + FMLP
y wmmnene. - Orak Hilcre
0 t t t
1 5 10 15 20
Saniye
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Deney gruplarinda nétrofil nitrik oksit tiiketimi sekil 13'de gésterilmistir. Degerler
ortalama + SD olarak hesap edilmis ve mg protein basina nmol olarak verilmistir.

kY

Sekil 13

=

8
'
+

® Bazal

g

NO Tiketimi
(nmol/mg protein)

5 & 8 g

o
b

Kontrol Orak Hiicre

Deney gruplardan elde edilen nitrik oksit tiiketimi verilerinin istatistiksel analizi Sigma
Stat 2,03 istatistik programi kullanilarak yapildi. Yapilan [ki Yénlii Varyans Analizini
takiben gruplar arasindaki farkliik Tukey yoéntemiyle belirlendi. Istatistiksel olarak
anlamii p degeri (*) <0,05 olarak kabul edildi. Nétrofil nitrik oksit tiiketimi Orak hiicre
(HbSS) hastalijinda kontrol'e gére hem bazal hem de FMLP uyarisindan sonra anlamii
olarak diusmustl. FMLP uyanisi her iki grupta da nétrofil nitrik oksit tiketimini anlamli
olarak arttirdi Kontrol (HbA) ve orak hiicre (HbSS) gruplarinda nétrofil nitrik oksit
tiketiminin kaynagini tespit edebilmek igin 20 pM DPI ve 1 mM L-NAME hydrochloride
variinda 10 uM FMLP ile uyarimis nétrofillerde nitrik oksit tiiketimi &lgtida. DPI,
NADPH oksidaz enzimini ve L-NAME de nitrik oksit sentaz enzimini inhibe etmeye
ybnelik kullanildi. Yapilan 6l¢timlerden bir ek sekil 14'de sunulmustur.

Sekil 14
350 +
300 | SS PMN + DPI Kont PMN +DPI
2 250 4 e T aMpon
& SS PMN + L-NAME
= 200 1
-
© 150 |
B Kont PMN + L-NAME
Z 100 +
50 4+
0 L

0 90 180 270 360 450
zaman (saniye)
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Deney gruplarinda nétrofit nitrik oksit tiketimi sekil 15'de gosterilmistir. Degerler
ortalama + SD olarak hesap edilmis ve mg protein basina nmol olarak verilmistir.

Sekil 15

-]
ML-NAME

-
N
<

—

-
8
.
$
*

NO Tiketimi
{nmol" mg protein” - min™)
58 8 g

Kontrol Orak Hiicre

Deney gruplardan elde edilen nitrik oksit tiiketimi verilerinin istatistiksel analizi Sigma
Stat 2,03 istatistik programi kullaniarak yapildi. Yapilan Iki Yonld Varyans Analizini
takiben gruplar arasindaki farkhiltk Tukey yontemiyle belirlendi. Istatistiksel olarak
anlamli p degeri (*) <0,05 olarak kabul edildi. 1 mM L-NAME ile muamele edilen
nétrofillerde nitrik oksit tiiketimi Orak hiicre (HbSS) hastaliginda kontrol'e gére antamii
olarak diigmdsti. DPI ile muamele edilen nétrofillerde nitrik oksit tiiketimi her iki grupta
da L-NAME verilen hiicrelere gére anlamh olarak dusti. DPI varhiginda her iki grupta
nitrik oksit tiiketimi belirgin olarak azaldi.

GSH Seviyeleri
Orneklerdeki GSSG ve total GSH miktari kit ile verilen standardlardan elde edilen
standard egrilerinden hesap edildi. Her érnekteki redikte GSH dizeyleri, GSSG

miktarindan GSH’nin gikariimasiyla hesap edildi. Elde edilen standard egriler sekil 16 ve
17 de gOsterilmistir.
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Sekil 16

3 -
y = 0.0399x + 0.6337 -
2.5 1 R2 = 0.7655
2 2-
g
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054 ¢
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GSH (uM)
Sekil 17
3 5 y = 0.08x + 06347
2.5 R*=0.7615
2 2 !
£
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174
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*
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Yukaridaki verilerden elde edilen denklemlere gére kontrol ve hasta gruplarinda nétrofil
rediikte GSH dizeyleri hesap edildi. Bu veriler Tablo 2'de sunulmustur.

Tablo 2.
Olgiim Kontrol Orak Hucre Hastahdi
GSH miktar (nmol/10° celf) 473+£0.8 2.26 £ 0.18**

(10) (14)

Degerier ortalama + SEM. **, p<0.01 kontrol ile karsiagtinldifinda. Her deney igin n sayisi
parantez iginde verilmigtir,

Elde edilen datanin istatistiksel analizi student-t testi ile Sigma Stat istatistik programi ile
yaptmigtir.

21




TARTISMA/SONUC

Yapilan ¢alismanin hipotezi, nitrik oksit sinyal iletisini modiile eden nétrofil oksidaz
enzimlerindeki aktivite ve/veya miktar degisimlerinin nétrofil nitrik oksit titketiminde etkili
olabilecegi yonindeydi. Elde edilen veriler orak hiicre hastaliginda nétrofillerde NOS-2
enzim miktarindaki artis1 ve buna paralel olarak nétrofil nitrik oksit tiiketiminin azaldigini
gostermistir. Orak hicre hastaliinda gérilen nétrofil COX-2 ve NOS-2 enzim aktivite
artiglart bu hastalikta olusan kronik inflamasyon zemininde gelisebilir. Orak hicre
hastaliginda gérilen nétrofil nitrik  oksit tiketiminin azalmas! vaskiiler nitrik oksit
dizeylerini etkileyerek hastali§in patogenezinde rol alabilir.

Bilindigi gibi, invivo olarak nitrik oksidin son metabolik Grlnleri nitrit (NO»-) ve nitrat
(NOs-ydir ve biyolojik sistemlerde genellikle bu sekilde tanimlanir. Ancak, insan
nétrofillerinin: nitrik oksit sentezleme yetileri ile ilgili var olan bilimsel veriler celiskilidir
(bakmiz referanslar 31-39). Insan nétrofillerinde hiicre aktivasyonuna yanitsiz olarak
sadece bazal seviyede nitrik oksit olugumunun oldugu (31), bazal sartlarda veya
herhangi bir stimiilasyon varliginda nitrik oksit olugsumunun olmadidr (35) veya sadece
stimilasyona bagh olarak nitrik oksit olusumunun oldugu rapor edilmistir (30). Nitrik oksit
sentaz (NOS) enzimine bagdimh nitrik oksit (NO) sentezinin ¢ok kompleks ve siki bir
reglilasyon (40) altinda oldugu disinildigt zaman, nétrofillerde var olan NOS-2
enziminin, aktif olarak NO yapip yapamadi§i merak edilen bir ikinci husustur. Elde edilen
veriler her iki grupta da 10 uM FMLP ve 1 mM L-NAME'in nétrofillerde nitrat/nitrit
seviyelerini - degistirmedigini ve periferal nétrofillerde mevcut olan bir nitrat/nitrit
havuzunun varli§ini gosterdi. Yaptigimiz 6lgim sonuglari, 2ci ara dénem raporunda da
belirtildigi sekilde, orak hiicre hastalarinda nitrik oksit metabolitierinin daha yiiksek
dizeylerde oldugunu géstermektedir. Sunulan data insan nétrofillerinde hiicre
aktivasyonuna yanitsiz olarak sadece bazal seviyede nitrik oksit metabolitlerinin varhigini
desteklemektedir. Nétrofil nitrat/nitrit dizeylerinin NOS enzim inhibisyonuna yanitsiz
olmasi, hiicresel diizeyde enzimin inaktif oldugunu géstermekte ve daha evvel rapor
edilen galismalaria da 6rtiismektedir (40-41).

2. gelisme raporunda sunuldugu gibi izole ettigimiz nétrofillerde nitrik oksit tliketimi Orak
hiicre (HbSS) hastaliginda kontrol'e gbre hem bazal hem de FMLP uyarisindan sonra
anlamli olarak diigmisti. FMLP uyarisi her iki grupta da nétrofil nitrik oksit tiketimini
anlamlr olarak arttirmisti. Bu beklenmedik bir sonugtu ¢lnki 1- 2. gelisgme raporunda
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sunuldugu gibi siiperoksit anyon salinimi kontrol (HbA) ve orak hiicre (HbSS) gruplari
arasinda bir farkhilik gostermedi. Bilindigi gibi nitrik oksitin fizyolojik etkisinde, hiicrenin
redoks durumu ve antioksidan seviyesi Onemlidir. Reaktif oksijen tlirlerindeki artis
hiicresel redoks dengesini bozar ve nitrik oksit t{iketimini arttirir. 2- 3. geligme raporunda
sunuldugu gibi kontrol (HbA) ve orak hiicre (HbSS) gruplarinda nétrofil nitrat/nitrit
diizeyleri NOS enzim inhibisyonuna yanitsiz bulunmustur. Bu data hicresel dizeyde
NOS enziminin inaktif oldugunu ve her iki grupta da sadece bazal seviyede nitrik oksit
Uretiminin oldugunu gdstermigtir. Kontrol (HbA) ve orak hiicre (HbSS) gruplarinda
nétrofil  nitrik  oksit tlketiminin  kaynadint tespit edebilmek icin 20 uM
diphenyleneiodonium (DPI) ve 1 mM L-NAME hydrochloride varliginda 10 (M FMLP ile
uyariimis nétrofilierde nitrik oksit tiketimi 6lgtldid. DPI, NADPH oksidaz enzimini ve L-
NAME de nitrik oksit sentaz enzimini inhibe etmeye yo6nelik kullaniidi. Elde edilen bu
sonuglar bize notrofillerde nitrik oksit tlketiminin blyik o6lgide NADPH enzim
aktivitesine bagli oldugunu gosterdi. NOS enzim aktivitesi nétrofil nitrik oksit tiiketimine
belirgin 6lglide etki etmedi.

Bilindigi gibi NADPH enzimi aktif halde iken sliperoksit anyon salinimina neden olmakta
ve bu da nitrik oksit (NO) ile reaksiyona girerek, NO tiketilmesine neden olmaktadir. Bu
projeden elde ettiimiz data nétrofil stiperoksit anyon Uretimi ile nitrik oksit tiiketiminin
1:1 oranda olmadigini gdsterdi. Bu bulgu saglikh nétrofillerde daha evvel rapor edilen
sonuglarla ortismektedir (42). NADPH enzim aktivitesine bagimh gelisen nitrik oksit
tiketimi orak hicre hastalarinin nétrofillerinde daha az olmaktadir. Bu durum, olusan
reaktif metabolitlerin saglikli nétrofillerde GSH yardimiyla redoks doéngusiine girerek
daha fazla NO tiketimine sebebiyet verebilecedi goériisiini bizlere kazandirdi. Bu
sebepten dolayi bu proje déneminde hem kontrol hem de orak hiicre nétrofillerinde GSH
dizeylerini dlgtik. '

Tablo 2'de gésterildigi gibi, nétrofil GSH diizeyleri orak hiicre hastalarinda kontrol
grubuna gore belirgin olarak azalmisti. Bu bulgu daha evvel rapor edilen bagka bir
cahsma ile uyumludur (43) ve orak hiicre hastalijinda goérilen nétrofil aktivasyonunu
destekler. Hicre igi GSH seviyeleri hiicreyi patolojik ve fizyolojik yollarla geligebilen
oksidatif strese karg! korur (44). Endojen olarak olugan hidrojen peroksit GSH yardimiyla
indirgenir ve bu esnada GSH, GSSG’ye dénusr.
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Nétrofillerde azalan GSH dizeyleri nitrik oksit tiketimini sekil 18'de gosterildigi sekilde
etkileyebilir.
Sekil 18

k= 6.7 x 10° M5!
NO + O, ey INOO-

H* 1 IpKa= 6.8

ONOOH
\ GSH/GS-
NOy NO," + OH' GSOH

ke 1.9x 107 M1g:t jr GSHIGS (13 x107Ms"

k=6 X 10°M-1s-1
NO, + GS- mmmam—y. GSH + Asc-

NO; AscH-
k= 2.8 x 107 Mg

GSNO

GSH, hiicre sitoplazmasinda en ¢ok bulunan sdlfidril (-SH) igerikli protein-olmayan
bilesiktir. GSH'nin sitoplazmik konsantrasyonu 5-10 mM arasindanir (45). pH 7.4'de
GSH'nin %3'deki SH grubu ayrilarak GS-'yi olusturur. Olusan GS- ¢ok daha hizl bir
sekilde okside olur (46,47). Bizim deney sistemimizde nitrik oksit slperoksit anyon
radikali (Oz-) ile reaksiyona girerek peroksinitriti (ONOO-) ve onun konjuge asidi olan
peroksinitr6z asidi (ONOOH, pKa = 6.8) olusturacaktir. Bu reaksiyonun hiz sabiti 6.7
x10° M™" sec™"dir. Bu hiz sabiti SOD ile katalizlenen enzimatik dismutasyondan daha
cabuktur (25). Peroksinitrit potent bir oksidan olup yarllanma 6mrii nétral pH'da 1.6
saniyedir (25). Peroksinitréz asit iki yol ile reaksiyonuna devam eder. llk yolda NO;-
olusturur. lkinci yolda ise hidroksil radikalini (OH') ve nitrojen dioksit (NO3-), radikalini
olusturur. Her iki radikal de GSH ile reaksiyona girer. Bu radikallerin GSH ile reaksiyon
hizlari sirastyla, 1.3 x10' ve 1.9 x107 M™" sec™dir (48, 49). Bu bilgiler Isiginda
gorlimektedir ki GSH, oksidatif stres zemininde hticre iginde nitrik oksit tilketimi i¢in bir
kataliz6rdr. Orak hiicre hastalarinin nétrofillerindeki dislik GSH seviyeleri bu sebepten
dolay! nitrik oksit tiketimini yavaslatabilirler.
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