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TESEKKUR

Tez calisma sirasinda bana destek olan, hocalarima 6zellikle bana degerli bilgi ve
tecriibeleriyle ¢alismalarimin her agsamasinda yol gosterip ve destek veren danigsman
hocam sayin Do¢. Dr. V. Kenan Celik'e, ¢calismami destekleyen Sivas Cumhuriyet
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanlhigma (CUBAP)4a, calismalarim
stiresince bilgi ve emigini gosteren Biyokimya Ana Bilim Dali'min tiim 6gretim
tiyelerine, bana her zaman maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen degerli aileme,

YTP'e ve tiim arkadaslarima sonsuz tesekkiir ederim



OZET

GLUKOZ-6-FOSFAT DEHIDROGENAZ (G-6-FDH) AKTIVITESI
UZERINE POLIAMINLERIN (AGMATIN, PUTRESIN,
SPERMIDIN VE SPERMIN) INVITRO ETKILESIMLERINI
INCELEMEK

MUHAMMED YUSUF CAVUS
Yiiksek Lisans Tezi

Biyokimya Ana Bilim Dali

Danigsman: Dog. Dr. V. Kenan CELIK
2019, 60 sayfa

Bu calismada, major Poliaminlerin (Agmatin, Putresin, Spermidin ve Spermin)
normal plazmasinda dilizeyleri baz alinarak “diisiik, normal ve yiiksek”
konsantrasyonlarinin  glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesi {lizerine etkileri
incelendi. Enzim aktivite ol¢iimleri spektrofotometrik olarak yapildi. Olgiilen
absorbanslar enzim aktivitesini gosteren birimlere doniistiiriildii, tablolar olusturulup
grafikler cizildi.

Poliaminlerin  tiimii  glukoz-6-fosfat  dehidrogenaz  aktivitesinde artig
saglamislardir. Bu artigta dncelik sirasi yiiksek dozlarda “agmatin (%256)> spermin
(%159)> spermidin (%158)> putresin (%130)” seklinde, diisiik dozlarda ise
“putresin  (%160)> spermidin (%158)> agmatin (%127)> spermin (%114)”
seklinde saptanmustir. Enzim aktivitesinin artisinda yiiksek dozlarda agmatin, diisiik
dozlarda putresin etkili olmustur.

Sonug olarak, poliaminler tiimii glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzim aktivitesini
artiran birer pozitif modiilatér olduklar1 saptanmustir. Bu 6zellikleri géz Oniine
alindiginda Glukoz-6-FDH enzim yetersizligi ya da eksikligi olan bir¢ok hastalikta
poliaminler terapotik olarak kullanim potansiyeli tagimaktadirlar bu konuda yapilacak
yeni ve kapsamli ¢alismalar bir¢ok hastaligin sagaltimma katki saglayabilecek

Onemde olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Poliaminler, Agmatin, Putresin, Spermidin, Spermin, G6FDH.



ABSTRACT

INVISTIGATING OF POLYAMINS (AGMATINE — PUTRISCINE
— SPERMIDINE - SPERMINE) IN VITRO INTRACTION ON
GLUCOSE-6-PHOSPHATE DEHIDROGYNASE ACTIVITY

MUHAMMED YUSUF CAVUS

Master's. Thesis
Department of biochemistry

Supervisor: Dr. V. Kenan CELIK
2019, 60 pages
In this study, the effects of low, normal and high concentrations of the major
polyamines (Agmatin, Putresin, Spermidin and Spermin) based on normal plasma
levels on the glucose-6-phosphate dehydrogenase activity were investigated. Enzyme
activity measurements were performed spectrophotometrically. Measured
absorbances were converted into units showing enzyme activity, tables and graphics

were drawn.

All polyamines increased the activity of glucose-6-phosphate dehydrogenase. This
increase was detected by priority, the highest doses of “agmatine (256%)> spermine
(159%)> spermidine (158%)> putresine (130%)” and in low doses “putresin (16%)>
spermidine (158%)> agmatin (%127)> spermin (%]114)”. High doses of agmatine and

low doses of putresin were effective to increase enzyme activity.

As a result, all of the polyamines are found to be positive modulators that increase the
activity of glucose-6-phosphate dehydrogenase enzyme. Based to these results, in
many diseases with glucose-6-FDH deficiency or insufficieny, polyamines have the
potential to be used therapeutically. New and comprehensive studies that will be done

on this subject can be important to contribute to the treatment of many diseases.

Key Words: Polyamines, Agmatine, Putresine, Spermidine, Spermine, GGFDH
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1. GIRIS ve AMAC

Metabolizma anabolik (sentez reaksiyonlar1) ve katabolik (yikim reaksiyonlar)
stireclerin tamamini olusturur. Organizmanin gereksinimlerine gore bu siireclerde rol
alan enzimlerin miktarlar1 ve hizlar1 baslica hormonlar tarafindan diizenlenirler.
Boylece canli sistemlerde saglikli bir ortamin siirekliligi idame ettirilir. Karbonhidrat
metabolizmasinda yer alan ve katabolik siireclerden biri olan hekzos mono fosfat
(HMF) yolunun hiz smirlayici enzimi glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6FDG)
enzimidir (1,2,3).

G6FDH (EC 1.1.1.49) enzimi tiim dokularin sitoplazmasinda yer alir ve glukoz-6-
fosfat1 oksidatif ve oksidatif olmayan reaksiyonlar ile kataliz ederek baslica riboz ve
NADPH iiretir. Urettigi riboz ile RNA ve deoksiriboz ile de DNA yapimina katki
saglar. Urettigi NADPH lar ise ATP nin kullanilmadig: steroid sentezi, yag asit
sentezi gibi bir¢ok reaksiyonda enerji kaynagi olarak kullanilir. Boylece hem
niikleotid metabolizmast hem de yag metabolizmasinin idame ettirilmesinde énemli

bir rol oynar (4).

G6FDH’in  hiicre fizyolojisinde merkezi roliinli ortaya konmast Oneminin
kavranmasina katki sunacaktir. Onemli bir NADPH kaynag olmasi, NADPH
havuzunun idamesindeki rolii ve redoks homeostazindaki kritik dnemine ek olarak,
antioksidan yolaklar, nitrik oksit sentaz, NADPH oksidaz, sitokrom p450 sistemleri
gibi bir¢ok hiicresel sisteme NADPH saglayicisit olmasindan dolayr hiicre dmriiniin

uzamasina da ¢ok 6nemli katkilar sunmaktadir (4,5).

G6FDH enzim eksikligi ya da inhibisyonunda tiim hiicreler etkilenmekte ve en ¢ok
etkilenen hiicrelerin basinda eritrositler (hemolitik anemi), kemik iligi, deri ve

bagirsak mukozasi hiicreleri gibi hizla ¢ogalan hiicreler gelmektedir (6).

Poliaminler (Agmatin, Putresin, Spermidin ve Spermin) tiim canli hiicrelerde
bulunan bazik, organik alifatik katyonlardir. Poliaminler hiicre biiylimesi,
farklilasmasi, ¢ogalmasi, DNA, RNA ve protein sentezinde dnemli bir rol oynarlar.
Hiicrelerin ¢ogalma hizi ile poliaminlerin derigimleri arasinda 6nemli bir iliski vardir
(7). Poliaminler endojen olarak tiim dokularda sentezlenir ve diyetle de ekzojen olarak
da alinir (8).



Poliaminler, iyon kanallarimin diizenlenmesi, enzim aktiviteleri, translasyon ve
transkripsiyon gibi bir¢ok farkli biyolojik siiregte 6nemli bir rol oynar. Ayni zamanda,
poliaminler antioksidan kapasiteleri ile strese bir cevap olusturken immiin sisteme de
etki etmektedir (9,10). Hypusin ara iirlinii olusturarak protein biyosentezi i¢in gerekli

olan mRNA seviyelerini arttirir (11).

Bu calismanin amaci, glukoz-6-Fosfat dehidrogenaz enziminin aktivitesi iizerine
major poliaminlerin (Put, Spd, Spm ve Agm) normal plazma konsantrasyonlar1 ile
farkli konsantrasyonlar1 kullanarak in vitro etkilesimlerini incelemektir. Calismada
doz egrileri incelenip enzim iizerindeki aktivasyon/inhibisyon etkilerinin ortaya

cikarilip sonuglarin ne gibi etkileri olacagini Sngérmektir.



2.GENEL BIiLGILER

1. Glukoz-6- Fosfat Dehidrogenaz (G-6-FDH)
1. 1. Glukoz -6- Fosfat metabolizmasi

Glukoz tiim hiicreler tarafindan enerji elde etmek i¢in kullanilan temel bir
molekiildiir. Glukoz hiicre i¢ine alindiktan sonra hemen hemen tiim dokularda
bulunan hekzokinaz tarafindan, karaciger ve pankreas dokularinda ise glukokinaz
tarafindan fosforile edilerek glukoz-6-fosfata (G6F) donistirtlir (sekil 1).
Fosforilasyonun iki amaci vardir, ilki glukozun tekrar plazmaya kagmasini onlemek,
ikincisi ise kimyasal olarak isaretlenerck metabolize edilmesini saglamaktir (12).
Glukozun metabolizmasi organizmanin ihtiyacina gore farklilik goéstermektedir. Soyle
ki; enerji gereksinimini kargilamak i¢in glikoliz yolagiin (anaerobik, aerobik) aktive
olmasi, DNA ve RNA sentezi igin gerekli deoksiriboz ve riboz tiretimi ve oksidatif
hasara karsi hiicreleri korumada, anabolik reaksiyonlar i¢in gereken NADPH’in
saglanmasinda pentoz fosfat yolaginin aktive edilmesidir. Glikoprotein, glikolipid ve
proteoglikan sentezi i¢in gerekli amino ve asidik seker tiirevlerinin sentezi yapilarak

kompleks karbonhidrat sentez yolaklarin aktive olmasidir (12,13,14).

CH,OH
o
H H

HO\OH H/oH

H OH
Glukoz

ATP hekzokinaz
glukokinaz
ADP

= OH :
: Glukoz-6-F :
Diger Glikoliz Pentoz Glikojen
yollar Fosfat sentezi
Yolu

Sekil 1: Glukoz -6- Fosfat metabolizmasi (15).



Glukoz, hekzokinaz ve glukokinaz enzimleri araciligi ile bir mol ATP kullanarak
G6F’a donustirilir. G6F, genellikle glikoliz, pentoz fosfat yolu ve glikojen sentezi
gibi yollarda kullanilacak 6nemli bir onciildiir. G6F metabolizmanin ihtiyacina gore
de glikojenoliz (glikojen yikimi) ve glukoneojenez (glukozun karbonhidrat olmayan
kaynaklardan sentezi) gibi diger karbonhidrat metabolizmasi yolaklarindan da
iiretilebilir.

G6F, pentoz fosfat yolu esas olarak NADPH ve riboz-5-Fosfat olusturan
glikolizin ilk agsamasi etrafinda gergeklesen dogal bir gecis yoldur. Pentoz fosfat
yolunun birinci asamasinda (Oksidatif faz), oksitlenen her bir glukoz 6-fosfat ile iki
mol NADPH, 1mol CO2 ve ribiiloz-5-fosfat tiretilir (sekil 2A). Pentoz fosfat yolunun
ikinci asamasinda (non oksidatif faz), ribiiloz-5-fosfat kullanilarak riboz-5-Fosfat,
ksiluloz-5-fosfat ve ileri asamalarinda ise diger karbonhidratlar tretilir (Sekil 2B).
Tiim hiicreler lipid sentezi, antioksidan sistemlerde, detoksifikasyon reaksiyonlarinda
ve benzeri bircok mekanizmada kullanmak tizere NADPH gibi indirgeyici bir ajana
ve niikleotidlerin sentezi i¢in de riboz-5-Fosfat molekiiliine gereksinim duyarlar. Bu
gereksinimleri karsilayacak pentoz fosfat yolu tiim hiicrelerin sitoplazmasinda,
graniiler endoplazmik retikulum ve peroksizomlarinda mevcuttur (15,16,17).

Glikoliz Pentoz fosfat yolu oksidatif fazi

glukoz

Hekzokinaz / glukokinaz
G6FDH

Glukoz-6-Fosfat > 6-fosfoglukonolakton
e H,O
NADP+ NADPH lukonolaktonaz
/ (4(//,
H+
Glikoliz
6-fosfoglukonat

NADP*

FGD

Piruvat
NADPH

co, {/\
Ribuloz-5-fosfat
Sekil 2A: Pentoz fosfat yolagin oksidatif yolu. 6FGD: 6-fosfoglukonat dehidrogenaz

(18).



Glikoliz Pentoz fosfat yolunun non oksidatif vazi
Ribuloz-5-Fosfat

Glukoz-6-Fosfat
RPE / x RPI

H Ksilllloz-5-Fosfat Riboz-5-Fosfat
Fruktoz-6-Fosfat | |
ﬂ TKT
Fruktoz-1,6-Bisfosfat TKT
/ X Sedoheptuloz-7- Gliseraldehit-3-
Fosfat Fosfat
Dihidrok === Gliseraldehit-3-
siasetan Fosfat
-Fosfat M
3 Transaldolaz
¥ Eritroz-4-
- Fruktoz-6-Fosfat
Fosfat
Vv
Pirtivat

Sekil 2B: Pentoz fosfat yolunun non-oksidatif yolu (18).

1.2. Pentoz fosfat yolaginin 6nemi:

Pentoz fosfat yolunun oksidatif kisminda, baslica glukoz-6-fosfat dehidrogenaz ve 6-
fosfoglukonat dehidrogenaz enzimleri aracilig ile okside edilmis glukoz -6- fosfatin
her molekiili basma, bir molekiil ribiiloz-5-fosfat ve CO., iki molekiil NADPH

olusumuna yol acan ti¢ reaksiyondan olugsmaktadir (18).



G6FDH 6FGDH _.w Yag asitlerinin sentezi

Glukoz
Hekzokinaz 2 NADP*T Tz NADPH ~E:-:-.-:-’ Glutatyon indirgenme
“® Diger reaksiyonlar
Glukoz6- Okidatif CO, detoksii_"ll-(_asyon
Fosfat gibi
Ribuloz5-
Fosfat
ksiloz-5-
Fruktoz-6-
Fosfat Fosfat
i Non Oksidatif /]L
l Riboz-5-
y ' Fosfat
Gliseraldehid-
3-Fosfat
l» » NADH
l; > ATP N_L'ikleik asit
biyosentezi
Pirtvat
| : |l : |
Glikoliz Pentoz Fosfat Yolu

Sekil 3: Pentoz Fosfat Yolunda NADPH ve Riboz -5-fosfat tiretimi. (15)

Pentoz fosfat yolunun oksidatif fazinin baslica fonksiyonu, niikleotitlerin,
lipidlerin ve amino asitlerin biyosentezi i¢in onciil molekiilleri saglamaktadir (19).
Yolun bu kismi, karacigerde, meme bezinde ve adipoz dokusun da NADPH'a bagimh
yag asitlerinin biyosentezinde onemlidir. Ayrica bu yol, testislerde, yumurtaliklar,
plasenta ve adrenal korteks de steroid hormonlarinin NADPH'a bagimli biyosentez
reaksiyonlar1 ve eritrositlerde membran stabilitesinin saglanmasinda rediikte
glutatyonun (GSH) idamesi i¢in de NADPH saglar (19,20). Kemik iligi, deri ve
bagirsak mukozasi hiicreleri gibi hizli bir boliinme oranina sahip hiicrelerde, glukoz-
6-fosfattan, riboz-5-fosfat iiretilmesi pentoz-fosfat yolunun oksidatif olmayan fazi ile
saglanir. Yolagin son asamasinda iiretilen riboz-5-fosfat niikleotidlerin ve niikleik
asitlerin sentezi i¢in gereklidir (19). Pentoz-fosfat yolunun bir diger 6nemi hiicreleri
oksidatif hasara kars1 korumada rol oynayan antioksidan enzimlerin ve molekiillerin
yenilenmesi icin (indirgen ozelliklerinin kazanilmasinda) gerekli olan NADPH’1n
liretimini saglamaktir. Eritrosit gibi bir¢ok hiicre ve redoks mekanizmalarinda yer
alan ve hiicreleri oksidatif hasardan koruyan glutatyon rediiktaz reaksiyonu gibi

sistemler NADPH bagimlidir. Bunlarin basinda gelen en 6nemli mekanizmalardan
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biriside ilaglarin ve endojen ya da eksojen kaynakli yabanci bilesiklerin detoksifiye
edilmesinden sorumlu olan sitokrom P450 sistemleridir. (Sekil 3) (21,22,23).

1.3. Riboz ve deoksiriboz kullanim yolu

Pentoz fosfat yolu ile sentezlenen Riboz-5-Fosfat DNA ve RNA sentezi i¢in
gerekli bir 6nciil molekiildiir. Ayrica Riboz 5-fosfat, niikleotit ve niikleik asit sentezi
icin bir Onciidir. DNA'nin ve RNA'nin esas yapitasi niikleotittir. Niikleotitler
heterosiklik bir azotlu baz, bir seker ve fosfattan olusur. DNA'daki seker deoksiriboz
iken RNA'daki ribozdur (15,16). Niikleotid difosfatlardan deoksiniikleotid difosfat
olusumundan sorumlu yegane enzim “tiyoredoksin rediiktaz” sistemidir ve NADPH

bagimlidir (Sekil4).

NADPH . -~ FAD ¥ SHHS b -~ 58 v SHHS |
+@ v ‘ 4 —I\ Y ./ —'N\\_ (" — D

,.t:, | | Y |

i
P

/N bie

e A \ , AR,
NADP* “* X FapH, [ - &8 XA SHHs | - s.s # Manpp

Tiyoredoksin rediktaz Tiyoredoksin Ribonikleotid
rediuktaz

Sekil 4: Deoksiniikleotid sentezinde NADPH'in rolii.

1.4. NADPH kullanan sentez mekanizmalar:

NADPH memeli hiicrelerinde baslica dort enzim tarafindan iiretilir. Bunlardan
ikisi pentoz fosfat yolunda yer alan G6FDH ve 6FGD enzimleridir. Digerleri ise
malik enzim ve izositratdehidrogenaz enzimidir. NADPH bagimli enzimlerin
basglicalari antioksidan enzim sistemleri (glutatyon rediiktaz, peroksidaz, katalaz gibi),
Nitrik oksit sentaz, Dihidrofolat reduktaz, NADPH Oksidaz, sitokrom p450
oksidoreduktaz ve lipid sentezi enzimleridir (HMG CoA rediiktaz ve digerleri).
G6FDH inhibe edildiginde bu enzimlerin ihtiyact olan NADPH, malik enzim ve
izositrat dehidrogenaz enzimine bagimli olmaktadirlar. Bu iki enzimde diger
enzimleri icin gerekli olan NADPH ihtiyacini karsilayacak yeterli miktarda NADPH
sentez edemezler, bu nedenle NADPH iretiminde G6FDH oO6nemli bir enzim
olmaktadir (20). Ek olarak kolesterol veya steroid hormonlarinin biyosentezi igin
gerekli olan hiicresel NADPH tiiretimide G6FDH bagimlidir (19).



Dehidrojenazlarin (G6FDH ve 6FGDH) pentoz fosfat yolundan iirettigi NADPH,
sitokrom p450 ile detoksifikasyon mekanizmalar1 i¢in de onemli bir rol oynar. Son
olarak, makrofajlar gibi spesifik bagisiklik hiicrelerinde, "solunum patlamasi" olarak
bilinen savunma mekanizmasinin islev kazanmasi, oksidatif ve immiin strese yanit
olusturabilmesi i¢cin NADPH gereklidir. Solunum patlamasi, NADPH oksidazin
aktivitesinden kaynaklanir ve bu, bir elektronun NADPH'den oksijene stiperoksit
olusturmak iizere transferini katalize eder. NADPH oksidaz, istilact bir
mikroorganizmay1 gevreleyen fagolizozom zarina katilan sitozolik ve membrandz
proteinlerden olusur. Siiperoksit fagolizozomun intramembrandz bosluguna salinir,
burada genellikle bakteri ve mantar patojenlerine karsi etkili olan H2O2 ve diger
ROS'a doniistiiriilir. H202, fagositik hiicreden veya istilact mikroorganizmadan
gelebilen siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan olusturulur (Sekil 5) (16,21,23).

Glutatyon rediiktaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimler
aktivitelerinde gerekli olan rediikte glutatyona (GSH) gereksinim duyarlar. Bunun
icinde okside glutatyonu (GS-GS) indirgemek icin NADPH gereklidir buda G6FDH
aktivitesine baglidir. Bu enzimlerin diizgiin ¢alismasi ile siiperoksit dismutaz (SOD)

tarafindan tiretilen H202'in suya yikilmasida saglanmaktadir (Sekil 5) (20,21).

Siiperoksid
Glukoz-6- Fosfat dismiiize
NADP+ 2GSH H, O, «— 205 + 2H™
Pentoz
= G G e
Yolu NADPH GS-SG 2H,0
Glutatyon Glutatyon
redilktaz peroksidaz

Ribuloz-5-Fosfat

Sekil 5: Antioksidan enzim sistemlerinde NADPH'1n rolii.

[lag metabolize eden yapilar icinde en onemli rol Sitokrom P450
monooksijenazlara diismektedir. Endoplazmik membrana lokalize olan enzim,
NADPH'den aldig1 elektronu ilk once kendi iizerindeki demirin indirgenmesini
saglayarak oksijene olan ilgisini artmakta, daha sonraki asamada ise ilacin

hidroksillenmesini saglayarak suda ¢oziiniir hale gelmesine arac1 olmaktadir (Sekil 6).



NADP* NADPH

Flavoprotein Flavoprotein
(indirgenmis) (oksitlenmis)

RH — P450-Fe®*

HoO Oy

O

R-H R-OH
Ana ilag Oksitlenmig urun

Sekil 6: Ilag metabolizmasinda NADPH'1n rolii.

1. 5. G-6-FDH"in biyokimyasal 6zellikleri

G6FDH X genine baghh Xq28 bdlgesine lokalizedir ve enzimin aktivitesi ic¢in
onemli olan lizin amino asitinin kodlandi1g1 bolgedeki oktapeptid yap1 ve diniikleotid
baglanma bolgesinin kodlandig1 heptapeptid dizilimdeki bolgeler evrimsel siiregte cok
iyi korunmustur (24,25). G6FDH memeli hiicrelerinde dimer ya da tetramer olarak
eksprese edilmektedir. Protein yapisi 514 amino asitten olugsmaktadir, NADP ve G6F
icin baglanma bolgesine ek olarak allosterik olarak diizenleyici bir bolgeye de
sahiptir. NADP baglandiginda bu bdlge yapinin stabil olmasima ve enzimin aktif
formda kalmasma yardimci olur (25). G6FDH tiim hiicrelerin sitoplazmasinda yer
alan sitozolik bir enzimdir ve glukoz-6-fosfatin, 6-fosfoglukonolaktona doniisiimiinii
kataliz eden pentoz fosfat yolunun (hekzos mono fosfat yoluda denen) hiz sinirlayict
enzimidir. Oksidatif yolak olarak gerceklesen bu reaksiyonda bir mol NADP*
kullanilarak bir mol NADPH iiretilir (sekil 7).



Glukoz-6- ‘ IiG:G"FDH]

Fosfat T [6- fosfoglukonat

| NADP* | INADPH|

Sekil 7: G6FDH enzimin katalizledigi reaksiyon ve ilk NADPH iiretimi.

G6FDH enzimi koenzim saglayicis1 olarak antioksidan sistemlerde homeostazi
saglamada, lipid sentezinde, detoksifikasyon mekanizmalar1 ve niikleotid sentezi,
insiilin direncinin gelistigi diyabette, hiicre biiylimesi ve hiicre 6limii gibi birgok
biyokimyasal olayda 6nemli rol oynamaktadir (26,27,28,29).

G6FDH, oksitleyiciler ve indirgeyicilerin belirledigi hiicre i¢i redoks
potansiyelinin, hiicre biiylimesinin diizenlenmesinde Onemli bir rol oynadigi
gosterilmistir. Hiicre i¢i ana indirgeyici, esas olarak G6FDH vasitasiyla pentoz fosfat
yolu ile {iiretilen NADPH'dir. Wang-Ni Tian ve arkadaslari G6FDH aktivitesinin
NADPH saglayarak hiicre biiylimesinde redoks regiilasyonu igin kritik bir rol
oynadigini, G6FDH aktivitesinin inhibe ve aktive ederek, hiicre biiyiimesinde rol
oynayan biliylime faktoriiniin inhibe/aktive edildigini gostererek kanitlamiglardir.
Ayrica G6FDH inhibe edilen hiicrelerde H:0:'nin sitotoksik etkisinin arttifi ve
NADPH / NADP oraninda %30-40'ik bir azalmaya da neden oldugunu
gostermiglerdir (26).

G6FDH lokasyonu ve aktivitesi birgok madde tarafindan transkripsiyon,
translasyon ve post-translasyon seviyelerinde olduk¢a siki  bir  sekilde
diizenlenmektedir (Tablo 1). Enzim aktivitesinde ki baslica diizenleyici faktor
NADPH/NADP oranidir. Bu oran azaldiginda (NADP de artig) enzim aktive olarak
daha ¢ok NADPH firetilir. G6FDH'in post-translasyon regiilasyonunda baslica rol
fosforilasyon ile yapilir. Baz1 faktorler ve pS3 gibi proteinlerin direkt baglanmasi ile

de regiile edilmektedir (30,31,32).
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Tablo 1: G6FD Aktivitesini / lokalizasyonu Diizenleyen Sinyaller.

Pozitif regiilatorler Negatif regiilatorler
PDGF Aldosteron

EGF cAMP

VEGF CAMP bagimli PKA
HGF CREM

Ensiilin Arasidonik asit

D vitamini P38 MAP kinazi
P13-Kinaz P53

Fosfolipaz C-y TNF a

Ras-GTPaz AMP Kinaz

CcGMP bagimli PKG

MmTOR

S6 kinaz

src

TIGAR

Hsp27

ATM

SREBP

Nrf2

PDGF-trombosit kaynakli biiyiime faktorii; EGF-epidermal biiylime faktorii; VEGF-
vaskiiler endotel hiicre biiylime faktorii; HGFhepatocyte Biiylime faktorii; PI-3K-
fosfatidilinositol-3-kinaz; PKG-protein kinazi G; mTOR-memeli rapamisinin hedefi;
TIGAR- TP53-indiiklenmis glikoliz ve apoptoz diizenleyici; Hsp27-1s1 soku proteini
27; ATM-ataksi telanjiektazi mutasyon gecirmistir; SREBP-sterol yanit elemamn
baglayict protein; PKA-protein kinazi A; CREM-siklik AMP cevap elemani
modiilatorii; Nrf2-niikleer faktor-E2 ile ilgili faktor; TNF a-tiimor nekroz faktorii alfa;

AMPK-5 'adenozin monofosfat ile aktiflestirilmis protein kinazi.
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1. 6. G-6-FDH eksikligine bagh gelisen hastahiklar
Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz eksikligi, diinya ¢apinda 400 milyondan fazla
insan1 etkileyen, pentoz fosfat yolundaki en yaygin enzim eksikligidir. Enzim
eksikligi olan kisilerde tedavi amacl kullanilan birgok ila¢ bu tiir kisileri olumsuz
olarak etkileyecektir (33). Eritrositlerin  oksidatif hasara karsi Omriiniin
belirlenmesinde, pentoz-fosfat yolu oldukga Onemlidir. Eritrositlerin oksidatif
hasardan korunabilmesi i¢in rediikte glutatyon (GSH) diizeylerinin siirekli korunmasi
NADPH iiretimine baghdir. Bu da G6FDH aktivitesi ile idame ettirilir. Bu enzim
inhibe veya eksik oldugunda eritrosit hiicreleri oksidatif hasara karsi koyamaz,
membran biitlinliigli bozulan hiicrelerde hemolitik anemi kag¢milmaz olur. Okside
glutatyon (GSSG) yeniden rejenere edilerek indirgenmis forma (GSH) dondiistiiriilmez
ise hemoglobinler birbirleri ile capraz bag yaparak heinz parcaciklarinin olusmasina
ve hiicreleri hemolize olmalarina yol agar (Sekil 5) (34).
Diger taraftan GO6FDH enzim aktivitesinde goriilen azalmalara ya da
mutasyonlara bagli inhibisyonlarda, siddetli enfeksiyon (22), kronik graniilomatdz
(35), ve pek ¢ok radikalin birikmesine bagli olarak gelisen DNA hasar1 sonucu birgok

kanser hastalig1 gelisebilecegi gibi immiin yetmezliklerine de yol agmaktadir (23).

Glukoz

! Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz :
H Eksikligi .

Glukoz

! Oksidatif stres :

1 “Enfeksiyon
GGII:I::f:t ; i “Baztilaglar 3 .oooe oo
g ? i : *Bakla '\ ! Hemoliz *
o’/ \? ; Eritrosit

o N N N

Glukoz-6-Fosfat glutatyon glutatyon (ROS)

Dehidrogenaz rediktaz peroksidaz

! Gligoliz _ ! <« 6Fosfo- &7 “SaANADPH—" SGS-SG4+~ “a2H,0 0
........... glukonat +H*

: Pentoz !
E Fosfat !

Heinz cisimciklerii <«— met Hb

oxy Hb

Sekil 8: G-6-FDH’1n eritrosit hiicrelerindeki rolii (15).

G6FDH enzimi i¢in yaklagik 200 farklt mutasyon tipi bildirilmistir, bu nedenle farkl
klinik yansimalara da neden olur. G6FDH eksikligi/mutasyonu olan kisilerde bazi
yiyeceklere (Soya fasiilyesi, bakla gibi) ve ilaglarin toksik etkilerine kars1 hassasiyet

gelisir. Buna bagl olarak akut hemolitik anemi goriiliir (36).
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2. POLIAMINLER

2.1. Poliaminlerin tarihgesi:

Poliaminler ilk olarak 1674 yilinda Antonie Van Leeuwenhoek tarafindan insan
semeninden kristalize madde olarak kesfedildi. Bu kesiften sonra kristalize maddenin
yapist ile ilgili ileri siiriilen fikirler yapinin kalsiyum fosfat ya da protein olabilecegi
yoniindeydi (37,38,39). Yaklasitk 200 yil sonra Ladenburg ve Abel’in organik
kristalleri tanimlamasi ile semenden elde edilen maddeye ‘spermin’ adi verilmistir
(40). Kristal yapmin kimyasal yapist ise yaklasitk 250 yil sonra 1924 yilinda
Rosenheim ve arkadaslar1 tarafindan acikliga kavusturulmustur ve sperminin atom
sayisin1 aciklayamasalar da laboratuvarda sentezlenmeye baslanmislardir. Farkli
dokulardan elde edilen sperminin kimyasal yapist ve formiilii semenden elde edilen
ile kiyaslandiginda Leeuwenhoek’in raporundaki bulgular dogrulanmistir (41,38).
Poliaminlerin ger¢ek kimyasal yapilari ise ilk kesiften yaklasik 290 yil sonra agikliga
kavusturulmustur (41)

Poliaminlerin fonksiyonu yillarca bilinmemekle birlikte hiicresel yapiy1
koruduklarina inanilmistir (37,41). Memelilerdeki poliaminler, karbon sayisindaki ve
amin gruplarindaki farkliliklardan Gtiirii yap1 bakimindan farklilik gosteren putresin,
spermidin, spermin ve kadeverindir. Bununla birlikte, baz1 bilim adamlar1 kadeverinin
klasik bir poliamin olmadigini, histamin, agmatin ve termin iceren bir oligoamin
ailesinin bir tiyesi olarak gérmektedirler (42).

Poliaminlerin yapis1 belirlendikten sonra yapilan arastirmalar, farkl hiicre tipleri
tizerinde in vitro calismalar kullanarak fizyolojik islevlerini anlama yo6niinde
gelismistir. Bununla birlikte, birincil hiicre kiiltlirlerinin aseptik kosullar altinda
tutulmas1 zor olmasit nedniyle bakteri kiiltlirli poliaminlerin fonksiyonlarinin
degerlendirilmesi i¢in uygun bir model haline geldi.

Poliaminlerin bakteri tiremesi lizerindeki etkisi, kiiltiir ortamindaki miktarlarina ve
degerlendirilen bakteri tiiriine bagli olarak, poliaminler, gramnegatif bakteri ve birkag
virlisin biiylimesini inhibe ederken, bazi Haemophilus, Neisseria ve Pasteurella
suslarinin bilylimesini de indiikledigi saptanmistir (41,43). Poliaminlerin etkilerinin
hiicre biiylimesi iizerine onemli olan bir kesif, poliaminlerin DNA'ya baglanma

kapasiteleri ve niikleotitlerin yiikiinii degistirme kapasiteleridir (44).
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2.2. Poliaminlerin ozellikleri ve biyokimyasal 6nemi

Dogal poliaminler [Agmatin, Putresin: (1,4-diaminobutan), Spermidin: (N- (3
aminopropil)-1,4-butadiamin) ve  Spermin: (N, N'-bis (3-aminopropil-1,4-
biitandiamin)] tiim canli hiicrelerde bulunan ¢esitli uzunluklarda karbon zincirlerine
ve farkli amino gruplarina sahip kiigiik, bazik, organik, alifatik ve diisiik molekiil
agirlikl katyonlardir. Bu bilesiklerin bir veya daha fazlasi her canli hiicrede bulunur
(45,46). Poliaminler, iki veya daha fazla amino grubu (-NH3") igeren tiim 6karyotik
ve prokaryotik hiicrelerde bulunan polikatyonik molekiillerdir. (sekil: 9).

HZN\/\/\
NH; Putresin

HZN/\/\/\NHz

Kadaverin
H
HZN/\/\/N\/\/NHz Spermidin

HzN/\/\H/\/\NHz Norspermidin

H
H2N/\/\u/\/\/N\/\/NH2 Spermin

Sekil 9: Poliaminlerin Biyokimyasal yapisi. Spermin (tetraamin), spermidin(triamin),
putresin (diamin) ve kadaverin (diamin) (47,48).

Poliaminlerin yapisindaki amino gruplari poliaminlere ¢ok onemli fonksiyon
ozellikleri kazandirmaktadirlar. Fizyolojik 6neme sahip amin molekiilleri olarak,
birgok norotransmiter ve hormonun (dopamin, epinefrin, norepinefrin, serotonin ve
tiroid hormonlar1 gibi) alifatik yapilariyla ve amino gruplarina sahip olmalartyla
degerli olmaktadirlar. Biyojenik bir molekiildeki amino gruplarinin sayisi, ona farkli
biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikler saglamaktadir (48,49).

Poliaminlerin yapisindaki amin gruplart fizyolojik kosullarda protonlanarak
pozitif yiiklii yapilara dontismektedir. Dogal olarak kazandiklar1 pozitif yiikler, DNA,
RNA, ATP ve fosfolipidler gibi negatif yiike sahip hiicresel bilesikler ile etkilesime
girmelerine olanak saglamaktadir. Hiicrelerin ¢ogalma hizi ile poliaminlerin
derisimleri arasinda 6nemli bir iligki varligi bulumaktadir. Poliaminlerin hiicresel
anyonlar ile etkilesim yetenegi esas olarak her bir poliamin iliskili pozitif yiiklerin

sayisina baghidir.
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Anyonik etkilesimlerin iiretilmesinde spermin en ¢ok sayida pozitif yiike sahip oldugu
icin en aktif ve putresinin en az sayida pozitif yiike sahip oldugu i¢in en az aktif
olmaktadir (Sekil 10) (50).

Putresin: *HsN-(CH2)a-NHz*
Spermidin: *HsN-(CH2)s-NH2*-(CH2)4-NH3*
Spermin: "H3N-(CH2)3-NH2"-(CH2)a-NH2"-(CH2)3-NH3"
Sekil 10: Poliaminlerin Katyonik yapilari (45).

2.3.Poliaminlerin Fonksiyonlari ve biyolojik islevleri:

Poliaminlerin biyolojik etkileri gbz oniine alindiginda hiicre proliferasyonu ilk
sirada yer almaktadir. Hiicre ¢ogalmasinin gereksinimlerinin basinda ise DNA ve
RNA sentezi gelmektedir. Poliaminler hiicre biiyiimesi, farklilasmasi, ¢ogalmasi,
DNA, RNA ve protein sentezinde 6nemli bir rol oynadigini yapilan arastirmalarda
ortaya konmustur (51,52,53). Poliamin derisimlerinin farklilagmas1 hiicre i¢inde ve
organizmada bircok kimyasal olaylarin baglamasina ve farklilasmasina neden olmasi
kacinilmazdir. Bu nedenle hem endojen hemde eksojen kaynaklardan gelen
poliaminlerin hiicre i¢i konsantrasyonlar1 siki bir sekilde diizenlenmek zorundadir.
Poliaminlerin hiicre i¢i derisimlerinin ihtiyaca gore belirlenmesi bu nedenle oldukca

onemlidir (44,47).

2.3.1. Poliaminlerin hiicreler iizerindeki etkileri

Poliaminlerin polikatyon niteligi, DNA, RNA, ATP ve fosfolipidler gibi anyonik
komplekslerine baglamalarina izin verir. Spermidin ve spermin ¢ogunlukla hiicre igi
molekiilleri ile iligkilidir, ancak hiicrede ¢ogu putresin serbest haldedir. Poliaminlerin
en onemli hiicresel etkilerinden biri, gen ekspresyonunda artis, mRNA igerigi,
RNA'larin ribozomlara translokasyonu, ribozomal montaj, ATP ve magnezyum
kullanimi1 gerektiren hiicre ¢ogalmasinin uyarilmasidir. Bu durum poliaminlerin hiicre
cogalmasini tesvik etmek i¢in bu hiicresel islemlerin her birine katkida bulundugunu
gostermektedir (49,54). EK olarak, kanserde poliaminler metabolik siirecleri diizenler
ve farkli tip tiimorlerin gelisimini, metastazini ve kontroliinii degerlendirme de
merkezidir. Bu tiir islemler arasinda hiicre boliinmesi ve ¢ogalmasi, gen ifadesi, DNA
ve protein sentezi, apoptoz diizenlenmesi, oksidatif stres, anjiyogenez ve hiicre-hiicre

iletisiminin diizenlemeleri yer alir (55,56,57).
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Hiicresel fonksiyonlar ve canlilik perspektifinden bakildiginda, tiim memelilerin
organ sistemlerinde fizyolojik siiregleri siirdiirmesi ve hayati 6nem tasimalari
nedeniyle, poliaminlerin iki 6nemli etkisi olan oksidatif stres ve anjiyogenez en biiyiik
ilgiyi ¢ekmistir. Embriyonik gelisim sirasinda, mitoz, apoptoz ve neovaskiilarizasyon
arasindaki denge lireme performansini gelistirmek i¢in kritik dneme sahiptir.

Bu nedenle, poliaminlerin, gebeligin peri-implantasyon déneminde, mitoz, apoptoz ve
neovaskiilarizasyonun metabolik siirecleri lizerindeki etkilerinin uygun bir sekilde
anlagilmas1 ve daha fazla arastirilmasi, memelilerde iireme performansini artirmak

icin hayati 6neme sahiptir. (58).

2.3.2. DNA yapisi ve apoptoz iizerindeki etkisi

Poliaminler DNA'y1 stabilize eder, kromatin kompleksleri, kromatin ve DNA
yapisinda gelisen modifikasyonlarin nedeninin poliamin yetersizligi olan hiicrelerde
gosterilmistir (59). Tersine, yukarida belirtildigi gibi, asirt miktarda poliamin birikimi,
apoptozu aktive eder. Etkili oldugu diisiiniilen mekanizmalardan biri, poliamin
oksidaz (PAOQO) tarafindan poliaminlerin katabolizmasi sirasinda hidrojen peroksit
birikiminin olusturdugu oksidatif stres oldugu diisiiniilmektedir (60). Bu nedenle,
bagirsak epitel hiicre hattinda (IEC-6), diflorometil ornitinin (DFMO, bir ODC
inhibitori) poliamin sentezinde anahtar enzim olan ODC’nin baskilanmasi sonucu
yeterli poliaminlerin iiretilememesi ile apoptozu yavaslatilir. Ayn1 kosullarda, eksojen
bir putresin temini veya S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz (SAMdc)'nin inhibe
edilmesiyle de hiicre i¢i putresin birikiminin indiiklenmesi apoptozu geri

getirmektedir (61).

2.3.3. Poliaminler ve hiicre ¢cogalmasi

Poliaminlerin hiicre ¢ogalmasindaki Onemi iyi bilinmektedir. Etkileri hiicre
biliylimesi ve oliimii ile 1lgili gesitli genlerin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan
niikleer fosfoprotein p53'in aktivitesi ile etkilesimlerini igerir
(62). Difluoromethylornithine (DFMO) tarafindan hem in vivo hem de in vitro olacak
inhibe edilen poliamin sentez diizeyi yetersizligi sonucu p53 geninin ekspresyonun
artmasina neden olur. Bundan dolayr hiicre biiylimesinin inhibisyonunu saglanir.
Paralel olarak, poliamin tiikkenmesi, p53 mRNA'nin stabilitesinde 6nemli bir artisa yol

acar. Bu etki, p53'in ana bir inhibitorii olan Mdm?2 proteininin ekspresyonu
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tizerindeki inhibe edici bir etki ile kuvvetlendirilir (Mdm2, p53 ile aktif olmayan bir
kompleks olusturup pargalanmaya yonelir) (63).

Poliaminler (bu olayda spermidin, spermin ve putresinden daha etkili); endotel
hasar1 sonrasi vaskiiler diiz kas hiicre migrasyonu i¢in 6nemli bir rol oynar (64).
Ayrica, hiicre biiylimesi sirasinda poliaminlere gereksinim, kismen oOkaryotik
baslangi¢ faktorii 5SA (elF-5A) modifikasyonu igin bir substrat olarak spermidine
ihtiyagtan kaynaklanabilir. elF-5A, iki asamali bir islemde deoksihipusin sentetaz
(butilaminin, spermidinden elF 5A'da spesifik bir lizin kalintisina transferini katalize
eder) ve deoksihipusin hidroksilaz (bu, olgunlasmis elF-5A'y1 olusturmak igin bu

kalintiyr hidroksile eder) ile spermin ile modifiye edilir (65).

2.3.4. Poliaminler ve gen ifadesi

Poliaminler (putresin, spermidin ve spermin) hiicre ¢ogalmasindaki etkilerini
niikleik asit ve protein sentezini diizenlenmesindeki rolii nedeni ile de fizyolojik
oneme sahiptir. Bu etkilerinide 30S ribozomal alt birimlerin in vivo mekanizmalari
etkileyerek protein sentezini kalite ve kantitesini etkilemektedir (66). Boylece
poliaminler gen transkripsiyonunu ve translasyonunu uyarir. Hiicrelerde
poliaminlerin-RNA kompleksi seklinde var olabilecekleri ve RNA arasindaki

etkilesimleri Mg@?" 'nin fizyolojik konsantrasyonlarinda olabilecegi saptanmustir (67).

2.3.5. Poliaminler ve iyon kanallari
Endojen poliaminler, 6zellikle sperminin, ¢esitli iyon kanallarinin bloke edilmesinde
ve modiile edilmesinde etkili oldugu tespit edilmistir. Ozellikle bazi potasyum
kanallar1 (membran potansiyelinin korunmasinda yer alan) ve glutamat reseptorii
tizerinde bloke edici bir etkiye sahiptir (63). Bu kanallar hem uyarict hem de uyarici
olmayan hiicrelerde zar potansiyelini kontrol ederek noronlarda ve kas hiicrelerinde
uyarilma esiginin de kontrol edilmesine aracilik eder. Ayrica sperminin, merkezi sinir
sisteminde Ca2" gecislerinin boyutunu artiran ya da gerilim boyutunu bloke
edebilecek etkilerini N-metil D-aspartat (NMDA) reseptorlerinin alt tiplerinde
glutamat antagonisti olarak etki yapar. Poliaminlerin bagka birgok katyon kanallari ile
de etkilesimleri bildirilmistir (68).

2.3.6. Poliaminler ve hiicre sinyalizasyonu

Poliaminler hiicre i¢i sinyal yolaklarmin etkilemelerinde baslica rol polikatyonik

ozelliklerinden ileri gelmektedir. Bu 6zellikleri poliaminlere membranlara lokalize
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fosfolipidler ile gii¢lii bir sekilde etkilesime girmesine izin vererek membran bagimli
enzimlerin aktivitelerinin diizenlenmesinde Onemli bir rol oynayabilmektedirler.
Boylece hiicre membran polaritesinin dengeleyici/diizenleyici etkileri Ssayesinde
poliaminler aracilig1 ile epidermal biiyiime faktor (EGF) reseptorlerin aktivitelerin
modiile ederek hiicre 6zelliklerini degistirebilmektedirler (69,70).

Proto-onkogenlerin (myc, jun, fos) ekspresyonunu uyaran c¢esitli protein
kinazlarin (tirozin kinaz, MAP kinaz) aktive edilmesinde (69), GTPaz aktivitelerini G
proteinleri ile etkilesime giren poliaminler hiicre i¢i sinyallerin olusunda etkili
olmaktadir. EK olarak, poliaminler, NF-kB'nin (6zellikle inflamasyon siireglerinde yer
alan transkripsiyon faktorii) DNA tizerinde spesifik etki olusturacak niikleer faktorlere
baglanmay1 ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda spesifik yanit elemanlarina baglanmasini
uyarabilir (71,72).

2.3.7. Poliaminler, bagisiklik hiicreleri ve yara iyilesmesi

Poliaminler hem bagisiklik hiicrelerinin farklilasmasinda hem de enflamatuar
reaksiyonun diizenlenmesinde oldukc¢a 6nemli rol oynamaktadir. Makrofajlarin aktif
duruma gecip fagosite yapma kabiliyeti sergilemelerindeki en Onemli
mekanizmalardan biri indiiklenebilir nitrik oksidaz sentaz’in (iNOS) aktive
edilmesidir. Makrofajlarin aktif durumunun (M1 ya da Fight (F1) sonlanmasi ve M2
ya da yara iyilestirme moduna gegiste INOS'un inhibisyonunu gerektirir. Bu siirecler
basglica poliaminler tarafindan yonetilmektedir. Yapilan caligmalarda inflamasyon
bolgelerinde iNOS ekspresyonlarinin poliamin sentezindeki degisiklikler (azalma
yoniinde) ile basladig1 ve fagositik hiicrelerin bu bolgelerde biriktigini gostermeleri
poliaminler ile immiin hiicrelerin aktivasyonu arasinda ki iliskiyi net bir sekilde
ortaya koymaktadir (73). Inflamasyon sonrasi hasar gdrmiis bolgede hiicrelerin
onartlmast ve Olii hiicrelerin yerine yeni hiicrelerin sentez edilmesi i¢in arjinin
metabolizmasinin tamamen poliamin ve kollajen sentez yOniine kaymasi ve
salinimlarinin (spermin) artmasi ile hiicre biiylimesinin ve c¢ogalmasinin hizla
kolaylastig1 gosterilmistir. Ayrica iNOS aktivitesinin baskilanmasi ile immiin
durumun M2 fazina gectigi tespit edilmistir (74,75,76). Bir bagka ¢alismadaki 6nemli
bir bulgu da prolaktinin T hiicreler {izerindeki etkisi poliaminlerin metabolizmasinin
diizenlenmesin Spermidin / sperm N1-asetil-transferaz (SSAT) aktivitesinin arttirmasi

ve Poliamin oksidaz (PAO) aktivitesininde azaltilmas: ile gerceklestirmesidir (77).
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Ayrica poliaminlerin, pulmoner immiinolojik ve intestinal immiinoalerjik reaksiyonlar
tizerine de baskilayici bir etkisi oldugu belirlenmistir (78).

Poliaminlerin proto-onkogenlerin cfos ve c-myc ekspresyonu iizerindeki aktive
edici etkisi immiin durumun yara iyilestirme/M2 ya da F2 (fix) moduna dogru
yoneldiginin baska bir gostergesidir (64). Hiicre proliferasyonundaki rollerinin yani
sira, yaranin iyilesmesi i¢in gerekli olan fibroblastlarin ¢ogalmasinda poliaminler,
transglutaminazlar i¢in substratlar olarak islev goriir. Bu Ca2™ bagimli enzimler, bir
protein ve bir primer amin arasinda bir izopeptid (o glutamil) lisin bagi olusumuna
izin verir ve ekspresyonu, TGF-b gibi mediatorler tarafindan artirilir. Ayrica TGF-
B'nin gen ifadesi i¢in poliaminlerin gerekli olabilece§i de bildirilmektedir (64). Bu
transglutaminazlarin, yara iyilesme sirasinda apoptoz, osteogenez, hiicre sinyallemesi
ve hiicre adezyonu gQibi bir¢cok hiicre i¢i ve hiicre disi isleme dahil oldugu
gosterilmistir (sekil:11) (62,79, 80).

inflamatuar ajan
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Notrofiller
o o NO sentaz
Arjinin Arjinin —f’ NO
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Sekil 11: Inflamasyon yerinde NO ve poliaminlerin sentezi: fagositler, lenfositler ve

fibroblastlar arasindaki is birliginin énemi. (NO sentaz: nitrik oksit sentaz)

2.3.8. Poliaminler ve bagirsak

Poliaminlerin bagirsak fonksiyonunun korunmasinda yapilan ¢aligmalarda 6nemli
bulgular elde edilmistir. Hasar meydana geldiginde, bagirsak mukozasi bir digerinin
yerine getirilmesi yoluyla iki ardisik mekanizma ile kendisini onarabildigi, boylece

hasarlt hiicrelerin elimine edilmesinden sonra ¢iplak yiizey, hiicrelerin komsu veya alt
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bolgelerden gog etmesi ve digerlerinin degistirilmesi yoluyla tekrar kaplanabildigi
saptanmustir (69,76).

Kriptik 1IEC-6 hiicre kiiltiir modelinde yapilan incelemede bagirsak hiicrelerinin gog
ve hiicre hareketliliginde gerekli olan aktin flament olusumunun poliaminlerin
mevcudiyetine bagl oldugu saptanmistir (64,73). Poliaminlerin sentezin de anahtar
enzim olan ODC nin DFMO (bir ODC inhibitérii) ile inhibe edilmesi ile arjinin
metabolizmasinin prolin yoniine kaymasmin hiicre onarim islemleri igin bir
zorunluluk oldugunun da bir bagka kaniti olmaktadir (82).

Poliaminlerin bagirsak metabolizmasi igindeki rollerinin arastirilmasi ile ilgili
olarak bagirsak rezeksiyonu veya transplantasyon sonrasi intestinal adaptasyon
caligmalarinda, rezeksiyon sonrasi kalin bagirsakta poliamin igeriklerinin 6nemli
Olgtide arttig1 gosterilmistir (83,84). Poliaminlerin bagirsak trofikitesi i¢indeki rolii,
bagirsak rezeksiyonu veya transplantasyonu sonrasi intestinal adaptasyon iizerine
yapilan caligmalarla da gosterilmektedir (83, 84). Ayrica eksojen olarak uygulanan
poliaminlerin (spermin) endojen olarak sentezlenen poliaminlerin yerini alabilecegi de
gosterilmistir (85). TGF-b32’nin ekspresyonunu uyararak veya transglutaminazlar
aktive ettiginde gosterilmistir (86). Deneysel hayvan modelinde 3 giin a¢ birakilan
sicanlarin diyetine konulan ornitin tuzu (ornitin alfa-ketoglutarat) ile villularda
hiperplazi gelisimine ve fircamsi ylizeylerinde hidrolaz aktivitesindeki artigin
poliamin sentezinde ki artisa bagli oldugu gosterilmistir (87). Duranton ve ark.
Tarafindan yapilan daha sonraki caligmada ise ornitin alfa-ketoglutarat farelere
uygulandiginda iskemi hasarini 6nlemedigi ancak poliamin sentezindeki artisa baglh

olarak mukozanin onarimi desteklendigi bildirilmistir (88).

2.3.9. Poliaminlerin iireme sistemine etkileri

Poliaminlerin hem erkeklerin hem de kadinlarin iireme fizyolojisi {izerinde tireme
basarisi i¢in hayati olan siirecleri diizenleyecek etkileri vardir. Erkeklerde Sertoli ve
Leydig hiicreleri, spermatogenez sirasinda spermatogonia'nin farklilagmasini
diizenleyen poliaminleri sentezler ve depolar. Spermin iiretkenlik i¢in hayati bir
poliamin olarak kabul edilir, ¢iinkii sperm iiretemeyen fareler, spermin
farklilasmamasiyla sonuglanan spermatogonia ve primer spermlerin mayotik
sonlanmasi nedeniyle kisirdir (89,90). Poliaminlerin testis i¢indeki 6nemi, spermin ve
spermidinin, seminal plazmada diger herhangi bir viicut dokusu veya sivisindan daha

fazla olmasi hiicre i¢i konsantrasyonlarina dayanmaktadir.
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Bu bulgu, poliaminlerin sperm hareketliligi ve spermin yumurtalar1 délleme
kapasitesi i¢in Onemini ortaya koymaktadir. Ayrica, spermin ve spermidin, sperm
hiicreleri tarafindan glukoz kullanimini da artirmaktadir (91).

Kadinlarda poliaminler, puberte Oncesi ve postpubertal asamalar sirasinda
yumurtalik fonksiyonlari i¢in gerekli mekanizmalar1 diizenler. Graniiloza ve luteinize
edici hiicrelerin ovulasyon siireclerinde modiilasyonu, ddllenme kosuluna gore
mayotik siirecin olgunlagsmasi i¢in putresin miktarin1 ve tireme dokulari dahil
plasentanin da kan akigini artirdigi gosterilmistir (90, 91). Gebe koyunlarla yapilan
arastirmalar, iireme dokularindaki poliamin konsantrasyonlarinin, plasentomlarda,
interkotiledon plasenta ve endometriyal gebeligin ilk yarisi sirasinda daha fazla
oldugu poliamin konsantrasyonlarinin gestasyon asamasina bagli olarak degistigini
ortaya koymustur (91). Gebeligin periimplantasyon ve implantasyon donemlerinde,
hiicrelerin proliferasyonunda, migrasyonunda ve organogenez siire¢lerinde molekiiler
sinyal mekanizmalarin olumlu etkileri memelilerde embriyonik sagkalimi iyilestirir
(92,93). Embriyonun erken kayiplart tireme sisteminde yetersiz miktarda sentezlenen
poliaminler ile iligkilendirilmektedir (89, 94).

2.3.10. Poliaminler ve oksidatif stres

Oksidatif stres, anaerobik hiicrelerde oksijen kullanimina bagh olarak oksitlenen
uriinlerdeki artig ile ortaya g¢ikmaktadir. Baska bir deyisle antioksidan-oksidan
dengenin oksidan yone kaymasidir (95). Oksijen kullanilan reaksiyonlarda tam
elektron aktarimin olmadigi kosullarda serbest radikal bilesikleri olusmaktadir.
Serbest radikaller, endojen proteinlerin, fosfolipid membranlarin, karbonhidratlarin,
niikleik asitlerin ve diger hiicresel bilesiklerin ile reaksiyona giren ve hiicresel
molekiilleri yikima ugratan biyokimyasal olarak olduk¢a kararsiz molekiillerdir. En
yaygin serbest radikaller, hidrojen peroksit (H202), siiperoksit anyonu (Oz’), nitro
peroksit (NOO") ve hidroksil radikalleridir (OH"). Serbest radikalleri bloke ederek,
ortadan kaldirarak ya da daha kararl yapilara doniistiiren molekiillere antioksidanlar
denir. Bu molekiillerin yetersizliginde mevcut radikallerden en toksik olanlar1 (OH",
NOO" ve O gibi) zar ve DNA hasarlarina neden olurlar, hasarin boyutu biiyiik olursa
ve tamir edilemezse hiicreler apoptoz yoluna girerler (96).

Poliaminler, hiicresel metabolizma sirasinda olusan serbest radikalleri kontrol

ettikleri igin hiicre koruyucu etkileri olan giiglii antioksidanlardir (97,98). Yukarida
belirtildigi gibi poliaminler, DNA gibi hiicresel molekiillerle etkilesime girer.
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DNA ve poliaminler arasindaki gii¢lii etkilesim, DNA niikleotidlerinin negatif yiikii
nedeniyle olusur ve poliaminler DNA'nin yapisal ve fonksiyonel hasarini onler.
Ciinki DNA'ya baglanarak serbest radikalleri bloke ederler. Poliaminler ayrica hiicre
zarlarinda lipid peroksidasyonunu da inhibe eder. Lipid peroksidasyonu, doymamis
fosfolipidlerin, hiicre zarindaki lipitlerin islevselligini ve yapisini etkileyen doymus
fosfolipitlere doniistiiriildiigii bir islemdir (97,98).

Membranin akiskanligi ve gecirgenligi doymamis yag asitlerinin sayisina bagh
oldugu i¢in lipid peroksidasyonunun dnlenmesi énemlidir (97,99). E. coli ile yapilan
caligmalar, putresinin, oksidatif strese kars1 korunma i¢in oksiR, Kate ve katG gibi
genlerin ekspresyonunu arttirarak kiiltiir ortaminda serbest radikallere maruz kalan
suslarin hayatta kalma oranini arttirdigr gosterilmistir. Ayni ¢aligmada, spesifik bir
putresin inhibitorii (1,4-diamino-2-butanon) oksidatif stres kosullar1 altinda oksiR
ekspresyonunu azaltmistir. Bu nedenle, poliaminlerin DNA'ya baglanma ve genlerin
ekspresyonunu tesvik etme kabiliyetinin bakteri modellerinde oksidatif strese karsi
koruyucu oldugunu diistilirmiistiir (100).

Poliaminlerin hiicresel seviyede metabolizmas1 ayrica, 1s1 stresi ve ¢esitli
patolojiler gibi fizyolojik olmayan kosullar altinda yiiksek derecede toksisite
olusturur. Cin hamsteri yumurtalik hiicreleri ile yapilan ve 1s1 stresine maruz kalan
arastirmalar, poliaminlerin oksidasyon oranmin arttigint ve hiicrelerin canliligini
etkileyen serbest radikallerde onemli bir artisa bagl yiiksek derecede toksisitenin
gelistigi gosterildi (101). Poliaminlerin serbest radikalleri kontrol etme potansiyeli
aragtirmalarinda, sperminin, spermidine kiyasla kiiltiire edilmis hiicrelerde H202'i
kontrol etme kabiliyetinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Genetigi degistirilmis
fare fibroblastlar1 hiicreleri (spermin igin gen icermeyen hiicreler), in vitro kiiltiirlenen
ve 1- 2 mM H202'ye maruz birakilan normal fibroblastlarla karsilastirilmistir.
Sonuglar, genetigi degistirilmis hiicrelerin H202'ye normal hiicrelere gore daha yiiksek
duyarliliga sahip oldugunu gostermis. Ek olarak, 10 uM spermin eklendiginde ve ayn
dozdaki spermidin ile karsilastirildiginda, sperminin, hiicreleri H202'den korunmada
cok daha biiyiik biyolojik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (102).

Poliaminlerin reaktif oksijenleri temizleme kapasiteleri dogrulansa da daha ¢ok
calismaya ihtiyag var. Ciinkii biyojenik aminlerin hiicrelerdeki seviyeleri yiiksek
oldugunda, amin oksidazlarin aktivitesilerinin arttig1 ve buna bagli olarak yeni serbest

radikallerin olustugu da bir gergektir (103).
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2.4. Poliaminlerin Metabolizmasi (Sentezi ve Yikimi)

Poliaminler endojen olarak tiim dokularda sentezlenir. Diyet yolu ile besinlerden
gelen ve bagirsak mikrobiyatasindan salinip emilen poliaminler ekzojen olarak da
alinir (8). Poliamin homeostazinin saglanmasinda sentez yolaginda yer alan hiz
sinirlayict ve diizenleyici enzim ornitin dekarboksilaz (ODC) ve katabolizmada yer
alan asetil transferazlar ve Poliamin Oksidaz (PAO) gibi enzimler 6nemli bir role
sahiptir.

Poliaminlerin endojen sentezi arjinin amino asitini 6nciil olarak kullanarak iki yolla
olur. ilki arjinaz aracilig1 ile ornitin sentezlenir, ornitinden ise hiz smirlayic1 enzim
olan ODC’nin katalizledigi reaksiyonla ilk major poliamin olan Putresin (Put)
sentezlenir, daha sonra spermidin sentaz araciligi ile Spermidin (Spd), spermin sentaz
araciligi ile de Spermin (Spm) sentezlenir. ikinci yol ise Arjinin Dekarboksilaz (ADC)
araciligi ile diger bir poliamin olan Agmatin (Agm), daha sonra agmatinaz enzimi ile
putresin sentezlenir. Hiicre i¢i konsantrasyonu artan Spd ve Spm spesifik asetil
transferazlar araciligi ile asetillenerek hiicre digina salinirlar. Diger hiicrelerde 6zel
tastyicilar araciligi ile plazmaya ya da ekstraseliiler matrikse salinanan poliaminleri

hiicre i¢ine alirlar (Sekil 12) (57).
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Sekil 12: Poliaminlerin taginmasi ve sentezi i¢cin molekiiler yol. Arginin, ornitin

dekarboksilaz (ODC1) ile ornitine hidrolize edilir. Arginin ayrica ii¢ nitrik oksit sentaz
formundan (NOS1, NOS2, NOS3) biriyle nitrik okside doniistiiriilebilir. ODC1'in enzimatik

aktivitesi ve diizeyi bollu ornitini putresine ve dolayisiyla spermidine ve spermine
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donistiirme kapasitesini ve diizeyini kontrol eden antizimlerle (AZI, AZI2 ve AZI3)
diizenlenir (58).

2.5.Poliaminlerin asetilasyonu

Poliaminler, ¢esitli oksidazlarin ve asetil transferazlarin etkisi ile ¢ok sayida

tirevler halinde metabolize edilirler.

2.5.1. Asetilasyon reaksiyonlari

Aminopropil-transferazlar tarafindan katalize edilen reaksiyonlar geri doniislii
olmamasina ragmen, spermin ve spermidin, sirasiyla spermidine ve putresine geri
dontstiiriilebilir (104). Bu reaksiyonlar, bir sitozolik asetil-CoA: spermidin / sperm
N1-asetil-transferaz (SSAT) etkisiyle N-asetillenmis ara maddeler, N1 asetilspermin
ve Nl-asetilspermidinin olusumunu gerektirir. Ozel olarak, yakin zamanda, insan
SSAT geninin, amino asit mevcudiyeti ile (transkripsiyonel ve transkripsiyon
adimlarinda) diizenlendigi gosterilmistir (105).
Daha sonra, peroksizomlarda bulunan bir FAD enzimi olan poliamin oksidaz (PAO),
bir aldehit (3-asetamidopropanal) ve hidrojen peroksit salinimi ile bir poliamin verir
(106). Radyoaktif-isaretli spermidin veya spermin in vivo olarak tek bagina
uygulandiginda diger iki poliaminin bu doniisiim reaksiyonlari ile ¢ok hizli bir sekilde
putresine doniistiigii saptanmustir. Farkli substrat ozelliklerine sahip izoenzimlerin
varhigi da bildirilmistir (104,107). Ek olarak, son iiriin olarak salinan N8-asetil-
spermidin  ve Nasetil-putresin'i veren bir niikleer N8-asetil-transferaz daha
saptanmustir (108).

Asetilasyon reaksiyonlari, hiicreye tasidiklar1 pozitif yiik sayisimi azaltarak
poliaminlerin farkli polianyonlarla etkilesimlerinin azaltilmasina neden olmaktadir.
Asetillenmis poliaminlerin artan atilimi, poliaminlerin hiicre i¢i konsantrasyonunun

kontrol edildigi mekanizmalardan biridir (Sekil 13) (104, 108).
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Sekil 13: Poliaminlerin sentezi ve doniistimleri 1. ornitin dekarboksilaz (ODC); 2.
spermidin sentetaz; 3. spermin sentetaz; 4. asetil-CoA: spermidin / spermin NZ1-asetil
transferaz (SSAT); 5. poliamin-oksidaz (PAO); 6. N8-asetil-transferaz; 7. diamin-oksidaz
(DAO); 8. S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz (SAMdc). SAM: S-adenozilmetiyonin;
SAMHC: S-adenozilmetil homosisteamin, SMTA: 5-metiltiyoadenozin.

2.6.Poliaminlerin tasinmasi

Plazmaya salinan poliaminlerin hiicrelerdeki fizyolojik etkisinin olusturulmasinda
hiicrelerin sahip olduklar1 tasiyict sistemlerine baglidir. Memelilerde hiicre igi
poliaminler diisiik oldugunda hiicrelerin plazmadaki poliaminleri hiicreye dahil etme
kabiliyetini artiran, farkli 22 organik katyon tasiyici aile ile 2 de (SLC22A2) gibi
organik katyonik tastyicilar araciligi ile yapilmaktadir Bununla birlikte, SLC22A2
gibi tasiyicilar da hiicrelerdeki poliaminlerin konsantrasyonlar1 arttiginda inhibe
edilebilir ve bu islem hiicrelerin poliaminlerin homeostazinin muhafaza etmesine

katki sunar (Sekil 12) (91,94, 109).
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2.6.1. Tasima sistemleri

Taginim (hiicresel alim ve salinim), hiicre i¢i poliamin igeriginin diizenlendigi
ana yollardan biridir. Bu nakil, hiicre i¢i poliamin igeriginin, 6rnegin ODC'nin inhibe
edilmesiyle, protein sentezine bagl bir islemin azaltilmasiyla uyarilir. Bu durumda,
eksojen poliaminlerin tedariki hiicre i¢i poliamin konsantrasyonunda hizli ve belirgin
bir artisa neden olur ve sonugta yeni bir tasima inhibisyonuna neden olur (108).
Poliaminlerin taginmasi bakterilerde iyi tantmlanmistir, ancak memelilerde ¢ok da net
degildir. Escherichia coli'de ii¢ sistem tarif edilmistir: bir ATPase'e bagimli ikKi
tasiyici, biri putresine 6zgii, digeri spermidine 6zgii ve hem hiicre alimin1 hem de
salimini saglayan ve ayrica birde putresine 6zgii tiglincii bir sistem (110).

Memelilerde, tastyict (lar) i¢in gerekli gen (ler) heniiz tanimlanmamistir. Akciger
alveollerinin epitel hiicreleri viicutta en yogun tasima aktivitesini gosterir. Bu
hiicrelerde biri yiiksek digeri diisiik afiniteli iki tagima sistemi tanimlanmistir. Bu
tasima ATP'ye baghdir (65). Cin hamsteri yumurtalik hiicrelerinde (gen
transfeksiyonu veya deaktivasyon deneyleri i¢in yaygin olarak kullanilir) ve kolonik
karsinom hiicrelerinde CaCo-2'de, farkli poliaminler i¢in tek bir enerjiye bagl sistem
tarif edilmistir (61). Bununla birlikte, bir poliamin salgilama aktivitesinin
korunmasinin, onlar1 yakalayamayan bazi hiicre hatlarinda, iki farkli nakil sisteminin
varligini ortaya koyan ¢alismalarda vardir (108).

Insan hiicre hatlarida Satriano ve ark. dekarboksilasyon ile argininden tiiretilmis
bir poliamin olan agmatinin, aktif bir ATP bagmli sistem tarafindan hiicrede
tasindigint ve diger poliaminlerin tasinmasinda yarismaci bir inhibitrii oldugunu
gosterdiler. Not olarak, agmatin, bu tasiyici yarismaci etkisi ile putresin, spermidin ve
sperminin hiicre icerigini bosaltma kabiliyetiyle dogrudan baglantili olabilecek

antiproliferatif bir 6zellik gosterdigini de belirttiler (111).

2.7.Agmatin ve Tarihcesi

Agmatin (Agm; *H3sN-(CH.)s-NH-CNH-NH3"), arjinin dekarboksilaz (ADC)
aracilig1 ile L-arjininden sentezlenen bir poliamindir. Dekarboksile olmus arjinin
olarakta bilinir. Bu molekiil bitkilerde, bakterilerde ve omurgasizlarda saptandi.
1990'lara kadar memelilerde tespit edilmedi. Baslangigta bir norotransmitter oldugu
diisliniilen agmatinin yap1 analizi sonucunda bir poliamin oldugu anlagildi (112).
Sonraki yillar memelilerin beyinlerinden izole edilen molekiiliin spekroskopik

analizler sonucu agmatin oldugu agiklandi (113, 114).
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Agmatin arjinin dekarboksilaz enizimi aracilig ile arjinin amino asitinin dekarboksile
edilmesi ile sentezlenir. Daha sonra putresin olusturmak iizere agmatinaz enzimi
araciligi ile 1 mol {ire ayrigmasi ile putresin sentezini saglar (Sekil 14).

Agmatin, insiilin salinimina aracilik ederek sekretakog oOzellik gosterdigi ve
glukoz metabolizmasini indirekt olarak modiile ettigi, yine adrenal bezin kromaffin
hiicrelerinden adrenalin ve noradrenalin salgilanmasini uyardig1 saptanmustir (112).
Noromodiilarér olarak, merkezi sinir sisteminde, agmatin luteinize edici hormon
salgilayan hormon (LHRH) salinimini uyardigi ve morfinin etkisini doza bagiml
olarak artirdig1 da saptanmustir (114). Iyonotropik etkileri ile adrenerjik reseptore,
imidazolin reseptoriine ve NMDA reseptoriine baglandigi ve endotel hiicrelerinde
NOS'u aktive ettigi bilinmektedir (115). Buna zit olarak ta iINOS aktivitesini de inhibe
ettiginde saptanmustir (116).

Agmatin, kendi basma poliaminlerin homeostazinda 6nemli bir role sahiptir.
ODClyi inhibe etme kabiliyeti ile bagka bir fizyolojik 6nemi ortaya ¢ikmistir. Bu
ozelligi ile agmatin ODC'yi inhibe ederek diiz kas proliferasyonunu inhibe etmektedir
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Sekil 14: Agmatin sentez ve yikim yolag:
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2.8. Putresin:

Putresin (put) ilk kez 1907 yilinda bitkiden elli yil sonrada beyinden izole edildi
(112). Ciiriik kokusundan (putrifiying) dolayida putresine olarak adlandirilmgtir. iKi
amino grubu olan kisa hidrokarbon zincirinde dort karbon atomu (C4) igeren bir
diamindir ve baglanma afinitesi poliaminler arasinda en diisiik olanidir. Putresin
hayvan dokusunun ayrigmast sirasinda amino asit lizin ve argininin
dekarboksilasyonunun diamin iriiniidir (7,9). Memelilerde iki sentez yolagi vardir,
birincisi hiz sinirlayict enzim olan ODC tarafindan katalizlenen reaksiyon ile putresin
olusmaktadir (Sekil 13). ikincisi ise agmatinin agmatinaz enzim araciligi ile yikimi

sonucu putresin olusmaktadir (Sekil 14).

2.9. Spermidin:

Spermidin, triamin olarak bilinen {i¢ amino gruba sahip bir poliamindir.
Spermidin, putresinden sentezlenen ve sperminin bir Onciisii olarak islev géren her
yerde bulunan bir polikatyondur. Putresine, spermidin ve sperminin hepsi bilinen ve
bilinmeyen biyolojik siireclere katilan poliaminlerdir. Ekzojen spermidin temini,
maya (Saccharomyces cerevisiae), nematodlar (Caenorhabditis elegans) ve fles
(Drosophila melano-gaster) dahil olmak iizere gesitli model organizmalarin 6mriinii
uzattigi ve bu maddenin farelerde yasa bagli oksidatif protein hasarini azalttigi
belirtilmektedir. Evrensel bir yaslanma karsit1 molekiil olarak spermidin, kiiltiire
edilmis maya ve memeli hiicrelerinde, ayrica nematodlarda otofajiye neden olur.
(7,9,119).

2.10. Spermin:

Spermin poliamini, spermidin ve dAdoMet’ in kimyasal reaksiyonu spermin
sentaz ile katlelizi ile sentezlenir. Bu enzim sadece Okaryot hiicrelerde bulunur. Bu
enzimin en yliksek aktivitesi diger dokulara gore kiyaslandiginda endokrin glandlarda
ve beyinde yiiksek aktiviteye sahiptir. Enzim kendi iiriinleri spermin ve 5 -
metiltiyoadenozin ile inhibe edilir. Kimyasal yapisinda dort amino gruba sahiptir ve
bir tetramin olarak siniflandirilir (Sekil 13) (7).
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2.11. Kadaverin:

Kadaverin, iki amino ve bes karbon atom (C5) grubu igeren hayvansal dokularda
proteinlerin  hidrolizi sirasinda ortaya c¢ikan lizinin Ve argininin bakteriyel
dekarboksilasyonu ile olusan kotii kokulu diaminlerden biridir.

Spermin, anyonik etkilesimlerin iiretilmesinde en aktif ve putresinin en az sayida
pozitif yiike sahip oldugu igin en az aktif olmaktadir. Hayvanlarin ¢ogunu iten ¢ok
kotii kokulu bir koku ile karakterize olan bu molekiiller ayrica ¢opgii, parazit ve
digerleri i¢in gekici bir etki yaratabilir. Son yapilan ¢alismalar, CAD'in, aminle iligkili
reseptorler (TAAR'lar) olarak adlandirilan, koku alma epitelindeki kemosensor
reseptorlerini  aktive ettigini gostermektedir. TAAR genleri, tiim omurgal
taksonlarinda, tiirler arasinda cesitlilik gostermekte ve kanonik koku alma reseptorleri
(OR'ler) ve feromon vomeronasal reseptorleri (VR'ler) icin tamamlayict ugucu

molekiilleri  saptamak i¢cin  duyusal bir alt sistemi olusturmaktadir

(120,121,122,123,124).

2.12. Poliaminler ve hastaliklarla iliskileri
2.12.1.Poliaminler ve kanser

Hizla biiyliyen hiicreler ve tiimor hiicreleri, ODC ve SAMdc dekarboksilazin
yiiksek aktivitelerini gosterir. Poliaminler, hiicre biiyiimesine dahil edildiginden
poliamin biyosentezinde yer alan enzimler potansiyel olarak antineoplastik tedaviler
i¢in birer hedeftirler (125,59,126,127,128,129). ODC’nin asir1 ekspresyonu genellikle
timorogenez ile iliskili olmasina ragmen, ODC geni asir1 eksprese eden transjenik
farelerde 20-50 kat daha yiiksek ODC aktivitesi sergilemesine ragmen uzun yasam
siiresi sergilemelerine ragmen spontan tiimor insidanst bakimindan hicbir fark
gozlenmedi (130). Meme kanserinde, tiimoriin poliamin igerikleri ve niiksii arasinda
pozitif bir iligki vardir. Aymi sekilde, poliamin igerigini prognostik faktorlerle
iliskilendirmek i¢in birka¢ girisimde bulunulmustur ve c¢ogu durumda, yliksek
poliamin igerigi ile daha zayif sonug arasinda pozitif bir iliski gosterilmistir (131).

Poliamin igermeyen bir diyet ile antikanser etkili DFMO'nun daha efektif oldugu
goriilmiistiir. Bu sonu¢ DFMO aracili inhibe edilen poliaminlerin, kismen diyet
bilesenlerinden almman poliaminlerle telafi edildigini gostermektedir. Bu nedenle,
poliaminlerin taginmasini 6nleyen bilesikler, DFMO'nun antiproliferatif aktivitesini
arttirmada etkili olabilecekleri Ongoriillmektedir (128). DFMO, kemoterapi ile

kullanilabilir; ancak sonucglar DFMO'un ilaglarin verimliligini artirabilecegini veya
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azaltabilecegini gostermektedir (132) Bu sebepten dolayi, poliamin alimini inhibe
etmek igin birkag analog gelistirilmistir. Poliaminlerin taginmasinin daha iyi
karakterizasyonu ile yeni bir antikanser ilaglarin tasarimina yardimci olacaktir (129).
Birkag sitotoksik bilesik gelistirilmistir ve 2 grup poliamin analogu umut vericidir:
oksa-poliaminler ve bisoksinaftalimitler. Oksa-spermin ve oksa-spermidin herhangi
bir biyolojik aktivite géstermez. Bununla birlikte, onlarin siilfoaminoderivatifleri bir

insan tiimor hiicresi paneline karsi sitotoksisite sergiler (133).

2.12.2. Poliaminler ve parazit enfeksiyonu

DFMO, memelilerde Trypanosoma brucei (TB) 'nin akut enfeksiyonunu tedavi
ettigi gosterilen anti-parazitik bir ajan olarak basarili olmustur (131). DFMO'nun TB
enfeksiyonuna kars1 yiiksek verimliliginin birgok nedeni olabilir. Birincil neden,
konake1 ve parazit ODC enzimi arasindaki kararliliktaki 6nemli tutarsizliktir. Parazit
ODC olduk¢a kararlidir (t 12> 6saat), insan enzimi hizla doniisiir (t 12 <1 saat). Bu,
yeni sentezlenmis aktif ODC'nin, insan konakgidaki etkisizlestirilmis DFMO'nun
yerini aldigini ancak enzimin devir oraninin diisiik oldugu parazitin yerini almadigini
gosterir (134). Bu nedenle, DFMO, hiicreyi oksidatif strese kars1 koruyan tripanyonun
(parazitte glutatyonun esdegeri) sentezini dnler (131). Ayrica, DFMO Chaga hastaligi,

leichmaniasis veya sitma gibi hastaliklarin tedavisinde de etkilidir (131,134).

2.12.3. Poliaminler ve gen tedavisi

[lging bir arastirma alani, viral olmayan gen terapisinde DNA transfeksiyonu igin
poliaminin kullanilmasidir. Bu teknigin ilgisi, viral vektorlerden daha diisiik bir
toksisite, diisiik immiinojeniklik, kontrol edilebilir sentezler ve farmasotik

karakterizasyon i¢in tanimlanmis molekiiler yapidir (135).

2.12.4. Poliaminler ve diyabet

Glikasyon diyabetik komplikasyonlarin olusumunda onemli bir rol oynar. Bu
nedenle, antiglisasyon ajanlar1 iizerinde yogun bir aragtirma devam etmektedir. Son
zamanlarda, bir in vitro ¢alisma, spermin ve spermidinin, fizyolojik konsantrasyonda
onemli bir antiglikasyon etkisi gosterdigini gostermistir (136). Bu sonucu dogrulamak

i¢in ileri in vitro ve in vivo ¢alismalarin da ele alinmasi gerekmektedir.
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3.GEREC VEYONTEM

3.1. Geregler
3.1.1. Kullamilan Gerecler

Spektrofotometre (HITACHI 220)

PH metre cihazt (ADWA, AD 1200)

Vortex (ISO LAP, laborgerate GmbH)

Mikro pipet (set 1000 ul, 100ul ve 10 ul) (Gilson)
Kuvartz kiivet

Manyetik karistirict

Hassas terazi (Bl 120 S)

Ependrofler

3.1.2. Sarf malzeme ve kimyasal maddeler

D-Glucose 6-phosphate sodium salt

B-Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate hydrate
Glucose-6-phosphate Dehydrogenase from baker's yeast
Agmatin

Putresin

Spermidin

Spermin

Tris-HCI

MgCI2

3.1.3. Cozeltilerin hazirlanmasi:

Poliaminlerin (Put, Spd, Spm ve Agm) normal plazma konsantrasyonlar1 baz alinarak

diisiik, normal ve yiiksek konsantrasyonlari hazirlandi (Tablo 2). Enzim aktivite

Olclimii i¢in gerekli olan 0.0033 M MgCl: iceren 0.055 M Tris-HCI tampon ¢ozeltisi

hazirland1 ve HCI ¢ozeltisi ile pH 7.8 ayarlandi. Enzim aktivitesinde kullanilan 0.006

M NADP ve 0.1 M Glucose-6-phosphate ¢ozeltileri ultra saf deiyonize su kullanilarak

hazirlandi.
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Tablo 2: Poliaminlerin diisiik-normal-yiiksek konsantrasyonlari

Poliaminler Normal
plazma
konsant.
Agmatin 2ng/ml | 4ng/ml 8 ng/ml | 12 ng/ml | 16ng/ml | 20
ng/ml
Putresin 5ng/ml | 8ng/ml 15 ng/ml | 20 ng/ml | 25ng/ml | 30ng/ml
Spermidin | 2ng/ml 4ng/ml 7ng/ml | 12 ng/ml | 16ng/ml | 20
ng/ml
Spermin 2ng/ml 4ng/ml 6 ng/ml | 8ng/ml | 10ng/ml | 12ng/ml
3.2. Yontem

3.2.1. Glukoz-6-FDH enzim aktivite ol¢iimii:
Glukoz-6-PDH enzimin aktivitesinin dl¢iimiinde temel prensip reaksiyonda yer alan
NADP'nin indirgenmesi sonucu olusan NADPH’1 340 nm dalga boyunda
absorbanstaki artisin 6lglilmesine dayanmaktadir.

Deney protokoliiniin hazirlanmasi ve 340 nm absorbans 6l¢timii;

Liyofilize G6PDH enzim kaynagi, pH 7.8 olan 3,3 mM MgCl; igeren 55 mM
Tris-HCI tamponunda 5,1 mg/ml stok olacak sekilde hazirlandi. Daha sonra stok
¢ozeltiden 10 mikrolitre alinip Iml’ye seyreltildi ve deney protokoliine gore gerekli
hacim (0.1 ml) kullanildi. Deneyde kullanilacak diger substratlarda Onceden
hazirlandi, 6l¢tiim boyunca tiim deneyde kullanilacak enzim ve substratlar buz kiiveti
icinde tutuldu. Spektrofotometre 340 nm dalga boyuna, sicaklik 25°C ye ayarlandi ve
asagidaki tabloya gore deney karigimi hazirlandi en son 0.1 ml enzim karigimi 6rnek
kiivetine ilave edilerek alt iist edilip kronometre galistirildi, 5 dakika boyunca her bir
dakikada absorbanslar okunup kaydedildi. Boylece ortamda hi¢ poliamin olmadan
sadece saf enzim aktivitesi dl¢iildii. Daha sonra hazirlanan poliaminlerin (agmatin,
putresin, spermidin ve spermin) farkli derisimleri tek tek mevcut enzim protokoliine

uygulandi tampon hacminde ki degisiklikler ile 3 ml deney ortam hacminin sabit

kalmas1 sagland1 ve absorbans 6l¢iimleri kaydedildi.
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*Standart enzim aktivite 6l¢lim protokolu

Kor Ornek
0.055 M Tris-HCI buffer, pH 7.8 with 0.0033 M MgClI2 2.8 ml 2.7 ml
0.006 M NADP (or 0.06 M NAD) 0.1 ml 0.1 ml
0.1 M Glucose-6-phosphate 0.1ml 0.1ml
Glukoz-6-PDH - 0.1ml
*Poliaminlerin eklenmesi ile standart enzim aktivite 6l¢iim protokolu

Kor Ornek
0.055 M Tris-HCI buffer, pH 7.8 with 0.0033 M MgCI2 | 2.8 ml 2.6 ml
0.006 M NADP (or 0.06 M NAD) 0.1ml 0.1ml
0.1 M Glucose-6-phosphate 0.1ml 0.1ml
Poliamin (Agm, put, spd, spm) 0.1ml 0.1ml
Glukoz-6-PDH - 0.1 ml

Olgiilen absorbanslar kullanilarak asagidaki formiiller ile enzim aktivitesi spesifik

ve voliim aktivite olarak hesaplandi, tablo ve sekiller olusturuldu.

Standart Unite; Dakikada 1mikromol glukoz-6-fosfat1 iiriine (6-fosfo-D-glukonat)

doniisiimiinii katalizleyen enzim aktivite miktaridir (mikromol/ml dk).

Volum aktivite; Bir mililitredeki enzim inite aktivitesi (iinite / ml).

Spesifik aktivite; Miligram protein bagina dakikada enzim iinite aktivitesi (iinite / mg

protein, dk.).
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Hesaplamalar:

v+ (g)
€x d * v enzim

Volum aktivite =

V: Total Hacim = 3 ml

(AA/At) = G-6-FDH aktivitenin absorbanslrinin ortalamasi 5 dakikada = 0,553
d: kiivetin kalinlig1 = 1 cm.

€: Sabit bir deger = 6,22 cm™ mM™?

V enzim: Deneyde kullanilan enzim miktar1 = 0,1 ml.

Vol Ltivitesi _3%0,553
olum aktivitesi = 62201
G-6-FDH'n Volum Aktivitesi = 2,66 tinite/ ml.
VA (linite/ml)

Spesifik aktivite =
pestf €+ d * v enzim * C protein

VA= Volum Aktivite.
€: Sabit bir deger = 6,22 cm™ mM™,
V enzim: Deneyde kullanilan enzim miktar1 = 0,1 ml.

C protein: G-6-FDH 0,1 ml 0,0005 mg Protein.

2,66
0,0017

Spesifik aktivite = ( )/1000

G-6-FDH'in spesifik Aktivitesi = 1.56 iinite / mg protein, dk.

o Poliaminin volum aktivitesi * 100
% aktivite =

Enzimin volum aktivitesi

G-6-FDH % Spesifik aktivitesi = %100

34



4. BULGULAR

Agmatin ile G-6-FDH invitro ¢aligmalarda elde edilen sonuglar:

Tablo 3: G-6-PDH ve Agmatin galigsma tablosu.

Agm

G-6- | Agm Agm Agm Agm Agm Agm

FDH | 20ng/ml | 16ng/ml | 12ng/ml | 8ng/ml | 4ng/ml | 2ng/ml
Absorbans/1 | 0.38 | 0.99 0.97 0.38 0.54 0.52 0.37
dakika
Absorbans/2 | 0.50 | 1.38 1.33 0.53 0.64 0.78 0.52
dakika
Absorbans/3 | 0.58 | 1.52 1.49 0.73 0.76 0.99 0.72
dakika
Absorbans/4 | 0.63 | 1.57 1.56 0.91 0.91 1.14 0.86
dakika
Absorbans/5 | 0.68 | 1.60 1.61 1.05 1.05 1.24 1.03
dakika
Ortalama 055 | 141 1.39 0.72 0.78 0.93 0.70
Volum 2.66 |6.81 6.72 3.48 3.76 4.52 3.38
aktivite
Spesifik 156 |4.00 3.95 2.05 2.21 2.65 1.99
aktivite
% Spesifik | 100 | 256.21 |252.79 |131.10 |141.62 |169.85 | 127.37
Aktivite
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Agm4dng Agm2ng

G-6-FDH Agm20ng Agmleng Agm1l2ng Agm8ng

Agmatin+ G-6-FDH

Sekil 15: G-6-FDH volum aktivite -Agmatin invitro etkilesim grafigi

7
.
.

2,65

SR\

(3p/u1e104d SW/INW) SUAIDY diisads

G-6-FDH Agm20ng Agm1l6ng Agm12ng Agm8ng Agm4dng Agm2ng

Agmatin + G-6-FDH

Sekil 16: G-6-FDH spesifik aktivite -Agmatin invitro etkilesim grafigi
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Putresin ile G-6-FDH invitro ¢alismalarda elde edilen sonuglar:

Tablo 4: G-6-PDH ve Putresin ¢alisma tablosu.

Put

G-6- Put Put Put Put Put Put

FDH | 30ng/ml | 25ng/ml | 20ng/ml | 15ng/ml | 8ng/ml | 5ng/ml
Absorbans/1 | 0.38 0.59 0.56 0.51 0.23 0.64 0.58
dakika
Absorbans/2 | 0.50 0.81 0.75 0.66 0.43 0.84 0.81
dakika
Absorbans/3 | 0.58 0.95 0.94 0.76 0.59 1.00 0.90
dakika
Absorbans/4 | 0.63 1.04 1.04 0.82 0.66 1.08 1.02
dakika
Absorbans/5 | 0.68 1.09 1.12 0.84 0.89 1.13 1.10
dakika
Ortalama 0.55 0.89 0.88 0.72 0.56 0.94 0.88
Volum 2.66 4.33 4.27 3.48 2.71 4.53 4.26
aktivite
Spesifik 1.56 2.55 2.511 2.048 1.593 2.66 2.50
aktivite
% Spesifik 100 163 160.53 | 130.94 | 101.88 | 170.53 | 160.38
Aktivite
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(Iw/21un) 21AIY WnjOA

Put 25 Put 20 Put 15 Put8 Put5ng/ml
ng/ml ng/ml ng/ml

ng/ml

G-6-FDH Put 30

ng/mil

Putresin + G-6-FDH

Sekil 17: G-6-FDH volum aktivite -Putresin invitro etkilesim grafigi

N o~ LN — n o

(3ip/uter04d Swi/NW) B1AIDYY NiIsads

Put 30 Put 25 Put 20 Put 15 Put 8 Put 5 ng/ml
ng/ml ng/mil ng/mil

ng/ml

G-6-FDH

ng/ml

Putresin + G-6- FDH

Sekil 18: G-6-FDH spesifik aktivite -Putresin invitro etkilesim grafigi
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Spermidin ile G-6-FDH invitro ¢alismalarda elde edilen sonuglar:

Tablo 5: G-6-PDH ve Spermidin ¢alisma tablosu.

Spd

G-6- Spd Spd Spd Spd Spd Spd

FDH | 20ng/ml | 16ng/ml | 12ng/ml | 7ng/ml | 4ng/ml | 2ng/ml
Absorbans/1 | 0.38 0.585 0.43 0.39 0.29 0.39 0.43
dakika
Absorbans/2 | 0.50 0.86 0.76 0.52 0.47 0.53 0.72
dakika
Absorbans/3 | 0.58 0.92 0.85 0.64 0.57 0.68 0.93
dakika
Absorbans/4 | 0.63 0.98 0.97 0.72 0.68 0.93 1.07
dakika
Absorbans/5 | 0.68 1.02 1.02 0.78 0.75 1.13 1.22
dakika
Ortalama 0.55 0.87 0.80 0.61 0.55 0.73 0.87
Volum 2.66 4.21 3.89 2.95 2.67 3.54 4.22
aktivite
Spesifik 1.56 2.48 2.29 1.73 1.57 2.08 2.48
aktivite
% Spesifik 100 158.58 146.5 111.17 | 100.6 | 133.27 | 158.84
Aktivite
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(Jw/23un) HAIBY WN[OA

Spd 12  Spd 7ng/ml

ng/ml

Spd 16

G-6-FDH Spd 20

ng/ml

ng/mil

Spermidin + G-6-FDH

Sekil 19: G-6-FDH volum aktivite -Spermidin invitro etkilesim grafigi

wn (o] n — n o

(Ip/utend Sw/INW) SUAIDY Miisads

Spd 12  Spd 7ng/ml

ng/ml

Spd 16

G-6-FDH  Spd 20

ng/ml

ng/ml

Spermidin + G-6-FDH

Sekil 20: G-6-FDH spesifik aktivite -Spermidin invitro etkilesim grafigi
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Spermin ile G-6-FDH invitro ¢alismalarda elde edilen sonuglar:

Tablo 6: G-6-PDH ve Spermin ¢alisma tablosu.

Spm
G-6- Spm Spm Spm Spm Spm Spm
FDH | 12ng/ml | 10ng/ml | 8ng/ml | éng/ml | 4ng/ml | 2ng/ml

Absorbans/1 | 0.78 0.53 0.49 0.41 0.598 0.513 0.342
dakika

Absorbans/2 | 0.51 0.72 0.63 0.55 0.932 0.772 0.482
dakika

Absorbans/3 | 0.78 0.97 0.82 0.68 1.12 0.97 0.55
dakika

Absorbans/4 | 0.63 1.03 0.92 0.74 1.23 1.06 0.79
dakika

Absorbans/5 | 0.78 1.08 0.100 0.76 1.29 1.12 0.99
dakika

Ortalama 0.53 0.88 0.59 0.62 1.03 0.88 0.63
Volum 2.66 4.25 2.85 3.03 5.00 4.28 3.05
aktivite

Spesifik 1.54 2.50 1.679 1.78 2.94 2.52 1.79
aktivite

% Spesifik 100 159.97 | 107.43 | 114.18 | 188.12 | 161.17 | 114.93

Aktivite
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Spm 2
ng/mil

Spm 8 Spm 6 Spm 4
ng/ml ng/ml

Spm10
ng/ml

FDH  Spm 12

G-6

ng/mil

ng/mi

Spermin + G-6-FDH

Sekil 21: G-6-FDH volum aktivite -Spermin invitro etkilesim grafigi

55555555
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(1p/urs304d Swi/INW) SUAIDYY diisads

G-6-FDH Spm 12 Spm10

ng/ml

ng/ml

Spermin + G-6-FDH

Sekil 22: G-6-FDH spesifik aktivite -Spermin invitro etkilesim grafigi
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Tiim poliaminler yiiksek dozlarda ile G-6-FDH

e/ml)

te (Unit

M &

Poliaminler+ G-6-FDH

Sekil 23: G-6-FDH volum aktivite -Poliaminler (Agm, Put, Spm ve Spd) invitro
etkilesim grafigi (yliksek dozlarda)

B

Poliaminler+ G-6-FDH

Sekil 24: G-6-FDH spesifik aktivite -Poliaminler (Agm, Put, Spm ve Spd) invitro
etkilesim grafigi (yiiksek dozlarda)
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Tiim poliaminler en diisiik dozlarda ile G-6-FDH

Volum Ak ( /ml)
v L, U1 NN U
i N
\ X

(mr—r
S
~ O
Q.
s
=}

ermin
ng/ml ng/ml ng/ml

Poliaminler+ G-6-FDH

Sekil 25: G-6-FDH volum aktivite -Poliaminler (Agm, Put, Spm ve Spd) invitro
etkilesim grafigi (diistik dozlarda)

ein/dk)

tivite (mM/mg prot
‘D—‘

Spesifik Ak
o

o

Sl

NN

I

resin 5 Spermidin2  Agmatin 2 ng Spermin
ng/ml ng/mi ng/ml

Poliaminler + G-6-FDH

Sekil 26: G-6-FDH spesifik aktivite -Poliaminler (Agm, Put, Spm ve Spd) invitro
etkilesim grafigi (diislik dozlarda)
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5 TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, major Poliaminlerin (Agmatin, Putresin, Spermidin ve Spermin)
farkli derisimlerinin G6FDH aktivitesi tizerindeki etkileri incelendi. Hazirlanan farkli
derisimler poliaminlerin normal plazma degerleri baz alinarak hazirland1 (137,138).
Literatiire gore saglikli bireylerin plazmasinda bulunan poliaminlerin normal
degerleri, Agmatin i¢in: 7,98 ng/ml, Putresin i¢in: 15,17 ng/ml, Spermidin i¢in: 7,01
ng/ml, Spermin i¢in: 6,00 ng/ml. Poliaminlerin eksikligini ya da fazlaligin1 normal
plazma degerlerine gore kiyaslayabilmek i¢in de, bu normal plazma degerlerin 2 kati
altinda ve li¢ kat1 tistiine olacak sekilde farkli konsantrasyon degerleri belirlenerek
farkli derisimlerde ¢ozeltileri hazirlandi (Tablo 2). Boylece normal olmayan (hastalik)
kosullarda poliaminlerin hiicre i¢i derisimlerinin artabilecegi ya da azalabilecegi buna
bagl olarak saglik sorunlarni kiyaslayabilmek ve bu durumda poliaminlerin farkl
derisimlerinin (her ii¢ kosulda; diisiik, normal ve yiiksek konsantrasyonlar) GO6FDH
aktivitesini nasil etkileyebilecegi saptanacak ve olasi hastaliklarla olumlu ya da
olumsuz etkileri 6ngoriilebilecektir. Bu sekilde galismanin amacia uygun konsept
belirlenerek deney ortami olusturuldu.

Olgiimlerimiz sonucunda olusturulan tablo ve grafiklere gore tiim poliaminler
GO6FDH aktivitesi lizerine pozitif bir etki gostererek enzimin aktivitesini
artirmiglardir. Poliaminlerin en yiiksek derisimlerinde (20 ng/ml; sadece spermin 12
ng/ml) enzim spesifik aktivitesinin artisina neden olan poliamin siralamasi ve ylizde
etki diizeyleri sirasiyla “agmatin %256> spermin %159> spermidin %158>
putresin %130 seklindedir (Sekil 23). Poliaminlerin en diisiik diizeylerine (2 ng/ml;
sadece putresin 5 ng/ml) gore enzim spesifik aktivitesinde kiyaslandiginda ise
siralama “putresin %160> spermidin %158> agmatin %127> spermin %]114”
seklinde artiglar olusmustur (Sekil 25). Ilging olan sonug yiiksek dozlarda agmatin,
diisiik dozlarda ise putresin enzim aktivitesini en fazla artiran poliaminler olmuslardir.

Agmatini doz etkilesim calismalar1 degerlendirildiginde genel olarak tiim
dozlarinda enzim aktivitesinde artisa neden olmustur. Diislik derigimlerine (2 ng/ml; 4
ng/ml) gore yliksek derisimleri (16 ng/ml ve 20 ng/ml) kiyaslandiginda enzim
aktivitesinde en fazla artis yiiksek derisimlerde olmustur. Bu iki yiiksek dozlar
arasinda ise aktiviteler arasinda ¢ok fazla fark da olusmamistir (Tablo 3) (Sekil 15 ve
16). Enzim aktivitesindeki bu artis diger poliaminler ile kiyaslandiginda agmatin

oldukea fazla bir fark yaratmistir.
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Putresin G6FDH enzim aktivitesini normal plazma diizeylerinin altindaki ve
iistiinde ki tiim derisimler de artirmistir. Bu artislar hemen hemen ayn1 diizeyde olsa
da farklilik olarak ortaya ¢ikan bulguda en fazla enzim aktivitesini artiran etkili doz 8
ng/ml olarak saptandi. Bir diger farklilik ise putresinin diisilk dozunun enzim
aktivitesindeki etkisi diger poliaminlere kiyasla en yiiksek olarak ortaya ¢ikmasidir
(Tablo 4) (Sekil 17 ve 18).

Spermidin normal plazma diizeyinin (7 ng/ml) enzim aktivitesini dikkate deger
olmayacak sekilde artirmis olsa da hemen hemen degismemistir (saf enzimin spesifik
aktivitesi 1,564 pmol/mg protein.dk, enzim+spd spesifik aktivite 1,574 pmol/mg
protein.dk). Doz artis ya da azalisinda enzim aktivitesi doz yOniine gore artmustir.
Enzim aktivitesinde en fazla artisa neden olan doz ise 2 ng/ml olmustur. Diger
poliaminler ile kiyaslandiginda her ne kadar putresin diisikk doz da etkili olsa da
spermidin de ikinci olarak putresini izlemektedir (Tablo 5) (Sekil 19 ve 20).

Spermin enzim {iizerindeki en fazla artis1 saglayan dozunun normal plazma
konsantrasyonu olarak belirlenen 6 ng/ml'lik dozudur. Bu dozda spermin enzim
aktivitesini yaklagik iki katina ¢ikarmistir (%188). Diger poliaminler ile
kiyaslandiginda spermin yiiksek dozda agmatinden sonra enzim aktivitelerini en ¢ok
artiran siradaki ikinci poliamindir (Tablo 6) (Sekil 21 ve 22).

G-6-FDH enzimin hiicre i¢i konsantrasyonlarinda ve aktivitelerindeki
degisikliklerin bir¢ok hastaliginin prognozunda ya da patogenezinde yer aldigi
agikardir. Eksikliginin yarattigt olumsuz etkilerinin baginda NADPH a bagiml
sistemler ve biyosentez basamaklar1 gelmektedir. NADPH bagimli sistemlerin
basinda antioksidan enzim sistemler (glutatyon rediiktaz, peroksidaz, katalaz gibi)
gelmektedir. Bu enzimlerin tam performans ¢alismalart ve hiicreleri oksidatif
hasarlardan koruyabilmeleri ve hiicre yasamini idame ettirebilmelerinin yegane
kaynagi NADPH'tir. Bu da G-6-FDH enzim aktivitesine baghdir (6,19). Immiin
hiicrelerin aktif forma ge¢mesi igin Nitrik oksit sentaz, NADPH Oksidaz gibi
enzimlerin indiiklenmesi i¢in de NADPH'a gereksinim vardir. Yine yetersiz enzim
aktiviteleri immiin yetmezlik nedeni olmaktadir (21,22,23). Dihidrofolat reduktaz,
sitokrom p450 oksidoreduktaz gibi sistemlerinde yetersiz NADPH durumlarinda
karacigerde oksidatif ve immiin strese yol acarak steostaz olusumuna neden
olmaktadir (21,22). Yine yetersiz G-6-FDH aktiveye bagl olarak etkilen biyosentez
yolaklarmin basinda lipogenezis ve bu yolda diizenleyici olan NADPH gereksinen

enzimler olarak HMG CoA rediiktaz etkilenecektir (20). Etkilenen mekanizmalarin
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bir digeri de sitokrom p450 ile detoksifikasyon mekanizmalaridir. Son olarak da
yetersiz antioksidan kapasitesi ile artan radikal oksijen tilirleri doku hasar1 ve
inflamasyona neden olarak multibl skleroz, amiyotropik lateral skleroz (ALS) ve
Parkinson hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklara neden olmaktadir (139). G-6-
PDH enzim eksikligi ya da yetersizliginin oldugu durumda enerji dengesinde olusan
yetersizlik ile hemen hemen biitlin hiicreler olumsuz olarak etkilenmektedir. En ¢ok
etkilenen hiicrelerin basinda eritrositler (hemolitik anemi), riboza / deoksiriboza
ihtiya¢ duyan kemik iligi, deri ve bagirsak mukozasi hiicreleri gibi hizla ¢ogalan
hiicreler gelmektedir (6).

Calismamizda elde edilen veriler poliaminlerin (agm, put, spd ve spm) tamaminin
G-6-FDH enziminin pozitif bir modiilator oldugunu kanitlamaktadir. Enzim
eksikligine bagli hastaliklarda poliaminlerin plazma diizeylerinin de kontrol edilip
varsa eksikliginin giderilmesi ile ilgili yapilacak yeni calismalar bircok hastaligin
prognozunu degistirebilir. Enzim eksikligine bagl tiim hastaliklarda tedavi amach
poliamin ozellikle agmatin uygulamalar1 etkili sonuglara yol agabilir. Ama
poliaminlerin proliferator 6zellikleri de géz ontinde bulundurulmalidir. Aksi taktirde
kanser gelisimine ve pek ¢ok toksik olaya da neden olabilirler (54,55,94,106,129,140,
141,142,143).

Metabolik hastaliklarin en 6nemlilerinden birisi de tip II diyabet hastaligidir. Celik
ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 diyabet tabanli meme kanseri hastalarinda diyabet
grubundaki hastalarda poliamin sentezinde yer alan enzim diizeylerini diisiik olarak
saptamiglardir (144). Sentez enzimlerin diizeylerinin diisiik olmas:t halinde
poliaminlerin plazma ve hiicre i¢i konsantrasyonlari diisiik olacagi asikardir. Boyle bir
durumda yapilacak yeni ¢alismalarda G-6-FDH enzim diizeyleri ve poliamin
takviyeleri diyabette Onemli sagaltimlara da yol agabilir. Yine ndrodejeneratif
hastaliklarla iliskilendirilmis poliaminlerin ve G-6-FDH enzim eksikliklerin her ikisi
birden saptanimasi yeniden degerlendirilmesinde ¢ok yararli olacaktir (145,146).
Sonug¢ olarak:

Bu c¢alismada, major Poliaminlerin (Agmatin, Putresin, Spermidin ve Spermin)
normal plazma konsantrasyonlar1 baz alinarak hazirlanan farkli konsantrasyonlarinin
hepsi Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimini aktive etmislerdir. Glukoz-6-FDH
enzim vyetersizligi ya da eksikligi olan birgok hastalikta poliaminler terapotik olarak
kullanim potansiyeli sergileyebilirler. Bu konuda yapilacak yeni ve kapsamh

calismalar 6nemli olacaktir.

47



6. KAYNAKLAR

1- Gupta, A. (2019). Metabolism of Carbohydrates. In Comprehensive Biochemistry
for Dentistry (pp. 403-440). Springer, Singapore.

2- Horecker, B. L. (1965). Pathways of carbohydrate metabolism and their
physiological significance. Journal of Chemical Education, 42(5), 244.

3- Yang, L., Wang, X., Chang, N., Nan, W., Wang, S., Ruan, M., ... & Bi, Y. (2019).
Cytosolic glucose-6-phosphate dehydrogenase is involved in seed germination and
root growth under salinity in Arabidopsis. Frontiers in plant science, 10.

4- Horecker, B. L. (2002). The pentose phosphate pathway. Journal of Biological
Chemistry, 277(50), 47965-47971.

5- C Stanton, Robert. (2012). Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase, NADPH, and
Cell Survival. IUBMB life. 64. 362-9.

6- Konak, S., & Polat, M. (2015). Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz Enzim Eksikligi;
Tam ve Tedavi. Mehmet Akif Ersoy Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Dergisi, 3(2), 77-83.

7-Lenis, Y. Y., EImetwally, M. A., Maldonado-Estrada, J. G., & Bazer, F. W. (2017).
Physiological importance of polyamines. Zygote, 25(3), 244-255.

8- Kalac, P., & Krausova, P. (2005). A review of dietary polyamines: formation,
implications for growth and health and occurrence in foods. Food Chemistry, 90(1-2),
219-230.

9-Moinard, C., Cynober, L., & de Bandt, J. P. (2005). Polyamines: metabolism and
implications in human diseases. Clinical Nutrition, 24(2), 184-197.

10- Hussain T, Tan B, Ren W, Rahu N, Dad R, Kalhoro DH, et al. Polyamines:
therapeutic perspectives in oxidative stress and inflammatory diseases. Amino Acids.
2017;49(9):1457-1468. Pmid:28733904.

11- Park MH, Joe YA, Kang KR, et al. The polyamine-derived amino acid hypusine:
its posttranslational formation in elF-5A and its role in cell proliferation. Amino
Acids 10: 109-121, 1996

12- Chambe, P. C., Harvey, D. E., & Ferrier, D. E. (2007). Biyokimya lippincott’s
illustrated reviews 3. bask1. Istanbul, Nobel Tip Kitapevi, 384-387.

13- Horecker, B. L. (1965). Pathways of carbohydrate metabolism and their
physiological significance. Journal of Chemical Education, 42(5), 244.

14- Da Poian, A. T., & Castanho, M. A. R. B. (2015). Integrative Human
Biochemistry.

48



15- Marks, D. B., & Smith, C. (2004). Marks basic medical biochemistry: A clinical
approach. Lippincott Williams and Wilkins: Philadelphia, PA, USA.

16- Lieberman, M., & Marks, A. D. (2009). Marks' basic medical biochemistry: a
clinical approach. Lippincott Williams & Wilkins.

17-Frederiks, W. M., & Vreeling-Sindelarova, H. (2001). Localization of glucose-6-
phosphate dehydrogenase activity on ribosomes of granular endoplasmic reticulum, in
peroxisomes and peripheral cytoplasm of rat liver parenchymal cells. The
Histochemical Journal, 33(6), 345-353.

18- Stanton, R. C. (2012). Glucose-6-phosphate dehydrogenase, NADPH, and cell
Survival. IUBMB life, 64(5), 362-369.

19-Horecker, B. L. (2002). The pentose phosphate pathway. Journal of Biological
Chemistry, 277(50), 47965-47971

20- Champe, P. C., Harvey, R. A., & Ferrier, D. R. (2005). Biochemistry. Lippincott
Williams & Wilkins.

21- Mejia, S. A17., Gutman, L. A. B., Camarillo, C. O., Navarro, R. M., Becerra, M.
C. S., Santana, L. D., ... & Flores, M. D. (2018). Nicotinamide prevents sweet
beverage-induced hepatic steatosis in rats by regulating the G6PD, NADPH/NADP+
and GSH/GSSG ratios and reducing oxidative and inflammatory stress. European
journal of pharmacology, 818, 499-507.

22- Clark, M. A. R. C. I. A, & Root, R. K. (1979). Glucose-6-phosphate
dehydrogenase deficiency and infection: a study of hospitalized patients in Iran. The
Yale journal of biology and medicine, 52(2), 169.

23- Hill, H. R., Kumanovics, A., & Young, K. D. (2013). Disorders of Leukocyte
Function. In Emery and Rimoin's Principles and Practice of Medical Genetics (pp. 1-
29).

24- Kletzien, R. F., Harris, P. K., & Foellmi, L. A. (1994). Glucose-6-phosphate
dehydrogenase: a" housekeeping” enzyme subject to tissue-specific regulation by
hormones, nutrients, and oxidant stress. The FASEB Journal, 8(2), 174-181.

25- Au, S. W., Gover, S., Lam, V. M., & Adams, M. J. (2000). Human glucose-6-
phosphate dehydrogenase: the crystal structure reveals a structural NADP+ molecule
and provides insights into enzyme deficiency. Structure, 8(3), 293-303.

26- Da Poian, A. T., & Castanho, M. A. R. B. (2015). Integrative Human

Biochemistry.

49



27- Park, J., Rho, H. K., Kim, K. H., Choe, S. S., Lee, Y. S., & Kim, J. B. (2005).
Overexpression of glucose-6-phosphate dehydrogenase is associated with lipid
dysregulation and insulin resistance in obesity. Molecular and Cellular Biology,
25(12), 5146-5157.

28- Tian, W. N., Braunstein, L. D., Pang, J., Stuhlmeier, K. M., Xi, Q. C., Tian, X., &
Stanton, R. C. (1998). Importance of glucose-6-phosphate dehydrogenase activity for
cell growth. Journal of Biological Chemistry, 273(17), 10609-10617.

29- Tian, W. N., Braunstein, L. D., Apse, K., Pang, J., Rose, M., Tian, X., & Stanton,
R. C. (1999). Importance of glucose-6-phosphate dehydrogenase activity in cell death.
American Journal of Physiology-Cell Physiology, 276(5), C1121-C1131.

30- Cosentino, C., Grieco, D., & Costanzo, V. (2011). ATM activates the pentose
phosphate pathway promoting anti-oxidant defence and DNA repair. The EMBO
journal, 30(3), 546-555.

31- Jiang, P., Du, W., Wang, X., Mancuso, A., Gao, X., Wu, M., & Yang, X. (2011).
P53 regulates biosynthesis through direct inactivation of glucose-6-phosphate
dehydrogenase. Nature cell biology, 13(3), 310.

32- Stanton, R. C., Seifter, J. L., Boxer, D. C., Zimmerman, E., & Cantley, L. C.
(1991). Rapid release of bound glucose-6-phosphate dehydrogenase by growth
factors. Correlation with increased enzymatic activity. Journal of Biological
Chemistry, 266(19), 12442-12448.

33- Cift¢i, M., KUFREVIOGLU, O. I, Ilhami, K. 1. K. 1., & GUNDOGDU, M.
(1998). insan eritrosit glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzim aktivitesi iizerine bazi
ilaglarm in vitro etkileri. Atatiirk Universitesi Tip Dergisi, 30(1-2), 57-60.

34- Berg JM, Tymoczko JL, Stryer L. Biochemistry. 5th edition. New York: W H
Freeman; 2002. Section 20.5, Glucose 6-Phosphate Dehydrogenase Plays a Key Role
in  Protection  Against Reactive  Oxygen  Species. Available from:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK22389/.

35- Heyworth, P. G., Cross, A. R., & Curnutte, J. T. (2003). Chronic granulomatous

disease. Current opinion in immunology, 15(5), 578-584.
36- Morrison, J. C. (1985). Red blood cell disorders. In Principles of Medical Therapy
in Pregnancy (pp. 1177-1177). Springer, Boston, MA.

37- Bachrach, U. (2010). The early history of polyamine research.
Plant Physiol. Biochem. 48, 490-5.

38- Vauquelin, L.N. (1791). Experiences sur le sperme humain. Ann. Chim. 9, 64-80.

50


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK22389/

39-Boettcher, A. (1865). Farblose Krystalle eines eiweissartigen Korpers aus dem
menschlichen Sperma dargestellt. Virchows Arch. Pathol. Anat. Physiol. Klin. Med.
32, 525-35.

40- Ladenburg, A. & Abel, J. (1888). Ueber das Aethylenimin (Spermine). Ber
Deutsch Chem. Ges. 21, 758-66.

41-Dudley, H.W., Rosenheim, M.C. & Rosenheim, O. (1924). The chemical
constitution of spermine. I. The isolation of spermine from animal tissues, and the
preparation of its salts. Biochem. J. 18, 1263-72.

42- Moinard, C., Cynober, L. & de Bandt, J.P. (2005). Polyamines: metabolism and
implications in human diseases. Clin. Nutr. 24, 184-97.

43- Herbst, EJ. & Esmond, E. S. (1948). Putrescine as a growth factor for
Hemophilus parainfluenzae. J. Biol. Chem. 176, 989- 90.

44- Ames, B.N., Donald, T.D. & Sanford, M.R. (1958). Presence of polyamines in
certain bacterial viruses. Science 127, 814.).

45-Thomas T and Thomas T. Polyamines in cell growth and cell dea th: Molecular
mechanisms and tharapeutic applications. Cell Mol Life Sci. 58: 244-258, 2001.

46- Biylikuslu, N. (2015). Anne siitinde poliaminler. Journal of Current
Pediatrics/Guncel Pediatri, 13(2).Polyamines in living organisms.

47- Coffino, P. (2001). Regulation of cellular polyamines by antizyme. Nat. Rev. Mol.
Cell. Biol. 2,188-94.

48- Tiburcio, A.F., Altabella, T., Bitrian, M., Alcazar, R. (2014). The roles of
polyamines during the lifespan of plants: from development to stress. Planta 240, 1-
18.

49- lgarashi, K. & Kashiwagi, K. (2015). Modulation of protein synthesis by
polyamines. IUBMB Life 67, 160-9.

50- Moinard, C., Cynober, L. & de Bandt, J.P. (2005). Polyamines: metabolism and
implications in human diseases. Clin. Nutr. 24, 184-97.

51- Pegg, A. E. (2016). Functions of polyamines in mammals. Journal of Biological
Chemistry, 291(29), 14904-14912.

52- Yatin, M. (2002). Polyamines in living organisms. J Cell Mol Biol, 1, 57-67.

53- lacomino, G., Picariello, G., and D’Agostino, L. (2012) DNA and nuclear
aggregates of polyamines. Biochim. Biophys. Acta 1823, 1745-1755

54-1garashi, K. & Kashiwagi, K. (2000). Polyamines: mysterious modulators of
cellular functions. Biochem. Biophys. Res. Commun. 271, 559-64.

55-Takigawa, M., Enomoto, M., Nishida, Y., Pan, H.O., Kinoshita, A. & Suzuki, F.
(1990a). Tumor angiogenesis and polyamines: -difluoromethylornithine, an
irreversible inhibitor of ornithine decarboxylase, inhibits B16 melanoma-induced

51



angiogenesis in ovo and the proliferation of vascular endothelial cells in vitro. Cancer
Res. 50,4131-8.

56- Moinard, C., Cynober, L. & de Bandt, J.P. (2005). Polyamines: metabolism and
implications in human diseases. Clin. Nutr. 24, 184-97.

57- Kala“c, P. (2013). Health effects and occurrence of dietary polyamines: a review
for the period 2005-mid 2013. Food Chem. 161, 27-39.

58-Lenis, Y. Y., Elmetwally, M. A., Maldonado-Estrada, J. G., & Bazer, F. W.
(2017). Physiological importance of polyamines. Zygote, 25(3), 244-255.

59- Davidson NE, Hahm HA, McCloskey DE, Woster PM, Casero Jr RA. Clinical
aspects of cell death in breast cancer: the polyamine pathway as a new target for
treatment. Endocr Relat Cancer 1999;6(1):69-73.

60-Hoet PH, Nemery B. Polyamines in the lung: polyamine uptake and polyamine
linked pathological or toxicological conditions. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol
2000;278(3): L417-33.

61-Ray RM, Viar MJ, Yuan Q, Johnson LR. Polyamine depletion delays apoptosis of
rat intestinal epithelial cells. Am J Physiol Cell Physiol 2000; 278(3):C480-9.

62-Bettuzzi S, Davalli P, Astancolle S, et al. Coordinate changes of polyamine
metabolism regulatory proteins during the cell cycle of normal human dermal
fibroblasts. FEBS Lett 1999; 446(1):18-22.

63-Li L, Rao JN, Guo X, Liu L, Santora R, Bass BL, et al. Polyamine depletion
stabilizes p53 resulting in inhibition of normal intestinal epithelial cell proliferation.
Am J Physiol Cell Physiol 2001; 281(3):C941-53.

64- Liang M, Ekblad E, Hellstrand P, Nilsson BO. Polyamine synthesis inhibition
attenuates vascular smooth muscle cell migration. J Vasc Res 2004; 41(2):141-7.

65- Tome ME, Gerner EW. Hypusine modification in eukaryotic initiation factor 5A
in rodent cells selected for resistance to growth inhibition by ornithine decarboxylase
inhibiting drugs. Biochem J 1996;320(Part 1):55-60.

66- Echandi, G., & Algranati, I. D. (1975). Defective 30S ribosomal particles in a
polyamine auxotroph of Escherichia coli. Biochemical and biophysical research
communications, 67(3), 1185-1191.

67- Yoshida M, Kashiwagi K, Kawai G, Ishihama A, Igarashi K. Polyamine
enhancement of the synthesis of adenylate cyclase at the translational level and the
consequential stimulation of the synthesis of the RNA polymerase sigma 28 subunit. J
Biol Chem 2001;276(19):16289-95.

68- Williams K. Interactions of polyamines with ion channels. Biochem J 1997;
325:289-97.

69-Johnson LR, McCormack SA. Healing of gastrointestinal mucosa: involvement of
polyamines. News Physiol Sci 1999; 14:12-7.

52



70- Moruzzi MS, Marverti G, Piccinini G, Frassineti C, Monti MG. Effect of
spermine on membrane associated and membrane-inserted forms of protein kinase C.
Mol Cell Biochem 1993;124(1):1-9.

71-Yuan Q, Ray RM, Viar MJ, Johnson LR. Polyamine regulation of ornithine
decarboxylase and its antizyme in intestinal epithelial cells. Am J Physiol Gastrointest
Liver Physiol 2001;280(1): G130-8.

72- Pfeffer LM, Yang CH, Murti A, et al. Polyamine depletion induces rapid NF
kappa B activation in IEC-6 cells. J Biol Chem 2001;276(49):45909-13.

73- Shearer JD, Richards JR, Mills CD, Caldwell MD. Differential regulation of
macrophage arginine metabolism: a proposed role in wound healing. Am J Physiol
1998;272(35): E181-90.

74- Satriano J, Ishizuka S, Archer DC, Blantz RC, Kelly CJ. Regulation of
intracellular polyamine biosynthesis and transport by NO and cytokines TNF-alpha
and IFN-gamma. Am J Physiol 1999;276(4 Part 1):C892-9.

75-Hammermann R, Dreissig MD, Mossner J, et al. Nuclear factor-kappaB mediates
simultaneous induction of inducible nitric-oxide synthase and up-regulation of the
cationic amino acid transporter CAT-2B in rat alveolar macrophages. Mol Pharmacol
2000;58(6):1294-302.

76- Satriano J, Schwartz D, Ishizuka S, et al. Suppression of inducible nitric oxide
generation by agmatine aldehyde: beneficial effects in sepsis. J Cell Physiol
2001;188(3): 313-20.

77- Ferioli ME, Pirona L, Pinotti O. Prolactin and polyamine catabolism: specific
effect on polyamine oxidase activity in rat thymus. Mol Cell Endocrinol 2000; 165
(12): 51-6.

78- Hoet PH, Nemery B. Polyamines in the lung: polyamine uptake and polyamine-
linked pathological or toxicological conditions. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol
2000;278(3): L417-33.

79- Haroon ZA, Hettasch JM, Lai TS, Dewhirst MW, Greenberg CS. Tissue
transglutaminase is expressed, active, and directly involved in rat dermal wound
healing and angiogenesis. FASEB J 1999;13(13):1787-95.

80- Medina MA. Glutamine and cancer. J Nutr 2001;131 (9 Suppl.):2539S-42S.

81- Grimble RF, Grimble GK. Immunonutrition: role of siilfiir amino acids, related
amino acids, and polyamines. Nutrition 1998;14: 605-10.

82- Babal P, Ruchko M, Campbell CC, et al. Regulation of ornithine decarboxylase
activity and polyamine transport by agmatine in rat pulmonary artery endothelial
cells. J Pharmacol Exp Ther 2001;296(2):372—7.

83- De Oca J, Bettonica C, Cuadrado S, et al. Effect of oral supplementation of
ornithine a-ketoglutarate on the intestinal barrier after orthoptic small bowel
transplantation. Transplantation 1997; 63:636-9. 45.

53



84- Czernichow B, Nsi Emvo E, Galluser M, Gosse F, Raul F. Enteral
supplementation with ornithine a-ketoglutarate improves the early adaptative response
to resection. Gut 1997; 40:67-72.

85- Yuan Q, Viar MJ, Ray RM, Johnson LR. Putrescine does not support the
migration and growth of IEC-6 cells. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol
2000;278(1): G49-56.

86- Tunici P, Sessa A, Rabellotti E, Grant G, Bardocz S, Perin A. Polyamine oxidase
and tissue transglutaminase activation in rat small intestine by polyamines. Biochim
Biophys Acta 1999;1428(2-3):219-24.

87- Raul F, Gosse F, Galluser M, Hasselmann M, Seiler N. Functional and metabolic
changes in intestine mucosa of rats after enteral administration of ornithine
alphaketoglutarate salt. J Parenter Enteral Nutr 1995;19: 145-50.

88-Duranton B, Schleiffer R, Gosse F, Raul F. Preventive administration of ornithine
alpha-ketoglutarate improves intestinal mucosal repair after transient ischemia in rats.
Crit Care Med 1998; 26:120-5.

89- Wang, X., Ikeguchi, Y., McCloskey, D.E., Nelson, P. & Pegg, A.E. (2004).
Spermine synthesis is required for normal viability, growth, and fertility in the mouse.
J. Biol. Chem. 279, 51370-5.

90- Lefevre, P.L., Palin, M.F. & Murphy, B.D. (2011). Polyamines on the
reproductive landscape. Endocr. Rev. 32, 694— 712.

91- Kwon, H, Wu, G., Bazer, F.W. & Spencer, T.E. (2003). Developmental changes
in polyamine levels and synthesis in the ovine conceptus. Biol. Reprod. 69, 1626—
1634.

92- Wang, J.F., Su, R.B., Wu, N., Xu, B., Lu, X.Q., Liu, Y. & Li, J. (2005). Inhibitory
effect of agmatine on proliferation of tumor cells by modulation of polyamine
metabolism. Acta Pharmacol. Sin. 26, 616-22.

93- Bazer, F.W., Wu, G., Johnson, G.A., Kim, J. & Song, G. (2011). Uterine
histotroph and conceptus development: select nutrients and secreted phosphoprotein 1
affect mechanistic target of rapamycin cell signaling in ewes. Biol. Reprod. 85, 1094—
107.

94- Kim, J.Y., Burghardt, R.C., Wu, G., Johnson, G.A., Spencer, T.E. & Bazer, F.W.
(2011). Select nutrients in the ovine uterine lumen. VIII. Arginine stimulates
proliferation of ovine trophectoderm cells through MTOR-RPS6K—- RPS6 signaling
cascade and synthesis of nitric oxide and polyamines. Biol. Reprod. 84, 70-8.

95- Allen, R.G. & Tresini, M. (2000). Oxidative stress and gene regulation. Free
Radic. Biol. Med. 28, 463-99.

96- Rhee, HJ., Kim, EJ. & Lee, J.K. (2007). Physiological polyamines: simple
primordial stress molecules. J. Cell. Mol. Med. 11, 685-703.

54



97- Tadolini, B., Cabrini, L., Landi, L., Varani, E. & Pasquali, P. (1984). Polyamine
binding to phospholipid vesicles and inhibition of lipid peroxidation. Biochem.
Biophys. Res. Commun. 122, 550-5.

98- Rider, J.E., Hacker, A., Mackintosh, C.A., Pegg, A.E., Woster, P.M. & Casero,
J.R. (2007). Spermine and spermidine mediate protection against oxidative damage
caused by hydrogen peroxide. Amino Acids 33, 231-40.

99- Dumbroff, E.B., Legge, R.L. & Thompson, J.E. (1986). Radical scavenging
properties of polyamines. Phytochemistry 25, 367-71.

100- Tkachenko, A., Nesterova, L. & Pshenichnov, M. (2001). The role of the natural
polyamine putrescine in defense against oxidative stress in Escherichia coli. Arch.
Microbiol. 176, 155-7.

101- Harari, P.M., Fuller, D.J. & Eugene, W.G. (1989). Heat shock stimulates
polyamine oxidation by two distinct mechanisms in mammalian cell cultures. Int. J.
Radiat. Oncol. Biol. Phys. 16, 451-7.

102- Rider, J.E., Hacker, A., Mackintosh, C.A., Pegg, A.E., Woster, P.M. & Casero,
J.R. (2007). Spermine and spermidine mediate protection against oxidative damage
caused by hydrogen peroxide. Amino Acids 33, 231-40.

103- Grancara, S., Zonta, F., Ohkubo, S., Brunati, A.M., Agostinelli, E. & Toninello,
A. (2015). Pathophysiological implications of mitochondrial oxidative stress mediated
by mitochondriotropic agents and polyamines: the role of tyrosine phosphorylation.
Amino Acids 47, 869-83.

104- Jeevanandam M, Petersen SR. Clinical role of polyamine analysis: problem and
promise. Curr Opin Clin Nutr Metab Care 2001;4(5):385-90.

105- Aubel C, Chabanon H, Carraro V, Wallace HM, Brachet P. Expression of
spermidine/spermine N1-acetyltransferase in HeLa cells is regulated by amino acid
sufficiency. Int J Biochem Cell Biol 2003;35(9):1388-98.

106- Hoet PH, Nemery B. Polyamines in the lung: polyamine uptake and polyamine-
linked pathological or toxicological conditions. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol
2000;278(3): L417-33.

107- Seiler N. Catabolism of polyamines. Amino Acids 2004; 26(3):217-33.

108- Seiler N, Delcros JG, Moulinoux JP. Polyamine transport in mammalian cells.
An update. Int J Biochem Cell Biol 1996;28(8):843-61.

109- Wang, X., Wei, Y., Dunlap, K.A., Lin, G., Satterfield, M.C., Burghardt, R.C.,
Wu, G. & Bazer, F.W. (2014). Arginine decarboxylase and agmatinase: an alternative
pathway for de novo biosynthesis of polyamines for development of mammalian
conceptuses. Biol. Reprod. 90, 84

110- Seidel ER, Scemama JL. Gastrointestinal polyamines and regulation of mucosal
growth and function. J Nutr Biochem 1997;8:104-11.

55



111- Satriano J, Isome M, Casero Jr RA, Thomson SC, Blantz RC. Polyamine
transport system mediates agmatine transport in mammalian cells. Am J Physiol Cell
Physiol 2001;281(1): C329-34.

112- Reis DJ, Regunathan S. Is agmatine a novel neurotransmitter in brain?. Trends
Pharmacol Sci 2000;21(5):187 93.

113- Li G, Regunathan S, Barrow CJ, Eshraghi J, Cooper R, Reis DJ. Agmatine: an
endogenous  clonidine-displacing  substance  in  the  brain.  Science
1994;263(5149):966-9.

114- Rui-Bin SU, Bo-Yi QIN. A biphasic opiod function modulator: agmatine. Acta
Pharmacol Sin 2003; 24:631-6.

115- Raghavan SA, Dikshit M. Vascular regulation by the L-arginine metabolites,
nitric oxide and agmatine. Pharmacol Res 2004;49(5):397-414.

116- Galea E, Regunathan S, Eliopoulos V, Feinstein DL, Reis DJ. Inhibition of
mammalian nitric oxide synthase by agmatine, an endogenous polyamine formed by
decarboxylation of arginine. Biochem J 1996; 316:247-9.

117- Grillo MA, Colombatto S. Metabolism and function in animal tissues of
agmatine, a biogenic amine formed from arginine. Amino Acids 2004;26(1):3-8.

118- Dudkowska M, Lai J, Gardini G, et al. Agmatine modulates the in vivo
biosynthesis and interconversion of polyamines and cell proliferation. Biochim
Biophys Acta 2003;1619(2):159-66.

119- Cohen, S. S. (1998). A guide to the polyamines Oxford University Press. New
York.

120- Madeo, F., Eisenberg, T., Biittner, S., Ruckenstuhl, C., & Kroemer, G. (2010).
Spermidine: a novel autophagy inducer and longevity elixir. Autophagy, 6(1), 160-
162.

121- Hawel, L., Tjandrawinata, R. R., Fukumoto, G. H., & Byus, C. V. (1994).
Biosynthesis and selective export of 1, 5-diaminopentane (cadaverine) in
mycoplasma-free cultured mammalian cells. Journal of Biological
Chemistry, 269(10), 7412-7418.

122-Rolen, S. H., Sorensen, P. W., Mattson, D., & Caprio, J. (2003). Polyamines as
olfactory stimuli in the goldfish Carassius auratus. Journal of Experimental
Biology, 206(10), 1683-1696.

123- Prounis, G. S., & Shields, W. M. (2013). Necrophobic behavior in small
mammals. Behavioural processes, 94, 41-44.

124- Oliveira, T. A., Koakoski, G., da Motta, A. C., Piato, A. L., Barreto, R. E.,,
Volpato, G. L., & Barcellos, L. J. G. (2014). Death-associated odors induce stress in
zebrafish. Hormones and behavior, 65(4), 340-344.

125- Gugliucci A. Polyamines as clinical laboratory tools. Clin Chim Acta
2004;344(1-2):23-35.

56



126- Chen Y, Hu J, Boorman D, Klein-Szanto A, O’Brien TG. Therapy of murine
squamous cell carcinomas with 2- difluoromethylornithine. J Carcinog 2004;3(1):10.

127- Babbar N, Gerner EW. Polyamines as modifiers of genetic risk factors in human
intestinal cancers. Biochem Soc Trans 2003;31(2):388-92.

128- Thomas T, Thomas TJ. Polyamine metabolism and cancer. J Cell Mol Med
2003;7(2):113-26.

129- Wallace HM, Fraser AV. Polyamine analogues as anticancer drugs. Biochem Soc
Trans 2003;31(2):393-6.

130- Alhonen L, Halmekyto M, Kosma VM, Wahlfors J, Kauppinen R, Janne J. Life-
long over-expression of ornithine decarboxylase (ODC) gene in transgenic mice does
not lead to generally enhanced tumorigenesis or neuronal degeneration. Int J Cancer
1995;63(3):402-4.

131- Wallace HM, Fraser AV, Hughes A. A perspective of polyamine metabolism.
Biochem J 2003;376(Part 1):1-14.

132- Pasanen T, Karppinen A, Alhonen L, Janne J, Wahlfors J. Polyamine
biosynthesis inhibition enhances HSV-1 thymidine kinase/ganciclovir-mediated
cytotoxicity in tumor cells. Int J Cancer 2003;104(3):380-8.

133- Kong Thoo LP, Dance AM, Bestwick C, Milne L. The biological activities of
new polyamine derivatives as potential therapeutic agents. Biochem Soc Trans
2003;31(2):407-10.

134- Heby O, Roberts SC, Ullman B. Polyamine biosynthetic enzymes as drug targets
in parasitic protozoa. Biochem Soc Trans 2003;31(2):415-9.

135- Blagbrough IS, Geall AJ, Neal AP. Polyamines and novel polyamine conjugates
interact with DNA in ways that can be exploited in non-viral gene therapy. Biochem
Soc Trans 2003;31(2):397-406.

136- Gugliucci A, Menini T. The polyamines spermine and spermidine protect
proteins from structural and functional damage by AGE precursors: a new role for old
molecules? Life Sci 2003;72(23):2603-16.

137- Uzbay, T., Goktalay, G., Kayir, H., Eker, S. S., Sarandol, A., Oral, S, ... & Kirli,
S. (2013). Increased plasma agmatine levels in patients with schizophrenia. Journal of
psychiatric research, 47(8), 1054-1060.

138- Liu, R., Bi, K., Jia, Y., Wang, Q., Yin, R., & Li, Q. (2012). Determination of
polyamines in human plasma by high-performance liquid chromatography coupled
with Q-TOF mass spectrometry. Journal of Mass Spectrometry, 47(10), 1341-1346.

139- Tiwari, M. (2017). Glucose 6 phosphatase dehydrogenase (G6PD) and
neurodegenerative disorders: Mapping diagnostic and therapeutic
opportunities. Genes & diseases, 4(4), 196-203.

57



140-Kapancik, S., Celik, V. K., Kilickap, S., Kacan, T., & Kapancik, S. (2016). The
relationship of agmatine deficiency with the lung cancer. International Journal of
Hematology and Oncology, 27(4), 103-109.

141-Nowotarski, S. L., Woster, P. M., & Casero, R. A. (2013). Polyamines and
cancer: implications for chemotherapy and chemoprevention. Expert reviews in
molecular medicine, 15

142- Del Rio, B., Redruello, B., Linares, D. M., Ladero, V., Ruas-Madiedo, P.,
Fernandez, M., ... & Alvarez, M. A. (2019). The biogenic amines putrescine and
cadaverine show in vitro cytotoxicity at concentrations that can be found in
foods. Scientific reports, 9(1), 120.

143- Biiytikuslu, N., & Eroz, S. E. (2015). Poliaminler ve kanser; Kanserli hastalarin
beslenmesinde poliaminlerin rolleri. Clinical and Experimental Health Sciences, 5(2),
123-128

144- Celik, V. K., Kapancik, S., Kagan, T., Kagan, S. B., Kapancik, S., & Kiliggiin,
H. (2017). Serum levels of polyamine synthesis enzymes increase in diabetic patients
with breast cancer. Endocrine connections, 6(8), 574-579.

145-Celik, V. K., Ersan, E. E., Kilicgun, H., Kapancik, S., & Ersan, S. (2016).
Agmatine mediated hypertonic stress development in Schizophrenia: a Novel
study. Neuropsychiatry, 6(5), 184-189.

146-Celik, V. K., Cigdem, B., Kapancik, S., Kili¢giin, H., & Bolayir, E. (2018). The
Importance of Increased Serum Ornithine Levels in the Pathogenesis of Alzheimer
and Parkinson’s Diseases. Asian Journal of Research and Reports in Neurology, 1(1),
1-8. Retrieved from http://www.journalajorrin.com/index.php/AJORRIN/
article/view/ 25298.

58


http://www.journalajorrin.com/index.php/AJORRIN/

OZGECMIS

Kisisel bilgiler

Ad1 Soyadi MHD YOUSSEF JAWISH

Dogum Yeri ve Tarthi ~ Sam-1989

Medeni Hali Evli

Yabanci Dil Arpga-Tiirkge- Ingilizce

Iletisim Adresi Dirilis MAH. 68-14 SOK korkmaz sitesi A blok. NO: 6.
D: 8. Sivas merkez.

E-posta Adresi y.jaa@hotmail.com

Egitim ve Akademik Durumu

Lise Sam Alsaade Lisesi, 2008

Lisans Sam Universitesi, 2014

Yiiksek Lisans Sivas Saglik Bilimleri Enstitiisii, 2016
Unvan Yiiksek lisans Ogrencisi

Is Tecriibesi

Sam hastanesinde Kan alma ve tahlilleri yapma (staj).2014
Genglik merkezinde Biyoloji ve Tiirkce Ogretmeni, 2015
Cumhuriyet Universitesi ~ Kan alma ve tahlilleri yapma (staj).2017

Hastanesi

59



EKLER
EK 1. On Degerlendirme Formu
EK 2. Form

60



