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OZET

KALP YETMEZLIGI OLAN HASTALARDA POLIiAMIN SENTEZ
YOLUNDAKI ENZIM DUZEYLERININ INCELENMESI

Yeliz DEMIR
Yiiksek Lisans Tezi
Biyokimya Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Ozlem DEMIRPENCE
2017,87 sayfa

Kalp yetmezligi (KY) kalbin, yasam fonksiyonlar1 ag¢isindan insan viicudunun
ihtiyaclarma uygun kani pompalayamadig: bir klinik sendromdur. Yeni gelistirilen
tedaviler ile mortalitenin ve morbiditenin azalmasina ragmen, KY hala sik goriilen ve
ciddi seyreden kardiyovaskiiler hastaliklardan biridir. Bu nedenle KY’nin seyrinde
biyokimyasal yolaklarn incelenmesi 6nemini hala korumaktadir.

Poliaminler (PA) protein kinazlarin hiicre dongiisiindeki aktivitesinde,
transkripsiyon faktorlerinin aktivitelerinde, translasyon ve transkripsiyonda onemli
rol oynarlar. Bu calismada KY olan hastalarda biyokimyasal belirteg olarak
serumdaki PA konsantrasyonlar1 degerlendirildi.

Bu ¢alismada, kardiyoloji servisine basvuran toplam 60 birey degerlendirildi.
Hasta grubunda 30 KY hastasi, kontrol grubunda ise KY hastaligi olmayan 30 birey
vardi. Her iki grupta arjinaz, ornitin, ornitin dekarboksilaz, arjinin dekarboksilaz ve
agmatinazin serum diizeyleri degerlendirildi.

Kontrol grubundaki bireylerle karsilastirildiginda, KY hastalarinin serum
arjinaz (P=0,001), ornitin (P=0,001), ornitin dekarboksilaz (P=0,019) diizeyleri
arasmdaki fark anlamli olarak bulundu (p<0,05). Her iki gruptaki bireylerin arjinin
dekarboksilaz (P=0,395) ve agmatinaz (P=0,053) diizeyleri karsilastirildiginda ise,
gruplar arasi fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p >0,05).

Sonug olarak, elde edilen veriler, KY hastalarinda serum arjinaz, ornitin ve
ornitin dekarboksilaz diizeylerinde KY olmayan bireylere gore farklilik oldugunu

gostermistir. Bazi PA’lerin konsantrasyonundaki artigin KY progresyonuyla iligkili



olabilecegine inaniyoruz ve bu nedenle, konuyla ilgili tiim PA’lerin Olclimlerini

iceren daha kapsamli ¢aligma yapilmasi gerektigini diisiiniiyoruz.

Anahtar kelimeler: Kalp yetmezligi, poliaminler, arjinaz, ornitin, arjinin

dekarboksilaz, ornitin dekarboksilaz, agmatinaz
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ENZYME LEVELS IN POLYAMINE SYNTHESIS
WAYS IN THE PATIENTS WIiTH HEART FAILURE

Yeliz DEMIR
Master Thesis,
Department of Biochemistry
Supervisor: Dog. Dr. Ozlem DEMIRPENCE
2017,87 page

Heart failure (HF) is a clinical syndrome in which the heart can not pump blood to
needs of the human body in terms of life functions. Heart failure (HF) is still one of
the common and severe cardiovascular diseases, although mortality and morbidity
are reduced by newly developed treatment methods. For this reason, the examination
of biochemical pathways in the course of HF remains important.

Polyamines (PA) play an important role in the activity of protein kinases in
cell cycle, activity of transcription factors, translation and transcription. In this
study, it was evaluated concentration of PA in serum, in patient with HF as a
biochemical marker.

In this study, a total of 60 individuals who had been admitted in cardiology
service were evaluated. The patient group consisted of 30 HF patients and the control
group consisted of 30 individuals without HF disease the serum levels of arginase,
ornithine, ornitine decarboxylase, arginine decarboxylase, agmatinase were evaluated
in both groups. Serum arginase (P = 0.001), ornithine (P = 0.001) and ornithine
decarboxylase (P = 0.019) levels were found to be significantly different in the HF
patients (p <0,05). Arginine decarboxylase (P = 0,395) and agmatinase (P = 0,053)
levels of the individuals in both groups were statistically insignificant (p> 0,05).

In conclusion, these findings demonstrate that serum levels of arginase,
ornithine and ornithine decarboxylase obtained during HF different in patient group

than control group.

vii



We believe that the increase in concentration of some PAs may be associated

with the HF progression and therefore that comprehensive studies on the issue
including measurements of all of PAs are required.

Key Words: Heart failure, polyamines, arginase, ornithine, arginine decarboxylase,
ornithine decarboxylase, agmatinase
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1.GIRIS

1.1. Kalp Yetmezligi ve Poliaminlerin Onemi

KY, yapisal anomaliler, yetersiz kardiyak dolus ve norohormonal aktivasyona bagli
olarak, kalbin dokulara metabolik ihtiyaclarin1 karsilayacak sekilde oksijen
gonderememesine neden olan ve buna bagl olarak nefes darligi, cabuk yorulma ve
O0demin olustugu kompleks bir sendromdur (1). KY’nin erken tani ve tedavisi, bu
hastaliga sahip hastalarin mortalite ve morbidite yiizdelerinin azaltilmasinda
onemlidir. Tirkiye batili iilkelere gore daha geng bir niifus ortalamasina sahiptir.
Fakat buna ragmen, KY prevalansmin bu iilkelere gore anlamli derecede yiiksek
olmasi1 6nemli bir noktadir (2).

KY herhangi bir yasta gelisebilir, ancak ilerleyen yaslarda goriilme sikligi
artmaktadir. Toplumda, 65 yastan kiigiik Kkisilerde goriilme sikhigi giderek
artmaktadir. KY, 65 yas istii bireylerde ise en sik hastaneye yatis nedenidir. KY,
hastaneye yatisin sik olmasi nedeniyle tedavisi olduk¢a masrafli, is giicli kaybina
neden olan, hem hasta i¢in hem de toplum igin sikinti teskil eden bir hastaliktir. Bu
yiizden erken tani ve tedavisi onem tasimaktadir (3).

PA’ler (putresin, spermidin ve spermin) amino asitlerden tiireyen,
prokaryotik ve Okaryotik yapiya sahip tiim hiicrelerde esansiyel olan dogal alifatik
polikatyonik aminlerdir. Hiicre biiyiimesi, farklilasmasi, apoptozis, otofaji,
transkripsiyon, translasyon ve protein sentezinden sorumludurlar. Hiicrelerde
endojen tiretilebilir ya da diyet yoluyla ekzojen olarak alinabilirler (4).

PA’ler bazik maddeler oldugundan, sulu ortamda kolayca ¢6ziinme
Ozelligine sahiptirler ve polianyonlar (DNA, RNA, Proteoglikanlar) ile kuvvetli bir
sekilde etkilesirler. Bu etkilesime bir¢ok iyonotropik, metabotropik reseptorler eslik
etmektedir. PA’ler DNA iizerindeki fosfat gruplarinin negatif yiiklerini kararli hale
getirirler (5). Ekzojen PA’ler, hiicre ¢ekirdeginin kromatin yapisini stabilize ederken,
PA eksikligi, DNA’nin onarim mekanizmalarin1 bozan farkli niikleazlar ile
kromatinlerin bozulmasini tetikleyerek DNA ve kromatin hassasiyetini artirir. Hiicre
proliferasyonu, protein ve niikleik asitlerin sentezinde yer alirlar. RNA’nin sekonder
yapisini etkileyerek protein sentezi {lizerinde etkinlik gosterirler, ribozomlarin alt
{initelerinin biraraya gelmesini saglarlar. Okaryotlarda translasyonu artirirlar ve

reseptor proteinlerle etkilesirler (6).



PA’lerin hizli biliyliyen hiicre ve dokularda yiiksek konsantrasyonlarda
bulunduklar1 ve hiicre biiylimesi, farklilagsmasi, hiicre-hiicre etkilesimi igin gerekli
olduklar1 gosterilmistir. Biiylime ile iligkili genler olan c-fos ve c¢-myc
protoonkogenleri hiicresel gogalma siirecinde PA’ler tarafindan aktive edilmektedir.
Mitojenik uyariy1 takiben PA sentezinde bir artigla beraber es zamanli c-fos
protoonkogeninin  transkripsiyonunun gergeklestigi gozlenmistir. Bu nedenle

karsinogenez siireci ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir (7).

1.2. Arastirmanin Amaci

Bu ¢alisgmada KY tanisi almis hastalarin serumlarinda, PA sentez yolu enzimleri olan
arjinaz, ornitin, ornitin dekarboksilaz, arjinin dekarboksilaz ve agmatinaz
seviyelerinin KY iizerindeki rolii ve hastaligin seyrine olan etkisinin arastirilmasi
amaclanmaktadir.

Calisma populasyonunu Cumhuriyet Universitesi Arastrma Hastanesi
Kardiyoloji servisinde izlenen, KY tanisi almis, ejeksiyon fraksiyon (EF) degeri
40’1in altinda olan 30 hasta ve Kardiyoloji servisine basvuran, EF degeri 40’in
tizerinde olan, KY olmayan 30 kontrol olgusu olusturdu. Temel c¢alisma
parametreleri igin, segilen laboratuvar analiz yontemleri ELISA (enzyme-linked

immunosorbent assay) ve UV-VIS Spektrofotometri yontemleridir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kalp YetmezIligi Tan1 ve Evreleri
KY, cesitli nedenlere bagli olarak kalbin perfomansinin azalarak, doku ve organlara
gerekli kan1 pompalayamamas: ile gelisir. Ulkemizde yasla birlikte goriilme siklig
artmaktadir (1). Cogunlukla kalp damar hastaliklari, kalp krizi, hipertansiyon, kalp
kapak hastalig1 gibi kalp performansini azaltan ya da kalbin is yikiini arttiran
durumlar sonucu gelismektedir. Konjestif KY denen durumda ise akcigerlerde,
ayaklarda, bacaklarda ve bazi vakalarda karaciger ve karmn boslugunda sivi birikmesi
(6dem) ortaya cikmaktadir (8). KY, klinik olarak degerlendirilmesi zor bir
sendromdur. Altta yatan nedenler (kalbin yapisal, elektriksel ve mekanik fonksiyonu
ile iligkili) ortadan kaldirilmadik¢a yasam kalitesi bozulur, mortalite ve morbitide
hiz1 artar, prognozu genellikle kotiidiir (3,9).

2005 yilinda yayinlanan Amerikan Kalp Birligi (ACC/AHA) ’nin KY
kilavuzuna gore KY riskinin yiiksek oldugunu gosteren faktorler tanmimlanmustir.
ACC/AHA, KY’yi dort ayr1 evrede smiflandirmistir (Tablo 1). Bu smiflandirma ile

koruyucu tedavinin KY gelisimini 6nlemedeki rolii vurgulanmistir (10).

Tablo 1: Kalp yetmezliginin ACC/AHA ‘ya gore klinik evrelemesi

EVRE A | Kalp yetmezligi gelisme riski yiiksek olan fakat heniiz kalpte

yapisal bozuklugun olusmadigi hastalar

EVRE B | Kalpte yapisal bozuklugu olan ancak kalp yetmezligi semptomu

olmayan hastalar

EVRE C | Yapisal kalp hastaligi zemininde semptomatik olan veya ge¢cmiste

kalp yetmezligi semptomu olan hastalar

EVRE D | Standart tedaviye refrakter son donem hastaligi olan, mekanik

dolasim destegi, kalp transplantasyonu ihtiyaci olan hastalar

Aktoz M. Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi (2010), 27.



2.2. Kalp Yetmezligi Epidemiyolojisi

KY, sikligi diinyada giderek artan global bir sorundur. Amerikan Kalp Dernegi
(AHA)’nin ¢alismalar1 sonucu, 2012’den 2030 yilina kadar KY’de yaklasik %46’lik
bir artis beklendigini ve 2030’da ise sadece ABD’de 18 ve iizeri yas grubunda 8
milyondan fazla kiside KY’nin goriilebilecegini duyurmustur (11). Ulkemizde ise
KY ’nin prevalansi yasla birlikte artmakta olup, % 0,3-2 oranlar1 arasinda degismekle
birlikte; 65 yas tizerinde bu oran %3-5 ‘lere, 75 yas tzerinde ise %25’lere
cikmaktadir (12).

Tirkiye’de yapilan HAPPY c¢alismasina gore 35 yas tizerinde olan
bireylerde, KY prevalansmin mutlak degeri %2,9 olarak saptanmistir (13). Kadin ve
erkekler arasinda sirasiyla KY insidansi; 65 yas altinda %0.1 ve %0.04 diir.
Framingham c¢alismasinda KY insidansi kadin cinsiyette azalma gosterirken, erkek
cinsiyette degisiklik gostermemistir (14). Tirkiye’de yapilan HAPPY ¢alismasinda
ise kadin ve erkek cinsiyet arasinda KY prevalansi benzer bulunmakla birlikte
ejeksiyon fraksiyonu (EF) <%50 olan erkeklerin prevalansi, (EF) >%50 olan
kadmlarin prevalansindan daha yiiksek oldugu saptanmustir (15). Avrupa Kardiyoloji
Cemiyeti (ESC) Kilavuzunda ise KY’nin erkeklerde daha fazla goriilmesinin
nedeninin, Koroner Arter Hastaligi (KAH) nin erkeklerde daha erken yaslarda
gelismesi olarak belirtilmektedir (11).

KY’nin, ilk olarak, sadece sol ventrikiil sistolik fonksiyonlarinin
bozulmasiyla EF’nin azalmasi ile ortaya ¢iktig1 diisiiniilmiisse de, son yillarda en sik
sebebin koroner arter hastaligi oldugu belirtilmistir (16). Hipertansiyon, diabetes
mellitus, obezite, kalp damar hastali§i, kronik akciger hastaligi, kronik bobrek
yetmezligi, kalp kapak hastaligi, kalp ritim bozukluklari, kalp kasi1 hastaligi veya
dogumsal kalp hastaligt KY’ne zemin hazirlayan durumlardir. Kalp Kapak
hastaliklar1 ise KY vakalarinin %7-8° ini olustur. Total kolesteroliin tek basina risk
faktorii olmadigi, fakat yiiksek total kolestero/HDL kolesterol oraninin KY risk
faktorlerinden oldugu belirtilmistir (17). Framingham ¢alismasinin sonuglarinda,
obezitenin hem kadin hem de erkeklerde KY gelismesindeki risk faktorlerinden biri

oldugu vurgulanmigtir (18).



2.3. Kalp Yetmezligi Etiyolojisi

KY etiyolojisinde rol oynayan etmenlerin ¢ogu kalpte hasar olusturarak miyokard
hiicrelerinin islevinde, yapisinda degisiklige ve hatta kaybmna yol agarak, KY
tablosunun ortaya c¢ikmasina neden olmaktadir. KY’ne neden olan etiyolojik
faktorlerin basinda perikardiyal, miyokardiyal, endokardiyal, valviiler, vaskiiler,
konjenital hastaliklar gelmektedir, fakat KY’nin pek c¢ok farkli etiyolojik nedeni
bulunmaktadir (Tablo 2) (19).

Tablo 2: Kalp yetmezligi igin risk faktorleri

* Koroner arter hastaligi

* Hipertansiyon

* Asir kilo

* Sigara

* Diyabet

* Kapak hastaliklar1

 Konjenital kalp hastaliklar1

* Yiiksek debili durumlar

* Pulmoner hastaliklar

« Idiyopatik

» Miyokardit

« Infiltratif hastaliklar

* Otoimmiin

* Obstriiktif uyku apne sendromu

* Peripartum

* Enfeksiyon

* Bag dokusu hastaliklar1

» Strese bagli (Takotsubo) kardiyomiyopati
* Toksik ve ilaglar (Doxorubin, antrasiklin)

* Kronik tasikardiler, aritmiler

Zoghi M. Klinik Gelisim (2011), 24.



2.4. Kalp Yetmezligi Patofizyolojisi

KY Patofizyolojisi ¢esitli mekanizmalarla agiklanmaya ¢alisilmis olsada, hala tam
olarak anlasilamamustir. Hangi etiyolojik mekanizma ile meydana gelirse gelsin,
hepsinde oncelikle kalbin kasilma yetenegini azaltmaktadir. Kalp bu durumu
savunma  mekanizmalart  (adrenerjik  sinir  sistemi,  renin  anjiotensin
aldosteronsistemi) ile diizeltmeye ¢aligsa da, pompalanan kan miktar1 arttik¢a kalp
bosluklarinda diyastolik basinglar artacak, ventrikiiler bosalma zorlasacak,
dolayisiyla atim voliimleri azalmaktadir (20). Norohormonal sistemin de devreye
girmesiyle miyokardda degisimler baslamakta ve sol ventrikiil yeniden sekillenmesi
(remodeling) ger¢eklesmektedir. Boylece hasta semptomatik hale gelir (21). Sonug
olarak KY’nin gelismesi, ndrohormonal mekanizmalar ve sol ventrikiil yeniden

sekillenmesi modellerinin bir bileskesidir (Sekil 1).
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Sekil 1. Kalp Yetmezligi Patofizyolojisi (Cohn JN, Ferrari R, J Am Coll
Cardio, 2010)



2.5. Poliaminler

Ik kez 1678 yilinda Antonie Van Leeuwenhoek’in insan seminal sivisinda gosterdigi
PA’ler, amino asitlerin dekarboksilasyonu sonucu olusan organik alifatik katyonik
aminlerdir. Dogada yaygin olarak bulunan PA’ler putresin, spermidin, ve spermindir
(22).
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Sekil 2. Poliamin tiirevlerinin kimyasal yapis1 (Murray-Stewart T, et al,
Biochem J, 2003, 373)

PA’ler hiicre boliinmesi, protein-DNA etkilesimleri, hiicre farklilagsmasi,
embriyonik gelisim, immunolojik etkilesimler, sinyal iletimi, apoptoz, DNA ve RNA
konformasyonel degisimleri ile karsinogenez gibi ¢ok ¢esitli alanlarda gorevleri olan
polikatyonik alifatik yapilardir (22). Hiicrelerde degisen konsantrasyonlarda bulunan
PA’lerin molekiil agwrhg: distktir. pH’1 yaklasik 10 diizeylerindedir, suda
¢oziiniirler ve viicut i¢i pH’1nda tamamen protonlanirlar (23).

PA’ler hiicrede elektrostatik olarak DNA, RNA ve proteoglikanlar gibi
negatif yiiklii fosfolipidlerle etkilesim kurarlar (24). Pozitif yiikli PA, negatif yiiklii
hiicresel makromolekiiller ile proteinler, DNA ve RNA gibi membran yapilar ile
elektrostatik olarak etkilesimde olup, bu etkilesimler PA’lerin hiicre biiylimesi,
boliinmesi ve proliferasyonunda gorev almasini saglar (25). Ribozomlari, niikleik
asitleri ve membranlar1 stabilize eden PA’ler hiicreyi serbest radikallerden ve lipid
peroksidasyonundan korurlar. Bunun diginda hiicre membranindan, norotransmitter
salmmasinda ve bazi iyon kanallarndan Ca®* akigmin diizenlemesinde gorevleri

vardir (26).



PA hiicrelerde endojen olarak iiretilebildikleri gibi, diyet yoluyla ekzojen
olarak da alinirlar. Viicut PA havuzu, diyetle alinan, hiicrede sentezlenen ve barsakta
mikrobiyal sentez yoluyla iiretilen PA’ler olmak iizere ii¢ kaynaktan olusur (27).
PA’ler her tipte hiicrenin biiylimesi, proliferasyonu ve hayatin devamlilig1 i¢in ¢ok
onemlidir. PA konsantrasyonlarinin fizyolojik ihtiyaca gore ayarlanmasi, de novo
senteze, PA alinmasiyla ve katabolik reaksiyonlar arasindaki uyuma baghdir. De
novo sentez hiicre dis1 ortamindan PA alinmasi ile saglanir. PA’lerin hiicrede fazla

birikmesi, bir feedback regiilasyon sistemi ile kontrol edilir (28).

2.6. Poliaminlerin hiicre metabolizmasindaki rolii

Hiicre i¢i PA miktar1 azaldig1 zaman p53 gen ekspresyonu artar ve hiicre biiylimesi
baskilanmaktadir. PA baskilanmasi, p53 mRNA stabilitesini arttirmaktadir. PA’ler
endotel hasarinda ve vaskiiler hiicre gogiinde rol alirlar. Ayrica transkripsiyonu ve
translasyonunu stimiile ederler (28).

Hiicrelerde PA eksikliginde DNA modifikasyonlar1 goézlenirken, PA
fazlaliginda ise; apoptoz meydana gelir ve poliamin oksidaz (PAO) katabolizmasinda
olusan H,07’in de yan iirtin olarak olustugu diisiiniilmektedir. Olusan H,O, oksidatif
stres araciligiyla apoptoza neden olur (29).

Iyon kanallarinin diizenleyicisi olarak endojen PA’lerden spermin ve
spermidin gorev yapar. Spermin ve spermidin potasyum kanallarin1 ve glutamat
reseptOrlerini uyarir. Biiylime faktorlerinin reseptorlerle uyarilmasini diizenleyerek
hiicre i¢i sinyal iletiminde rol alirlar. Protein kinazlar1 aktiflemesiyle
protoonkogenleri aktive ederler ve G proteinleri ile etkilesime girerler. GTPaz’in
aktive olmasimda rol oynarlar. NF-KB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells) baglanmasin1 stimiile ederler (30).

Yapilan bazi ¢alismalarda PA’lerin immiin hiicrelerin farklilasmasmda da
rol aldig1 belirtilmistir. inflamasyonda &lii ya da hasarli hiicrelerden, spermin aciga
¢iktig1, bunun da hiicre migrasyonunu ve gelisimini destekledigini gostermislerdir.
PA‘lerin yara iyilesmesinde rol alan c-fos ve c-myc protoonkogenleri iizerinde de

baskilayici rolii vardir (31).



Hiicre ici PA miktarinin artmasi hiicrelerdeki karsinogenik o6zelligin
arttigina, malign oOzellik gosteren hiicrelerin  saglkli hiicrelere gore PA
konsantrasyonun yiiksek olmasi, PA’ in kanser gelisimi ile ilgili olas1 bagini ortaya
koymaktadir. Bu nedenle pek ¢ok anti-kanser ilacin etki mekanizmasi agisindan, PA
biyosentezinin inhibisyonu ve PA’lerin katabolik enzimlerinin aktive edilerek, hiicre
ici PA miktarinin disiiriilmesi 6nem tagimaktadir (32). PA analoglar1 vasitasiyla, PA
biyosentez aktivitesinin azaltilmasi ile birgok kanser tiirlinde apoptozisin olustugu

gosterilmistir (33).

2.7. Poliaminlerin Biyosentezi ve Diizenlenmesi
Memelilerde PA’ler ekzojen olarak gidalarla alinabildigi gibi, endojen olarak
hiicresel veya bagirsak mikroflorasi tarafindan sentezlenebilmektedir. Endojen
PA’ler biyosentez ve katabolizmada yer alan enzimler sayesinde kompleks bir
mekanizma ile birbirlerine doniistiiriilebilirler (5).

PA’lerin primer Onciili metiyonin ve arjinin aminoasitleridir. Arjininden
arjinaz enzimi araciligiyla ornitin olugsmaktadir. Olusan ornitinin dekarboksilasyonu
sonucu PA’nin en basiti olan putresin olusmaktadir. PA biyosentezindeki ilk
reaksiyon, ornitinin, ornitin  dekarboksilaz  (ODC) tarafindan putresini
olusturmasidir.

Putresin sentezi igin bitkiler ve bazi mikroorganizmalar agmatin yolunu
kullanmaktadir. Agmatin yolu memelilerde de bulunmaktadir (6). Bu yolda arjinin,
arjinin dekarboksilaz (ADC) enzimi ile agmatini olusturur. Olusan agmatin,
agmatinaz enzimi ile putresini meydana getirirken, putresinden de spermidin sentaz

yardimiyla spermidin olugmaktadir (Sekil 3).
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Sekil 3. Poliamin metabolizmasi1 (Minois N, Carmona-Gutierrez D, Madeo F,Aging
2011)

Ikinci bir aminopropil grubunun spermin sentaz aracilifiyla spermidine
eklenmesiyle spermin olusmaktadir. Hiicre i¢i homeostatik kosullarda putresin
spermidine, spermidinde spermine doniismektedir (34). Spermin ve spermidin, bir
peroksizomal enzim olan PAO, spermin oksidaz (SMO) veya asetilpoliamin oksidaz
(AcPAO) ile geri putresine doniisebilmektedir (Sekil 3). SMO, spermini oksidatif
olarak spermidine indirgemektedir.

Spermin veya spermidin aminopropil ucunda 6nemli bir diizenleyici enzim
olan spermidin/spermin N1-asetiltransferaz (SSAT) ile asetile olur ve asetillenmis
spermin ve spermidin daha sonra 3.C atomu ve 4.N atomu arasinda oksidatif
boliinerek asetil spermin ve asetil spermidin olusurturmaktadir. Bir diger yol ise
diasetil spermini olusturmak igin monoasetil spermin diger aminopropil ugtan
asetillenebilir. Mono ve diasetil PA’ler hiicrelerden atilabilir ve hiicre kiiltiiri

ortaminda, hayvan viicut sivilari, idrar ve plazmada tespit edilebilir (35).
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Hiicre i¢i PA igerigi, anabolizma, katabolizma, alim ve tasmimin
diizenlenmesiyle korunmaktadir. Bu metabolizmanin sinirlayict enzimlerin (ODC,
SAMDC ve SSAT) posttranslasyonel diizenlemesi tarafindan kontol edilir (36). PA
biyosentezini diizenleyen ODC ve S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz (SAMDC) hiz
kisitlayict enzimlerdir.

ODC iki alt Giniteden meydana gelmekte ve aktivitesini yerine getirebilmek
icin piridoksal 5’fosfata ihtiyag duymaktadir. ODC, antizim mekanizmas: ile
diizenlenmektedir. Ayrica ornitinin  normal doku konsantrasyonu ODC'nin
Km'sinden olduk¢a diisiiktiir, bu durum enzimin etkin sekilde c¢alistigini
gostermektedir. Boylece meydana gelebilecek herhangi bir konsantrasyon
degisikligi, ornitinin hiicre i¢i konsantrasyonu ve PA sentez akisini etkiler (37).

Agmatin‘in metabolizmadaki rolii OAZ'nin indiiksiyonu ve ayni zamanda
ODC iizerinde direk inhibe edici bir etkisinin olmasidir. ODC'nin, nitrik oksit (NO)
tizerinde hem in vivo hem de in vitro rolii vardir (38).

Dekarboksile s-adenozilmetiyonin, spermin sentaz enzimi araciligiyla
spermin olusturarak PA sentezine katilir (39). SAMDC, hem transkripsiyon hem de
translasyon iizerine hareket eden mRNA'sin1 ve protein yar1 dmriinii etkilemektedir
(36).

SSAT tarafindan PA’lerin asetillenmesi, PA’lerin yikilmasina ve birbirleriyle
dontistimlerinde hiz sinirlayici bir basamaktir. Hiicre i¢i PA igeriginin artis1 SSAT'in
uyarilmasma neden olur. Bunun sonucunda PA’lerin asetillenmis formda hiicre
disina atilimi1 ve Diamin Oksidaz (DAO) tarafindan putresine yikilimi gergeklesir.
SSAT’in aktivasyonu, asirt PA birikimi sonucu olusan zararli etkileri dnlemeye

yardimci olabilir (38,39).

2.8. Ornitin Dekarboksilaz Antizimi
Hiicrelerde ODC enziminin aktivitesinin arttigi durumlarda, intraseliiler PA
havuzunda artis tespit edilmistir. Kiigiik diizenleyici bir protein olan AZ (antizim),

PA’lerin intraselliiler konsantrasyonlarinin artisi ile uyarilir (40).

11



AZ seviyeleri translasyonel mekanizmalar ile kontrol edilmektedir. AZ,
ODC’ye baglanarak AZ-ODC kompleksini olusturmaktadir. Bu kompleks ise 26-S
proteozomlar ile ubiquitinden bagimsiz olarak pargalanarak ODC enzim aktivitesine
bagl hiicre i¢i PA miktarinin kontrol altinda olmasini saglamaktadir (Sekil 4b). PA
seviyesi yiikseldiginde, ODC translasyon mekanizmasi tarafindan baskilanmaktadir.
Burada ODC mRNA'sinmn 5' UTR (¢evrilmemis kodon)'sinde bir uORF (open
reading frames) aracilik etmektedir (Sekil 4a) (41).

AZ ayn1 zamanda PA’lerin tasinma sistemini de baskilamaktadir. Ayrica, AZ
varligl, antizim inhibitorii (AZi) tarafindan diizenlenir (Sekil 4b). AZi, ODC'ye
benzer, ancak katalitik olarak aktif degildir. AZ, AZi'ye gore daha fazla afiniteye
sahiptir. Boylece, ODC aktivitesi, ubiquitinasyon ile kontrol edilebilmektedir (42).
AZ u¢ izoformda bulunur. AZ 1 hem ODC aktivitesini inhibe eder hem de enzim
proteininin pargalanmasini saglar, AZ 2 sadece ODC aktivitesini inhibe ederken, AZ
3 ‘de spermatogenezde rol almaktadir (43).

Ribozomal ¢er¢eve kaydirmasmnin gergeklesmesi ve islevsel bir {iriin
olusturmak icin ORF 1 ve ORF 2’nin kodlanmasi gereklidir. Bu ¢erceve kaydirma
son kodonuna ulasan ribozomlardan olusmaktadir. Ilk ORF (bir durdurma kodonu),
bir niikleotid ve +1 gergevesinde ikinci ORF'yi okumaya devam etmektedir. Bu
yolla UGA durdurma kodonu asir1 okunmaktadir (Sekil 4c¢). +1 ribozomal gergeve
cizgisinde stop kodonu, Okaryotlarda bir¢ok durumda oldukca iyi korunmustur.
PA'lerin yoklugunda ortaya ¢ikan AZ polipeptidinin kendi sentezini engelledigi ve
PA'ler mevcut oldugunda, PA'lerin yeni ortaya ¢ikan peptidle etkilesim kurdugu ve
AZ sentez inhibisyonunu 6nledigi goriilmiistiir (Sekil 4c¢) (44).
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Sekil 4. ODC Antizimi (a,b,c) (Miller-Fleming L , Olin-Sandoval V, Campbell
K, Ralser M Remaining, J Mol Biol, 2015)

Cergeve kaymasiin mekanik olarak nasil olustugu, nasil indiiklendigi ve
AZ’yi kontrol edebilmek i¢in neden bu kadar pahali bir yolun tercih edildigi hala
gizemini korumaktadir.

PA'larin seviyeleri ve AZ homeostatik feedback dongiisii tarafindan ribozom
cerceve kaydirmasmin etkinligi ile kontrol edilmektedir. PA seviyeleri
yiikseldiginde, ribozomal cerceve kaydmwrmanin etkinligi arttikca AZ seviyeleri
artmaktadir. Artan ODC bozulma hizi PA'larin biyosentezinde azalmay:
getirmektedir. Memelilerde, bu feedback dongiisii hiicre dis1 ortamdan daha diisiik
bir PA alimimi da beraberinde getirmektedir (44,45).

2.9. Poliaminlerin Katabolizmasi
Hiicre i¢i PA miktarinin kontrol altinda tutulmasi i¢in PA katabolik enzimleri gorev

almaktadir.
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PA’lerin asetillenmesi ile hiicre dismna atilmasi veya birbirine
donistiiriilmesi ile hiicre i¢i PA miktarinin sabit tutulmaya ¢alisildig tespit edilmistir
(46). PA'ler hiicresel aktivitesini veya konsantrasyonu korumak igin oksitlenebilir
veya asetillenebilirler (47).

SSAT hiicre i¢i PA katabolizmasinin en 6nemli enzimidir. Sperminin
aminopropil grubunun SSAT ile asetilasyonu sonucu N-asetilspermin olugsmaktadir
(Sekil 3). Olusan N-asetilspermin, PAO ile spermidine ve bir aldehit olan 3-
asetamidopropanale doniismektedir (48). Asetillenmis PA’ler, serbest pozitif
yiiklerini azaltiklarindan histonlarla ve DNA-RNA afinitesini diistirerek hiicre ici
metabolik gorevlerini yerine getirememektedirler. Bir diger PA katabolik enzimi
olan SMO, spermini spermidin’e doniistiiren ve spermini okside eden enzimdir
(48,49).

PA konsantrasyonunun diizenlenmesine PAO ve kofaktor olarak FAD veya
Cu® aracilik etmektedir. PAO ve ACPAO'mun substratlari, asetillenmemis veya
asetillenmis PA'ler, kismen de O, ve H,O dir. Cogu PAO'lar, reaksiyon sonucu bir
amino aldehit ve H,0, a¢1ga ¢ikarirlar. Istisna olarak DAO, H,0,’ye ek olarak NH;
uretir. Elde edilen amino aldehitler, f-alanin ve gamaaminobiitirik asit (GABA) gibi
amino asitler igin 6nciil olmaktadir (50).

Cerrada-Gimenez ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada PA katabolik
yolagmin aktivasyonu ile, artmis oksidatif stres, ayrica hiicresel kaynakli yaslanma

ve hiicre hasarmin iliskili oldugunu gostermislerdir (51).

2.10. Poliaminlerin Tasinim

Memeli organizmada, PA’ler gastrointestinal sistemden alinir ve idrarla salinir.
PA’lerin taginmasi enerji gerektiren, sicakliga bagli ve tasiyici aracili bir mekanizma
ile diizenlenmektedir. PA alinimi, insiilin ya da biliyiime faktorleri gibi etkin

uyaranlarla veya PA’lerin hiicre i¢i seviyeleri tarafindan diizenlenmektedir (52).
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Sekil 5. Memeli hiicrelerde poliamin tasinim1 (lgarashi K, Kashiwagi K,
Plant Physiology and Biochemistry,2010, 48)

PA tasiyicilarinin bir AZ tarafindan diizenlendigi varsayilmaktadir. 227
amino asit kalintisindan olusan AZ, ODC’yi ve PA’lerin alimin1 inhibe etmede rol
oynayan diizenleyici bir sistemdir (53). Ayrica, AZ PA’lerin ve asetil PA’lerin
atilmindada gorev almaktadir (Sekil 5). Boylece AZ, PA tasinimmin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynadig1 gibi ODC seviyesinin diizenlenmesinde de
onemlidir (44).

Memeli hiicrelerinde, PA alimina kismen, glikopican-1 tasiyict molekiilii ve
fosforillenmis Kaveolin-1 bagimli endositik mekanizma aracilik etmektedir (Sekil 5)
(54). Poulin ve arkadasglarmin yaptigi bir ¢aligmada, Floresan boya yardimiyla
PA’lerin hiicrede ilerlemesi izlenmistir. PA’ler O6nce bir plazma zar tasiyicisi
tarafindan hiicreye tagindiktan sonra, mevcut PA sarmal vezikiillere kenetlenerek
veya dogrudan PA reseptorleri tarafindan yakalanip, endositoza gitmistir. Boylece,
memeli hiicrelerinde PA tasiyicilarini mevcut oldugu ispatlanmgtir (55).

Putresinin atilimi1 SLC3A2 ve y* LAT kompleksi ve bir arjinin / diamin
degistirme mekanizmasi tarafindan katalize edilmektedir (Sekil 5) (56). Ilging bir
sekilde, SLC3A2, SSAT ile etkilesime girerek asetillenmis PA’ler kompleks
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tarafindan hiicre disina atilmaktadir. Son zamanlarda, kolon epitel hiicrelerinde bir

diamin tasiyicisi da belirlenmistir (57).

2.11. Ornitin Dekarboksilaz ve protoonkogenler

ODC, okaryotlarda PA sentezinin ilk basamagidir. PA’lerin hiicre hareketliliginde,
hiicre-hiicre etkilesimlerinde, niikleik asit veya membranlarin stabilizasyonunda,
iyon kanallarmin diizenlenmesinde, kromatin yapisinin diizenlenmesinde, protein
kinazlarm hiicre dongiisiindeki  aktivitesinde, transkripsiyon faktdrlerinin
aktivitelerinde, translasyon olayinda ve transkripsiyon siirecince 6nemli rolleri vardir
(58).

ODC aktivitesi ve PA diizeylerinin in vivo ve in vitro ¢alismalarda farkli
kanser hiicre dizilerinde, G1 / S ve G2 faz1 boyunca normal hiicrelere kiyasla
arttigin1  gosterilmistir. Bu nedenle ODC, c¢esitli kanser tiirlerinde anahtar rol
oynamaktadir. Su anda ODC, kanser kosullarmin bir¢ogu i¢in 6nemli bir hedef
molekiil olarak kabul edilebilir (59). Cesitli kanserojenler, mitojen uyarilar, timor
promotorleri, aktive makrofajlar ve bagirsak mukoza hiicreleri ODC'de gegici
artiglara neden olabilmektedir (60).

c-fos, c-jun ve c-myc protoonkogen ailesinin 6nemli tiyeleridir ve tiimor
olusumunda, karsinogenezde, hiicre c¢ogalmasi ve farklilasmasinda, apoptozda
onemli bir rol oynamaktadir. ODC’nin seviyesinin artmasi c-myc, c-fos, c-jun, src,
neu ve Ha-ras gibi onkogenlerin, uyarilmasina sebep olur. Benzer sekilde, c-myc, c-
fos ve ODC geni transkripsiyonun azalmasi ile PA’lerin biyosentetik enzimlerinin

inhibisyonu, kuvvetli bir sekilde iliskilidir (61).

2.12. Poliaminlerin sinyal iletimdeki rolii

Mitojenler veya biiylime faktorleri, membran {izerinde bulunan spesifik reseptorlere
baglidirlar. Mitojen-reseptor kompleksleri daha sonra birka¢ kaskad: stimiile
etmektedirler. Bunlardan biriside Ras't aktive eden tirozin kinazlardir. Bu
protoonkogenler Raf yoluyla MAPK, ERK ve MEK'leri aktive etmektedir (Sekil 6).
ERK'ler sinyal iletiminde 6nemli roller oynarlar ve MEK tarafindan fosforile edilirler
(62).
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Sinyaller cekirdege iletilerek, burada p90 ailesinden olan histon H3 (His)
fosforile edilmekte ve boylece kromatin yapisini degistirmektedir. Niikleer
onkogenler, Transkripsiyon faktorleri olarak islev gorebilmekte, ayrica
fosforilasyonla aktive edilebilmektedir. Transkripsiyon faktorlerinden olan CREB,
ODC baglama bolgesi iizerinde bulunan bir cAMP genidir. Diger bir protoonkogen
Src ise  mitojenler tarafindan indiiklenerek malignitede etkin yolaklarin

aktivasyonunu saglamaktadir (62,63).
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Sekil 6. Hiicre membranindan ¢ekirdege sinyal iletimi (Bachrach U, Wang
YC, Tabib A, News Physiol. Sci., 2001)

Ras / MAPK kaskadi, hiicre ¢ogalmasi ile ilgili en iyi tanimlanmis yoldur. Bu
yolda, p42 ve p44 proteinleri tarafindan oynanan merkezi bir rol vardiwr. Cesitli
calismalar PA’lerin MAPK'larin ekspresyon ve aktivasyonuna katildigini
gostermistir. Dolayisiyla ODC’ yi agir1 tireten hiicrelerde MAPK ve tirozin kinaz
yolunun etkin oldugu gosterilmistir. Yapilan c¢alismalarda spermidinin tirozin
kinazlar ve ERK1 / 2'nin p42 ve p44 fosforilasyonunu uyardigi belirtilmistir (Sekil
7a). MAPK yolu biiyiime siirecinde ¢ok 6nemlidir. PD-98059 [2- (2-amino-3a-
metoksifenil)-oksanaftalen-4-on] MAPK2’i aktive eden enzimleri, yani MEK1/2'yi
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inhibe eder. DFMO (Difluorometilornitin) inhibitérii de ERK fosforilasyonunu, c-fos
ve c-myc ekspresyonunu inhibe etmektedir. Spermidin ayrica protoonkogen c-myc’yi
aktive eder ve bir transkripsiyon faktorii olarak disiiniilebilir (64).

ODC’m katalizledigi reaksiyon sonucu olusan diamin putresinin, tirozin
kinazlar tarafindan olusturulan tirozin fosforilasyonunu ve protoonkogenlerden c-fos
ve C-jun ifadesini uyardigi ifade edilmistir. Ote yandan, c-fos ve c-jun'un
ekspresyonunun uyarildig: hiicrelerde putresinin aktif oldugu gézlemlenmistir (Sekil
7b). Bu veriler PA’lerin her birinin protoonkogenlerin kontroliinde bir etkiye sahip

oldugunu gostermektedir (64).
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Sekil 7. Spermidin (a) ve Putresinin (b) sinyal iletimindeki rolii (Bachrach U, Wang
YC, Tabib A, News Physiol. Sci.,2001)

2.13. Hipusin ve elF-5A

PA’lerin hiicre biiylimesi ve farklilagsmasi i¢in gerekli oldugu ifade edilmistir.
Biiylimeyle iligkili genlerden olan c-fos ve c-myc protoonkogenleri hiicresel ¢ogalma
siirecinde aktive edilerek, mitojenik uyariyla PA sentezinde bir artiga neden oldugu

gozlenmistir. Boylece PA’lerin c-myc ve c-fos transkripsiyonunu artirdigi
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belirtilmistir. PA’ler bu nedenle hem biiyiime siireci igin gereklidir, hem de

karsinogenezle iliskilidir (7).

Poliamin Yolu Ornithine
DFMO —|l Odc <— _ Myc
Methionine :
Putrescine
MAT PAO elFsA'nin Hipusinasyonu
N-aC§M SRM elF5A
SAM spermidine -
SSAT
AMD1l /_} Spermidine HzN A/ NSAANH: NH"(CHZ)"“
Decarboxy N-acetylPAo SMS \ths =206t
SAM spermine . SMO H ,
SEATS HNAN "-(0"2)'-“
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Deoxyhypusine \ Dohh
OH y
HNAA N«cuzy-m
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Sekil 8. elF-5A’nin hipusinasyonu (Nakanishi S, Cleveland JL, Amino Acids,
2016,48)

Hipusin ilk olarak 1971 yilinda japon arastirmacilar tarafindan sigir
beyninden izole edilmistir. Hipusin [N®-(4-amino-2-hidroksibiitil) lizin] tiim
Okaryotlarda ve bazi tek hiicreli prokaryotlarda (archea) bulunan nadir bir amino
asittir. Hipusin, elF-5A ‘nin regiile edilmesinde onemli rol oynar ve hipusin
olmadan aktive goOsteremez. Bunun yaninda hipusin hiicre proliferasyonunda,
hiicrenin gelismesi ve farklilasmasinda 6nemli rollere sahiptir (65). Essiz bir amino
asit olan hipusin, post-translasyonal modifikasyon ile elF-5A1 ve elF-5A2
proteinlerinin  lizin-50 kalintisina kovalent olarak baglanir. Bu benzersiz
modifikasyonda rol alan esansiyel enzimler, deoksihipusin sentaz (DHPS) ve
deoksihipusin hidroksilaz (DOHH) dir. Spermidin bir substrat olarak elF-5A iiretmek
icin kullanilir (Sekil 8).
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Ozellikle, ¢ogu tiimdr tiiriinde PA diizeylerinin yiiksek seviyede olmasiyla
birlikte kanser hastalarinin kaninda ve idrarinda artan seviyelerde PA’ler oldugu
tespit edilmigtir. Kanser hastalarinin idrar1 ve kaninda elF-5A1 ve elF-5A2
proteinlerinin %84 oraninda homolojiye sahip oldugu gosterilmistir. Bu
izoformlardan, elF-5A2'nin beyin ve testis gibi belirli dokularda eksprese edildigi,
elF-5A1’in ise hemen hemen ¢ogu dokuda cksprese edildigi ifade edilmistir.
Hipusillesmis 6zelliklerin anlagilmasi ve elF-5A’larin tiimorigenezdeki rolii terapdtik

hedefler niteligindedir (66).

2.14. Poliaminler ve Apoptoz

PA’lerin hiicre biiyliimesi ve cogalmasinda onemli rolii oldugu bilinmektedir.
PA’lerin, mitokondride Ca®* birikimini arttirdigi, mitokondriyal zar gecisini modiile
ettigi ve apoptozu tetikledigi belirtilmistir (67).

Hiicrelerin normal hayat regulasyonunda, mitokondrilerin fonksiyonlar1 ¢ok
onemli bir yer tutmaktadir. Spermin ve spermidin mitokondriye ulasmalarinin
ardindan iki spesifik baglanma yoluyla mitokondriyal zar ile etkilesime girmektedir.
PA’ler, apoptozun baslangici olan sitokrom ¢ salimim1  dogrudan tesvik
edebilmektedirler (68).

Spermin mitokondriyal membran potansiyelini diislirerek sitokromun hiicre
disina doz bagimli bir sekilde salinmasma izin vermektedir (69). Spermidin ve
putresinin her ikisininde ayrilmayir ve sitokrom c¢ nin serbest biraklimasini

indiikledigi goriilmektedir (Sekil 9).

Apoptosis
®
Intracellular
Polyamines AcetylCoA
Aldehydes
H,0, ® SSAT
PAO
Putative
Death Cycle
H,O Acetylpolyamines CoA

Sekil 9. Poliaminlerin Apoptoz yolag: (Wallace MH, Fraser AV , Biochem., 2003,
1.376)
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PA’lerin kendilerinin degil de, oksidasyon iiriinlerinin ayrigma ve sitokrom
¢ salimidan sorumlu oldugunu ileri stiriilmiistiir. Ayrica, PA’ler nekroz olayini da
diizenleyebilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda spermidin'in, nekrotik hiicre 6liimiinii
azaltarak maya hiicrelerinin dmriinii arttirdig1 ve PA’leri sentezleyemeyen hiicrelerin
daha yiiksek seviyelerde nekroz sergiledigi gozlenmistir. Yiiksek seviyedeki PA’lerin
birgok hiicre tipinde apoptozu tetikledigi ancak azalmis seviyelerinin de apoptozu
tetikleyebildigi gosterilmistir (70).

DFMO ile tedavi edilen sigan/fare T hiicrelerinin duyarliliginin indiiklenen
apoptozla azaldigi, ekzojen spermin tarafindan TNF (Tumor necrosis factor) ile
hiicre 6liimiiniin inhibe edildigi gdsterilmistir. DFMO, putresin ve spermidin igerir,
ancak spermin igerigini artirabilir; spermin, apoptozun 6nemli diizenleyicisidir (71).

PA’ler AZ araciligiyla ODC'yi baskilarken; DFMO da ODC'yi inhibe eder,
Bu nedenle ODC'nin baskilanmasinin  apoptozu engelledigi  goriillmektedir
belirtilmistir (35).

Gozlenen koruyucu etkilerine ragmen, e¢kzojen PA’lerin yiiksek
konsantrasyonlar: toksik olabilir. Yapilan ¢alismalarda Sperminin 2 mM miktarinin
bebek hamster bobrek hiicrelerine toksik etki gosterdigi  gozlenmistir. Bir
aminoksidaz inhibitérii olan Aminoguanidinin, gézlenen toksisitenin bir kismini

engelledigi goriilmiistiir (35,71).

2.15. Poliaminler ve HastahKklarla Iliskileri

2.15.1. Poliaminler ve Kanser

Hiicrelerin biiyiime ve gelisme siirecinde ayrica tiimor hiicrelerinin yasam
dongiisiinde metabolik PA ihtiyacinin olduk¢a fazla oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle neonatal siiregte ve yaralarin kapanmasi durumunda diyet yoluyla PA alimi
onerilmektedir. Buna ragmen tiimoér olusumunu hizlandirmasi nedeniyle, kanser
hastalarinin PA icerigi yiiksek gidalardan uzak durmasi 6nerilmektedir (72).

Timor hiicrelerinin bagirsak mikrobiyotasinda iiretilen ekstraseliiler PA’leri
alma yeteneginin var oldugu belirtilmistir. Kanser hastalarinin hem kan hem de
idrarinda PA konsantasyonu yiiksek bulunmustur (73). Yiikselen PA seviyeleri
tiimoriin ortadan kaldirilmasindan sonra azalmakta ve niiks sonrasi artmaktadir. Bu
sonu¢ PA’lerin kanser dokular1 tarafindan da sentezlendigini gostermektedir (74).
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Kronik hipoksiye maruz kalan tiimér hiicrelerinde PA sentezi azalmaktadir.
Bu nedenle disaridan PA aliminda artig goriilmektedir. Ekstraseliiler spermin artisi
hipoksi bagimli adezyon molekiili olan CD44 ekspresyonunda azalmaya neden
olmaktadir. Bu azalma tiimor hiicrelerinde migrasyonu beraberinde getirmektedir.
Migrasyon sonucu dolagima katilan hiicrelerde PA sentezinde bir artis baslar ve
ODC’nin asir1 ekspresyonu gergeklesir (75). Bu durum hiicrelerdeki invazyon
yeteneginde artisa neden olmakta ve bununla birlikte birgok proteinaz ve enzimin
aktivitesinde de bir artis olmakta, hiicrede vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
sentezi artmakta ve sonugta anjiyogenez uyarilmaktadir (76).

PA  biyosentezinde gorev alan enzimlerin inhibisyonu, hiicre
proliferasyonunu veya 6liimiinii yavaglatmaktadir (77). Hayvanlar iizerinde yapilan
caligmalarda, ODC inhibitorii olan DMFO kullanilan farelerde timér biiyiimesinin
baskilandigi tespit edilmistir (78).

Kanser hastalarinda kan PA seviyeleri ve iiriner PA miktar1 arasinda yakin
bir iliski oldugu goriilmiistiir (79). Spermin ve spermidin, hiicrelerde asir1 miktarda
biriktiginde, asetillenir ve daha sonra idrarla atilmaktadir. Bu nedenle, idrardaki
Diasetilspermin (DiAcSpm) ve Diasetilspermidin (DiAcSpd) biyobelirtegleri ELISA
yontemi ile degerlendirilerek, kanser i¢in giivenilir biyokimyasal belirtegler olup
olmadig test edilmistir. Uriner DiAcSpm'de belirgin bir artis, kolorektal, prostat,
testis, bobrek, pankreatik, hepatoseliiler karsinom, gogiis, akciger ve beyin kanserleri
dahil olmak iizere incelenen tiim kanser tiirleriyle iliskili oldugu gdosterilmistir
(79,80).

Kawakita ve Hiramatsu’nun yaptig1 bir c¢alismada idrar DiAcSpm
diizeylerinin  duyarlih@i, yaygm olarak kullanilan  biyobelirtegler olan
Carcinoembryonic antigen (CEA), Cancer Antigen (CA19-9) ve (CA15-3) diizeyleri
ile kiyaslanarak incelenmistir. Idrar DiAcSpm'nin kolon kanseri hastalar1 igin
duyarliligi % 75.8, serum CEA (% 39.5) ve CA19-9 (% 14.1) duyarhligindan
belirgin olarak yiiksektir. Ayrica DiAcSpm'nin meme kanseri i¢in duyarliligi % 60.2
olarak bulunmus iken, CEA ve CA15-3'in sirasiyla% 37.3 ve% 37.3 olarak
izlenmistir. Bu gozlemler iiriner DiAcSpm'nin ¢esitli insan kanserlerinde CEA,
CA19-9 ve CAl15-3'den daha hassas bir markir oldugunu ve kolorektal ve meme

kanserlerinin erken sathalarinda etkili bir sekilde tespit edilebilecegini
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gostermektedir. DiAcSpm tekrarlama durumunda etkili olan ve hastalarin klinik
degisikliklerine duyarl bir takip markir1 olarak da yararli olabilir (80).

Kanser hastalarinin idrarinda artmis DiAcSpm'nin molekiiler temeli net
degildir. Bu artis, idrarda veya plazmada asetilatlanmis PA’lerin artmasi, artmis
seliiler PA’lerin, artmig SSAT aktivitesinin, AcPAO tarafindan oksidatif bozunmada
azalmanin veya nekrotik timor hiicrelerinin lizisinden kaynaklanabilir. Gogiis
timorlerinde, SSAT artarken AcPAO'un azaldigi bulunmustur. Bu nedenle, her iki
enzimin seviyeleri de idrarda atilan asetillenmis PA’lerin artisina katkida bulunabilir
(81).

2.15.2. Poliaminler ve diger hastaliklarla iliskisi

Glikasyon, diyabetik komplikasyonlarda sitokinlerin olusumunda onemli bir rol
oynamaktadir. Bu nedenle antiglikasyon ajanlar iizerinde caligmalar devam
etmektedir. Son zamanlarda yapilan bir in vitro calismada, spermin ve spermidin
fizyolojik olarak onemli bir antiglikasyon etki sergiledigi goriilmektedir. Bu umut
verici ¢alisma, PA’lerin yeni bir rolii olan antiglikasyon ajani olma yoniinde 6nemli
bir adim olmaktadir (82).

Bir genetik hastalik olan Snyder-Robinson sendromu (SRS), nadir goriilen
bir X baglantili mental retardasyon bozuklugudur. Bu hastalik zihinsel engellilik,
iskelet anormallileri ve gelisme ile ilgili diger problemlerle karakterize bir durumdur
(83). Sadece erkeklerde goriilen bu hastalik, PA biyosentez yolunda goriilen kusur
sonucu olusmaktadir. SRS’de spermin sentazi kodlayan gendeki mutasyonlar neden
olmaktadir. Bu enzimdeki mutasyonlar, lenfositler ve fibroblastlarda
spermidin/spermin oranini diisiirmektedir. SRS’de hastalarm beynindeki sperminin
azaltilmasi, NMDA ve AMPA reseptorleri dahil norotransmitter reseptorlerinin ve
iyon kanallarmnin aktivitesini etkileyerek nérolojik bir bozukluga neden olmaktadir
(84).

PA’lerle ilgili olan diger bir klinik patoloji SSAT’in asir1 ekspresyonu
sonucu olusan, nadir bir X baglantili hastalik olan Keratosis follicularis spinulosa
decalvans (KFSD) hastaligidir. Bu hastaligi olan birey, SSAT'yi kodlayan bolgeyi
iceren bir gen duplikasyonuna sahiptir (85). Intihara yatkin psikiyatri hastalarinda
diisiik SSAT ekspresyonu gozlemlenmistir (86).
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PA katabolizmasmin aktive olmasi bobrek bozukluguna, felg ve inmeye,
oksidatif stres ve doku hasarina neden olmaktadir. Ribozomlardan salinan spermin ve
spermidin metabolizmasi sirasinda, akrolein (CH2 = CH-CHO) ve H,O; gibi ikKi
toksik bilesik tiretilmektedir. Akroleinin H,O,'den daha toksik oldugu belirlenmistir
(87). Plazmada proteine konjuge akrolein (PC-Acro) ve PAO’larin diizeyindeki artig
ile inme siddeti pozitif korelasyon sergilemektedir. Bu nedenle PA metabolitleri,
kanserin, felg ve bobrek yetmezliginin erken teshisinde oldukca hassas, diisiik
maliyetli teshisini saglamaktadir. Su anda inmenin erken teshisi igin giivenilir bir
biyokimyasal belirte¢ bulunmamaktadir (86,87). Saiki ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada, farelerde fotokimyasal olarak indiiklenen tromboz modeli kullanilarak

beyin enfarktiisii ile PC-Acro arasindaki yakin iliski teyit edilmistir (88).

2.15.3. Poliaminler ve Otofaji

Otofaji, hiicre i¢i makromolekiillerin ve organellerin parcalanmasindan sorumlu
mekanizma olarak bilinmektedir. Otofaji stres, yaslanma ya da hastaliklar sirasinda
ya da gelisimsel hasar gérmiis molekiiller gibi viicutta istenmeyen molekiilleri yok
edecek sekilde onemli bir islevsel mekanizmadir. Otofaji birgok hastaliga neden
olmaktadir (89).

Otofajinin indiiklenmesinin muhtemelen spermidinin émrii ve yagsam siiresi
tizerindeki etkilerini tetiklemedeki ana mekanizma oldugu gosterilmistir. Yapilan
caligmalarda, spermidinin maya, solucanlar, sinekler ve insan hiicrelerinde otofajiyi
tetikledigini dogrulanmistir (90).

Morselli ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada spermidinin hangi
mekanizmalarla otofajiyi indiikledigi arastirilmistir. Spermidin insan kolon kanseri
hiicrelerinde otofajiyi uyarmaktadir. Spermidinin, mayada yasla birlikte otofaji ve
azalmig ROS iiretimini indiikledigi ifade edilmistir. Spermidinin otofajiyi AMP'ye
bagimli kinaz / mTOR'dan bagimsiz olan yollarla indiikledigi belirtilmistir.
Asetilasyon ve otofajinin indiiksiyonu arasindaki iliski incelendiginde, spermidinin
170 insan proteininde asetilasyona neden oldugu ve bunun sitoplazmada regiile
edildigini gosterilmistir. Diger PA’lerin otofajiye neden olup olamayacagi
bilinmemekle birlikte; otofajinin, yaslanma ve hastaliklar arasindaki iliskiyi

anlamada yardimci olacagi diisiiniilmektedir (91).
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2.16. Poliamin Biyosentezi Enzimleri

2.16.1. Agmatinaz

PA sentezindeki bir diger yolak ise L-arjininden Arjinin dekarboksilaz ile agmatin
olugsmasi ve olusan agmatinin agmatinaz ile PA’lere ve tireye; diamin oksidazla ise
GABA’ya doniismesidir.

Karacigerde ve bobreklerde agmatinaz diizeyinin yiiksek oldugu ifade
edilmistir. Yapilan bir ¢alismada ise agmatinazin, hepatit B ile enfekte olan
karacigerde belirgin sekilde yiikseldigi gézlenmistir (92).

Agmatinazin, inflamasyon  siiresince ~ makrofaj  aktivasyonunun
diizenlenmesinde rol oynadigi ve makrofajlardan da sentezlendigi belirtilmistir.
Beyin dokusundaki biyolojik inaktivasyonu; enerji bagimli mekanizmalarla, tekrar
sinaptozomlara i¢ine alinarak, akson terminallerinden salian ve mitokonrial matriks
icinde bulunan agmatinaz ile enzimatik degredasyonu sonucu olusmaktadir. Bu
enzimatik degredasyon ile PA sentezinin diamin prekiirsorleri olan putresin ve iire’ye
metabolize olmaktadir (93).

Agmatin ¢ok sayida reseptérle etkilesmektedir. imidazolin reseptorlerinin
alt tiplerine baglandig1 ve bu reseptorlerin endojen ligandi oldugu belirtilmistir.
Hafiza ile iligkili beyin yapilarina bakildiginda ise L-arjinin metabolizmasinda yagla
iliskili farkliliklar oldugu gosterilmistir ve yapilan galigmalarda imidazolin-2 (12) alt
tipi reseptor ligandlarmin iskemik-hipoksik beyin hasarina karsi in vitro ve in vivo
giiclii néron koruyucu etki gosterdigi, 6grenme ve bellek fonksiyonlarimi diizeltici

etkilerinin oldugu ifade edilmistir (94).

2.16.2.Arjinaz

1904 yilinda Kossel ve Dakin tarafindan dikkat ¢ekilen arjinaz, mangan igeren bir
enzim olup, arjinin+ H,O — ornitin + iire reaksiyonunu katalize etmektedir. Arjinaz
iireohidrolaz enzim ailesinden olup {ire dongiisiiniin besinci ve son basamagini
katalize etmektedir. Memelilerin ¢ogunda arjinaz I ve arjinaz II olmak iizere iKi
izoformu bulunmaktadir. Arjinaz 1 karaciger hiicrelerinde sitoplazmada lokalize

olup, arjinaz II ise mitokondride lokalizedir.
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Arjinaz diizeyinin hiicredeki arjinin/ornitin konsantrasyonu ile iliskili oldugu ifade
edilmistir (95).

Arjinaz enzimi bakimindan en zengin organ karaciger olmasina ragmen
bobrek, beyin, tiroid bezi, tiikiiriikk bezi, eritrosit, trombosit, meme dokusu, iskelet
kasi, fibroblast, makrofaj, bagirsak, uterus, testis, brons lavaj sivist gibi lire
dongiisiiniin ger¢eklesmedigi ekstrahepatik dokularda da arjinaz saptanmistir. Ure
dongiisiiniin olmadig1 dokularda, arjinazin gérevi prolin, glutamat ve PA biyosentezi
icin gerekli olan ornitini saglamaktir (96). Arjinazin katalizledigi reaksiyon sonucu
olusan ornitin, ODC ile putresine doniismekte, putresin de spermin ve spermidini
olusturmaktadir.

Arjinazin hormonal durumlarda degisiklik gosterdigi goriilmiistiir. Kortizoliin
karaciger amino asit alimmi artirarak, amino asit aktive edici enzimlerin
diizeylerinde artisa sebep oldugu goriilmiistiir (97).

Arjinaz enzimi giicli bir immun inhibitéridiir ve kanser hiicrelerinin
sitoplazmas1 igerisinde normal hiicrelere gore c¢ok daha biiyilk miktarda
bulunmaktadir. Yapilan c¢alismalarda arjinaz I’in artmasinin tavsanlarda
aterosklerotik plaklarda yangi ve makrofaj infiltrasyonunu 6nemli oranda azalttig1
saptanmustir.  Arjinaz I‘in antiinflamatuar etkilerinin oldugu son yillardaki

caligmalarla belirtilmistir (98).

2.16.3. Ornitin

Ik kez Hans Krebs ve Kurt Henseliet tarafindan gdzlemlenen ornitin, esansiyel
olmayan fakat iire dongiisiinde merkezi rol oynayan bir aminoasittir. Ornitin, 132.16
Da'lik bir molekiil agirhigina ve 140 °C erime noktasina sahiptir. Suda ¢oziiniir ve 25
°C'de pH’1 4,22 ve pKa degeri 1,94°diir. Arjinin iizerinden arjinazin katalizledigi
reaksiyon sonucu iiretilmesiyle iire ve ornitin olugsmaktadir. Sitozolde sentezlenen
ornitin zarm bagl oldugu mitokondriye tasiyici proteinler araciligtyla, ornitin tagiyici
1 (ORNT1) ile tasmmaktadir. Ornitini, ornitin transkarbomoilaz (OTC), ornitin
aminotransferaz (OAT) ve sitrullin, prolin ve PA sentezinde gorevli ODC substrat
olarak kullanmaktadir (99).
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2.16.4. Ornitin Dekarboksilaz

Hiz smirlayict bir enzim olan ODC’nin yar1 émrii yaklagik 10 dakikadir. ODC’nin
aktive gosterebilmesi i¢in bir kofaktor olarak piridoksal fosfat ve tiyol gruplarini
icermesi gerekmektedir. ODC’nin AZ ile diizenlenmesi MRNA translasyonunu
kolaylastirmaktadir. ODC, ornitinden PA sentezini baslatarak PA’lerin hiicre
proliferasyonu gibi ilgili biyolojik fonksiyonlarda, hiicre-hiicre etkilesiminde ve
hiicre dongiisiine katkida bulunmasini saglamaktadir (59).

Son yillarda yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalara bakildiginda, ODC
aktivitesinin ve PA diizeylerinin farkli kanser hiicre dizilerinde G1 / S ve G2 fazi
boyunca, normal hiicrelere gore kiyaslandiginda arttigi goriilmektedir. Bu nedenle
ODC, c¢esitli kanser tiirlerinde anahtar rol oynamaktadir ve birgogu i¢in bir terdpatik

hedef olarak kabul edilmektedir (100).

2.16.5. Arjinin Dekarboksilaz

Arjininden agmatine olan doniisimii ADC katalizlemektedir. ADC, memelilerde
hiicre membranmna bagli olarak bulunmakla birlikte mitokondri membraninda daha
yogundur. ADC beyinde ve bobrekte bulunmaktadir. Beyinde en fazla striatum ve
beyin sapinda bulunurken, en az ise kortekste bulunmaktadir.

Memelilerdeki ADC aktivitesi Mg?* ile artarken, Ca®* ile inhibe
edilmektedir. Kan damarlarinda, agmatinin endotel ve diiz kas hiicrelerinde
depolandigi, ve yalnizca endotelde eksprese edildigi bilinmektedir. Sinaptozomlarda,
ADC aktivitesine rastlanilmasi, agmatinin bliyiik olasilikla ndronlarda eksprese
edildigini gostermektedir. Agmatin sentezlendikten sonra néronal ve glial havuzlar
arasinda transfer edilmektedir. Glia hiicrelerinde de ADC aktivitesine
rastlanmaktadir.  Diger norotransmitterde  oldugu gibi  sinaptozomlardan

depolarizasyonla, Ca®* bagimli olarak salimmaktadir (101).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi
Aragtirma, deney ve kontrol gruplarindan olusan prospektif analitik arastirma

ozelligindedir.

3.2. Arastirmanmin Yapildigi Yer ve Ozellikleri

Arastirma, Cumhuriyet Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Kardiyoloji
Anabilim Dali Servisinde ve Cumhuriyet Universitesi Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Tibbi Biyokimya Laboratuvarinda yapilmistir. Hasta grubunu KY tanisi
almig 30 yatan hasta birey olusturuken, kontrol grubunu ise KY hastaligi

bulunmayan 30 birey olusturmaktadir.

3.3. Arastirmanin Evreni
Aragtirmanin evrenini, Cumhuriyet Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi

Kardiyoloji Anabilim Dali servisinde KY 6n tanist alan 30 birey ile olugturmustur.

3.4. Arastirmanin Orneklemi
Bu caligmada 0=0,05 $=0,20 (1-B) = 0,80 olarak alindiginda her bir gruba 30 birey

almmasa karar verildi. Testin giicii p=0,80941 bulundu.

3.5. Bagimh ve Bagimsiz Degiskenler

Bagimsiz Degiskenler:

Hasta ve kontroller yas ve cinsiyet bakimindan herhangi bir ayrima tabi
tutulmaksizin, rastgele belirlenmistir. Iki grup arasinda yas ve cinsiyet yoniinden fark

olmamasina dikkat edilmistir.

Bagimh Degisken:
EF bagimli degisken olarak alinmustir. Arastirmaya kabul edilen bireylerden, hasta
grubunun EF degeri 40’m altinda iken, kontrol grubunun EF degeri 40’in

uzerindedir.
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3.6. Veri Toplama Araclan

Verilerin toplanmasinda “Bilgilendirilmis Olur Formu” (Ek 1) kullanilmistir.

3.7. Verilerin Toplamasi
Veriler, Cumhuriyet Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Biyokimya

Laboratuvarinda toplanip, muhafaza edilmistir.

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Hasta ve kontrol grubuna ait verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde SPSS (Ver:
22.0) bilgisayar programi kullanildi. Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi,
Shapiro Wilk/Kolmogorov Smirnov testi ile belirlendi. Parametrik test varsayimlari
yerine getirildiginde bagimsiz guruplar arasinda iki ortalama arasindaki farkin
onemlilik testi; parametrik test varsayimlar yerine getirilemediginde, Mann Whitney
U testi ve Ki-kare testi kullanilmistir. Degiskenler arasindaki iliskileri belirlemek
icin korelasyon analizi ve regresyon analizi uygulanmis ve yanilma diizeyi 0,05

olarak alinmuastir.

3.9. Arastirmanin Etik Yonii

Arastirmanim her asamasi etik ilkelere uygun olarak yiiriitiilmiistiir. Uygulamaya
gegmeden once etik kuruldan (27.12.2016 tarihli, 2016-12/16 sayili)) (EK 2) ve
calismani yapilacagi kurumdan yazili izin alinmistir. Calismaya katilanlardan

bilgilendirilmis onam formu alinmistir.

3.10. Kullanilan Gerecler

e Derin dondurucu -20 °C (ARCELIK)

e Vorteks (Nuvemix)

e Spektrofotometre (UV-VIS Double BEAM PC scanning LABOMED INC.)
e Otomatik Elisa (Chemwell GF-M3000 MICROPLATE READER )

e Santrifiij (Niive NF 800 R)

e Ependorftiip (2 ml)

e Falcon Tiip (15 ml ISOLAB)

e Kuvartz kiivet
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e Mikropipetler (Gilson)
e (Calkalamali Su Banyosu (LABORMED L-080)
e Inkiibatér (LAB. COMPANION OF-21E)

3.11. Yontem

3.11.1.Hasta ve Kontrol Grubu

27.02.2017 — 19.06.2017 tarihleri arasinda Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
Kardiyoloji Anabilim Dali Servisinde yatan KY tanis1 konmus 30 hasta ¢alismaya
dahil edildi. Bu hastalardan tan1 konulduktan sonra kan alinmistir. Kontrol grubu ise

KY olmayan 30 goniillii birey olusturmustur.

3.11.2.Kan Orneklerinin Toplanmasi

Kontrol olgularindan ve KY tanisi konulan hastalardan, herhangi bir tedaviye
baslanmadan 6nce, jelli biyokimya tiipiine (BD Vacutainer) 5 cc olacak sekilde kan
ornekleri alindi. Kan 6rnekleri 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra elde
edilen serumlar ependof tiiplere konularak laboratuar ¢alisma giiniine kadar -20
°C’de muhafaza edildi.

3.11.3. Arastirmaya Dahil Edilme Kriterleri

a- Diisiik ejeksiyon fraksiyonlu KY tanis1 almis olmak ve EF<40 ‘mn altinda olmak
b- KY tanis1 disinda herhangi bir kronik sistemik hastaligi (diabetes mellius, kronik
bobrek yetmezligi, malignensiler vb.) olmamak

C- 25-75 yas grubunda olmak

3.11.4. Arastirmaya Dahil Edilmeme Kriterleri

a- KY tanisi kesinlesmemis olmak ve EF>40 olmak

b- Degerlendirme igin yeterli 6rnegi kalmayan hastalar

Cc- Anti diabetikler, kemoterapi ilaglari, vitamin, mineral destegi kullanimi

d- Herhangi bir organ sisteminde, dnceden tanisi konmusg bir maligniteye sahip olan

hastalar
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3.11.5. Arjinin Dekarboksilaz Tayini
yLbiont marka manuel ELISA Kiti kullanilarak ADC tayini yapildi. Standart
derisimlere kars1 okunan absorbanslar ile standart egri olusturuldu. Egri

denkleminden her bir numunenin derigimi pg/ml olarak hesaplandi.

Arjinin Dekarboksilaz ¢calisma prosediirii

yLbiont marka manuel ELISA Kiti, test kit mikroplate formatinda hazirlanmis bir
Kittir. Tayin yontemi enzim bagl baglayici protein (enzyme-linked binding protein
assay) sandwich yontemi olup, bu yontemde spesifik olarak ADC tutan baglayici
protein ile kapli mikrokuyucuklar kullanilir. -20 C’de ependoflar igerisinde
saklanmig serumlar oda isisinda ¢oziinmeye birakilir. Blank water kuyucugu harig
diger mikrokuyucuklara olgularin serumlar1 konur ve ADC antibodies eklendikten
sonra kuyucuklara eklenen horseradish peroxidase (HRP), kuyucuklara bagli ADC
ile kompleks olusturmas: i¢in 60 dakika inkiibe edilir. Inkiibasyon sonras1 yikama
yapilir. Yikama basamagindan sonra renk reaksiyonu meydana getirmek igin
kuyucuklara kromojenik substrat (one component substrate solution) eklenir 10
dakika inkiibasyona birakilir.

Daha sonra blank water kuyucugu hari¢ diger kuyucuklara stopping solusyon
eklenerek enzimatik reaksiyonun durmasi saglanir. Son asamada ¢alisma sonucu
materyalin spektrofotometrede 450 nm’deki optik dansitesi okutulur. ADC referans
solusyonlar1 (2.5, 5, 10, 20, 40 ng\ml) ve 0 ng\ml ADC igeren kuyucuklarin 450 nm
deki optik dansitesinden faydalanarak referans grafik cizilir ve bu grafige gore ADC

degerleri pg/ml olarak hesaplanir.
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Grafik 1. Arjinin Dekarboksilaz standart egri grafigi

3.11.6. Ornitin Dekarboksilaz Tayini
yLbiont marka ELISA kiti kullanilarak ODC tayini yapildi. Standart derisimlere
kars1 okunan absorbanslar ile standart egri olusturuldu. Egri denkleminden her bir

numunenin derigimi pg/ml olarak hesaplandi.

Ornitin Dekarboksilaz ¢calisma prosediirii

yLbiont marka manuel ELISA Kiti, test kit mikroplate formatinda hazirlanmis bir
kittir. Tayin yontemi enzim bagli baglayici protein (enzyme-linked binding protein
assay) sandwich yontemi olup, bu yontemde spesifik olarak ODC tutan baglayici
protein ile kapli mikrokuyucuklar kullanilir. -20 C’de ependoflar igerisinde
saklanmis serumlar oda 1sisinda ¢oziinmeye birakilir. Blank water kuyucugu harig
diger mikrokuyucuklara olgularm serumlar1 konur ve ODC antibodies eklendikten
sonra kuyucuklara eklenen horseradish peroxidase (HRP), kuyucuklara bagli ODC
kompleks olusturmasi igin 60 dakika inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi yikama
yapilir. Yikama basamagindan sonra renk reaksiyonu meydana getirmek i¢in
kuyucuklara kromojenik substrat (one component substrate solution) eklenir 10

dakika inkiibasyona birakilir.
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Daha sonra blank water kuyucugu hari¢ diger kuyucuklara stopping solusyon
eklenerek enzimatik reaksiyonun durmasi saglanir. Son asamada g¢aligma sonucu
materyalin spektrofotometrede 450 nm’deki optik dansitesi okutulur. ODC referans
solusyonlari (2.5, 5, 10, 20, 40 ng\ml) ve 0 ng\ml ODC igeren kuyucuklarin 450 nm
deki optik dansitesinden faydalanarak referans grafik ¢izilir ve bu grafige gére ODC

degerleri pg/ml olarak hesaplanir.
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Grafik 2. Ornitin Dekarboksilaz standart egri grafigi

3.11.Agmatinaz Tayini
yLbiont marka ELISA kiti kullanilarak agmatinaz tayini yapildi. Standart derisimlere
kars1 okunan absorbanslar ile standart egri olusturuldu. Egri denkleminden her bir

numunenin derisimi pg/ml olarak hesaplanda.

Agmatinaz calisma prosediirii

yLbiont marka manuel ELISA Kiti Test kit mikroplate formatinda hazirlanmig bir
kittir. Tayin yontemi enzim bagl baglayict protein (enzyme-linked binding protein
assay) sandwich yontemi olup, bu yontemde spesifik olarak agmatinaz tutan

baglayici protein ile kapli mikrokuyucuklar kullanilir. -20 C’de ependoflar igerisinde
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saklanmig serumlar oda isisinda ¢oziinmeye birakilir. Blank water kuyucugu harig
diger mikrokuyucuklara olgularin serumlar1 konur ve agmatinaz antibodies
eklendikten sonra kuyucuklara eklenen horseradish peroxidase (HRP), kuyucuklara
bagli agmatinaz ile kompleks olusturmasi igin 60 dakika inkiibe edilir. inkiibasyon
sonras1 yikama yapilir. Yikama basamagindan sonra renk reaksiyonu meydana
getirmek icin kuyucuklara kromojenik substrat (one component substrate solution)
eklenir 10 dakika inkiibasyona birakilir.

Daha sonra blank water kuyucugu hari¢ diger kuyucuklara stopping solusyon
eklenerek enzimatik reaksiyonun durmasi saglanir. Son asamada g¢alisma sonucu
materyalin spektrofotometrede 450 nm’deki optik dansitesi okutulur. Agmatinaz
referans solusyonlar1 (2, 4, 8, 16, 32 ng\ml) ve O ng\ml agmatinaz igeren
kuyucuklarin 450 nm deki optik dansitesinden faydalanarak referans grafik ¢izilir ve

bu grafige gére agmatinaz degerleri pg/ml olarak hesaplanir.
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Grafik 3. Agmatinaz standart egri grafigi

3.11.8. Arjinaz Aktivite Tayini
Arjinaz aktivite 6lgiimii yapilirken, arjininin arjinazla hidrolizi sonucu olusan iire
miktarinin spektrofotometrik bir yontem olan Tiyosemikarbazid Diasetil Monoksim

Ure (TMDU) yontemiyle dlgiilmesi esasindan faydalanilir (102).
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Arginaz enzimi, aktivasyon icin Mn?* katyonuna ihtiyag duymaktadir. Mn?*
katyonuna baglanmasiyla enzim 1siya daha dayanikli hale gelmekte ve inhibitorlere
karsi1 dayanikliligi artmaktadir. Ancak enzimin asitle muamelesi sirasmda Mn®*
iyonlarmimn enzim i¢in inhibisyona ve denatiirasyona karsit diren¢ gostermedigi
gorlilmiistiir (102,103). Arjinaz aktivitesi Olgiiliirken izlenenen basamaklarak su
sekildedir;

1. 30 adet hasta ve kontrol grubu serumlarmdan her biri numaralandirilmis falcon
tiiplerine 0.1 ml almarak {izerine 9.9 ml 2.5 mM MnCl, eklendi ve 55°C’ta 10 dk
inkiibasyona birakildi.

2. Iki ayr1 gruplama yapildi. Birinci grupta hasta grubuna ait deney tiipleri ve sifir
zaman (zero time blank) tiipleri yer alirken, ikinci grupta kontrol grubuna ait deney
tiipleri ve sifir zaman tiipleri yer aldi. Her iki grupta bulunan tiiplerin her birine 0.4
ml 50 mM arjinin ¢ozeltisi ve 0,4 ml 100mM karbonat tamponu (pH 9.7) konuldu.

3. Kor (blank) tiiptine 1 ml distile su eklenirken, Standart tiipiine ise 0,1 pmol/ml’lik
iire standardindan 1 ml konuldu.

4. Sifir zaman tiiplerine ise 3 ml asit karigimi (%56.7°lik H3POy iginde 0.12 M FeCl3
ve %20’lik (V/V) H2SO4 karigimi) konulduktan sonra 0.2 ml enzim kaynagindan
ilave edilip vortekslendi. Standart ve kor tiiplerine de 3 ml asit karisimi konuldu.

5. Tiipler ve enzim kaynag1 37°C’lik su banyosunda 3 dk bekletilerek ayni 1siya
gelmeleri saglandi.

6. Sonrasinda deney tiiplerine 0.2 ml enzim kaynagmdan konuldu, vortekslendi ve
sallantili su banyosunda 37°C’de 15 dk inkiibasyona birakildi. Siirenin sonunda
biitiin deney tiiplerine 3 ml asit karisimi ilave edilerek reaksiyon durduruldu.

7. Ttim tiiplere 2 ml renk ayiract olan 0.0036 M tiyosemikarbazid ve 0.0617 M
diasetilmonoksim ilave edildi ve vortekslendi. Tiiplerin agizlar1 kapatilarak 10 dk
kaynar su banyosunda tutuldu sonra sogutularak 520 nm dalga boyunda kore karsi
absorbanslar1 okundu.

8. Hesaplamada yapilirken, her deney tiipiiniin absorbansindan, kendi sifir zaman
(zero time blank) absorbansi gikartilarak net absorbans elde edildi.

9. Standart absorbansi, standarttaki iire miktar1 ve seyreltme katsayilar1 kullanilarak

faktor hesabi yapildi:
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(0,1 umol tire/ml) x 100 x 5 x 4

Faktor =
0,1 pmol iire/ml’nin absorbans
100 : Siipernatantin MnCl, seyreltme katsayisi
5 : Siipernatantin inkubasyon ortamindaki seyreltme katsayisi

4 : Inkiibasyon siiresinin 1 saate tamamlanma katsayis1

10. Enzim aktivitesi hesaplanirken net 6rnek absorbanslari faktor ile ¢arpilarak enzim

aktivitesi pumol tire/ml/saat birimiyle ifade edildi.

3.11.9. Ornitin Tayini

Bu yontem ornitinin ninhidrin ile olusturdugu mor renkli kompleksin
spektrofotometrik olarak olglimiine dayanmaktadir (104). Ornitin aktivitesi
Olciiliirken izlenenen basamaklarak su sekildedir;

1. Calisilacak hasta ve kontrol grubu serum o6rnekleri %10’luk TCA ile 1/1 oraninda
muamele edilir. Daha sonra tiiplerin agzi kapatilarak 3000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlendi ve siipernatant alinir.

2. Kor tiipiine 1 ml distile su ve standart tiipiine de 1 ml 0.18 pmol/mI’lik ornitin
¢ozeltisi konulur.

3. Deney tiiplerine 1 ml siipernatant eklendikten sonra, biitiin tiiplere sirayla 2.5 ml
glasiyel asetik asit ve 0.25 ml ninhidrin ayiraci konulur.. Tiim tiipler vortekslendikten
sonra 30 dakika kaynar su banyosunda tutulur.

4. Su banyosundan ¢ikarilan tlipler hizla soguduktan sonra spektrofotometrede 515
nm’de absorbanslar1 6l¢iiliir.

5. Hesaplama yapilirken asagidaki formiil kullanild1.

Deney absorbanst x 2 x (0.18 pmol ornitin/ml)

Ornitin (umol/ml) =

Standart ornitin absorbans degeri

2: Homojenati TCA ile seyreltme katsayis1

0.18 umol/ml: Standart ornitin konsantrasyonu
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4. BULGULAR

Calisma populasyonunu tanimlayict veriler ve laboratuvar verileri Cizelge 2 ve
Cizelge 3’de belirtildi.

Cizelge 1. Kontrol ve Hasta Gruplarinin Cinsiyetine Ait Bilgiler ve

Degerlendirilmesi
Cinsiyet Kontrol Hasta
Erkek N (%) 16 (%53.3) 16 (%53.3)
Kadin N (%) 14 (%46.7) 14 (%46.7)
Toplam N (%) 30 (% 100) 30 (% 100)

Hasta ve kontrol grubundaki bireylerin 14°tGnii  %46.7°sin1 kadin  bireyler

olustururken, 16’sm1 % 53.3’linii erkek bireyler olusturmaktadir.

Cizelge 2. Kontrol ve Hasta Gruplarinin Yas Araliklarinin Degerlendirilmesi

Yas Araliklan Toplam
35-54 55-74 75-95 N
Hasta 1 (%3.3) 17(%56.7) 12(%40.0) 30(%100)
Kontrol 3(%10.0)  18(%60.0) 9(%30.0) 30(%100)
Toplam 4 (%6.7) 35(%58.3) 21(%35.0)  60(%100)

(X2=1,45; p=0,483; p>0,05 anlamsiz)

Hasta grubunda bulunan bireylerin %3.3’ti 35-45 , %56.7’s1 55-74, %40°1 ise 75-95
yas araliginda, kontrol grubunda bulunan bireylerin %10’u 35-54, %60°1 55-74,

%30’u ise 75-95 yas aralignda bulunmaktadir. Yas yoniinden gruplar arasi farklilik
onemsizdir (p=0,483).
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Cizelge 3. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Enzim Diizeylerinin Degerlendirilmesi

(X£SD) Hasta Median | Kontrol Median| Sonuc
ornitin 0,13+0,02 0,13 | 0,9+0,10 0,10 | P=0,001"
(nmol/ml)

Arjinaz 23,74+18,64 17,16 |10,57+8,71 9,36 | P=0,001"
(nmoliire/ml/saat)

Ornitin 239,08+26,17 | 243,88 |219,71+36,24 | 233,14 | P=0,019"
Dekarboksilaz

(pg/ml)

Arjinin 163,93+46,02 | 184,02 |164,87+31,46| 172,82 | P=0,395
Dekarboksilaz

(pg/ml)

Agmatinaz 117,56+30,96 | 115,34 [130,15+31,81| 140,21 | P=0,053
(pg/ml)

P<0,05 anlaml
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Grafik 4: Hasta ve kontrol grubunda ornitin diizeyi
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Grafik 6: Hasta ve kontrol grubunda ADC diizeyi
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Grafik 7: Hasta ve kontrol grubunda agmatinaz diizeyi
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Tablo 3: Hasta ve kontrol grubuna ait rutin biyokimyasal test sonuglari

Gruplar Mean Std. Median | Minimum | Maximum P
Deviation

RBC Hasta 4.33 0.88 3,89 3.24 6.01 | 0,510
Kontrol 4.20 0.61 4,11 2.88 5.18

HB Hasta 12.24 2.36 11,90 9.00 16.60 | 0,511
Kontrol 12.93 5.19 12,25 9.40 38.50

TROMBOSIT Hasta 269.16 71.37 273,50 115.00 374.00 | 0,027
Kontrol 225.82 76.89 232,00 10.60 445,00

WBC Hasta 10.43 8.02 8,88 454 48.22 0,714
Kontrol 9.74 6.43 7,47 2.89 37.66

MCV Hasta 85.40 5.23 85,50 69.70 96.00 | 0,770
Kontrol 84.49 16.04 87,85 9.50 103.70

CRP Hasta 18.81 23.84 10,30 2.21 106.00 | 0,164
Kontrol 33.41 51.47 17,85 1.10 270.00

NT-BNP Hasta 5564.00 3738.77 | 5794,50 107.10 12618.00 | 0,096
Kontrol 3172.25 6776.52 990,80 292.10 35000.00

TROPONIN Hasta 5.60 30.10 0,02 .01 165.00 | 0,316
Kontrol 0.04 0.07 0,01 .00 .35

ALT Hasta 24.76 21.55 20,50 6.00 110.00 | 0,383
Kontrol 51.40 164.54 14,00 3.00 910.00

ALP Hasta 168.06 167.24 117,00 63.00 857.00 | 0,022
Kontrol 93.96 42.63 80,50 36.00 251.00

AST Hasta 24.46 19.55 19,00 10.00 112.00 | 0,318
Kontrol 60.63 195.67 19,50 8.00 1093.00

CK Hasta 92.40 67.03 65,50 31.00 306.00 | 0,082
Kontrol 145.56 150.15 85,00 13.00 749.00

Na Hasta 139.77 3.96 141,00 131.00 146.00 | 0,660
Kontrol 139.33 3.67 138,50 131.00 146.00

K Hasta 4.73 0.78 4,71 3.19 7.81 | 0,741
Kontrol 4.66 0.82 4,44 3.45 6.90

Ca Hasta 9.19 0.62 9,38 7.20 9.91 | 0,333
Kontrol 13.39 23.53 9,23 7.66 138.00

BUN Hasta 34.85 15.61 34,52 14.01 81.02 | 0,858
Kontrol 36.06 33.50 25,84 10.24 183.42

KREATININ Hasta 1.33 0.43 1,28 0.54 2.36 | 0,467
Kontrol 1.49 1.16 1,28 0.56 6.61

LDL Hasta 80.50 21.26 77,00 52.00 134.00 | 0,010"
Kontrol 98.20 29.39 90,00 61.00 201.00

TRIGLISERIT | Hasta 130.50 50.34 127,50 48.00 288.00 | 0,546
Kontrol 138.86 56.17 159,50 42.00 279.00

HDL Hasta 51.30 14.96 46,00 34.00 89.00 | 0,006
Kontrol 41.20 12.44 37,00 25.00 74.00

KOLESTEROL | Hasta 141.93 17.52 144,00 87.00 168.00 | 0,006”
Kontrol 163.26 36.54 159,50 99.00 278.00

AKS Hasta 126.76 59.05 107,50 51.00 354.00 0,497*
Kontrol 117.23 48.38 96,50 71.00 269.00

INR Hasta 1.60 0.73 1,35 0.92 3.96 | 0,721
Kontrol 1.69 1.27 1,19 0.62 5.77

PT Hasta 19.78 8.06 17,15 11.60 47.80 0,498
Kontrol 17.77 13.96 12,75 10.80 67.50

APTT Hasta 36.90 4.77 37,60 25.30 44.40 | 0,001
Kontrol 29.65 7.77 28,75 18.80 50.50

ALBUMIN Hasta 4.00 0.40 4,01 2.70 490 | 0,339
Kontrol 412 0.59 4,29 2.51 481

T.PROTEIN Hasta 6.80 0.55 6,90 5.27 7.82 | 0,044
Kontrol 6.51 0.53 6,47 5.02 7.61

"P<0,05 anlamli
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Tablo 4. Hasta ve kontrol grubuna ait ejeksiyon fraksiyon degerleri

En En Ortalama Standart P ..
Diisiik | Yiiksek Sapma | Degeri
HASTA EF| 15.00 40.00 3370 | 646 |0001
KONTROL | er' 4500 6000 5250 | 390 [0:001

“P<0,05 anlamli

Tablo 5: Ornitin ile agmatinazin korelasyon iligkisi

Ornitin Agmatinaz
HDL r=-0.41 -
LDL r=0.37 r=0.51
EF = r=0.43
NT-proBNP | - r=0.38

Ornitin ile HDL arasinda zayif negatif korelasyon (r= -0.41) vardi. Bu iliski
istatistiksel olarak onemliydi (p<0,05).

Ornitin ile LDL arasinda zayif pozitif korelasyon (r=0.37) vardi. Bu iliski
istatistiksel olarak 6nemliydi (p<0,05).

Agmatinaz ile EF arasinda zayif pozitif korelasyon (r= 0.43) vardi. Bu iliski
istatistiksel olarak 6nemliydi (p<0,05).

Agmatinaz ile NT-proBNP arasinda zayif pozitif korelasyon (r=0.38) vardi. Bu
iligki istatistiksel olarak 6nemliydi (p<0,05).

Agmatinaz ile LDL arasinda zayif pozitif korelasyon (r=0.51) vardi. Bu iligki
istatistiksel olarak 6nemliydi (p<0,05).

Yapilan analizler sonucunda, c¢izelge 3’de goriildiigii gibi ornitin diizeyi
ortalamalar1 hasta grubunda 0,13+0,02 pumol/ml, kontrol grubunda ise 0,09+0,01
ise hasta grubunda 23,74+18,64

umol/ml olarak bulundu. Arjinaz diizeyi

umoliire/ml/saat, kontrol grubunda ise 10,57+8,71 umoliire/ml/saat olarak bulundu.
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ODC diizeyi ortalamalar1 hasta grubunda 239,08+26,17 pg/ml kontrol grubunda ise
219,71436,24 pg/ml olarak bulundu. Agmatinaz diizeyi ortalamalar1 hasta grubunda
117,56+30,96 pg/ml kontrol grubunda ise 130,154+31,81 pg/ml olarak bulundu, ADC
diizeyi ortalamalar1 hasta grubunda 163,93+46,02 pg/ml kontrol grubunda ise
164,87+31,46 pg/ml olarak bulundu.

ODC, ornitin ve arjinaz diizeyleri iki grup arasinda karsilastirildiginda aradaki
fark, istatistiksel olarak anlamli iken (P<0,05), agmatinaz ve ADC diizeyleri iki grup
arasinda istatistiksel olarak farkli degildi (P>0,05).
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5. TARTISMA

Arjinin saglikli erigkinlerde esansiyel olarak degerlendirilmemektedir, fakat
cocukluk ve genglik caginda viicudun bu aminoaside gereksinimi arttig1 i¢in hayatin
bu donemlerinde esansiyel olarak kabul edilir. L- Arjinin birgok metabolik yolakta
onemli roller oynar. Arjininin nitrik oksit (NO) sentezinde Onciil olmasi, bu amino
asidin viicut i¢in Oonemini vurgulayan bir durumdur. Pek ¢ok hastalik, ozellikle
sepsisteki olumlu etkileri arjinine kosullu esansiyel amino asit olma niteligi
kazandirmaktadir. Viicutta arjinin, sitrullin, glutamat ve proteinlerin yikimindan
sentezlenir; arjinaz araciligryla ornitin ve iireye katabolize olur.

Arjininin protein sentezi, glukoz olusumu, NO sentezi, ornitin ve iire sentezi,
kreatin, agmatin ve PA sentezi gibi biyosentezlere katilan bir aminoasittir. Ek olarak
bagisiklikta 6nemli bir oligopeptid olan tuftsin ve antiditiretik (ADH) hormonunun
yapisinda yer alir. L-arjinin suplementasyonunun basta kardiyovaskiiler sistem olmak
lizere immiin, Urogenital, endokrin, kas iskelet sistemleri {izerine olumlu etkileri
vardir.  Kardiyovaskiiler  hastaliklarda, pulmoner hipertansiyonda, erkek
infertilitesinin  tedavisinde, yaniklarin tedavisinde ve yara iyilesmesinin
hizlandirilmasinda, sepsiste arjinin suplementasyonu umut verici bir tedavi stratejisi
olarak goriilmektedir (105).

Arjinazin artmug aktivitesi, pulmoner arteriyel hipertansiyon, ateroskleroz,
miyokardiyal iskemi, konjestif KY ve diabetes mellitustaki vaskiiler disfonksiyon
gibi ¢esitli patolojik kardiyovaskiiler klinik durumlarda ortaya konmustur (106).
Quitter ve arkadaslar1 yaptigi klinik bir ¢alismada, plazma arjinaz I diizeyini KY olan
hastalarda kontrollerden ¢ok daha yiiksek olarak izlemislerdir. Agir KY olan
hastalarda hafif KY olan hastalara kiyasla anlamli derecede yiiksek arjinaz diizeyleri
tespit edilmistir (107). Literatiirdeki veriler ve bizim bulgularimiz kardiyovaskiiler
hastaliklarin seyrinde artmis arjinaz aktivitesinin Onem tasiyan bir biyobelirteg
calismasi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Watt ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢aligmada, pulmoner hipertansiyon
varliginin, artmis arjinaz aktivitesi ile iliskili oldugu ve ek olarak, plazma arjinaz I

seviyesinin hasta grupta, kontrol grubundaki farelere gore artmus oldugu
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belirtilmistir. Tedavide bir arjinaz inhibitérii kullanilmis ve L-arjinin korunmus ve
pulmoner direncin azaldigi bulunmustur (108).

Yiiksel ve arkadaslar1 Obstriiktif Uyku Apnesi Sendromu olan hastalarda
arjinaz ve NO seviyelerini degerlendirmek lizere yaptiklar1 bir arastirmada; arjinin
aktivitesinin, kardiyovaskiiler hastaligi olmayan obstriiktif uyku apne sendromlu
hastalarda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugunu saptamiglardir.
Kardiyovaskiiler hastaligi bulunan obstriiktif uyku apne sendromlu hastalarda ise
kontrol grubundan daha yiiksek diizeyde arjinaz aktivitesi saptanmistir ve sonugta
artan arjinaz aktivitesinin NO ‘in azalmasina neden oldugu goriilmistiir (109).

Arjinaz aktivitesi artmis oldugunda, ortak substrat olan L-arjinin i¢in nitrik
oksit sentaz (NOS) ile arjinaz rekabet edebilir. NO {iretimi igin gerekli olan L-arjinin
yetersiz oldugunda, daha az NO fiiretilecek ve siiperoksit olusturmak i¢in daha fazla
molekiiler oksijen kullanacaktir. Bu durumun vaskiiler fonksiyon bozuklugu ile
sonu¢lanmast beklenebilir. Kubo ve arkadaslarm fareler iizerinde yapmis oldugu bir
calismada yagh diyetle beslenen obez farelerin karacigerlerindeki arjinaz I ‘in
mRNA ve protein ekspresyon seviyesinin, kontrol diyetle beslenen farelere gore
anlamlh bir sekilde yiliksek oldugu bulunmustur. Bu durumun vaskiiler endotel
disfonksiyonuna neden oldugu belirtilmistir (110).

Endotelden saliman NO damarlarda gevsemeye (vazodilatasyon) neden
olurken, KY’de artmus arjinaz aktivitesi sonucu, NO sentezi azalir; bu durum
damarlarda sertlesmeye (ateroskleroz) ve vaskiiler endotel disfonksiyonuna neden
olur (111). Bizim ¢alismamizda da hasta grupta vaskiiler endotel disfonksiyon
gelismis olabilecegi icin arjinaz aktivitesini yliksek buldugumuzu diisiinmekteyiz.
Berkowitz ve arkadaslarmin yaptig1 bir ¢alismada, vaskiiler endotelyal disfonksiyon
ile artmis arjinaz aktivitesi ve ekspresyon diizeyleri birbirleriyle ile iligkili olarak
bulunmustur (112). Literatiir verileriyle ¢alismamizin verilerinin - uyumluluk
gostermesi, KY’de PA yolagi enzimi olan arjinazin artan aktivitesi ile vaskiiler
disfonksiyon arasindaki iliskiye isaret etmektedir.

Arjininin ornitine doniisimiinii katalizleyen arjinaz aktivitesinin iki ana
homeostatik amaci vardir: birincisi, lire sentezi yoluyla amonyag: viicuttan atmaktir.
ikincisi ise iire sentezinin gergeklesmedigi dokularda prolin, glutamat ve PA

biyosentezi i¢in gerekli oOrnitini iretmektir. Ornitin, bilylime hormonun
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iretilmesinde, karacigerin metabolik islevlerinde ve immiin sistemin ¢alismasinda
onemli roller oynar (59).

Durante arjinazin damar duvari iizerindeki roliinii incelemek i¢in yaptigi bir
calismada; artmis arjinaz aktivitesinden kaynaklanan artmis ornitin seviyelerinin,
vaskiiler hipertrofiye, fibrozise ve sertlige yol agtigini ileri stirmiistir (113). Bu
durumun basta kalp olmak tizere bobrekleri ve birgok organi etkilerken, kanser
hiicrelerinin biiyiimesine neden olduguda belirtilmistir (114).

ODC, kardiyovaskiiler homeostaz1 modiile ettigi bilinen PA’lerin yanm sira
diger bilesiklerin de bulundugu karmasik bir sinyalleme kaskadinin parcasidir. ODC
seviyesinin artmast PA sentezindeki artis1 beraberinde getirmektedir. PA
seviyesindeki artis hiicre proliferasyonunun uyarilmasina, c-fos, c-myc, c-jun gibi
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu artirarak biiyiime faktorlerin uyarilmasina
neden olmakta apoptozu ve karsinogenezi indiiklemektedir (7). Bu nedenle kanser
tiirlerinin yani1 sira KY ve astim gibi kronik dejeneratif hastaliklarda da serum ODC
seviyesinin yiiksek oldugu belirtilmistir (115,116). Kardiyomiyositlerin apoptotik
hiicre 6liimii, iskemi, hipertrofi ve KY’de dahil olmak iizere bircok kardiyovaskiiler
hastalik siirecinde rol oynamaktadir. Tantini ve arkadaslarmin yapitigi bir ¢alismada,
iskemiye maruz birakilan H9c2 kardiyomiyoblastlarda ODC aktivitesinin arttigi ve
buna bagli olarak PA sentezininin arttig1 goriilmistiir (117).

Giordano ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada, ODC’yi ifade eden
transgenik farelerin, transgenik olmayan kontrollere kiyasla f-adrenerjik uyariya bir
yanit olarak, sol ventrikiil hipertrofisi yasadiklarini, buna bagli olarak miyositlerde
apoptozun gozlendigini ve KY gelistigini belirlemislerdir (118). Literatiirde
bulgularimiz1 destekleyici benzer bir ¢alismada da Meana ve arkadaslari, KY olan
hastalarin kalp dokusunda PA diizeyleri incelenmisler ve ODC diizeyinde artma
oldugunu tespit etmislerdir (115).

ODC ile ilgili yapilan bir diger ¢aligmada, Hardbower ve arkadaslar1 ODC’nin
bakteri enfeksiyonlarinda makrofaj fonksiyonunun diizenlenmesindeki roliinii
aragtirmiglardir. Makrofajdan tiireyen ODC’nin Helicobacter pylori ve Citrobacter
rodentium enfeksiyonu sirasinda histon modifikasyonlar1 yoluyla M1 makrofaj
aktivasyonunu artirdigini, gastrik ve kolonik inflamasyonu artirdigini belirtmiglerdir.

Bu ¢aligmada, ODC'nin putresine eklenmesi, artmis makrofaj aktivasyonunu tersine
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cevirerek, ODC ve putresinin makrofaj fonksiyon diizenleyicileri oldugunu
belirtmiglerdir (119). KY’de makrofaj aktivasyonunun artmasi, miyosit ve endotel
hiicrelerinde apoptozu meydana getirerek, septik soka ve inflamasyon goriilmesine
neden olur (120).

ODC ile olusan putresin ve spermidin tirozin kinazlar ve MAPK araciligiyla c-
fos, c-jun, c-myc protoonkogenlerinin transkripsiyonunu artirirlar. eIF-5A’nin
hipusinasyonunu uyararak hiicre proliferasyonunu uyarmaktadir. elF-5A’nin
hipusinasyonu spermidine bagli oldugundan spermidin yoklugunda bu hipusinasyon
inhibe olmakta ve hiicrenin biiyliimesi durmakta nihayetinde karsinogenez stimiile
edilmektedir. ODC aktivitesi kanserli dokularda normal dokulara gore daha yiiksek
seviyede bulunmustur (121). Dai ve arkadaglarmm yaptigi bir ¢alismada,
ekstraseliiler PA’lerin ODC ve SSAT ekspresyonunu Akt-1 yolagi araciligiyla
indiikleyerek kanser hiicresi proliferasyonunu ve migrasyonunu indiikledigi
gozlemlenmistir (122).

Bokara ve arkadaslar1 arjininden agmatin olusumunu katalizleyen ADC
enzimi iizerine in vitro bir ¢alisma yapmislardir. Bu ¢aligma sonucunda elde edilen
veriler, retroviriis ile verilen insan ADC genlerinin farelerin noralprogenitor
hiicrelerinde oksidatif hasara kars1 hiicre sagkalimimi gergeklestirdigini gostermistir.
ADC enziminin anti-tiimor rolii oldugu ve norogenezis ile ilgili oldugu iizerine
yapilan ¢aligmalar da 6nem arzetmektedir (123). Literatiirde tiroid, bobrek, kalp ve
aortadaki L-Arjinin metabolizmasma iliskin arastirmalar yapilmistir. Hipotiroidi ve
hipertiroidi olan siganlarda ADC’nin renal ve kardiyovaskiiler dokulardaki
seviyesinin yliksek olmasi, enzimin tiroid hormonun tarafindan pozitif olarak modiile
edildigini destekler. Yine ayni ¢calismada ¢arpici diger bir unsur da depresyon, alkol
ve madde bagimliligi, 6grenme ve stresde onemli rolii olan agmatinin kalsiyum
homeostaz1 iizerine etki ederek kalp ve vaskiiler fonksiyonlar1 modiile ettigi

konusudur (124).
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6.SONUCLAR VE ONERILER

Literatiirdeki ¢cogu ¢alismada KY olan hastalarda serum Arjinaz diizeyinin artmis
oldugu belirtilmektedir. Arjinaz’la ilgili olarak, bu ¢alismanin bulgular ile literatiir
bulgular1 eslesmektedir. Bu durum arjinazin KY gelisim siireci ve patogenezinde
kullanilabilecek yararli biyolojik belirte¢ olmasi ihtimalini sergilemektedir. Son
yillarda Arjinaz inhibitorleri ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalar artmaktadir. Koroner
arter hastalig1, hipertansiyon ve kardiyak arrest sonrasi resiisitasyon sirasinda arjinin
replasmaninin umut verici sonuglari oldugu bildirilmistir (125). Bu gozlemler arjinaz
aktivitesini inhibe etmenin, basta KY olmak {izere kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde yararli olabilecegini diisiindiirmektedir. Fakat KY hastalarinda arjinaz
aktivitesini uzun siireli inhibe eden bir tedavinin giivenilirligini gostermek i¢in daha
ileri caligmalara ihtiya¢ oldugu agiktir.

Artmig ornitin diizeyinin KY iizerine roliiniin incelenmesinde literatiirde fazla
sayida calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle arjinaz/ornitin yolagmin inhibitor
ajanlarmin  KY tedavisinde kullanilabilirligi ve ornitinin biyobelirte¢ olabilme
Ozelligi hakkinda daha fazla klinik ¢alisma yapilmasinin 6nii agiktir. ODC’nin
KY’de ve bir¢ok hastalikta diizeyinin yiiksek olmasi aklimiza tami1 ve takipte bir
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini getirmektedir.

Sonug olarak bazi PA’lerin konsantrasyonundaki degisikliklerin KY
progresyonuyla iliskili olabilecegine inanityoruz. Bu nedenle, PA yolagi ile ilgili tim
PA’lerin ve reaksiyonlara eslik eden enzim diizeylerinin Ol¢timlerini igeren, daha

genis serileri barindiran ¢aligmalarin yapilmasi gerektigini diisiiniiyoruz.
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EK 1: Bilgilendirilmis Olur Formu

BILGILENDIRILMIiS OLUR FORMU

Saym....
Bu katilacaginiz c¢alisma bilimsel bir arastirma olup, arastrmanmn adi “Kalp
Yetmezligi Olan Hastalarda Poliamin Sentez Yolundaki Enzim Diizeylerinin

incelenmesi’’.

Bu arastirmanin amaci, Kalp yetmezligi olan hastalarda ve kontrol grubunda
Poliamin sentez yolundaki enzim diizeylerini belirlemektir. Ayrica Olciilen
parametreleri birbiri ile karsilastirarak Kalp Yetmezligi ile arasindaki iliskiyi
arastirmaktir. Bu calisma kalp yetmezligi hastaliginin olusumu ile seyrinin
aydmlatilmasina ve wuzun vadede hastaliklarin tedavisine katki saglayabilir.
Calismamiza katilmaniz halinde saglikli birey olmaniza veya hasta birey olmaniza
gore bu 2 gruptan birinde yer alacaksmiz. Caligmaya katilim goniilliilik esasina
dayalidir. Kararmizdan 6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu
bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalaymniz.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi oneriyoruz. Ancak hemen sdyleyelim ki
bu arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliiliik
esasina dayalidir. Kararmizdan 6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz.
Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu
imzalaymiz.

Bu arastirmada yer almaniz icin bir defa gelmeniz yeterli olup, arasgtirmada
yer alacak sizin gibi goniilliilerin sayis1 30°dur. Caligma 1 yil stirecektir.

Bu arastirmay1 yapmak istememizin nedeni, Kalp yetmezliginin altinda yatan
sebepleri biyokimyasal yonden incelemek ve uluslararasi literatiire katkida

bulunmaktir. Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastrma ve Uygulama
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Hastanesi Kardiyoloji AD, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Acil Tip AD ve
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya AD tarafindan gerceklestirilecek
bu ¢aligmaya katiliminiz arastirmanin basarisi i¢in dnemlidir.

Bu arastirma ile ilgili olarak sizden beklenen, istenen tahlilleri yaptirmak,
aragtiricinin sorularina uygun ve dogru cevap vermek ve sonuglarini zamaninda
arastirictya ulastirmaktir. Bu arastirmada sizin i¢in herhangi bir risk ve zarar soz
konusu degildir.

Eger arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz Dog. Dr. Ozlem Demirpencge veya
onun gorevlendirecegi bir hekim tarafindan muayene edileceksiniz ve bulgular
kaydedilecektir. Muayene sonucunda doktorunuz uygun goriirse bu c¢alismaya
almacaksmiz. Yine izniniz dogrultusunda bu ¢alismay1 yapabilmek i¢in kolunuzdan
5 ml (1-2 tip) kadar kan almamiz gerekmektedir. Alinan kanda biyokimyasal
parametrelerin (Poliamin) gibi maddelerin miktar1 dlciilecektir. Ayrica yas, cinsiyet,
kilo, dogum tarihi gibi bilgilerinizde kayit altina almacaktir.

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: 1-) Igne batmasma baglh olarak
az bir ac1 duyabilirsiniz. 2-) Az bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda
kanamanin uzamasi veya enfeksiyon riski vardir.

Arastirma sirasinda sizi ilgilendirebilecek herhangi bir gelisme oldugunda, bu
durum size veya yasal temsilcinize derhal bildirilecektir. Arastirma hakkinda ek
bilgiler almak i¢in ya da ¢alisma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da
diger rahatsizliklarmiz i¢in 05057753657 numarali telefondan arastirmaci
doktorunuz Dog¢.Dr.Giilagan Tekin’e bagvurabilirsiniz.

Ayrica bu arastirma kapsamindaki biitiin muayene, tetkik, testler ve tibbi
bakim hizmetleri i¢in sizden veya bagli bulundugunuz sosyal giivenlik kurulusundan
higbir iicret istenmeyecektir. Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma
uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik
sorununuzun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahale sizden iicret talep
edilmeden ve sosyal giivenceniz kullanilmadan saglanacaktir.

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Arastrmada yer
almay1 reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada aragtirmadan ayrilabilirsiniz. Bu
durum herhangi bir cezaya ya da sizin yararlariiza engel duruma yol agmayacaktur.

Aragtirict bilginiz dahilinde veya isteginiz diginda, uygulanan tedavi semasinin
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gereklerini yerine getirmemeniz, c¢alisma programini aksatmaniz veya tedavinin
etkinligini artirmak vb. nedenlerle sizi arastirmadan c¢ikarabilir. Arastirmanin
sonuglar1 bilimsel amagla kullanilacaktir, ¢calismadan g¢ekilmeniz ya da arastirici
tarafindan ¢ikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel
amagla kullanilabilecektir.

Size ait tim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma
yayinlansa bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri,
yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize

ulasabilir. Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz.

Calymaya Katilma Onay1:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan once goniilliiye verilmesi
gereken bilgileri okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulari
arastirictya  sordum, yazili ve sozlii olarak bana yapilan tiim agiklamalar
ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Calismaya katilmay1 isteyip istemedigime
karar vermem igin bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi
bilgilerin gozden gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma
yiriitiiclisiine yetki veriyor ve s0z konusu arastirmaya iligkin bana yapilan katilim

davetini hi¢bir zorlama ve bask1 olmaksizin goniillii olarak kabul ediyorum.

Bu formun imzali bir kopyas1 bana verilecektir.

Goniilliiniin,
Adi-Soyadz:
Adresi:
Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

Aciklamalar yapan arastirmacinin,

Adi-Soyadr: Yeliz Demir

Gorevi: Yiiksek Lisans Ogrencisi

Adresi: Cumhuriyet Universitesi T1p Fakiiltesi Biyokimya A.D.
Tel.-Faks: 03462191010/ 1059

Tarih ve Imza:
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Olur alma islemine basindan sonuna kadar tamikhk eden kurulus
gorevlisinin/goriisme taniginin,

Adi1-Soyadi: Ozlem Demirpenge

Gorevi: Dogent Doktor

Adresi: Cumhuriet Universitesi Tibbi Biyokimya A.D.

Tel.-Faks: 03462191010/1059

Tarih ve Imza:
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EK 2 : Etik Kurul Karar Formu

KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN AGIK AD1

incclenmesi

Kalp yetmezligi olan hastalarda Poliamin sentez yolundaki enzim duzeylerinin

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU

ETIK KURULUN ADI

Cumhuriyet Universitesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu

Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanhgi,

=,
% % ACIK ADRESH: Tip Tarihi ve Etik A::mbi[im Dalt
== TR-58140 Merkez/Sivas
é ; TELEFON 0346 219 10 10 / Dahili: 2092 N
=l FAKS .

E-POSTA cuetikkurul@gmail.com

BASVURU BILGILERI

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACI
UNVANVADISOY ADI

Yrd. Dog. Dr. Ozlem Demirpenge

KOORDINATOR/SORUMLU
ANI

ARASTIRMACININ UZMANLIK

Biyokimya

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ
BULUNDUGU MERKEZ

Biyokimya Anabilim Dal:

Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi

VARSA IDARI SORUMLU
UNVANIADISOYADI

DESTEKLEYIC!

PROJE YORUTOCUSU

(TOBITAK vb gibi kaynaklardan
destek alanlar igin)

UNVANVADISOYADE -

DESTEKLEYICININ YASAL
TEMSILCIST

ARASTIRMANIN FAZI VE
TURD

FAZ1

FAZ 2

FAZ3

FAZ 4

Gozlemsel ilag galigmasy

“Tibbi cihaz klinik aragtirmasi

vitro tibbi tan1 cihazlan ile
yapilan performans
degerlendinme galigmalan

0 |ojojojoja|o

iiag disa klinik aragtirma

]

Diger ise belirtiniz

ARASTIRMAY A KATILAN
MERKEZLER

TEK MERKEZ COK MERKEZL1
= jau]

ULUSAL
]

ULUSLARARASI OJ

Etik Kurul Bagkammn
Unvani/Ady/Soyadi: Prof. Dr. Emin

Imza:

ekin

Not: Etik kurullh

yer
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI Kalp yetmezligi olan hastalarda Poliamin sentez yolundaki enzim duzeylerinin
incelenmesi
VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU

5 Belge Adt Tarihi Versiyon Dili
3 Numaras)
| E ARASTIRMA PROTOKOLU Torkge D) Ingilzce []  Diger O]
za BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR
éé FORMU Tirkge X1 Ingilizce ] Diger [J
g8  |OLGURAPOR FORMU Torkge [ ingilizee ] Diger [J
=
=

ARASTIRMA BROSURD Tirkge D Ingilizee (] Diger [

Belge Ads Agiklama

- SIGORTA. [m]
M TIRMA BUTCESI [m]
£ [BIVOLOIK MATERYEL TRANSFER 0
=5 |FORMU
zd [IaN L]
&  [YILLIK BILDIRIM o
@&  [SONUCRAPORU 0 —
'BC  [GOVENLILIX BILDIRIMLERD
28  IDIGER O

Karar No: 2016-12/16 Tarih: 27.12.2016

1

KARAR
BILGILERI

ve uygun b

Cihaz Kurumu'ndan izin alinmas gerekmektedir

A

‘n'ukmda bilgilen vunlm bagvuru dosyasi 1le |Ig|b belgeler arastrmanin/galigmanin gerekge, amag, yzklagim ve yontemien dikkate alinarak
up 1n bagvuru dosyasinda belinilen merkezlerde gergeklestirilmesinde etik ve bilimsel
sakinca bulunmadifina mplaamya kanlan etik kurul tye tam sayisinin salt gopunlugu ile karar verilmigtir,

P e t— L el
llag ve Blyﬂlﬂjik Ur!lnle.nn Kllmk Amstmnahn an.'kmda Yonr.tmehk kapsammﬂa yer alan mshrma]arfcahsmalar gin 'I'urkryc ilag ve Tibb

KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

ETiK KURULUN CALISMA ESASI

Kilavuzu

Tlag ve Biyolojik Urlinlerin Klnik Aragtirmalan Hakkinda Yonetmelik, Iyr Klinik Uygulamalan

BASKANIN UNVANI1/ADI/SOYADL:

Prof. Dr. Emin Yener Giiltekin

Unvany/AdySoyads Uzanhik Atam Kurumu Cinsiyet A"'i;;;g‘ et antim e Inzsy |
Prof Dr. Emin Yener Gltekin | Oroloji Cumbunyet Oniversites1 | E kO |e0 sm [em [vOo ¥ %
Prof Dr. Kargat Karadayt Genel Cerrahi Cumbunyet Oniversites | ER | X[ |EO {HE |ER | HO / X j e
Prof. Dr Holya Toker Periodontoloji Cumhuniyet Universitesi { EC] (KB {E0Q |HE {E H Db_{@_m ;L‘
Dog. Dr. Ayse Demirkazik Biyofizik Cumhuriyet Oniversitess | EC] | KR | EO [ HE (E® [HO (U_,e-—"
Dog. Dr. Aynur Engin Enfeksiyon Hastaliklan Cumhuriyet Universitesi | ECJ] | K& |EO |HE | E KO ’ ‘é'éwv
Dog. Dr. Gtilay Yildinm Tip Tarihi ve Etik Cumhuriyet Oniversitesi | EC] KR |EQ |HR E® | HO I///L}
Dog. Dr Ali $ahin Romatolaji ! Cumhunyet Onversitess | EE (KO | EOQ [HR (E® [HO o ;
Yrd. Dog. Dr. Zrynet Gnar Biyoistatistik Cumburiyet Universitesi {EC] | K® [0 [8® | E® | 1O % !
¥rd. Dog. Dr Ahmet Altun Tibbi Farmakoloji g’umhuriym Oniversitess | EB | kO [EO |HE | ER® |n0O ff . ﬂLl

7

Etik Kurul Bagkaninn
Unvan/Adv/Soyady: Prof. Dr. Emin Y,

Imza:

- Etik kurall
Not: Etik kur b

yer
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI

incelenmesi

Kalp yetmezligi olan hastalarda Poliamin sentez yolundaki enzim diizeylerinin

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU

i
Yrd. Dog. Dr. Mahmut Ekici Cocuk Safiifn ve Hastaliklan | Cumhunyet Universitesi | E[® [ K[J [ €T [ W EX {HO ’?\
Uzm Dr. Levent Saglam Aile Hekimi ﬂ;zﬂ;‘;&g"g‘ ER |XO |e0 (HE |e® |vO | ©
Uzm Dr Hilseyin Sayein Croloji Sivas Numune Hestanesi | ER) | KD | EQD | B L e
; i y

Areg. Gor Emine Ozdamar Avukat Cumburiyet Cniversitess ‘ ED [kE® |EQ |ER | E HO Q\(\’\
Oret. Melih Arslan Simf Ofretmen: Emekli I E kKO {0 [HR |E® [HO %
*:Toplantida Bulunma

s e i e St 4 e — -

T it et e e,

Etik Kurul Bagkaninn

Unvany/Ady/Soyadr: Prof. Dr. Emin Ye:

Imza:

Not: Etik kural bag

i

69

Imzasunn yer almadige her sayfaya imza atmaldir,




Kisisel bilgiler

Adi1 Soyadi

Dogum Yeri ve Tarihi
Medeni Hali

Yabanci Dil

[letisim Adresi

E-posta Adresi

OZGECMIS

Yeliz Demir

Ankara/1988

Bekar

Ingilizce

Cumhuriyet Universitesi, T1p Fakiiltesi Biyokimya
Boliimi, 58140-Sivas

yelizzdemirr@gmail.com

Egitim ve Akademik Durumu

Lise
Lisans
Yiksek Lisans

Unvan

Ankara Kegioren Lisesi, 2005

CumbhuriyetUniversitesi, 2008

Cumhuriyet Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, 2017
Kimyager
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