ARASTIRMA YAZISI

HOMOSISTEININ iNSAN GOBEK KORDON VEN ENDOTEL HUCRE KULTURUNDE
eNOS ve DDAH GEN EKSPRESYONLARI UZERINE ETKIiSi

Mustafa Akkiprik', Duygu Cevik®, Ayse Ozer', Kaya Emerk’

'Marmara Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Istanbul, Tiirkiye’Marmara
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, Istanbul, Tiirkiye

OZET

Amag: Artmis plazma homosistein seviyeleri, miyokard enfarktiisii, fel¢ ve periferik vaskiiler hastaliklarda
bagimsiz bir risk faktordiir. Bu ¢alismada, homosisteinin nitrik oksit (NO) sentezini, biyoyararlanimini ve
yikimini nasil etkiledigini ortaya koymak amaci ile endotel hiicre kiiltiiriinde endotelyal nitrik oksit sentaz
(eNOS) ve dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz (DDAH) gen ekspresyonlari ile NO diizeyleri arastirilmistir.

Yontem: Calismada insan gobek kordon ven endotel hiicre kiiltiirii (HUVEC) yapilmis ve kiiltiir hiicreleri
10, 50, 100, 500 ve 1000 uM homosistein konsantrasyonlari ile 24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra bu
hiicrelerden (~1x106 hiicre) total RNA izolasyonu yapilarak ters transkriptaz (RT) reaksiyonu ile
komplementer DNA (cDNA) eldesi saglanmigtir. Elde edilen c¢cDNA oOrnekleri eNOS ve DDAH
transkriptlerine 6zgii primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile ¢ogaltilmstir.
PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi sonrasinda dijital jel goriintiileme sistemi ile dansitometrik olarak
Olctimleri yapilmustir. Ayrica hiicre kiiltiiri medyumlarindan elektrokemiliiminesans yontemi ile NO
analizleri yapilmistir.

Bulgular: Elde edilen veriler 1s1ginda, homosisteinin endotel hiicre kiiltiirinde eNOS ve DDAH gen
ekspresyonlari iizerine istatistiksel anlamlilik yaratacak herhangi bir etkisinin olmadig1 gdsterilmistir. Buna
karsin homosisteinin NO diizeyine hafif bir baskilayici etkisi oldugu goriilmiistiir.

Sonug¢: Sonug olarak, homosisteinin NO iizerine etkisinin eNOS ve DDAH gen ekspresyonlari diizeyinde
olmadig1 bu nedenle 6zellikle siibstrat diizeyinde denetim mekanizmalar iizerine yogunlasilmasi gerektigi
diistiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: Homosistein, eNOS, DDAH, Nitrik oksit (NO)

EFFECTS OF HOMOCYSTEINE ON eNOS AND DDAH GENE EXPRESSION LEVELS
IN PRIMARY HUMAN UMBILICAL ENDOTHELIAL CELL CULTURE

ABSTRACT

Aim: Elevated plasma homocysteine levels are independent risk factors for myocardial infarction, stroke
and peripheral vascular disease. The aim of this study was to investigate effects of homocysteine on nitric
oxide (NO) synthesis, bioavailability and degradation by analysis gene expression levels of endothelial nitric
oxide synthase (eNOS) and dimethylarginine dimethylaminohydrolase (DDAH) and also NO levels in
endothelial cell line.

Material and Methods: Human umbilical vein endothelial cell culture (HUVEC) was performed and
incubated with various homocysteine concentrations (10uM, 50uM, 100uM, 500uM, 1000uM). After that,
total RNA was extracted from these cells and converted to cDNA. These cDNA samples were amplified with
PCR for eNOS and DDAH genes. Then the products were run in agarose gel electrophoresis and analysed
for densitometric measurement by gel imaging system. In addition, NOx was analysed in cell culture
mediums with electrochemiluminesans method.
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Results: All these studies show that homocysteine has no statistically significant effect on eNOS and DDAH
gene expressions in endothelial cell culture. On the other hand, homocysteine has a minor suppressive effect

on NOx levels.

Conclusion: These data suggest that the effect of homocysteine on NO levels is not through gene expression

levels of eNOS and DDAH but it is at substrate level.
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GIRIS

Homosistein, metiyonin metaboliti olarak
bulunan, siilfiir tasiyan bir amino asittir.
Homosistein,  metiyonin  metabolizmasi
sirasinda, iki metabolik yolun kesigsmesinde
anahtar rolii oynar. Plazmada bir¢cok formda
bulunur: 70-80% proteine bagl, 20-30%
disiilfid ve ¢ok az bir miktarida serbest ve
indirgenmis halde bulunur'. Homosistein ya
transsiilfiirasyon yolu ile sistatiniyonine sonra
da sistine katabolize olur ya da metiyonin
haline yeniden metillenir. Homosisteininin
metillenmesi folat ve kobalamin bagimli bir
enzim olan metiyonin sentaz tarafindan
yapilir. Artmis plazma homosistein seviyeleri,
miyokard enfarktiisii, fel¢ ve periferik
vaskiiler hastaliklarda bagimsiz bir risk
faktorii olarak belirtilmistir. Folik asit,
vitamin B6 ve vitamin BI12 eksikligi,
sistatiniyon B- sentaz ve 5,10-
metilentetrahidrofolat rediiktaz gibi
metabolizmasinda yer alan degisik enzimlerin
eksiklikleri, plazma homosistein diizeyinin
artmasina yol ac¢maktadir. Homosistein
vaskiiler fonksiyonu bozarak aterosklerozda
komplikasyon riskini artirir’.

Hiperhomosisteineminin ateroskleroza yol
agma mekanizmalarindan bir tanesi de NO
yolagidir’. Endotelyal NO vazodilatatordiir ve
anti-trombosit  etkileri ~ vardir.  Hiper-
homosisteinemide endotel bagimli relaksasyo-
nun bozulmasi NO'nun biyo-yararlaniminin
azalmasi sonucunda olmaktadir. Biyo-
yararlannomin azalmasi baglica; iiretiminin
azalmasindan, degradasyonunun artmasindan
veya nitrozotiyol tiirevlerinin olusmasindan
kaynaklanmaktadir. =~ Homosisteinin ~ NO
iiretimini etkiledigi bilinen bir konu olmasina
ragmen mekanizmasi tam olarak
anlagilamamistir®.

Asimetrik dimetilarjinin (ADMA), o6zellikle
endotel hiicreleri tarafindan sentezlenen NO
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yolaginin 6nemli bir endojen regiilatoriidiir.
ADMA  diizeyindeki  artisin,  endotel
disfonksiyonunun derecesi ile korelasyon
gosterdigi bildirilmistir ve ADMA'nin endotel
disfonksiyonunun ~ yeni  bir  belirteci
olabilecegi ileri siiriilmektedir’. ADMA,
cogunlukla endotel hiicrelerde ve bobrekte
bulunan dimetilarjinin dimetilaminohidrolaz
(DDAH) enzimi tarafindan L-sitriiline ve
dimetilamine metabolize olur®. ADMA
diizeyinin artmasmin Onemli bir nedeni
DDAH fonksiyon yetersizligidir"*.

Bu calismada, hiperhomosisteineminin nitrik
oksit (NO) {izerine etkisini ortaya koyarak
daha oOnce elde edilen ancak netlesmemis
sonuclara 151k tutmak amaci ile endotel hiicre
kiiltiirinde endotelyal nitrik oksit sentaz
(eNOS) ve dimetilarjinin dimetila-
minohidrolaz (DDAH) gen ekspresyonlari ile
NO diizeyleri arastirilmstir.

GEREC-YONTEM

Bu ¢alisma Marmara Universitesi Etik Kurul
Komitesince onaylanmistir. Goztepe Sosyal
Sigortalar ~Kurumu  Hastanesi  Dogum
Servisi'nden normal dogum yapan hastalara
ait gobek kordonlar1 steril HEPES tampon
salin (HBS) igerisine alinarak, 1-3 saat
igerisinde Jaffe ve arkadaslarinin metoduna
uygun olarak endotel hiicreleri kollejenaz ile
izole edildi’. Hiicreler, % 20 fetal dana
serumu, amfoterisin B penisilin/ streptomisin
iceren medyum 199 (M2520) ile kiltir
kablarma ekildi ve 37°C'lik %S5'lik CO2
inkiibatoriine konuldu. Prekonfluent oluncaya
kadar iki glinde bir medyumlar1 degistirildi.
Prekonfluent primer kiiltiir hiicrelerinin
medyumlar1 atilarak, yerine normal medyum,
10 mmol/L, 50 mmol/L, 100 pmol/L, 500
pumol/L ve 1000 pmol/L L-homosistein'li
medyumlar konuldu. Yirmi dort saat
inkiibasyondan sonra, medyumlar
ependorflara 1'er ml paylastirilarak NO cihazi
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ile NO oOl¢iimii yapilmast i¢in -20° C'a
kaldirilds, hiicreler ise -70° C' de sakland.

Hiicrelerden (~1x106 hiicre) total RNA
izolasyonu Qiagen Rneasy Mini Kiti
kullanilarak  protokoliine uygun olarak

yapildi. RNA'nin safligin1 ve miktar tayinini
spektrofotometre Sl¢limleri ile yapildi. Bunun
icin kullanilacak kiivetler 0.1 M NaOH ve
ImM EDTA c¢ozeltisi ve daha sonra %0.1
DEPC'li saf su ile yikandi. RNA diliisyonu
1/50 olacak sekilde hazirlanarak 6rnekler 260
ve 280 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak  Olciiliip,  absorbans  degerleri
saptandiktan sonra, [A260x40xDF] esitligine
gore mililitredeki RNA miktart mg olarak
hesaplandi. Ardindan Qiagen Omniscript RT
kiti kullanilarak ters transkriptaz (RT)
reaksiyonu ile komplementer DNA (cDNA)
eldesi saglandi. Elde edilen cDNA oOrnekleri
eNOS ve DDAH transkriptlerine 06zgii
primerler kullanilarak  polimeraz  zincir
reaksiyonu (PZR) yontemi ile ¢ogaltildi. PZR
iirlinlerinin agaroz jel elektroforezi sonrasinda
dijital ~ jel  goriintileme  sistemi  ile
dansitometrik olarak Ol¢limleri yapilmis ve
referans  gen  olarak  B-aktin  geni
kullantlmistir.

Jel goriintiisiiniin  yogunluk o6l¢iimleri 6nce
kendi pozitif kontrolii olan [ -aktin ile
oranlanmis daha sonra her c¢alisma
grubundaki 6rnek kendi grubuna ait kontrole
oranlanmustir. Istatistiksel analizler “Instant
2.0” programi kullanilarak, nonparametrik
Mann-Whitney testi ile yapilmistir. Tim
gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda
p>0,05'dir ve istatistiksel olarak anlamsizdir.

Nitrit ~ oksit  Olglimleri  ise, NO'nun
metabolitleri (NOx) olan nitrit ve nitratin
tekrar NO'ya c¢evrilmesi ve ozon ile
reaksiyonu sonucunda olusan kemiliiminesana
dayal1 teknikle dlgen, yiiksek derecede sensitif
detektore sahip olan Sievers model 2801 NO
analizor (NOA) kullanilarak yapilmistir.

BULGULAR

Hiicre kiiltiirleri ¢esitli konsantrasyonlarda
(10, 50, 100, 500 ve 1000 pmol/L) Hcy
(homosistein) ile 24 saat inkiibe edildikten
sonra eNOS ve DDAH gen -ekspresyon
degisimleri referans gen B-aktin ile
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kiyaslandiginda elde edilen sonuglar Sekil 1
ve 2'de; NO metabolitlerinin Olgiimleri ise
Sekil 3'de goriilmektedir.
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Sekil 1: HUVEC'lerin homosisteinin  farkhi
konsantrasyonlarda (0, 10,50, 100, 500, 1000 mM)
24 saat stire ile inkiibasyonu sonrasindaki eNOS gen
ekspresyonu degisimleri. eNOS jel gdriintiisiiniin
yogunluk o6l¢iimiiniin kendi pozitif kontroliine ve
daha sonra kendi grubuna ait kontrole oranlarmin
grafigi.

Kaortral 10 50 100 500 1000
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Homos stein (M)
Sekil 2: HUVEC'lerin homosisteinin  farkhi

konsantrasyonlarda (0, 10,50, 100, 500, 1000 mM)
24 saat siire ile inkiibasyonu sonrasindaki DDAH gen
ekspresyonu degisimleri. DDAH jel goriintiisiiniin
yogunluk o6l¢iimiiniin kendi pozitif kontroliine ve
daha sonra kendi grubuna ait kontrole oranlarmin
grafigi.
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Sekil 3: HUVEC'lerin homosisteinin  farkli

konsantrasyonlarda (0, 10,50, 100, 500, 1000 mM)
24 saat siire ile inkiibasyonu sonrasindaki NO

metabolitlerinin (NOx) diizeyleri.

TARTISMA

Aterosklerotik kalp hastaliklart son derece
onemli olup bati iilkelerinde bir numaral
O6lim  nedenidir.  Artmig  homosistein
seviyelerinin, ateroskleroza ve kardiyo-
vaskiiler hastaliklara yol a¢tig1 bilinmek-
tedir™'°. Homosistein, bu etkisini endotel
hasar1 yolu ile gostermektedir. Homosisteinin
vaskiiler hastaliklara yol agma patogenezinde
NO'in onemli bir yeri oldugu disiiniil-
mektedir’.

Hiperhomosisteineminin endotel bozuklugunu
hangi mekanizma ile gerceklestirdigi acikliga

kavusmamigtir. Her ne kadar hiper-
homosisteinemi ~ MCP-1  ekspresyonunu
artirarak  monositlerin  intimaya  girisini

hizlandirsa da eNOS ekspresyonuna onemli
bir etkisi gosterilememistir''. Bu bulgular
normal miktarda NO sentezi oldugunu ancak
NO miktarlarinin bir bagska mekanizma ile
azaltildigini  ve/veya  eNOS'un  inhibe
edildigini gostermektedir.

Homosisteinin, NO {izerine etkisini inceleyen
arastirma gruplar1 birbiri ile ¢elisen sonuglar
elde etmislerdir. Homosisteinin NO sentezini
arttirdigin1 gosteren cahismalarin yani sira'>",
homosisteinin NO sentaz aktivitesine etki
etmeden, NO diizeyini azalttig1 bulgularida
mevcuttur'.

Yapilan bazi g¢aligmalar homosisteinin NO

biyoyararlanimin1 azalttifin1 gostermektedir.
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Homosistein, NO biyoaktivitesini  birgok
mekanizma ile azaltabilir. Bu

mekanizmalardan en 6nemlileri homosisteinin
oksidatif stres yaratmast ve NO'yu S-
nitrozohomosistein haline ¢evirerek ortamdan
uzaklastirmasidir. NO katabolizmasi sirasinda
otooksidasyonla, = homosisteine = bagiml
oksijen serbest radikallerinin  retildigi
gosterilmistir'’. NO'nun homosisteinin serbest
tiol grubu ile anormal etkilesimi sonucu
yikilmast, NO'nun biyoyararlanimini
azaltabilir. Tioller, NO ile reaksiyona girerek,
S-nitrozotiolleri  olustururlar.  Ancak, S-
nitrozotioller, guanilat siklaz1 aktive etme
yolu ile, hem vazodilator hem de
antitrombosit etkiler olusturabilirler'®.
Upchurch ve ark. 1997'de yaptiklart bir
calismaya gore ise, homosistein doza bagimli
olarak, glutation peroksidaz mekanizmasi ile,
NO'nun  biyoyararlanimim  azaltmaktadir'?,
Stamler ve ark. 1993'de yaptiklar1 bir
calismaya goOre ise homosisteine uzun siire
maruz kalma (3 saatten fazla), NO cevabini
bozmustur3. Bunlara karsilik yapilan bir
calismada endotel hiicrelerinin, homosisteine
15 dakika gibi kisa bir siire maruz kalmasinin
bile NO salinmasini uyardigini, ve vazodilator
ve antitrombosit bir madde olan S-NO-Hcy

olusumu ile sonuglandigini gdstermistir'’.

Bu caligsma, homosisteinin 24 saat inkiibasyon
sonrasinda, homosisteinin degisik konsan-
trasyonlarda, eNOS ekspresyonu {izerine
etkisi olmadigim1 gostermistir. Istatistiksel
olarak da eNOS ekspresyon diizeylerinde
herhangi bir fark saptanamamistir. Bu konuda
yapilan diger calismalarda da eNOS
ekspresyon diizeylerinde bir fark olmadigi
ileri siiriilmiistiir. Chow ve ark.'®, insan gobek
endotel hiicrelerinde yaptiklar1 calisma ile
homosisteinin eNOS ve iNOS aktivitesine
etki etmedigini, Zhang ve ark.’, ise endotel
hiicrelerini 24 saat 10uM, 20uM, ve 50uM
homosisteinle uyarilma ile eNOS diizeyinde
degisiklik olmadigmni bildirmislerdir. Sigir
aortik endotel hiicrelerinde yapilan baska bir

calismada ise 24 saatlik inkiibasyon
sonrasinda eNOS proteini ve bazal NOS
aktivitesi  seviyelerinde  bir  degisiklik

olmadig1 saptanmustir'”. Bu konuda yapilan
calismalarin bir kisminda ise tam tersi
sonuglar gdzlemlenmis ve eNOS ekspresyonu
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artmis olarak bulunmustur. Sican aort
halkasi® ve sican aort endotel hiicrelerinde'
yapilan benzer caligmalarda eNOS
ekspresyonunun arttigi  bulunmustur. Bu
calismalar arasindaki en Onemli fark kiiltiire
karsin hayvan deneyi olmasidir.

Calismamizda, homosisteinin eNOS
ekspresyonu tlizerine etkisi olmadig1 goriilmiis
ve S-nitrozohomosistein olusumu ile NO
diizeylerini etkiledigi diislinlilerek NOx
seviyeleri incelenmistir. Elde edilen bulgular
1s1ginda, her ne kadar istatistiksel olarak
anlamli olmasa da, fizyolojik doz olan 10uM
konsantrasyonda NOx seviyelerinde hafif bir
artis, daha yiikksek dozlarda azalma,
denedigimiz en yiliksek toksik doz olan
1000uM'da daha da azalma gézlemlenmistir.

arastirmalar  plazma  ADMA
diizeylerinin ~ hiperhomosisteinemi gibi
patolojik durumlarda arttigini
gostermektedir®’. Calismamizda, DDAH gen
ekspresyonlarinda bir degisiklik
bulamadigimizdan ADMA diizeylerindeki
beklenen artisin onun yikimindan sorumlu
enzim olan DDAH'in ekspresyonunun
azalmasina degil DDAH'min aktivitesinin
azalmasma bagli olabilecegini ima eder.
DDAH'nin aktif bolgesinde aktif bir sistein
bulunur. Bu sistein  homosistein ile
oksitlenirse enzimin inaktif olmasi kaginil-
mazdir. Ancak heniiz hiicre i¢inde iki molekiil
arasinda boyle bir etkilesim gosterilememistir.
Bir diger olasilik da hiperhomosisteineminin
sebep oldugu oksidatif olaylara bagh
hasarlanma mekanizmalaridir. Calismamizda
24 saat homosistein inkiibasyonu sonrasinda
DDAH gen ekspresyonu incelenmis olup,
daha uzun siireli, 6rnegin 48 saat homosistein
inkiibasyonlarinda DDAH ekspresyon
diizeyinin muhtemel disiisiinlin  g6zlem-
lenebilecegi unutulmamalidir.

Yapilan

Sonu¢  olarak, bu c¢alismada  farkh
konsantrasyonlarda homosistein ile 24 saat
boyunca inkiibe edilen HUVEC serisinde
eNOS ve DDAH gen ekspresyonlarinin
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gostermedigi saptanmistir. NOx diizeyleri igin
ise istatistiksel olarak anlamli olmasa da bir
miktar diisiis oldugu goézlemlenmistir. Her ne
kadar  literatiirde = homosisteinin ~ NO

diizeylerini diisiirdiigline dair yayinlar varsa
da bu diisiisiin enzim ekspresyonuna bagl
olmadigr ve NO' nun kullanilabilir kismini
muhtemelen nitrozotiol tiirevlerinin olusmasi
araciligt ile azaltmasmna baghh oldugu
calismamizda anlagilmistir.
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