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I

OZET
PLAZMA VE ERITROSITLER ARASINDA SiISTIN - SiSTEIN DONGUSU

Sunulan c¢aligmanin amaci sistin-sistein dongiisiiniin eritrositler ve plazma
arasinda bir islevinin olup olmadiginin belirlenmesidir. Sunulan bu calismada farkli
ozmolaritelere sahip degisik miktarlarda sistin igeren eritrositler krebs ringer fosfat
tamponuna inkiibasyona birakilirlar. Sonuglar gosteriyor ki; tamponun ozmolaritesi 310
mOsmol/L. oldugunda eritrositler sistini c¢evrelerinden temin etmiyorlar. Ayrica
eritrositlerde sistin-sistein dongiisii bu izomolar tamponda gézlenmemektedir. Bununla
birlikte 1200-1400 mOsmol/L arasinda degisiklik gosteren bobrek 6ziinde hiperozmolar
bir tampona maruz birakildiklarinda eritrositler sistini ¢evrelerinden temin etmeye
baslarlar ve sistin-sistein dongiisiine yol agarlar. Sistin temini ve sistin-sistein dongiisii,
eritrositler ve tampondaki serbest -SH konsantrasyonlarinin 6l¢iimlerindeki degisimlerle
karakterize edilirler. Eritrositler 1 mM sistin iceren 1250 ve 1300 mOsm/L tamponda
inkiibe edildikten sonra ortamdaki serbest —SH konsantrasyonlar1 sirasiyla 0,102 +
0,002 ve 0,241 %= 0,013 pmol/ml/Eritrosit e ulasir. Sonuclarimiz, eritrositlerin
cogunlukla bobrek 6ziinde yaygin olan hiperozmolar bolgede sistin-sistein dongiisiinii
sergilediklerini gostermektedir. Bu sonuglar ayrica bu yontemin biyolojik olarak aktif
ve enerjiye bagli olan bir yontem oldugunu da gostermektedir. Gozlemlenen sistin-
sistein dongiisii eritrositler diisiik sicakliklarda ve glikoz yoklugunda inkiibe
edildiklerinde inhibe olmaktadirlar. Sonug¢larimizin ©Onerdigi nokta; hiperozmolar
sartlara maruz kaldiklarinda eritrositler sistini temin eder, hiicre icinde sisteine indirger
ve ardindan c¢evrelerine geri salarlar. Eritrositlerin plazmanin sistin ve sistein
konsantrasyonlarinin diizenlenmesinde bir rolii olabilir ve bu yiizden plazmanin redoks
durumunun diizenlenmesine katkida bulunuyor olabilir.

Anahtar kelimeler: Sistin — sistein dongiisii, Hiperozmolarite, Eritrositler
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ABSTRACT
CYSTINE-CYSTEINE CYCLE BETWEEN ERYTHROCYTES AND THE
PLASMA

The objective of the present study was to determine if a cystine-cysteine cycle
operates between the erythrocytes and the plasma. In the present study we incubated the
erythrocytes in krebs ringer phosphate buffer with different osmolarity containing
different amounts of cystine. Our results show that erythrocytes do not uptake cystine
from the environment when the osmolarity of the buffer is 310 mOsmol/L. Erythrocytes
also do not operate a cystine-cysteine cycle in this isoosmolar buffer. However when
exposed to hyperosmolar buffer in the ranges that occur in the kidney medulla which is
in between 1200-1400 mOsmol/L erythrocytes start to uptake cystine from the
environment and induce a cystine-cysteine cycle. The cystine uptake and cystine-
cysteine cycle were characterized by measurement of changes in the free-SH
concentrations in erythrocytes and in the buffer. Following incubation of erythrocytes
in 1 mM cystine containing 1250 and 1300 mOsmol/L.  buffer, the free-SH
concentrations in the buffer reached to 0.102 £ 0.002 and 0.241 = 0.013
pmol/ml/erythrocyte respectively. Our results demonstrate that erythrocytes display a
cystine-cysteine cycle in hyperosmolar environment which is prevailed mainly in the
kidney medulla. Our results also display that this process is biologically active and
energy dependent. The observed cystine-cysteine cycle is inhibited when the
erythrocytes are incubated at lower temperatures and in the absence of glucose. Our
results suggest that erythrocytes uptake cystine, intracellulary reduce it to cysteine and
release it back to the environment when exposed to hyperosmolar conditions.
Erythrocytes may have a role in the regulation of plasma cystine and cysteine
concentrations and thus may contribute to the regulation neoplasma redox status.

Keywords: Cystine-cysteine cycle, Hyperosmolarity, Erythrocytes



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

AIDS Acquired Immuno deficiency syndrome ( Kazanilmis Immiin sistem

yetersizligi sendromu)

ASC Alanin, Serin, Sistein tagima sistemi
ATP Adenozin trifosfat

BSO Buthionin siilfoksimin

CDND 1-kloro-2,4-dinitrobenzen
DMAP 4- dimetil aminofenol

DTNB 5,5’-dithiobis (-nitrobenzoate)
DNA Deoksiriboniikleik asit

Hb Hemoglobin

HbAlc Glikozillenmis hemoglobin
H,0, Hidrojenperoksit

ETDA Etilendiamin tetraasit

GABA Gammaaminobutirik asit
GSSG Okside glutatyon

GSH Rediikte glutatyon

GGT Y-glutamil transpeptidaz

GSH-Px Glutatyon peroksidaz
GS-DNP S-(2,4-dinitrofenil)glutatyon

G6PD Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
G6P Glukoz-6-fosfat

NAC N-Asetil-L-sistein

NAD Nikotinadenindiniikleotid

Oy Siiperoksit

ROS Reaktif oksijen iiriinleri

SH Siilfidril

SA Salisilik asit

TCA Trikloroasetikasit
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1. GIRIS

Sistin transportu bircok dokuda sistein amino eldesinin ilk adimidir. Sistin
bircok dokuda sodyuma bagli olmayan mekanizmalarla hiicre icerisine alinmaktadir
(Mcbean ve ark., 2002; 2001). Sodyuma bagli mekanizmada sistin glutamat tasiyicilari
tarafindan alinmakta, sodyuma bagli olmayan mekanizmada ise glutamatla birebir
degisim seklinde hiicre icerisine alinmaktadir. Sistin hiicre igerisine alindiktan sonra
sisteine rediiklenmektedir. Sistein amino asidi hiicrelerde GSH (glutatyon) sentezi icin
gereklidir (Griffith, 1999). Sistein amino asidi GSH yapisina katilmak disinda, hiicre i¢i
ve hiicre dis1 redoks durumunun diizenlenmesinde rol oynamaktadir. GSH, glutamik asit,
sistein ve glisin amino asitlerinden sentezlenen bir tripeptittir. Yapisinda {i¢c amino asit
bulunmasina karsilik GSH sentezinin hizi sistein amino asidinin hiicre i¢i miktarina
baghdir (Gniffith, 1992). GSH eriyebilen bir antioksidandir ve hiicreleri serbest
radikallere kars1 korumakla gorevlidir (Gille ve Sigler,1995; Clemens ve Waller, 1987).
Ayrica cesitli  ksenobiotiklerin hiicresel detoksifikasyonunda da rol oynar. Bu
reaksiyonlar c¢ogunlukla glutatyon S-transferaz enzimi tarafindan katalizlenen
konjugasyon reaksiyonlarini igerir (Eckert ve ark 1986). Olusan glutatyon konjugatlari
daha sonra hiicreden disar1 atilirlar (Ansari ve ark., 1987). Bu reaksiyonlarda, sistein
reaktif bir siilfit gurubu saglayicisi ve GSH’in fonksiyonel gurubu olarak davranir.
Sistein GSH sentezine katilmakla kalmaz ayni zamanda N-Asetil-L-sistein olarak
kullanildiginda serbest radikallere karsi antioksidan olarak islev goriir (Vries ve ark.,
1993). GSH eritrositlerde aktif olarak sentezlenmektedir ancak sentezlenen GSH
eritrositlerin disina transport edilmemektedir (Lunn ve ark., 1979). Boylece karacigerin
aksine eritrositler plazmaya GSH temin edemezler (Lu ve ark., 1996). Sistin hiicre
icerisinde ¢ogunlukla sisteine rediiklenmektedir. Hiicre dis1 ortam daha okside edici
oldugundan sistein plazmada ¢ogunlukla sistin halinde bulunmaktadir. Sisteinin kendi
basina GSH gibi bir antioksidan olarak etki ettigi bilinmektedir. Yakin zamanda yapilan
calismalar sistein amino asidinin plazma ve bakteri periplasmalarindaki redoks
homostazinin diizenlenmesinde rol aldiguni gostermektedir. E. coli  hiicrelerinin
CydDC transporterlar1 tarafindan periplazmaya redoks dengesini diizenlemek iizere
sistein amino asidini transport ettikleri gosterilmistir (Pittman ve ark., 2002). CydDC
mutantlarinin  periplazmasinda gozlenen redoks durumundaki bozukluk bunu

desteklemistir. Plazma tiyol seviyelerinin vaskiiler hastaliklarla iligkili oldugu



gosterilmistir. Plazmadaki rediikte sistein miktarinin, plazmadaki rediikte homosistein
miktartyla iligkili oldugu gosterilmistir (Anderson ve ark., 1999). Bu calismalar
plazmadaki rediikte sistein amino asidinin plazma redoks durumunun diizenlenmesinde
rolii oldugunu desteklemektedir. Plazmadaki rediikte sistein amino asidi bu sekilde
plazmada bulunan bircok molekiiliin okside/ rediikte durumunu belirleyebilir. Bu
anlamda plazmada sistin yerine sistein konsantrasyonlarinin yiiksek tutulmasi tercih
edilen bir durum olacaktir. Plazmada bulunan sistinin dokular tarafindan alinip sisteine
doniistiiriildiigii bilinmektedir. Ancak simdiye kadar plazmada bulunan sistinin sisteine
doniislimiinii  saglayabilecek bir dongiiniin veya baska bir mekanizmanin varligi
tartistlmamastir.

Calismamizda plazma ve eritrosit arasinda bir sistin- sistein dongiisiiniin
olmadigr arastinlmistir. Ongoriilen bu dongii sekil 1.1 de sematize edilmistir.
Eritrositlerde muhtemelen plazmadan baska molekiillerin rediiklenmesi sonucu sistein
amino asidinden olusan sistin molekiillerini alan ve sisteine doniistiirdiikten sonra
sisteini tekrar plazmaya transport eden bir mekanizma bulunabilir. Boyle bir dongiiniin
olabilecegi son zamanlarda yapilan c¢alismalarla desteklenmektedir. Caligsmalar,
eritrositlerin sistein amino asidini konsantrasyona bagl olarak disardan aldig1 ve daha
sonra ortamda sistein bulunmamasi durumunda alinan sistein amino asidini tekrar
disartya transport ettigini gostermistir. Bu sonuglar eritrositlerin plazma redoks
durumunun diizenlenmesinde rolii oldugunu gostermistir. Calismalar plazma ve
eritrositler arasinda bulunacak muhtemel bir sistin-sistein dongiisiiniin varligin1 da

desteklemektedir.



ERITROSITLER

PLAZMNA

\\

X Sistin - Sistin
T .. .. R ediikte moleldil
GSSG Siztein + Sistein Siztein
e Okside molekiil
NADPH +H" D Sistem
NADP
Pentoz Fosfat
Yolu o
S1ztein

~

DOKULAR

wekil 1.1: Plazma ve eritrositler arasinda sistin-sistein déngiisi



2. ONCEKi CALISMALAR

Srivastava ve Beutler, (1969) insan hiicrelerinden okside glutatyonun
transportunu arasgtirmislar, normal eritrositlerde, glukozun bulunmadigi ortamda
inkiibasyon ve hidrojen peroksitle difiizyona maruz birakilma sonucunda, GSH
diizeylerinin diistiigli, GSSG diizeylerinin arttifi gozlenmistir. Ayni sekilde ATP
diizeylerinde, dort saatlik inkiibasyon sonrasit kademeli bir diisiis saptanmistir. Ortama
PBS- glukoz eklendiginde ise GSH, GSSG ve ATP diizeylerinde de§isim olmadigini ve
inkiibasyon ortaminda GSSG’ nin olduk¢a az miktarda bulundugunu saptamiglardir
(Srivastava ve Beutler, 1969).

Lunn ve ark, (1979) eritrositlerin redoks tepkimeleri sonucu meydana gelen
stiperoksit radikallerini ve ilaclarin toksik etkilerinin uzaklastirilmasinda rol oynayan
GSH’ u yiiksek miktarda igerdiklerini belirtmislerdir. GSH’ un, eritrositlerin ortalama +
120 giinliik yasamlarin siirdiirmeleri ve kendilerini toksik maddelerden koruyabilmeleri
icin gerekli antioksidan bir molekiil oldugunu gostermislerdir ( Lunn ve ark., 1979).

Board, (1981) insan eritrositlerinden S-konjugatlarinin transportu iizerine
calismalar yapmistir. Calismasinda konjugasyon reaksiyonlarinin, glutatyon —S-
transferaz enzimi tarafindan katalizlendigini belirtmistir. Calismalarinin sonucunda
tespit edilen GSH ve GSSG, onceki GSH'In % 70’nin glutatyon S- konjugatlara
doniistiigiinii ve hiicrelerden transport edildigini gostermistir (Board, 1981).

Eckert ve Eyer, (1986) eritrositlerde ksenobiyotik ve glutatyon S-
konjugatlarinin ~ olusumunu ve transportunu incelemislerdir. Aminofenollerin
reaksiyonlar1 tizerine yaptiklari calismada DMAP iizerine yogunlagsmislardir. DMAP (4-
dimetil aminofenol) yiiksek oranlarda in vivo ve in vitro ferrihemoglobin olusumunu
katalizledigini bu nedenle de bu kimyasallarin siyaniir zehirlenmeleri tedavisinde
kullantmini bildirmislerdir. DMAP ve glutatyon S- konjugatlarinin olusumunun in vitro
olarak meydana geldigini gozlemlemislerdir. Calismalarinin sonucunda GSSG ve GS-
DNP  (S-(2,4-dinitrofenil)glutatyon)’nin ~ ATP  bagimli  transport  edildigini
gozlemlemislerdir (Eckert ve Eyer, 1986).

Ohutsuka ve ark, (1988) eritrositlerde sistin transportu iizerine arastirma
yapmiglardir. Normal eritrositlerin olusum safhasindan sonra niikleuslarin1 ve bircok

sitoplazmik enzimlerini kaybettiklerini ve bu yiizden protein sentezi yapamadiklarini



ancak, hiicrelere tasman amino asitlerin GSH sentezi icin gerekli oldugunu ileri
siirmiislerdir (Ohutsuka ve ark., 1988).

Gevondyan ve ark, (1989) domuz bobreginden izole edilen Na*- K* ATPaz’
daki serbest siilfidril gruplarinin ve disiilfid baglarinin analizi iizerine calismislardir.
Na’- K" ATPaz domuz bobreginin dis mediillasindan izole edilmis, saflastirilan Na*-
K" ATPaz’ daki serbest —SH gruplar1 ve disiilfid baglar1 giimiis nitrat ile ammetrik
titrasyon yapilarak saptanmistir (Gevondyan ve ark., 1989).

Ulakoglu ve ark, (1998) strese bagli mide mukozasi hasarinda endojen
glutatyon tiikeniginin enerji metabolizmas: ile iligkisini incelemislerdir. Caligmada
hareketsizlik nedeniyle stres iilseri gelisen sican mide mukozalarinda, ATP degisiminin
GSH diizeyini nasil etkiledigi ve serbest radikallerin detoksifikasyonu sirasinda
indirgenmis GSH’ 1n, oksitlenmis GSSG’ a doniisiimiinii katalizleyen GPx aktiviteleri
arastirtlmistir. Sonug olarak stres iilseri gelisen sicanlarin mide mukozasinda GSH ve
ATP diizeylerinde kontrol gruplarindakilere oranla anlamli azalmalar oldugu
gozlenmistir (Ulakoglu ve ark., 1998).

Pacalin ve ark, (1998) memeli plazma membranindaki amino asit
tagtyrcilarmin - molekiiller biyolojisi iizerine yaptiklart g¢alismada, amino asit
tastyicilarinin, doku 6zgiilliigii, transportun tipik ozellikleri, yapi-fonksyon iligkisi ve
tastyicilarin varsayilan fizyolojik rolleri tanimlanmistir (Pacalin ve ark., 1998).

Skrzydlewska ve ark, (1999) ratlara metanol verilmesi ile birlikte lipid
peroksidasyon yapilarinda artis, karaciger glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz
aktivitelerinde azalma goriilmiistiir. Ancak metanolden sonra NAC kullanilmasi ile lipid
peroksidasyonunda azalma, karaciger ve eritrositlerde GSH seviyesinde artma ve
serumdaki GSH’a bagli enzimlerin aktivitelerinde artma kaydedilmistir (Skrzydlewska
ve ark., 1999).

Gnffith, (1999) diisiik molekiiller agirliga sahip GSH’ 1 hiicreleri oksidatif
stres ajanlarina ve reaktif elektrofillere karsit koruyan 6nemli bir antioksidan oldugunu
ileri siirmiistiir. Sistein GSH’ un sentezinde ihtiya¢ duyulan ve sentezi sinirlayan bir
amino asittir. Bu nedenle sistein, etkili hiicre i¢i bir antioksidan olarak bilinir (Griffith,
1999).

Sies, (1999) hiicresel fonksyonlarda glutatyonun roliinii incelemistir. GSH’ 1n

tiyol redoks durumunu kapsayan biyolojik olaylarda gorev alan bir tripeptit yapisi



oldugunu belirtmistir. Salinimimin  karacigerde gerceklestigini ve GSSG’ nin
salintminda oldugu gibi diger dokulara kan yoluyla ulastirildigimi ve bu yolun
merkapturik asit biyosentezinde zorunlu bir basamak olan S—konjugatlarin transportu
icinde kullanildigini bildirmislerdir (Sies, 1999).

Aslan ve Diindar, (2000) kan viskositesi ve oksidatif stres iligkisini incelemis
ve viskosite iizerine etkili olan faktorler, oksidan - antioksidan denge, serbest radikal
artis1 ve antioksidan kapasite baz alindiginda viskositenin 6zellikle eritrosit ve oksidan—
antioksidan tablosu ile iligkisini ortaya koymayr amag¢lamislardir. Kan viskositesinin
oksidatif stres ile iligkili oldugu, hiperviskositenin oksidatif stres ve hiicre oksidatif
statiisiinlin gostergesi oldugunu ya da kan oksidatif stresinin hiperviskosite habercisi
olabilecegi sonucuna varilmistir (Aslan ve Diindar, 2000).

Cengiz ve Cengiz, (2000) tip 2 diyabetli hastalarda C vitamini HbAlc ve GSH
diizeyleri lizerine etkisini incelemisler. 30. giin ve 60. giin sonunda HbAIc¢ diizeylerinde
anlaml bir azalma ve GSH diizeylerinde anlamli bir artma goriilmiistiir. Sonuglara gore,
C vitamini antioksidan etkiyi arttirmis ve nonenzimatik glikolizlenmeyi azaltmistir
(Cengiz ve Cengiz, 2000).

Sagne ve ark, (2001) kiiciik nétral amino asitler i¢in lizozoma tasiyicilarin
tanimlanmast ve karakterize edilmesi iizerinde calismislardir. Calismalar sonucunda,
lizozomlarin enzimatik olarak sindirilen proteinlerden elde edilen amino asitleri hiicre
disina tasiyan bir sisteme sahip olduklarini belirtmiglerdir. LYAAT-1 olarak
adlandirilan bu sistemin y- aminobiitrik asit, L- alanin ve L- prolin gibi notral amino
asitlerin organel liimeninden sitozole dogru tasinimini sagladigini tespit etmislerdir
(Sagne ve ark., 2001).

Zou ve ark, (2001) CDNB’ nin kirmizi kan hiicreleri iizerindeki etkilerini
belirlemek icin ¢alismislardir. CDNB’ nin glutatyon azaltici bir ajan oldugu ve eritrosit
membran diizenini bozucu bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu calismalarda,
yiiksek konsantraslarda CDNB’ nin eritrositlerin hemolizine sebep oldugu, membran
tiyollerinde kuvvetli bir indirgenme sebebi oldugu ve membran proteinlerinin
fragmantasyon ve polimerizasyonun sebebi oldugu belirlenmistir (Zou ve ark., 2001).

Badaloo ve ark, (2002) siddetli malniitrisyon goriilen cocuklarin normalden
daha fazla oksidan hasara sahip olduklarini belirtmislerdir. Bu ¢ocuklarda GSH’ 1n

diisiik konsantrasyonlarda bulundugu bildirilmistir. Bunun nedeni GSH sentezinin ¢ok



yavas olmast ve Oncii amino asit olan sisteinin hiicre i¢i ve hiicre dis1
konsantrasyonlarinin azlig1 olarak gosterilmistir. Calismada, tedavinin erken evresinde
ek besin olarak sistein amino asidi aliminin ¢ocuklarda normal GSH sentez orani ve
GSH konsantrasyonu saglayip saglamadigi arastirilmistir. Eritrositlerin sistein ve GSH
konsantrasyonlar1 ayrica GSH sentez orani iki grup siddetli malniitrisyonlu ¢ocukta
olciilmiistiir. Ik gruba NAC, diger gruba ise alanin ek besin olarak verilmistir.
Calismalarin sonunda NAC grubunda GSH konsantrasyonu ve sentez oranindaki artisin
kontrol grubundan sirasiyla % 150 ve % 510 daha fazla oldugu saptanmistir. NAC
grubundaki bu artis ek besinin eritrosit sistein konsantrasyonu iizerinde etkili olmasiyla
saglandig bildirilmistir (Badaloo ve ark., 2002).

Pittman ve ark, (2002) Escherichia coli’ nin redoks durumunda denge
saglamak amaciyla sisteini sitoplazmadan periplazmaya tasidigini ve bu taginimin ATP
bagimhi kaset tipi tasiyict olan CydDC tarafindan gerceklestigini bildirmislerdir
(Pittman ve ark., 2002).

Zhang ve ark, (2003) sistein ve sistein tiirevlerinin meme kanseri iizerinde bir
etkisinin olup olmadigini arastirmiglardir. Meme kanserli hastalarda yapilan calismada,
sistein ve sistein tiirevlerinin meme kanserinde koruyucu bir etkiye sahip oldugu,
yilksek plazma sistein konsantrasyonunun meme kanseri riskindeki bir azalmayla
yakindan iligkili oldugunu ve sistein tirevi olan NAC’ 1n antikarsinojenik ve
antigenotoksik 0Ozellik gosterdigini ve bu nedenle karsinogenez yolunun cesitli
basamaklarinda etkin rol oynayabilecegini bildirmislerdir (Zhang ve ark., 2003).

Armutcu ve ark, ( 2004) alkol aligkanligi olan 25 erkek grubu eritrositlerin
oksidan—antioksidan durumunu degerlendirmislerdir. Asirt alkol tiiketimi veya alkol
aligkanligi sonucunda hepatik steatozis, alkolik hepatit, hepatik fibrozis ve siroz yer
almaktadir. Yapilan c¢alismada, alkol aliskanliginin eritrosit oksidan — antioksidan
dengesini etkiledigini lipid peroksidasyonuna bagli olarak meydana gelen bu
degisikliklerin alkolle iligkili hastaliklar ve komplikasyonlarda rolii olabilecegi
bildirilmistir (Armutgu ve ark., 2004).

Wu ve ark, (2004) glutatyon metabolizmasi ve saglik acisindan 6nemi iizerine
arastirma yapmislardir. Hayvanlar ve insanlar iizerinde yapilan ¢alismalarda, besinlerle
alian proteinlerin viicuttaki GSH dengesinin devamliliginin saglanmasinda son derece

onemli oldugu saptanmustir. Besinlerle ek olarak alinan sistin, methionin, NAC ve L-2-



oxothiazolidin -4-karboksilat’ in doku glutatyon sentezi icin etkili sistein Onciilleri
oldugu belirtilmistir. Ayrica bu calismada oksidatif stresin yaslanma ve Alzheimer,
Parkinson, karaciger, orak hiicre anemisi, AIDS, kanser, inme, kalp krizi, diabet gibi
bircok hastaligin gelismesinde anahtar rol oynadigi ve glutatyonun, oksidatif strese karsi
savunmada gorev aldigin bildirmislerdir (Wu ve ark., 2004).

Zalups ve Lash, (2006) deneysel sicanlara damar icine sistin amino asidi
verilmesinin ardindan, plazma sistein diizeylerindeki degisiklikler arastirilmistir.
Calisma sonucunda plazma sistein konsantrasyonlarinin 50 kat arttifi gosterilmistir

(Zalups ve Lash, 2006)

2.1. L- Sistein

L- Sistein, serbest —SH grubu iceren bir aminoasittir. Hiicrede protein sentezi
icin gerekli olmakla birlikte, 6nemli bir tripeptit olan glutatyonun fonksiyonel —SH
grubu bu aminoasittin varligindan kaynaklanmaktadir (Yildiz ve ark., 2005; Griffith,
1999). Sisteindeki siilfidril grubu, methionin amino asitinin homosisteinden, karbon
iskeleti ise serin amino asitinden gelmektedir. Bu iki amino asit birleserek sistein amino
asitini meydana getirmektedir (Conway ve ark., 2000).

Vitamin Be B, ve folat, sistein sentezini diizenleyen pek ¢ok reaksiyonda yer
alir. Homosistein ve methionin birbirine doniistimii ¢ok hizli gerceklesir. Hiicrede
methionin artig1 zaman, homosistein sistatiyonin sayesinde sisteine katalizlenir (Zang
ve ark., 2003). Sistein besinlerle alinan esansiyel olmayan bir amino asittir (Conway ve
ark., 2000). Hiicresel ortamda methionin amino asiti var oldugu siirece sistein
methioninden sentezlenecegi icin sistein esansiyel bir amino asit olarak kabul
edilmemektedir. Sekil 1.2’ de sisteinin kimyasal yapist goriilmektedir. Sistein, biitiin
hiicrelerin sitozoliinde GSH sentezine katilan bir amino asittir (Lu ve ark., 1996).
Olgunlasmis insan eritrositleri sitoplazmik organellerini ve bir¢cok enzimlerini
kaybettikleri i¢in protein sentezi yapamazlar. Fakat eritrositler cesitli kimyasallarin
elimine edilmesinde rol alan GSH’ u yiiksek miktarda ihtiva ederler (Luun ve ark.,
1979).

Hiicre icerisine alinan sistein, oksidatif stres ve cesitli toksik ajanlara karsi

hiicreleri koruyan glutatyonun sentez hizini sinirlar ve hiicre ici konsantrasyonun



dengede tutulmasinda rol oynar (Bender ve ark., 2000). Sistein, hiicre i¢i antioksidan
olarak karsinojenlerin detoksifiye edilmesinde de gorev alir. Sistein ve sistein tiirevleri
fizyolojik sartlar altinda reaktif oksijen tiirleri tarafindan olusturulan transkripsiyon
faktor niiklear faktor Kg bagli genlerin ekspirasyonunu inhibe eder. Daha cok aktif
sitotoksik T hiicreleri ve T hiicre klonlarinin DNA sentezini stimiile eder. Bu sayede T
hiicreleri araciligiyla immiin tepkimelerde diizenleyici rol oynar (Zhang ve ark., 2003).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, oksidasyon sonucu biiyiik molekiillerde geri
doniisiimsiiz hasar meydana geldigini ve uyarti mekanizmalarinda hasar olusumuna
neden oldugunu gostermektedir (Jones ve ark., 2002). Daha ¢ok sistein tiyollerini hedef
alan oksidasyonun, enzimlerin, reseptorlerin, iyon kanallarinin, tasiyicilar ve
transkripsiyon faktorlerinin fonksyonlari i¢in tehdit olusturdugu tespit edilmistir (Jones
ve ark., 2002). Sistein, memeli sistemlerinde normalin {istiindeki konsantrasyonlarda
toksik bir etki meydana getirdiginden dolayr ortamdan hizlica otookside edilerek
uzaklastirilir. Bu sayede plazmada daha az konsantrasyonlarda tutulmasi saglanmis olur
(Jones ve ark., 2002).

Sisteinin hiicre icerisine alimimi, genelde Na*ve ATP’ye bagimli ASC sistemi
ve Na* dan bagimsiz tasiyici sistemler tarafindan gerceklesmektedir (Palacin ve ark.,
1998). Sodyumdan bagimsiz anyonik amino asit tastyict sistem X, 1:1 sitokiyometri ile
L- glutamat i¢in L- sistin degisimine aracilik eder. Sistin kalintilarin polipeptid zincirine
katilmasi sonucu NADP bagimli sistein rediiktaz ile oksidasyon sonucu olusur (Onat ve

ark., 2002).

2.2. L- Sistin:

Sistin, iki molekiil sisteinin disiilfid baglariyla baglanmasi sonucu sekillenir.
Genel formiilii ( SCH,CH(NH,),COOH), dir. 1810 yillinda William Hyde Wolloston
tarafindan kesfedilmistir. Ancak 1899 yillinda ineklerin boynuzlarindan izole edilene
kadar proteinlerin bir pargasi olarak tanimlanmamisti. Sekil 1.2°de sistinin kimyasal
yapist goriilmektedir.

Sisteine nazaran sistin suda ¢ok az ¢oziinen bir amino asit oldugundan bobrek
tiibiillerinde ¢okelmesi sonucu sistin taslar1 olusur. Sistinin lizozomlardan ATP-bagimli

tasinmasindaki bir kusur nedeniyle, ender fakat ¢ok daha ciddi bir durum olan sistinozis
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ortaya c¢ikar. Sistinozise genellikle yaygin bir aminoasidiiri de eslik etmektedir (Onat ve
ark., 2002). Sistin sinir, kas ve bazi dokularin yap1 taslarindan olan aminoasitlerden
biridir. Ender goriilen ailevi bir hastalik olan sistiniiri de bobrekler de sistin taslari
olusur. Tiim taglarin % 1-2 sini olusturmaktadir. Sistinin plazma membranindan
taginiminda bir ¢ok transport sistemi aracilik eder. X'; transport sistemi anyonik amino
asitler olan sistin ve glutamat i¢in spesifik bir degisim ajani olarak bilinir. Sistem Xc~
aktivitesi intraseliiler glutatyon ve redoks bir sistin ve sisteinin ektraseliiler dengesinin
saglanmasinda 6nemli rol oynar (Sato ve ark., 2002).

Koplementer DNA’lar Xc transport sisteminin iki kistmdan ibaret oldugunu
gostermistir. Yapilan ¢alismalar, insan fibroblast kiiltiirlerinde ve farelerin peritoneal
makrofajlarinda sistin ve glutamat igin yiiksek spesifiteye sahip, Na* bagimsiz anyonik
amino asit transport sistemi olarak tanimlanmistir. Xc™ sistemin aktivitesi kiiltiire edilen
hiicrelerde elektrofilik ajanlar ve oksijen tarafindan indiiklenir. Xc™ sistem aracilig ile
ortamdan alinan sistin hiicre icerisinde sisteine indirgenir, glutatyon ve protein
sentezinde kullanilir (Sato ve ark., 2002). Alinan sisteinin bir kismi dogal transport
yoluyla geri salinir. Boylece Xc sistem aktivitesi sistin ve sistein dongiisiine karigarak
kiiltiir ortaminda sistin ve sistein dengesinin siirdiiriilmesinde énemli rol oynar (Sato ve
ark., 2002). Boylece kiiltiir hiicrelerinde anyonik transport sistem Xc nin aktivitesi,
antioksidan bir ajan olan intraseliiler glutatyonun devamliligi i¢in esas olarak kabul

edilmistir (Sato ve ark., 2002)

NH,,

|
'\:HE s—CH :TCH_ COOH

__ CH—CH— |
SH —CH 3 COOH S CH_—CH—CooH

D

L-Sistein L-Sistin

Sekil. 1.2. L-Sistein ve L-Sistinin Kimyasal yapis1 (Goziikara; 2001).
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2.3. Glutatyon Sentezi ve Onemi

Glutatyon (y-glutamilsisteinilglisin), diisiik molekiiler agirlikli bir tripeptittir.
GSH, Glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden olusan, ilk olarak 1921 yilinda
Hopkins tarafindan kesfedilmistir. Daha 6nce glutamil ve sisteinden ibaret bir dipeptid
oldugu diistiniilmiis ve 1929 yilinda kristal halde elde edildikten sonra yapisinin
tripeptid oldugu anlasilmistir. 1935 yilinda ise Harrington ve Meod tarafindan vy-L-
glutamil-sistein-glisin halinde sentez edilmistir (Goziikara, 2001; Sies, 1999).

Sekil 1.3 de glutyonun kimyasal yapisi verilmistir. Molekiiler agirhigi 307
gram olan bu bilesik tiim bitki ve hayvan hiicrelerinde bulunmaktadir. Hiicre igi
antioksidan olarak gorev yaptigi bilinmektedir. GSH’ daki peptidil y-baglantisi,
tripeptid yapisin1 aminopeptidazlarin yikimindan korur (Goziikara, 2001).

Glutatyon, sistein, glisin ve glutaminden Y- glutamilsistein sentaz ve
Glutatyon sentetaz enzimlerinin birbirini takip eden faaliyetleri sonucunda sentezlenir
(Griffith, 1999). DNA ve protein sentezleri enzim aktivitelerinin diizenlenmesi,
detoksifikasyon, hiicre i¢i ve dist tasinim gibi hiicresel fonksiyonlar disinda baslica
antioksidan olarak hiicre savunmasinda da onemli rol alir (Ulakoglu ve ark., 1998).
GSH, amino asit tasiyicist olarak ve hiicresel proteinlerdeki —SH gruplarinin
indirgenmis halde tutulmasinda rol oynar ve bu sayede eritrositleri oksidatif hasardan
korumaktadir (Onat ve ark. 2002; Mazzar ve ark., 1996).

Hiicrelerde Glutatyon konsantrasyonu sabit tutulup bu miktarin 1-8 mM
arasinda oldugu belirtilmektedir (Griffith, 1999; Labbella ve ark., 1986).

Glutatyon sentezi 2 basamakta gerceklesir. Birinci basamakta, glutamil sistein
sentetaz enzimi, glutamat ve sisteinden, glutamilsistein olusumunu katalizler. Ikinci
basamakta ise glutatyon sentetaz, glisinglutamilsisteinden glutatyonu olusturur.
Glutatyon negatif feed—back ile glutamilsistein olusum hizin1 ve bdylelikle kendi
sentezini denetler. Bu sentez sirasinda bir molekiil glutatyon i¢in 2 ATP’ nin hidrolizi
gerekmektedir. Sekil 1.4’ de glutatyon sentezi verilmistir.

Bircok enzim glutatyonu etkilemezken pankreatik karboksipeptidazlar
glutatyondan glisini kopararak yapiyr bozmaktadir. Eriyebilir bir antioksidan olan
glutatyon lipid peroksidasyonu  ve ilaglarin toksik etkilerine karst hiicrelerin

savunmasinda gorev almaktadir (Ulakoglu ve ark., 1998)
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Sekil 1.3. Glutatyonun Kimyasal Yapis1 (Goziikara; 2001)

. Bunun yaninda bir¢ok kimyasalin toksik etkisinin inhibe edilmesinde ve hiicre
hasarinin engellenmesinde 6nemli bir role sahiptir.

Glutatyon sentetaz enzimi araciligiyla hiicrelerde bir kere sentezlenen
glutatyon biyolojik zarlardan transporta maruz kalir. GSH salinimi karacigerde
gerceklesir (Murray ve ark., 1998). Hiicrelerde, lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres
durumunda hizlica okside olur ve GSSG formuna doniisiir. GSSG formu aktif tasima ile
hiicreden uzaklastirilir. Glutatyonun insan eritrositlerinde yart dmriiniin 3-4 giin oldugu
belirtilmistir (Olive ve Board, 1994).

Eritrositler yiiksek miktarda glutatyon icerir (Kalra ve ark., 1981). Glutatyon
eritrosit membrani i¢in hayati neme sahip bir bilesiktir. Glutatyon, oksidatif stres altinda

hemoglobin ve diger tiyol iceren proteinlerin bozulmasimi onler (Srivastava ve ark.,



13

1970). Glutamat, sistin ve glisin eritrosit hiicrelerine tasinarak GSSG’ un azalan
konsantrasyonunun yeniden rediiklenmesi i¢in kullanilir (Ohtsuka ve ark., 1988).

Yagh eritrosit hiicreleri yeterli NADPH sentezi yapamadiklar1 i¢in hemen
hemoliz olurlar. Yeterli NADPH iiretilmediginden zardaki —-SH gruplarinin
oksidasyonu ve lipid radikal etkilesimi sonucu peroksidasyon olusumuyla eritrosit zar1
erir (Murray ve ark., 1998)

Oksidatif stres viicudun oksidan—antioksidan dengesini bozarak hiicre i¢i
antioksidan olan GSH azalmaya ve hiicrelerin yogun bir sekilde oksijen radikallerine
maruz kalmasina sebep olmaktadir (Onat ve ark. 2002). Bunun sonucunda membran
lipitleri ve hiicrenin ¢esitli yapisal proteinlerinde hasar olusumu meydana gelmektedir.
Oksidan— antioksidan dengenin bozulmasi sonucunda ortamda biriken GSSG’de —SH
iceren yapilarla etkileserek hasar olusumu meydana gelmektedir (Ulakoglu ve ark.,
1998).

Insanlarda Alzheimer veya Parkinson gibi serebro vaskiiler hastaliklarin
glutatyonun indirgenme yiikseltgenme basamaklarindaki bir bozukluktan yada glutatyon
eksikliginden kaynaklandigi bilinmektedir (Wegrzynoicz ve ark., 2007).

Antikanser ilaglarin etkisi incelenirken, ila¢ direnci, DNA tamiri (6zellikle
topoizomeraz) ve GSH’in etkileri iizerinde yogunlasilmistir (Kouvar ve ark., 1998).
Yapilan caligmalar ile glutatyonun antikanser ilaglarin detoksifikasyonunda rol oynadigi,
ila¢ direngli insan kanser hiicrelerinde artmis GSH diizeyleri ile gosterilmistir (Nogato

ve ark., 2001; Demirtas ve ark., 1997).
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2.4. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron
bulunan, kisa Omiirlii, reaktif atom veya molekiillerdir. Halojen atomlar, oksijen
metabolizmasi ara iiriinleri olan oksijen tiirleri, ClI veya Br gibi tek atomlu yapilar, Na,
K gibi alkali metal atomlari, bir orbitalinde tek elektron bulunduran NO, NO, gibi atom
kombinasyonlar: radikaller olarak siniflandirilmaktadir. Ancak, Cu*?, Fe*>, Mn*?, Mo*
gibi gecis metalleri dis yoriingelerinde birer elektron bulundurmalarina ragmen radikal
kabul edilmezler. Radikaller elektrik yiik olarak; pozitif, negatif yada notr olabilirler.
(Akkus, 1995; Sen, 1995).

Aeorobik organizmalarin  yasamlarim1  siirdiirebilmeleri  icin  organik
molekiillerden enerji agiga ¢ikarmada molekiiler oksijeni kullanmak zorunda olmalari,
bu canlilari dogal olarak oksijenin toksik metabolit iirlinleriyle birlikte yasamak
durumunda birakmugtir. Oksijen canli organizmalari olusturan molekiillerin yapisina
girmesi, besin kaynagi maddelerde temel element olmasi ve aerobik canlilardaki
oksidasyon reaksiyonlar1 ve solunumda rol almasi nedeniyle onemlidir (Thumham,
1990; Erenel ve ark., 1992).

Metabolizmada oksijenin % 98’1 oksidazlar yoluyla suya cevrilmektedir.
Geriye kalan kisim ise oksijenazlar yoluyla hiicre ic¢i organellerin yapilarimi ve
fonksyonlarin1 degistiren membranlarda oksidatif hasara neden olan reaktif toksik
iiriinlere doniistiiriiliir (Wickens, 2001; Ozdem ve Sadan, 1994).

Oksijenin indirgenmesi sonucunda siiperoksit (O,) olusur. Mitokondriyal
elektron transportu esnasinda olusan siiperoksit anyonlari, siiperoksit dismutaz enzimi
tarafindan hidrojen peroksite (H,O,) doniistiiriilerek elimine edilir (Dillioglugil ve ark.,
2005). Hidrojen peroksit (H,0O,) katalaz yada glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleri
tarafindan suya doniistiiriilerek hiicre ortamindan uzaklastirilmasi saglanir (Champe ve
ark., 1997).

Hidrojen peroksit (H,O,) hiicreler icin toksik olmakla beraber, ozellikle
indirgenmis metal iyonlariyla reaksiyona girdiginde Onemli serbest radikal hasarina
neden olmaktadir (Erenel ve ark., 1992). Hidrojen peroksit (H,O,) indirgenmis
glutatyonun kofaktorliigiinii yaptig1r glutatyon peroksidaz enzimi tarafindan ortamdan

uzaklagtirilir (Ulakoglu ve ark., 1998).
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Oksijen radikalleri arasinda en reaktif ve en toksik etkili olani hidroksil(OH")
radikalidir (Kiling, 1986; Erenel ve ark., 1992). Miyokard hiicreleri ve kandaki
akyuvarlar tarafindan iiretilen hidroksil (OH") radikalleri, lipid peroksidasyonu, DNA ve
proteinlerdeki —SH gruplariyla oksidasyonu sonucunda hiicrelerde oksidatif hasara
neden olmaktadir (Murray ve ark., 1996).

Serbest radikaller baslica oksijenin normal metabolizma basamaklarinda
indirgenmesi ile agiga ¢ikmaktadir. Bunun disinda organizmaya ani ve asiri miktarda
oksijenin girisi, epinefrin ve diger ketokolaminlerin artis1, laktik asit, laktat
dehidrogenaz, kreatin fosfokinaz gibi enzimlerin aktivitelerinin yiikselmesi,; gebelik,
egzersiz gibi fizyolojik haller; kimyasal ¢evre kirliliginin yogun oldugu ortamlarda uzun
siire yasam, yogun stres, sigara ve alkol kullanimi, diyette doymamis ve kolay
peroksilenebilen yaglarin fazla miktarda bulunmasi, antioksidan savunma sistemi
yetmezlikleri veya savunma duvarinin asilmasi gibi durumlarda oksidan - antioksidan
denge bozulabilir. Bu durum serbest radikallerin  olusumunun artisindan yada
antioksidan aktivitesinin yetersizliginden olusabilir (Diindar ve ark., 1999a; Akkus,
1995). Ayrica pestisit ve herbisitler, X- 1sinlar, ilaglar, giines 1sinlar1 ve yiyeceklerde
bulunan bazi bilesikler de serbest radikal olusturabilirler (Alessio ve Blas1,1997).

Serbest radikaller basta membran fosfolipitleri olmak iizere, hiicresel
bilesiklerin tiimiine (karbonhidrat, lipit, protein, DNA) zarar vermekte, membranlar
depolarize olmakta, parcalayici enzimlerin aktivitesi artmakta, hiicre zarinin
permabilitesi ve elektrik yiik dengesi degismektedir (Sinclair ve ark., 1990; Kavas,
1989). Serbest radikaller basta mitokondrium olmak iizere hiicre membrani, lizozomlar,
peroksizomlar, ¢ekirdek ve endoplazmik retikulumda lokalize olurlar (Bendick, 1990).

Enzimatik ve nonenzimatik antioksidan savunma sistemleri serbest radikal
reaksiyonlarin1 kontrol ederek belirli diizeylerin iizerine ¢ikmasina engel olmak {izere
gorev yapmaktadir. Organizma degisen kosullara karsi hiicresel homeostazisi korumak
durumundadir. Serbest radikal ve lipid peroksidasyonuna kars1 bu yolla antioksidan bir
savunma sistemi olusturarak hiicresel dengeyi korumaya ¢alismaktadir (Thomas, 1995).

Antioksidan 6zelligi bulunan maddeler, radikalleri etki alanindan temizleme,
radikal iireten kimyasal reaksiyonlar1 durdurma, reaksiyon hizini baskilama, molekiiler

hasar1 onarma, hiicresel enzim kinaz kayiplarin1 6nleme, endojen antioksidan kapasiteyi
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artirma gibi mekanizmalardan en az biri ile calisarak oksidan—antioksidan dengeyi
korurlar (Diindar ve ark., 1999a).

Eritrosit hiicreleri, katalaz, sistein, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz gibi enzimsel antioksidan sistemlerine sahiptirler (Giiltekin ve ark.,
2001). Enzimatik antioksidanlar eritrositlerde  oksidatif  stres  olusumunu
engelleyebilirler. E vitamini ve C vitamini gibi enzimatik olamayan antioksidanlarda
serbest radikallerin hiicre membranindan temizlenmesinde biyolojik olarak biiyiik
Ooneme sahiptirler.

Eritrositler ¢coklu doymamis yag asitleri ve hemoglobin demirinden dolay1
oksidatif hasara yatkindirlar (Armutcu ve ark., 2000).

Eritrositelerde hemoglobinin methemoglobine oksidasyonu ile siiperoksit
anyonu olusur. Notrofiller bakteri ile temas ettirildiginde, fagositoz olduktan sonra
I6kosit hiicre membraninda yerlesmis olan NADPH oksidaz sistemi cevre dokulardaki
molekiiler oksijeni siiperokside donustiiriir. Stiperoksit kendiliginden H,O, ve O,
vermek iizere dismutasyona ugrar. Glutatyon peroksidaz, okside glutatyon ve H,O
vermek {izere indirgenmis glutatyon ve H,O,- ye etki eder. Bu enzim diger peroksitlere
de etki edebilir. H,O; sonugta glutatyon peroksidaz ve glutatyonun kendisi tarafindan
elemine edilir. Glutatyon, karbon, nitrojen ve siilfiir kaynakli radikalleri de elemine
edebilmektedir (Murray ve ark., 1996).

Kisa siireli agir egzersizlerden sonra lenfosit hiicrelerinde vitamin E ve
antioksidan enzim aktivitelerindeki degisim arastirilmis ve agir egzersize bagh olarak
vitamin E ve antioksidan enzim aktivitelerinde bir artis oldugu tespit edilmistir. Bu
antioksidan bilesiklerin serbest radikallere kars1 bir koruma sagladiklar1 belirtilmektedir
(Giiltekin ve ark., 2001).

Melatoninin, epifiz bezinden salginan N-asetil-5-metoksitriptamin immun
sistem uyaricist ve uykuya neden olan bir madde olarak bilinir. Son yillarda yapilan
caligmalar, bu maddenin serbest radikallerin uzaklastirilmasinda antioksidan olarak
islev gordiigli ve oksijen radikallerinden membran lipidlerini, sitozolik proteinleri ve
DNA’y1 korudugunu gostermistir (Giiltekin ve ark., 2001).

Tiyol iceren antioksidan bir bilesik olan NAC, reaktif oksijen tiirlerinin
detoksifitesini ve GSH sentezinin devamliligini saglayarak eritrositleri oksidatif strese

karst korumaktadir. NAC hiicre i¢i tiyol diizeyini artirarak GSH sentezini devam
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ettirmektedir. Bu 0zelliginden dolayr miyokardial hasarda, kanser, mukolitik ve
parasetemol zehirlenmesinden sonra olusan akut akciger yetmezliklerinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin hiicrelerden uzaklastirilmasinda antioksidan
ila¢ olarak da kullanilmaktadir (Gustafsson ve ark., 2005; Yildiz, 1996).

NAC, Benzopyren, asetilaminoflorans ve sigaranin kanserojen maddelerinin
DNA’ya baglanmasim1 bloke eder. Pestisitler ve ksenobiotiklerin kullanimina bagl
olarak acgiga cikan serbest oksijen tiirleri lipid perosidasyon olusumuna tetikleyici
ajanlar olarak bilinmektedir. Lipid peroksidasyonu, serbest oksijen tiirleri ile membran
lipitlerinin etkilesimi sonucu olusmakta ve daha ¢ok molekiiller diizeyde doku hasarina
neden olmaktadir (Robbins ve Kumar, 1990). Lipid peroksidasyonun eritrositlerin
antioksidan savunma mekanizmalarin1 etkiledigi endojen ve ekzojen antioksidan
miktarlarinda 6nemli derecede azalmaya neden oldugu ileri siiriilmiistiir (Giiltekin ve

ark., 2001).

2.5. Hiicre Membrani

Ister prokaryotik ister 6karyotik olsun tiim hiicreler, hiicreyi sinirlayan ve
hiicre icerigini ¢evre dokudan ayiran bir plazma membrani ile sarilmistir. Molekiillerin
gecisinde segici bir bariyer olan plazma membrani, spesifik molekiillerin hiicre i¢i veya
disina hareketini  diizenleyerek sitoplazmanin kompozisyonunu belirler. Ayrica
membranin yapisindaki bazi proteinler hiicreler arasi etkilesimleri kontrol etme ve
hiicreye gelen cevresel sinyalleri alma fonksyonlarini yiiriitiir (Cooper, 2004; Murray,
2003; Devlin, 1992 ).

1972 yilinda plazma membraninin yapisini ortaya koymak i¢in Singer ve
Nicholsan tarafindan ileri siiriilen s1ivi-mozaik zar modeli giiniimiizde hala gecerliligini
korumaktadir (Singer ve Nicholsan, 1972). Bu modele goére membranlar; asimetrik,
akiskan bir fosfolipid cift tabakasinda yayilmis olan integral proteinlerden olusmustur
ve membranin dig ylizeyine yerlesmis az sayida karbonhidrat molekiilii icerirler.
Fosfolipid cift tabakasi arasina gomiilmiis olan proteinler hiicrelerin birbirini tanimasini
ve molekiillerin secici tansportunu saglar. Fosfolipid cift tabaka yapisi kararli olmasina

ragmen, herbir fosfolipid ve sterol molekiilii zar diizleminde serbest olarak hareket eder.
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Zar lipidleri gibi proteinler de ikili tabaka diizleminde lateral olarak serbest bir bicimde
hareket ederler (Devlin, 1992).

Membrandaki karbonhidratlar 6zellikle hiicrelerin yiizey kisimlarinda alici
olarak gorev yapmalar1 nedeniyle hiicrelerin dis yiizeyinde yogun olarak bulunurlar.
Karbonhidratlar lipidler ve proteinlerle, glikolipid ve glikoproteinleri olustururlar.
Glikolipid ve glikoproteinler membran kitlesinin yaklasik olarak % 5-10’unu olusturur.
Bu karbonhidratlar  glukoz, galaktoz, mannoz, N-asetilgalaktozamin, N-
asetilglukozamin ve siyalik asittir. Membran karbonhidratlar1 hiicrelerin birbirini
tanimasini ve adezyonu saglar (Oztas, 2004; Devlin, 1992). Karbonhidratlar kendilerine
benzer hiicreleri tanirlar ve doku olusmasim saglarlar. Yabanci yapilar taniyarak

immun yanit olusumuna yol agarlar (Simsek, 1994).

2.5.1. Membran Proteinleri

Lipidler membranlarin temel yapisal elemani olmasina karsin proteinler
spesifik ~ fonksyonlarin  yerine  getirilmesinden  sorumludur. Cogu plazma
membranlarinin agirliginin yaris1 protein yarisi ise lipidlerden olugmustur. Proteinler
lipidlerden daha biiyiik olduklarindan dolay: bir protein molekiiliine karsilik yaklasik
50-100 lipid molekiilii bulunur (Cooper, 2004).

Membran proteinlerinin bir¢ogu spesifik hiicre membranlarinin iizerinde veya
icinde yerlesmis olan enzimlerdir. Digerleri ise molekiillerin membran icinden
transportunu saglayan veya hormon ve biiyiime faktorleri i¢in reseptor olan proteinlerdir
(Devlin, 1992).

Membrandaki baslica yapitas1 olan proteinler iki gruba ayrilirlar. Membran
yiizeyi ile gevsek iliski gosteren cevresel (periferal) proteinler ve dogrudan lipid
tabakas1 icinde gomiilii olan i¢sel (integral) proteinlerdir (Junquerra ve ark., 1998).

Periferal membran proteinleri lipid cift tabakanin hidrofobik kisminin igine
girmez. Primer olarak membranin sitoplazmaya bakan tarafinda yerlesmislerdir. Bu
proteinler zara bagli enzimlerin fonksyonlarinin diizenlenmesini ve integral proteinlerin
hiicre i¢i yapilara tutunmalarini saglarlar (Nelson, 2004).

Integral membran proteinleri lipid ¢ift tabakasinin igine gomiilmiis ve

membran lipidlerinin hidrokarbon zincirleri ile etkilesim halindedirler (Nelson, 2004).
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Katalitik aktivite icin gerekli ligant baglama bolgesi ve karbonhidrat veya lipidlerin
baglanmasi icin spesifik bolgeler icerebilirler. Membranin sitozolik yiizeyinde daha cok
proteinin amino ucunun, miristik asit (C14) veya sistein amino asitlerinin yan zinciri
tizerinden palmitik asit (C16) veya pirenil gruplar (farnesil C15) ile kovelent
baglanmaktadir. Membran kalinliklart 7.5-10 nm arasinda degismektedir ve sadece
elektron mikroskobu ile goriilebilirler (Onat ve ark., 2002). Bazilar1 kismen membran
icine gomiilii olduklar1 halde bir¢cogu transmembran proteinidir. Transmembran
proteinleri membranin her iki yiizeyi ile iligkili olacak sekilde lipid ¢ift tabakasini
boydan boya katederler. Bunlar genellikle membran i¢indeki kisimlar1 20-25 hidrofobik
aminoasid; 16sin, izoldsin, valin ve fenilalanin gibi amino asitleri iceren, o- heliks
yapisinda ve hiicre yiizeylerinde kalan kisimlarina oligosakkarit bagh glikolipidlerdir
(Cooper, 2004; Devlin, 1992). Plazma membran1 boyunca yerlesim gosteren proteinler,
hiicre dis ortamindan hiicre icine gerekli organik ve inorganik maddelerin alimini,
metabolizma sonucu meydana gelen hiicre i¢in zararh atiklarin digsar1 atilmasini saglar

(Onat ve ark., 2002).

2.5.2. Membran Lipidleri

Memeli hiicrelerde plazma membranlarinin ii¢ major lipid komponenti
sunlardir:

1- Gliserolipidler : Fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin.

2- Sfingolipidler : Sfingomiyelin, serebrosidler, gangliosidler.

3- Kolesterol.

Gliserofosfolipidler ve sfingomiyelin, fosfolipidler bashigi altinda toplanir
(Onat ve ark., 2002 ).

Fosfolipidler fosforillenmis bir alkol grubunun olusturdugu polar bir bag kismi
ve buna bagli nonpolar iki yag asidi zincirinden olusmustur. Hidrofilik ve hidrofobik
kisimlara sahip olmalariyla c¢ift tabakali yapiyr olustururlar. Hidrofilik polar bas
kisimlan ¢ift tabakanin dis ytizeylerine yerlesirken hidrofobik yag asidi zincirleri i¢

kisimda yer alirlar.
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Kolesterol ve fosfolipidler membranlarin her iki tarafinda yer alirlarken,
sfingomiyelin ve fosfotidilkolin dis tabakada, fosfotidilserin ve fosfotidiletanolamin i¢
tabakada yer alir. Fosfolipidler membranin temel yapisal biitiinliigiiniin ve secici
gecirgenliginin saglanmasindan sorumludurlar (Simsek, 1994)

Kolesterol, membran akigskanliginin belirleyicisidir. 1ki yag asidi arasina
girerek Van der Wals cekim kuvvetini azaltarak membrana akiskanlik saglamaktadir

(Onat ve ark., 2002).
2.6. Eritrositler

Eritrositler, sulu ortamda hareket halindeki 6zellesmis hiicrelerden olusan kan
dokusunda bulunurlar ve ilk olarak 1665 yilinda Malphigi tarafindan tanimlanmiglardir.
1673 yilinda Leeuwenhock, kana kirmizi rengini eritrositlerin verdigini tesbit etmistir.
Insan eritrositleri cekirdeksiz, bikonkav disk seklindedir ve yapisinda % 34 Hb ve Fe*
molekiilii bulunmaktadir. Eritrosit yapisindaki Hb’in varligim1 Funke, demirin varligini
ise Menghini bulmustur (Ozer,1985).

Eritrosit hiicreleri “stem cell” olarak adlandirilan temel hiicrelerden
olusmaktadir. Bu temel hiicreler bircok degisim asamalarindan sonra retikulositleri
olusturur (Shohet,1986). Nukleus disinda memeli hiicre organellerinin tiimiinii ihtiva
eden retikulositler; glikoliz, krebs dongiisii, pentoz fosfat yolu, oksidatif fosforilasyon,
kolesterol, fosfolipit, hemoglobin, triagil gliserol ve piirin niikleotit sentez enzimlerini
bulundururlar (Thomas, 1986). Retikulositler kemik iliginden kan sirkulasyonuna
salindiktan ii¢ giin i¢cinde organellerini kaybederek (mitokondri, golgi cisimcigi ve
RNA’nin hiicreden uzaklagsmasiyla) olgun eritrositlere doniisiirler (Shohet, 1986;
Thomas, 1986). Olgun eritrositlerin biyosentez yetenekleri yoktur. Bu nedenle ortalama
120 giinde yaslanan eritrositler 120 giin sonrasinda RES hiicreleri tarafindan
dolasimdan alinarak yikilmaktadirlar (Shohet, 1986).

Erkek ve kadinda eritrosit miktar1 farkli olup sirasiyla erkekte 5.4x10° kadinda
4.8x 10° olup, eritrosit sayist ve eritrositlerdeki hemoglobin diizeyi oksijen temini i¢in
belirleyici bir faktordiir (Milan Ve ark., 2004; West , 1995).

Eritrositler, organizmanin ihtiyacti olan oksijenin (O,) saglanmasi,

karbondioksitin (CO,) uzaklastirilmasi, kan pH’sinin ayarlanmasi gibi, olduk¢a onemli
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gorevleri olan hiicrelerdir. 120 giinliik yasam siireleri boyunca, degisen ¢evre kosullar
ile karsilasirlar. Cekirdek, mitokondri, ribozom gibi organelleri olmadig: icin niikleik
asit, protein ve lipit sentezi yapamazlar. Iyon dengesinin siirdiiriilmesi, hemoglobin
yapisinin korunmasi, hiicre zarinin esnekligi ve biitiinliigliniin saglanabilmesi igin
eritrositlerin cok fazla miktarda enerjiye ihtiyaclarnt vardir. Tagidiklar yiiksek
miktardaki O, nedeniyle oksidatif zarara ugrama olasilig1 en yiiksek olan hiicrelerdir
(Aslan, 2002 ; Yalin ve ark., 2001; Keskin, 2001). Reaktif oksijen {iiriinleri (ROS)
eritrositler icin oldukg¢a zararlidirlar. Bu iiriinlerin baglica hedefleri hemoglobin ve hiicre
zaridir. Bu oksidan ajanlar hemoglobinin B zincirlerini, zar proteinlerini ve bunlarin
tasidiklann  —SH (siilfidril) gruplarini oksitleyerek oksidatif hasara sebep olurlar.
Hemoglobinde hem gruplarinin oksidasyonu ile methemoglobin olusumuna neden
olurlar. Ayrica globinin sistein (Cys) yan zincirindeki —SH gruplarinin oksidasyonu ile
disiilfid kopriilerinin olusumuna neden olurlar. Hiicre zar1 iizerindeki etkisi ise; zar
lipidlerinin  peroksidasyonu sonucunda proteinlerin  oksitlenmesi sitoiskelette
degisikliklerin meydana gelmesine neden olur. Meydana gelen degisiklikler sonucunda
zar biitiinliigii bozularak eritrositler parcalanir ve bireylerde akut hemolitik anemi

meydana gelir (Aslan, 2002 ; Yalin ve ark., 2001; Keskin, 2001).
2.6.1. Eritrositlerin Membran Yapisi

Eritrosit membrani protein, lipid ve karbonhidratlardan olusur. Ozellikle
fosfolipid ve serbest kolesterolden olusan lipidler membranin yaklasik % 50’ sini
olusturur (Yenerel, 2004). Fosfolipidler lipid katmani igerisine asimetrik bir sekilde
dagilmiglardir. Lipid katmaninin dis kismi sfingomyelin, glikolipid ve fosfatidilkolin
icerirken, sitoplazmaya bakan i¢ kismu ise fosfatidilinositol, fosfatidilserin ve
fosfatidiletanolamin gibi lipidlerden olugmaktadir. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 sivilarla
temas edecek sekilde cift tabakali olarak dizilmis olan bu lipid yapis1 sayesinde hiicre
icerigi dis ortamdan korunabilmektedir. Kolesterol ise membranin esnekliinin ve
kararliliginin devam ettirilmesinde gorev yapmaktadir (Sadava, 1993). Bu lipid yapisi
disinda eritrosit membraninda 12 major ve yiizlerce minor protein mevcuttur. Proteinler
membranin dig ylizeyine gevsek olarak yapismis halde (periferik proteinler) ve lipid
tabakanin icinde boylu boyunca gomiilii (integral proteinler) haldedir. integral proteinler,

ozellikle eriyik haldeki maddelerin hiicre ici ile dis1 arasindaki iletimi saglar. Bunlar
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icinde en Onemlileri spektrin, aktin, ankirin, band-3, glikoporin-A ve glikoporin-B dir.
Hiicre membrani ayrica icerden hiicre iskeleti olarak adlandirilan ve proteinlerden
olusan ag seklinde bir yapi ile giiclendirilmistir (Discher ve ark., 2001). Hiicre iskelet
proteinleri membran proteinlerinin % 50-60° lik kismini olusturmaktadir ve sodyum

dodesil siilfat jel elektrofezi ile birbirinden ayirt edilebilirler (Yenerel, 2004).

Alfa heliks proteit

_ @’M Lipid katmar

Glikoprotein

Fosfolipid Yag asidi —_
Zincit Globiler

protein Kolesterol

Sekil 1.5. Eritrosit membranin yapisi (Agre ve ark.,1989)

Spektrin, kirmizi hiicre zan sito-iskelet bileseni olup alfa ve beta izoform
yapilarinda bulunabilmektedir. Birbirlerine gevsekce sarili olan bu iki heliks
bicimindeki bu yapilar her iki ucta birleserek bir tetramer olustururlar. Olusan bu
spektrin tetramerleri ise membrana ankirin proteinleri ile baghdir (Agre, 1989; Yalin ve
Aksoy, 1997).

Ankirin kendisi ise band 3 ad1 verilen bir membran proteine baghdir. Band 4.2
ad1 verilen proteinin, ankirin ile band 3 proteini arasindaki baglantiyr saglamlastirdigi

diistiniilmektedir (Sadava, 1993).
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Sekil 1.6. Eritrosit membraninda bulunan proteinler (Discher ve ark., 2001;
Sleep ve ark., 1999).

2.6.2. Eritrosit Membraninin Fonksiyonlari

Eritrosit membrani kloriir/bikarbonat degisimi esnasinda pH’in sabit diizeyde
tutulmasi, organik fosfatlar ve indirgenler gibi hayati 6nem tasiyan bilesiklerin
korunmasi ve ¢esitli metabolik artiklarin organizma digina atilmasi gibi bircok hayati
onem tasiyan fonksiyonlar1 yerine getirir (Patrick ve ark., 2004). Ayrica glikolitik
enzimleri inaktive ederek eritrosit metabolizmasinin diizenlenmesini saglar. Eritrosit
membraninin dis yliziiniin kaygan olmasi kirmizi kan hiicrelerinin endotel hiicrelerine
yapismasina engel olmaktadir (Sikorski ve ark., 2000).

Eritrosit membrani, hiicreye esneklik ve dayamiklilik 6zelligi kazandirarak
dongiisel stres esnasinda hiicrenin biitiinliigiiniin korunmasina imkan verir. Hemoglobin
sentezi i¢in hiicre i¢ine demir alinmasim saglar (Yalin ve Aksoy, 1997).

Eritrosit membranimmin agirlikca % 10’unu  sekerler olusturur. Eritrosit
membraninda bulunan glikoprotein ve glikolipidlerin biiylik boliimii  ise N-
asetilndraminik asit olup taninma, haberlesme ve adezyon faaliyetlerini diizenler. Bu
gorevlerin yan1 sira reseptor fonksiyonlarinin diizenlenmesi, transport islemleri,
hiicrenin biiylimesi ve antijenik aktiviteyl kontrol etmek gibi hayati gorevler yapar
(Malgorzata ve ark., 1987). SA’ler, eritrosit membraninda glikoprotein ve
glikolipidlerin u¢ kisimlarina bagli olarak bulunurlar. Bu konumlarindan dolay1 SA’ler,

memban kararliliginin siirdiiriilmesinde 6nemli gorevler yiiklenirler. SA’ler katyon
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degisimi, reseptdr fonksiyonlari, membran polaritesinin siirdiiriilmesi ve hiicre ici

etkilesimler gibi olaylarda rol alirlar (Stibler ve ark., 1983).

2.6.3. Eritrosit Metabolizmasi

Eritrositlerin gorevi, yapisindaki hemoglobin ile oksijeni dokulara tasimak ve
viicut i¢in tampon 0zelligi saglamaktir. Bu gorevi yerine getirebilmeleri icin sekillerini,
i¢ yapilarinm1 ve membran aktivitelerini koruyacak enerjiye ihtiya¢ duyarlar.

Mitokondrileri olmayan eritrositler, oksidatif fosforilasyon ve krebs dongiisii
aktivitesine sahip olmadiklarindan eritrosit ici enerji iiretimi cok sinirlidir (Aslan, 2002)
Gerekli olan enerji, eritrositlerin tek yakiti olan glukozun glikoliz yolu ile par¢calanmasi
sonucu saglanmaktadir. Sekil 1.7. de goriildiigii gibi eritrosit glukozunun % 90’1
glikoliz yolunda kullanilir. Reaksiyonda glukoz, laktata parcalanirken 2 ATP elde edilir.
Diger % 10 miktarindaki glukoz, pentoz fosfat yoluna girerek rediiktif sentezlerde
kullanilan NADPH ve pentoz fosfatlar1 meydana getirir. Pentoz fosfat yolunda glukoz
6-fosfat dehidrogenaz ve 6-fosfoglukonat dehidrogenazin kataliz ettigi oksidatif
tepkimeler sonucu NADPH iiretilir (Aslan, 2002). Eritrosit i¢i gerceklesen tiim bu
reaksiyonlar sonucu olusan NADPH ile birlikte NADH ve ATP; hemoglobin demirinin
indirgenmesinde, hiicre ici membranlardaki —SH (tiyol) gruplarinmi oksidasyona karsi
korumada, hiicre ve membranin yapi biitiinliiglinii korumada, okside glutatyonu
glutatyon rediiktaz enzimi varliginda rediikte glutatyona indirgenmesi reaksiyonunda,
hiicre i¢i iyon biitiinliigiinii korumada ve pentoz fosfat yolu icin NADP+’y1 rejenere
etmede kullanilir Pentoz fosfat yolunun aktivitesini uyaran oksidan ilaclar, enzim
eksikligi veya yetersiz GSH durumunda hemoglobinin oksidasyonuna sebep olmaktadir.
Okside olan hemoglobin denatiire olur ve heinz cisimcikleri halinde ¢okerek membrana
yapisir ve bu durum eritrosit membraninin par¢alanmasina sebep olmaktadir.

Organizmanin diger dokularinda oldugu gibi glutatyonu indirgenmis halde
tutabilmek icin NADP+’ya bagimhi malat dehidrogenaz gibi alternatif NADPH
kaynaklarina sahip olmayan eritrositler, oksidan streste (ilaclar, infeksiyon) pentoz
fosfat yolundaki enzim eksikliklerine bagli olarak hemoliz olmaktadir. Bundan dolay1
eritrositler diisiik stabiliteli enzim varyantlarina karsi o6zellikle savunmasizdirlar

(Champe ve Harvey, 1997).
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2.6.4. Eritrositlerde Pentoz Fosfat Yolu ve Onemi

Eritrositler kemik iliginde kok hiicrelerden olgunlasmalar1 esnasinda niikleus,
ribozom ve mitokondri gibi organellerini kaybederler. Mitokondrileri olmadigi igin
eritrositlerde enerji tiretimi cok siirlidir. Oksidatif fosforilasyon ve krebs dongiisii
aktiviteleri olmadig: icin enerji ihtiyacimi glikolitik yoldan saglamaktadir. Oksidatif
stress altinda olmayan eritrositlerde glukozun % 90 kadar1 Embden — Mayerhof yolu ile
piruvat ve laktata parcalanmaktadir. Bu olay sirasinda net 2 ATP elde edilmeketedir.
Eritrositlerin iyonik dengesinin saglanmasi ig¢in Na'- K ATPaz sisteminde, membran
yapisinin korunmasi ve eritrositlerin bikonkav seklinin korunmasi i¢in bu enerjiye
ihtiya¢ duyulmaktadir (Yalin ve ark., 2002; Onar, 2002; Akkus, 1995).

Pentoz fosfat yolu ile NADPH ve pentoz fosfatlar saglanmaktadir. NADPH
tretimi GSH metabolizmasinda rol oynadigr icin eritrositler icin hayati 6nem
tasimaktadir. Oksijen ve tiirevleri hemoglobini methemoglobine doniistiirmekte ve
ayrica molekiiller oksijen, membran lipitlerinde aktivitesi yiiksek peroksitler
olusturmaktadir. Pentoz fosfat yolunda iiretilen NADPH, eritrositlerin oksidatif hasara
kars1 korunmasinda kullanilmaktadir (Yalin ve ark., 2002; Onar, 2002; Akkus, 1995).

Eritrositlerde hemoglobinin oksijene ilgisini Rapoport—Luebering dongiisii
diizenlemektedir. Glikolitik yolda 1 mol ATP iiretilen fosfogliserat kinaz tepkimesinin
atlandig1 yolda bisfosfogliseratmutaz tarafindan katalizlenen tepkime ile eritrositlere
0zgii olan 2,3- difosfogliserat elde edilmektedir. Allosterik etkileyici olarak etki
gosteren 2,3-difosfogliserat, hemoglobinin oksijene affinitesini diizenlemektedir.
Eritrositlerde Na*- K" ATPaz sistemi ile 3 Na un hiicredisina ¢ikarilmasina 2 K* ve 1
CI un hiicre i¢ine alinmasi sirasinda 1 ATP harcanmaktadir (Yalin ve ark., 2002; Onar,
2002; Keskin, 2001; Akkus, 1995).

Peroksitler normalde, bir tripeptit olan GSH’ 1n rediiksyonu ile inaktive olurlar.
Bircok hiicrede bol miktarda bulunan GSH’da serbest bir tiyol grubu bulunur ve bu grup
oksidatif strese karst koruyucu gorev goriir. GSH 1n kolay okside olma o6zelliginden
dolayr rediikte silfidil gruplart —SH tasiyan bazi enzimlerin, hiicre zarmnin ve
hemoglobinin otooksidasyonundan korunarak, yapisal ve fonksyonel biitiinliigii saglanir

(Onar, 2002; Keskin, 2001; Serteser,1999; Akkus, 1995).
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GSH serbest —SH grubunu sisteinden almistir. Bir proteinin iki tiyol grubu
okside olacak olursa, bu protein GSH tarafindan enzimatik olmayan reaksiyonla rediikte
edilebilir. Yani GSH, -SH grubunu okside olan proteine vererek, proteinlerdeki sistein —
SH gruplarinin rediikte durumda tutulmasina yardimci olmaktadir (Onar, 2002; Keskin,
2001; Serteser,1999; Akkus, 1995).

Hiicre zarinda bulunan bazi enzimler hidrojen peroksit gibi ajanlarla okside
olurlarsa GSH, -SH grubunu proteine vererek oksidatif stresi onler. GSH peroksitlerin
rediiksiyonunu saglar. Lipid peroksidasyonunu selenyum iceren GPx (glutatyon
peroksidaz) eritrosite olusan peroksit gruplarini zararsiz hidroksil gruplarina ¢evirirken,
GSH indirgenmektedir. Tripeptid yapisindaki GSH’1n methemoglobin ve peroksitlerin
indirgenmesi sirasinda disiilfitle bagli okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenmektedir.
GSSG’1n tekrar kullanilabilmesi icin NADPH’a bagli GPx ile indirgenmesi ve GSH’a
doniigsmelidir. Pentoz fosfat yolunun birinci basamaginda G6PD enzimi araciligiyla
NADPH iiretilir ve bu GSSG’1in GSH’a doniisiimiinii katalize eden Glutatyon rediiktaz
tarafindan gerekli Hidrojeni NADPH molekiiliinden alarak GSSG’ye transfer eder.
Normal sartlarda glutatyonun % 99.8 i rediikte formda (GSH), sadece % 0.2 si okside
formdadir (GSSG). G6PD enziminin G6P’1 6-fosfoglukonolaktana doniistiirmesi
sirasinda G6P’nin 1. karbonundaki hidrojen NADP’ye aktarilarak NADPH olusturulur.
NADPH, GSH’1n saglanmasi i¢in glutatyon rediiktazin koenzimi olarak calisir. G6PD
eksikliginde, hiicrenin rediiktif kaynagi olan NADPH iiretiminde bozukluk olacagindan
hiicrede oksidatif stres olusur.

Pentoz fosfat yolunda NADPH’1n siirekli iiretilmesi ile GSH doniisiimiiniin
stirdiiriilmesi eritrositlerin yasam siirecinde hayati bir 6neme sahiptir (Yaln ve ark.,

2002; Onar, 2002; Aslan, 2002; Keskin, 2001; Serteser,1999; Akkus, 1995).
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2.7. Membran Transport sistemleri

Hiicre zarinda bulunan tagima mekanizmalari ile hiicre icin gerekli maddelerin
hiicre i¢ine alinarak hiicresel faaliyetlerde kullanilmasi saglanir ve hiicrede olusan atik
ve toksik maddelerin hiicre digina atilmasi saglanir. Iyon ve molekiillerin hiicre i¢inde
ve disinda belirli konsantrasyonlarda tutulmas: da tasima mekanizmalar1 araciligiyla
yapilmaktadir (Palacin ve ark., 1998). Hiicre disindan hiicreye madde alimi1 endositoz,
hiicre disina madde taginimi ekzositoz olarak adlandirilir (Noyan, 2000).

Enerji gereksinimi olmaksizin maddelerin konsantrasyonun fazla oldugu
taraftan, az oldugu tarafa dogru hareketine basit difiizyon denir. Basit difiizyon sadece
kiiciik ve nispeten nonpolar molekiillerin tasinimini saglar (Berker, 2002; Lehninger ve
ark., 1993). Maddelerin hiicre i¢i konsantrasyonu esit oluncaya kadar basit difiizyon
devam eder (Noyan, 2000). Bunun nedeni i¢ kisminin hidrofobik olmasidir (Lehninger,
2005).

Baz1 maddeler membrandan, basit difiizyonla tasinamayacak kadar biiyiik ve
polar 6zellige sahiptir. Bu maddelerin membran gecisi proteinler araciligiyla olmaktadir.
Membranda tasima isini proteinlere transporterlar veya permeazlar ad1 verilir. Tastyici
proteinler bir yada daha fazla maddeye baglanirlar ve konformasyonel degisiklige
ugrayarak maddeyi membranin bir tarafindan diger tarafina transfer ederler. Kanal
proteinleri ise konformasyonlarinda degisim olmadan membran icinde hidrofilik
kanallar olusturarak maddelerin membrandan gecisini saglarlar (Milton ve Sarer, 2000).

CO, ve H,O gibi molekiiller gecirgenlik katsayilarina baglh olarak hiicre icine
ve disina gecisleri olmaktadir. Tasiyict sistemler ¢cevresel degisimlere ragmen hiicre
icindeki yakit molekiillernin, metabolitlerin, Cl, Na*, K*, Ca** ve POs gibi ¢nemli
iyonlarin sabit degerde kalmasini saglamakla da gorevlidir (Pamuk, 2000). Bu iyonlar
(CI', Na*, K%, Ca*? ve PO;3;) membran igerisinde bulunan kanal proteini tarafindan
tasinmaktadir. Iyonlarin membranin bir tarafindan diger tarafina gecisi elektriksel
gradient farkina dayali olmaktadir. Membranin iki taraf1 arasinda elektriksel potansiyel
meydana gelir. Ligand kapili kanallarada hiicre i¢i ve hiicre dis1 kiiciik molekiiller
allosterik tasiyici bir proteine baglanir, bu baglanmaya bagh olarak kanallar ac¢ilir ya da

kapanir (Lehninger,2005).
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Hiicre dis1 ve i¢i arasindaki osmotik basincin ayarlanmasi sonucu hiicre hacmi
sabit tutulmasi saglanir (Pamuk,2000).

Kolaylastirilmig tasinim da termodinamik acidan ikiye ayrilir. Bunlar Pasif
kolaylastirilmis tasimim ve aktif kolaylastirilmis tasimimdir. Gerek pasif gerek aktif
tasinimda tasiyici proteine ihtiya¢ vardir. Pasif tasinimda enerji gerekmez, ancak aktif
tasinim konsantrasyon—yiik gradientine karsi yapildigindan enerji gerekir. Tasiyici
proteinler taginacak madde icin secicilik 6zelligi gosterir (Berg ve ark., 2002; Pamuk,
2000). Tasiyicilar baglantilarim1  difiizyonla zarda donmek suretiyle kanalciklar
olusturarak veya konformasyonel degisiklige ugrayarak karsi tarafa gecirirler. Pasif
tasinimda madde konsantrasyon farkina gore her iki yonde tasinabilir.

Aktif tasima yapan sistemlerde tasiyici, zarda 6zel bir yerlesim sonucu tagima
islemini belli bir yonde yapar. Bu sekildeki aktif tasimayi iice ayirabiliriz.

Uniport tasima : Her defasinda bir molekiil bir yonde taginir.

Simport tasima : Tasiyic1 ayni anda iki molekiilii ayn1 anda tasir.

Antiport tasima : Tasiyic1 ayn1 anda iki molekiilii zit yonde tasir (Onat ve ark.,
2002; Milton ve Sarer, 2000; Pamuk, 2000).

ATP hidroliziyle ¢alisan transport proteinleri ATPaz yada ATPaz pompalari
olarak isimlendirilirler. Hiicre membranindan madde gecisi sirasinda ii¢ farkli enzim
grubu iyon tasinimi i¢cin ATP ile beraber ¢alismaktadir. Bunlar ATPaz’in P, V ve F simif
enzimleridir. Bu grup enzimler hiicre i¢ ve dis kisimlar1 arasindaki elektrokimyasal
farkliliga bagl olarak iyon tasiniminda gorev alirlar (Oztas,2000).

Hayvansal hiicrelerde hiicre i¢i K' seviyesi oldukca yiiksek ve sabit
konsantrasyonda tutulurken Na* seviyesi diisiiktiir. Hiicre i¢inde K" seviyesinin yiiksek
kalmas1 enerji harcanarak Na® iyonlarmin disar1 pompalanmasi ve yerine K'
iyonlarinin ge¢mesi ile saglanir. Na* ve K*iyonlar1 ¢cok yavas olmakla beraber zardan
difiize olabildiklerinden bu gradientin korunmasi Na*- K" ATPaz ile saglamr (Pamuk,
2000).

Na*- K" ATPaz a,f3; alt birimlerinden olusur. o alt birimi ATP’ nin hidrolizini
saglar. Bu islem sirasinda hiicre zarinda 2 K" iyonu hiicre icine dogru pompalanirken, 3
Na® iyonu da hiicre disina dogru pompalanir. Bu da sodyum potasyum dengesinin
korunmasinda ¢ok dnemlidir (Oztas, 2000). o alt birimi biiyiik alt birimdir ve iizerinde

Na®, K", ATP ve baglandiginda enzimi inhibe eden Quabin’in baglanacag bolgeler
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vardir. Kiiciik alt birim olan f, siyalik asit, glikoz, galaktoz ve diger heksozlar1 iceren
periferik bir glikoproteindir.

Na*- K" Pompasi hiicre i¢i ve dis1 arasindaki ozmatik dengenin saglanmasinda,
hiicre hacminin sabit kalmasinda, hiicre ici bazi enzimler icin seviyesinin yiiksek
tutulmasinda ve sinir impluslarinin iletiminde kullanilir (Pamuk, 2000).

Hayvansal hiicrelerde sitoplazmik Ca*™ ayarlanmasi oldukca karmasik bir
olaydir. Ca** iyonlari kaslarin kasilmasi, norotransmitlerin salgilanmast ve glikojen
yikiminin uyarilmasinda gorev alirlar. Hiicre icinde Ca*? konsantrasyonu diisiiktiir.
Yiiksek olmasi1 durumunda 6nemli bir enerji tasiyicisi olan fosfat iyonlarinin ¢okmesine
sebep olur. Bundan dolay1 Ca* nin konsantrasyonun yiiksek oldugu hiicre disina
pompalanmasi Ca**-ATPaz tarafindan gerceklestirilir (Pamuk, 2000). Bu yolla Ca**-
ATPaz, hiicrelerdeki kalsiyum konsantrasyonunun azaltilmasini saglar, bu enzim hiicre
zarinda yerlesik halde bulunur. Kas hiicrelerinde bunun tersine Ca*>-ATPaz, Ca*
iyonlarini sitozolden sarkoplazmik retikuluma pompalar ve kalsiyum pompasi her ATP
hidrolizinde Mg** katalizérliigiinde 2 Ca* iyonu tasir. Kalmodulin Ca*>-ATPaz’in
allosterik aktivasyonunu saglar ve hiicreden Ca* salinimini artirir (Noyan, 2000).

ATPaz’in V ve P smifi enzimleri daima proton tasiniminda gorev alirlar. V
sinifi ATPaz’lar, bitki ve mantar vakuollerinde diisiik pH seviyesinin korunmasina
yardimer olurlar. Hayvanlarda ise lizozomlar, endozomlar, golgi vasikiilleri ve salgi
graniillerinin i¢ kistmlarinin asidik 6zelliklerinin korunmasini saglar (Oztas, 2000;
Lehninger ve ark., 1993).

F siifi ATPaz’ lar bakteri, mitokondri ve kloroplastlardaki enerji ATP
hidrolizi ile gerceklesir. Ancak daha sonra, ATP hidrolizinin tersine; ADP ve P’ den
ATP yeniden sentezlenir. Bu rol icerisinde, F tipi ATPaz daha uygun olarak ATP

sentetaz olarak isimlendirilir (Lehninger ve ark., 1993).

2.8. Memeli Hiicrelerinde Amino Asit Transport Sistemleri

Hiicre i¢in gerekli olan amino asitlerin plazma membranindan hiicre icine
almimi ve tekrar hiicre digina transferi bu amino asitlere 0zgii transport sistemleri
tarafindan gerceklestirilmektedir. Amino asit transport sistemleri bu iyonik besinlerin

hiicreye girisine aracilik ederek bu besinlerin hayati 6nem tasiyan hiicresel faaliyetlerde
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kullanilmasin1 saglar. Norotransmiter, sinaptik modiilator yada norotransmiter Onciilii
olarak etki gosteren spesifik amino asitlerin plazma membraniyla tasinimi ve sinaptik
yariktan yeniden alinimi bunlarin hiicre dis1 konsantrasyonlarinin belirli bir aralikta
kalmasint ve bu Onciillerin merkezi sinir sisteminde kaynak teskil etmesini
saglamaktadir (Christensen, 1993; 1990; 1982; Smith ve Cooper, 1992).

Amino asitlerin plazma membranindan tasinimlart proteinler araciligiyla
olmaktadir. Proteinler amino asitleri tanir, onlara baglanir ve amino asitleri hiicre
disindan hiicre i¢ine alir. Bu konuda yapilan calismalardan sonra memeli hiicrelerinde
ozellikle eritrosit, hepatosit ve fibroblastlarda farkli substrat spesifitesine sahip transport
sistemleri tanmimlanmis ve bunlarin genel ozellikleri aciklanmistir. Bu 6zellikler
stereospesifite (transport L-steroisomer i¢in daha hizlidir) ve genis substrat spesifitesi
(¢cesitli amino asitler bir transport sistemini paylasirlar). Amino asit transportunun asil
fonksyonunun belirlenmesinde amino asidin tipi (asidik, bazik, zwitteriyonik)
transportun termodinamik 6zellikleri temel kriter olarak kabul edilmistir (Palacin ve ark.,
1998).

Yapilan fonksyonel c¢alismalar, transportun doygunlugunu, substrat
spesifitesini, kinetik hareketini, enerji kullaniminm, cesitli organlardaki diizenleme
mekanizmalarini, izole edilmis hiicreler ve saflastirilmis plazma membranlarinda cok
sayida transport faaliyeti tespit edilmistir (Christensen, 1990;1985; Bannai ve ark.,
1984).

2.8.1. Zwitteriyonik Amino Asitler icin Transport Sistemleri

Zwitteriyonik amino asitlerin tasiniminda 2 grup sistem tanimlanmustir.
Zwitteriyonik amino asitler icin ortak sistemler olan A, ASC ve L sistemleri biitiin
hiicrelerde mevcuttur. Sistem A ve ASC Kkiiciik yan zincirli amino asitlerin sodyumla
simport taginmasina ve sistem L biiyiik yan zincirli amino asitlerin uniport taginmasina
aracilik etmektedir (Christensen, 1990).

Sistem A i¢in tercih edilen substratlar alanin, serin ve glutamin sistem ASC
icin ise alanin, serin ve sisteindir (Christensen, 1965). Sistem L’nin L; ve L, olmak
tizere iki alt tipi meccuttur. Bunlar farkli yaslarda hepatosit ve hepatoma hiicrelerinde

bulunurlar. Buna gore zwitteriyonik amino asitler pek ¢ok hiicrede Na ile birlikte
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tasinmaz. Epitel hiicrelerinde genis spesifiteli sistemler Na’ un elektriksel gradientine
bagli olarak bu amino asitleri toplarlar. N- metilenmis amino asitlerin transportu,
sistem A’ nin ayrimi i¢in 6nemli bir Olgiittiir. Sodyuma bagli alanin transportunun N-
metilaminobiitirik asit tarafindan inhibisyonu sistem A aktivitesinin belirlenmesi i¢in
kullanilmaktadir. Sistem A ve ASC farkli ozelliklere sahiptir. Sistem A elektrojeniktir
ve trans — inhibisyon ozelligi gosterir. Sistem ASC elektronétral olabilir ve trans —
stimiilasyon 0zelligi gosterir (Guidotti ve Gazzola, 1992). Sistem A pH’ a duyarliyken
sistem ASC kismen duyarlidir.

Zwitteriyonik amino asitlerin transportu icin tanimlanan sistemlerden ikincisi,
dokuya 6zgiil sistemlerdir. L- Glutamin, L- histidin ve L- Asparajin amino asitlerinin
hepositlere transportunun N adi verilen sodyuma baglhh transport sistemiyle
gerceklestirilmektedir (Kilberg ve ark., 1980). Sistem A’ya benzer ozellikte sistem N
iskelet kaslarinda kesfedilmis olup N™ olarak adlandirilmistir (Hundal ve ark., 1987).

Sistem Gly, glisin ve sarkozin icin 0zel olup, bir¢ok hiicre tipinde bulunur
(Eavenson ve Christensen, 1967). Norotransmiterlerin sodyum ve klorid bagimh
tasiyicilarindan GLYT; ve GLYT); sistem Gly’nin varyantlar1 olarak kabul edilmektedir.
Sistem BETA; B- alanin , taurin ve GABA ig¢in spesifik bir transport sistemi olup bir¢cok
dokuda tanimlanmistir ve bu hiicrelerde farkli substrat affinitesi ve spesifitesi gosterir
(Miyamoto ve ark., 1990). Norotransmiterlerin sodyum ve klorid bagimh
tastyicilarindan  GAT1-3, BGT-1 ve TAUT sistem BETA’in varyantlar1 olarak
diistiniilmektedir.

Epitel hiicrelerine  0zgiill ¢esitli  zwitteriyonik  transport  sistemleri
tamimlanmistir. Bagirsak fircams: kenar hiicrelerinin membranlarinda nétral amino
asitlerin tasinimina aracilik eden sodyuma bagli bir transport sistemi bulunmaktadir
(Palacin ve ark., 1998). Bu sistem ilk olarak NBB olarak adlandirilmis daha sonra genis
spesifiteli sistemlere uygunlugu nedeniyle sistem B olarak yeniden adlandirilmistir. Son
yillarda yapilan calismalar, sigirlarin  bobrek fircamsi  kenar  hiicrelerinin
membranlarinda nétral amino asitlerin sodyuma bagli transportunu gerceklestiren bir
sistem kesfedilmis ve bu sistem BY olarak adlandirilmistir (Lynch ve Mcgivan, 1987).
Bu sistemlerin zwitteriyonik amino asitlerin bagirsaklarda emiliminden ve bobreklerde
geri emiliminden sorumlu olduklari diisiiniilmektedir. Sistem IMINO, bobrek, bagirsak

ve epitelyum hiicrelerinde kesfedilmistir. Prolin, hidroksiprolin ve N- metil glisin gibi
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amino asitler icin 0zgiil olup bu amino asitlerin sodyuma bagli transportunu

gerceklestirir.

2.8.2. Katyonik Amino Asit Transport Sistemleri

Katyonik amino asitlerin alimina aracilik eden bes adet transport sistemi
tanimlanmistir. Bu sistemlerin aktivitesi zwitteriyonik amino asitlerle paylasim
kapasitesine ve sodyuma bagliliklari ile katyonik amino asitlere karsi olan affinitelerine
gore ayirt edilmektedir (Closs, 1996).

Sistem y* yiiksek affiniteli katyonik amino asitlerle, diisiikk affiniteli
zwitteriyonik amino asitlerin sodyum varliginda transportunu saglar. Sistem y'L insan
eritrositlerinde kasfedilmis olup (Deves ve ark., 1992) ayrica plasentada tanimlanmistir
(Eleno ve ark.,1994; Fe1 ve ark., 1995). Sistem y'L farkli dokular arasinda yaygin bir
dagilim gosterir. Bundan dolayi insan fibrostlarinda da tespit edilmistir (Palacin ve ark.,
1998). Sistem y'L katyonik amino asitleri hiicre dis1 ortamda sodyuma gereksinim
duymadan yiiksek affinite ile transport etmektedir. Kiiciik ve biiyiik zwitteriyonik amino
asitleri sodyum varliginda yiiksek affinite ile transport etmektedir. Sodyum yoklugunda
zwitteriyonik amino asitleri diisiik affinite ile transport etmektedir. Sistem y* ve y'L
aktiviteleri eritrosit ve plasentada N-etylmaleimid ile muamele edilerek ayirt
edilebilmektedir. Sistem y* ve y'L cok yiiksek trans stimiilasyon kapasitesi gosterir.
Sistem y* katyonik amino asitlerin plazma membranindan giris ¢ikisin1 dengeler. Bircok
calismada oositlerde 4F2hc yiizey antijeni ile sistem y'L transport aktivitesi tespit
edilmistir (Ruiz ve ark., 2003).

Sistem B®" ,b>*,ve b" ilk olarak fare blastosistlerinde kesfedilmistir.
Embriyonik sodyumdan bagimsiz olan sistem b" katyonik amino asitler icin transport
aktivitesine sahiptir. Sistem B®* ,b>" katyonik ve zwitteriyonik amino asitler i¢in

yiiksek affiniteli genis bir spesifite gosterir (Palacin ve ark., 1998).

2.8.3. Anyonik Amino Asit Transport Sistemleri

Bir¢ok hiicrede biriktirilen (noronlar, glial hiicreler, hapotositler, enterositler,

fibroblastlar, ve plasenta trofoblastlari) L-Glutamat ve L-Aspartat, yiiksek affiniteli
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sodyum ve potasyum bagli sistem X ag tarafindan transport edilir (Palacin ve ark.,1998;
Guidott1 ve Gazzola, 1992). Bu sistem aspartat amino asidinin D ve L stereoizomerleri
icin belirli bir affinite gosterir. Ozellikle hepatositler, fibroblastlar ve embriyonik
hiicreler L- glutamat ve L- sistin sodyumdan bagimsiz X ¢ antiport sistem araciligiyla
transport ederler. Bu sistem 100- 200 uM oraninda bir Km degerine sahip olup, stans
stimiilasyon oOzelligi gosterir (Guidotti ve Gazzola, 1992). Glutatyon sentezinin
desteklenmesi i¢in gerekli sistin girig-¢ikisi ve hiicrelerin oksidatif hasardan korunmasi,

oksidatif stresin indiiklendigi X" ¢ yoluyla olmaktadir.

2.9. Memelilerin Bosaltim Sistemleri

Viicutta i¢ ortamin diizenlenmesi isi bircok organ tarafindan saglanir. Hiicre
varligint devam ettirebilmek i¢in bulundugu otamdan devamli olarak madde alig
verisinde bulunmaktadir. Hiicre metabolizmasi islevi esnasinda meydana gelen bazi
maddeler hiicreden uzaklastirilmazsa, viicut dengesini bozar. Hiicrenin ¢alismamasina
hatta oliimiine sebep olan metabolizma artiklar1 cesitli yollarla ve organlar araciligiyla
ya zararsiz hale getirilmekte yada disar1 atilmaktadir. Bosaltim islevinin biiyiik kismini
bobrekler saglamaktadir (Demirsoy, 1993).

Bobrekler idrar ¢ikararak organizmada metabolizma artiklarinin atilmasin, su
ve elektrolit dengesinin diizenlenmesini, ekstraseliiler sivilarin kristalloid osmotik
basincinin normal sinirlarda tutulmasini, toksik maddelerin atilmasini ve kan pH’ nin
sabit tutulmasini saglayarak i¢ hemostazinin korunmasini saglar (Bozkirli, 1999, Aksoy,
1976).

Di1s ortamdan alinan besinler, organizma i¢in gerekli enerjiye doniisiirken bir
takim zararli maddeler ortaya cikmaktadir. Protein metabolizmasinda bu durum cok
onemlidir. Bobrekler metabolizma atiklarimin disar1 atildigi ve sivi tuz dengesinin
saglandig yerdir (Bear, 1964; Romer ve Porsond, 1986; Tanyolac ve Tanyolag, 1990).

Bobrekler karin boslugunda, karin arka duvarinda, bel omurlarinin iki yaninda
12. gogiis ve 1. ve 2. bel omurlar1 arasinda yapisik dururlar. Sag bobrek sola gore 1-2
cm asagidadir. Her bobregin bel omurlarina bakan kenarlarinda pelvis olarak

adlandirilan bir ¢ukurluk vardir (Mcewen, 1949, Kuru, 1990).
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Bobrek dista korteks ve icte medulla olmak iizere iki boliime ayrilabilir.
Medullada 10-18 adet mediiller piramit yer alir. Her mediiller piramitin tabaninda
kortekse uzanan birbirine paralel tiibiil demetleri, modiiller 151n bobregin islev goren
birimleri olan nefron grubunun, diiz kisimlar ile birlikte bir yada daha ¢ok sayida
toplayici kanaldan olusur.

Bobrekler nefron adi verilen yapilardan olusmaktadir. Her bobrek 1-4 milyon
nefron icerir. Nefron bobregin en kiigiik fonksyonel iinitesidir. Glomeriil, proksimal
tiibiil, henle kulbu, distal tiibiil ve toplayici kanaldan olusur. Toplayict kanallar
birleserek renal kaliksleri olusturur (Jungeria ve Ark., 1998).

Glomeriil, degisik hiicrelerden olusmus 6zellesmis bir kapiller agdir. Tek sira
halinde bulunan endotel hiicreleri birbirleriyle temas halinde olmasina ragmen bircok
por icerir. Kapiller kan ve glomeriiler fitrat arasinda bulunan bazal mambran plazmanin
serbest gecisine izin verir.

Glomeriilerde giinde 180 litre plazma ultrafiltrati olusturulur. Bu filtrat icerigi
plazma proteinleri hari¢ kana benzer (Noyan, 2000)..

Bowman kapsiilii, proksimal tiibiiliin baslangicini olusturur. Tiibiilii olugturan
epitel hiicreler yiizey alamini genisletmek icin milyonlarca mikrovilliise sahiptir.
Proksimal tiibiil, glomeriiler filtratin % 60-80 ni, siiziilen Na* ve Cl" % 70° ni, K, glukoz,
bikarbonat, fosfat ve siilfatin ¢ogunun ve hidrojen iyonun % 90’nin geri emildigi
boliimdiir (Noyan, 2000).

Henle kulbu, inen ince, ¢ikan ince ve ¢ikan kalin olmak iizere 3 kisimdan
olusur. Bu ii¢ kistmin hiicreleri benzerdir ancak su gecirgenliklerinde farklilik vardir.
Glomeriil, afferent ve efferent arteriol ile iliskilidir. Buradaki 6zel hiicrelere makule
densa denir. Henle kulbunda orijinal fitrattaki suyun % 25’i, Na* ve CI'un % 20-25’nin
geri emilimi yapilir (Noyan, 2000).

Distal tiibiil, makule densadan baslayan toplayici kanal sistemidir. Na*™- K"
ATPaz ve karbonik anhidraz aktivitesi vardir. Distal tiibiilde antidiiiretik hormon (ADH)
aracilifiyla suyun ve aldesterona bagli Na* un geri emilimi yepilir (Noyan, 2000).

Toplayici kanallar, kortekste sekiz distal tiibiil birleserek medullaya iner, en alt
kisimda bobrek papillasinin ucundan pelvise agilir. Bu tiibiillere toplayici kanallar denir.
Toplayici sistemde ADH araciliiyla suyun aldesteron araciligiyla Na*un geri emilimi

yapilir.
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Ureter, bobrekten asagiya uzanan iki adet tiibiildiir. Yaklasik 25 cm olup 4
yerde darlik gosterir. Peristaltik hareketlerle idrar asagiya akar (Snell, 1998).

Nefronun tiibiil kisimlari, 6zellikle proksimal kivrimli tiibiiller filtrat i¢indeki
viicut metabolizmasinda yararli olan maddeleri emer, bu sayede i¢ ortamdaki dengenin
devamini saglar. Tiibiiller ayn1 zamanda idrarla atilan belli zararli maddeleri kandan
tiibiil limenine aktarir. Toplayici kanallar, belli kosullar altinda suya gecirgen hale
gelerek kan plazmasinda daha hipertonik olan idrarin konsantrasyonunu artirir. Bu yolla
organizma suyunu, intraseliiler sivisin1 ve osmatik dengesini kontrol eder (Aktag, 1993;
Barlas ve Kolankaya, 1996).

Bobrek medullalarindaki intestisyel sivinin ozmolaritesi ¢ok daha yiiksektir,
gittikce artarak medullanin pelvik ucunda 1200-1400 mOsm/L’ye kadar ulasir. Bu
durum renal medulla intestisyumunda erimis maddelerin sudan daha fazla biriktigini
ifade eder.

Renal medullada madde konsantrasyonun olusturulmasina katkida bulunan
dort faktor vardir.

1- Henle kivriminin ¢ikan kolunun kalin kismindan, sodyumun aktif

taginmasiyla potasyum, klor ve diger iyonlarin birlikte tasinmayla

mediiller intestisyuma taginmas.

2- Toplayic1 kanallardan medulla intestisyumu icine iyonlarin aktif
tasinmasi
3- Ic medulla toplayici kanallardan medulla interstisyumu igine

biiyiik miktarda tirenin pasif difiizyonu

4- Mediiller tiibiillerden mediiller interstisyuma, geri emilen

sOliitlere oranla daha az miktarda su difiizyonu olmasi.

Yiiksek medulla osmolaritesinin en 6nemli nedeni henle kivriminin kalin ¢ikan
kolundan sodyumun aktif olarak, potasyum, kloriir ve diger iyonlarin birlikte
taginimiyla interstisyum i¢ine transportudur. Kalin ¢ikan kol suyu hi¢ gegirmedigi i¢in,
erimis maddelerin interstisyum i¢ine pompalanmasina osmotik su akisi eslik etmez. Bu
sayede, cikan koldan disar1 sodyum ve diger iyonlarin aktif taginmasi, sudan ¢ok daha
fazla erimis maddenin renal medulla interstisyumuna ilave olmasina neden olur. Henle
kivriminin, suya gecirgen olmayan, ¢ikan ince kolunda renal medulla interstisyumu

erimis madde konsantrasyonunu daha da yiikselten pasif sodyum geri emilimidir.
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Cikan kolun tersin, henle kivriminin inen kolu suya cok gecirgendir ve tiibiiler
stvi osmolaritesi renal medulla osmolaritesiyle hizli bir sekilde esitlenir. Bundan dolay:
henlenin inen kolundan renal medulla interstisyum icine su difiizyonla disar itilir ve
tiibiiler s1v1 osmolaritesi henle kivriminin ucuna dogru kademeli olarak yiikselir.

Bu olay siirekli olarak tekrarlandiginda, net etki, sudan ¢ok daha fazla erimis
katt maddelerin artarak medullaya gecisidir. Bu islem basamak basamak erimis
maddeleri medullada tutar ve henle kivriminin kalin ¢ikan kolundan disar1 iyonlarin
aktif pompalanmasi ile olusturulan konsantrasyon gradientini g¢ogaltarak sonucta
interstisyel s1vi osmolaritesini 1200- 1400 mOsm/L’ye yiikseltir (Guyton, 2000; Noyan
1998).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

L-sistin, L-aspartik asit, L-glutamik asit, siikroz, 5,5 -dithiobis (nitrobenzoate)
(DTNB), 1- kloro-2,4 dinitrobenzen (CDNB), Buthionin siilfoksimin (BSO) (Sigma
Chemical Co.St. Louis, Missouri, U.S.A). Deneylerde kullanilan kan, SSK Hastanesi
kan bankasindan, saglikli vericilerden 300 ml’lik {initeler seklinde elde edilmistir.

Spektrofotometrik Olctimler i¢in, Shimatzu 1200 spektrofotometre cihazi

kullanilmistir.

Eritrositlerin Hazirlanmasi:

Saglikli insanlardan alinan heparinize kan, 2500 g de 5 dak. santrifiij edilerek
plazma ve eritrositler birbirinden ayrilmistir. Plazma ve beyaz kan hiicrelerini ihtiva
eden tabaka ortamdan uzaklastirilmistir. Elde edilen eritrosit yigin1 ii¢ defa iki hacim 8
mM glukoz iceren potasyum-fosfat- tuz tamponuyla (PBS) (9 hacim 0.15 M NaCl 1
hacim 0, 1 M potasyum fosfat buffer, pH 7, 4) yikanmis ve deneylerde kullanilmak

tizere hazirlanmistir.

DENEY 1: Eritrositlerde izoosmolar ortamda, L-sistin girisi

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlari:

1. % 0.9’luk NaCl (1 It)

2. Potasyum fosfat tamponu ( 0.1 M, pH 7.4)

3. Potasyum fosfat tuz tamponu( 9 kistm 0.15 M NaCl, 1 kissm 0.1 M potasyum
fosfat tamponu, pH 7.4)

4. 8 mM glukoz iceren potasyum-fosfat-tuz tamponu (pH 7.4)

5. KREBS-fosfat Ringer tamponu (135 mM NaCl, 5 mM KCI, 1,3 mM CaCl,, 1,2
mM  MgSOy4 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO, pH 7.4)
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20 ml hacimde 0.5 mM ve 1 mM L-sistin iceren Krebs Ringer fosfat tampon (135
mM NaCl, 5 mM KCl, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO, 5 mM Glukoz, 10 mM
NaH,PO, pH 7.4)

10’TukTCA( Trikloroasetik asit) 100 ml

2 ml, 0,6 pmol / ml DTNB ( 2.5 ml metanolde ¢oziinmiis)

Tris EDTA tamponu ( pH 8.9)

DENEY 2: Eritrositlerde sistin-sistein dongiisii

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlari:

8 mM glukoz (C¢H;20g) iceren potasyum fosfat tuz tamponu (pH 7.4)

20 ml hacimde 310 mOsm/L Krebs Ringer fosfat tamponu (135 mM NaCl, 5 mM
KCl, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSOy4, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO, pH 7.4)
20 ml hacimde 1mM L-sistin iceren 310 mOsm/L Krebs Ringer fosfat tamponu
(135 mM NaCl, 5 mM KCI, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO, 5 mM Glukoz, 10
mM NaH,PO, pH 7.4)

20 ml hacimde 1200 mOsm/L Krebs Ringer fosfat tamponu (579.5 mM NaCl, 5
mM KCI, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,4 pH
7.4).

20 ml hacimde 1 mM L- sistin iceren 1200 mOsm/L Krebs Ringer fosfat
tamponu (579.5 mM NaCl, 5 mM KCl. 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO4 5 mM
Glukoz, 10 mM NaH,PO,4 pH 7.4).

20 ml hacimde 1250 mOsm/L Krebs Ringer fosfat tamponu (604.5 mM NaCl, 5
mM KCl, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO4 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO4 pH
7.4)

20 ml hacimde 1 mM L- sistin iceren 1250 mOsm/L Krebs Ringer fosfat tamponu
(604.5 mM NaCl, 5 mM KCl, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO, 5 mM Glukoz, 10
mM NaH,PO,, pH 7.4).

20 ml hacimde 1300 mOsm/L Krebs ringer fosfat tamponu (629.5 mM NaCl, 5
mM KCI, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO4 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO4 pH
7.4)
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20 ml hacimde 1 mM L- sistin iceren 1300 mOsm/L Krebs Ringer fosfat
tamponu  (629.5 mM NaCl, 5 mM KCI. 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO4 5 mM
Glukoz, 10 mM NaH,PO4, pH 7.4)

2 ml, 0,6 umol/ml DTNB(5,5 -Dithiobis (-nitrobenzoate) 2,5ml (metanolde
¢Oziinmiis halde)

Tris ETDA tamponu (pH 8.2)

DENEY 3: Eritrositlerde, sistin konsantrasyonunun, sistin-sistein dongiisiine etkisi

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlari:

8 mM glukoz i¢eren potasyum-fosfat-tuz tamponu (pH 7.4)

20 ml hacimde Krebs ringer fosfat tamponu (629.5 mM NaCl, 5 mM KCI, 1,3 mM
CaCly, 1,2 mM MgSOy4, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,POs, pH 7.4)

20 ml hacimde 0.25, 0.5 ve 1 mM L-sistin iceren Krebs ringer fosfat tamponu
(629.5 mMNaCl , 5 mM KCI. 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO, 5 mM Glukoz, 10
mM NaH,PO,, pH 7.4)

Tris ETDA tamponu (pH 8.2)

2 ml 0,6 ymol/ml DTNB (5,5 -Dithiobis (-nitrobenzoate)) 2.5 ml metanolde

¢cOzinmiis

DENEY 4: Eritrositlerde hiperosmolar ortamada L-sistin girisi

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlart:

8 mM glukoz iceren potasyum-fosfat-tuz tamponu (pH 7.4)

20 ml hacimde Krebs ringer fosfat tamponu (629.5 mM NaCl, 5 mM KCI, 1,3 mM
CaCl,, 1,2 mM MgSO, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,4 pH 7.4)

20 ml hacimde 1 ve 3 mM L-sistin i¢eren Krebs ringer fosfat tamponu (629.5
mM NaCl, 5 mM KCI, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO4 5 mM Glukoz, 10 mM
NaH,PO4 pH 7.4)

% 10’Iuk 100 ml TCA (Trikloroasetik asit)
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5. Tris ETDA tamponu (pH 8.9)
6. 2 ml 0,6 ymol/ml DTNB (5,5’-Dithiobis (-nitrobenzoate)) 2.5 ml metanolde

¢Ozinmiis

DENEY 5: Eritrositlerde sistin-sistein dongiisiiniin enerjiye baghhgi

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlart:

1. 8 mM glukoz iceren potasyum-fosfat-tuz tamponu (pH 7.4)

2. 20 ml hacimde Krebs ringer fosfat tamponu (629.5 mM NaCl, 5 mM KCl, 1,3 mM
CaCl,, 1,2 mM MgSO, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,4 pH 7.4)

3. 20 ml hacimde 0.5mM ve 1 mM L-sistin iceren Krebs ringer fosfat tamponu
(629.5 mM NaCl, 5 mM KCI, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO4 5 mM Glukoz, 10
mM NaH,PO,4, pH 7.4)

4. .20 ml hacimde 0.5 mM ve 1 mM L-sistin iceren glukozlu Krebs ringer fosfat
tamponu (629.5 mM NaCl, 5 mM KCI, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO4 5 mM
Glukoz, 10 mM NaH,PO4, pH 7.4)

5. 20 ml hacimde 0.5 ve 1 mM L-sistin iceren glukozsuz Krebs ringer fosfat tamponu
(629.5 mM NaCl, 5 mM KCl,1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSQOy4, 10 mM NaH,PO.,
pH 7.4)

6. Tris ETDA tamponu (pH 8.2)

7. 2 ml 0,6 umol/ml DTNB (5,5’ -Dithiobis-(nitrobenzoate)) 2.5 ml metanolde

¢Oziinmiis.

DENEY 6: Eritrositlerde sistin-sistein dongiisiine sicakhigin etkisi

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlari:

1. 8 mM glukoz i¢eren potasyum-fosfat-tuz tamponu (pH 7.4)

2. 20 ml igeren Krebs ringer fosfat (629.5 mM NaCl, 5 mM KCl, 1,3 mM CaCl,, 1,2
mM MgSO4 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO4 pH 7.4)
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3. 20 ml 0.5 ve 1 mM L-sistin iceren Krebs ringer fosfat (629.5 mM NaCl , 5 mM
KCl.1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSOy, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,, pH 7.4)

4.  Tris ETDA tamponu (pH 8.2)

5. 2 ml 0,6 umol/ml DTNB (5,5 -Dithiobis (-nitrobenzoate)) 2.5 ml metanolde

¢Ozunmiis

DENEY 7: Eritrositlerde glutamat ve aspartat’in sistin-sistein dongiisiine etkisi

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlari:

1. 8 mM glukoz i¢eren potasyum-fosfat-tuz tamponu (pH 7.4)

2. 20 ml Krebs ringer fosfat (629.5 mM NaCl, 5 mM KCI, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM
MgSO4 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,4, pH 7.4)

3. 20 ml 1 mM L-sistin iceren Krebs ringer fosfat (629.5 mM NaCl, 5 mM KClI, 1,3
mM CaCl,, 1,2 mM MgSO4 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO4  pH 7.4)

4, 20 ml 1 mM L-sistin ve 1mM glutamat igeren Krebs ringer fosfat (629.5 mM
NaCl, 5 mM KCI. 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO4 5 mM Glukoz, 10 mM
NaH,PO,, pH 7.4)

5. 20ml 1 mM L-sistin ve ImM Aspartat iceren Krebs ringer fosfat (629.5 mM NaCl,
5 mM KCI. 1,3 mM CaCly, 1,2 mM MgSOy4 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO, pH
7.4)

6. Tris ETDA tamponu (pH 8.2)

7. 2 ml 0,6 umol/ml DTNB (5,5’ -Dithiobis- (nitrobenzoate)) 2.5 ml metanolde

¢Ozinmiis

DENEY 8:Eritrositlerde,CDNB ile 6n inkiibasyonun sistin-sistein dongiisiine etkisi

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlar1:

1. 8 mM glukoz iceren potasyum-fosfat-tuz tamponu (pH 7.4)

2. 20 ml Krebs ringer fosfat tamponu (629.5 mM NaCl, 5 mKCl, 1,3 mM CaCl,, 1,2
mM MgSO,, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,, pH 7.4)
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3. 2 mM CDNB iceren Krebs ringer fosfat fosfat (629.5 mM NaCl, 5 mM KCI, 1,3
mM , CaCl,, 1,2 mM MgSOy4 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,, pH 7.4)

4. 2 mM CDNB + BSO igeren Krebs ringer fosfat tamponu (629.5 mM NaCl, 5 mM
KCL, 1,3 mM, CaCl,, 1,2 mM MgSO, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO4, pH 7.4)

5. 20 ml 1 mM L-sistin iceren Krebs ringer fosfat fosfat (629.5 mM NaCl, 5 mM
K(l, 1,3mM CaCl,, 1,2 mM MgSO,4 5 mM Glukoz,10 mM NaH,PO4 pH 7.4)

6.  Tris ETDA tamponu (pH 8.2)

7. 2 ml 0,6 umol/ml DTNB (5,5’ -Dithiobis-(nitrobenzoate)) 2.5 ml metanolde

¢Ozunmiis

DENEY 9: Eritrositlerde, siikroz hiperosmolaritesi ve sistin-sistein dongiisii

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlari:

1. 8 mM glukoz i¢eren potasyum-fosfat-tuz tamponu (pH 7.4)

2. 20 ml Krebs ringer fosfat tamponu (135.5 mM NaCl, 5 mKCl, 1,3 mM CaCl,, 1,2
mM MgSO, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,4, 990 mM siikroz, pH 7.4)

3. 20 ml ImM L-sistin iceren Krebs ringer fosfat tamponu (135.5 mM NaCl, 5 mM
KCI 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO4 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,, 990 mM
stikroz, pH 7.4)

4.  Tris ETDA tamponu (pH 8.2)

5. 2ml 0,6 pymol/ml DTNB (5,5’-Dithiobis- (nitrobenzoate)) 2.5 ml metanolde

¢Ozunmiis
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3.2.YONTEM

Calismamiz dokuz asamadan olusmaktadir;

1. Asamada, eritrositlere izoozmolar ortamda sistin girigi gdzlenmistir.

2. Asamada, eritrositlerde sistin — sistein dongiisii gozlenmistir.

[9S)

Asamada, eritrositlerde, sistin konsantrasyonunun, sistin-sistein dongiisiine etkisi
incelenmistir.

4. Asamada, eritrositlere hiperozmolar ortamda, L-sistin girisi gozlenmistir.

5. Asamada, eritrositlerde sistin-sistein dongiisiiniin enerjiye baglilig1 incelenmistir.

6. Asamada, sistin-sistein dongiisiiniin sicakliga baglilig1 incelenmistir

7. Asamada, glutamat ve aspartat’in sistin-sistein dongiisiine etkisi gdzlenmistir.

8. Asamada, CDNB ile 6n inkiibasyonun sistin-sistein dongiisiine etkisi incelenmistir.
9.Asamada, eritrositlerde siikroz hiperosmolaritesi ve sistin-sistein dongiisii

gozlenmistir
DENEY 1: Eritrositlerde izoozmolar ortamda, L-sistin girisi

Deneylerde saglikli vericilerden elde edilen heparinize insan kan
kullanilmistir. Kan, potasyum- fosfat-tuz tamponu (9 kistm 0,15 M NaCl 1 kisim 0,1 M
potasyum fosfat, 8 mM glukoz, pH 7.4) ile ii¢ kez yikanarak hazirlanmistir. Bu
islemden sonra icinde 0.5 mM, ve 1 mM L-sistin iceren 310 mOsm/L.  Krebs ringer
fosfat (135 mM NaCl, 5 mM KCl, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO4, 5 mM Glukoz, 10
mM NaH,PO,, pH 7.4) tamponundan 1000 ul, hazirlanmisg eritrosit stokundan 250 ul
alinarak ependorf tiiplere koyulmustur. Kontrol gurubu olarak 1000 ul Krebs ringer
fosfat tamponu ve 250 pl kan iceren ependorf tiipler kullanilmistir. Ependorf tiipleri
yavasca alt iist edilmis ve 37 °C’” de 30, 60, 120 ve 240 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra eritrositler 5 dakika 2500 g’ de santrifiij edilmistir ve
siipernatanttan 500 ul alinarak 1450 pl Tris-EDTA tamponuna (pH 8.2) ilave edilmis
ve 50 ul DTNB (5,5’ Dithiobis -nitrobenzoate) karisim iizerine ilave edilmistir. Kor
olarak 1500 pl Tris EDTA tamponu ve 500 ul kontrol siipernatanti kullanilmastir.
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Ornekler bir siire renk degisimi igin birakilmis ve daha sonra
spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Serbest —SH konsantrasyonlari
13.1 ekstinksiyon katsayisi (bir maddenin 1 molar konsantrasyonunun verilen dalga

boyunda yaptig1 absorbans degeri) kullanilarak hesaplanmustir.

DENEY 2: Eritrositlerde sistin-sistein dongiisii

Kan, potasyum- fosfat-tuz tamponu (9 kistm 0,15 M NaCl 1 kisim 0,1 M
potasyum fosfat, 8 mM glukoz, pH 7.4) ile ii¢ kez yikanarak hazirlanmigtir. Sistin —
sistein dongiisiinde kullanilan tampon ozmolariteleri sirasiyla; 310 mOsm/L (135 mM
NaCl, 5 mM KCl, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSQOy4, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,4, pH
7.4) , 1200 mOsm/L (579.5 mM NacCl, 5 mM KCl, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSOy4, 5
mM Glukoz, 10 mM NaH,POy, pH 7.4), 1250 mOsm/L (604.5 mM NaCl, 5 mM KCl,
1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO4, pH 7.4) , 1300
mOsm/L (629.5 mM NaCl, 5 mM KCI, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSQO4 5 mM Glukoz,
10 mM NaH,PO4, pH 7.4) ¢ dir. Bu islemden sonra i¢inde 1mM L-sistin iceren
sirastyla 310 mOsm/L, 1200 mOsm/L, 1250 mOsm/L, 1300 mOsm/L, Krebs ringer
fosfat  tamponu 1000ul, hazirlanmis eritrosit stokundan 250 pl alinarak ependorf
tiiplere koyulmustur. Kontrol grubu olarak 1000 pl sirasiyla 310 mOsm/L, 1200
mOsm/L, 1250 mOsm/L, 1300 mOsm/L, Krebs ringer fosfat tamponu ve 250 ul kan
iceren ependorf tiipleri kullanilmistir. Ependorf tiipleri yavasca alt iist edilmis ve 37 °C
‘de 120 ve 240 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra eritrositler 5
dakika 2500 g’ de santrifiij edilmistir ve supernatanttan 500 ul alinarak 1450 pl Tris-
EDTA tamponuna (pH 8.2) ilave edilmis ve 50 ul DTNB (5,5’ Dithiobis -nitrobenzoate))
karigim {izerine ilave edilmistir. Kor olarak 1500 pl Tris EDTA tamponu ve 500 ul
kontrol siipernatanti kullanilmistir.

Ornekler bir siire renk degisimi igin birakilmis ve daha sonra
spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda ol¢iilmiistiir. Serbest —SH konsantrasyonlari

13.1 ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak hesaplanmaistir.
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DENEY 3: Eritrositlerde, sistin konsantrasyonunun, sistin-sistein dongiisiine

etkisi

Kan, potasyum- fosfat-tuz tamponu (9 kisism 0,15 M NaCl 1 kisism 0,1 M
potasyum fosfat, 8 mM glukoz , pH 7.4) ile ii¢ kez yikanarak hazirlanmistir. Bu
islemden sonra icinde 0.25, 0.5 ve 1 mM L-sistin iceren Krebs ringer fosfat (629.5 mM
NaCl, 5 mM KCl, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO4 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,, pH
7.4) tamponundan 1000 ul, hazirlanmis eritrosit stokundan 250 pl alinarak ependorf
tiiplere koyulmustur. Kontrol gurubu olarak 1000 ul Krebs ringer fosfat tamponu ve 250
ul kan iceren ependorf tiipleri kullanilmistir. Ependorf tiipleri yavasca alt iist edilmis ve
37 °C ‘de 120 ve 240 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra eritrositler
5 dakika 2500 g’ de santrifiij edilmistir ve supernatanttan 500 ul alinarak 1450ul Tris-
EDTA tamponuna (pH 8.2) ilave edilmis ve 50 ul DTNB (5,5’ Dithiobis -nitrobenzoate)
karisim {izerine ilave edilmistir. Kor olarak 1500 pl Tris EDTA tamponu ve 500 ul
kontrol siipernatant1 kullanilmistir.

Ornekler bir siire renk degisimi icin birakilmis ve daha sonra
spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Serbest —SH konsantrasyonlari

13.1 ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak hesaplanmaistir.

DENEY 4: Eritrositlerde hiperozmolar ortamada, L-sistin girisi

Kan, potasyum- fosfat-tuz tamponu (9 kistm 0,15 M NaCl 1 kisim 0,1 M
potasyum fosfat, 8 mM glukoz, pH 7.4) ile ii¢ kez yikanarak hazirlanmistir. Bu
islemden sonra icinde 1 ve 3mM L-sistin iceren Krebs ringer fosfat tamponundan
1000ul, hazirlanmig eritrosit stokundan 250 ul alinarak ependorf tiiplere koyulmustur.
Kontrol gurubu olarak 1000 pl Krebs ringer fosfat tamponu ve 250 ul kan iceren
ependorf tiipler kullanilmustir. Ependorf tiipleri yavasga alt iist edilmis ve 37 °C de 120
ve 240 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra eritrositler 5
dakika 2500 g.” de santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmistir. Daha sonra deney ve
kontrol guruplar1 1000 pl potasyum fosfat tuz tamponuyla bir defa yikandiktan sonra
stipernatant kism1 uzaklastirilmistir. Geriye kalan eritrosit y1gin1 250 ul % 10’luk TCA

(Trikloroasetik asit) ile muamele edilmistir. Boylece eritrosit hiicreleri par¢alanmustir.
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Parcalan eritrositler 10000 g’ de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijleme isleminden
sonra siipernatant kismindan 100 pl alinarak 1850 ul Tris-EDTA tamponuna (pH 8.9)
ilave edilmis ve 50 ul DTNB (5,5’Dithiobis -nitrobenzoate) karisim iizerine ilave
edilmistir. Kor olarak 1900 ul Tris EDTA tamponu ve 100 pl kontrol siipernatanti
kullanilmistir.

Ornekler bir siire renk degisimi igin birakilmis ve daha sonra
spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda ol¢iilmiistiir. Serbest —SH konsantrasyonlari

13.1 ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak hesaplanmaistir.

DENEY S5: Eritrositlerde sistin-sistein dongiisiiniin enerjiye baghhgi

Kan, potasyum- fosfat-tuz tamponu (9 kistm 0,15 M NaCl 1 kisim 0,1 M
potasyum fosfat, 8 mM glukoz, pH 7.4) ile ii¢ kez yikanarak hazirlanmistir. Bu
islemden sonra i¢inde 0.5 ve ImM L-sistin iceren glukozlu Krebs ringer fosfat (629.5
mM NaCl, 5 mM KCI, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO4, 5 mM Glukoz, 10 mM
NaH,PO4, pH 7.4) ve 0.5 ve 1 mM L-sistin iceren glukozsuz Krebs ringer fosfat
(629.5 mM NaCl, 5 mM KCI, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO,, 10 mM NaH,PO,4, pH
7.4) tamponundan 1000 pl, hazirlanmis eritrosit stokundan 250 pl alinarak ependorf
tiiplere koyulmustur. Kontrol gurubu olarak 1000 pl Krebs ringer fosfat tamponu (629.5
mM NaCl, 5 mM KCI, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO4, 5 mM Glukoz, 10 mM
NaH,POy4, pH 7.4) ve 250 ul kan i¢eren ependorf tiipler kullanilmistir. Ependorf tiipleri
yavagca alt iist edilmis ve 37 °C de 120 ve 240 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon isleminden sonra eritrositler 5 dakika 2500 g’ de santrifiij edilmis ve
supernatanttan 500 ul alinarak 1450 pl Tris-EDTA tamponuna (pH 8.2) ilave edilmis
ve 50 ul DTNB (5,5’ Dithiobis -nitrobenzoate) karisim iizerine ilave edilmistir. Kor
olarak 1500 pl Tris EDTA tamponu ve 500 ul kontrol siipernatanti kullanilmastir.

Ornekler bir siire renk degisimi icin birakilmis ve daha sonra
spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda ol¢iilmiistiir. Serbest —SH konsantrasyonlari

13.1 ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak hesaplanmaistir.
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DENEY 6: Eritrositlerde sistin-sistein dongiisiine sicakhigin etkisi

Kan, potasyum- fosfat-tuz tamponu (9 kistm 0,15 M NaCl 1 kisim 0,1 M
potasyum fosfat, 8 mM glukoz, pH 7.4) ile ii¢ kez yikanarak hazirlanmistir. Bu
islemden sonra i¢cinde 0.5 mM ve 1 mM L-sistin iceren Krebs ringer fosfat (629.5 mM
NaCl, 5 mM KCl, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSOy, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,, pH
7.4) tamponundan 1000 ul, hazirlanmis eritrosit stokundan 250 pl alinarak ependorf
tiiplere koyulmustur. Kontrol gurubu olarak 1000 ul Krebs ringer fosfat tamponu ve 250
ul kan iceren ependorf tiipleri kullanilmistir. Ependorf tiipleri yavasca alt iist edilmis ve
4,20 ve 37 °C ‘de 120 ve 240 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra
eritrositler 5 dakika 2500 g’ de santrifiij edilmistir ve supernatanttan 500 pl alinarak
1450 pl Tris-EDTA tamponuna (pH 8.2) ilave edilmis ve 50 ul DTNB (5,5’ Dithiobis -
nitrobenzoate) karisim iizerine ilave edilmistir. Kor olarak 1500 pl Tris EDTA tamponu
ve 500 ul kontrol siipernatanti  kullanilmistir.

Ornekler bir siire renk degisimi icin birakilmis ve daha sonra
spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Serbest —-SH konsantrasyonlari

13.1 ekstinksiyon katsayist kullanilarak hesaplanmustir.

DENEY 7 :Eritrositlerde glutamat ve aspartat’in sistin-sistein dongiisiine etkisi

Kan, potasyum- fosfat-tuz tamponu (9 kistm 0,15 M NaCl 1 kisim 0,1 M
potasyum fosfat, 8 mM glukoz, pH 7.4) ile ii¢ kez yikanarak hazirlanmistir. Bu
islemden sonra icinde 1mM L sistin iceren Krebs ringer fosfat tamponu (629.5 mM
NaCl, 5 mM KCl, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSQOy4, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,4, pH
7.4), 1 mM L-sistin ve 1 mM glutamat iceren Krebs ringer fosfat (629.5 mM NaCl, 5
mM KCI, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,, pH 7.4), 1
mM L-sistin ve 1 mM aspartat iceren Krebs ringer fosfat (629.5 mM NaCl, 5 mM KClI,
1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO4 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO4, pH 7.4),
tamponlarindan 1000 pl, hazirlanmis eritrosit stokundan 250 ul alinarak ependorf
tiiplere koyulmustur. Kontrol gurubu olarak 1000 ul Krebs ringer fosfat tamponu ve 250
ul kan iceren ependorf tiipleri kullanilmistir. Ependorf tiipleri yavasca alt iist edilmis ve

37 °C ‘de 120 ve 240 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra
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eritrositler 5 dakika 2500 g’ de santrifiij edilmistir ve supernatanttan 500 pl alinarak
1450 pl Tris-EDTA tamponuna (pH 8.2) ilave edilmis ve 50 ul DTNB (5,5’ Dithiobis -
nitrobenzoate) karisim iizerine ilave edilmistir. Kor olarak 1500 ul Tris EDTA tamponu
ve 500 ul kontrol siipernatant1 kullanilmistir.

Ornekler bir siire renk degisimi igin birakilmis ve daha sonra
spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Serbest —SH konsantrasyonlari

13.1 ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak hesaplanmaistir.

DENEY 8: Eritrositlerde, CDNB ile 6n inkiibasyonun sistin-sistein dongiisiine

etkisi

Kan, potasyum- fosfat-tuz tamponu (9 kistm 0,15 M NaCl 1 kisim 0,1 M
potasyum fosfat, 8 mM glukoz, pH 7.4) ile ii¢ kez yikanarak hazirlanmistir. 2 mM
CDNB iceren PBS -glukoz tamponundan 1000 pl, hazirlanmis eritrosit stokundan 250
ul alinarak ependorf tiiplere koyulmustur. 2 mM CDNB +BSO iceren PBS -glukoz
tamponundan 1000 ul, hazirlanmis eritrosit stokundan 250 pl alinarak ependorf tiiplere
koyulmustur. Kontrol grubuna PBS—glukoz tamponundan 1000 ul, hazirlanmis eritrosit
stokundan 250 pl konulmustur. Kontrol grubu CDNB ile muamele edilmemistir.
Ependorf tiipleri yavagca alt iist edilmis ve 37 °C ‘de 40 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra eritrositler 5 dakika 2500 g.” de santrifiij
edilerek siipernatant uzaklastirilmistir. Daha sonra deney ve kontrol guruplari 1000 ul
potasyum fosfat tuz tamponuyla bir defa yikandiktan sonra siipernatant kismi
uzaklastirilmistir. Ependorflara 1 mM L-sistin iceren Krebs ringer fosfat (629.5 mM
NaCl, 5 mM KCl, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO4 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,, pH
7.4) tamponundan 1000 ul eklenmistir. Ependorf tiipleri yavasca alt iist edilmis ve 37 °C
de 120 ve 240 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra
eritrositler 5 dakika 2500 g’ de santrifiij edilmis ve supernatanttan 500 ul alinarak 1450
ul Tris-EDTA tamponuna (pH 8.2) ilave edilmis ve 50 ul DTNB (5,5’ Dithiobis -
nitrobenzoate) karisim iizerine ilave edilmistir. Kor olarak 1500 ul Tris EDTA tamponu

ve 500 ul kontrol siipernatanti kullanilmistir.
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Ornekler bir siire renk degisimi igin birakilmis ve daha sonra
spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Serbest —SH konsantrasyonlari

13.1 ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak hesaplanmaistir.

DENEY 9: Eritrositlerde, siikroz hiperosmolaritesi ve sistin-sistein dongiisii

Kan, potasyum- fosfat-tuz tamponu (9 kistm 0,15 M NaCl 1 kisim 0,1 M
potasyum fosfat, 8 mM glukoz, pH 7.4) ile ii¢ kez yikanarak hazirlanmistir. Bu
islemden sonra i¢inde 1mM siikroz i¢eren Krebs ringer fosfat tamponu (629.5 mM NacCl,
5 mM KCI, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSOy4, 5 mM Glukoz, 10 mM NaH,PO,, pH 7.4), )
tamponundan 1000 ul, hazirlanmis eritrosit stokundan 250 pl alinarak ependorf tiiplere
koyulmustur. Kontrol gurubu olarak 1000 ul Krebs ringer fosfat tamponu ve 250 ul kan
iceren ependorf tiipleri kullanilmistir. Ependorf tiipleri yavasca alt iist edilmis ve 37 °C
‘de 120 ve 240 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra eritrositler 5
dakika 2500 g’ de santrifiij edilmistir ve supernatanttan 500 pul alinarak 1450 pl Tris-
EDTA tamponuna (pH 8.2) ilave edilmis ve 50 ul DTNB (5,5’ Dithiobis -nitrobenzoate)
karigim {izerine ilave edilmistir. Kor olarak 1500 pl Tris EDTA tamponu ve 500 ul
kontrol serumu kullanilmastir.

Ornekler bir siire renk degisimi icin birakilmis ve daha sonra
spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda ol¢iilmiistiir. Serbest —SH konsantrasyonlari

13.1 ekstinksiyon katsayisi kullanilarak hesaplanmistir
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3.2.1. istatistiksel analizler

Calismada Student- Newman-Keuls Multiple Comparasion ve tek yonlii
degisim analizi (ANOVA) kullanilmistir. Testler, istatistiksel bilgi yontemine dayali
olarak yiiriitillmistiir. Tim testler iiclii orneklerle uygulanmistir. Sonuclar ii¢ ayri
deneyin aritmetik ortalamasi ve + standart sapmasi olarak verilmistir ve p < 0,05

degerleri istatistiksel olarak onemli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Eritrositlere izoozmolar ortamda sistin girisi olup olmadigini gostermek
amaciyla yapilmistir. Plazma ozmolaritesi yaklasik olarak 300-310 mOsm/L
degerindedir. Eritrositler 310 mOsm/L krebs ringer fosfat tamponunda 0.5 mM ve 1
mM L-sistin varliginda ve yoklugunda inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra eritrositler
icerisinde serbest —SH diizeyleri 6l¢iildii. Bu kosullar altinda gergeklestirilen deneyin
sonuglart sekil 4.1° de gosterilmistir. Sekildeki sonuglar eritrositlerin, sisteini normal
plazma sartlarinda temin etmediklerini gostermektedir. Hiicre i¢i serbest —SH
konsantrasyonlari, sistine maruz kalmalarinin ardindan 6nemli bir degisiklik gostermez.

Plazma ozmolaritesi yaklasik olarak 300-310 mOsm/L degerindedir. Ancak
bobrek  medullasinda plazma ozmolaritesi  1200-1400 mOsm/L  degerine
ulasabilmektedir (Guyton, 2000). Buda eritrositlerin bobrek medullasindan gecerken
1200-1400 degerinde ozmolarite ile karsilastiklarim1 gosterir. Bobreklerdeki kan akist
yaklasik olarak 1.1 litre/dakikadir (Guyton, 2000). Yani yiiksek miktarlarda eritrosit her
an bobrekteki bu yiiksek ozmolarite degerine maruz kalmaktadir. Bundan dolay1
eritrositler ve plazma arasinda sistin- sistein dongiisiiniin olup olmadig: eritrositlerin
viicutta maruz kaldiklar1 310, 1200, 1250 ve 1300 mOsm/L degerlerine sahip krebs
ringer fosfat tampon cozeltileri igerisinde denendi. Sekil 4.2°de bu caligmanin sonucu
gosterilmistir. Sekil incelendiginde, eritrositler ile ortam arasinda, 310 ve 1200 mOsm/L
degerlerinde herhangi bir sistin-sistein dongiisiiniin olmadig1 goriilmektedir. Ancak
ozmolarite 1250 ve 1300 mOsm/L’ye ulastiginda eritrositler ile ortam arasinda sistin-
sistein dongiisiiniin olustugu gozlenmigtir. 1250 ve 1300 ozmolarite degerlerinde
eritrositler disardan sistin almakta ve bunu icerisinde sisteine rediikleyerek olusan
sisteini disar1 vermektedir. Sonuglarimiz eritrositler ve plazma arasinda sistin-sistein
dongiisiiniin  bobrek medullasinda gerceklestigini  gostermistir. Eritrositler bobrek
medullasindan gecerken 1200-1400 ozmolariteye maruz kalirlar ve bu ozmolarite
degeride eritrositler ile ortam arasinda bir sistin-sistein dongiisiiniin baslatildig

gosterilmektedir.
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Enitrositlere Izoozmolar Ortamda Sistin Ginsi

® 1 mM Sistin

A 05 mM Sistin

H Eontol

30 &0 120 240

Zaman (Dakika)

Sekil 4.1: Eritrositler plazmadan ayrildiktan sonra iic kez {ic hacim fosfat

tamponuyla yikandi.Yikanan eritrositler daha sonra 310 mOsm/L
krebs ringer tamponu i¢inde 0.5 mM veya 1 mM sistin varliginda
ve yoklugunda 30, 60, 120 ve 240 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra eritrositler yikandi ve eritrositlerde serbest -SH
diizeyleri Olciildii. Sonuglar {i¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve

standart sapmasi olarak verilmistir

p<0.05

* Kontrol grubundan farkli olmayan deger
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Eritrositlerde Sistin-Sistein Dénguisd
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Sekil 4.2:Sistin-Sistein dongiisii: Eritrositler plazmadan ayrildiktan sonra {i¢ kez ii¢

hacim fosfat tamponuyla yikandi. Yikanan eritrositler daha sonra 1 mM sistin
varliginda ve yoklugunda sirasiyla A) 310 mOsm/L, B) 1200 mOsm/L, C)
1250 mOsm/L ve D) 1300 mOsm/L  Krebs Ringer tamponu i¢inde 0, 120
ve 240 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra eritrositler
santrifiij edilerek uzaklastirildi ve siipernatant da serbest —SH diizeyleri
Olciildii. Sonuglar {i¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi

olarak verilmistir.

p<0.05

Kontrol grubundan 6nemli derecede farkli deger
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Daha sonraki caligmalarimizda 1300 mOsm/L’de gergeklesen sistin-sistein
dongiisiintin sistin konsantrasyonu ile iliskisini gostermeye calistitk. Bu amac¢ icin
eritrositler 0.25, 0.5 ve 1 mM sistin iceren krebs ringer fosfat tamponunda inkiibe edildi.
Sekil 4.3’de bu c¢alismanin sonuclar1 gosterilmistir.  Aldigimiz sonuglardan sistin-
sistein dongiisiiniin aktivitesinin ortamdaki sistin konsantrasyonuna bagli olarak
degistigini gostermektedir. Sistin konsantrasyonu artinca ortamda olusan sistein
miktarinin arttigin1 gostermektedir.

Daha sonraki ¢alismalarimiz hiperozmolar ortamda eritrositlere sistin girisini
gostermek amaciyla yapilmistir. Eritrositler 1 mM ve 3 mM sistin sistin igeren krebs
ringer fosfat tampon cozeltisinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda eritrositler
santrifiij edilerek ayrildi ve yikandi. Yikanan eritrositler i¢inde serbest —SH degerleri
Olciildii. Deney sonuglar1 sekil 4.4’de gosterilmistir. Sonuclarimiza gore eritrosit
icerisindeki serbest —SH diizeylerinin artmasi, eritrositlerin sistini disardan temin
ettiklerini gostermektedir.

Daha sonraki caligmalarimiz sistin—sistein dongiisiiniin enerjiye bagimliligin
gostermek amaciyla yapilmistir. Bu amag i¢in eritrositler 0.5 mM ve 1 mM sistin
varliginda glukoz bulunan ve bulunmayan 1300 mOsm/L krebs ringer fosfat
tamponunda inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra ortamda serbest —SH diizeyleri 6l¢iildii.
Deney sonuglar1 sekil 4.5’ de gosterilmistir. Sonuclarimiza gore glukozsuz ortamda
sistin-sistein dongiisii inhibe olur. Glukoz dahil edilmedigi zaman ortamdaki serbest —
SH diizeyleri kontrol diizeylerine kadar diiser. Bu durum, sistin —sistein dongiisiiniin
enerjiye bagimli biyolojik olarak aktif bir olay oldugunu gostermektedir.

Daha sonraki calismalarimiz sistin—sistein dongiisiiniin sicakliktan nasil
etkilendigini gostermek amaciyla yapilmistir. Eritrositler bu amag i¢in 0.5 mM ve 1 mM
L- sistin varliginda ve yoklugunda 1300 mOsm/L krebs ringer fosfat tampon cozeltinde
4, 20 ve 37 °C’ de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra ortamda serbest —SH diizeyleri
Olciildii. Bu kosullar altinda gerceklestirilen deney sonuglart cizelge 4.1°de
gosterilmistir. Deney diisiik sicakliklarda gerceklestirildiginde dongiiniin aktivitesinin

diistiigii ve 4 °C de sifirlandig1 goriilmektedir.
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Sistin Konsantrasvonunun Sistin-Sistein Dingiisiine Etlisi

& 1 mbM Sistin
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Sekil4.3: Sistin Konsantrasyonu ve Sistin-Sistein dongiisii arasindaki iliski:

Eritrositler plazmadan ayrildiktan sonra {i¢ kez iic hacim fosfat
tamponuyla yikandi. Yikanan eritrositler daha sonra 1300 mOsm/L
krebs ringer tamponu icinde farkli sistin konsantrasyonlar1 varliginda
120 ve 240 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra eritrositler
santrifiij edilerek uzaklastirildi ve siipernatant da serbest —SH
diizeyleri ol¢iildii. Sonuglar ii¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve

standart sapmasi olarak verilmistir.

p <0.05

* Kontrol grubundan 6nemli derecede farkli deger
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Hiperozmolar Ortamda Eritrositlere Sistin Girisi
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Sekil 4.4: Hiperozmolar ortamda eritrositlere sistin girisi: Eritrositler plazmadan
ayrildiktan sonra {i¢ kez ii¢ hacim fosfat tamponuyla yikandi.
Yikanan eritrositler daha sonra 1 mM ve 3 mM L- sistin varliginda ve
yoklugunda 1300 mOsm/L krebs ringer tamponu ic¢inde 120 ve 240
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra eritrositler yikandi ve
eritrositlerde serbest -SH degerleri ol¢iildii. Sonuglar ii¢ ayr1 deneyin

aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir

p <0.05

* Kontrol grubundan 6nemli derecede farkli deger
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Sistin-Sistem Dongisinim Enerjive Bagunhhin

# 1M Sistin (Glukozlu)

A 05 mM Sistin (Glukozlu)

() 1 mM Sistin (Glukozsuz)

H Koniol

£\ 05 mM Sistin (Glukozsuz)

Sistin-sistein dongiisiiniin enerjiye bagimliligi: Eritrositler plazmadan
ayrildiktan sonra ii¢ kez iic hacim fosfat tamponuyla yikandi.Yikanan
eritrositler 0.5 mM ve 1 mM sistin varlifinda glukoz bulunan ve glukoz
bulunmayan 1300 mOsm/L krebs ringer tamponununda 120 ve 240
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra eritrositler santrifiij edilerek
uzaklagtirildi ve siipernatant da  serbest —SH diizeyleri ol¢iildii.
Sonuglar ii¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi

olarak verilmistir.
p<0.05

* Kontrol grubundan ve glukozsuz gruplardan 6nemli derecede farkl

deger
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Sistin-Sistein Dongiisiiniin Sicakhga Bagimhihig

Konsantrasyonlar (Mikromol/ml/Eritrosit)
120 Dakika 240 Dakika
4 °C 20 °C 37 °C 4 °C 20 °C 37 °C
Kontrol | 0.00 | 0.025£0.002 |0.045 +0.003 0.00 0.033£0.004 |0.059 £0.005
0.5 mM
Sistin 0.00 0.076* £0.005 | 0.120* £ 0.004 | 0.00 [0.108* £0.004 |0.166* = 0.003
1 mM
Sistin 0.00 |0.102 *+0.004 {0.172* £0.004 | 0.00 [0.176* £0.007 | 0.257* = 0.003
Cizelge 4.1:  Sistin-sistein dongiisiiniin sicakliga bagimliligt: Eritrositler plazmadan

ayrildiktan sonra ii¢ kez ii¢c hacim fosfat tamponuyla yikandi.Yikanan

eritrositler daha sonra 0.5 mM ve 1 mM L- sistin varliginda 4, 20 ve

37 °C de 1300 mOsm/L krebs ringer tamponu icinde 120 ve 240

dakika

inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra eritrositler yikandi ve

eritrositlerde serbest —-SH  degerleri oOlciildii. Sonuglar ii¢ ayr1 deneyin

aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir

p <0.05

*Kontrol grubundan ve diger sicaklik gruplarindan 6nemli derecede farkli

deger
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Daha sonraki calismamiz sistin—sistein dongiisiiniin glutamat ve aspartat
amino asitlerinden etkilenip etkilenmedigini gostermek amaciyla yapilmistir. Sistin,
sistin transport eden hiicreler tarafindan sistem Xag tarafindan transport
edilmektedir( Mcbean, 2001; Bender, 2000). Sistem Xag glutamat ve aspartat amino
asitlerinide transport etmektedir. Bu amag i¢in eritrositler, ImM sistin, 1 mM sistin +
glutamat ve ImM sistin + aspartat iceren krebs ringer fosfat tampon ¢ozeltilerinde
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra ortamda serbest —SH diizeyleri 6l¢iildii. Bu sartlar
altinda gerceklestirilen deneyin sonuglart sekil 4.6 da gosterilmistir.  Sekil
incelendiginde, aspartat ve glutamat amino asitlerinin varliginin sistin transportunu ve
buna bagli olarakta sistin — sistein dongiisiinii inhibe ettigi gozlenmistir.

Daha sonraki calismamiz sistin-sistein dongiisiiniin glutatyona bagli olup
olmadiginin gosterilmesi amaciyla yapilmistir. Bu amag i¢in eritrositler BSO varliginda
ve yoklugunda 2 mM CDNB ile inkiibe edildi ve eritrositlerin icindeki glutatyon
bosaltildi. Boylece GSH sentezi inhibe edildi. Bu kosullar altinda gerceklestirilen
deneyin sonuclar sekil 4.7°de gosterilmistir.  Sekil incelendiginde, sistin-sistein
dongiisiiniin gerceklesmedigi goriilmektedir. Eritrositlere alinan sistinin, bir elektron
verici olan GSH’ 1n katildig1 bir reaksiyonla sisteine doniismesi saglanir. Ancak GSH
tamamen bosaltilip tekrar sentezlenmesi engellendiginden eritrositlere alinan sistin
sisteine doniistiirlilememistir. Dolayisiyla ortamda serbest —SH kontrol diizeylerinden
farkl1 degildir.

Son c¢alismamiz sistin-sistein dongiisiiniin siikrozla elde edilen hiperozmolar
tampon c¢ozeltide yer alip almadigini incelemek amaciyla yapilmistir. Eritrositler bu
amag icin siikrozla olusturulan 1300 mOsm/L krebs ringer fosfat tampon ¢ozeltisi i¢inde
1 mM sistin varhginda ve yoklugunda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra ortamda
serbest -SH diizeyleri Ol¢iildii. Bu kosullar altinda gerceklestirilen deney sonuglar1 sekil
4.8° de gosterilmistir. ilgili sekil sistin — sistein dongiisiiniin siikroz hiperozmolar

tampon icerisinde de islevsel oldugunu gostermektedir.
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Glutamat ve Aspartatm Sistin-Sistein D ongiisime Etlisi

2 1 mM Sistin

[] Konirel

{3 1 mM SistintAspartat

< 1 mM Sistin+Glutamat

0 120 240
Zaman (Dakika)
Glutamat ve aspartatin sistin - sistein siklusunun etkisi: Eritrositler

plazmadan ayrildiktan sonra ii¢ kez li¢ hacim fosfat tamponuyla
yikandi. Yikanan eritrositler 1 mM sistin ile aspartat veya glutamat
varliginda ve yoklugunda 1300 mOsm/L Krebs ringer tamponda 120
ve 240 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra eritrositler santrifiij
edilerek uzaklastirildi ve siipernatant da serbest —SH diizeyleri 6lciildii.
Sonuglar ii¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi

olarak verilmistir.

p <0.05

* Kontrol ve glutamat yada aspartat iceren gruplardan énemli derecede

farkli deger



63

CDNB Tle On Inkiibasvonun Sistin-Sistein Siklusuna Etkisi

0.250

0.z00

0.1%0

0.100 I

Konsantrasyonlar
Mikromol'ml'Eritresit
|
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Sekil 4.7: CDNB ile on inkiibasyonun sistin—sistein dongiisiine etkisi:
Eritrositler plazmadan ayrildiktan sonra ii¢ kez iic hacim fosfat
tamponuyla yikandi. Yikanan eritrositler 2 mM CDNB ve BSO
varliginda ve yoklugunda 40 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra eritrositler santrifiij edilerek uzaklastirildi ve yikandi.
Yikanan eritrositler kontrol grubu hari¢ 1 mM sistin iceren 1300
mOsm/L  tampon ¢o6zeltiye aktarildi ve 120 ve 240 dakika inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra eritrositler santrifiij edilerek
uzaklastirildi ve siipernatant da —SH diizeyleri 6l¢iildii. Sonuglar ii¢
ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak

verilmistir.

p<0.05

* Kontrol ve CDNB’ li gruplardan 6nemli derecede farkli deger
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Siikroz hiperozolaritesinde Sistin-Sistein Siklusu

- —— |:| Kontrol

E Hiperozmolar Siikroz

a 120 240

Zaman (Dalkila)

Sekil 4.8: Siikrozla olusturulan hiperozmolarite ve sistin—sistein siklusu:

Eritrositler plazmadan ayrildiktan sonra iic kez ii¢ hacim fosfat
tamponuyla yikandi.Yikanan eritrositler siikrozla olusturulan 1300
mOsm/L krebs ringer tamponunda 1 mM sistin varliginda ve
yoklugunda 120 ve 240 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
eritrositler santrifiij edilerek uzaklastirildi siipernatant da —SH
diizeyleri Olgiildii. Sonuclar ii¢ ayrn deneyin aritmetik ortalamasi ve

standart sapmasi olarak verilmistir.

p<0.05

* Kontrol grubundan 6nemli derecede farkli deger
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4. TARTISMA SONUC VE ONERILER

Calismamizin amaci herhangi bir fizyolojik sart altinda plazma ve eritrositler
arasinda sistin—sistein dongiisiiniin islevinin olup olmadigini arastirmaktir. Boyle bir
sistemin islevi plazmanin redoks statiisiinii diizenlemekten sorumlu olabilen bir
mekanizmanin temsilcisidir. Sistin alimi1 ve ardindan sisteine indirgenmesi ve daha
sonra ortama sistein olarak salimimi plazmadaki yiikseltgenmis molekiillerin
indirgenmesine katkida bulunuyor olabilir. Eritrositlerden sistein salinimi daha once
calisiimistir. Bu, daha Onceden isleme tabi tutulmus eritrositlerin hiicre i¢indeki asir
sisteini ortama biraktiklarim1 gostermistir (Yildiz ve ark., 2006). Ayrica, prokaryotik
hiicrelerin sisteini periplazmaya biraktiklarim1 da gostermistir. E. coli hiicreleri
periplazmanin redoks statiisiinii diizenlemek i¢in sisteini periplazma CydDC
tasiyicilariyla disariya atarlar (Pittman, 2002).

Tiim bunlara ek bir kanit da sisteinin plazmada zaten hali hazirda bulunan bazi
yiikseltgenmis molekiilleri indirgendigi savinmi desteklemektedir. Bu, plazmada bulunan
indirgenmis homosistein miktarinin, plazmada bulunan sistein miktariyla dogrudan
baglantili oldugunu gostermistir (Andersson ve ark.; 1999). Bu sayede plazmadaki
sistein dogrudan bir sekilde ya yiikseltgenmis molekiilleri indirgeyerek ya da
plazmadaki bazi serbest radikal atiklarini1 toplayarak plazmanin redoks statiisiiniin
diizenlenmesiyle alakali olabilir. Isler haldeki bir sistin—sistein dongiisii ayn1 zamanda
plazmadaki sistin konsantrasyonunun artmasinit engelleyen bir mekanizma gibi de
caligabilir ve bu da sistin ¢cokmesine engel olur ve mekanik endotelyal hasarlar 6nlenir.
Karaciger ve bobrekte plazmaya sistein tedarik edilmesinin gerekli olmasina ragmen
derinlemesine arastirilmamis olan baska mekanizmalarin olmasi durumunda o6zellikle
plazmada bir sistin—sistein dongiisiiniin var oldugu varsayilabilir (Rudolfs ve Lawrence,
2006). Fibroblast hiicrelerinde hiperoxia altinda tetiklenen bir sistin—sistein dongiisiinii
sergilediklerini gostermislerdir (Bannai ve ark., 1989). Bununla birlikte fibroblast
hiicrelerinin, plazmayla dogrudan bir baglantilarinin olmamasindan dolay1 sistin—sistein
dongiileri plazmanin redoks statiisiiniin diizenlenmesinde dogrudan bir rol oynamazlar.
Eritrositler dolasimdaki kanin biiyiik bir kismini temsil ederler ve bundan dolay1 plazma
ve eritrositler arasinda ¢alisan bir sistin - sistein dongiisii plazmanin redoks statiisiiniin

diizenlenmesinde oldukga biiyiik bir 6neme sahip olacaktir.
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Calismamizda, degisik ozmolaritelerdeki tamponlarla plazma ve eritrositler
arasindaki olas1 bir sistin—sistein dongiisiinii arastirdik. Daha 6nce bahsedildigi gibi
plazmanin normal ozmolaritesi hiicreler icin izoozmolardir. Bununla birlikte, bobrekten
gecen eritrositler diizenli olarak hiperozmolar kosullara maruz kalirlar. Sonuglarimizin
gostermis oldugu gibi izoozmolar kosullar altinda plazma ve eritrositler arasinda
herhangi bir sistin—sistein dongiisiine rastlamadik. Bu, eritrositlerin sistini ¢cevrelerinden
temin etmedikleri ve ondan normal plazma kosullar altinda yararlanmadiklar1 anlamina
gelir. Ancak, bobreklerde fizyolojik olarak olusan hiperozmotik sartlarda islevi bulunan
bir sistin—sistein dongiisiiniin varligin1 tanimladik. Eritrositler sistini 1250 ve 1300
mOsm/L tamponda almaya baslar, hiicre icinde sisteine indirger ve ardindan
indirgenmis sisteini ortama geri birakirlar.

Eritrositlerde sistin aliminin indiiklenebilir bir olay oldugunu ileri siirmekteyiz.
Eritrositler sistini normal yollarla alamamaktadirlar. Bununla birlikte eritrositler sistin
alimi i¢in c¢esitli mekanizma yada tastyicilarla donatilmis olabilirler. Daha onceden var
olan kanitlar bu diisiinceyi desteklemektedirler. Eritrositlerin sistini c¢evrelerinden
oksidadif stres kosullar1 altinda temin ettiklerini gostermislerdir (Miura ve ark., 1992;
Ohtsuka ve ark., 1988). Bu fonksiyon, oksidatif strese maruz kalmis hiicrelerin serbest
radikallerin sagliga zararl etkileriyle basa ¢ikmalari icin acil bir mekanizmanin oldugu
izlenimini uyandirmaktadir. Eritrositlerde oksidatif stres ve hiperozmotik kosullar
vasitasiyla sistin tasinmasinin baslamasi, alma yonteminin meydana gelmesi i¢in bazi
zar modifikasyonlar1 ya da degisimlerine gereksinim duyduklari fikrini vermektedir. Bu
sebeple, sistin alimiyla sonuglanan bazi degisimler ya da modifikasyonlarin
hiperozmotik kosullar tarafindan tetiklendigi ileri siiriilebilir. Ozmotik sok ve oksidatif
stres sonucu katyon kanallarinin agildigr ve sitosolik kalsiyum diizeyinin arttigi
goriilmiistiir (Lang ve ark., 2004; 2003). En sonunda sitosolik kalsiyum diizeyindeki
artma scramblase’i uyarir. Scramblase fosfatidilserin ve diger fosfolipitlerde
transbilayer hareketiyle sorumlu bir plazma zar proteinidir (Zhou ve ark., 2002).
Kalsiyuma bagimli scramblase aktivasyonu eritrosit zar asimetrisinin bozulmasina yol
acar ve eritrosit zarinin dis yiiziiniin fosfatidilserine maruz kalmasiyla sonuclanir (Woon
ve ark.,1999). Eritrositlerin ozmotik sokunun ayrica fosfatidilserin asimetrisinin
bozulmasina yol agan scramblase’t aktive eden seramid olusumuyla birlikte

sfingomiyelinazi da uyardigi bilinmektedir (Lang ve ark., 2004). Sonu¢ olarak,
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bulgularimiz hiperozmotik kosullarla sistin alimmmini tetiklediklerini ve plazma ve
eritrositler arasinda bir sistin—sistein dongiisiinii baglattiklarin1 akla getirmektedir. Boyle
bir dongiiniin islevi plazmanin redoks statiisiinii diizenlemek olabilir. Ayrica bu yolla

eritrositlerde elde edilen sistein GSH sentezinde kullanilabilir.
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