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OZET

ERITROSITLERDE L-SISTEIN VE N-ASETIL-L-SISTEININ
TRANSPOTUNUN KARSILASTIRILMASI

Bu calismanin amaci, L-sistein ve N-asetil-L-sisteinin membranlardan
gecislerini karsilastirarak hangisinin hiicreler i¢in daha iyi bir 6nciil molekiil oldugunu
ve boylece hiicre i¢i glutatyon sentezini daha iyi destekledigini aragtirmaktir. L-sistein
direkt olarak glutatyon sentezine katilabilmektedir. Ancak N-asetil-L-sistein glutatyon
yapisina katilmadan 6nce deasetile edilmelidir. Bu ¢alismada L-sistein ve N-asetil-L-
sisteinin eritrosit membranindan hiicre igine girislerini ve hiicre disina c¢ikislarini
karsilagstirmal1 olarak arastirilmistir. Eritrositler hem L-sisteini hem de N-asetil-L-
sisteini belli konsantrasyonlarda hiicre i¢ine almakta ve daha sonra tekrar bunlari hiicre
disina verebilmektedirler. Bununla birlikte, elde edilen sonuglar L-sisteinin N-asetil-L-
sisteine gore eritrosit membranlarindan daha etkili ve hizli bir sekilde gecebildigini
gostermektedir. Esit sekilde 5 mM L-sistein ve 5 mM N-asetil-L-sistein ile ayr1 ayri
1 saat siireyle muamele edilen eritrositlerde hiicre i¢i serbest -SH seviyeleri sirasiyla
3.37 £ 0.006 ve 2.23 £ 0.08 pmol/ml’ye yiikselmistir. Bunun disinda yine L-sisteinin
hiicre i¢inde 6nceden yok edilen serbest -SH lerin yenilenmesinde N-asetil-L-sisteine
kiyasla daha etkili oldugu goriilmiistiir. Hiicre i¢i serbest -SH tiiketimini takiben hem
L-sistein hem N-asetil-L-sisteine maruz birakilan eritrositlerde serbest -SH seviyeleri
onemli Olclide yenilenmistir. Ancak L-sistein varliginda serbest -SH yenilenmesinin
diizeyi N-asetil-L-sistein varlifina nazaran Onemli Ol¢iide daha yiiksek olmustur.
Onceden serbest -SH tiiketimine maruz birakilan eritrositler 5 mM L-sistein ile
muamele edildiginde serbest -SH seviyesi 1.45 £ 0.075 umol/ml eritrosite yiikselirken
aynt konsantrasyonda N-asetil-L-sistein kullanildiginda bu seviye 0.377 + 0.034
umol/ml eritrosit olarak oOlg¢iilmiistiir. Ayrica sonuglarimiz hem L-sistein hem de
N-asetil-L-sisteinin eritrositlere girislerinin biyolojik olarak aktif bir olay oldugunu
gostermistir. Elde edilen veriler L-sisteinin N-asetil-L-sisteine kiyasla eritrositler i¢in
daha 1iyi bir tiyol onciisti oldugunu gostermektedir. N-asetil-L-sistein L-sisteine kiyasla
hiicreler tarafindan daha zayif bir sekilde ortamdan alinmaktadir.

2008, 55 sayfa

Anahtar kelimeler: L-sistein, N-asetil-L-sistein, Eritrosit, Membran transportu.
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ABSTRACT

COMPARISION OF CYSTEINE AND N-ACETYL-L-CYSTEINE TRANSPORT
IN ERYTHROCYTES

The objective of the present study was to compare cysteine and N-acetyl-L-
cysteine in respect to their transmembrane flux and find out which one is a better
available precursor for the cells and thus better support the intracellular glutathione
synthesis. Cysteine can directly participate in glutathione synthesis whereas N-acetly-L-
cysteine must be first deacetylated before its incorporation to gluatathione. In the
present study we investigated and compared the efficiencies of cysteine and N-acetyl-L-
cysteine influx and efflux through the erythrocyte membrane. Erythrocytes influxed and
effluxed both cysteine and N-acetyl-L-cysteine in a concentration dependent manner.
However, our results demonstrated that cysteine crosses the erythrocyte membranes
more efficiently compared to N-acetyl-L-cysteine. Treatment of erythrocytes seperately
with 5 mM of cysteine and N-acetyl-L-cysteine for 1 hour raised the intracellular free-
SH levels to 3.37 £ 0.006 and 2.23 £ 0.08 umol/ml erythrocyte respectively. Cysteine
also appeared to be more effective in replacement of predepleted intracellular free-SH
levels. Both cysteine and N-acetyl-L-cysteine exposure following depletion of
intracellular free-SH significantly regenerated the intracellular free-SH levels. However,
the extent of free-SH regeneration was significantly higher compared to N-acetyl-L-
cysteine. Exposure of free-SH predepleted erythrocytes to 5 mM of cysteine raised the
free-SH level to 1.45 + 0.075 pmole/ml erythrocyte in 1 hour whereas this level was
measured to be 0.377 £ 0.034 umol/ml erythrocyte when equimolar concentration of N-
acetyl-L-cysteine was used. Results also show that both cysteine and N-acetyl-L-
cysteine influxes are mediated and require biologic activity. Our results demonstrate
that cysteine is a better thiol procursor for the erythrocytes. N-acetyl-L-cysteine is
poorly available for the cells compared to cysteine.

2008, 55 pages

Keywords: Cysteine, NAC, Erythrocytes, Cellular uptake
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

AIDS Acquired Immuno deficiency syndrome ( Kazanilmig bagisiklik sistemi

yetersizligi sendromu)

ASC Alanin, Serin, Sistein tasima sistemi
ATP Adenozin trifosfat

DMAP 4-dimetil aminofenol

DNA Deoksiribontikleik asit

DTNB 5,5’-dithiobis- (-nitrobenzoate)
EDTA 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
Go6P Glukoz-6-fosfat

Hb Hemoglobin

HbAlc Glikozillenmis hemoglobin
H202 Hidrojenperoksit

KOAH Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi
NAC N-Asetil-L-sistein

NAD Nikotinadenindiniikleotid
NEM N-etilmaleimid

02" Stiperoksit

SH Siilfhidril

SOD Stiperoksit dismutaz

TCA Trikloroasetikasit
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1.GIRiS

L-sistein, hiicrelerde metiyonin ve serinden sentezlenebildiginden esansiyel
olmayan bir aminoasittir (Murray ve ark., 1991). Hiicre i¢cindeki L-sisteinin diger dogal
kaynag1 da organizmaya disaridan besinlerle alinan sistinin hiicrede iki molekiil
L-sisteine indirgenmesidir (Mc Bean ve ark., 2001). Bu yolla elde edilen L-sistein
hiicreler tarafindan ihtiyag duyulan proteinlerin sentezi i¢in Oncii olarak kullanilabilir.
L-sisteinin tek gorevi protein sentezi i¢in bir yap1 tasi olarak fonksiyon gérmek degildir.
Hiicreler ayrica onemli bir tripeptit olan glutatyonun (GSH) sentezi i¢in L-sistein
kullanirlar (Griffith, 1999). GSH bir antioksidan gibi gorev yapar ve bazi serbest
radikallerin zararli etkilerinden hiicreleri ve dokular1 korur (Sies, 1999). GSH ayrica
hiicrelerde ¢esitli ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda da rol oynar. Bu reaksiyonlar
cogunlukla glutatyon —S transferaz enzimi tarafindan katalizlenen konjugasyon
reaksiyonlarimi igerir (Eckert ve Eyer, 1986). Bu reaksiyonlarda, L-sistein reaktif bir
stilthidril grubu saglayicist ve GSH’1n fonksiyonel grubu olarak davranir.

N-asetil-L-sistein (NAC) L-sisteinin N-asetillenmis halidir. NAC’nin biyolojik
etkileri cesitli deneysel sistemler diizenlenerek kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Bu
calismalarda NAC’nin inflamasyon, oksidatif stres, sitotoksisite, gen ekspresyonu,
hiicre proliferasyonu, apoptozisin modiilasyonu ve karsinojenezi iceren genis bir
cesitlilikteki biyolojik siireclerde dnemli roller oynadig1 gosterilmistir (Vries ve Flora,
1993; Kelly, 1998; Flora ve ark., 2001). NAC’nin bu etkilerinin hemen hepsi siilthidril
grubu vasitasiyla GSH tarafindan gergeklestirilir. NAC bazi serbest radikaller ve toksik
bilesiklerle onlarin zararh etkilerini dnleyerek direkt etki edebilir (Flora ve ark., 1985;
Nakata ve ark., 1996). Ayrica NAC’nin paraquat toksisitesi ve asetominofen
zehirlenmesine kars1t korudugu bilinmektedir (Pratt ve loannides, 1985; Hoffer ve ark.,
1996). NAC hiicreye alindiktan sonra GSH sentezi i¢in 6nemli bir yapt maddesi olan
L-sisteine deasetile edilir. Hem NAC hem de L-sisteinin asil fonksiyonu hiicrelerde
serbest siilthidril (-SH) seviyelerini arttirmak ve GSH sentezi i¢in substrat saglamaktir.
Burada aciklandigr gibi NAC’nin biyolojik etkileri iizerine kapsamli bir arastirma
yapilmistir. Bununla birlikte, L-sistein bir GSH 6nciisii ve bir antioksidan olarak hemen
her zaman in vivo ve in vitro deney sistemlerinin disinda birakilmistir. Ayrica, benzer
deney sistemlerinde NAC ve L-sistein etkisinin karsilastirildigi ¢alismalar ¢ok sinirhidir.

Bu calismada, GSH sentezi i¢in hiicre i¢i serbest -SH seviyesini arttirmada substrat



olarak hangisinin daha etkili oldugunu ortaya c¢ikarmak i¢in eritrositlerde L-sistein ve
NAC alimi karsilagtirildi. Elde edilen sonuglara gore hiicre ici serbest -SH seviyelerini

arttirmada  L-sisteinin  NAC’ye gore daha etkili oldugu  gosterilmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Srivastava ve Beutler (1969), insan hiicrelerinde okside glutatyonun (GSSG)
transportunu arastirmislar, normal eritrositlerde, glukozun bulunmadigr ortamda
inkiibasyon ve hidrojen peroksitle difiizyona maruz birakilma sonucunda, rediikte
glutatyon (GSH) diizeylerinin  distiigiinli, GSSG  diizeylerinin  arttigim
gozlemlemislerdir. Aynm1 sekilde ATP diizeylerinde, dort saatlik inkiibasyon sonrasi
kademeli bir diislis saptamislardir. Ortama PBS-glukoz eklendiginde ise GSH, GSSG ve
ATP diizeylerinde degisim olmadigini ve inkiibasyon ortaminda GSSG’nin oldukc¢a az
miktarda bulundugunu saptamislardir.

Lunn ve ark. (1979), eritrositlerin redoks tepkimeleri sonucu meydana gelen
stiperoksit radikallerin ve ilaglarin toksik etkilerinin uzaklastirilmasinda rol oynayan
GSH’u yiiksek miktarda igerdiklerini belirtmislerdir. GSH’un, eritrositlerin ortalama
+120 giinlik yasamlarim1  siirdiirmeleri  ve kendilerini  toksik maddelerden
koruyabilmeleri i¢in gerekli antioksidan bir molekiil oldugunu bildirmislerdir.

Board (1981), insan eritrositlerinden glutatyon -S konjugatlarinin transportu
lizerine caligmalar yapmis ve konjugasyon reaksiyonlarinin, glutatyon -S transferaz
enzimi tarafindan katalizlendigini belirtmistir. Caligsmalarinin sonucunda tespit edilen
GSH ve GSSG, baglangig¢ GSH’1inin % 70’inin glutatyon -S konjugatlara doniistiigiinii
ve hiicrelerden transport edildigini bildirmistir.

Eckert ve Eyer (1986), eritrositlerde ksenobiyotik ve glutatyon -S
konjugatlarinin  olusumunu ve transportunu incelemislerdir. Aminofenollerin
reaksiyonlart tiizerine yaptiklari calismada 4-dimetil aminofenol (DMAP) {izerine
yogunlagsmislardir. DMAP’nin yiiksek oranlarda in vivo ve in vitro ferrthemoglobin
olusumunu katalizledigini bu nedenle de bu kimyasallarin siyaniir zehirlenmeleri
tedavisinde kullanimin1 bildirmislerdi. DMAP ve glutatyon -S konjugatlarinin
olusumunun in vitro olarak meydana geldigini gozlemlemislerdir. Calismalarinin
sonucunda GSSG ve GSDNP (S-(2,4-dinitrofenil) glutatyon)’nin ATP bagiml transport
edildigini bildirmislerdir.

Ohutsuka ve ark. (1988), eritrositlerde sistin transportu iizerine yaptig1
arastirmada normal eritrositlerin olusum safthasindan sonra ¢ekirdeklerini ve bir¢ok

sitoplazmik enzimlerini kaybettiklerini ve bu yiizden protein sentezi yapamadiklarini



ancak, hiicrelere tasinan aminoasitlerin GSH sentezi icin gerekli oldugunu ileri
siirmiislerdir.

Inci ve ark. (1998), yaptiklar1 calismada 20 adet karsinomlu dokuda lipit
peroksidasyonu (TBARS) ve antioksidan statii gostergeleri GSH, glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GSSG-Rd) ve siiperoksit dismutaz (SOD) diizeylerini
belirlemislerdir. TBARS ve GSH diizeyleri ile GSH-Px aktivitesi saglam dokulara gore
kanserli dokularda daha yiiksek bulunmustur. Kanser lipit peroksidasyonunu indiikler
ve olusan oksidatif strese karsi antiokasidan sistem uyarilir sonucuna varmislardir.

Ulakoglu ve ark. (1998), strese bagli mide mukozasi hasarinda endojen
glutatyon tiikeniginin enerji metabolizmasi ile iliskisini inceledikleri calismada
hareketsizlik nedeniyle stres iilseri gelisen sican mide mukozalarinda, ATP degisiminin
GSH diizeyini nasil etkiledigi ve serbest radikallerin detoksifikasyonu sirasinda GSH’
nin GSSG’ye doniistimiinii katalizleyen GSH-Px aktivitelerini aragtirmiglardir. Sonug
olarak stres iilseri gelisen sicanlarin mide mukozasinda GSH ve ATP diizeylerinde
kontrol gruplarindakilere oranla anlamli azalmalar oldugunu goézlemlemislerdir.

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

Griffith (1999), diisiik molekiiller agirliga sahip GSH’nin hiicreleri oksidatif
stres ajanlarina ve reaktif elektrofillere kars1 koruyan énemli bir antioksidan oldugunu
ileri stirmiigtlir. L-sistein GSH’nin sentezinde ihtiya¢ duyulan ve sentezi sinirlayan bir
amino asittir. Bu nedenle L-sistein, etkili hiicre i¢i bir antioksidan olarak bilinir.

Sies (1999), hiicresel fonksiyonlarda glutatyonun roliinii incelemistir. GSH’nin
tiyol redoks durumunu kapsayan biyolojik olaylarda gorev alan bir tripeptit yapisi
oldugunu belirtmistir. Saliniminin karacigerde gergeklestigini ve GSSG’nin iiretiminde
oldugu gibi diger dokulara kan yoluyla ulastirildigini ve bu yolun merkapturik asit
biyosentezinde zorunlu bir basamak olan S-konjugatlarin transportu i¢in de
kullanildigin1 bildirmistir.

Cengiz ve Cengiz (2000), tip 2 diyabetli hastalarda C vitamininin glikozillenmis

hemoglobin (HbAlc) ve GSH diizeyleri iizerine etkisini incelemisler. 30. giin ve 60.



giin sonunda HbAlc¢ diizeylerinde ise anlamli bir azalma ve GSH diizeylerinde anlaml
bir artma goriilmiistiir. Bulgulara gore, C vitamini antioksidan etkiyi arttirmis ve
nonenzimatik glikolizlenmeyi azaltmistir.

Zou ve ark. (2001), CDNB’nin kirmizi kan hiicreleri iizerindeki etkilerini
belirlemek i¢in ¢aligsmiglardir. CDNB’nin glutatyon azaltici bir ajan oldugu ve eritrosit
membran diizenini bozucu bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismalarda,
yiiksek konsantrasyonlarda CDNB’nin eritrositlerin hemolizine sebep oldugu, membran
tiyollerinde kuvvetli bir indirgenme sebebi oldugu ve membran proteinlerinin
fragmantasyon ve polimerizasyonunun sebebi oldugu belirlenmistir.

Badaloo ve ark. (2002), siddetli malniitrisyon goriilen ¢ocuklarin normalden
daha fazla oksidan hasara maruz kaldiklarini belirtmislerdir. Bu ¢ocuklarda GSH’nin
diisiik konsantrasyonlarda bulundugu bildirilmistir. Bunun nedeni GSH sentezinin ¢ok
yavag olmast ve Oncli aminoasit olan L-sisteinin hiicre i¢i ve hiicre dist
konsantrasyonlarinin azligi olarak gdsterilmistir. Calismada, tedavinin erken evresinde
ek besin olarak L-sistein aliminin c¢ocuklarda normal GSH sentez oram1 ve GSH
konsantrasyonu saglayip saglamadigi arastirilmigtir. Eritrositlerin L-sistein ve GSH
konsantrasyonlart ayrica GSH sentez orami iki grup siddetli malniitrisyonlu ¢ocukta
dlgiilmiistiir. 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 artisin ek besinin eritrosit L-sistein konsantrasyonu iizerinde etkili
olmastyla saglandigi bildirilmistir.

Zhang ve ark. (2003), L-sistein ve L-sistein tlirevlerinin meme kanseri iizerinde
bir etkisinin olup olmadigini arastirmiglardir. Meme kanserli hastalarda yapilan
calismada, L-sistein ve L-sistein tiirevlerinin meme kanserinde koruyucu bir etkiye
sahip oldugunu, yiiksek plazma L-sistein konsantrasyonunun meme kanseri riskindeki
bir azalmayla yakindan iliskili oldugunu ve L-sistein tiirevi olan NAC’nin
antikarsinojenik ve antigenotoksik Ozellik gosterdigini ve bu nedenle karsinogenez
yolunun ¢esitli basamaklarinda etkin rol oynayabilecegini bildirmislerdir.

Armutcu ve ark. (2004), alkol aligkanligi olan 25 erkek grubu eritrositlerin
oksidan-antioksidan durumunu degerlendirmislerdir. Asir1 alkol tiiketimi veya alkol

aligkanlig1 sonucunda hepatik steatozis, alkolik hepatit, hepatik fibrozis ve siroz



gelisimi yer almaktadir. Yapilan g¢alismada, alkol aliskanliginin eritrosit oksidan-
antioksidan dengesini etkiledigini lipid peroksidasyonuna bagli olarak meydana gelen
bu degisikliklerin alkolle iligkili hastaliklar ve komplikasyonlarda rolii olabilecegi
bildirilmistir.

Wu ve ark. (2004), glutatyon metabolizmasi ve saglik agisindan 6nemi iizerine
hayvanlar ve insanlar iizerinde yapilan caligmalarda, besinlerle alinan proteinlerin
viicuttaki GSH dengesinin devamliliginin saglanmasinda son derece énemli oldugunu
saptamiglardir. Besinlerle ek olarak alinan sistin, metiyonin, NAC ve L-2-
oxothiazolidin-4-karboksilat’in doku glutatyon sentezi ig¢in etkili L-sistein Onciilleri
oldugunu belirtmislerdir. Ayrica bu ¢alismada oksidatif stresin yaslanma ve alzheimer,
parkinson, karaciger, orak hiicre anemisi, AIDS, kanser, inme, kalp krizi, diyabet gibi
birgok hastalifin gelismesinde anahtar rol oynadigini ve glutatyonun, oksidatif strese
kars1 savunmada gorev aldigini bildirmislerdir.

Raftos ve ark. (2007), insan eritrositlerinde NAC’nin alim1 ve deasetilasyonunun
kinetikleri lizerine yaptiklar1 ¢alismada, NAC transportunun %56’sinin anyon degisim
proteini (AE1) ile gerceklestirildigini bildirmislerdir. Eritrositlerde NAC transportu igin
diger bir olast yol olarak goriilen, laktat anyonlarinin ¢ikisint kolaylastiran,
H'/monokarboksilat  kotransporterin ~ NAC  girisine  etkisinin  olmadigmi
gozlemlemislerdir. Ayrica, eritrositleri GSH tiiketiminden sonra L-sistein ve NAC ile
inkiibe ederek hem L-sistein hem de NAC’nin GSH yenilenmesini destekledigini fakat
L-sisteinin NAC’ye gore ¢ok daha etkili oldugunu gostermislerdir.

2.1. L- Sistein

L- Sistein, serbest -SH grubu igeren bir aminoasittir. Hiicrede protein sentezi
icin gerekli olmakla birlikte, dnemli bir tripeptit olan glutatyonun fonksiyonel -SH
grubu bu aminoasidin varhigindan kaynaklanmaktadir (Griffith, 1999). L-sistein
memelilerde esansiyel aminoasit olan metiyonin ve nonesansiyel serinden
sentezlenmektedir. Bu metabolik yolda metiyoninin siilfiir atomu serindeki hidroksil
grubunun oksijen atomu yerine transfer edilecek olursa L-sistein meydana gelmektedir
(Goziikara, 2001). L-sisteindeki siilthidril grubu, metiyoninden, karbon iskeleti ise
serinden gelmektedir. Bu iki aminoasit birleserek L-sisteini meydana getirmektedir
(Conway ve ark., 2000). Vitamin B¢, B, ve folat, L-sistein sentezini diizenleyen pek

cok reaksiyonda yer alir. Homosistein ve metiyoninin birbirine doniisiimii ¢ok hizh



gerceklesir. Hiicrede metiyonin artti§i zaman, homosistein sistatiyonin sayesinde
L-sisteine katalizlenir (Zhang ve ark., 2003). L-sistein besinlerle alinan esansiyel
olmayan bir aminoasittir (Conway ve ark., 2000). Hiicresel ortamda metiyonin var
oldugu siirece L-sistein metiyoninden sentezlenecegi i¢in L-sistein esansiyel bir
aminoasit olarak kabul edilmemektedir. Sekil 2.1°de L-sisteinin kimyasal yapis1 ve sekil
2.2°de biyosentezi goriilmektedir. L-sistein, biitiin hiicrelerin sitozoliinde GSH sentezine
katilan bir aminoasittir (Lu ve ark., 1996). Olgunlasmis insan eritrositleri sitoplazmik
organellerini ve bir¢ok enzimlerini kaybettikleri i¢in protein sentezi yapamazlar. Fakat
eritrositler ¢esitli kimyasallarin elimine edilmesinde rol alan GSH’yi yiiksek miktarda
ihtiva ederler (Luun ve ark., 1979).

Hiicre igerisine alinan L-sistein, oksidatif stres ve cesitli toksik ajanlara karsi
hiicreleri koruyan GSH’nin sentez hizini belirler ve hiicre i¢i konsantrasyonunun
dengede tutulmasinda rol oynar (Bender ve ark., 2000). L-sistein, hiicre i¢i antioksidan
olarak karsinojenlerin detoksifikasyonunda da gorev alir. L-sistein ve L-sistein tiirevleri
fizyolojik sartlar altinda reaktif oksijen tiirleri tarafindan olusturulan transkripsiyon
faktor niiklear faktor kB bagh (NF-xB) genlerin ekspresyonunu inhibe eder. Daha ¢ok
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). L-sistein viicuttaki toksik maddeleri temizler bu sayede hiicreleri korur.
Hiicreleri radyasyonun zararli etkilerinden korumasinin yan sira beyin ve karacigeri de
sigara ve alkoliin zararlarindan korur. L-sisteinin respirator kanalda mukusu pargalama
0zelligi oldugundan genellikle bronsit, amfizem ve tiiberkiiloz tedavisinde faydalidir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, oksidasyon sonucu biiyiik molekiillerde geri
doniisiimsiiz hasar meydana geldigini ve uyarti mekanizmalarinda hasar olusumuna
neden oldugunu gostermektedir. Daha ¢ok L-sistein tiyollerini hedef alan oksidasyonun,
enzimlerin, reseptdrlerin, iyon kanallarinin, tasiyicilar ve transkripsiyon faktorlerinin

fonksiyonlar i¢in tehdit olusturdugu tespit edilmistir (Jones ve ark., 2002).

NH;
1
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Sekil. 2.1. L-Sisteinin kimyasal yapisi (Goziikara, 2001)
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L-sistein, memeli sistemlerinde normalin istiindeki konsantrasyonlarda toksik
bir etki meydana getirdiginden ortamdan hizlica otookside edilerek uzaklastirilir. Bu
sayede plazmada diisiik konsantrasyonlarda tutulmasi saglanmis olur (Jones ve ark.,
2002).

L-sisteinin hiicre icerisine alinimi, genelde Na’ ve ATP’ye bagimli ASC sistemi
ve Na' dan bagimsiz tasiyici sistemler tarafindan gerceklesmektedir (Palacin ve ark.,
1998). Sodyumdan bagimsiz anyonik aminoasit tastyici sistem Xc™ 1:1 sitokiyometri ile
L- glutamat icin 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. N-asetil-L-sistein (NAC)

NAC, L-sisteinin N-asetillenmis formudur. NAC, L-sistein ve indirgenmis
glutatyonun Onciiliidiir. NAC, gii¢clii ve onemli bir antitoksin olup immiin sistemi
desteklemektedir. Hem L-sistein hem de metiyonin glutatyonun onciilleridirler ancak
NAC daha iyi bir onciildiir. L-sistein sindirim sirasinda siilfiir grubunun yaklasik olarak

%85’ini kaybederken, NAC daha karali bir bilesik olup kayip sadece %5’tir (Kennedy

ve Rosa, 2000). NAC hiicrelerde siilthidril gruplarinin kaynagi olup, -OH gibi reaktif
oksijen radikalleriyle etkileserek serbest radikalleri temizler. NAC’nin kullanildigi
degisik hastaliklar arasinda kanser, kardiovaskiiler hastaliklar, metal toksisitesi ve
karacigerin parasetamol toksisitesi sayilabilir (Li ve ark., 2003). NAC apoptozu
Onleyebilmekte, cesitli proteinlerin aktivitelerini diizenleyerek hiicre yasamini
desteklemektedir. NAC, endotelyal disfonksiyonunu azaltmakta, inflamasyon, fibroz,
invazyon, kartilaj erozyonu, asetaminofen detoksifikasyonu ve transplantasyon
ithtiyacinin geciktirilmesini saglamaktadir (Foresti ve ark., 1999). NAC asetaminofen
toksisitesinde ve alkol toksisitesinde 10-18 saat icinde verildigi taktirde karacigeri
hasardan korumakta ve mortaliteyi azaltmaktadir (Li ve ark., 2003).

Antitoksisitesindeki muhtemel mekanizmalar karaciger kan akimini artirmasi,
glutatyon artis1 ve serbest radikalleri temizlemesi sayilabilir (Jones, 1998). NAC
sicanlarda toksik kadmiyum ile birlikte verildiginde de lipid peroksidasyonunu
onleyerek karaciger toksisitesini azaltmaktadir (Shaikh ve ark., 1999). Kokain ile

gelisen karaciger hasar1 da NAC ile azaltilabilmektedir (Zaragoza ve ark., 2001).
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Karaciger transplantasyonunda reperfiizyon ile gelisen oksidan hasar da NAC ile
anlamli derecede azaltilabilmektedir. Mevcut bilinen etkinlikleriyle NAC, karacigerde
oksidatif strese karsi tedavi edici etki ile transplantasyon hasari, alkolizm, metal
toksisitesi ve fibrozda tedavi rolii oynayabilir (Zafarullah ve ark., 2003). Ek olarak
alman NAC karaciger, akciger, borekler ve kemik iliginde GSH seviyesini arttirarak
yaslanmay1 geciktirici bir etkiye sahip olabilir. NAC iyi tolere edilir, iyi emilir,
enzimatik bozulmaya direnglidir. Oral olarak alindiginda L-sistein ve internal GSH
seviyelerini yiikselttigi ispatlanmistir (Kennedy ve Rosa, 2000).

Serbest oksijen radikallerin patogenezdeki rolii nedeniyle, antioksidanlar kronik
obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) tedavisinde kullanilmaya baslanmistir. Ozellikle
antioksidan olarak NAC’nin atak sikligini azalttig1 ve atak tedavisinde kullanilabilecegi
gosterilmistir (Hansen ve ark., 1994 ). NAC hiicre icinde L-sistein i¢in bir kaynaktir ve
hiicre i¢i L-sistein, glutatyon redoks sistem iiretimini saglar. NAC hidrojen peroksit ile
gelisen epitel hiicre hasarini ve sigaranin neden oldugu inflamatuar hiicre artisini azaltir
(Herwaarden ve ark., 1996). KOAH’I1 hastalarda yapilan ¢aligmalarda NAC’nin balgam
viskozitesinde azalma, balgam hacminde artma, ekspektorasyonda kolaylik, oksiirtik,
nefes darlig1 ve alevlenme sayisinda azalma gibi etkilerinin oldugunu gosterilmistir
(Tiirker, 2000).

2.3. Glutatyonun Yapisi ve Gorevleri

GSH, viicudun birgok hiicresinde bulunan ve hiicrenin fonksiyonel proteinlerini
oksidan ajanlara kars1 koruyan bir tripeptittir (Champe ve ark., 1997). Glutamik asit, L-
sistein ve glisin aminoasitlerinden olusan GSH, hemen hemen biitiin hiicrelerde oldukca
ylksek konsantrasyonlarda (0,1-10 mM) mevcuttur (Rose, 1984; Zhao, 2001).
Glutatyon, organizmada tiyol grubu igeren, diisiik molekiiler agirlikli 6nemli bir
tripeptid olup (Ulakoglu ve ark., 1998), molekiiler agirligi 307 gramdir. Ilk kez 1921
yilinda Hopkins tarafindan kesfedilmistir. ilk &nceleri glutamil-sisteinden ibaret bir
dipeptit oldugu diisiiniilmiis ancak 1929 yilinda kristal halde elde edildikten sonra
yapisinin tripeptit oldugu anlagilmistir. 1935 yilinda ise Harrington ve Mead tarafindan

Y -L-glutamil-sisteinil-glisin halinde sentez edilmistir (Goziikara, 1989).
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Sekil 2.3. Glutatyonun kimyasal yapisi (Ciliv, 2000)

GSH’deki en aktif grup tiyol grubudur. GSH’deki tiyol grubunun oksitlenmesi
ile olusan GSSG (glutatyon disiilfit), antioksidan 6zelligini kaybeder. Tiyol grubunun
asitligi GSH’nin kendi anyonu (RS") ile sulu c¢ozeltilerde kuvvetlice reaksiyon
vermesine sebep olur. Reaksiyonun olusma sikligi ortam pH’sinin artisi ile dogru
orantilidir. Hiicrede bulunan GSH’nin {igte bire yakin miktar1 disiilfit seklinde ve tiyol
grubu iceren L-sistein, koenzim A gibi bilesikler ile beraber bulunur (Zhao, 2001).

Glutatyon sentezi iki basamakta gerceklesir. Birinci basamakta, glutamilsistein
sentetaz isimli enzim, glutamat ve L-sisteinden, glutamilsisteinin olusumunu katalizler.
Ikinci basamakta ise, glutatyon sentetaz, glisin ve glutamilsisteinden glutatyonu
olusturur. Glutatyon negatif feedback ile glutamilsistein olusum hizin1 ve boylelikle
kendi sentezini denetler. Bu sentezde bir molekiil glutatyon i¢in, iki ATP’nin hidrolizi
gerekir (Ulakoglu ve ark.,1998).

GSH, DNA sentezinde ve hasarli DNA pargalarinin onarilmasinda, metabolik
fonksiyonlarin yerine getirilmesinde, zehirli maddelerin inaktif hale donistiiriilmesinde
ve serbest radikallerin olas1 hasarlarinin 6nlenmesinde gérev yapmaktadir (Chavan ve
ark., 2005). Glutatyonun, en 6nemli gorevi hiicre savunmasinda bir antioksidan olarak
rol almasidir. Hiicre i¢i indirgeme reaksiyonlarinda, kataliz olaylarinda, metabolizmada
ve aminoasitlerin transportunda 6nemli rol oynar. Hiicreleri, serbest radikallere, reaktif
oksijen tiirlerine, i¢ ve dis kaynakl toksik bilesiklere karsi korur (Rose, 1984). Ayrica
DNA ve protein sentezleri, membran biitiinliigliniin korunmasi, enzim aktivitelerinin
diizenlenmesi gibi hiicresel fonksiyonlara da sahiptir (Skryzdlewska ve Farbiszevski,

1999).



12

GSH eriyebilir bir antioksidan olarak gorev yapar ve hiicreyi serbest radikallerin
etkilerine ve lipit peroksidasyonuna karst korur (Clemens ve Waller, 1987; Gille ve
Sigler, 1995). Aym1 zamanda GSH c¢esitli ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda da rol
oynamaktadir (Awasthi ve ark., 1983; Eckert ve Eyer, 1986; Ansari ve ark., 1987).

sistein

glutamik
asit, ATP

Mg++

K Y- glutamilsistein

sentetaz
ADP+P;
ADP+P;
glisin, ATP :
glutatyon
v sentetaz
Y- glutamilsistein ~____ > glutatyon
Mg++ K

Sekil 2.4. Glutatyon sentezi (Woods ve Ellis, 1995)
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Eritrositler, serbest radikallerce olusturulan oksidatif strese ve yiiksek oksijen
basincina maruz kaldiklarinda kolayca hasar gorebilirler. Bu nedenle etkin savunma
mekanizmalarina sahiplerdir. Bu mekanizmalardan biri de GSH’dir (Mazzor ve
ark.,1996) .

Indirgenmis glutatyon (GSH), serbest siilthidril grubu iceren bir tripeptittir.
Indirgenmis durumda glutatyon, hemoglobin ve eritrosit hiicre proteinlerinin L-sistein
kalintilarint  koruyan bir tampon olarak gorev yapar. Indirgenmis glutatyonun,
oksitlenmis forma orani 500°diir (Murray ve ark., 1996). GSH, igerdigi tiyol grubu
aracilifiyla hiicre iginde redoks potansiyeli yiiksek bir ortam saglayarak, hiicreyi
oksidatif hasara kars1 korur. Glutatyon peroksidazin (GSH-Px) kofaktorliigiinii yaparak,
hidrojen peroksidi metabolize eder. Ayrica organik peroksitlerin sebep oldugu
detoksifikasyon reaksiyonlarinda énemli rol oynar (Ulakoglu ve ark.,1998).

Iki glutatyon, disiilfid bag: ile birlesir ve okside glutatyon (GSSG) meydana
gelir. Daha sonra bu molekiil pentoz fosfat yolunda sentezlenen NADPH+H' ile
reaksiyona girip rediikte hale geger. Enzim, glutatyon rediiktazdir (Goziikara, 1989).

GSSG + NADPH+H — 2GSH + NADP"

¥ - Glu - Cys - Gly

¥ - GIu— Cys — Gly
Sekil 2.5. Okside glutatyon (Strayer, 1981)

Hiicreler yiiksek diizeyde oksidana maruz kaldiginda, GSSG olusumu metabolik
sinir1 agmakta ve oksidatif stres olusmaktadir. Detoksifiye olamayan oksidanlar
membran lipitlerinin ve hiicrenin ¢esitli fonksiyonel ve yapisal proteinlerinin
bozulmasina neden olmaktadir. Ayrica GSSG’nin kendisi de, proteinlerin siilthidril
gruplartyla (-SH) reaksiyonlasarak kalic1 zararli etkiler meydana getirmektedir. Bu son
olaya bagh hiicre i¢i GSSG birikiminin, ATP’ye bagimli bir tastyict mekanizmanin
varli1 ile bertaraf edildigi bildirilmistir. Stresin yol ag¢tig1 iskemi sonucunda olusan

H,0O, ve serbest radikaller, glikoliz ve oksidatif fosforilasyonu inhibe ederek ATP
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miktarinin diismesine yol acarlar (Ulakoglu ve ark.,1998). Hayvanlar ve insanlar
lizerinde yapilan ¢alismalarda, besinlerle alinan proteinlerin viicuttaki GSH dengesinin
devamliliginin saglanmasinda son derece onemli oldugu goézlenilmistir. Besinlere ek
olarak alinan sistin, NAC ve L-2-oxothiazolidin-4-karboksilat’in doku glutatyon sentezi
icin etkili L-sistein onciilleri oldugu belirlenmistir (Wu ve ark., 2004).

2.4. Oksidatif Stres ve Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin kimyasal veya metabolik olusumuna yol acan hiicre ici
ve/veya hiicre dis1t kosullar oksidatif stres olarak adlandirilir Disg yo6riingesinde
eslesmemis elektron bulunan kisa Omiirlii reaktif atom ve molekiiller serbest radikal
olarak, enzimatik ve enzimsel olmayan yapilardan olusan, radikal ve reaksiyonlarini
Onlemeye calisan maddeler antioksidan olarak tanimlanmaktadir.

Serbest radikaller ve reaktif maddeler ile bu maddeleri iireten tiim faktorler
oksidan ve prooksidan olarak tanimlanir. Bir canlidaki oksidan maddelerden
kaynaklanan oksidasyon diizeyi, oksidan statii adi altinda degerlendirilmektedir. Reaktif
madde miktarindaki artislarin hiicresel homeostazisi olumsuz etkilemesi ancak, viicut
stvilart ve hiicre membranlarinda bulunan antioksidan maddelerce 6nlenebilir (Diindar
ve ark., 1999a). Viicuttaki fizyolojik aktivitenin dogal {iriinii olan serbest radikalleri,
organizma dogustan kazandigi cok hassas bir donanimla, oksidan-antioksidan denge
olarak tamimlanabilecek bir ¢izgide tutmaya calisir. Oksidanlar ve antioksidanlar
arasindaki bu dengenin Ozellikle oksidanlar lehine bozulmasi, membran lipidleri,
proteinler ve DNA gibi hiicrenin 6nemli yasamsal yapilarinda biitlinliigiin bozulmasina
ve canlida patolojik olaylarin gelismesine yol acar. Antioksidan oOzelligi bulunan
maddeler, radikalleri etki alanindan temizleme, radikal iireten kimyasal reaksiyonlari
durdurma, reaksiyon hizin1 baskilama, molekiiler hasari onarma, hiicresel enzim kinaz
kayiplarin1 6nleme, endojen antioksidan kapasiteyi arttirma gibi mekanizmalardan en az
biri ile ¢alisarak oksidan-antioksidan dengeyi korurlar (Diindar ve ark., 1999a).

Organizmaya ani ve asirt miktarda oksijen girisi epinefrin ve diger
katekolaminlerin sentezinde artig, laktik asit, laktat dehidrogenaz, kreatin fosfokinaz
gibi litik enzim aktivitelerinin yiikselmesi; egzersiz, gebelik, yashlik 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



15

duvarmin asilmasi gibi durumlarda, hassas olan oksidan-antioksidan denge, oksidanlar
lehine bozulabilir. Bu olgu serbest radikallerin olusumunun artisindan ya da antioksidan
akivitesinin yetersizliginden ileri gelebilir (Diindar ve ark., 1999a). Ayrica pestisit ve
herbisitler, X-1sinlari, ilaglar, giines 1sinlari, hatta yiyeceklerde bulunan bazi bilesikler
de serbest radikal olusumuna sebep olabilirler (Alessio ve Blasi, 1997).

Serbest radikallerin hasarlar1 nasil olusturdugunu ¢esitli mekanizmalara
dayandirmakla beraber bunlarin en etkili olanlarinin; lipid peroksidasyonlari, proteinler
aras1 disiilfit baglr olusumu ve DNA hasarlar1 oldugunu belirtmiglerdir (Ulakoglu ve
ark., 1998). Ayrica serbest radikaller, hiicre membran proteinlerini yikarak hiicre
Olimiine ve bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sisteminin
zorlanmasina sebep olurlar. Bu sekilde cesitli stres modellerinin  olusumunu
hizlandirdig1 ve lipid peroksidasyonlarina da neden olan reaktif oksijen iriinlerinin
viicutta olusturdugu oksidatif hasara "oksidatif stres" adi verilmektedir (Ulakoglu ve
ark., 1998). Ayrica oksidatif stresin, alzheimer hastaligi, parkinson hastaligi, karaciger
hastaliklari, orak hiicre anemisi, AIDS, kanser, inme, diabet ve kalp krizi gibi
hastaliklarda anahtar rol oynadigi belirtilmistir (Wu ve ark., 2004).

Bazi radikaller ve antioksidanlarin kimlikleri tablo 2.1 ve tablo 2.2°de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Sik karsilasilan radikaller, simgeleri ve kimlikleri (Diindar ve Aslan,
1999b)

Hidrojen H Bilinen en basit radikal

Stiperoksit 0, Oksijen metabolizmasinin ilk ara tiriinii
Hidroksil OH- En toksik oksijen metaboliti radikal
Hidrojen peroksit H,0, Reaktivitesi diisiik, hasar yetenegi zayif
Singlet oksijen 0y Gtglii oksidatif oksijen formu
Perhidroksi radikal HO»- Lipid peroksidasyonunu arttirir
Peroksil radikal ROO™ Lipidlere lokalize olur

Triklorometil CCl; Karacigerde iiretilir

Thyl radikali RS Silfiirlii ve ¢iftlenmemis elektron igerir
Alkoksil RO Oksijen metaboliti

Nitrojen oksit NO L-arjinin aminoasitinden tretilir
Nitrojen dioksit NO; NO’in oksijenle reaksiyonuyla tiretilir
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Tablo 2.2. Bazi antioksidanlar (Aslan, 1999)

Stiperoksit dismutaz Stiperoksidin giderilmesini saglar

Katalaz Yiiksek konsantrasyonda H,0,’i yok eder

Glutatyon peroksidaz Diisiik konsantrasyonda H,0,’1 giderir

Sitokrom oksidaz Oksijen indirgeme reaksiyonlarinda reaktif tiir olusumunu
engeller

Vitamin E Membran lipidlerinde ¢6ziinerek peroksidasyon zincirini
kirar

Koenzim Q Mitokondriyal enerj1 metabolizmasinda antioksidan olarak
rol alir

B karoten Singlet oksijen olusumunu engeller

Askorbik asit OH’1 giderir ve tokoferolii indirger

Transferin Fenton reaksiyonunu inhibe eder

Laktoferrin Diisiik pH’ta demiri baglar

Haptoglobinler Hemoglobini baglar

Hemopeksin Serbest hem gruplarini baglar

Albumin HOCI radikalini toplar

Sertiloplazmin Stiperoksit radikalini notralize eder

Bilirubin Peroksil radikalini toplar

Urik asit Metal baglayicidir

Glikoz OH radikalini giderir

Glutatyon GSH redoks substrat1 olarak gérev yapar

L-sistein Organik bilesikleri indirger

2.5. GSH Metabolizmasi ve Antioksidan Rolii

GSH, biyolojik olarak iki onemli yapiy1 (tiyol grubu ve Y-glutamil bagi)
yapisinda bulundurur. Yapisindaki L-sisteinin tiyol grubundan ve yiiksek
konsantrasyonundan dolay1 (0.1-10 mM) hiicre i¢inde 6nemli bir antioksidan olan GSH’
nin %99’dan fazlasi indirgenmis formda bulunur (Meister, 1983; 1995). Bu formda
tutulabilmesi pentoz fosfat metabolik yoluna baglidir. Bu yolda iiretilen NADPH,
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glutatyon disiilfid rediiktaz (GR)’1n katalize ettigi reaksiyonda koenzim olarak goérev
alir (Thorburn ve Kuchel, 1985).

GSH homeostaz1 hiicresel diizeyde, biyosentez, oksidasyon, import ve eksport
arasindaki dengeyle saglanirken, doku diizeyinde GSH metabolizmasi ile ilgili islemlere
ve dokular arasindaki GSH akisina bagli olarak diizenlenmektedir (Dass ve ark., 1992;
Kaplowitz ve ark., 1996). Eritrosit hari¢ tim hiicrelerde gozlenen GSH salinimi,
homeostatik mekanizmalar i¢in 6nemli bir faktdrdiir. GSH biyosentezinden sorumlu
olan Y-glutamil dongiisii, koruyucu, metabolik, katalitik ve tasinma islemlerinin bir
kisminda, ayrica GSH sentezi ve kullaniminin diizenlenmesinde ve L-sisteinin taginmasi
ve depolanmasinda olduk¢a onemlidir (Meister, 1995). GSH sentezi iki asamada, Y-
glutamilsistein sentetaz ve GSH sentetaz enzimleri araciligiyla gergeklesir. Glutatyonun
derisimi, sentezinde kullanilan substratlarinin teminine ve sentezinde gorev alan
enzimlerin derisimine baglidir. Hiicreler glutamat ve glisinden zengindir, fakat L-sistein
sinirlt miktarlarda bulunur. Bazi hiicrelerde L-sistein olusumu sistatiyonin yolunda
serinin metiyonin tarafindan transsiilfiirasyonu ile basarilir. L-sistein ayni zamanda
doku proteinlerinin yikimindan ve diyetle alinan proteinlerden de gelir.

Bu sartlar altinda, iki sentetazin substratlarinin derisiminin artmasiyla, glutatyon
sentezi artar (Meister, 1985). Hiicre i¢i glutatyon membrana bagl transpeptidaza
aktarilarak tagmir. GSH’1mn membrana bagli olan ¥-glutamil transpeptidaza taginmasi,
Y-glutamil aminoasitlerin olusumuna yol agmaktadir. Y-glutamil sistein taginimi
hiicresel L-sisteinin korunmasinda oldukc¢a oOnemlidir (Meister ve Anderson, 1983;
Meister, 1985).

Hiicresel glutatyon taginimi, tiyol gruplarini ve a -tokoferol gibi diger membran
bilesiklerini koruyarak hiicre membranmin oksidan hasara karst korunmasini
saglamakta, bunun yanisira, serbest radikallerle direkt reaksiyonu ile glutatyon
peroksidazlara ve glutatyon -S transferazlara substrat olmasiyla bir antioksidan olarak
davranmaktadir (Meister, 1995; 1983).

Onemli bir indirgeyici gii¢ olan GSH hiicre igi proteinlerin, L-sistein,
dihidrolipoat ve koenzim A gibi molekiillerin tiyol gruplarinin, askorbat, a-tokoferol
gibi antioksidan molekiillerin korunmasinda, ayrica DNA’nin deoksiriboniiklozit
onciillerinin olugmasi i¢in riboniikleotitlerin indirgenmesinde kullanilir. GSH ayrica

hiicrelerin oksidatif hasara, toksik bilesiklere, radyasyona karst korunmasinda, bazi
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ilaglarin inaktivasyonunda, Ostrojen, prostaglandin ve l6kotrienler gibi bazi endojen
bilesiklerin metabolik islemlerinde yer alir (Meister, 1983; 1988; 1991).
2.6. Eritrositler

2.6.1. Eritrosit Membraninin 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
dagilmislardir. Lipid katmanmin dis kismi sfingomyelin, glikolipid ve fosfatidilkolin
icerirken, sitoplazmaya bakan i¢ kismu ise fosfatidilinositol, fosfatidilserin ve
fosfatidiletanolamin gibi lipidlerden olusmaktadir. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 sivilarla
temas edecek sekilde ¢ift tabakali olarak dizilmis olan bu lipid yapis1 sayesinde hiicre
icerigi dis ortamdan korunabilmektedir. Kolesterol ise membranin esnekliginin ve
kararliliginin devam ettirilmesinde gorev yapmaktadir (Sadava, 1993). Bu lipid yapisi
disinda eritrosit membraninda 12 major ve yiizlerce minor protein mevcuttur. Proteinler
membranin dis yiizeyine gevsek olarak yapismis halde (periferik proteinler) ve lipid
tabakanmn icinde boylu boyunca gomiilii (integral proteinler) haldedir. Integral
proteinler, 6zellikle eriyik haldeki maddelerin hiicre i¢i ile dis1 arasindaki iletimi saglar.
Bunlar i¢inde en 6nemlileri spektrin, aktin, ankirin, band-3, glikoforin-A ve glikoforin-
B dir. Hiicre membrani ayrica i¢erden hiicre iskeleti olarak adlandirilan ve proteinlerden
olusan ag seklinde bir yapi ile giliclendirilmistir (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). Spektrin,
kirmizi hiicre zari sito-iskelet bileseni olup alfa ve beta izoform yapilarinda
bulunabilmektedir. Birbirlerine gevsekce sarili olan bu iki heliks bigimindeki bu yapilar
her iki ugta birleserek bir tetramer olustururlar. Olusan bu spektrin tetramerleri ise
membrana ankirin proteinleri ile bagldir (Agre, 1989; Yalin ve Aksoy, 1997).
Ankirinin kendisi ise band 3 adi1 verilen bir membran proteine baglidir. Band 4.2 adi
verilen protein, ankirin ile band 3 proteini arasindaki baglantiyr saglamlastirdigi

diisiiniilmektedir (Sadava, 1993).
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2.6.2. Eritrosit Membraninin Fonksiyonlar:

Eritrosit membraninin kolay elde edilebilirligi, onu, iizerinde en ¢ok g¢alisma
yapilan biyolojik membran olmasini saglamistir. Eritrosit membraninin bir¢ok gorevi
vardir. Klortir/bikarbonat degisimi esnasinda pH’in sabit diizeyde tutulmasi, organik
fosfatlar ve indirgenler gibi 6nem tasiyan bilesiklerin korunmasi ve gesitli metabolik
artiklarin organizma disina atilmasi gibi birgok 6nem tasiyan fonksiyonlar1 yerine getirir
(Patrick ve ark., 2004). Ayrica glikolitik enzimleri inaktive ederek eritrosit
metabolizmasinin diizenlenmesi saglar. Eritrosit membraninin dig yiiziiniin kaygan
olmast kirmizi kan hiicrelerinin endotel hiicrelerine yapismasina engel olmaktadir
(Sikorski ve ark., 2000). Eritrosit membrani, hiicreye esneklik ve dayamklilik 6zelligi
kazandirarak dongiisel stres esnasinda hiicrenin biitlinliigiiniin korunmasina imkan verir.
Ayrica hemoglobin sentezi i¢in hiicre i¢ine demir alinmasini saglar (Yalin ve Aksoy,
1997). Eritrosit membraninin agirlikca %10’unu  sekerler olusturur. Eritrosit
membraninda bulunan glikoprotein ve glikolipidlerin ~ biiyilk boliimii  ise
N-asetilnoraminik asit olup taninma, haberlesme ve adhezyon faaliyetlerini diizenler.
Bu gorevlerin yani sira reseptor fonksiyonlarinin diizenlenmesi, transport islemleri,
hiicrenin biiylimesi ve antijenik aktiviteyi kontrol etmek gibi 6nemli goérevler yapar
(Malgorzata ve ark., 1987).

2.6.3. Eritrosit Metabolizmas

Eritrositlerin gorevi, yapisindaki hemoglobin ile oksijeni dokulara tasimak ve
viicut i¢in tampon 6zelligi saglamaktir. Bu gorevi yerine getirebilmeleri i¢in sekillerini,
igyapilarin1 ve membran aktivitelerini koruyacak enerjiye ihtiyag duyarlar.

Mitokondrileri olmayan eritrositler, oksidatif fosforilasyon ve Krebs dongiisii
aktivitesine sahip olmadiklarindan eritrosit i¢i enerji iiretimi ¢ok sinirlidir (Aslan, 2002)
Gerekli olan enerji, eritrositlerin tek yakiti olan glukozun glikoliz yolu ile parcalanmasi
sonucu saglanmaktadir. Eritrosit glukozunun %90’1 glikoliz yolunda kullanilir.
Reaksiyonlarda glukoz, laktata parcalanirken 2 ATP elde edilir. Diger %10 miktarindaki
glukoz, pentoz fosfat yoluna girerek rediiktif sentezlerde kullanillan NADPH ve pentoz
fosfatlart meydana getirir. Pentoz fosfat yolunda glukoz 6-fosfat dehidrogenaz ve
6-fosfoglukonat dehidrogenazin kataliz ettigi oksidatif tepkimeler sonucu NADPH

tiretilir (Aslan, 2002). Eritrosit i¢i gerceklesen tiim bu reaksiyonlar sonucu olusan
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NADPH ile birlikte NADH ve ATP; hemoglobin demirinin indirgenmesinde, hiicre i¢i
membranlardaki -SH (tiyol) gruplarin1 oksidasyona karsi korumada, hiicre ve
membranin yapt biitiinliigiinli korumada, GSSG’nin glutatyon rediiktaz varliginda
GSH’a indirgenmesi reaksiyonunda, hiicre i¢i iyon biitlinliiglinii korumada ve pentoz
fosfat yolu icin NADPyi yenilemede kullamilir. Pentoz fosfat yolunun aktivitesini
uyaran oksidan ilaglar, 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
parcalanmasina sebep olur.

Organizmanin diger dokularinda oldugu gibi glutatyonu indirgenmis halde
tutabilmek icin NADP"ye bagimli malat dehidrogenaz gibi alternatif NADPH
kaynaklarina sahip olmayan eritrositler, oksidan streste (ilaglar, infeksiyon) pentoz
fosfat yolundaki enzim eksikliklerine bagli olarak hemoliz olmaktadir. Bundan dolay1
eritrositler diisiik stabiliteli enzim varyantlarina karsi1 6zellikle savunmasizdirlar
(Champe ve Harvey, 1997).

2.6.4. Eritrositlerde Pentoz Fosfat Yolu ve Onemi

Pentoz fosfat yolu ile NADPH ve pentoz fosfatlar saglanmaktadir. NADPH
tiretimi GSH metabolizmasinda rol oynadigi igin eritrositler i¢in biiyilk Onem
tasimaktadir. Oksijen ve tiirevleri hemoglobini methemoglobine doniistirmekte ve
ayrica molekiiller oksijen, membran lipitlerinde aktivitesi yiliksek peroksitler
olusturmaktadir. Pentoz fosfat yolunda iiretilen NADPH, eritrositlerin oksidatif hasara
kars1 korunmasinda kullanilmaktadir (Akkus, 1995; Yalin ve ark., 2001). Peroksitler
normalde, bir tripeptit olan GSH’nin rediiksyonu ile inaktive olurlar. Bir¢ok hiicrede bol
miktarda bulunan GSH’de serbest bir tiyol grubu bulunur ve bu grup oksidatif strese
kars1 koruyucu gorev alir. GSH’nin kolay okside olma 6zelliginden dolayi rediikte -SH
tasiyan bazi enzimlerin, hiicre zarinin ve hemoglobinin otooksidasyonundan korunarak,
yapisal ve fonksiyonel biitiinliigii saglanir (Akkus, 1995; Serteser, 1999; Keskin, 2001).

GSH serbest -SH grubunu L-sisteinden almistir. Bir proteinin iki tiyol grubu
okside olursa, bu protein GSH tarafindan enzimatik olmayan reaksiyonla rediikte
edilebilir. Yani GSH, -SH grubunu okside olan proteine vererek, proteinlerdeki
L-sistein  -SH gruplarinin rediikte durumda tutulmasina yardimci olmaktadir (Akkus,

1995; Serteser, 1999; Keskin, 2001).
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Hiicre zarinda bulunan bazi enzimler hidrojen peroksit gibi ajanlarla okside
olurlarsa GSH, -SH grubunu proteine vererek oksidatif stresi dnler. GSH peroksitlerin
rediiksiyonunu saglar. Lipit peroksidasyonunu selenyum igeren GSH-Px eritrositte
olusan peroksit gruplarim1  zararsiz  hidroksil gruplarina ¢evirirken, GSH
indirgenmektedir. Tripeptit yapisindaki GSH methemoglobin ve peroksitlerin
indirgenmesi sirasinda disiilfitle bagli GSSG’ye yiikseltgenmektedir. GSSG’nin tekrar
kullanilabilmesi icin NADPH’ye bagli glutatyon rediiktaz ile indirgenmesi ve GSH’a
doniismesi gereklidir. Pentoz fosfat yolunun birinci basamaginda glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6PD) araciligiyla NADPH iiretilir ve GSSG’nin GSH’ye doniistimiinii
katalize eden glutatyon rediiktaz, 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’nin G6P’yi 6-fosfoglukonolaktana
doniistiirmesi sirasinda  G6P’nin 1. karbonundaki hidrojen NADP’ye aktarilarak
NADPH olusturulur. NADPH, GSH’nin saglanmas 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 nin siirekli iiretilmesi ile GSH doniistimiiniin
siirdiiriilmesi eritrositlerin yasam siirecinde biiylik oneme sahiptir (Akkus, 1995;
Serteser, 1999 ; Keskin, 2001; Yalin ve ark., 2002; Aslan, 2002).

2.7. Memeli Hiicrelerinde Aminoasit Transport Sistemleri

Hiicre icin gerekli olan aminoasitlerin plazma membranindan hiicre i¢ine alinimi1
ve tekrar hiicre disina transferi bu aminoasitlere 6zgii transport sistemleri tarafindan
gerceklestirilmektedir. Aminoasit transport sistemlerini tanimlamada aminoasidin tipi
(asidik, bazik, zwitteriyonik) ve transportun termodinamik 6zellikleri temel fonksiyonel
kriter kabul edilmistir (Palacin ve ark., 1998). Aminoasit transport sistemleri bu iyonik
besinlerin hiicreye girisine aracilik ederek bu besinlerin biiyiik 6nem tasiyan hiicresel
faaliyetlerde kullanilmasini saglar. Norotransmiter, sinaptik modiilator ya da
norotransmiter Onciilii olarak etki gdsteren spesifik aminoasitlerin plazma membraniyla
taginimi ve sinaptik yariktan yeniden alinimi bunlarin hiicre dis1 konsantrasyonlarinin
belirli bir aralikta kalmasini ve bu onciillerin merkezi sinir sisteminde kaynak teskil

etmesini saglamaktadir (Christensen, 1982; 1990;1993; Smith ve Cooper, 1992).
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Aminoasitlerin plazma membranindan transportlart proteinler araciligiyla
olmaktadir. Proteinler aminoasitleri tanir, onlara baglanir ve aminoasitleri hiicre
disindan hiicre igine alir. Bu konuda yapilan ¢aligmalardan sonra memeli hiicrelerinde
ozellikle eritrosit, hepatosit ve fibroblastlarda farkli substrat spesifitesine sahip transport
sistemleri tanimlanmig ve bunlarin genel oOzellikleri agiklanmistir. Bu 6zellikler
stereospesifite (transport L-steroisomer i¢in daha hizlidir) ve genis substrat spesifitesidir
(¢cesitli aminoasitler bir transport sistemini paylasirlar) (Palacin ve ark., 1998).

Zwitteriyonik aminoasitlerin taginiminda iki grup sistem tanimlanmistir. Birinci
grup, zwitteriyonik aminoasitler i¢in ortak sistemler olan A, ASC ve L sistemleri olup
biitliin hiicrelerde mevcuttur. Sistem A ve ASC kiiclik yan zincirli aminoasitlerin
sodyumla simport tasinmasi gerceklestirirken, sistem L biiyikk yan zincirli
aminoasitlerin uniport taginmasimi gergeklestirmektedir (Christensen, 1990). Sistem A
icin tercih edilen aminoasitler alanin, serin ve glutamin iken sistem ASC i¢in alanin,
serin ve L-sisteindir (Christensen ve ark., 1967; 1965). Sistem L’nin L1 ve L2 olmak
tizere iki alt tipi mevcuttur. Bunlar farkli yaslarda hepatosit ve hepatoma hiicrelerinde
bulunurlar. Buna gore zwitteriyonik aminoasitler pek ¢ok hiicrede Na ile birlikte
taginmaz. Epitel hiicrelerinde genis spesifiteli sistemler Na’un elektriksel gradientine
bagl olarak bu aminoasitleri toplarlar. N- metillenmis aminoasitlerin transportu, sistem
A’nin ayrimmu i¢in 6nemli bir kriterdir. Sodyuma bagli alanin transportunun N-
metilaminobiitirik asit tarafindan inhibisyonu sistem A aktivitesinin belirlenmesi i¢in
kullanilmaktadir. Sistem A ve ASC farkli 6zelliklere sahiptir. Sistem A elektrojeniktir
ve trans-inhibisyon oOzelligi gosterir. Sistem ASC elektrondtral olabilir ve trans-
stimiilasyon 6zelligi gosterir (Guidotti ve Gazzola, 1992). Sistem A pH’a duyarliyken
sistem ASC kismen duyarlidir.

Ikinci grup sistemler, dokuya 6zgii sistemlerdir. L- glutamin, L- histidin ve L-
asparajin aminoasitlerinin hepositlere transportu sistem N adi verilen sodyuma bagl
transport sistemiyle gerceklestirilmektedir (Kilberg ve ark., 1980).

Sistem Gly, glisin ve sarkozin i¢in 6zel olup, bir¢ok hiicre tipinde bulunur
(Eavenson ve Christensen, 1967). Norotransmitterlerin sodyum ve klorid bagimli
tastyicilarindan GLYT1 ve GLY T2 sistem Gly’nin varyantlar1 olarak kabul edilmektedir.
Sistem BETA; B- alanin, taurin ve GABA ig¢in spesifik bir transport sistemi olup bir¢ok
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dokuda tanimlanmistir ve bu hiicrelerde farkli substrat affinitesi ve spesifitesi gosterir
(Miyamoto ve ark., 1990).

Katyonik aminoasitlerin alimina aracilik eden bes adet transport sistemi
tanimlanmistir. Bu  sistemlerin aktivitesi zwitteriyonik aminoasitlerle paylasim
kapasitesine ve sodyuma bagliliklar1 ile katyonik aminoasitlere karsi olan afinitelerine
gore ayirt edilmektedir (Closs, 1996).

Sistem y" yiiksek afiniteli katyonik aminoasitlerle, diisiik afiniteli zwitteriyonik
aminoasitlerin sodyum varliginda transportunu saglar. Sistem y L insan eritrositlerinde
kesfedilmis olup (Deves ve ark., 1992) ayrica plasentada tanimlanmistir (Eleno ve
ark.,1994; Fei ve ark., 1995). Sistem y L katyonik aminoasitleri sodyuma gereksinim
duymadan yiiksek afinite ile transport etmektedir (Deves ve ark., 1992). Kiiciik ve
biiyiilk zwitteriyonik aminoasitleri sodyum varliginda yiiksek afinite ile transport
etmektedir. Sodyum yoklugunda zwitteriyonik aminoasitleri diigiik 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 ¢ok yiiksek trans stimiilasyon
kapasitesi gosterir. Sistem y' katyonik aminoasitlerin plazma membranindan giris
¢ikisini dengeler (Ruiz ve ark., 2003).

Bunlarin disinda sistem b* katyonik, B*" ve b%" ise hem katyonik hem de
zwitteriyonik aminoasitler i¢in yiiksek afiniteli genis bir spesifiteye sahiptir (Palacin ve
ark., 1998).

Anyonik aminoasitlerden L-Glutamat ve L-Aspartat, yiiksek afiniteli sodyum ve
potasyum bagl sistem X o tarafindan transport edilir (Guidotti ve Gazzola, 1992;
Palacin ve ark., 1998). Bu sistem aspartat aminoasidinin D ve L stereoizomerleri igin
belirli bir afinite gosterir. Ozellikle hepatositler, fibroblastlar ve embriyonik hiicreler
L- glutamat ve L- sistini sodyumdan bagimsiz X ¢ antiport sistem araciligtyla transport
ederler. (Guidotti ve Gazzola, 1992).

ATP ve Na"a bagl transport sistemlerinin yam sira bagirsak, beyin ve bobrek
gibi dokularda ¥- glutamil siklusu diye adlandirilan bir sistem vardir. Bu sistemde, belli
aminoasitler i¢in glutatyon kullanilir. Glutatyonun glutamil kalintist membrana bagh
Y- glutamil transferaz tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla aminoasitlere transfer
edilir. Boylece sitozolde ¥- glutamil aminoasit ve sisteinglisin meydana gelir.

Sisteinglisin hidroliz edilirken Y- glutamil aminoasit, Y- glutamilsiklotransferaz
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etkisiyle serbest aminoasite ve 5-oksoproline pargalanir. Boylece bir mol aminoasit
hiicre icine girmis olur. Kullanilan enerji glutatyonun parcalanmasiyla elde edilir.
Y- glutamil transferaz enzimi, glutamin, L-sistein ve diger notral aminoasitler karsi cok
aktiftir. Aspartata, dalli zincirli aminoasitlere ve aromatik aminoasitlere karst daha az

aktiftir, proline ise inaktiftir (Kaya, 1993).
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3.MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal

N-asetil-L-sistein (NAC), N-etilmaleimid (NEM), L-sistein ve tiim diger
aminositler Sigma Chemical Co.’dan (St. Louis, Missouri, U.S.A), 5,5 -dithiobis-
(-nitrobenzoate) (DTNB) Fluka BioChemica’dan (Switzerland), deneylerde kullanilan
kan, SSK Hastanesi kan bankasindan (Antakya), saglikli vericilerden 300 ml’lik iiniteler
seklinde temin edilmistir. Spektrofotometrik Olglimler igin, Shimatzu 1240
spektrofotometre cihazi kullanilmustir.

Eritrositlerin Hazirlanmasi

Saglikli insanlardan alinan heparinize kan, 2500 g de 5 dk. santrifiij edilerek
plazma ve eritrositler birbirinden ayrilmistir. Plazma ve beyaz kan hiicrelerini ihtiva
eden tabaka ortamdan uzaklastirilmistir. Elde edilen eritrosit yigini, iki hacim § mM
glukoz igeren (Awasthi ve ark., 1983) potasyum-fosfat- tuz tamponuyla (PBS-glukoz)
(9 hacim 0.15 M NaCl lhacim 0, 1 M potasyum fosfat buffer, pH 7, 4) li¢ defa
yikanarak deneylerde kullanilmak tizere hazirlanmistir.

DENEY 1: Eritrositlerde L-sistein ve NAC aliminin zamana bagh degisimi

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlart:

1. 8 mM glukoz igeren potasyum fosfat tuz tamponu (PBS-glukoz) (9 kisitm 0.15 M
NaCl, 1 kistm 0.1 M potasyum fosfat tamponu, 8§ mM glukoz, pH 7.4)

4. 20 ml hacimde ayr1 ayr1 1 mM ve 5 mM konsantrasyonlarda L-sistein ve NAC iceren
Krebs Ringer fosfat tamponu

5. Krebs Ringer fosfat tamponu (135 mM NaCl, 5 mM KCI, 1.3 mM CaCl,, 1.2 mM
MgSOy4, 5 mM glukoz, 10 mM NaH,PO4, pH 7.4)

6. Tris EDTA tamponu, pH 8.9 (400 mM Tris, 20mM EDTA)

7. %10’luk TCA ( Trikloroasetik asit) 100 ml

8. 2.9 mg DTNB ( 2.5 ml metanolde ¢6zlinmiis)

DENEY 2: Eritrositlerden L-sistein ve NAC ¢ikisinin zamana bagh degisimi

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlar:
1. PBS-glukoz (pH 7.4)
2. Krebs Ringer fosfat tamponu

3. 20 ml hacimde ayr1 ayril mM ve 5 mM konsantrasyonlarda L-sistein ve NAC iceren
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Krebs Ringer fosfat tamponu
4.2.9 mg DTNB ( 2.5 ml metanolde ¢oziinmiis)
5. Tris EDTA tamponu, pH 8.2
DENEY 3: Eritrositlerde L-sistein ve NAC alimina sicakhigin etkisi

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlari:

1. PBS-glukoz (pH 7.4)

2. Krebs Ringer fosfat tamponu

3. 20 ml hacimde 5 mM konsantrasyonlarda L-sistein ve NAC igeren Krebs Ringer
fosfat tamponu

4.%10’luk TCA, 100 ml

5. Tris EDTA tamponu, pH 8.9

6. 2.9 mg DTNB ( 2.5 ml metanolde ¢oziinmiis)

DENEY 4: Eritrositlerden L-sistein ve NAC ¢ikisina sicakhigin etkisi

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlari:

1. PBS-glukoz (pH 7.4)

2. Krebs Ringer fosfat tamponu

3. 20 ml hacimde 5 mM konsantrasyonlarda L-sistein ve NAC igeren Krebs Ringer
fosfat tamponu

4. Tris EDTA tamponu, pH 8.2

5.2.9 mg DTNB ( 2.5 ml metanolde ¢6ziinmiis)

DENEY S5: Hiicre ici serbest-SH yenilenmesine L-sistein ve NAC’nin etkisi

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlar:

1. PBS-glukoz (pH 7.4)

2. Krebs Ringer fosfat tamponu

3. 20 ml hacimde 5 mM konsantrasyonlarda L-sistein ve NAC iceren Krebs Ringer
fosfat tamponu

4.%10’luk TCA, 100 ml

5. Tris EDTA tamponu, pH 8.9

6.2.9 mg DTNB ( 2.5 ml metanolde ¢6ziinmiis)

7. 1 mM NEM igeren Krebs Ringer fosfat tamponu
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DENEY 6: Eritrositlerde, baz1 aminoasitlerin L-sistein ve NAC alimina etKkisi

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlart:

1. PBS-glukoz (pH 7.4)

2. Krebs Ringer fosfat tamponu

3. 20 ml hacimde 5 mM konsantrasyonlarda L-sistein, L-sistein + L-alanin + L-serin +
L-glisin, NAC ve NAC + L-alanin + L-serin + L-glisin igeren Krebs Ringer fosfat
tamponu

4.%10’luk TCA, 100 ml

5. Tris EDTA tamponu, pH 8.9

6. 2.9 mg DTNB ( 2.5 ml metanolde ¢oziinmiis)

DENEY 7:Hiicresiz tamponda L-sistein ve NAC’nin stabilitesi

1. Krebs Ringer fosfat tamponu

2. 20 ml hacimde 5 mM konsantrasyonlarda L-sistein ve NAC iceren Krebs Ringer
fosfat tamponu

3. Tris EDTA tamponu, pH 8.2

4.2.9 mg DTNB ( 2.5 ml metanolde ¢6ziinmiis)

3.2. Yontem

Calismamiz yedi asamadan olusmaktadir;

1. Asamada, eritrositlerde zamana bagli olarak L-sistein ve NAC alimi incelenmistir.
2. Asamada, eritrositlerden zamana bagl olarak L-sistein ve NAC c¢ikis1 incelenmistir.
3. Asamada, eritrositlerde, sicakligin L-sistein ve NAC alimina etkisi incelenmistir.
4. Asamada, sicakligin eritrositlerden, L-sistein ve NAC ¢ikisina etkisi incelenmistir.
5. Asamada, NEM ile 6n muamele edilen eritrositlerde L-sistein ve NAC’nin serbest
-SH yenilenmesine etkisi incelenmistir.

6. Asamada, bazi aminoasitlerin eritrositlerde L-sistein ve NAC alimina etkisi

incelenmistir.
7. Asamada, L-sistein ve NAC’nin Krebs Ringer fosfat tamponunda stabilitesi

incelenmistir.
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DENEY 1: Eritrositlerde L-sistein ve NAC aliminin zamana bagh degisimi

Saglikli vericilerden elde edilen heparinize insan kani iki hacim PBS-glukoz ile
ic kez yikanarak deneylerde kullanilmak {izere hazirlanmistir. Daha sonra 1 ve 5’er mM
konsantrasyonlarda L-sistein ve NAC iceren Krebs Ringer fosfat tamponundan 1000 pl,
hazirlanmig eritrosit stokundan 250 pl alinarak ependorf tiiplerine konulmustur. Kontrol
gurubu olarak 1000 pl Krebs Ringer fosfat tamponu ve 250 ul kan igeren ependorf
tiipleri kullanilmistir. Ependorf tiipleri yavasca alt st edilmis ve 37 °C’de 15, 60 ve 120
dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra eritrositler 5 dakika 2500 g’de
santrifiijlenerek siipernatant uzaklastirilmistir. Daha sonra deney ve kontrol guruplari
1000 pl potasyum fosfat tuz tamponuyla bir defa yikandiktan sonra siipernatant
uzaklastirilmistir. Geriye kalan eritrosit yiginma 250 pl %10°luk TCA ile muamele
edilerek eritrositler par¢alanmistir. Parcalan eritrositler 10000 g’de 5 dakika santrifiij
edilmigtir. Santrifiijleme isleminden sonra slipernatant kismindan 100 pl alinarak 1850
ul Tris-EDTA tamponuna (pH 8.9) ilave edilmis ve 50 ul DTNB karisim {izerine ilave
edilmistir. Daha sonra spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda absorbans
Ol¢iilmiistlir. Serbest -SH konsantrasyonlart 13.1 ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak
hesaplanmistir.

DENEY 2: Eritrositlerden L-sistein ve NAC ¢ikisinin zamana bagh degisimi

Saglikli vericilerden elde edilen heparinize insan kani iki hacim PBS-glukoz ile
ic kez yikanarak deneylerde kullanilmak {izere hazirlanmistir. Daha sonra 1 ve 5’er mM
konsantrasyonlarda L-sistein ve NAC iceren Krebs Ringer fosfat tamponundan 1000 pl,
hazirlanmig eritrosit stokundan 250 pl alinarak ependorf tiiplerine konulmustur. Kontrol
gurubu olarak 1000 pl Krebs Ringer fosfat tamponu ve 250 ul kan igeren ependorf
tiipleri kullanilmistir. Ependorf tiipleri yavasca alt iist edilmis ve 37 °C’de 1 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra 2500 g’de 5 dk. siireyle satrifiij edilen tiiplerden
stipernatant uzaklastirilmig ve eritrosit yigin1 iizerine 1000 pl PBS-glukoz eklenmis
sonra tekrar 2500 g’de 5 dk. santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirilip eritosit
yigint iizerine 1000 pl taze Krebs Ringer fosfat eklenerek 15, 60 ve 120 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra eritrositler 5 dakika 2500 g’de
santrifiijlendikten sonra slipernatanttan 500 pl alinarak 1450 pl Tris-EDTA tamponuna
(pH 8.2) ilave edilmis ve 50 ul DTNB karigim {izerine ilave edilmistir. Daha sonra
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spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda absorbans Olgiilmiistiir. Serbest -SH
konsantrasyonlar1 13.1 ekstinksiyon katsayisi kullanilarak hesaplanmistir.

DENEY 3: Eritrositlerde L-sistein ve NAC alimina sicakhigin etkisi

Saglikli vericilerden elde edilen heparinize insan kani iki hacim PBS-glukoz ile
lic kez yikanarak deneylerde kullanilmak iizere hazirlanmistir. Daha sonra 5 mM
konsantrasyonlarda L-sistein ve NAC iceren Krebs Ringer fosfat tamponundan 1000 pl,
hazirlanmig eritrosit stokundan 250 pl alinarak ependorf tliplerine konulmustur. Kontrol
gurubu olarak 1000 pl Krebs Ringer fosfat tamponu ve 250 pl kan igeren ependorf
tiipleri kullanilmistir. Ependorf tiipleri yavasca alt iist edilmis ve 4, 20 ve 37 °C’de 60
dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra eritrositler 5 dakika 2500 g’de
santrifiijlenerek siipernatant uzaklastirilmistir. Daha sonra deney ve kontrol guruplari
1000 pl potasyum fosfat tuz tamponuyla bir defa yikandiktan sonra siipernatant
uzaklastirilmistir. Geriye kalan eritrosit yiginma 250 pl % 10’luk TCA ile muamele
edilerek eritrositler pargalanmistir. Parcalan eritrositler 10000 g’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiijleme isleminden sonra siipernatant kismindan 100 pl alinarak 1850
pl Tris-EDTA tamponuna (pH 8.9) ilave edilmis ve 50 ul DTNB karisim iizerine ilave
edilmigtir. Daha sonra spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda absorbans
Ol¢iilmiistiir. Serbest -SH konsantrasyonlart 13.1 ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak
hesaplanmustir.

DENEY 4: Eritrositlerden L-sistein ve NAC ¢ikisina sicakhigin etkisi

Saglikli vericilerden elde edilen heparinize insan kani iki hacim PBS-glukoz ile
lic kez yikanarak deneylerde kullanilmak iizere hazirlanmistir. Daha sonra 5 mM
konsantrasyonlarda L-sistein ve NAC iceren Krebs Ringer fosfat tamponundan 1000 pl,
hazirlanmig eritrosit stokundan 250 pl alinarak ependorf tiiplerine konulmustur. Kontrol
gurubu olarak 1000 pl Krebs Ringer fosfat tamponu ve 250 pl kan igeren ependorf
tiipleri kullanilmistir. Ependorf tilipleri yavasca alt tist edilmis ve 37 °C’de 1 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra 2500 g’de 5 dk. siireyle satrifiij edilen tiiplerden
siipernatant uzaklastirilmis ve eritrosit yigimi iizerine 1000 pul PBS-glukoz eklenmis
sonra tekrar 2500 g’de 5 dk. santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirilip eritosit
y1gmi tizerine 1000 pl taze Krebs Ringer fosfat eklenerek 4, 20 ve 37 °C’de 60 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra eritrositler 5 dakika 2500 g’de

santrifiijlendikten sonra siipernatanttan 500 ul alinarak 1450 pl Tris-EDTA tamponuna
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(pH 8.2) ilave edilmis ve 50 ul DTNB karigim {izerine ilave edilmistir. Daha sonra
spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda absorbans Olgiilmiistiir. Serbest -SH
konsantrasyonlar1 13.1 ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak hesaplanmistir.

DENEY 5: Hiicre ici serbest -SH yenilenmesine L-sistein ve NAC’nin etkisi

Saglikli vericilerden elde edilen heparinize insan kan1 iki hacim PBS-glukoz ile
tic kez yikanarak deneylerde kullanilmak {izere hazirlanmistir. Hazirlanan eritrositlerden
250 pl almarak ependorf tiiplerine aktarilmistir. Kontrol grubu eritrositler sadece 1000
pl Krebs Ringer fosfat ile diger gruplar ise icinde 1mM NEM bulunan 1000 pl Krebs
Ringer fosfat tamponu siispanse edilmistir. Ependorflar 37 °C’de 30 dakika inkiibe
edilerek, kontrol grubu harig, eritrositlerde serbest -SH tiikketimi saglanmstir.
Inkiibasyondan sonra eritrositler 5 dakika 2500 g’de santrifiijlenerek 1000 ul potasyum
fosfat tuz tamponuyla bir defa yikandiktan sonra kontrol grubuna ve NEM grubuna
1000 pl Krebs Ringer fosfat diger iki gruptan birine 5 mM L-sistein igeren, digerine ise
5 mM NAC igeren 1000 ul Krebs Ringer fosfat eklenerek ependorf tiipleri yavasca alt
iist edilmis ve 37 °C’de 60 ve 120 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan
sonra eritrositler 5 dakika 2500 g’de santrifiijlenerek siipernatant uzaklastirilmistir.
Daha sonra deney ve kontrol guruplar1 1000 pl potasyum fosfat tuz tamponuyla bir defa
yikandiktan sonra siipernatant uzaklagtirllmigtir. Geriye kalan eritrosit yiginina 250 pl
%]10’luk TCA ile muamele edilerek eritrositler parcalanmistir. Parcalan eritrositler
10000 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijleme isleminden sonra siipernatant
kismindan 100 pl alinarak 1850 pl Tris-EDTA tamponuna (pH 8.9) ilave edilmis ve 50
ul DTNB karigim iizerine ilave edilmistir. Daha sonra spektrofotometrede 410 nm dalga
boyunda absorbans Olclilmiistiir. Serbest -SH konsantrasyonlari 13.1 ekstinksiyon
katsayis1 kullanilarak hesaplanmistir.

DENEY 6: Eritrositlerde, baz1 aminoasitlerin L-sistein ve NAC alimina etkisi

Saglikli vericilerden elde edilen heparinize insan kan1 iki hacim PBS-glukoz ile
tic kez yikanarak deneylerde kullanilmak iizere hazirlanmistir. Bu islemden sonra i¢inde
5 mM L-sistein igeren Krebs Ringer fosfat, 5 mM L-sistein + L-glisin + L-serin + L-
alanin iceren Krebs Ringer fosfat, 5 mM NAC iceren Krebs Ringer fosfat ve 5 mM
NAC + L-glisin + L-serin + L-alanin igeren Krebs Ringer fosfat tamponlarindan 1000
pl, hazirlanmis eritrosit stokundan 250 pl alinarak ependorf tiiplerine konulmustur.

Kontrol grubu olarak 1000 ul Krebs Ringer fosfat tamponu ve 250 pl eritrosit iceren
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ependorf tiipleri kullanilmistir. Ependorf tiipleri yavasca alt iist edilmis ve 37 °C’de 30
dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra eritrositler 5 dakika 2500 g’de
santrifiijlenerek siipernatant uzaklastirilmistir. Daha sonra deney ve kontrol guruplar
1000 pl potasyum fosfat tuz tamponuyla bir defa yikandiktan sonra siipernatant
uzaklastirilmistir. Geriye kalan eritrosit yiginma 250 pl %10’luk TCA ile muamele
edilerek eritrositler pargalanmistir. Pargalan eritrositler 10000 g’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiijleme igleminden sonra siipernatant kismindan 100 pl alinarak 1850
pl Tris-EDTA tamponuna (pH 8.9) ilave edilmis ve 50 ul DTNB karisim iizerine ilave
edilmigtir. Daha sonra spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda absorbans
Olclilmiistiir. Serbest -SH konsantrasyonlar1 13.1 ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak
hesaplanmastir.

DENEY 7:Hiicresiz tamponda L-sistein ve NAC’nin stabilitesi

5 mM L-sistein ve 5 mM NAC igeren Krebs Ringer fosfat tamponlarindan 1000
pl alinarak ependorf tiiplerine aktarildiktan sonra 37 °C’de, birinci gruptan siire
beklenmeksizin diger gruplardan ise 60, 120 ve 360 dakikalik inkiibasyondan sonra 500
pl alinarak 1450 pl Tris-EDTA tamponuna (pH 8.2) aktarilmis ve 50 pl DTNB karisim
tizerine ilave edilmistir. Daha sonra spektrofotometrede 410 nm dalga boyunda
absorbans Olclilmistiir. Serbest -SH konsantrasyonlar1 13.1 ekstinksiyon katsayisi
kullanilarak hesaplanmustir.

3.2.1. istatistiksel analizler

Calismamizda tek yonlii degisim analizi (ANOVA) ve Student- Newman-Keuls
cok yonlii karsilastirma testleri kullanmilmigtir. Testler, istatistiksel bilgi yontemine
dayal1 olarak yiiriitiilmiistiir. Tiim testler iiclii 6rneklerle uygulanmistir. Sonuglar ii¢ ayri
deneyin aritmetik ortalamasi ve =+ standart sapma olarak verilmis ve p < 0.05 degerleri

istatistiksel olarak énemli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Sekil 1’de eritrositlerde zamana bagli olarak L-sistein ve NAC aliminin
karsilastirilmas: gosterilmistir. Sonuglar eritrositlerin NAC’ye gore daha yiiksek bir
oranda L-sistein aldigin1 gostermistir. 1 ve 5 mM L-sistein ile muamele edilen
eritrositlerde serbest -SH seviyeleri 15 dk. da artmaya basladi. 1 ve 5 mM NAC ile
muamele edilen eritrositlerde ise serbest -SH seviyeleri ancak ilk saatte dnemli derecede
artmaya bagladi ve inkiibasyon siiresinin uzatilmasi NAC alimim1 degistirmedi. Bu
sonuglara gore kisa siireli muamelelerde erirositler, L-sisteine gére NAC ile 6nemli bir
miktarda serbest -SH saglayamaz ve bdylece serbest -SH ile ilgili hiicre i¢i siiregler
ertelenebilir. Diger 6nemli nokta 5 mM L-sistein ile 60 dk. muamele ile elde edilen
hiicre i¢i serbest -SH seviyesine ayni konsantrasyonda NAC ile inkiibasyon siiresi

uzatilsa bile erisilemeyecek olmasidir.

Eritrositlerde zamana bagh olarale L-sistein we INAC alim
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Sekil 4.1. Eritrositlerde zamana bagli olarak L-sistein ve NAC alimi
Farkli konsantrasyonlarda L-sistein ve NAC ile muamele edilen eritrositler
belirli zaman periyotlarinda 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
eritrositler santrifiijlenerek siipernatant uzaklastirildi ve eritrositler yikandi.
Sonra yikanan eritrositlerde serbest -SH seviyeleri Ol¢iildii. Sonuglar ii¢ ayri
deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.
p<0.05
* Kontrol grubundan 6nemli derecede farkli deger
** NAC grubundan 6nemli derecede farkli deger
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Deneylerimizin sonraki asamasinda L-sistein ve NAC ile 6n muamele edilen
eritrositlerde L-sistein ve NAC’nin ¢ikisini karsilastirdik. Sekil 2°de gosterildigi gibi
ortamda serbest -SH seviyeleri L-sistein ile 6n muamele edilen eritrositlerde NAC ile 6n
muamele edilen eritrositlere gére daha yiiksektir. Bu sonuglar, daha az miktarda NAC
hiicrelere girdigi ve sonu¢ olarak ortamda daha az miktarda serbest -SH
belirlendiginden dolay1 giris ¢alismalariyla tutarlidir. Bu sonuglara gére hem L-sistein
hem de NAC, hiicre zarinin her iki tarafindaki konsantrasyonlarina bagl olarak hiicre

zarindan iki yone de hareket edebilir.

Entrositlerden zamana bagh olarak L-sistein ve NAC cilus
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Sekil 4.2. Eritrositlerden zamana bagli olarak L-sistein ve NAC ¢ikis1
Eritrositler farkli konsantrasyonlarda L-sistein ve NAC ile muameleden sonra
37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda eritrositler almarak
yikandi. Yikanan eritrositler daha sonra taze tampona aktarildi ve 37 °C’de
belirli zaman periyotlarinda tekrar inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
siipernatantta serbest -SH seviyeleri Ol¢iildii. Sonuglar ii¢ ayr1 deneyin
aritmetik ortalamas1 ve standart sapmasi olarak verilmisitir.
p<0.05
*NAC grubundan 6nemli derecede farkli deger
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Sonraki asamada, L-sistein ve NAC’nin giris ve ¢ikis silireglerinin hiicresel
metabolik aktiviteye ve enerjiye bagl olup olmadigini arastirdik. Farkli sicakliklarda
deney tekrarlayarak bu siireclerin pasif difiizyon ile olmaktan ziyade aktif olarak
gerceklestigini gosterdik. Sekil 3 ve sekil 4’te gosterildigi gibi her iki siirecin de diigiik
sicakliklarda 6nemli ol¢iide indirgenmesi hiicre zarindan L-sistein ve NAC gecisinin

aktif hiicresel olaylara bagli oldugunu gosterir.

Erttrositlerde L-sistein ve NAC alrna sicakchim ethst
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Sekil 4.3. Eritrositlerde L-sistein ve NAC alimina sicakligin etkisi
5 mM L-sistein veya 5 mM NAC ile muamele edilen eritrositler 4, 20
ve
37 °C’de 60dk. inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda eritrositler almarak
yikandi. Sonra yikanan eritrositlerde serbest -SH seviyeleri ol¢iildii.
Sonuglar ii¢ ayri deneyin aritmetik ortalamasi ve standart sapmasi
olarak verilmistir.
p<0.05
* Kontrol grubundan 6nemli derecede farkli deger
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Erttrositlerden L-sistemn ve NAC cagma sicaklifn etkist
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Sekil 4.4. Eritrositlerden L-sistein ve NAC ¢ikisina sicakligin etkisi
5 mM L-sistein ve NAC ile muamele edilen eritrositler 37 °C’de 1 saatlik
inkiibasyon sonunda sanrifiijlenerek PBS-glukoz ile yikandi. Yikanan
eritrositler taze tampona alarak 4, 20 ve 37 °C’de tekrar 1 saat inkiibe
edildi. inkiibasyon sonunda eritrositler sanrifiijlendi ve siipernatantta serbest -
SH seviyeleri Olciildii. Sonuclar {i¢ ayri deneyin aritmetik ortalamasi ve
standart sapmasi olarak verilmistir.
p<0.05
* NAC grubundan 6nemli derecede farkli deger

Sonra hiicre i¢i serbest -SH tiiketimini miiteakiben L-sistein ve NAC’nin hiicre
ici serbest -SH yenilenmesine etkilerini karsilastirdik. Sekil 5°te gosterildigi gibi, 1 saat
L-sistein muamelesiyle yenilenen serbest -SH seviyeleri kontrol seviyelerinin
tizerindedir. Bununla birlikte, 1 saat NAC muamelesini miiteakiben serbest -SH’nin
yenilenme boyutu L-sisteine gore cok azdir. 2 saat NAC muamelesi bile kontrol

seviyelerinin yarisinin yenilenmesi i¢in yeterli degildir.
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L-sistein we IAC mn hilere 101 serbest -5H vendenmesme ethast
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Sekil 4.5. L-sistein ve NAC’nin hiicre i¢i serbest -SH yenilenmesine etkisi
Eritrositlere, kontrol grubu hari¢, 1 mM NEM ile 37 °C’de 30 dk. muamele
edilerek eritrositlerdeki serbest -SH tiiketildi. Inkiibasyon sonunda eritrositler
yikandi ve NAC ve L-sistein varliginda ve yoklugunda 37 °C’de belirli zaman
periyotlarinda tekrar inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda eritrositlerde serbest -
SH seviyeleri belirlendi. Sonuglar {i¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve

standart sapmasi olarak verilmistir.
p<0.05

* Tiim diger gruplardan 6nemli derecede farkli deger

Sonraki asamada hiicre zarinda L-sistein ve NAC transportunun benzer

tasiyicilarla gerceklestirilip gerceklestirilmedigini arastirdik. L-sistein alanin, serin ve

sistein tastyan ASC sistemi ile taginir. Bu sekilde bu substratlar ortamda bulundugunda

L-sistein ve NAC girigini inhibe edip etmedigini aragtirdik. Sekil 6’da gosterildigi gibi

L-sistein ve NAC ile beraber alanin, serin ve glisinin de bulunmasiin alim siirecini

onemli Olcilide inhibe etmesi, ASC sisteminin L-sistein ve NAC girisinde gorev aldiginm

gostermektedir. Bu sonug¢ L-sistein ve NAC’nin benzer membran tagiyicilarini ortak

kullandigin1 gosterir.
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Sekil 4.6. Baz1 aminoasitlerin L-sistein ve NAC alimina etkileri
Eritrositler diger aminoasitlerin varlifinda ve yoklugunda belirlenen

konsantrasyonlarda L-sistein ve NAC ile 37 °C’de 30 dk. inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda eritrositler alinarak yikandi. Yikanan eritrositlerde serbest
-SH seviyeleri ol¢iildii. Sonuglar ii¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve
standart sapmast olarak verilmistir.

p<0.05

* L-sistein grubundan 6nemli derecede farkli deger

** NAC grubundan 6nemli derecede farkli deger

Deneylerimizin son asamasinda, hiicresiz bir tampon sisteminde L-sisteinin

NAC’ye gore daha hizli oksitlenip oksitlenmedigini arastirdik. Bunun igin esit

konsantrasyonlarda L-sistein ve NAC’yi Krebs Ringer fosfat tamponunda belirli siireler

icin inkiibe ettik ve tampondan kaybolmasini oOlgtiik. Sekil 7°de gosterildigi gibi hem

L-sistein hem de NAC oksidasyona kars1 direnglidir. Baslangi¢ konsantrasyonlarinda

onemli bir azalma olmamastir.
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Hucresiz tamponda L-sistein ve MAC stabdlitest
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Sekil 4.7. Hiicresiz tamponda L-sistein ve NAC stabilitesi
Krebs Ringer fosfat tamponunda es konsantrasyonlarda L-sistein ve NAC
hazirlandi. Eritrositlerin yoklugunda 37 °C’de belirli zaman periyotlarinda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda numuneler alinarak serbest -SH
konsantrasyonlar1 belirlendi. Sonuglar ii¢ ayr1 deneyin aritmetik ortalamasi ve
standart sapmasi olarak verilmistir.
Sonuglar arasinda istatiksel olarak farklilik yoktur.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada eritrositlerde L-sistein ve NAC’nin hiicre i¢ine giris ve hiicreden
cikist arastirildi. Calismanin amaci pek c¢ok hiicresel aktivitede hiicre i¢cin ¢ok onemli
olan tiyol gruplarmi hiicrelerin temin etmesinde L-sistein ve NAC nin etkililiklerini
karsilagtirmakti. Hem L-sistein hem de L-sisteinin N-asetillenmis sekli olan NAC, bir
tiyol grubuna sahiptir. Bununla birlikte NAC, N-asetillendigi i¢in molekiiler yapisi ve
elektriksel yikii L-sisteinden farklidir. L-sistein ve NAC’deki bu farkliliklar onlarin
hiicre membranindan transport karekteristiklerini etkileyebilir. Calismadan elde edilen
sonuglar bu fikri desteklemektedir. Eritrositler esit konsantrasyonda L-sistein ve NAC
ile muamele edildiginde L-sisteinin NAC’ye gore daha etkili bir sekilde hiicrelere
girmesi, eritrositlerin aradaki farklilig1 ayirt ederek L-sistein ve NAC’yi farkli oranlarda
aldigin1 diistindiirmektedir. Bu diislincenin iki farkli sebebi olabilir; ya L-sistein ve
NAC membrandan farkli tasiyicilarla taginmakta ya da L-sistein ve NAC ayni
tagiyicilarla fakat farkli afinitelerle tasinmaktadir. NAC’nin aksine L-sistein igin
membran transport sistemleri kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Buna gore, L-sistein
mebrandan sistem ASC, sistem L, sistem Xag ve birkag hiicresel sistemde sistem Xc
sistemleriyle transport edilmektedir (Sedlak ve Lindsay, 1963; Awasthi ve ark., 1983).
Bu bakimdan NAC membrandaki bazi tasiyicilar1t L-sistein ile paylasabilir.
Sonuglarimiza gore L-sistein ve NAC ile birlikte alanin, serin ve glisinin de bulunmasi
L-sistein ve NAC alimin1 énemli 6lgiide inhibe etmistir. Bu aminoasitler sistem ASC
icin birer substrat oldugundan, bu aminoasitlerle L-sistein ve NAC girisindeki herhangi
bir inhibisyon L-sistein ve NAC’nin benzer tastyicilar paylastiginin gostergesi olabilir.
L-sistein ve NAC giris deneylerinin 6nemli bir sonucu, NAC’nin eritrositlere daha
yavas girmesidir. L-sisteinin 1 mM konsantrasyonda 15 dakikada hiicre i¢i serbest -SH
seviyelerini Onemli Olglide arttirmasmma ragmen, aynmi konsantrasyonda NAC 15
dakikada hiicre i¢i serbest -SH seviyelerini 6nemli 6l¢iide arttirmamistir. Buna ilave
olarak 5 mM L-sisteinle inkiibe edilen eritrositlerde 15 dakika sonucunda ulasilan
serbest -SH seviyelerine 5 mM NAC ile 120 dakika sonunda dahi ulagilamamustir.

Sonuglar genel olarak hiicre i¢i sebest -SH seviyelerini ve bdylece GSH
sentezini arttirmak i¢in L-sisteine gore daha yiiksek seviyelerde NAC kullanmak
gerektigi izlenimini vermektedir. NEM ile yaptifimiz deneyler bu diislinceyi ayrica

desteklemektedir. Bu deneylerde ilk olarak NEM ile muamele ederek hiicre i¢i serbest
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-SH’yi tiiketilmis ve sonra esit konsantrasyonda L-sistein ve NAC’nin hiicre i¢i serbest
-SH yenilemesi karsilagtirilmistir. Sonuglar, NAC’nin 5 mM konsantrasyonda bile esit
konsantrasyonda L-sisteine gore hiicre i¢i serbest -SH yenilemesinde yetersiz oldugunu
gostermektedir. Bu yiizden oksidatif sartlarda GSH seviyelerinin yenilenmesinde ve
oksidatif strese karsi hiicreyi korumada daha etkili olabildigi i¢in L-sistein dnerilebilir.
Ozellikle in vitro deneysel sistemlerde NAC nin yerine L-sistein kullanilarak oksidatif
strese karst daha hizli bir tepki saglanabilir. Hiicre disina ¢ikis ¢calismalar1 da NAC’nin
membrandan daha yavas gectigini gostermektedir. Eritrositlere ayn1 konsantrasyonda
L-sistein ve NAC ile 6n muamele edildiginde tiyol c¢ikislarinda farkli bir oran
gozlenmistir. Calismamizin sonraki basamaginda L-sistein ve NAC’nin eritrosit
membranindan gegis slireclerinin biyolojik olarak aktif veya sadece basit difiizyonla
membrandan gecis seklinde olup olmadigr arastirildi. Giris ve ¢ikis siireclerinin
sicakliga bagimlilig: eritrositlerin hem L-sistein hem de NAC’yi transportunun biyolojik
olara aktif bir yolla gergeklestigini gostermektedir.

In vivo deneysel sistemlerde NAC, L-sisteine nazaran daha ¢ok tercih
edilmektedir. Bunun asil sebeplerinden biri; bagirsak sivisinda NAC kolayca
oksitlenmezken L-sisteinin hizla oksitlenip sistine donligmesidir. Sistin emilimi igin
glutamat ile degisim gerekli olup bu degisimler hiicreden glutamat kayiplarina neden
olur. Bagirsak sivisinda NAC’den bagka tiyoller % 75-100 oksitlenitken NAC’de
oksitlenme oram1 = %16’dir (Bonanomi ve Gazzaniga, 1980). Bu ylizden NAC
cogunlukla rediiklenmis formda emilir ve hizla L-sisteine doniigiir ve boylece sadece
kiiciik bir miktarda NAC degisime ugramadan plazmaya ulasir (De Caro ve ark., 1989).
L-sisteinin bagirsak sivisinda hizla okside oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte
siteinin bagirsak sivisindan baska ortamlarda NAC’ye gore daha az stabil olup
olmadigina ve kolayca oksitlenip oksitlenmedigine dair bildigimiz detayli bir arastirma
bulunmamaktadir. Bu c¢aligmada, bagirsak sivisinda oldugu gibi tampon sistemlerinde
L-sisteinin NAC’ye gore daha hizli bir sekilde oksitlenip oksitlenmedigini tespit etmek
icin in vitro hiicresiz ortamda NAC ve L-sisteinin kaybolma boyutunu karsilastirilmistir.
Elde edilen verilere gore ortamda ne L-sistein ne de NAC’de oksidasyonla veya baska
yollarla 6nemli bir kayip olmamistir. Bu maddelerin konsantrasyonunun alt1 saatlik bir
zaman periyodunda degigsmeden kalmas1 L-sisteinin fizyolojik tampon sisteminde en az

NAC kadar stabil oldugunu diisiindiirmektedir. Bu sonug¢ ayrica, L-sisteinin fizyolojik
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tamponda bagirsak sivisinin aksine, oksidasyona karsi oldukc¢a direngli oldugunu
gostermektedir.

Sonug olarak dnerimiz, deneysel sistemlerde daha az siklikta kullanilan L-sistein
ozellikle in vitro deneysel sistemlerde daha iyi taninan ve genis olarak kullanilan
NAC’den beklenenden daha hizli ve daha iyi sonuglar saglayabilir. NAC’nin hiicrelere

alinmasi ve serbest -SH diizeylerini arttirmasi L-sisteine gore daha az etkilidir.
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