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I
OZET

N-ASETIL-L-SISTEIN’IN ERITROSITLERDE XENOBIOTiKLERLE
KONJUGASYONUNUN VE TRANSPORTUNUN ARASTIRILMASI

Glutatyon, eritrositlerde detoksifikasyon isleminde rol oynayan ¢énemli bir tiyol
iceren bilegiktir. Tiyol grubu, glutatyon S-transferaz ile katalizlenen konjugat formunda
xenobiotiklerin bir kismiyla reaksiyona girer. Olusan bu iiriin ATP’ye bagimh bir
transport mekanizmasi tarafindan eritrositlerden disar1 birakilr.

1-kloro-2,4-dinitrobenzen ve glutatyon konjugatimin transportu tamamen
deneysel bir sistemde ¢alisilmistic. Biz, serbest-SH iceren N-asetil-L-sisteinin
eritrositlerde detoksifikasyon isleminde glutatyonun yerini alip alamayacagim inceledik.
Sonuglarimiz  N-asetil-L-sisteinin, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen ve N-etilmaleimid
tarafindan tiiketilen hiicre ici serbest —SH igerigini yeniden diizenledigini géstermistir,
NAC (10 mM), N-etilmaleimid ile muamele edilen eritrositlerde 10 dakika icinde
eritrosit ici serbest-SH diizeyini 14 * 1 umol/ml eritrosite yiikseltmistir. Kontrol diizeyi,
5 + 0.1 pmol/ml eritrosittir.

Sonuglar, NAC’nin L-BSO varliginda ve yoklugunda, eritrositlerde 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen detoksifikasyon islemini anlamli bir sekilde yeniden kazandirdigim
gostermistir. NAC muameleli eritrositler ve 6nceden tiiketilmis glutatyonda transport
orant 449 £ 38 nmol/ml] eritrosittir. NAC yoklugunda transport orani 214 + 21 nmol/ml
eritrosittir ki kontrol ile benzesmektedir. Sonug¢larimiz NAC’nin dinitrofenol-glutatyon
transportunu eski haline getirdigi ve de onceden tiiketilen eritrosit glutatyonunda 1-
kloro-2,4-dinitrobenzenin detoksifikasyonunda glutatyonun yerine gectigini ortaya

koymustur.

2003, 62 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Glutatyon, Glutatyon konjugatlan, Eritrosit, Xenobiotikler, NAC,
Oksidatif stres, G-6-PD, Antioksidantlar, Serbest-SH,

Detoksifikasyon.
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ABSTRACT

CONJUGATION and TRANSPORT of XENOBIOTICS by
N-ACETYL-L-CYSTEINE in HUMAN ERYTHROCYTES

Glutathione is an important thiol containing compound involved in
detoxification process in erythrocytes. Its thiol group reacts with a variety of
xenobiotics in a glutathione S-transferase catalyzed reaction to form conjugates that are
effluxed from the erythrocytes by an ATP dependent transport mechanism.

A well studied experimental system is the transport of the conjugate of
glutathione and 1-chloro-2,4-dinitrobenzene. We investigated, whether N-acetyl-L-
cysteine protects the free-SH content or replaces glutathione in detoxification process in
glutathione predepleted erythrocytes.

Our results indicate that N-acetyl-L- cysteine restores the intracellular free-SH
content following depletion by 1-chloro-2,4-dinitrobenzene and N-ethylmaleimide. N-
acetyl-L-cysteine (10 mM) increased the intraerythrocyte free-SH level to 14 + 1
umole/ml erythrocyte in 10 minutes in erythrocytes treated with N-ethylmaleimide. The
control levels was 5 % 0.1 umol/ml RBC.

Results showed that N-acetyl-L-cysteine, in the presence and absence of L-
buthionine sulfoximine, significantly recovered the 1-chloro-2,4-dinitrobenzene
detoxification process in erythrocytes. The transport rate in glutathione predepleted and
N-acetyl-L-cysteine treated erythrocytes was 449 * 38 nmol/ml erythrocyte. In the
absence of N-acetyl-L-cysteine the rate of the transport was 214 * 21 nmol/ml
erythrocyte which remained similar to the control. Our results suggest that N-acetyl-L-
cysteine recovers the dinitrophenyl-glutathione transport and also replaces glutathione
in detoxification of 1-chloro-2,4-dinitrobenzene in glutathione predepleted erythrocytes.

2003, 62 pages

Keywords: GSH, GSH Conjugates, Erythrocyte, Xenobiotics, NAC, Oxidative stress,
G-6-PD, Antioxidants, Free-SH, Detoxification, Antioxidants.



11
ONSOZ

Eritrositlerde bulunan glutatyon (GSH), serbest radikallerin uzaklagtinlmasinin
yam sira Xenobiotiklerin yani hiicreye yabanci olan kimyasal maddelerin
detoksifikasyonunda da rol oynamaktadir.

GSH, yapisinda ii¢ aminoasit bulunduran ve reaktif grup olarak —~SH grubunu
tastyan bir tripeptitti. Bu grup aracilifiyla reaktif xenobiotiklerle birlesmekte ve
konjugatlar olusturmaktadir. Olugan bu konjugatlarsa daha sonra eritrositlerden
uzaklagtirilip karacigerde metabolize edilmektedir.

Calismamzin amaci; GSH’m eritrositlerdeki bu goérevinin, N-asetil-L-sistein
(NAC) tarafindan yapilip yapilamayacagim gostermektir.

NAC, laboratuar ortaminda olusturulan bir bilesiktir. Caligmamizda NAC’i
kullanmaktaki amacimiz, NAC’nin daha 6nceleri hiicresel metabolizma, apoptosis, gen
ekspresyonlarimin  diizenlenmesi, kot huylu timdrlerin gelisimini baskilamasi gibi
organizma i¢in biyolojik 6nemi tizerinde ¢alisilmig olmasidir. NAC’nin diger biyolojik
aktiviteler Uzerindeki 6neminin, olasi GSH eksikliklerinde de devam edebilecegi
diigiincesi ¢caligmalarimiza yon vermigtir.

NACG, hiicre zarindan kolayca gegerek yine oldukga kolay bir bigimde eritrositler
icine girmektedir. Yapisinda GSH’da oldugu gibi reaktif bir ~SH grubuna sahiptir.

Calismamizin bir diger onemi de NAC’nin detoksifikasyon mekanizmasinda
xenobiotiklere karsi, eritrositleri korumak amaciyla kullanilip kullanilamayacagim
ortaya koymasidir.

Tez konumun belirlenmesi ve caligmalarimin her asamasinda yardimlarim
esirgemeyen degerli danisman hocam Saymn Yrd.Dog.Dr. Deniz Yildiz’a ( M.K.U. Fen-
Edb.-Biyoloji bélimii), calismalarim sirasinda dostlugunu ve yardimlarini benden
esirgemeyen Sayin Tiilay Bagdadioglu ve Uzman Nimet Okay’a (M.K.U. Ziraat Fak.),
laboratuar ¢aligmalannmda yardimlanm goérdiigim Biyoloji boliimiindeki diger
saygideger hocalarim ve asistanlara, Fen Bilimleri Enstitiisii ¢alisanlarindan Sayin

Havva Gengel ve Sayin Mustafa Dal’a tesekkiirlerimi bir borg bilirim.



Ayrica ¢ahismalarim sirasinda destek ve sabirlarimi benden esirgemeyen sevgili

ailem ve esime goniil dolusu tesekkiirler.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIZiNi

AIDS Acquired immuno deficiency syndrome (Kazanilmig immiin sistem
yetersizligi sendromu)

ARDS Adult respiratory distress syndrome (Yetigkin solunum zorlugu
sendromu)

ATP Adenozin trifosfat

BHP t-biitil hidroperoksit

BSO Biithionin siilfoksimin

CDNB 1-kloro-2,4-dinitrobenzen

DMAP 4-dimetil aminofenol

DTNB 5,5"- dithiobis (-nitrobenzoat)

G-6-PD Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz

GS-Dnp S-(2,4-dinitrofenil) glutatyon

GSH Glutatyon

GSSG Okside glutatyon

GST Glutatyon transferaz

HMP Heksoz monofosfat

IPF Idiopathic pulmonary fibrosis (Sebebi bilinmeyen akciger fibrosis)
MAD Malondialdehit

MRP Multidrug-resistance-protein

NAC N-asetil-L-sistein

NAD Nikotinamid adenin diniikleotid

NEM N-etilmaleimid

TCA Trikarboksilikasit
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1. GIRIS

Atmosferinde bol oksijen bulunduran bir gezegende yasamaktayiz. Bu ozellik,
oksijene toleransh canlilarin evrimsel artisimm miimkiin kilmigtir. Canlilarin, havadaki
oksijenden giivenilir sekilde yararlanabilmeleri i¢in hemoglobin, miyoglobin, sitokrom
gibi demir igeren molekiillere sahip olmalar1 gerekmektedir. Demirin oksijen
metabolizmas1 ve transportu olaymda, elektron transportunu kolaylagtirdig
bilinmektedir.

Oksijenli ortamda bulunan hiicrelerde aktif oksijen (oksijen radikali) olusumu
kagmilmazdir. Sonugta elementler ve oksijen radikallerinin etkisiyle olusan zararh
olusumlar, eritrositlerde, aerobik ¢evrenin olusturdugu tek bir yaralanmada dahi
potansiyel bir tehlike olusturmaktadir. Bunun sonucu olarak ta eritrositlerin demir
yiikleriyle zardaki doymamuis lipitler, sonsuz bir oksijen akimina maruz kalirlar. Bu
diizenli akima maruz kalma ve eritrositlerin antioksidanlarla muamelesi, evrimsel
agidan oksijene toleranslh organizmalarin olusumunu katalizlemektedir.

Molekiiler oksijenin, diger kimyasal bilegikleri oksitleme yetenegi ¢ok azdir. Bu
nedenle oksijenin dnce aktif bir forma gevrilmesi sarttir. Birgok forma sahip olan bu
aktif oksijene ‘Serbest Oksijen Radikalleri” ad1 verilmektedir.

Somatik hiicrelere ve bagisiklik sistemine saldiran ve oksidasyona neden olan
serbest radikaller, temel olarak oksijen kaynaklt metabolitler (siiperoksit anyonlar1 O,
hidrojen peroksit H>O,, hidroksil radikali OH".), hipoklorik asit, kloraminler,
azotdioksit, ozon ve lipit peroksitlerdir. Bunlar organizmalar tarafindan hiicre i¢inde
mitokondrial solunum zincirinde yada hiicre diginda ozellikle de fagositler tarafindan
olusturulan molekiillerdir.

Doku oksijen basinci, 40 mmHg normal degerinde bulundugu zaman bile, erimis
molekiiler oksijenden siirekli olarak az miktarda da olsa serbest radikaller olugsmaktadir.
Bununla beraber dokular, bu serbest radikalleri uzaklagtiran oncelikle peroksidaz,
katalaz ve siiperoksit dismutazi da igeren ¢esitli enzimler tasimaktadir. Bu nedenle
hemoglobin-oksijen tampon mekanizmast uygun olarak c¢ahistifinda ve normal doku
oksijen basinci devam ettirildigi siirece, okside edici serbest radikaller dyle hizh

uzaklastirilir ki dokularda ya ¢ok az etkili olurlar yada hig etkili olmazlar.



1.1 Serbest Radikallerin Olusumu:

Sigara, herbisit ve pestisitler, ¢oziiciiler, petrokimya iirlinleri, ilaclar, giines
isinlari, x-15inlar1, yiyeceklerde bulunan bazi bilesikler hatta ve hatta yogun egzersiz
oksijen kullanimindaki artiga bagli olarak serbest radikal olusumuna katkida
bulunmaktadir.

Kuantum kimyasina gore, bir bagin yapisina ancak iki elektron girebilmektedir.
Ayrica bu iki elektronun, ters donilg dogrultusunda olmasi gerekmektedir. Yani yukan
dogru doénen bir elektronun esi, asagiya dogru dénen bir elektrondur. Elektron giftleri,
oldukca kararhidir ve insan viicudunun neredeyse tiim elektronlari, bu elektron ¢iftleri
halinde bulunmaktadir.

Bir bag koptugunda, elektronlar ya birlikte kalir (ikisi bir atoma katilarak) yada
aynlirlar (biri bir atoma digeri diger atoma gegerek). Eger birlikte kalirlarsa olusan atom
bir iyonu, ayrilirlarsa da serbest radikalleri olugtururlar. Bu eslenmemis elektronlar
oldukca yiksek enerjiye sahiptirler ve eslesmis elektronlart ayirip islevlerini
yapmalarina engel olurlar. Bu islem, serbest radikalleri hem tehlikeli hem de kullamsh
yapmaktadir.

Serbest radikaller, elektron transferi, enerji liretimi ve diger pek ¢ok metabolik
islevde temel olusturmalari nedeniyle yasamsal Oneme sahip yapilardir. Ancak bu
yapilarin zincir reaksiyonu, kontrolsiiz bir davrams gosterirse, hiicrede ¢esitli hasarlara
neden olmaktadir. Bilim adamlar1 1954’lerden bu yana, serbest radikallerin yaslanma ve
dejeneratif hastaliklara neden oldugunu bilmektedirler.

Serbest radikaller, elektron c¢iftlerinden olusan yapida eslesmis elektronlar
birbirinden ayirarak reaksiyonu durdurmaktadirlar. Bunun sonucunda serbest radikal
kendine bir elektron alarak elektron ¢ifti haline gegerken, diger elektron serbest radikali
olugturmaktadir. Tiim bunlara karsin viicudumuzda, serbest radikallerin bu zararh
etkilerini notralize eden, kanser, kalp hastaliklar ve erken yaslanmaya neden olabilecek
zincir reaksiyonlarim Onleyen antioksidant adim alan molekiiller bulunmaktadir.
Antioksidantlar, serbest radikaller i¢in kolay bir elektron hedefi olusturmaktadir.

Boylece iki serbest radikali birlestirerek notralize edebilme 6zelligine sahip bir

enzime (glutatyon peroksidaz, katalaz, stiperoksit dismutaz) tasinana dek radikalle stabil



bir yap1 olustururlar. Serbest radikaller nétralize edilmedikleri taktirde viicutta oldukga
ciddi hasarlara neden olabilmektedirler. Bu hasarlarin birkagina deginecek olursak;
a) Hiicre membran proteinlerini yikarak hiicrelerin 6liimiine neden olma
b) Bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sisteminin zorlanmasi
¢) Membran lipit ve proteinlerini yok ederek hiicre membraninin sertlesmesine
dolayisiyla hiicre fonksiyonunun engellenmesine yol agma
d) Niiklear membram yararak niikleustaki genetik materyali etkileyip DNA’1 kirilma ve
mutasyonlara acik hale getirme.

Bu sekilde cesitli stres modellerinin de olusumunu hizlandirdigi ve lipit
peroksidasyonlarina da neden olan reaktif oksijen triinlerinin (Serbest oksijen
radikalleri) viicutta olusturdugu oksidatif hasara ‘Oksidatif Stres’ yada ‘Oksidan Stres’
ad1 verilmektedir (ULAKOGLU ve ark., 1998).

Serbest oksijen radikalleri, hiicre icinde glikoliz ve oksidatif fosforilasyonu
inhibe etmektedir. Serbest oksijen radikali olusumunun enerji metabolizmasindaki bu
negatif etkileri, bir yandan GSH sentezinin ve rejenerasyonunun azalmasina yol
acarken, diger yandan GSSG salgilanmasinda hatalara neden olmaktadir. Ayrica bu
radikaller, hidrojen peroksitin detoksifikasyonunda rol oynayan glutatyon peroksidazin
da (GPx) oksidatif inaktivasyonuna neden olmaktadir. Meister (1983) ve Deneke (1989)
tarafindan bildirildigine gore, serbest oksijen radikallerinin artisi sonucunda, GSH
miktarlari, GPx’a substrat olusturdugundan azalmakta, sentezi yavaslamaktadir. Diger
yandan bu olay GSSG’nin salgilanmasinda azalmaya neden olarak, hiicre i¢ci GSSG
birikimini arttirmakta ve serbest oksijen radikallerinin olusturdugu hasarlara ilaveten
GSSG’e bagh etkileri de kamgilamaktadir. Ayrica Ambrosio ve Santoro (1992)
tarafindan bildirildigine goére; bu radikallerin etkisiyle meydana gelen doku enerji
mekanizmasiyla ilgili degisiklikler, glutatyon rediiktaza kofaktérliik yapan NADPH in
miktarinmn ve GSH diizeylerinin azalmasina neden olmaktadir (ULAKOGLU ve ark.,
1998).

Bu noktada, serbest radikallerin bu hasarlar1 nasil olusturdugu sorusuyla kars:
karstya kalmaktayiz. Bu sorunun cevabi Ambrosio (1992) ve Cochrane (1991)
tarafindan cesitli mekanizmalara dayandiriimakla birlikte bunlarin en etkili olanlarinn,
lipit peroksidasyonlari, proteinler arasi disiilfit bag olusumu ve DNA hasarlar oldugu

belirtilmistir (ULAKOGLU ve ark., 1998).



1.1.1-Membran Lipitlerinin Peroksidasyonu:

Serbest radikallerin hiicre membranina saldirmasiyla gergeklesmektedir. Hiicre
membramnin stabilizasyonunu ortadan kaldirarak hizli bir sekilde hiicre ve doku
bozulmalarina neden olmaktadir.

Hallwell ve Gutte (1985), tarafindan belirtildigine goére; Serbest radikaller,
membran lipit ve proteinlerinin geri doniisiimsiiz sekilde hasara ugramasina neden
olmaktadir. Serbest radikallerin protein metabolizmasina etkist genellikle siilfidril
gruplari lizerinedir. Etki altinda kalan siilfidril gruplari —S-S- sekline doniismektedir.
Reaktif oksijen tiirleri, kolayca membran lipitlerinin etkileyerek doymamis aldehitlerin
olugmasina neden olmaktadir. Bunlar, serbest radikallerden daha dayamkl: olup direkt
hiicredeki biyomolekiillerin yapisini bozarak, proteinlerin ve diger molekiillerin
modifikasyonuna ve lipit peroksidasyonuna neden olmaktadirlar. Dolayisiyla doymanusg

aldehitler, eritrositlerin hemolizine ve protein sentezinin inhibisyonuna neden

olmaktadir (TAMER ve ark., 1998).

1.1.2-Disiilfit Bag: Olusumu:

Glutatyon (GSH) gibi tiyollerin (R-SH) oksidasyonu sonucunda tiyol ve oksijen
radikalleri olusmaktadir. Bunlar siilfiir merkezli radikallerdir ve proteinlerdeki
homolitik fizyon (stlfiirlerin karsilikli baglanmasi) reaksiyonlar1 sonucu disiilfit bag:
olusmaktadir. Bu olay da proteinlerin konfigiirasyonunu bozarak viicuttaki metabolik
aktiviteleri engellemektedir. Oksidatif stres, viicutta GSH diizeylerinin azalmasina
neden olmaktadir. Bu duruma bagli olarak hiicre yiiksek oranda oksidana maruz
kaldiginda GSSG olusumu metabolik sinirlant asmakta ve oksidatif stres olugsmaktadir.
Detoksifiye olamayan oksidanla, membran lipitlerinin ve hiicrenin ¢esitli fonksiyonel ve
yapisal proteinlerinin bozulmasina neden olmaktadir. Ayrica Ambrosio (1992) ve

Scherer (1986) tarafindan belirtildigine gore; GSSG’nin kendisi de proteinlerin



stilfhidril gruplariyla (-SH) reaksiyonlasarak kalici zararli etkiler meydana getirmektedir

(ULAKOGLU ve ark., 1998).

1.1.3-DNA Hasar:

Elektromanyetik, ultraviyole ve x-isinlarina maruz kalan bir canlida DNA,
hidroksil radikallerinin saldirisina ugramaktadir. Serbest radikal etkisiyle DNA’nin

yapistmn degismesi, mutasyonlara ve hatta canlinin esey hiicrelerindeki mutasyonlara

bagli fetus 6limlerine neden olmaktadir.

Viicuttaki en temel serbest radikallere kisaca deginmekte yarar vardir.

1.2- Serbest Radikaller

1.2.1-Siiperoksit Radikalleri:

Siiperoksit radikalleri, hiicrede enerji metabolizmasinda, oksidasyon sirasinda
yada oksidazlar gibi baz1 enzimlerin aktivitesi sonucunda olugurlar. Bu radikaller

sliperoksit dismutaz denen bir enzimle inaktive edilebilmektedirler.

0 > H,0,

Siiperoksit dismutaz

Stuiperoksit radikali, fagositlerin bakterisit etkilerinin temel mekanizmasim

olusturmakla birlikte, yangi reaksiyonlarinda normal dokulara dahi zarar verebilecek

aracilardir.



1.2.2-Hidroksil Radikalleri:

Hidroksil radikallerinin olusumu g¢esitli reaksiyonlarla gerceklesmektedir.

Bunlar:
a) Haber-Weiss reaksiyonu
b) Hidrojen peroksitle demirin birlesmesi (Fenton reaksiyonu)
¢) Suyun hidrolizi sonucu hidroksil ve hidrojen radikallerinin olusumu
Hidroksil radikalleri, diger radikaller i¢inde en reaktif olamidir ve viicuttaki

serbest radikal hasarinin en énemli sorumlulandir.

1.2.3-Nitrik Oksit (NO.) :

Coziilebilir bir serbest radikal gazidir. Vazodilatatér mesaji endotelyumdan diiz
kasa tastyan bir enerji aktaricisi olarak merkezi ve gevresel sinirsel aktarimda ve

bagisiklikta aktif olarak rol oynamaktadir.

1.3-Serbest Radikallere Bagh Hastahklar:

Serbest radikaller, viicudun hastaliklara karsi olan direncini, viicuda giren
organizmalar1 yok ederek arttirmaktadir. Buna karsin, fazla dretildifinde cesitli
hasarlara neden olarak bunlara bagli hastaliklara yol agmaktadir. Bu hastaliklar ii¢
grupta toplanabilir;
1-Genetige bagl olanlar: Fanconi anemi, bloom sendromu.
2-Cevresel bilesenlere bagh olanlar: Ig hastaliklari, zehirlenmeler, viriis ve bakteriyal

enfeksiyonlar.
3-Genetik + Cevreye bagh olanlar: Bronsial astim, diabetes mellitus, kanser ve

kardiovaskiiler hastaliklar.



Bunlara 6rnek verilecek olursa;

1.3.1-Oksijen ve Diger Gazlarm Toksisiteleri:

Yiiksek oksijen ve diger gazlara maruz kalindiginda, canlilar igin zararli hatta
bazi durumlarda 6liimciil etkilere rastlanmaktadir. Oksijenin hasara neden olan etkileri,
oksijen olusturan serbest radikallerin yada diger serbest radikallerin ara iiriinlerinin

hiicre membran: gibi hiicresel komponentleri okside etmesindendir.

1.3.2-Yaslanma:

Denham Harman tarafindan ortaya atilan serbest radikal teorisine gore; normal
yaslanma, aerobik metabolizma sirasinda olusan serbest radikallerin dokularda
birikmesi sonucu olusan hasarlar nedeniyle meydana gelmektedir. Buradan da canlilarin

kendi iirettikleri ¢opliiklerde 6len organizmalar oldugu kanisina varilabilir.

1.3.3-DNA’ya Etkisi:

Hidrojen peroksit, oksidantlar arasinda en kétii iine sahip olamidir. Hiicrede pek
¢ok bolgeyi hedef alarak, bu bolgelere saldirir ve hidroksil radikalinin olusumuna neden
olur. Hidrojen peroksit, hiicre i¢i antioksidantlan tiiketir, siiperoksit dismutazi inhibe
ederek ortamda siiperoksit radikallerinin birikimine, dolayisiyla da oksidatif strese yol
agar. Hidroksil radikallerinin saldirisina karsi en hassas yapiya sahip olan DNA’da,
zincir kirilmalarina ve bazlarin hidroksilasyonuna neden olmaktadir. DNA zincirinin
kopmas1 bir DNA baglayici protein olan poli (ADP) polimerazi aktif hale gegirir. Bu
protein, NAD’i substrat alarak niiklear proteinlere bagli ADP-riboz polimerlerini



olusturur. Bu durumda da NAD turnover’t azalir ve sonug olarak ta ATP sentezi

(mitokondrial sentezi) inaktive edilir.

1.4-Detoksifikasyon Reaksiyonlari:

Hiicrelerde kendiliginden olusan yada belki de diiz endoplazmik redikulumdan
tomurcuklanarak olustuguna inanilan peroksizomlar iginde, oksidaz enzimleri
bulunmaktadir. Bu enzimlerin bir kismu, farkl: hiicre i¢i kimyasal maddeleri oksijen ile
birlestirerek hidrojen peroksit iretme yetenegine sahiptirler. Hidrojen peroksitin
kendisi, yiiksek bir oksitleme kapasitesine sahiptir ve bir baska oksitleyici enzim olan
ve peroksizomlarda bolca bulunan ‘katalaz’ ile baglantili olarak kullanilir. Bu enzimler,
hiicre i¢i zehirli olabilecek maddeleri oksitleyerek zararsiz hale getirirler.

Oksijen metabolitlerinin suya indirgenmesini hizlandiran mekanizmalar,
stoplazmada lokalize olmustur. Burada siiperoksit radikalinin dismutasyonu, siiperoksit
dismutaz tarafindan hizlandirilir. Sonugta hidrojen peroksit, bu sartlar altinda glutatyon
peroksidaz ve GSH’in kendisi tarafindan elimine edilmektedir. Buna ragmen dogal
potansiyel fazlalik, katalaz formuyla ve buna ilaveten GSH destekli bir mekanizmayla
saglanir. GSH, oksijenin diger cesitlerini, karbon, nitrojen ve stlfiir kaynakli radikalleri
de elimine etmektedir ($ekil-1.1).

Detoksifikasyon mekanizmasi, spesifik olarak sadece eritrosit zarinda lokalize
olmugtur. Lipit peroksi radikallerinden (LOO") E vitamininin (tokoferol) etkisiyle
olusan lipithidroperoksidazlarin bazilarimin GSH tiiketimiyle, GSH peroksidazlarca
invivo sartlarda indirgendigi gozlenmistir (WILEY ve SONS, 1988). Bu nedenle sterik
karsiligi olan organik yapili hidroperoksitlerle eritrosit zarmnn tamiri bu mekanizmayla
saglanir.

Aslinda viicudun iglevlerini gorebilmesi ve hastaliklardan korunabilmesi igin
gerekli olan serbest radikaller, simrlarinin Gisttine ¢ikip agir1 yiikklenme gosterdiklerinde
ters bir etkiyle viicut i¢in zararhi yapilar haline doniigmektedir. Bu nedenle viicutta

oldukca hassas bir dengeyle kontrol edilmelidirler.
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Viicudumuzda bu hassas dengeyi koruma amagli bazi enzimler bulunmaktadir.
Serbest radikalleri yok eden bu enzimlere ve antioksidant molekiillere deginmekte yarar

vardir;

1.4.1-Enzimler:

1.4.1.1-Siiperoksit Dismutaz:

Hiicre iginde, li¢ ¢esidi goriilen ve mitokondride dogal olarak bulunan bir
enzimdir. Siperoksit radikallerini, daha az reaktif olan hidrojen peroksit formuna

cevirmekiedirler.

1.4.1.2-Katalaz:

Insan hiicrelerindeki peroksizomlar iginde bulunur ve hidroksil radikallerinin

olusumunu 6nlemek i¢in hidrojen peroksiti suya ve molekiiler oksijene ayrigtirir.

1.4.1.3-Glutatyon Peroksidaz:

Rediikte glutatyonun (GSH), -SH grubundan, su olusturmak igin hidroksil

radikali veya hidrojen peroksit ile birleserek hidrojen ¢ikigini saglar.
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1.4.1.4-Siilfhidril Proteinleri ve Diger Serum Proteinleri:

Organik peroksitleri ve hidroksil radikallerini zararsiz kimyasallara

dontstiiriirler.

1.4.2-Antioksidant Molekiiller:

Beta karoten, askorbik asit ve alfa-tokoferol gibi antioksidantlarin, serbest
radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 Onledigi in vitro ve in vivo g¢alismalarla
gOsterilmistir. Bunlarin yam sira yine serbest radikal olusumunu O6nleyen taurin,
bilirubin ve trik asit gibi dogal antioksidantlar ise siitte, karaciger ve bdbrekte
bulunmaktadir.

Tiim bunlarin yaninda en 6nemli ve iizerinde en ¢ok c¢alisilan antioksidant
vitaminler, vitamin E ve C’dir.

Cogunlukla hiicre zarinda bulunan E vitamini, serbest radikallerin hiicre zarina,
DNA ve diger hiicre komponentlerine zarar vermesini Onleyen O6nemli bir
antioksidanttir. E vitamini (alfa-tokoferol), normal yeniden olusum, kas islevleri ve
diger pek ¢ok viicut fonksiyonlan i¢in gereklidir.

Bir diger onemli antioksidant olan C vitamini ise (askorbik asit) elektron dondrii
gibi islev gorerek, E vitamini radikalini tekrar rediikleyip E vitamini haline
doniistiirmektedir. Ayrica C vitamini, etkili bir anti-kanser ajan1 olarak kanseri yenmede
de kullamlabilmektedir. Bu islevlerini; lipitlerin peroksidasyonunu 6nleyerek,
serumdaki lipit peroksitleri azaltip, dejenerasyon ve yaslanmay: yavaslattigi; DNA’ya
verilebilecek olasi serbest radikal hasarlarim 6nledigi bilinmektedir. C vitamini gevre
etkisiyle olusan pek ¢ok kirlilik, toksik, karsinojenik ve mutojenik etkileri karacigerdeki
detoksifiye edici enzimleri stimiile ederek engellemektedir.

Bir fenol olan koenzim Q’da pek ¢ok dokuda E vitamini gibi davranmaktadir.
Vitamin A ve beta-karoten, bazi durumlarda bir antioksidant gibi davranmakta;

biyoflavonoitlerse antioksidant 6zellige sahip olmaktadirlar.
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Bunlar igerisinde, konumuzun ana temasini olusturan glutatyon ise H atomu

donérii olarak, fenoller gibi islev gérmektedir.

1.5-Glutatyon Nedir?

Bir tripeptit; L-y-glutamil-L-sistein yada GSH olarak adlandirilan glutatyon;
diisiik molekiiler hacme sahip bir tiyol bilesigidir (Sekil-1.2).

GSH Transferaz
GSH Peroksidaz
GSSG Rediiktaz

0 SH 0

N
HO N H

Sekil 1.2 Glutatyon ( Sies, 1999)

Sies (1999) tarafindan bildirildigine gore; ilk olarak 1960’larda Kosower
tarafindan kesfedilip tammlanmigtir. Tim hayvan ve bitki hiicrelerinde bulunan bu
bilesigin molekiiler agirhgr 307 gramdiwr. GSH’da peptidik y-baglantisi, tripeptit
yapisini, aminopeptidazlarin yikimindan korur. Genel olarak bu bilesik, tiyol/disuilfit
redox potansiyelini koruyarak hiicresel tiyol ‘redox tamponu’ olarak islev goriir.

Ulakoglu ve arkadaglar1 (1998) tarafindan bildirildigine gére, GSH’1n; DNA ve
protein sentezleri, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi, hiicre i¢i ve dis1 transportlar gibi
hiicresel fonksiyonlara sahip oldugu Meister (1983) ve Deneke (1989) tarafindan

belirtilmistir. Bunun yam sira serbest radikallerin uzaklastirilmas: ve xenobiotiklerin
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yani hiicreye yabanci olan kimyasal maddelerin detoksifikasyonunda da bir antioksidant
olarak rol oynamaktadir. Rediikte glutatyonun hiicre igindeki gorevi genel olarak;
proteinleri oksidasyondan korumak ve hemoglobindeki demirin ferroz ( Fe*) halinde
kalmasint saglamaktir (SRIVASTAVA ve BEUTLER, 1969). Bir tripeptit olmakla
birlikte bir okside forma (disiilfit) ve bir indirgenmis forma (siilthidril) sahip olan GSH,
yapisinda ii¢ aminoasit bulundurmaktadir. Bu aminoasitler: L-glutamat, L-sistein ve
Glisin’dir. Diger yandan da reaktif grup olarak —SH- grubunu icermektedir ve bu grup
vasitasiyla reaktif xenobiotiklerle birleserek konjugatlari olusturmaktadir. Olusan bu
konjugatlarsa daha sonra eritrositlerden uzaklagtirilip, karaciferde metabolize
edilmektedirler.

1955’lerde, insan eritrositlerindeki GSH’in yari Omriinin 3-4 giin oldugu
belirtilmigtir (OLIVE ve BOARD, 1994). Srivastava ve Beutler (1969) tarafindan
yapilan ¢alismalarda GSH’mn yapisi ve islevi hakkinda oldukea fazla bilgi edinilmesine
ragmen, eritrosit glutatyonun metabolizmasinin tam olarak agiklanamadig: belirtilmisgtir.
Bu konuda bilinenler ise Ulakoglu ve arkadaslar1 (1998) tarafindan sematize edilmistir
(Sekil-1.3).

Ulakoglu ve arkadaglari (1998) tarafindan bildirildigine gore, GSH’1n, tiim
memeli hiicrelerinde bol miktarda sentezlendigi (0,5-10 mM) Mutah (1990) ve
Cochrane (1991) tarafindan belirtilmigtir. Sekil-1.3te gorildiigi gibi bu sentez iki
basamakta gerceklesmektedir. Birinci basamakta, y-glutamilsistein sentetaz enzimi
GSH’1 olusturacak olan aminoasitlerden glutamat ve sisteinden, y-glutamilsisteinin
olusumunu katalizlemektedir. lkinci basamaktaysa glutatyon sentetaz, glisin ve y-
glutamil-sisteinden glutatyonu olusturmaktadir.

GSH, negatif feed-back ile glutamilsistein olusum hizim1 ve boylelikle de kendi
sentezini denetlemektedir. Bu sentezde bir molekiill GSH igin iki molekiil ATP’nin

hidrolizi gerekmektedir (ULAKOGLU ve ark., 1998).
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Glutamat
Sistein \
ATP \

v

Glutamilsistein

\

ATP —,

Glisin

Glutatyon Sentetaz

v

Indirgenmis Glutatyon
NADP* (2) GSH H,0;

Glutatydn Rediiktaz Glutatyon Peroksidaz
(GPX)

NADPH + H' GSSG 2 H,0
Okside Glutatyon
(Glutatyon disiilfid)

ATP—___

\ 4
Salgilanma
(Hiicre disina transport)

Sekil 1.3. Glutatyon Sentezi (ULAKOGLU ve ark., 1998).
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1.5.1-GSH Nereden Salmir ve Sahmmmda Rol Oynayan Enzimler

Nelerdir?

L-glutamat, L-sistein ve Glisin’den birbirini izleyen iki basamakta sentezlenen
GSH, Griffith (1999) tarafindan verilen ve memeli glutatyon sentezinin diizenleniginde
gecerli olan bilgiye gore; Glutatyon sentetaz ve y-glutamil-sistein sentaz tarafindan
olugturulan aminoasitlerden hiicre i¢inde sentezlenmektedir. Sisteinil-glisin dipeptidaz
ve y-glutamil transpeptidaz yoluyla bilesigi olusturan aminoasitler i¢ine degradasyon
meydana gelmektedir. Bu olay, biyolojik fonksiyonlar ilgilendiren diger birgok énemli
reaksiyonlar1 da igermektedir. Bu reaksiyonlar, disiilfit olugumu, tiyoeter ve tiyolester
olusumu gibi redox reaksiyonlarina iligkin tiyol grubunda gerceklesmektedir. Redox
reaksiyonlari, GSH peroksidazin farkli c¢esitlerince ve GSSG (okside glutatyon)
rediiktaz tarafindan katalize edilmektedirler. Oysa tiyolester olusumunda, enzimlerin
biiyiik bir kismu, glutatyon transferaz (GST) tarafindan belirlenmektedir (SIES, 1999).

GSH indirgenmesi, eritrosit metabolizmasinin énemli bir iirtiniidiir ve hiicrelerin

oksidatif stresten korunmast i¢in hayati bir 6nem tagimaktadir.

1.5.2-GSH’1n Gérevi ve Hiicre i¢in Onemi:

Eritrositler yiiksek oksijen basincina ve demir gibi yiikli serbest radikallerce
oksidatif strese maruz kaldiklarinda kolayca zedelenirler. Bu nedenle etkin savunma
mekanizmalarina sahiptirler. Bu mekanizmalarin biri de rediikte glutatyondur.

GSH, onemli bir hiicre i¢i antioksidanttir. Bu nedenle, sabit durum
konsantrasyonuna dayanan NADPH’in, pentoz yan yoluyla olusumuna ihtiyag
duyulmaktadir. Ayni zamanda hiicrelerin Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz eksikligi de,
oksidatif strese dayanma gii¢lerini azaltmaktadir.

Oksidatif strese maruz kalan eritrositler, tasidiklart GSH’1 hizla okside ederek,
okside glutatyon formuna (GSSG) donistiriirler. Bu formu da aktif tagimayla hiicre

digina transport ederler. GSH, hiicre zanindan hemen hi¢ penatre olmazken, GSSG ¢ok
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daha kolay transport edilmektedir. Ancak eritrositler, bu transport sistemine sahip
olmadiklarindan, transport iglemi hiicre zarina penatre olan ajanlarca (NAC veya GSH
esterleri gibi) hiicre i¢i GSH diizeylerinin artis1 saglanarak gergeklestirilir. Glutatyon
sentetazin etkinligiyle hiicrelerde bir kere sentezlenen GSH, biyolojik zarlardan
transporta maruz kalir. GSH salinimu, ana sentez kaynagt olan karacigerde gergeklesir
ve okside formu olan GSSG’nin saliniminda oldugu gibi diger dokulara kan dolagimiyla
ulastirthir. Ayrica bu konudaki ¢aligmalar eritrositlere ilaveten hiicre zarlari, iris ve
karaciger hiicrelerinde de GSSG transportu swrasinda, hiicre i¢i GSH diizeylerinin
arttigim gostermistir (SRIVASTAVA ve BEUTLER, 1969).

Eritrositlerin GSSG igerigi, hiicre, hidrojen peroksit, azoester veya t-biitil
hidroperoksit (BHP) gibi okside edici ajanlarca muamele edildiginde, oldukca fazla
miktarlarda yiikseltgenmistir. Bu sartlar altinda eritrositler, hizla GSSG
birakmaktadirlar. GSSG’nin bu ¢ikisi, aktif bir aktif tasima iglemine ihtiyag duyar ki bu
olay, daha sonrada deginecegimiz gibi florid tarafindan inhibe edilmektedir. Cesitli
hayvan tiirlerinde, GSSG’nin transportu incelendiginde, GSSG diizeylerinde suni bir
artig g6zlenir ve GSSG transport oraninin in vitro GSH devrinin oraniyla paralellik
gosterdigi anlagilmistir ( SRIVASTAVA ve BEUTLER, 1969).

Srivastava ve Beutler (1969) ile Awasthi ve ark. (1981) yaptiklart deneylerin ilk
basamaginda, oksidatif strese maruz birakilan eritrositlerin disa dogru aktif glutatyon
transportu yaptig1 ve bu transport oraninin, eritrositlerdeki glutatyon indirgenmesi igin
yeterli oldugu belirtilmistir. Tahminen bu transport, hizli transportun bazal diizeyini
gostermekte ve olusanlar da GSSG diizeylerinin 6nemli oSlgtide yiikseltmektedir.

Boylece oksidadif strese maruz kalan eritrositler igin bir koruma mekanizmasi

olusmaktadir.

1.6-Hasar Tamir Mekanizmalari:

Ginliik tim hemoglobin oksiditesi yaklasik % 3’tiir. Bu nedenle eritrositlerin
methemoglobine (HbFe™") indirgenmesi kritik bir tamir mekanizmasidir. Stoplazmik

glutatyon rediiktaz da bir detoksifikasyon iiriinii olan okside glutatyonun (GSSG)
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rediiksiyonunda rol oynar. Ayrica bu enzim GSH ile hemoglobin arasindaki kompleks
distilfitleri ayirir. Glutatyon rediiktaz enzimi, protein-protein disiilfitlerini indirgemez.
Sadece bunlar sterik sinirlamalara maruz birakabilir.

Eritrositlerde bulunan bir diger enzim olan Glutatyon-S-transferaz’in (GST)
xenobiotikleri metabolize ettigi kanitlanabilmisken, protein-protein  siilfitlerini
indirgedigine dair kesin veriler elde edilememistir.

GSH reaksiyonlarinin meydana geldigi yerler olan hiicresel ve spesifik hiicre igi
doku kisimlarinda oldukg¢a cesitli spesifik kimyasal reaksiyonlar goézlenmektedir
(Xenobiotikler ve elektrofilik metabolitlerin  olusumu, GSH’dan glutatyon
konjugatlarinin  olusumu). Bu tiir reaksiyonlarin gerceklesmesinde rol oynayan
enzimlerden biri de GST enzim grubudur. Bu grup, genis bir tiyoeter grubuna sahiptir
ve ‘glutatyon-S-konjugatlart’ olarak ta bilinmektedir.

Eritrositlerde GST 1 tek bir formu goriilmektedir ve bu glutatyon konjugatlan
formuna olan Kkapasitelerini gostermektedir. GSH yikimimi saglayan y-glutamil
transpeptidazin etkisiyle, y-glutamil sistein peptit bagimin ayrilmasi, glutatyon
konjugatlarinin  bozulmasi ve metabolizmasinda genellikle ilk basamak olarak
diisiiniilmektedir. Bu nedenle bu enzim eritrositlerde bulunmamaktadir. Bu reaksiyonlar
sonucu olusturulan tUrtinleri ise genelde GSH kullanmaktadir. Ancak GSH,
detoksifikasyon ve eliminasyon islemlerini her zaman yapmamakla birlikte,
detoksifikasyonda safrasal salgi ve bdbrege ait salginin salimmi i¢in organlar arasi

transportta, sahip oldugu fonksiyonlariyla 6zellikle merkapturik asit metabolik yoluna

onciiliik etmektedir.

1.6.1-GST’nin Transport islemindeki Rolii:

Xenobiotiklerin detoksifikasyonu, birgok enzim ve araci mekanizmalari igerir ve
gorevi; viicudu zararhh bilesiklerden korumaktir. Bu nedenle GST, hiicresel
detoksifikasyonda dncelikli bir rol oynamaktadir.

GST, o, vy, p ve Q smflarimt iceren izoenzimlerin familyasindandir ki canlt

viicudunda oldukg¢a genis bir alana yayilan zengin kaynaklardan biridir (Sekil-1.3). Bu
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enzimler, konjugasyon reaksiyonlari sirasinda GSH indirgenmesini katalizler ve i¢-dis
kaynakli etkilere bagl elektrofilik merkeze hidrofobik bilesiklerin genis bir kismim
kapsar. GST varhiginda glutatyon tiyol eterleri, bir elektrofilik merkeze hidrofobik
xenobiotiklerin konjuge bir tiirii olarak tasmir ki karsilifi olan merkapturik asit
(Konjugat + NAC) formuna metabolize edilebilirler (OLIVE ve BOARD, 1994).

Merkapturik asit, y -glutamil transpeptidaz, dipeptidaz ve N-asetil transferaz
tarafindan katalize edilme sonucunda olugsmaktadir. Eritrositler, GST’a zengin miktarda
sahipken, merkapturat yolunun ikinci enzimi olan y —glutamil transpeptidazin varlig
halen tartisma konusudur (Sekil-1.4).

GST, 1l-kloro 2,4 dinitrobenzen (CDNB), 3.4-dikloronitrobenzen ve p-
nitrobenzilklorid olmak tizere ii¢ substrata sahiptir. Bozulmamus eritrositlerin CDNB ile
muamele edilmesi sonucunda, siipernatantta S- (2,4 dinitrofenil) glutatyona (Dnp-SG)
rastlannmgtir. Bu da eritrositlerdeki metabolitlerin, GST tarafindan hiicre disina
transport edildiginin bir gostergesidir.

GST, bir dimerik siipergen ailesidir ki bu enzimler, doymamus karboniller,
organik halidler (klor grubundan bir unsurla olusan tuz) ve diger substratlan igeren
okside elektrofillerin bir gesitine GSH’in konjugasyonunu katalizlerler. Tim canl
gruplarinda ifade edilebilmeleri bu enzimlerin 6nem kazanmasina neden olmustur.

Insanlarda GST olusumlarinda polimorfizm, yeni bilgiler 1518inda genotip ve
fenotipi degistiren ¢esitli hastaliklara hassasiyet ile iligkilidir. Bu nedenle GST

genotipleri tek bagina ve kombinasyonlarda klinik sonuglarla baglantilidir.

1.6.2-GST Olusumlarinda Polimorfizm:

Ailesel kodlu 7 sitosolik GST enzimi belirlenmistir. Bu familyanin ¢esitli
varyasyonlarda 5 alellik grubuna rastlanmaktadir. Bunlar:
a) a-tiirii b) mu tiirid c) Teta tiirii d) Pi tiirii e) Zeta tiirii

Ozellikle zeta tiirii filogenetik ¢alismalarla son zamanlarda belirlenmig bir gen

tiiridiir ve glioksilik asite, dikloroasetik asitin oksitlenmesini katalize eden bir

rekombinant insan enzimidir.
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GSH’m transportu ve glutatyon metabolitleri, okside olan glutatyonu (GSSG)
icerir ve hiicre disinda GSH’in hiicresel dongiisiine yardim ederler. Olive ve Board
(1994) tarafindan bildirildigine gore; Faz-1 (oksidasyon) ve Faz-2’nin ( konjugasyon)
tirlinlerinin ayiriminda Ishikawa (1992) tarafindan GS-X pompasi olarak adlandirilan

spesifik bir ATP bagiml: glutatyon S- konjugat dis pompasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.7-Glutatyon —S- Konjugatlar: I¢in Export Pompalar:

Glutatyon konjugatlarinin aktif transportu, orijinal olarak insan eritrositlerinde
gosterilmigtir. Bununla birlikte salgr glutatyon konjugatlar1 gibi diizenleyici faktorler
olarak ifade edilen spesifik tagiyicilarin yapt ve molekiiler mekanizmalar1 hakkinda ¢ok
az sey bilinmektedir. Hiicrelerden glutatyon-S-konjugatlarinin birakimi, son zamanlarda
kesfedilen Multi Drug-Resistance Protein (MRP) familyasina ait olan integral zar
glikoproteinlerince yapilan ATP bagiml: aract bir islemdir. Glutatyon, glukuronat veya
siilfat ile konjuge edilen birgok lipofilik bilesik, MRP familyasinin export pompalari
igin substrat olarak rol oynar. Ortologlarin, bitkiler, nematotlar ve bira mayalarini i¢eren
birgok tiirde aym oldugunu ispatladigst MRP familyasimn, insanlarda farkli genlerce
kodlanan 6 izoformu bulunmaktadir.

Insan MRP1 ve MRP2’si giiniimiizde en iyi olarak i¢-dis zar vezikiillerine ATP
bagimli transportun Glglimlerince spesifik substrata gore karakterize edilmektedir.
Yiiksek affiniti substratlari, glutatyon S-konjugat lokotrini C4, S-(2,4 dinitrofenil)
glutatyon, bilirubin, glukuronositleri ve 17 b- glukuronosit estradiol igerirler. Ayrica
glutatyon disiilfit, MRP1 ve MRP2 tarafindan transport edilmektedir (Sekil-1.5).
Indirgenen glutatyon, MRP familyasinin iiyelerince direk yada indirek araci bir islemde
hiicrelerden salinmaktadir. MRP familyasinin proteinleri, hiicre dig1 ortama glutatyon
disiitfit ve glutatyon S- konjugatlarinin transportu ve hareketi i¢in zorunludur. Bu

nedenle oksidatif strese karst savunma detoksifikasyondaki rolii kesindir ($ekil-1.6)

(KEPPLER, 1999).
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Sekil 1.5. Glutatyon S- konjugat Pompalan (KEPPLER, 1999).

laglar ve karsinojen endogenous maddelerin transport ve detoksifikasyonu.

Konjugatlar ile glutatyon, glukoranat veya siilfat, MRP ailesinin bir iiyesi tarafindan
ATP bagimh transport araciligi ile hiicreden ayrihirlar. Konjugatlar, MRP aracili

disartya attmin yoklugunda hiicrede tutulurlar.
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GSSG

2 H,O0/ROH + H,0 GSSG NADPH + H* 6-P-Glukonat

A A A
GSH GSSG
Peroksidaz Rediiktaz

H,0,/RO;H

* *

Sekil 1.6. Glutatyon distilfidin MRP aracili disa verimi (KEPPLER, 1999).

MRP1 ve MRP2 i¢in GSSG bir substrattir. Oksidatif stres sartlar1 altinda
glutatyon rediiktaz tarafindan GSSG’nin rediiksiyonu son siirda yapilabilir. Béylece,
GSSG’nin digan1 alimindaki artis oncelikli olarak meydana gelir. Hidroperoksit
olusumunun artis1 siyah oklarla, oksidatif streste temin edilen metabolitlerin kars:

hareketi, kesik oklarla gosterilmistir.
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1.7.1-Eritrositlerden GSSG Transportu:

GSSG transportu igin gereken enetjinin kaynagi tam olarak bilinmemekle
birlikte bunun ATP olabilecegine inamlmaktadir. GSSG transportunun florid iyonunca
inhibisyona duyarli oldugu ve bir Mg"" tutucusu tarafindan enerji kaynaginda ATP ile
birbirini tuttugu bulunmustur. Bununla beraber floridin transport sisteminin bir kismim

dogrudan baskiladig da goz 6niine alinmalidir.

Hiicre i¢i GSSG, hekzokinazi ve asit fosfatazi tutabilmektedir. GSSG’nin
komplekslerde hemoglobinle baglandigina inanihir. Goriildigi gibi GSSG transport
sistemi, eritrositlerde GSSG birikimine karst ikinci bir savanma olayidir. (Ilki, GSH’1n
okside GSSG’e doniigtimiiydi.) Bu transport sistemi, 6zellikle G-6-PD eksikligiyle, bu
durumdaki deneklerde dnemlidir ve eritrositlerden GSSG’nin aktif dis1 transportunun,
total glutatyon diizeyini (GSH + GSSG) azalttig: belirtilebilir ki bu, G-6-PD eksik
eritrositlerde Srivastava ve Beutler’in (1969) yaptigi ¢alismalar sonucu gézlenmistir. Bu
hiicrelerce GSSG oldukga hizli bir sekilde transport edilirler. Bu hizli transportun
nedeni belki de kronik bir gekilde artan GSSG diizeylerine yonelik bir tepkidir ki yine

bu hiicreler ve bu hiicrelerin habercilerinde bu durum gozlenmistir.

Insan eritrositlerinden i¢ ve dig vezikiiller kullamlarak GSSG i¢in 2 ATP bagimh
transport sistemi belirlenmigtir. Eritrositler disinda g6z, karaciger ve kalp gibi dokularin
da GSSG transport ettigi, Uistelik karacigerden transport edilen glutatyon S- konjugat
olusumlarinin, tercihen safra igine salgilandig1 rapor edilmistir. Ayrica karaciger, kanal
membran transportu agisindan GS-Dnp ve GSSG arasinda bir rekabet oldugu da
gozlenmistir.

Eritrositlerin kapasitelerine oranla olusan xenobiotikler daha azdir. Bunun
nedeni yabanci bilesiklerin biyotransformasyonu i¢in ihtiyag duyulan enzimlerin bu
hiicrelerde bol bulunusudur. Bu nedenle oksihemoglobinle bir monooksigenaz gibi etki
eden 25 mM demirin, hiicre i¢i konsantrasyonu, oksigenat-1 kloroanilin ve C oksigenat
anilin olarak gosterilmektedir. Hatta oksihemoglobinin peroksidatik aktivitesi, 6zellikle
aminofenoller ve fenil hidroksilaminlerle reaksiyonlarinda daha etkilidir. Eckert ve Eyer

(1986) tarafindan eritrositlerde aminofenollerin reaksiyonlar: iizerindeki ¢alismalar 4-
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dimetil aminofenolde (DMAP) yogunlasmigtir. DMAP, yiiksek oranlarda in vivo ve in
vitro ferrihemoglobinin olusumunu katalizlemektedir. Bu olay, DMAP’nin siyaniir

zehirlenmesi tedavisinde kullanimini miimkiin kilmaktadar.

Katalitik ferrihemoglobin olusumu, yan reaksiyonlarca (hemoglobinde reaktif —
SH gruplarina okside olan DMAP’nin hizla baglanmasi ve tiyoeter olusumuyla GSH
indirgenmesi) sonlanir. DMAP ile Glutatyon S- konjugatlarinin olusumu, insan

eritrositlerinde in vitro olarak meydana gelmektedir.

Gelistirilen HPLC yo6ntemiyle, in vitro insan eritrositlerinde DMAP’lerle
glutatyon S- konjugatlarinin olusumu ve transportu Eckert ve Eyer (1986) tarafindan
incelenmigtir. Bu yolla ayrica diger bir elektrofilik bilesigin; 1-kloro-2,4-
dinitrobenzenin (CDNB) etkisi de aragtiriimigtir.

CDNB, GST tarafindan kabul goéren bir substrattir. CDNB ile muamele edilen
hiicrelerde GS-Dnp denen bir glutatyon S- konjugati meydana gelmektedir. Bu
glutatyon konjugatt da GST tarafindan hiicre disina transport edilmektédir. Transport
sistemi, ATP konsatrasyonu, degisen sicaklia duyarlilik ve florid tarafindan inhibe
edilmektedir. Bu 6zellikler, eritrositlerden glutatyon konjugatlart transportunun,
metaboliksel bagimh ve belki de aktif bir {irlin oldugunu agiklamaktadir. Bu
karakteristikler, eritrositlerden transport edilen glutatyon konjugatlart ve GSSG’nin her

ikisinin, aym: mekanizmayla transport edildigi fikrini ortaya ¢ikarmaktadir.

1.7.2-GSSG Transportuna Etki Eden Faktorler:

1.7.2.1-Glikoz —6-Fosfat Dehidrogenaz Eksikligi:

Tamer ve arkadaglar1 (1998) tarafindan bildirildigine gore, enzim eksiklikleri

i¢inde en yiiksek insidansi gosterdigi bilinen G-6-PD (D-glikoz-6-fosfat: NADP +
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oksidorediiktaz) enziminin, yeryliziinde 400 milyondan fazla insam etkiledigi Beutler,
1975, 1991; Say ve ark. (1965) tarafindan belirtilmistir.G-6-PD enzim eksikligi,
Tirkiye genelinde, Say ve ark. tarafindan (1965) % 6 olarak, Cukurova bélgesinde ise
Yiiregir ve Isbir (1984) tarafindan % 8,2 olarak rapor edilmistir (TAMER ve ark.,

1998).

Enzimin, X kromozomu tiizerinde resesif halde bulundugu ve X’e bagh gegis

gosterdigi 1985°te Deleon ve ark. tarafindan bildirilmigtir (TAMER ve ark., 1998).

Eritrositlerde glikozun % 10’u heksoz mono fosfat (HMP) yoluna girmektedir.
Enzim, glikoz-6-fosfat’in,  6-fosfoglukanolaktona  doniisiiminii  katalizlerken
Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat’'in (NADP) rediikte hale ge¢mesini
saglamaktadir. Olusan rediikte NADP’ler de birgok kimyasal olaylarin diizenlenmesinde
ve hiicreye rediikte glutatyon (GSH) temininde kullanilmaktadir. Bu enzim eksikliginde,
rediikte glutatyon {tretimi azalacagindan, hiicrenin kendisini oksidatif strese kars
koruyamayacag1 ve hemolitik anemi tablosu gelisecegi Beutler (1978) tarafindan

belirtilmistir (TAMER ve ark., 1998).

Joseph ve Peter (1982) tarafindan belirtildigine gore, herhangi bir travmaya
maruz kalan dokular, imminolojik olan veya olmayan bir etkene karsi, fagositik
hiicrelerle korunmaya galigirlar ve bu fagositik hiicrelerin en fazla ¢aliganlan nétrofiller,
doku makrofajlart ve monositlerdir (TAMER ve ark., 1998). Tamer ve ark. (1998)
tarafindan bildirildigine gore, notrofil ve makrofajlarin aktivasyonu, respiratuar bir
patlamayla sonuglanmaktadir. Bu olay da HMP yolu tizerinde glikoz metabolizmasini
ve oksijen tiiketimini 2-20 kat arttirmakta ve oksijen tiikketimindeki bu artisla birlikte
" nétrofillerin ve makrofajlarin siiperoksit anyonu (O%) ile hidrojen peroksit (H,0,)

salgiladiklar Reslinski ve ark. (1988) tarafindan belirtilmistir.

Murray ve arkadaglarinin (1993) belirttigine gore, G-6-PD enzim aktivitesini,
alman besinlerin kalite ve kantitesi, hormonlar ve NADP diizeyi etkilemektedir.
Enzimin kataliz ettigi reaksiyon sonucunda olusan rediikte NADP’ler, siilfhidril
gruplarinin korunmasinda, serbest radikallerin ve peroksitlerin detoksifikasyonunda,

yag asiti sentezi gibi bir ¢ok biyosentetik reaksiyonda kullanilmaktadir (TAMER ve
ark., 1998).
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Okside glutatyonun hiicre ici reaksiyonunu kataliz eden Glutatyon rediiktaz
enziminin koenzimi olan NADPH’lar, G-6-PD enzim eksikligi durumunda yeterince
iiretilemeyecegi icin eritrositler oksidatif strese kars1 korunamayarak 120 giinden 6nce

yikilacag: Arese ve De Flora (1990), Beutler (1978) tarafindan belirtilmigtir (TAMER
ve ark., 1998).

Enzim eksikligi olan olgularda oksijen titkketiminin ve serbest radikal iiretiminin
arttigt bilinmektedir. Serbest radikal iretimindeki artty methemoglobin olusumuna
neden olacagi ve antioksidant mekanizmasinin, olugan methemoglobini dolasimdan
temizleyemeyecegi; hemoglobin oksidasyonuyla olusan siiperoksit anyonlarinin enzim
eksikligi nedeniyle yeterince uretilemeyen NADPH eksikligine bagli olarak
uzaklastirilamayacagi ve yetersiz GSH nedeniyle, glutatyon peroksidazin islevini tam
olarak goremeyecegi, Arese ve De Flora (1990), Beutler (1978,1991), Janney ve ark.
(1986) tarafindan belirtilmistir (TAMER ve ark., 1998).

G-6-PD enzim eksikliginde gozlenen hemoliz olayinin fizyopatolojisine agiklik
getirmek amaciyla bu enzim eksikligi saptanan hiicrelerde; eritrosit membran
enzimlerinden olan Na'-K*/Mg"™ adenozin 5'- trifosfataz (Na'-K'/Mg™ ATPaz) ile
siiperoksit dismutaz (SOD) ve hasarin gostergesi olarak ta plazma malondialdehit

(MAD) diizeyleri Tamer ve ark. (1998) tarafindan ¢ahsiimistir.

Calismalann sonucunda G-6-PD enzim eksikligi gozlenen olgularda plazma
MDA diizeyinin % 61 artarken, eritrosit SOD enzim aktivitesinin % 49 azaldig
gézlemlenmistir.

Topcu ve ark. (1985) yaptig1 ¢alhismalarda bu enzim eksikliginin gozlendigi
hiicre zar1 Na*-K'/Mg"™" ATPaz ve Ca™"/ Mg'" ATPaz enzim diizeyinde normale gére
farkhlik gozlenememistir. Aym sekilde Akoglu ve arkadaglarnn da (1984) G-6-PD
eksikligi gozlenen olgularda Na'-K'/Mg'* ATPaz enzim aktivitesinde farklilik
gozlemleyememislerdir (Tamer ve ark., 1998).

Ancak Tamer ve ark. (1998) yaptiklan ¢alismalarda Na*-K'/Mg'* enzim

diizeyinin G-6-PD enzim eksikligi gorillen olgularda normale gore % 27 azalma tespit

etmislerdir. Bunun nedeni olarak ta serbest radikalleri gostermislerdir.

Serbest radikaller, direk veya indirek yolla lipit peroksidasyonlarina neden

olmakta, bu da eritrosit zar yapisim bozmaktadir. Na*-K*/Mg"* ATPaz enzim sistemi
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zar lipit tabakasina lokalize oldugundan, bu durumdan etkilenmekte ve inhibe
olmaktadir. Bunun sonucu olarak ta Na' ve K" iyonlarmin hiicre i¢i ve dist

derisimlerinde degisimlere neden olarak hemoliz meydana gelmektedir.

Bir diger galisma da G-6-PD eksikligi goriilen insan eritrositleri ve normal insan
eritrositlerinin glutatyon indirgenmesi seklinde, Srivastava ve Beutler (1969) tarafindan
¢alisilmigtir. Bu ¢alismada indirgenme reaksiyonlarim gézlemek igin hedef hiicreler,
H,0, difiizyonuna yada metilfenil azoformata tabi tutulmuglardir. Béylece okside olan

GSH’1n bir kisminin eritrositlerden kayboldugu ve ortamdan geri alindig1 gézlenmistir.

Bu olay, normal hiicrelerin glikoz yoklugunda inkiibasyonu yada G-6-PD’1 eksik

hiicrelerin glikozlu veya glikozsuz ortamda inkiibasyonuyla gézlenmistir.

Srivastava ve Beutler’in (1969) yaptig1 ¢alismalarda su sonuglara varilmigtir:

Normal Hiicrelerde:

Bu eritrositler, glikoz eksikligi goriilen ortamda inkiibe edildiklerinde ve H,O,’e
maruz birakildiklarinda 4 saatlik bir periyotta GSH diizeylerinin azaldigi GSSG
miktarinin arttif gézlenmistir.

6 saatlik inkiibasyon sonrasindaysa GSSG diizeyi anlagilamaz bir miktara
ulasmus, ATP diizeyi ise kademeli olarak diismiigtiir.

Glikoz yada H;0, ile muamele edilmeden inkiibe edilen eritrositlerde ise GSSG
artigiin ¢ok ciizi oldugu ve total glutatyonun (GSH +GSSG) % 90’dan % 105’e ulagtigs

gozlenilmigtir.

G-6-PD Eksik FEritrositlerde:

Bu hiicrelerin, normal eritrositlerden daha az GSSG igermekte oldugu
gozlenmistir. Hiicreler, glikozlu yada glikozsuz H,0, difiizyonuna tabi tutulduklarinda,

GSH diizeyinin azaldigi ve GSSG igeriginin arttig1 rapor edilmistir.
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Glikozsuz ortamda inkiibe edilen bu eritrositlerde ATP kademeli olarak
diiserken; glikozlu ortamda inkiibe edilenlerdeyse ATP diizeyinin degismedigi
gozlenmistir. Her iki durumda da G-6-PD’1 eksik eritrositlerde GSSG kaybi, normal

eritrositlerden daha fazladir.

1.7.2.2-Sicakhk:

Normal Eritrositlerde:

Daha 6nce belirlenemeyen GSSG transportu, glikozsuz ortamda inkiibe edilen
normal eritrositlerin azoester yada H,0, ile muamelesi sonucu 15 OC’nin altindaki
sicakliklarda belirlenmistir. Inkiibasyon sicaklign belki de endogenous substratin
tilkenmesi ile 30 °C’den 37 °C’e ¢ikarildiginda, 4 saat i¢inde eritrositlerden transport

edilen GSSG’nin miktarinda nispeten kiigiik bir artis gézlenmistir.

G-6-PD’1 Eksik Eritrositlerde:

15 °C’nin altinda glikozlu yada glikozsuz ortamda H>O, yada azoestere maruz
birakilan bu eritrositler, belirgin olmayan GSSG transportu gésterirken; sicaklik arttik¢a

transport oraninda da artig gozlenilmistir.

1.7.2.3-Endogenous Substratlarin Tiikenisi:

Bu substratlar tiikendiginde her iki tiir eritrositlerde belirgin bir GSSG transportu

gézlenememigtir.
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1.7.2.4-Floridin Etkisi:

H,0,’nin ve azoester muameleli eritrositlerin her ikisinde de 107 ve 10° M’lik
florid konsantrasyonlarinin GSSG transportunu inhibe ettigi gézlenmistir. Ozellikle
0,01 M’Iik florid konsantrasyonu, GSSG transportunun tamamen inhibe etmektedir.
H,O, muameleli eritrositlerde, GSH’in GSSG’e¢ déniistimii  floridin  farkli
konsantrasyonlarinda anlagilamazken, (total glutatyon geri almi % 95’¢ % 100)

azoester muameleli eritrositlerde bu oran % 70°e % 75°dir.

1.7.2.5-ATP’nin Etkisi:

Dis ortama, eritrositlerden GSSG transportunun, 25 kat gibi oldukga yiiksek bir
konsantrasyon gradientine karsin yapildigy bilinmektedir. GSSG hareketi hiicre disina
dogru yani tek yonlii bir harekettir. Bu nedenle olay diflizyondan ¢ok bir aktif tasimadir.
Serbest glikozlu bir inkiibasyon ortaminda bekletilen yikanmis normal eritrositlerin,
birka¢ saatlik GSSG transport hacmine sahip oldugu gézlenmistir. Bu enerjinin
kaynaginit ATP gibi yliksek enerjili endogenous yapilar olusturmaktadir. Sonugta GSSG
transportu, olusan ATP tarafindan kismen rejenere edilmektedir.

Buraya dek yapilan tiim ¢ahismalarda, kisaca GSH’1n eritrosit metabolizmas i¢in
onemi belirtilmigtir. Ug aminoasitten olusan ve bir reaktif ~SH grubuna sahip olan
GSH, hiicre iginde reaktif xenobiotiklerle birleserek glutatyon S-konjugatlarim
olusturmaktadir. Olusan bu konjugatlarda eritrositlerden uzaklagtirilmakta ve daha sonra
da karacierde metabolize edilmektedir. Boylece hiicreler oksijenin yaratacag: bir
oksidatif zarardan korunmaktadirlar.

Caligmamizin amaci ise GSH’ 1 eritrositlerdeki bu gérevinin N-Asetil-L- Sistein
(NAC) tarafindan yapilip yapilmayacagimm gostermektir. Bu calismada, NAC’nin
genellikle GSH gibi serbest tiyoliin (serbest- SH) tiiketimini takiben eritrositlerden
CDNB transportunu diizenleyip diizenlemedigini aragtirildi. NAC ile énceden tiiketilen
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eritrosit GSH inin muamelesi, GSH yenilenmesi ve transport iglemini tekrarlamada,

NAC’nin GSH ig¢in bir 6ncii olarak hizmet ettigi samlmaktadir.

1.8- L-NAC:

Prescot (1979) tarafindan bildirildigine gére NAC, 1960’larda bir mukolitik ajan
olarak kesfedilmistir (YILDIZ, 1996). NAC, serbest bir stilfhidril grubuna sahiptir ve
ilkin plazmada N, N ' —diasetilsistein NAC-NAC) seklinde disiilfit formda bulundugu
Ctgraeva (1987), tarafindan bildirilmigtir (YILDIZ, 1996) (Sekil-1.7).

X
J ’

H3;C 0

Sekil 1.7. N-Asetil- L-Sistein’in Kimyasal Yapisi

NAC’nin, orta seviyede serbest radikal iceren ¢esitli ajanlarin toksititesinden
hiicreleri korudugu bilinmektedir (YILDIZ, 1996). NAC ve &zellikle L-sistein gibi diger
tiyol iceren metabolitler, distilfit baglarin kirilmasinda ve glutatyon indirgenmesinde
antioksidantlar gibi rol oynamaktadirlar. Parasetamol zehirlenmesinde NAC, bébrek ve
karacigerde hiicresel ve mitokondrial glutatyon yenilenisinde rol oynamaktadir. Aynica,
okside tiyollerin rediiksiyonu gibi diger mekanizmalar, notrofil artisimin inhibisyonu,
protein hidrolizinin devami yada rediiksiyonu veya sitotoksik parasetamol ile direk
reaksiyonu da iglevleri arasinda oldugu Holdines (1991) tarafindan bildirilmistir

(YILDIZ, 1996).
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NAC, serbest, metal bagl disiilfit iceren yada protein tiyolleri i¢eren diger
tiyollerle kanisik disiilfitler seklinde ¢ok gesitli formlarda bulunabilmektedir. NAC,
hiicre zar gegislerinde intravendzden ¢ok oral olarak alindiginda hiicre i¢i NAC

konsantrasyonlarinda daha fazla artis olacagindan dolayi glutatyona benzememektedir.

Klinik toksikolojide NAC, karbon tetra klorid ve kloroform gibi ajanlarla
zehirlenme sonrasi yarar saglamaktadir. Bazi durumlarda NAC, Howard (1987)
tarafindan bildirildigine gore akut karbon monoksit zehirlenmesinin néropsikiyatrik

komplikasyonlarim énlemede de kullaniimaktadir (YILDIZ, 1996).

NAC, hiicre zarim kolayca gegerek eritrositler igine giren ve yapisinda tipki
GSH gibi reaktif bir -SH grubu iceren bir maddedir. NAC, hiicre zarmna kolayca penatre

olurken, GSH hemen hi¢ olmamaktadir. Dolayis: ile transport tek yonlii yani hiicre

disma dogrudur.

Daha 6nce de belirtildigi gibi eritrositler yliksek oksijen basincina ve demir gibi
yiiklii serbest radikaller tarafindan oksidatif strese maruz kaldiklarinda GSH’1 hizla
okside etmektedirler. Ancak eritrositler, bir GSH transport sistemine sahip

olmadiklarindan bu isi, hiicre zarina penatre olabilen NAC/GSH esterleri yapmaktadir.

Tiyol ig:éren bir antioksidant bilesik olan NAC, ROS olarak adlandirilan ‘Reaktif
Oksijen Tiirleri’nin’ detoksifitesini ve GSH sentezinin devamini saglayarak eritrositleri
oksidatif strese karsi1 korumaktadir. Sonugta, hiicre i¢i tiyol diizeylerini arttirarak GSH
sentezini devam ettirmektedir. NAC, bu 6zelliginden dolayi, miyokardial hasarda,
kanser ve benzeri hastaliklarin genis bir ¢esidinin tedavisinde gosterdigi yararh

etkilerden dolayi, klinik ¢aligmalarda oldukga fazla kullanilmaktadir.

1984’ten bu yana yapilan ¢alismalarla, NAC’nin kanser ve diger mutasyonlara
bagli hastaliklar1 Onleme potansiyeline sahip oldugu go6zlenmistir. Karsinojen
olusumlart ve DNA zararlarna karsi koruyucu etkilere sahip etkileyici bir

mekanizmalar zincirine dahil olan NAC’nin;

- Niikleofilik olmasi,

- Metabolizmasinin antioksidant aktive modiilasyonu,
- Mitokondrideki etkileri,

- Karsinojenlerin biyolojik etkilerini azaltis1,

- DNA onarimini saglamasi,
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- Genotoksit olusumunu inhibe etmesi,

- Hicre transformasyonu ve gen ekspresyonlarini diizenlemesi,

- Apoptosis ve anti-imflammatory ( iltihap 6nleyicilik) aktivitesi,

- Kotii huylu tiimérlerin gelisimini baskilamast,

- Hiicre dongiisiiniin devamin etkilemesi,

- On neoblastik ve neoblastik lezyonlarin inhibisyonu,

- Metastasis ve istilasinin inhibisyonu,

- Kimyasal ajanlar veya diger kimyasal onleyici ajanlarin zararli etkilerine karst

Onleyiciligi,

bu maddenin biyolojik 6nemini ve ¢alismamizda kullanmaktaki amacimizi agiklamaya
yeterlidir. Hatta NAC’nin, ¢ogunlukla DNA zarari ve kansere iliskin durumlan

ayarlayabilme yetenegine sahip oldugu ispatlanmistir.

Calismalarimizda, biyolojik agidan son derece o6nemli olan bu maddenin,
oksidatif strese karsi eritrositleri koruyup koruyamayacagimi ve bunu ne derece
yapabilecegini 6lgerek, olast GSH eksikliklerinde (sentez veya sentezini saglayan
enzimlerin yetersizliginde) kullanim potansiyelini ortaya ¢ikarmaya ve azalan GSH

konsantrasyonunun tekrar artmasindaki etkisi aragtiriimistir.

Calismamiz, li¢ asamadan olugsmaktadir;
1.Asamada, Eritrositlerdeki GSH transport oran1 incelenmigtir.
2.Asamada, Eritrositler i¢indeki GSH, tiimiiyle bosaltilarak hiicreye NAC verilip
eriyebilir —~SH gruplan gézlenilmigtir (NAC’nin islevi).
3.Asamada, Eritrositlerdeki GSH bosaltiminin ardindan, hiicrelere BSO, NAC, NEM ve
CDNB seklinde gesitli kimyasallar katilarak NAC’nin transporttaki rolii gézlenmistir.



2- ONCEKi CALISMALAR

SRIVASTAVA ve BEUTLER, 1969 yilinda insan hiicrelerinden okside
glutatyonun transportunu aragtirnuglardir. Normal eritrositlerde, glikoz eksikliginde
inkiibasyon ve H,O, difiizyonuna maruz birakilma sonucu, GSH diizeylerinin diistugu,
GSSG diizeylerinin arttigi gozlenilmistir. Aymt sekilde ATP diizeylerinde de 4 saatlik
inkiibasyon sonrasi kademeli bir diislis gozlenilmistir. Ortama (fosfat-NaCl’lii) glikoz
eklendigindeyse GSH, GSSG ve ATP diizeylerinde degisim olmadigim ve inkiibasyon
ortaminda GSSG’nin sadece kii¢iik miktarlarda bulundugu gézlenilmistir. Glikoz / H,O,
disinda inkitbe edilen normal eritrositlerde ise GSSG igeriginin Onemsiz bir artis
gosterdigi  belirlenmigtir.  Azoesterle yapilan deneylerde GSSG  ortamimdan

eritrositlerdeki GSSG ve GSH gibi total glutatyonun, % 70’inin geri alindif: rapor

edilmisgtir.

SRIVASTAVA ve BEUTLER, GSSG belirlemelerini NEM ile GSH’in
alkilasyonu sonrasi enzimatik olarak saglamislardir. 1969°da yapilan bu ¢alismada ayni
zamanda G-6-PD enzim eksikligi gozlenen eritrositler tizerinde de durulmustur. Bu tip
hiicrelerin normal hiicrelerden daha az yiiksek konsantrasyonlarda GSSG igerdigini ve
bu hiicrelerin GSSG’i ozellikle hizlica transport ettigini; glikozun varhig: yada
yoklugunda H,0, difiizyonuna maruz birakildiklarinda GSH diizeylerinin diistiigii ve
GSSG igeriginin arttigi gozlenilmistir. Bu durumda glikoz ilavesiyle inkiibe edilen
orneklerde, transport orammmin diga gore daha az oldugu bildirilmistir. Ancak bu
farkliigin istatistiksel 6nem tagimadigi da eklenmistir. Aym calismada, sicakhgin
transport oranint arttirdify, floridinse kismen inhibe ettii sonucuna varilmigtir. Tim
transport islemlerinin linear oldugunu, ortamda ATP olmadigim ileri siirerek GSSG
transportunun difiizyondan ¢ok aktif tagimaya daha yakin oldugunu bu nedenle
GSSG’nin sadece hiicre disina transport edildigini belirtmislerdir (SRIVASTAVA ve

BEUTLER, 1969).

TIETZE (1968) tarafindan yapilan c¢alismada okside ve total glutatyonun

nanogram miktarlarimin quantatif belirlenmesi i¢in enzimik metotlardan yararlanilmistir.
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Total glutatyon, TPNH, DTNB ve TCA tipi kimyasallar kullanilarak belirlenmistir
(TIETZE, 1968).

LUNN ve ark., 1979°da yaptiklan g¢alismalarda, insan eritrositlerinde glutatyon
dénglistiniin transport nedenlerini agiklamuslardir. *H- glisin olarak adlandirilan birikmis
glutatyonun, eritrositlerden disa transport edilen okside glutatyonun oranimi belirlemede
kullanilacag1 sonucuna varmiglardir. Yaptiklart ¢aligmalarda ilk olarak eritrositlerin,
oksidatif strese maruz birakildiklarinda disa dogru aktif glutatyon transportu yaptigim
ve bu oranin eritrosit glutatyonunun indirgenmesi i¢in yeterli oldugunu bildirmislerdir.
LUNN ve ark. bu transportun tahminen hizli transportun bazal diizeyini gésterdigini ve
olusanlarin da GSSG diizeylerini énemli derecede yiikselttigini belirleyip, bu sistemin
oksidatif miidahaleye karsi eritrositler i¢in bir koruma mekanizmas: olusturdugu

sonucuna varmiglardir (LUNN ve ark., 1979).

BOARD, 1981 yilinda insan eritrositlerinden glutatyon S-konjugatlarimin
transportunu incelemistir. Board, ¢aligmasinda glutatyon S-konjugatlarinin, glutatyon S-
transferaz enzimi tarafindan katalizlendigini belirtmigtir. Caligmalarin sonucunda GSH
ve GSSG tespitleri, 6nceki GSH1n % 70’inin glutatyon S-konjugatlara doniistiigiinii ve
hiicrelerden  transport  edildigini  belirlemistir.  Transport edilen konjugat

konsantrasyonlarim 9.6 extinksiyon katsayisi ve 340 nm’de spektrofotometrik olarak

Olgiilmiistir (BOARD, 1981).

AWASTHI ve ark. 1981’de CDNB ile eritrosit glutatyonun enzimatik
konjugasyonu {iizerinde ¢alismglardir. Calismalarinda  hemoglobinde glutatyon
tilketiminin ve eritrositlerde glutatyon konjugatlarinin akibetini arastirmuglardir.
Ayrintili olarak eritrosit tizerindeki caligmalarinda, olusan konjugatlarin 6zellikle
eritrositler iizerinde bulunan ve fizyolojik bir role sahip olan y-glutamil transpeptidaz
enziminin merkapturik asit yoluyla iligkisini ve bir GSH S- transferaz substrat1 olan
CDNB’nin eritrositlerdeki akibetini arastirmuglardir. Eritrositlerin CDNB ile inkiibe
edildiklerinde konjugat olusumu yoluyla GSH’in hizla geri déniisiimsiiz olarak
tikketildigi sonucuna varmislardir. Eritrosit GSHinin % 40 kadarmmn tiiketiminin

methemoglobin olusumunu tetikledigi, CDNB’nin bu olaya dogrudan katkida
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bulunmadigint ve tiiketilen GSH’mm % 80’ninden fazlasinn GSSG olarak
adlandinldigint rapor etmigler ve eritrositlerden GST tarafindan xenobiotiklerin

detoksifikasyonunu ve CDNB ile glutatyon konjugatlarinin transportunu incelemislerdir

(AWASTHI ve ark., 1981).

ECKERT ve EYER, 1986’te eritrositlerde xenobiotik ve glutatyon S-
konjugatlariin olusumu ve transportunu incelemislerdir. Ozellikle aminofenollerin
reaksiyonlan tizerinde yaptiklar ¢aligmalarda DMAP ( 4-dimetil aminofenol) iizerinde
yogunlasmiglardir. DMAP’nin yiiksek oranlarda in vivo ve in vitro ferrihemoglobin
olusumunu Kkatalizledigini bu nedenle de bu kimyasalin siyaniir zehirlenmeleri
tedavisindeki kullammm belirlemislerdir. DMAP ile glutatyon S-konjugatlarinn
olusumunun eritrositlerde in vitro olarak meydana geldigini godzlemlemislerdir.
Calismalarinda GSSG ve GS-DNP’nin ATP bagiml transportunun belirlemislerdir
(ECKERT ve EYER, 1986).

ANSARI ve ark. 1987 yilinda yaptiklan ¢aligmada, insan eritrosit glutatyon S-
transferazi incelemis ve bu enzimin kimyasala maruz kalmanim olasi bir isareti
oldugunu belirtmiglerdir. GST’nin GSH’a elektronik bir merkeze sahip bilesiklerin
konjugasyonuhu katalizledigini; non-katalitik baglar sayesinde dolasimdan toksik
bilesikleri uzaklagtirdigim ve GSH peroksidaz II aktiviteleri araciligy ile lipit
hidroperoksitleri indirgedigi sonucuna varmiglardir. Calismalarini, in vitro insan
eritrositlerinden saflagtinlan anyonik GST tutulmasinda acrolein, strene oksit gibi
kimyasallarin insan eritrosit GST’1 ile kargihkli etkilesimini inceleyerek, insan
eritrositlerinin GST aktivitesinin miktarim, kimyasala maruz birakilan bilegiklerin

olglimiiyle miimkiin olabilecegi diisiincesiyle sonuglandirmiglardir (ANSARI ve

ark.,1987).

RUFFMANN ve WENDEL tarafindan yapilan ¢ahgmalarda NAC tarafindan
GSH kurtarinu {izerinde durulmugtur. GSH tiiketiminin parasetamol zehirlenmesi gibi
riskli bir durum yarattigi, kurtariminin ise tam tersine NAC’nin erken verilmesiyle
GSH’1in potansiyel koruyuculugunu yeniden kazandigi, bu nedenle de hayat kurtarici

oldugu fikrine varilmistir. GSH’1n eksikligi ve elektrofilik / oksidatif hasarin AIDS, IPF
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ve ARDS tarz1 hastaliklara neden oldugu belirtilmis, deneysel ve erken klinik bilgi ile
bu durumlarin tedavisinin NAC ile diizeltilebilecegi sonucuna varilmistir (RUFFMANN

ve WENDEL, 1991).

HERCBERGS ve ark. ise, kanser hiicreleri iizerinde yaptiklari ¢alismalarda
eritrosit glutatyonunun kemoterapiye tiimor cevabini incelemislerdir. Calismalarinda
tiimér GSH konsantrasyonunun kanser kemoterapisine direncte Onemli bir faktér
oldugunu bildirmiglerdir. Eritrosit GSH konsantrasyonlarim ¢esitli konvensiyonel
kemoterapatik rejimlerle muamele Oncesi ve sonrasi tlimorli hastalarda Slgmiislerdir.
Calismalarinda GSH 6n muameleli GSH konsantrasyonu gosterilen hastalarin tiimiinde
diisik veya kemoterapiye kismi cevap verdikleri belirlenmis ve eritrosit GSH
konsantrasyonu ile ileri stiriilen cevap oranimin korelasyonunun, bu terapiye verilecek
cevabin Onceden bilinmesinde yararli olabilecegi fikri one siirtilmiigtiir. Calismalar,
eritrosit GSH igeriginde kanser kemoterapisine cevap verilmedigi; kanserli hastalarda
tedaviye olumlu cevap verildiginde eritrosit GSH’lan1 dolayisiyla da timér GSH

konsantrasyonlannmn diigtiigli sonucunu ortaya ¢ikarmigtir (HERCBERGS ve

ark.,1992).

LIEBMANN ve ark., sitotoksit taksol antogonisti L- buthionin sulfoksimin
tarafindan glutatyon tiikketimi tizerinde yaptiklarnt c¢aligmalarda, glutatyonun, farkli
yapidaki insan timor hiicrelerinde L-BSO ile tiiketiminin, taksolun sitotoksit etkilerine
olan direncin belirlenmesi ile sonuglandirmiglardir. GSH titketiminin, tiim taksol

konsantrasyonlarinda kalan hiicrede 6nemli diizelmeler meydana getirdigi sonucuna

varmiglardir (LIEBMANN ve ark., 1993).

OLIVE ve BOARD, 1994 yilinda kultiir edilen insan hiicrelerinden glutatyon S-

konjugat transportunu ¢aligmiglardir. Caligmalarinda kullandiklan hiicreler ve orijinleri

tabloda belirtilmistir.
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Hiicre Tipi Orijin
K562 Erytroleukaemia
U 937 Monosit
HeLa Serviks, Deri kanseri
Rc2A Monosit
Jurkat Lemfoma (T-hiicresi)
HL-60 Periferal kan, promyelocytic leukaemia
S 637 Idrar kesesi kanseri
HepG2 Karaciger, Akciger kanseri

OLIVE ve BOARD, insan hﬁcrelerinin CDNB ile muamelesi sonucu olusan bir
glutatyon S- konjugati olan GS-DNP’nin bu hiicrelerden transportunu arastirmislardir.
Sonugta, HepG2 hiicrelerinde (hepatomadan tiireyen bir karaciger hiicresi) oldukga
yiiksek oranda transport gbzlenmistir. Bunun karaciger igin higte sasirtict olmadigy;
¢iinkii karacigerin hiicresel detoksifikasyonda bagrol oynayan bir organ oldugu bir kez

daha vurgulanmistir (OLIVE ve BOARD, 1994).

MAZOR ve ark. (1996) oksidatif strese maruz kalan tiyol bilegiklerine
eritrositlerin ge¢irgenligini incelemislerdir. Oksidatif ajanlara maruz birakilan neonetal
ve yetiskin eritrositlerinde hiicre igi tiyol diizeylerini arastirmis ve bu hiicrelerin her
ikisinde de hiicre igi tiyol diizeylerinde Onemli bir azalis gozlemislerdir. Neonetal
hiicrelerin, yetiskinlere oranla BHP (t-biitil hidroperoksit) hasarindan daha ¢ok
etkilendigini, yetiskin hiicrelerinse diamid etkisine karst daha hassas oldugunu
gozlemlemiglerdir. MAZOR ve ark. yetiskin ve neonetal hiicrelerin her ikisinde
oksidatif stres sonrast 1 mM NAC ile 6n inkiibasyonu takiben hiicre i¢i tiyol
diizeylerinin onemli bir sekilde arttigini, bu 6nemli artigin hiicre i¢i rediikte rezervuarini
NAC muamelesi tarafindan diizenledigini belirtmiglerdir. Okside edici ajanlara maruz
birakilan hiicrelerde NAC muamelesinin, hiicrede oksidatif stresin neden oldugu

tahribati1 onardigim gostermiglerdir (MAZOR ve ark., 1996).

ONARAN ve ark. 1998’de glutatyon S-konjugat pompasimin oksidatif stresi

takiben inhibisyonu ve eritrositlerde glutatyon konjugatlarimin transportu iizerinde
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¢aligmslardir. CDNB ile muamele edilen eritrositlerde Dnp-SG seklinde konjugat
transportunun 4 saatlik bir periyotta linear oldugunu belirtmislerdir (ONARAN ve ark.,

1998).

ULAKOGLU, 1998°de strese bagh mide mukozast hasarinda endojen glutatyon
tilkenisinin enerji metabolizmasi ile iligkisini incelemistir. Calismada hareketsizlik
yontemi ile strese maruz birakilan siganlarin mide mukozalarinda GSH diizeylerinin
ATP degisimleriyle ne sekilde etkilendigi tizerinde durulmustur. Stres grubu siganlarda
mide mukozasi GSH ve ATP diizeylerinde, kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak
azalmalar kaydedilmis ve bu azaliglara GPx aktivitelerinde de rastlanmistir. Tiim bu

degisimlerinde dokuda lezyon olusumlarinmi destekledigi sonucuna varilmigtir

(ULAKOGLU, 1998).

TAMER (1998) ise, G-6-PD enzim eksikligi gézlenen olgularda, eritrosit zari
Na'-K* / Mg"" adenozin 5' — trifosfataz, eritrosit siiperoksit dismutaz ve plazma
malondialdehit diizeylerini incelemistir. Caligmalarinda G-6-PD enzim eksikliginde
gozlenen hemolizin kaynag olarak Na*-K' / Mg"™ ATPaz enzim aktivitesinin azalmas
ve bunun sonucu olarak ta Na® ve K" iyonlarinin hiicre i¢i ve dig1 derigimlerinin
degisimine bagh olabilecegi fikrine varilmustir. Zar lipit ¢ift tabakasinda lokalize olan
fosfolipitlerin Na*-K* / Mg"" ATPaz enzim aktivitesi i¢in gerekli oldugu ancak lipit
peroksidasyon {riinlerinin zar yapistni bozmasindan dolayr Na’-K* / Mg™ ATPaz

enzim sisteminin inhibe oldugu sonucuna varilmstir (TAMER, 1998).

KEPPLER, 1999 yilinda glutatyon S-konjugatlar i¢in export pompalar tizerinde
caligmigtir. Hiicrelerden bu konjugatlarin salinmasinda MRP familyasina ait integral zar
glikoproteinlerince yapilan ATP bagimh araci bir islemin oldugunu belirtmisgtir.
Oksidatif strese kargt savunma ve detoksifikasyonda MRP familyasi iiyelerinin
fonksiyonlarim ve bu araci proteinlerin sinirlh oranda GSSG rediiktaz varlhiginda
hitcrelerden GSSG transport edilmesini saglayarak oksidatif stresi telafi eden bir

mekanizma gibi islev goérdiigii ispatlanmistir (KEPPLER, 1999).
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SIES, 1999’da yaptig1 ¢aligmalarda hiicresel fonksiyonlarda glutatyonun roliinii
incelemigtir. GSH’1n tiyol redoks durumunu kapsayan tim biyolojik islemlerde gorev
alan bir tripeptit yapis1 oldugunu belirtmistir. Sahmiminin ana sentez kaynag olan
karacigerde gergeklestigini ve GSSG’nin serbest birakiminda oldugu gibi diger dokulara
kan yoluyla ulastirildigint ve bu yolun merkapturik asit biyosentezinde zorunlu bir

basamak olan tiyoeterlerin (S-konjugatlarin) transportu icin de kullanildigim

bildirmislerdir (SIES, 1999).

DURAK ve ark. (2000), hiperoksit sican akciger dokusunda NAC’nin
antioksidan 6zelliginin histopatolojik ve biyokimyasal incelemesini yapmislardir.
Caligmalar: sonucunda NAC’nin dikkate deger olarak % 100 oksijen varliginda akciger
dokusundaki 6dem ve konjesyonu azaltt1g1, 6zellikle septal hiicrelerde dogal lamellerin

gOriiniimiinii korudugu sonucuna varmislardir (DURAK ve ark., 2000).

STRANGE ve ark. (2000), toksikoloji ve genetikte glutatyon S-transferazin rolii
iizerinde yaptiklar1 incelemelerde GST olusumlarim ve bu enzimin konjugat
transportundaki etkinligini belirlemislerdir. GST polimorfizmi ve genetik hastahiklara
olan hassasiyeti iizerinde ¢aligmalar yapmslardir (STRANGE ve ark., 2000).

KILINC, eritrositlerde metabolik defektlere bagli hemolitik anemiler iizerinde
yaptigt ¢aligmalarda, hegzoz monofosfat sart enzimleri olan G-6-PD, Glutatyon
sentetaz, GSSG-R ve GSH-Px enzimlerinin eksikliklerinde meydana gelen defektleri
incelemistir. Ozellikle Akdeniz bolgesi, Afrika ve Uzakdogu’da sikga gériilen G-6-PD
eksikliginin hiicre i¢i GSH diizeylerini diisiirdiigli, methemoglobin diizeyini arttirdig:
bulgularim dogrulamis, aneminin siddetinin eritrositlerdeki enzim aktivitesinden ziyade,
eritrosit yasi ile ilgili oldugu fikrine varilmistir. Enzim yetersizligi durumunda 6zellikle
zenci ¢ocuklarda kursun konsantrasyonlarinda artig  oldugu, hipertroidizme,
miyelofibrozis, kronik konjenital hemolitik anemi, favizm tiirli bozukluklarin gézlendigi
sonucuna varllmistir (KILINC, CU. Cocuk saghigi ve hastaliklan ABD. Egitim
faaliyetleri Cilt II, b6liim14.9.1).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), N-asetil-L-sistein (NAC), L-Biithionin
siilfoksimin (BSO) ve N-etilmaleimid (NEM) Sigma Chemical Co. USA, 5,5 dithiobis
(-nitrobenzoat) (DTNB) ise Fluka Bio Chemica, Switzerland’dan temin edilmistir.

Spektrofotometrik 6l¢iimler i¢in Shimatzu 1200 spektrofotometre cihaz

kullanilmugtir.

Eritrositlerin Hazirlamisi:

Caligmada, saglikli bir vericiden temin edilen heparinize insan kam
kullamlmugtir. Kan, 1500 g’de 5 dakika santrifiij edilerek plazma ayristirilmistir. Ustteki
sar1 tabaka ve plazma ortamdan uzaklastirilmigtir. Elde edilen eritrosit yigim, dért
hacimlik fosfat-tuz tamponuyla iki kez yikanmis (9 kisim 0.15 M NaCl ve 1 kisim 0.1

M potasyum fosfat tamponu) ve deneylerde kullanilmak iizere hazirlanmasgtir.

1. ASAMA : Eritrositlerde Hiicre I¢i Serbest —-SH Tiiketimi

Caligmada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlart sunlardir:

1- % 0,9 NaCl (11t)
2- Potasyum Fosfat tamponu (0,1 M — pH: 7.4 )
3- Potasyum-fosfat- tuz tamponu (pH: 7.4; 9 kisim %0,9 NaCl-1 kisim 0,1 M

Potasyum-fosfat-tuz tamponu)

2mM, CDNB igeren 100ml Potasyum-fosfat-tuz tamponu

N
1
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5- 2mM, CDNB ve 10 mM NAC igeren 10 ml Potasyum-fosfat-tuz tamponu
6- 8 mM glikoz iceren 100 m] Potasyum-fosfat-tuz tamponu

7- 8 mM glikoz ve 25 mM NaF igeren 100 ml’lik Potasyum-fosfat-tuz tamponu

2. ASAMA:

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve oranlar sunlardir:

1- 2ml, 0,5 mM NEM igeren Potasyum-fosfat-tuz tamponu

2- 2 ml, 1 mM NEM igeren Potasyum-fosfat-tuz tamponu

3- 2ml, 3 mM NEM iceren Potasyum-fosfat-tuz tamponu

4- 0,01 M sodyum fosfat / 0,005 M EDTA, (pH: 8) tamponunda hazirlanmis %10

TCA

3. ASAMA:

Calismada kullanilan ¢6zeltiler ve oranlari sunlardir:

1- 2 ml, 0,6 pmol /ml DTNB

2-25 mM BSO
3-4 m1,0,01M NaH,PO, + 0,005 M EDTA tamponu ( pH: 7.5)

5-0,01 M, 10 ml NAC
6-5 mM, 35 ul BSO
7-25 mM 35ul BSO
8-10 mM,365 wl NAC

9-8 mM glikoz i¢eren Potasyum-fosfat-tuz tamponu
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3.2. Yontem

3.2.1. Serbest-SH Konsantrasyonunun Olciilmesi

CDNB, NAC + CDNB ve kontrol hiicreleri inkiibe edildikten sonra, eritrositler
tamponla yikanmistir. Yikanan eritrositler, 0.01 M sodyum fosfat ve 0.005 M EDTA
tamponunda (pH: 7.5) hemolize edilmistir. Hemolizattan 25 pl alinarak karisima

eklenmistir. Daha sonra 6lgtimler, spektrofotometrede 412 nm’de yapilmug ve serbest-

SH konsantrasyonlar hesaplanmstir.

3.2.2. NAC Varhgmnda Transportun Nasil Etkilendiginin Gésterilmesi

Calismanin bu asamasinda eritrositler, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) yam
sira NAC ile de muamele edilmigstir. Bu esnada daha sonraki transport ¢aligmalari igin

stirdiiriilen 4 saatlik inkiibasyon periyodunda ortama NAC eklenmis ve transport

oranindaki olasi degisimler gozlenmigtir.

3.2.3. NAC’nin CDNB ile Konjugat Olusturup Transport Edilip

Edilmediginin Gosterilmesi

Deneylerin bu asamasinda NAC’nin CDNB ile konjugat olusturup transport
edilip edilmedigi aragtirtlmustir. Bunun igin eritrositlerdeki GSH, NEM kullanilarak
bogaltilmigtir. NEM ile GSH bosaltim sirasinda eritrositler NAC ile yiiklenmistir. GSH
bosaltimindan sonra eritrositleri serbest radikallerin etkilerinden korumak igin ortama

katalaz ve SOD enzimleri eklenmistir. Daha sonra yine 4 saat boyunca eritrositler, 37 °C
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de inkiibe edilmis ve konjugat transportunun 340 nm’deki absorbans degisimleriyle

tespit edilmistir.

1. ASAMA :

Cozeltilerin Hazirlanigt:

1- % 0,9 NaCl (500 ml i¢in) :

4,5 g. NaCl 500 ml distile su i¢erisinde ¢6ziinmiistiir.

2- 0,1 M, pH: 7.4 Potasyum-fosfat Tamponu: (1 It. icin)

K,HPO, : Potasyum monofosfat ; molekiiler agirligi: 266g/mol
KH,PO, : Potasyum dihidrojen fosfat ; molekiil agirlig: : 136g/mol

M:n/V
formiilii uygulanarak;
0,1M:n/11t: 0,1 mol ( her iki kimyasal i¢in kullamlacak mol sayis1)

n:m/my

formiilii uygulanarak her iki kimyasal i¢in hazirlanacak miktar belirlenmistir.

KoHPO, icin 1 1t icin ma: 26,6g/mol; 500 ml icin my : 13,3 g/mol
KH,PO, icin 1 1tigin my : 13,6g/mol 500 ml i¢in my : 6,8 g/mol

Her iki kimyasal, 500’er ml distile su iginde ayr ayri coziilerek birbirine

karistirilmis ve pH: 7.4 olmak lizere tampon ¢ozelti hazirlanmustir.
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3-Potasyum-fosfat- tuz Tamponu:

9 kisim NaCl +1 kisim Potasyum-fosfat tuz tamponu

400 ml icin,
360 ml NaCl + 40 ml Potasyum-fosfat-tuz tamponu ( Srivastava ve Beutler, 1968)

4- 2 mM CDNB + Potasyum-fosfat tuz tamponu: (100 ml)

2 mM CDNB; 2.10° M
M:n/V
formiiliinden,

n:2.10% mol

n:m/mp CDNB my : 202.6 g/mol.
formiiliinden,
m : 0.0405 g (100 ml igin) bulunmustur.
100 ml Potasyum-fosfat-tuz tamponu icinde 0.0405 g CDNB ¢6ziilmiistiir.

5-2 mM CDNB + 10 mM NAC + Potasyum-fosfat-tuz Tamponu: (10 ml)

10 mM NAC : 0,01 M NAC
M:n/V
formiiliinden,
n: 0,0001 mol
n:m/my NAC my: 163,2 g/mol.
formiiliinden,
m: 0,01632 g.
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Daha 6nce hazirlanan 100 ml’lik 2 mM CDNB + Potasyum-fosfat-tuz tamponu
¢ozeltisinden 10 ml alinir. Bu ¢6zelti i¢ine 0,01632 g. NAC kattlmigtir. Karigimin pH’1

Olgtilmiis ve pH: 7.4’te sabitlenmistir.

6- 8 mM Glikoz + Potasyum-fosfat tuz Tamponu: (100 ml)

8 mM glikoz : 8. 10°M

M:n/V

formiiliinden,

n : 8.10"* mol

n:m/my Glikoz ma: 198g / mol
formiiliinden,

m:0.144 g
100 ml’lik Potasyum-fosfat tuz tamponu iginde 0.144 g glikoz ¢6ziilmiistiir.

7 - 8 mM Glikoz + 25 mM NaF +Potasyum-fosfat-tuz Tamponu: (100ml)

25 mM NaF :0.025 M
M:m/V
formiiliinden,
n : 0.0025 mol
n:m/ma NaF ma: 42 g/mol
m:0.105 g
100 m!’lik 8 Mm glikoz + Potasyum-fosfat tuz iginde 0.105 g NaF ¢oziilmiistiir.
Bu ¢aligmanin amaci eritrositlerdeki GSH transport oramm bu transport islemine
etki eden ¢esitli kimyasallarin katilimiyla gﬁziemlemektir.
Saglikl: insanlardan alman heparinli kan Srnekleri (yaklagik 10 cc) asagidaki

islemlere tabi tutulmustur;
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Eritrositler, 0.1, 0.5 ve 1 mM NEM igeren Potasyum-fosfat-tuz tamponlu
glikozda 30 dakika boyunca 37 °C’de inkiibasyona tabi tutulmuslardir. Inkiibasyon
sonunda eritrositler, santrifiij edilip yikanmislardir. Yikanan eritrositlerdeki serbest-SH
gruplari, SEDLAK ve LINDSAY (1968) tarafindan Onceden belirtildigi gibi
belirlenmistir. Kisaca 100 pul NEM ile muamele edilip yikanan eritrositler, sodyum
fosfat-EDTA tamponunda (0.01 M sodyum fosfat/ 0.005 M EDTA, pH: 8.0) hazirlanan
%10 TCA’da ortadan kaldirilmislardir. Ortadan kaldirilan eritrositler daha sonra 12.000
g’de 5 dakika santrifiije tabi tutulmuglardlr. Santrifigasyon sonrasi olugan siipernatant
sodyum fosfat-EDTA tamponunda hazirlanan 2 m! 0.6 umol/ml DTNB ile
karistinlmugtir.  Ornekler, 5 dakika renk degisimi i¢in birakilmustir. Orneklerin
absorbansi, 415 nm’de Olgiilmiis ve serbest-SH konsantrasyonlart 13.6 ekstinksiyon
katsayis1 (mM) kullanilarak 6lglilmiigtiir. Ayni prosediir CDNB ile muamele edilen

serbest-SH’1n 6l¢timiinde de kullanilmistir.

2.ASAMA :

NEM Hazirlanisi:
1- 2ml, 0.1 mM NEM iceren Potasyum-Fosfat-Tuz tamponu

2- 2ml, 0.5 mM NEM iceren Potasyum-Fosfat-Tuz tamponu
3- 2ml, 1 mM NEM iceren Potasyum-Fosfat-Tuz tamponu

Bu agamamin amaci, eriyebilir —SH gruplanimi 6lgmektir. Eriyebilir —~SH
gruplariin ¢oguniugu, GSH ile denk olacagindan dolayr bu yolla GSH diizeyi de
Olgtilmuigtiir.

Caligmann bu asamasinda 6nemli bir —SH reaktifi olan NEM (N-etilmaleimide)
kullamlmigtir (Srivastava ve Beutler, 1969). NEM yapis1 geregi eritrositlerden GSH’1
bosaltici bir etkiye sahip oldugundan deneyin bu agamasinda oldukea biiyiik bir neme
sahiptir. NEM 0.1 mM, 0.5 mM ve 1 mM olmak tizere ii¢ ayr1 konsantrasyonda
denenerek en iyi GSH ¢ikisini saglayan konsantrasyon orani tespit edilmistir. Yine bu
asamada, kullanilmaya baglanilan bir diger kimyasal olan BSO (Biitionil siilfoksimin),

GSH sentez dongiisiindeki ilk enzim olan y—glutamil sistein sentetazi inhibe etmektedir.
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Calismada oncelikle eritrositlerde bulunan GSH, NEM ile bosaltildiktan sonra,
hiicreler, GSH’in yeniden olusumunu o¢nleyen BSO ile muamele edilmistir. Bu
islemdeki amag, hiicre i¢indeki GSH’1 tlimden ortadan kaldirarak, ortama eklenecek
NAC’nin islevini gézlemlemektir. Bu asamada amag¢, GSH’1 ortadan kaldirilan ve
sentezi inhibe edilen eritrositlerde, NAC’nin kullanilip kullamlmayacagi ; dolayisiyla da
oksidatif stres sonucu hiicrelerde olusan hasarin onarilip onarilmayacagim
olemektir NAC muamelesi 6ncesi GSH kaybi, NAC’nin hiicre i¢indeki GSH’1 hizla
indiiklemesini 6nlemek icindir. Clinkii NAC, hiicre icerisine serbestce girerek sisteinin
hiicre i¢i konsantrasyonunu arttirmaktadir ve GSH sentezini saglamaktadir. Bu nedenle,

hiicre ortaminda GSH’1n hi¢ bulunmamasi gerekmektedir.

Serbest —-SH Ol¢iimii:

Yaklagtk 10 cc olarak alinan heparinli kan ornekleri, 1500 g’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Ust kisimda biriken siipernatant atilmis ve eritrositler iki kez 4
hacim Potasyum-fosfat-tuz tamponu ile yikanmis ve tekrar santrifiij edilerek siipernatant
atilmigtir. Her tiip iginden 100 pl kan alimp ependorf tiiplerine aktarilmistir. Tiipler
lizerine, fosfat EDTA tamponunda hazirlanan % 10°luk TCA eklenmistir. TCA, asidik
yapis1 nedeniyle hiicre protein yapisimt bozdugundan, geriye sadece eriyebilir —SH
gruplan kalacaktir. Karigim 12.000 g’de 5 dakika boyunca mikro santrifiijde santrifijj
edilmistir. Islem sonrasi her tiipten 100 ul siipernatant alinip sodyum fosfat-EDTA
tamponunda hazirlanmig 2 ml’lik 0,6 pmol / ml DTNB-fosfat tamponuna eklenmistir
(Kor olarak numunesiz DTNB-fosfat tamponu kullanilmigtir). Tiipler, 415 nm’de
spektrofotometrede okunmustur. Elde edilen veriler, eritrositler ig¢indeki serbest —SH

oranint vermektedir.

NEM Deneyi:
1 mM NEM + 25 mM BSO
30 dakika inkiibasyon evresi 4 saatlik inkiibasyon evresi
a- Kontrol Kontrol
b-NEM e

c- NEM NAC (10 w)
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d- BSO + NEM NAC + BSO
e- NEM BSO

Tiiplere 30 dakikabk evrede, iistteki maddeler katilmig ve 30 dakika inkiibe
edilmistir. b-c ve e tiiplerinde NEM ile hiicre i¢lerindeki GSH’lar bosaltilmistir. d-
tiipiinde ortama BSO’da eklenerek bosalan GSH’1n yerine yenisinin yapim1 énlenmistir.
30 dakikalik inkiibasyon sonunda, siipernatant atilip toplam hacim 400 ml olacak
sekilde 4 saatlik evre elemanlan katilmagtir.

Tiipler 4 saatlik evrede asagidaki islemlere tabi tutulmustur:

b- tiipiine baska bir madde eklenmemistir. Boylece eritrositlerden ne kadar GSH

bosaltildig 6l¢iilmiis olacaktir.

c- tiipiine NAC katilmigtir ve eritrositlerde yeniden GSH olusumu saglanmaya
¢alisilmigtir (Gozlemlenmek istenen, GSH’1n 4 saatlik inkiibasyon sonrasi yeniden
olusup olusmadigidir).

d- tiipiine NAC’nin yam sira BSO da eklenip, NAC’nin varhiginda BSO’nun islevi
olgtilmiistiir.

e-tiipiine ise sadece BSO eklenerek bosalan GSH’larin yerine yenilerinin yapimi

tamamen Onlenmisgtir.

3.ASAMA :
1-0.005 M/ ml EDTA + 0,01 M /ml NaH,POy4

EDTA igin; 0,005 M / ml EDTA :0,005 mol
EDTA mj : 370 g/mol
m:185¢g

NaH,PO; i¢in; 0,01 M /ml NaH,PQO,: 0,01 mol
NaH,PO; ma: 138 g/mol

m:138¢g

185¢
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A-B-C-D tiiplerine (Kontrol tiipleri) 400’er ul Glikoz fosfat tuz + 100 wl kan, E
tiipiine ise 25 mM BSO + Glikoz fosfat tuz ( 365 ul Glikoz-fosfat-tuz + 35 ul BSO) +
100 ul kan eklendi. Tiipler 2 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edildiler. Inkiibasyon sonrasi
tiipler 1500 g’de 5 dakika santrifiij edildiler.

A ve B tupleri yine kontrol olarak kalirken, C ve D tiipiine 1 mM NEM, E
tiipiine ise 1 mM NEM + 5 mM BSO ( 365 ul NEM + 35 ul BSO) eklenerek GSH
uzaklastirlmasi saglamp ve tiipler 30 dakika 37 °C’de inkiibasyona tabi tutulmustur.

Inkiibasyon sonrast GSH’1 bosaltilan hﬁcrelerin NAC ile doldurulmasi i¢in, A, B
ve C tiiplerine kontrol, D tiipiine 10 mM NAGC, E tiipiine ise 10 mM NAC (365 ul) ve 5
mM BSO (35 pl) eklenip tiim tiiplerin hacimleri 400 pl’e tamamlanmistir. NAC’nin
GSH sentezini arttirdig, E tiiplindeyse BSO varlig1 nedeniyle GSH sentezinin olmadig:

islem sonras1 gézlenmistir.
Son olarak A tiipii yine kontrol olarak ancak glikozsuz Potasyum-fosfat-tuz

tamponu ile, B, C ve D tiiplerine 2 mM CDNB, E tiipiine 2 mM CDNB (365 ul) + 5
mM BSO (35 ul) eklenmis ve hacim 400 pl’e tamamlanmgtir. Tiim tiipler 20 dakika
boyunca 37 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiipler, 1500 g’de 5 dakika
santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir. Uzerlerine 400 ul (toplam hacim 500 ul
olacaktir) glikoz + Potasyum-fosfat-tuz tamponu eklenip 1 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda tiipler i¢inde olasi kalabilecek CDNB kalintilarim uzaklastirmak
i¢in tiim tiipler 1300 g’de yeniden santrifiij edilmigtir. Olusan siipernatanttan 100 ul
almp iglerinde 2 ml’lik Potasyum-fosfat-tuz-Glikoz olan tiiplere konulmus ve

340nm’de absorbans 6l¢limil yapilmigtir.

Eritrositler yikanip 2 mM CDNB ile muamele edilmistir. Eritrositler, 10 mM
NAC varliginda ve yoklugunda 20 dakika inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonras: her
grubun serbest —SH’1 6l¢iilmustiir. Eritrositlere 2 mM CDNB eklendiginde serbest
SH’1n tiiketildigi gézlenmigtir. Buna ragmen eritrositlerin 10 mM NAC + 2 mM CDNB

ile muamelesi sonucunda serbest —SH  oraninin eritrositler i¢inde korundugu

gézlenmistir.
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3.2.4. Istatistiksel Analizler

Calisgmamizda Student-Newman-Keuls Multiple Comparison ve tek yonlii
degisim analizi kullandmustir. Testler, istatistiksel bilgi yontemine dayali olarak
yurtitiilmiistiir. Tum testler, licer 6rnekle uygulanmigtir. Sonuglar, ortalama + S.D.

p<0.05 degerleri olarak ifade edilmis ve anlamli olabilecegi diisiiniilmiistiir.



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Sekil-4.1’de, 2 mM CDNB ile muamele edilen eritrositlerin diizeyleri
belirlenemeyen hiicre ici serbest-SH igeriginin bosaltilist gosterilmektedir. Bununla
birlikte CDNB ile inkiibasyon ortaminda NAC’nin varligi hiicre i¢i serbest-SH’in
tiikketimine kars1 koruyucu etki olusturmaktadir.

CDNB muameleli eritrositlerde 10 mM NAC ile 2.9 + 0.5 umol/ml eritrositte ve
S mM NAC ile 1 + 0.2 umol/ml eritrositte hiicre ici serbest-SH igerigi degismektedir.
Kontrol diizeyi 5.7 = 0.5 umol/ml eritrosittir. CDNB, hiicre i¢i -SH’1 bogaltmaktadir.
Ancak NAC varliginda, hiicre i¢i —~SH belirli bir miktar korunmaktadir.

GSH havuzu tiiketiminde ortaya ¢ikan konsantrasyon 30 dakika farkli NEM
konsantrasyonlariyla eritrositlerin inkiibasyonuyla saglandi ki sistemimizde serbest-
SH’larn tiimii bogaltilmistir (Sekil-4.2). NEM’in en etkin konsantrasyonu 1 mM olarak
tespit edilmistir. Bu konsantrasyonda serbest-SH igeriginin fark edilemez diizeye
geldigi gozlenmigtir. Serbest-SH diizeyleri, 0.1 mM NEM ile 3.6 * 0.3 pmol/ml
eritrositte ve 0.5 mM NEM ile 0.3 = 0.05 umol/ml eritrositte degismistir.

Deneyler sirasinda, NEM tarafindan bosaltilan eritrosit i¢i serbest-SH’1n yeniden
olustugunu saptadik. Sekil-4.3’te goriildigii gibi, NAC varhginda eritrosit igi serbest-
SH igerigi yukaridaki gibi yiiksek bir diizeye ulagsmstir. 10-60 ve 240 dakikada serbest-
SH artis1, yaklasik olarak 14.3 £ 1, 28.5 £ 3.2 ve 26.9 £+ 1.0 umol/ml eritrosit olarak
bulunmustur.

Diger basamakta, bu serbest-SH havuzunun Dnp-SG transportuyla yeniden
temin edilip edilmedigini ve CDNB’nin detoksifikasyonunda GSH yerini alip
almadigim inceledik. Calismamizda NEM kullanarak GSH’1 bosalttik, BSO varli1 yada
yoklugunda NAC tarafindan eritrositlerde serbest-SH’1 yeniden elde ettik, CDNB ile
muamele ettik ve daha sonra transport aktivitesini Olctiik. Sekil-4.4, NAC’nin
eritrositlerde  CDNB  detoksifikasyonunda GSH’in yerini aldigim ve Dnp-SG
transportunu yeniledigini ifade etmektedir. NAC yoklugunda, NEM + CDNB
muameleli eritrositler (C-grubu), 214.6 £ 21.5 nmol/ml eritrosit transport aktivitesi
gostermektedirler ki bu oran kontrol degerine esittir. (235.6 £ 50 nmol/ml eritrosit)

NAC ile muamele edilen eritrositler, NEM’e maruz birakildiklarinda (D-grubu)
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transport aktivitesi onemli bir sekilde telafi edilmistir (449 * 38 nmol/ml eritrosit). Bu
tekrar kazamim, GSH sentezinden dolayr olabilmektedir. Bununla birlikte BSO
varhginda (E-grubu) transport aktivitesinde de yeniden kazanim kaydedilmistir
(544.0 * 174.6 nmol/ml eritrosit). Sadece CDNB ile muamele edilen (B-grubu)
eritrositler, 624.6 = 29.9 nmol/ml eritrosit transport aktivitesi ile gosterilmistir.

Sonuglarimiz, NAC’nin, CDNB tarafindan serbest-SH tiiketiminden eritrositleri
korudugunu gostermistir. CDNB, bir elektrofilik bilegiktir ve eritrositler i¢ine giren
GST tarafindan GSH ile konjuge edilirler. Bu konjugasyon reaksiyonu, ¢zellikle hiicre
i¢i 6nemli antioksidandi, GSH’1 bosgaltarak, hiicreleri toksik veya oksidatif tahribata
karsi daha savunmasiz hale getirmektedir. Bu nedenle NAC, CDNB tarafindan GSH
tilketiminin zararh etkilerini hafifletmede kullanilabilmektedir. CDNB’nin, bagisiklik
sisteminin uyartimasmma neden oldugu bilinmekte ve buna istinaden de kimi
arastirmacilar tarafindan AIDS tedavisinde kullamldigt TRAUB ve arkadaslarn
tarafindan (1997) rapor edilmistir. Bu anlamda, deneysel sistemde, CDNB’nin NAC ile
ortak verilmesi, CDNB’nin toksik strese karst koruyuculuk saglamasiyla pozitif
sonuglar vermektedir. Sonuglarimiz, NEM tarafindan tiiketilen serbest-SH igeriginin,
NAC tarafindan yeniden olusturuldugunu gostermektedir.

Sekil-4.3’te  goriildiigi gibi, yeniden olusum oldukca verimlidir ve
konsantrasyonlar 10 dakikada 2 katina ¢ikmustir. Elde edilen veriler, eritrositler igine
NAC aliminin 40 dakikada dengeye ulastigini gostermektedir. Ayrica NAC’nin serbest-
SH diizeyi artisina daha fazla maruz kalma siiresini kisalttigi gdzlenmigtir.

Diger basamakta ise Dnp-SG transportunu eski durumuna getiren NAC
tarafindan, bu serbest-SH havuzunun yeniden olusturulup olusturulmadigini ve
eritrositlerden CDNB’nin uzaklagsmasinda GSH’1n yerini alip almayacagim arastirdik.
Ortaya ¢ikan ve Sekil-4.4’te gosterilen sonuclara gore, NAC, eritrositlerden CDNB
akisinda GSH’in yerini almakta ve Dnp-SG transportunun tekrar baslamasina neden
olmaktadir.

NAC’nin yoklugunda, NEM + CDNB muameleli eritrositler, kontrol ile esit
transport aktivitesi gostermektedir. Bu da eritrositlerden CDNB’nin digar1 ¢ikmadigini
yada yayilmadigini gostermektedir. NAC’nin varliginda ise CDNB’nin ortamdan
uzaklastirildigs gozlenmistir. NEM’e maruz kalmaya takiben NAC ile muamele edilen

eritrositlerde, anlamli bir transport aktivitesi kaydedilmistir. Bu geri alim, GSH



53

sentezinden dolay1 olabilmektedir. Bununla birlikte, BSO varhiginda da transport
aktivitesinde geri alim kaydedilmistir. Bu gruptaki eritrositler daha sonra BSO ile 6n
muameleye tabi tutulmugslar ve takip eden basamaklarda BSO’a maruz birakilmiglardir.
GSH sentezinin, oOncelikle CDNB detoksifikasyonunun olusumu sayesinde telafi
edildigi ve daha sonra eritrositlerden GSH ile konjugasyonu ve transportu
saptanamamigtir. BSO, GSH sentezinin gercek bir inhibitorii olarak bir¢ok deneysel
sistemde gosterilmistir ve zehirlemeden yiiksek konsantrasyonlarda kullanilabilmektedir
(HERCBERGS,1992; LIEBMANN,1993; GRIFFITH, 1999). Bir diger olasilik ise 30
dakikalik NEM muamelesini izleyen NEM ile GSH formlarimin gosterilmesidir. Bu
ifadeler, daha sonra NAC-NEM ifadeleri formuna NAC’nin yiiksek
konsantrasyonlarimin varhiginda yeniden ayarlanmis ve GSSG yeniden olugturulmus
olabilir. Yeniden olugsan GSSG, GSH’a indirgenmistir ve daha sonra CDNB ile konjuge
edilerek eritrositler digina transport edilmis olabilir.

FLORA ve ark. (1985) tarafindan NAC’nin, GSSG rediiktaz1 uyaric1 6zellige
sahip oldugu belirtilmistir. NAC’nin varhiginda, GSSG’nin hizh bir sekilde GSH’a
doniigiimii  beklenmektedir. Sonug¢larimiz, NAC’nin, BSO varligi ve yoklugunda,
CDNB’nin disa akisim  yeniden sagladigim gostermektedir. Eritrositler, diigiik
’molekiiler hacme sahip eriyebilir-SH igeren bilesikleri bir dereceye kadar kullanarak
bagimsiz bir acil detoksifikasyon mekanizmasina sahip olabilirler. NAC, CDNB ile

dogrudan reaksiyona girebilecegi, difer aragtirmacilar tarafindan sunulan kanitlan

desteklemektedir.



54

S0°0>d
1230 1pjIe) uepunqnid JvN INWS+ENID sk

I98ap IpyIey uspionuoy "

"pulfe 1seure)des JIEpUe]S 9A BWE[RLIO NIoWILIE urAsuap 1Iey Sn upndiQ 1guedy : :
I LIg u R UPIOIQ IGLIAJT HS {OPISPISONLIS BPUNUOS “YP (7 IS[IP[IPS Sjotuenul
SITANAD IWW (] A ¢ epunuodure) znj-jejsoj-wnAsejod “IS[ISON1I0 UBUEBLK ‘ISTI0 UT, )N SPUlnaym s 153q10s zmwc%maw ANAD : T'v IS

DVNINW S+aNAD

[onuoy|

}__/ M OVNIAW 0 T+ENAD
= |
Tpeweun[ng HS 1599505 | gNaD

(yisonird [ul/[bwomgm) Ie[uoAsenuesuoy|

*
*




55

S0°0>d

193ap 13{1e] USp[ONUOY "
"Tpurfe 1sewre)des 1epue)s SA BUIRIRII0 YIAUNLIE UISSUSp IPYe] ¢ np[nd[o
1311051 S 1599198 D[OPIS[IISOILIS BPUNUOS BYIYEP (F ISJIP[IPS S[ourENn Sff LIL[UOASLIURSUOY USJIMI[aq Ul NN epZoI[S

nuodurey znj-jeysoj-wmn4sejod 9P.oLE BOUNKOQ BYIYEP ()¢ IOISONIS UeUENIX TWSYM HS 1S9G19s uepujere) WiAN : 7'b DS

0°0¢ 00
*

x5t

WEN W | [7]
AN NW 60 XL
WEN INW 10 ()

jonuoy {7 mN

o

(1ISONLId [UI/[OWOIN W) JBUOASBIIURSUOY



56

S0°0>d
3233p 1p3jyey wepUNqnI3 DYN (-) * &
133ap 1yrey uepungnig joxuoy *
“mstururfe isewrejdes 1repue)s oA BUWERLI() YIIQWILIE UTAQUD
IP{e] ¢ MSTW{IPS S[awentu o[1 Jy N AW 01 UaqDye) TUISS[awEnw A : : N U ,
. ! 13e} 1ur AN nqnid +) ‘1mdnig Sturewrye
HAopwrenu o1 INAN nqnid HyN (-) ‘10[IpoWIpa Spdwrenu oM e Nt 26 Depamy

0¥C 09

[’
y—t

3

\\
———
\
¥

——
=

=
A

s
S

i\\\\\\\\

==

]
cHE
IpowsualTieq HS -

SIS
===

VN (+) @

DVN(-)

-
S

'+

[onuoy

*

o
—

S
o

o]
o

SOILS [01UOT "ISSWUS[IUALA UL H - 1599135 Uepuljere] DYN : €'p  [MIS

(a1sonId [w/[owon{Iu) JB[UOASEIUBSUO Y



57

S0°0>d
Iop1agop 1pyprey uepurrerdnid ) oy %

‘msrurutpe iseweydes uepue)s
TwIps aqu[ut epurdrjrea uru,
HSO uru g dnigy nprssnuyips
UQ o[t INAN 1. HSD uru, (1 dnip
D dni3 oA g dniny uoips ojowenw M ANAD
TS USMSYN) USp3ouQ 1, HSO uepuijere) JyN : V4 Al 15 EIS

A BUWIR[BLO Yrounire WASusp ey ¢ (‘ziunyeq SIJ[WAUQA dA TeAIoyeur wIdI Ie[ARIa() TIPI9LS
DVN+OSH 1S90uQ 15ajaurentu gN () BIU0S Byep sA Sruiesoq NONUOS AJSwENW UQ AT N ‘I
QUL BPUIFIIRA UIL, VN 1SI0UQ ISa[ouren HNAD »Iuos uepIpm[esoq NONUOS J[awenwu
msruruiesoq Yereng 1qey s£sourenw ug 3T INAN 1S99UQ gN(D 1, HSO U
909pes (nqni3 v) [onuoY| ‘1sowfy[eznp Unun U0ASeYIXoIap gN(ID SpIdNISo

00S

007 .
/ / \\ //

'
ngNIo 1 // / \ \ 2
o
QgNEn a \ \ m
> §)94 M
ngnyIn D \ / tl_’ _ ml
2
ndanIo g ay
Q
/ T w
nanNIo v 5
N 2
I_I :

0SL



5-SONUC ve ONERILER

Calismalanimizin genel amaglan arasinda GSH’in eritrosit metabolizmasi
{izerinde 6neminin belirtilmesi bulunmaktadir. Ug¢ aminoasitten olusan ve reaktif bir
—SH grubuna sahip olan GSH, hilicre igerisinde reaktif xenobiotiklerle birleserek
glutatyon konjugatlarim olusturmaktadir. Meydana gelen bu Konjugatlar ise
eritrositlerden uzaklastirilmakta ve karacigerde metabolize edilmektedir. Hiicreler
bdylece oksijenin yaratacagt bir oksidatif zarardan korunmaktadirlar.

Canli yasamt i¢in son derece énemli olan bu olayda biz, GSH gibi yapisinda
reaktif bir —SH grubuna sahip olan NAC’nin etkinligini 6lgmeye ¢alistik. Daha dnce
biyolojik onemine degindigimiz ve ¢alismada kullanmaktaki amacimizi agikladigimiz
NAC’nin, deneylerimiz sonunda, oksidatif strese kars: eritrositleri korudugu ve azalan
GSH konsantrasyonunun tekrar artmasinda (hiicre i¢gi —SH gruplarinin olusumundaki
etkisiyle) etkin oldugu sonucuna ulagtik.

NAC’nin, diger biyolojik aktiviteler Uizerindeki Oneminin, olast GSH
eksikliklerinde de devam edebilecegi diisiincesi ¢aligmalarimiza 1gik tutmustur. Bu
caligmamizin bir diger onemi de, NAC’nin detoksifikasyon mekanizmasinda
xenobiotiklere kars: eritrositleri korudugunun ortaya ¢ikanlmasidir.

Calismalarimizin, NAC’nin eritrositlerde uygulama alanlarina daha genis 6l¢tide

151k tutacagina inanmaktayiz.
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