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GLUTATYONUN RAT LENSINDE GLIKOLIZIS VE
HEKZOZ MONOFOSFAT GECIDININ
KONTROLUNDEKI ROLU

Nihat MERT*

OZET

Bu galigmada, lens ekstraktinin monofosfat gegidi lizerine glutatyon oksidus-
yonunun etkisi, indirekt olerak glikoz-NADPH, kullanim: ve laktat iiretimi yoluyla
arastirimigtir, Kullanilan oksidan madde t-butyl hidroperoksittir ki bu glutatyon
peroksidaz enzimine bir ko-substrat gérevi sunup glutatyonu enzimatik olarak oksitler.

Diigiik ATP/ADP’li ortamda kullanilan glikoz miktary artrs olup laktik asit
birikimi fazladir. Buna kargin yiiksek ATP/ADP'li ortamda kullanilan glikoz miktan
ve iretilen laktik asit miktari azdwr. TBHP ilavesi ile NADPH ve NADH iiretimi artar.

SUMMARY

- Role of Glutathione in The Regulation of Glycolysis and Hexose
Monophosphate Shunt in The Rat Lens

In this study the effect of glutathione oxidatione on the hexose monophosp-
hate shunt activity of the lens extract had been determined indirectly from the
extend of glucose and NADPH, utilization and lactate production. The oxidant
employed were t-butyl hydroperoxide, a compound which oxidizes glutathione
enzymatically by serving as a co-substrate for glutathione peroxidase. The utilization
of glucose amount and the accumulation of laclate were increased in low ATP/ADP
medium. But, in high ATP/ADP medium utilized glucose amount and lactate
accumulation were .decreased. The production of NADPH and NADH were also
increased by addition of TBHP.,

Key words: Lens, glutathione, NADPH hexose monophosphate shunt, TBHP,
lactate, glucose.

GiRiS
Biyolojik sistemler genellikle glikoz veya difer monosakkaritleri enerji kayna-

- & olarak kullanirlar. Glikolizis ise bunlarin yikimum ve ATP geklinde enerji elde
edilmesini tanimlar, Son iiriin, olaymn oldugu organizmaya veya dokuya ve ortamda
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oksijen olup olmamasina baghdir. Glikoliziste 11 enzim rol oynar. Bunlar kristalize
edilerek, yapi ve kinetikleri tamamen incelenmistir. Sitoplazmanin soluble kisminda
yer aldiklarina inanilmaktadir. Bazilan da multienzim komplekslerle iligkilidirler.

- Anaerobik sartlar altinda belirli organizmalar, 6zellikle kiifler, etanol ve kar-
bondioksit, memeli dokular: ise laktik asit iiretirler. Deneysel gartlarla memeli doku-
larmda anaerobik ortam hazirlanabilir. Anaerobik dokularda glikolizisin total denk-
lemi soyledir.

Glikoz + 2 ADP + 2 P(i) - 2 Laktik asit + 2 ATP

Anaerobik glikolizisin olabilmesi ig¢in su sartlanin da saglanmasi gereklidir.
Inorganik fosfat kaynafi (Trioz fosfat dehidrogenaz igin), fosfogliserokinaz ve
piruvat kinaz icin ADP kaynagi, hekzokinaz ve fosfofruktokinaz reaksiyonlari igin
baglangic ATP kaynag:, devamh bir NAD® saglanmasi ve diisiik enerji yiikii (Energy
charge). Bunlarin bir tanesinin saglanmasindaki bagarisizhk tiim glikolitik iglemi bo-
zar veya degistirir.

Bir¢ok hiicre glikolitik ve- trikarboksilik asit sikluslarina ilave olarak glikozu
hekzoz monofosfat (pentoz fosfat veya fosfoglukonat) ge¢idi ile parcalar. Bu gegi-
din temel gorevi NADPH seklinde ekstramitokondriyal sitoplazmada rediikleyici
giic tretmektir. Genellikle lens ve eritrositlerde rastlanir. Kalp ve iskelet kaslarinda
da ¢ok az oksidasyon hekzoz monofosfat gecidi ile olmaktadir! .

Fosfoglukonat gecidinde iiretilen NADPH, glutatyon reduktaz tarafindan
katalizlenen bir reaksiyonla rediikte glutatyon rejenerasyonunda da kullanihr.

G
GSSG + NADPH + H* —Ciutatyon Reduktaz  , ... \arp

Rediikte glutatyon selliler enzimlerde ve membranda yer alan tiyolleri stabili-
ze ederek hiicrelerin devamina yardim eder. Ara metabolizmadan olusan hidrojen
peroksidin yikum glutatyon peroksidaz enzimi ile gergeklesir. Bu enzim CN~ ile in-
hibe edilir.

Artan oksitlenmis glutatyonun, hekzoz monofosfat gecidi aktivitesini uyardi-
g1 gosterilmistir® . Hekzoz monofosfat gegidi, NADPH iiretimi ve glutatyon rediik-
taz ve3 glutatyon peroksidaz aktivitelerinin arasindaki iligki sOyle sematize edil-
migtir” .

GUKOZ _ yms _aC o
NADF’O NADPH

G SH (,_\.g-—'é"é_s"é“"*- G.. Reduktaz
Hzozfvﬁ?{zfo‘ﬁ ~GSH- Px

Bu calismada lens ekstraktinin hekzoz monofosfat gegidi iizerine, glutatyon
oksidasyonunun etkisi aragtinlmigtir. Bu islem dolayh olarak glukoz NAiDPH; kul-
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laimi ve laktik asit liretimi ile anlagumaya ¢ahigilmig oiwup oksidant olarak t-butyl-
hydroperokside (TBHP) kullanilmigtir® .

MATERYAL VE METOD

Hiicreden Arinmig Lens Ekstraktinin Hazulanmasi

Kapah bir kutu iginde 4 rat karbondioksit gaz1 verilerek oldiiriildii. Gozleri,
goz kiresini zedelemeden ¢ikarildi. Islak bir filtre kagidi izerine kondu. Nervus
opticus'un girig yerinden baglayip goz kiiresinin ekvatoruna dogru ensizyon yapild.
Sonra yavagea sikip lens bir penset yardimi ile iginde 6 ml. soguk 0.01 M Tris sulfat
solusyonu pH 7,4 bulunan 10 mllik, buz i¢inde sogutulmus homogenizer igine
alindi. Lens iyice homogenize edildi. 15000 g devirle 10 dakika (Sorval SS 34 Rotor)
santrifiij edildi. Supernatant temiz bir tiip icine ahnip kullanmlincaya kadar buz igin-
de-saklandi. Pellet atildi.

Reaksiyon Kangimlarinin Hazirlanmas
Kontroller, reaksiyon karigimlan ve blank gu gekilde hazirlandi (ml olarak).

Tiip No 1 2 3 4 5 6 7 8

Reaksiyon ortami 1 1 1 1 1 1 1 1
Digiik ATP/ADP 0.6 0.5 0.5 0.5 s = — ==
Yiiksek ATP/ADP ™ - = = 0.5 0.5 0.5 0.5
TBHP — = 0.5 0.5 = — 0.5 0.5
0.1 M Tris Sulfat 1 1.5 0.5 1 1 1.5 0.5 1
Lens ekstrakti 0.5 - 0.5 o= 0.5 - 0.5 =

Reaksiyon ortaminda bulunan maddelerin final konsantrasyonlar goyledir:
20 mM glikoz, 1 mM NAD, 8,05 mM NADP, 10 mM MgSO,4, 3 mMMnCI,.

Diisiik ATP/ADP = 2 mM/ 4mM 0.5,
Yiiksek ATP/ADP =4 mM/ 2 mM 2
TBHP 1 mM :

Tabloda verilen sekilde hazirlanan karigunlar 37 C de 60 dakika inkube edildi.
Blankler hari¢ diger kansimlar 15000 g de 15 dakika siire ile santrifiij edilip super-
natant dikkatle temiz bir deney tiibiine ahindi. Kullanima kadar buz i¢inde veya de-
rin dondurucuda saklandi.

Rediiklenmis Glutatyon Tayini

Polypropilen mikrosantrifijj tiipiine 0.5 ml. supernatant (ayrica kargihg olan
blankler de hazirlanir) alindi ve 0.5 ml. % 10 soguk triklor asetik asit ilave edildi.
Kangtinhp buz icinde 10 dakika inkube edildi. Bunu takip eden santrifijden sonra
berrak supernatanttan 0.5 ml alnip temiz bir tiipe kondu. Uzerine 1 ml. 0.5 M Tris
EDTA (0.5 M tris base— 0.05 M Na, EDTA pH 8.0) ve 0,5 M Ellman’s ayiraci
(10 mM 5-5' Dithiobis (2-nitrobenzoik asit) 10 ml. etonol i¢inde) ilave edildi. Oda
sicakhginda 10 dakika inkube edildi. 412 nm. de uygun olarak hazirlanmig blankle-
re karsi kontrol ve reaksiyon karnigimlarinin absorbanslan okundu.
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NADH ve NADPH Tayini

0.5 ml. supernatanta 1 ml 0.01 M Tris sulfat ¢ozeltisi ilave edildi. Uygun ola-
rak hazirlannug blanke karg) 340 nm de absorbans okundu.

Lakiik Asit Tayini

Laklik asit enzimatik olarak LDH (Laktik asit dehidrogenaz) kullanilarak ta-
yin edildi. 0.2 ml. supernatanta 3 ml. glycine semicarbazid (0.5 M glycine, 0.4 M
semicarbazid HCL, pH IN NaOH ile 9 a ayarlanir.), 0.1 m NAD (3 mg/0.1 ml) ve
0.1 ml LDH (400 10/0.1 ml) ilave edildi. 37 derecede 30 dakika inkube edildi ve
340 nm. de uygun blanke gore absorbansi okundu.

Glukoz Tayini

0.05 ml. supernatanta 2 ml. glikoz cahsma solusyonu eklenip (Sigma stock no
15-15 adel ¢aligma viali, kullanmadan evvel her birine 4 ml. distile su ilave edildi)
37 C de 10 dakika inkube edildi. Absorbans uygun blanke kargi (50 ml. Tris sulfat,
2 ml. glukoz ¢aligma solusyonu) 340 nm de okundu.

BULGULAR

Diiguk ATP/ADP li ortam saglandify zaman rediiklenmis glutatyon seviyesi
1 nolu tipte 0.02352 mM olup 3 nolu tiipte biitiin glutatyon seviyesi 1 nolu tiipte
0.02352 mM olup 3 nolu tiipte biitiin glutatyon TBHP tarafindan oksitlenmistir.

Yiiksek ATP/ADP ortaminda ise glutatyon konsantrasyonlari 5 nolu tiipte
0.0177 mM olup TBHP ilavesi ile biitiin glutatyonlar oksitlenmigtir.

Laktik asit iiretimi i¢in yapilan dlgiimlerde 1, 3, 5, 7 nolu tiplerde sirasi ile
$u degerler bulunmusiur. 0 09123, 0.01625, 0.0900, 0.05882 mM.

NADH ve NADPH, konsantrasyonlar: ise 1, 3, 5, 7 numarah tiiplerde sirasi ile
5,52.107%,7,72.107*,5,74.107% ve 9,49.10" mM olduju bulunmustur.

Glikoz Gl¢umlerinde 1, 3,5, T numaral tiiplerde sirasi ile 6.810, 7.390, 5.125
ve 4.221 1M degerleri bulunmugtur.

TARTISMA

Glulalyon lensic yiiksek konsanirasyonda bulunan ve oksidatif tahribata karsi
oneanli bir rol oynadig dikkali ¢eken bir tripeptiddir’ . Glutatyonun bu fonksiyonu
ile hekzoz monofosfat gegidi arasinda ¢ok yakin bir ilgi vardir. Hekzoz monofosfat
gecidinde dretilen NADPH oksitlenmis glutatyon (GSSG)'un rediiklenmesi igin ge-
reklidir®

Oksidalil stres siralarinda Hekzoz monofosfat aklivitesi, yuksek glutatyon el-
de etmek suretiyle artabilir, Kinoshita® Lens homojenizatina GSSG ilave edilince
C-1 igaretlenmiy glukozun oksidasyonunun arttiging gozlemistir.

Hekzoz monotoslat gegidinde her mol karbondioksite karsilik 2 mol NADPH
uretilir,

Lens kanguni L-bulyl hidroperokside (TBHP) ile inkube edildigi zaman artmig
h.uii{.u'/. monofuslal aktivilesi lenste GSSG birikmesini minimal duzeye indirir ve ok-
sidalil’ hasar engelier,

Diigiik ATP/ADP konsanlrasyonu kullanildifit zaman ortamda yiiksek miktar-
da laklik asit birikmesi gozlenir. Zalen bilindigi #ibi anaerobik hiicre suspansiyonla-
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nnda glikoz kullanim hizi anaerobik olug orantilarina gore hizli bir diisiis gosterir.
Ayni zamanda laktat birikmesi sifira yaklagir, bu fenomen Pasteur etkisi olarak bili-
nir. Pasteur etkisi solunum sirasinda iiretilen yiiksek sitrat ve ATP'in fosfo-fruktoz
reaksiyonunu allosterik inhibe etmesi nedeniyle TBHP'nin oksidan etki ile

2 GSH + TBHP — GSSG olusur.

Bu sartlarda GSH, GSSG haline oksitlenir ve laktik asit olusma hizi artar.

Fakat yiiksek ATP/ADP orani kullanildift zaman ortamda 0,090 mM gibi bir
deger elde edildi. Yalniz TBHP kullamldig) zaman oksidan etki ile laktik asit biri-
kimi hizi azalir. Absorbanstaki yiiksek degerler, laktat ve piruvatin oksidasyonun-
dan elde edilen NADH 'In stokiyometrik iiretimi iledir. Artan NADPH diizeyi ''Feed
back' inhibisyon ile hekzoz monofosfat gegidi enzimlerinden Glukoz-6-fosfataz ve
fosfoglukonat dehidrogenazi inhibe eder. Fosfoglukonate gegidinde iiretilen
NADPH rediiklenmis glutatyon elde edilmesinde kullanihr.

GSSG + NADPH+H - 2 GSH + NADP

TBHP ilave edildigi zaman hekzoz monofosfat aktivitesi ve rediikleyici giic
(NADPH, ve NADH) iiretimi artar. Rediikte glutatyon, oksidatif metabolizma sira-
sinda olusan hidrojen perokside kars: detoksifiye edici ajan olarak rol oynar.

2 GSH +H,0, - GSSG+ 2H,0

GSSG de meydana gelen bu artis da hekzoz monofosfat gecidi aktivitesini
artinr,

Diigiik ATP/ADP kullanilmasi halinde TBHP ilave edildigi zaman artan
NAPH konsantrasyonuna ilave olarak kullamlan glikoz miktar da artar. Bu hekzoz
monofosfat hizinin artigini gosterir.

Yiiksek ATP/ADP kullanilmas: halinde ise ortamda hali hazirda fazlaca ATP
varoldugu icin TBHP ilavesi ile kullanilan glikoz miktarinda artma gozlenmez, Bila-
kis diigme gozlenir. Boylece ortamda bulunan ATP konsantrasyonu feed back inhi-
bisyon ile hekzoz monofosfat gec¢idini engellemis olur. Tiim bulgulardan goyle bir
sema cizebiliriz.

2 GSH +H,0,~8=E=x4s> GSSG +2HP
NADPH, + GSSG -S-edekis3» 26SH+NADP"
' 2GSH+TBHP ——— GSSG

\  GBP,~6PGL — —> RibulozSP
AN co,-
N\ Y naor* :
S (NADPH#H*

Piruvat —ammei——,
4 Laktat

*é- fhor,’m’lhﬂﬁnolqif on
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GSSG miktarindaki artig hekzoz monofosfat aktivitesini stimule eder. Yapilan
iglemler ile TBHP ilave edilmesiyle artan NADPH ve azalan laktik miktannn hekzoz
monofosfat aktivitesini artirdif1 goriilmektedir. Hekzoz monofosfat gecidi sirasinda

iiretilen NADPH glutatyon redukiaz enzimini katalize ettigi GSSG'nin rediiklenmesi
reaksiyonunda kullanihr. Yani lenste glikolizis ve hekzos monofosfat ge¢idi, glutal-
yon tarafindan indirekt bir kontrol altindadir. Boylece lensin kendisini hekzoz mo-
nofosfat, gegidi, glutatyon peroksidaz, GSH, NADPH ve glutatyon rediiktaz arasin-
daki iligkiler ile koruyabildigi ve GSSG iiretimi ve hekzoz monofosfat ge¢idi arasin-
da bir ilgi oldugu goriilmektedir.
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