L-SERIN AMINO ASITININ INSAN ERITROSIT
MEMBRANINDAN

TASINIMINA DIETILNITROZAMININ ETKISI™

Yavuz SILIG, Oge CETINKAYA, Atillay ATALAY

Cum, Univ, Tip Fak, Bivakimya Anabilim Dal

OZET
Karsinajentk ve mutajenik etkili biv bilegik olan
dretilnttrozaminin (DENA),  insan  eritrosit
miembranindan 14C-L-Serin e sEi i
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senucitnda sapptanan, Fo20 hematokeic deferine

tagmmuas etkileri  aragtrid

anagla, crce vapilan
satup kan deneklert bullamilde. Tagmim icin
vapilan deneylerde DENA'nm 77 mM ile 538
mM arasnrda yedi farkly derisimi Rullanildy, Bu
derigimferdeli DENAlar C-L-Serinle inkiibe
viilerek tapmmmdali degisim kontrollere gire
kpvaslandr, 77 mMlk  DENA  varfifinda
tagmmmn G023, 338 mM ik DENA varliginda ise
38 eranmda inhibe oldufu saptand,
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Amtinoasit transporiu

SUMMARY

The effecis of diethylnitrosamine (DENA), a
carcinggenic compound with a mutagenic effect,
an the ransportation of 14C-L8erine aminoacid
from the human erythrocyte membrane have
been dnvestigated. For this  purpose, ood
samples of 200 hematocrite value determined
Jollowing investigaitons made previously werg
used. Seven different concentrations of DENA
varving between 77 mM oand 538 mM were used
in the experiments conducied on iransporiation,
DENAS in these concenirations were ingubated
with  [4C-L-Serin and  the  change  in
fransporiation was compared with that af the
contrals. It was determined that the presence aof
DENA of 77 mM inhibited transportation by
23% while that of 338 mM led 1o an inhibition
58%.
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Gevre Kirletici kimyasal maddeler arasmda
cn biyik yeri nitroslu birlesiklenn aldig
bilinmektedir (1,2). Karsinpjenik ve mutaje-
nik etkileri olan bu bilesikler, besin madde-
lerinde koruyucu olarak kullamlan nitritlerle
ikincil aminlerin tepkimeler sonucunda mi-
dede in vivo kosullarda olusmaktadir (3.4).
bilegiklerden
(DENA)min DNA polimerazda ardisik dizi

Nitrozlu dictilnitrozamin

deBisikligi olusturdugu ve DNA'y1 alkille-
difii saptanmisur (5). DENA'in karacifier
ve akcifierde RMA ve protein sentezini inhi-
be ettifi de bulunmustur (6). In vivo ve in
vitro kosullarda bazir enzim  aktivitelerini
inhibe eltigi ghsterilmistir (7,8).

Aminoasitlerin hiicre i¢in tasimm mekaniz-
masimn tagiyier bir madde aracilifiyla aktifl

tasimm veya kolaylagtinlmig diffiizyon ile

(x). Bu Cahsma C.U. Arastrma Fonu Saymanhf tarafindan desteklenmis ve 13-16 Nisan 1994

tarthlerinde yapdan X11. Ulusal Biyvokimya Kongresinde sunulmustur.
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gergeklegtigi bilinmekiedir. Glukoz tagmi-
minda oldufu gibi aminoasit tasimnundan
da tasiyicr bir sistemin varhiZma ihtiyag
vardir (9. 10),

Mewsholme ve Leecth adh arastrmacilar
dokularda aminoasitlerin hiicre icin tagimi-
minda 7 Farkli tagimim sisteminin rol oynadi-
i bildimmislerdir. Bu sistemler A, ASCP,
L, Ly, Dikarboksilat, B, N, sistemlerdir (11},

Raben adl arashirmacr ise; insan ertrositle-
rinde L, T, Ly, ASC ve Glisin olarak adlan-
dinlan 5 farkl tasiyiciya bagh tasinim siste-
minin bulundufunu bildimistir (12-14).

Nitrozlu  bilesikler elektrofilik  Gzellikleri
sayesinde proteinlerde nikleofilik bilgelere
atak yaparak, baZlanabilmekic ve protein-
lerin fonksiyonlanm bormaktadir, L-Serin
aminoasiti tasidh®m OH grubundan  dolayi
proteinlerin . yapilannda dnemli rol oyna-
maktadir. Ortamdaki nitrozlu bilesik tarafin-
dan etkilenebilecegi beklenehilin. Bu galis-
mada, eritrosit membraminda L-Serin amino-
asiti laymmmuna DENA'muin etkisinin incelen-

mesi amaglanmistir,

GERE( VE YONTEM
Cahgmanuizda kullamlan kan dmekleri gi-
niillii kan vermek isteyen drencilerin tn kol

veninden alinarak saglanch.

Alman kan drmekleri, 28x105 mm boyut-
larmdaki santrifiij tiipl igin, her 1 ml kan
igin 10 ml yikama ¢ozeltisi olacak sckilde
(140 mM Nall, 5 mM MgClz, 5 mM
NazHPOs, 18 mM TRIS-HCI1, pH: 7.40;

25°C) ilave edildi. Hicre igindcki amino -

-H5-

asitlerin disanya ¢ikmasy icin 10 dk oda
sicaklifinda bekletildi. Daha sonra 7500xg!
de 3 dk santrifij edildi. Dikelti atthp pelete
yukandaki iglem 4 kez uygulandi. Bu islem
bitince hematokrit deferi ve kan sayimi not
edildi (12,13),

1. DENA'mn L-Serin Aminoasit Tasim-
mina Etkisi

%20 hematokritli taze kandan 13x69 mm
boyutlarmdaki santrifiij tiplerine 1 ml ko-
nuldu. Uzerine son derisimi 77-539 mM ara-
sinda deffisen miktarda DENA ilave edildi.
Tipler 25°C'de 10 dk 6n inkiibasyona tabi
wwldu. Bu islemden sonra tiplere 1u
Ci/10ult L-Serin-14C aminoasiti ilave edilip
kangtinldi ve 25°C'de 20 dk tasmim i¢in in-
kiibasyon yapilds. Inkilhasymldan sonra tagi-
nimi durdurma ve sayim iglemi  yapilds

(12,133,
2. Tagiminu Durdurma ve Sayim lslemi

Tagmim iglemi bittigi anda tasimm durdur-
mak igin her bir imege derigsimi 0.250 mM
olacak  sckilde sofuk Phloretin'den  ilave
cdilip kangunldi, 13x69 mm boyutlanndaki
tilpler 29x105 mm boyutlanndaki santrifiij
tiiplerinin igine yerlestirildi. 0°C'de 20 dk
15000xg'de santrifiij edildi. Kiigiik tiipler ¢i-
kanlip ditkeltiler gimilmek tizere birikuril-
di. Tiiplerdeki pelete %610 mglhik Sapo-
mn'den 700 ult, %30'uk TCA'dan 200 ul
ilave edilip bagetle homojenize edildi. Daha
sonra 6000 xg'de 10 dk santrifiij edilip di-
kelti aynldi, Dokeltiden 500 plt alimp Sivi

Sintilasyon  Sayicr'min dz¢l cam  tiiplerine
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konularak iizerine 5 ml sintilasyon ¢oizeltisi asitinin miktan kontrole kiyasla azalmigtir.
(%0.4 PPO, %0.01 POPOP Toluen'de) ilave DENA'n 77 mM ile 538 mM arasinda yedi
edilip sayiciya verildi. Degerler sayicidan farklr derigimi kullamldi, 77 mM'hk DENA
cpm olarak alind: (12,13). varhfinda tasmum %23, 538 mM'ik DENA

i ise 65 amnda inhibe old
3. Spektrofotometrik Baglanma Calismas VerliEmila isc B Lranidda siibe oiug

saptandi.
Hematokrit @ %20
Kan Sayvirm : 2.320,0000 adet/mm3

DENA ile L-Serin aminoasit 37°C'de 20 dk
inkiibe edilerek lark spekirumlan alind:.

BULGULAR )
2. Spektrofotometrik Baglanma caligmas:

1. DENA'mn L-Serin Aminoasil Tasim- . ) ) o o
DENA ile L-5crin aminoasitinin 20 dk inkd-

imina Etkisinin Saptanmas ]
basyondan sonra fark spektrumlan Sekil

DENA'nin L-Serin aminoasiti tagimiming et- 2'de verilmistir. Elde edilen fark spektrumla-
kisi Jekil I'de gOsterilmigtir. DENA derigim nndan L-Serin pikinin 208 nm'deki pik, 268
arttkga hiicre igin taginan L-Serin amino- nm bélgesine kaydif gorildi,
cpm
S00

300\

200

100

153 251 3C8 385 482 532
mM DENA

Sekil 1. DENA derigiminin L-Serin Aminoasiti tasimmina etkisi

- 66 -
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sekil 2.0 DENA fle L-Senn amunoasitimim A4
di inkitbasyvondan sonrakl etkilesimi -
Standan L-Serine--- DENA, —Tampon +

L-Serine kars:, Inkiibasyon katisim

TARTISMA

Kimyasal kamsinojenlerin hedel dokularduki

proteinlere kovalent  bagla  baglandiklan
19507 yullardan ber bilinmektedir. Protein
ve nilkleik asitlerin ndktealilik vani clek-
tronca zengin kisimlan kinvyasal karsinojen-
lerin hedelidir ve elektrofilik alaklar sonu-
cundd. bu bilgelere ba@lanirlar. Kimyasal

karsinojenlerin makromalekiler niikleolilik

<7 -

hedeflen proteinlerde sistein ve metiyonin

aminpasitlerinin 8. Histidinin  N-1. N-3.
Tirozinin ise C-3 atomu olarak saptanmastr

{14),

Galigmamizda insan eritrosit membramndan
L-serinin tagimmmina  nitrosulu bir  bileyik
olan DENA'min etkisini imgeledik. L-serinin
tasinmasinda rol  alan sistem 0230 mM
Phloretin tarahndan kuvvetle inhibe olabilen
bir proteindir {12.13,15). DENA'nin {OH)
grubu tagivan ve enzim aktil merkesinde rol
oynayan L-sering elkising gostermek ama-
civia, L-senn ve DENA dengy ortamuina ayni
angla ilave edilip 20 dK inkGibasyondan sonra
DEMNA'mun bir etkisi

bulonmugtur. DENA ve eritrositler 10 dk bir

tasimima olmadig
in inkiibasyona tabi winlduktan sonr ise
hiicre Iging fasiman L-serin aminoasit mik-
larmin kontrollere Kiyasla azaldiy saplan
nughr, 77 mMTik DENAtun eritrosit memb-
rimindan L-serin aminoasit tasimmam 923
oramndg, 538 mMhk DENATIRD 8¢ 958

oramndy inhibe e1ig) pGzlenmistir.

Yaplan galismalar DENAun canlilara uy-
gulanan sonucunda enzimlerle ve protein-
lerle etkilestifing gstemicktedir. DENAmin
sigun kKaracifer  amineasit - metaboliznas
cnzimlerinden  Triptofonoksijenaz, Tirozin
Omitin Transferaz, Serin

v dehidrataz

inhibe ettigi bulunmaustur { 16,

Bu ¢alismalar dofirullusunda enzim akiil
merkezinde rol oynayan aromatik amino-
asitler, sistein ve metivonin, DENA ile etki-

lestivilerek  bu ctkilegim ince 1abaka kromo-
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tografisi ile incelenmig ve DENA ile inkidbe
cdilen aminoasitlerin standarlanna kivasla
farkll pikler wverdifii saptanmustir. Biylece
DENA'nmn  aminoasitlere  baZlanabilecefi
hildirilmigtir (17). Aynca siklik yapida bir
nitrosamin olan nitrozomorfolininde aroma-
lik yvaprdaki aminoasitlerle ctkilestifii piiste-

rilmistir { 18).

L-serin ve DENA'M inkiibasyon sonucunda

amaciyla fark spektrumlan alinnustir. Bu
fark spektrumlann incelenmesi ile L-serin
aminoasiting ait olan pikie kayma oldugu
gidzlenmis bu da DENA'nin L-serin ile etki-
legebildigi likrini oraya grkammistir, DENA
mn L-gerinle etkilesmesi sonucunda mi yok-
54 lagiyicr sistemi inhibe etmesi ilc mi etki
gisterdifini saplamak amaciyla daha aynn-

ulr arastirmalara gercksinim oldufu digd-

baglamp  baglanmadifiun  incelenmesi niftmekiedir,
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