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ERITROSIT MEMBRAN PROTEINLERINE SERBEST
RADIKALLERIN ETKISi*

A. Erding YALIN', Serap YALIN?, Sule MENZILETOGLU YILDIZ', Sedefgiil YUZBASIOGLU',
Kivmet AKSOY'

EFFECTS OF FREE RADICALS ON ERYTHROCYTE MEMBRANE PROTEINS

Summary: The effects of oxidative damage on membrane proteins in a-thalassemia and Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase
(G6PD) enzyme deficient cases were investigated. Also the levels of Superoxidedismutase (SOD), and Malondialdehyde
(MDA} were estimated. For the scope of this study, 10 GOPD enzyme defficient (8< U/gHb) cases and 5 cases with a-
thalassemia were choosen. Ervithrocyte ghosis were prepared according to Dodge method and membrane proteins were
separated using 8.3 % SDS-PAGE. Gels were stained with Coomassie Brillant Blue, then fraction quantities determined by a
densitometer. 50D and MDA levels were measured according to Fridovich ve Ohkawa method. In 2 cases witl a-
thalassemia; along with Band 3 protein deficiency, MDA levels were found to be high. In the same way, in 6 GOPD deficient
cases, Band 3 protein deficiency and high MDA levels were determined. As a result of this stuly, although, no any meaningful
SOD level relationship among a-thalassemia and GG6PD deficient cases, a notable relationship between levels of Band 3
pratein and MDA were observed.

Key Words: Free radical, lipid peroxidation, antioxidant, MDA

Ozet: Oksidatif hasarin eritrosit membran proteinlerine etkisini incelenmek amaciyla a-talasemilt ve Glukoz-6-Fosfar
Dehidrogenaz (G6PD) enzim aktivitesi eksik olan olgularin membran proteinleri ile Superoksitdismutaz (SOD) ve
Malondialdehid (MDA) diizeyleri aragtrddmgtr. Caligma kapsamina G6PD enzim aktivitesi eksik (<8 Ulglib) 10 olgu ve a-
talasemi tamst komulmug 5 olgu almmigtir. Dodge yontemine gore evitrositien gost hazwlanarak % 8.3 'lik SDS-PAGE
yantemiyle membran proteinleri molekiler agirligina gire ayrigrdmiy, jeller Coomassie Brillant Blue ile boyamp
fraksivonlarin miktar: dansitometrede okunmugtur. Fridovich ve Ohkawa yintemlerine gore SOD ve MDA diizeyleri
caligdmgur. a-talasemili 2 olguda Band 3 protein eksikligi ile birlikie MDA degerleri yiksek bulunmug, aymi sekilde G6PD
enzim akiivitesi eksik alan 6 olguda Band 3 eksikligi ve MDA degeri yiksek bulunmugtur. Bu caligma sonuglaring gire a-
talasemi ve GOPD enzim dizeyi ile SOD arasinda direkt bir iligki bulunamanuy fakat Band 3 protein eksikligi ile MDA
arasnda iliski oldugu gazlenmigtir.

Anahtar Kelimeler:. Serbest radikal, lipid peroksidasyonu, antioksidan, MDA

GIRIS larindaki dengesizlik nedeni ile gok aktif yapili olan

Serbest radikaller dis orbitallerinde tek sayida or- serbest radikaller tiim hilcre bilesenleri ile etkilegebil-

taklasmanus elektron tasiyan, elektrik ylkld veya me Ozelligine sahiptirler(1). Aerobik metabolizmas

yiiksiiz olabilen atom veya molekiillerdir. Bu bilesik- olan memelilerde serbest radikaller baghca oksi-

ler organizmada normal metabolik yollarin igleyisi si- jenden tiiremektedir. Fakat organizmada oksijen tiire-

rasinda olustugu gibi, cesitli dis etkenlerin etkisiy- vi serbest radikaller diginda karbon ve kilkiirt mer-
lede olusmaktadir. Cok kisa yasam siireli, ancak vapi kezli radikaller de olugmaktadir(2).
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Oksijen canhilarin yagsamlanm sirdiirmeleri igin
mutlak gerekli bir elementtir. Hiicre iginde gesitli
tepkimelerden gegerek su haline dénlismektedir. Bu
sirada hilcre kendisi igin gerekli enerjiyi saflamakta-
dir. Fakat bu siiregte oksijenin %1-371 tam olarak su-
ya diniisemez, siiperoksit anvonu ve hidroksil radika-
li olusur. Serbest radikaller hilcrenin tiim fraksiyonla-
ninda olusabilme dzelligindedirler.

Serbest radikal reaksiyvonlan, normal metabolik
yollarin igleyislerinin dogal bir sonucudur. Oksidan
molekiiller, organizmada bashca glukozun oksidasyo-
nu olmak tizere tiim anabolik ve katabolik reaksiyon-
lar ve sonrasinda siirekli olusum halindedirler. Oksi-
dan molekiiller, zigot dneminden itibaren natal ve
postnatal dénemlerde organizmanin canhilifi devam
eutikge, dogal olarak normal bivolojik iglemler sira-
sinda olusmalan yaminda organizmaya girince hasta-
lik olusturabilecek veya yvabanct madde etkisini gis-
terecek durumlarda da az veya ¢ok bulunur. Organiz-
mada serbest radikaller endojen antioksidanlar adi
verilen molekiiller tarafindan siirekli etkisizlestirme
siireci igerisindedir. Bu olugum ve etkisizlestirme o-
laylan organizmalarda bir denge halindedir. Denge
bozulmadik¢a organizma bu bilesiklerden etkilenme-
mektedir, Buna karsibk savunma azalr veya bu
zararh bilegiklerin olusum hizi sistemin savunma gii-
clinli asarsa, bu denge bozulup serbest radikallere
bagh etkiler ortaya gikmaktadin(2-6).

Serbest radikallerin yol agtig hiicre hasan sonu-
cunda lipit peroksidasyonu olusmaktadir. Zar vapi-
sindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonuyla olu-
san peroksidasyvon olayi, serbest radikaller tarafindan
baslatlir ve lipid hidro peroksitlerinin aldehit (MDA}
ve diger karbonil bilesiklere dintismesivle sonugla-
mir. Membranlarda meydana gelen lipid peroksidas-
yonu membran organizasyonunu bozarak hiicrenin
yapisi bozulur, Peroksidasyon esnasinda olusan lipid
hidroperoksitleri membranin hidrofobik i¢ kismindan
yiizeye dogru gic etme egilimindedir. Bunun sonu-
cunda membramin yapisal diizeni bozulur ve fonksi-
yonu etkilenir(7).

Serbest radikaller ve lipid peroksidasyonu sonu-
cunda vilcutta olusan gesitli Girlinler; lipidlerin hari-
cinde karbonhidratlarin, proteinlerin ve DNAnin va-
pisim da etkileyerek proteinlerin denatiirasyonuna,
enzim inaktivasyonuna, DNA sarmal kinklarina ve
baz modifikasyonuna neden olur. Bu degisiklikler de
birgok patolojik olaylara zemin hazirlar(8).

Gukurova Bolgesi heterojen bir toplum olup bil-
gede kalusal kan hastabklanindan o-talasemi  ve
G6PD enzim eksikligi sikga gozlenmektedir. Bilgede
vapilan populasyon taramalan sonucunda ct-talasemi
insidansi % 3,3 ve G6PD enzim eksikligi de % 8.2
olarak saptanmistin(9).

Bu ¢alismada talasemili olgularda demir birikimi-
ne, GO6PD enzim aktivitesi eksik olan olgularda da
NADPH diizevlerindeki azalmaya baih olarak eritro-
sit membraninda gelisen oksidatif hasarin eritrosit
membran proteinlenine ve SOD ile MDA diizevlerine
etkisi arastinlmak istenmigtir,

MATERYAL VE METOD

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (GOPD) enzim akti-
vitesi eksik (<8 U/gHb) olan 10 olgu ve a-talasemi
tamsi konulmus 5 olgu ¢ahsma kapsamma alinmistr,
Olgularin G6PD enzim kinetigi ¢aligilmignr. Dodge
ydntemine gore eritrositten gost hazirlanarak % 8.3'-
liik SDS-PAGE yintemiyle membran proteinlen mo-
lekiiler agurhigina gbre aynstinlmugtir, Jeller Cooma-
ssic Brillant Blue ile boyamp vikandiktan sonra fra-
ksivonlarin miktan dansitometrede okunmus, Frido-
vich ve Ohkawa yiintemlerine gire Siiperoksit dis-
mutaz (SOD) ve Malondialdehit (MDA) diizeyleri
calisilmistir.

G6PD Aktivite Tayini

Eritrositler serum fizyolojik ile vikandiktan sonra
bir hacim eritrosit paketi, iki hacim %0.02 digitonin
ve iki hacim 20 pM NADP, 1| mM [B-merkaptoetanol
ve 1 mM EDTA igeren 5 mM pH 7.0 sodyum fosfat
(NaP) tamponu (tampon X) kullamlarak hemolizat
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hazirlanmigtir. Enzim aktivitesi 0.1 M MgCl; , 6 mM
G6P ve 2 mM NADP igeren 1 M Tris-HCI pH 8.0
tamponu i¢erisinde GSlglilmiistilr. Enzim  aktivitesi
37°C’de bir dakikada 340 nm'de olusan 1 pmol
NADPH olarak saptanmis, spesifik aktivite ise
Unite/gHb olarak verilmistir(10,11),

Enzimin DE-52 Seliiloz ile Saflastirilmas:

2x10 em gapindaki kolon DE-52 seliiloz jeli ile
doldurularak kolon pH's1 7.0 oluncaya kadar tampon
X ile yikanmigtir, Hemolizat kolona tathik edildikten
sonra kolona baglanmayan proteinler tampon X ile,
kolona baglanan proteinler ise 0.25M KCI igeren
tampon X ile yikanarak 3ml'lik fraksivonlar halinda
toplanmigtir. Kismi saflastirilmis enzim preparatinda
kinetik parametreler ¢alisilmustir (12-14).

Kinetik Calisma

20-200 uM  G6P ve 4-40 uM NADP kullamilarak
Lineweaver-Burk egrisi gizilerek Km G6P ve NADP
saptanmugtir, 6 mM 2d-G6P, 6 mM Gal-6P, 2 mM
NAD ve 2 mM dNADP kullamlarak analoglarin
yiizde kullanim tespit edilmistir (12),

Eritrosit Membran Proteinleri

Eritrosit membramim hazirlamak icin 5ml tam kan
kullanilmig ve tam kan Orneklerinin plazmasi MDA
dlgtiminde kullamlmistr. Eritrositler 310 mOsm'lik
fosfat tamponu (pH 7.4) ile wikanmis, yikanan
eritrositlerden 2 mL alip tizerine 28 mL 20 mOsm
fosfat tamponu eklenip ilig defa 11000 rpm'de 40
dakika santrifiij edilerek hipotonik lizis islemiyle
eritrosit membranlar hazirlanmigtir. 8 M {ire, %2 -
merkaptoetanol ve %2°lik sodyum dodesil sulfat
(SDS) kansimu kullamlarak membran proteinleri
giziiniir hale getirilmistic (15). Bu islemden sonra
membran proteinlert %8.371ik sodyum dodesil sulfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yiinte-
miyle molekiiler agirhiklarina gére aynistirnilmistir,
Jeller Coomassie Brillant Blue (9%0.5) ile bir gece
inkiibe edilip boyandiktan sonra boya artiklan asetik
asit-metanol-su (5:1:5) kansimivla temizlenmistir.
Spektrin, Ankyrin ve Band 3 proteinlerinin miktari

545 nm’de dansitometrede (Cliniscan 2) okunmustur
(16).

Antioksidan Sistem
MDA Olciimii

Plazma (100 pL) %8.1°Lk SDS, %20'lik asetik
asit. ve TO0.Rlik Tiyobarbitiirik asit ile muamele
edilip 95°C’de 30 dakika inkiibe edildikien sonra
sofutulup fizerine 5 mL n-Butanol/Piridin (15/1)
¢Ozeltisi eklenerek vorteksleme ile kanstunlmistir,
4000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildikten sonra
iistteki organik kisim alinarak spektrofotometrede
(Shimadzu UV-260) 532 nm dalga boyunda
absorbans okunmustur (17).

S0D Yintemi

0.5 mL eritrosit, su ile hemoliz edildikien sonra
0.01 mM fosfat tamponu (pH 7.0) ile lizat
hazirlanms, eritrosit lizatma (25 pl), Ksantin, 2.4
iyodofenil 3.4 nitrofenol S-feniltetrozolium  klorid
(INT) ve 3-sikloheksilamino 1-propan siilfonik asit
(CAPS) ve ksantin oksidaz igeren tampondan (850
ul) ilave edilerek, 30 saniye sonra 37°C°de, 505
nm'de havaya karsi baslangig absorbansi (A}, 3 da-
kika sonra ikinci absorbans (Az) spektrofotometrede
(Shimadzu) okunmustur,

Cahsma kérll (25 pul 10 mM fosfat tamponu)
S0D igermediBi igin inhibisyona ugramamis tepki-
me olarak kabul edilip %100 olarak alinmistir, Tiim
standartlann (850 puL substrat kansim + 125 pL k-
santin  oksidaz) % inhibisvon degeri karleriyle
oranlanarak enzim aktivitesi hesaplanmistir (18).

BULGULAR

o-talasemi tamsi konulan olgularin  eritrosit
membran proteinlerinden Band 3 eksikligi 2 olguda
(EY, FS) gzlenmistir (Tablo 1). Ayrica ce-talasemili
olgularin 50D ve MDA diizeyleri @lgiildiigiinde 3
olguda (MS, EY, FS) SOD ve 2 olguda MDA
degerleri (EY, FS) yiiksek bulunmustur (Tablo 2).
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Table 1. c-talasemili olgularm eritrosit membran proteinleri

Olgu Spektrin Ankyrin Band 3
(%) (%) (%)
M.5. 19 5 23
EY: 21 7 18l
F.5. 21 4 164
E.K. 22 4 20
E.U. 23 4 22
Normal simr 2143 S+l 2112
Tablo 2. c-talasemili olgularm antioksidan sistem diizeyleri
Mgu S0D MDA
{U/gHhb) {nmol/L})
M.S. 1612 T 2.8
E.Y, 1415 T 39T
FS. 1943 T 377
E.K. 1202 094
E.U. 1052 1.5
MNarmal sir 1030+188 2,240.7

G6PD enzim aktivitesi eksik olan olgularin enzim
kinetigi ¢ahsmasinda KmG6P ve NADP degeri 7
olguda vyitksek, NAD kullamm: tim olgularda
yiiksek, dANADP kullammu 6 olguda yiksek, galaktoz
kullanimi ise 7 olguda yiiksek bulunmustur (Tablo 3).
O olgulann eritrosit membran protein sonuglan Tablo
4'de wverilmistir. Tabloda gizlendigi gibi 3 olguda
Spektrin eksikligi, 1 olguda Ankyrin eksikligi ve 6
olguda da Band 3 eksikligi bulunmustur. Tablo 5°de
gizlendigi gibi SOD enzim diizeyi 1 olguda yiiksek,
MDA degeri ise 6 olguda yiiksek bulunmustur.

TARTISMA

Aerobik organizmalarda molekiiler oksijenin var-
hg1 ve bunun elektron alma egiliminden dolayi, reak-
tif’ oksijen tiirleri hiicrelerde stirekli dolagmaktadir.
Yasam siireleri gok kisa olmasina ragmen reaktif ok-
sijen tiirleri protein, lipid ve niikleik asit gibi tnemli
hiicresel bilesenlerle reaksiyona girebilme Gzelligin-
dedir. Reaktif oksijen tiirlerinin yaslanmayla wve
ayrica bir gok hastahikla iliskili oldufu saptanmgtir
(19-21).

Organizmada reaktif oksijen tiirlerinin hasar olug-
turucu etkilerine kars: antioksidan savunma sistemleri

gelismigtir. Normal kosullarda bu toksik tiirlerin ha-
sar olusturucu etkileri antioksidanlarla simirlanmakta-
dir, bitylece oksidatif hasara baglh olarak ortaya ¢ikan
doku hasan en aza indirilmektedir. Esasinda serbest
radikal molekiilleri, belirli diizeyde kaldiklan siirece
organizmanin yabanci maddeler ve infeksiytz ajanla-
ra kars: savunmasinda dnemli molekiillerdir. Ancak
serbest radikaller belirli dilzeyin {izerinde olusur ve
antioksidanlar vetersiz kalirsa stz konusu serbest ra-
dikaller hiicrenin yapi elemanlan olan protein, lipid,
karbonhidrat, niikleik asitler ve enzimleri bozarak
zararh etkilere yol acarlar (22}

Eritrositler stirekli hiicre igi ve hiicre digi serbest
radikallere maruz kalmaktadir. Cilinkii membranlar
poliansatiire yag asidlerinden zengindir. Aynica sil-
rekli olarak yiiksek konsantrasyonda oksijene maruz
kalirlar ve giiglil gegis metallerine sahiptirler. Bunun
yaninda eritrosit igerisinde siirekli olarak oksihemog-
lobinin methemoglobine déniismesi siiperoksit an-
yonlarimin olusmasina neden olmaktadir (23). Entro-
sitlerin disinda graniilositler, makrofajlar ve metabo-
lik olarak aktif hiicreler hidrojen peroksit ve siiperok-
sit anyonu iiretirler. Bu iriinler ekstraselliiler alana
diffiize olabilirler ve muhtemelen entrositlerle etkile-
sitler. Eritrositlerde lipid peroksidasyonunun artma-
sinin bir diger nedeni serbest radikaller artarken
antioksidanlarda goriilen azalmadir.

Hemoglobin lipid peroksidasyonunu uyarabilir.
Peroksitlere fazla maruz kalma lipid peroksidasyonu-
na ve OH" olusumuna neden olabilen demir iyonla-
rinin salimmina dnciiliik edebilir. Ancak normal erit-
rosit, oksidatif hasara karsi oldukg¢a direnglidir.
Ciinkii etkin bir koruma mekanizmasi vardir. Hilere-
nin i¢ kismu katalaz, stiperoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz ve glutatyon reditkiaz bakimindan zengin
ve ayrica oksidatif olarak modifiye proteinleri hidro-
liz edebilen bir proteolitik sisteme sahiptir (23).

Reaktif oksijen tiirleri ve bunun sonucu olugan
lipid peroksidasyon firlinleri bir ok hastaligin pato-
genezinde onemli rol oynamaktadir. Lipid peroksi-
dasyonu bazi metal selatdrlerini de igine alan bir ¢ok
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toksik ajanla iligkili olup hastaliklara temel hazirla-
maktadir. Talasemi majtir, GOPD enzim eksikligi ve
otoimmmiin hemolitik anemi gibi gesitli hemolitik
anemilerde eritrositlerin otooksidasyonuna yatkinhg
artmaktadir. Aynca eritrosit yaglanmasinda lipid
peroksidasyonunun artuf rapor edilmigtir (24).

Tabla 3. GGPD enziminin kinetik verilert

Talasemili hastalarin ve demir eksikligi olan bi-
reylerin eritrositlerinde hemoglobin miktarinin azal-
dif bilinmektedir. Bu durum talasemililerde hidrojen
peroksit ile inkilbasyon sonucu globin oligomerlerin-
in olusmasi ve peroksidasyon sonucu girillen oksida-
tif hasarlar nedeniyle ana  entrosit  membran
proteinlerinde bozulmaya neden olur. Demirin
fazla miktarda bulunmasi endojen serbest oksi-

Olgu | G6PD Km (M) Analog (%) jen radikallerinin olusmasina dolayisiyla eritro-
(Ughb) | G6P _NADP | NAD dNADP Galakios sitlerde oksidatif hasara neden oldugu diisiiniil-
AS 0 74T |2 447 98T | 247 ; iy G
SA 33 567 o7 <11 =T &7 rrlekled‘lr,l Aynica demir |}r-:.mlar|n}n lipidi km._av
GE 30 7T 1sT 377 e 4l lize ettifi ve fenton rcakswn_n_u ile de !]fl!t{tln
5D, 12 25T 5T 77 50 55T peroksidasyonuna katildigi bilinmektedir. Ok-
HE 6.0 69 3 o 65T 35T sidatif hasar sonucu eritrosit membramindaki
EY. 5.5 1s6T | 12T | 67 200 | 75T hasarlar membran yapisinda yer alan lipidlerin
ER. £ 6l 26T | 61T 20T 9 peroksidasyonu nedeniyle de ortaya gikabilir
ET. 4.6 1507 | 377 | 5T 3l 747 (25.26). Lipid peroksidasyonundaki bozukluk
M.K. L5 1007 | 10T | oT 70T 19T membran yapisini, dolayisiyla membran prote-
T.A. 1.9 60 3 [ 57 8 inlerimi etkiler. Lipid peroksidasyonun sekon-
Normal | >8 50-70 | 24 | >I 55-60 | 7-15 der lirlinii olan malondialdehitin (MDA) 8lgi-
Lt miiyle bunun miktan saptanabilir (27). Bu ga-

Tablo 4. G6PD enzim aktivitesi eksik olgularin eritrosit membran  hiymada, o-talasemili 2 olguda SOD (EY, F5)

proteinleri enzim aktivitesinin ve MDA diizeyinin artug
Olgu Spektrin (%) | Ankyrin (%) Band 3 (%) ve eritrosit membran proteinlerinden  Band
AS 2 7 17+ 3'tin eksik oldugu gézlenmigtir (Tablo1,2). Ay-
SA 18 5 174 ni sekilde G6PD enzim eksikligi olan 6 olguda
SGI;E ;I: : i:}.l- MDA diizeyinin yiiksek ve Band 3 proteininin
HK. 51 < T eksik oldugu fakat SOD enziminde bunlara
EY. 20 5 2 paralel olarak aruig veya dilgiis gozlenmemistir.
ER. 25 ! 17 (Tablo 4,5).
ET. 2 4 184 Sitoplazmik bir enzim olan G6PD pentoz
M.K. 154 2l 184 fosfat yolunun ilk basamaginda NADP ye hid-
A 164 2 28 rojen transter edilmesinden sorumludur. Bu ba-
Hicomal sy Sl S 1% sumakta tretilen NADPH hiicrelerde rediikie

Talasemideki genetik defekte bagh olarak hemog-
lobin yapimima katilmayan alfa ve beta globin zincir-
leri eritrosit iginde birikir. Biriken globin zincirlerinin
oksidasyonundan sonra Heinz body cisimeikleri mey-
dana gelir. Bunlar hiicre igerisinde presipite olarak
membran proteinlerine baglamir ve normal eritrositin
yap1 ve fonksiyvonu bozarlar.

glutatyonun olusmasinda ve birgok biyosentetik reak-
siyonlarda gerekli bir kofakiirdiir. Rediikte glutatyon
hiicredeki oksidauf metabolitlerin bir temizleyicisi
gibi davramir ve glutatyon peroksidaz enziminin yar-
dimiyla hidrojen peroksidi suya dénigtirir. G6PD
aktivitesinin azalmasi hilcre iginde olusan serbest ra-
dikallerin  ve peroksitlenn  detoksifikasyonu 1gin
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gerekli olan NADPH olusumunu bozar sonugta hilc-
rede antioksidan sistem dilzevinde azahg ve membran
vapisinda bozukluk ortava ¢ikar (28,29). Fakat bu
caligmada G6PD aktivitesi cksik ve kinetik yapilan
normalden farkh olan olgularda uyumlu olarak SOD
artigt veya diisiisii gézlenmemistir (Tablo 3-3). G6PD
enzimi eksik olgularin 3 tinde Spektrin, 1 inde Anky-
rin ve 6 sinda Band 3 eksikligi saptanmig ancak Band
3 eksikligi olan 6 olguda MDA degerlerinin artmig
oldugu gézlenmistir.

Tablo 5. GO6PD enzim aktivitesi eksik olgularin antioksidan
sistem diizevieri

Olgu SOD MDA
(UrgHb) (nmol/L)
AS. 830l 337
S.A. 865 55T
GE 840l ol
s.D. 890 397
H.E. 833l 0l
EY. 1130 2.7
ER. 950 T
ET. 13557 84T
M.K. 818l 12,67
T.A. 1130 29
Mormal sinr 1030188 2.240.7

Lipid peroksidasyonunun iiriinii olan MDA min
vitksek oldufiu c-talasemili ve GO6PD enzimi eksik
biitlin olgularda Band 3 protein eksikligi saptanm
ve sonug olarak da lipid peroksidasyonunun memb-
ran proteinlerinden en fazla Band 3 proteinini etkile-
difii gzlenmistir..,
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