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L. GIRIS VE AMAC

Plazma zari hiicre yasami ig¢in en o6nemli organeldir.
Hiicreler plazma zari =sayesinde diizenli dis g¢evreye agik
kontrollii bir termodinamik sistem olustururlar. Plazma =zar:
hiicreyi koruyan pasif bir engel degil, ozgiil bir filtredir.
Hiicresel atiklarin, iyonlarin ve besin maddelerinin giris ¢i-

kislari bu organel sayesinde denetlenir.

Calismamizda hiicre zarinin en Onemli fonksiyonu olan
transport mekanizmasini incelemeyi amagladik. Bu nedenle de
gerek sayilari yilkksek gerekse izolasyonlari nispeten kolay
clan periferik lenfositleri seg¢tik, bu hiicrelerde in vivo
sartlara en yakin bir ortamda seker ve amino asit transport

hiz ve mekanizmasini incelemeyi amag¢ladik.

Literatiirde bugiine kadar konuyla ilgili yapilan tiim
¢alismalarin incelenmesinde ortaya ¢ikan &Snemli bir bulgu da
bu ¢aligsmalarin siirekli olarak mitojenlerle uyarilmis lenfo-
sit kiiltiirlerinde gergeklestirilmis oldugudur. Blastik trans-
formasyona ugrayan bu hiicrelerde gerek hiicre =zarinda gerek
hiicre metabolizmasinda Onemli degisiklikler meydana gelmekte-
dir. Bundan dolayi bu kiiltiirlerin normal periferik lenfosit-
leri temsil edemeyecegi diisiincesi ile bu ¢alismayi duragan

lenfosit hiicrelerinde yapmayi amag¢ladik.

Transport hiz ve kinetiklerinin incelenmesi siiresinde

giivenilir, basit ve laboratuvarimiz sartlarinda kolay uygula-



nabilir bir yO6ntem kurmayi da amagladik. Radyoaktif analoglar
aracili1gi ile ve basit bir santrifugasyon ydntemi ile gergek-—
lestirilen transport deney sistemi birgok degisik hiicre ti-
pinde transporta etki eden pekcok degisik faktdriin incelenme-
sine olanak verecek, kullanilabilirligi yiiksek bDir sistem

olarak bu tezde sunulmustur.



II. GENEL BILGILER

IT1.1. LENFOSITLER

Lenfositler graniilosit ve agraniilosit olarak siniflan-
dirilan akyuvarlarin agraniilosit grubundadir. Gaplari 6-8 yum
olan kiiresel lenfositlere kiiciik lenfositler demir ve kandaki
lenfositlerin % 90'indan fazlasini olustururlar. Bu hiicrele-
rin yogum bir kromatinden olusan girintili ¢ikintili g¢ekir-
dekleri vardir ve koyu bir sekilde boyanirlar. Nilkleoluslari
ise ancak elektron mikroskobu veya ©5zel boya teknikleri ile

g6zlenebilir.

Lenfosit sitoplazmasi g¢ekirde3i ince bir yay gibi sa-
rar ve hafif bazofiliktir. Bol miktarda serbest ribozom ve
poliribozom tasimasina ragmen diger organeller ydniinden fa-
kirdir(1l).

Kan dolasiminda az miktarda orta ve biiyiik lenfositler
de vardir. Biiyiix lenfositler sitoplazma miktari ve poliribo-
zomlarinin fazlaliklari, kromatin kiimelerinin azligi, mito-
kondri sayilarinin fazlaligi, daha biiyiik Golgi cisimcikleri
ile  kiigiik lenfositlerden ayrilirlar. Lenfositler biiyiikliik
farkliliklari disinda elektroforetik mobilite, yiizey yapila-
r1, mitojenlere cevaplari yoniinden incelendiginde heterojen
bir grup olustururlar. Bazi leanfositler birkag giin yasarlar-

ken bazilari dolasimda yillarca kalabilirler.



S6zii edilen bu farkliliklar immunolojik fonksiyonlarin
da farkli oldugu diisiincesini uyandirir. Fonksiyon farklilik-
larini arastirmada bazi hiicre yiizeyi markerlari bulunmustur.
Bu yo6ntemle lenfositler T, B ve Null olmak iizere {i¢ ana gru-
ba ayrilirlar. T lenfositleri yiizeylerinde koyun eritrositle-
rine karsi reseptdr ve bir takim yilizey antijeni bulundurur-
lar. B lenfositleri yiizeylerinde yiizey immunoglobulinleri,
kompleman reseptdrleri, Fc reseptérleri, 5' niikleotidaz ve
bazi Ozel eritrosit reseptdrleri bulundururlar. Null lenfo-
sitleri ise hem T hem B hiicrelerinin bazi ézelliklerini yii-
zeylerinde tasidiklarindan bu ydntemlerle siniflandirilamaz-
lar. Ancak T ve B olmayan lenfositleri Null lenfosit olarak

belirtmek alisilagelmis pratik bir y&ntemdir(2).

B lenfositleri kemik iligindeki ana kok hiicrelerden
(stem cell) kaynaklanirlar. Timus ve Bursa of Fabricius'un
insandaki karsiligi olan lenfoid dokularda olgunlasarak immu-

noglobulin iireten plazma hiicreleri haline gelirler.

Ayni kaynaktan dogan ve timusta ©&zel degisikliklere
ugrayarak hiicresel bagisiklikta rol oynamak i{izere hazirlanan
lenfositlere de T lenfositleri denir. Lenfositlerin g¢o3unu

bir grup olusturur.

Bir B lenfositi uygun antijenle aktive olur ve birgok
kere boliinerek sonunda antikor olusturan plazma hiicresi hali-
ne gelir. Bu farklilasma =zarda bulunan ve 160.000 Dalton
agirliginda olan immunoglobulin yapisinda bir reseptdr tara-
findan yonlendirilir(2,3). B 1lenfositlerinden ayni =zamanda
hatirlama mekanizmasini olusturan memory hiicreleri de iireti-
lir. Bunlar daha dnceden uygun antijenle karsilasmis olmasina
ragmen plazma hiicresine ddniismemis lenfositlerdir. Bu hiicre-
ler ayni antijenle tekrar karsilastiklariunda mitozla boliniip

antikor sentez eden plazma hiicreleri haline gelirler.



T lenfositleri hiicresel reaksiyonlarda rol oynarlar;
bunlar baskilayici (siipressor) ve yardimci (helper) olmak
iizere iki alt sinifa ayrilairlar., T hiicrelerinden de memory

hiicreleri iiretilebilir.

IT.2. PLAZMA ZAR YAPISI

Plazma zari biyolojik homeostasis yaratan bir organel-
dir(4). Hiicre zari hiicre ig¢inin ¢evresinden farkli olmasini
saglar. Enerjiye bagimli olsun ya da olmasin transport olay-
lari da yasayan sistemlerin kimyasal homeostasisi ig¢in vazge-

¢ilmez unsurlaradzir.

Hiicreler arasi haberlesmeyi ve uyumu saglayan plazma
zarl 4-5 nm kalinligindaki lipid ¢ift tabakasi ve ig¢ine gomii—
li proteinlerden olusmustur. Fosfolipid ¢ift tabakasi zarin
ana yapisinl olusturur ve zar proteinleri di¢in bir ¢dziici
durumundadir. Lipidler plazma =zari agirliginin % 50'sini
olugsturur, bir hayvan hiicresinin 1 mm2 lipid ¢ift tabakasinda
108 lipid molekiilii bulunur. En gok fosfolipidler olmak iizere
kolesterol ve glikolipidler zarda bulunan {i¢ ana lipid tipi-

dir.

Sulu ortamda fosfolipidler ve glikolipidler hidrofobik
kisimlari ige bakacak gekilde kendiliklerinden ¢ift tabaka
olustururlar. Bu 6zellik zarlarin kendilerini kolay tamir et-

melerini saglar.

Elekron spin rezonafis g¢alismalari lipid molekiillerinin
kendi tabakalarinda saniyede 107 kere yer degistirirken karsa
tabakayla iki haftada bir gibi ¢ok nadir yer degigtirdigini
"flip flop" gdstermistir(5).

Singer ve Nicholson'un "sivi mozaik modeli" diye ad-

landirdiklari zar modelinde zar proteinleri ¢ift tabakasinda



hidrofobik interaksiyonlarla tutulur. Zar akiskanligina hid-
rokarbon zincirlerinin uzunluklari ¢ift baglar ve kolesterol
tesir eder. Kolesterol akiskanligi regule etmekten baska zara

mekanik stabilite verir{(5).

Degisik hiicrelerde oranlari depismekle beraber fosfo-
lipidler: fosfatidil kolin, fosfatidil ethanolamin, fosfati-
dil serin, sfingomiyelin ve fosfadidil inozitoldur. Fosfati-

dil serin net negatif yik tasar.

Lipid ¢ift tabakasinin asimetrik oldugu yapilan galis-
malarla gdzlenmistir. Ornegin insan eritrositlerinde sfingo-
miyelin ve fosfatidil kolin (kolin tasiyan lipidler) dis ta-
bakada bulunur. Negatif yiikli fosfatidil serin ig¢ yiizeyde yer

alir. Iki tabaka arasinda bariz bir yiik farki gbéze garpar.

En biiyiik asimetri glikolipidlerde gdriliir, glikoli-
pidler sadece dis tabakada bulunurlar ve hiicreler arasi ha-

berlesmede rol aldiklara diisiiniilmektedir(5).

Galaktoserebrosid en basit, gangliosidler de en komp-
leks glikolipidlerdir. Gangliosidler birden fazla sialik asit
(N-asetil ndraminik asit- = NANA) artiklari tasirlar ve net
negatif yﬁklﬁdﬁrlér; Lipid agirliginin %Z 6'sini olustururlar.
Fonksiyonlari tam olarak bilinmemekle birlikte gangliosid GMl
in kolera ve tetanoz gibi bakteri eksotoksinleri ig¢in resep-

tor gbrevi yaptiklari sanilmakatdar.

Biyolojik zarlarin temel yapisini lipid ¢ift tabakasi
olustururken fonksiyonlarini yiiriiten en nemli unsur protein-
lerdir. Ortalama agirliginin % 50'sini proteinler olusturur.
Bu oran mitokondri i§ zarinda % 75'e kadar gikar. Lipid mdle-
kiilleri gibi amfipatik olan proteinler hidrofobik kisimlarz
ile 1lipid ¢ift tabakasi igine baglanirlar, hidrofilik kisim-

lar zar disinda kalir.



Zar proteinleri yerlesim tiplerine bagli olmak {izere
gevregel, integral, transmembran gibi siniflandirilmalara ti-
bidirler. Bu protéinlerin solubilizasyonu yiksek iyon sgidde-
ti, iyonik ve noniyonik deterjanlar gibi yontemlerle miimkiin~
dir(6).

IT.3. LENFOSIT ZARI

Lenfosit zarinin 1 ym boyunda karakteristik mikropapi-
ler uzantilari oldugu ultrastriiktiirel galigsmalarda gdrilmis-
tiir. PHA ile stimulasyonda bu tip hiicreler c¢ogalmig ve iize-

rindeki uzantilar artmistir(7,8).

1973'de Polliack scanning elektron mikroskopu ile ti-
mositlerin wuzantilarinin olmadigi fakat B hiicrelerinin uzun
ve ¢ok gayida zar mikrovillisine sahip oldugunu gostermis-
tir(9).

1972"'de Scott ve Marchesi "freeze fracture" teknigi
ile lenfositlerin plazma zarinda makromolekiillerin seyrek ol-
dugunu, diger g¢esitli arastirmacilarda ve immunglobulin ve
" histokompatibilite antijenlerinin seyrek ve kiigiik kiimeler ha-
linde oludgunu gdstermislerdir. Yiizey immunoglobulinler anti
immunoglobulin. antikorlari ile ¢ok hizli yer degisimine ug-
rarlar(10).

Gliserol de zar proteinlerinin dagilimini etkiler ve
onlari kiimelestirir. Zar immunoglobulinlerinn ve histokompa-
tibilite antijenlerinin dagilim degisikligi ya antijen anti-
kor kompleksin endositozu ile ya da bu kompleksin hiicre yilize-

yinden ayrilmasi ile sonug¢lanar(l1l,12).

Birgcok arastirmalar lenfosit plazma zarinin g¢ok akis-
kan oludgunu ve komponentlerininm devamli degistigini g&ster-

mislerdir. Hiicre yiizeyindeki olaylar hiicrenin metabolizmasina



da etkilemektedir.

Sican timusundan ve dalagindan elde edilen plazma zar-
lari poliakrilamid elektroforez sonucu molekiil agirliklari
10.000-300.000 D arasinda en az 25 bant gbsterirler.

Zar lipidleri en ¢ok fosfolipidler ve kolesteroldur.
Fosfolipid: Protein agirlik orani 0.5, kolesterol: fosfolipid
molar orani 0.6-1.0"'dir. Diger memeli hiicrelerine gdre koles-

terol oraninin oldukga yiksek oldugu gdriilmektedir.

Bu veri diger hiicre i¢i membranlardan ayirdetmede kul-

lanilabilecek bir kriterdir.

Glikosfingolipid ve glikoprotein formunda olan karbon-
hidratlar hiicre zari agirliginin % 3-5 olusturur. Karbonhid-
rat tagsiyan komponentler lenfositlerin antijen ve mitojenler-
le iliskilerinde Onem kazanir, antijenik ve reseptdr bslgele-—

rini meydana getirir(1l3).

Insan lenfosit zarinda bulunan enzimler: 5' niikleoti-
daz, Na-K ATPaz, adenilsiklaz, fosfodiesteraz, asit B glise-
rofosfataz, glukoz 6 fosfataz, asit nitrofenil fosfataz, suk-
sinik dehidrogenazdir. Diser memeli lenfosit zarlarinda ise
alkalin p-nitrofenil fosfataz, NADH oksidorediiktaz, izolesitin

asit transferaz, laktat dehidrogenaz ve Mg++ ATPaz'dir(14).

I1.4. PLAZMA ZARINDA TRANSPORT

Molekiillerin biyolojik sistemlerde bir yerden bir yere

tasinma olayina transport olaylari denir.

Lipid ¢ift tabakasi hidrofobik i¢ yapisindan dolayi
bir¢ok polar molekiiliin girip ¢ikmasini engelleyerek hiicre

icinde ¢oziinebilir molekiillerin hiicreden kag¢masini dnler. An-



cak hiicrelerin beslenmeleri ig¢in almalari gareken kimyasal
maddeler vardir. Bu nedenle gerekli polar molekiillerin ge¢i-

rilmesi dig¢in hiicre zarlari birtakim asamalardan gegmisgtir,

Proteini olmayan lipid ¢ift tabakasi iyonlara gegirgen
degildir, ama suyu rahatga gegirir. Bir molekil ne kadar kii-
ciikse ve hidrofobik ise lipid ¢ift tabakasindan geg¢mesi o ka-
dar kolaydir. Ornek olarak 02, N,, benzeni verebiliriz. Polar
olup . da yiiksiiz kiigiik molekiillere de hiicre zari gegirgendir;
H20, ire, gliserol ve CO2 gibi. Ne kadar kiigiik olursa olsun
iyonlara gegirgen degildir. Iyonlarin yiikleri ve etraflarin-
daki su kilifi ¢ift tabakanin hidrokarbon fazindan geg¢meleri-
ni dnler(15).

Transport olaylarini su sekilde siniflandirabiliriz:

I. Difiizyon

IT. Aracili Transport

A. Kolaylastirilmis pasif transport
B. Aktif transport \

IITI. Reseptdr araz1lig1i ile endositoz
IV. Osmos
V. Elektrodiffiizyon

I. DIFlizyoN

Molekiil ve atomlarin vyilksek konsantrasyondan diisiik
konsantrasyona hareket etmelerine denir. Difiizyon olay:i atom
ve molekiillerin termik hareketleri ile olur, dinamik denge
her iki tarafta konsantrasyon esit olunca saglanir., Diffiiz-

yonda kanal proteinleri rol oynar.

ITI. ARACILI TRANSOPRT

Hiicre zari iyonlar, sekerler, amino asitler ve niikleo-

tidler gibi polar molekiilleri de birtakim 6zgiil tasiyici pro-
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teinler wvasitasiyla igeri alirlar. Bazi tasiyici proteinler
tek bir substrat tasir (uniport), bazilari ayni anda birden
¢ok tasir (simport), bazilari ise ters ydnde tasir (anti-
port).

A. KOLAYLASTIRILMIS PASIF TRANSPORT

Eger soliit net yiilk tasiyorsa hem konsantrasyon gradya-
ni hem =zar potansiyeli tasinimi etkiler. Toplam gradyana
elektrokimyasal gradyan denir. Kolaylastirilmis pasif diffiiz-
yonda "tasiyici proteinler" rol oynar. Enerji metabolizmasi
ile bir ilgisi yoktur. Ornegin monosakkaritler genellikle

kolaylastirilmis transport ile tasinir.

B. AXKTIF TRANSPORT

Tasinaim soliitiin elektrokimyasal gradyanina karsi yokus
yukaridir, tasiyicl proteinler birer pompa gdrevi yapar ve
metabolik enerji kaynagina bagimlidirlar. Bu genellikle tasi-
yici proteinin ATP'yi hidrolize etmesi veya Na™ veya gt iyon—

larinin ayni anda yokus asagi tasinmasi ile elde edilir.

Tasiyici proteinler sanki zara bagli enzimler gibi ha-
reket ederler. Tasiyici proteinlerin substratlari ig¢in karak-
teristik bir Km degerleri vardir. Km transport maksimal hizi-
nin yarisinma kargsi gelen substrat konsantrasyonudur. Tasiyi-
ciya baglanam substrat kompetitif veya nonkompetitif olarak

engellenebilir.

Nat-x* pompas1i ve kKt sizdiran proteini zar potansiyeli
yaratan ve devamini saflayan onemli iki transport proteini-
dir. Na™-8* ATPaz hicre i¢i soliit komnsantrasyonunu kontrol

ederek hiicre hacmini de kontrol etmis olur.

Asagida basitlestirilmis semasi gériilen Na-K pompasi-

nin isleyisi gdyledir.
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Hiicre Disgsi Membran Sitoplazma
K.E > K.E ~+ kt
+ 4 ¥
K E E ATP
4 ¥
NaE EAP
4 ¥ Na*
Pi Na.E~nP Na.E~P

Hiicre =zari igindeki tasiyici (E) ATP ile fosforile
olunca K tercih eden konformasyondan Na® tercih eden konfor-
masyona gecer. Hiicre digindaki k* &n baglanmasi fosfoprotein
fosfataz sayesinde EVP'in hidrolizinden sonra olur. Fosforun
kompleksten ayrilmasi onu tekrar K tercih eden E konformas-
yonuna gegirir. Na+—K+ pompasina ATP'den Pi kopardigi igin
Na+--K+ ATPaz denir. Pompadaki bu degisikliikler sonucu igeri

alinan her iki k"t i¢in 3 Na© iyonu disarai atailar(1l5).

Alaninin barsak epitel hiicrelerindeki transportunda
oldugu gibi aktif transportun Na®t gradyanina bagli olup ATP
ye direkt olarak bagli olmamasi duruma "sekonder aktif trans-

port" denir.

Okaryotik hiicrelerde sitozolik Ca+2 konsantrasyonu
3 M'air. Bu

gradyanl saptayan ﬁnﬁehlde(bfz pompalayan ATPaz'dair.

1077 M iken hiicre disi Ca™? konsantrasyonu 10~

Araciligi transportunun Szelliklerini Gzetlersek:

1- Ayni molekiil agirligindaki ve 1lipid ¢Oziinlirliigiinde~
ki molekiiller basit diffiizyona gdre daha hizli ta-

sinirlar,

2—- Transport hizi doyuma ulasir: Tasinan maddenin kon-
santrasyonu arttik¢a artik transport hizinin artma-

digi bir noktaya varilar,

3- Tasiyici veya kanal kimyasal bir spesifisiteye sa-

hiptir, ama bu enzimlerden daha genis bir spesifi-
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sitedir. Belli bir miktar stereospesifisite de var-
dir. Ornegin eritrositler D-glukozu tasir ama L

glukozu tasimaz,

4— Yapica benzer bilesikler tasiyici proteinde baglan-

ma yerine baglanmak ig¢in rekabete girerler,

5- Transport tagiyiciya baglanan bir bilegsikle inhibe
edilebilir. Ornegin floretin yapica sekere benzeme-

digi halde gseker transportunu inhibe eder.

Hidrofobik molekiil olan iyonoforlar lipid ¢ift tabaka-
sinda ¢odziinerek ¢ift tabakanin iyon gegirgenligini arttirir-
lar. Birgogu mikroorganizmalar tarafindan biyolojik olarak
kullanilir. Mobil iyon tasiyicilari ve kanal meydana getiren-

ler diye ikiye ayrilarlar.

IT1.5. HAYVAN HUCRELERINDE AMINO ASIT TRANSPORTU

Memeli hiicrelerinde amino asitlerin transportu degisgik
arastirmacilar tarafindan yapilmis ¢ok degisik ydntemlerin
kullanildig: deneylerle siniflandirilmaya calisilmistir,
1965-1975 yililarinda yogunluk kazanmis bu ¢aismalar(17,18,19,

20,21,22) sonucunda ii¢ ana sinif ortaya konmustur. Bunlar:

I. Zwitteriyonik amino asit transportu
IT. Anyonik amino asit transportu

III. Katyonik amino asit transportu(23)

Zwitteriyonik amino asitlerin transportu sodyum bajgim-
11 ve sodyumdan bagimsiz olmak ilizere iki alt grupta toplanir.
Na bagimli zwitteriyonik amino asitlerin transportu degisik
doku ve hiicre kiiltiiri hiicrelerinde yapilan deneyler sonucunda
birka¢ alt sisteme daha ayrilmistir. Bunlar; kisa polar veya
lineer yan zincirli ndtral amino asitleri tasiyan A sistenmi,
glisin ve sarkozine &zgi Gly sistemi, glutamin, histidin as-

parajin tagsiyan N sistemi, Alanin serin sistein tasiyan ASC

.
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sistemidir(19,24).

Bu sistemlerin transport mekanizmasini karakterize et-
mek iizere sentetik amino asit tiirevleri kullanilmistir(25,

26). 2 metil amino izobutirik asit A sistemini karakterize
eder(27).

Nat'dan bagimsiz sistemler ise L sistemi, fenil ala-
nin, 16sin ve benzeri amino asitleri tasir. T sistemi benzen
halkasi bulunduran tabii amino asitlere §zgiildiir. asc sistemi
Na® bagimli sistemin tasidigi substratlara 6zgiildiir ancak Na+
gradyanina bagimli degildir(28). Sodyuma bagimli ASC sistemi
le Na+dan bagimsiz asc sistemlerinin benzerliklerini sdyle

Szetleyebiliriz(29):

a) Treonin, serin, alanin ve sisteini tasirlar,

b) Bu substratlar her iki sistemde de birbirlerini in-

hibe etmezler,

c) Ayni noktada olmasa da pH diisiiriilmesi ile aktivite-

leri azalir.
Farkliliklari ise:

a) asc'nin opt. pH

it

ASC'nin opt. pH

b) ASC'nin tersine asc lizin, ornitin ve 2,4 diamino

butirat gibi dibazik amino asitleri tasimaz,

c) ASC'nin hidroksiprolin afinitesi fazladir, asc pro-

lini hi¢ tasimaz,

d) pH 7-5 arasinda ASC treonin tasir(1l5).

Bazi arastirmacilarain iddia ettigi gibi asc sistemi
. . . . . +
ASC sisteminin eritrositlerin olgunlasmasi sirasinda Na' ba-

gimliligini kaybederek meydana gelmis olabileceginin aksine
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Christensen asc'nin kendi basina bir sistem oldugu Oriisiinde-
g

dir.

ANYONIK AMINO ASITLERIN TRANSPORTU

Sodyuma bagimli sistemler X , Natdan bagimsiz olanlar
x diye adlandirilirlar. Aspartat ve onunla ayn1 uzunlukta
olan anyonik analoglari tasiyan sistemler X,, XX’ glutamata
6zgli olanlar XG, Xn, De aspartata ne de glutamata karsi fazla

segiciligi olan sodyuma bafimil sistem ise XAG olarak adlan-

dirilarlar.

KATYONIK AMINO ASITLERIN TRANSPORTU

Katyonik amino asitlerin transportu y+ sistemi olarak
tarif edilir, ¢ift yonli bir transport olup, oldukg¢a yaygin
kullanilan bu transport sistemleri birbirinden bazi spesifik

inhibitorlerle ayralair (Bakiniz Tablo I).

Her ne kadar ayri ayri amino asitler ig¢in ayri tasiyi-
c1 sistemler tanimlanmissa da, ayni amino asidin birden faz-
la sistem tarafindan tasinmasi da sz konusudur. Hiicreler
-aras: farkliliklara bagli olarak amino asit tasiyan sistem-—
lerin degismesi yaninda ayni hiicre tiiriinde g¢evresel farkli-
liklara bagli olarak bir amino asit farkli bir sistemle tasi-

nabilir.

AMINO ASIT TRANSPORTUNA ETKI EDEN FAKTORLER

Amino asit tasinimini etkileyen faktdrlerin basinda
taginimi yapacak hiicrenin hangi evrede oldufu gelir. Degisik
hiicre tiirleri gereksinimlerine bagli olarak Sl’ M, Gl’ G2
fazlarinda degisik hizlarda amino asit transportunu gergek-
lestirirler(30,31,32,33).



Sodyum gradyani gibi hiicre ig¢i sodyum iyonunda optimal
aktivite igin gerektigi, hiicre disa kt konsantrasyonunun ve
bazi hiicrelerde hiicre igi gt konsantrasyonunun ve onun yerine
gecebilecek katyonlardaki degisikliklerin de amino asit tasi-

nimina etkili oldugu gézlenmistir(34,35,36).

2,4-Dinitrofenol ve valinomisin mitokondride zar po-
tansiyelini yok ettigi i¢in amino asit transportunu inhibe
etmektedir(33).

PHA, Con A gibi bitki lektinleri diger hiicrelerde ol-
dugu gibi amino asit transportunu arttirirlar(27). Biiyiime
faktdrleri, mitojenler ve malign transformasyonlar memeli
hiicrelerinde amino asit transportunu degistirirler(31,37,38,
39,40,41,42,43,44),

Cesitli  hiicrelerde yapilan ¢alismalarda amino asit
transport hizinin mitojenler disinda ortamdaki amino asit

yoklugunda da adaptaéyon mekanizmasi ile arttigi gozlenmis-
tir(45,46,47,48).

Ouabain, aspirin, klostridium enterotoxin, amilorid
transportu Na*t gradyanini kaldirarak inhibe ederler. Sitrik
asit siklusunun bazi ara metabolitleri Nat gradyani enerjisi

i¢in rekabete girer veya allosterik olarak inhibe eder-
ler(49).

Deksamethazon, asetil kolin, serulein, kolesistokinin,
gastrin ve kolinerjik bir ajan olarak karbakhid, prostaglan-
dinler, nikotin, etanol yapilan g¢esitli ¢alismalarla amino

asit transportunu inhibe ettigi gdzlenmistir(49).

Insulin amino asit transportunu protein sentezini uya-
rarak stimule eder. Ayrica insulin de diamid gibi disulfit

formasyonuné sebep olarak amino asit transportunu aktive
eder(49,50).
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Bazi amino asit tramsportunda siilfidril gruplari ige-
ren proteinin &nemli olabilecegi diigliniilmiistir. Zardaki sul-
fidril gruplari disulfit halinde iken enerji barieri diger,
indirgenmis durumda iken transport i¢in gereken enerji mikta-

r1 daha fazladar.

II.6. GLUKOZ TRANSPORTUNA ETKI EDEN FAKTORLER VE HAYVANLARDA
GLUKOZ TRANSPORTU

Yiiksek organizmalarin barsak ve bobrek epitelinde ak-
tif transportla ta@lnmasina karsin(51,52), bircok baska hiic-
rede glukoz kolaylagtirilmis difiizyon ile tasinir. Bu da glu-
kozun dnce hareket kabiliyeti olan bir tasiyici proteine bag-
lanip sonra bu kompleksin translokasyon ile ig¢eri alinmasi
demektir. Bu modelin Onemli noktasi enerji gerektirmemesi ve
tek taraflai olmamasidir. Metabolize olmayan substratlarin

kullanimi ile influx-efflux (giris-—¢ikis) o6lg¢iimii miimkiin ola-

bilir.

Hiicreler D-Ksiloz gibi glukoz tasiyicisi ile tasinan
ve metabolize olmayan bir substrat ile yiklenip de sonra isa-
retli 3-OMG ortama kondugunda dengelenene kadar 3-OMG influx
ve efflux olur(40,53).

Glukoz 'analogu olan 2-DOG 1lenfositlerdeki tasinimin
kinetik analizi i¢in uygun bir substrattir, ¢iinki glukoz ile
2-DOG ayni sistemle alinir. Heksokinaz ile fosforile olduktan
sonra 2-DOG daha ileri metabolize olmaz ve hiicrede birikmeye
baslar(53,54,55).

Glukoz transportunda glukozun hiicre ig¢ine alindiktan
sonra fosforillenmesi transportun mu yoksa fosforilasyonun
mu hiz kisitlayici kademe oldugunu gostermede bir kriter
olur. Hiicre iginde bir glukoz poolu meydana gelmiyorsa trans-

port olayinin hiz kisitlayici oldugu ortaya ¢ikar(56).
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Floretin kolaylasgstirilmis diffiizyon ile olan glukoz
transportunu, floridzin ise aktif glukoz transportunu inhibe
eder(51,57).

Seker transportunun p-hidroksimerkuri benzoat (p-HMB),
sitokalazin B, deksametazon ve floridzin ile inhibe edildigi
birgok arastirmalarda gosterilmistir. Sitokalazin B en kuv-

6 4

vetli inhibitdr olup 10~ M da floridzin ise 10" M da tesir-

lerini gosterirler.

LG sigan miyoblastlarinda N-ethylmaleimid (NEM) ve pa-
rakloromerkuri benzene sulfonik asit (p-CMBS) 2-DOG transpor-
tunu inhibe ettigi halde 30 MG transportuna ¢ok az bir inhi-
bisyon yapmaktadir. Bundan da her iki sekerin ayri sistemler-
le transporte edildigi ¢ikar(58). NEM hiicre =zarina penetre
eden g%WBS ise penetre etmeyen sulfidril ajanlaridir ve sul-
fidril gruplari ile reaksiyona girerek transporta etki eder-
ler.

Malign hiicrelerin kontrolsuz boliinmelerine bir neden
olarak glukoz ve amino asit gibi kritik besinlerin hiicre za-
rinda olan transformasyonlarla hiicre i¢ine daha ¢ok alinmala-
ri1 gosterilmistir. Viriisle transforme olmus fibroblastlarin
normalden 3-5 kat hizla glukoz tasgsidiklari bildirilmis-
tir(59).

2-DOG'un artmis transportu Ozellikle transformasyonun
biyolojik bir belirtisidir(60). TPA'nin stimulasyonunun akti-
nomisin ve sikloheximid ile kaldirilmamasi bu stimulasyonda
da de Novo protein sentezi veya RNA roli olmadigini gosterir.
PHA'nin etkisinin de protein sentezine bagli olmamasi dnceden

var olan tasiyici proteinlerin harekete gegmesi seklinde ola-
bilir(40).

Con A ve TPA'nin glukoz transportuna pozitif etkisi

degisik kimyasal maddelerle engellenir. Con A'nin etkisi me-
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til izobutil ksantin, dibutiril cAMP, etilen glikol tetra -

asetik asit, bromofenasil bromiir (fosfolipaz A2 inhibitdrii)
Ca+2 iyonlarinin azalmasi ile inhibe edilir. Biitiin bu faktdr-—
ler hep fosfolipaz Az'nin aktivitesini inhibe ederler. BPB
enzimin aktif yerine baglanir. MIX hiicre ig¢i cAMP seviyesini
yiikseltir, EGTA Ca+2 iyonlarini g¢oktiirerek fosfolipaz A2 ak-
tivitesini azaltuir.

Sitokolazin B hem Con A hem TPA ile olan stimulasyonu

6nler. Deksametazon ise bazal alinima tesir eder(62).

Forbol esterleri ve ilgili makrosiklik diterpenlerin
timdr yaratici etkisi vardar. Bunlar forbol, mezereyn, gnidi-
makrin, gnilatimakrin, gnidilatindir(63). TPA'nin sig¢an adi-
positlerinde bazal glukoz alinimini arttirdifi halde insulin

stimulasyonunu inhibe ettigi gdzlenmistir(64).

Diz kaslarda ve vyag hiicrelerinde heksoz transportu
klasik stimulatdrii olan insulin insan polimormoniikleer hiicre—

lerinde stimulasyon yapmamaktadir.

C5A, kemotaktik digopeptid, FMLP (N Formil methiyonil
16sil fenilalanin), iyonofor A23187, arakidonik asit ve onun
katabolizma {iriinlerinin hepsi PMN hiicrelerde 2-DOG tasinimini
stimule eder(65).

37°C'de lenfositlerde yaptiklar: c¢alismalarda 3-0 MG
taginimini ¢ok hizli bulan arastirmacilar 15°C gibi daha dii-
giik 1sida galismalarini siirdiirdiiklerinde sabit transport hi-

zina ilk iki dakika ulasildigini gézlemislerdir(40).

Na%* iyonofor monensin de fare timositlerinde glukoz
alinimini arttirair(66).
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Il. ARAC, GEREC VE YONTEMLER

ITI.1. ARAG VE GERECLER

A. Kimyasal maddeler (Bakiniz EK 1)

B. Arag ve geregler (Bakiniz EK 2)

C. Kullanilan bazi maddelerle ilgili bilgiler (Bakiniz
EK 3)

D. Kullanilan bazi maddelerin serum konsantrasyonlari
(Bakiniz EXK 4)

IIT.2. YONTEMLER

. IIT1.2.1. LENFOSIT AYIRIMI

Toplam akyuvar populasyonunun yaklasik % 30'unu olus-
turan lenfositleri ayirmak ig¢in asagida Hzet olarak bildiri-

len yontem kullanilmistir(67,68).

1:10 oraninda EDTA ile karistirilan taze insan kani
es miktarda Hank's soliisyonu ile sulandirildi ve bu karisim
hacminin 1:3 kadar Histopaque iizerine dikkatlice yayildz.
Meydana gelen iki fazli sistem 850 g'de 4°C'de 30 dakika siire
ile santrifuj edildi. Su: Histopaque ara fazinda biriken hiic-
reler dikkatlice alindi, soguk (4°C) Hank's ile 400 g'de 10
dakika santrifuj edilerek 3 kez yikandi. % 1 Tripan mavisi
kullanilarak canlilik testi yapildi, canliligi % 95 {lizerinde

olan preparatlar kullanildi(69).
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Bu yontemle elde edilen lenfositler Thoma caminda sa-
y1ldi ve 1 ml kandan 1x106-—1.5x106 adet lenfosit elde edildi.

ITI.2.2. TRANSPORT HIZININ OLCULMESI

Gerek amino asit gerek glukoz transportunu Sl¢mek igin
hiicre ig¢ine tasindigr bilinen fakat kullanilmayan substrat-

lar se¢ildi ve transport deneyleri 37°C'de yiriitildi.

Inkubasyon ortami 1 ml'de 0.1-1 pCi igsaretli substrat,
glukozsuz Hank's ve 6—10x106 adet lenfositten olusturuldu.
Transport hizinin O6l¢iildiigii deneylerde inkubasyon lenfosit
ilavesi ile baslatildi. Belirli zaman araliklarinda ortamda
alinan 6rmekler 0°C'de tutulan PBS ile 10 kez sulandirilarak
transport durduruldu. O Ornekler 10:3 oraninda karistirilmis
dibutilphtlat: misir yagi iizerine yayildi ve 2600 g'de 6 da-
kika santrifuj edilerek hiicreler ¢oktiiriildii. Supernatandan
0.1 ml Brmek ayrildi ve i{ist faz mikropipetle gekilerek alin-
di. Phtalat tiipiin ters gevrilmesi ile bosaltildi. Tiip duvar-
lara: dipteki pelete dokunmadan filtre kagidi ile kurutuldu.
Radyoaktif madde igeren hiicrelerden olusmus pellet 0.1 ml
% 0.1 Tritonm x 100 ile ¢8ziildi ve tiipiin dibi bir kez daha ay-
" n1 miktar Tritom x 100 ile yikand1(27).

Siipernatan ve ¢okeltideki radyoaktivite 5 ml Bray so-
lisyonu ile bir dakika siire ile Beta sayacinda sayildi. Co-
keltideki radyoaktivitenin toplam radyoaktiviteye orani %

alinim olarak hesaplandi.

IIT.2.3. INHiBiSYON DENEYLERI

Metabolik enerji bagimliliginin o6lciildiigii deneylerde
Hank's soliisyonundaki NaCl yerine ayni stoykiyometrik miktar-
da Kolin Xloriir kullanilda.
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Gerek glukoz gerekse amino asit transportunun inhibis-
yonu bildirilen miktarlarda floretin, glukoz ve 1l®sinin &n-

ceden transport ortamina katilmasi ile 8lgiildi.

IIT.2.4., TIMOSIT AYIRIMI

T lenfositlerinin transport islemlerindeki katkisini
O0lemek iizere sicanlardan timus T lenfositleri elde edildi.
Bu islem ig¢in 4-10 haftalik siganlar kullanildi (sigcanlar Ga-
pa Tip Fakiiltesi Tecriibi Arastirmalar Boliimiinden temin edil-
di). Eter anestezisi ile bayiltilan siganlarda, sternumdan
baslamak iizere tracheaya dogru gégiis kafesi agildi, timus ¢i-
kartildi ve derhal soguk Hank's ile yikandi. Sigan heniiz can-
l1 iken 5 ml enjektdrle kalbinden toplam kan bosaltildi. Hay-
vanin Olmesine meydan vermeden voliim Hank's ile diizeltildi
ve Hank'sli kan karisimi tekrar toplanarak hayvan o6ldiirildii.
Boylelikle ayni siganin periferik lenfositleri ve timus T
lenfositlerini ayirmak mimkiin oldu. GCikarilan timus Hank's
ile yikanarak ince gdzenekli plastik bir siizgecten gegirile-
rek ezildi, 10 dakika oda sicakliginda bekletildi, 1500 g'de
3 dakika santrifuj edildi. Pellet 0.167 M NH4 Cl (pH 7.4) ile
eski hacmine siispanse edildi. Bu suspansiyon eritrositlerden
temizlenmis hiicreleri elde etmek iizere tekrar 1500 g'de 3 da-
kika santrifuj edildi. Beyaz renkli hiicre peleti 2 kez de so-
guk Hank's ile yikand1(70).

Tripan mavisi ie canlilik testi yapildiktan sonra sa-
yima alindi. Bir sigan timusundan yaklasik 170 milyon timosit
elde edildi. Hank's iginde saklandiginda bu hiicrelerin % 95
canliligini 8 saat korudugu saptandi. Ayni hayvanin kanindan

periferik lenfositler III.2.1'de anlatilan yontemle ayrildi.
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I1T1.2.5. INSULININ TRANSPORTA ETKIST

Transport hizina insulinin etkisinin 6l¢iildiigii deney-
lerde hiicreler nihai insulin konsantrasyonu 250 yIU/ml ola-
cak sekilde sigir insulini ile 37°C'da 60 dakika ©&n inhibis-

yona ugratildz.

III.2.6. EFFLUX DENEYI

Transport edilmis materyalin hiicre ig¢inden geri kagisz
(efflux) olgiilen deneylerde transport deneyi sartlarinda hiic-
reler radyoaktif substrat ile yiiklendi. Bunun ig¢in 10-20 mil-
yon hiicre/ml, 0.5 uCi radyoaktif substrat ile inkube edildi.
Bu siire sonunda phtalat gradyanindan santrifuj edilen hiicre-
ler soguk Hank's ile yikanarak 10 ml substratsiz ortama alin-
dilar ve degisik =zaman araliklarinda inkiibasyon ortamindan
alinan &rnekler yine phtalat gradyani {izerinden santrifiij
edilerek siipernatanlarinda radyoaktivite sayimi yapildi. Boy-
lelikle radyoaktif substratla yiikklenmis hiicreden ortama kagis
(efflux) olgiildii.

IIT.2.7. PROTEIN TAYINI

Her deneyde kullanilan lenfositlerdeki protein miktari
inkubasyon ortaminin bir miktari buzlukta dondurularak daha
sonra Lowry metodu ile bakildi. Ornekler 650 nm dalga boyun-

da okundu.

Hiicre peletindeki radyoaktivite miktari (cpm) mg pro-

tein degerine bdliinerek normalize edildi(71).

I1T1.2.8. TRIPAN MAVISI CANLILIK TESTI

37°C'da belli bir miktar lenfosit ayni hacimda Tripan
mavisi 1ile. inkiibe edildikten sonra mikroskopta yiliz hiicrede

kag¢ hiicrenin boyandigi say11d1(69).
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IV. BULGULAR

IV.1. AMINO ASIT TRANSPORT HIZ VE KINETIGI

Lenfositlerde amino asit tramsportunun substrat bagim-
l1ligin: O&lgebilmek dig¢in transportunm dogrusal oldugu bdlge
segilmek iizere defisik zaman araliklarinda transport hizi 6l1-
¢giildii. Bu islem 0.1-20 mM 2-AIB konsantrasyonlari ig¢in 1,
3, 5, 10, 20 dakikalarda transport hizi % alinim olarak iz-
lendi. Sekil 1'de 5 mM AIB konsantrasyonunda % alinimin zama-
na bagimliligi, Sekil 2'de ise ayni bagimliligin 10 mM kon-

santrasyondaki durumu goériilmektedir.

Gizilen regresyon dogrulara tfansportun en az ili¢ daki-
ka siire ile dogrusal devam ettigini gostermektedir. Bir daki-
kallkvsﬁre sonunda 2-AIB transportunun konsantrasyon bagim-
111181 incelendiginde Sekil 3'te gdriilen hiperbolik saturas-

yon kinetigi elde edildi.

Elde edilen egrinin Lineweaver-Burk egrileri ile irde-
lenmesi insan periferik lenfositlerinin 2 AIB'i 0.38 mM'lik
bir Km ile ve satiirasyon kinetigine uygun olarak tasidigini
gdsterdi (Sekil 4).

2-AIB'in hangi amino asitlerle ortak transport sistemi
kullandigini aragtirmak amaciyla 2-AIB'e yapisal benzerlik
gosteren L-L6sin kullanildi. Bu amino asit varliginda trans-

port sisteminde rekabet sonucu 2-AIB transoprtunda inhibisyon
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insan lenfositlerinde AIB asidin zamana karsi alainima

Substrat konsantrasyonu: 10 mM AIB
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gozlenmistir. 5 mM AIB konsantrasyonlarinda degisik konsan-
trasyonlarda L&sin kullanilarak yapilan ¢alismalar sonunda
Lésinin AIB alinimina etkisi arastirilmis, KO 5 = 4 mM Lésin

olarak bulunmustur (Sekil 5).

®©

0005 ®
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00021

00011

0 25 5 10 5 20 25 30 35 40 mMLésin
Sekil 5
Lésin'in AIB asit alanimaini inhibisyonu
t:1 dakika - K 4 mM
0.5
Losin ile elde edilen inhibisyonun % 100'e varmamasi
AIB'nin bir miktar da bagska sistemlerle tasindigina isaret

edebilir.

Periferik insan lenfositlerinde amino asit transportu-
nun metabolik enerjiye bagimliligini arastirmak {izere 2,4
Dinitrofenol ve sodyum azid kullanildi (Y8ntemlere bakiniz)
NaN3 ve 2,4 Dinitrofenolle 6n inkubasyona tabi tutulan hiicre-
ler ile transport gerceklestirildiginde transport hizinin in-
hibe edildigi gdzlenmistir. Sekil 6'da gdsterilen egrilerin
ilk haizlara karsilastirildiginda metabolik enerji blokdrleri-

nin AIB transportunu yaklasik 7 55 oraninda inhibe ettigi he-

saplanmistir.
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Sekil 6

AIB asit transportunun insan lenfositlerinde aktif transport
ile olup olmadigini incelemek amaciyla 2,4 Dinitrofenol ve
NaN3 ile yapilan ¢alisma

® 5 mM AIB

* 5 mM AIB + 0,1 mM 2,4 DNF + 0,1 mM NaN3

Bir amino asit tiirevi olan ve hiicre iginde amino asit
sistemleri kullanilarak tasinan AIB transportunun Nat gradya-
nina bagimliligini Gl¢mek icin inkiibasyon ortamlarindan sod-
yum uzaklastirilmis ve yerine katyonik dengeyi ve kloriir kon-
santrasyonunu korumak iizere kolin kloriir kullanilmistir. Ko-
lin kloriirlé ortamda yapilan deneylerden drnek bir tanesinin
sonuglar: Sekil 7'de gosterilmistir.

6 mM AIB konsantrasyonlarinda gerceklestirilmis olan
bu deneylerde ortamdaki sodyum yerine kolin kullanilmasinin

transport hizini hizini etkilemedigi goriilmektedir.
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Sekil 7

ATB asit transportunun Nat gradyanina bagimliligini
incelemek amaciyla ortama NaCl yerine Choline C1 kullanildiginda

® 6 mM AIB
* 6 mM AIB + Choline C1

Hiicreler tarafindan alinan ve kullanilmayan amino asit
tiirevi AIB'nin hiicrelerden geri kag¢masinin doguracagi kompli-
kasyonlari gidermek iizere radyoaktif AIB yiiklii hiicrelerden
AIB efflux'i 6lgiildii. Hiicre i¢i radyoaktivitenin takibi ile
20 dakika siire ile hiicre i¢indeki radyoaktiviteden hiicre disz

siipernatana kag¢is olmadigi saptandi (Sekil 8).

AIB asidin hiicre i¢inde kullanilmayisi ve hiicreden di-
sarl verilmeyigi 7 alinimin zamana karsi doygunluga ulasmasi-
ni1 ve belirli bir miktar disinda AIB'nin transportunun ger-

¢eklesmeyisini de izah eden bir bulguludr.
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Sekil 8 .

Insan lenfositlerinde AIB Efflux
AIB Konsantrasyonu: 5 mM

Amino asit tiirevlerinin transportunda basit diffiizyo-
nun etkisi 4°C yapilan deneylerle saptanabilir. +49C disiik
degerlerde kalmasi diffiizyonun ihmal edilebilir oldugunu gds—
terir. Her ne kadar diffiizyon da sicaktan etkilenmekte ise,
aracili tasinim sistemlerinin sicaklik bagimliligi: diffiizyon
katsayisinin sicaklik bagimliligindan en az 20 kez fazla olu-
su, sogukta duran transportlarin genellikle aracili trans-

portlar olduguna isaret eder.

IV.2. GLUKOZ TRANSPORT HIZ VE KINETICGI

Insan periferik lenfositlerinde seker transportunun
hiz ve kinetigi bu hiicrelerce fosforile edilebilen ve dolayi-

s1yla hiicre disina ¢ikigi biiyiik 6lglide engellenen fakat daha



-~ 32 -

ileri metabolik kademelerde kullanilmayan bir seker tiirevi
ile gerceklestirildi. 2DOG bu amag¢ ig¢in uygun bir tiirevdir.
Yiiksek radyoaktivitede ticari olarak bulunmasi da bu sekerin
tercihinde ayri bir sebeptir. Trityumla isaretli 2DOG'da
trityum exchange'sr yok denecek kadar azdir. 1 mM ve 5 mM 2DOG
konsantrasyonlarinda zamana karsi alinim grafiklendiginde ya-
vas bir alinim hizi tesbit edilmistir. 37°C de yapilan bu de-
neylerde glukozun amino asitlerin aksine 20 dakika siire i¢in-

de siirekli tasindigi gdzlenmistir (Sekil 9 ve 10).
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Sekil 9

Insan lenfositlerinde 2DOG'un zamana karsi alinimi
2D0OG konsantrasyonu: 1 mM

l;
[ ]
005 |
<
g 003 .
<
=
001
[ ]
2 4 6 8 10 20
ZAMAN (dakikz)
Sekil 10

Insan lenfositlerinde 2DOG'un zamana karsi alinima
2DOG konsantrasyonu: 5 mM

dekika
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+ Glukoz tasiniminin 3.dakikas: i¢in konsantrasyon ba-

gimlilig: Sekil 1l'de gdterilmistir.

¢
o 1 3 5 10 " Ipogymm
Sekil 11

Insan lenfositlerinde 2DOG'un konsantrasyon bagimli alinim1
t: 3 dakika

20

Sekil 11'deki satiirasyon egrisinin Lineweaver Burk ir-
delenmesinde 5.26 mM'lik bir Km degeri elde edildi (Sekil
12).
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Basit difiizyonun deney parametreleri iizerindeki etki-
sini incelemek {izere 0.1 mM konsantrasyonda floretin kulla-
nildi. Glukoz transportunu bloke eden floretin varliginda ba-
sit diffiizyona bagli tasinim 8lgiildii, Sekil 13'de goriildiigii
gibi bu hiicreler 37°C de basit difiizyonla 20 dakikalik siire-
de 2DOG tasimamaktadir. Egriden elde edilen bazal glukoz se-
viyesi ile diizeltilen transport kinetigi efrisinde glukoz igi
bildirilen Km de 6nemli bir fark gdzlenmedi.(Sekil 13).
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Sekil 13
Insan lenfositlerinde floretinin 2DOG transportunun
inhibisyonu
. 10 mM DOG

A10 oM DOG + 0,1 mM floretin

2D0OG tasainiminin glukozla bloke edilebilmesi bu seker
tiirevinin glukoz tasiyicisini kullandiginin en bariz delili-
dir (Sekil 14).
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Sekil 14
Insan lenfositlerinde glukozun 2DOG transportunun
inhibisyonu

« 10 mM 2D0OG
4 10 mM 2D0OG + 40 mM Glukoz

Gerek Na¥ gradyaninin degisikligi gerekse metabolik
blokdrlerle enerji pompalarainin kapatilmasi toplam transport
hizina incelenen zaman araliklarinda etki etmedi, ancak her
iki durumda da bu ajanlarin varligainda tasiyicinin affinite-

lerinde farkliliklar gdzlenmistir (Sekil 15,16).
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Sekil 15 .
2D0G transportunun lenfositlerde Na' gradyanina bagimliliga

« 10 mM 2DOG

= 10 mM 2D0OG + Cholin Cl-Hank's
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o
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Sekil 16

2DOG transportuna 2,4 DNF ve NaN3 etkisi
» 10 mM 2DOG
= 10 mM 2DOG + 0,1 mM 2,4 DNF + 0,1 mM NaN3

Glukoz transportuna insiilinin etkisini inceleyen de-

neylerde 250 uIU/ml insiilin ile dinkiibe edilmis hiicrelerde

2DOG tasiniminin degismedigi ve sistemin insiilinden etkilen-

medigi gdzlendi (Sekil 17).

Tasinmis 2DOG'un deney siiresince hiicreden geri kag¢ma-
sini (efflux) 6lg¢mek iizere dnceden radyoaktif tiirevle yiiklen-
mis hiicreler inkiibasyon ortamlarinda bekletilerek, ortama ¢i-
kan radyoaktivite 6lg¢iildii. Insiilinli ve insiilinsiz ortamlarda
2D0G'un lenfositlerden efflux'i arasindaki fark Sekil 18'de
gdsterilmistir. Iki degisik konsantrasyonda da insiilinin geri

kacigi tiimiiyle durdurdugu gézlenmistir (Sekil 18).
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Sekil 17
ifnsan lenfositlerinde insiilinin 2DOG transportuna etkisi
t = 3 dak.
t = 10 dak.
©® DOG

A DOG + Ifnsiilin (250 uIU/ml)
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Sekil 18
Insan lenfositlerinde 2DOG effluxz
* 1 mM 2D0OG - ® 1 mM 2DOG + insulin

® 5 mM 2D0OG =5 mM 2D0G + insulin
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V. TARTISMA

Hicrelerin canli kalmasinda ve temel fonksiyonlarini
yliriitebilmelerinde en 6nemli besin maddeleri siiphesiz glukoz
ve amino asitlerdir. Bu molekiillerin tramsport hizi bir ¢ok
hiicre i¢i mekanizmada hiz kisitlayicai kademeyi teskil eder.
Buna bagli olarak da transport mekanizmalarinin incelenmesi
normal ve patolojik durumlarda hiicre ig¢i ile ilgili O&nemli

bilgiler verir.

Son on yilda hiicre membranlarindan madde translokasyo-
nunun kimyasal ve kinetik Gzelliklerinin incelenmesi radyoak-
tif analoglar sayesinde kolaylastirilmistir. Onceleri hiicre-
lerin metabolik hizlarindaki degigikliklerden yararlanarak
saptanmaya ¢aligilan transport hizlari, tasinacak maddeye
kimyasal olarak benzemesine karsin hﬁ;re metabolizmasinca
kullanilpayan tiirevlerin bulunmasi ve bunlarin radyoaktif isa-
retlenmesiyle transport kinetigi g¢alisma imkan: dogurmustur.
Bu tiirevlerde aranacak 6zelliklerin incelenecek substrata ta-
siyici proteinleri aldatacak OGl¢iide benzemesi hiicre i¢i meta-
bolik olaylarda rol oynayan proteinleri aldatmayacak &lgiide
farklil olmasi: gibi Szetlenebilir. Galigmamizda kullanilan AIB
ve 2DOG s&zii edilen bu Szellikleri tasimakta ve gerek karbon
14 gerekse trityum isaretli sekilleri ticari olarak buluna-
bilmektedir.

Insan periferik kanindan lenfosit izolasyon 1970'1li

yi1llarin baslarinda yogunluk gradyana santrifugasyonunun iini-
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versallesmesi ile pratiklesmistir. Ficoll-Hypaque gibi yoZun-
luk gradyani yaratmada ¢ok kullanilan ayirmalarin en &nemli
mahsuru bunlar i{izerinden éyrllan hiicrelerin hipertonik-hiper-
osmotik etkiye maruz kalmalaridir(2,72). Bu etkilerin hiicre
zarinda yaptigi kalica degigsiklikler bilinmemekle beraber bu
¢alismada s8zi edilen ydntemde gerek yiiksek canlilik ve sta-
bilite gerekse lenfosit morfolojisinin korunmus olmasi kalica

degigikliklerin minimal olduguna isaret etmektedir.

Lenfosit kiiltiirleriyle yapilacak ¢alismalar(73) bu ar-
tefaktlari ortadan kaldirmaktaysa da mitojenlerle uyarilma
ve spontan transformasyonlar gibi baska mahsurlar dogurmakta-
dir. Ozellikle mitojenlerle uyarilma gerek seker gerekse ami-
no asit transportunda biyik farliliklar dogurdugundan normal
periferik lenfositleri temsil etme yetenegini tamamen kaybet-
mis bir populasyonla g¢alismayi sart kilmaktir(74,75). Diger
taraftan duragan hiicreler olan periferik lenfositlerin trans-
port mekanizmalari bu hiicrelerin potansiyellerini gdstermesi
a¢isindan Onemlidir. Literatiirde transport deneyleri genel-
likle uyarilmis, lenfosit kiiltiirlerinde gergeklestirilmis -
tir(27,37,40,42,43,61,76). Bundan dolayi calismamizda uyaril-

mamis lenfosit poplilasyonlarini kullanmayi tercih ettik.

Lenfosit popiilasyonu heterojen bir karisimdir(69).
T,B,Null siniflari ve bunlarin alt gruplari muhtemelen mini-
mal de olsa farkli transport kinetikleri gdsterecektir. Bu
¢alismada elde edilen transport kinetiklerini heterojen bir
popiilasyonun ortalama degerlerini verdigi akildan ¢ikarilma-
malidir. Diger taraftan sigcan timositleri ve periferik lenfo-
sitleriyle yapilan g¢alismalar bu iki popiilasyon arasinda
onemli farklar olmadigini ortaya koymaktadir. Durumun insan
lenfositlerine extrapolasyonu ¢ok gergcek¢i olmamakla beraber

bir fikir vermesi ag¢isindan denenmistir.

Radyoaktif analoglarin tasinmasinda hiz tespiti igin

kullanilan ydntemler santrifugasyon ve ani siizme ydntemleri
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olarak iki ayri sinif altinda toplanabilir(77).

Siizme ydntemleri transportu ani durdurmada en etkili
yontemlerdir(32,77,78). Negatif basin¢ uygulanarak gergekles-
tirilen bu yOntemlerde hiicre yiizeyi deformasyonlari ve ydntem
sonu &61lii hiicre yiizdeleri yiiksek olmaktadir. Ozellikle biiyiik
hiicreler i¢in gegerli olan bu durum yOSntemlerin temel arté-
fatidir. Ayraica bu ydntemlerden kullanilan yikama islemleri-
nin ortam izoasmolaritesini ve iyon konsantrasyonunu degis-

tirmemesine dikkat etmek gerekir.

Santrifugasyon yontemleri ise substratli ortamdan hiic-
relerin ayrilmasinda daha uzun zaman araliklarai kullanan ydn-
temlerdir(25,27,29,33,39,79). Bu yilizden bu yo6ntemler, ancak
effluxin minimal oldugu durumlarda kullanilabilir. Lenfosit
popiilasyonlarainin sofukta transport gerceklestirmemeleri,
effluxin ihmal edilebilir miktarda olmasi ile ayrica 1:10
oraninda diliisyon transport olayinin istenilen zaman aralai-
ginda kesin durdurulduguna ve ayirim yonteminden etkilenmedi-
gine isaret eder. Hiicrelerin inkiibasyon ortamindan ayrilma-
sinda phtalat gibi hidrofobik ortamlarin kullanilmasi hiicre
ylizeyine yapismig inkiibasyon ortamini (radyoaktiviteyi) uzak-
lastirmada en etkili yoOntemdir. Hidrofobik ortamlarin hiicre
yizeyine etkileyerek tasinmis materyali geri kagmasina imkan
vermesi bu ¢alismada séz konusu degildir. Yapilan kontrol de-
gerleri phtalat fazindan gegen hiicrelerin % 99 oraninda canlzi

kaldaigini ve disariya radyoaktivite birakmadigini gdstermis-

tir.

Bugiine kadar 1literatiirde rapor edilmis amino asit
transport deneyleri biiyiik ¢ogunlukla uyarilmis lenfosit kiil-
tirlerinde yapilmistir. Gerek Con A gerekse PHA ile uyarilmis
lenfositlerin transport miktarlarinin biliyiik 6lciide artmis ki-
netiklerinin ise degisken olmasi dogaldir(31,37,47). Galisma-
mizda elde ettigimiz kinetik degerler duragan lenfosit popii-

lasyonlarina uygulanabilecek degerler olarak gdz Oniine alin-
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malidair.

AIB asit transportunun incelenmesi bu tiirevin tek tip
affiniteli ve Km= 0.38 mM olan bir tasiyiciyla transporta ug-
radiginy ortaya koymustur. Erken =zamanlarda lineer yiriiyen
transport 3 dakika sonunda durmakta ve cok az bir pasif dif-
fiizyon gdzlenmektedir (Z 0.0008), ayrica bu éubstratla yik-

lenmis lenfositlerin substrati hiicreden geri birakmadigi da

bulunmustur.

Calismamizda elde edilen bulgulardan AIB transportu
lenfositlerde Nat gradyanina bagli: olmayip 1ldsin tarafindan
Z 50 inhibisyonun 4 mM da gerceklesmesi AIB asidin L tasiyi-
cisi ile 1:1 oraminda interaksiyona girdigini gdstermektedir.
Diger taraftan hiicrenin metabolik enerji iiretimini durduran
inhibitérlerin transport hizini % 55 oraninda azaltmasi AIB
asit transportunun tasiyici ve enerji bagimli bir transport

oldufuna isaret eder.

Gerek 7% inhibisyonlar gerekse Km ve KO 5 inhibisyon

degerleri heterojen bir popiilasyonun ortalama degerlerini

gostermektedir.

Sonug¢ olarak periferik insan lenfositlerinde 2 AIB
transportunun % 50'sinin L sistemiyle geri kalaninin ise Na®t
gradyanindan etkilenmeyen modifiye bir A sistemi ile tasindi-

gin1 sdyleyebiliriz.

Glukoz hiicrelerin gerek duragan fazda gerekse aktif
fazlarinda temel enerji kaynagidir. Glukozun transport kine-
tigini etkileyen iki ©Onemli faktdr, tasinma hizi ve fosfori-
lasyon hizidir. Genelde glukoz transportu bu iki parametrenin
bir bileskesi olarak karsimiza ¢ikar. Her iki parametrenin
2D0G kullanilarak incelenebileceéi onceki deneylerde tespit

edilmis bir gercektir(54). Lenfositlerde yapilan glukoz
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transport deneyleri genellikle PHA veya Con A ile uyarailmais
lenfosit  kiiltiirlerinde yiiriitiilmiistiir(60,61,63,64,73,74,75,
80). Bu ¢alisma da ise uyarilmamis lenfosit popiilasyonlarz
kullanilarak periferik lenfositlerin glukoz kullanim kinetigi
incelenmek istenmigtir. Yiiksek spesifik aktiviteli radyoaktif.
tiirevlierin kullanilmasi AIB deneylerinde oldugu gibi glukoz

transportunda da minimal olan transportu &dl¢meyi miimkiin kil-

mistir.

2D0G transportunun gerek sodyuma gerekse enerjiye fazla
bagimli olmadigi tespit edilmistir. Her ne kadar memeli hiic~
relerinde glukozun Na+ simportu ile tasindigi bilinmekte ise
de kolin kloriirli deneylerde transport hizinda fark gdzlenme-
mesi muhtemelen deney sﬁresince.mevcut Na+ gradyaninin trans-
portu yiiriitebilecek diizeyde olmasina baglidir. Diger taraftan
transportun floretin ile tamamen bloke olusu ve glukozla dur-
durulabilmesi 2DOG'un saf glukoz tasiyicisi ile tasindiginain
en oOnemli delilleridir. Glukoz tasinimina insilinin etkisi
pek ¢ok memeli hiicresinde incelenmistir, hatta memeli hiicre~
lerini insiilin bagimli, insiilin bagimsiz diye siniflandirma
alisilagelmis bir egilimdir. Literatiirde glukoz tasinimina
insiilinin etkisi ile ilgili hig¢ bir sonuca rastlanmamisgtir.
Ders kitaplarinin bazilarinda lékositler genel olarak insiilin
bagimsiz glukoz tasirlar denilmekte ise de bazilarinda tersi
dogrudur. Bu calismada insan periferik lenfositlerinin glukoz
transportuna gerek ge¢ gerek erken zamanlarda insilinin etki-
si olmadigil gdsterilmistir. Diger taraftan 2D0OG ile doyurul-
mus lenfositlerden sekerin geri kagisi izlendiginde insiilin

varliginda 2D0OG'un hiicreden ¢ikmadigi bulunmustur.

Normal lenfositlerde insiilin reseptdrlerinin bulunma-
d1g1, . mitojenlerle uyarilmis lenfositlerde ise bu reseptdrle-
rin ortaya ¢iktigi iddia edilmisse de(39) calismamizda fosfo-
rilasyonun artmasi mutlaka normal periferik insan lenfositle-
rinde insiilin mesajini hiicre i¢ine tasiyacak bir sistemin bu-

lunmasi geregini ortaya koymaktadir.



- 45 -

Insiilinsiz ortamda belirli bir hizda efflux yapan
2D0G'un insiilinli ortamda hiicre icinde kalmasi fosforile ol-
dugunun en O&nemli isaretidir. O halde insiilin her ne kadar
transport hiz ve kinetigine etki etmiyorsa da hiicre i¢i fos-
forilasyonunun hizini arttirarak 2D0OG'un mutlak hiicre iginde
kalmasini saglamaktadir. Bu bulguya dayanarak da 2DOG
efflux'ini normal kinetik incelemelerde diizeltme faktdrii ola-
rak kullanilmasina gerek olmadigina karar verilmistir. O hal-
de bu bulgulara dayanarak lenfositleri karaciger hiicresi gibi
tasinim i¢in insililinden bagimsiz fakat kullanim ig¢in insiiline
bagimlia glukoz tasiyan hiicreler olarak siniflandirmak miimkiin-
diir. Hiicre ig¢i fosforilasyonun transport hizini &lgmede ne
derece etkili oldugu transport kinetiklerinin fosforilasyon
kinetikleri ile ¢akismasinin miktarinin tesbiti mutlaka aras-

tirilmasi gereken konular olarak ortaya ¢ikmaktadir.
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VL. OZET

Hiicrelerin canli kalmasinda ve temel fonksiyonlarina
yliritebilmelerinde en 8nemli besin maddeleri glukoz ve amino
asitlerdir. Bu molekiillerin transport hizi bir ¢ok hiicre ig¢i
mekanizmada hiz kisitlayii kademeyi teskil etmektedir. Bu ne-
denle, transport mekanizmalarinin incelenmesi normal ve pa-

tolojik durumlarda hiicreyle ilgili dnemli bilgiler verir.

Calismamizda, insan periferik lenfositlerinde glukoz
ve amino asit transport hizini inceleyecek pratik bir ydntem
kurmayi amag¢ladik. Glukoz transport ¢alismalarinda bir glukoz
analogu olan 2-deoksiglukoz (2D0G), amino asit transport c¢a-
lismalarinda ise bir amino asit tiirevi olan 2-Amino izobuti-
rik asit (2AIB) kullanildzx.

2D0OG alinimi g¢aligmalarinda, transportun 10 dakika sii-
re ile lineer oldugu gézlenmistir. Yapilan efflux deneyleri
2D0OG ile doyurulmus hiicrelerin 10 dakika ig¢inde yaklasik % 35
2D0G geri verdigini gdstermistir. Tasinimin glukoz tarafindan
tamamen inhibisyonu 2DOG'un glukoz tasiyicisi ile tasindigi-
ni, 2DOG tasiniminin metabolik enerjiye ve Natgradyanina ba-
gimli olmamasi ve floretin ile bloke olmasi ise 2DOG'un len-
fositlerde kolaylastirilmis difiizyon ile tasindigini diisiin-

dirmektedir.

Zamana karsi AIB'nin transportu incelendiginde, ilk

ic dakikada transportun lineer gittigi daha sonra durdugu
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gbzlendi. Ayrica, AIB ile yiiklenmig lenfositlerde yapilan de-
neyler, bu siibstratin hiicreden geri kag¢madigini (efflux), AIB
transport sisteminin metabolik enerjiye bagimla oldugunu, Na+
gradyanindan etkilenmedigini ve L-L&sin ile kismen inhibisyo-

na ugradiginil gostermistir.

Sonu¢ olarak, c¢alismamizda elde ettigimiz bulgular in-
san periferik lenfositlerinde 2DOG transportunun kolaylasti-

rilmis difiizyonla AIB'nin ise aktif transportla tasindigina

gostermektedir,
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VIL. SUMMARY

Glucose and amino acids are the vital nutrients
required for the basic functions of cells. The transport rate
of these molecules are the rate limitingsteps for many intra-
cellular mechanisms. Therefore, the study of transport
mechanisms giveg valuable information about the normal and

pathological conditions of the cell.

In this study, we have attempted to develop a
practical method to investigate glucose and amino acid trans-
port systems in human peripheric Ilymphocytes. For this
reason, 2-Deoxyglucose (2DOG) was used in the glucose trans-
port studies and 2-aminoisobutyric acid was used in the amino

acid transport studies.

2D0G transport was observed to be 1linear for ten
minutes. Efflux studies showed that 357 of 2D0OG escaped from
the previously loaded cells in ten minutes. Complete inhibi-
tion of the 2DOG transport by glucose verifies thaﬁ glucose
and 2DOG are carried by the same transport system. The fact
that 2DOG transport is independent of both sodium gradient
and metabolic emergy, and that it is inhibited by phloretin
led us. to believe that 2D0OG is transported by facilitated
diffusion.

When AIB transport was investigated, it was found that

AIB transport was linear for the first 3 minutes. Efflux
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experiments showed that AIB did not escape from the cells.
In addition, AIB transport was dependent on metabolic energy,

was independent of sodium gradient and was partially in-
hibited by L-leucine.

In conclusion, our results showed that 2DOG is
transported by facilitated diffusion whereas, AIB is trans-

ported by active transport in human peripheric lymphocytes.
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IX. EKLER
EK 1
KIMYASAL MADDELER ARAC VE GEREGLER

A. Kimyasal Maddeler
2 Deoksiglukoz (Sigma D 8375)
2 Deoksi D (13H) Glukoz (Amersham TRK 383 25 Ci/mmol)
2 Amino Izobutirik asit (Sigma A 8504)
2 Amino (llAC) fzobutirik Asit (Amersham FA 203 56
mCi/mmol)
Bovine Serum Albumin (Sigma A 4503)
Phloretin (Sigma P 4268)
Sodyum Azid (Merck 6688)
2-4 Dinitrophenol (Sigma D 7004)
L-L6sin (Sigma L 8000)
Triton X100 (Sigma T 6876)
Choline Clorur (Sigma C 1879)
Histopaque (Sigma 1077)
PPO (Sigma D 4630)
POPOP (Sigma D 2270)
Folin and Ciacalteus Rgt (Sigma F 9252)
Dioxan (Merck 3115)
Heparin = Liquemin (Roche)
EDTA (Sigma E 9884)
Insulin (Organon)
Glukoz (Merck 8337)
Dioctyl phtalat (Fluke CH 9470)
Dibutyl phtalat (Sigma D 2270)
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BAZT SOLUSYONLARIN HAZTRLANISI

B. BRAY SAYIM COZELTIS{

Naftalin :
PPO :
POPOP :
Metanol :
Etilen glikol

80 g
4.0 g
0.2 g

100 ml

21 ml

Dioksan ile 1 lt.ye tamamlanir.

PBS (Phosphate Buffered Saline) pH = 7.4

NaC1l 3
KC1 .
Na,HPO, .2H,0

2 4 2
KHzPO4 g

HANK's

NaCl 2
CaCl2 :
MgSO4 :
KC1 :
KH,PO

2° 74

NaHCO3 :

EDTA
%Z 0.9 NaCl iginde

Tripan Mavisi

8 g/lt

0.2 g/lt

2.8652 g/1t (0.008M)
0.2 g/lt

8.0 g/lt
0.2 g/lt
0.2 g/lt
0.4 g/1t
0.1 g/lt
1.27 g/lt

%# 2 1ik hazirlanip pH:7.4 ayarlanir.

%Z 0.2 olarak hazirlanda.
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C. ARAC VE GERECLER
Su Banyosu (Dedeoglu)

Santrifij (Heraus Digifue GL)
Beta Sayaci (Packard 4530)

Isik Mikroskobu (Olympus CH3)
Spektrofotometre (Sequoia-Turner)
pHmetre (Sesa Mod 1400)

Manyetik Karistirici (Nel)

Girdap Karistirici (Elektro Mag)
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EX 2
KIMYASAL MADDELERLE ILGILI BILGILER

2-AMINO IZOBUTIRIK ASIT - 2AIB
C4H9NO2 Mol. Agirligi: 103

Su metanol ve alkolde kolayca ¢dziiliir.

2 DEOKSI GLUKOZ - 2DOG

C6H1205 (2 Deoksi D arabino heksoz)

Mol. Agirlaga: 164.2

Influenza viriisiiniin iremesini durdurur ve herpex simplexe

antiviral etki eder.

L-LOSIN (2-amino 4-metil valerik asit)
C.16H13N02 Mol. Agairlagi: 115
Insan viicudunda sentez edilmez, organizma ig¢in esansiyel

bir maddedir.

2,4 DINITROFENOL

C6H4N205

Mol agairligi: 184.72

Elektron transport zincirinde hidrojen akimini durdurmadi-

g1 halde ADP'nin ATP'ye fosforilasyonunu &nler.

SODYUM AZID NaN3
Mol. Agirligi: 68.02
Isitildiginda Na+N2 ye ayrisair.

Sitokrom oksidaz inhibitdriidir.

FLORETIN

C15H15015

Mol agirlaigi: 274

Suda eterde ¢dziinmez, alkol, metanol, aseton, alkali so-
lisyonlarda ve sicak glasiyel asetik asitte ¢Oziiniir. Ben-

zen ve kloroformda cok az ¢déziiniir.
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7— DIBUTIL PHTALAT

C16H2204 ~ Mol agirlaigi: 278.34
D = 1.04

8- DIOKTIL PHTALAT

024H3804 Mol agirliga: 390.54

9- BCH (2~amino 2-karboksi bisiklo (2,2,1) heptan)
Idrarla hemen hemen hi¢ degisime ugramadan ¢ikar. Plazma-

dan ¢ok karaciger ve pankreasta birikir.
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EK 3
CALISMAMIZDA XKULLANILAN VE ADI GECEN BAZI MADDELERIN
SERUM KONSANTRASYONLARI

Glukoz

3.89-5.83 m mol/L
Losin

75~175 m mol/L
(0.98-2.29 mg/dl)
fzolésin

37-98 m mol/L
(0.48-1.28 mg/dl)
Glisin

0.79-3.92 m mol/L
(0.59-2.95 mg/dl)
Hidroksiprolin

0-42 m mol/L
(0-0.55 mg/dl)

Glutamin
0.41-1.1 m mol/L
(6~16 mg/dl)

Fenil alanin
(0.8-1.8 mg/dl)
0.05-0.11 m mol/L

Piriivik asit
0.03-0.1 m mol/L

Y. e
0.3-0.9 mg/dl Yook sgvagn ureie
. ' "*“"-ﬂu uxuk-
Insiilin

250 pliIU/ml



