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ARASTIRMA

Demir (lll) varhginda trombosit gama-

glutamil transferazinin pro-oksidan etkisi

Azize Sener!, Ozge Cevik!, Derya Ozsavci', Giilderen Yanikkaya-Demirel2

OZET: Gama-glutamiltransferaz (GGT), indirgenmis glutatyonun (GSH) metabolizmasinda
o6nemli rol oynayan bir membran enzimidir. GSH’In katabolizmasi sirasinda, GGT aktivitesi
sonucu gugclii demir rediikleyici etkisi olan tiyol dipeptid sisteinilglisin olusur. Son arastirma-
lar artmis serum GGT aktivitesinin oksidatif stresin bir géstergesi olarak kullanilabilecegini
gostermektedir. GGT aktivitesi trombositlerde de bulunur. Redoks reaksiyonlari trombosit
fonksiyonlarini degistirebilir. Ancak, trombositlerdeki redoks reaksiyonlarinda GGT aktivite-
sinin rolu bilinmemektedir. Bu calismanin amaci trombosit-GGT aktivitesinin demir(lll) varli-
ginda, oksidatif modifikasyonlari ve apoptotik uyarilari baslatici etkisinin olup olmadigini be-
lirlemektir. Calismamizda, trombosit GGT aktivitesi demir(lll) varliginda inhibitorlerle inhibe
edildikten sonra ve/veya substratlari ile uyarildiktan sonra lipid peroksidasyonu, protein ok-
sidasyonu, GSH, kaspaz-3 diizeyleri ve fosfatidilserin (PS) translokasyonu incelenmistir.
Sonuglar, demir (Ill) varhiginda GGT aktivitesi uyarilan trombositlerin lipid peroksidasyonu
ve protein oksidasyonu diizeylerinin GGT aktivitesi inhibe edilen trombositlere gére anlamh
olarak daha yiiksek diizeylerde oldugunu gostermistir. GGT aktivitesi uyarilan trombositlerin
GSH icerigi anlamh élciide azalmistir. Trombositlerin kaspaz-3 aktivitelerinde anlamli farkli-
ik g6zlenmemistir. Ancak, GGT aktivitesi uyarilan trombositlerde PS translokasyonu, GGT
aktivitesi inhibe edilen trombositlere gére erken apoptoz-aktivasyon fazinda artmistir. Sonug¢
olarak, trombosit-GGT/GSH/demir(lll) sistemi trombositlerde oksidatif modifikasyonlari ve
trombosit PS translokasyonunu tetikleyebilir. Béylece, trombosit-GGT’si bulundugu cevrede
reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) artisina katkida bulunabilir ve kardiyovaskuler hastaliklarin
gelisiminde rol oynayabilir.

ANAHTAR KELIMELER: trombosit, gama-glutamiltransferaz, oksidatif stres, apoptoz, demir
toksisitesi

GiRiS

Gamma-glutamil transferaz (GGT, EC 2.3.2.2)
hiicre membranin dis ytizeyinde bulunan ekto-
aktiviteye sahip bir enzimdir. GGT'nin ana fonk-
siyonu hiicre membranindan biitiin halde gegisi
gli¢ olan ekstraselliiler indirgenmis glutatyonun
(GSH) hidrolizidir. Boylece hiicre i¢inde yeniden
GSH sentezi igin gerekli sisteini saglayarak GSH
hemostazinda 6nemli rol oynar ve antioksidan
etki gosterir (1, 2). GSH diger hiicrelerde oldugu
gibi trombositlerde de oksidatif strese kars: sa-
vunmada ve redoks reaksiyonlarmin diizenlen-
mesinde kritik rol oynar. GSH ve okside glutat-
yon (GSSG) oranindaki dengenin bozulmasi sik-
Iikla kardiovaskiiler hastaliklar gibi trombosit
aggregasyonu ve aktivasyonun bozuldugu du-
rumlara eslik eder (3, 4).
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Son yillarda ozellikle hiicre kiilttirleri ile yapilan
calismalar GGT tarafindan GSH'm hidrolizi sira-
sinda ve demir, bakir gibi gecis metallerinin var-
Iiginda reaktif oksijen tiirlerinin olusabilecegini
de gostermistir (2, 5, 6). GSH'1n GGT tarafindan
hidrolizi sirasinda olusan ana metabolit sistei-
nilglisinin -SH grubunun kuvvetli rediikleyici et-
kisi bu durumdan sorumlu tutulmaktadir. Nor-
malde sistein ve sisteinilglisinin yapisinda bulu-
nan -SH gruplarinin da antioksidan 6zelligi oldu-
gu bilinmektedir. Sisteinilglisinin -SH grubu or-
tamin pH degerlerine bagl olarak kolaylikla ti-
yolat anyonuna dontisebilir. Olusan tiyolat an-
yonu demir gibi gegis metallerinin varliginda re-
aktif oksijen ttirlerinden (ROT) biri olan tiyil radi-
kalinin (-5°) olusmasina yol acar. Olusan tiyil ra-
dikali ferrik demiri (Fe III) ferr6z demire (Fe II)
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SEKIL 1. inkibasyon ortaminda olusan sisteinilglisin diizeylerinin HPLC ile G-
mUne ait kromatogram 6rnekleri. a) standart karisim (sistein, sisteinilglisin, GSH) b)
GSH-glygly grubu c) SBC+GSH-glygly grubuna ait kromatogram.

indirgeyerek Fenton reaksiyonu ile ROT’larin olusmasina ne-
den olabilir (7, 8).

Fizyolojik ve patolojik sartlarda agiga ¢ikan ROT’lar trombosit
fonksiyonlarinda onemli rol oynar. Trombositler dolasimda
diger kaynaklardan agiga ¢tkan ROT’larin yaninda kendi tiret-
tikleri i¢in de hedef hiicrelerdir. Endojen olarak trombosit ak-
tivasyonu sirasinda tiretilen stiperoksit anyonu (O2°-) ve hid-
rojen peroksit (H,O,) gibi ROT’lar otokrin ve parakrin olarak
etki gosterirler (3, 4). Intraseliiler ve ekstraseliiler ROT fireti-
minin artmas: redoks dengesinin bozulmasina neden olarak
hiicreleri apoptoz veya nekroza yonlendirebilir (8).

Apoptoz cekirdekli hiicrelerde gozlenen programlanmis hiic-
re olimiidiir. Cekirdek icermemelerine karsin trombositlerde
apoptotik gostergeler (normalde hiicre membraninin i¢ yiize-
yinde yer alan bir fosfolipid olan fosfatidil serinin hiicre
membraninin dis ytizeyine hareketi (translokasyonu), kaspaz-
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SEKIL 2. inkilbasyon ortaminda olugan sisteinilglisin diizeyleri (Ac: Akivisin, SBC:
L-serin-borik asit karigimi, ***p<0.001, kontrole gére anlamli; ++*p<0.001, GSH-
glygly grubuna gore).

larm aktivasyonu, mikropartikiil olusumu gibi) belirlenmistir
©)-

Bu calismada demir(IIl) varliginda, trombosit GGT aktivitesi-
nin eksojen GSH ilavesi ile uyarilmasinin trombositlerde oksi-
datif degisikliklere, trombosit apoptozuna ve trombosit akti-
vasyonuna etkisi aragtirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda saglikli, goniillii 12 kisiden alinan kanlardan
elde edilen trombositler kullanilmistir. Calismaya alinan kisi-
lerin son 10 giin iginde trombosit fonksiyonlarin: etkiledigi bi-
linen bir ajana maruz kalmamis olmasina 6zen gosterildi. Ca-
lisma icin, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik
Kurulu'ndan B.30.2.MAR.0.01.02/ AEK /983 say1 ile onay alin-
mustir. Deneylerde kullanilan kimyasallar Sigma (St. Louis,
MO, USA) ve Merck (Darmstadt, Germany) firmasinin tiriinle-
ridir.

Trombositlerin ayrilmasi

Calismamizda, trombositler aferez yontemi ayrildiktan sonra
5000 rpm’de 15 dakika 22°C “de santrifiij edilerek ¢oktiirtildii.
Coken trombositler Tris-NaCl-EDTA (0.03 M Tris, 0.12 M
NaCl, pH: 7.4; 5 mM EDTA, 1 U/ml apiraz iceren) tamponu ile
stispande edilerek yikandi. Santrifiij sonras: tamponda (0.03 M
Tris; 0.12 M NaCl, 5mM glukoz, pH:7.4) siispande edilerek
analizler i¢in kullanild.

GGT aktivitesinin inhibisyonu

GGT aktivitesini inhibe etmek i¢cin GGT'nin geri dontisiimsiiz
inhibitorii olan akivisin ve spesifik geri dontistimlii yarismali
inhibitéri olan L-serin/borik asit karisimi (SBC) olmak tizere
etki mekanizmalar1 farkl iki inhibitor kullanildi (1). Inhibitor-
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SEKIL 3. Trombosit malondialdehit (MDA) duzeyleri (a) (** p<0.01, GSH-glygly
ve kontrol grubuna gére; *p<0.05, **p<0.01, Fe+GSH-glygly grubuna gére ) ve
protein karbonil (PCO) igerikleri (b) (*p<0.05, GSH-glygly ve kontrol grubuna gére;
++p<0.01, Fe+GSH-glygly grubuna gore).

ler, 500 uM akivisin veya SBC (5 mM L-serin/10mM borik asit)
Iml Tris-NaCl tamponu ile siispande edilmis trombositlere
ilave edilerek 37 °C’de 15 dakika bekletildi. Inkiibasyon sonra-
st orneklerde GGT aktivitesi tayin edilerek (10) inhibisyon
oranlar1 belirlendi. GGT aktivitesinin tayini i¢in substrat ola-
rak gama-glutamil p-nitroanilid kullanildi. Reaksiyon sonun-
da aciga ¢ikan p-nitroanilinin verdigi renk 405 nm’de spektro-
fotometrede okundu ve GGT aktivitesinin inhibisyon oran1 %
inhibisyon olarak verildi.
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Sisteinilglisin diizeylerinin belirlenmesi

Inhibitor uygulanan ve uygulanmayan orneklerde GGT akti-
vitesi sonucu agiga ¢ikan sisteinilglisin diizeyleri belirlendi
(11). Yontemin esast tiyol gruplarma karsi segici 6zelligi olan
floresan bir madde ile (7-floro 2-benzo 2-okso 1,3-diazol 4-siil-
fonat, SBDF) ile tiyol gruplarmn tiirevlendirilmesidir. Bu
amagla, 50 pL 6rnek 25 pL fosfat tamponu (PBS, pH 7.4) ve 1
mM ditiyotreitol (DTT) ile 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edil-
di. Daha sonra drneklerin proteinleri trikloro asetik asit (TCA)
ile coktiiriildii ve st fazlar: alindi. Ust fazdan alman 50 pL 6r-
nek tizerine 1.55 M NaOH ve 0.125 M borat tamponu (pH:9.5)
ilave edildi. Karisima SBDF (1 g/L) ilave edilerek 60 °C’de 60
dakika bekletildi. Daha sonra 10 pL 6rnek floresan detektorlii
(385 nm eksitasyon, 515 nm emisyon) ve 5 pm Kromasil C18
kolon (15cmx*4.6 mm, Hi Chrom, Berkshire, UK) tastyan HPLC
(Agilent, Mississauga, Canada) sistemine uygulandi. Mobil
faz olarak 30 mL/L metanol iceren asetik asit-asetat tamponu
(0.1 mol/L, pH 5.5) kullamildi. Kromatografi 0.7 ml/dakika
akis hiz1 ve 29 °C sicaklik degerlerinde yapildi. Standart olarak
ticari sistein, sisteinilglisin ve GSH kullanild1. Standartlar ko-
lona ayr1 ayr1 ve karisim halinde enjekte edilerek sisteinilglisin
icin retansiyon zamarn belirlendi. Sonuglar uM sisteinilglisin
olarak ifade edildi.

Oksidatif parametreler i¢in yapilan inkiibasyonlar
Trombositler 5 mM glukoz iceren Tris-NaCl (0.03 M Tris, 0.12
M NaCl) tamponu i¢inde stispande edildi ve 1 mI'lik trombo-
sit stispansiyonlart hazirlandi. GGT aktivitesini uyarmak i¢in
fizyolojik substrat: olan GSH (2.5 mM) ve akseptor glisilglisin
(glygly, 25 mM) kullanildi. Demir kaynag: olarak FeCl; (150
UM, nitroasetik asit (NTA) ile komplekslenmis) kullanildi. Or-
tama GGT inhibitorleri ilave edilerek ve edilmeden inkiibas-
yonlar yapildi. Gruplar (tim gruplar icin n:12) asagidaki sekil-
de olusturuldu:

1. Kontrol grubu (trombosit+tampon)
2. GSH-gly-gly grubu (trombosit+GSH+glygly)

3. Fe+GSH-glygly grubu (trombosit +demir
(IN)+GSH+glygly

4. Fe+ SBC+GSH-glygly (trombosit+ demir
(II)+SBC+GSH+glygly)

5. Fe+Ac (akivisin)+GSH-glygly (trombosit+demir
(II)+akivisintGSH+glygly)

GGT inhibitorleri (500 uM akivisin, 5/10 mM SBC) inkiibas-
yon ortamina 15 dakika 6nceden ilave edildi. Inhibitoér icerme-
yen gruplara ayni hacimde tampon ilave edilerek bekletildi.
Tim ajanlarin ilavesinden sonra 37°C de 45 dakika inkiibas-
yon sonrasi trombositler 1200xg’de 10 dakika santrifiij edildi.
Coken trombositler tamponda siispande edildi ve sonikasyon-
la patlatilarak analizler igin kullamlda.

Lipid peroksidasyonu (LPO), protein oksidasyonu ve GSH
diizeylerinin belirlenmesi

Trombosit LPO diizeyleri Beuge ve Aust'un yontemi ile belir-
lendi (12). Lipid peroksidasyonunun son tirtinlerinden biri
olan malondialdehit (MDA) tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reak-
siyona girerek 532 nm’de maksimum absorbans veren renkli
bir bilesik olusturur. Olusan bu bilesigin miktar1 MDA ile dog-
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SEKIL 4. Trombosit indirgenmis glutatyon (GSH) duizeyleri (a)(# p<0.001, kont-
rol grubuna goére; ***p<0.001, GSH-glygly grubuna gére; +++p<0.001, Fe+GSH-
glygly grubuna gore). Trombosit kaspaz-3 aktivitesi (b) 1 saat inkiibasyon sonrasi
salinan p-nitroanilin (pNA) dizeyleri ile 6lguldu (gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamlilik gézlenmemistir).

ru orantilidir. Sonuglar standart grafik kullanilarak nmol
MDA /mg protein olarak ifade edildi.

Protein oksidasyonu, protein karbonil iceriklerinin (PCO) tayi-
ni ile belirlendi. Trombosit karbonil iceriginin 6l¢tilmesinde
Levine ve ark (13) yontemi esas alind1. Bu yontemin prensibi,
protein karbonil gruplart ile 2,4 dinitrofenil hidrazinin (DNPH)
reaksiyonu sonucu olusan kararli hidrazon bilesiklerinin 360

nm’de spektrofotometrik olarak ¢l¢iilmesi esasina dayanur. So-
nuglar ekstinksiyon katsayisi (2200 M-lcm-1)  kullanilarak
nmol/mg protein olarak ifade edildi.

Trombositlerde GSH diizeyleri Mergel ve Ark (14) yontemine
gore yapildi. Bu yontemde, hafif alkali ortamda, 5,5 ditiyobis
2-nitrobenzoik asit (DTNB, Ellman reaktifi), ortamdaki alifatik
tiyol bilesikleriyle tepkimeye girer. Tiyol basma olusan,
p-nitrofenol miktar1 412 nm’de spektrofotometrik olarak ©l-
ctildii. Sonuglar standart olarak GSH (5pug/ml -30pg/ml) kul-
lanularak hesaplandi ve pg/ml olarak ifade edildi.

Kaspaz-3 diizeylerinin él¢iilmesi

Kaspaz-3 akitivitesi Chemicon kazpaz-3 kolorimetrik 6lctim
kiti (Chemicon, Temecula, CA, USA, Kat. No: APT165) kulla-
nilarak yapildi. Yontemin prensibi kaspaz-3’tin substrati olan
N-Asetil-Asp-Glu-Val-Asp  p-nitroanilid’den  (Ac-DEVD-
PNA) kromofor p-nitroanilinin (pNA) serbestlesmesinin
spektrofotometrik olarak ¢l¢limii esasmna dayanmaktadir.
Kaspaz-3'ii kaspaz-3 benzeri aktivite gosteren enzimlerden
ayirt edebilmek i¢in kaspaz 3'tin spesifik inhibitérii olan
N-Asetil-Asp-Glu-Val-Asp-CHO (Ac-DEVD-CHO) kullanila-
rak da olctimler yapildi. Reaksiyon sonunda serbestlesen
PNA'nin absorbanst ELISA okuyucusu (Thermo, Multiskan
EX, Vantaa, Finland) kullanilarak 405 nm’de 6l¢tildii ve sonug-
lar 1 saatlik inkiibasyon sonucu agiga ¢ikan nmol pNA/mg
protein olarak ifade edildi.

Orneklerin protein igerikleri Bradford yontemine gore (15) ta-
yin edildi.

Trombosit PS translokasyonunun élgtilmesi

PS'nin hiicre membraninin i¢ yiizeyinden membranin dis yii-
zeyine hareketinin 6l¢timii icin kapakli konik tipli polipropi-
len tiipler kullamldi. Olgtim akim sitometresinde (EPICS XL-
MCL, Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) yapildi. Oncelik-
le, trombosit 6rnekleri tampon ile siispande edildi. 100 pl'lik
trombosit ornekleri alindi. Inhibitor ilave edilecek gruplara
akivisin veya SBC ilave edilerek 15 dakika 6n inkiibasyon ya-
pildi. Daha sonra GGT'nin substratlari olan GSH (2.5 mmol /L),
glisilglisin (25 mmol/L) ve FeCl; (150 uM) ilave edilerek kari-
sim reaksiyona girmesi icin 45 dakika 37 0C’de bekletildi. in-
kiibasyon sonrasinda her drnek tiipii tizerine floresein izotio-
siyanat (FITC) ile isaretlenmis anneksin-V (fosfolipidlere bag-
lanan protein, 25 pug/ml) eklenerek 10 dakika soguk ortamda
karanlikta bekletildi. Uzerine 100 pl baglama tamponu (10 mM
HEPES/NaOH pH:7.4; 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl, iceren)
eklenip akim sitometrisinde 6l¢tim yapildi.

CaliBrite boncuklar (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) giin-
litkk kalite kontrolii igin kullanildi. Her tiipte 50.000 hiicre sa-
y1ld1. Trombositlerin tespitinde FITC isaretli CD41a kullanild1.
Trombosit drnekleri akim sitometresinden gegirilirken FSCLog
(Log. Forward Scatter: Boyut) ve SSCLog (Log. Side Scatter:
graniilarite) oranlarma goére trombositler bir kapi icine alina-
rak kontamine olan diger kan hiicrelerinden ayrildilar. Hiicre
ylizeyine PS'nin hareketi ile floresan bir madde olan FITC ile
isaretlenmis anneksin-V ticari kit (BD Pharmingen, San Diego,
CA, USA, Kat. No:556547) kullanilarak anneksin-V pozitifligi
gosteren  apoptotik/aktive hiicreler saptandi. Sonuglar
anneksin-V baglanma yiizdeleri olarak verildi.
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Istatistik Analiz

Veriler, SPSS (version 11.5, Chicago, IL, USA) programi kulla-
nilarak degerlendirildi. Sonuglar ortalama + standart sapma
olarak verilmistir. Gruplar arasindaki istatistiksel karsilastir-
malar “repeated measures ANOVA” ve onu izleyen “Student-
Newman Keuls” testi ile degerlendirilmistir. Anlamlilik diize-
yi p<0.05 olarak kabul edilmistir.

BULGULAR

GGT aktivitesinin inhibisyonu

inhibisyon calismalari sonucu GGT aktivitesinin 500 pM akivi-
sinile % 9045.6 oraninda 5/10 mM SBC ile %92+ 6.8 oraninda

Anneksin-V (% badlanma)

N

SEKIL 6. Anneksin-V baglanma yiizdeleri (zerinden trombosit fosfoatidilserin
(PS) translokasyonu (1. sttunlar erken, 2. sttunlar ge¢ apoptoz/aktivasyon fazlari-
nitemsil etmektedir. **p<0.01, GSH-glygly grubuna gére; ++p<0.01, +++p<0.001
Fe+GSH-glygly grubuna gore).
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inhibe oldugu belirlendi. Sekil 1 ve 2'de gorildiigiu gibi GGT
aktivitesinin inhibe edildigi 6rneklerde sisteinilglisin diizeyle-
rinin inhibe edilmeyen orneklere kiyasla istatistiksel olarak
anlamli diizeyde azaldig1 gozlendi (p<0.001).

LPO, PCO ve GSH dtizeyleri

GGT aktivitesinin GSH ile uyarilmasi kontrole gore trombosit
MDA diizeylerinde ve PCO igeriklerinde anlamli bir degisikli-
ge neden olmadi (Sekil 3a, 3b). Ancak demir(IIl) varliginda,
GSH-glygly ile GGT aktivitesinin uyarilmasi trombosit MDA
diizeylerini ve PCO igeriklerini, kontrol grubuna ve sadece
GSH-glygly uygulanan grubu gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde artird1 (p<0.001, p<0.05, sirastyla). GGT aktivitesinin
her iki inhibitorle de inhibisyonu trombosit MDA diizeylerin-
de Fe-GSH-glygly grubuna gore anlaml1 azalmaya neden oldu
(p<0.05, p<0.01 sirasiyla). Inhibitor olarak SBC kullanilan
grupta PCO diizeyleri azalirken (p<0.01) akivisin, PCO diizey-
lerinde anlaml1 degisiklige neden olmadi.

Trombosit GSH igerikleri ortamda demir yokken GGT aktivi-
tesinin GSH ile uyarilmas1 sonucu kontrol grubuna gore an-
lamli olarak artarken (p<0.001), demir varliginda kontrol dii-
zeylerinde kalmistir. Demir varliginda GGT aktivitesinin her
iki inhibitorle inhibisyonu ile GSH diizeyleri Fe-GSH-glygly
grubuna gore artis gosterdi (p<0.001, Sekil 4a).

Trombosit kaspaz-3 diizeyleri

Trombosit GGT aktivitesinin demir varliginda trombosit
apoptozuna etkisini incelemek amaciyla bir saatlik inkiibas-
yon sonrasl kaspaz-3 diizeyleri belirlendi. Ortamda demir bu-
lunmadan GGT aktivitesinin uyarilmas: kontrol grubuna gore
anlaml degisiklige neden olmazken demir varliginda GGT ak-
tivitesinin uyarilmasi kaspaz-3 diizeylerinde diistik diizeyde
bir azalmaya neden oldu. Ancak bu azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. GGT aktivitesinin inhibisyonu (her iki in-
hibitorle de) istatistiksel olarak anlamli degisikliklere neden
olmadi (Sekil 4b).
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PS Translokasyonu

Trombositler i¢in aktivasyon/apoptoz gostergesi olan fosfati-
dil serin translokasyonu FITC isaretli anneksin-V kullanilarak
akim sitometresinde ol¢tildii. Demir varliginda GGT aktivite-
sinin uyarilmasi trombositlerde erken aktivasyon/apoptozda
PS translokasyonunun artmasina neden olurken (p<0.05),
GGT'nin akivisin ve SBC ile inhibisyonu PS cevabinin azalma-
sma neden oldu (p<0.001, p<0.01, sirasiyla). Aktivasyon/
apoptozun ge¢ fazinda ise GGT aktivitesinin uyarilmasi ve in-
hibe edilmesi trombosit PS cevabinda degisiklige neden olma-
d1 (Sekil 5, Sekil 6).

TARTISMA

Stark ve arkadaslar1 (16) karaciger kanserine bagli olarak geli-
sen lezyonlarda GGT/GSH kaynakli radikallerin oksidatif ha-
sar1 artirdigini bildirmislerdir. Hepatositlerde (5) yapilan ca-
lismalarda, ortamda demir varken GGT aktivitesinin pro-
oksidan etkiye sahip olabildigi gosterilmistir. Fibroblast hiicre
kiltiirtinde yapilan bir calismada, GGT gibi GSH'1n hidrolizi-
ni gerceklestiren ve membranda yer alan GGT-rel enzimininde
(yapist %79 oraninda GGT’ye homolog) prooksidan rolii de-
mir (IIl) varliginda incelenmistir. Bu calismada GGT-rel pozi-
tif olan hiicrelerin ekstraseliiler ortamdaki ROT ve MDA dii-
zeylerini sadece demir varliginda GGT-rel negatif hiicrelere
gore belirgin olarak artirdig1 gosterilmistir (17). In vitro sart-
larda ve demir varliginda, saf GGT aktivitesi LDL oksidasyo-
nuna da neden olabilir (18) ve eritrosit membranlarinda oksi-
datif degisiklikleri artirarak fonksiyonlarim bozabilir (19).
GGT'nin cesitli hiicrelerde ROT artisina katkida bulunmasi ile
ilgili calismalar mevcut olmasina karsin trombosit GGT’sinin
pro-oksidan aktivitesi ile ile ilgili calismalara literatiirde rast-
lanmamistir. Daha 6nce yaptigimiz bir calismada ortamda
herhangi bir gecis metali yokken yikanmis trombositlerde
GGT aktivitesinin oksidatif reaksiyonlarin artisina neden ol-
madigin belirledik (20). Bu ¢alismamizda ise demir(III) varli-
ginda GGT aktivitesinin pro-oksidan roliinii arastirdik. Bulgu-
larimiz in vitro sartlarda ortamda demir varliginda trombosit
GGT’sinin pro-oksidan etki gostererek trombositlerde oksida-
tif degisiklikleri (LPO ve PCO artis1, GSH dtiizeylerinde azal-
ma) tetikleyebildigini gostermektedir.

Ektraseliiler ve intraseliiler ROT larin artis1 sitotoksik etki gos-
terir ve oksidasyona duyarl: sinyal yollari tetikler (3, 4, 21).
Hidrojen peroksit, trombosit fonksiyonlarinda cnemli rolii
olan trombosit membran glikoproteini Gp IIb/IIla’nin hiicre
ici kisminda tirozin fosforilasyonuna neden olarak trombosit
aktivasyonuna ve trombosit aggregasyonuna neden olabilir
(22). GP IIb/IIa’'nin membran dis yiizeyinde yer alan uglari
distilfit baglarindan zengindir ve rediiksiyonla birlikte aktive
olur. Gp IIb/IIla’daki serbest tiyol gruplar: ekstraseliiler GSH
/ GSSG oranyla kontrol edilir (23). Dolayistyla hem intraselii-
ler ve ekstraseliiler ROT konsantrasyonu ve GSH /GSSG ora-
n1 trombosit fonksiyonlarmin onemli diizenleyicileridir. Bu
durumda eksojen GSH ilavesinin antitrombositer etki goster-
mesi beklenir. Ancak trombositlere eksojen GSH ilavesinin
konsantrasyona bagli olarak trombosit aggregasyonunu farkli
sekilde etkileyebilecegi bildirilmektedir. Milimolar diizeyle-
rinde GSH ilavesinin antioksidan etki gosterdigi mikromolar
konsantrasyonlarda ise antiaggregan etki gosterdigi belirlen-
mistir (24, 25). Bizim kullandi1gimiz GSH konsantrasyonu mili-
molar diizeyinde olmasina karsin, demir varliginda tam tersi-

ne oksidatif reaksiyonlarin artisina neden oldu. GGT inhibitor-
lerinin ilavesi ile oksidatif reaksiyonlardaki artisin engellen-
mesi GSH ve demir iligkili redoks reaksiyonlarinda GGT akti-
vitesinin rolintin oldugunu gostermektedir. Ayrica inhibe
edilen 6rneklerdeki sisteinilglisin diizeylerinin ¢ok diistik ol-
masi redoks reaksiyonlarinda GSH etkisinden ¢ok metabolitle-
rinin roliinii agik bir sekilde gostermektedir.

Melanoma hiicrelerinde yapilan bir ¢calismada nontoksik dii-
zeylerde {tiretilen GGT aracilt H,O,'in hiicre proliferasyonunu
uyardigi, yiiksek konsantrasyonlarda ise apoptoz ve hiicre
nekrozuna neden oldugu gosterilmistir (8). Biz calismamizda
apoptoz gostergesi olarak kaspaz-3 diizeylerini ve PS translo-
kasyonunu &lgtiik. Inkiibasyon ortaminda demir(ITl) varligin-
da, GSH-glygly ile GGT aktivitesinin uyarilmas: trombosit
kaspaz 3 diizeylerinde 1 saat inkiibasyonu takiben anlaml1 de-
gisiklige neden olmadi. Kaspaz-3 diizeylerinde artis yerine
tam tersi duisiik diizeyde ve istatistiksel olarak anlamsiz azal-
ma gozlendi. Bu durum demirin kaspaz-3 aktivasyonunu inhi-
be edici etkisinden kaynaklanmis olabilir (26). Demir(III) varli-
ginda GGT aktivitesinin uyarilmas: erken apoptoz/aktivas-
yon fazinda PS translokasyonunda artisa, GGT aktivitesinin
inhibisyonu ise azalmaya neden oldu. Buna karsin ge¢ apop-
toz/aktivasyonda PS translokasyonunda anlamli farkhliklar
gozlenmedi. Son yillarda yapilan calismalar PS translokasyo-
nu icin de kaspazlarin aktivasyonun gerekli oldugunu bildir-
mektedir (27). Geg aktivasyon/apoptozda transloke olan PS
miktarinda bir degisiklik gézlenmemesi demir ve kaspazlar
arasi etkilesimden kaynaklanmus olabilir. Erken apoptoz/akti-
vasyonda gozlenen PS artisindan trombosit aktivasyonun
veya apoptozunun hangisinin sorumlu oldugunu ayirt etmek
giictiir. Cekirdekli hiicrelerde PS’in hiicre zar1 dis yiizeyine
hareketi tam olarak bir apoptoz belirteci iken trombositlerde
apoptozdan ziyade aktivasyonu diistindtirmektedir. Trombo-
sit aktivasyonu ve apoptozu benzer tzellikler gosterirler (PS
translokasyonu, mikropartikiil olusumu gibi) ki bu durum
trombosit aktivasyonunun apoptoza ilerledigini diistindiir-
mektedir (28, 29). Ancak, trombosit apoptozunun ve aktivas-
yonunun birbirinden farkl ilerleyebilecegini gosteren calis-
malar da mevcuttur (30).

GGT'nin pro-oksidan etkisi i¢in ortamda gecis metallerine ih-
tiyag vardir. Normal fizyolojik sartlarda dolasimda serbest de-
mir ¢ok diistik konsantrasyonda bulunur. Fizyolojik sartlarda
proteinlere (transferin, hemoglobin) bagl: haldedir. Proteinle-
re bagli olan gecis metalleri redoks reaksiyonlarma genellikle
neden olmazlar (31). Tam tersine transferrin dolasimda demi-
ri baglayabildigi i¢in demirle doygun olmadig1 durumlarda
antioksidan etki gosterir (32). Ancak bazi sartlarda (ortamda
askorbat, tiyoller, indirgenmis flavinler, O, - varlig1, inflamas-
yon, aktive fagositik hiicrelerin ¢evresinde olmak ve diyabet
gibi proteinlerin glikozilasyonunun arttig1 durumlar gibi) pro-
teinlere bagl gecis metallerinin salmimi1 gerceklesebilir. GSH
metaboliti olan sisteinilgisinin transferrin ve ferritin varligin-
da da oksidatif reaksiyonlara neden olabildigi gosterilmistir
(33-35)

Sonug olarak trombosit GGT aktivitesi in vitro sartlarda ve de-
mir varliginda oksidatif degisiklikleri ve trombosit aktivasyo-
nunu tetikleyebilir. Bu in vitro ¢alisma, trombosit GGT” sinin
bazi patolojik durumlarda (asir1 demir yiiklenmesi, kan trans-
flizyonlar1 sonrasi, inflamasyon, diyabet) bulundugu cevrede
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The pro-oxidant effect of platelet gamma-glutamyltransferase in the presence of iron(lll)

SUMMARY: Gamma-glutamyltransferase (GGT), a plasma membran enzyme, plays important role in the reduced glu-
tathione (GSH) metabolism. GGT activity during the catabolism of GSH originates the thiol dipeptide cysteinylglycine,
whose-SH group is provided in particular with a much stronger iron-reducing ability. Recent research indicates that
increased serum GGT activity could be used as a marker for increased oxidative stress in human. GGT activity is also
found in platelets. Redox reactions can modify platelet functions. However, the role of platelet-GGT activity on its redox
enviroment is unknown. The objective of the present work is to determine whether the platelet-bound GGT activity initi-
ates oxidative modifications and apoptotic stimuli in presence of iron(lll). In our study, lipid peroxidation, protein oxida-
tion, GSH, phosphatidylserine (PS) and caspase-3 levels of platelets were investigated after inhibiting platelet GGT
activity with inhibitors and/or stimulating platelet GGT activity with its substrates in the presence of iron(lll). The result-
ing data showed significantly higher levels of lipid peroxidation and protein oxidation in the GGT activity-stimulated
platelets in comparison with the GGT activity inhibited platelets in the presence of iron(lll). GSH contents of the GGT
activity-stimulated platelets were significantly reduced. No significant difference was observed caspase-3 activities of
platelets. However, PS externalization in GGT activity stimulated platelets were increased compared to the GGT activity-
inhibited platelets in the early stage apoptosis/activation. Platelet-GGT/GSH/iron(lll) system can induce oxidative mod-
ifications and PS externalization on human platelets. Thus, platelet bound-GGT may contribute to the increase of reac-

tive oxygen species (ROS) in its enviroment and promote cardiovascular diseases.

KEY WORDS: platelet, gamma-glutamyl transferase, glutathione, oxidative stress, apoptosis, iron toxicity

ROT tiretimini artirarak ateroskleroz ve koroner kalp hastalik-
lar1 gibi hastaliklarin gelisimine katkida bulunabilecegini gos-
termektedir. Ancak fizyolojik sartlarda, trombosit GGT aktivi-
tesinin pro-oksidan etkisinin tam olarak belirlenebilmesi igin
ilave in vivo ve ex vivo calismalara ihtiyag vardir.

Tesgekkiir: Bu calisma Marmara Universitesi Rektorliigii Bilim-
sel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan SAG-
YLS-120707-0128 numarali proje ile desteklenmistir.
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