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STRESE BAGLI MIDE MUKOZASI HASARINDA
ENDOJEN GLUTATYON TUKENISININ ENERJI
METABOLIZMASI ILE iLISKisi*

Emel ZENGIN ULAKOGLU, M. Koray GUMUSTAS,
Ahmet BELCE, Tuncay ALTUG, Emine KOKOGLU

Background.- Reactive oxygen species may play an important role in gastric
ulceration induced by several kinds of stress. Detoxification of these radical
species involves conversion of reduced glutathione to oxidized glutathione.
Endogenous glutathione has been reported as a possible mediator in gastric
mucosal protection. Stress-induced ischemia may adversely affect gastric energy
metabolism, an important factor in mucosal self-defense against injury. The
objective of this study was to examine the relationship between endogenous
glutathione and ATP levels in stress-induced gastric mucosal ulceration.

Design.- On 20 male Wistar type albino rats, who where subjected to stress by
the immobilization, ATP levels was determined by the modified Bucher technique,
reduced glutathione levels by the method of Fairbanks and glutathione peroxidase
activities by the spectrophotometric assay of Paglia and Valentine.

Results.- Significant decreases were found in ATP, reduced glutathione levels
and glutathione peroxidase activities in the rats subjected to stress.

Conclusion.- Regeneration and de novo synthesis of reduced glutathione might
be reduced as a consequence of decreased of availability of ATP and some
cofactors induced by the ischemic episode.

Zengin Ulakoglu E, Gumiistag MK, Belce A, Altug T, Kékoglu E. The
relationship between endogenous glutathione depletion and energy
metabolism in stress-induced gastric mucosal injury. Cerrahpasa J Med
1998; 29 (3): 127-131.

GIRIS &
Glutatyon (y-glutamilsistein glisin), organizmada tiyol grubu igeren, diisiik
molekiil agirlikli 6nemli bir tripeptiddir.!* DNA ve protein sentezleri,

enzim aktivitelerinin diizenlenmesi, hiicre i¢i ve dis1 transportlar gibi

hiicresel fonksiyonlar1 disinda baglica antioksidan olarak hiicre
savunmasinda da énemli rolii vardar.!3:#

Indirgenmis glutatyon (GSH) igerdigi tiyol grubu aracihigs ile hiicre iginde
redoks potansiyeli yiiksek bir ortam saglayarak, hiicreyi oksidatif hasarlara

kars1 korur. Glutatyon peroksidaz (GPx) isimli enzimin kofaktorliigiinii

yaparak, hidrojen peroksidi metabolize eder. 1,2.4,5

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, ¢esitli stres modellerinin reaktif oksijen
triinlerinin (ROS) olusumunu hizlandirdig1 ve lipid peroksidasyonlarina

yol actig1 gosterilmistir.” ROS'un olusturdugu oksidatif hasar oksidan

stres olarak tanimlanmaktadir. Oksidan stres ile GSH diizeylerinin azaldig1

bilinmektedir. in vivo® ve invitro® yapilan deneylerde, endojen GSH'in

cesitli hasarlarda mide mukozasi biitiinliigliniin korunmasinda 6énemli bir
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mediatdr olabilecegi gorlsii ileri siiriilmektedir. Diger yandan stres
tilserine bagli iskeminin, hasara karsi savunmada 6nemli bir faktér olan

mukozal enerji metabolizmasmi azalttigi da gosterilmistir.'%!!  Ancak
literatlir aragtirmamizda, stres tlserine bagl hem glutatyon hem de ATP
diizeylerinin azalmast ile ilgili mekanizmalann yeterli olarak izah
edilmedigini gérmekteyiz.

Bu c¢alismadaki amacimiz, hareketsizlik yoOntemiyle stres {ilseri
gelistirdigimiz sigan mide mukozalarinda, glutatyon diizeylerine ATP
degisimlerinin ne sekilde etki ettigi, ayrica serbest radikallerin
detoksifikasyonu esnasinda indirgenmis glutatyonun (GSH) oksitlenmis
glutatyona (GSSG) dontisimiinii  katalizleyen GPx aktivitelerinin
incelenmesidir.

YONTEM VE GEREGCLER &

Deneyler, istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar Uretim ve
Aragtirma Laboratuvarindan saglanan 200-250 gr agirliginda 20 adet erkek Wistar
Albino sigan ile yapildi. Tim deney hayvanlarn oda temperatiiriinde 24 saat ag
birakildiktan sonra, 10 tanesine 6 saat hareketsizlik yontemiyle stres uygulandi. Bu
siirenin sonunda, genel eter anestezisi altinda servikal dislokasyon ile sakrifiye edilen
sicanlarin laparatomi yoluyla mideleri ¢ikartildi. Elde edilen mideler, buzlu zemin
iizerinde biiyiik kurvaturlart boyunca agildi. Mide igerigi sogutulmus serum fizyolojik
ile yikand1 ve mide buzlu zemin iizerine gerildi.

Ulser indeksi tayini: Mide mukozasinda meydana gelen hasar skalada verilen
kriterlere gore degerlendirildi: 0= hi¢ hasar yok; 1=kii¢ilik; 1/2 mm ilser; 2= orta, 3-4
mm iilser; 4=genisg, 5-6 mm iilser. Her bir grubun total skor derecesinin deney hayvani
sayisina boliinmesiyle ortalama iilser indeksi saptandi (Sekil 1).
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Sekil 1. Kontrol ve stres grubuna ait sigan mide
mukozalarindan birer Grnek

Doku calismalari: Mide mukozalar buz iizerinde bistiiri yardimiyla kazindi ve elde
edilen dmekler derhal -70°C'da donduruldu.

ATP diizeyi tayini: Doku tartildiktan sonra, buz iginde teflon uglu homojenizator
yardimiyla PGA (3-fosfogliserik asid) tampon ¢ozeltisi ile % 20'lik (w/v) homojenati
hazirlandi1. Hazirlanan homojenat {izerine TCA (triklorasetik asid) ¢ozeltisi % 12 (v/v)
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ilave edilerek proteinler ¢oktiiriildii. Bu karisim 4°C'da ve 3000 rpm devirde 10 dak.
santriflij edilerek siipernatant elde edildi. Siipernatant i¢inde ATP diizeyi, Bucher'in

Adams!? tarafindan modifiye edilen yontemine dayanan Sigma diagnostik kitine
uygun olarak calisild1 (Sigma Kat No. 366).

GSH diizeyi ve GPx aktivitesi tayinleri: Doku tartildiktan sonra, teflon uglu
homojenizator ile soguk 20 mM Tris-HCI tampon i¢inde (pH 7.4) % 33 (w/v) olacak
sekilde homojenize edildi. Homojenat buz iginde 30 saniyelik araliklarla 3 kez
sonikasyona tabi tutuldu (MSE sonikator, gii¢ ¢ikis1 38 watt) ve daha sonra 4°C'da ve
5000 rpm devirde 20 dak. santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantta GSH diizeyi

DTNB [5,5'-Ditiyobis (2- nitrobenzoik asid)] ile renklendirme temeline dayanan

13

yontem - ile, GPx aktivitesi ise Paglia ve Valentine'nin kinetik spektrofotometrik

esasa dayanan Randox kit y6ntemiylel4 tayin edildi.

Silipernatantta protein miktarlart Lowry'nin spektrofotometrik yontemine uygun olarak
slgildi.!>

BULGULAR &

Uygulanan stres modeli ile elde edilen sonuglar Tablo I'de verilmektedir.
Kontrol grubu ve stres grubu sigcanlarin mide mukozas1t ATP ve GSH
diizeyleri,GPx aktiviteleri Sekil 2, 3 ve 4'te gosterilmektedir.

Tablo I. Deney Gruplaninda ATP, indirgenmis
Glutatyon (GSH) Dizeyleri, Glutatyon Peroksidaz (GPx)
Aktiviteleri ve Ulser Indeksi Degerleri

Deney ATP GSH GPx Ulser
gruplar (nmolfmg  {nmul/mg {(mU'mg  indeksi
protein) protein} protein)

Kontrol grubu  9.540.84  53.8044.63 4684143329 0

Stres prubu 3504007 3514306 34960+32.03 584079

p < 001 <. 001 <. 001 < 001

ATP dizeyler (nmalimg protein)

K 5

Sekil 2. Sigan mide mukozasinda ATP dizeyler
(K: Kontrol S: Stres gruplar).
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GEH dizeyler (nmolimg protain)

Sekil 3. Sigan mide mukozasinda indirgenmig glutatyon
(GSH) diizeyleri (K: Kontrol, 5: Stres gruplarn).

500"
450-

2

GPx aktlviteleri imLimg protein)

Sekil 4. Sigan mide mukozasinda glutatyon peroksidaz
(GPx) aktiviteleri (K: Kontrol, S: Stres gruplar).

TARTISMA &

GSH, tiim memeli hiicrelerinde bol miktarda (0.5-10 mM) sentezlenir. Bu
sentez 2 basamakta gerceklesir. Birinci basamakta, y-glutamilsistein
sentetaz isimli enzim GSH'm prekiirsér amino asidleri olan glutamat ve
sisteinden, y-glutamilsisteinin olusumunu katalizler. Ikinci basamakta ise,
glutatyon sentetaz, glisin ve y-glutamil-sisteinden glutatyonu olusturur.
GSH negatif feed-back ile glutamilsistein olusum hizin1 ve bdylelikle
kendi sentezini de denetler. Bu sentezde bir molekiil GSH i¢in 2 molekiil

ATP'nin hidrolizi gerekir.®!® (Sekil 5) GSH siirekli olarak hiicreler

tarafindan kullanildigindan, sentezinin inhibisyonu hizli tiikenmesine yol

acabilir. 134
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Sekil 5. Glutatyon sentezi ve siklusu

Oksidan stres sonucunda artan ROS olusumunun hiicre hasarlaridaki
etkileri bilinmektedir. Bu iriinlerin detoksifikasyonu, glutatyonun
indirgenmis formunun (GSH) oksitlenmis dimer formuna (GSSG)
doniisiimii ile saglanmaktadir. Glutatyon peroksidazin (GPx) katalizledigi
bu reaksiyonda, GSH'in enzim aktivitesi i¢in esas oldugu aciktir.
Okdidasyon sonucunda olugan GSSF (Glutatyon distilfid) ise glutatyon
radiiktaz isimli enzim araciligiyla ile geri donen bir siklusla GSH'a

rejenere olmaktadir.>»?

Hiicre yliksek miktarda oksidana maruz kaldiginda, GSSG olusumu
metabolik sinirmi1 agmakta ve oksidatif stres olugmaktadir. Detoksifiye
olamayan oksidanlar membran lipidlerinin ve hiicrenin ¢esitli fonksiyonel

ve yapisal proteinlerinin bozulmasina neden olmaktadir.>-16 Ayrica
GSSG'nin  kendisi de, proteinlerin siilthidril gruplanyla (-SH)
reaksiyonlasarak kalic1 zararh etkiler meydana getirmektedir.>!” Bu son
olaya bagh hiicre ici GSSG birikiminin, ATP'ye bagimlh bir tasiyici

mekanizmanin varlig: ile bertaraf edildigi bildirilmistir.'® Diger taraftan
gastrik mukozada glikojen depolarmin az oldugu ve devamh glikoz

ihtiyacinin karsilanmasi gerektigi bilinmektedir.!?

Stresin yol agtig1 iskemi sonucunda olusan H,O, ve serbest radikaller,
glikoliz ve oksidatif fosforilasyonu inhibe ederek ATP miktarinin

diismesine yol acarlar.'® Tiimor hiicrelerinde yapilan deneylerde,
glikolitik yolun GAPDH (gliseraldehid-3P04 dehidrogenaz) seviyesinde

inhibe oldugu gé')sterilmistir.16 Calismamizda stres grubu sicanlarin mide
mukozast ATP miktarlarinda elde ettigimiz diisiik sonuglar (p<.001)
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literatiir bilgileriyle! %11

uyumluluk gdstermektedir.

Literatlir arastirmamizda sterese baglh glutatyon miktarmin tiikenmesiyle
ilgili mekanizmalarin ise yeterli izah edilmedigini gormekteyiz. Stresin
neden oldugu mukozal GSH diizeylerinde elde ettigimiz azalmalar1 su
faktorlere baglayabiliriz. GSH; artan ROS olusumun 6nlemede GPx'a

substrat teskil ettiginden hizla tikenmektedir. !+ Diger taraftan iskemi
sonucunda mukozada ATP konsantrasyonundaki diismeler, bir yandan
GSH sentezinin yavaslamasmna yol agarken, diger yandan GSSG'nin
salgilanmasmdaki azalmaya da neden olmaktadir. Boylece hiicre ig¢inde
GSSG birikiminin bir kez daha artarak, ROS'un olusturdugu hasarlara
ilaveten GSSG'ye bagh etkilerin de kamg¢ilandigini diistinmekteyiz.
Gergekten de stres erozyonlari ile ilgili bulgularmz bu izaha uymaktadir.
Stres grubunun iilser indeksinde saptadigimiz artmalar (p<.001 ) ATP ve
GSH diizeylerindeki azalmalarla uyumluluk gostermektedir (Tablo I ve
Sekil 2, 3).

Iskemik dokunun enerji metabolizmasiyla ilgili degisiklikleri arasinda;
hiicrede NADPH olusumunun inhibisyonu da yer almaktadir.> Glutatyon
rediiktaza kofaktorlik teskil eden NADPH miktar1 azalmasmin, mide
mukoza hiicrelerinde GSH diizeylerinin diigmesinin bir baska nedenini
olusturabilecegini diistinmekteyiz.

Stresin oksidatif doku hasarindaki etkileri incelendiginde, ROS'un

peroksidaz aktivitesini oksidatif olarak inaktive ettigi bildirilmektedir.2°
Stres sonucunda mide mukoza hiicrelerinde artan ROS'a karsi GPx
aktivitelerinde saptadigimiz azalmalar (Tablo I ve Sekil 4), hiicre hasarinin
diger nedenleri arasinda olabilir.

OZET a

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, stresin yol actig1 doku hasarinda reaktif
oksijen {iriinlerinin (ROS) rolii iizerinde durulmakta, indirgenmis
glutatyonun (GSH) ise antioksidan savunmada Onemli bir mediator
oldugu ileri siiriilmektedir. Bu calismada hareketsizlik yontemiyle strese
maruz bwrakilan sican mide mukozalarinda GSH diizeylerinin ATP
degisimleriyle ne sekilde etkilendigi arastirilmustir. Ayrica etkili diger
faktorler de incelenmistir.

Stres grubu sicanlarda mide mukozas1t GSH ve ATP diizeylerinde kontrol
grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli azalmalar kaydedildi (p<.001).
Bu anlamli azalmalar glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitelerinde de
saptandi (p<.001).

Strese bagl iskemi sonucunda olusan ROS, glikoliz ve oksidatif
fosforilasyonu inhibe eder. ROS olusumunun enerji metabolizmasindaki
negatif etkileri, bir yandan GSH sentezinin ve rejenerasyonunun
azalmasma neden olurken, diger yandan okside glutatyonun salgilanma
kusuruna da yol agmaktadir. Ayrica, ROS, H202'in detoksifikasyonunda
rol oynayan GPx'in da oksidatil inaktivasyonuna neden olmaktadir. Tim
bu degisiklikler dokuda lezyon olusumunu kamgilamaktadir.
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