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OzZET

CYSTEIN-S-SULFAT’IN SITOTOKSIK VE GENOTOTOKSIK ETKILERININ
NORONAL HUCRE DizZiSiNDE iINCELENMESi

Dr. Volkan TEKIN
Doktora Tezi, Fizyoloji AD
Tez Yéneticisi: Prof. Vural KUCUKATAY
Haziran 2019, 61 Sayfa

Sulfit, kdklrt iceren amino asit metabolizmasi sonucu ortaya cikan toksik bir
molekuldidr. Sulfit metaboliti olan Cystein-S-Sulfat (SSC), glutamat benzeri eksitotoksik
etki gostermektedir. SSC, Silfit Oksidaz (SOX) Enzim eksikligi olan hastalarin idrarinda
ve plazmasinda yogun miktarda tespit edilmektedir. SSC toksisitesinin, SOX enzim
eksikligindeki agir néropatolojinin sebebi olabilecegi dusunitlmektedir. Bu ¢alismada,
SSC molekilinin sitotoksik ve genototoksik etkilerinin HT-22 fare hipokampts hilcre
dizini kullanilarak gosterilmesi amaglanmistir. %10 fetal bovin serumu (FBS), %1 L-
glutamin, 100IU/ml penisilin/10mg/ml streptomisin ve yuksek glukoz iceren DMEM
icerisinde ¢dzdurilerek besi yeri olarak kullaniimistir. Yéntem olarak; sitotoksite dlgimu
icin WST-1 testi kullanilmigtir. SSC LDsy dozunu belirlemek icin hlcrelere cesitli
konsantrasyonlarda SSC (her bir kuyucukta 5-300 uyM’larda olacak sekilde) uygulanip
WST-1 galisiimis ve probit analizi yapiimistir. SSC (LDso dozu 125 pyM) ile birlikte NMDA
reseptdr antagonisti olan Memantin (20 yM) molekdll, glutamat metabotropik reseptor
antagonisti olan LY341495 (10 uyM) molekili uygulanmigtir. Genototoksite analizi igin
deney gruplarina bahsedilen tedaviler verildikten sonra Comet Analizi ydntemi
calisiimistir. Comet analizi icin Comet Assay IV programi kullaniimistir. Apopitotik sireci
aydinlatmak icin Kaspaz-3 aktivite tayini, ilag verilen gruplarla ve kontrol grubunda
calisiimistir. Antioksidan kapasiteyi 6lgmek igin hiicre i¢i Total Glutatyon Olgimii
gerceklestiriimistir. Calismamiz sonucunda, SSC’nin sitotoksik etkileri oldugu ancak
Comet Analizi sonucunda genototoksik etkisinin mevcut dozlarda olmadidi gosterilmistir.
SSC’nin kaspaz-3 aktivitesini artirmadigi gézlenmistir. SSC’nin hicre igi total glutatyon
miktarini artirdig1 gérdlmus, bu durum oksidan strese kargi gelisen kompanzatuar bir
mekanizma olarak degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Cystein-S-Sulfat, S-Sulfosistein, Genototoksite, Sitotoksite,
Comet Analizi

Bu ¢alisma, PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2017SABEOQG).



ABSTRACT

EXAMINATION OF CYSTEINE-S-SULFATE’S CYTOTOXIC AND GENOTOXIC
EFFECTS ON NEURONAL CELL LINE

TEKIN, Volkan (MD)
Phd, Thesis in Physiology
Supervisor: Prof. Vural Kigukatay (Phd)
June 2019, 61 Pages

Sulfite is a toxic molecule resulting from sulfur-containing amino acid metabolism.
The sulfide metabolite Cysteine-S-Sulfate (SSC) shows an excitotoxic effect like
glutamate. SSC is detected in the urine and plasma of patients with Sulfite Oxidase
(SOX) enzyme deficiency. It is thought that SSC toxicity may be the cause of severe
neuropathology in SOX enzyme deficiency. In this study, the cytotoxic and genototoxic
effects of the SSC molecule were aimed to be demonstrated using the HT-22 mouse
hippocampus cell line. 10% fetal bovine serum (FBS), 1% L-glutamine, 100IU / ml
penicillin / 10mg / ml streptomycin and high glucose DMEM were used as medium. As a
method; WST-1 test was used for cytotoxicity measurement. In order to determine the
dose of SSC LDso, various concentrations of SSC (with 5-300 300M in each well) were
applied to the cells and WST-1 was studied and probit analysis was performed.
Memantine (20 uM) molecule which is NMDA receptor antagonist and LY341495 (10
pMM) molecule which is glutamate metabotropic receptor antagonist has been applied with
SSC (LDso dose 125 pM). After the mentioned treatments were given to the experimental
groups for the genototoxicity analysis, Comet Analysis method was studied. Comet
Assay IV program was used for Comet analysis. In order to elucidate the apoptotic
process, caspase-3 activity was studied in the drug-treated groups and in the control
group. Intracellular Total Glutathione Measurement was performed to measure the
antioxidant capacity. In our study, it was shown that SSC had cytotoxic effects but the
genototoxic effect was not present in the current doses as a result of Comet Analysis. It
was observed that SSC did not increase caspase-3 activity. SSC was found to increase
the amount of intracellular total glutathione and was evaluated as a compensatory
mechanism against oxidant stress.

Keywords: Cysteine-S-Sulfate, Genotoxicity, Cytotoxicity, Comet Assay, S-

Sulfocysteine
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1.GIRIS

insani tanimlayan sag ve goz rengi, boy uzunlugu gibi birgok 6zellik vardir. Ancak
insanlari tanimlarken, bu o6zelliklerin disinda o insanlarin Kigilik ézellikleri ile tanim
yapmaktayiz. Kigilik ozellikleri ise beynin normal igleyen fonksiyonlari ile ancak var
olabilmektedir. Baska bir deyisle insani tanimlayan beynidir. Beyinde olusabilecek
patolojik herhangi bir degisiklik o kisiyi oldugu kigsiden uzaklastirmaktadir. Elbette
vicudumuzun iglerligini saglayan her sistem 6nem arz etmektedir. Ancak Kisiligi,
karmasik dugunebilme yetisi ile insani diger canlilardan ayiran yegane organ beyindir.
Beynin de dahil oldugu Santral Sinir Sistemi (SSS)’nin rahatsizliklar yikici sonuglara
neden olmaktadir. Bunlardan baglicalari Norodejeneratif hastaliklardir.

Norodejenerasyonla seyreden hastaliklar, gelismis ve gelismekte olan Ulkelerde
yaslanan toplumla birlikte her gegen gun karsimiza daha sik gikmakta ve yasam
kalitesini d6nemli dlgide etkilemektedir. Norodejenerasyon, néronlarin yapisal ilerleyici
hasari veya fonksiyon kaybi ile karakterize néron 6limu ile sonuglanan bir suregtir. En
¢cok gorulen nérodejeneratif hastaliklar; Amiyotrofik lateral sklerozis (ALS), Alzheimer
Hastaligi (AH), Parkinson Hastaligi, Huntington Hastaligr’ dir (Maragakis ve Rothstein,
2006). Bu hastaliklarda izlenen nérodejenerasyon olusum mekanizmalari genel hatlari
itibariyle; genetik faktorler, protein agregasyon hatalari, membran hasari, oksidatif stres
ve programli hicre 6liumu gibi mekanizmalardan olugmaktadir. Bu tip hastaliklarda
kikurt iceren amino asitlerin metabolizmasindaki bozukluklar ortak 6zellik olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu hastalarin plazmalarindaki homosistein dizeylerindeki artis
bu bozuklugun kaniti olarak gortlmektedir. Norotoksik etkileri yogun olarak ¢alisiimis bu
aminoasit olustuktan sonra fizyolojik olarak iki yolla derhal ortamdan uzaklastirilir. Bunlar
remetilasyon ve transsulfirasyon yollaridir. Homosistein, remetilasyonla metiyonine
donusurken, transsilfirasyonla sistein amino asidine ¢evrilmektedir. Homosistein

toksitesinden hilicrenin zarar gérmemesi icin hicre disina verildigi ve plazmada



dizeyinin de bu sebepten ylkseldigi éne surllmektedir. (Brosnan ve Brosnan, 2006;
Maccoss vd 2001)

Noérodejeneratif bozukluklarda, homosistein yiksekliginin yaninda plazma sistein
seviyesinin yukseldigi ve stilfat seviyelerinin azaldigi gosterilmistir. Stlfat molekli ise,
sistein metabolizmasi sunucu olugan sulfit molekulinin Sulfit oksidaz enzimi ile girdigi
reaksiyonun son drinidir (Kisker vd 1997; Maccoss vd 2001). izole Siilfit Oksidaz
(SOX) enzim yetersizligi vel/veya Molibden Kofaktdr defekti sonucu siilfit oksidaz
yetersizligi olugsmaktadir. Sulfit oksidaz yetersizligi yeni dogan doneminde kargimiza
cikmaktadir. Norodejenerasyonla seyreden ve ilerlemis bir hastalik tablosuna neden
olmaktadir. Bu agir dejenerasyon sonucu klinikte; mental retardasyon, karakteristik
dismorfik gérinimler, lens dislokasyonlari ve epileptik nébetler sikga gézlenmektedir.
Yasamin ilk iki yilinda élimle sonuglanan agir bir tablo karsimiza ¢cikmaktadir (Belaidi ve
Schwarz, 2013).

Yapilan calismalarda, sulfit oksidaz yetersizliginde plazma ve idrarda Sistein-s-
Silfat (Cysteine-s-Sulfate, S-sulfocysteine, SSC), tiyosdulfat, sulfit molekili yiksek
oranda tespit edilirken, sulfat miktarinda azalma gértlmustir (Kumar vd 2017).

SSC molekill yapisal olarak glutamat molekiline benzerlik géstermektedir. Bu
benzer yapisinin, N-metil-D-aspartat reseptor (NMDA-R) agonisti olarak etki
go6stermesinde temel etkenlerden oldugu distnutlmektedir. Ayrica hiicre icine kalsiyum
girisini artirmakta, nérotoksik etkilere sebep olmaktadir. Bu nérotoksik etkilerin sulfit
kaynakli mi SSC kaynakh mi olduguna dair net bir fikir birligine varilamamis olsa da
yapilan bir calismada SSC’nin néronal membran potansiyelini depolarize ettigi
gosterilmis ve toksisitenin SSC’nin NMDA-R aktivasyonu Gzerinden olusturuldugu
bildirilmistir (Kumar vd 2017).

Yapilan az sayida arastirmada SSC’ nin nérotoksik etkileri gdsterilmisse de, bu

etkinin ortaya ¢cikmasindaki mekanizmalar yeterince aydinlatilamamistir.

1.1. AMAG

Bu calismada, silfit molekulinin detoksifiye edilmesinde bir bozukluk
durumunda vicutta artan bir metabolit olan SSC molekllinin néronlar Uzerine olan
muhtemel toksik etkisinin teyit edilmesi ve bu etkinin ortaya c¢ikmasindaki olasi
mekanizmalari arastirmak amagcglanmistir. Bu maksatla, HT-22 hiicre dizini kullanarak

SSC toksisitesi, sitotoksite, genototoksite ve apopitozis agisindan aragtiriimistir.



2.KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Norodejeneratif Hastaliklar

Norodejenerasyonla seyreden bozukluklar beynin belirli bélgelerindeki néronal
hlcrelerin ilerleyici ve geri donugssuz kaybi ile karakterizasyon gosteren patolojik bir
grubu icermektedir. Norodejeneratif hastaliklar, toplumda goreceli olarak yas artisiyla
birlikte sik goérilmektedir. Tibbi ve sosyal agidan 6nemli problemler dogurmaktadir.
Ulkelerin saglik giderlerinde de her gegen giin belirgin bir artisa sebep olmaktadirlar. Bu
patolojilerin ¢cocukluktan baslayan formlari mevcut olsa da, genel olarak ilerleyen
yaslarda karsimiza ¢ikan cesitleri 6n plandadir.

65 yas Ustl bireylerin %1-2’sinde Parkinson hastalidi, %10 kadarinda Alzheimer
hastaligi gorilmektedir. Huntington hastali§i, daha nadir karsimiza c¢ikan otozomal
dominant gegisli bir hastaliktir ve bu geni tasiyan ailelerde her bir jenerasyonun %50’si
hastaliktan etkilenir. ALS goreceli olarak nadirdir; lakin hizli ve agresif bir seyir gOsterir.
Cogunlukla seri bir sekilde sakatlik ve dlime sebep olan bir hastaliktir (Burns ve lliffe,
2009, Dayalu ve Albin, 2015, Sveinbjornsdottir, 2016).

GUnUmuzde bu hastaliklarin belirgin kir saglayan bir tedavisi bulunamamis olup
daha ziyade semptomatik tedavi ile sinirlidir. Parkinson hastalidinin semptomatik
tedavisi diger nérodejeneratif hastaliklara kiyasla daha basariidir. ALS, Huntington
hastaligi ve Alzheimer hastaliginda tedavi secenekleri daha kisithdir.

Noérodejeneratif hastaliklar incelendiginde her hastalikta farkli néron gruplarinin
Ozellikle etkilendigi gorilecektir. Parkinson hastaliginda karakteristik olarak substantsia
nigra pars kompaktadaki dopaminerjik noron hucrelerinde yaygin hasar gorulmektedir.
Korteks ve diger beyin bolgelerindeki néronlar ise etkilenmemektedir. AH’ Inda ise aksine
hipokampus ve neokortekste néron hasari yliksek dizeyde olusmakta ve kortekste farkl
fonksiyonel lokalizasyonlarda degisiklikler gdstermektedir. Huntington hastaliginda,
temel patolojik degisiklikler neostriatumda gozlenmektedir. Ancak hastalikla iligkili
mutant gen beyin ve birgok baska organda eksprese edilmektedir. ALS hastaliginda
noronal kayiplar spinal motor noronlarinda ve kortikal néronlarda meydana gelmektedir.

Norodejenerasyon paternleri ¢esitlilik gostermektedir. Bu gesitlilik, nérodejenerasyonun,



genetik ve cevresel faktorlerden etkilenen néron gruplarinin intrensek fizyolojik 6zellikleri

arasindaki etkilesimlerle ortaya ¢iktigini distindirmektedir.

2.1.1. Norodejeneratif Hastaliklarin Olusumundaki Mekanizmalar

a) Genetik Faktorler

Birgcok nérodejeneratif hastalikta genetik mutasyonlar gézlenmektedir. Bunlarin
cogundaki ortak 6zellik CAG (Sitozin (C), Adenin (A), Guanin (G)) Uglisundn tekraridir.
CAG tekrari poliglutamin yolunda bozukluklara neden olmaktadir. Fazla glutamin protein
katlanmasinda ve degredasyonunda hatalara neden olmaktadir (Marsh vd 2009; Orr,
2009). Huntington Hastaligi basta olmak Uzere dokuz nérodejeneratif hastaligin
patogenezinde poliamin yolagi bozuklugu ve CAG ftrintkleotid tekrar bozuklugu
izlenmistir (Zoghbi ve Orr, 2009).

b) Protein Katlanma Hatalari

Bircok nérodejeneratif hastalik, hatali katlanan proteinlerin agregasyonu ile iligkili
proteopatiler olarak siniflandirilirlar. Alfa-sinlklein, patolojik durumlarda Lewy
cisimcikleri olarak ¢éztinmeyen fibriller halinde agrege olur. Lewy cisimcikleri Parkinson
Hastaligr’ nda gorilmektedir. Ayrica alfa-sintklein fragmaninin, Alzheimer Hastaligr'inda
gorulen amiloid plaklarin yapisina katildigi bulunmustur. Bir baska hatali katlanan
hiperfosforile Tau proteini, Alzheimer Hastaligr'inda goérilen nérofibriller digumin ana
komponentidir.  Beta-amiloid proteini de yine Alzheimerda senil plaklarin ana
komponentidir (Sekiguchi vd 2018; Turner vd 2003).

c) Hucre ici Mekanizmalar

e Protein Degredasyon Yolagi

Parkinson Hastaligi ve Huntington Hastaligi da dahil olmak Uzere bircok gec
baslangi¢li nérodejeneratif hastalik, toksik proteinler tarafindan hicre i¢i agregasyonu
ile iligkilidir. Huntington ve Parkinson'da sitozolde agregasyon gorulirken;
spinoserebellar ataksi tip 1’de nukleusta, ndroserpin inklizyon cisimcikli ailesel
ensefalopatide endoplazmik retikulumda, Alzheimerda da amiloid beta proteinler

ekstrasellller araliya agrege olmaktadirlar. (Rubinsztein, 2006).



e Membran hasari

Monomerik veya oligomerik proteinler tarafindan olusturulan organel
membranlarindaki hasarlar, bu hastaliklara katkida bulunabilir. Alfa-sindklein, membran
kurvaturunu indikleyerek zarlara zarar verebilir ve yapay fosfolipid veziklllerle inktbe

edildiginde genis tibulasyon ve vezikilasyonlara neden olabilir. (Varkey vd 2010)

e Mitokondrial disfonksiyon

Norodenerasyona bagli hicre 6luminde en genel yol intrensek mitokondrial
apopitotik yolaktir. Bu yolak Kaspaz-9 aktivasyonunu, intermembranéz araliktan salinan
sitokrom c’nin saliniminin diizenlenmesi ile kontrol etmektedir. Mitokondrial reaksiyonlar
sonucu reaktif oksijen molekilleri meydana gelmektedir. Bu meydana gelen reaktif
oksijen molekdllerinin konsantrasyonlari, glutatyon peroksidaz ve superoksit dismutaz
gibi mitokondrial antioksidan ajanlarin seviyesine baglidir. Reaktif oksijen molekdlleri
antioksidan kapasitenin Uzerinde Uretildiginde patolojik dedisiklikler meydana
gelmektedir. Bu patolojik degisiklikler ayni zamanda norodejeneratif hastaliklarin
olusumunda da rol oynamaktadir. Bu patolojik degisiklikler genel olarak; kalsiyum
dengesinde bozukluk, mitokondrial membranlarda lipid konsantrasyonlarinda degisimler
gibi fizyopatolojik degisimlerdir (DiMauro ve Schon, 2008; Lin ve Beal, 2006; Liu vd 2017;
Wang vd 2017). Mitokondrial disfonsiyon ve oksidatif stresin nérodejeneratif hastaliklarin
patogenezinde yer aldigi birgok calismada ortaya konmustur (Barnham vd 2004;
Coppedé ve Stoccoro, 2019).

e DNA Hasari

Beyindeki oksidatif reaksiyonlar sonucu olusan reaktif oksijen molekdlleri, DNA
hasarinin temel sebeplerinin baginda yer almaktadir. Genel olarak DNA onarim
mekanizmalarindaki bozukluklar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yasa bagh degisimler,
onarim mekanizmalarindaki bozukluklar nérodejenerasyona yol agmaktadir. Beyindeki
oksidatif strese bagh artmig DNA hasarinin Alzheimer, ALS vs. gibi ndrodejeneratif
hastaliklara yol actigi yapilan calismalarla ortaya konmustur. (Madabhushi vd 2014;
Wang vd 2017)



e Aksonal Transport

Alzheimer, Parkinson ve ALS gibi birgok nérodejeneratif hastalikta, proteinlerin
anormal birikimleri ile olusan aksonal patolojiler patogenezde rol oynamaktadir. Bu tir
patolojiler, patojenik islemin bir parcasi olarak aksona verilen hasari ve 6zellikle de
yuklerin aksonlar yoluyla tagsinmasinda olusan hasari vurgulamaktadir. Aslinda, aksonal
transportun bozulmasinin bu hastaliklarin gogunda erken ve belki de nedenleri arasinda

yer alan bir olay oldugu disindimektedir. (De Vos vd 2008)
d) Programlanmis hicre 6limu

Alzheimer, Parkinson, Huntington ve ALS gibi nérodejeneratif hastaliklarda
programlanmis hicre 6lumuandn her hangi bir formu ile hiicre 6limUinin gercgeklestigi
yapilan calismalarla goésterilmistir (Vila ve Przedborski, 2003).

o Apoptozis (tip )

Cok hiicreli organizmalardaki en yaygin programli hiicre 8limi formudur. iki
yolaga ayrilir:

Ekstrensek Apopitoz yolagi: Kaspaz 8-10 aktiftir

intrensek Apopitoz yolagi : Sitokrom ¢ salinimi veya endoplazmik retikulumdaki
fonksiyon bozuklugu sonucu kaspaz-9 aktiflesmesi ile gerceklesir. (Bredesen vd 2006)

e Otofajik (tip I1)

Kanitlanmis degildir. Hipotez agsamasindadir. Yapim bozuklugu olan hucrelerin,

hucre igi lizozomlar yardimi ile yok edildigi dusunulmektedir. (Bredesen vd 2006)

e Sitoplazmik (tip I11)

Programli hiicre dliumunun buradaki mekanizmasi tam olarak anlagilamamis olup

non-apopitotik surecle ilerledigi dusunulmektedir. (Bredesen vd 2006)



e) Transglutaminaz Aktivite Artigi

Birgcok toksik protein agregatlari, transglutaminaz aktivitesi ile katalize edilen
izopeptit baglari ile karakterizedir. Norodejeneratif hastaliklara spesifik proteinler olan
tau, amiloid beta, alfa-siniklein ve huntington in vivo ve in vitro c¢alismalarda
transglutaminaz substratlari olarak gdsterilmistir. Bu bulgulardan yola c¢ikilarak,
transglutaminazlarin nérodejenerasyonda onemli bir roli oldugu dusunulmektedir.
(Caccamo vd 2010)

2.1.2. Norodejenerasyon ve Kukiirt

Norodejeneratif hastalik terimi, farkli klinik &zellikleri olan etiyolojileri tam
aydinlatilamamis genis bir norolojik bozukluk grubunu tarif eder. Motor Noéron
hastaliklari, Alzheimer Hastaligi ve Parkinson hastaligi bu tarif icerisine giren
hastaliklardir. Bu tip hastaliklarin 6nemli bir ortak ézelligi bozulmus kukirt iceren amino
asit metabolizmasidir. Bu bozuklugun kaniti ise yine bu hastalarin plazmalarinda artmis
olarak bulunan homosistein dizeyidir. Norotoksik etkileri bilinen bu aminoasit olustuktan
sonra temel olarak 2 yolla derhal ortamdan uzaklastirilir: Bunlarin ilkinde homaosistein
remetilasyona ugrayarak tekrar metiyonine gevrilir. ikincisinde ise transsiilfiirasyon ile
sistein amino asidine c¢evrilir. Saglkl bireylerde 5-10 pymol/L civarindaki plazma
homosistein duzeylerinin, yukarida sayilan pek ¢ok nérodejeneratif bozuklukta artmasi,
bu aminoasidin hlcre i¢i metabolizmasindaki bir bozuklugu géstermektedir. Bu durumda
homosistein toksitesinden hdcrenin zarar gérmemesi igin hicre disina verildigi ve
plazmada dizeyinin de bu sebepten ylkseldigi 6ne surilmektedir (Brosnan ve Brosnan,
2006; Gundogdu, 2012; Maccoss vd 2001; Dikmen, 2004).

Calismalarda, yine bu grup bozukluklarda homosisteine ilaveten plazma sistein
dizeyinin ylkseldigi ve sulfat dizeyinin azaldi§1 gosterilmistir. Bu bulgular, homaosistein
metabolizmasinda transsilfiirasyon yolaginin saglam oldugunu gdstermektedir. Siilfat
molekllu ise sistein katabolizmasinin son urindadur. Sistein katabolizmasi esnasinda,
ardisik bir seri reaksiyon sonucu olusan stilfat, silfit adi verilen molekilden sulfit oksidaz
enzimi araciligi ile olusturulmaktadir. Oldukg¢a toksik bir molekll olan siilfitin, sulfit
oksidaz enzimi ile sllfata cevrilerek detoksifiye edilmesi hayati 6nem tasir. Bu
detoksifikasyonun yapilamamasinin yasamla bagdasmadigi gosterilmistir (Garrett vd,
1998).



2.2. Kiikiirt igeren Aminoasit Metabolizmasi

Proteinler, 20 farkli aminoasitten olusurlar. Bu amino asitler birbirlerinden yuk,
blyuklik, hidrojen bagi gibi gesitli fiziksel ve kimyasal farkhliklar gésterir. Amino asitler
a-karbonuna amino gurubu, karboksil grubu, hidrojen atomu ve bir yan (-R) grup
baglanmasiyla ile meydana gelen organik bilesiklerdir; R-CH(NH2)-COOH seklinde
formul halinde gosterilirler.

Amino asitler R gruplarindaki farkliliklara gore 6zellik ve isim kazanir. Hidrofilik
veya hidrofobik olmalari R gruplarinin elektriksel 6zelliklerine ve yapilarina goére
sekillenmektedir. Yine R gruplarina bagll olarak suda ¢ozunurluk ozellikleri de
degismektedir. Genel olarak R gruplarina gore siniflandirilirlar (Brosnan vd 2006).

Kikurt iceren amino asitler: “Metiyonin, Homosistein, Sistein ve Taurin™dir.
Metiyonin ve sistein hlicre metabolizmasina ve protein yapisina katilirken, homosistein
ve taurin protein yapisina katlmamaktadir. Bu sebeple metiyonin ve sistein
metabolizmasi sulfat metabolizmasini kavrayabilmemiz igin 6nem arz etmektedir
(Brosnan vd 1983).

2.2.1. Remetilasyon ve Transsulfurasyon Yolaklari

2.2.1.1. Metiyonin Metabolizmasi

Metiyonin esansiyel bir aminoasittir. Diyetle, endojen proteinlerin pargalanmasi
ya da homosistein remetilasyonu ile olusur (Dikmen, 2004). Metiyoninden metiyonin
adenil transferaz araciligi ile S-Adenozilmetiyonin (SAM) olugmaktadir. Metiyonin bu
reaksiyon sayesinde metil kaynagi olarak birgok molekdulin (poliamin metabolizmasi vs.)
protein yapisina katiimaktadir. SAM icerisindeki sulfonyum iyonu sayesinde kolayca
metile eden bir ajana dénlUsmektedir ki bu ajan enzime ihtiya¢c olmadan hicresel
ndkleofillerin - metilasyonunu  gergeklestirmektedir. Ayrica metiyonin  esansiyel
aminoasitler igerisindeki en hidrofobik aminoasittir. Hlicre membraninin hidrofobik
ylzeylerinde globiler proteinler igerisinde metiyonin kalintilari bulunmaktadir. Metiyonin
siklikla membranin lipid tabakasi ile etkilesim icerisindedir. Bazi proteinlerde metiyonin
kalintilari hlcre yldzeyine maruz kalir. Bu kalintilar, metiyonin stilfoksit kalintilarinin
oksidasyonuna duyarlidir (Brosnan ve Brosnan, 2006). Bazi ¢alismalarda metiyonin

kalintilari endojen antioksidan ajan olarak degerlendirilmistir (Levine vd 1996).



DNA metiltransferaz enzimi SAM’In metil grubunu kopartarak, S-adenozil
homosistein (SAH) olusturur. SAHIn parcalanmasi sonucu ile de homosistein
olugsmaktadir.
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2.2.1.2. Homosistein Metabolizmasi

Homosistein 75 yil 6nce ilk defa bulunmus kukdrt iceren bir aminoasittir.
Esansiyel bir aminoasit olan metiyoninin katabolizmasi esnasinda olusmakta ve protein
yapisina katilmamaktadir. Homosistein amino asidinin olusumundaki ilk basamak
metiyoninin metiyonin adenozil transferaz (MAT) enzimi ile adenillenmesidir. Bu
reaksiyon sonucu S-adenozilmetiyonin (SAM) olusur. SAM bircok metilasyon
reaksiyonunda metil vericisi olarak gorev almaktadir. SAM metil transferaz aracilidi ile
demetile olmasi sonucu S-adenozilhomosistein (SAH) olusmaktadir. SAH, homosisteine
SAH hidrolazlar ile donUsturilir. Homosisteinin gesitli toksik 6zellikleri bulunmaktadir.
Oksidatif strese yol agmasinin yaninda ayni zamanda NMDA reseptor agonisti olarak
etki goOstermektedir. Bunlarin disinda, norotoksik amiloid peptitlerin hicrelerde
ekstraselluler alanda birikimine neden olmakta, hicrenin metilasyon kapasitesini
azaltmakta; programlanmis hiicre 8lumunu tetiklemekte ve endoplazmik retikulumda
strese yol actigi bilinmektedir. Bu toksik &zellikler nedeniyle homosistein
metabolizmasinin  hlcre icinde siki bir sekilde duzenlenmesi gerekmektedir.
Homosistein olugtuktan sonra fizyolojik olarak remetilasyona ve transsulfurasyon yollari
ile metabolize edilerek bahsedilen toksik etkilerinden korunulmaya calisilir.
Remetilasyon, metiyonin sentaz enzimi tarafindan katalizienen geri dontsimli bir
yolaktir. Bu yolakta metiltetrahidrofolat'tan (MTHF) alinan metil grubu metiyonin sentaz
ile homosisteine aktarilir ve tekrar metiyonin olusturulur. Transsulfirasyon ise geri
doénlsumslz bir yolaktir. Sistatyonin beta sentaz enzimi homosistein ile serin amino
asidini birlestirerek sistatyonini meydana getirir. Sistatyonin daha sonra sistein amino
asidine gevirilir. Yolaklarin ilki geri déniigim reaksiyonunu ifade ederken, ikinci yolak da
fazla homosisteinin yikilarak ortamdan uzaklastirilmasini ifade etmektedir (Griffith,
1987). Homosistein metabolizmasinda remetilasyon ve transsulfirasyon yolaklari
arasinda siki sekilde duzenlenen bir denge vardir. Saglikli bireylerde, bu denge
nedeniyle dusuk dizeyde plazma homosistein konsantrasyonlari izlenir. Plazma
homosistein dlzeylerindeki artis ise bu aminoasidin hicre i¢i metabolizmasindaki bir
bozuklugu gosterir. Bozukluk genellikle bahsedilen yolaklardaki gorev alan enzimlerin
defektlerinde ve/veya cesitli vitaminlerin (B6, B12 ve folik asit) eksikligine bagh olarak
gelisebilir ve neticede hicre ici homosistein dizeyleri artar (Dikmen, 2004). Bu artisa
karsilik olarak da toksiteden hicrenin hasarlanmasini énlemek igin htcre igindeki
homosisteinin hiicre disina verildigi 6ne sirdlmektedir. Bu mekanizma hiicrenin
kendisinin toksiteden korunmasina neden olurken olusan hiperhomosisteinemi tum

dokularin potansiyel toksitesine neden olacaktir. Ayrica homosistein artisinin bu
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norolojik bozukluklarin nedeni mi yoksa sonucu mu oldugu heniz kesin olarak
bilinmemektedir (Finkelstein 2000; Glindoddu 2012).

Metiyonin
— Remetilasyon
1 (Vit. B12)
Transmetilasyon «——
Homosistein
v

s » Transsilfiirasyon
Sistein (Vit. B6)

Siilfat

Sekil 2. Metiyoninden Siilfata, silfit iceren aminoasit metabolizmasi

2.2.1.3. Sistein Metabolizmasi

Sistein, metiyonin metabolizmasi sonucu olusan homosisteinin enzimatik
reaksiyonla sistatyonin meydana getirmesi ve sistatyoninin de hidrolize olmasi ile
olusmaktadir. Sistein, diger sistein kalintilari ile birlikte zincirler arasi ve zincir igi disulfit
baglar olusturma kabiliyeti ile protein yapisinda kritik bir rol oynar. Plazma
membranindaki proteinler Gzerinde birgok disulfit baginin eksport veya sabitleme
gorevleri yaptigi gosterilmistir. Bu disulfit baglari nonenzimatik bir yolla da olugabilecegi
gibi; bir endoplazmik retikulum proteini olan protein disulfitizomeraz aracilidi ile de yanlis
baglanan distilfitleri degistirerek duzeltebilir (Brosnan ve Brosnan, 2006).

Sisteinin santral sinir sistemindeki gorevleri tam olarak aciga ¢ikarilamamistir.
Fizyolojik olarak noéronlarda glutatyon sentezinde prekursor olarak rol almaktadir, ayrica
detoksifikasyon reaksiyonlari i¢in inorganik silfat sagladigi bilinmektedir. Hipoksi ve
anoksi gibi patolojik durumlarda ekstraselliler siviya glial hicrelerden ¢ok miktarda
salindig1 gosterilmistir. Anoksi ve aglisemi durumlarinda sisteinin artis mekanizmasinda
v-glutamiltransferaz (y-GT) yer aldigi duisinidlmektedir. Sistein miktarindaki artisin

sadece salinim artisina baglh olmayabilecedi, y-GT ile glutatyonun (GSH)
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parcalanmasina bagh gergeklesen sistein olusumunun bu toplamdaki sistein artisinda
etkili olabilecegi dustinulmektedir (Janaky vd 2000). Anoksik/iskemik beyin hicrelerine
v-GT inhibitoru olan acivicin verildiginde, Sistein miktarinin hizla dustigu, buna karsilik
olarak da GSH’ Iin hizla arttigi gézlenmistir (Li vd 1999). Calismada sistein-sulfinatin
yuksek miktarlarda goéraldigu; sisteinin serbest radikallerle sistein-sulfinata okside
oldugu dusundlmektedir. SSC’nin sistein-sulfinatla birlikte sisteinin metabolize olmasi

sonucu ortaya ¢iktigi belirtiimektedir (Janaky vs 2000).

Sistein
Sistein Dioksijenaz

v (sitoplazma)

Sistein Silfinik Asit (Sistein siilfinat)

v
3-sulfinilpiravat

.

S0z Piriivat
Slfit

Sekil 3. Sistein katabolizmasi esnasinda sulfit olusumu
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Sekil 4. Memelilerde Sistein Metabolizmasi (Griffith, 1987). 1.Ribozomal protein sentezi, 2. Protein dislfit
baglarinin formasyonu, 3. Sistein aminotransferaz, 4. 3-merkaptoprivat sulfirtransferaz, 5. Sistatyon gama-
lizaz, 6. Zayif mitokondrial aktivite, 7. Sistein dioksijenaz, 8. Aspartat aminotransferaz, 9. Spontane
reaksiyon, 10. Sistein sulfinat dekarboksilaz, 11.Hipotaurin oksidaz, 12.Sistein silfinat dekarboksilaz,
13.Gama-glutamilsistein sentetaz(glutamat-sistein ligaz), 14. Glutatyon sentaz, 15.Gama-glutamil
transferaz, 16. Glutatyonun glutatyon disiilfite enzimatik ve nonenzimatik oksidasyonu, 17.Tiol oksidaz,
18.Glutatyon redlktaza baglanmis glutatyon ile enzimatik ve nonenzimatik transhidrojenasyonlar (disulfit
degisim reaksiyonlari), 19. Pantetein ve Koenzim A sentezi, 20.Pantetein ve Koenzim A katabolizmasi,
21.Sisteamin deoksijenaz, 22.Transsulfirasyon yolagi.

2.2.1.4. Siilfit Metabolizmasi

Siilfitin (SO73) kullanimi eski ¢aglara kadar gitmektedir. ilk kullanimlarinin hijyen
amacli oldugu bilinmektedir. Besinlerde katki maddesi olarak kullaniminin tarihi 17.yy.’a
kadar gitmektedir. Sulfitler, vacutta sulfir iceren aminoasitlerin metabolizmasi sonucu
olusmaktadir. Sulfit endojen ya da eksojen kaynakli olsun toksik bir molekuldir ve
enzimatik reaksiyonlarla detoksifikasyona ihtiya¢ duymaktadir. SOX enzimi ile silfata
donugserek hucreler sulfitin toksik etkilerine maruz kalmamaktadirlar (Cohen ve
Fridovich, 1971; Lester, 1995). Sdlfitler vicutta endojen ve eksojen olarak iki sekilde
karsimiza ¢ikmaktadir.

Endojen karsilasma incelendiginde: Endojen fazla miktarda sulfit birikimi, diyabetli
hastalarda insulin saliniminin azalmasi, etilmalanik ensefalopati, agir néron hasari,

dolasim sistemi bozukluklari ve kronik diyareye neden oldugu gérulmektedir (Wu vd
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2009). Vicutta, kukurt iceren aminoasitlerin ve siilfit iceren bilesiklerin yikimi sonucu
sulfit olusmaktadir. Kikurt iceren aminoasitlerden sistein ve metiyonin metabolizmalari
sonucu 6nemli miktarda endojen siilfit olusmaktadir (Cooper, 1983). Sistein, sistein
dioksijenaz enzimi araciligi ile sistein-silfinik aside gevrilir. Sistein dioksijenaz enzimi
sitoplazmada yer almaktadir ve bu reaksiyonda sitoplazmada gergeklesmektedir.
Burada olusan sistein-sllfinik asit mitokondride sistein-silfinik transaminaz enzimi ile
reaksiyona girer ve 3-silfinilpirtivat olusturur. Bu molekil spontan olarak kukurt dioksit
(S0Oy) ve pirtvata cgevrilir. SO, hidrate olarak H>SOs’e dénusir. H.SO3 da silfite gevrilir.

Sulfitin eksojen kaynaklarina bakildiginda ise, en ¢ok karsimiza ¢ikanin SO;’li
kirli hava ile alinan SO;72 oldugu gorulmektedir. Havadaki SO2’ in ¢ok buyuk bir kismini
fosillerden elde edilen enerji kaynaklarinin yakilmasi sonucu atmosfere salinan SO,
olusturur. Diger eksojen silfit kaynagdi ise kullanilan ilaclardir. Epinefrin, lokal
anestezikler, kortikosteroidler, antibiyotikler, analjezikler gibi ilaglarda kullaniimaktadir.
Silfit, renk ve kivam koruyucu olmasindan ve antimikrobik etkisinden dolayi da gida

sanayinde kullaniimaktadir.

GSSH ~_

Pdo\
H,S —sgr—> §° ——sor—> S0,
S04
/ 23
Tgo :}tH

Sox \ 5‘106)/ Sat

Mo

Sekil 5. inorganik Siilfit Déngisi (Liu vd 2017)

2.3. SOX Enzim Eksikligi

Sulfit oksidaz Sulfit'in sllfata oksidasyonunu katalizleyen fizyolojik olarak hayati
O6nem arz eden bir enzimdir. Sulfit oksidaz molibdenum kofaktére baghdir. SOX enzimi
intramembrandz aralikta yer alan mitokondrial bir enzimdir. Yetersizliginde klinikte major

olarak mikrosefali, psikomotor ve mental gerilik, hipotoni ve lens dislokasyonu goralir.
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SOX enzim yetersizligi ve molibdenum kofaktdr sentez defekti otozomal resesif
karakterdedir. (Rupar vd 1996). Molibdenum Kofaktériin sentezi guanozindenden
baslayan kompleks tepkimeler sonucu meydana gelmektedir. Bu tepkimeler igin
Molibdopterin sentaz, Mo selataz gibi enzimlerin ve MogA, MoeA gibi Mo transportunda

gorevli gesitli proteinlerin varhgi elzemdir. (Kramer vd 1987)
insanlarda genetik olarak SOX yetersizliginin iki sebebi vardir.

a) Molibdenum kofaktor sentezinde defekt. Bu durumda ayrica yine molibdenum
iceren ksantin dehidrogenaz ve aldehid oksidaz enzimleri de etkilenir.

b) izole SOX gen mutasyonu. Enzimin protein diziliminin 160. Pozisyonunda
bulunan arjinin yerine glisin aminoasidi gelmistir. (Kiglkatay vd 2005)
Molibdenum kofaktor sentez defektinde ve izole SOX eksikliginde benzer klinik

gostermektedir. Clnkl her iki durumda SOX etkinligindeki eksiklik sebebi ile klinik
olusmaktadir. (Kisker vd 1997)

Silfat idrarla atilmakta, idrarla atilan kisminin gok buyuk bir kismi yaklagik %90’1
SOX enziminin dahil oldugu reaksiyon sonucu olusmaktadir. Sekil 6’ da bu dénisim
g6sterilmistir. ilk SOX yetersizligi vakasi Mudd ve arkadaslari tarafindan 1967 yilinda
rapor edilmistir. 2,5 yasindaki bir erkek ¢ocukta siddetli beyin hasari, agir mental gerilik,
gorme kaybi, spastisite, quadripleji ve serebral atrofi gibi c¢esitli klinik bulgular
gozlenmistir. Yapilan tetkiklerde, idrarla yodun bir sekilde atilan S-sulfosistein, SO,
tiyosilfat ve normalden daha az miktarda cikarilan SO, dikkati ¢ekmistir. Bagka bir
calismada da klinik bulgularin kikurt iceren amino asit metabolizmasinda olugsmus
olabilecek bir defekt sonucu oldugu fikri agir basmigtir. Postmortem karaciger, bdbrek
ve beyin dokusunda SOX aktivitesi olclilmis ve SOX aktivitesinin olmadidini
bulunmustur (Kigukatay vd 2005; Mudd vd 1967).
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sitokromc Mo (V1) Fe (1)

(rediikte) SO;” + H,0
sitokrom ¢ SO~ +2H*
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Mo (VI) Fe (II) Mo (IV) Fe (IIl)
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Sekil 6. SOX tarafindan katalizlenen reaksiyon (Garrett vd 1998)

2.4. Sistein-S-Silfat (Cysteine-S-sulfate, S-Sulfocysteine, SSC)

SSC’nin hayvanlarda, bitkilerde, bakteri ve mantarlarda yapilan galismalarda
sistein metabolizmasindan olustugu gdésterildigi gibi SSC’ den sisteine dénlisim de yine
bazi bitki, bakteri ve mantarlarda yapilan ¢alismalarda ortaya konulmustur.(Hensel ve
Troper 1976; Kunert 2007; Liu ve Inglis 1972; Nakatani vd 2012).

Sistein metabolizmasi sonucunda ortaya ¢ikan SSC, S-sulfoglutatyonun analogu
olup, sistein silfinik asitin transaminasyon ve oksidatif deaminasyonu ile sistin ve
sisteamin Uzerinden s-sulfosistamin ile birlikte de ortaya cikabilmektedir (Marco ve
Coletta, 1961).

Sistein aminoasidinin norotoksik etkileri neonatal ratlarda gosterilmigtir. Sistein
norotoksitesinin birgcok nérolojik rahatsizligin patogenezini agiklamada yardimci olacagi
dusunulmektedir. Yapilan c¢alismalarda sisteinin disik dozlarda NMDA reseptor
aktivasyonu yaptigi gosterilmigtir; ancak bunu hangi mekanizma Uzerinden yaptigi
bilinmemektedir. Ancak galismalarda yine sisteinin glutamat salinimini artirarak toksik
etkilerinin de oldugu gosterilmektedir (Puka vd 1995). Bu bulgular; sisteinin kendisi veya
metabolitinin potansiyel olarak bu ndrotoksitede rol alabilecegini gostermektedir (Olney

vd 1990; Pace vd 1992). Sisteinin metabolitlerine genel olarak baktigim