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Yaglanma, ilerleyen yasla birlikte, gesitli i¢ ve dig etkilere karg1
artan hassasiyet ve bu etkilerin zamanla progressif birikiminin sonucu-
dur(65,75). Bu konuda gok gesitli aragtirmalar yapilmaktadir. Ozellikle
Harman’in yaglanmayla serbest radikaller arasindaki iligkiyi ortaya atan
teorisi, hiicre ve organizmada radikal birikiminin rol oynadig1 hasar Gzeri-
ne dikkat ¢cekmektedir(52,53). Hem niikleer hem de sitoplazmik kompo-
nentlerde progressif bir bozulmaya sebep olan serbest radikal hasar1 yagam
boyu meydana gelir ve sonugta bu hiicre hasari yaslanmaya neden
olur(54,86,111). Yaglanmada oldugu gibi, diabette de yiiksek glikoz diizey-
leri nedeniyle benzer etkiler goriilmektedir. Zira, hiperglisemi lipid perok-
sidasyonuna yol agarak, hiicrelerde bilyitk hasarlara ve frajiliteye neden
olur(60,61,94).

Eritrosit, bu tir etkilerin aragtirilmas: igin en uygun model sis-
temdir. Eritrosit membraninda bulunan fosfolipidler, glikolipidler, doyma-
mig ya§ asitleri ve kolay okside olabilen amino asitleri igeren transmemb-
ran proteinleri serbest radikal hasarina agiktir. Eritrosit, maruz kaldig
serbest radikal hasarina karyi kendisini miidafaa edecek mekanizmalara
sahiptir. Niikleus gibi organellerden mahrum oan, transkripsiyon iglemini
gergeklestiremeyen eritrositlerde protein sentezi yapilamadig: igin bu hic-
reler yaglanma ve diabet gibi olaylarin membran yapis: Gizerindeki etkileri-

nin en iyi gekilde incelendigi hiicre sistemleridir(2,21,65,94).



Bu tezin amaci; Tip 2 diabet ve yaslilarda serbest radikal olugu-
munun membran {izerine etkileri incelemeye ydneliktir. Béylece yaglanma
ve diabet ile olugan membran depigikligine biyokimyasal bir agiklama geti-
rilebilecegi diigiiniilmektedir.
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1. YASLANMA VE YASLANMA TEORILER}

Yaglanma, ilerleyen yagla birlikte, gegitli gevresel degisikliklere
kargi artan hassasiyet ve bu etkilerin zamanla progressif birikiminin bir
sonucudur(52,81).

Buna gore yaslanma, damar duvarlarinda meydana gelen degisme-
ler sonucu ateroskleroz, kemik metabolizmasinda olusan bozukluklara bag-
1 osteoporoz, yasa bajli olarak goriilen endokrin degigiklikler ile bu degi-
siklikelrin yol agtig1 patolojik ve fizyolojik sonuglar olarak tanimlanabilir.

Yaslanma biyolojisi galigmalarinin 2500 yil 6ncesine kadar giden
uzun bir ge¢misi vardir. Yaghlik aragtirmalarinin esas déneminin 20. yiz-
yil ile birlikte bagladig1 kabul edilmelidir. Ilk aragtirmacilarca yaglanma-
nin, barsak bakterilerinden toksinlerin siirekli absorbsiyonunun bir sonucu

oldugu ileri siirilmigtir(31).

Gerontolojinin modern periyodu, yasglilik fenotipinin fizyoloji,
biyokimya ve hiicre morfolojisine gére tanimlandif: sistematik galigmalar
1950 yillarinda baglamigtir(28). Deneysel yaklagimlardaki bu ilerlemeler
bir¢ok hipotezlere yol agmigtir.



Genel teorilerin esasint immun sistem, noéroendokrin sistem,
somatik mutasyonlar, DNA tamirinde bozukluklar, protein sentezindeki
hatalar, toksik diriinlerin birikimi, serbest radikallerin rastgele hasari ve
digerlerini kapsar. Siniflandirilmig bu teoriler tek baglarina yaglanmanin

sebebini ya da mekanizmasini tanimlamakta yetersizdirler.

Yaglanma tek bir olgu olmayip, tek bir sebebi de yoktur. Yaglan-

ma igin birgok teoriler ortaya konmugtur.

Yaglanma biitiin tiirlerde veya ayni tiiriin biitiin organizmalarin-
da kesinlikle ayn1 yoldan meydana gelmez. Bir doku fonksiyonel kapasitesi-
ni hizla kaybederken digerleri daha yavag gekilde fonksiyonel kapasiteleri-
ni kaybeder.

Biyolojik yaglanmay: tam olarak agiklayan bir teori yoktur. Cegit-
li yazarlarca yaglanma teorileri hakkinda farkli siniflandirma sistemleri
kullanilmigtir. Bu teorileri temel kavramlarina gére 2 sinifta toplamak

miimkiindiir.
1.1. Somatik Mutasyon Teorisi:

Ilk sinif teorilere gére yaglanma, gevresel etkilerin birikiminin
bir sonucudur. Bu zararl etkiler sonunda yagamla bagdagmayan bir duru-

ma neden olur.

Bu sinif teorilerin en spesifik 6rnegini "yaglanmanin somatik
mutasyon teorisi® olugturur(40). Bu teori igin temel deneysel kaynak; iyoni-
ze edici radyasyona maruz kalmanin dmri kisalttif1 gézlemidir. Kisa dmiir-
li boliinen biitiin hiicrelerde daha fazla kromozom aberasyonlarinin goriil-
mesi de bunu desteklemektedir(32).

Somatik mutasyon teorisine karg1 sayisiz itirazlar vardir. Radyas-
yonla émriin kisalmasi, bu kisaltici mekanizmanin yaglanmanin normal

mekanizmasiyla iligkili olup olmadigini kanitlamaz. Genelde modern mole-



kiler genetigin 15181 altinda bu teorinin tekrar aragtirilmas: dikkate deger

goriinmektedir.

Bu teorilere ikinci 6rnek hata teorisidir. Protein sentezinde rast-
gele hatalar meydana gelmektedir; fakat hatali protein molekiilii yikilaca-
gindan yasam iizerinde olumsuz bir etki olugturmaz. Efer hata genetik
materyal ile ilgiliyse; hatali proteinler hizla artip, hayat ve fonksiyonla bag-

dagmayan "hata krizi" ile sonuglanir.

Bu teorinin diger bir baglantisi, DNA’nin hasar tamir mekaniz-

masinda yaglanma veya yaglanma hiziyla iligkili bir yavaglama olmasidir.
1.2. Geligim - genetik teorisi

Geligim-genetik teorileri olarak adlandirilan ikinci sinif teorile-
rin temeli, yaglanma siirecinin geligimin ayrilmaz bir pargasi oldugu, gene-
tik olarak kontrol edildigi ve programlandif: diigiincesine dayanmaktadur.
Gerontolojistlerin ¢ogunlugu maksimum 6miir ve yaglanma hizinin intrin-
sik olarak diizenlendiegi gérigindedirler. bunun en bilyiik destefi ise maxi-
mum yagam siresinin tiirlere 6zgi olmasi ve genetik olarak saptanmasi

gerekliligidir. Bu teorileri 4 grupta toplayabiliriz.

i1k grup, néronlarin fonksiyonel faaliyetleri ve iligkili hormonla-
rinin yaglanma siirecini kontrol ettigini ileri siirer bu sistem iiniversal
degildir.

Ikinci teoriye gore; her tiir genetik materyalinin ve onun repli-
kasyonunun dogrulugunu regiile eden spesifik bir genetik yapiya sahip
olmalidir(12).

Ugiincii teori immun sistemin hem fonksiyonel kapasitesinin,
hem de dogrulugunun yasla azaldifi1 gézlemlerine dayanmaktadir. Hayat
siiresinin (kismen) MHC lokiist tarafindan regiile edildigi ve bu lokiisiin

superoksit dismutaz (SOD) ve multifonksiyoner oksidaz enzim diizeylerini



de diizenledigi ileri siriilmektedir.
1.2.A. Serbest radikal teorisi:

Geligim-genetik teorisinin dérdiinci Ornegini serbest radikal

teorisi olusturur(52,53).

Metabolik hiz ve yagam siiresi arasindaki muhtemel bir baglants;
metabolik yollardan olugmug oksijen radikallerinin hiicrelere zarar verip,
sonunda onlar1 6ldiirebilmeleridir. Bu digiince, yaglanma serbest radikal

teorisi temelini olugturur(54).

Serbest radikaller ¢iftleymemis bir elektrona sahip atom veya
molekiillerdir. Bunlar kimyasal olarak metabolizmanin baglica tek elektron
transfer reaksiyonlarinda olugan oldukga reaktif tiirlerdir(31). Serbest
radikaller siiperoksit dismutaz (SOD) gibi korhyucu enzim sistemleri tara-
findan hizla yikilirlar. Bu teoriye gdre, bazi serbest radikaller yikimdan
kagar ve biyolojik yapilarda birikerek 6nemli hasarlara neden olurlar.
Hasarin birikimi hiicre fonksiyonunu bozarak, nihayet 6liime sebep olur.

Hiicrede en yaygin radikal siiperoksittir.

Bu hipotez iginde farkli alt hipotezler 6ne siiriilmektedir:

Hipotez 1: Yaglanma, tamiri imkansiz serbest radikal hasarinin
birikiminin sonucudur. Bu hasarin birikimi homeostatik cevap mekanizma-
larini iyice sinirlar ve gevrelerinin yolagtifi gesitli oksidatif stresleri daha

fazla kompanse edemeyen bireyler sonunda 6lime kadar gider.

Bir oksidatif stresle miicadele eden organizmalar genellikle,
metabolizma hizlarini azaltirlar. Bu ise serbest radikal olusjum hizinda

disiige yol agar.

Hipotez 2: Serbest radikaller genetik kontrollerin bozulmasina ve
farklilagmasinin ortadan kalkmasina neden olurlar. Buna gore DNA regiila-

tor mekanizmlari, serbest radikaller gibi gevresel faktérler tarafindan



degigtirilir. Bu degigsmeler ise, genom iizerindeki hiicresel kontrolin kade-
meli kaybiyla sonuglanir. Bu siirece disdiferansiyasyon denir(33). Bu degi-

siklikler mutasyonlari igermez.

Hormon reseptdrlerinin sayilarinin azalmasi, anormal proteinle-
rin ortaya gikiyi, metaplazi siklifinin artig1 farkl: lenfosit subpopiilasyonla-

rinin goérilmesi vb. disdiferansiyasyon 6rnekleridir.

Hipotez 3: Serbest radikaller hiicresel yapilarda hasara yol agmak-

s1zin yaglanmaya neden olan gen ekspresyon degisikliklerini uyarirlar.

Serbest radikal generasyon hizindaki ani degigiklikler, gen eks-
presyonundaki degigiklikleri baglatan bir sinyal olabilir. Yaglanma degigik-
liklerinin gogu genetik olarak kontrol edilir; fakat bu degisiklikleri y6ne-
ten genetik program hiicresel oksidasyondaki yavag yiikseligler tarafindan
tamamlanir(1,86,104).

Hiirceler temel yagayan birimlerdir. Bu nedenle organizmanin
yaglanmast hiicrelerin yaglanmasiyla yakindan ilgili olmalidir. Bir bireyde
cesitli i¢ ve dig faktdrlerin etkisiyle meydana gelen degigiklikler, aslinda
onun gegitli hiicrelerinde olusan degisikliklerin bir toplamindan ibarettir.
Geng orgnaizmada hiicreler homeostazisi koruyup etkin bir savunma ger-
ceklestirebiliyorken; organizmanin yaglanmasiyla (genelde) etkilerin birik-
mesi sonucu hiicrelerin fonksiyonlar1 yavaslar ve kompansasyonda yetersiz
kalirlar.

2. ERITROSIT YAPISI

Memeli eritrositi yaglanma g¢aligmalart ig¢in aligilmadik fakat
ilging ve degerli bir modeldir(2). Yaglanma ile birlikte eritrositte baz:
fiziksel ve kimyasal degisiklikler meydana gelir. Eritrosit, protein sentez
kapasitesinden yoksun oldugundan; membran proteinlerinde yaga bagh
degisikliklerin aragtirilmasinda uygun bir sistemdir. Ayni1 zamanda kolaylik-
la elde edilip, en iyi saflagtirilabilen memeli plazma membran: kaynagidir.



Eritrositler, insan kaninda ilk defa 1874’te Hollandal1 Leeuwen-
hoek tarafindan dogru olarak tanimlanmiglardir(71). Fonksiyonel 6nemleri
ise, Hoppe Seyler Hemoglobinin oksijen baglayip-birakma 6zelligini goste-

rince ortaya konulmusgtur.

Olgun insan eritrositi en fazla Gzellegmis hiicrelerden biridir.
Nukleus, mitokondri gibi organellerden mahrum olan bu hiicreler, transk-
ripsiyon iglemini gergeklestiremez ve mitokondiyle iligkili oksidatif reaksi-

yonlar:1 bagaramazlar.

Sitoplazmik proteinin % 95’ten fazlasi Hemoglobin (Hb)’dir.
Geriye kalanlar, enerji tiretimi igin gerekli olanlar ile Hb’in fonksiyonel,
indirgenmig durumda kalmasini saglayan enzimleri igerirler(71).

Eritrosit normal fizyolojik sartlar altinda agir1 deformabilite gos-
terirken, membran integrasyonunu siirdirme kabiliyeti dikkat gekicidir.

Eritrosit membranlar: hakkinda bilinenlerin ¢ogu hiicrenin hemo-
lizden sonra kalan ¢oziinmeyen kismiyla yapilan galigmalardan elde edilmis-
tir. Bu materyale "stroma" denir. $ayet hemolizden sonra hiicre saglam
kaliyorsa; "eritrosit ghostu” olarak adlandirilir ve membran komponentleri-
nin ¢ogunu igerir. PH ve ozmolariteyi ayarlamak suretiyle stroma ya da
ghostlar hazirlamak miimkiindir(37). Boyle preparasyonlar agirlik olarak
% 52 protein, % 40 lipid ve % 8 karbohidrat igerirler. Karbohidratlarin
gogunlugu glikoproteinlerin oligosakkarid kisminda bulunur, fakat kigik
bir bolimi (% 7) glikolipidlerce taginir(90,107).

2.1. Eritrositlerde Membran Lipid Dagilimi

Olgun eritrositteki lipidin hemen tamami membranda bulu-
nur(37). Eritrosit membran lipidleri yaklagik egit miktarlardaki fosfolipid-
ler ve esterlegymemis kolesterolden olugur. Fosfolipidlerden: Fosfatidil
kolin (PC) (lesitin), fosfatidil etanolamin (PE), sfingomiyelin (SM), fosfa-
tidil serin (PS) membraninin yapisinda biyiik miktarda bulunurlar (§ekil

1).
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Sekil 1 : Eritrosit fosfolipidlerinin i¢ ve dig tabakalar1 arasindaki dagilimlari. TPL=
total fosfolipid, SM = Sfingomiyelin, PC= Fosfotidil kolin, PE, Fosfatidil eta-
nol amin, PS, fosfatidil serin.

Fosfolipidler membranin iki lipid tabakasi arasinda asimetrik
dagilmiglardir(11,58,91). Aminofosfatidlerin (fosfatidil etanol amin, fosfa-
tidil serin) ~ % 80’i membranin stoplazmik yiiziini déserken; kolin igeren
lipidler (fosfatidil kolin, sfingomiyelin) dig tabakanin temel bilegenleri-
dir(71,116). Fosfatidil serine digta hemen hi¢ rastlanmaz.
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PE ve PS’in membranin i¢ kisminda bulunmasi biyolojik agidan
6nemlidir. PS, kan koagulasyon gelalesinde hiz artiricit bir kofaktdr olarak
6nemli rol oynar(74,118). Bu nedenle prokoagiilant fosfolipidin dig tabaka-
da olmasi, stirekli bir hiperkoagulabilite durumuna yol agabilir.

Digtaki lipidlerin lateral mobilitesi, i¢ tabakadakilerden fazladir.
Kolesteroliin lipid mobilitesini sinirladig: biliniyorsa da(24) digtaki koles-

terol miktar1 nisbi olarak fazladir(42).

I¢ tabakadaki lipidlerin hareketlilikleri fosfolipidleriﬁ hitcre iske-

let proteinleriyle etkilegimleri nedeniyle sinirlandiriliyor olabilir(49).

Membran fosfolipidlerinde bulunan yag asitleri de iki tabaka ara-
sinda egit dagilmamiglardir(11,29,105). Poli doymamig yag asitleri i¢ taba-
ka fosfolipidlerinde ¢ogunluktayken; digta bulunan fosfatidil kolin gogun-
lukla kisa zincirli yag asitlerini baglar. Sfingomiyelinden zengin membran-

lar, lesitinli olanlara gére daha az akicidirlar(29).

Notral eritrosit lipidi hemen tamamen serbest, esterleymemis
kolesterol igerir(83). Kolesterol fosfolipidlerle etkileserek "ara jel duru-
mu” olugturur. Bu nedenle membranlar daha az akict (viskoz) olurlar(30).

Bitiin bunlar lipid mobilitesi ve membran deformabilitesi iizeri-
ne etkilidir. Eritrositlerin deformabilite kabiliyetleri oldukga yiiksek olup;
sirkitlasyon esnasinda gerektiginde gekillerini degistirebilirler(67). Normal
deformabilitenin siirdiiriilmesi mikrosirkiilasyonda eritrositlerin yagamasi
igin gereklidir(115).

Ileri yaglarda ve diabet hastalarinda eritrositin fleksibilitesi ve

yasam siiresi azalir(88,99).
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Eritrositlerin deformabilitesi hiicre membrani ve ig yapisinin vis-
kozitesine, hiicre ylizey alaninin hacme oranina ve membranin fiziksel 6zel-
liklerine baglidir(19,67,114).

Tam kan viskozitesi; a) Plazmanin igerigine, b) Eritrositlerin ig
viskozite ve de formabilitesine, c) hematokrite, d) hiicre agregasyonuna
baglidir(72,98).

Hiicre igi elektrolit konsantrasyonu; &zellikle hiicre igi Ca+ +
konsantrasyonu da eritrositlerin deformabilitesini etkiler.

Eritrositlerin osmotik frajilitesi, sirkiilasyondaki eritrositlerin
stabilite ve dmriini belirleyen bir faktordir(67).

2.2. Eritrositlerde Lipid Déngiisii

Olgun eritrosit kendiliginden lipid sentezleyemez. Bu nedenle
herhangi bir lipid kaybi plazmayla kargilikli degis tokus yaparak yenilen-
mek suretiyle kompanse edilmelidir(105). Kantitatif olarak bu yollarin en
énemlisi plazma lipoproteinlerinden eritrositlere kolesterol ve fosfatidil
kolin transferidir(46).

2.3. Eritrosit Membran Proteinleri

Eritrosit, stabil ve ortam gartlarina gore gerekli deformasyonu
yapabilen bir membran yapisina ihtiya¢ duyar(17,110). Bu ise, zar-iskelet
yapis: tarafindan saglanir. Zar-iskelet yapisi, lipid ¢ift tabakasinin altinda
yer alan ve buraya protein-protein ve protein-lipid etkilegimleri ile bagla-
nan integral proteinlerin bir agidir(10,17,25). Integral proteinlerle sitop-

lazmik yapisal proteinler arasindaki etkilegimin bazi 6zellikleri gunlarduir.

- Hiicrenin bir ylizeye yapigmasinda rol oynar.

- Hicre igi organellerin hareketini saglar.

- hicre yiizeyindeki zar proteinlerinin organizasyonunu belirler
ve motiliteyi diizenler(101).
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Bu proteinlerin eksikligi veya yapisal anormalligi, zarin gerilme
kuvvetinin azalmasina, geklinin bozulmasina, hiicrenin pargalanarak yikil-

masina ve hemolitik anemilere yol agar.

Genel olarak kullanilan siniflandirma sistemi, membran protein-
lerini "integral membran proteinleri" ve "periferal membran proteinleri”

kategorilerine ayirir(102).
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Sekil 2 : Eritrosit membran proteinlerinin olugturdugu zar-iskelet yapisi

Integral membran proteinleri daha g¢ok globular ve amfipatik
olup, katlanmig ii¢ boyutlu bigimlerinde bunlar ayr1 hidrofilik ve hidrofo-
bik bolgelere sahiptirler. Coomassie boyanabilen temel proteinlerden band
3 (anyon kanali) ve band 7 integral membran proteinleridir. Bu proteinler
bir veya daha fazla membran: gegen bdlgeye sahiptirler. Band 3, bazilari
oldukga glikozillenmis olan pek gok ekstraselliler bélgeye sahiptir. Band
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7, kiigiik bir ekstraselliiler ve nispeten daha uzun bir sitoplazmik bdlgeye
sahip olup, hakkinda fazla gey bilinmemektedir. Biitiin diger Coomassie
boyanan bantlar ya hiicre iskeletinin bir pargas: olarak; ya da seyrek bir
tarzda membranin i¢ yapragina baglanmak suretiyle hiicre igine yerlegmis-

lerdir.

Bitiin PAS (Periyodik Asit Schiff) boyanan proteinler integral

membran proteinleridir (Tablo 1).

Elektroforetik Molekiiler % Protei Ads Membrandaki
Dizlim Agrlik Durumu
1 240.000 ] Spectrin ¢ Peripheral

2 225.000 15 8
21 " 5 Ankyrin Peripheral
22 190.000
3 90-105.000 24 Anion Channel Integral
41 78.000 4.2
4.2 72.000 5.0 Protein kinase
45 45-75.000 5.0 Glu.transporter Integral
5 43.000 45 Actin Peripheral
6 35.000 5.5 G-3PD Peripheral
7 29.000 34
PAS-1 39.000 6.7 Glycophorin A Integral
PAS-2

Tablo 1 : Temel Membran Proteinleri

2.3.A. Periferal Membran Proteinleri

Periferal proteinler fosfatidil inozitoller sayesinde dig membran
tabakasina tutunurlar. En bol bulunan periferal proteinler "spektrin-ak-
tin-protein 4.1 hiicre iskelet kompleksi®ni olugturarak eritrosit membrani-
nin i¢ yiizeyini dogeyen bir iskelet protein agin1 yaparlar. Kompleks, memb-
ran proteinlerinin % 35’ini meydana getirir. Bu iskelet ag:1 spektrin-anki-

rin etkilegimiyle i¢ten band 3’e bajglanir.
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2.3.A.a. Spektrin (band 1-2)

Eritrosit membran iskeletinin temel yapisal elemani olan Spek-
trin, 240 kd’luk a zinciri ve 220 kd’luk B zincirinden olusan, 0,1 gM uzun-
lugunda heterodimerik flament6z bir proteindir(26). SDS-PAGE (poliakri-
lamid jel elektroforezi) tizerinde Spektrinin her iki formu birbirinin homo-
logu olup, 160’sar A.A. tekrarindan olugmuglardir. a-spektrin geni 1 krz,
B-spektrin geni ise 14.krz. tizerinde bulunur(71).

Her bir spektrin molekiili kendi Gzerinde 3 kez katlanir. @ ve 8
zincirleri antiparalel giftler olustururlar. Bunlar ise uglarindan birlegerek
tetramerleri yaparlar. Tetramerlerin kafes bigimindeki hiicre iskeletine
katilmalari i¢in bagka periferal proteinlerin etkilegimlerine ihtiya¢ vardir.
Baglica membran baglantis1 B alt @initesinin orta bélgesiyle ankirin arasin-
da tetramerin orta bolgesinde gergeklesgir. Ankirin aracilifiyla anyon kana-
linin sitoplazmik bélgesine baglanmig olur. Spektrinin membranla diger
baglantisi, molekiillerin uglarinda bulunan protein 4.1 araciligiyla olur(6).
Spektrin molekiilleri, aktinle birleserek uglarinda gapraz bag yaparlar. Bu
birlesme yerinde pekgok yardimci protein bulunur. Protein 4.1 ve 4.9,
adducin tropomiyozin, trombomodulin bu proteinlerdendir.

Spektrin ayrica Ca+ +’a bagh olarak diigik afiniteyle Kalmodu-
lin’le birlegir.

Spektrin B alt Ginitesinin karboksi bolgesinde 8 kD. triptik bolge-
den fosforillenir. Spektrin kendiliginden fosforillenebildigi gibi, kazein
kinazlar veya cAMP’ye baghh kinazlarca da fosforillendigi bildiriliyor.

Fakat fosforillenmenin fonksiyonel 6nemi tam anlagilamamigtir.

Diabetik eritrositlerde spektrin oksidatif hasar goriir. Oksidatif

hasardan protein glikasyonu sorumlu olabilir(93).
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2.3.4.b. Ankirin

Ankirin olarak bilinen protein 2.1, membranin hiicre iskeletine
baglanmasinda yardimc: bir proteindir. Hiicrede ~ 100.000 kopyas: olup
206 kD ve 190 kD’luk iki gekli mevcuttur. Kigik formu band 2.2 olarak
adlandinilir(71).

Ankirin, spektrin ile anyon kanalinin sitoplazmik bdlgesi arasin-

da yitksek afiniteli bir baglant1 saglar.

Ankirin bagimsiz olarak katlanmig 3 bélge igerir. Anyon kanali-
na baglanan 89 kD’luk -NH; terminal bdlge; spektrine baglanan 42 kD’luk
bdlge ve baglanma bdlgelerinin aktivitelerini diizenleyen 55 kD’luk -CO-
OH terminal regiilator bolge(6).

Protein 2.1’in -COOH ucundaki bir polipeptid mRNA’nin farklh
islenmesi nedeniyle protein 2.2’de yoktur. Bu nispeten kiigiik fark, ankirin

spektrin ve band 3’e baglanma afinitesini artirir.
2.3.A.C. Protein 4.1.

Protein 4.1, eritrosit bagina ~ 200.000 kopyas: bulunan 78 kD’-
luk bir proteindir. Protein 4.1 eritrosit membran iskeletinde gift fonksiyo-
na sahiptir: Spektrin ve F-aktin arasindaki yiiksek afiniteli bir baglanmay:
diizenler, ayrica glikoforin ve band 3 ile olan iligkileri sayesinde iskeleti
membrana baglayabilir(17,26). Ca+ + ve Kalmodulin’in normal membran

'stabilitesini sajlamalarinda protein 4.1’in 6nemli fonksiyonu vardir(110).

Band 4.1. gesitli kinazlar tarafindan fosforillenir. Fosforilasyon
genel olarak proteinin spektrine baglanmasini ~ % 80, ve spektrin-aktin
komplex olusumunu ise ~ % 90 azaltir, defosforilasyon ise bunlari1 aksine

giglendirir.
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2.3.4.d. Protein 4.2

Band 4.2 eritrosit membraninin ana bilegenlerinden biri olup 72
kD agirligindadir. Protein kinaz olarak bilinir(71). Band 3’iin stoplazmik
bélgesiyle birlegir. Ankirinle de birlegebilir. Band 4.2’nin fonksiyonu tam
bilinmiyorsa da, bozuklugu veya eksikligi kalitsal hemolitik anemilerin

sidettli tipleriyle iligkilidir.
Band 4.2 normal olarak fosforillenmez(26).
2.3.A.e. Aktin

Band 5 olarak tanimlanan aktin, membran iizerinde gok bol bulu-
nan (~ 1.5 milyon kopya), ~ 45 kD’luk bir proteindir. Eritrosit aktini, kas
aktini gibi uzun flamentler geklinde polimerize olabilir ve miyozin ATPaz
aktivitesini uyarabilir(112). Bununla birliket 12-17 @nitelik kisa oligomer-

ler olugturmasi muhtemeldir.

Aktin filamentleri a-zincirinin -COOH ve B-zincirinin -NH; ugla-
rinin bulundugu bdlgede spektrin tetramerleriyle birlesirler. Bu birlegme

yardimc: proteinlerin yoklugunda zayif afiniteli bir etkilegimdir.
2.3.A.f. Adducin

Spektrinin F-aktinle birlegmesini band 4.1’e benzer tarzda aktive
eder(79). Adducin Proteinkinaz A (PKA) igin de bir siibstrattir. Fosforilas-
yon adducin4in iskelet komponentleriyle bagin1 zayiflatir(26).

2.3.B- Integral membran proteinleri
Band 3 ve glikoforinler eritrosit zar1 fosfolipid tabakasini boy-

dan boya gegen, hem hiicre diginda, hem de sitoplazmik bélgede uzantilar:

olan proteinlerdir.
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2.3.B.a. Protein 3 (Anyon kanalt)

Band 3 baglica eritrosit transmembran glikoproteini olup; fonksi-
yonlar: ayri iki farkli bélgeye sahiptir. Band 3 transmembran bdlgesi klo-
rid-bikarbonat degistokusunu saglarken; sitoplazmik bélge ankirin, band
4.1, band 4.2 ve bazi glikolitik enzimler G3PD ve Hb igin baglama bélgele-
rine sahiptir(71). Band 3, membran1 ~ 12-13 defa geger. Pekgok ekstrasel-
liler bélgeye sahip olup, biri agir sekilde glikozillenmigtir ve kan grubu
antijenlerini tagir. Bunlar I ve i ile ABO major kan grubu antijenlerini kap-
sar. Bu proteinin glikozillenme derecesindeki farkliliklar molekiil agirlifi-
n1 etkiler(95-105 kD)(7).

Band 3, serin ve treonin kalintilarina spesifik membrana bagl ve
sitozolik kazein kinazlarca fosforillenir. Fakat bunun etkisi tam bilinme-
mektedir(26).

Glikoforin A yoklugunda tagidig: sialik asit artar. Membran igin-
de ¢cofgunlukla dimer halinde bulunur. dimerler birbirleriyle etkileserek tet-

ramer ve oligomer olustururlar.

Band 3 spektrine baglanan ankirinle etkilegerek zar iskelet yapi-

styla biitiinlik olugturur(50).

Komple yoklugu tanimlanmamigtir. Anormal formlar1 ve azalmig

ekspresyonu anormal eritrosit morfolojisiyle iligkilidir.
2.3.B.b. Band 4.5 (Glukoz transporteri)

Glukoz eritrosite kolaylagtirilmig difiizyonla girer. Buna glukoz
(transporter) tagiyicisi denilen bir transmembran protein aracilik
eder(82). Bu protein eritrosit membran proteinlerinin ~ % 51’ini olugtu-
rur ve SDS jel iizerinde band 4.5’e kargilik gelir .Tek bir protein olmasina
ragmen heterojen glikozillenmesi nedeniyle mol agirlig1 45-75 kD arasinda
degigir. Glukoz transporterinin membrandan glukoz geg¢isi iizerine etkisi
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asimetriktir: Glukoz girigi, glukoz ¢ikigindan daha digiik Km ve daha yiik-
sek Vmax sergiler. Glukozun eritrosite transportu, anaerobik glikoliz igin
enerji substrat: saglar; bununla birlikte eritrositin enerji ihtiyaci nispeten
diigiik olup glukoz transportunun etkinligi rolatif olarak yiiksektir. Bu
nedenle glukoz transportu, glukoz kullanimi igin hiz sinirlayic1 degil-
dir(39).

2.3.B.c. Eritrositlerde glukoz transportu:

Glukoz eritrositlerin metabolik enerji ig¢in ihtiyag duyduklari en
6nemli bilegiktir. Bu molekili yikip ATP elde edilmesini saflayacak enzim-
ler, eritrosit i¢ginde sinirlt miktardadir. Hiicre igine giren glukoz molekiille-
ri, anaerobik glikoz ile piriivat ve laktik aside katabolize olmakta ve ATP
elde edilmektedir. Eritrositlerdeki diger yol olan HMPS (Hekzoz monofos-
fat yolu) ise glukoz metabolizmasinin % 10’unu saglamaktadir. Glikolizle
saglanan ATP molekilleri, eritrositlerdeki iyonik pompalar galigtirmakta

kullanilir.

Eritrosit igine yeterli glukoz alinamaz ve gerekli ATP saglana-
mazsa iyon pompalarinin galigmalar: bozulur; bunun sonucunda eritrosit

yapisinda da bozulmalar olabilir.

Glukoz eritrosit igine kolaylagtirilmig diftizyonla girer. Bu olay
glukoz transporteri denilen bir transmembran proteini tarafindan gergek-
legtirilir. Kisaca GLUT olarak adlandirilan bu protein ailesi memeli hiicre-
lerinde bulunup; bulunduklar1 dokulara gére 5 gruba ayrilabilirler. Eritro-
sitlerdeki glukoz tagiyici protein GLUT 1’dir. Eritrosit membran proteinle-
rinin ~ % 5’ini olusturur ve daha 6nce anlatildift gibi band 4.5 olarak
adlandirilir. 492 A.A.lik tek bir protein lomasina ragmen GLUT 1 hetero-
jen olarak glikozillendiginden; molekiil agirlig1 45-75 kD arasinda degigir.
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2.3.B.d. Glikaforinler

Glikoforin A, eritrosit membranlarinin baglica PAS ile boyanabi-
len glikoproteinidir. Eritrosit bagina 0,5-1x106 kopyas1 olup; PAS-pozitif
proteinlerinin yaklagik % 85’ini ifade eder. Monomer geklinde molekiil
agirlig:s 36-39 kD’dur. Glikozillenmis durumda yaklagik agirliginin % 601
karbohidrattir. Iki sialik asit kalintis1 eritrosit (-) yikiiniin ~ % 60’1n1 sag-
lar(43).

Glikoforin A kan grubu antijenleri de tagir. Ayrica H.Influenza
ve Pl.falciparum gibi pekgok patojenler igin baglanma yerlerine sahip-
tir(71).

Glikoforin A’nin 131 aminoasidinden 70’i hiicre diginda, 22’si
membran iginde, kalani sitoplazmadadir. Geni 4.krz izerinde bulunur. Yok-

lugunda klinik bakimdan 6nemli hematolojik problemlere yol agmaz.

Glikoforin B eritrosit tizerinde Gl.A sayisimin 1/10 ila 1/3’d

kadardir. Geni 4.krz Gzerinde olup; her ikisi oldukga homologdurlar.

Glikoforin A ve B genlerinin ayni1 orijinden kaynaklandig1 goriili-
yor. Glikoforin A’nin -COOH terminal kismi hiicre iskeletine zayif gekilde

tutunur.

Eritrosit izerinde glikoforinin protein 3 ile etkilegtigi sanilmak-
tadir(70).

3. Eritrositlerde Serbest Radikallerin Etkileri

Eritrositler, ligand durumunda yiksek konsantrasyonlarda doy-
mamig yag asitleri, oksijen ve demir iyonlar: ihtiva eden yegane biyolojik
yapilardir. Bu nedenle oksijen radikallerinin olugumu gibi aerobik sartla-
rin potansiyel hasarina karst oldukga hassas olmalar: beklenir(23). Aero-

bik organizmalar, normal fonksiyonlar: igin hem oksijene ihtiyag¢ duyarlar,
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hem de oksijen serbest radikallerin baglica kaynagidir(15). Oksijen metabo-
lizma iriinleri; serbest radikaller, aldehidler ve gesitli peroksitleri igerir-
ler. Bunlar oldukga toksik olup, pekgok hiicre yapilarinda hasar olusumunu
indiiklerler. '

Fizyolojik oksidan etki hemen her zaman siiperoksit (+ O;) olugu-
muyla baglar. Methemoglobinin (MetHb) giinlik normal déngiisi (- O,~)’in
sirekli kaynagidir(14). (+O,~)’in enzimatik ya da spontan dismutasyonu
hidrojen peroksit (H,0,) meydana getirir. Her ikisinin varlif1 ise; Hebe
Weiss reaksiyonunda klasik olarak gdésterildigi gibi Hidroksil radikalinin
(- OH) ortaya ¢ikma ihtimalini dogurur(S5).

Bu denklem «OH olugumunun Stoichiometrisini dogru olarak
gosteriyorsa da; be aslinda iki reaksiyonun 6zetidir. Bunlar ise iki degerlik

durumu arasindaki katalitik transisyon metal iyon siklisleridir(51,76).

H,0, + Fe*+ — Fet++ + .OH + OH (2)
<0, + Fe*t++ - Fe*+* + O, (3)

Bu nedenle H,0, ile ferroz demir arasindaki reaksiyon asil - OH
olugturan basamaktir. (-0,)’in Onemi yalnizca Fe+ ++ tekrar Fe+ +’e
indirgemesi ve béylece demiri sonraki (+ OH) olusum siklisd igin tekrar
hazirlamasindan dolayidir(55). Sonug olarak; indirgeyici ajanlarin mevcudi-
yeti 6nemlidir. Cinkii onlarin yoklugu (- OH) olusumunun kendiliginden
sinirlanmasina yol agar. Aslinda eritrosit iginde bol miktarda bulunan
(Orn. GSH, flavinoidler, askorbat) gesitli indirgeyici ajanlar, 3. denklemde-
ki (+ O,)’in yerine gegebilirler(51).

Olugan bu radikaller gegitli organik molekiillere karsi oldukga
reaktiftirler. Bu nedenle onlarin etkili difiizyon mesafeleri gok kisa olup;
(+OH)’in konumu son derece 6nemlidir. Eritrositin metabolik kompozisyo-
nuna goére sitoplazmik (-OH) olusumu nispeten zararsiz olabiliyorken;
membran iginde veya ona dogrudan bitigik («H) olugsumu ise muhtemelen
zararl olur(23,55).
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§Sekil 3: Lipid peroksidasyonu baglama, yayilma ve sonlanma agamalarim igerir. Olaya
demir iyonlan v.b. karigtifinda ise tekrar baglama (reinitiation) adimi meydana
gelir.

Membran fosfolipidleri siirekli oksidatif etkiye maruz kalirlar.
Lipid peroksidasyon siireci, doymamig bir yag asidinden bir hidrojen ato-
munun (karbondan) koparilmasi sonucu baglayan zincirleme reaksiyonlar
dizisidir. Aerobik ortamda, bir lipid peroksi radikali (LOO+.) olugturmak
iizere lipid radikalinde (L.) ya} asidine okisjen atomu eklenir(55). Bir kez
bagladiktan sonra; yakindaki doymamig ya§ asitlerinden bir hidrojen atomu
cikarilmak suretiyle peroksidasyon zincir reaksiyonu yayilmaya devam
eder(23) (§ekil 3). Olusan lipid hidroperoksidi (LOOH) kolaylikla gu gibi
reaktif tiirlere ayrigabilir: Lipid alkoksi radikalleri (LO.) aldehidler (&rn.
malonildialdehid), alkanlar. lipid epoksidler ve alkoller.

Hb’e bagli demir serbest soliisyonlarda hidroksil radikali iret-
mez, fakat peroksidazlar proteinden demir salinimina yol agabilirler. Sali-
nan bu demirin eritrositlerdeki hidroksil olusumunun gergek aktivatérii

olmasi ve Hb igeren sistemlerde peroksidasyona katilmasi muhtemeldir.
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Bu nedenle Hb’in kendisi hidroksil radikal olugumunu katalizle-
yebildigi gibi dogrudan eritrosit lipid peroksidasyonunun bir aktivatdri
olarak degil; fakat demir saglayic1 bir ajan olarak faaliyet gosterebi-
lir(23,92).

(Hb Fet**+) MetHb eritrosit membranini lipid peroksidasyonuna
kars1 koruyabilir. MetHb, membrandaki yayilan oksijen tiirlerini temizle-
me kabiliyetiyle, membranlarin oksidatif strese olan yatkinligini azaltan
bir role sahiptir(22,23,55).

Hb normalde iki temel faktér tarafindan oksidasyondan korunur;
eritrosit metabolizmasinin indirgeyici giici ve Hb molekiliniin stabil dér-

diincii yapisi.

Lipid peroksidasyonu hiicre membraninin yapisal organizasyo-
nunda ve fonksiyonunda &6nemli degigikliklere yol agar. Membran lipid
peroksidasyonu, membran rijiditesinin artigi, hiicresel deformabilitenin
azalmasi, eritrosit yagam: ve lipid akigkanliginin azalmasi, membrana Hb
baglanmasinda artig hiperkoagulabilite gibi pekgok patolojik H,0, doyma-
mig alkil yan zincirleriyle reaksiyona girerek peroksit gruplar:i ortaya ¢ika-
rir. Olgun eritrosit hasarli yapilarin1 yenileyemediginden hiicrede kalici
kusurlar birikir ve bu durum yasglanma, diabet ve hemolitik hastaliklarin
olusumuna neden olur(23,48,94).

Eritrositlerdeki H,0, ve (-0O,~), Hb’in oksidatif degradasyonu
ve (-SH) gruplarinin oksidasyonuyla da ilgilidir(94).

Yagli eritrositlerin membranlarinda 6nemil miktarda membrana
bagli Hb (MbHb) bulunmugtur(97). Hb membranda 6zellikle spektrinle ¢ap-
raz bag yapar. Hb’in spektrinle ¢arpaz baglanmas: eritrosit membran rijidi-
tesiyle iligkili olup; membran gekil ve deformabilitesinde degigikliklere yol
agar. Hb’in oksidatif gartlar altinda band 3 ile de ¢apraz bag yaptig: bulun-

mustur.
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Peroksit radikalleri malonildialdehid (MDA) meydana getirdikle-
rinden dolay;; bu durum MDA-protein-Hb kompleksleri olugturabi-
lic(62,97).

Hidroksil radikallerinin diabete aracilik edebilecekleri de goste-
rilmigtir(65). Ayrica; diabette goriilen eritrosit deformabilite azalmasi,
ozmotik frajilite artig1 ve kalsiyum permeabilitesi gibi eritrosit membran

degigiklikleri, membran lipidlerinin peroksidasyonu ile iligkilidir(94).

3.2. Eritrositin Savunma Mekanizmalari

Hiicreler oksidatif hasarlara karg1 gligli koruyucu mekanizmalar-
la donatilmiglardir ve normal eritrositler bu hasarlara karg1 oldukga direng-
lidirler(23,109).

Eritrositin antioksidan savunma mekanizmalari iki gruba ayrila-
bilir: Baz1 sistemler serbest radikalleri hasara yol agmadan Gnce detoksifi-
ye ederler; digerleri ise hasar olugtuktan sonra onun tamirinden sorumlu-

durlar(92). Bu mekanizmalar gu gekilde 6zetlenebilir:

1- Dagiik molekiil agirlikl: serbest radikal temizleyicileri (Antiok-
sidanlar):

a- Lipitde eriyebilenler, lipofilik serbest radikalleri daha az
toksik forma indirger. Bu grupta olan E vitamini; sliperok-
sit, hidroksil ve lipid peroksit radikallerini bu sekilde etki-
ler. Ayrica askorbat, beta-karoten de bu gruba girer(100)

b- Sitoplazmik temizleyicilerden glutatyon; hidrojen peroksi-
ti, lipid peroksitleri, disilfidleri ve serbest radikalleri
indirge(15,75,81).
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2- Enzimatik serbest radikal temizleyicileri (antioksidatif enzim-
ler):
Katalaz ve peroksidazlar, hidrojen peroksiti (H,0,) belirli
diizeyde tutmaya yardim ederler. Stiperoksit dismutaz, sipe-
roksit radikalini H,0,’e doniistiren dismutasyon reaksiyonun-
da etkili bir enzimdir(36).

Bu koruyucu siireglerin, organizmalarin yagam siirelerini belirle-

yici faktorler olabilecekleri goriillmektedir.

Yikici dirtinlerin uzaklagtirilmasindan sorumlu en 6nemli enzim-
lerden biri (SOD) siiperoksit dismutazdir. Bu enzim (-0,~) siiperoksit
radikallerinin kendiliginden olusan dismutasyonunu hizlandirir ve serbest
radikalleri substrat olarak kullanmasiyla diger antioksidanlardan ayri-
11r(13,47,69).

SOD

Olugan H,0,, katalaz ve glutatyon sistemleri tarafindan ortadan
kaldirilir. Katalaz, H,0,’i suya indirger(71):

Katal
2H0, _ %5  WH0+0,

Yetigkin ve yaglilarda katalaz aktivitesinin arttif1 gézleniyor.

H,0,, Glutatyon (GSH) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) tara-
findan ortadan kaldirilir.

Hy0O9 26%{/ > 2H,0
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GSH, eritrositlerdeki temel indirgeyici ajandir ve GSH-Px reaksi-
yonu igin gerekli koenzimdir. Indirgenmisg glutatyon ise y-Glutamil-Ssitei-
nil-Glisin’den olugmug bir tripeptiddir. Glutatyon sentezi igin 2ATP’ye

bagimli enzimatik reaksiyon meydana gelir.

Peroksitlerin indirgenmesi esnasinda (Hb’in oksidasyondan
korunmasi dahil) GSH oksitlenerek, oksitlenmis Glutatyon (GSSG) olugur.
GSSG, disilfid kdpriisiiyle bagh iki GSH'dan meydana gelmigtir.

GSH-Px substrat olarak GSH’e 6zgii olmasina ragmen H,0,’e ila-
veten gegitli peroksitlerin temizlenmesini de katalizler (Orn. Oksijen, kar-
bon, nitrojen vee silfiir kokenli radikaller). Fakat her durumda peroksitler
alkollere indirgenir.

GSH-Px
ROOH + 2GSH —————% GSSG = ROH+ HyO

GSH-Px bir selenoprotein olup; GSH selenyumu indirger ve

enzimin bu indirgenmisg formu H,0, ile reaksiyona girer(27).

Normal eritrositlerde yitksek bir GSH/GSSG oran1 korunur. Bu
nedenle GSSG’u tekrar GSH’a indirgeyecek bir mekanizmanin olmasi
gerekmektedir. Bu ise Glutatyon rediiktaz (GSH-rx) enzimi tarafindan ger-

gekle§tirilir.
GSSG + NADPH + H* —>2GSH + NADP*

Sadece NADPH, GSH-rx igin etkili bir siibstrat olup GSH-rx
Hb’i oksidasyondan koruyan enzim sistemi igin gerekli bir komponent-
tir(23,75).
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Glukoz da Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH) enzim aktivi-
tesiyle heksoz monofosfat gantindan (HMPS) siirekli NADPH, iireterek

GSH rejenerasyonuna neden olur.

Glutatyonun redoks siireci, demir iyonlari, serbest radikaller ve
xenobiyotikler gibi oksidanlara kargi bitinlagiinig sirdirmek igin gerekli
bir reaksiyondur(55).

Eritrositlerde GSSG diizeyleri oldukga digiiktiir, ¢linki memb-
randan kolayca gegebilir. Eritrosit oksidatif strese maruz kaldiginda plaz-
maya GSSG salar(15,106). Bu, muhtemelen GSH-Px aktivitesi nedeniyle
intraselliiller GSSG miktarinin artiginin bir sonucudur.

Diigik GSH diizeyleri asidoz, membran yaglanmasi, hemoliz ve

yaslanmayla iligkilidir(75).

Oksidasyona karg: diger bir savunma hiicre membranindaki anti-
oksidanlarin varlifidir. En 6nemlisi ise E vitamini olup; (+O,~) ve H,0,’e

karg1 koruma sagladig: gosterilmigtir.

Vitamin E’nin (@ tokoferol = @ TH) biyolojik membranlarda ser-

best radikal temizleyici olarak faaliyet gekli s6yle 6zetlenebilir:
LOO. +eTH - LOOH + aT.
LOO. + aT. - LOOH + aTAQ.

Vit E hidrojen atomlarini peroksi radikallerine vererek hidrope-
roksitler olugturur. Lipid peroksidasyonunun devamina yolagacak zincir

reaksiyonunu 6nlemek suretiyle membrani koruyan 6nemli bir antioksidan-
dir(23,100).
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Potansiyel Kaynaklar Antioksidanlar
Ekojenler Endojenler Bilegikler Enzimler
- Xenobiyotikler - Mitokondri - Vitamin E -SOD
- Kirlilik - Fagositler s Radikaller - Vitamin C - GSHPx/Rx’ler
- Radyasyon - Oksidaziar Oksidanlar -> - B-Karoten - Peroksidazlar
- Pestisidler - P-450 - Urik asit - Katalazlar
- Ozon - Hemoprotein - Ubikinon - DT.diaforan
- Hiperoksi - Peroksizomlar
~—  ~\
Protein Oksidatif
Lipid olarak hasar Sitotoksisite
RNA, DNA gOrmils hilcre (Hiicre 8liimi)
Karbohidrat yapilan

S~

Biyosentez Direkt tamir Hasarin giderilmesi

- Protein sentezi - Lipid/DNA Peroksidazlar - Makroksiproteinaz (MDP)
- DNA/RNA Polimeraz - SH rediksiyonu - Fosfolipaz Ay ve C

- Lipid acilasyonu - DiZerleri - Redoksiendoniikleazlar

Hasarsiz yap1 elemanlarinin frreversibl hasarli
korunmasi iiriinlerin atilmas
- Amino Asitler

- Ya§ Asitleri

- Niikleik Asitler

Sekil4 : Oksidatif hasar ve tamir mekanizmalari. Radikal/oksidan iiretim i¢in pekgok
eksojen ve endojen kaynaklar vardur.
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4. Protein Oksidasyon ve Glikasyonu

Hem niikleer, hemde sitoplazmik komponentlerde progressif bir
bozulmaya sebep olan serbest radikal hasari, yagam boyu meydana gelir.
Birikici 6zellikteki hiicre hasar1 yaglanmaya neden olur(54,70,86).

Bu nedenle oksijen serbest radikalleri tarafindan protein hasari,
yaslanmanin serbest radikal teorisinin temelini olugturur(7,44). radikaller
protein yapisinin bitin diizeylerini (primer, sekonder, tersiyer) etkiler-
ler(35). Proteinlerin gogu prooksidanlara oldukg¢a hassas amino asit kalinti-
larina sahiptirler. Lizin, histidin, ariginin, prolin ve serin a.a kalintilar1
oksidatif hasara ozellikel hassas olup; oksijen radikallerine maruz kalinca
proteinlerin oksidasyonuna sebep olurlar. Bu kalintilarin oksidasyonu enzi-
matik aktivitede 6nemli kayba yol agarak proteoliz olasilifin1 artirir(44).
Oksitlenmis proteinlerin yaglanmayla birlikte biriktigi invivo olarak eritro-

sitlerde gosterilmigtir.

Proteinlerdeki Tiol gruplarinin disiilfidlere ve metyonininin met-
yonin siilfoksitlere oksidasyonu reversibldir. Tiol gruplarinin reversibl oksi-
dasyon/rediiksiyonunu diizenleyen GSH sistemi yaglanma esnasinda azal-
maktadir(84).

Triptofan, histidin gibi aminoasitlerdeki oksidasyon halka kiril-

masina yolagarak geriye doniigimi olmayan hasara yol agar.

Yaslanmayla birlikte proteinlerde protein-glukoz etkilesiminin
tipik driinleri ortaya g¢ikar. Gergekten glukoz, proteinlerin (lizinler ve
n-terminal kalintilar: gibi) serbest amino gruplariyla yavag olarak etkile-
$ir(16,44). Proteinlerin glikozilasyonu membranlardaki lipid-protein etkile-
simini ve lipid akiciligini degistirmekten sorumlu olabilir. Glikozillenmig
proteinler oksidasyona ve hizla disilfid koprileri olugturmaya daha meyilli-
dirler(8,80).
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Diabetik gahislardaki bazi membran proteinleri, nondiabetik erit-
rositlerinin proteinlerine gére daha agir glikozillenirler. Protein glikozilas-
yon miktarinin GHb (glikozillenmig Hb) diizeyleriyle anlaml iligkisi; diabe-
tik eritrositlerin siirekli yiiksek plazma glukozuna maruz kaliginin memb-
ran proteinlerinin glikozilasyonunda artiga yolagtiin1 disiindiri-
yor(80,93).

Diabet; eritrosit membran proteinlerinin glikasyonunun artigin-
da etkili bir faktordir. Eritrosit akiciligi diabetiklerde de paralel degigik-
liklere yol agar.

Yiiksek glukoz diizeylerinin indikledigi membran lipid peroksi-
dasyonu, diabette goriilen lipid peroksidasyon iriinlerinin artiginda rol
oynar(60).

Protein glikasyonu yaglanma ve diabet olusumunda gériilen ortak
bir ozelliktir. Membran proteinlerinin glikasyonu membran akiciligini
degigtirmektedir. Akicilik ise; permeabilite, aktif transport, ligand afinite-

si gibi fonksiyonlari kontrol eder(35,80).

Membran protein glikozilasyonunun kapsami tiim proteinler igin
aym degildir. Ornegin spektrinin A alt {initesi, ankirin ve protein 4.2.

diger membran proteinlerine gére daha agir sekilde glikozillenirler(93).

Spektrin oksidasyonunun glikozillenmig eritrosit Hb (GHb) ile
anlamli iligkisi olup spektrin oksidasyonu, protein glikasyonunun bir sonu-
cu olmalidir(93).

5- Eritrosit Yaglanmasi

Memeli eritrositi hiicresi gerontoloji i¢in ilging ve degerli bir
materyaldir. Plazma membran: onun tek organeli oldugundan, bu hiicre
membrandaki yaga bagli degisikliklerin aragtirilmasi igin elveriglidir(2).
Protein sentez kapasitesi olmadifindan, yasla ilgili primer olaylar ve hiicre

membranindaki yaga bagli degigiklikler incelenebilir.
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Eritrosit yaginin artigiyla birlikte total lipid kolesterol ve fosfoli-
pidlerde azalma meydana gelir(2,59,65). Fakat genelde ¢ok fazla degis-
mez(2). Ancak membran PC igerigi biraz artarken, PS+PI igeriginde azal-
ma olur(2,59). Doymamig yag asidi oraninda da azalma meydana gelmekte-
dir. Bunun nedeni, lipid peroksidasyon siirecinin doymamig yag asitlerini

progressif olarak titketmesidir.

Membran lipid peroksidasyonu ve Malondialdehid (MDA) biriki-
mi hiicre deformabilitesini ve yagam siiresini etkilemektedir. MDA’in yash
eritrositlerin membran proteinleriyle capraz bag yapip yapmadig: kesin ola-
rak bilinmemektedir. In vivo yaglanan eritrositlerde lipid peroksidatif
hasar, G6PD ve GSH-Px gibi enzim aktivitelerinin yaga bagh azalmalarinin

bir sonucu oldugu diginilmektedir(3,20).

Eritrosit membraninin protein igerifi, eritrositin yaslanmasi
esnasinda ya sabit kalir veya azalir. Membran protein igerigindeki kiigiik
azalma, membrandan protein yoninden fakir vezikillerin salinimi veya pro-
teolizle agiklanabilir(2). Yagh eritrositlerde Hb’in membrana baglanmasin-

da artig goriiliiyor(66).

Protein dongisii olmamas: nedeniyle membran proteinlerinde
goriilen yaga bagli progressif degisimlerden olmak iizere baglica dort tane-
si 6nemlidir. Kovalent agregasyon, proteolitik degreadasyon, glikasyon ve
karboksil metilasyon. Bunlardan herbiri yaslt eritrositlerin selektif tanin-

masin1 saglayarak 6limiine yol agabilirler.

Yiiksek molekil agirlikli kovalent protein agregatlari1 yaglanan

eritrositlerde artmaktadir. Fakat bunlarin igerigi bilinmemektedir.

Yiiksek molekiill agirhikli protein polimerlerinin (HMWP) (~
255.000 MW) eritrositin yaglanmasiyla Spektrin band 1’e baglanan bir Hb
altbirimi (a zinciri) olabilecegi bildiriliyor(103).
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Yaslanma esnasinda membran proteinlerine oksidatif hasarin
birikimi, membran protein -SH gruplarindaki hafif azalma ve metyonin siil-
foksit kalintilarinin artigindan anlagilmaktadir. Protein karbonil gruplari-
nin (protein oksidasyonunun bir gostergesi) oksidasyonu yagl eritrositler-
de artar. Bu sonuglara gére band 3, spektrin @ band 4.1. ve 4.2 proteinleri-
nin tiol gruplarinin oksidasyon ve konformasyonal degigiklikleri yagla bir-
likte artig gostermektedir(85,95).

Oksidatif olarak hasara ugrayan proteinler normalde biiyitk pro-
teolitik kompleksler tarafindan degrade edilerek uzaklagtirilirlar. Bu komp-
leksler 670 kD olup; tig katalitik olarak aktif proteolitik bolgeye sahiptir-
ler. Enzimin ATP’den bagimsiz oldugu goriilmektedir(87,88). Bu proteinle-
re MOP (Makroksiproteinaz) denilmesi uygun bulunmaktadir. MOP, nor-
mal proteinleri degrade etmez. Radikal/oksidan hasarli proteinlerin ise
katlanmig yapilar1 agilir; denatiire olurlar ve hidrofobik kalintilari1 agiga

¢ikar. Bu olay MOP degredasyonuna ugramalarina neden olur.

Yaslanan eritrositlerde o6zellikle bu sistem (MOP) gegerlidir.
Ozellikle oksidatif hasara ugrayan band 3 proteinleri MOP tarafindan deg-
radasyona ugratilinca, SCA (yaslilhik hiirce antijeni) denilen bir antijen pro-
tein iizerinde goériilmektedir. Band 3 Gizerinde bu SCA antijeninin olugmasi
IgG antikorlarinin membrana baglanmalarina ve eritrositin taninarak orta-

dan kaldirilmasina neden olur(2).
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II1I. MATERYAL VE METOD =

1. MATERYALLER
1.1. Caliymada kullanilan denekler,

Yaglanma ve diabet arasindaki iligkinin eritrosit membran deji-
siklikleri agisindan incelenmesi maksadiyla geriatrik gahislar ve Tip II
diabetiklerden EDTA ile (1:10) alinan kanlarindan elde edilen paket erit-
rositlerle ¢aligildi. Kontrol olarak da geng saglikli normallerin eritrositleri
kullanildi.

Bu maksatla; % MDA saliniminin tayininde 23 normal (18-30 yag-
lar1 arasinda), 32 adet yash (60-85 yaglarinda) ve 16 Tip II Diabetli sahis
(35-67) kullamld.

Glutatyon tayininde ise bunlarin arasindan 19 normal, 15 yagh
ve 11 diabetik ile galigaldi. (Bu segimler tamamen rastgele ve deney gartla-

rina gére yapilmigtir).

Elektroforez ve oksidasyon igin kullanilan membran proteinleri,
degisik zamanlarda yapilip dondurucuda saklanan (>-30°C) eritrosit ghost-

lar1 ile yapilmigtir.

Glukoz transportu igin her gruptan 10’ar adet denek kullanilmig-

tir.
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Deneyler igin kullanilacak kan drnekleri diabetik grup igin Cer-
rahpaga Tip Fakiiltesi kliniklerinden, yagh grup igin check-up igin bagvu-
ran ve laboratuvar bulgular1 normal sinirlar igerisinde yer alan kigilerden
temin edilmigtir. Kontrol grubu ise saglikli ve geng¢ 6frenci ve gonilliler-

den saglanmigtir.
1.2. Caligmada kullanilan arag ve geregler

- Dispozibl enjektdrler, otomatik ve cam pipetler, santrifij tiip-
leri, eppendorf tipleri vb.

- Hettich Universal Santrifiij aleti

- Kétterman-Labortechnik galkalayicili Ben Mari aleti

- Microprocessor pH 537 PH metre

- Vortex aletleri (Janke and Kunkel, IKA Labortechnik)

- Perkin Ellmer spektrofotometre

- Ultrasantrifiij (Beckmann model L2)

- Forma-Scientific Bio-Freezer derin dondurucu

- Buzdolaplar

- Sintillasyon aleti (Tri Carb 1500 likid siv1 sintilasyon sayicis1)

- Elektroforez aleti (LKB Bromma 2303 Multidrive XL)

1.3. Calismada kullanilan ¢dzelti ve kimyasal maddeler:

1.3.A. Caligmada Kullanilan Kimyasal Maddeler:
— Radyoaktif Madde

Glukoz 14C: (NEN, Dupont Ltd. UK)

Spesifik aktivite: 286 mCi/mM

Radyoaktivite konsantrasyonu: 10 Ci

— Kimyasal Maddeler:

NaCl, Na,HPO,, NaH,PO,, NaOH, Na-EDTA, TBA, DTNB,
Tris-EDTA, Na,CO,, KI, HgCl, Cu SO, (Merck, Darmstadt), Glycine,
PPO, POPOP, Agar-Agar, Naphthalene, Tris, bis-Akrilamdi, Akrilamid
(Sigma-St.Louis USA).
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TCA, H,0,, Metanol, Kloroform, Asetik Asit, izopropanol, dio-
xan (Merck-Darmstadt)

1.3.B. Caligmada Kullanilan Cdzeltiler

PBS fosfat-tuz tamponu)

8,1 gr NaCl, 2,302 gr Na, HPO,, 0,194 gr NaH,PO, 1000 mI'ye
dH,0 ile tamamlanir. pH= 7,4’e ayarlanur.

Azidli PBS=

26 mg NaN,;/100 ml PBS

Soliisyon I=

28 gr (ml) TCA, 1,299 (0,1 mol/L) Na-Arsenit, dH,0 ile 100
ml’ye tamamlanir.

Solisyon II=

0,1 gr (0,05 mol/L) NaOH, 0,5 gr (% 1) TBA 50 ml’ye dH,O
ile tamamlanair.

Proteinsizlegtirme g6zeltisi=

30 gr NaCl, 0,2 gr Na2-EDTA, 1,67 gr Meta-Fosforik asit,
dH,0 ile 100 ml’ye tamamlanir.

0,3 M Na,HPO,

Elmann ayiraci=

% 1 Na-Sitrat hazirlanir. 100 ml igin 40 mg DTNB (5,5-dithi-
obis 2-nitro benzoik asit) eklenir.

Tris-EDTA tamponu= 7 mM Tris + 0,1 mM Na, EDTA pH=
7,4

yikama soliisyonu= 154 mM (% 0,9) NaCl ¢ozeltisi

Fosfat-tuz tamponu=

25 mM Na-Fosfat, % 1 (W/V) NaCl pH=7,4

Civali stop tamponu= % NaCl, 2 mM Hg Cl,, 1,25 mM KI

% 30 TCA (triklor asetik asit)

Sintillasyon sivisi= 100 gr Naftalin, 7,5 gr PPO, 0,377 gr
POPOP, Dioxan ile 1000 ml’ye tamamlanar.

2, 4-dinitrofenilhidrazin boyasi= (0,0198 g/10 ml 2NHCI igin-
de 50°C’de karanlikta 1 saatte ¢oziiniir)
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- Lowry soliisyon A= % 2 Na, CO;, 0,1 N NaOH ¢é6zeltisinde
hazirlanir.

- Soliisyon B= % 0,5 CuSO, - SH,0, % 1 Na-K tartarat iginde
hazirlanir.

- Solisyon C= 50 birim A, 1 birim B ¢é6zeltisi karigtirilir.

- Folin Ciocalteu ayiraci (kullanilacagi zaman 1:1 sulandirilir)

- Standard % 0,2 BSA (Bovin serum albumini)

2. UYGULANAN METODLAR
2.1. Eritrositlerde Lipid Peroksidasyon (% MDA) Tayini(34)
Deneyin Yapiligt

Calisilmak {izere (1:10 EDTA’l1) alinan taze kanlar 2000 xg’de
10 dk. santrifij edilerek plazma uzaklagtirildi ve her bir 6rnek iki tiipe
ayrildi (0,22 ml paket eritrosit) 9’ar ml PBS ile siispanse edildikten sonra
santrifiijlenerek yikama islemleri yapildi.

Birinci tiipteki yikanmig eritrositler tizerine 19 hacim PBS ile 2.
tiiptekiler ise 19 hacim Azidli PBS ile siispanse edildi. Her bir tiipten 1’er
ml alindi. Birinci tiiplere egit hacim (1/1) % 3 H,0,, ikinci tiiplere % 0,75
H,0, ilave edildikten sonra tiipler 37°C’da 1 saat benmari de galkalanarak
1 saat inkiibasyonda tutuldu.

Inkitbasyon sonunda her tiipe 1 ml soliisyon 1 eklenerek santrifij
edildi. 2’ser ml siipernatant uzun cam tiiplere kondu ve iizerlerine 0,5 ml
soliisyon II ilave edildi. Daha sonra tiipler 15 dk. kaynar suda reaksiyona

tutuldu. Soguduktan sonra spektrofotometre ile 532 nm absorbansta okun-
du.

MDA salinim: (% 3 H,0,
% MDA degerleri = x100
MDA salinim1 (% 0,75 H,0,)
formiiliine gore hesaplandi(34).
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2.2. Eritrosit Glutatyon (GSH) Tayini(38)

Santrifiijlenip plazmasi ayrilan antikoagiilanli kanlardan 0,1 ml
soguk (+4°C) dH,0 ig¢inde hemoliz edilir. Biraz beklendikten sonra 1 ml
hemolizat 1,5 ml proteinsizlegtirme ¢ozeltisinde 5 dk (22°C) inkiibe edilir.
(0,1 ml ile Hb tayini yapilir). Inkiilbasyon sonunda 2000 x g’de 10 dk santri-
fij edilir. 1 ml siipernatantlar 4 ml 0,3 M Na,HPO, igine konarak 0,5 ml
Elman ayiraci eklenir. Ornekler fazla bekletilmeden sepktrofotometrik ola-
rak 412 nm absorbansta okunur.

GSH hesaplanmasi= Okunan deger ,sabit faktér (1112) ile garpi-
lir (gmol/dl). Hb degerine (gr/dl) boélinerek sonug pmol/gr cinsinden
bulunur.

2.3. Eritrosit membranlarinin (ghost) eldesi(37)

Taze alinmig EDTA’l1 kan santrifiij edilerek plazmasi ayrildi. Pel-
let tuz ¢oézeltisi ile yikandi. 0,5 ml paket eritrosit lizerine 15 ml soguk
Tris-EDTA tamponu eklendi. 2-4°C’de 20.000 x g devirle 20 dk siire ile
santrifij edildi. Ust faz atilarak igleme beyaz ghost elde edinceye kadar
(3-4 kez) devam edildi.

2.4. Lowry Yéntemi Ile Ghost’larda Protein Tayini(73)

Uygulama: Bir deney tiipiine 50 pl 6rnek konup iizerien 1 mL B
solisyonu eklendi. 15 dakika siire ile oda 1si1sinda bekletildi. 0.1 mL sulan-
dirilmig Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi eklenip 1 saat siire ile oda 1sisinda bekle-
tildikten sonar 750 nm’de absorbans okundu. '

Hesap: Bovin serum albiimin ¢zeltisi kullanilarak standart grafi-
gi olusturuldu. Hesaplar grafik kullanarak yapildi.
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2.5. (SDS-PAGE) Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi(107)
2.5.A. Jelin Hazirlanisgi:
1. Ayirma Jeli: (% 10°’luk)

Protein molekiillerinin, molekiil agirliklarina gére ayrildif: jel
karigimi agagidaki gsekilde hazirlandu.

Jel karigim1 = Hacim

Akrilamid/Bisakrilamid (30:0.8) 10.00 ml
1.5 M Tris tamponu (pH:8.8) 7.5 ml
Distile su 12.1 ml
% 10 SDS (Sodyum dodesil siilfat) 0.3 ml
% 10 APS (Amonyum persiilfat) 0.1 ml
TEMED 0,0075 ml
TOPLAM HACIM 30.0 ml

2. Konsantrasyon Jeli (% 4.5°luk)
Proteinlerin molekiil agirliklarina gére siralanmalarina imkan

veren jel veya iist jel olarak bilinen bu karigim agagidaki gekilde hazirlan-
di.

Jel karigimi = Hacim

Akrilamid/Bisakrilamid (30:0.8) 1.5 ml
1.0 M Tris tamponu (pH: 6.8) 1,25 ml
Distile su 7.5 ml
% 10 SDS 0.1 ml
% 10 APS 0.1 ml
TEMED 0.005 ml
TOPLAM HACIM 10.0 ml

3. Tank Tamponu
Zar proteinlerinin elektroforetik ayrilmasinda tris-glisin tampo-
nu kullanildi.

Tris 3.0 gr
Glisin 11.6 gr
SDS 1.0¢gr

Karigim 1.0 litre distile suda ¢6ziindii ve HC! ile pH: 8.5’e ayar-
landt
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4. Numune hazirlama tamponu (denatiirasyon karigimi)

1.0 M Tris-HCI, pH: 6.8 1.0 ml
Gliserol 1.6 ml
% 20 SDS 1.0 ml
% 0.1 Bromfenol mavisi 0.2 ml
B.Merkapto etanol 0.2 ml
dH,0 3,8 ml

5. Protein boyas:

Protein bandlarini1 boyanmasinda Coomassie Brillant Blue boyas:
kullanildi.

% 0,2 Coomassie blue
% S0 Metanol (veya izopropanol)
% 10 Asetik Asit

Su ile tamamlanir.
2.5.B. Elktroforez iglemi

17.5x14 cm ebadinda cam plakalar, aralarinda 1.5 mm ayiric
(Spacer) yerlestirilerek kaset haline getirildi. Kenarlar1 kapatilarak standa
yerlestirildi. Alt jel olarak yukarida belirtilen gekilde hazirlanan ayirma
jeli cam plakalar arasina dékiildia. Uzerine % 0,150 ilave edileerk iki saat
polimerlegsmeye birakildi. Bu siire sonunda ist jel olarak bilinen konsanras-
yon jeli hazirlandi. Ayirma jeli polimerlegtikten sora tizerindeki su uzaklag-
tir1ld: ve bu jel karigimi ayirma jeli Gizerine dokiildi. Protein numuneleri-
nin uygulanmasi igin gerekli olan kuyucuklarin olugturulmasinda kullanilan
jel tarag: kasetler arasinda yerlegtirilerek tekrar polimerlegmeye birakildi.
Yaklagik bir saat sonra tarak gikarildi, kuyular su ile durulandi. Cam kaset
alti agildiktan sonra elektroforez tankina yerlegtirildi. Sizintilar1 6nlemek
igin kaset araliklari agar ile kapatildi. Numune uygulanmadan 6nce 10 daki-
ka siire ile digiik akimda (10 mA) 6n elektroforeze tabi tutuldu. Bu siire

iginde numune (2-3 mg protein/ml) egit hacimde numune hazirlama tampo-
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nu olarak bilinen denatiirasyon g¢6zeltisi ile karigtirilarak 100°C’de hidro-
liz edildi. Soguduktan sonra her kuyuya 0.03 ml uygulandi. Sabit akim altin-
da birinci jel igin 120 V ve 30 mA ve ayirma jelinde 200 V ve 50 mA uygu-
lanarak yaklagik 4 saat elektroforeze tabi tutuldu. Yiirime mesafesi bronm-

fenol mavisi boyasi kullanilarak takip edildi.
2.5.B.a. Coomassie Blue ile Proteinlerin Boyanmas:

Elektroforez sonunda jel cam kasetler arasindan gikarilarak su
ile yikand: ve protein boyasi igeren kiivete lainarak 40°C’de 30 dk boyandu.
Boyama iglemi sonunda destain i¢ine kondu ve 40°C’de 15 dk tutuldu. Son-

ra % 5 asetik asitte tutularak bandlar incelendi.
2.5.B.b. Membran Glikoproteinlerinin boyanmasi(41)

Zar glikoproteinleri Periyodik Asit - Schiff baz1 (PAS boyasi) ile
boyandi. Ayni zamanda Schiff reaktifi olarak da bilinen bu glikoprotein
boyas: agagidaki sekilde hazirlandi.

1) 2.5 gr bazik fuksin 500 ml distile suda ¢6zilldi

2) 5.0 gr sodyum metabisiilfit ve 50 ml 1 N HCl ilave edildi.

3) Birkag saat karigtirildiktan sonra homojen hale getirildi.

4) 2.0 gr aktif komir eklenerek rengi alind1 (Dekolorize edildi).

Zar proteinlerinin ayrilmas: ve incelenmesi igin standardize edi-
len elektroforez yontemi glikoproteinlerin ayrilmasinda da aynen uygulan-
di. Elektroforez iglemi sonunda poliakrilamid jeli kasetten gikarilarak su
ile yikandi ve durulandi. Fiksasyon igin jel % 25 izopropil alkol ve % 10
asetik asit karigiminda bir gece tutularak glikoproteinler fikse edildi. Buig-
lemden sonra jel % 0.5 periyodik asitte iki saat siire ile tutuldu. % 0.1 sod-
yum arsenit ve % 5 asetik asit karigimina aktarilarak 30 dakika bekletilen
jel SDS’den tamamen uzaklagtirildiktan sonra PAS boyasi ihtiva eden boya
kiivetine kondu ve boyada bir gece birakildi. PAS boyasinda glikoprotein
bandlar1 pembe olarak gériinmeye bagladiktan sonra jel boyadan g¢ikarila-
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rak yikama kabina aktarildi ve % 0.1 sodyum metabisiilfit ¢ozeltisinde 4
saat tutuldu. Bu yikama islemi ii¢ kez tekrarlandiktan sonra boyama iglemi

tamamlandi.
2.6. Eritrositlerde —C'4 glukoz transport tayini(68)

Yagh diabetik ve kontrollerden alinan (1,4 mg/m! EDTA ihtiva
eden) kanlar 1500 x g’da 15 dk. santrifiij edilerek (+5°C) plazmasi uzaklag-
tirildi. Eritrositler sonra 3’er defa sofuk 154 mM NaCl ¢ozeltisi ile (1:1)
siispansiyon yapilarak santrifiij edildi. (1500xg ile 5’er dk. +5°C) Eritrosit-
ler 5x107 hiicre/ml olacak sekilde ayarlanda.

Eritrositler 6nce 10 dk 15°C’de fosfat tuz tamponu iginde degi-
sik konsantrasyonlarda (50,100,150,200 mM) glukoz ile preinkiibasyona
tabi tutuldular. Preinkiibasyon sonunda &rneklere radyoaktif igaretli glu-
koz (1 pCi/ml) spesifik aktivite 286 mCi/ml) ilave edildi. Total hacim 0,5
ml idi. Inkiibasyon 15°C’de 15 sn devam etti ve reaksiyon 0,5 ml soguk civa-
I1 stop tamponu ile durduruldu. Biitin drnekler hemen 15°C 5 dk. 2000 x
g’de santrifiyj edildi. Siipernatant atildi. Pelletler tekrar 0,5 ml stop tampo-

nuyla santrifiijlendi.

Daha sonra pelletler 0,25 ml dH,0 ile lize edildi. Ornekler don-
durulup tekrar ¢6ziindiiriildii ve 0,25 ml TCA eklenerek radyoaktivite lizat-
tan extrakte edildi. Vortekslendikten sonra 2000 x g’de 5 dk santrifiij edil-
di. Siipernatantlar (0,4 ml) radyoaktivite sayimi igin 3 ml’lik sintillasyon

sivisina kondu.
2.7. (TLC) Ince tabaka kromatografisi(119):
2.7.A. Zar lipit ekstresinin hazirlanmast
Cam bir tiip igine 1.0 ml ghost numunesi alindi ve iizerine 5 ml

metanol ilave edilerek S dakika siire ile karigtirildi. Daha sonra 5 ml kloro-
form eknlendi. 5 dakika daha karigtirildi ve 3.000 x g’de 10 dakika santri-
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fiij edildi. Ust faz bagka bir tiibe alinarak ekstraksiyon iglemi bir kez daha
tekrarlandi. Organik faz sicak su banyosunda ve azot altinda uguruldu.
Lipit ekstresi 50 mikrolitre kloroform:metanol (1:1) karigiminda ¢oziildi
ve kromatografi igin silika jel plakalara uygulanmaya hazir hale getiril-
di(89).

2.7.B. Kromatografi tanklarinin hazirlanmas:

Lipit fraksiyonlarinin iyi ayrilmasini saglamak ve kromatografi
tankinin doygunlufa ulagmasini temin etmek igin solventler tanka bir giin
dnceden kondu.

Birinci boyut igin tankta:

Kloroform/Metanol/Amonyak/Su (90/54/5.5/5.5) karigim1 kul-
lanildi. 10 mikrolitre lipit ekstresi silika jel kapli plakaya sol alt kégede ve
3 cm yukarida olacak gekilde uygulandi. Plaka 1. kromatografi tankina yer-
legtirilerek solvent 18 cm yiriiylinceye kadar, (yaklagik 60 dakika) birakil-
di. Daha sonra plaka tanktan ¢ikarilarak kurumaya birakildi. Amonyak
kokusu tamamen ugtuktan sonra plaka birinci boyuta 90 derece dik olacak
sekilde ve numune uygulama noktasi sag alt kdgede olmak iizere ikinci

boyut solvent sistemi ihtiva eden tanka yerlestirildi ve kromatografiye bira-
kildi.

Ikinci boyut igin kullanilan tankta:

Kloroform/Metanol/Asetik asit/Su (90/40/12/2) solvent siste-
mi kullanildi.

Yaklagik bir saat siiren bir kromatografiden ve solvent 18 cm
yiriidikten sonra plaka tanktan ¢ikarilarak kurumaya birakildi. Fosfolipit
siniflari, hem iyot buharina tutmak, hem de bakir siilfat piskiirtmek sure-
tiyle goriiniic hale getirildi(64). Fosfolipitlerdeki olefinik baglara tersinir

olarak iyot baglanmasi1 sonucu lipit spotlar1 sar1 olarak gozlendi.
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IV. BULGULAR

4.1.A.-B. Yaptifimiz galigmada, serbest radikallerin eritrosit iize-
rindeki etkilerini gosterebilmek igin 6nce lipid peroksidasyon degerlerine
bakildi. Bu amagla 23 geng saglikli kontrol grubu (18-30 yaslar1 arasinda);
32 saghkli yasli (60-85 yaglarinda) ve ayrica 16 Tip 2 diabetik (35-67 yasla-
rinda) kullanildi. Tablo 2'de gorildiigi gibi; kontrollerle kiyaslandiginda,
yagh grubun lipid peroksidasyonu (% MDA) anlamli olarak yiiksektir
(p<0.05). Tip 2 diabetli hastalarin da lipid peroksidasyon degerleri kon-
trol grubuna gdre yiiksektir (p<0,05). Diger taraftan, yaghlar ile tip 2 dia-
betikler arasinda anlamli bir fark yoktur (p>0.05) (Sekil 5).

Tablo 2 : Normal, yagl ve tip 1I diabette lipid peroksidasyonu

Lipid Peroksidasyon
Grup (% MDA)
Normal 9.62+1.87
(n=23)
Yash 17.3216.24*
(n=32)
Diabet (Tip II) 16.75+4.60*
(n=16)
Normalle kargilagtirildiginda * p<0.05

Yagh ile diabet kargilagtirldiginda p>0.05
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Lipid Peroksidasyon (% MDA)
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Sekil 5: Normal, yash Tip II diabetli gruplarn lipid peroksidasyon (% MDA) degerleri

4.2.A.-B. Hiicrelerdeki oksidasyona kars: baglica savunma meka-
nizmalarindan biri olan glutatyon degerlerine bakildiginda; yaglilardaki glu-
tatyon diizeyleri normal gruba gore anlamli olarak azalmigtir (p<0.05).
Fakat tip 2 diabette degigmemektedir (p>0.05) (Tablo 3, §ekil 6). Bunun-
la birlikte; Tip 2 diabetteki glutatyon diizeyleri yagli gruba gore anlamli
derecede yiiksektir (p<0.05).
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Tablo 3 : Normal, yagh ve tip II diabette glutatyon diizeyi

GLUTATYON
GRUP (rmol/gr Hb)
Normal 9.10+2.56
(n=19)
Yasgh 6.97£3.29*
(n=15)
Diabet (Tip II) 10.21+1.68*
(n=11)

Glutatyon (pmol/gr Hb)

12

10 4

T T
NORMAL YAsSU TIP If DIABET

Sekil 6: Normal, yagli ve Tip II diabetik gruplarin glutatyon degerleri

Yaslanmanin nedeni olan lipid peroksidasyonunun eritrosit
membraninin temel fonksiyonlarindan birini gergeklestiren glukoz trans-
portunu etkileyip etkilemedigini aragtirmak amaciyla yasli ve geng gruptan
elde edilen eritrositlerdeki glukoz transp‘ortuna bakildi. Yasgh gruplarin
eritrositlerindeki glukoz transportunun kontrol grubuna kiysala bariz bir
sekilde azaldig: tablo 4’de gériilmektedir (p<0.001).
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Ayni galigma tip 2 diabetiklerde de tekrarlandi ve bu grup kon-
" trollerle kiyaslandiginda glukoz transportunda anlamli bir azalma gériildii
(p<0.001). Yaghilarin glukoz transportundaki azalmanin tip 2 diabetiklere
gore daha fazla oldugu bulundu (Tablo 4).

Tablo 4 : Normal, yagh ve tip II diabette glukoz transportu

Vaka Glukoz Transportu Standart
Gruplar Sayst (nmol/hiicrexdak.) Sapma
Normal 10 1.01 0.07
Yagh 10 0.35* 0.03
Diabet (Tip II) 10 0.65* 0.9
Normalle kargilagtinldifinda * p<0.001
Yagh ile Diabet kargilagtirildiginda p<0.05

Yiksek lipid peroksidasyon diizeylerinin eritrosit membran pro-
teinleri miktarinda degigiklige neden olup olmadigin: géstermek amaciyla;

kontrol, yagli ve tip 2 diabetik grup eritrositlerinden ghostlar hazirlandi.

4.4. Farkli gruplardan elde edilen eritrosit ghostlarinin igerdigi
protein miktarlar1 Lowry y6ntemiyle tesbit edildi. Bunun igin; hazirlanan
orneklerin spektrofotometrede okunan absorbans degerleri BSA (Bovin
serum albumini) miktarlarina gére gizilen grafikte yerlerine konarak

mg/ml cinsinden protein miktarlari hesapland: (§ekil 7).
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Sekil 7. Lowry yontemine gore ghost roteinlerinin miktarlarinin standard BSA’ya gore
y & P ya g
gizilen grafik yardimuyla tayin edilmesi.

4.5.A. Sonra her bir numuneden istenilen miktarlarda protein
(30-75 pg) poliakrilamid jele (SDS-PAGE) uygulanarak incelendi. Kontrol
grubuna ve yaslilara ait eritrosit ghost membran proetinlerinin elektrofo-

rez profilleri Sekil 8’de gorilmektedir.

Sekil 8. Normal (70 pg) ve degisik miktarlardaki (70 tg, 50 g, 30 tg) yaghlara ait eritrosit
membran proteinlerinin band profilleri
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Temel protein bandlari molekil agirliklarina gére sirasiyla;
spektrin 1 (@) "240 kD", spektrin 2 (8) "225 kD", ankirin (band 2.1) "205
kD", anyon kanali (band 3) "89 kD", band 4.1 "78 kD", band 4.2 "72 kD",
aktin (band S) "43 kD", (gliseraldehid 3 fosfat dehidrogenez) G3PD (band
6) "35 kD", band 7 "29 kD" olup (Sekil 9); diger gruplardaki bandlar ile
mukayese edildi (Sekil 8)

1
z}spscmm
3
-4
=32 oy PAS |
1 PAS 4 HGLYCOPACRIN A
e 5 ACTIN W PAS 2
e 6 G-3PD
ey 7
s FAS3
pemt H b

Sekil 9 : Eritrosit membran proteinlerinin poliakrilamid jel elektroforez profilleri. Jel-
ler Coomassie Brillant Blue ile (solda) ve PAS boyast ile (sagda) boyandikla-
rinda goriilen band profillerinin gematik gorinimi.

Kontrol grupta tespit edilen bu protein profilleri, yagh gruplarin

eritrosit membran profilleriyle kiyaslandiginda; bariz bir fark saptanma-

makla birlikte, band 3’iin yashlarda hafifce azaldig: gorildi.

Elektroforez band profillerinin protein miktarlarini saptayabil-

mek amaciyla dansitometrik 6lgiimleri de yapild: (§ekil 10 ve 11).

4.5.B. Normal ve yasli gruplarin SDS-PAGE jeli PAS boyasiyla
boyanarak eritrosit membranlarindaki glikoproteinler incelendi (PAS
1,4,2,3) (Sekil 12).

Baz1 yashi eritrosit glikoprotein profillerinde PAS 4 ile 2 bandla-
r1 arasinda yeni bantlar gozlendi (Sekil 13).
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Sekil 11: Bir yaslinin eritrosit membran proteinlerinin dansitometrik dagihmlar
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Sekil 10: SDS-PAGE elektroforezi ile ghostlardan elde edilmis normal bir gahsa ait eritro-
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Sekil 12: Normal ve yasl gruplarin SDS-PAGE jellerinin PAS ile boyandiktan sonra gorii-
len glikoprotein band profilleri

Sekil 13: Baz;ya;hlarda éc:)raex; ekstra glukoprot;ih band pri)filleri
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Sekil 15: Bazi yaghlara ait eritrosit lipid TLC'lerinde PE ve PS arasinda fosfolipid-MDA
adduktu gozlenmektedir.
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Sekil 17: Bir yashya ait eritrosit membran fosfolipidlerinin ¢ift dimensiyonlu TLC profili
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V. TARTISMA e

Oksijen metabolizma triinlerini serbest radikaller, aldehitler ve
gesitli peroksitler olugturur. Bunlar oldukga toksik yapida olup hiicre yapi-
sinda hasarlara neden olurlar(1,52,65,86,96).

Yaglanmayla, serbest radikal olusumu arasindaki iligkiyi ileri
siiren hipotez; bu hasarin hiicredeki olugum siirecinin 6nemini vurgulamak-
tadir(7). Yagsam siirecine bagimli olarak meydana gelen bozukluklarin nede-
ni, hiicre fonksiyonunda degigymeye neden olan bu hasarlarin progresif biri-
kimiyle ilgili oldugu diiginiilmektedir(53,84). Hiicrelerde, serbest radikal-
ler ve onlarin pargalanmalar1 sonucu ortaya ¢ikan iiriinlerin verecekleri
hasarlara kargi, degigik savunma mekanizmalar: vardir. Bunlar arasinda
hiicrenin onarim sistemleri ile birlikte spesifik koruyucu enzimler yer
almaktadir(86). Bu koruyucu mekanizmalar organizmanin yagam siirecini
belirleyici etkenler olarak kabul edilir. Ornegin siiperoksit dismutaz
(SOD) oksijen metabolizmast sonucu ortaya gikan zararlt driinlerin orta-
dan kaldirilmasindan sorumludur(13,77). Insan eritrositlerinde SOD, kisi-
nin hayati boyunca yitksek bir aktiviteyle gorevini siirdiiriirken; 65 yasin
izerinde aktivitesinde hafif bir azalma oldugu tespit edilmistir(65). Bunun
disinda, katalaz ve glutatyon peroksidaz ve H,0,’in hiicrede yikimina yola-
garlar(55). Her iki enzim aktivitelerinin de erigkin ve yagli sahislarin erit-

rositlerinde azaldig: tespit edilmigtir.
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Lipid peroksidasoynu, serbest radikaller ile doymamig yag asitle-
ri arasindaki etkilegimi yansitir ve yag asitlerinin oksidatif yikimi sonucu
ortaya ¢ikar(59). Lipid peroksidasyonu bagladiktan hemen sonra antioksi-
dan sistem devreye girer(55,70,94).

Eritrosit membranlari; yiksek miktardaki doymamig yag asid ige-
rikleriyle karakterize edilirler(71). Tablo 2, Sekil 5 peroksidasyonun son
irlinlerinden biri olan MDA birikiminin eritrositlerde organizmanin yaglan-
ma siirecine paralel olarak arttifini gostermektedir. Sonuglarimiz, lipid
peroksidasyon miktarindaki bu artigin yagla iligkili oldugunu vurgulamakta-
dir.

MDA’nin hiicredeki birikiminin yol agtif1 sonuglar gu sekilde
6zetlenebilir: adenilat siklaz ve protein kinaz aktivitelerinde degigiklikler,
membran tabakalarindaki aminofosfolipid organizasyonunun bozulmass,

Hb’in fonksiyon ve stabilitesinin bozulmas1(56,57,65).

Yapilan galigmalar, zar yapisini olugturan komponentlerin biiyitk
bir bélimiintin fosfolipidlerden olugmasi1 nedeniyle lipid peroksidasyonu-
nun en tahripkar etkisinin burada ortaya ¢iktifini vurgulamaktadir(15,57).
MDA olugumu ile birlikte zar lipid-protein bilegenleri arasinda ¢apraz bag-
larin olugtugu gosterilmistir(40,59,95). Fosfolipid-MDA arabilegiginin orta-
ya ¢ikig1 bunun en belirgin kanitlarindan biridir(63).

Yagslanma ile serbest radikallerin olusumunun arti1 ve hiicredeki
birikimlerinin hicrede degigik hasarlara neden oldugu bilinmektedir(56).
Membran lipid peroksidasyonunda artiy ve MDA birikiminin hiicre defor-
mabilitesini ve de yagamin1 etkiledigi gosterilmistir(20,59). Membran lipid-
lerinin peroksidasyonu; membran lipid ve proteinlerinin ¢apraz baglanma-
lari, enzimlerin inaktivasyonu ve hiicre oliimiyle sonuglanabilmekte-
dir(20).
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Ayni gekilde, diabetik vakalarda da hiperglisemi nedeniyle yagh-
larda oldugu gibi membran lipid peroksidasyonu meydana gelmektedir(60).
Tip 2 diabetlerdeki % MDA dagiliminin saglikli kontrollere gére anlamlt
olarak (p<0,05) yiksek oldugunu bulduk. Diabetiklerin eritrositlerindeki
artmig % maksimal MDA salinimi muhtemelen membranin yitkselmig fosfo-
lipid diizeyleri nedeniyle meydana gelir(94). Diabette stirekli yiiksek olan
glukozun girdigi reaksiyonlar sonucu membrandaki lipid peroksidasyonun-
da artig meydana gelmektedir(4).

Gerek yaglanma, gerekse diabette goriilen serbest radikaller ve
onlarin pargalanma iiriinlerine kargi hiicrenin degisik savunma mekanizma-
lar1 mevcuttur. Biz ¢aligmamizda diigiitk molekil agirlikli sitoplazmik bile-
siklerden biri olan (GSH) glutatyonun antioksidan etkisini gosterdik. Glu-
tatyon diizeyinin yaglilarin eritrositlerinde, normal gruba ve diabetiklere
gore oldukga diigiik bulundugu tablo 3’te goriilmektedir. Dier taraftan,
saglikli normallerle Tip 2 diabetikler arasinda anlamli fark bulunmamigtir
(tablo 3, gekil 6).

Stohs ve arkadaglari; glutatyon diizeyi, glutatyon-S-transferaz ve
glutatyon rediiktaz aktivitelerinin yaglilarda belirgin derecede azaldigini
gostermiglerdir(108). Ayrica, (SOD), katalaz, glutatyon peroksidazin; orga-
nizmanin yaglanmasinda ve biyolojik olgunlagmasindaki rolii agikga ortaya
konmugtur(65,108).

Yaglilikta okside edici etkilerin siirekli birikimi ve savunma sis-
temlerinin aktivitelerindeki azalmaya bagli olarak; diabette ise kompanse
edilmeyen kronik hipergliseminin etkisiyle lipid peroksidasyon diizeyi yiik-
selmektedir.

Invitroda oksidan ajanlarla gergeklestirilen galigmalarda serbest
radikal olugumu ile hiicredeki hasarin hiicre yasami izerindeki etkisi goste-
rilmigtir(113,117).
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Yapilan son galigmalarda MDA olustuktan sonra eritrosit memb-
ranlarindaki lipid ve proteinlerle reaksiyona girdiginden serbest haldeki
MDA miktarinin azaldifi gésterilmistir(59). Ayrica serbest MDA suda
¢oziindiiginden, difiizyon yoluyla zardan gegip, plazmaya veya ortama gika-
bilmekte ve TBA reaksiyonuyla olusan MDA’in tiimii saptanamamakta-
dir(59). Bu durum dikkate alindiginda, peroksidasyon yikim driinlerinin
etkisinin sadece zar yapisinda gériilen etkiden ibaret olmadifi anlagilmak-
tadir. Akigkanilginda ve hiicre yagamindaki azalma, yaslanmanin esas para-
metreleri olarak gormekteyiz. Hem hiicre igi, hem de hiicre dig1 kompo-
nentler en az membrandakiler kadar bu durumdan etkilenmektedir. Bu
durumu ortaya gikarmak amaciyla lipid peroksidasyonunun membran prote-
inleri ve fosfolipid dagilimi iizerindeki etkisine bakildi. SDS-PAGE ile
membran proteinlerinin profillerine baktigimizda; artan lipid peroksidasyo-
nuna bagh olarak gruplar arasinda belirgin bir fark gézlemlenmemekle bir-
likte, membran proteinlerinden anyon kanalinda kontrole gore azalma tes-
bit edildi. Yaglanmayla birgok enzim aktivitesinde azalma oldugu Gafni ve
arkadaglan gibi g¢esitli gruplar tarafindan gosterildi(44,45). Yaslanma ile
organizmanin hiicrelerindeki proteinlerde olugan bu yapisal degigiklikler
ya amino asit dizisindeki degigikliklerle, ya da post-sentetik hadiselerde
agiklanmaktadir(44). Post-sentetik modifikasyonl‘ar olarak; amino asitler-
de olugan deamidasyon, oksidasyon, metilasyon géosterilmistir. Bu tip degi-
siklikler enzimlerde konformasyonal degigikliklere yol agar. Béyle enzim-
lerde aktivite azalmas1 gézlenmigtir. Biz de galiymamizda membran protein-
lerinden biri olan glikoz transporterinde bdyle bir degigiklik olup olmadigi-
n1 hem glikoz transportu ydniinden, hem de miktar agisindan inceledik.
Yasli grupta glikoz transprot hizinda oldukga fazla azalma tespit ettik.
SDS-gel ‘elektroforezi ile de miktar dagilimina baktigimizda; kontrollere
gdre belirgin azalma tespit edemedik. Bu durum bize glukoz transporterin-

de miktardan ziyade fonksiyonel bir degigikligi sezindirmektedir.

Membranin; tek ve ¢ift dimensiyonlu (TLC) ince tabaka kramo-
tografisi ile fosfolipid dagilimina bakildiginda, yasli grupta kontrollere

gore miktar agisindan bir azalma gorillmemektedir.
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Yasli grupta MDA’in membranin aminofosfolipidleri ile etkilegip
yeni bir iirine sebebiyet verdigi sekil x’te goriilmektedir. Bu irin PS ile
PE arasinda yer almaktadir. Olugan bu addukt MDA’in aldehid gruplari ile
PS ve PE’in amino gruplarinin garpaz baglantisi sonucu olugmugtur. Ayni
iirtinti Tip 2 diabetiklerde de gosterilmigtir(58,59,60).

Tip 2 diabetiklerde de yaglanmada oldugu gibi eritrosit deforma-
bilitesinde azalma, frajilitede artma tespit edilmistir(78,94). Glikozun yiik-
sek diizeydeki eritrosit membran lipidlerinin peroksidasyonuna neden
olmasi; diabetiklerde eritrosit dokusunda meydana gelen hiicre hasarlari-
nin hiperglisemi ile iligkisini ortaya koymaktadir. Ayrica glikozun indiikle-
digi' membran lipid peroksidasyonu ve ozmotik frajilite arasinda pozitif
korelasyon diabetiklerde de vurgulanmaktadir(60).

Diabetiklerde gozlenen membran lipitlerindeki peroksidasyonun
yol agtig1 (membran rijiditesinde artig, hiicre deformabilitesi ile lipid akig-
kanliginda ve hiicre yagamindaki azalma) yaglanmanin esas parametreleri
olarak gérmekteyiz.
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VILOZET =01rerre.. ...

Son yillarda biyolojik sistemlerdeki peroksidasyon olaylar: biyiik
6nem kazanmagtir. Serbest radikaller ile uyarilmig lipid ve proteinlerin
‘peroksidasyonu, hiicre membraninin yapisal organizasyonu ve fonksiyonun-
da birgok depisikliklere neden olmaktadir. Membran lipidlerinin peroksi-
dasyonu hiicre deformabilitesinin azalmasi, membran rijiditesinin artmasi
gibi birgok patolojik olgu ile alakali gériilmektedir(21,59,94,113). Hidro-
jen peroksit, doymamis alkil yan gruplar: ile reaksiyona girerek peroksi
gruplari olugturabilmektedir. Bunun yanisira hidrosil radikallerinin diabet-
le iligkisi oldugu da bilinmektedir. Diabette, eritrosit membran fonksiyon-
larinda degigimler meydana gelir. Bu durum membran lipidlerinin peroksi-
dasyonu sonucu ortaya gitkabilecegini akla getirmektedir. Ciinkii yiksek gli-
koz diizeylerinde eritrosit membran lipidlerinde de peroksidasyon olugabil-
mektedir(60,61,94).

Yaglanma ile de oksidatif etkilerin birikimi sonucu hasarl: hiicre-
sel yapilar artmaktadir(65). Tim bunlara ragmen, bu hiicre hasarina neden
olan biyokimyasal mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. Fakat memb-
ran protein ve lipidlerinin hiicrenin normal fonksiyon ve yagamini siirdir-
medeki gerekliligi bilinen bir gergektir. Oksijen pargalanma iiriinlerinin
membrandaki lipidler ile proteinler arasinda g¢apraz-bag olusumuna ve
enzimlerin inaktivasyonuna neden oldugu ileri stirilmig-
tiir(58,86,93,94,95).
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Biz caliymamizda bu etkilerin en agik gekilde gériilebildigi eritro-
sit hiicrelerini kullandik. Eritrosit membranlar1 fazla doymamig yag asidi

igerdiklerinden, oksidan etkiye gok maruz kalirlar.

Yagli ve Tip 2 diabetiklerin lipid peroksidasyonununun bir gés-
tergesi olan % MDA degerleri normal gruba gére anlamh olarak yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Buna kargilik, hiicrenin savunma sistemlerinin ggs-
tergelerinden biri olan glutatyon (GSH) diizeyleri yaglilarda daha digik
iken (p<0,05); diabetiklerde normallere gdre fark bulunamamaugtur.

Peroksidasyonun sonucunda ilgili gruplarin lipid ve proteinlerin-
de oksidasyona bagli hasar ve degigiklikler beklenebilir. Gergekten; (TLC)
ile fosfolipidler incelendiginde, MDA’in PS ve PE ile yapti31 ¢apraz bajlar
sonucunda bir adduktun ortaya giktigi goriliyor. Elektroforez ile memb-
ran proteinlerine baktigimizda ise, yaglilardaki bazi band profillerinde
azalma olabilecegini s6ylemek mimkiindiir. Ayrica; eritrosit membraninin
en onemli fonksiyonlarindan biri olan glikoz transportu da hem yaglilarda,

hem de Tip 2 diabetiklerde gok ileri diizeyde azalmaktadur.

Sonuglarimiz; yaslanma ve tip 2 diabette, eritrosit membranlarin-

da ortaya ¢ikan hasarin serbest radikallerle iligkisini vurgulamaktadir.
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SUMMARY  =o0o~—o—~-------_—

Peroxidation of lipids in biological systems is gaining increasing
interest in recent years. The occurence of free radical-induced lipid
peroxidation causes considerable changes in the structural organization
and the function of the cell membrane. Peroxidation of membrane lipids
has been associated with a number of pathological phenomena such as
increased membrane rigidity, decreased cellular deformability reduced
erythrocyte survival and lipid fludity. Hydrogen peroxide is capable of
introducing peroxide groups by reacting with unsaturated alkyl side chains
and it has been shown that hydroxyl radical can mediate diabetes. Some
alterations occurs in the functions of erythrocyte membrane in diabetes.
These alterations in diabetes may be associated with the peroxidation of
membrane lipids. Because lipid peroxidation of erythrocyte membranes

increase at the high glucose level.

There is an accumulation in oxidatively damaged cellular
components with age. Although, biochemical reactions leading to cell
damage are unknown. But it is also known that, lipid and protein

components of membranes are necessary for cell survival and function.

In this study, we have used erythrocytes in which the effect of
oxidative agents observed most clearly. Since the erythrocyte membranes

contain excessive amounts of polyunsaturated fatty acids, they are more
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easily exposed to the harmful effects of oxidants.

The MDA % values which are the indicator of lipid peroxidation
were found to be significantly higher (p<0.05) in the geriatric and type 2
diabetic groups compared to normal population. Controversially, the
glutathion level (GSH), one of the defence mechanism of the cell, was
found to be low in the aged group (p<0.005) while no difference was

observed in the diabetic group compared to normals.

Peroxidation might have damaged and changed the lipids and
proteins of these two groups due to oxidation. Investigation of the
phospholipids with TLC indicates an adduct formed by cross-linking of
MDA, PC and PE. Elektrophoresis of the membrane proteins of the aged,

can be said to show a decrease in some of the band profiles.

Glucose transport, that is one of the most important functions of
the erythrocyte membrane, is decreased to very low levely in both the
geriatric and the type 2 diabetic groups.
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