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GIRIS

Klinik Biokimya’daki tim yeni bilgilere ragmen, yasli insanlarda birgok
biokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlar Gzerine, yagslanmanin etkisi konu-
sundaki bilgiler hala tam acgiklida kavusmus degildir.

Molekuler mekanizmalari bugine kadar tamamiyle anlasilamamig olan
yaslanma olaylarinin, membran yapisi ve fonksiyonunda degisiklikierle
iliskili oldu@u bilinmektedir#®). Fizyolojik olarak aktif hiicre membranlar,
organizmanin homeostazisinin korunmasinda butyak 6nem tasirlar ve bu
yUzden organizmanin yaslanmasi ile bu membranlarda olabilecek degisik-
liklerin belirlenmesi 6nemlidir. Membran fonksiyonunda giderek énem kaza-
nan bilesikler, plazma membraninin dis yuzUnde_ki glikoproteinlerin ve
gangliozidlerin kompleks karbonhidratlaridir. Bu membrana-bagh gliko
bilesikleri karbonhidratiarinin terminal seker kalintilarindan biri, sialik
asit’tir (NANA = N-asetil néraminik asit). Sialik asit membranla ilgili birgok
temel iglevde 6zellikle énemlidir(129),
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Total hicre sialik asidinin % 70’'i hiicre membraninda bulunur(®) ve
sialik asit, membranin negatif elektrik yukinden sorumlu olup, katyon
baglanmasi,transport ve permeabilite olaylarinda rol ahir®. Ayrica sialik
asit, insulin, serotonin, opiat ve interferon reseptérierinin bilegsiminde bu-
lunur ve sinir iletisinin devami icin gereklidirt6.12%) Sialik asidin yaglan-
‘maya paralel olarak hicre membranlarinda azaldigi gésterilmigtir(4.111,
113.118)  Gjalik asit kaybinin, normal eritrosit yaglanmasinda ve bu yash
hucrelerin sonradan uzaklastirilmasinda énemli bir mekanizma oldugu
bildiriimigtir(40.118),

Yaglanma olayi sirasinda olusan fizyolojik ve biokimyasal degisik-
liklerin belirlenmesinde, ¢esitli dokularda spesifik enzim aktivitelerindeki
degisikliklerin élctimesi 6nemli bir yaklagim olarak kabul edilmektedir.
Organizmanin yaslanmasi sirasinda bazi enzimlerin aktivitelerinde gogun-
lukla azalma seklinde degisiklikler oldugu gésterilmistir®?. Bu bakimdan
6nemli sorulardan biri, enzimin azalmasina belirli bir zamanda incelenen
enzimin miktari ya da konsantrasyonu mu, yoksa enzimin protein konsant-
rasyonu sabit kalirken, aktivitesinin azalmasinin mi sebep oldugudur. Diger
énemli bir soru da, Isiya-labil enzimlerin varligidir. Bu gérisl destekleyen
bazi galismalara gére; yasli-organizmalardan izole edilen bazi enzimler,
genclerdeki ayni enzimlere kiyasla 1si denatirasyonuna karsi daha has-
sastir®Gh.

Amino asitler, kalsiyum ve sodyum iyonlari gibi birgok madde, bazi
htcre membranlarindan aktif olarak tasinir. Yaslanmadan ileri gelebilecek
membran yapisindaki biokimyasal ve morfolojik degisiklikler, iyonlarin
homeostazisini de bozabilir. Gergekten insan ve hayvanlarda yapilan tim
vicut elektrolit incelemelerinde hicre i¢i sodyum konsantrasyonunun iler-
leyen yasla birlikte artti§it224.77.78) ye pbunun sodyumun pasif difizyonunda
artis ile birlikte aktif transportunda yavaslamaya bagli olabilecegi bildiril-
mistir@1.77.78) H{icre ici elektrolit konsantrasyonunun cinsiyetie de iligkili
oldu@u, kadinlar da eritrosit sodyumunun yaglanma ile anlamli derecede
arttig) halde, erkekler de yasa badimh bir degisiklik olmadidi gésterilmisg-
tirf®.78)_ Yaglanma olaylari, kalsiyum homeostazisi ile de iligkilidir®®. Gergek-
ten yUksek sitozolik serbest kalsiyum konsantrasyonunun, oksidatif hasari
hizlandirdi§i ve htcre 6lumune yol agan biokimyasal yollarda énemli bir
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basamak oldugu gésterilmigtir(7224.119) Sitozolde kalsiyum birikiminin hlc-
resel yaslanma ile iliskili olaylar tetikleyen bir sebep mi, yoksa hucrenin
metabolik zafiyetini izleyen benzer olaylarin sonucu mu oldugu kesin olma-
makla birlikte, eritrositin aktif kalsiyum pompasinin (a) Enzim = Ca2*ATPaz,
b) Enzimin protein inhibitéri ve c¢) Kalsiyum pompasinin protein stimu-
latéra = Kalmodulin) primer roli oldugu saniimaktadir('?. Sialik asidin
negatif yuklu karboksil gruplarinin da hicre membranlarindaki kalsiyum
baglanma yerlerinden biri oldugu bilinmektedir®. Kas hiuicresinden sialik
asit uzaklastirilinca baglanma azalir, kalsiyumun hlcreye girisi artar ve
membran polaritesi azalir®,

Membranin yapisal batinliGgunin korunmasinda, éncelikle memb-
ranin g¢ift tabakasini olusturan fosfolipid molekulleri ve membranin in-
tegral proteinleri olan membrana-bagli enzimler 6nem tasir. Yaslanmada
membran lipidlerindeki baglica degisiklikler, fosfolipidlerdeki yag asidle-
rinin doymamishinin azalmasi ve kolesterol artigidi®7.125) Bu degisiklikler
membran akiskanligini azaltir ve bdylelikle membrana-bagh transport enzimlerin
aktiviteleri olumsuz yénde etkilenir®”21.109) Na*-K*ATPaz, membran bitinlGganin
ve hucredeki iyonik asimetrinin korunmasindan sorumlu baslica membrana-
bagl transport enzimdir. Yaglanmaya bagli, insan ve hayvanlarda eritrosit
ve diger dokularin Na*-K*ATPaz aktivitelerin de coguniukla azalmaf13.38.3,
47.49.8398.119) yeya artma oldugu®? ya da yaglanmanin higbir etkisinin olmadiic*>
104.122) bidiriimistir. Yaglanma ile enzim aktivitesi arasindaki bu farkh galismalarla
birlikte cinsiyet ile enzim aktivitesi arasinda da c¢eligkili bulgular vardir.
Bazilari yasianma ile eritrosit Na*-K*ATPaz'inin yalnizca kadinlarda azal-
digini bildirdikleri halde(52.78.85.104) bir baska arastirici grubu ise®®, yagl
erkeklerin eritrosit Na*-K*ATPaz'inda azalma bulmuslardir. Bunlara gére
yaslanmanin insanlarda Na*-K*ATPaz sistemine etkisi konusundaki bil-

.giler geligkili olup, yeterince gavenilir degildir.

Diger taraftan konagin yaslanmasi yaninda, dolasimdaki eritrositlerin
yaslanmasinin da membrana-bagli enzim aktiviteleri ile siki iligkili oldugu
gc‘jsterillmigtir. Eritrositin, yiksek organizmalarda hlcre ve organizma yaslan-
masinin etkilerinin ve ayrica sodyum iyon transportunun incelenmesinde
uygun mode! oldudu éne suralmuagtar.1483.122) Bynun nedenlerinden biri,
insanlarda 110-120 gunltk sabit bir yagam sureci olan eritrositin nukleus
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ve genetik materyali olmadigindan protein sentezleyememesi ve bu ne-
denle de herhangi bir enzim ve yapisal proteininin kendisi kadar yasli
oimasidir. Ayrica hutcresel bilesikleri olmadigindan, baslica glikoliz ve
pentoz-fosfat yoluna bagli oldukg¢a basit bir biokimyasal metabolizmasi
vardir. Bir diger neden, eritrositierin bulundugu plazmanin oldukcga stabil
olmasidir®). Normal insan eritrositlerinin dolagimda yaslanmasi sirasinda
yapisal, kimyasal ve metabolik degdisikliklere ugradig: gosterilmistir. Eritro-
sitlerin dolasimdaki canhliklarinin baglica belirleyicisi olarak kabul edi-
len sialik asidin, yagh eritrositlerin membraninda genglere gére azaldigi
bildirilmigtir4®.113). Yaglanma sonucu membrana-bagdli enzimlerin aktivite-
lerindeki belirgin azalma oldukg¢a ilgi ¢eken degisikliklerdir(5e),

Butdn bu bilgilerin 1siginda yapilan bu ¢aligsmada, eritrosit membra-
ninin énemli yapisal ve fonksiyonel bilegikleri olan membrana-bagli trans-
port ATPaz aktiviteleri(Na*-K*ATPaz, Ca?*ATPaz) ve sialik asit (NANA)
dizeylerindeki yasa bagimli olabilecek membranb‘z'degisikliklerin ince-
lenerek bu konudaki sinirli bilgilere katkida bulunuimasi, ayrica bu bilegik-
lerin memlieketimiz insanlarindaki normal degerlerinin literatlire kazandi-
riimasi amaglanmistir.



GENEL BILGILER
ERITROSIT MEMBRANI! VE YAPISI

Eritrosit Membraninin (Ghost) Yapisi: Eritrosit membrani, eritro-
sitin kuru agirhi@inin yaklasik % 1’'i kadardir. Eritrositin bikonkav olan
seklini olusturarak sinir gérevi yapar. Transport gérevleri ve katyonlara
kargi secici permeabilitesi nedeniyle, kirmizi hicrenin igerigini dizenler
ve intrasellUler ortamlar arasindaki iyonik gradyeni korur. Béylece memb-
ran, eritrositin komsu hucreler ve cevresi ile iliskilerini dizenler.

Biokimyasal olarak; eritrosit membrani protein, lipid ve karbonhid-
ratlardan yapiimistir. Membranin yaklasik % 48'i protein, % 44'G lipid ve
yalnizca % 8'i karbonhidrat’tir(®.

Tum 6karyotik hicre membranlari gibi eritrosit membrani da 1972'de
.Singer-Nicolson tarafindan ileri sirilen(’%® bir lipid cift tabakasi igine
asimetrik gémulmus proteinler olan akiskan bir mozaik gérinimdedir(®
(Sekil 2). Fosfolipid molekiilerinin hidrofobik nonpolar gruplar biri dige-
rine karg! gelecek sekilde dizilirler ve ¢ift tabakanin merkezini olustu-
rurlar. Hidrofilik polar gruplar membranin ekstra ve intraselluler yuzeylerini
olusturmak tzere dizilmiglerdir. Kolinli fosfolipidler (fosfatidil kolin ve sfin-
gomyelin) baslica ¢ift tabakanin ekstraselliler ylizunde, halbuki amino
fosfolipidler (fosfatidil etanolamin ve fosfatidilserin) sitoplazmik yarisinda
yoguniasmisglardir (Sekil 3). Kolesterol, fosfolipid molekullerinin arasina
sokulmustur. Fosfolipidlerin, lipid ¢ift tabakasinin lateral dizlemi boyunca
hareketi, membranin akiskanliini saglar. DifGzyonlarin olabilmesi igin
bu 6zellik gereklidir. Membraninin akiskanligi, fosfolipidlerindeki yag asid-
lerinin bilesimi ile kontrol edilir. Kisa zincirli ve doymamiglig fazla yag
asidleri uzunlardan ve doymuslardan daha akicidir. Ayrica membran yapisinda



Fosfolipit
{ ! —-— cift
tabakasi

sekil 2. Insan eritrosit membraninda yapisal proteinler ve sialik asidin yerlesimit'®. 1- Glikoforin A (major
sialoglikoprotein), 2- Band 4.1'e bagh oldugu sanilan minér sialoglikoprotein, Band 1 ve 2-eritrosit spektrini,
Band 2.1- spektrinin membrana cm@_msam boélgesi, 3-maj6r trans-membran proteini ve anyon transport proteini,
Band 5-Aktin, 6-Gliseraldehit-3-fosfatdehidrogenaz.
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bulunan kolesterollin de zarin akigkanligini azaltici bir etki yaptigi kabul
edilmektedir?”). Membranin normal akiskanli§ini korumak icin optimal
bir kolesterol/fosfolipid orani gereklidir(®).

i
\<£/

$ekil 3. Eritrosit membraninin fosfolipid ¢ift tabakasinin sematik gosterilisi.

Kolin fosfolipidleri (dista gok)
O Amino fosfolipidleri (icte gok)

@)

AVAS

.M@

O—p» -
HIZLI

Eritrositteki lipid ¢ift tabakasinin baslica ¢ bilesigi; fosfolipidler (%
60), nétral yaglar (baslica kolesterol, % 30) ve glikosfingolipidler (% 10)'dir.
Membranda yer alan fosfolipidier konsantrasyonlarina gére sirasiyla fos-
“fatidil kolin (lesitin), fosfatidil etanolamin (sefalin), sfingomyelin ve fos-
fatidil serin’dir.

Akiskan mozaik modeli, membran proteinlerinin yliksek miktarlarda
L-heliksi olan globuiler proteinier oldugunu ve lipid ¢ift tabakasi igine de-
gisken ve asimetrik olarak gébmula oldugunu géstermektedir (Sekil 2).
Bu bakimdan membran proteinleri integral ve periferik olarak siniflan-
dirilabilir. Tablo 1 ve 2’de bu proteinlerin siniflandiriimasi gértulmektedir.



TABLO 1: Eritrosit Membran Proteinlerinin Yapisal Siniflandiriimasi(®),

I. Integral (veya ig) Proteinler
A. Anyon transport protein
B. Glikoforinler: A, B, C
C. Na*-K*-ATPaz
D. Kan Grubu antijenleri: Rh lipoproteinleri

. Periferal (veya dis) Proteinler
A. Membranin Sitoplazmik YUzunin Proteinleri

1. Spektrin

2. Spektrin baglama proteinleri
a) Ankirin
b) Sindeinler

3. Aktin

4. Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz

B. Membranin EkstrasellGler Yuzunun Proteinleri
1. Asetilkolin esteraz
2. Kan grubu antijenleri

TABLO 2: Eritrosit Membrani Proteinlerinin Fonksiyonel Siniflandiriimasi®,

I.  Yapisal veya Destek Proteinler
A. Spektrin
B. Ankirin
C. Sindeinler
D. Aktin

II.  Katalitik Proteinler
A. Anyon-Transport Proteini
B. Na*-K*-ATPaz
C. Glikoz Transport Proteini
D. Diger Enzimler

1. Temas veya Reseptér Proteinler
A. Glikoforinler: A, B, C
B. Kan Grubu Antijenleri




Biz burada saydigimiz proteinler iginde konumuzla ilgili yalniz Na*-
K*-ATPaz ve CaZ*-ATPaz'in ézelliklerini belirtecegiz.

ATPaz’LAR UZERINE BAZI BiLGILER

Eritrosit membraninda iki-iyi bilinen transport Adenozin trifosfataz’lar
vardir. Bunlar Na*-K*ATPaz ve Ca2*ATPaz'laridir. Birincisi Na* ve K* iyon-
larini, ikincisi Ca?* iyonunu iletir("®. Her ikisi de ATP hidrolizini kata-
lizler ve hidroliz sirasinda agiga ¢ikan serbest enerjiyi, hlicre membranla-
rindan elektrokimyasal gradyene karsi iyonlarin transportu i¢in kullanir.

Na*-K*ATPaz (Enzim Komisyonu No: 3. 6. 1. 3.)*

lyon transportunda rol alan ATPazlar 3 ana gruba ayrilir. ‘P’, ‘V' ve
‘F’ tipi ATPazlar. Reaksiyon sikluslarinin bir yerinde fosforillenen ‘P’ tipi
ATPazlardan en iyi bilineni, dkaryotik hucrelerin plazma membranlari ve
eritrosit membranlarinin iyon transport ATPazi olan Na*-K*-ATPaz'dir (Tab-
lo 3).

TABLO 3: Okaryotik Hayvansal Hiicrelerin Piazma-Membranl, iyon-Transport
ATPazlarn (P stnifi).

Tipi Bashca Fonksiyonlari

H*-ATPaz Ekstraselltler pH dlUzenlenmesi
H*/K*-ATPaz TranssellUler pH duzenlenmesi
Ca?*-ATPaz intraselluler Ca2* duzenlenmesi

Na*/K*-ATPaz intra ve ekstraselltler hiicre hacmi
Uyarilabilir hucrelerde intraselliler Ca2*

) Her enzim numaras: 4 rakamdan olusur. Ik rakam; enzimin ait oldugu asi
dzel sinifi gdsterir. Hidrolaziar, 6 temel enzim sinifinin 3'nciistdir. Ikinci rakam;
alt sinifini gosterir. Bu sinif hidrolazlar igin, hidroliz olan bagin tipini gosterir.
Bu bag asid-anhidrid badidir, yani 3.6 bas no’lu enzimler asid-anhidridieri hidroliz
ederler. Ugiincii rakam; daha alt sinifi g6sterir, bu rakam daha ayrintihi olarak
hidroliz olan bagin tipini gtsterir. Bu grup enzimlerde bu bagd, fosforil kapsayan
anhidridlerdir. Dérdiinci rakam; enzimin daha alt sinifindaki seri numarassdir.
Bu gruptaki enzimler, niikleotidler lizerine etki ederier.
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Enzimin Yapisi

Eritrosit Na*-K*-ATPazi integral bir membran proteinidir. Yapisinda
112 kDa buyukiagunde bir polipeptid (a-katalitik alt birimi) ve 40-60 kDa
buayuklukte bir glikoprotein (B-alt birimi) bulunur. a-alt birimi 4-8 transmembran
bélum ile buniari birlestiren sitoplazmik veya ekstrasellller taraftaki poli-
peptid zincirlerinden olusur. Enzimin bilinen tim katalitik fonksiyonlari
a-alt birimince gergeklestirilir®®. g-alt biriminde K* ve ouabain baglan-
ma bolgeleri ekstrasellller tarafta, Na*, ATP baglanma ve fosforilasyon
bélgeleri ise sitoplazmik tarafta bulunur (Sekil 4). g-alt birimi membrandan
yalnizca bir kez gecer®0,

(a)
ﬂmum}
ETTININIE
Sitoplazna
/ MgATP \MQADP.P
B-a1t Unite a-alt inite

Sekil 4. (a) Plazma membraninda Na*-K*-ATPazin o ve § ait Ginitelerinin
yerlesimi. (b) Alt Ginitelerdeki baglanma bélgeleri: 1) Na*badlanma, 2) K*
baglanma, 3) Ouabain baglanma yeri, 4) Fosforilasyon boigesi, 5) ATP bdigesi.
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a-alt biriminin(1®® ve B-alt biriminin('®) komplementer DNA’lar karak-
terize edilmis ve bdylece amino asit dizilisleri belirlenmistir.

Enzimin Fizyolojik Fonksiyonu(198)

a) Membran Potansiyeli

Membranin K”a permeabilitesinin Na*'dan fazla oimas), membranin
ici ve digi arasinda -igte negatif olmak Gzere- bir membran potansiyeli
olusturur.

b) Osmotik Regiilasyon

Membran potansiyeli negatif oldugunda, membrandan gegebilen an-
yonlarin konsantrasyonu intraselltler tarafta dasoktar. Bu durum memb-
randan gegemeyen anyonlarin osmotik etkisini kompanse eder.

c) Sekonder Aktif (yokus yukari) Transport

Na* 'grédienti, sekerler, amino asitler, CI" veya K* arti Ci”un ko-trans-
portunu veya simportunu ve Ca?* ve H*in de antiportunu saglar.

d) Yiiksek intraselliiler K* Diizeyi

YUksek intrasellUler K* duzeyi bazi intraselluler enzimatik reaksi-
yonlar igin gereklidir.

e) Reabsorbsiyon iglemleri
Luminal membranda Na* gradienti ile yurlyen sekonder aktif trans-

portun bazolateral membranda aktif Na* transportu ile birlestirilmesi, ince
barsak ve bdbrek hlcrelerinde reabsorbsiyon igin gok 6énemlidir.
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Enzimin Ozellikleri

Na*-K*-ATPazi diger birgok ATPazdan ayiran 6zelligi, aktivitesi i¢in
hem Na*, hem K*un birlikte varligint gerektirmesidir. Hem transport hem
de Na*-K*-ATPaz, membranin i¢ yuzinde Na®* iyonlari, dis ylztinde de
K* iyonlari ile aktive olur('"). Optimal enzim aktivitesi igin Na*/K* orani
10:1 ile 5:1 arasinda, pH ise 7.0-7.5 arasinda olmahdlr.' Na* varlig: sarttir,
fakat diger birgok iyon K* yerine gecgebilir ve etki gdsterebilirler. Etki gu-
ct bakimindan, azalan etki gucine gore siralama, K* > Rb* > NH*, >
Cs* > Li* seklindedir(197),

ATP, Na*-K*-ATPazin baglica substratidir ve ATP ile iligkili birgok
reaksiyonlarda oldudu gibi, Mg?* icin mutlak gereksinimi vardir. Mg2* kon-
santrasyonu substratin konsantrasyonuna yaklastk olarak esit oldugunda
optimal enzim aktivitesi elde edilir. Enzimin Mg2*-ATP kompleksi Gzerine
maksimal aktivite géstermesi 'igin Mg?* ve ATP konsantrasyonlari genel-
likle ekimolar olmalidir{198) Mg?* veya ATP dierine gére fazla miktarlarda
oldudunda inhibisyon géraliar(4),

Enzimin Reaksiyon Mekanizmasi

Na*-K*-ATPaz reaksiyonunun tiumua, ATP’nin ADP ve inorganik fosfata
(P,) hidrolizini ve hidroliz olan her ATP molekulu bagina 3 Na* iyonunun
ekstraselliler kompartmana transportu ile birlikte, 2 K* iyonunun intra-
selliler kompartmana transportunu kapsar®?. ATP’nin hidrolizi ve buna
paralel olarak iyonlarin tagsinmas! ¢ok asamali bir reakéiyon dizisidir. Bu
 da, kisaca enzimin Na*- bagimli fosforilasyonu ve fosfoenzimin K*- ba-
§imli hidrolizinden olugmaktadir®®. Bu enzim ve benzeri ‘P’ tipi ATPaz-
larda fosforillenmis ara urdnlerin olugmasi ve hidrolizi gok 6nemli rol oy-
nar(®9),

Na*-K*-ATPazin Hiicrelerde Yerlegimi: Enzim yerlesimi organizmadaki .
hlcre tiplerine gore farkhllklar gosterir (Sekil 5).
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Uyarilamayan hiicreler Uyarilabilir hilcreler
'Simetrik  Agimetrik Simetrik Aé;imetrik

v ‘.:.‘ LT RRCEY
5 et

V\M" I N U-U

(2) (b) (© @

Sekil 5. Na*-K"-ATPazin farkh hiicrelerde yerlesimi. Uyarilamayan hiicreler:
(a) Epitelyal olmayanlar (6r. fibroblast, yad hiicresi, l6kosit, eritrosit), (b) Epitelyal
olanlar (6r.bdbrek ve barsak hlicreleri). Uyartlabilen hiicreler: (c) kas hiicresi
(d) Sinir hiicresi.

Na*-K*-ATPaz inhibitorieri(108)

1. Kardiak glikozidler

2. Vanadat

3. Oligomisin

4. DUsUk dozda kalsiyum(198),
Na*-K*-ATPaz Regiilasyonu(®®
1. Direkt Etkili Maddeler:

a) Intraselluler Na*

b) Ekstraselitiler K*

c) ATP
d) Ouabain ve hipotalamik ouabain-benzeri maddeler

2. Indirekt Etkili Maddeler:
A) Na*-K*-ATPaz Gen Ekspresyonu Induksiyonu Yapanlar

- Aldosteron
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- Kortikosteron
- Kortizol
- Tiroid hormonlari

B) Var Olan Enzimlerde Post-Translasyonal Maodifikasyon Yapanlar

- Progesteron

- Insulin

- Glukagon

- Vazopressin

- Epidermal Buyume Faktéri
- Katekolaminler

Ca?*ATPaz

Hicre membraninda bulunan diger bir sinif ATPaz, Ca?*/Mg?*ATPaz'drr,
fakat halen fizyolojik fonksiyonu tam olarak aciklanamamistir®®). Bu ATPaz
milimolar konsantrasyonlarda ya Ca?* ya da Mg?* |a aktiflenir ve substrat
olarak da ATP’yi kullanir. Ca?*/Mg?*ATPaz goguniukia-Caz*ATPaz, MgZ*ATPaz,
bazal ATPaz, bazik ATPaz veya nonspesifik ATPaz olarak adlandirilir.
Ca?*/Mg?*ATPaz, Ca?* ile uyarilan ATPaz'dan farkli oldugu halde farkh
tur ve dokularin Ca2*/Mg?*ATPaz'larinin ayni aileye ait olup olmadidi agik
degildir. Ca?*ATPaz'in Ca?* varli§inda enzim aktivitesini yansitti§i, halbuki
Mg?*ATPaz’in Mg?* varlifinda enzim aktivitesi gésterdidi dikkate alinmalidir.
Bazi arastiricilar pankreas, vaskuler diz kas, iskelet kas|, karaciger, beyin
korteksi, meme bezleri ve bdbrek korteksi Ca2*/Mg2*ATPaz |ari ile yaptiklar
calismalarda Ca2*ATPaz ve Mg2*ATPaz aktivitelerinin tek bir enzimi ifade
ettigini ileri sUrmuslerdir®®. Buna karsilik kalp sarkolemasi, hepatoma
hucreleri ve beyin sinir uglari Ca2*/Mg2*ATPaz'lar calismalarinda, Ca2*ATPaz
ve Mg?*ATPazn iki ayri enzim oldugu gésterilmistir. Ca®*ATPaz ve Mg?*ATPaz'in
ayri enzimler mi yoksa onlarin aktiviteleri Ca?*/Mg2*ATPaz gibi tek bir
enzim kompleksinin ifadesi mi ‘oldugu sorusuna yakin literatur inceleme-
lerinde kesin yanit bulunamamistir. Eritrosit membrani Ca2*ATPaz’inin
kalmodulin’le aktiflendigi iyi bilinik™®. Kalmodulin, intraselltler Ca?* reseptéri
olan kalsiyum baglayan bir proteindir ve eritrosit membrani, kalp sarko-
plazmik retikulumu dahil gesitli Ca2* transport sistemlerinin kalsiyum pompasi
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regulatéradir. Insan eritrositlerinde Ca2*ATPaz’1 uyaran bagka faktérierde
bulunur(™®. Asidik fosfolipidler (fosfotidilserin, fosfotidilinozitol, fosfotidik
asit) eritrosit membrani Ca?*/Mg2*ATPaz'ini uyaniriar. Dider taraftan fosfotidilinozito!
yikim ardnleri olan digliserid, siklik inozitol fosfat veya inozitol fosfatlar
inhibitér etki ederler(2®88)_ Eritrosit Ca?*/Mg2*ATPaz'i, kardiotoksin ile doza
ve zamana badiml bir sekilde inhibe olur ve bu inhibisyon irreversibldir®"),
ATPaz'in inhibitér proteinleri kalmoduline zit etki ederler. Eritrosit stoplaz-
masinda protein-bagli ve serbest inhibitér ve membrana bagli inhibitér
aktiviteleri, yagl hucrelere kiyasla geng hiicrelerde daha yuksek bulun-
mustur. Bu ytizden yasli hicrelerde kalmodulin etkisine karsi gelen bir
Ca?*/Mg?* inhibitéranin varli§1 distncesi gegersizdir(.

5 uM serbest Ca?*, ATPaz aktivitesini yari maksimal uyarir. ml'de
10 mg kalmodulin varh§inda yari maksimal aktivasyon i¢in gereken ser-
best Ca?* konsantrasyonu 1,5 uM’e duser. 10 uM’un Ustinde serbest Ca?*
konsantrasyonlari kaimodulin bulunsada bulunmasa da inhibitérdur®,

Ca?* aktif transportu membranin diginda K*, iginde Na* bulunmasiyla
artar®. Ca2*'un hucresel metabolik olaylardaki rolt igin dusik intraselluler
serbest Ca?* konsantrasyonlarinin surdartimesi gereklidir. Ekstraselitler
serbest Ca?*, intrasellUler serbest Ca2*undan (yaklasik 0,1 uM) yaklasik
10* defa daha fazladir (yaklasik 1,5 mM). Bu farkin nedeni, Ca?*'un iyon
gradyeni yénunde surekli hlcrelere sizmasi ve oradan aktif olarak disari
atilmasidir. intrasellller Ca?* diizenlenmesinden sorumlu baslica hicre
komponenti plazma membranidir. Bu bakimdan gérev yapan iki bayulk
plazma membrani komponentinden biri Na*/Ca?* degis-tokug sistemi di-
geri Ca?* pompalayan ATPaz'dir. Na*/Ca?* degistiricisi yuksek kapasi-
telidir fakat serbest Ca2*'a ilgisi dusuktir ve uyarilabilen hicrelerde ak-
tiftir. Plazma membrani Ca2*ATPaz’'| serbest Ca?*a yiksek ilgili oldugu
halde, pompalama aktivitesi daha dusuktar. insan eritrositlerinin diger
hucrelerden farkli olarak Na*/Ca?* degis-tokus mekanizmas! yoktur(®®),
Bu ylUzden eritrosit gibi uyarilamayan hicrelerde aktif olan Ca?*ATPaz,
Ca?*u disari ¢ikaran baslica sistemdirt1®),



YASLANMANIN BIOKiMYASI

Yaslanmanin genis kapsamtli biyoiojik tanimi, yasamdaki gelisme sure-
cinin gegisi ile olusan fonksiyonel ve yapisal degisiklikler ve gevresel
uyarilara kargt artan yipranma nedeniyle de canhili§i strdirme yeteneginin
azalmasi ilé karakterize olgunluk sonrasi dénemi olarak yapilabilir",

Yaslanma olayini agiklamak i¢in bircok varsayim ileri sGralmastar.
Ornegin; yaslanmanin molekiler gapraz-baglanmat'®, badisikhk fonksiyo-
nunda degisiklikler('?®) serbest kék reaksiyonlari hasari® ve DNA’daki
yasli genler®® nedeniyle olustudu dusuntimuastiur. Genellikle tek bir var-
sayim kabul edilmemistir. “Bu olagdanustl olay esrarini korumaktadir”;
“Yaslanmanin tim mekanizmalarini tek bir varsayimin agiklayabilmesi
suphelidir’ denilmektedir(®6.124),

YASLI MEMELI ORGANIZMALARDA GORULEN BIOKIMYASAL DEGISIKLIKLER
Membran Degisgiklikleri:

Yaslanma sirasinda membranin yapi ve fonksiyonlarinda ¢esitli degi-
siklikler olur:

- Membranlarin glikolipid ve glikoproteinlerinin karbonhidrat kalinti-
larinda degisiklikler olur, bdylelikle membran fonksiyonlari bozulur'®,
Bu hicre yluzeyi karbonhidratlari arasinda membranla ilgili birgcok temel
islevdeki rolu agisindan en énemlisi sialik asittir(12®). Membranin negatif
elektrik yokinden sorumlu olan sialik asit, katyon degisim, reseptér fonksi-
yonu, membran polaritesinin devami ve hicre igi etkilesimler gibi olaylarda
rol ahir. Sialik asidin bu biyolojik 6neminden dolayi, membrana bag!li karbon-
hidrat zincirlerinin bilegsimindeki kiguk bir degisme bile membran fonksi-
yonunda énemli bozukiuklara yol agar.



17

- Kolesterol yapim yikimi (turn-over) ve membran fosfolipid sentezinde
yaslanma ile iliskili azalma olur. Membranin kolesterol ve doymus fosfolipid
icerigi artisi, akiskanliinda azalmaya neden olur(31,

- Genellikle yaglanma olayinin lipid ve protein peroksidasyonuna yol
agan, oksijen serbest kék reaksiyonlari ile_birlikte olduguna inanilir48),
Bu reaksiyonlar, muhtemelen membranin lipid ve protein kalintilarinda
capraz-baglanma iligkilerini hizlandirir ve boéylelikle akigkanligin azali-
sina yardimci olur®_ Lipid membranlarin akiskan durumu diger birgok
faktorle birlikte membran proteinlerinin bilesimi ve fonksiyonunun dizenlen-
mesinden sorumiudur. Na*-K*-ATPaz’'in fonksiyonu, ¢evresindeki fosfo-
lipidlerin akigskanligina ileri derecede baglidir ve kolesterol artisi transport
aktivitelerini olumsuz yénde etkiler®7.21.109) Membrana-bagh Na*-K*ATPaz,
glikoz-6-fosfataz yaslanma ile azalir®), Ayrica sigan bébredi fircamsi
kenar membrant alkali fosfataz’i ve y-glutamil transpeptidaz’inin yaslanma
ile azaldi§i saptanmistir(6é4), '

- Birgcok hormon, ilaglar ve nérotransmitterier membran reseptérleri
yolu ile bilgi gecirirler. Membran akiskanligt veya fosfolipid bilegimi, hucre
membranlarindan reseptérle dluzenlenen bilgi transferini etkiler?. Bu
durum, yaslanma ile c¢esitli hormonlara kargi hassasiyetin azalmasina
sebep olur. Azalmig membran akigkanlig! yagli organizmalarin hucrele-
rinin osmotik direncinde artisa yol agar. Birgok dokuda g¢esitli hormonlarin
reseptdrierinin sayisinda ve ilgilerinde artma, azalma olur ya da ayni kalir.
Ornegin, kalpte B-reseptdr sayisinda bir azahs olabilir, karacigerde -
reseptér sayisinda azalma olur ve |6kositlerde B-reseptérlere ilgi azalir
fakat reseptér sayisi dedismez®3). Bugine kadar yaslanma ile gesitli reseptor
isotiplerinin oranlari degisebilse de reseptdrlerin primer yapisinda hig
bir degisiklik bildirilmemistir. |

- Yagh hayvanlarda, membranlardaki bagdisiklik hicrelerindeki degisik-
liklere bagli olarak bagisiklik yanitlarinda fonksiyonel azalma gérulur®h,
Bagisiklik yanitinin yas ilerledikge azalmasinin, en iyi oimaktan ¢gikmasi-
nin yaslanmanin énemli nedeni oldugunu belirten arastiricilar da vardir.
Yas ileriedikge vicudun kendi antijenlerine karsi trettigi antikorlar artar,
buna karsilik gevreden gelen yabanci antijenlere yanit azalir. Kendi doku
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antijenlerine karsi olusan antikorlar(oto-antikorlar) dokutarin yipranma-
sina yol agar.

- Normal insan eritrositlerinde yaslanma olayi ise; bir takim biokim-
yasal ve biyofiziksel degisikliklerle birlikte olur. Eritrositler yaslanirken,
yasli eritrositlerin dolagimdan fizyolojik uzaklastirilisinda énemli olan yasli
bir hiicre antijeni ortaya ¢ikar®”). Yasli hicre antijeni, eritrositin glikoz
tasiyici proteini ile fonksiyonel iliskisi olan band 3 glikoproteininin memb-
rana giren kisminin yikim Granadar. Yash eritrositlerde, anaerobik glikoliz,
total lipid, potasyum ve klorir konsantrasyonlari, katalaz ve asetilkoli-
nesteraz ve glikoz-6-fosfat dehidrojenaz aktivitelerinde azalma, daha yuk-
sek 6zgul agdirlik, sialik asit kaybi ile birlikte hiicrede ylizey yuka azal-
mas! ve osmotik erimeye karsi hassasiyet artisi olur(40:93.113) Yasl; hic-
renin terminal intravaskuiler lizisi veya fagositozunda rolu olan bu degisiklik-
lerdeki sira ve 6zgun durumun ne oldugu bilinmemektedir. Ancak, eritrosit
membran sialik asidi, eritrositlerin dolagimdaki yasam surelerinin basglica
belirleyicisi olarak bilinir ve sialik asit kaybi, normal eritrosit yaslanmasinda
ve yasli hicrelerin sonradan ortadan kaldirilisinda énemli bir mekaniz-
madirt40.118)  Ayrica yaslanma ile ATP, 2,3-difosfogliserat, NADPH ve indir-
genmis glutatyon(GSH) gibi 6nemli hiicre i¢i metabolitlerinde azalma olur(s3),

Ekstrasellliler Proteinlerdeki Degisiklikler

Kollajen veya kristalin gibi yapim-yikimi(turn-over) yavas olan ekstra-
selltler proteinler fonksiyonlarini etkileyen, yavas gelisen degisiklige ugrar-
lar ve yasli fenotipi olusumuna katkida bulunurlar. Ornegin, indirgeyici
sekerler ile amino asitler, enzime badimli olmayan Maillard reaksiyonu
ile, kollajen ve diger makromolekullerie gapraz-baglanma yapabilen sabit
kahverengi pigmentler olusturur. Capraz-baglanma elastisiteyi ve makromo-
lekallerin diger 6zelliklerini etkiler. Maillard reaksiyonu, tendonlar, lens
ve yavas turn-over proteinleri bulunan diger dokularin 6zelliklerindeki
degisikliklere yardimci olur®. Gincel biolojik yaglanma varsayimlarinin
en gbzde olanlarindan biri gapraz-badlanma varsayimidir. Cesitli kollajen6z
dokularda, bir takim ¢capraz-baglanma bilesikleri izole edilmig ve yapilar
belirlenmistir. Bunlarin gogu iminyum bilesikleridir. Kollajenin ¢apraz-baglan-
mas!, kovalent molekuller arasi iminyum baglar olusumu ile fibrillogenezis’in
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hemen ardindan baslar. Her kollajen molektlt basina 0,1 iminyum ¢apraz- .
bagdi kalintisinin, gapraz-bagl’ardan yoksun fibrillere girigi, kollajenazla
yikima karsg! direnci iki-a¢ kat arttirir. Capraz-bagd olusumunda zamana
bagimli degisiklikier, yaglanma olayinda temel faktorler oimasa da yaslan-
manin énemli bir yénini olugturur(130),

Enzimlerde ve Diger intrasellliler Proteinlerde Degisiklikler

Protein sentezi orani hepsinde olmasa da bir¢ok memeli turd ve doku-
sunda yaslanma ile azalir®®. Ornedin, sican kalbinde protein sentezinin
yasla etkilenmedigi gérulmustart®. Ayrica tirozin hidroksilaz gibi spesifik
proteinlerin sentezi artabilir, azalir ve sabit kalabilir®®. Cesitli izoenzimlerin
nispi aktivitelerinde gelisimin diger faziarinda oldugu gibi yaglanmaya
bagli degisiklikler olabilir. Ornedin, sican kasinda yaglanma ile gliseral-
dehit-3-fosfat dehidrogenaz’in izoenzim sekli degigir().

DNA lle ilgili Degisiklikler

DNA’nin primer ve tersiyer yapisina yasin etkisi genis ¢apta arastirii-
mistir. Primer yapida yasla ilgili degisiklikler, tek kol kiriklari sikhiinin
artisi, DNA metilasyonu azalisi ve telomerik DNA diziliglerinin kaybidir(44),
Tersiyer yapida yasla ilgili dedisiklik; negatif siper halkalagmanin kaybidir®®®,
Bu kayip DNA reglikasyonu, onarimi ve transkripsiyonu Uzerine derin étki-
lere neden olur(®9).

Yaslanma, bélunen hicrelerde azaimis ¢cogalma guct ve DNA repli-
kasyon yeteneginin azalmasiyla birlikte olur.

Yaglanma ile DNA onarimi yeteneginde fizyolojik olarak dnemli deéi-
~ siklikler olup olmadi§i agik degildir.



MATERYEL VE METODLAR
A. MATERYEL
1. Olgularin Se¢imi

Yaslari 23-34 ve 51-88 arasinda degisen tamamen saglikh 14 geng
ve 14 yasl kadin ve erkeklerden alinan kan érnekleri, ¢alismanin ma-
teryelini olusturdu.

Olgularin vitamin dahil herhangi bir ila¢ kullanmamig olmasina, her-
hangi besinsel klsmamamh, allerji ya da anaflaksi hikayesinin olmamasina,
laktasyonda bulunmamalarina, sigara ya da alkol aligkanlikiarinin ve sis-
manlik durumunun bulunmamasina dikkat edildi.

2. Kimyasal Maddeler

2.1 Eritrosit Membran *“Ghost” SlUspansiyonunun Hazirlanmasinda
Kullanilan Kimyasal Madde ve Ayiraglar

1. Heparin (Liqguemine, Roche)

2. % 0,9 NaCl

3. Hemoliz Erividi: 1x10*M EDTA-Na, (Etilen diamin tetraasetik asit
disodyum tuzu, Merck-Darmstadt) ve 7.03x10-3M Tris (Hidroksimetil amino
metan, Sigma-chemical company), 0,0372 g. EDTA-Na, ve 0,8516 g. Tris,
1 L.lik 6l¢l balonunda bidistile su ile eritildi, pH metrede pH: 7.4’e ayar-
landiktan sonra, bidistile su ile 1 L.'ye tamamlandi.
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2.2, Eritrosit Membran “Ghost” Siispansiyonunda ATPaz Aktivitelerinin
incelenmesinde Kullanilan Kimyasal Madde ve Ayiraglar

1. Tris Tamponlari(®®);

a) 0,2 M Tris: 2,43 g. Tris (mol.ad: 121.14) 100 ml bidistile su iginde
eritildi.

b) 0,05 M Tris-HCI: 0,2 M Tris'den 25 ml alindi, 42 m| 0,1 N HCI
eklendi ve 100 mli'ye bidistile su ile tamamlandi ve pH metrede ayarland.

Boylece pH:7.4'l0k tampon elde edildi.

2. Standart Tampon Karisimlari:

I- 25 mM Tris-HCI1/2,5 ml pH:7.4

2,5 ml inkubasyon ortaminda son konsantrasyonu 25 mM Tris-HCI
olmast igin, 1,8 ml'lik standart karisim iginde 34,73 mM Tris-HCI bulunmasi
gerektigi hesaplandi. 50 mM Tris-HClI’'den bu miktarda alinip, 50 mi'ye
bidistile su ile tamamlandi.

l- 25 mM Tris-HCI, 75 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl|./2,5 ml standart
tampon Kkarigimi

2,5 ml'lik ortamda yukardaki son konsantrasyonlarin elde edilmesi
icin 1,8 ml'lik standart karisimda 104,2 mM NaCl, 6,95 mM KCI, 1,39 mM
MgCl, oimasi gerektigi hesaplandi. Bunun igin 100 mi 34,73 mM Tris-
HCl iginde 0,609 g. NaCl, 0,0518 g. KCI ve 0,028 g. MgCl, eritildi. Buna
gbre son konsantrasyonlar sirasi ile;

1,8/25 x 34,73 = 25 mM Tris,
1,8/2,5 x 104,2 = 75 mM NaCl,
1,8/25 x 6,95 = 5 mM KClI,

1,8/256 x 1,39

1.0 mM MgCl, olur.
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3. 1. mM ATPlNa2 Substrati/2.5 ml:

34,73 mM Tris-HCI tamponunun her ml’sinde 0,0137 g. ATP.Na, (Sig-
ma Chem. Co.) olan substrat hazirlandi. Béylece, 25 mM konsantras-
yonunda ATP substrat! elde edildi. Buna gére; 2,5 ml inkubasyon ortamina
konulan 0,1 ml 25 mM ATP.Na, substratinin son konsantrasyonu;

0,1/2,5 x 25 = 1 mM olur.

4. 0.1 mM EGTA (Etilen qlikol-bis (B-amino etil eter) N.N.N.N- Tetra
asetik asit)/2.5 mi:

34,73 mM Tris-HCi tamponunun her ml'sinde 0,000771 g. EGTA (Sigma
Chem. Co.) bulunan eriyik hazirlandi = 2,5 mM EGTA. Béylece 2,5 m|
inkubasyon ortamina konulan 0,1 ml 2,5 mM EGTA eriyi§inin son kon-
santrasyonu;, '

0,12,5x2,5=0,1 mM olur.

5. 1 mM Quabain/2.5 mi

34,73 mM Tris-HCI'in her ml.sinde 0,01821 g. Ouabain (Sigma Chem.
Co.) bulunan eriyik hazirlandi = 25 mM Ouabain. Béylece 2,5 ml inku-
basyon ortamina konulan 0,1 ml 25 mM Quabain eriyiginin son konsant-
rasyonu;

0,1/2,5 x 25 =1 mM olur.

6. 0,2 mM CaCIg/2§ ml

34,73 mM Tris-HCF'in her ml’sinde 0,00055 g. CaCl, (Merck) bulunan
eriyik hazirlandi = 5 mM CaCl,. Boylece 2,5 ml inkubasyon ortamina ko-
nulan 0,1 ml 5 mM CaCl,, eriyiginin son konsantrasyonu;

0,1/2,5 x 5 = 0,2 mM olur.
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ATPaz Aktiviteleri icin Kullanilan inkubasyon Ortamlari:

A inkubasyon Ortami:

Na*-K*-Mg?*+Ca?*ATPaz (Total ATPaz) éigulmesi igin; iginde | nolu
standart karigimla birlikte 1 mM ATP,Na, ve 0,2 mM CaCl, olan toplam
2 ml bir inkubasyon ortami (A) kullanildi.

B inkubasyon Ortami:

Na*-K*-Mg?*-ATPaz élgulmesi igin; i¢cinde |l nolu standart karisimia
birlikte 1 mM ATP,Na, ve 0,1 mM EGTA olan 2 ml'lik bir inkubasyon ortami
(B) kullanildi.

C inkubasyon Ortami:

Mg2*ATPaz élculmesi igin B inkubasyon ortamina 1M Ouabain eklendi.

7. % 15 Triklor asetik asit eriyidi = TCA (hacim/ag.) (Merck).

2.3.inorganik Fosfor Miktar Belirtimi igin Kullanilan Kimyasal Maddeler
. a) % 10’luk Amonyum molibdat (10N H,50,'de)

b) Renk Ayiraci: 500 mg FeSO,, 1 mi % 10 Amonyum molibdat, 9
ml bidistile suda eritildi.

c¢) Inorganik fosfor standardi: 0,1 mg/mi stok.

d) Sulandiriimig fosfor standardi galigma eriyigi (0,01 mg/ml).

2.4. “Ghost”larda Protein Miktar Belirtimi igin Kullanilan Kimyasal
Madde ve Ayiraglar:

1) Avirac A: 2 g. Na,CO, ve 0,05 g. Na-K Tartarat 100 ml'ye 0,1 N
NaOH ile tamamlandi. ,

{
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2) Ayirac B: % 0,1 CuSO, . 5H,0

3) Ayirac C Alkalik Bakir erividi: 45 ml A ayiraci, 5 ml B ayiraci ile
karistirildi, gunlak hazirlands.

4) Folin - Ciocalteau fenol ayiract (1 N): 100 g. sodyum wolframat,
25 g. sodyum molibdat, 700 ml su, 50 ml % 85’lik fosforik asit ve 100
ml derigsik HCI, 1500 ml'lik cam balon iginde, geri sogutucu baglanarak
10 saat kaynatildi. Sonra 150 g. Lityum sdlfat, 50 ml H,0O ve birka¢ damia
Brom katildi. Karisim adzi agik olarak 15 dakika daha kaynatildi, su ile
1 L.ye tamamlandi, stztldi. NaOH’e karg! fenolftalein indikatéra kullani-
larak titre edildi. Buna goére Folin ayiraci (asadi yukari 2 kere) 1 N olacak
sekilde sulandinidi.

5) Standart si§ir serum albumini (400 pg/ml) Sigma Chem. Co.

2.5. intraeritrositer ve Piazma Sodyum, Potasyum Olglimlerinde
Kullanilan Kimyasal Maddeler

1)} Magnezyum kiortir (115 mM) 23,380 g. MQCI2 suda ¢Ozllerek 1
L.ye tamamlandi.

2) 151 mmol/L. Na* ve 4,3 mmol/L. K* igcerecek sekilde hazirlanmis
referans standart eriyigine karsi ayarlanmis standart eriyikler.

3) 1/1000 Brij 35 (Polyoxyethylenlaurylether) (Merck) iceren elektrolit
seyrelticisi.

2.6. Plazma Sialik Asit Diizeyinin Olglimlerinde Kullanilan Madde
ve Ayiraglar

a) Perklorik asit (HCIO,), % 5 (hacim/ag) (Merck)

b) Ehrlich Ayiraci: 0,7 g. p-dimetil amino benzaldehit % 22’lik HCI
ile 250 ml’'ye tamamlandi, gunluk hazirlandi.
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c) Standart N-acetylneuraminic acid (NANA) % 60 (hacim/ag) hazir-
land) (Sigma Chem. Co.).

2.7. Eritrosit Membran Sialik Asit Diizeyinin OIQUmIeri'nde Kullanilan
Madde ve Ayiraglar

a) H,S0O, (0,1 M), (Riedel-de Haen)

b) Periodik asit (0,025 M): 0,56 g. periodik asit 0,25 M HCI ile 100
mi’ye tamamlandi.

c) Sodyumtiosulfat (Na,5,0,), % 5 (hacim/ag) (Sigma Chem. Co.)

d) 2-Thiobarbijturic acid (TBA) (0.1 M): 0,288 g. TBA, 1 N NaOH ile
pH: 5.5 - 7.0’e ayarlandi ve 20 ml'ye bidistile ile tamamlandi, gunluk hazir-
tandi (Sigma Chem. Co.).

e) Asidik butanol (% 5) (hacim/ag)

f) Standart N-acetylneuraminic acid (NANA) % 10 (hacim/ag) hazir-
landi (Sigma Chem. Co.).

3. Aletler

- E.Mettler, hassas terazi

- Heraeus christ, makro santrifuju

- Cryofuge 6-6S Heraeus christ, soguk santriftj
- Bosch Automatic, derin dondurucu

- Vorteks karistirici

- Medisan elektroteknik, elektrikli sabit su banyosu
- Corning pH meter 125

- Elektro-mag magnetik karistirici

- LKB-Novaspec, spektrofotometresi

- Eppendorf flame fotometresi

- ALC Haematocrit centrifugette 4203

- Kapiller tupler |
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- Otomatik pipetier ve pasteur pipetieri
- Su trompu
- Elektro-mag, yatay isitici

B. METODLAR
1. Olgularin Biokimyasal incelenmesi

Tam olgularin boy ve agirliklari élgaldld. Hepsinin vicut kitlesi indeksi
(VKI); adirliklarinin (kg) boy uzunlukiarinin karesine (m2) bélinmesiyle
(kg/m?) hesaplandi. Normal adiriik st siniri olarak 27 VKI dederi, sismanlik
alt siniri olarak, 32 VKI degeri kabul edildi. Normal agirtik ve sismanlk
aras! ise (VKI 27-32) kilo fazias! olarak degerlendi(’3.

Tum olgulardan sabah ag olarak 20-25 ml heparinli ven6z kan alindi.
Geng¢ kadinlarda, kan alma devresi olarak horm'onal aktivitenin en dusuk
oldugu adetin 4.-5. gunleri (postmenstriel devre) segildi. Kan alinir alinmaz
plazma ve sekilli elementier sogukta santrifijlemeyie aynildi. Kanin sekilli
elementlerinin bulundugu kisimdan bir miktar: ile hemen intraeritrositer
sodyum ve potasyum 6lcumleri yapildi. Kalan kirmtzi hucrelerden Wood
ve Beutler metoduna gére('28) eritrosit membrani “Ghost” elde edildi ve
Rahman ve arkadasiarinin®®), Davis ve Bias?®®) yéntemleri esas alinarak
kaguk degisikliklerle Na*-K*-ATPaz ve Ca2*ATPaz aktiviteleri éigulda. Erit-
rosit membraninda ayrica total sialik asit dizeyi 61¢uldu(®®). Plazma; sod-
yum, potasyum ve total sialik asit éigumleri i¢in kullaniidi.

1.1. Eritrosit Membran “Ghost” Siispansiyonunun Hazirlanmasi(12®)

Venadan alinan heparinli kan hemen 950xg (3000 rpm) de 15 dakika
santrifuj edilerek plazma ve sekilli elementler ayriidi. Coken kirmizi hiic-
reler yaklagik 5 hacim % 0,9 NaCl ile yikanip tekrar ayni sekilde santri-
fujlendi. Ust sivi, su trompu ile dikkatle uzaklastirildiktan sonra dipte kiime-
lenmig kirmizi hucrelerin 2 mi'si buz soduklugunda pH:7,4’'l0k 104 M EDTA
ve 7.03 x 102 M Tris bilesimindeki hemoliz eriyiginin 30 ml'si ile pat-
latildi ve soguk santrifGjun 6zel taplerine konularak 23400xg (5500 rpm)’'de
+20C’de 10 dakika santrifij edildi. SUpernatant, hemoglobininden ayrilmig



27

olan “Ghost”lari gekmemeye dikkat edilerek su trompu kapilleri ile gekildi.
Dipteki “Ghost”’lar 30-60 sn vorteksle karistiriidi. TUpe yeniden ayni miktar
hemoliz eriyigi konuldu ve bu islem “Ghost”’lar tamamen renksiz elde
edilinceye kadar, yani 6-7 kez tekrarlandi. Son santrifijden sonra dipte
kalan “Ghost”lar 3 ml hemoliz solUsyonu ile sispansiyonlastirilarak baska
tape aktarildi. Tamamen homojen olmasi igin vorteks karistiricida karistiril-
diktan sonra, derin dondurucuya konuldu. Bu sekilde “Ghost”lar u¢ kere
dondurulup eritilerek ¢atlatildi. Béylelikle “Ghost”lardan en uygun sart-
larda enzimin agiga ¢ikarilmasi saglandi ve bu enzim slspansiyonu en
kisa zamanda enzim aktivitelerinin élguimu i¢in kullanildi.

1.2. Eritrosit Membran ‘“Ghost’ Siispansiyonunda ATPaz
AktivitelerininOlgiilmesi(23:85)

. Eritrosit membran sispansiyonlarinda ATPaz aktivitesi inkubasyon
sirasinda ortama konulan 1 mM ATP substratindan agiga ¢ikan inorganik
fosfatin (P,) 6lgulmesi prensibine dayanir.

ATPaz deneyleri 2,5 ml’lik bir inkubasyon ortaminda, son konsant-
rasyonu 25 mM olan pH.7,4’luk Tris-HCI ile tamponlanmis U¢ standart
karigim kullanilarak yapildi. Bunlardan biri (A) Na*-K*-Mg2?*-Ca?*ATPaz
(Total ATPaz) igin kullanilan karigimdir ve iginde son konsantrasyonlari
75 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl, ve 0,2 mM CaCl, olan mono ve
divalan katyonlarla 1 mM ATP vardir. Na*-K*-Mg?*ATPaz élclimesinde
kullanilan (B) standart karigiminda (A) ortamindaki CaCl, yerine 0,1 mM
EGTA bulunur. Mg?*ATPaz 6lgtlmesi, (B) standart karisimina 1 mM Ouabain
eklenmesiyle olusturulan (C) standart karisiminda yapildi. -

ll-nolu standart karigsimdan Mg2*ATPaz tuplne 1,7 mi ve Ayirag kéri
tapune 2,1 ml, bunlarin disinda kalan deney kéri, Total ATPaz ve Na*-
K*-Mg?*ATPaz tuplerine 1,8'er ml konuldu. Butun tiplere 1 mM ATP gézelti-
sinden 0,1 ml eklendi. Kér ve Total ATPaz tupleri digindaki tum tlplere
0,1 ml 0,1 mM EGTA ilave edildi. Mg"’*ATPaz ve ayira¢ kérd tuplerine
0,1’er ml 1 mM Ouabain konuldu. 0,2 mM CaCl,, Na*-K*/MgZ*ATPaz ve
Mg2*ATPaz tupleri disindaki tum taplere 0,1 m! ilave edildi. Reaksiyon
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tum ortamlara, 6nceden 5' 37°C de inkube edilmis 0,5 ml enzim suspan-
siyonu eklenmesiyle baglatildi. Ayrica, enzimi inaktive etmek igin A standart
karigimi ve 0,5 ml enzim slUspansiyonu buiunan iki tipe derhal 0,2 ml
% 15 TCA eklenerek deney kérii ve bir ayirag kérd tapu hazirlandi. Tam
ATPaz deneyleri ve deney kérleri ¢ift 6rnek ¢alisildi. Buna gére bir seri
ATPaz igin kérleriyle birlikte 9 tap kullanildi. Butun tapler 90' sUre ile
37°C de arasira calkalanarak inkube edildi. Bu sUrenin sonunda, buza
konulan butin tuplere (kor tapleri harig) % 15 TCA’dan 0,2'ser ml ekle-
nerek reaksiyon sonlandirildi. Denatlre olan proteinlerin olusturdugu bu-
laniklik, taplerin 15' 950xg (3000 rpm) de santriflj edilmesi ile ¢éktlrtlda
ve bu tuplerden alinan 1,5’ar ml'lik berrak stpernatantlarda P, élgumu
yaptidi.

Total ATPaz tapinde yani Na*-K*-Mg?*-Ca?*|u ortamda ATP’den ¢ikan
P, miktariyla kér degeri arasindaki fark Total ATPaz aktivitesini verir. Na*-
K*-Mg?*-Ca?*ATPaz tupu ile (A) Na*-K*-Mg2*ATPaz tupunde (B) ATP’den
agiga ¢ikan P, miktari arasindaki fark Ca2*ATPaz aktivitesini verir. Na*.K*
Mg?*ATPaz dederi (B) ile Mg2*ATPaz (C) dederi arasindaki fark Na* K*ATPaz
de@erini verir. ATPaz aktiviteleri, 90' da mg protein bagina serbestlesen
nmol P, olarak hesaplandi.

1.3. inorganik Fosfor Olgiimiui (117

Enzim sUspansiyonlarinin, ATP substratindan 90 dakikada agiga ¢ikar-
diklari P, Taussky ve Shorr{"'") yéntemine gére 6lgulmustir. Yontem, ATP’den
ayrilan P/un molibdatla fosfomolibdik asit kompleksi olusturmasina ve
bu kompleksin zayif asit bir ortamda, demir sulfatla molibden mavisine
indirgenmesi prensibine dayanir. Butun tlplerden alinan 1,5 ml berrak
supernatanlardaki P, standart fosfor tupu ile kiyaslandi. Standart fosfor
hazirlamak igin; stok eriyik 10 kez sulandiriidi. Bundan 2,5 ml (inkubasyon
ortami kadar) alinarak Uzerine 0,2 m! % 15 TCA eklendi. Bu karisimdan
santrifj edildikten sonra alinan 1,5 ml’lik sUpernatanda P, miktari 0,0111
mg’dir. 1,5 ml'lik sipernatanlarin Uzerine 1 mi renk ayiracinin eklenme-
sinden 20 dakika sonra olusan mavi renkler 700 nm’de spektrofotomet-
rede ayirag kérine karsi okundu.
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ATPaz Deney $emasi

A B Cc
Na*,K*.Mg?*,Ca2 Na*,K*,Mg?* Mg?* Ayirici
(Total) ATPaz ATPaz ATPaz Kér Kori
(ml) (ml) (ml) (mb) (ml)
Standart Karigtm 1.8 A 1.8 1.7 1.8 2.1
25 mM ATP-Na, 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
2.5 mM EGTA - 0.1 0.1 - 0.1
25 mM Ouabain - - 0.1 - 0.1
5 mM CaCl, 0.1 - - 01 0.1
(Ghost) Enzim
Sispansiyonu 0.5 0.5 0.5 0.5 -
% 15 TCA - - - 0.2 -
37°C 90' inkubasyon
% 15 TCA 0.2 : 0.2 0.2 ; 0.2
15' 950 xg'de santrifiljjleme
1.5 mi filtrat alimir
Ferro siilfat - ) :
Amonyum molibdat 1 1 1 1 1
(Renk Ayiract)

Oda sicaklifinda 20' inkubasyondan sonra 700 nm'de okunur.
ATPaz aktivitelerinin tanimlanmasi
A-K6r = Total ATPaz
A-B = Ca?* ATPaz
B-C = Na*.K*.ATPaz

1.4. Enzim Siispansiyonlarinin igerdigi Protein Diizeylerinin Belirtimi®8)

Protein miktar belirtimi Lowry(®8 yéntemine gére yapildi. Bu yéntem-
de, proteine bagli tirozin ve triptofan, fosfomolibdat - tungstat kompleksini
molibden mavisine indirger. Reaksiyon bakiria belirginlestirilir. 0,5 ml enzim
sUuspansiyonu Gzerine 5 ml galisma ayiraci eklendi. Ayni anda kér ve
standart deneyler yapildi. 15 dakika oda isisinda bekletilen tuplere 0,5
m! seyreltilmis Folin ayiraci katildi. 30 dakika oda sicakliginda bekletil-
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dikten sonra absorbanslar 750 nm dalga boyunda spektrofotometrede
okundu. Standart olarak kullanilan sigir serum albuminine gére protein
duzeyleri hesaplandi.

Protein Miktar Belirtimi $emasi

Kér  Standart Deney
(ml) (ml) (ml)

Eritrosit Miktari

"Ghost" stspansiyonu - - 0.5
Standart (400 pg/ml) - 0.5 - -
Bidistile su 0.5 - -
Caligsma ayiraci 5 5 5

15' oda Isisinda inkubasyon

Seyreltilmis
Folin Ayiraci 0.5 0.5 0.5

Kanstirihr, 30' oda isisinda inkubasyondan sonra
kére karsi 750 nm'de okunur.

1.5. Intraeritrositer ve Plazma Sodyum, Potasyum Olgiimleri®?

Olgulardan alinan heparinli kanlarin yaklasik 5 ml kadar: ayrilarak
plazmay! ayirmak igin santrifljlendikten sonra buffy coat denilen 16kosit
ve trombosit 6rtisU su trompuyla aspire edildi. Kalan kirmizi htcreler 3
kez 5 hacim buz soguklugunda 115 mM isotonik MgCl, ¢ézeltisi ile yikandi
ve 15 dakika 5000 rpm (21250xg) de +4°C’de santrifljlendi. SUpernatan
su trompu ile gekilerek uzaklastirildi. Bu yilkamalarin amaci eritrositlerin
hapsettigi plazmadaki sodyum ve potasyumu uzaklastirmaktir (son yika-
mada supernatandan bir miktar alinarak sodyum, potasyum &lgimu igin
ayrildi). Bu islemin sonunda tupin dibinde kalan yikanmis eritrosit kitle-
sinden 1 ml alinarak bidistile suda hemolizlendi. Bu hemolizatlarin hema-
tokritleri 6lglldu, sonra hemolizatiarin ve plazmalarin sodyum, potasyumlari
flame fotometri ile 6lgtldi. Hemolizat iyon konsantrasyonlari, sulandirma
orani ve hematokritleri dikkate alinarak hesaplandi. Hucre igi elektrolitleri
hucre litresi basina mmol sodyum ve potasyum olarak ifade edildi.
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1.6. Plazma Sialik Asit Diizeyinin Olgiilmesi(114)

Plazma sialik asit 6lgtimesi 1985 de G.Sydow tarafindan gelistirilen
Ehrlich metodu kullanilarak yapildi. Bu metod Shamberger tarafindan.tarif
edilen metodun modifiye seklidir.

Plazmadan 0,4 ml alinarak Gzerine 3 ml % 5 perkiorik asit (HCIO,)
ilave edildi ve 100°C de 5 dakika standart ve kér tupleriyle birlikte kay-
natildi. Standart i¢in 0,2 ml sialik asit standart eriyigi, kér i¢in de 0,2
ml bidistile su alinarak Gzerlerine 1,5’ar ml % 5 HCIO, ilave edildi.

Hidrolizden alinan deney tupleri musluk altinda sogutulduktan son-
‘ra 2500xg’'de santrifij edildi ve Gzerlerinden 1 ml sUpernatan alindi. Tum
tuplere 0,2 mi Ehrlich ayiraci konduktan sonra 100°C’de 15 dakika kay-
natildi. inkubasyon sonunda tapler sodutularak 525 nm’de okundu.

Plazma Sialik Asit Deney Semasi

Kér Standart. Deney
(ml) (mi) (ml)

Plazma - - 0.4
Standart (%60) - 0.2 -
Bidistile su 0.2 - -
%5 HCIO, 1.5 1.5 3
100 °C’de 5' kaynama ve santrifijleme
Supernatan ' 1 1 1
Ehrlich ayiraci 0.2 0.2 0.2

100 °C'de 15' kaynatilir sogutulduktan sonra 525 nm'de okunur

1.7. Eritrosit Membrani Sialik Asit Diizeyinin Olgiilmesi (28)

1983'de Denny ve arkadaglarinin sodyum arsenit kullanmadan uygula-
diklari sekliyle 2- Tiobarbiturik asit metodu kullanildi.” 2- Tiobarbitarik
asit yéntemi ilk defa 1959'da Warren('?”) tarafindan da tarif edilmistir.



32

0,25 ml eritrosit membrani suspansiyonu Gzerine 0,25 ml 0,1 M H,SO,
kondu ve 80°C’de 1 saat hidroliz edildi.

Hidrolizden alinan tlpler oda isisina getirildikten sonra 27000xg’de
10 dakika santrifij edildi ve Uzerlerinden 0,1 ml stpernatan alindi. Stan-
dart igcin 0,05 ml sialik asit galigma standardi ve kér igin 0,05 m| bidistile
su alindi, Gzerlerine 0,05 ml 0,1 M H,S0O, ilave edildi. Daha sonra tum
taplerle 0,25 ml periodik asit eklenerek 37°C’de 30 dakika inkube edildi.
Bu sure sonunda 0,25 ml sodyum tiosulfat eriyigi ilave edilerek fazla perio-
datin indirgenmesi saglandi (bu ayirag ilave edilir edilmez tupler iyice
karistirildi). Reaksiyon 1.25 ml TBA solusyonu ilavesiyle tamamlandi ve
optimum renk olugsumunu saglamak igin 100°C’de 15 dakika kaynatiidi.
15 dakika sonunda tupler akar su altinda sogutuldu ve 2,5 ml asidik buta-
nol konarak vorteksde siddetle karistirildi (kaynar su banyosunda olugsan
pembe renkler sogutmakla kaybolur, fakat karistirma sonunda butanol
fazina tekrar pembe renkler geger). Faz ayrimi igin tupler 400xg’'de 5
dakika santrifj edildi. Ayrilan butanol fazlar: derhal alinarak 548 nm’de
okundu.

Plazma sialik asid degerleri mmol sialik asit/L plazma olarak, erit-
rosit membrani sialik asit dUzeyleri, enzim sUspansiyonlarinin igerdigi
protein g't basina disen umol sialik asit olarak ifade edildi.
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Eritrosit Membrani Sialik Asit Deney Semasi

Kér  Standart Deney
(ml) (ml) (ml)

Eritrobit membranl

"Ghost"sUspansiyonu - - 0.25
Bidistile su - - -
0.1 M H,SO, - - 0.25
80 °C’ 1 saat inkubasyon, santrifijleme
Supernatan - - 0.1
Bidistile Su 0.05 - -
Sialik asit standardi - 0.05 -
0.1 M H,S0, 0.05 0.05 -
0.025 M Periodik asit 0.25 0.25 -0.25
37 °C’de 30' inkubasyon
% 5 Sodyumtiosuifat 0.25 0.25 0.25

0.1 M TBA 1.25 1.25 1.25.
| 100 9°C’de 15' kaynatma

Asidik butanol 25 25 25

Vorteksle karistirilir, santrifiijlenir, 549 nm'de okunur.

2. Bioistatistik Yontemler

Her iki gruba ait bulgularin degerlendirillmesi Student t testine gére

yapilmistir. Farkli varyanslara Mann-Whitney U testi uygulandi.



BULGULAR

3.1 Geng ve Yasgl Saghkl Kisilerdeki Viicut Kitlesi
indeksi (VKI) Bulgulari

14 geng olgunun (ort.yas: 27.85 + 3.08) ortalama VKI'i 21.88 = 2.31,
14 yasli olgunun (ort. yas : 63.85 x 9.96) ort. VKI'i 25.24 + 2.43 bulun-
mustur (Tablo 4).

Geng ve yaglh olgularin ort. VKI'leri arasinda bioistatistik olarak gok
ileri dizeyde anlamli bir fark bulunmustur (p < 0.001).

3.2. Eritrosit Membran ATPaz Aktiviteleri ile ilgili Bulgular

Geng olgularda (n=10) total ATPaz aktivitesi 451,6 ile 1779, Na*-
K*ATPaz aktivitesi 35,5 ile 206, Ca2*ATPaz aktivitesi 154,3 ile 1214 nmol
P./mg prot/90' arasinda bulunmustur. Yagh olgularda (n=12) total ATPaz
aktivitesi 378 ile 1710,5, Na*-K*ATPaz 66,3 ile 180,8, Ca2*ATPaz aktivi-
tesi 87,4 ile 1120,5 nmol P/mg prot/90' arasindadir (Tablo 3, Sekil 6).
Tum olgulardaki aritmetik ortalamalar asagidaki gibidir:

Geng grupta (n=10) ATPaz aktivitelerinin aritmetik ortalamalari (nmol
P./mg prot/90") (Tablo 5 ve 8).

Na*-K*-Caz“-Mgz* (Total) ATPaz : 1047.0 + 363.0
Na*-K*ATPaz ) : 132.6 £ 55.1
Ca?*ATPaz : © 664.3 £ 290.6

Yasl grupta (n=12) ATPaz aktivitelerinin aritmetik ortalamalar: (nmol
P./mg prot/90') (Tablo 5 ve 8)



35

Na*-K*-Ca?*-Mg?* (Total) ATPaz : 822.2 + 462.4
Na*-K*ATPaz : 109.6 £ 39.9
Ca?*ATPaz . 538.1 = 358.8

Geng olgularda % Na*-K*ATPaz 4,20 ile 21,89, % Ca?*ATPaz 34,16
ile 78,11 arasinda, yasl olgularda ise % Na*-K*ATPaz 6,77 ile 27,5,
% Ca2*ATPaz 22,5 ile 81,28 arasinda degismektedir (Tablo 5).

Geng grubun Total ATPaz aktivitesine gére % Na*-K*ATPaz aktivi-
tesi ort. 13,5 + 6,1, % Ca?*ATPaz aktivitesi ort. 61,4 + 13,6'dir. Yasl
grubun Total ATPaz aktivitesine gore % Na*-K*ATPaz aktivitesi ort. 14,4
+ 7,4, % Ca?*ATPaz aktivitesi ort. 61,3 £ 16,2'dir (Tablo 5 ve 8). Bu bul-
gulara gére yagl grupta Total ATPaz, Na*-K*ATPaz ve Ca?*ATPaz akti-
vite degerleri genclere kiyasla azalmig bulunmustur. Yash grupta sapta-
nan ATPaz aktiviteleri azalmasinin % oranlari Total ATPaz igin 15,8, Na*-
K*ATPaz igin 17,3 ve Ca?*ATPaz i§in 18,9'dur. Oldukg¢a duslk oranlar-
daki bu azalmalar istatistiksel olarak da anlamli degildir (p > 0,05).

Geng ve yasli grubun % Na*-K*ATPaz ve Ca?*ATPaz aktivite oranlari
arasinda da yine anlamh farklilik saptanamamistir (Tablo 5 ve 8).

3.3. Plazma ve intraeritrositer Sodyum, Potasyum
Konsantrasyonlarn (mmol/L)

Geng olgularda (n=14) Na*; 117 ile 147, K*; 3,2 ile 5,0, Na*; 5,3
ile 9,43, K*, 102,63 ile 124,02 mmol/L arasinda bulunmustur. Yasl olgu-
larda (n=14) Na*_ 139 ile 152, K*; 3,15 ile 4,55, Na*, 4,76 ile 15,16, K*,
106,90 ile 136,96 mmol/L arasinda bulunmustur (Tablo 6, Sekil 7).

Tum olgularin ortalama degerleri agagidaki gibidir:

Na*, Na*, K*e K*;
Geng Grup 139,0+94 72+13 3804 113,6 % 8,1
Yash Grup 145,0

9,
30 81+27 40x+04 1199%8)9
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Bu bulgulara gére yasli grupta genglere kiyasla plazmada ve eritro-
sitlerde Na* ve K* konsantrasyonlarinda artis bulunmustur. Bunlarin iginde
yalniz Na*, artisi anlamhdir (p < 0,05) (Tablo 6 ve 8).

3.4. Plazma ve Eritrosit Membrani Total Sialik Asit Diizeyleriyle
ilgili Bulgular

Geng olgularda (n=14) P-SA 1,34 ile 2,42 mmol/L, EM-SA 48 ile
124,5 pmol/g prot arasinda bulunmustur. Yasl olgularda (n=14) P-SA
1,43 ile 2,9 mmol/L, EM-SA 62 ile 154 umol/g prot arasinda bulunmustur
(Tablo 7, Sekil 8).

Tuam olgularin ortalama degerleri ise asagidaki gibidir:

Plazma SA Eritrosit Membrani SA
(mmol/L) (nmol/g prbt)
Geng Grup 1,9+03 100,8 £+ 25,6
Yasl Grup 2,1+0,3 111,0 + 28,2

Geng ve yash grubun plazma ve eritrosit membrani total sialik asit
duzeylerinde de istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamisgtir
(Tablo 7 ve 8).
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Tablo 4. Geng¢ ve yasli olgularin viicut kitlesi indeksleri.

Olgu VKI
No Yas Cins  kg/m?
1 23 K  21.25
2 25 K 2019
3 25 K 20.07
4 25 E 23.12
5 27 E 25.30
6 27 E 25.24
7 27 E 18.71
8 28 K 2093
9 28 K  21.48
10 28 E  23.82
11 30 K 17.89
12 30 E 22.64
13 33 E 24.28
14 34 K  21.19
X 27.85 21.88

+SD 3.08 2.31

Olgu VKI
No Yas Cins  kg/m?
15 51 E 24 .22
16 53 K 28.68
17 54 K 25.40
18 55 K 24.67
19 59 E 28.73
20 59 E "23.35
21 64 E 25.95
22 64 E 27.18

23 66 E 24.15
24 68 K 20.95
25 68 K 23.53
26 70 K 25.07
27 75 K 28.99
28 88 E 22.58
K 63.85 25.24*

*SD 9.96 2.43

* p< 0.001
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Tablo 5. Geng ve yasli olgularda ATPaz aktiviteleri.

Olgu Cins Total Na“-K~ Ca* % ATPaz
No ATPaz ATPaz ATPaz
(nmol P/mg prot/90°) Na -K*ATPaz Ca*ATPaz
1 K 451.6 98.8 154.3 21.89 34.16
2 K 843.6 35.5 659.0 4.20 78.11
3 E 1779.0 114.1 1214.0 6.41 68.24
4 E 1453.0 206.0 930.0 14.17 64.00
5 K 993.5 - 650.6 - 65.49
6 K 846.4 153.0 523.0 18.10 61.79
7 K 969.3 154.0 537.0 15.88 35.40
8 E 1209 161.5 836.0 13.36 69.14
9 E 963.0 79.0 718.0 8.20 74.55
10 K 962.5 191.4 421.7 19.88 43.79
x 1047.0 132.6 664.3 13.50 61.40
+SD 363.0 55.1 290.6 6.10 13.60
11 E 656.6 180.8 421.8 27.50 64.24
12 K 553.5 88.3 404.0 15.95 72.99
13 K 394.1 - 271.6 - 68.91
14 K 378.0 72.2 171.7 19.10 45.26
15 E 1710.5 179.5 1120.5 10.49 65.50
16 E 933.0 66.3 753.0 7.10 81.28
17 E 388.3 89.6 87.4 23.07 22.50
18 K 973.5 112.0 680.5 11.50 69.90
19 K 1219.0 135.6 869.0 11.12 71.28
20 K 537.4 76.8 250.6 14.30 46.60
21 K 558.5 98.8 315.4 17.70 56.47
22 E 1565.0 106.0 1112.0 6.77 71.05
X 882.2 109.6 538.1 14.40 61.30
+ SD 462.4 39.9 358.8 7.40 16.20
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Tablo 6. Geng ve yasli olgularin Na* ve K* konsantrasyonlari (mmol/L)*

GENG GRUP

YASLI GRUP

PLAZMA ERITROSIT
Olgu Cins Na* K* Na* K+
No (mmol /L) . (mmol /L)
1 K 147 5.00 6.34 105.90
2 K 125 3.35 8.38 102.63
3 K 141 410 7.16 124.02
4 E 142 3.75 8.32 102.86
5 E 126 3.20 9.43 121.30
6 E 138 3.65 9.03 122.35
7 E 146 4.35 5.30 124.00
8 K 117 3.95 8.60 116.99
9 K 144 3.90 - .
10 E 147 3.35 6.81 114.40
11 K 142 3.75 5.58 108.52
12 E 147 4.20 6.95 119.54
13 E 144 3.70 5.80 107.54
14 E 140 3.80 6.47 108.00
X 139 3.80 7.20 113.60
+ 8D 8.4 0.40 1.30 8.10
15 E 142 4.30 o : -
16 K 146 3.95 10.93 111.88
17 K 143 4.35 6.62 112.88
18 K 144 4.25 8.35 136.96
19 E 139 3.60 6.80 125.32
20 E 148 460 15.16 125.33
21 E 145 3.65 - -
22 E 146 3.90 10.08 117.39
23 E 143 4.55 6.85 119.61
24 K 145 3.15 6.09 106.90
25 K 145 4.25 6.96 129.63
26 K 146 4.35 4.76 123.68
27 K 152 4.35 6.97 112.00
28 E 147 410 8.00 121.44
X 145 4.00 8.10 119.90
+ SD 3.0 0.40 2.70 8.90
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Tablo 7. Geng ve yasli olgularda plazma ve eritrosit membraninda

sialik asit dizeyleri.

PLAZMA ERITROSIT MEMBRANI
Olgu No Cins (mmol/L) (pmol/g.prot.)
1 K 1.82 48.00
2 K 1.72 120.80
3 K 2.12 109.00
4 E 1.39 63.00
5 E 1.98 139.00
6 E 2.42 95.00
7 E 1.87 113.60
8 K 1.90 124.50
9 K 1.34 114.00
10 E 2.01 69.50
11 K 2.37 109.00
12 E 1.73 88.00
13 E 2.17 116.50
14 E 1.96 101.60
X 1.90 100.80
+SD 0.30 25.60
15 E 2.02 74.50
16 K 1.85 113.70
17 K 2.52 148.00
18 K 2.17 106.50
19 E 2.10 121.60
20 E 1.67 79.80
21 E 1.43 119.00
22 E 2.58 111.00
23 E 2.03 62.00
24 K 2.90 115.10
25 K 1.91 110.70
26 K 2.33 87.00
27 K 2.29 151.70
28 E 1.97 154.00
X 2.10 111.00
t SD 0.30 28.20
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Tablo 8. Gen¢ ve yasli olgularda ATPaz aktiviteleri, plazma ve eritrosit Na*,
K* konsantrasyonlarn ve sialik asit diizeyleri (ort. £ SD)

Geng¢ Grup Yaslh Grup

Total ATPaz 1047.0 + 363.0 822.2 + 462.4
(nmol P,/mg prot./90")

Na*-K*ATPaz 132.6 + 55.1 109.6 + 39.9
(nmol P,/mg prot./90")

Ca**ATPaz 664.3 + 290.6 538.1 + 358.8
(nmol P,/mg prot./80")

% Na*-K*ATPaz 13.5 + 6.1 14.4 % 7.4
% Ca**ATPaz 61.4 + 13.6 61.3 £ 16.2
Na-_ (mmol/L) 139.0 + 94 1450 =+ 3.0*
K*. (mmol/L) 3.8 + 04 40 £ 0.4
Na* (mmol/L) 7.2 x 1.3 8.1 % 2.7
K+ (mmol/L) 113.6 + 8.1 118.9 8.9
P-SA 1.9 + 0.3 2.1 % 0.3
{mmol/L)

EM-SA 100.8 + 256 111.0 = 28.2

(nmol/g prot.)

*p <0.05



TARTISMA

Yaslanma olaylari, ya tim organizmanin (konagin) yaslanmasi ya °
da dolagimdaki hucrelerin yaglanmasi ile ilgili biokimyasal ve morfolojik
¢alismalari igine alir. Eritrositler yaglanma ile iigili biokimyasal arastir-
malarda, hem hulcresel ve hem de organizma yaglanmasinin izlenmesi
acisindan 6zellikle uygun model olarak kabul edilmektedir . Organizma
yaslanmasinin, cesitli eritrosit enzimlerinin aktivitesi ile iligkili oldugunu
kanitlayan galismalar (83), enzim aktivitesinin yalnizca yaslanan hiicrenin
bir fonksiyonu degil, fakat tim organizmanin yasina da bagl oldugunu -
gostermistir. Na*-K*ATPaz Uzerine yaslanmanin etkileri ile ilgili, kesin
kanitlar elde edilememis, ¢ok nadir ve celiskili calismalar vardir. Bu ¢a-

lismalarda ¢ogunlukia eritrositier, beyin ve karaciger enzim aktiviteleri

Calismamiz organizma (konak) yaslanmasinin membranin transport
fonksiyonu ve 6nemli yapisal bileseni olan sialik asit Gzerine etkilerinin
incelenmesi ile ilgili, yurdumuzda yapilan ilk arastirmadir. Yaglanma et-
kileri, yag ortalamalari 27,85 + 3.0 ve 63.85 + 9.9 olan saglikli kadin
ve erkeklerde incelenmistir. insan eritrosit membrani Na*-K*ATPaz ak-
tivitesinin saglikl kisilerde beslenme aligskanliklari ve aglik-tokluk durumu
(104) dinlenmede metabolik aktivite orani ¢4, vacut agirhg 73, irk (85.109)
ilag ve vitamin tuketimi, kan basinci, sigara ve alkol aliskanliklari gibi
cesitli faktorierle az da olsa etkilenebilecegdi bilinmektedir. Bu nedenle
geng ve yasli olgularin bu kisisel 6zellikleri dikkate alinarak yapilan se-
cimleri ile grup igi ve arasi azami homojenizasyon saglanmistir. Bu amagla,
olgularin beslenme durumu bakimindan (etobur veya vejetaryen) gibi farkh
olmamasina dikkat edildigi gibi, tum olgulardan 12 saatlik aglik durumunda
kan alindi. Ayrica vicut yad dagiliminin normal standartlarin digina ¢ik-
mamasi igin; boy ve kilolar| 6lglldu ve vucut adirliginin, boy uzunlugunun



47

karesine bélunmesiyle (kg/m2) VKI'leri hesaplandi. ‘Secilen geng ve yasl
olgular, ortalama olarak normal agirligin Ust sinirt kabul edilen 27'nin
altinda (geng¢ VKI: 21,88 + 2,31, yash VKI 25,24 + 2,43) idi. Bireysel olarak
14 yaghdan yalniz Ggu kilo fazlasi idi. Bu G¢ yash olgudan yalniz birinin
Na*-K*ATPaz ve Ca?*ATPaz aktiviteleri tim yasli olgularin ortalama
degerinin (Na*-K*ATPaz igin, 109,6 + 39,9, Ca%*ATpaz igin 538 + 358)
Gzerinde idi. Diger ikisinin enzim aktiviteleri ortalamanin altinda idi. Geng
grupta, ortalamanin Uzerinde Na*-K*ATPaz aktivitesi (132,6 * 55,1) olan
5 kiginin VKI'leri 17-22 arasinda degismekte idi, yani bir hayli zayif idiler.
Bu bulgulara gére, Na*-K*ATPaz aktivitesinin, VKI'ne gére normal agirliktaki
kigilerde ve hafif kilo fazlasi olan kisilerde olumlu ya da olumsuz etki-
lenmedigi anlasiimaktadir. Bu dustncemiz, VKI ile eritrosit Na*-K*ATPaz'i
arasinda bir iligki oimadi§ini bildiren arastiricilarla ayni do§rultudadir .
(7,25.69.103) Ancak, VKI 40'1n tizerinde olan ciddi sigman kigilerde enzim
aktivitesinde anlamh bir azalmanin olabilecegdi bildirilmistir 9. Diger ta-
raftan, yash olgularimizin hi¢ birinin VKI,' sismanligin alt siniri olan 32’ye
ulagmadigi halde yaslilarin ortalama VKI, genglere gére ileri derecede
anlamlt artmis bulundu. Buna gére yaslanma, VKl'inde artmaya e§ilim
olugturmaktadir. Bu bulgumuz da, yaslanma ile VKI'nde artig bulan aras-
tirictlarin bulguiari ile uyum géstermektedir (46.67),

Olgularimizi bireysel olarak inceledigimizde gen¢ grupta Na*-K*ATPaz
aktiviteleri 35,5 ile 206 nmol P,/mg prot./90', yaslilarda 66,3 ile 180,8
nmol P/mg prot./90' arasinda degismektedir. Ca2*ATPaz aktivitesi ise;
geng grupta 154,3 ile 1214, yaghlarda 87,4 ile 1120,5 nmol P/mg prot./
90' degerleri arasinda degismektedir. Bunlara gére; saglikli bireylerin
her iki enzim aktivite degerlerinde genis sagiimalar oldugu gérdimektedir.
Gergekten, literatirde bu tlar genis birey i¢i ve arasi dagilimiari olusu-
munun, eritrosit enzim aktivite tekniklerinin uygulanigindan dogan énemili
bir sorun oldugdu bildirilmistir ©4). Eritrosit membrani transport ATPazlarinin
dlchimesi igin ¢esitli aragtiricilar tarafindan kullanilan yéntemler arasinda
genis dagilimlar vardir. Standart bir iglemin olmamasi ve enzim aktivitesini
ifade etmek igin farkh birimlerin kullaniimasi, farkli ¢alismalardan elde
edilen sonuglar arasindaki kiyaslamayi ¢ok guglestirmektedir. Ayrica; genig
saciimall bu normal enzim aktivite degerierinin iglem farkliliklari disinda,

. fizyolojik parametrelerdeki degiskenlikler sonucu oldugu ileri straimastar
(34).
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Geng grupta ortalama Na*-K*ATPaz aktivitesi 132,6 + 55,1, Ca?*ATPaz
aktivitesi 664 + 290 nmol P/mg prot./90' olarak bulunmustur. Yagh grupta
her iki ATPaz aktivitesinde anlamli olmayan azalma saptanmistir. Yash-
larda ortalama Na*-K*ATPaz aktivitesi genglere gére % 17,3 azalarak
109,6 * 39,9, Ca?*ATPaz aktivitesi ise % 18,9 azalma ile 538,1 + 358,8
(nmol P/mg prot./90") olarak bulunmustur. Bireysel olarak yalnizca 3 geng
olgunun (1/3) her birinin Na*-K*ATPaz aktiviteleri de@erleri, tUm yasl
olgularin ortalama enzim aktivitesinin (109.6 + 39.9 nmol P/mg Prot./
90" altinda idi. Yaslilarin ise 8'inin (2/3) Na*-K*ATPaz aktivitesi tum yash
grubun ortalama degerinin aitinda bulundu. Yine 3 gen¢ olgunun (1/3)
her birinin Ca2*ATPaz aktivite dederi tum yasli olgularin ortalama Ca?*
ATPaz aktivitesi degerinin (538.1 + 358 nmol P./mg prot./90) altinda idi.
Ozetle; 1/3 geng olgunun Na*-K*ATPaz ve Ca2*ATPaz aktiviteleri dusuk,
1/3 yagh olgunun bu enzim aktiviteleri istisna olarak yuksek bulunmustur.
Bu istisnalar, her iki grup arasindaki farklarin anlamhlik sinirlari igine
girmesini engellemektedir. Ancak burada énemle tzerinde durulmasi ge-
reken bulgu, iki yas grubumuzun (23-34 ve 51-88 yaslar) ATPaz aktiviteleri
arasinda farklilik bulunamamasidir. Cok yakin bir zamanda bir arastirici
grubu da ('3 geng (17-40) ve orta yas (41-60) arasindaki kigilerde bu
bulgumuza benzer sonuglar elde ettiklerini ve 60'li yaglardan énce Na*-
K*ATPaz aktivitelerinde hig¢ bir degisiklik oimadigini bildirmiglerdir. Calis-
-mamizda yas ortalamasi 65 civarinda olan yaslilarda azalmaya egilim
gOsteren fakat anlamlilik vermeyen ATPaz aktivitelerinin 70 ve 80 yas
Gzeri saghkh yashlarda anlamli sonuglar verip vermeyecegi belirsizdir.
Bu nedenle, cogunlukia geng insanlar toplulugundan olusan yurdumuzda
70 yas Gzeri saghkl insan bulmak ¢ok gluc¢ olmasina ragmen, 70-90 yas
aras! yeterli sayida sagliklh kisideki enzim aktivitelerinin arastiriimasi uygun
olacaktir.

ATPaz yéntemlerini modifiye ederek uyguladigimiz Rahman ve ark.
85 25 saglikh kiside Na*-K*ATPaz aktivitesini saatte mg. prot. bagina
140.2 + 11 nmol P, olarak bulmus, Davis ve ark. ?*) ise; 11 geng kigide
Na*-K*ATPaz aktivitesini 90' de, mg. prot. basina 144 + 8 nmol P, 15
yashda 136 + 6 nmol P,, Ca2*ATPaz aktivitesini genglerde 434 + 28, yas-
lilarda 378 + 24 nmol P, olarak bildirmislerdir. Bir bagka arastirici grubu
da Na*-K*ATPaz aktivitesini erkeklerde 145,7 + 3,7, kadinlarda 164,7
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+ 5,8, siyah irkta 140,3 £ 4,2 (nmol P/mg prot./saat) olarak vermislerdir
(92 Buna gére bizim olgularimizin Na*-K*ATPaz degerleri bu arastiricilarin
bildirdikleri degerler ile uyum géstermektedir. Bizim olgularimizda, Ca?*
ATPaz de§erleri Davis ve ark. @9 gére biraz daha ytksektir. Eritrosit membran
Ca?*ATPaz aktiviteleri ile ilgili difer bazi calismalarda yine, normal enzim
aktivitesi dederlerinde bir hayli farkh sonuglar bildirilmigtir (34 36.43,123).
Ornegin; 25 normal geng kiside eritrosit membrani Ca2*ATPaz aktivitesi
573 + 127 (nmol P/mg prot./saat) ¥4, 5 normal erigkinde 1530 + 250
(nmol P./mg prot./saat) (*23), 12 normal geng ve yash kiside 1030 + 80
(nmol P/mg prot./saat) “® ve 19 normal geng ve yaslida 366 + 32 (nmol
P/mg. prot./saat) (1% olarak saptanmistir. Bunlara gére normal eritrosit
membrant Ca?*ATPaz'iI saatte mg prot.basina 300-1600 nmol P. arasinda
degismektedir. Bizim olgularimizin dederleri, bu degerler arasinda oldu-
gundan yine literature uygunluk gdstermektedir. Ancak gerek Na*-K*ATPaz
ve gerekse Ca?*ATPaz aktivitelerinde yaslanma ile aniamlilik sinirlari
icinde olmayan azalma saptamamiz, her iki enzimin konagin yésn ile etki-
lenmedigdini dostindurmektedir. Bu bakimdan bulgumuz Davis ve ark. 4
bulgulariyla uyum géstermektedir. Bu yénden ¢alismamiz buligular:, geng
ve yasiilarda Na*-K*ATPaz aktivitesinde herhangi bir farkhiik bulmayan
diger bircok arastiriciyla da ayni dodrultudadr (2255.58,6387,104122) B\ng
karsilik, yaslanmanin insan ve hayvan eritrositlerinde, Na*-K*ATPaz ve
Ca?*ATPaz aktivitesinde azalmaya (26.32.78.83.89) ya da artmaya 2 yol ag-
tigint bildiren arastiricilar ile zit yéndedir.

Bu farkithklar yéntem farklari, arastirilan olgu ya da deneklerin tur,
cins ya da irk farkliliklari, kisisel 6zellikleri bakimindan heterojen olusu
ve arastirilan érnek sayisinin yetersiz olusu ile agiklanabilir. KigUk érnek
sayisl, genis birey i¢i farkliliklar olustugunda hatali hikimlere yol agabilir.
Diger yonden ayni kisi ya da hayvanda 6rnegin eritrosit Na*-K*ATPaz'inin
yasa bagli azalmasi, baska bir doku incelendiginde (6rnegin beyin, kalp
vb.) artma ya da hig bir dedisiklik olmaksizin ortaya ¢ikabilir, yani yasa-
bagdll enzim aktivitesi degisikli§i dokuya 6zgl olabilir.

Calismamizda geng ve yasli kisilerde eritrosit membrani Na*-K*ATPaz
ve Ca?*ATPaz aktivitelerinde anlaml bir farklilik bulamamamiz sonucu
su yargilara varilabilir,
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a) Oncelikle yaglanmaya bagl olarak eritrosit membrani fonksiyonel
ATPaz birimleri sayisinda bir kayip olmadi§i dusunullr. Cankd, Na*-K*ATPaz
baskilanmasinda primer olay, Na*-K*ATPaz birimleri sayisinda azalmadir
(13)_ Diger olasiliklar b) membran viskositesinde degigiklik olmadidi c)
ve/veya yaslanma sonucu dolagsimda Na*-K*ATPaz inhibitért (ya da inhi-
bitérierinin) artmamis oldugudur.

Na*-K*ATPaz enziminin, dUzenlenmesinden sorumlu oldudu hicre
ici ve digi monovalan iyon konsantrasyonlari da éigtimustir. Geng grupta
ortalama plazma Na*'u 139%9,4, plazma K*u 3,8 £ 0,4 mmol/L, eritrosit
Na*u 7,2 + 1,3, K*, deeri ise 113,6 = 8,1 mmol/L bulunmustur. Yaslilarda
hem ekstraselltler hem de intraselltler Na* ve K* konsantrasyonlarinda
hafif artma olmustur. Ancak yaslilarda 145 + 3,0 mmol/L bulunan ortalama
Na*. degeri genglere gbre anlamli artig géstermistir. Geng ve yaglilar
eritrosit membrani Na*-K*ATPazinda anlamli bir fark bulunamadigindan,
yaslilarda anlamli olmayan hafif eritrosit Na* konsantrasyonu artiginin,
artmig ekstraselliler Na* konsantrasyonu sonucu sodyumun pasif trans-
portunun uyariimasina baglh olabilecegi dasunulmuastir. Bizim galismamizda
oldugu gibi, baska arastiricilar da yashlarda genclere goére eritrosit Na*’
unda anlamli olmayan artis bulmuslardir ©'.7%) Bir bagka galigmada, genc
ve yaslilarin hicre i¢i Na* ve K* konsantrasyonlarinda anlamli bir fark
bulunamamstir 4. Bazilari ise, yalnizca yasli kadin grubunda Na*, kon-
santrasyonunda anlamli artig bildirmigtir (77.99),

LiteratUrde Na*, konsantrasyonlari genellikle 5,0 ile 10,9 mmol/L arasinda
(20,21,34,42,50,6175,77.79,81.82,92.95.102103,121) K+ konsantrasyonu 80 ile 139,9
mmol/L arasinda (20.42,50,61.75,79,81,82,84,82,102103,121) bylynmustur. Na*; kon-
santrasyonu 138-144 mmol/L (42.5061.79.8492.121) K*_ konsantrasyonu 3,8-
4,2 mmol/L (42:50.61.78.84.92,121) graginda dedismektedir. Bizim galismamizda
geng ve yasli grup icin buldugumuz plazma ve intraeritrositer Na* ve K*
degerleri, bu konsantrasyonlar iginde olup, literatlr bulgularina tamamiyle
uygunluk gésterrhektedir.

Organizma yaslanmasinin eritrosit membraninin glikoprotein yapih
transport proteinleri olan Na*-K*ATPaz ve Ca2*ATPaza etkilerinin yani
sira, membrandaki gliko-bilesiklerinin énemli yapisal elemani olan to-
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tal sialik asit dizeylerine etkileri de incelenmistir. Genglerde ortalama
P-SA dizeyi, 1,940,3, yashlarda 2,1x0,3 mmol/L bulundu. Literattrde,
P-SA dlzeyi bizim kullandigimiz yéntemle 1,7 ile 2,3 mmol/L arasinda
bildirilmigtir ("%, Calismamizda elde edilen dederler de bu sinirlar igindedir
ve literatur degerlerine tamamiyle uygundur. EM-SA diizeyinin genglerde
ortalama 100,8 + 25,6 (umol/g prot.) iken, yashilarda 111,0 £ 28,2 (umol/
g prot.)'a yukseldigi saptandi. EM-SA duzeyleri ile ilgili ve 6 ile 18 kisilik
oldukga kigUk gruplarda yapilan nadir birka¢ ¢alismada g protein basina
96,40 £ 2,06 ("3 104,9 + 2 (1" ve 124 + 22 12%) imol SA deerleri bil-
dirilmigtir. Bizim genc¢ ve yasli olgularimizin EM-SA ortalama degerleri,
bu degerler arasindadir ve literatur bulgularina tamamiyle uyum goster-
mektedir.

Geng ve yasli olgularda, gerek plazma gerekse eritrosit membrani
SA duzeyleri arasinda anlamli bir fark olmasa da, yaslilarda total SA du-
zeyinin artmaya eQiIirhli oldugu anlasiimaktadir. Yaslanma ve sialik asit
duzeyleri ile ilgili literaturdeki nadir galismalardan birinde, saglikhi kadin
ve erkeklerde sialik asidin ilerleyen yasla hafifce arttigi bildirilmigtir (1),
Yaslanmanin lenfosit sialik asit dazeylerine etkilerinin incelendidi bir bagka
caligmada () sialik asit 20-80 yas arasi erkeklerde 10’ar yas arali in-
celendiginde anlaml farkhlik géstermemistir. Bizim inceledigimiz yas gruplari
olan 20-30 yasin sialik asit duzeyleri, 51-60 yas grubuna goére belirgin
daha az, 61-70 yas grubu ile hemen hemen ayni duzeyde, fakat anlamli
bulunmamistir (V. Bizim olgularimizda yaslilarda artmaya egilimli fakat
anlamli bulunmayan P- ve EM-SA duzeyleri ile ilgili bulgularimiz, bu literatur
bulgularina yine uyum gdstermektedir.

Ozetle, genc ve yasli kisilerde eritrosit membrani Na*-K*ATPaz ve
Ca?*ATPaz aktivitelerine paralel olarak, hicre ici ve digi Na* ve K* konsant-
rasyonlarinda anlamli farkliliklar saptanmamustir. Bu durumda, her iki enzimin
ilerleyen yas ile etkilenmedidi ve buna bagli olarak da hicre hacmi ve
homeostazisi ile ilgili &nemli mekanizmalarda organizma aleyhine olabilecek
degisikliklerin olugsmayacag dusunulebilir. Sonug olarak yaglanma olayinin,
membranin yapisal bilesenlerinde (sialik asit) bir kayba yol agmadi§i gibi,
membranéz aktivite ve hucresel homeostazisinin normal islevinin surdd-
raimesine engel bir ortam olusturmadi@i kanisina variimigtir. Bununla beraber,
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olabildigince daha yasli ve daha genis olgu sayisi ile ¢alisilarak, bul-
gularimizin desteklenmesi ve bu konuda hig bulunmayan referans degerlerimizin
literatlre kazandiriimasi uygun olacaktir.



OZET

Yaslanma olaylarinin membran yapisi ve fonksiyonundaki degdisiklik-
lerie iliskili oldugu bilinmektedir. Bu degisikliklerin spesifik enzim aktiv-
itelerinin dlgtimesi yolu ile belirlenmesi de, 6nemii bir yakiagimdir. Molekuier
mekanizmalari bugline kadar tamamiyle anlagilamamis olan yaglanma
olaylarinin, membrana-bagdli enzim aktiviteleri ile iliskileri de son yillarin
ilgi ceken konularidir. Ancak, yastanmanin insanlardaki Na*-K*ATPaz enzimine
etkisi konusunda bir hayli kisith ve geliskili bilgiler bulunmaktadir. Bu
nedenle eritrosit membraninin iki énemli transport proteini olan Na*-K*
ATPaz ve Ca?*ATPaz aktiviteleri ile, énemli bir yapisal bilesidi olan sialik
asit duzeylerindeki yasa-bagimli olabilecek degisiklikleri arastirmay ve
bu konudaki sinirii bilgilere katkida bulunmayi amagladik.

Yaglari 23-34 ve 51-88 arasinda degisen 14 gencg ve 14 yash kadin
ve erkeklerden alinan kan érneklerinde ¢alisildi. Geng ve yasl tum olgular,
ortalama VKI'ne gére normal agirligin tst siniri olan 27'nin altinda bulun-
dugundan standart normal agirlikta idiler. Diger birgok kisisel ézellikleri
acisindan da benzer olanlari segildiginden tuminan olabildigince homojen
olmasi saglandi.

Sabah ag olarak alinan kan érneklerinden plazma ve eritrosit membrani
elde edildi. Eritrosit membraninda Na*-K*ATPaz ve Ca?*ATPaz aktiviteleri
ve total sialik asit duzeyleri 6lglldu. Plazma ve eritrosit i¢i Na* ve K*
konsantrasyoniari flame fotometrik élgtldu. Ayrica plazmada total sialik
asit duzeyleri arastirildi. ‘

Yasgl olgularda Na*-K*ATPaz ve Ca2*ATPaz aktivitelerinde genglere
gére azalmaya egdilim olmasina ragmen, bu azalmalar anlamli bulunmadi.
Bu nedenle her iki enzimin aktivitelerinin konagin yasi ile etkilenmedigi
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dusUnuldu. Plazma ve intraeritrositer Na+ ve K* konsantrasyonlarinin yashilarda
artmaya egilimli oldugu saptandi. Ancak, yalniz plazma Na* artigi anlaml
bulundu. Plazma ve eritrosit membrani SA duzeyleri de yaslilarda hafif
artmis bulunmakla birlikte, anlamli degildi.

Sonug¢ olarak yaslanma olayinin, htcre hacmi ve homeostazisi ile
ilgili yasamsal fonksiyonlarda ve membran yapisinda organizma aleyhine
degisikliklere yol agmadi§i ve membrandz aktivitenin strdirtlmesine engel
bir ortam yaratmadidi kanisina variimistir.
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