T'C.
Marmara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

NORMALDE VE ATEROSKLEROZDA
TROMBOSITLERDE GLIKOJEN METABOLIZMASI

(YURSEY T.ISANS TEZT)
Ecz. AYTEN UNLUER

Danisman
Doc.Dr.TURAY YARDIMCI

. istanbul - 1986






ONSUZ

_ Bu caligmamda bana yol g8steren, bilimsel ydnden arés—
tiricilik, yaraticilik ve beni yeni buluslar konusunda {imit
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Doc¢.Dr,.Y1ldiz Avanoglu ve Dog.Dr.Aytekin Erdag'a, sabir, an-
layis ve bilgisiyle bana yardimecr olan ve 1gik tutan esim

Dr.ihsan Uinliler'e sgiikranlarimi sunarim.
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GIRIS

Trombositler 2-5 ¢apinda ¢ekirdeksiz hiicreler olup

periferik'kanda sayilari mm3'te 150.000-400,000 arasindadir.

Hemostaz mekanizmasindaki etkinliklerini adezyon, ag-
regasyon ve sekresyon fonksiyonmlari ile saglarlar. Trombosit-
lerin Z 77-88'i sudur, geri kalan kuru agirligi inorganik
maddeler, proteinler, lipidler, karbohidratlar ve adenin nuk-
~leotidieri clugturur(l). Woedside ve Kocholaty'e gdre twombo-
sit kuru agirliginin % 8.47'si karbohidratlardir. Karbohid-
ratlar arasinda glikojen ¢ok sik¢a bulunup trombosit kuru

agirliginin % 2.34"tnd meydana getirir(2).

Gross ve arkadasgslari ise 1x10";trombositin 30 uymol
glikojen icerdigini rapor ettiler(4). Olsson trombosit basina
0.048 pg. glikojen tespit etmistir(s). Glikojen tanecikleri
(epsilon graniiller) elektron mikroskopta ultrastriiktiirel ola-
rak gdsterildi(1l). Bu incelemelerde 150-400 A° capinda kaba
graniiller halinde gdzlikiirler. Daginik ve rozet sekli gdste-

rirler.

Trombositler karbohidrat metabolik yollarindan: gliko-
1iz ide, heksoz monofosfat gsantina, Krebs siklusuna, az oran-
da glukoneogenezise, glikojen yapim ve yikimina sahip hiicre-

lerdir thekil 3, 4, 5) Akkerma%],(4,5,6,7,8,9,10,11).



Trombositler yiiksek metabolik aktiviteye sahip hiicre-
ler arasinda sayilir. Bilhassa sekresyon fonksiyonunu yiiriite-

bilmek icin metabolik enerjiyi kullanirlar.

Karpatkin hafif ve kiiciik (yasli) trombositlerle agir
ve biliylik (geng) trombositleri karsilastirmig; geng trombosit-
lerin dahaAyﬁksek metabolik aktiviteye sahip oldugunu gdster-
migtir(12,13).

Trombositlerin baslica enerji materyeli glikojen-
dir(12). Sekil 4'te glikojen metabolizmasi sematik olarak

gbsterilmigtir.

Trombositler kasilabilen hiicrelerden olduklarindan do-
lay1r glikojen métabolizmasi 8nem kazanir(l4). Kasilabilen
hilcreler glikojen miktarina baglidir c¢iinkii kasilma enerjisi-

nin bliyik bdliimi glikdjen yikimi ile olur.

Diger hiicrelerde oldufu gibi trombositlerde de gliko-
jen sentezinde rol alan enzim aktif glikojen sentetazdir.
Glukoz-6-P bu enzim aktivitesini oldukca yiikseltir(15). Gli-

kojen sentezi glikojenoliz sirasinda da devam eder(7).

Trombositlerde glikojen yikimi fosforilaz a (aktif sek-
1i) adli enzim yardimi ile gergeklegir. Bu enzim c-AMP'ye ba-
gimlidir(16). c-AMP'de adenilat siklazin uyarilmasi ile mey-
dana gelir(l4). Glukoz arttigy durumlarda trombositlerde fos-
forilaz aktivitesinin azaldigl gdsterilmigtir(7). Ayrica '
Scheneider, fosforiiaz aktivasyonun catt iyonlari tarafindan
fosforilaz b kinazin direkt aktivasyoﬁu ile olabilecegini ra-

por etmigtir(1l4).

Karpatkin insan trombositlerinde glikogenezis yaninda
laktat, piruvat ve sitrati trombosit glikojenine c¢evirdikle-

rinin varligini bulmustur(6).



‘Normal olgularda trombositler metabolik énerji gerek-
sinmelerini glukozdan saglarlar. Glukozun transportubtrombOr
‘sitlerde basit diffﬁéyon ve aktif transport sistemiyle
olur(ll). Normal olgularln trombosit metabolik enerjisinin
Z2-50'si glikoliz ile saglanir(l). Trombositlerde; alinan glu-
kozun cok az bir kismi mitokondri icinde sitrik asit sikluéu—
na girer ve oksidatif fosforilasyonla hiicreye enerji saglar,

bu yolun enerji verimi daha yiiksektir(10,17).

Trombositlerin uyarilmasi ile glikoliz hizlanir, glu-

koz kullanimi ve laktat yapimi 2-8 misli artar(10,18).

Trombositler; aterosklerotik plak olusumuna iki sekil-
de katkida bulunurlar. Birinecisi: Cesitli nedenlerle zedelen-
mis damar endoteline yapigsarak; ikincisi: zedelenmisg endotel-

de intima hiperplazisi saglayarak.

Aterosklerozlu olgularin trombositleri hiperaktif du-
rumdadir(10), yani trombositlerin ana igslevleri olan adezyon,
agregasyon ve sekresyonda artma vardlrﬁ(Tablo 1l: . Ateroskle-
rozlu olgularin trombositlerindeki degigimler gdriilmektedir).
Bu durumda trombositlerin enerjiye olan. gereksinimleri art-
mistir. Zira agregasyon ve sekresyon enerji gerektiren‘olay—
lardir. Ayrica aterosklerozda trombositlerde: biyokimyasal.
degigimlerin oldugu glukoz aktif transportunun kayboldugu,
glukozun hiicre icine yalnizca basit diffiizyonla girebildigi

gbsterilmigtir.

'Trombositlérin ATP iie glikojen arasinda hazir buluna-
bilen enerji nakledicisi olarak fosfokreatin icermedikleri
bildirilmistir(14). Bundan dolayi glikojen metabolizmasinin

kontrollii dahada 86nem kazanmaktadir.

Simdiye kadar yapilan gallsmalardavtrombositlerde gli-

kojen metabolizmasi tizerinde durulmus ve trombositlerde gli-



kojen depo edildigi saptanmistir. Beyaz kan hiicrelerindeki
(akyuvar-trombosit) glikojenin 7 30-50'si trombositlere ait-
tir(3). Eritrositlerde giikojen bulunamamis fakat eritrosit
membranlarinda glikojen sentetaz ve glikojen fosforilaz en-

zimlerinin varligi gdsterilmigtir(20).

Glikojen &lciimleri; hem glikojen depo hastaliklari gi-
bi patolojik durumlarda hem de Hultman tarafindan c¢alisildiga
gibi; kas metabolizmasi, normal metabolizmanin egzersiz ve
diyete yanitinin deferlendirilmesi icin 8nemlidir. Cok kiiciik
biopsi 6rnek1eriﬁde glikojen igeriginin tespit edilebilmesi
Her iki durumda da Bnemlidir(1l7). Biitiin glikojen depo hasta-
liklarinda normal veya anormal yapida bir glikojenin cesgitli
dokularda biriktigi bilindigi i¢in, bu hastaliklarda glikojen
seviyesinin tayini organ biopsisinden 6nce teghiste biiyilik bir
kolaylik saglar(20).

Simdiye kadar yapilan arastirmalarda cegitli aragtiri-
cilar trombosit glikojen metabolizmasi iizerinde ¢ok durmug-
lar, Yildaiz Avahoglu normal ve aterosklerozlu olgularin trom-
bositlerinde uyarilmadan 8nce ve sonra glukoz kullanimi ve
laktat yapimina bakmig, aterosklerozlularda glukoz kullanimi
yoniinden bir fark olmamakla birlikte laktat yapiminin hizlan-

digin1 gbstermistir(10).,



AMAC

Aterosklerozlu olgularda trombositlerin metabolik isg-
levleri artmigtir. ﬁzéllikle enerji gerektiren agregasyon ve
sekresyon fonksiyonlari hiperaktif durumdadir. Normal olgu-
larda metabolik iglevler igin gerekli enerji glukozdan sagla-
nir. Yani laktat yapimi ekzojen glukozdandir. Hiicre igine
glukozun girigi ise aktif transport ve basit difiizyonla ol-
maktadir{10,11,23,24).

Aterosklerozlu olgularda trombosit membranindan gluko-
zun aktif transportu bozulmusg, hiicre igcine glukoz girigi ki-
sitlanmigstir. Diger taraftan eksojen glukoz kullaniminda bir
farklilik gdriilmedigi halde laktat yapiminin anlamli olarak
arttigi bu olgularda g&sterilmistir(10). Bundan dolayi atero-
sklerozda trombositlerin enerji gereksinimi nereden karsilan-

maktadir?

Aterosklerozlu olgularda trombositlerin; eksojen glu-
‘koz yerine depo glikojenlerini glikojenoliz sonucu gl.-6-P a
dénlistiiriip laktat yapabilirler ve bu anda agiga ¢ikan enerji-
yi artan metabolik iglevlerinde kullanmis olabilirler diislin-
cesiyle; bu caligsmamizda normal ve aterosklerozlu olgularda

trombosit glikojen diizeyine baktik.



ARAC, GEREC VE YONTEMLER

A. MADDELER

Glukoz, KOH, HZSO4, sitrat, NaCl, etil alkol maddeleri
MERCK firmasindan, ANTHRON (Merck) ise Gapa Tip Fakiiltesi

Farmakoloji Anabilim Dalindan temin edilmigtir.

B. ARACLAR

,Santrifﬁj (DADE), santrifiij . (Biobak), sentrifiij
(Janetzki TS), spektrofotometre (Shimadzu) kullanilmigtir.

C. OLGULARIN SEGiMi

Bu galismamlzda ateroskleroz ydnilinden normal 8 olgu
(18—40lyas), aterosklerozlu 11 olgu (42-75 yas) incelenmis-
tir. 40 yagin ﬁstﬁnde aterosklerotik degisimler belirginles-
tiginden doiayl(lo) kontrol grubu olarak geng yastakiler se-
cilmistir., Aterosklerozlu olgularin 9 tanesi Cérrahpasa Tip
Fakiiltesi, Kalp Cerrahisi bslimiinde periferik damar tikanik-
l1g1 teshisiyle yatan ve 2 tanesi de ayni fakliltenin Dahiliye

s
ikliniginde aterogkleroz tegh konmus ilag altinda olma-

yvan olgulardi.



D. TROMBOSLIT ELDESI

20 cc'lik plastik enjektdr kullanilarak; 2 cc sitrat
(% 3.8"1ik) 18 cc kan olacak gekilde periferik kan, kol ve-
ninden alindi., Olgularin 15 giin 8nceden itibaren antiagregan
ilag almamalarina ve iyi kahvalti etmis olmalarina dikkat
edildi. Sitratli kan plastik tiplere konularak yarim saat buz-

dolabinda +4°C'de bekletildikten sonra:

1500 rpm (DADE) de 4 kez 2,5 dakika eritrositler ¢8k-
tirdildii. Trombositten zengin plazma (PRP) plastik tiiplere
alindi. PRP'ler 5000 rpm'de (Janetzki TS) 20 dakika santrifiij

.....

lojik ile yikanda.

E. GLIKOJEN TAYINI

Bu caligmamizda glikojen Anthron metodu ile tayin edil-

mitir(21).

25-100 mg arasinda agirlikli trombositler(l9); 1 ml

7 30 KOH c8zeltisi iceren cam tiipe yerlestirildi. 20 dakika
kaynar su banyosunda tutuldu. Tlp sogutularak; 1.25 ml 7% 95
etanol ilave edildi ve karistirildi. Yavasca su banyosunda
kaynamaya getirildi; sogutuldu. 3.000 rpm (BIOBAK) de 15 da-
kika santrifiij edildi, siipernatant doékiildi, tiip filtre kagi-—
di lizerine ters koyuldﬁ ve liyice siiziildii. ¢8ken glikojen 1 ml
distilé-suda tekrar eritilip 1,25 ml etanol ile c¢oktiirilerek
de 'tayin edildiginde bu iglemin bir fark yaratmadigi gdriildi.

¢oktiiriilen glikojenin miktar tayini asapida anlatilmistir(l9).

5 ml test ¢6zeltisi (¢8ktiiriilmiig glikojenin S

5.0 ml dis-
tile sudaki ¢b6zeltisi), 100 pug glukoz igeren 5 ml glukoz stan-

dartr ve 5 ml distile su (k8r) iceren tiiplere otomatik pipet



ile buzlu su ic¢cinde tiipler ddndiiriilerek 10'ar ml yeni hazir-
lanmis anthron belirteci konulup karigtirildi. % 0,2'11ik
anthron belirteci 100,m1‘derisik HZSO4've 0;2 g anthron ile
hazirlandi. 10 dakika kaynar su banyosunda tiiplerin agzir ka-
patilarak isitildi. Hemen soguk su bahyosunda sogutuiup spek-
trofotometredé kdr ile sifira ayarlanarak 630 nm dalga boyun-

da ébsorbsiyon okundu.

Glikojenlmiktarinln hesaplanmasinda agagidaki formiil
kullan11d1(19): '

, » \ . _ 100 x U
Totalng gllkOJep = 111 %3S
U : Biiinmeyen glikojen ¢8zeltisinin absorbsiyonu

S : 100 g glukoz standartinin absorbsiyonu

1.11 : Glukozun glikojene degisimi icin MORRIS tarafindan

‘tespit edilen faktdr

0-50 ug/5 mlvglukdz konsantrasyonlarinda anthron meto-
du ile tayin yapllmls absorbsiyon ile glukoz konsantrasyonu
arasinda lineer Lambert—Beeré kanununa uyan iligki g&riilmiis—
tiir., Her glikojen nilimunesi ig¢in standart ayrica kullanilmis-

trr,



BULGULAR

Normal ve aterosklerozlu olgularin klinik laboratuvar
bulgulari Cerrahpasa Tip Fakiiltesi'nin ilgili laboratuvarin-
dan alinmistir (Tablo 2). Normallerde total lipid 500+0.3
Z mg ve total kolesterol 180%0.1l5 7Z mg olarak bulunmusg, ate-
rosklerozlularda ise bu degerler total lipid icin 735.5%0.1 %

mg ve total kolesterol igin 223%20.25 olarak bulunmustur.

1 mg trombosit bagina diigsen glikojen pg cinsinden her-
bir olgu ig¢in Tablo 3 ve TaBlo 4'te gbdsterilmistir. Sekil 2'de
ise normal ve aterosklerozlu olgularin herbirinin trombositle-
rinde glikojen igcerigi dagilimi gdriilmektedir. Normallerde &
olgunun ortalama degeri olarak 2.68+0,67 pg glikojen/mg trom-
bosit bulunmug, aterosklerozlularda ise 11 olgunun ortalama
degeri 2.06+0.78 ug glikojen/mg.trombosit olarak tespit edil-
mistir. Tablo 5'te istatik analiz neticeleri gdriilmektedir.
Degerler arasindaki fark istatiksel bakimdan anlamli bulunma-

mistir (P>0.05),

Sekil 1'de herbir olgunun glikojen miktarlari gdriilmek-

tedir.
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TABLO 1- Aterosklerozlu Olgularin Trombositlerindeki Fonksi-
yonel ve Biyokimyasal Degigsimler (Tr.

= Trombosit)

tesi

Tr. Antiplazmin-

- Prostaglandinlerin sentezi
- Tr. F3 aktivitesi ve avalibili-

- Total fosfolipid

Artan Azalan Degigmeyen
- cama adezyon - Tr. antitrombin |~ Tr. osmotik
- agregasyon III Frajilite
- sekresyon - Tr. yarilanma 8m—|~ Total 1lipid
Tl

APP .. - c—AMP

Fibrinojen »

Tr. F - glukoz transportu

TABLO 2- Normal ve Aterosklerozlu Sahislarin Laboratuvar
Bulgulari (Cerrahpasa Tip Fakiiltesi ilgili labora-

tuvarindan alinmistir)

Normal |Ateroskleroz
n=8 n=11
Total Lipid 7 mg 500£0.3 735.5+%0,10
Total Kolesterol Z mg;1l80+x0,15] 223.0%0,25
Yas 18 - 40 42 - 75

TABLO 3- Normal

Olgularin Trombosit Glikojen Diizeyleri

Olgu(Cinsiyeti|Yasi|ug Glikojen / mg. Tr.
E.L. d 36 3.80
V.0. o 18 3.70
M.E,. J 22 2.19
B.O. o © 21 2.92
|E.A. g 20 2,37
F.M, d 19 2.29
F.E. J 30 2.84
A.T. ? 40 2.76
Ortalama = 2.68 (Tr. = Trombosit)
SD = i0-67

n 8




TABLO 4~ Aterosklerozlu Olgularin Trombosit Glikojen Diizeyle-

i

Olgu|Cinsiyeti|Yasifug Glikojen / mg Tr.

v.T. ? 68 1.51

M.T d 70 1.39

M.D. d 60 1.27

Y.Y. 2 42 2.90

N.A ? 65 1.94

i.s d 75 1.46

R.T d 75 3.16

H.P. d 63 2.76

A.S. d 61 *1.623

M.S. o 65 1.82

A.Y. d 64 3.57
Ortalama = 2.06 (Tr. = Trombosit)
S, = +0,78
Sg = *0.24

n = 11



TABLO 5- Aterosklerotik ve Normal Olgu Trombosit Glikojen
Diizeyleri ‘ :

Olgu No ~ Normal Ateroskleroz
1 3.80 . 1.51
2 - 3.70 ‘ 1.39
3 2.19 1,27
4 2.92 o 2,90
5. 2.37 1.94
6 2.29 1.46
7 2.84 3.16
8 2,76 2.76
9 1.63
10 1.82
11 3.57
Ortalama 2.69 2.06
Sp 0.67 o 0.78
8 0.24 - C.24

ug Glikojen/mg Tr.
Ortalama - :
Normal , Ateroskleroz
n 8 11
SD - 0.67 , | 0.78
SE 0.24 - : - 0.24
t:1.87
0.05<P<0.10

(Tr. = Trombosit)
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Glukoz
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SEKIL 3- Trombositlerde glikolizis
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Glukoz

IS Zar

v

" Gldkez UDP-6lu

Glikojen(14)(4 )5 Glikojen(16)

v ’ )
Hekzos -6- '
mono-P-santi |0 f: P ;®ﬁ G“AJ}-‘-P
I ]
| J Glikojen(1,4)
P ‘ -
e »| Glikolizis — Fosforilaza®

Bagimli AMPve

Bagimsiz AMP
Fosforilaz | A Fosforilaz b
fosfataz kinaz
(aktif)
\\ // \
Ry /
Fosforilaz b
(inaktif)

<Jooo(alt

Fosforilaz b
kinaz
(inaktif)

SEKIL 4- Trombositlerde glikojen metabolizmasu ve diger kar-
bohidrat metabolik yollarla iligkisi
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- SEKIL 5~ Trombositlerde heksos monofosfat ganti




TARTISMA

Bugilinkii bilgilerimize g8re aterosklerotik plak olusumu
~ile trombositler arasinda Bir iliski sz konusudur. Ateroskle-
rotik olgularin trombositlerinin adezyon, agregasyon ve sek-
resyon gibi ana islevlerinde ar#tma ile gsekillenen degisik-
likler vardir ve adeta bu trombositler uyarilmis halde dolas-
maktadirlar. Buna paralel olarak metabolik bir takim aktivi-

telerinde de artma s&z konusudur ve muhtemelen bu degisiklik-

ler aterosklerotik plak olusumunda Snemli rol oynamaktadir(I0).

Trombositlerin ana islevleri ve metabolik aktiviteleri
enerji gerektiren olaylardir. Bu durumda aterosklerozlu olgu-
larin uyarilmamig durumda bile gok aktif olan trombositlerinin
‘0o oranda artmig bir enerji metabolizmas: olmasi gerekir. Iste
bu noktadan hareketle yapilan gallémamlzda aterosklerozlu ol-~

gularin trombositlerinde glikojen miktarina bakilmistir.

18-40 yag grubundan segilen normal gahislar kontrol
grubu olarak kullaﬁllmlstlr. Aterosklerozlu olgularimizi ise
periferik damar tikanikligi olan 42—75'ya§ grubu gsahislardan
olugsmus olup i.ﬁ. Cerrahpaga Tip Fakiiltesi Kalp-Damar cerrahi-

sinde yatan hastalardir.

Aterosklerotik hastalarin trombositlerinin glukoz memb-
ran transportunun bozuk oldufu gdsterilmistir(11,23,24). Diger

yandan trombositlerde glikojenolizin laktat yapimina yol acgan



dnemli bir yol o0ldugu saptanmistir(l4). O halde ateroskleroz-
lu hastalarin hiperaktif durumda olan trombositleri digsardan
yeterli glukoz alémlyacaglna gore glikojenoliz ile glikojeni-
ni laktata cevirip enerji gereksinimini karsilamasi beklenir.
Calismamizda normal ve aterosklerozlu olgularin trombositle-
rinde glikojen diizeylerine bakilmis fakat bu miktarlarlh isg=-
tatiksel bakimdan ¢ok anlamli fark gdstermedigi saptanmigtir.
Bunu tamamlayacak olan; ilerideki caligmalardir. Bu caligma-—
larda: Olgu sayisinin artirilmasini, aterosklerozlu olgularda
glikojen sentetaz ve fosforilaz aktivitelerine bakilmasinz,

C14 glukozun glikojene inkorporasyonunu ve glikojenden ayril-
masini, glikoneogenez enzimlerinin aktivitelerine‘bakllma31n1

amaglamig durumdayiz.




O0ZET

Aterosklerozlu olgular ile ateroskleroz bakimindan
normal olgularin trombositlerinin igcerdigi glikojen; miktar
bakimindan arastirildi; aterosklerozlu olgularin trombositle-
rinin hiperaktivitesindeﬁ dolay1l enerji gereksinimlerinin
fazla olmasi ve bu enerji gereksinimlerini depo glikojenleri-
nin glikojenolizinden saglayabilecekleri diisincesiyle yapilan
bu arastlrmadé'normal olgularda 2.69i0.67 pg glikojen/mg troﬁF
bosit ve aterosklerozlu olgularda 2.06 0.78 ug glikojen/mg
trombosit degerleri saptandi. Glikojen miktari aterosklerozlu
olgularin trombositlerinde azalmakla birlikte, Bu farkin an-

lamli olmadigr gdriildi.



"SUMMARY

The glycogen content of the platelets of normals and

atherosclerotic cases was investigated in this study to find
(auarwhether glycogenoclysis is»responsible for supplying some
Wb%/the energy needed for theinc%&ﬁé& metabolic energy
brequirement'in-the platelétsngﬂégherosclerotic cases. The
glycogen content of the platelets of normal and atherosclero-
tic subjects Was‘found to be 2.69%0.67 ug glikojen/mg plate-
lets and 2.06%0.78 ug glikojen/mg platelets respectively.
Although theré is some decrease in the glycogen content in
the platelets of atherosclerotic cases this difference was in

significaht.
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