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Bugiin 6lim nedenlerinin baginda gelen ateroskleroz patogene-
zinde endotel hiicresi yaninda trombositlerin rolii gok bilyiiktiir. Ateroskle-
rozlu gsahislarin trombositlerinde hiperadezyon, hiperagregasyon ve hiper-
sekresyon gibi trombosit fonksiyonlarindaki bozukluklar yaninda ézellikle
trombosit membranindaki degisimler dikkati gekmektedir.

Agregasyon ve sekresyon gibi trombosit fonksiyonlar: hiic renin
metabolik enerjisine baglidir. Bu enerjinin glikolizis yoluyla elde edilmesi
6n planda gelir. Glikolizis hizinin kontrol noktalarindan biri glikolitik yiki-
min baslangig maddesi olan glukozun trombosit membranindan trombosit
sitoplazmasina transportudur.

Aterosklerozda trombosit fonksiyonlarinin igbirliginde ve ko ntro-
linde trombosit membraninin bitiinliginin 6énemli bir yeri vardir. Yine
aterosklerozda trombosit membraninda gézlenen bazi degisiklikler rapor
edilmistir. Bu degisiklikler arasinda; glukoz ve aragidonik asit aktif tr ans-
port sistemindeki bozukluklar(1,2), membran fosfolipid ve glikoprotein

dagilimindaki farkliliklar(3,4), y-glutamil transferaz eksikligi(5) sayalabi-
lir.

Aterosklerozlu hastalarin trombositlerinde gérillen glukoz aktif
transport sistemindeki bozuklugun diabetes mellitus tip I’de olmadif:1, ate-
rosklerotik degisiklikler gosteren diabetes mellitus tip II’de bulundugu go6s-
terilmigtir(6).



Aktif transport sisteminden sorumlu glukoz baglayic1 aktivite
gosteren bir protein fraksiyonu soguk ozmotik gok yéntemiyle elde edil-
mig, ayrica aterosklerotik olgularin trombositlerinde gok sirasinda glukoz

baglayic1 protein aktivitesinin bulunmadig1 gosterilmistir(7,8).

Glukoz transportunun diger hiicrelerde oldugu gibi trombositler-
de de ¢ok 6nemli oldugu ve hiicrenin metabolik enerjisihin temini igin bir
kontrol noktas: oldugundan, ¢aligmamizda normal olgularin trombositlerin-
deki glukoz baglayici proteinin membrandan deterjan madde ile direkt
eldesi ve soguk ozmotik sok yéntemi ile kargilagtirilmasi amaglanmagtir.
Glukoz baglayici protein aktivitesinin kinetigi ve bu proteinin saflagtirilma-
s1 da bu ¢alismada planlanmistir.

Ayrica yeni bir antitrombotik ila¢ olan defibrotidin trombosit
glukoz aktif transport sistemine normal ve aterosklerozlu gahislarda in
vivo etkisi incelenmigtir.



II. GENEL BILGILER ==

A. TROMBOSITLER:

Trombositler kanin gekilli elementlerinin en kiigiigii olup kemik
iliginde megokaryositlerde geligirler. Alt agamadaki canlilarda gekird ekli
olup memelilerde gekirdeksizdirler. Dolagimda disk seklinde bulunurlar;
buradan uzaklastirildiginda kiiresel sekle déniigiirler. Elektron mikrosk obu
ile yapilan galigmalar trombositlerin mitokondri, ribozom ve endoplazmik
retikulum igerdiklerini gostermistir. DNA sentezi yoktur ancak protein sen-
tezi vardir. Trombositler zengin graniillere ve yiizeyle sitoplazma arasinda
baglant1 saglayan kanalikiiler sistemlere sahiptirler(9).

1. Trombosit Fonksiyonlar:

Trombositler hemostazda 6nemli rol oynarlar. HemostazdaKi
etkilerini kendilerine ait ii¢ gegit fonksiyonlar1 ile gergeklestirirler. Bu
fonksiyonlar: adezyon, agregasyon ve sekresyondur. Damar yaralanmasim-
da bazal membran, mikrofibriller, kollagen gibi endotel tabakanin altind a-
ki vaskiiler dokulara trombositler yapigirlar (adezyon). Yapisan trombosit-
ler uyarilarak bir takim maddeleri (ADP, serotonin) dig ortama verirler
(sekresyon). Salgilanan ADP agregasyonu artirirken, serotonin de damart

biizer(10). Olusan trombosit agregatlar: arasina fibrinin dolmasi ile prthtt
saglamlagir.



2. Trombosit Biyokimyasi

Trombositler ikincil agregasyon, sekresyon ve retraksiyon gibi
fonksiyonlarini yiiriitebilmek i¢in ve kontraktil hiicrelerden olduklarind2
fazla miktarda metabolik enerjiye gereksinim duyarlar(11-13). Enerji met&~
bolizmasi: hiicresel enerjinin olusumunu ve kullanimini kapsar. Hiicre digant -
dan basta glukoz olmak iizere gekerler membrandan spesifik transp ort
mekanizmalariyla taginarak hiicre igine girerler. Glikolizis, sitrik asit d6om~
giisii, mitokondrial oksidasyonlar ile pargalanarak gerek substrat seviyesin -
de fosforilasyon, gerekse oksidatif fosforilasyon yollariyla enerji Pi V€
ADP’den olusan ATP molekiiliiniin terminal fosfat baginin (y-bag1) par¢3~
lanmasiyla elde edilir. ATP y bagindaki enerji gereksiniminin oldugu pro-
seslerde direkt olarak veya diger niikleosid trifosfatlar araciligiyla kullani~
lir. Enerji olugsumu ve kullanimi hiicre igi ATP, ADP ve Pi konsantrasyonla-

r1 oranlar: ile kontrol altinda tutulur.

Trombositlerde baglica enerji kaynag: glukozdur. Glukoz hiicre
iginde serbest veya glikojen halinde polimerlegmis olarak bulunur(14-16).
Fruktoz, mannoz ve galaktoz da az miktarda olmak tizere kullanilir. Yag
asitleri de trombositlerde okside olabilir ve enerji kaynag: olarak kullanila-
bilirler(17). Amino asitlerinde enerji kaynagi olabilecegi tartigmalidir.
Ancak trombositlerin enerji kaynag: olarak yalnizca glutaminli ortamda

uzun miiddet butinliiglini korudugu da gézlenmistir(14).

Glukozun substrat olarak 6nemi ve glikojenin trombosit fonksi-
yonlarindaki rolii birgok aragtirici1 tarafindan belirtilmigtir(17-21). Glukoz
eksikliginde trombositlerin agregasyon ajanlarina hassasiyetleri azalir(22).
Agregasyon ve sekresyon sirasinda glikolizis artar(23). Agregasyon ajanla-
r1 ile stimiilasyon sonucu membrana bagli Ca2+ serbestlegsmesi ile birlikte

c-AMP seviyesinde azalma rapor edilmigtir(24,25).



Trombositlerde glukozun biiyiik bir kism1 glikolizis yoluyla lakta-
ta gevrilir. Bu sirada agiga ¢ikan enerji trombosit fonksiyonlar: igin gok
6nemlidir. Daha az miktarda glukoz ise sitrik asit sikliisine girerek CO,’e
kadar katabolize olur. Heksoz monofosfat yolu ve glikojen yapim ve yitkimi
da bu hiicrelerde vardir(26).

Istirahat halindeki trombositlerde glukozun bilyiik bir kism1 Emb-
den-Mayerhof yolu ile laktata yikilir. Kiigiitk bir kasmi ise heksoz monofos-
fat gantina girer. Uyarilmig trombositlerde ise spesifik graniillerden "rele-
ase" baglar ve agregasyon gergeklesir. Bu durumda sadece glikolitik akim
degil, trombositin diger yollari, glikojenoliz ve oksidatif fosforilasyon da
hizlanir(16).

Trombositlerdeki glikolizis hiz1 eritrositlerin 13 katidir(12). Gli-
kolitik akim hizi mitokondrial solunuma, mitokondrial solunum ise glikoli-

tik akim hizina baglidir.

Trombosit fonksiyonlarinin saghkli ¢aligabilmesi igin glikolizis
kuvvetli bir kontrol altinda olmalidir. Glikolizisin 1. safhasi, glukozun
trombosit membranindan transportudur, daha sonra G6P’a gevrilir, G6P
diizeyi daimi sabit kaldigindan heksokinaz iizerinde bir "feedback” inhibis-
yon kontrolu yapar. Trombosit lizatlarinda bu enzimin Vmax’inin 1011
trombositte dakikada 11 pmol oldugu gézlenmigtir(14,18). Bu hiz glikolitik
akimin 3-4 katidir. Heksokinaz reaksiyonu dengeden uzak olup, glukoz 6
fosfat yoniine dogru oldugundan glikolizisin kontrol noktasi olarak diigiinii-

lir.

Kontrol altindaki 2. enzim fosfofruktokinazdir, bu allosterik bir
enzim olup, F-6-P, ADP, c-AMP, Pi, Mg ve sitrat tarafindan kontrol altin-
da tutulur(26).



Glikolizisdeki kontrol enzimlerinden biri de piruvat kinazdir.
Trombosit piruvat kinazi M tipinde olup fosfoenol piruvata yiiksek afinite-
lidir ve ATP tarafindan in vitro inhibe edilir(27).

Glikolizis, glukoz utilizasyonu ve laktat olugsumunu takip ederek
Avanoglu tarafindan istirahatte ve agrege olmug trombositlerde normal ve
aterosklerozlu sahislarda galigilmigtir(28,29). Istirahat halinde trombosit-
ten zengin plazmada zamana bagli glukoz kullaniminda normaller ile ate-
rosklerozlular arasinda fark olmamakla beraber, laktat olusumunun ate-

rosklerozlularin trombositlerinde artmig oldugu gézlenmistir.

Hem aneorobik glikolizis hem de trikarboksilik asit dongiisii
ayni anda inhibe edilirlerse hiicre igi ATP seviyesi hizla diiger ve trombosit-

lerin agregasyon olabilme yetenekleri azalir(30).

Trombositlerde glukoz 6 fosfata bagimli glikojen sentazda tarif
edilmistir(31). Laboratuvarimizdaki bir aragtirmada normal sgahislarin
trombositlerinde glikojen miktar1 mg trombosit bagina 2,6810,67 mg (n:8)
olarak bulunmug ve aterosklerozlu sahislarin trombositlerinde bu deger mg
trombosit bagina 2,0610,78 mg’a anlaml1 olarak dustiigi gézlenmigtir(15).

Trombositlerde glukoneogenezis mevcudiyeti tartigmalidir. Ciin-
kii glukoneogenezisin anahtar enzimleri olan fruktoz difosfataz ve fosfoe-
nol piruvat kinaz aktiviteleri tesbit edilememis fakat az miktarda da olsa
glukoz 6 fosfataz aktivitesi gésterilmigtir(27).

Heksoz monofosfat yolunun énemi enerjiyi temin eden bir yol
olmaktan gok trombositler i¢in gerekli NADPH olugsumunda rol almasidir.
Bu yolun birinci enzimi glukoz 6 fosfat dehidrogenaz aktivitesini trombosit-
lerde ilk olarak rapor eden Rudolph ve Schmitz bu enzimin mitokondride

veya a graniilalarda olabilecegini belirtmislerdir(32).

Laboratuvarimizda bu enzimin trombositlerde varlig1 ve "release
inducer"lar1 olan ADP, adrenalin ve kollagen ile salgilandig1 gésterilmisg-
tir(33).



3. Trombosit Membram

Trombosit membrani diger hiicrelerde oldugu gibi plazma ve hiic-
re sitoplazmas: arasinda segici gegirgenlik iglemi gériir(34). Singer tarafin-
dan ortaya atilan sivi-mozaik modeline gore membranda gift tabakada (pro-
tein-fosfolipid, fosfolipid-protein) protein molekiilleri dagilmig halde bulu-
nur(35). Bu tabaka igine gomiili durumda olan integral proteinleri ve

membranin dig yiizeyinde bulunan periferal proteinleri igerirler(34).

1968’de Benke elektron mikrograflarda trombositlerin yiizeyinin
karbonhidrattan zengin bir bulutla kapli oldugunu géstermis ve 1970°de
trombositlerden glikoprotein karakterde olan glikokaliks enzimatik parga-
lanma ile elde edilmigtir(36). Trombosit membran glikoproteinleri trom-
bin, kollagen gibi trombosit aktivasyon ajanlarinin adezyonda rol alan von
Willebrandt faktoriiniin've trombosit agregasyonunda rol alan fibrinojen ve

trombospondinin reseptérlerini olustururlar(37).

Trombosit glikoproteinleri molekiil agirliklarina gére Romen
rakamlariyla biyiikten kiigiige dogru LILIII,..... IX gibi ve alt gruplar: ise
yine biiyiikten kiigiige dogru kiigiik harflerle Ia, Ib, Ic.... gibi gdsterilerek
siniflandirilirlar(37).

B. TRANSPORT SEKILLERI

Membrandan gegis iki sekilde olur;
1) Makromolekiillerin gegisi
2) Mikromolekiillerin gegisi

Makromolekiillerin gegisi; membranda erime, pinositoz veya
fagositoz denen olaylarla olur. Mikromolekiillerin gegisi ise, aktif ve pasif
transportla olur. Pasif transport ise basit difiizyon, kolaylagtirilmig difiiz-
yon diye ayrilir, aktif transport ve kolaylastirilmig difiizyon aracili trans-

port sistemleridir.



-1, Basit difiizyon

Maddelerin yiiksek konsantrasyondan diigiik konsantrasyona dog-
ru gegmeleri sadece kinetik enerji ile olabilir ve bu olaya difiizyon denir.
Lipidlerde eriyebilen maddelerin difiizyon yoluyla membran: gegmeleri
dogaldir. Hiicre igine maddelerin difizyonu (F) agagidaki denklemle bulu-
nur(38).

F = Kp (Cd-Ci)

F= net difiizyon, Cd=. distaki konsantrasyon, Kp= permeabilite sabit degeri,

Ci= icteki konsantrasyon,
2. Kolaylagtirilmig difiizyon

Lipitte eriméyen maddelerin zardan gegmesi kolaylagtirilmig
difiizyon denen pasif bir yolla olur. Burada zari olusturan maddelerden
biri iletilen madde ile birlegir ve bdylece 0 maddenin zarin &biir tarafina
gecisi kolaylagir. Bu gibi iletici maddelere tagiyici ad: verilmekte olup, pro-
tein yapisinda maddelerdir. Gegig konsantrasyon ile dogru orantilidir, belli
bir konsantrasyona geldikten sonra doygunluk gdsterir. Kolaylagtirilmig
difiizyonda her zaman bir tagiyici kullanildig: halde enerjiye gerek yoktur
ve daima transport yilksek konsantrasyondan diigik konsantrasyona dogru
olur(38,39).

3. Aktif Transport

Transport, elektrokimyasal gradyana karg1 yokug yukaridir; bagla-
yici proteinlere ve metabolik enerjiye ihtiyag gosterir.

Baglayic1 proteinler sanki zara bagli enzimler gibi hareket eder-
ler. Baglayici proteinlerin substratlar: i¢in karakteristik bir Km degerleri
vardir. Baglayici proteine baglanan substrat kompetetif veya nonkompete-
tif olarak engellenebilir. Aktif transport saturasyon kinetigi goste-
rir(26,40). Aktif transportta metabolik enerji 4 ana yoldan temin edilebi-
lir.



a) Na* Gradyanina bagl transport (Na* kotransport)

Gesitli transport proseslerinde direkt olarak ATP hidrolizi kulla-
nilmaz. Bunun yerine transport elektrokimyasal gradyana bagli iyon akimi
ile gergeklegir. Na+/K* transport sistemi aracilift ile hiicre igi Na+’u
diigiik tutulmaktadir. Bu yiizden Na+ iyonunun hiicre igine akimini olugtu-
ran bir kuvvet meydana gelir(40,41). Ornegin; yitksek organizmalarda glu-
koz, Na+’un hiicre igine girigi ile birlikte transport olur. Yani Na+ iyonu
ve glukoz; spesifik transport proteinine baglanip, birlikte hiicre igine girer-
ler. Ikisinin birlikte hareketi kotransport olarak adlandirilir(41). Bir sim-
port tagiyici iki tiir igin ayn1 yonde, halbuki antiport tagiyici zit yonde
aktifdir. Glukoz transportunun miktar ve orani, Nat* gradyanina baghdir.
Na+* ile gergeklesen simportlar, hayvan hiicrelerinde amino asit birikimin-
de de kullanilirlar. Baz: hiicrelerde; drnegin intestinumun "brushborder"
mikrovilluslarinda glukezun aktif transportu igin zengin bir simport kulla-
nilir. Cl- transportu iginde ince barsaklarda Nat kullanim: ile simport
bulunur. Ayrica gesitli hiicrelerde; Ca2+ iyonlar1 Nat iyonlar1 kullanilarak
antiport olur. Nat - Ca2+ degigimi esnasinda 1 Ca2* iyonu hiicre digina
gikar, 3 Na* iyonu bunun yerine girer. Bu antiporter gesitli hiicrelerde
digiik sitozolik Ca?+ diizeyinde 6nemini devam ettirmektedir. En 6nemli
simport ve antiport hiicrelerde Na* gradyani kullamlarak Na+-K+ ATPaz
sistemidir(41).

b) Grup Translokasyonu

Taginan madde membranda organik reaksiyona girer ve fosfori-
lasyona ugrayarak transport gergeklegir.

Ozellikle bazi bakterilere giren glukozun transportu membranda
G6P olugmasi ile olur. Bu gesit transporta; grup translokasyonu ismi veri-
lir. §eker fosfatlar: hiicre membranina gegirgen degildir ve bunlar bakteri
iginde birikirler. Fosfotransferaz sistemi ile digariya taginma grup translo-
kasyona en iyi 6rnektir. Fosfotransferaz sistemi ile digar: taginma reaksiyo-
nu;
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PTS
Seker (dig) + PEP Mg+

Seker-P(i¢) + piruvat

Bu grup translokasyonuna 4 protein katilir. HPr (1siya direngli
protein),. Enzim I, enzim II, enzim III. Enzim II integral membran protei-
nidir. $eker fosforilasyonunda katalizérdiir ve transmembran kanal formun-
dadir(41). PEP’1n fosforil grubu sekeri direkt transfer etmez. Daha gok
PEP’dan enzim I’e transfer olur ve sonra HPr’nin spesifik histidin artiklari-
na transfer olur. HPr’nin fosforile formundan sonra fosforil gruplar1 enzim
IIl’e transfer olur. S6z konusu kanal periferal membran proteini ile enzim
II interaksiyonudur. Son basamakta fosforil grubu enzim III’den sekere
transloke olur. Fonksiyonel enzim kompleksi, 4 proteinden tekrar kuru-
lur(40,41). Bu proteinlerden bazilar1 genel fosfotransferaz sistemi iginde-
dir (HPr ve enzim I) bazilar1 da (enzim II ve III gibi) daha spesifiktir. Glu-
koz, laktoz ve fruktoz igindir.

c) ATP araciifs ile olugan transport (Na*/K+ pompast)

Bu sistem, Na* iyonunun transportuna bagimli diger maddelerin
transportu igin gerekli enerjiyi temin eden bir sistemdir. Nat* hiicreden
digar1 ¢ikarken, K+ hiicre igine girer ve bu igslem sirasinda ATP kullani-
1ir(39,41). Na+-K+pompasi 2 subiiniteden olugmustur. @, 8, tetrameri ola-
rak membrandaki en dnemli bilegiktir. @ zinciri en az 7 transmembran
heliks ve ATPaz igerir ve bu membranin sitozolik tarafina lokalize olmug-
tur. @’nin kiigiik bir kismi ekstraselliiler taraftadir ve bu kardiotonik stero-
idlerin baglanma yeridir. B zinciri ise 4 transmembran heliks igerir ve
membranda ekstraselliller durumdadir, B zinciri transport aktivitesi veya
ATPaz igin gerekli degildir(41).

Na+-K+ pompas1 E, ve E, olmak iizere 2 formdadir. E; formunun
hiicrenin ig¢ yiiziinde iyon baglama kavitesi vardir, E,’de ise bu kavite dig
yiizdedir. E; Nat’a, E, ise K+’a yiiksek afinite gosterir. Tagiyic1 ATP ile
fosforile olunca K+ tercih eden konformasyondan, Na* tercih eden konfor-
masyona (E; sekli) geger. Fosforun kompleksten ayrilmasi ise, onu tekrar



11

K+ tercih eden konformasyonuna gegirir (E, sekli) Na+-K+ pompasina
ATP’den Pi kopardi1 igin Na+ - K* ATPaz denir. Pompadaki bu degigik-
likler sonucu igeri alinan her 2 K+ igin 3 Na* iyonu digar1 atilir(41).

Ca2+ transportunda yine buradaki gibi E; ve E, formu vardir.
Ca2+, pompanin E; sekline baglanir, baglanma sitozol yiizindedir. Fosfori-
lasyon ile gekil E,’ye doner. Ca2* baglanma yiizii bu sefer sarkoplazmik
retikulum tarafindadir. Ca?* release olur, giinki E,-P Ca2+’a diigiik afinite-
dedir(41). Bitkilerden elde edilen steroid tiirevleri giigli Na+-K+ ATPaz
ve pompa inhibitoriidiir, digitoksigenin ve oubain gibi. Bunlar hiicre digina
yerleserek inhibisyon olustururlar. Vanadat ise hiicre igine yerlegir.
Na+-K+ ATPaz’in defosforilasyon reaksiyonunu inhibe ederler ve pompay1

E,-P formunda stabilize ederler.
d) Oksidatif reaksiyonlara bagl transport

ATP ve fosfoenolpiruvat enerjisini kullanamayan birgok bakteri
ve mitokondri membran transport sistemleri oksidatif fosforilasyonda olu-
san enerjiye bagimlidir. 1961 yilinda ilk defa Mitchell oksidatif fosforilas-
yonda kemiozmotik teoriyi ileri slirmiigtiir(39). Bu teoride; elektronlar
solunum zincirinde transfer edilirken, hiicre membran1 protona karg:1 gegir-
gen olmadig: igin, protonlar membranin bir tarafinda birikirler. Membra-
nin diger tarafinda ise elektronlar toplanir. Bundan dAolayl hidrojen iyonla-
rinin kimyasal gradyan: dolayis: ile membranin her iki yiiziinde bir pH fark-
lilagmas: yaninda elektriksel membran potansiyel farkhiligi olugur. Bu da

protonlar: hareketlendirici gii¢ igin gerekli enerjiyi temin eder(41).
C. TROMBOSIT TRANSPORT SISTEMLERI

Trombosit transport sistemleri Tablo 1’de 6zetlenmigtir.
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Tablo L. Trombosit transport gekilleri

SISTEM Kinetik Data Inhibitor madde  Etkisiz madde Kaynak
Glukoz Sistem I 2-deoksiglukoz 3-0-metil glukoz 6
(Aktif transport ve Km=21,5 fimol/l DNP, KCN, NaN, ADP 74
basit difiizyon) Vmax=9,114 Arsenat Adrenalin 75

nmol/1/10° Tr/30’ OQubain Insiilin

(izole baglayiar

protein)

Mr~25,000

Sistem 1T

Lineer kinetik
2-deoksi glukoz Vinax=0.34 D-glukoz, floretin, 5-sitokalasin 11
(Aktif transport)  fimol/1/101! sitokalasin B, N-etil Insilin 76

Tr/dak. maleimid, mannoz,

’ fruktoz, glukoz,
oubain, DNP, KCN

3-o-metilglukoz Vmax=0.34 mmol  D-glukoz, floretin, 42
(Aktif transport)  ve 0.26 N-etilmaleimid, 43

pm/dak/1011 Tr.  forskolin, floridzin,

Km=1.74 mmol/l, sitokalasin B

Vmax=0.242

mmol/l/ml

hiicre/saniye
Galaktoz Km=22.72 mmol/1 aspirin 44
(Aktif Transport ~ V,,, =35.08 45

nmol/1/10° Tr/dak

Km; =0.29 mmol/1

V=12

mmol/dak/10% Tr.

Km,=46 mmol/l

V,=117

mmol/dak/10% Tr.
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SISTEM Kinetik Data Inhibitér madde  Etkisiz madde Kaynak
Putresin Km=4,42 imol/l 2.4 DNP, spermin, Tim amino asitler, 47
(Aktif Transport) V020,046 nmol spermidin

1010 Tr/dak. valinomisin

Spesifik membran

Proteini:Mr:

55,000-66,000
GABA Km=39.6 imol/l  nipekotik asit, 48
(Aktif Transport)  V,,=131.6 cis-3-aminosiklohek -

pmol/1/10 dak/10% san, karboksilikasit

Tr.
Alanin, Taurin Satiirasyon kinetigi 48
(Aktif Transport)
Glisin Satiirasyon kinetifi trombin, 77
(Aktif transport) aspartik asit
Glutamik asit trombin, aspartik 77

asit

Glutamin Satiirasyon kinetigi 47
(AKktif transport)
Fenil alanin Satiirasyon kinetiBi 47
(Aktif transport)
Arginin Km = 3.9 gmol/1 78

Vinax=58.8

nmol/1/1011

Tr/dak.
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SISTEM Kinetik Data Inhibitor Madde Etkisiz madde  Kaynak
Lisin, serin, sistein Satiirasyon kinetigi 79
(Aktif transport)
Histidia Km=5,7 pmol/l tirosin, 49
(Aktif transport)  V,,=3,33 fenilalanin, Diger amino
nmol/1/1010 treonin, serin asitler
Tr/dak.
(baglayic1 protein
izole edildi)
Lasin Km=13,8 gmol/l isolésin, valin  Diger amino 52
(AKktif transport)  V,,,=3,33 asitler
nmol/1/109
Tr/dak.
(baglayic protein
izole edildi)
Dopamin Vinaa =44 oubain ve spiperon, 53
pmol/1/101 Tr  desipramin domperidon, 54
Vina=0.58 butaklomol
gmol/1/101 Tr.
Serotonin Sistem I: ADP, triptamin, 59
(Aktif transport ve ~ Satiirasyon reserpin, kokain,
basit difizyon) kinetigi kardiak
glikozidleri,
metabolik
Sistem 11 inhibitorler putresin 47
imipramin,
reserpin
Kalsiyum Km=0.6 mmol/l Gd3+, La3+, verapamil, 60,64
ve 9.5 pmol/1 Co?+, Mn2+, nifedipin

Cd2+
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Sistem Kinetik Data Inhibitér madde  Etkisiz madde Kaynak
Serbest yag Lineer kinetik noraminidaz 80
asitleri
(Basit difiizyon)
Palmitik asit 65
(Basit difiizyon) Lineer kinetik
2
Aragidonik asit Km=0.14 mmol/l KCN, NaN,
(Aktif transport) Vs =55.6
nmol/10% Tr/dak.
Potasyum (K*) oubain 73
(Na*/K*ATPaz
sistemi)
Adenin PRP:Km =159 guanin, adenin, SH grup T
(Aktif Transport) nmol/l hipoksantin, inhibitdrleri,
Vimax=100 papaverin, adenin  pirimidin, oubain,
pmol/1/10? Tr/dak. N-oksid, antimisin A.
Izole trombosit: dinitrofenol,
Km=453 nmol/l, 2-deoksiglukoz,
Viax=397 PGE,
pmol/1/10° Tr/dak.
Adenozin Sistem I: Km=9.8 papaverin, 2-deoksi SH grup
(AKtif transport) ~ fmol/l glukoz, antimisin A, inhibitorleri, 69
Vimax=800 PGE,, ADP, florizin, oubain,
pmol/1/10% Tr/dak. adenin,
Sistem II: Km=9.4 2-deoksiglukoz,.
mol/l antimisin A SH grup
V pax =106 inhibitorleri, 70
nmol/1/10% Tr/dak. florizin, oubain
Adenozin difosfat Membran AMP, ATP, GDP,
(Aktif Transport)  vesikilliinde, 2-kloroadenozin, adenozin,
Ka=6,5 imol/l -SH grup dibutiril AMP 68
spesifik baglayia  inhibitorleri,
protein; MA: antiagregan ajanlar,
160,000 Da, Kd: metabolik
6.5 pmol/l inhibitorler
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1. Glukoz transportu

Glukoz transportu, diger hiicrelerde oldugu gibi trombositlerde
de glikolizisin ilk kontrol basamagidir. Bu yiizden glukoz transporterlari-
nin yapilar: karakterize edilerek gesitli hiicre tiplerinde genig aragtirmala-
r1 yapilmig, kinetik parametreleri ve hormonal kontrollar: tanimlanmis-
tir(42).

Glukozun trombositlere aktif transport ile Na*-K+ pompa siste-
mini kullanarak girdigi bildirilmigtir. 2-DOG’un da ayn: aktif transport sis-
temi ile trombositlere“girdigi ve 3-OMG’un ayri1 sistemi kullanarak trombo-
sitlere transport oldugu bildirilmistir(6,11,42,43).

2- Galaktoz transportu

Galaktozun trombositlere aktif transport ile girdigi, kinetigi, nor-
mal ve aterosklerozlularin trombositlerinde bir farklilik olmadig: fakat gli-
koprotein inkorporasyonunun aterosklerozda arttifn bildirilmigtir(4,44).
Yapilan diger bir ¢aligmada da trombosit transport kinetii incelenmig-
tir(45).

3- Histamin transportu
Trombositlerde histamin "uptake®i insan plazmasindaki miktarin-

dan 300 kat fazla konsantrasyonda takip edilmigtir ve agregasyon ajanlar:
kullanildiginda uptake’in % 15 artig gosterdigi bildirilmigtir(46).
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4- Putresin transportu

Putresin bir poliamin olup, biitiin hiicrelerde belli miktarda bulu-
nan organik bir iyondur. Fizyolojik fonksiyonu hala bilinmemektedir. Poli-
aminlerin trombosit agregasyonunu inhibe ettikleri gdsterilmig ve insan
trombositlerinde putresin transportu ¢aligilmig ve aktif transport oldugu
bulunmugtur(47).

Bu transport Na+ gradyanina bagh degildir, ¢linkii gramisidin iyo-
noforu (1 gmol/l) ve K+ gradyanina etkili valinomisin iyonoforunun trans-
porta etkisi bulunmamaigtir. Putresin transportu, parsiyal olarak H* gradya-
nina baglidir. Ayrica bu galigmada putresin baglayici protein elde edilmis
ve M.A. 55,000 ve 65,000 olarak bulunmustur(47).

5) GABA transportu

Trombositlerde GABA ve néroaktif dier amino asitlerin alinimi
temparatiir ve Nat+’a bagimlidir. Sinir uglarinin monoamin "release"i igin
uzun zamandan beri kan trombositleri modeli 6nerilmigtir. Monoaminoksi-
daz B tipini trombositlerin igerdigi gosterilmigtir. Yiizeylerinde @, ve adre-
noreseptérlere sahiptirler. Bunlar néron ve trombositlerin fonksiyonel ben-
zerligine delildirler(48).

6- Amino asit transportu

Trombositlerde kloramfenikole hassas bir protein sentezi mevcut-
tur(49,50). Ortamdaki amino asitler trombosit proteinlerine inkorpore
olurlar. Trombositlerde en az 5 grup amino asit transport sistemi mevcut-
tur(51). Bunlar nétral, asidik, bazik, aromatik ve kiikiirt igeren amino asit
sistemleridir. Bunlara ek olarak notral amino asitlerden 16sin, isolésin ve
valin transportunu yapan aktif bir sistem vardir(52). Ozmotik sok metodu
ile muamele géren trombositlerin ok sivisinda 16sin baglayici protein(52)
ve histidin baglayici protein(49) aktivitesi gosterilmigtir. I-fenilalanin, 1-g-
lutamin, B-alanin ve taurin’in trombositlere aktif transport sistemi ile gir-
digi bildirilmigtir(48).
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7) Dopamin transportu

Insan trombositleri dopamin alinimi ve "release"i yapar. Trombo-
sitler dopaminerjik néronlarda bulunan D; ve D, reseptorlerine benzer
membran komponentlerine sahiptirler. Santral Sinir Sisteminin dopaminer-
jik néronlarinin galigmasi igin periferal model teklif edilmigtir(53). Trom-
bositlerde dopamin alinimi yolu selektif ve temparatiire bagh bir mekaniz-
madir. Trombositlerde dopamin "uptake"i, dopamin D] reseptdr agonisti
SKF 38393’e ve dopamin D-2 reseptdr agonistleri quinpirol ve bromokripti-
ne karg: etkisizdir(53,54). Bu arada bromokriptinle yaptigimiz bir ¢aligma-
da bu ilacin trombositleri in vivo ve in vitro etkiledigi ve in vitro olarak

trombosit membran glikoprotein dagilimini degigtirdigi gdsterilmigtir(55).
8) Serotonin (5HT) transportu

SHT trombositlerde dens graniillerde birikir ve sekresyona
ugrar. Aktif transport sistemi yaninda, yiilksek konsantrasyonlarda basit
difiizyon ile transport olur. Trombositlerdeki serotonin "uptake”ini, monen-
sin ve nigerisin iyonoforlar1 (Na+ ve K+’a spesifik) azaltir(56). Trombosit-

lerde 5-HT "uptake"i aragtirilarak, mental hastaliklardaki serotonin etkisi

incelenmistir(57). Depresyonlu hastalarda tek elektrokonvilsif (ECT) teda- .~

viden O6nce ve sonra trombosit 5-HT uptake’i aragtirilip, depresyonlu ki§)i:—~-‘"’
lerde Vmax anlamli olarak diigiitk bulunmusgtur. ECT’den sonra ise Vn‘xﬂa\r‘

anlamli olarak arttif1 gosterilmigtir(58).

Paroksetine ve imipramin spesifik serotonin "uptake"” -
diir, trombosit membranina baglanma galigmalar: yapilmigtir.”
baglanma paroksetin ve imipraminde benzer bulunmustur. in};
zeri trisiklik antidepressanlarin, nérotransmitter reseptor -

siddette afiniteleri ve baglanma 6zellikleri vardir(59).
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9) Kalsiyum transportu

Insan trombositlerinde, Ca?+ transportu sitozolik serbest Ca2*
konsantrasyonu ile muhafaza edilir. Trombosit sitozoliinde ve dens tiibiiler
sisteme lokalize iki intraselliiler Ca2+ havuzu vardir. Trombositler sitozo-
lik serbest Ca2+ konsantrasyonunu en az 0,1 gmol/l olarak devam ettirir-
ler. Diger dokular Ca2+ "influx" limiti yaparlar. Dinlenme halindeki trom-
bositlerde maksimum Ca2+ "influx"1 extraselliiler Ca2+* konsantrasyonundan
20-50 kat daha azdir(60). Ekstraselliler Ca2+ "influx"i ve Ca2*’un dens
tiibiller sistemden olugmasi birlikte olur ve trombosit aktivasyonu, sitozo-
lik serbest Ca2+ konééntrasyonunun artmasi ile gergeklesir(6)). Trombosit
membraninda aktif Ca2+ transportu igin optimum pH: 7.6’dir. Mg ATP’nin
ilavesi ile aktif Ca2+ transport aktivitesi artar. A 23187 Ca2* iyonoforu fos-
fat varliginda Ca2+'un % 90 hizli "release"ine neden olur. Ca2* transportu
Mg ATP’ye bagimhidir. Km= 0,6 nmol/l’dur(62). Ca2+* ve c-AMP birbirine
bagli intraselliler mesajcilardir. Trombositlerde trombosit aktivasyonu
inhibe edildiginde c-AMP miktar:1 artar ve trombosit membranindaki Ca2*
pompasinin c-AMP stimiilasyonu ile etkilendigi bilinir. Purifiye insan trom-
bosit membranlarinin Ca2+ pasif "release"i ve aktif transport kinetikleri
tarif edilmigtir ve trombosit membranindaki Ca2+-ATPaz’in sarkoplazmik
retikulumdaki Ca?* pompasi ile hemen hemen ayn: oldugu bulunmug-
tur(63).

Ca2* transportunda GPIIb ve III a da rol oynar bu, GP’lerin for-
mu Ca2+’a bagh olan komplekslerdir, dolayisiyla GPIIb ve I1la kompleksi
trombosit Ca2* homeostazisi igin gereklidir.

Ca?+ "influxu" Gd3+ ve La3+(60) ile ayrica Ca2+ kanal blokerleri
olan Co2+, Mn2+, Cd?+, La3* ile inhibe edilir(64). Verapamil ve nifedipin

ile inhibe edilmedigi goriulmigtiir(60).
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10- Serbest yag asitleri transportu

Serbest ya} asitleri trombositlerde albiimine bagl: olarak 1siya ve
enerjiye bagimhlik gostermeyen basit difiizyonla transport olurlar(65,66).
Serbest ya} asitlerinin trombositlere taginmas: serbest yag asidi, albiimin

orantisina, yag asidinin ¢ift baglarinin miktarina baglidir(2).
11) ADP transportu

Trombositlerde, ADP transport sistemi geri doniigiimlii olup, 1s1-
ya, katyonlara, membran tiol gruplarinin bitiinligine bagimlilik gdste-
rir(67). AMP, ATP, 2-kloroadenosin ve antiagreganlar, ADP transportunu
inhibe ederler. c-AMP, adenosin, prostoglandin E; ise ADP transportuna
etkisiz kalirlar. Trombosit membran vesikiillerinde, ADP transportu ayni
karakterdedir. Trombositleri dondurup eriterek elde edilen "solubl" fraksi-
yonda, ADP baglayic: afinitesi yiiksek (Kd= 6,5 pmol/l) ve yaklagik mole-
kiil agirlig: 150,000 olan bir protein elde edilmigtir(68).

12) Adenosin transportu

Trombositlerde, adenin ve adenosin, adenin niikleotidlere inkor-
pore olurlar, hiicre i¢ine giren adenosin hizla fosforlanarak AMP’ye gevri-
lir. Adenosin trombositlerde 2 ayri aktif transport sistemini kullanir.
Diisik Km degerli sistem, papaverin ve metabolik inhibitérler tarafindan
inhibe olur. Yiiksek Km degerli sistem ise glukoz, solunum blokerleri ve
adenin tarafindan inhibe olur(69,70).

13) Adenin transportu

Adenin trombositlere aktif transport sistemi ile taginir. Guanin,
hipoksantin, adenin N-oksid, adenosin ve papaverin, bu sistemin kompete-
tif inhibitérleridir. SH grup inhibitérleri, pirimidinler ve oubain etkisiz
kalmiglardir. Trombosit agregasyonu ile birlikte, adenin transportunda sti-
miilasyon goriilic(71). Bu sistem 2-deoksiglukoz ve prostoglandin E; tara-
findan inhibe edilir, antimyacin A ise etkisizdir(71).
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14) K+ transportu

Insan trombositlerinde yiiksek intraselliler K+ konsantrasyonu-
nu temin etmek hiicrede ATP sentezinin devamli aktif olmasini gerektirir.
Trombositlerde aktif K+ transportu igin gerekli ATP, Na*/K+ ATPaz siste-
mi lizerinden etkisini gésterir. Oubain trombositlerde K+ konsantrasyonu-
nu dilgiiriir(72,73).

D) ATEROSKLEROZ VE TROMBOSIT DEGISIMLERI

Aterosklerdi, kardiovaskiiller hastaliklar igindedir. Bugiin ate-
roskleroz patogenezinde gegitli hipotezler mevcuttur. Bunlar lipid ve koles-
terol hipotezi, miiral trombus hipotezi gibi gegitlerdir(81).

Arter icinde meydana gelen aterom plaklar1 veya diiz kas prolife-
rasyonu damar cidarinin kalinlagmasina ve daralmasina neden olur. Insan
trombositleri aterosklerozun geligiminde 6nemli rol oynar. Vaskiiler hiicre
hasari, hasara cevaben salgilanan trombositler arasi maddelerin biyokimya-
sal etkileri nedeniyle olusan trombuslar arter duvarina girebilir. Bu trom-
buslar aterosklerozun gelisiminde 6nemlidir. Aterosklerozlu kigilerin trom-

bositlerinde hiperadezyon, hipersekresyon ve hiperagregasyon séz konusu-
dur(82).

Aterosklerozlu gahislarda; trombositlerden yitksek miktarda sal-
gilanan maddeler, 6rnegin; tromboksan A, agregasyon ve sekresyona, sero-
tonin; vazokonstriiksiyona, diiz adele proliferasyon faktérii diiz adale proli-
ferasyonuna sebep olurlar. Bu arada ayni olgularda endotel hiicrelerinde
bir vazodilatatdr olan ve trombosit agregasyon ve "release"ini énleyici etki-
si olan prostosiklin (PGI,) seviyesinin azalmas1 miiral trombus olugumunu
kolaylagtirir(6).
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Aterosklerozlularin Trombositlerdeki Degigimleri

Artan Kaynak | Azalan Kaynak
Cama adezyon 83,84 | Tr.Antitrombin III 91
Formuar membrana adezyon 85 Tr.yarilanma 6mril 92
Agregasyon 86,87 c-AMP 93
Sekresyon 87,88 | Glukoz aktif transportu 1
a) ADP 9 Aragidonik asit aktif transportu 2
b) Fibrinojen 9 Glikojen miktar: 15
¢) Tr.F4 9 7-GT 5
d) Tr.antiplasmin 9

Tr.PGF, 89

Tr.antiplasmin y 9

Total fosfolipid 3

Tromboksan sentaz 90

Tromboksan A, 91

Glikoprotein sentezi 4

E. DEFIBROTID

Obliteratif damar hastaliklarinin tedavisinde kullanilan defibro-
tid, memeli hayvanlarin akcigerlerinden saflastirilan DNA’nin depolimeri-
zasyonu ile elde edilen bir polideoksiriboniikleik asit olup 6zellikle damar

endotelinin niteliklerini aktive edici bir ilagtir(94).

Defibrotid beyaz-krem rengindedir. 1 kism1 5 kisim suda g¢ozii-
niir. Sudaki pH’s1 7.5-8.5’dur. % 8,710,5 niikleik fosfor, % 19t2 deoksiri-
boz; % 9%1 adenin, % 8%1 guanin, % 9,5+0,5 timin, % 6,2%0,5 sitozin ige-
rir. Purin/pirimidin orani ise 0,85’dir. Molekill agirthg1 16,000 dir. Son
zamanlarda Crinos firmas: tarafindan "Prociclide" ad:i altinda piyasaya

stiritlmiigtiir.

Defibrotid’in antitrombotik etkisi vardir. In vivo ve in vitro yapi-

lan deneylerde trombus olusumunu inhibe ettigi gésterilmigtir(96).

Defibrotid’in fibrinolitik aktiviteye de etkisi oldugu bilinmekte-
dir. Bu etkisini t-PA ve t-PAI seviyeleri iizerinde yapmaktadir(97).
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_ Defibrotid, prostaglandin I, ve prostaglandin E;’nin damar endo-
telinde yapimini ve salgilanmasini uyarir(94,98). Ayrica MDA ve TxA, olu-
sumunu inhibe eder ve trombosit c-AMP dizeyinde artiga yol
a¢ar(99,100). Protein-C ve Protein-S diizeyinde de artiga yol agt.lgl goriil-
miigtiir(101). Defibrotid’in trombosit fonksiyonlarina(102) ve plazma hepa-
rin ve AT III aktiviteleri tizerine(103) etkisi vardir.

Defibrotid, farelerde, plazma ve serum proteinlerinde anlamlh
bir artmaya neden olmaktadir(104). Aterosklerozlu olgularda, defektif
olan glukoz transportunun, defibrotid tedavisinden sonra normale déndi-
gii laboratuvarimizda gdsterilmigtir. Yine laboratuvarimizda defibrotid in
aterosklerozlu olgularda defektif olan 7-GT seviyesini normal diizeye indir-
digi bulunmustur(105,106).

Ayrica eritrositlerde de defibrotidin glukoz transport sistemini

arttirici etkisi oldugu saptanmigtir(107).
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III. ARAC - GEREC VE YONTEMLER ===

A. MADDELER

D-(u-14C) glukoz (sp.akt. 248-333 mCi/mmol), ¥C-amino asid
karigim: (Radiochemical Centre, Amersham), PPO, POPOP, aquasol, tolu-
en (Atabay), D-(+) glukoz (Merck), sephadex G-25 (Pharmacia) HAOO25
filtreleri (Millipore), defibrotid (Crinos), LMW heparin, triton X-100,
EDTA, akrilamid, BIS (N, Nl-metilen bis akrilamid), TEMED (N,N, N1,
Nl-tetrametil etilen diamin), MET (merkaptoetanol), BFB (bromfenol
mavisi), APS (amonyum persiilfat), glisin, tris (hidroksi aminometan), SDS
(Sodyum dodesil siilfat) ve coomassie parlak mavisi Sigma’dan temin edil-
migtir. Diger maddeler Merck firmasinin amaca uygun saflikta maddeleri-
dir.

B. ARACLAR

Millipore filtrasyon manifoldu, Genco galkalayicili su banyosu,
(Girgin Koll.Sti) ultrasantrifij (Beckman, model J.21B), klinik santrifij
(Fete), Manyetik karngtirict (Kermanlar), pH metre (Orion research,
ionalyzer/model 407A), Faz kontrast mikroskobu (Olympus), U.V. spektro-
fotometre (Schimadzu spektrofotometer U.V-120-02), HPLC (Waters
HPLC-481 detektor degisken dalga boylu, 30 data modiil, model 510 pom-

pa) siv1 sintilasyon sayaci (Searle Isocap 300), Elektroforez aleti, power
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supply EPS, power supply DPS (Pharmacia).
C. OLGULARIN SECIiMi

Bu galismada 8 normal ve 42 aterosklerozlu olgu tetkik edilmis-
tir. Aterosklerozlu olarak I.U.Cerrahpaga Tip Fakiltesi, Hemostaz Boli-

miine bagvuran hastalardan alinan kan 6rnekleri kullanildi.

Aterosklerozlu olgularin saptanmasinda tiim hastalarda trombo-
sit hiperaktivitesi (hiperadezyon, hipersekresyon, hiperagregasyon) yanin-

da agafidaki belirtilerden bir veya birkaginin varlii saptanmiagtar.

- Koroner sklerozlu,

- Miyokard infarktiisit ge¢irmisg,

- EKG belirtileri olan,

- Goz dibinde aterosklerotik belirtiler olan,

- Rutin laboratuvar testlerinden yiiksek serum kolesterol, triglise-
rid ve total lipid degerleri gosteren, '

- Plazma fibrinojen seviyesi yiiksek olan ve fibrinolitik aktivitede

yavaglama gésteren olgular segilmigtir.

Baglayici protein galigmalarinda ise; 20-25 yag grubunda 10 sag-
likli kisiden saglanan kan 6rneklerinden yararlanilmigtir. Gerek kontrol,
gerek ateroskleroz grubunun tetkikler sirasinda herhangi bir ilag altinda
bulunmamalarina, 6zellikle aterosklerozlularin antikoagiillan, antiagregan,

antiadeziv ve antilipemik ilaglar1 kullanmamalarina dikkat edilmigtir.
D. TROMBOSIT ELDESI

Normal ve aterosklerozlu sahislardan venéz kan a¢ karnina 1:9
oraninda 0,077 mol/l EDTA ile alindi. Alinan kan oda 1sisinda 20 dakika
bekletildi. 5 dakika 1500 rpm’de santrifiij edilerek trombositten zengin
plazma (PRP) ayrildi. PRP plastik tiipler i¢ginde 10.000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edilerek trombositler ¢Oktiriildii. Trombositten fakir plazma
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(PPP) atilip, trombosit g¢okelegi PRP hacminin iki misli kadar Tris--
NaCl-EDTA (0,03 mol/l Tris hidroksimetil aminometan + 0,12 mol/l
NaCl + 0,005 mol/l EDTA, pH 7,4) tamponu ile yikandi, 10,000 rpm’de
15 dakika santrifiij edildi. Sipernatant ayrildi. Ayn1 sekilde yikama iglemi
iki kere daha tekrarlandi. Elde edilen trombositler Tris-NaCl tamponunda
siispande edildi. Brecher Cronkite yontemi ile sayildi(108). mm3 de
200,000 trombosit olacak sekilde tamponda siispande edildi. Kanin alinma-
sindan sonra en geg 3 saat iginde transport deneylerine baglandi. Trombo-

sit eldesi sirasindaki iglemler oda 1s1sinda yapildi.

E. TROMBOSITLERDE ZAMANA BAGLI GLUKOZ TRANSPORTU
VE BIRIKIMI(6)

Yikanmig ve Tris-NaCl tamponuna siispansiyon yapilmig trombo-
sitler plastik tiipler iginde 10 dakika 37° C’de galkalayic: su banyosunda ve
+4° C’de tuzlu buz banyosunda preinkiibasyona brrakildi. 1:100 oraninda
14C.glukoz ilave edilerek transport deneyine baglandi. Glukozun son kon-
santrasyonu 10-5 mol/l olarak sabit tutuldu. Belirli zaman araliklarinda
(1., 5., 20. dakikalarda) 200 pl’lik numuneler otomatik pipettér yardimiyla
alinarak, millipore membranlarindan (Cap: 25 mm, delik 6lgisii: 0,45 mm)
Millipore Manifold kullanilarak filtre edildi. Filtrelerde toplanan trombo-
sitler, 2 defa 2,5 ml’lik Tris-NaCl-EDTA (0,03 mol/l Tris-HCI, 0,12 mol/l
NaCl, 0,005 mol/l EDTA pH: 7.4) yikama ¢dozeltisi ile yikandi. Pipetleme,
siizme ve yikama iglemi 30 saniye iginde tamamlandi. Deney sonunda filtre-
ler cam sintilasyon gigelerine aktarildi, 37° C’de gece etiivde kurutuldu. 5
ml. PPO ve POPOP igeren spektrafluor-toluen kokteyli eklendi (6 g. PPO
ve 75 mg POPOP + 11 toluen). Radyoaktivite Searle isocap 300 likit sinti-
lasyon sayacinda sayildi. "Quench" diizeltmeleri yapildiktan sonra sonuglar
standart 14C-glukozun cpm degerinden 10° trombosit hiicresinin igerdigi

nmol glukoz olarak agagidaki formiile gore hesaplandi.

Trombosit sayis1 mm3¥’de 200,000 olursa:

Cpm x 10
nmol geker/109 Tr = Qimure

Cpm1 nmol Std.
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Deneylerin bir kisminda zamana bagli transport ve birikim takip
edildi. Bir kisminda ise yalniz 20 dakikalik birikime @igli numunelerle baki-

lip, ortalama degerler tek bir olgunun sonucu olarak bildirildi.

F. GLUKOZ BAGLAYICI PROTEININ OZMOTIK §OK YONTEMI
ILE ELDESI VE SAFLASTIRILMASI(6)

Bu g¢aligmada, saglikli bir kigiden 1:9 oraninda EDTA’l1 200 ml.
kan alindi. Trombositler elde edildi ve 3 kez yikandi. Yikanmig trombosit
gokelegi 1:40 (w/v) oraninda, oda 1sisinda, plastik tiipte, % 30’luk glukoz
¢ozeltisinde homojen bir sekilde siispansiyon yapilip, 20 dakika oda tempa-
ratiiriinde karigtirildi. Trombositler 10,000 rpm’de 15 dakika santrifiij edil-
di. Ust faz atilarak, tiipiin kenarlar: iyice kurulandi. Trombosit ¢okelegine
1:80 (w/v) oraninda soguk distile su eklenerek, homojen siispansiyon yapil-
di. 30 dakika manyetik karigtirici ile sogukta karigtirildi. 10,000 rpm’de 15
dakika santrifiij edildi. Trombosit ¢okelegi (soka ugramig trombositler) tek-
rar Tris-NaCl tamponuna siispansiyon yapild: (Son konsantrasyon; 200,000
Tr/mm3) ve transport deneyinde kullanildi. Trombositten, soguk ozmotik
sok sirasinda agiga cikmis maddeleri igeren iist siva (gok sivisi), % 95 kesit-
li (NH,), SO, presipitasyonuna tabi tutuldu, 10,000 rpm’de 15 dakika san-
trifiij edilerek, elde edilen ¢6kelek en az (5 ml) miktarda Tris-NaCl tampo-
nunda eritildi, Tris-NaCl tamponu ile 2 giin sogukta dialize birakildi. Dia-
liz olmug gok sivisinin glukozu baglama aktivitesinin tayini igin gel filtras-
yon ve HPLC yéntemi kullanildi ve SDS_6H gel elektroforezine tabi tutul-
du.

G. GLUKOZ BAGLAYICI PROTEININ DETERJANLA MEMBRAN-
DAN ELDESI VE SAFLASTIRILMASI

Saglikli bir kigiden 1:9 oraninda EDTA’li 200 ml kan alindi.
Trombositler elde edildi ve yine 3 kez Tris-NaCl tamponu ile yikand.
Yikanmig trombositler 4 kez dondurulup, eritildi, iist faz ayrildi. Patlatil-
mi1g trombosit ¢okelegi son konsantrasyonu % 1 olmak iizere triton X100
ile muamele edildi. +4° C’de 16 saat manyetik karigtirica ile karigtirildi.
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10,000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi ve ust faz ayrildi(47).

Her basamakta protein tayini i¢in Lowry yontemi(109) kullanil-
di. Bu metodla elde edilen glukoz baglayic1 proteinin, glukozu baglama

aktivitesi HPLC yontemiyle saptand.

H. GLUKOZ BAGLAYICI PROTEIN AKTIVITESININ HPLC YON-
TEMIYLE TAYINI

Ozmotik gok yontemi ve triton X-100 ile muamele sonucu elde
edilen glukoz baglayict protein 1:100 oraninda 4C-glukoz ile 15 dakika
inkiibasyona tabi tutuldu ve HPLC’ye tatbik edildi. Protein fraksiyonlar:
ayr1 ayr tiiplere toplandi. Daha sonra bu fraksiyonlardan 400 gl ahindi, 5§
ml Aquasol eklenerek sivi sintilasyon sayacinda sayildi ve 14C-glukozun

baglandig: protein piki tespit edildi.

Bu amagla kullanilan HPLC; Waters HPLC-481 olup, degisken
dalga boylu detektérlii, 30 data modilli, model 510 pompalidir. Protein
kolonu olarak PAK 300 W kullanildi. Mobil faz olarak 0,1 mol/l fosfat tam-
ponu (pH:7) kullanildi. Kolondan 20 dakika tampon gegirilerek kolon stabi-
lize edildi. HPLC akig hiz1 dakikada 0,9 ml, AUFS-0,02, kagit hiz1 dakika-
da 0,5 cm ve dalga boyu 280 nm olacak gekilde ayarland1. 25 gl 6rnek uygu-
landi. Ayn1 sekilde HPLC protein standart: tatbik edildi. Standart protein-
lerin RT (tutulma zamanlari) ile baglayici protein pikinin RT’si kiyaslana-

rak molekiil agirlig:i bulundu.

I. GLUKOZ BAGLAYICI PROTEIN AKTIVITESININ GEL FIL-
TRASYON YONTEMI ILE TAYINI

Dializ olmus sok sivisinin glukoz baglama aktivitesinin tayini
igin HPLC metodu yaninda gel filtrasyon metodu da kullanildi. Sephadeks
G-25 bir giin dnceden 1slatilarak gigirildi. Kolona homojen gekilde dékildi
(boy= 23 cm x gap 0,9 cm). Iginden Tris-NaCl tamponu gegirilerek kolo-
nun dengelenmesi saglandi. % 0.1 "Blue dekstran" gegirilerek bogluk hacmi
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hesaplandi. (Kolon hacmi 4 ml, Blue dekstran ise 5-8 ml’de ¢ikt1) 1 ml gok
swvisina 0,1 ml 4C-glukoz (10-3 mol/Deklenerek 15 dakika karigtirildi ve
bu karigim sephadex G-25 kolonuna tatbik edildi. 1 ml'lik fraksiyonlar top-
land1. Her fraksiyonda radyoaktif sayim yapild: ve 280 nm dalga boyundaki
absorbsiyonlar1 okundu. Spesifik baglama aktivitesi nmol/mg protein ola-
rak hesaplandi.

Ayrica 14C-glukoz ilave etmeden 6nce 1 ml sok sivis1 yine sepha-
deks G-25 kolonuna tatbik edildi. 1 ml’lik fraksiyonlar toplandi. Yiksek
O.D. veren fraksiyonlardan 400 pl alindi, 4 pl #C glukoz (10-3 mol/1)
eklendi, 10 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi, nitrosellilloz membranlardan
siiziilerek, radyoaktivitenin hangi fraksiyonda oldugu sivi sintilasyon saya-
cinda sayilarak 8grenildi. Yine bu en yiiksek aktivite gdsteren fraksiyonlar
toplanarak liyofilize edildi ve SDS-6H gel elektroforezine verilerek ne
derece saflagti1 tesbit edildi ve standart protein grafigi ile molekiil agirls-
g1 tesbit edildi.

J. GLUKOZ KONSANTRASYONUNA BAGLI BAGLAYICI PROTE-
IN KINETIGI

Ozmotik sok sivisi ve 14C-glukoz 1x10-5 mol/l, 2x10-5 mol/l,
5x10-5 mol/l ve 10x10-5 mol/l son konsantrasyonlar: olacak sekilde muame-
le edildi ve +4° C’de 15 dakika inkiibe edildi.

Nitroselliloz membranlar Tris-NaCl tamponunda 1slatild1 ve Mil-
lipore manifold aletinde son hacim 200 gl olacak sekilde vakumla siizilldi.
Filtreler sayim gigelerine aktarildi ve PPO/POPOP ¢ozeltisi eklenerek sivi
sintilasyon sayacinda sayildi. "Quench" diizeltmeleri yapilarak Michaleis-
Menten ve Line-weaver Burk ve Scatchard grafikleri ¢izildi ve Km ve
Vmax degerleri hesaplandi.
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K. DEFIBROTIDIN MEMBRAN GLUKOZ TRANSPORTU UZERI-
NE IN Vivo ETKISI
Defibrotidin glukoz transportuna etkisini incelemek igin aterosk-
lerozlu 42 olgu ve 8 normal olgu kullanildi. 1:9 oraninda EDTA’l1 20 ml
kan 6rnegi alindi. 600 mg defibrotid i.v. olarak enjekte edildi. Enjeksiyon-

dan 2 saat sonra tekrar kan 6rnegi alindi.

Bu olgulardan 9 tanesinde de yine ilag verilmeden dnce 1:9
EDTA’'l1 20 ml kan o6rnegi alindi. Hergiin 600 mg defibrotid i.v. olarak 15
giin verildi ve 15. giin tekrar kan 6rnegi alinarak glukoz transport deneyi-

ne baglandi.

Defibrotid etkisinin spesifik olup olmadigin: 6grenmek amaciyla
diigiik molekiilli heparin (LMW heparin CY 222) kullanild: ve bu amagla 3
aterosklerozlu olgudan 1:9 oraninda EDTA’l1 20 ml kan 6rnegi alindi. 0,6
cc. (12.000 choay iinitesi) CY222 deri altina enjekte edildi ve 3 saat sonra

tekrar kan 6rnegi alinarak glukoz transport deneyi gergeklestirildi.

L. ISTATISTIKSEL ANALIZLER: Tibbi Biometri Kitabindaki for-
miiller kullanilarak yapildi1(110).

M. INDIRGENMIS SODYUM DODESIL SULFAT GEL ELEKTRO-
FOREZI (§DS-6H-PAGE)(111)

SDS-6H gel elektroforezi Weber-Osborn metodunun bir modifi-
kasyonudur. % 5’lik jeller kullanilir.

Kullanilan Cozeltiler:

1- Ornek tampon (A)

NaH, PO,, H,0 0,442 g
Naz H PO4 1,02 g
SDS 1.0 g

2-MET 1 ml
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BFB 0,015 g
Ure 36 g 100 ml'ye tamamlanir.

2- Gel tamponu (B)

NaH, PO, 2H,0 8.84 g 25° C’de pH:7

Na,H PO, 2045 g

980 ml’ye tamamlanir. Kullanilacag: zaman % 10 SDS’den 20 ml

3- Akrilamid gel (C) ¢ozeltisi
Akrilamid 11,1 ¢
Bis-Akrilamid 0,3 g 1000 ml’ye distile su ile

tamamlanair.
4- APS ¢ozeltisi: 100 mg APS 15 ml’ye tamamlanar.

5- Fiksatif ¢ozeltisi

Metanol 400 ml
Asetik Asit 70 ml
Su 530 ml

6- Boyama ¢6zeltisi

Metanol 400 ml
Asetikasit 70 ml
Su 530 ml hazirlanip 500 ml sine 1,25 g

Commassie brillant blue ekle-

nip, karistirilir.

7- Boya cikarma ¢é6zeltisi
Metanol 50 ml
Asetikasit 75 ml
Distile su 875 ml
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Gellerin hazirlanmast; 0,5 cm ¢apinda ve 10 cm uzunlugunda jel
tiipleri kullanildi. Gel tiipleri 7 cm uzunlugunda igaretlendi ve tiiplerin

alt1 parafilm ile kapatildi.

12 gel igin; 14,7 ml gel tamponu (B), 13,5 ml akrilamid gel ¢6zel-
tisi (C), 1,5 ml APS ¢6zeltisi erlenmayer igine konarak, sogukta vakum ile
havasi alind1. 0,3 ml SDS (% 10) g6zeltisi ve 50 gl TEMED iizerine ilave
edildi. Gellerin iizerine 40 pl distile su kondu ve polimerlegsmesi beklendi.
Bilinmeyen protein igeren 6rnekten 100 gl, 6rnek tamponundan (A) 100 pl
alinip karigtirildi. Biitiin 6rnekler, ve standart 100° C’de 60 saniye (6rnek
tampon iginde) bekletilerek proteinlerin denatiire edilmesi saglandi. Gel
bagina 20 4l 6rnek uygulandi. Her gel igin 8mA akim verildi. (+) ug ano-
da, (-) ug katoda baglandi. Elektroforez tamponu olarak gel tamponu (B)
1:1 oraninda sulandirilarak kullanildi. Marker gizgisi tiipiin bitimine 1 cm
kalan seviyeye geldiginde akim kesildi. Sonra jeller ¢ikarildi. Cikarilan jel-
ler fiksatif ¢dézeltisinde en az 10 saat tutuldu. Boyama soliisyonunda bir

gece tutulduktan sonra boya ¢ikarma soliisyonunda boyalar: ¢ikarildi.
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IVVBULGULAR

A. NORMAL VE ATEROSKLEROZLU OLGULARDA ZAMANA BAG-
LI GLUKOZ TRANSPORTU VE BIRIKIMI

Sekil 1°de goriildiigi gibi 14C-glukoz trombositlere zamana bagim-
I1 olarak alinir. Igeri akim (influx) sonucu metabolik havuzda biriken 14C-g-
lukozun kisa bir siire sonra digari akimi (efflux) baglar ve bir miiddet son-
ra "influx" ve "efflux" dengeye erigir, bu kararli hal "influx" ve "efflux"un
esit oldugu yani dengede bulundugu haldir. Trombositlerde zamana baglh
glukoz transportu, sicaklifa bagimlilik gésterir, +4° C’deki transport 37°
C’deki transportun % 50’sinin altindadir. +4° C’deki birikim basit difiiz-
yon ve 14C-glukozun trombositlere nonspesifik baglanmasidir. 8 normal
vakada yapilan glukoz transportu sonucu, 37° C’de 20 dakikada 1,8%0,40
nmol glukoz /107 trombosit, +4° C’de 0,26%0,09 nmol glukoz/109 trombo-
sit,aterosklerozda ise 0,30 * 0,27 nmol glukoz/109 trombosit olarak bulun-
du (Sekil I).
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SekilI : Normal ve aterosklerozlu olgularin trombositlerinde 37°C ve +4°C’de zama-
na bagli ¥C-glukoz transportu ve birikimi (son glukoz konsantrasyonu 105 mol/1
dir).

B. OZMOTIK SOK SIVISINDA GLUKOZ BAGLAYICI PROTEIN AKTIVITEST

Soguk ozmotik sok ydnteminde, trombositlerin membrana ser-
best gekilde bagli bulunan maddeleri gok sivisina geger. Soguk ozmotik
sokun trombositlerin aktif transport mekanizmasini bozdugu, glukoz bagla-
yic1 proteinin ozmotik sok sivisina gectigi Yardimci tarafindan gosterilmig-
tir(6). Soguk ozmotik gsoktan 6nce ve sonra zamana bagli glukoz traﬁsportu
37°C ve +4°C’de ayni olup, soka ugramamis trombositlerin +4° C’deki glu-
koz transportu ile aynidir (Sekil II).
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SekilII : Normal bir olgunun trombositlerinde soguk ozmotik goktan 6nce (6) ve sonra
(s), zamana bagimh ¥C-glukoz birikimi (37°C ve +4°C) (son glukoz konsan-
trasyonu 10-5 mol/!1 dir)

Bu gekilde elde edilmis olan gok sivisi (NH,),SO, presipitasyonu-
na tabi tutularak proteinler ¢éktiiriildii. Presipitat Tris-NaCl tamponunda
dialize birakildi. Dializden sonra bu sivida glukoz baglayici protein aktivi-
tesinin varligina gel filtrasyon yontemi ve HPLC ile bakild.

Ozmotik gok sivisi, 1:100 oraninda 14C-glukoz ile 15 dakika karig-
tirild. Glukozun son konsantrasyonu 10-3 me)/1 olarak ayarlandi. Sicaklik
baglayict aktiviteyi etkilemediginden, baglayict aktiviteye +4° C’de bakil-
d1. 15 dakikalik inkiibasyondan sonra 25 gl HPLC’ye tatbik edildi. Eliisyon
sonucu HPLC kromotogramlar: gekil IIT de goriilmektedir. Protein pikleri-
nin tekabiil ettigi fraksiyonlar toplanarak radyoaktif sayim yapildi 14C-glu-
kozun en gok baglandig: protein piki baglayici protein olarak tesbit edildi.
HPLC’ye protein standardi verilerek ozmotik gok sivisinda bulunan baglayi-
c1 proteinin molekil agirlig: 25,000 Da olarak bulundu.
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Sekil I :  Ozmotik gok sivisinin HPLC’den elde edilen kromotogramu ve protein pikleri-
nin molekiil agirlig1, baglanan ¥G-glukozun cpm degerleri.

150000
66000
23000

n® 5

880

4385

Sekil IV : HPLC protein standardimn HPLC kromotogrami
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Ayrica glukoz baglayici proteinin, bagka maddelerin transportun-
da rol alip almadifini 6grenmek amaciyla 4C-amino asit karigimi 1:100
oraninda ozmotik sok sivisi ile 15 dakika karigtirild1 ve yine HPLC'ye tat-
bik edildi. Fraksiyonlar toplanarak sivi sintilasyon sayacinda sayildi ve

ayni fraksiyona 1#C-aminoasidin baglanmigs oldugu goriilda (Sekil V).

'BI.

555

1310

og 692 7544 cpm/ml

Sekil V :  Ozmotik gok svist +¥C-amino asit karigiminin HPLC den elde edilen kromotogra-
m1 ve ¥C-amino asidin cpm degerleri

Elde edilen ozmotik sok sivisindan artakalan trombosit ¢ékelegi
mm?3'de 500,000 trombosit olacak gekilde % 1 triton X-100 ile siispande
edilip 16 saat (+4° C’de) kangtirildi. 10,000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edildi. Triton X-100 ile solubilize edilen kisimda baglayici protein aktivite-
sinin kalip kalmadigini kontrol etmek amaciyla 1:100 #C glukoz ile 15
dakika karigtirildi ve HPLC’ye verildi. Toplanan fraksiyonlar sivi sintilas-
yon sayacinda sayildi ve baglayici proteinin ¢ofuna yakin bir kisminin
ozmotik sok sivisina gegtigi, ¢ok az bir miktarinin ise trombositte kaldig:
gorildi (§ekil VI).
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Sekil VI :  Ozmotik sok sivisindan arta kalan trombositlerin Triton X-100 ile solubilize
edilip “G-glukozla muamelesinden sonra HPLC kromotogramu.

Ozmotik gok sivis1 1:100 “C-glukoz ile 15 dakika karigtirildiktan
sonra Sephadeks G-25 kolon kromotografisi yapildi ve fraksiyonlar toplan-
di. Radyoaktif sayima ve 280 nm dalga boyundaki absorbsiyona her fraksi-
yonda bakildi. Protein ve 14C- glukoz ayni fraksiyonlarda(6,7,8,9) c¢ikti.
Protein ile beraber ¢ikan 14C-glukoz baglayici proteinle komplekslesmis
14C-glukozdur. Béylece HPLC’de elde edildigi gibi kolon kromotografisin-
de de glukoz transportunda araci olabilen bir protein elde edilmis oldu (Se-
kil VII).

Ozmotik gok sivis1 Sephadeks G-25 kolon kromotografisinden
sonra yiiksek O.D. veren fraksiyonlara sonradan 1:10 oraninda 14C-glukoz
eklenip nitroselliiloz membrandan siiziillerek gergeklegtirilen deneyde de
14C-glukozun yine ayn1 fraksiyonlarda yiiksek oldugu gériildii.
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Sekil VII: - Soguk ozmotik sok swvist ile 14C-glukoz kangiminin Sephadeks G-25 gel kromotogra-
mt,

En yiiksek O.D veren fraksiyon liyofilize edildi ve SDS-6H gel
elektroforezi yapilarak proteinin ne derece saflagtirildig1 ve molekil agirli-
g1 standart proteinlerin molekiil agirliklarinin Ln ile Rf degerleri arasinda

gizilen grafikten elde edildi.
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SDS gel elektroforezinde elde edilen tek bantin (baglayici prote-
in) molekiil agirlig1 27,000 Da olarak bulundu (Resim I, Sekil VIII).

F 205,000

116000
97400

N 56000
I 45000

E 29,000

std.

ResimI : Standart ve baglayic proteinlerin SDS-6H gel elektroforezi ile molekiil agirh-

1nn saptanmasi
Standart Proteinler Molekiil LnM.W Uzunluk Marker
agirhgi MW, Lem uzuniugu Rf
M.L.cm
Miyosin 205,000 12,23 1,3 6,5 0,2
.B-galaktozidaz 116,000 11,66 24 6,5 0,36
Fosforilaz b 97400 11,49 3,5 6,5 0,54
Bovin Albumin 66000 11,11 4,9 6,5 0,75
Yumurta albumin 45000 10,70 5,3 6,5 0,82
Karbonik Anhidraz 29000 10,28 6,4 6,5 0,98

Glukoz baglayici protein 27000 10,20 6,45 6,5 0,99
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Sekil VIII - SDS-6H PAGE standart egrisi

C. TROMBOSIT MEMBRANININ DETERJAN MADDE ILE SOLU-
BILIZASYONU VE GLUKOZ BAGLAYICI PROTEININ SAFLAS-
TIRILMASI

Membran proteinleri ile yapilan galigmalarda, kullanilan deter-
janlarin membranla interaksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte memb-

ranin solubilizasyonuna sebep oldugu séylenmektedir(112).
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Yaptigimiz galigmada, saglikli kigilerden elde edilen yikanmig
trombositler, 6nce 4 kez dondurulup eritildi, patlatilmig olan trombosit
gokelegi son konsantrasyon % 1 triton X100 olacak gekilde +4° C’de 16
saat karigtirildi ve her basamakta protein tayini yapildi. Santrifigasyon ile
ist faz ayrildi. Baglayici protein tayini i¢in HPLC’ye verildi.

HPLC’ye verilmeden 6nce glukoz baglayici aktivitenin varligini
saptamak igin triton X-100 ile soliibilize edilen trombosit siipernatani
1:100 oraninda 4C-glukoz ile 15 dakika karigtirildi ve HPLC’ye tatbik edil-
di. Fraksiyonlar ayr1 ayr: tiiplerde toplandi, siv1 sintilasyon sayacinda sayil-
d1 ve 14C-glukozun en ¢ok baglandig1 protein piki bulundu. Bu pik standart
protein ile kargilagtirilarak molekil agirhifi hesaplandi (§ekil IX).

1220

4385

byt T
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Sekil IX :  Triton X-100 ile solubilize edilmig trombositlerin HPLC’den elde edilen kro-
motogrami ve baglanan ¥C-glukozun cpm degerleri.

D. OZMOTIK $OK SIVISINDAN ELDE EDILEN BAGLAYICI PRO-
TEIN KINETIGI
Ozmotik gok yontemi ile elde edilen ozmotik sok sivisi 1X10-3
mol/1,2x10-5 mol/1,5x10-5 mol/1,10x10-5 mol/l konsantrasyonlarda C-glu-
koz ile +4° C’de (buzda) 15 dakika inkiibe edildi.
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Nitroselliiléz membranlar, Millipore manifold kullanilarak filtre
edildi ve nitroselliiloz membranlar sivi sintilasyon sayacinda sayildi. Micha-
leis-Menten, Lineweaver Burk ve Scatchard grafigi ¢izildi. Lineweaver
Burk grafigine gére; Km= 7,5x10-5 mol/l, Vmax= 12,5 nmol glukoz/mg
protein, Scatchard grafiginde ise Km= 6,8x10-5 mol/l, Vmax= 11,8 nmol
glukoz/mg protein olarak bulundu (Sekil X, §ekil XI).

p
Km= 7.5 x 10 °molf _
' Vmax= 12,5 nmol glukoz /mg protein
6.0+
< 08
4.0¢ E
£
-13 041
x E 024
20 p
7l P Y] 5 -
10
(glukez) mel/}

§ § 10
(phaken)ato™ " mel/) .

Sekil X : Glukoz baglayic1 proteinin Michaleis-Menten ve Lineweaver Burk grafigi.

(10 saghkli kigiden elde edilen trombositlerden ozmotik sok sivi-
s1 elde edildi ve bunlar birlestirilerek transport kinetigi ¢aligildi. Her bir

nokta 2 1i galigmanin ortalamasidir.)
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1.5 1

Km= 5.8 x 10 % malft
Vmax= 11,8 nmuol glukoz /mg praotein

1.0 +

0.5 ¢

-

6 9 )

Sekil XTI : Glukoz baglayici proteinin Scatchard grafigi.
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E. GLUKOZ BAGLAYICI PROTEININ SAFLASTIRILMASI

Soguk ozmotik sok yontemi ve triton X-100 ile solubilizasyon
yontemi sonucu kismen saflagtirilan glukoz baglayici proteinin spesifik
aktiviteleri kargilastirildi. Ozmotik gok sonucu elde edilen fraksiyonlarin
Sephadeks G-25 kolon kromotografisinden sonra spesifik aktivitesi 53,2
nmol glukoz/mg protein, HPLC’den geg¢irildikten sonra 45,2 nmol glu-
koz/mg protein olarak bulunurken, triton X-100’le muameleden sonra 13,6

nmol glukoz/mg protein olarak bulundu.

Sephadeks G-25 sonucu elde edilen glukoz baglayici proteini 3,5
kez, HPLC sonucu ise 3,0 kez saflastirilmig oldu (Tablo II).

F. DEFIBROTIDIN MEMBRAN GLUKOZ TRANSPORTUNA IN
VIiVO ETKISI*

8 normal ve 33 aterosklerozlu olguda 600 mg defibrotid i.v. ola-
rak enjekte edildi. Enjeksiyondan 6nce ve 2 saat sonra 1:9 EDTA’h kan
o6rnekleri alindi. Glukoz transport deneyi yapildi. Zamana bagl transport-
ta defibrotid’in aterosklerozlu olgularda arttirdig: gorildi, fakat bu artigin
normallerin ¢ok altinda oldugu izlendi. Normal olgularda ise anlamli bir
fark gériilmedi (Tablo III, Sekil XII).

* Preliminer galigmalarimizda defibrotidin glukoz transportuna in vitro etkisi olmadig
goézlenmigtir,
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Tablo III: Normal olgularda defibrotidin trombosit glukoz transportu ve birilimine etlisi

Net degerler

Olgu adi Once Sonra
1) H.B. 1,5 1,5
2) NK. 2,1 1,9
3)S.B. 1,9 1,9
4) S.E. 2,4 2,6
5)B.B. 1,8 1,9
6) M.K. 2,1 1,9
7)FA. 1,4 2,0
8) T.B. 1,2 1,2

x=1,8 x=1,8

SD= 0,40 SD= 0,40

p>0,5
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Tablo IV : Normal olgularda defibrotidin trombosit glukoz transport ve birikimine in vivo etkisi
(+4°C ve 37°C’deki degerleri nmol glukoz/109 Tr/20"olarak verilmigtir)

Olgu Adi Once (37°) +4°C Sonra (37° C) +4°C
1) H.B 1,8 0,30 1,8 0,30
2) N.K 2,35 0,25 2,25 0,35
3)$.B. 2,24 0,34 2,26 0,36
4) S.E. 2,78 0,38 3,01 0,41
5) B.B. 2,19 0,39 2,35 0,45
6) M.K. 2,50 0,40 2,30 0,40
TFA 1,85 0,45 2,35 0,35
8) T.B. 1,6 0,40 1,6 0,40
x= 2,16 x= 0,36 x= 2,24 x= 0,37
SD= 0,39 SD= 0,06 SD= (0,41 SD= 0,04
1 ’ BB [ 1 J'
1168 )
= 1,48t
St
l::_l'
g 1;6@ [
E" a;&a i
o
= B;BB [
8,48}
E }m i
Once 2 saat sonra
X-1,8 1,8

S0-8,48  SD-A,4d

Sekil XII :  Normal olgularda defibrotidin trombosit glukoz transport ve birikimine in vivo etkisi



49

Defibrotid, glukoz transport birikimini aterosklerozlu olgularda
0,5710,54 nmol glukoz/10% trombositten, 2 saat sonra 0,77£0,67 nmol glu-
koz/109 trombosite yiikselttigi ve student t testi uygulandifinda p<0,001
olarak anlamli oldugu bulundu Tablo V, Sekil XIII.

15 giin i.v. defibrotid (600 mg) uygulanmig 9 olgunun glukoz
transportu sonucunda ise, transport degerleri, 0,30£0,27 nmol glukoz/10°
trombositten 2 saat sonra 0,4110,35 nmol glukoz/10° trombosite ve 15.
giin sonunda 0,55+0,47 nmol glukoz/10% trombosite yiikseldigi goriildi ve
student t testi uygulandifinda, dnce ve 2 saat sonra degerleri arasinda
p<0,01, 6nce ve 15. giin degerleri arasinda p<0,001 olarak anlaml: bulun-
du (Tablo VII, §ekil XIV).

G. LMW HEPARININ GLUKOZ TRANSPORTUNA ETKISI;

3 aterosklerozlu olguda LMW heparin subkutan (12000 U) ola-
rak uygulandi, 6nce ve 3 saat sonra glukoz transportunun 0,53 nmol glu-
koz/107 trombosit/20 dakika olarak ayni kaldig1 gériildii (Tablo IX, Sekil
XVII).

H. TROMBOSIT MEMBRAN PROTEIN PROFILINE INVIVO
DEFIBROTID ETKISI;

Aterosklerozlu olgularda defibrotid (i.v. 600 mg) uygulanmasin-
dan 6nce ve 2 saat sonra elde edilen trombositler triton X-100’le solubilize
edildi, HPLC’ye verildiginde 6nce ve sonra arasinda 8,41 RT’Lh 66,000
M.A.da bir proteinin varlif1 gézlendi (Sekil XVIII).
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TabloV : Aterosklerodu olgularda defibrotidin trombosit glukoz transport ve birikimine in
vivo etkisi (nmol glukoz/10° Tr/20°)

Net Degerler;
Olgu adi Once Sonra
1)§.B. 1,98 1,98
2)S.E. 1,35 2,40
3)B.B. 1,18 1,84
4)S.E. 0,80 0,80
5) M.S. 0,61 0,77
6) N.D. 0,97 1,15
7) N.S. 1.00 1,30
8) M.B. 0,92 1,07
9)M.AE. 0,78 0,85
10) F.S. 2,27 2,74
11) M.C.T. 1,29 1,54
12)) T.L 0,36 0,46
13)8.0. - 0,22 0,25
14) A.P. 0,23 0,29
15) 0.A.D. 0,40 0,45
16) T.0. 0,33 0,33
17) H.G. 0,32 0,49
18) LA. 0,89 1,09
19) B.D. 0,16 0,31
20) R.C. 0,11 0,12
21) H.G. 0,14 0,39
22) A.B. 0,26 0,34
23) T.B. 0,42 1,24
24)E.V. 0,25 0,27
25) N.B. 0,23 0,23
26) S.D. 0,14 0,28
27) T.0. 0,21 0,49
28) M.T. 0,10 0,12
29) E.T. 0,35 0,59
30) S.D. 0,18 0,79
31)F.B. 0,16 0,19
32) 0.U. 0,28 0,29
33)E.Y. 0,21 0,24
x= 0,57 x= 0,77

SD= 0,54 SD= 0,67
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TabloVI : Aterosklerozlu olgularda defibrotidin glukoz transport ve birikimine in vivo etkisi (+4° ve 37°
C degierleri nmol glukoz/10° Tr/20’ olarak verilmistir)

Olgu Adi Once (37°C) +4°C Sonra (37°C) +£C
1)S.B 2,48 0,50 2,48 0,50
2) S.E. 1,65 0,30 2,70 0,30
3) B.B. 1,48 0,30 2,14 0,30
4) S.E. 1,10 0,30 1,10 0,30
5)M.S 0,91 0,30 1,07 0,30
6) N.D. 1,22 0,25 1,45 0,30
7) N.S. 1,30 0,30 1,60 0,30
8) M.B. 1,26 0,34 1,48 0,41
9) M.A.E. 1,16 0,38 1,26 0,34
10) .. 2,61 0,34 2,81 0,47
11) MC.T. 1,68 0,39 1,73 0,19
12) T.L 0,55 0,19 0,65 0,19
13) $.0. 0,52 0,30 0,55 0,30
14) A.P. 0,56 ' 0,33 0,62 0,33
15) 0.A.D. 0,74 0,34 0,79 0,34
16) T.O. 0,63 0,30 0,63 0,30
17) H.G. 0,53 0,21 0,71 0,22
18) LA. 1,42 0,45 1,44 0,35
19) B.D. 0,36 0,20 0,61 0,30
20) R.C. 0,31 0,20 0,46 0,34
21) H.G. 0,35 0,21 0,74 0,35
22) A.B. 0,44 0,18 0,55 0,21
23) T.B. 0,62 0,20 1,63 0,39
24)E.V. 0,50 0,25 0,51 0,24
25) N.B. 0,48 0,25 0,53 0,30
26) S.D. 0,27 0,13 0,41 0,13
27) T.0. 0,32 0,11 0,59 0,10
28) M.T. 0,25 0,15 0,22 0,10
29) E.T. 0,56 0,21 0,80 0,21
30) S.D. 0,31 0,13 0,92 0,13
31) F.B. 0,39 0,23 0,38 0,19
32) 0.U. 0,48 0,20 0,49 0,20
33)E.Y. 0,43 0,22 0,44 0,20
x=0,84 x=0,26 x=1,04 x=0,27

SD=0,61 SD=0,09 SD=0,69 SD= 0,09
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1,24
1,18 v
1,60}
8,94
8,98
a'm..

a
—

8,58 1
8,481
8,81 !
8,281
8,18

molglukaz/19"Tr/29"
=
=

Gnce Sonra (n=33)
B,57:8,53 B,77:8,66 20,801
3

Sekil XIIT: Aterosklerozlu olgularda defibrotidin trombosit glukoz transport ve birikimi-

ne in vivo etkisi

Tablo VII:  Aterosklerozu olgularda defibrotidin trombosit glukoz transport ve birikimine in
vivo etkisi (nmol glukoz/10° trombosit/20 dakika)

Net degerler

Olgu Adi Once 2 saat Sonra 15.giin
1) K.B. 1.00 13 1,78
2) S.G. 0,32 0,49 0,53
3)B.S. 0.11 0,12 0,30
4 TA. 0.16 0.31 0,25
5) G.O. 0,14 0,39 0,39
6) E.Y. 0.16 0.19 0,44
7AY. 0,30 0.35 0,45
8) R.E. 0.22 0.22 0,23
9) B.A, 0.31 0.37 0,66

x=0.30 x= 0.41 x=0.55

SD=0.27 SD= 0,35 SD= 0.47
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Tablo VIII: Aterosklerozlu olgularda defibrotidin trombosit glukoz transport ve birikimine in
vivo etkisi (+4° C ve 37° C degerleri nmol glukoz/109 tr/20 dakika olarak veril-

migtir)

Olgu adi (Once 37°C)

1) K.B.
2) S.G.

3)B.S.

4 TA.
5) G.0.
6) E.Y.
T ALY.
8) R.E.
9) B.A.

1,30 0,30 1,60 0,30 2,08
0,52 0,20 0,69 0,20 0,63
0,23 0,12 0,22 0,10 0,45
0,28 0,12 0,51 0,20 0,45
0,28 0,14 0,60 0,21 0,60
0,36 0,20 0,49 0,30 0,74
0,60 0’30 0,65 0,30 0,75
0,44 0,12 0,44 0,12 0,38
0,62 0,31 0,67 0,30 0,79
x=0,51 x=0,20 x=0,65 x=0,22 x=0,76
SD=0,32 SD=0,08 SD=0,38 SD=0,07 SD=0,5
8,69 } .
8,71
‘tﬁ a’w T -
ey
= 8,5
o~
g ]
= 8,%%t '
g pmf
H, 19t
@

+4°C 2s. sonra (37°C) +4°C 15.Giin (37°C) +4°C

X:B)SS

Once Z2eaat  15.gln
sonra
x=8,38 x=8,41
506,27  SD8,35

304,45 (n=9)

0,30
0,10
0,15
0,20
0,21
0,30
0,30
0,15
0,13
x=0,20
SD=0,07

Sekil XIV: Aterosklerozlu olgularda defibrotidin trombosit glukoz transport ve birikimi-
ne in vivo etkisi "
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pefibrotid =————0
Kontrol 0----- 0
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- zaman(dak.)

Sekil XV: Normal 4 olguda defibrotid uygulamasindan 6nce ve 2 saat sonra zamana bag-
I1 net glukoz transportu (0.,5., 20. dakikalar)
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Sekil XVI: Aterosklerozlu 6 olguda defibrotid uygulamasindan dnce ve 2 saat sonra zama-
na bagli net glukoz transportu (0., 5., 20. dakikalar)
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Tablo IX : Aterosklerozlu olgularda LMW heparinin glukoz transportuna etkisi (nmol glu-

koz/10% trombosit/20 dakika)
Net degerler
Olgu ad: Once Sonra
1.N.D, 0,60 0,61
2)MK 0,45 0,43
3)HK. 0,54 0,55
x=0,53 x=0,53
SD= 0,07 SD= 0,09
.60} T |
= 4587
=~
e
P
o, H.487
e
.
3
] 4.3 1
=
s g1
g.18¢

Once 3 saat sonra

B.5748.87 8.57+4.89

Sekil XVII:  Aterosklerozlu olgularda LMW heparinin glukoz transportuna etkisi
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Sekil XVIII: Trombosit membran protein profiline in vivo defibrotid etkisi

I. CESITLI HASTALIKLARDA TROMBOSIT GLUKOZ
TRANSPORTU

Ateroskleroz vakalarinda detayli galigilan glukoz transportuna
cesitli hastaliklarda birer vaka secgilerek 20 dakikalik glukoz birikimine
bakildi. Tablo X’da gorildiigi gibi dev hiicreli trombopatide, takayﬁshide,
primer trombositemiada, diigiik glukoz birikimi saptanirken, Behget hastali-

ginda normal sinirlar iginde birer deger elde edildi.
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Tablo X: Cegitli hastaliklarda trombositlerde glukoz birikimi

Olgular *nmolglukoz/10% Trombosit/20 dakika
Normal 1,8£0,40 (n:8)

Ateroskleroz 0,5710,54 (n:33)

Dev hiicreli trombopati 0,16

Primer trombositemia 0,30

Takayushi 0,54

Behget hastalif 2,1

*  37° Cde elde edilen sonuglardan +4° C'deki sonuglar gikarilarak net birikim degerleri verilmig-

tir.
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VTARTIS MAe——e ----—

Trombositlerde gegitli maddelerin transportlari ile ilgili gok sayi-
da galigmalar bulunmaktadir. Bunlar putresin(47), histamin(46), seroto-
nin(57-59) GABA(48), kalsiyum(62-64), serbest yag asitlerinden palmitik
asit(65,66), aragidonik asit(2), potasyum(73), adenin(71), adenozin(69),
ADP(68) ve aminoasit(49-52) transportlaridir.

Trombositlerde glukoz transportu, hiicrenin metabolik enerjisi-
nin temininde 6nemli kontrol noktasidir. Transportu saglayan, permeaz
veya transporter veya tagiyict diye adlandirilan baglayict proteinlerin bu

sistemdeki 6nemi tartigilamaz.

Trombositlerde glukoz transportu ile ilgili ¢aligmalara 1970°den

gliniimiize kadar rastlanmaktadir.

1970°de Solomon ve Gaut(76) fosforilasyondan ileriye metaboli-
ze olmayan 2-deoksiglukozun aktif transport sistemini kullandigin: gésterir-
ken, 1975’de Schneider(21) ise glukozun kolaylastirilmig difiizyon yoluyla
transport oldugunu bildirmigtir. Bu transportun insiilline bagimlilig1 konu-
sunda birbirleriyle geligkili sonuglar rapor edilmistir(20,21,76). Yardimc1
tarafindan, yiiksek glukoz konsantrasyonunda, izole trombositlerde glukoz
transportunun kolaylagtirilmig difizyonla(113), diisiik glukoz konsantrasyo-
nunda ise DNP, KCN, arsenat ve oubain gibi metabolik inhibitérlerle inhi-
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be edilebilen Na+/K+ pompasina bagimli aktif transportla oldugu bildiril-
mistir(6). Yine ayni g¢aligmada glukoz baglayict protein trombositlerin
ozmotik sok sivisinda tespit edilmigtir. Agregasyon, sekresyon ajanlarin-
dan kollogen, adrenalin, ADP ile etkilenmedigi ve glukoz baglayic1 protei-
nin bu maddelerle salgilanmadig: rapor edilmistir(74). Sitratli ve EDTA’1
ortamda transportun azalmamasi bu sistemin Ca* iyonuna bagimli olmadi-
g1 fikrini verir. Ca2* iyonoforlarinin glukoz transportuna etkisinin aragtiril-

masi1 degerli bilgiler verebilir.

Onceki bir ¢aliymamizda normal ve aterosklerozlu kigilerin trom-
bosit memban glikoprotein dagilim: ve agregasyon, sekresyon ajanlarinin
glikoprotein dagilimina etkisi aragtirildi(55). Adrenalinle uyarilma sonucu
degisen trombosit membran glikoproteinlerinin glukoz aktif transport siste-
minde etkisiz olduu sonucuna varabiliriz. Ayrica bir dopamin agonisti
olan bromokriptinin etkisi ile bu degisikligin onlendigi, yine bromokripti-
nin ADP sekresyonunu 6nledigi(114), fakat aspirin gibi bromokriptininde

trombosit glukoz transportuna etkisiz kaldig1 gézlemlerimiz arasindadir.

Bu galigmada, glukoz baglayici protein eldesi, soguk ozmotik gok
yontemi ve literatiirde oldukga sik kullanilan noniyonik bir deterjan madde
olan triton X-100 ile gergeklestirildi. Trombosit membranina sikica bagl
olan integral proteinlerin eldesinde gogunlukla triton X-100 kullanilmakta-
dir, triton X-100 fosfolipidlerin yerini alarak proteinlerin etrafin1 sarmak-
ta ve proteinleri ¢oziiniir hale getirmektedir. Yani bu metodla membran
solubilizasyonu gergeklegir. Soguk ozmotik ok yénteminde ise membrana
serbestge bagli olan, periferal veya membran boyunca bulunan baglayici
proteinler serbestleserek gok sivisina ge¢mektedir. Her iki metodla elde
edilen protein fraksiyonunun izokratik HPLC analizi sonucu 145,000 ve
25,000 molekiil agirliginda- iki protein piki gériildii ve 14C-glukoz spesifik
baglayic: aktivite 25,000 molekiil agirligindaki pikde tesbit edildi. Ozmotik
sok yontemiyle elde edilen baglayici proteinin SDS-PAGE analizinde ise
glukoz spesifik baglayici proteinin Mr degeri 27,000 Da olarak tesbit edil-
di. Ozmotik sok sivisinin % 95 kesiti (NH,),SO, presipitasyonu ve Sepha-
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deks G-25 kolon kromotografisi sonucu glukoz baglayici protein spesifik
aktivitesi 53,2 nmol glukoz/mg protein olarak bulundu. Sephadeks G-25
kolon kromotografisi yerine izokratik HPLC uygulandiginda glukoz baglayi-
c1 proteinin spesifik aktivitesi 45,2 nmol glukoz/mg protein olarak tesbit
edildi. Dondurup eritme +tritonX100’le solubilizasyondan sonra ise spesi-
fik aktivite 13,6 nmol glukoz/mg protein olarak saptandi. Ozmotik soka
ugramig ve aktif glukoz transport kapasitesini kaybetmis trombositlerin tri-
ton X-100’le muamelesi sonucu glukoz baglayici protein spesifik aktivitesi

20,0 nmol glukoz/mg protein olarak saptandi.

Ozmotik §ok sivisi, amonyum siilfat presipitasyonuna tabi tutul-
duktan sonra Sephadeks G-25 kolon kromotografisi sonucu glukoz baglayi-
c1 protein 3,5 kez saflagtirilirken, kolon kromotografisi yerine HPLC kulla-
nildiginda, baglayici protein 3 kez saflagtirilmig oldu. Bu gekilde saflagtiri-
lan baglayici protein SDS-poliakrilamid gel elektroforezinde tek bant ola-
rak tesbit edildi.

Trombositlerde, putresin transportunu saglayan baglayict protei-
nin 55,000 - 65,000 molekiil agirlifinda ve bir glikoprotein oldugu bildiril-
migtir(47). Bakterilerde ise amino asit baglayic1 proteinlerinin 20,000 -
30,000 Mr civarinda oldugu bilinmektedir(115). Eritrositlerdeki glukoz
baglayici protein (Band III protein) ise 50,000 - 60,000 agirlifinda bir pro-
tein olarak literatiirde rapor edilmigtir(116).

Bu g¢alismada, glukoz baglayici proteinin molekill agirlifinin
25,000 - 27,000 olarak bulunmasi gegitli maddelerin spesifik baglayic1 pro-
teinlerle transport edildigi fikrini desteklemektedir. Caliyjmamizda amino
asit baglayici protein aktivitesi ise glukoz baglayici proteinle birlikte tesbit
edildi. Daha ileri saflagtirma metodlarinin uygulanmasi ile amino asit ve
glukoz spesifik baglayici aktivitelerin birbirinden ayrilabilecegi ve kompe-
tetif kinetik ¢aligmalar: ile spesifik dereceleri saptanabilecegi goriigiinde-
yiz. Trombositlerde zamana bagli glukoz birikimi tizerinde yapilan galigma-
larda gekerler ve metabolize olmayan analoglar: arasinda spesifiklik ince-

lenmigtir. Ornegin glukoz ve deoksiglukozun ayni sistemle tagindif1, galak-
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toz ve 3-ometil glukozun ise ayr1 permeaz sistemlerini kullandig: bildiril-
migtir(117).

10 olgunun proteinlerini birlestirerek elde edilen baglayici prote-
inin Km degeri 7,5 x 10-5 mol/l, Vmax degeri ise 12,5 nmolglukoz/mg pro-
tein olarak Lineweaver Burk ve Scatchard ¢izimlerinden saptandi. Yardim-
c1, zamana bagli glukoz birikimi kinetik ¢aligmalarinda trombosit glukoz
transportunun Km degerini 2.15¢ 0.28 X 10-5 mol/l ve Vmax degerini
9.11+1.49 nmolglukoz/109 trombosit/30 saniye olarak saptamigtir(6). Glu-
koz baglayic1 protein kinetik neticelerimizin trombosit glukoz transport
kinetigine uyumlu oldugu gérilmektedir. Ozmotik goka ugramig dolayist
ile glukoz baglayici proteinini kaybetmis trombositlerde glukoz aktif trans-
portunun eksikligi ve glukoz baglayici protein kinetigi ile trombosit glukoz
kinetiginin uyumlu olmasi baglayici proteinlerin transport progeslerindeki

6nemini vurgulamaktadir.

Trombositlerin beyin hiicrelerinin periferal modeli oldugu gorii-
sinden hareketle yapilan galigmalarda depresyon vakalarinda 5-HT trans-
portunun defektif oldugu ve elektrokonviilsif tedavi sonucu normale gére
diigiik olan Vmax’in anlaml: olarak arttif1 gésterilmigtir(57,58). Parkinson-
lu olgularda trombosit dopamin transportunun defektif oldugu bildirilmig-
tir(54).

Trombastenik hastalarda, GPIIb ve III a eksikliginde Ca2* trans-
portunun % 50 azaldifi rapor edilmistir(60).

Bu galigmada ise aterosklerozlu hastalar yaninda, GPIb eksikligi-
nin tarif edildigi bir dev hiicreli trombopatili olguda, bir primer trombosi-
temia olgusunda, bir takayushi olgusunda trombositlerde glukoz birikimi-
nin diigik oldugu, bir Behget hastalig1 olgusunda ise normal oldugu gézlen-
di. Burger hastaliginda da Yardimci ve arkadaglari trombosit glukoz trans-
portunun normal degerlerde oldugunu gozlemiglerdir(118).

Primer hipotiroidili ve nefrotik sendromlu olgularda trombosit



63

glukoz transportunun defektif oldugu bildirilmigtir(119,120). Dikkat gekici
bir husus bu hastalarla aterosklerozlu kigiler arasinda miisterek laboratu-
var parametreleri bulunmaktadir. Yani hiperlipemi ve hiperkolesterolemi

vakalaridir.

Yardimey, tip I diabetes mellituslu olgularda glukoz transportu-
nun normal oldugunu fakat tip II diabetes mellituslu olgularda defektif
oldugunu bildirmigtir(6). tip II diabetes mellitustaki glukoz aktif transpor-
tunun eksikligini aterosklerozlu olmalarindan ileri geldigi goriigiinii bildir-

migtir.

Oral antidiabetiklerden siilfaniliire grubundan diamikron ve bigu-
anid grubundan metforminin tip II diabetiklerde trombosit ve eritrosit glu-
koz transportunu artirdig: bildirilmigtir(121).

Ateroskleroz tedavisinde trombosit fonksiyonlar: yoniinden etki-
li ilaglarin trombosit glukoz transport defektine etkileri gegsitli caligsmalar-

da rapor edilmistir.

Bir siklooksigenaz inhibitérii olan indobufenin aterosklerozlu
olgularda glukoz transportuna etkili olmadig, galaktoz transportuna etkisi-
nin ise hafifge arttirdigt yoniinde oldugu bildirilmistir(122).

Diger bir ¢aligmada, gegitli antiagregan ajanlarin (persantin,
ksantinol niyasiyanat, aspirin, movesil) trombosit histidin transportuna
etkileri bakilmig ve anlaml1 bir fark olmadig1 gdsterilmigtir(123). Bir poli-
deoksiriboniikleotid olan ve memeli hayvanlarin akcigerlerinden elde edi-
len defibrotidin trombosit glukoz transportuna in vivo etkisi incelendi ve 2
saat gibi kisa bir zamanda dahi anlamls bir artis kaydedildi. Ateroskleroz-
da (n=33) 0,5710,54 nmolglukoz/10% Tr/20 dakika olarak bulunan glukoz
transportunun 2 saat sonra 0.77+0,67 nmolglukoz/10% Tr/20 dakikaya yiik-
seldigi gorildii. 15 giinlik defibrotid tedavisi sonucunda 2 saat sonra olan
artigtan daha anlamli bir artiy kaydedildi. Defibrotidten énce (n=9)
0,30%0,27 nmolglukoz/10% Tr/20 dakika iken ,2 saat sonra 0,41%0,35 nmol
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glukoz/109 Tr/20 dakikaya arttif1 ve 15. giin sonunda ise 0,55+0,47 nmol
glukoz/109 Tr/20 dakikaya yiikseldigi goriildii. Defibrotid etkisinin in vivo
olmas: defibrotid metabolik driiniiniin veya defibrotid ile olusan plazmatik
bir faktoriin etkisinin glukoz transportunu arttirdigi gérigiinii getirir.
Diger taraftan defibrotid uygulamasi neticesi trombositlerin triton X-100
ile solubilizasyonu sonucunda 66,000 molekiil agirlikli ve 280 dalga boyun-
da absorbsiyon gosteren bir maddenin, bilyiilk bir olasilikla bir proteinin
varlifint saptamamiz, defibrotidin direkt veya dolayl1 olarak trombosit
membraninda bazi degigimlere sebep oldugu goériigiinii de getirir. Diger bir
g¢aligmada bir membran markeri olan ve aterosklerozlu olgularin trombosit-
lerinde diigiik bulunan glutamil transpeptidazin in vivo olarak defibrotid
ile normallerin degerine yiikselmesi bu goriigii kuvvetlendirici bir bulgu-
dur(106).

Yapilan digef bir galigmada, yine aterosklerozda defibrotidin
eritrosit glukoz transportunu arttirict etkisi sonuglarimizi dogrulamakta ve
defibrotidin etkisinin trombositlere spesifik olmadigin1 géstermekte-
dir(107).

Bu galismada hemostatik parametrelere etkisi yoniinden benzer
etkiler gésteren diigitkk molekiil agirlikls heparinin glukoz transportunu etki-

lemedigi saptandi. Bu y6niiyle defibrotid LMW heparinden farklidir.

Tip II diabet hastalarinda glukoz metabolizmasini diizene sokan
ilaglarin defektif glukoz transportunu diizeltmesi membran aktif glukoz
transportunun bir metabolik kontrol noktas1 oldugu gériigiinii kuvvetlendir-

mektedir.
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VI.OZET

Normal ve aterosklerozlu kisilerde glukoz transportu ortamda
10-5 mol/l glukoz konsantrasyonunda takip edildi. Normal gahislarin trom-
bositlerinde 20 dakikalik glukoz birikimi 1,8 + 0,40 nmol glukoz/109 trom-
bosit (n=8) iken, aterosklerozlu gahislarin trombositlerinde 0,57 t 0,54
nmol glukoz/10? trombosit, +4°C de ise 0,26 + 0,09 nmo!l glukoz/10% trom-
bosit olarak bulundu (n=42).

Trombositlerin ozmotik gok sivisinda glukoz baglayici protein
aktivitesi normal gsahislarda 53,2 nmol glukoz/mg protein, triton X-100 le
muameleden sonra ise 13,6 nmol glukoz/mg protein olarak saptandi. Bagla-
yict protein (NH,),SO, presipitasyonu, Sephadeks G-25 kolon kromatogra-
fisi ve izokratik HPLC ile 3-3,5 kez saflagtirildi ve molekil agirligs SDS--
PAGE ile 27,000 Da, HPLC ile 25,000 Da olarak tespit edildi. Glukoz bag-
layici proteinin Km degeri 7,5 x 10-5 mol/l, Vmax degeri ise 12,5 nmol/g-
lukoz/mg protein olarak bulundu. Antitrombotik bir ilag olan defibrotid
(i.v. 600 mg) aterosklerozlu sahislarda 20 dakikalik glukoz birikimini 0,57
t 0,54 nmol glukoz/10? trombositten 2 saat sonra 0,77 £ 0,67 nmol glu-
koz/10% trombosite yiikselttigi goriildii (n=33). Normal vakalarda ise defib-
rotid uygulamasindan énce ve sonra 1,8 t 0,4 nmol glukoz/10? trombosit
olarak saptand:i (n=8).

15 giin siire ile hergiin defibrotid uygulamasi sonucunda ise 20
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dakikalik glukoz birikimi 6nce; 0,30 + 0,27 nmol glukoz/10% trombosit, 2
saat sonra 0,41 t 0,35 nmol glukoz/10% trombosit, 15.giin sonunda ise 0,55
t 0,47 nmol glukoz/10? trombosit olarak bulundu (n=9).

In vivo defibrotid uygulamasindan sonra 66,000 Da molekiil ag1r-
Iiginda bir proteinin solubilize trombosit membran fonksiyonunda ortaya
cikt1g1 goriildi.
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VIiI. SUMMARY &eoe0 0 ... ..o.... ... . . . 000 oo

Glucose transport in normal and atherosclerotic subjects was
followed at 10-5 mol/l glucose concentration by measuring the time
dependent 14C glucose accumulation. Glucose accumulation in normal
subjects was found as 1.8 * 0.40 nmol glucose per 10? platelets per 20
minutes at 37°C (n=8). It was found as 0.26 + 0.09 nmol glucose per 10°
platelets at +4°C. In atherosclerotic patients glucose accumulation was
0.57 £ 0.54 nmol glucose per 109 platelets both at 37°C and +4°C (n=42).

In the osmotic shock fluid of platelets, glucose binding protein
activity was found as 53.2 nmol glucose per mg protein in normal subjects
and the platelets where membrane solubilization was done with triton X
100 had 13.6 nmol glucose per mg protein of binding activity. Binding
protein was purified 3 to 3.5 times with (NH,),SO, precipitation,
Sephadex G-25 column chromatography and isocratic HPLC. Its molecular
weight (Mr) was determined as 27.000 Da through SDS-PAGE and 25.000
Da through HPLC.

Km value of glucose binding protein was found as 7.5 x 10-3

mol/l and Vmax value as 1.25 nmol! glucose per mg protein.

After 2 hours of defibrotide administration (600 mg i.v.) the
glucose accumulation was increased from 0.57 ¢ 0.54 nmol glucose per 10°
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platelets for 20 minutes accumulation to 0.77 + 0.67 nmol glucose per 10°
platelets for 20 minutes accumulation in atherosclerotic patients (n=33).
In normal cases it has been determined as 1.8 + 0.4 nmol glucose per 10°
platelets for 20 minutes accumulation both before and after the
administration of defibrotide. According to the results of daily
administration of defibrotide for 15 days, glucose transport values have
been found as 0.30 + 0.27 nmol glucose per 107 platelets for 20 minutes
accumulation before the administration, 0.41 £ 0.35 nmol glucose per 10°
platelets for 20 minutes accumulation after 2 hours of administration and
0.55 t 0.47 nmol glucose per 109 platelets for 20 minutes accumulation at

the end of 15 days of administration (n=09).

Upon in vivo defibrotide administration, a protein with 66,000

Da molecular weight was detected in the solubilized membrane fraction.
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Rr ; reténsiyon zamani

PRP : trombositten zengin plazma
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vY-GT : y-glutamil transferaz
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2-DOG : 2 deoksiglukoz
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