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BoOLUM I.
GIRIS ve AMAC

Hiperlipidemi, ateroskleroz i¢in onemli risk
faktdrlerinden biridir. Ciinki ateroskleroz sirasinda
plazma lipoproteinin, trombositlerin, karaciger
hiicreleri ve endotel Thiicre zarlarinin kolesterol /
fosfolipit oranlari: artmaktadair. Kolesterol ve
fosfolipitler plazma ve hicreler arasinda degis tokus
edilmektedir}er . Eritrositlerin kolesterol ve
fosfolipitlerini sentezleyecek organelleri olmadig:i icin
bu durum odzellikle eritrositler icin c¢ok &nemlidir. Bu
etkilesim zarin normal vyapisini bozmakta, morfolojik,
enzimatik ve tasiyici d&zelliklerini etkileyebilmektedir.
Hiperlipidemik hastalarin serum kolesterol, triglisefit
diizeyindeki artigslarin eritfosit zar yapisini
etkileyeceg@ini disindigimizden bu hastalarin
eritrositlerini morfolojik olarak incelemeyi ve glukoz
tasiyicisi aktivitesini deferlendirmeyi amacladik. Bu
nedenle arasgtirmanin birinci Dbdlumiinde kolesteroclce
zengin ortamda inkibe edilen normal eritrositlerin hiicre
morfolojisinde ve glukoz tasima aktivitesinde bir

degisiklik olup olmadifinin arastirilmasi planlandi.



tkinci bélimde ise hiperlipidemik ve aterosklerotik
hastalarin eritrosit glukoz tasiyicisinin kinetik
parametrelerinin tayin edilmesi, bu gruplarin
eritrositlerinin taramali elektron mikroskobu ile
incelenmesi ve sonu¢larin kontroller ile
karsilastirilmasi diisiinildi.

Defibrotid antitrombotik ve profibrinolitik etkisi

olan akut ve letal miyokardiyal iskemide
kardiyoprotektif etkisi olan bir ilactir. Bu ilacan
eritrositlerde 2,3 difosfogliserat miktarini

artti1rdidi wve Dbodylece hemoglobinden oksijen salinimin:

hizlandirarak doku oksijenizasyonunu kolaylagtirdiga
dne siuridlmistir. Bu calismada aterosklerotik
hastalara defibrotid uygulamasinin eritrosit

glukoz tasinimina bir etkisi olup olmadiginin da

incelenmesi planlanda.



BoLUM II.

GENEL BILGILER

II. 1. ERITROSIT ZAR YAPISI

Yarai Omiirleri yaklagik 120 gin olan ve bu siire
icinde 10 milyon kalp atigi 1ile dolasima pompalanan
eritrositlerin bikonkav vyapisi 2zar Dbilesenleri ile
korunmaktédlr. Eritrosit =zar vyapisi. diger hiicrelerde
oldugu gibi’ lipit ve proteinlerden olusan mozaik yapi
gdriinimindedir. % 49 protein, % 43 lipit ve % 8

_ karbohidrat icermektedir (1).

ERTTROSIT ZARINDA BULUNAN PROTEINLER :

Proteinler bu vyapida iki sgekilde vyerlesirler.
tntegral proteinler tamamen zar i¢ine goémidlmis
olanlaridir. Digerleri ise =zarin ic veya dis vyizine
yerlesmis olan periferal proteinlerdir. Eritrosit
zarinda bulunan proteinler Tablo 1l'de bazi 6zellikleri
ile verilmigtir. Sekil jﬁﬁde bu proteinlerin zarda
yerlesimi ve birbirleri ile etkilesimleri gdsterilmistir

(2) .. . ‘ _ e
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Tablo 1. Insan eritrosit zar proteinleri (Kaynak 3'den

alinmaistair).

Bant 3 ile zar iskeletine

Spektrin ile bag vapar.
?

Spéktrin ile bhag yapar.

Bant™® Proteinin Molekiil Rold
numarasl ada agirliga
A .Periferal proteinler
1 Alfa—-spektrin 260.000 Zar iskeleti
2 Beta—-spektrin 225.000 Zar iskeleti
2.1 Ankyrin 215.000
baglanir.

4.1 - 78.000
4.2 - 72.000
4.9 - 45.000 ?
5 Aktin 43.000

Gliseraldehit-3

fosfat dehidrogenaz 35.000 Glikolitik enzim
7 - 29.000 ?
8 - 23.000 ?
B. Integral proteinler
3 - 89.000 Anyon kanali
4.5 - 55.000 Glukoz tasiyici

Glikoforin A 31.000 Hucre taninmasi

B 23.000
C 29.000

* Eritrosit zar proteinlerinden jel elektroforezinde

elde edilen bantlar.



Periferal proteinler

Spektrin

Zarin protein agirliginin % 30'unu olusturan ve
hiicrenin bikonkav vyapisinin korunmasinl sa@layan en
dnemli proteindir. 260.000 wve 225.000 dalton molekil
agarliklarinda alfa ve beta altbirimlerinden olusmus
fibroz bir proteindir (2.4). Hiicre zarinin
sitoplazmaya bakan yiuziinde bulunan bu protein bant
4.1 proteini aracilig: ile diger bir periferal
protein olan aktin'e baglanir . Bu U¢li yapiya diger
bazi éritrosit proteinlerinin de baglandig:
gérﬁlmﬁstﬁrf Tropomiyosin, bant 4.9 proteini, kalmodulin
ve addisin ile olusturdugu kompleksin eritrositlerin
normal bikonkav ve diskoit yapisini dlizenledigi one
siridlmistir (5-7).

Ankyrin :

215.000 dalton molekil agirliginda monomer yapida
bir fosfoproteindir. Fosforile kisim spektrin ile
baglanmanin oldugu bélgeye c¢ok yakindir. Ankyrin,
spektrin‘in bant 3 proteine baglanmasini saglar

(8,9).



Aktin :

43.000 dalton molekiil agirliginda 12-17 idniteden
olusmug oligomerik bir yapiya sahip periferal
proteindir. Hicre zarinin sitoplazmaya bakan vyiiziinde
bulunan bu protein elektroforezde bant 5 olarak
goriilmektedir. Spektrin ile birlikte olusturdugu yapai
hiicreye esneklik ve deforme olabilme 6zelligini kazandir
(4.10).

Bant 4.1 Proteini

78.000 wve 80.000 dalton molekiil agirlaginda
iki polipeptitten olusmustur. Solisyonda monomer
halinde bulunur. Bant 4.1 proteini spektrin'e aktin ile
ayni yerde £etramer1erin ucuna baglanir (9,11).

Tropomiyosin

27.000 ve 29.000 dalton molekiil afirlaiklarainda iki
alt birime sahip dimer halinde bulunur. Bir tropomiyosin
dimeri, 6-7 aktin monomerine badlanir. Eritrosit
yapisindaki fonksiyonu, aktin filamentlerini stabilize
etmek ve aktinin spektrin'e baglanmasini regiile etmektir
(9.12).

Miyosin

210.000 dalton molekil agirlaiginda afir =zincir,
19.000 ve 25.000 molekil agirliklarinda iki tane hafif
Zzincirden olusmus bir vapiya sahiptir. Kalsiyum
tarafindan stimiile edilen diiz kas miyosin ATPaz

aktivitesi gosterir (13).



Integral proteinler :

Bant 3 Proteini

93.000 dalton molekiil agirliginda olan dimerik bir
proteindir. Zarin sitoplazmik ylizinden diger yluzine
kadar uzanir. Anyon tasiyicisi olan bu protein ankyrin'‘e
baglanir. Bu proteinin sitoplazmaya dogru olan
uzantisina hemoglobin, bazi glikolitik enzimler, bant
4.1 proteini ve 4.2 proteini baglanir (3,11).

Glikoforinler

Glikoforinler 23.000, 29.000 wve 31.000 molekiil
agirliklarina sahip glikoproteinlerdir (Glikoforin A, B
ve C). % 60,karbohidrat icerirler. Bunlar serin, treonin
ve agsparajine baglanir. Yaklasik 131 amino asit
iceren ve zarin bir ylizinden diger yiliziine wuzanabilen bu
proteinlerin 23 amino asitlik kismi alfa heliks
yapi ile =zarin icine gomiilmistir. Glikoforinlerin
paz1 oligosakkaritleri M wve N grubu antijenlerdir

(11.12).

Bant 4.5 Proteini
55.000 dalton molekiil agirliginda ve glukoz

tasinimindan sorumlu bir proteindir (3.4,10).



ERITROSIT ZARINDA BULUNAN LIPITLER :

Eritrosit zarindaki total lipitlerin % 95'ini
fosfolipitler ve esterlesmemis kolesterol olusturur.
Az miktarda glikolipit, gliserit ve serbest yad asiti
bulunmaktadir. Molar olarak diusinildiginde fosfolipit
ve kolesterol miktarlari birbirine vakin degerlerdedir.
tnsan eritrosit zarlarinda bulunan fosfolipitlerin %30'u
fosfatidil kolin, % 20'si fosfatidil etanolamin, % 14'U
fosfatidil serin ve % 25 'l sfingomiyelindir. Geri kalan
% 15'ini de fosfatidil inositol ve fosfatidik asit
olusturmaktadir (1,13-15). Lipitlerin =zarin i¢ ve dis
ylzlerindeki yverlesimleri simetrik degildir. Fosfatidil
kolin ve sifingomiyelin'in biiyuk bir k;sml plazma'ya
bakan zarin dis vyilzeyinde Dbulunurlarken, fosfatidil
etanolamin ve fosfatidil serin'lerin biylk miktari zarin
hiicre icine bakan ylzinde bulunurlar (1,2,15). Olgun
eritrositlerde yag asiti, kolesterol sentezi yapilamaz.
Buna ramen eritrosit lipitlerini dolasimdaki hayati
surésinde devamli yenileyebilen ve 1lipit molekiillerinin

girisine imkan veren mekanizmalara sahiptir (2,3).



Eritrosit kolesteroll esterlesmemis plazma kolesterolil
ile zar fosfolipitlerinin bir kismi da plazma
fosfolipitleri ile degis tokus edilirler. OSfingomiyelin
zarda c¢ok siki bir sekilde baglanmis durumda oldugu icin
plazma sfingomiyelini ile ¢ok az Dbir degisime ugrar

(13,15).



II. 2. ERITROSIT ZARINDAN GLUKOZ TASINIMI

Glukoz, eritrositlerin metabolik enerji icin
ihtiyac¢ duyduklari en onemli bilesiktir. Bu molekiilid
yikip ATP elde edilmesini saglayacak enzimler, eritrosit
icinde sinairla miktardadar. Hemapoetik ortamdan,
dolasima girerken c¢ekirdegini kaybeden Dbu hiicre ayﬁz
zamanda 1,2 giin icinde riboniikleik asitlerini de
yitirmekte ve sinirli bir enzim miktarina sahip olarak
120 glinlik hayatini devam ettirmektedir (3,14). Hicre
icine giren glukoz molekiilleri, anaerobik glukoz ile
piruvat ve laktik aside katabolize olmakta ve ATP elde
edilmektedir. Hekzoz monofosfat yolu ise glukozun bu
hiicrelerde bir diger kullanim geklidir. Ancak bu vyol
glukoz metabolizmasinin eritrosit icin % 10 kadarini
olusturmaktadir (4,16). Bu yol ile eritrositler NADPH
elde ederler ve Dbu molekiil glutatyonu redﬁkleyerek
hidrojen peroksidin toksik etkigini gidermektedir.
Eritrositlerin enerji ihtiyaclari en basta vyapisal
ozelliklerini korumak icin gerekmektedir. Fonksiyonel
aktiviteleri icin enerjiye ihtiyac duymazlar. Glikoliz
sonucunda olusan ATP molekiilleri, eritrositlerde iyonik

pompalarin kullanilmasi icin gerekmektedir (2,4,16,17).
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Uretilen ATP molekiillerinde bir azalma oldugunda, iyon
pompalari isleyemiyecek ve bu da potasyumun hiicre disina
sizmasina neden olacaktir. Bunun sonucunda, eritrosit

yapisinda bozulmalar olabilecektir (16-18).

ERITROSIT GLUKOZ TASIYICISI

Memeli hicrelerinin zarlarinda glukozun
kolaylastirilmigs difflizyon sistemi 1ile tasinim1i vyap:1
olarak birbirlerine benzeyen bir protein ailesi
tarafindan gerceklestirilmektedir. Kisaca GLUT olarak
isimlendirilen hidrofilik wve hidrofobik bdlgeler iceren
bu proteinlér bulunduklari dokulara gore 5 gruba
ayrilabilirler (19,20). Tablo 2 'de memeli dokularindan
izole edilmis kolaylastirilmis diffizyonla glukoz
tasiyan proteinler gorilmektedir. Eritrositlerden izole
edilen glukoz tasiyici protein tipi GLUT 1'dir. GLUT 1,
insan eritrosit =zarlarinda bulunur. Zarin bir yiiziinden
diger yUzline wuzanan bu protein 492 aminoasit icerir,
55.000 molekil agirligina sahiptir wve wve SDS jel
elektroforezinde bant 4.5 olarak gdridlir (19-21). zZar
icinde 12 kez uzanan alfa heliks yapilardan olusmustur

(Sekil 3).



Proteinin amino ve karboksil ucu zarin hicre
sitoplazmasina dogru vyerlesmistir. Zar icine yerlesen
alfa helikslerden 1. ve 2. si 33 amino asitlik disa
dogru uzanan bir polipeptit ile birbirlerine
baglanmigstir ve bu Xkisim karbohidrat icerir. 6. ve 7.
alfa heliksler ise 63 amino asitlik oldukca hidrofilik

bir kisim 1ile baglammistir (19.,20).

Tablo: 2 — Memeli dokularindan izole edilen glukoz

tasiyicilari (Kaynak 20'den alinmigtir).

Adlandirma Bulunduklarai Dokular Dizenleyici
Faktorler
GLUT 1 Eritrosit, kan beyin Aclik, insidlin
engeli,plasenta egzersiz.
GLUT 2 Karaciger, pankreas Aclik.

beta hiicreleri,
bobrek, barsak.

GLUT 3 Biitin dokularda,beyin Kaslarin geligsme
boébrek, plasenta. evreleri.

GLUT 4 Yag hicreleri, kalp Insilin, aclik,
kasi. sismanlik,egzersiz

GLUT 5 ince barsak. ?
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Sekil 3 . Eritrosit glukoz tasiyici proteinin zarda

yerlesimi.



Eritrosit zarlarindan glukoz tasinimi
kolaylastirilmis diffizyon mekanizmasi ile sodyum
konsantrasyonundan ve hormon etkisinden bagimsiz olarak
yapilir. Enerjiye ihtiya¢ duymadan yapilan tasima
iglemi, sadece glukozun konsantrasyon gradientine bagli
olarak gerceklesir. Eritrositlerde glukoz tasiyici
protein olan GLUT-1"'in yapisi incelendiginde bu
tasimanin zarin her iki yoniinde simetrik olarak
yapilmadig: gorilmistir . Tasiyici proteinin alfa heliks
yapisina sahip bazi bdlimlerinin su ile dolu kanallar
olusturdugu ortaya cikmistir (20,22). Sekil 3'de
gardﬁgﬁmuzl7 ve 8 numarali heliks bdlimler oldukca fazla
miktarda serin ve glutamin tagidiklar: icin glukozla
hidrojen bagi yapmaya uygun gdérinmektedir. Seker
molekiillerinin su ile etkilesimleri disinidldugiinde iki
kararli sandalye seklinden Dbiri oian “C: formunun
digerine nazaran daha fazla secimlilik g&sterdigi
soylenebilir . Bu tercih, siva <c¢odzeltide seker
molekiiliinin stabilitesi ve maksimum hidrojen Dbag:
yapabilme kapasitesi ile yapilir. Ozetle su molekilleri
ile seker molekillerinin “C. konformasyonunda maksimum

hidrojen bagi1 yapabildigini soyleyebiliriz (20,21,23,24)
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Manyetik rezonans calismalari, seker molekiilindeki
her bir hidroksil grubunun su molekilleri ile en
az iki hidrojen bag:i yaptiginia gostermistir . Su,
zar ve gseker etkilesimlerinde hidrojen baglara

geklindeki zayif baglar etkili olmaktadir. Sekerin

tasiyic1i proteine hidrojen baZlari ile baglanmasi
sonucu proteinin konformasyonunda degisimler
olmaktadir. Bu degisimler seker molekiliini hiicre

icine girmesi icin vyodnlendirici unsur olmaktadir.
Glukozun tasiyici proteinine baglanmasinda etkin olan
bir hidroksil grubu varmidir, sorusuna cevap arayan
calismalar ' ise Dbaglanmadan sorumlu bir OH grubunun
olmadidi yodniinde netice vermistir. Yapilan calismalarda
glukoz molekiiliinin bitidn hidroksil gruplarinin
tasiyiciya bagli durumda oldugu gésterilmistir. Glukoz
molekiilli, zarda vyerlegik konumda Dbulunan tasiyica
proteine yaklastiginda konformasyonel degisiklik
sonucunda molekiilii C1 ucundan alip C6 ucundaki hidroksil
ile bagladiktan sonra tasiyici kapanmakta ve glukoz
molekiili su ile dolu kanala gecirilmektedir (Sekil 4).

(20-23,25).



A Konformasyonu

B Konformasyonu

/// (747 /¢ ////////////
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Sekil 4 . Eritrositlerde glukoz taginiminin modeli
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Beta piranoz yapisi baglanmaya arttirica bir
o6zellik gostermektedir. D—glukozun insan eritrosit
zarlarindan hiicre icine wveya disina dodru gecislerinde
anomerik tercih s6éz konusudur. Beta D—-glukoz, Alfa
D-glukoz™a oranla 1.5 kere daha hizli hicre ig¢ine
girmektedir (26). Oysa bu iki anomerin hiicre icinden
disina cikiginda bdyle bir secim sz konusu degildir. Bu
da D—glukozun, eritrosit hiicre zarindan gecisinin
asimetrik olduunu gésteren en onemli bulgudur.
D—glukoz ile L—glukozun eritrosit hiicre zarindan
gecisleri farkli hizlarda olmaktadir. D- glukozun C1
konformasyonunda hidroksil gruplari ekvatoryal sekilde
yerlesmis durumdadirlar (23.24) .

Eritrositlerde kolaylastirilmis diffilizyonla glikoz
tagsinimi cesitli inhibitdrlerle yarismali olarak inhibe
edilmektedir. Bunlardan C-6 veya- C-1 alkil gruplar:
iceren sekerler =zarin dig veya i¢ vyizilinde glukoz
baglanmasini inhibe ederler. Floretin =zarin dig yiiziinde
inhibisyon yapar (21,26). Sitokalasin B glukoz
tasiylcisinin hiicre sitoplazmasina bakan yuzine

baglanarak inhibisyon yapar (20,23).



II. 3. ERITROS1IT HUCRE ZARINA LiPITLERIN ETKISt
Kolesterol, okaryotik hiicrelerin zarlarinin molar

olarak % 42°sini olusturan en Snemli lipit bilesenidir.

Bu molekil zar vapisina girerek zarlara stabilite
kazandirir . Eritrositlerin sekil degistirebilme
kapiliyetleri, hiicre Zarinin ve hiicre icinin
akiskanligina, hiicre hacminin hicre vyizey alanina

oranina ve zarin fiziksel &dzelliklerine bagimlidir (27).
Eritrosit hiicre zarinda kolesterol miktarinin
arttirilmasi hiicrenin direkt olarak bu 6zelliginin
etkilenmesine neden olmaktadir. Kolesterol etkisi ile

azalan =zar akigkanlidi eritrositin esneklik Szelligini

azaltir (27-29). Eritrositlerin ozmotik frajiliteleri,

hiicrenin stabilitesini wve dolasimda bu  hiicrenin
hayatiyetini belirleyen bir unsurdur . Kolesterolce
zenginlestirilmis eritrositlerde | hiicrelerin
frajilitelefi azalmaktadir (29). Tasiyici protein ile
yapilan "“ reconstitution " c¢alismalarinda kolesterol
miktarindaki artisin eritrosit glukoz tasinimini

yavaslattlgl bulunmustur (30,31). Kolesteroliin



zar morfolojisine etkisi en iyi olarak, ciddi karaciger
hastalarinda ve 0©zellikle alkolik siroz vakalarinda
gdoriilmistir (32). Bu hastalarda bozuk  eritrosit
yapisinin hemolitik olusumun sebebi oldugu kesindir.Bu
yap1 yani akantosit yapisi veya spur hicre yapilsinin
kolesterolce zengin eritrosit zarlari nedeni ile
olustugu deneysel olarak gosterilmigtir (33).
Kolesterolden zengin lipoproteinlerin plazmada bol
miktarda bulunmasi, bu hastalarin eritrosit =zarlarinda
kolesterol birikmesine neden olmaktadir . Bu hiicre
tiplerinin ozmotik frajiliteleri azalmaktadir. Yiizey
alani artan bu hiicrelerde hacim defisimi olmamakta,
bunun sonucunda da hicre zarainda  kivrilmalar ve
cikintilar olmaktadir (34). Eritrosit zarinda
kolesterol birikmesinin lipit c¢ift tabakasinin lateral
hareketini engelledigi gosterilmistir (27.34).
Fosfatidil kolin, lizofosfotidil kolin, doymus veya
doymamis uzun zincirli yad asitleri (stearik veya oleik
) gibi 1lipit molekiillerinin eritrosit hiicre zarlarina
fazla miktarda girmesi 1ile eritrosit =zar: glukoz
tasinimi inhibe oldugu in vitro calismalarda

gésterilmistir (28,30,31,35). Eritrosit zaril lipit
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iceriginin degismesi ile =zar glukoz tasiniminin ne
sekilde etkilendigi hakkindakli bilgiler ¢odu zaman
kuramsal olarak aciklanabilmektedir. Glukoz tasinim
aktivitesindeki azalmanin bir nedeninin hiicre zarinin
asimetrik olarak genislemesi oldugu sanilmaktadair.
Fosfatidil kolin veya lizofosfatidil kolin ile yiiklenen
hiicre zarlarinda, genisleme zarin plazmaya bakan yiliziinde
olmaktadir. Bu da eritrositin tartikli bir yap: almasina
neden olmaktadir (28,35). Deneysel olarak baz:
amfipatik bilesenlerin eritrosit ortamina katilmasi ile
bu hﬁcrenin‘ morfolojisindeki degisim goézlendiginde
hiicrenin normal diskoit seklinin bozuldugu
belirlemmigtir (28.32). Hicrenin disaridan ortama
katilan fosfolipitlerle aldig: sekil bu maddelerin
tasidiklari net elektrik vyiikleri ile belirlenmektedir
(36). Notral veya negatif yiikli fosfolipidler =zarin dis
yiziine yerlesmeyi tercih etmektedir. Bunun nedeni zarin
hiicre icine bakan vyiizinde genellikle negatif yikld
fosfolipitlerin bulunmasidair. Hicre hacmini
degistirmeden hiicre zarinin plazmaya bakan vyiziine
fosfolipitlerin ilavesi, zZarin kivramlar yaparak

tirtikli bir yapi almasina neden olur (29,32,34.37).
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Pozitif elektrik yilkiine sahip olan fosfolipitler ise
zarin hicre sitoplazmasina bakan vyiiziine vyerlesmeyi
tercih etmekte ve bunun sonucunda hiicre stomatosit
geklini almaktadir. Fosfatidil kolin ile yapilan
calismalarda hiicrenin ekinosit vyapisina doniismesi,
fosfatidil serin ile yapilan c¢alismalarda ise
stomatositik bir yapiya dénismesi yukarida belirtilen

olusumlari dodrulamistir (28,34,36).



BOLUM III
GEREC Ve YONTEMLER

III. 1. MADDELER :

D-(U-*#C) Glukoz Amersham International Ingiltere,
Floretin ve Fosfatidil kolin Sigma Chemical Co. USA~dan
sagdlandz1.

Deneylerde kullanilan diger kimyasal maddeler amaca

uygun safliktadar.

III. 2. ALETLER :

Deneylerde Packard Tricarb 1500 modeli siva
sintillasyon sayaci (USA), Sorvall Dupont marka ultra
santrifij (USA), Bausch Spectronic 601 spektrofotometre
(USA), Bio—-Rad Critical Point Draying aleti (France),
Bio—Rad SEM Coating System aleti (France), Jeol Taramali

Elektron Mikroskobu (Japan) kullanilmistir.
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III. 3. CALISMA MATERYALI

A. Hasta Grubu : Bu grup. Marmara Universitesi
Hastanesi Biyokimya Laboratuvarina ve Istanbul
tUUniversitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi Hemostaz
Unitesine baswvuran hiperkolesterclemi {(n=10),
hiperkolesterolemi ve  hipertrigliseridemi (n=10) ve
ateroskleroz (n=13) tanisi konmus hastalardan
olusmustur. Hastalarin serum kolesterol degeri 300
mg/dl ve trigliserit dizeyi 250 mg/dl 'nin Uzerinde
olanlarz bu gruplara dahil edilmistir. Ayrica 10
kigilik bir aterosklerotik hasta grubuna Istanbul
Universitesi, Cerrahpasa Tip Fakiltesi Homeostaz
tnitesinde 600 mg Defibrotid damardan uygulandi. Bu
hastalarin ila¢ uygulanmadan ve ila¢ uygulanmasindan 2
saat éonraki kanlarindan ayrilan eritrositlerde glukoz

tasinim kinetigi olclilmistir.

B. Kontrol Grubu : Bu grubu, Marmara Universitesi
Hagtanesi Biyokimya Laboratuvarina bagvuran., normal kan
lipit profiline sahip ve seker metabolizmasi ile ilgili

bir hastaligi olmayan 13 saglikli kisi olusturmustur.
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III. 4. YONTEMLER :
ITII. 4. 1. Serum lipit deferlerinin Sl¢lilmesi icin
kullanilan ydntemler
Serum kolesterol ve trigliserit tayinleri icin
enzimatik ticari kitler kullanildzl. Kitler  Abbott

firmasindan temin edildi.

IITI. 4. 2. Eritrositlerin deney icin hazirlanmasa

12 saat aclik sonrasi heparin lizerine alinan kandan
eritrositler, 800 xg de 10 dakika santrifiij edilerek
ayrildi. 4° C~de fosfat tamponlu serum fizyolojik (PBS,
10 mM, pH= 7.4) ile 1:1 oraninda karistirilarak uc kez
yikandi. En son yikama asamasindan sonra hematokrit
degeri % 10 olacak gekilde eritrositler PBS icinde

siispande edildi (38,39).

ITI. 4. 3. Kolesterolce zengin lipit
dispersiyonlarinin hazirlanmasi ve

eritrogitlerin inkiibe edilmesi

20 mg kolesterol , 5 mg fosfatidil kolin tartilip
1.25 ml, 0.155 M NacCl cozeltigi ile karigtirda.
Kolesterolce zengin bu 1lipit karisimi 50 Watt'da 30

dakika sonike edildikten sonra 0.673 ml'si alinip daha
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dnce 57°C'de 30 dakika inkibe edilmis serumun
0.25 ml'si ile karistiraildi. Bu karigim 4°C de 24.000
xg'de 30 dakika santrifiij edildi. Sipernatandan 0.5 ml
alindi ve serum elde edilen kisiye ait paket
eritrositlerin 0.5 ml'si ile karistirild:a. Karisim
37¢C'lik su banyosunda 60 dakika inkiibe edildi. Bu
deneyin kontrolli ayni kisiye ait eritrositlerin NaCl
icinde 37%C'de 60 dakika inkibe edilmesi suretiyle

hazirlandi ve sonuclar karsilastirildi: (29.40).

'

III. 4. 4. Eritrositlerde glukoz tasiniminin
6lciilmesi
Tasinim calismasi kanlarin alindigi giin

yapi1ldi.Glukoz tasinimi nihai 1, 5, 10, 20, 30 ve 40 mM
glukoz konsantrasyonlarinda olegidldii. Kullandigimiz
radyoaktif glukozun spesifik aktivitesi 0.08 pCi/umol
idi. 30 pl D-glukoz ve 6 pl C *4-D—-glukoz iceren tiplere
264 pl % 10'luk eritrosit sgilspansiyonundan ilave
edildi. 25®C'lik su Dbanyosunda 35 dakika bekletilen
tiiplere 5 ml "stopping" ¢ozeltisi (2 mM HgCl=, 0.1 mM
floretin. 1.25 mM KI, 342 mM NaCl) konarak tasinim
durduruldu. Tipler 800 xg'de 2 dakika santrifiij edildi

ve siipernatan atildi. Dibe c¢&ken eritrositler 400 pl
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soguk distile su ilavesi ile parcalandi. (Bu asamada
hemolizattan 20 ul hemoglobin tayini i¢in ayrildi).
Tlipte bulunan hemolizata 400 ul 6N perklorik asit
ilavesi ile proteinler c¢oktirildd, tipler sonra 3 dakika
800 xg~de santrifij edildi. Sipernatandan alinan 100 ul,
3 ml Bray sintillasyon sivisi (0.6 M naftalin, 18 mM
2.5 difenil okzazol, 0.5 mM dimetilfenil okzazol, 0.4 M
metanol, 0.33 mM etilen glikol, 0.8 M 1,4 dioksan) ile
karistairilarak sivi sintilasyon sayacinda 1 dakika siire
ile iki kez sayild: ve ortalama degerleri alindi. 0.
dakika 6lcﬁmieri icin, yukarida belirtildigi sekilde
hazirlanan ve D—-glukoz ve C** glukoz konan tiplere 5 ml
"stopping'" c¢ozeltisi ilave edildi ve buz icinde tutuldu.
% 10'luk eritrosit siispansiyonundan 264 ul konarak

vortekslendi. 800 xg'de 2 dakika santrifiij edilerek

siipernatan aspire edildi. Daha sonra deneye aynen
yukarida anlatildig: gibi devam edildi. 5. dakika
degerlerinden O. dakika degerleri ¢cikarilarak

eritrositlerdeki glukoz tasinimi nmol glukoz/dakika/mg

hemoglobin olarak ifade edildi (29,37).



III. 4. 5. Eritrositlerde hemoglobin tayini

Deney sirasinda alinan 20 pul hemolizata 35 ml
Drabkin c¢ozeltisi (0.6 mM K=Fe(CN)e , 0.76 mM KCN, 0.01
M KHCO= ) ilave edildi. Kor ve standart tipleri ise
siras1 ile 20 ul distile su ve 20 ul hemoglobin
standarti ve Ulzerlerine 5 ml Drabkin ¢ozeltisi konarak
hazirlandi. Tipler 10 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra kdr~e karsi 540 nm dalga boyunda

absorbanslari okundu (41).

III. 4. 6. Defibrotid uygulamasi

Aterosklerotik hastalara damardan 600 mg defibrotid
uygulandi. Defibrotid uygulamasindan ©once - ve iki saat
sonra al1han kanlardan eritrositler ayrildi. PBS ile
yikanan eritrositlerdeki . glukoz tasinimi daha Once

anlatilan yénteme uygun olarak incelendi.

III. 4. 7. Taramali elektron mikroskobu ile
eritrositlerin incelenmesi:
PBS ile yikanarak hazirlanmis eritrositlerin 10 ul’
sine 90 ul % 0,53' lik glutaraldehid cdzeltisi (serum

fizyolojik i¢cinde) 1ilave edildi. Bu karisimdan 10 }u



alindi ve lamele yayilarak oda sicakliginda kurutuldu.
Daha sonra Uzerlerine ozmik asit kondu wve 1 saat
bekletildi. Bu siire sonunda PBS icinde hazirlanmis
% 30, 50, 70, 96, 100 'lik etanol c¢dzeltileri sirasiyla
konarak 15 er dakika bekletildi. 1:3, 1:1 ve 3:1, amil
asetat:etanol inkiibasyonlar:i ise sirasiyla 15'er dakika
uygulandi. Daha sonra preparatlar sadece amil asetat
icinde tutularak bekletildi. Orneklerin dehidratasyonu
icin, amil asetat icir{de bekletilen eritrosit yaymalari,
Critical Point Drying aleti icine yerlestirildi. Kabin
basinci sivi CO= gazi ile ayarlanarak, vana acilarak gaz
haline gecer’) sivl gazin amil asetati kabinden cikarmasi

beklendi. Bu islem 2-3 kez sivli gaz ile kabin

doldurarak tekrarlandi. Amilasetat kokusu kalmayinca
s1v1 gaz kabini 37°C'ye 1si1tmak suretiyle
buharlastirilarak ucuruldu. Preparatlarin istind

altinlama kaplama islemi icin, Sputter Coater c¢ihaz:
kullanildia. 120 saniye, 18 mA akim uygulayarak 0,04 -
0,06 mbar kabin basinci altinda eritrositler altinla
kaplandi. Plaka kalinligi 200-300 3 kalinliginda olmas:
bu sekilde saglanmis oldu. Altinla kaplanmis eritrosit
preparatlari, taramali elektron mikroskobunda incelendi

(42).
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III. 4. 8. tstatistik analizler :
Ortalamalar arasindaki farkin onem kontrolid analizi
Student t testi ile yapildi. Bunun icin Machintosh

Bilgisayari ve Statview 512 programi kullanildi.



BOSLUM IV.

BULGULAR

IV. 1. KOLESTEROLCE ZENGIN L1IPIT DISPERSIYONU ILE

1LGILI SONUCLAR :

Kolesterol icerigi yuksek olan (20 mg kolesterol/ 5
mg fosfatidil kolin ) lipit dispersiyonu saglikla
kisilere ait serumla karistirildi. Kolesterolce zengin
bu serumda ayni kigiye ait eritrositler 37 <©C'de bir
saat inkUbe edildi. Bu deneyin kontrolui olarak ayni
kisinin yikanmigs eritrositleri 0,155 M NaCl ig¢inde
37¢C'de bir saat inkibe edildi. Kolesterolce
zenginlestirilmis serumda inkilbe edilen eritrositlerdeki
glukoz tasiniminin Michaelis Menten grafigi sekil 5'de
verilmistir. Sekil 6'da ise NaCl i1¢inde inkibe edilmis
eritrositlerdeki glukoz tasinimina ait grafik
verilmistir. Her  konsantrasyon icin verilen deger
denevylere ait sonuclarin ortalamasidir. Standart
sapmalari ¢izgi halinde gbsterilmistir. Tasinimin
kinetik parametreleri, her bir deneyin Lineweaver Burk
egrilerinin cizilmesi ile tek tek hesaplanmis ve

deneylere ait ortalama de@erler Tablo 3'de sunulmustur.
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Tablo 3. Kolesterolce zengin lipit dispersiyonu veya NaCl ile
inkibe edilen eritrogitlerin glukoz tasiyicisinin kinetik

parametreleri

GRUP Km

anx

mM nmol glukoz/dak /mg Hb
Kolesterolce zengin

dispersiyon ile 9.720 + 1.750 0.099 + 0.018
inkiibe edilen

0.155 M NaCl ile
inkiibe edilen 7.680 + 0.536* 0,120 + 0.021*

= P 0.05

Kolesterolce =zengin ortamda inkiibe edilen eritrosgsitler
kontrolil ile karsilastiairildiginda tasiyicinin Km degerinin
arttigl, Veasx degérihin azaldig: gbzlendi (P{0.05).

Bu eritrositler taramali elektron mikroskobu ile de
incelendi. Resim 1'de kolesterolce yiiksek ortamda inkiibe edilen
eritrositlerin aldigil ekinosit goOrinim, Resim 2'de ise ayni

deneyin kontroli gdrilmektedir.



Resim 1 . Kolesterolce zengin ortamda inkiibe edilen
eritrositlerin taramali elektron
mikroskobundaki gdriintileri.

Resim 2 . 0.155 M NacCl icinde inkiibe edilmis
eritrositlerin (kontrol) taramali elektron
mikroskobundaki gérintileri.
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IV. 2. KONTROL ve HASTA GRUPLARININ ER1TROStT GLUKOZ
TASIYICISININ KINETIK PARAMETRELER®

Hiperkolesterolemik, hiperkolesterolemik ve
hipertrigliseridemik ve aterosklerotik hasta gruplarinin
eritrositlerinde glukoz tasinimi daha o&nce anlatildig:
sekilde incelenmis herbir gruba ait tasinim Michaelis
Menten grafigi sarasa ile Sekil 7, 8, 9 ve 10'da
verilmistir. Her konsantrasyon icin verilen deger bu
gruba ait sonuclarin ortalamasidir. Standart sapmalari
¢izgi halinde gosterilmistir. Glukoz tasiyicisinain
kinetik parémetreleri, her bir deneyin Lineweaver Burk
egrilerinin cizilmesi ile tek tek hesaplanmis ve hasta
gruplari ve kontrollere ait ortalama degerler standart
sapmalari ile Tablo 4'de sunulmustur.

Hiperkolesterolemik, hiperkolesterolemik ve
hipertrigliseridemik ve aterosklerotik kisilerin
eritrosit glukoz tasiyicisinin Kin degerlerinin
kontrollerden daha yiksek oldugu saptandi. Bu
tasiyicinin Vmaw degeri ise hiperkolesterolemik ve
hipertrigliseridemik hastalarda kontroldan daha yuksek
bulunurken, aterosklerotiklerde kontrol degerinden daha

dusuk bulundu (Tablo 4).



0.15
=
I

° ]
o
o
£
o

= 0.10
b=
£

K !
=
=
©
i

N 0.05
k3
3
o
°
£
c

0.00
0
SeKil 7

30

[Glukoz] (mM)

40

50

Kontrol grubu eritrositlerinde glukoz

tasinimini.



nmol glukoz/dakika/mg hemoglobin

- 38 -

0.15

0.10

0.05

0.00

Sekil 8

10 20 30 40 50

[Glukoz] (mM)

Hiperkolesterolemisi olan hastalarin

eritrositlerinde glukoz tasinimini



nmol glukoz/dakika/mg hemoglobin

Sekil 9

0.15
0.10
0.05
<
[
0.00 T T T T T T
0 10 20 30 40 50

[Glukoz] (mM)

Hiperkolesterolemisi ve hipertrigl iseridemisi

olan hastalarin eritrositlerinde glukoz tasinimi.



nmol glukoz/dakika/mg hemoglobin

0.15

- 40 -

0.10 4

0.05 1

0.00

Sekil 10.

[Glukoz] (mM)

Aterosklerozu olan hastalarin

eritrositlerinde glukoz tasinimi.

50



- 41 -

Tablo 4. Kontrol ve hasta gruplarinin eritrosit glukoz

tasiyicisinain kinetik parametreleri.
GRUP Ke Venas
mM nmol glukoz/dak /mg Hb
Kontrol (n=15) 7.543 + 1.046 0.104 + 0.019

Hiperkolesterolemi
(n=10) 19.909 + 4.371* 0. 163 ENORe 31 >

Hiperkolesterolemi
ve hipertrigliseridemi
(n=10) 11.2865 + 2.300* 0.145 + 0.021*

Ateroskleroz - (n=15) 14.845 + 3,183* G087 + 10,.G23%

* Kontrol degerlerinden &nemli derecede farkli (PZ -0.05 ).
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III. 3. KONTROL ve HASTA GRUPLARI ER1TROSITLERININ

TARAMALI ELEKTRON M1KROSKOBU iLE

INCELENMES1I

Hiperkolesterolemi, hiperkolesterolemi ve
hipertrigliseridemi'si olan hastalarin eritrositleri
taramali elektron mikroskopisi ile incelendi.
Hiperkolesterolemiklerde ekinosit (Resim 3),
hiperkolesterolemik ve hipertrigliseridemiklerde ise

stomatosit (Resim 4) yapisinda eritrositler belirlendi.
Resim 5'de saglikli bir kigiye ait eritrositler

gorilmektedir.

Hiperkolesterolemik bir hastanin
eritrositlerinin taramali elektron
mikroskobundaki goriuntisd.

Resim 3



Resim 4 . Hiperkolesterolemik ve hipertrigliseridemi
bir hastanin eritrositlerinin taramala
elektron mikroskobundaki gorintisi.

Resim 5 . Saglikli bir kigiye ait eritrositlerin
taramali elektron mikroskobundaki goriintisi.
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IV. 4. ATEROSKLEROTIK  HASTALARA DEF1BROT1D

UYGULANMASINDAN ONCE VE SONRA ER1TROSIT

GLUKOZ TASINIM KINET1IGL
Aterosklerotik hastalara Defibrotid
uygulanmadan 6nce ve 2 saat sonra alinan Xkanlar ile
calisilarak defibrotidin eritrosit glukoz tasinimi
iizerine etkisi incelendi. Defibrotid uygulanmasindan
énce ve sonraki eritrosit glukoz taginimlarinin
Michaelis Menten grafikleri Sekil 11 ve 12'de
cizilmistir. Her Xkonsantrasyon ic¢cin verilen deger
deneylere ait sonuclarin ortalamasidir. Standart
sapmalari cfzgi halinde gosterilmistir. Glukoz
tasiyicisin kinetik parametreleri, her Dbir deneyin
Lineweaver Burk egrilerinin c¢izilmesi ile tek tek
hesaplanmis ve deneylere ait ortalama degerler Tablo
5'de sunulmugtur. Defibrotid uygulanmasindan sonfa
tasiyicinin Km.degerinin azaldigi, Vmasr deferinin ise

arttig: bulunmustur (P{0.05).
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Tablo 5. Aterosklerotik hastalarin Defibrotid
uygulammasindan Once ve sonraki eritrosit

glukoz tasiyici kinetik parametreleri.

GRUP Ken Venas

mM nmol glukoz/dak /mg Hb
Defibrotid dncesi 14.549 + 2.676 0.094 + 0.022
(n= 10 )

Defibrotid sonrasi 11.436 + 2.977* 0.119 + 0.026*
(n= 10)

*  Ynceki degerlerden dnemli derecede farkli (P 0.05).



BoLUM V.

TARTIGSMA

Hiperlipidemi ateroskleroz i¢in en ©nemli risk
faktorlerinden biridir ve eritrositler Uzerindeki
etkileri sonucu kanin normal reolojisinde degisikliklere
neden olabilir (27,42.43). Kolesterol wve fosfolipitler
plazma ve hicreler arasinda de8is tokus edilmektedir.
Kolesterol.ve fosfolipit oranlarinin degdismesi Dbu
hiicrelerin morfolojik enzimatik ve tasima Szelliklerini
etkilemektedir. Bu durum o&zellikle eritrositler icin
énemlidir, cinkd eritrositlerin kolesterol ve
fosfolipitlerini sentezleyecek enzim sistemleri yoktur
Yapilan in vitro calismalarda kolesterolce zengin
dipalmitoil foéfatidil kolin dispersiyonlari ile inkiibe
edilen eritrositlerin hiicre =zarlarinda asiri miktarda
kolesterol birikmesi oldugu (40), buna karsin
kolesterolce fakir dipalmitoil fosfatidil kolin
dispersiyonlari ile inkiibe edilen eritrositlerin hiicre
zari kolesterol dizeylerinde ise azalma oldugu

bildirilmistir (44-46).
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Dilinoleoil fosfatidil kolin, palmitoil
lizofosfatidil kolin, doymus veya doymamis uzun zincirli
yag asitleri (stearik veya oleik) ile hazirlanan
eritrosit sUspansiyonlarinda dozlara bagimli olarak bu
lipit fraksiyonlarinin eritrosit hiicre zarlarina
girdikleri ve glukoz  tasinimini inhibe  ettikleri
gosterilmigtir (37). Disaridan eritrosit zarina katilan
fosfolipitlerin hiicrenin morfolojisinde degismelere de
neden olduklara bilinmektedir. Dilauril fosfatidil
serin, dilauril fosfatidil kolin dispersiyonlari ile
yapilan calismalarda eritrositlerin yapilarinin diskoit
sekilden ekinositik sgsekile donistlgi gdsterilmistir
(42,46.). Kolesterolce zengin dipalmitoil lesitin
dispersiyonlari ic¢inde inkibe edilen eritrositlerin zar
akigskanliklarinin zarda biriken kolesterol molekiillerine
bagimli olarak azaldigi bildirilmistir (32,44,46,47).
Lipoproteinler ile eritrositler arasinda kolesterol
tasinimi ile ilgili olarak yapilan calismalarda ise LDL
ile inkidbe edilen eritrositlerde, hiicre ici kolesterol
dizeyinin % 12-14 kadar arttig:i saptanmistir. Bunun tam

tersi olarak HDL2 ve HDL3 lipoproteinleri ile vyapilan
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inkibasyonun eritrosit zarlarindaki kolesterol miktarini
azaltti§i ve buna Dbagli olarak =zar akiskanliginda bir
arti1sin belirlendigi rapor edilmistir. (48-51).

Biz de bu c¢alismada kolesterolce =zengin ortamda
inkiibe edilen eritrositlerde glukoz tasinimini
inceledik. Kolesterolce zengin fosfatidil kolin
dispersiyonlari ile karistirilmis serumda inkiibe edilen
normal eritrositlerin glukoz tasinimi kontrolid ile
karsilastirildifinda. tagsiyicinan K deferinin
yviikseldigi, Vmae degerinin ise azaldigz géridldi.
Fritrositlerin inkiibasyon sonucunda morfolojileri ile
ilgili yaptigimiz calismada ise taramalz elektron
mikroskobunda bu hiicrelerde diskoit vyapidan ekinositik
yapiya dogru bir gecis oldugunu gdzledik. Bu sekil
degisikligine zarlarda biriken kolesteroliin neden
olabilecegini disiindik.

Hipobetalipoproteinemi hastalarinda akantosit
yapisi genel eritrosit popllasyonunun % 10 -15 ‘'ini
olusturmaktadir. Bu | olusum abetalipoproteinemia
hastalarinda da benzer sekilde gbrilmektedir.
Abetalipoproteinemi hastalarinin eritrosit =zarlarindaki
kolesterol/fosfolipit oranlara yiksek bulunmustur.
Bu hastalarda zayr akiskanligi kolesterol birikmesi

sonucunda azalmistir (52,53). Karaciger hastaliklar:
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sonucu ortaya c¢ikan spur hiicre anemilerine yol acan
onemli bir faktor eritrositlerin kolesterolce
zenginlesmeleridir. Bu hastalarda eritrosit zar
akiskanliginin azaldig: bildirilmistir (32,34,44).

Kolesterol zarin akiskanligini azaltirken
fosfolipitler arttirmaktadir. Bunun en c¢arpici Jrnegi
primer lipoprotein lipaz (LPL) bozuklugu olan hastalarda
goriilmektedir. Bu otozomal resesif hastalarda, LPL
aktivitesi olmadigindan ciddi silomikronemiler wve buna
bagla yilksek plazma trigliserit ve kolesterol diizeyleri
gorilmektedir. Silomikron molekilleri kolesterolden
zengin olmasina ragmen, LDL ve HDL molekilleri
kolesterolden fakir kalmaktadirlar .  Bu hastalarin
eritrosit zarlarinda kolesterol miktarinin azaldigi ve
fosfolipit miktarlarinin arttig: saptanmistir. Hicre
zarlarinda gorilen akiskanlik artisinin nedeninin artan
fosfolipit icérigi oldugu belirtilmistir (54).

Cift tabakali eritrosit =zarina disaridan katilan
fosfolipitlerin yerlestikleri bolgeye gdre hucre
morfolojisinde degisik bozukluklara neden olduklari
bilinmektedir. Fosfatidilkolin =zarin plazmaya  bakan

ylizline yerlestiginden hicrenin diskoit yapisini ekinosit
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yvapiya cevirmektedir (36.46). Fosfatidilserin zarin
hiicre sitoplazmasina bakan yizlne vyerlegmekte ve
hiicrenin yapisini diskosit gsekilden stomatosit gekile
cevirmektedir (42.,48). Lipit metabolizmasi ile ilgili
hastaliklarin eritrositler Uzerinde neden olduklari bu
degisikliklerden yola cikarak hiperlipidemik hasta
plazmalarindaki yiksek kolesterol veya trigliserit
dizeyleri ile iligkili olarak eritrosit zarlarinda bazi
degisiklikler olablilecegini  disiindik. Hicre zarinda
yvyerlesmis proteinlerin islevierini tam olarak yerine
getirebilméleri icin bulunduklari hidrofobik ortamin
onemi buyukfur. Eritrosit zari icine yerlesmis
proteinlerden glukoz tasiyicisinin glukozun baglanmasi

ile konformasyonel degisime ugradigini biliyoruz. Hiicre
zarl kolesterol iceriginin de@ismesi zaran akiskanligaina
azaltmakta ve daha rijid bir yapi almasina neden olarak
lateral hareke£1eri kisitlamaktadir. Bu amacla.
calismamizin ikinci kisminda hiperlipidemik veya

aterosklerotik hastalarin eritrosit morfolojisini ve

glukoz tasinim kinetigini inceledik.

Hiperkolesterolemik, hiperkolesterolemik ve

hipertrigliseridemik ve aterosklerotik hasta gruplarinin
eritrosit glukoz tasiyicisinin K. deferini kontrollere

gore daha yiksek Dbulduk. Tasiyicinin Vmw. degerini
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hiperkolesterolemik., hiperkeclesterolemik ve
hipertrigliseridemiklerde kontrollerden yiksek,
aterosklerotiklerde ise kontrollerden disiik oldugunu
saptadik.

Eritrositlerin morfolojisi taramali elektron
mikroskobisi ile incelendiginde kolesterolid yiiksek olan
hastalarda ekinositik yapinin, kolesterol ve
trigliseriti yilksek olan hastalarda ise stomatositik
yapinin ¢ogunlukta oldugu gorildd.

Hiperlipidemik ve aterosklerotik hastalarda
eritrosit glukoz tasinim kinetiginin nasil etkilendigini
su anda aciklamak mumkin degildir. Ancak hiperlipidemi
ve ateroskleroz biiyilk olasilikla eritrosit =zari lipit
cift tabakasini etkilemekte wve bu da glukoz tasiyici
proteinin konformasyonunda dedisikligine neden olmakta
ve sonucta tasiyicinin aktivitesini degistirmektedir.

Defibrotid memeli akcigerinden DNA'nin kontrolld
depolimerizasyénu ile elde edilen bir
poliribonikleotitdir. Bu ilacain profibrinolitik ve
antitrombotik etkisi wvardir (55.56). Defibrotidin akut
ve letal miyokardiyal iskemide kardiyoprotektif oldugu

da gbsterilmistir (87.38). Derin wven trombozunda.



periferal obliteratif damar hastaliklarinda, Raynauds
fenomeninde, tromboembolizmde ve aterosklerozun
antitrombotik tedavisinde defibrotidin etkili oldugu
bilinmektedir (59-62). Miyokardiyal iskemideki etkisini
doku oksijenasyonunu arttirarak gosterdigi one
siirilmistir. Bu amacla vapilan bir calismada,
defibrotidin eritrosit 2,3 difosfogliserat miktarina
arttirdigi ve hemoglobinin oksijene olan affinitesini
azalttigl gosterilmistir (63). Calismamizda.
aterosklerotik hastalarin defibrotid uygulanmadan d&nce
ve 2 saat sonra eritrosit glukoz tasiyicisinin kinetik
parametrelefi olcildd. Defibrotidin glukoz
tasiyicisinin Ke-ini azalttiga, Venas = 1111 arttirdiga
saptandi. Eritrosit glukoz tasiniminin ve dolayisi ile
oksijen kullanilabilirliginin defibrotid ile
arttirilmasi bu ilacin miyokardiyal iskemide hicreleri

hasardan koruma etkisini aciklayici yondedir.
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ZET
Hiperlipidemi eritrositler dzerindeki etkileri
sonucu Kanin normal reolojisinde degisikliklere neden
oldugundan ateroskleroz i¢cin en onemli risk

faktorlerinden biri sayilir. Kolesterol ve fosfolipitler
plazma ve hicreler arasinda degis tokus edilirler. Bu
6zellikle eritrositler i¢in Snemlidir cinkd
eritrositlerin kolesterol ve fosfolipitleri
sentezleyecek organelleri vyoktur. Bu etkilesim hiicre
zarinin morfolojik, enzimatik wve tasiyici 6zelliklerini
etkiliyebilir.

Bu arastirmanin birinci kisminda eritrositler

kolesterolce zengin ortamda inkiibe edildi. Bu
eritrositlerin morfolojileri taramali elektron
mikroskobu ile incelendi ve ekinositik formda

eritrositler gézlendi. Eritrosit glukoz tasiyicisinin K
ve Vmax degerlerinin ded@istigi saptandi. Arastirmanin
ikinci kisminda ise hiperkclesterolemisi,
hiperkolesterolemi ve hipertrigliseridemisi, ve
aterosklerozu olan kisilerin glukoz tasiyic:
aktivitesi incelendi. Hasta gruplarinin glukoz
tagiyicisinin kKinetik parametreleri kontrollerinkinden
farkli bulundu. Hasta ve kontrollerde eritrositlerin
morfolojisi de. taramal1 elektron mikroskopisi ile
incelendi. Hiperkolesterolemide ekinosit seklinde
eritrositler godzlenirken, hiperkolesterolemi ve
hipertrigliseridemide stomatosit seklinde eritrositlere
rastlandi.

Sonuclarimiz hiperlipideminin eritrosit =zari lipit

cift tabakasini etkiledigini ve bunun sonucunda
eritrosit morfolojisinde ve glukoz tagiyilci
aktivitesinde deJisiklige neden oldugunu

disiundirmektedir.
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SUMMARY

Hyperlipidemia is one of the major risk factors for
atherosclerosis which affects normal rheology of blood
through its interaction with erythrocytes. The
cholesterol and phospholipids are particularly important
for erythrocytes since they do not possess an enzymatic
apparatus necessary for cholesterol and phospholipid
synthesis. This exchange may affect morphologic,
enzymatic and transport properties of membrane.

In the first part of this study normal erythrocytes
were incubated in a rich cholesterol medium. Morphology
of these erytrocytes were examined by scanning electron
microscopy and echinocytic erythrocytes were observed.
It was also found that Ks and Vma. of the erythrocyte
glucose transporter were significantly different from
controls. In the second part of the study we measured
erythrocyte glucose transporter activity din patients
with hypercholesterolemia, hypercholesterclemia—
hypertriglyseridemia and atherosclerosis. We found a
very significant difference in the kinetic parameters of
glucose transporter when we compared control group with
three patient groups. The morphology at the sarythrocyte
membranes were examined by scanning electron microscopy
in patients and controls. Echinocyte like erythrocytes
were observed - in hypercholesterolemia, however
stomatocytes were found in hypercholesterolemia and
hypertriglyceridemia.

OQur findings suggest that hyperlipidemia affects
erythrocyte cell membrane lipid bilayer and this results
in an alteration of the erythrocyte morphology and
glucose transporter activity.
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