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OZET

3-Hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA) rediiktaz inhibitorleri (statinler)
yaygin bir sekilde kolesterol dusUricl ila¢g olarak kullaniimaktadir. Bu enzim
kolesterol biyosentez yolaginin anahtar enzimidir ve  HMG-CoA’'nin mevalonata
dénusimind katalizler. Bu ¢alismanin amaci, normal diyetle beslenen kobaylarda
atorvastatin uygulamasiyla ortaya ¢ikan hipokolesteroleminin eritrosit membraninin
yapisina ve mekanigine etkisini incelemektir. Atorvastatin izotonik fosfat tamponu
icinde gavajla, 20 mg/kg/gun tek doz 21 gun verilmistir. Kardiyak ponksiyon ile kan
drnekleri alindiktan sonra plazma total kolesterol, trigliserit, disik dansititeli (LDL)
ve yuksek dansititeli (HDL) lipoprotein konsantrasyonlari, eritrosit deformabilitesi,
eritrosit membrani Na*-K* ATPaz aktivitesi ve lipid kompozisyonu analizleri yapiimis
ve kontrol grubuyla karsilastinlmigtir. Eritrosit deformabilitesi bir ektasitometre
kullanilarak, lazer difraksiyon analizi ile degerlendirilmigtir. Eritrosit membranlar
elde edildikten sonra Na*-K* ATPaz aktivitesi, fosfat salinimi metoduna gére
spekirofotometrik olarak tayin edilmistir. Eritrosit membranindan lipidlerin
eldesinden sonra kolesterol ve fosfolipid miktari enzimatik olarak él¢ctimuastar. Ug
haftalik atorvastatin uygulamasindan sonra plazma kolesterol, LDL ve trigliserit
konsantrasyonlarinda énemli digtsler gértilmustir (P<0.0001). Eritrosit membrani
kolesterol miktarinda ©6nemli bir azalma (P<0.0001), fosfolipid miktarinda
(P<0.0001) ve Na'-K" ATPaz aktivitesinde (P<0.0009) ise 6nemli bir artma
meydana gelmistir. Eritrosit deformabilitesinde ise herhangi bir degisiklik
g6zlenmemistir. Bu calismanin  sonuclann  HMG-CoA redlktaz inhibitérQ
atorvastatinin, eritrosit membrani kolesterol-fosfolipid oraninda ve Na*-K* ATPaz
aktivitesinde 6nemli degismelere neden oldugu halde eritrosit deformabilitesini
etkilemedigini gdstermistir.

Anahtar kelimeler: kolesterol, atorvastatin, eritrosit membrani, eritrosit
deformabilitesi.
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ABSTRACT

3-Hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) reductase inhibitors
(statins) are the most commonly used cholesterol-lowering drugs. HMG-CoA is a
key enzyme in the cholesterol biosynthesis pathway and catalyzes the conversion
of HMG-CoA to mevalonate. Increased plasma cholesterol concentration leads to
significant changes in the structure of membrane lipids and proteins that may impair
membrane function. The recent clinical applications defend the concept to lower
plasma cholesterol levels as much as possible and a lower limit concept has almost
disappeared. It is not clear how very low plasma cholesterol level could affect cell
membrane in general and especially the structure and function of red blood cells
(RBC). The aim of this study is to investigate the effect of hypocholesterolemia
resulting from atorvastatin therapy on RBC mebrane structure and mechanical
properties in guinea pigs fed on a normal diet. Animals were divided into two
groups, as “atorvastatin-treated” (n=12) and control (n=12). Per-oral atorvastatin
administration in isotonic phosphate saline buffer at a dose 20 mg/kg/day has been
planned once a day for a period of 3 weeks (21 days). The following analyses
were performed after blood withdrawal via cardiac puncture: plasma total
cholesterol, triglyceride (TG), low-density (LDL) and high-density (HDL) lipoprotein
concentrations, erythrocyte deformability, RBC plasma membrane Na*-K* ATPase
activity, lipid composition of RBC mebranes. The atorvastatin-treated group
exhibited lower concentrations of cholesterol (17.42 £1.70 mg/dL), LDL-cholesterol
(5.250 2.2 mg/dL) and TG (42.60x 3.7mg/dL) than the control group ( 34.08
+1.72, 21.17 +1.4, 60.64 £ 2.4 mg/dL, respectively). The RBC membrane lipids
showed significant difference (P < 0.0001) between the two groups, however there
was not any difference between the groups with respect to the RBC deformability.

Key words: cholesterol, atorvastatin, erythrocyte membrane, erythrocyte
deformability.
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GIRIS

Kan, ¢ok hiicreli canhlarda hayatin devami igin yasamsal éneme sahip olan
bir dokudur. Kan, plazma adi verilen sivi ortam iginde kan htcrelerinin (eritrosit,
I6kosit, trombosit) sispansiyon halinde dagildigi, damar sisteminin igini dolduran ve
kalbin pompa glici sayesinde bu sistem iginde tim vicudu dolasan bir dokudur.
Kan, interstisyel siviya oksijenle birlikte htcrelerin kullanacag! besin maddelerini
getiren ve ayni zamanda hicrelerin olusturdugu metabolizma artiklar ve
karbondioksidi buradan gétlren bir sistemi olusturmaktadir. Dizenleyici gérevini i¢
ortamin pH ve sicakligini degismez tutulmasina katkida bulunarak ve tasidigi
hormonlarla organlar arasindaki karsilikl haberlesmeyi saglayacak mesajlari
ileterek gerceklestirmektedir. Bununla beraber, kan dokusunun damar sistemi
icindeki hareketi her seyden 6nce kendi 6zelliklerine, akiskanhgina baghdir (1, 2).
Kanin bilesimi ve fiziksel 6zellikleri i¢ ortami ve i¢ ortamdaki degisiklikleri yansitir.

Kan dokusu, fiziksel olarak hlcresel elemanlarin plazma igindeki bir
stspansiyonundan ibarettir. Kanin hacim olarak %40-50 kadari, esas olarak
ortalama 8 ym g¢apinda bikonkav diskoid hlcreler olan eritrositlerden (3, 4), klgUk
bir b6limU diger kan hlcrelerinden, geri kalan %50-55’lik bdlima ise plazmadan
olusur. Kan dokusunun akiskanligi da, birinci planda eritrosit kitlesine, plazmanin
6zelliklerine ve bu iki fazin birbirleriyle iligkisine bagl olarak degisir (5-8). Ancak
eritrositlerin fiziksel 6zellikleri bu sistem i¢inde belirleyici rol oynamaktadir.

Eritrosit membrani hiicrenin sekil degistirme yeteneginin belirlenmesi ve yapisal
butinliginun saglanarak bikonkav disk yapisindaki hiicre seklinin korunmasinda
6nemli rol oynar. Membran lipidlerinin, eritrosit deformabilitesine dogrudan énemli
bir etkisinin bulunmadigi, ancak membran kolesterol/fosfolipid oranindaki
degisikliklerin, dolayli olarak membran fonksiyonlarini degistirmesinin eritrosit
deformabilitesinin belirlenmesinde etkili oldugu hususunda fikir birligi vardir (5-7)

Eritrosit deformabilitesi eritrositin kan akimi sirasinda kendine uygulanan
kuvvetlere yanit olarak sekil degistirmesi seklinde tanimlanabilir. Eritrosit
deformabilitesi, buyuk damarlarda kitle halindeki kan akimi Gzerindeki belirleyici
rolinin yani sira, kapiller dolagimin dokularin gereksinimine en uygun sekilde
strmesine de katkida bulunur. Dolagim sisteminin bu dlzeyinde eritrositlerin kendi
boyutlarindan daha kiUgUk kapiller damarlardan gegmeleri gerekir (5). Bu gegis
sirasinda eritrositlerin kapiller duvariyla kurduklar siki iligki solunum gazlarinin
degdisimi icin ideal bir ortam olusturur (4,6). Yaklasik 8 um capa sahip olan
hicrelerin 3-5 ym c¢apindaki kapiller damarlardan gegmesi, ancak bu htcrelerin
sekillerini  degistirmeleri halinde mumkin olur. Eritrositlerin - mikrodolagimda
fonksiyonlarini yerine getirmeleri de bu yeteneklerine baghdir. Gerek buylk
damarlardaki kitle halinde kan akimi igin, gerekse kapiller damar yatadindaki
dolasim i¢in son derece 6énemli olan eritrosit deformabilitesi, bltlin olarak dolagim
sisteminin reolojik 6zellikleri Gzerinde belirleyici rol oynar.



Eritrosit membrani da diger hicre membranlarn gibi 6zel pompalara, kanallara
ve iyon kapilarina sahip segici gecirgen karakterde bir yapidir. Yine diger hlcre
membranlarina benzer olarak, iki sirali bir lipid matriks ve bunun iginde veya
sitoplazmik yiiziinde yer alan cesitli proteinlerden olusur (4,7,8). insan vuciidunda
bulunan kolesterolin blyUk bir kismi, hiicre membranlarinin yapisinda bulunur (9).
Kolesterollin belki de en 6nemli gbrevi butin hicrelerin, hicre membraninin yapisi
ve fonksiyonu igcin ¢ok 6nemli bir madde olmasidir. Membranin yapisindaki
kolesterol igcerigi membrandaki protein tagsiyicilarinin ve hicre fonksiyonlarinin
dizenlenmesinde de 6nemli bir rol oynar (10—-13).

Bazi patolojik ve fizyolojik sUregler sirasinda eritrositler bu yapisal
Ozelliklerinden  uzaklasabilirler  (14—21). Bunun sonucu olarak eritrosit
deformabilitesi de etkilenir. Ortaya ¢ikan deformabilite degisikliginin derecesine
bagll olarak, kapiller dolasim ve solunum gazlarinin aligveriginde ortaya cikacak
degisiklikler ise, eritrosit yapisini etkileyen temel slregler ile doku dizeyindeki
patolojik degisimler arasindaki fizyopatolojik iligkiyi kurar.

Gelismis ya da gelismekte olan bircok toplumda koroner kalp hastaliklarina
yakalanma ve bu hastaliklardan 6lim riski ¢ok yUksekir. Bu hastaliklarin ortaya
¢clkmasindaki en 6nemli neden ise ylksek plazma kolesterolidir. Bu nedenle
plazma kolesterol dlzeyinin dasdrtdlmesi, ateroskleroz ve komplikasyonlarinin
Onlenebilmesi igin klinik gevrelerce kabul edilmis bir tedavi yoludur (22-25).

Hicre membrani lipid kompozisyonu, yani Kkolesterol/fosfolipid oranindaki
degisikliklerden dolayr membran kolesterol igeriginin degismesi ¢ok ©6nemli
membran Ozelliklerini  dedigtirebilir. Eritrositler endojen olarak lipid sentezi
yapamadiklar icin membran lipid kompozisyonlari, plazma lipid
konsantrasyonundan direkt olarak etkilenir. Membran ile plazma arasinda kolesterol
ve dig tabakada yer alan fosfolipidlerin degistiriimesi s6z konusudur (26-30).
Buradan da anlagilacagi gibi plazma kolesterol seviyesindeki degisiklikler, eritrosit
membraninin lipid kompozisyonunda degisiklige yol acgar.

Son yillarda klinik uygulamalarda plazma kolesterol seviyesinin olabildigince
disuralmesi hedeflenmekte, bir alt sinir kavrami yavas yavas kaybolmaktadir (31—
33). Literattrde hiperkolesteroleminin membran yapi ve fonksiyonlarina etkileriyle
ilgili genis bir bilgi birikimi bulunmasina ragmen (14,30), ¢ok disUk plazma
kolesterol seviyesinin genel olarak hicre zari, Ozellikle de eritrosit yapr ve
fonksiyonlarini ne sekilde etkileyebilecedi konusunda yeterli literatlr bilgisi
bulunmamaktadir. Cok dugstuk plazma kolesterol konsantrasyonunda, eritrosit
membraninin kolesterol/fosfolipid oranindaki azalmanin eritrosit fonksiyonlarina
nasil bir etkide bulunacagl konusu cok agik dedgildir. Eritrositlerin yapisal ve
fonksiyonel 6zelliklerindeki degisiklikler, kan dokusunun akiskanhgini, ézellikle de
kanin mikrodolasimdaki davranigini yakindan ilgilendirdiginden organizmadaki
batin dokular icin énemlidir. Bu ¢ok 6nemli fonksiyon, bir ydénden dolasim
sisteminin, diger taraftan kan dokusunun benzersiz 6zellikleri sayesinde yerine
getirilir.



Buradan yola cikarak bu c¢alismamiz, normal dietle beslenen kobaylarda,
atorvastatin uygulamasiyla ortaya cikan hipokolesteroleminin eritrosit membran
yapisina ve mekanigine etkisini arastirmak amaciyla planlanmistir.



GENEL BILGILER

2.1. Lipid Metabolizmasi

Lipidler, organizmanin baslica besin kaynagini olustururlar. Enerji verme ve
depolama yéninden karbonhidratlardan daha Usttn 6zelliklere sahiptirler. En temel
lipidler arasinda trigliseritler, fosfolipidler ve kolesterol bulunur (34). Kimyasal
olarak, trigliseritler ve fosfolipidlerin temel lipid yapilarn basit olarak uzun-zincirli
hidrokarbonlu organik asitler olan yag asitleridir. Kolesterol yag asidi igermedigi
halde, sterol ¢ekirdedi yag asidi molekdllerinin yikim Grinlerinden sentezlenir ve bu
nedenle diger lipidlerin bircok fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini tagir. Trigliseritler
vucutta baslica, ¢esitli metabolik slUreclere enerji saglamak icin kullanilir. Bununla
birlikte, bazi lipidler, &zellikle kolesterol, fosfolipidler vucudun tim hucrelerin
membranlarini olusturmak ve vucudun diger hlcresel fonksiyonlarini yerine
getirmek amaci ile kullanilirlar (35,36).

2.1.1. Lipidlerin Vucut Sivilarinda Taginmasi

Kisa zincirli yad asitleri disinda, besinlerdeki yaglarin hemen hepsi,
barsaklardan lenfatik dolagima absorbe olur. Sindirim sirasinda trigliseridlerin gogu
monogliseridler ve yag asitlerine pargalanir. Daha sonra barsak epitel hlcrelerinden
gecerken tekrar yeni trigliserid molekillerine sentezlenirler (37). Yemekten sonra
plazmada bulunan ve en biyUk lipid tasiyicisi olan silomikronlarin dis ylzeylerine
az miktarda apoprotein B adsorbe olur. Bu protein lenfa sivisi iginde silomikronlarin
suspansiyon sabitligini artirir ve lenfatik kanallarinin geperine yapismalar onler
(34,36). Ayrica gastrointestinal kanaldan absorbe edilen kolesterol ve fosfolipidlerin
¢ogu da, silomikronlara katilir. Silomikronlar daha sonra duktus torasikusa iletilirler
ve vena jugularis ile vena subklavyanin birlestigi yerde vendz kana bosalirlar.

Silomikronlarin ¢ogu yag dokusu ve karacigerdeki kapilerlerden gecerken
kandan uzaklagtirilir. Hem yad dokusu hem de karaciger, lipoprotein lipaz adi
verilen enzimden ¢ok zengindir (38—40). Bu enzim kapiller endotelinde aktiftir ve
endotel ¢eperine yapisan silomikronlarin trigliseridlerini parcalayarak yag asitlerini
ve gliseroll serbestletir. Kandaki bitin silomikronlar uzaklastirildiktan sonra,
plazmadaki bltin lipidlerin %95’inden fazlasi lipoproteinler halinde bulunur. Bunlar
silomikronlardan c¢ok daha kiclk olmakla birlikte, onlara benzer bilesimde
bulunurlar. Yani trigliseridler, kolesterol, fosfolipid ve protein igerirler. Plazmadaki
total lipoprotein konsantrasyonu yaklasik 700 mg/dL kadardir ve bilesenleri Cizelge
2.1’deki gibidir (41);

2.1.1.1 Lipoproteinler

Lipidler suda ¢6zinmeyen maddeler olduklarindan kanda tasinmalari tasiyici
proteinler olan lipoproteinlerle olur (38). Lipoproteinler, merkezinde g¢ogunlukla
hidrofobik lipidler (trigliserid ve kolesterol esterleri) iceren, serbest kolesterol ve
fosfolipidler tasiyan kiresel pargaciklardir. Lipoproteinler hemen timuayle
karacigerde yapilir. Plazma kolesterolinin ¢ogu, fosfolipidler ve trigliseridler de



karacigerde sentez edilir. Lipoproteinlerin bagta gelen gorevi lipid komponentleri
vucudun her tarafina tagimaktir (34, 40,41). Lipoproteinlerin vucutta tasinma,
dagiima ve metabolize edilmelerinin dizenlenmesinde kritik bir &neme sahip protein
yapilar apoproteinler olarak adlandinlir. Apoproteinlerin bazilari lipoproteinlerde
yapisal rol oynarlar, bazilar lipoproteinlerin yikimi ile ilgili enzimleri aktive ederek
lipid metabolizmasinda aktif bir rol oynarlar ve diger bazilari lipoproteinlerin, o
lipoproteine 6zgl hiicre membrani reseptérleri ile etkilesmesini saglarlar (42). A (A-
I, A-ll ve A-IV), B (B—48, B100), C (C-I, C-II, C-lll), ve E olmak Uzere dort temel
apoprotein grubu tanimlanmistir (44,45). Plazmada elekriksel yUkleri, dansiteleri,
molekul bayudklikleri ve kolesterol, trigliserid ve fosfolipid oranlari farkl olan baslica
5 tip lipoprotein partikdli bulunur (34). Bu bes lipoprotein partikGlinin bazi
6zellikleri Cizelge 2.2°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.1. Plazma lipoprotein bilesenlerinin konsantrasyon degerleri (Kaynak 38’ den

alinmistir)
Plazma dizeyleri (mg/dL)
Kolesterol 180
Fosfolipidler 160
Trigliseridler 160

Silomikronlar: Silomikronlar dansitesi 0.95 g/ml’den kiglk olan, plazma
lipoproteinlerinin en blUyuUkleridir (> 1000 A° ¢apta) ve % 98-99 oraninda lipid ve
%1-2 proteinden olusurlar (34). Yemek sonrasi plazmada bulunurlar ve plazmada
dolasirken birkag apolipoprotein (apoB48, apoE, apoC) icerirler (38). ApoB48,
apoB’nin barsak tarafindan yapilan tek seklidir (38). ince barsagin (duodenum ve
proksimal jejunum) epitel hiicrelerinde sentezlenirler. intestinal epitel hiicreleri
tarafindan alinan serbest yag asitleri ve monogliseridler intestinal hicrelerin apikal
bélgesindeki diz endoplazmik retikulumda trigliseridlere déntsar. Trigliseridlerle
beraber hem fosfolipidler hem de Kkolesterol blUylk silomikron partiklllerinin
yapiminda kullanilirlar. Silomikronlar bazi lipoproteinlerin son karbonhidrat isleminin
yapildigi golgi organellerinde birikirler ve intestinal hiicrelerin lateral kenari boyunca
salinirlar (37). Buradan mezenterik lenfe girerler, duktus torasikusa ilerler ve oradan
genel dolagima gecerler. Dolagimdaki silomikronlar lipoprotein lipaz (LPL) etkisiyle
trigliseridden fakir, kolesterolden zengin silomikron artiklarina dénusurler (42).
Serbest yag asitleri trigliserid olarak depolanmak, enerji kaynagi olarak oksitlenmek
veya yeniden hepatik lipoprotein-trigliserid yapiminda kullaniimak Uzere cesitli
dokular tarafindan alinirlar. Hepatik lipaz (HL) baglica fosfolipaz gibi ve ikincil olarak
da bir gliserid hidrolaz gibi hareket eder, ayrica silomikron artiklarinin hepatositler
tarafindan alinmasinin son asamasinda da rol oynar (38). Silomikron artiklari
plazmadan kisa stirede karaciger parankim hlcreleri tarafindan temizlenir.



Cizelge.2.2.insan plazmasindaki lipoproteinlerin bilesimi (Kaynak 47°den alinmistir)

LIPOPROTEIN Silomikronlar | VLDL IDL LDL HDL
BOY (nm) 75-1000 30-80 25-40 20 7.5-10
DANSITE ARALIGI <0.95 0.95-1.006 | 1.006-1.019 | 1.019-1.063 | 1.063-1.210
PROTEIN 5 8 10 20 50
S | 2 || o | ]

, | rowsteRoL 3 16 o5 46 16
TRIGLISERID 9 55 40 6 5
FOSFOLIPID 3 17 20 21 25

KAYNAGI Barsak Karaciger VLDL IDL Karaciger va

Cok Disuik Yogunluklu Lipoproteinler (VLDL): Yogunlugu 1,006 g/mI'den kigUKk,
¢ap! 300—700 A° arasinda olan ve % 85-90 arasinda lipid (% 55 trigliserid, % 20
kolesterol, %15 fosfolipid) ve % 10-15 protein igerir (34). Baslica apoproteini
apoB100’dlr, apoE ve C de icerir (38). VLDL karacigerde yapilir ve dretimi
hepatositlere yag asidi saglanmasiyla uyarilir. Karacigere artmis yag asidi girisi
yagl dietle veya cesitli metabolik durumlarda (6rn. diabet) ya da aglga ikincil olarak
yag asitlerinin adipoz dokudan salinimina bagl olarak ortaya c¢ikar (37). VLDL
yapiminda kullanilacak trigliserid ve fosfolipidlerin yapimi kaba ve diz endoplazmik
retikulumda olur. VLDL kolesteroli de novo sentez edilir ya da lipoprotein
yikimindan elde edilir. VLDL trigliseridleri LPL ve daha az oranda HL etkisiyle
hidrolize edilirler. VLDL katabolizmasi Grinleri orta yodunluktaki lipoproteinler (IDL)
ve LDL’dir.

Orta Yogunluklu Lipoproteinler (IDL): IDL normalde plazmada cok dislk
konsantrasyonlarda bulunan buyudklik ve igerik agisindan VLDL ve LDL arasinda
yer alan dansitesi 1.006—1.019g/ml arasinda olan lipoproteinlerdir (34, 38). Baslica
apoproteinleri apoB100 ve E’dir. VLDL'nin katabolizma Grln0, LDL'nin éncdld olan
ve dolagsimdan LDL reseptorleri araciligi ile uzaklastirihr (37). IDL'nin aterojenik
olduguna inaniimaktadir.

Diisiik Yogunluklu Lipoproteinler (LDL): LDL capi yaklasik 200A° olan, dansitesi
1.019-1.063 ¢g/ml arasinda olan, plazmadaki baslica kolesterol taslyici
lipoproteindir; total plazma kolesteroliinin yaklasik % 70’ LDL’dedir (34). LDL
yaklasik % 75 lipid (% 35 kolesterol ester (CE), % 10 serbest kolesterol, % 10



trigliserid ve % 20 fosfolipid) ve % 25 proteinden olusur (37, 38). Eser miktardaki
apoE disinda gercekte bu partikillerde bulunanan baglica protein ApoB100’dur
(38). LDL’nin aterojenik oldugu bilinmektedir ve bircok hlcrede kolesterol kaynagi
olarak kullanilir (40, 46, 47). LDL birgok hiicreye kolesterol sunumu saglamasi
acisindan da 6nem tasir. Karacigerde baslica VLDL biyosentezi ve safra asidi
sentezinde, adrenal bezler, ovaryum ve testislerde steroid hormonlarin sentezinde
kullanilan kolesterol ayni zamanda diger bircok dokuda hicre tamiri ve
proliferasyonunda kullanilar (40).

Yuksek Yogunluklu Lipoproteinler (HDL): HDL 70-120 A° capinda, dansitesi
1.063—-1.21 g/ml arasinda olan klcuk partikillerdir ve baglica iki gruba ayrilabilir:
HDL-2 (d= 1.063—-1.125g/ml) ve HDL-3 (d= 1.125-121 g/ml) (34,37). Yaklasik %
50 lipid (% 25 fosfolipid, % 15 CE, %5 serbest kolesterol, % 5 trigliserid) ve % 50
proteinden olusur (37,38,42,44). Basglica apoA-l (% 65), apoA-ll (%25) ve az
miktarda apoE ve C icerir (42). ApoE HDL alt grubunun (HDL-1) kigik bir
komponentidir, fakat plazma apoE’nin yaklasik % 50’si HDL'de bulunur (34,37).
HDL’nin baslica siniflari apoE icermez ve bdylece LDL reseptdru ile etkilesmez.
HDL plazmaya girdiklerinde diger lipoproteinlere dagitiimak Gzere apoE ve C i¢in bir
rezervuar iglevi gérir. HDL alt gruplari sadece apoAl veya apoAl/ll icerebilir
(37,38).

Yeni sentezlenmis veya plazma prekursér plazma HDL partikilleri apoA-I
fosfolipid diskleri halinde bulunur. Diger lipoproteinlerden veya asir kolesteroll olan
hucre zarlarindan mukemmel serbest kolesterol alicilaridirlar. Bu diskler tarafinda
sinirli bir miktar serbest kolesterol tutulabilir. Bununla beraber, kolesteroliin uzun bir
yag asidi zinciri ile esterifikasyonu hidrofilligini 6énemli &6lgude azaltir ve yeni
olusmus kolesterol ester disk ylzeyinden uzaklasarak kolesterol esterden zengin
bir cekirdek olusturur ve diski bir kireye gevirir. Plazma serbest kolesterolU estere
dénusturmekten sorumlu enzim lesitin:kolesterol aciltransferaz (LCAT)'dir (26-29).
HDL iki farkh mekanizma ile hiicrelerden kolesterol saglar (42-45): 1) Hucrelerden
sulu transfer; serbest kolesterol hiicreden HDL partikiline dogru bir fizikokimyasal
konsantrasyon gradyani izler, bu olaya pasif desorpsiyon denir. 2) Hicre ylzey
baglayici protein ile kolaylastiriimis transport; HDL hicre zarina baglanir, bu olay
Ozellikle kolesterol icerigi artmig hlcreler igin gegerlidir. HDL lipidlerin lipoproteinler
ve hlcreler arasinda dagihmini saglar. HDL hicrelerden kolesterolt alir ve atilim
icin karacigere veya kolesterole ihtiyaci olan hlcrelere aktarir. Kolesterol ester
transfer protein (CETP) VLDL, IDL ve silomikron artiklarina kolesterol esteri tasir
(34,37). Boylece kolesterol VLDL ve silomikron artiklari yoluyla karacigere iletilir.

2.1.2. Fosfolipidler ve Kolesterol

2.1.2.1. Fosfolipidler

Fosfolipidler fosfatidilkolin (lesitin), fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin ve
sifingomiyelin olmak Uzere doért gruba ayrilir (34). Fosfolipidler daima bir ya da daha
cok yag asidi moleklll, bir fosfat asidi koki ile genellikle bir azotlu baz igerirler
(40,43,44). Fosfolipidlerin kimyasal yapilari degismekle birlikte, fiziksel &zellikleri
birbirine benzer. CUnkl hepsi de lipidlerde erir ve lipoproteinlerle taginarak hiicre
membranlari ve intraselller membranlarin yapisina katilr.



2.1.2.2. Fosfolipidlerin Fonksiyonlari

Fosfolipidlerin bazi 6zgin kullanimlart su sekilde siralanabilir (34,38): 1)
Fosfolipidler, kandaki lipoproteinlerin dnemli bilesenleridir ve cogunun olusumu ve
fonksiyonu icin gereklidirler. Yokluklarinda kolesterol ve diger lipidlerin
tasinmasinda ciddi bozukluklar ortaya c¢ikabilir. 2) Pihtilasma olayini baslatan
tromboplastin 6nemli dlgiide sefalinlerden olusmustur. 3) Sinir sisteminde buyuk
miktarlarda sfingomiyelin bulunur. Sinir liflerinin etrafindaki miyelin kihfinda
yalitkanlik gérevi yapar. 4) Fosfolipidler, dokulardaki farkli kimyasal reaksiyonlarda
gerektiginde fosfat koklerini verir. 5) Fosfolipidlerin belki de en &nemli
fonksiyonlarindan biri, vucuttaki butiin hdcrelerde yapi elemanlarinin-baglica
membranlarin-olusumuna katkida bulunmalaridir.

2.1.2.3. Kolesterol

Kolesterol yagda ylUksek erirlik gbsterir ve yag asitleriyle ester olusturma
yetenegine sahiptir. Plazma lipoproteinlerinde bulunan kolesteroliin yaklagik %70’i
kolesterol esterleri seklindedir. Vucuttaki total kolesterolin %65’i endojen kaynakh
iken %35’lik kalan kismi da ekzojen kaynaklidir (34,40). Endojen kolesterolin
hemen tiUm0 karacigerde yapilirsa da vucuttaki birgok hiicrede de bir miktar
kolesterol yapilir.

Sadece hayvansal organizmada yer alan kolesteroliin esas yapisi asetil-KoA
molekullerinden sentezlenen bir sterol ¢ekirdegidir (46—48). Kolesterolin ¢ekirdegdi
siklopentanoperhidrofenantren halkasi igerir. Bu halkanin 3. karbon atomuna bir
hidroksil (-OH) grubu 5. ve 6. karbon atomlari arasinda c¢ift bagi, 17. karbon
atomuna bagli 8 karbon iceren bir yan zincir vardir. Bu yan zincirler yardimiyla
kolesterol bilesigini olusturur. Kolesterol sentezi bir feedback mekanizmayla kontrol
edilir (Sekil 2.1.) (49). Yukselen kolesterol konsantrasyonu, kolesterolin endojen
sentezi igin en temel enzim olan 3-hidroksi—3-metilglutari KoA (HMG-KoA)
rediktazi inhibe ederek kolesterol konsantrasyonunun asiri artisini dnler (47).
HMG-KoA rediktaz, insanda hepatik ve ekstra hepatik kolesterol biyosentezinde
hiz-kisitlayici basamagi olusturan HMG-KoA’nin mevalonata dénlsmesi olayini
katalize eder.

2.1.2.4. Kolesteroliin Fonksiyonlari

Vucutta kolesterol en ¢ok karacigerde kolik asit sentezi igin kullanilir. Kolik asitte
diger maddelerle birleserek yaglarin sindirimi ve absopsiyonunu hizlandiran safra
tuzlarini olusturur. Kolestrol, bdébrekistl bezinde adrenokortikal hormonlarin,
ovaryumlarda progesterone ve Ostrojen yapiminda ve testislerde testosterone
yapiminda gb6rev alir (34). Blylk miktarlarda kolesterol derinin korneum
tabakasinda c¢oker. Bdylece o&teki lipidlerle birlikte suda eriyen maddelerin
absorpsiyonuna ve bircok kimyasal maddenin etkilerine kargi derinin direncini
arttirir. Ayrica deriden suyun buharlagmasini ve 1s1 kaybini da énler. Kolesterolin
belki de en 6nemli gbrevi butlin hicrelerin, hiicre membraninin yapisi ve fonksiyonu
icin cok dnemli bir madde olmasidir (40). Vucuttaki kolesteroliin yaklagik %93’Gndn
hlcrelerde olup sadece %7’sinin plazmada olmasi da buna en iyi kanittir.
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Sekil 2.1. Kolesterol biyosentezi (Kaynak 47’den alinmistir)

2.1.2.5. Plazma Kolesterol Konsantrasyonunun Diizenlenmesi

Plazma kolesterol konsantrasyonu endojen (biyosentez) ve ekzojen kolesterol
metabolizmasinin dengesiyle kontrol edilir (38,40). Endojen yolakta kolesterol
karaciger tarafindan sentez edilir ve kana verilir. Dolagimla ekstrahepatik dokulara
tasinir. Ekzojen yolakta ise besinlerle alinan kolesterol ince barsaklardan dolasima
gecer. Dolayisiyla her iki mekanizmadaki degisiklikler plasma kolesterol
konsantrasyonunu etkiler (40). Plazma kolesterol konsantrasyonunun dizenlenmesi
ile ilgili yolaklar Sekil 2.2’de 6zetlenmigtir.

Ekzojen yolak, besin kaynakli kolesterol ve trigliseridlerin barsaklardan
absopsiyonu ile baglar. Absorpsiyondan sonra trigliseridler ve esterlesmis kolesterol
barsak mukoza hucrelerinde cesitli apoproteinler, fosfolipidler ve esterlesmemis
kolesterollerle birleserek silomikron adi verilen yapiyi olustururlar. Silomikronlar
lipoprotein lipazla etkilesime girerek trigliseridlere ve serbast yag asitlerine
parcalanirlar. Bu yag asitleri kapiller endotel hicrelerini gecerek ya adipositlerde
depo edilir ya da iskelet kasinda oksidasyona ugrar. Geriye kalan silomikron
kalintilari hepatik hdcrelerce alinir. Lizozomlarinda katabolize edilir ve sonunda
kolesterol aciga cikar. Bu kolesterol ya safra asitleriyle dénisime ugrar ya da
VLDL araciligiyla dolagima katilir.

Karaciger serbest yag asitlerini ve karbonhidratlari kullanarak surekli trigliserid
sentezler. Bu endojen trigliseridler dolasimdaki VLDL ile birlesir. VLDL, lipoprotein
lipaz ile kapiller endotelinde hidroliz edilir ve kolesterol esterlerinden zengin kigik
VLDL partikdlleri ve serbest yag asitleri olusur. VLDL kalintilari kolesterolden
zengin LDL ile birlegir. Bu LDL, reseptdr aracilidiyla periferdeki hicreler tarafindan
alinir. Lizozomlarda pargalanan LDL’den aciga cikan kolesterol hiice membraninin
yapisina katir ya da cesitli metabolik olaylar igin kullanilir (38,40,42). LDL
kolesterol miktari hucreler tarafindan gercgeklestirilen su mekanizmalarla kontrol
edilir (46, 47): 1) LDL kolesterol yikseldigi zaman, hicrelerde HMG-KoA rediktaz



enziminin sentezi azalir. 2) Hicrelerde kolesterol depolanir. 3) Hlcrelerde LDL
reseptdr sentezinde azalma olur.

Hucrelerde trigliseridlerden zengin lipoprotein katabolizmasiyla agida ¢ikan
kolesterol esterler, karacigerden sentezlenen ve HDL'nin ylzeyindeki LCAT ile
etkileserek kolesterol esterleri tekrar LDL’lere transfer eder. Bu mekanizmayla
periferdeki hiicrelerden alinan kolesterol, HDL aracilidi ile tekrar karacigere gider ve
orada depolanir (26, 27, 43).

2.1.3. Plazma Kolesterol Diizeyi ve Onemi

Plazma kolesterol seviyesinin ylkselmesine hiperkolesterolemi (>200 mg/dL)
denir. Primer ve sekonder olmak Uzere ikiye ayrilir. Primer hiperkolesterolemi
genetik temelli, hatali apoprotein sentezi, reseptdr eksikligi veya reseptor
fonksiyonundaki hatalardan kaynaklanir. Ornegin, familial hiperkolesterolemi (tip
2A) LDL reseptor yetersizligi veya bozuklugunda ortaya cikar (50,51). Sekonder
hiperkolesterolemi ise obezite, yiksek kalori alimi, diabetes mellitus, inaktivite ve
sigara ile iligkili gérilmekte, yasa ve cinsiyete bagli olarak degisim gdstermektedir
(52,53).

Gelismis ya da gelismekte olan bircok toplumda koroner kalp hastaliklarina
yakalanma ve bu hastaliklardan 6lim riski ¢ok yuksektir. Ateroskleroz ve koroner
kalp hastaliklar ylksek plazma kolesterol seviyesiyle baska bir deyisle plazma LDL
seviyesi ile yakindan iligkilidir (22).

Aterosklerozun seyrinde olumlu yonde bir degisiklik yapabilmek igin temel ilke
lipoprotein profilinin normallestiriimesi olmahdir. Bu nedenlerden dolayr ginimuzde,
koroner kalp hastaligi kanitlanmis hastalarda siklikla LDL-kolesterol degerlerinin
mutlaka 100 mg/dI'nin altinda tutulmasi istenmektedir. Bu durum, 6zellikle HDL-
kolesterol dusuklUkleri igin gegerlidir. Mevcut ¢calismalarin sonuglarina gére en fazla
yarar, tedavi ile LDL-kolesterol degerleri en fazla disurtlmis ve HDL-kolesterol
degerleri en fazla yikseltiimis olan kisilerde elde edilmistir. Son yillarda bu konuyla
iliskili cok sayida caligsmanin (LIPID, ASAP,4S) sonuglar yayimlanmistir (23-25).
PROCAM calismasinda 20.000 olguda HDL kolesteroliin erkeklerin %18'inde,
kadinlarin %25'inde disik oldugu saptanmistir. Bu ¢alismada total kolesterol/HDL
yerine LDL/HDL orani kullaniimig, bu oranin >5 olmasi durumunda, <5 olanlara
g6re koroner kalp hastaligi riskinin 5 misli arttigi bulunmustur (54).

Bu nedenle plazma Kkolesterol dizeyinin dUstrilmesi, ateroskleroz ve
komplikasyonlarinin énlenmesi igin gereklidir. Hiperkolesterolemiye bagl olarak
meydana gelen ateroskleroz kisileri miyokard enfarktlist ve ciddi kardiyovaskdler
hastaliklara acik hale getirir (55). Plazma LDL dizeyi 130 mg/dL (3,4 mmol/L)’nin
Ustiinde, HDL dlzeyi 35 mg/dL (0,9 mmol/L)’nin altinda olmasi durumunda koroner
kalp hastaliklari ve ateroskleroz gelisimi riski artar (55). LDL/HDL orani ateroskleroz
riskini degerlendirmede kullanilan en énemli biyokimyasal parametredir. Bu oranin
(LDL/HDL) ideal degeri 3’n altinda olmasidir.
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Sekil.2.2. Plazma kolestrol konsantrasyonunun ekzojen ve endojen yolaklara diizenlenmesi
(Kaynak 47°den modifiye edilmistir).

Kolesterolin depo

iliskinin LDL/HDL kolesterol orani
kolesterolU diizeyi ile trigliserid dlizeyi arasinda ters oranti vardir. $6yle ki trigliserid
dlzeyi yukselince HDL tigliseridden zenginlesir ve hepatik trigliserid lipaz tarafindan
yikimi yani HDL katabolizmasi artar ve dlzeyi azalir. Digik HDL’nin baglica
sebepleri; trigliserid artisi, kilo artigi ve obezite, fiziksel inaktivite, tip 2 diyabet,

edilmesi ya da parcalanacak olmasindaki en belirleyici
Plazma HDL-

oldugu kabul edilmektedir.

11



sigara, cok fazla karbonhidrat alimi (>%60 enerji) ve bazi ilaclar (beta-blokerler,
anabolik steroidler)'dir (56). Koroner kalp hastaligi kaniti olmayan eriskinlerde
plazma total kolesterol, LDL, HDL ve trigliserid dizeylerinin derecelendiriimesi
Cizelge 2.3'de gosterilmigtir.

Epidemiyolojik calismalar HDL seviyesi ile ateroskleroz arasinda ters bir iligki
oldugunu gdstermistir (52,58). Kardiyak risk orani, total kolesterolun HDL-
kolesterole bélimuyle bulunur (40,42). Blme sonucu ¢ikan deger >7 ise risk ¢ok
blydktlr. Normal deger 4-5 arasindadir. Fakat kardiyak risk agisindan en iyi
degerin 2-3 oldugu séylenmektedir (42,43). LDL-kolesterol seviyesini 80 mg/dL’nin
altina indirmenin, daha énceden damar duvarina sivanmis kolesteroliin yerinden
sOkulip uzaklastiracagini ve ateroskleroz ve kalp krizi riskini azaltacagi bildirilmistir
(47). Gunkd HDL plazmadan trigliseridlerin ve kolesteroliin temizlenmesinde ve
kolesterollin dokulardan karacigere geri tagsinmasinda ve metabolizmasinda énemli
rol oynar. Oysaki LDL, kolesteroll karacigerden perifere dogru tasir, membranlarin
sentezinde kullanir ve hicrenin kolesterol dengesi ile ilgili olaylari etkileyerek
hucreye kolesterol alimini, sentezini ve depolanmasini diizenler (59).

Kan kolesterol seviyesinin dismesine ise hipokolesterolemi denir. 130
mg/dl’den disuk kolesterol dizeyleri ise hipokolesterolemi olarak kabul edilebilir
(60). Hipokolesterolemi, kritik durumdaki hastalarda kétl prognoz habercisidir. Yani
hastaligin muhtemelen seyrini, slresini ve hastaligin sonu hakkinda 6énceden
tahmin etmede buyUk katkilari bulunur. Orak hlicre anemisi (61,62), kemik mineral
dansitite bozukluklari (63), demir eksikligi anemisi (64), aplastik anemi (64), I6semi
(65), beta-talesemi (66) ve hemodiyaliz hastalarinda (67), ayrica ciddi cerrahi
midahalelerde ve sonrasinda gelisebilen enfeksiyonlarda, agir travmalardan ve
yaniklardan sonra (68) hipokolesterolemi gbézlenebilir. Hipokolesterolemi cesitli
morfogenik, i¢ organ, iskelet ve deri anormallikleriyle karekterizedir ve 6zellikle
yasglilarda ve kritik durumdaki hastalarda énemli bir 6lm nedenidir (63,67,68).

2.1.3.1. Ateroskleroz

Lipidler, fibroblastlar, makrofajlar, diiz kas htcreleri ve hiicre disi maddeleri
degdisik oranlarda igeren intimal plaklara bagl olarak meydana gelen, ilerleyici
arteriyel darlik ve tikanmalara, arterlerin esneklik ve antitrombotik &zelliklerinin
bozulmasina yol agcan hastaliga ateroskleroz denir. Baslica ateroskleroz nedenleri
arasinda (42,43); 1) Iinflamasyon (yangi), 2) enfeksiyon ajanlari (Chlamydia
pneumonia), 3) hiperlipidemi, 4) hipertansiyon, 5) alkol kullanimi, 6) sigara ve titin
kullanimi, 7) obezite, 8) dengesiz ve yanlis beslenme aliskanliklari ve asiri
hareketsizlik sayilabilir. Aterosklerozun neden oldugu baslica klinik durumlar ise,
koroner arter hastaligi, periferal damar hastaliklari, inme ve diger serebrovaskuler
olaylar ve renal vaskuler hipertansiyondur (47,48).

Ateroskleroz ve onun en yaygin ve 6limcil sonucu olan koroner kalp hastahgi
ile hiperkolesterolemi arasinda ¢ok yakin bir iliski bulunmaktadir (22). Ozellikle LDL
ve VLDL bu aterojeniteden sorumludur. Bu hipotezle ilgili olarak (43,47,48); 1) arter
duvarinda kolesterol birikmesi hem deneysel hem de insanlardaki aterosklerozun
en belirgin bulgusudur, 2) cesitli deney hayvanlarinda plazma kolesterolinin
yukseltiimesi ile ateroskleroz olusturulabilir, 3) plazma kolesteroll yiksek kisiler,
erken yasta koroner kalp hastaligina yakalanmakta ve erken yasta élmektedir, 4)
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LDL reseptor eksikligi olan ailesel hiperkolesterolemili hastalarda, plazma kolesterol
dizeyleri yUkselmekte ve koroner kalp hastalik sikh@r artmaktadir, 5) plazma
kolesterolU diyet ve ila¢ tedavisi ile dusurildiginde koroner kalp hastalik riski de
azalmaktadir. Ateroskleroz, ilerleyici arteriyel darlik ve tikanmalara, arterlerin
esneklik ve antitrombotik 6zelliklerinin bozulmasina yol acan, lipitler, fibroblastlar,
makrofajlar, diiz kas hlcreleri ve hiicre digi maddeleri degdisik oranlarda iceren ve
intimal plaklara bagll olarak meydana gelen bir hastalik olarak degerlendirilir.
Ateroskleroz tim arteriyel yapilar etkileyen nedenleri tespit edilip tedavi edilebildigi
takdirde durdurulabilen veya geriletilebilen multifaktéryel sistemik bir hastaliktir.

Cizelge.2.3. Koroner kalp hastaligi kaniti olmayan erigkinlerde plazma total kolesterol, LDL, HDL ve
trigliserid dlizeylerinin derecelendirilmesi (Kaynak 57°dan alinmigtir).

Kolesterol tipi veya tlri Dlzey

Total kolesterol

ISTENIEN. ... < 200 mg/dL
SINITA YUKSEK. ... 200 mg/dL
YUKSEK. .ot = 240 mg/dL

ISTENIEN. ..., < 100 mg/dL
Istenilene yakin..............oeeiiiiie i 100-129 mg/dL
SINITA YUKSEK. .. 130-159 mg/dL
YUKSEK. .ot 160-189 mg/dL
GOK YUKSEK. .. eeee et = 190 mg/dL

DUSUK. et < 40 mg/dL
YUKSEK. .. e e 2 60 mg/dL

NOIMAL. .. e < 150 mg/dL
SINITA YUKSEK. ... 150-199 mg/dL
YUKSEK. .ot 200-499 mg/dL
GOK YUKSEK. ..o ee et 2500 mg/dL

Epidemiyolojik calismalar HDL-kolesterolinin 1 mg/dL arttiriimasinin koroner
kalp hastaliklan riskini %2—4 arasinda disurdigunda gostermistir (43). HDL'nin
ateroskleroza kargl koruyucu etkilerinin mekanizmasi ters kolesterol transportu ve
antioksidan aktivite ile saglanir. Ters kolesterol transportu ile (47); 1) Arter
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duvarindan kolesteroliin uzaklastiriimasi, 2) Yeni plaklarda biylmenin inhibisyonu,
3) Mevcut plaklarin stabilitesinde artma, 4) Plak riptlirinin inhibisyonu
saglanirken, antioksidan aktivite ile 1) LDL'nin oksidasyona karsi korunmasi, 2)
Adhezyon molekullerinin ekspresyonunda azalma, 3) Vaskuller endotelyumun
batinligundn korunmasi saglanmaktadir.

2.1.4. Plazma Kolesterol Seviyesinin Duslrilmesi

Plazma lipid konsantrasyonlari, diyet gibi gevresel faktdrler ya da normal sentez
veya yikimlarindaki genetik drefektler nedeniyle ylUkselebilir. Genel olarak ylksek
kolesterol konsantrasyonunun (hiperkolesterolemi) tedavisinde ilaglar su amaglarla
kullanilir: 1) dokularin lipoprotein sentezinin azaltiimasi, 2) plazma lipoprotein
katabolizmasinin arttirlmasi ya da 3) vlcuttan kolesterolin atiliminin arttiriimasi
(hayvan deneyleri fibratlarin, karacigerde kolesterol sentezini azaltarak ve safra ile
fecese  atilmasini  saglayarak  kolesterolin  plazma  konsantrasyonunu
azaltabildiklerini géstermektedir).

Bu tedaviler ateroskleroz gelisimini ve ilerlemesini yavaslatarak 6zellikle koroner
kalp hastahgi riskini azaltir. Bu nedenle plazma kolesterol dizeyinin disdrilmesi,
ateroskleroz ve komplikasyonlarinin énlenmesi icin gereklidir. HMG-KoA rediktaz
inhibitorleri, niasin ve safra asidi baglayan ilaglar tedavide birinci sirada yer alan
ilaglardir. Fibrik asit tarevleri, probukol ve digerleri ise ikinci sirada tercih edilen ilag
grubunu olugtururlar. Hiperkolesterolemik hastalarda en yaygin olarak kullanilan
ilag grubu HMG-KoA rediktaz inhibitérleridir (39).

2.1.4.1. Rediiktaz inhibitorleri

HMG-KoA rediktaz inhibitérleri statinler (atorvastatin, cerivastatin, fluvastatin,
lovastatin, pravastatin ve simvastatin) lipoprotein metabolizma bozukluklarinda,
ateroskleroz ve komplikasyonlarinda kulanilan ilaclardir. Kolesterol sentezinin hiz
kisitlayicl basamagi olan HMG-KoA'nin mevalonik asite déntismesini inhibe ederler
(39).

Atorvastatin sentetik bir lipid districU ajandir. Endojen kolesterol metabolizmasi
Uzerine etkilidir. Insanda plazma yarilanma émrii yaklasik 14 saattir ve yari émri
doza bagh degildir (39). Homozigot ve heterozigot familyal hiperkolesterolemi,
hiperkolesteroleminin non-familyal tipleri ve karma dislipidemisi olan hastalarda
atorvastatin total kolesteroll, LDL-kolesteroli doza bagli olarak ¢esitli oranlarda
disurdr (69). Atorvastatin HMG-KoA rediiktazi inhibe ederek plazma kolesteroll ve
lipoprotein dizeylerini diger statinlere oranla daha fazla dustrir ve karacigerdeki
kolesterol sentezini azaltir. Ayrica LDL’nin artmis alimi ve katabolizmasi i¢in hiicre
yuzeyindeki hepatik LDL reseptdrlerinin sayisini attirir (69). Cizelge 2.4'de ve
Cizelge 2.5°de farkl dozlarda statinlerin LDL-kolesterol konsantrasyonunda ve ayni
dozda farkli statinlerin plazma lipid degerlerinde meydana getirdigi azalmalar ylzde
olarak ifade edilmistir.

Atorvastatinin plazma kolesterol konsantrasyonunu distrdiagu cesitli hayvan ve
klinik calismalarda ortaya konmustur: Ortalama yaslari 63 olan, normal plazma
kolesterol profiline sahip, hipertansiyon hastalarinin (n=5000) 1,5 yil atorvastatin
(10 mg/gun) kullanmasiyla LDL-kolesterolleri ortalama 1,3 mmol/L'ye (yaklasik
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olarak 50 mg/dL) dustigu saptanmigtir (70). Atorvastatin kullanan gruptaki kigilerde
6limcdl ya da 6élumcul olmayan kalp krizlerinde %36, inmelerde ise %27’lik bir
azalma g06zlenmigtir (70).

Cizelge.2.4. Farkl dozlarda statinlerin LDL-kolesterol konsantrasyonunda meydana getirdigi
azalmalar (Kaynak 53 ve 66’den alinmigtir).

Farkli dozdaki statinlerin plazma LDL konsantrasyonunda meydana getirdigi
azalmalar
Statin Lovastatin Pravastatin | Simvastatin | Atorvastatin
Doz
10 mg -% 19 -% 28 - % 38
20 mg -% 29 -% 24 -% 35 - % 46
40 mg - % 31 -% 34 - % 40 - % 51
80 mg - % 48 - % 40 - % 48 - % 54

Atorvastatinin plazma LDL-kolesterol seviyesini kobayda doza bagl olarak
disUrdigu deneysel olarak gosterilmistir [1 mg/kg /giin %46 (71), 10 mg/kg/gin
%48, 20 mg/kg/gin %61 (72)]. 3 mg/kg/gun atorvastatin uygulamasindan sonra
kobayda plazma total kolesterol, LDL-kolesterol, trigliserid ve VLDL-kolesterol
konsatrasyonlari sirasiyla %16, %31, %19 ve %28 oraninda dismustir (73).

Cizelge.2.5. Ayni dozda (20 mg) farkl statinlerin plazma lipid degerlerinde meydana getirdigi
degisiklikler (Kaynak 53 ve 66’den alinmistir).

Lovastatin Pravastatin Simvastatin Atorvastatin
Total o o o o
kolesterol -% 18 -% 17 - % 26 -% 32
LDL-kolesterol -% 25 -% 25 -% 36 -% 44
HDL- o o o o
kolesterol % 4 %o 7 %o 7 %o 4
Trigliserid -% 11 -% 8 -% 17 -% 25

2.2. Kanin Akiskanlik Ozellikleri Ve Onemi

Kan dokusu, sivi mekanigi agisindan oldukga karmasik bir yapiya sahiptir.
Tanim olarak kan, “non-Newtonien-shear thinning” bir sividir (2). Bu tar sivilarin
viskoziteleri sabit olmayip, akim kosullarina gére degisir. Basit (Newtonien)
sivilarda kayma hizi (shear rate) ile kayma kuvveti (shear stress) arasinda dogrusal
bir iliski vardir ve bu iki parametreyi birbirine baglayan sabit, sivinin viskozite
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degeridir (74,75). Kan gibi non-Newtonien sivilarda ise kayma hizi-kayma kuvveti
arasindaki iliski dogrusal olmayip sivinin viskozitesi kayma hizina bagli olarak
degisir. Kan, viskozitesi kayma hizi arttikga azaldigi igin “shear thinning” bir sividir

).

Kanin bu ¢ok 6zel reolojik davranisi iki fazli olan 6zel yapisindan kaynaklanir.
Plazmadan olusan bir sivi faz ve onun iginde yer alan hlcresel elamanlardan
olusan kan dokusunun akiskanligi fazlarin reolojik &zelliklerine ve bu iki fazin
birbirine oranina baglidir (2,75). Dolayisiyla hematokrit dederi kan viskozitesinin
belirlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Hematokrit degeri ile kan viskozitesi
arasinda Ustel bir iligki vardir. Ozellikle %50’nin Uzerindeki hematokrit degerlerinde
kan viskozitesi dnemli él¢tide artar (2,76).

Kanin akiskanhgi hicresel bolimanin %98’ini olusturan eritrositlerin reolojik
6zellikleriyle de yakindan iligkilidir. Eritrositlerin sekil degistirme (deformabilite)
yetenekleri sayesinde c¢ok yiksek hematokrit degerlerinde bile kan akisi
saglanabilmektedir (3, 77, 78). Eritrositlerin bir bagka énemli 6zellikleri de agrege
olabilmeleridir. Damar yataginda kayma kuvvetleri belli bir kritik degerin altina
indiginde eritrositler agrege olarak kanin akiskanhginin azalmasina sebep
olabilirler. Kayma kuvvetlerinin arttigi kosullarda ise eritrosit agregatlari pargalanir
(75). Belirli bir degere ulagana kadar, kayma hizi artigi kan viskozitesinde azalmaya
sebep olur. Kayma hizi buydk arterlerdeki seviyesine ulastiginda ise eritrosit
agregatlari parcalanir ve bu noktadan sonra, kan viskozitesi kayma hizindan
badimsiz hale gelir; yani kan Newtonien bir sivi gibi davranmaya baslar. Bdylece
eritrosit agregasyonu da kanin non-Newtonien davranisinin belirlenmesinde énemli
rol oynar (1).

2.2.1. Kitle Halinde Kan Akimi

Kan dokusunun bir bltln olarak davranabilmesine izin verecek él¢cide buyuk
boyuttaki damarlarda kan, tam olarak iki fazli bir sispansiyon 6zelligindedir (2). Bu
kosullarda, damar sisteminin geometrik 6zelliklerine, kanin fiziksel 6zelliklerine ve
akim hizina bagimli olarak laminer veya turbulan karekterde akim gorUlebilir.
Laminer akim, sivi tabakalarinin birbiri (zerinde kaymasi seklinde gerceklesen
dazenli, hidrolik direncin distk oldugu bir akim seklidir (79). Fizyolojik kosullarda
damar sisteminin buydk bir bélimidnde kan akimi laminer karakterdedir. Damar
geometrisindeki yerel degisikliklere, kan akim hizindaki ani artislara bagl olarak
kan akimi tirbllan hale dénUsebilir. Bu kosullarda akim direnci de artar.

Laminer akim kosullarinda sivinin akigkanldi, sivi tabakalari (laminalar)
arasindaki sOrtinme kuvvetiyle yakindan iligkilidir. Kan dokusu gibi iki fazli
sivilarda, birinci faza (plazma) ait laminalar arasindaki strtinme ikinci fazi olusturan
pargaciklarin bu laminalari ne 6lglide distorsiyona ugrattigi ile yakindan iligkilidir
(79). Kanin htcresel elemanlarindan olusan ikinci fazdaki parcaciklarin kolay sekil
degistirebilen bir 6zellikte olmalari onlarin laminer akim gizgilerine oryantasyonunu
kolaylastirarak tabakalar arasindaki sUrtinmeyi, dolayisiyla sivinin viskozitesini
azaltir (1,2,79). Zit olarak, eger laminalar arasinda yer alan pargaciklarin blyukligu
artarsa, tabakalar arasindaki strtinme ve viskozite artar (80, 81).
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2.2.2. Kapiller Kan Akimi (Mikrodolagim)

Dolasim sisteminde kapiller damarlar 3—8 um captadir. Bu kosullarda kanin
batln olarak iki fazl bir sivi sistemi gibi distnulmesi olanaksizdir. Bunun yerine,
kanin hicresel elemanlarinin ve plazmanin mikrodolasimdaki davraniglari ayr ayri
degerlendirilmelidir. Yer yer kan hucrelerinin boyutlarindan daha kaguk bir ¢capa
sahip olabilen bu damarlardaki akim hizi, blyluk 6lgide kan hucrelerinin gekil
degistirme yetenekleri (deformabilite) ile yakindan iliskilidir (3).

2.3. Eritrositler

Eritrositler baglica goérevleri solunum gazlarinin taginmasi olan ileri derecede
6zellesmis hicrelerdir (4). Ortalama hacmi yaklasik 90 femtolitre (fL), ortalama
ylizey alani 140 pm? olan eritrositler kemik iliginde dretilirler ve periferik dolasima
katilmadan 6nce c¢ekirdeklerini kaybederler (3, 4). Diger organelleri de dolasimda
birkac gin icinde kaybolur. Cekirdek, mitokondri, ribozomlar gibi sitoplazmik
organellere sahip olmayan eritrositler protein sentezi yapamaz, mitokondri ile iligkili
oksidatif reaksiyonlarn gergeklestiremez ve mitoza ugrayamazlar (4). Bdylece
eritrositler, protein ve elektrolitleri ¢cevreleyen basit bir membrandan ibaret olarak
tanimlanabilirler. Sitoplazmik proteinlerin %95’inden fazlasini hemoglobin (Hb)
olusturur. Eritrositlerin  sahip oldugu bikonkav disk sekli fonksiyonlarini
strdUrebilmeleri icin ¢cok uygundur. Bu 06zel sekil sayesinde, hicre ylzeyinin
hacmine orani mimkin olan en ylksek degere ulagsmakta ve bdylece gaz transferi
kolaylagsmaktadir. Ayrica bikonkav disk yapisinin kireye goére sekil degistirme
yetenegdinin daha fazla olusu eritrositlerin mikrodolagimda optimal hareketlerinin
saglanmasina katkida bulunmaktadir (4, 6). Kliclik damarlarda eritrosit hareketleri
g6zlemlendiginde bikonkav diskin akim ydninde oriente olarak, yandan
bakildiginda parasite benzer bir sekilde ilerledigi gorilir. Bdylece sekil
degistirebilen eritrositler, maksimum c¢apr 4 pm olan damarlardan rahatca
gecebilmektedirler (4).

Normal eritrosit bikonkav disk seklinin saglanmasi ve korunmasinda rol
oynayan faktérler sunlardir: 1) membrandaki elastik glcler 2) ylzey gerilimi 3)
membran ylzeyindeki elektriksel potansiyel 4) ozmotik veya hidrostatik basinglar ve
5) ylzey/alani hacim iligkisi. Ayrica hicre seklinin korunmasinda eritrositlerin iginde
bulunduklari ortamin ézellikleri de blyik énem tagimaktadir (4).

2.3.1. Eritrosit membrani

Hlcre baOtdnlGgindn, bikonkav disk yapisinin  ve eritrositlerin  sekil
degistirebilme yetenegdinin saglanmasi ve korunmasinda eritrosit membraninin ¢ok
énemli rolG vardir (4,5,82,83). Sivi-mozaik modele uygunluk gbésteren eritrosit
membrani ¢ok esnek olup kendisine uygulanan kuvvetlere yapisal butinlGgu
bozulmadan blyulk sekil degisiklikleri yapacak sekilde hizli cevaplar verebilir (4, 5).
Membran agirliginin yaklasik %52’sini proteinler, %401 lipidler, %8’ini ise
karbohidratlar olusturur (Sekil 2.3) (4, 7, 8). Karbohidratlarin blytk ¢cogunlugunu
glikoproteinler, %7’lik kiicik bir kismini ise glikolipidler olusturur (4).

Eritrosit membraninin ileri derecede esnek lipid tabakasi (transmembran
proteinlerle beraber) daha ¢ok hiicrenin dis ortamdan izolasyonundan sorumluyken,
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rijid yapidaki iskelet protein agi eritrosit membraninin stabilitesini saglayarak, sekil
degistirme yetenegdine buyuk oranda katkida bulunur (5,83).

Exterior Oligosaccharide Glycoprotein Glycolipid Peripheral protein ~
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Sekil.2. 3. Eritrosit membranin sematik yapisi (Kaynak 42’den alinmistir).

2.3.1.1. Eritrosit membran lipidleri

Eritrosit membran lipidlerinin énemli bir bélimUni esterlesmemis kolesterol
(%47.1) ve fosfolipidler (%49.5) olusturur (4,84). Membran fosfolipid iceriginin
baydk kismini fosfatidilkolin (%30), sfingomyelin (%25), fosfatidiletanolamin (%28)
ve fosfatidilserin (%14) olustururken, kalan %2-3’lik kismindan fosfatidik asit,
fosfatidilinozoitol 4-fosfat ve fosfatidilinozoitol 4,5-difosfat sorumludur (Sekil 2.4)
(84). Bu fosfolipidler membranin iki lipid tabakasinda asimetrik olarak yerlesmis
olup, kolin iceren nétral fosfolipidler olan fosfatidilkolin ve sfingomyelinin %75’inden
fazlasi lipid tabakasinin dig katmaninda bulunur. Negatif yukli fosfolipidler olan
fosfatidiletanolaminin % 80’i ve fosfatidilserinin timu ise i¢ tabakada yerlesmistir (4,
83, 84). Yag asitlerinin uzunlugu ve doymusluk derecesi zar akigkanligini belirleyen
iki dGnemli faktérddr. Membran lipidlerinin ikinci énemli kismini olusturan kolesterol,
fosfolipidlerle etkileserek ortak yapinin ara jel haline ddéndsmesini saglar (4).
Kolesterol, membran akigkanligini olumsuz yénde etkileyen lipid komponentidir.

Fosfolipidler: Uc karbonlu bir alkol olan gliserolden veya daha karmasik bir alkol
olan sfingozinden kdken alirlar. Gliserolden tireyen fosfolipidler, fosfogliseridler
olarakda adlandirilabilirler. Bir fosfogliserid; iki yad asidi zinciri ve bir fosforile
alkolln ester bagi ile baglandigi bir gliserol omurgasindan olusur (85,86).

Fosfogliseridlerdeki yad asidi bilesenleri genellikle c¢ift karbonlu olup, en sik
olarak 16 veya 18 karbon icerirler. Yag asitlerindeki hidrokarbon zinciri dalli degildir
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ve yag asitleri doymus veya doymamis olabilirler. Fosfogliseridlerde gliseroliin 1. ve
2. karbonundaki hidroksil gruplari, iki yag asidi zincirinin karboksil gruplari ile
baglanmistir. Olusan bilesik, en basit fosfolipid olan fosfatidik asit (1,2 diagilgliserol
3-fosfat)’ dir. Fosfatidik asit, membranlarda ¢ok az miktarlarda bulunsa da diger
fosfolipidlerin biyosentezinde anahtar roli oynamaktadir. Fosfatidik asitin fosfat
grubu, cesitli alkollerin hidroksil gruplari ile esterlesebilir. Bu alkoller; serin,
etanolamin, kolin, gliserol veya inozitoldir. Olusan fosfolipidler ise fosfatidil serin,
fosfatidil etanolamin, fosfatidil kolin ve fosfatidil inozitoldir (86).

Chtsicle of cell

Sphingomyelin Cilycolipid Phosphaticy lchaoline Cholesterol

(o sallalaa

Phosphaticlylserine  Phosphatidylinositel Phosphatidylethanolamine

Cytosol

Sekil. 2.4. Plazma membrani lipid komponentleri (Kaynak 42’den alinmistir)

Membranlarda gliserolden tlremeyen tek fosfolipid sfingomyelindir.
Sfingomyelinin omurgasi olan sfingozin, doymamis uzun bir hidrokarbon zinciri
iceren bir amino alkoldir. Sfingomyelinde sfingozinin amino grubu, bir yag asidine
amid bag! ile baglanmistir. Sfingozinin primer hidroksil grubu, fosforilkolinle
esterlesmistir (86).

Fosfolipidler membrana ¢ reaksiyonla eklenebilirler. Bu reaksiyonlar sunlardir:
1) Albumine bagh lizofosfolipidin membrana transferi ve tam fosfolipid formuna
agillenmesi (87), 2) ki lizofosfolipid molekuliiniin birlesmesiyle plazmaya geri
ddénebilen bir fosfolipid ve gliserilfosforil kolin olugsmasi (88), 3) Bir yad asidinin
lesitinden lizofosfatidil etanolamine transagcilasyonu ile fosfatidil etanolaminin
olusmasi (88).

Glikolipidler: Glikolipidler sfingozinden kbéken alan ve seker iceren lipidlerdir.
Kendisi gibi sfingozinden tlreyen sfingomyelinden farki, sfingozinin primer hidroksil
grubuna bagll bir karbonhidrat Unitesinin olmasidir. En basit glikolipid olan
serebrozid, tek bir heksoz bolimini (glikoz veye galaktoz) tasir. Gangliyozid gibi
daha kompleks glikolipidlerde (¢ veya daha fazla seker igeren dalli bir zincir,
sfingozinin primer alkol grubuna baglanmigtir (86).
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En ¢ok bulunan eritrosit glikolipidi globoziddir. Globozid, 4 heksoz Unitesinden
olusur. intraselliler organellerin membranlarinda bulunmayip, sadece eritrosit
membraninin bir komponentidir. Eritrosit glikolipidlerinin ylzey yapilarn antijenik
aktivite gosterir ve A, B, H ve Lewis kan gruplari ile iligkilidir (88). Glikolipidlerin
kemik iliginde sentezlendigi ve kirmizi kan hicrelerinin dolasima salinmadan énce
membranin yapisina girdigi saniimaktadir (88).

Kolesterol: Kolesterol, eritrosit membraninda varligi bilinen en Gnemli nétral
lipiddir. Okaryotik hicrelerin plazma membranlari, genelde kolesterolden zengin
iken, organellerinin membranlari bu nétral lipidi daha az oranlarda icermektedir
(86). Serbest kolesterol eritrosit membraninin dis tarafinda daha ¢ok bulunur (89).
Serbest kolesterol hicre membrani ve plazma fosfolipidleri arasinda iki yol ile
degismektedir. Birinci yolda basit denge difizyonu gerceklesmektedir. Bir molekul
membran kolesteroli plazmaya gecerken, bir molekil plazma kolesteroll
membrana gecer (90). Kolesteroliin ikinci dedis-tokus mekanizmasi, membranlar ve
plazma lipoproteinleri arasindaki kolesterol dagilimina baghdir. Kolesterol hem
lipoproteinlerde hem de membranlarda fosfolipidler gibi polar lipidlerin yardimi ile
¢bzunebilir. Kolesterolin, membran ve plazma fosfolipidleri arasindaki dagilimi,
kolesterol/fosfolipid orani ile tanimlanir (90,91). Kolesterol/fosfolipid oranindaki
degisiklikler membran stabilizasyonunu 6nemli 6lgtide etkilemektedir.

Kolesterol Diizeyi ve Eritrosit Arasindaki iligki: Eritrositler endojen olarak lipid
sentezi yapamadiklari icin membran lipid komposizyonlari, plazma lipid
konsantrasyonundan direkt olarak etkilenir. Eritrosit membrani ile plazma arasinda
kolesterol ve dis tabakada yer alan fosfolipidlerin degistiriimesi s6éz konusudur (26—
30). Bu degisim bir plazma enzimi, LCAT tarafindan etkilenir. LCAT, lesitinden
kolesterole bir yag asidi transfer ederek kolesterol esteri ve lysolesitin olusturur.
Reaksiyonun iki UrGnide eritrosit membrani tarafindan alinamaz (26-30). LCAT
aktivitesinin c¢esitli nedenlerle azalmasi halinde eritrosit membrani tarafindan
alinabilecek serbest kolesterol ve lesitin miktari artar. Bunun sonucunda ortaya
¢clkacak membran kolesterol/ fosfolipid orani degisimi membranin membranin
akiskanligini etkiler. Diger taraftan membranin sirekli kolesterol ve lesitin
kazanmas! sonucu membran ylzeyi genigler. Tersine LCAT aktivitesi ylksek olursa
eritrosit membranindan kolesterol kaybedilir ve membran ylzeyi kiglildiginden
hucrelerin normal bikonkav diskoid yapilari bozulur, kiresel sekil alirlar (27-29).

2.3.1.2. Eritrosit membran proteinleri

Membran proteinleri genellikle eritrosit membranlari sodyum dodesil sulfat
(SDS) ile muamele edildikten sonra poliakrilamid jel elektroforezi yapiimak suretiyle
tanimlanmiglardir. SDS proteinleri denatiire eder ve onlarn uniform bir sekilde
negatif yikle kaplar; bdylece elekiriksel alanda proteinlerin hareketi esas olarak
onlarin molekdl boyutlarina baghdir. Sekil 2.5’de goértldigu gibi protein bantlari
daha yUksek molekdl agirlikh proteinlerin yer aldigi jelin Ust kismindan baglayarak
numaralandirilir (4,8).
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Sekil.2.5. insan eritrosit membrani proteinlerinin poliakrilamid jel elekttroforezinde saptanan
bantlar (Kaynak 42’den alinmigtir).

Eritrosit membran proteinleri zar dizlemine dik olarak lipid tabakanin igine
yerlesmis integral proteinler, membranin i¢ ylzeyinde paralel olarak uzanan bir ag
olugturan iskelet proteinleri ve iskelet proteinlerini integral, transmembran
proteinlere baglayan baglayici (linking) proteinlerden olusur (5, 7, 8).

iskelet Proteinleri: Membran ic yiizeyinde (sitoplazmik yiizey) yerlesmis olan ve
membran iskelet agini olusturan bu proteinlere periferal proteinler adi da
veriimektedir. Iskelet proteinleri membrandan kolayca ayristirilabilirler. Aktin,
miyozin, tropomiyozin, spektrin bu gruba girerler (4,5)

Spektrin:  Spektrin  eritrosit membraninin  major iskelet proteinidir. Eritrosit
membraninin reolojik 6zelliklerini belirlemede ¢ok énemli rol oynarlar (Sekil 2.6) (78,
79, 92). Spektrinin fosforile olup olmamasi ve fosforilasyon derecesinin eritrosit
membraninin  mekanik &zelliklerinin belirlenmesinde anahtar rol oynadidi ileri
sUrdlmektedir (3, 77, 80, 81).

Aktin: Band 5 olarak da tanimlanan aktin uzun flamentler olusturacak sekilde
polimerize olurlar (4,7). Eritrosit aktininin esas goérevi U¢li bir kompleks olusturmak
Uzere protein 4.1 ve spekirinle etkileserek spektrin molekullerinin birbirleriyle ve
iskelet agiyla baglantisini kurmak ve bu sayede eritrositlerin sekil degistirmesine
katkida bulunmaktir (8).

Tropomiyozin: Kaslardaki aktin ve tropomiyozin proteinleri arasindaki iligkiye benzer
olarak, eritrositte de tropomiyozin molekdld kivrimh dimerler olusturarak aktin
polimerizasyonunu indukler (8). Bir tropomiyozin dimeri 7-8 aktin monomerine
baglanir. Aktinle tropomiyozin baglanmasi magnezyum (Mg**) konsantrasyonuna
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duyarhdir. Eritrosit tropomiyozininin gorevi aktin filamentlerini mekanik olarak
stabilize etmek ve spektrinle aktin arasindaki iliskiyi dizenlemektir (7).
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Sekil.2.6. insan eritrositi spektrin molekiliiniin yapisi (Kaynak 42'den alinmistir)

Miyozin: Eritrositte miktari azdir ve fonksiyonu tam olarak anlasilamamigtir.
Bununla beraber eritrositte aktomiyozin kasici elemanin da tropomiyozinle beraber
fonksiyon go6rdigu ve eritrosit seklindeki adenozin trifosfat (ATP) bagiml
degisikliklerden sorumlu oldugu dasundlmektedir (8).

Baglayici Proteinler: Bunlar membran i¢ ylzeyine paralel uzanan iskelet
proteinleri ile lipid tabaka iginde dik olarak yerlesmis transmembran integral
proteinleri birbirine baglarlar. Protein bantlari 2.1 (ankyrin), 4.1 ve 4.2’yi iceren bu
proteinler iskelet proteinleri ve integral proteinlerle etkileserek ¢ boyutlu membran
protein aginin olusmasinda énemli rol oynarlar (4, 5, 7).

Protein 4.1: Spekirine baglanarak aktin ve spektrinin birbirlerine baglanma
afinitelerini arttirir. Protein 4.1°in baglayici protein olarak 6nemi spektrine ek olarak
glikoforin A, glikoforin C ve protein 4.3 gibi transmembran proteinlere de
baglanarak, membran i¢ ylzeyine paralel olarak uzanan iskelet agiyla, lipid
tabakasi icinde dik konumda bulunan integral proteinler arasinda iliski kurmasi
sebebiyle fazladir (4, 7, 8).

Ankyrin: Eritrosit ankyrini (protein 2.1) spektrinle protein 3 arasindaki baglantiyi
saglayan globdller bir proteindir. Protein 3 ve spektrine baglanir (8). Herediter
sferositoz ve bazi kalitsal hemolitik anemi vakalarinda ankyrin gen defektleri
bildiriimis ve bu gen defektleri bahsedilen hastaliklarda ortaya ¢ikan eritrosit sekil
bozukluklarinin bir kismindan sorumlu tutulmustur (5,6).

Protein 4.2: insan eritrosit membran protein kitlesinin yaklasik %5’ini olusturan
protein 4.2, protein 3’lUn stoplazmik parcasi ile etkileserek ankyrin ve protein 4.1’i
baglar. Protein 4,2’nin membran proteinlerine baglanmak suretiyle onlari
proteazlarca parcalanmaktan ve baska proteinlerle capraz kdpraler olusturmaktan

22



korudugu, bdylece membran iskeletinin stabilizasyonuna katkida bulundugu ileri
surdlmektedir (4,8).

Transmembran Proteinleri: integral proteinler adi da verilen transmembran
proteinler lipidlerle aralarinda bulunan gugli baglar araciligiyla membrana sikica
baglidirlar. Bant 3 ve glikoforinler bu gruba girerler. integral proteinler membrani
boydan boya kat ederler. Lipid tabakasinin icinde ve membranin her iki tarafinda
birbirinden farkli yapisal ve fonksiyonel kisimlara sahiptirler (5,7).

Protein 3: 100 kD molekiil agirliginda bir transmembran glikoproteinidir. iki Gnemli
fonksiyonu vardir: 1) 1°e 1 oraninda bikarbonat (HCOg3") ve klor (CI") iyon degigimi
yaparak anyon kanali veya anyon exchange protein olarak gérev almak 2) Ankyrin
ve ikincil olarak da protein 4.1 veya protein 4.2’yle baglanarak lipid tabakasi ile
membran iskeleti arasinda iligki kurmak. Band 3 proteininin sitoplazmik pargasinin
N-terminali ankyrin, protein 4.1 ve protein 4.2, Hb ve bazi glikolitik enzimlerle
baglanirken, C terminali CI-HCO3; degisimi icin anyon transport kanali olarak
fonksiyon gorur (4,8).

Glikoforinler: Reseptér fonksiyonu olan bir hiicre disi segment, lipid tabakayi
boydan boya kat eden bir intramembrandz hidrofobik segment ve membran veya
hicre proteinleri ile etkilesen bir stoplazmik segmentten olusan transmembran
sialoglikoproteinlerdir. Eritrosit membran proteinlerinin yaklasik %2’sini olustururlar.
Sialik asit kaltlarina sahip olmalarn eritrosit ylzeyine guc¢li negatif yik 6zelligi
kazandirir. Bu yUk eritrositlerin birbirleriyle ve damar endotelini de igeren diger
hicrelerle etkilesiminin dizenlenmesinde 6nemlidir (7).

Periyodik asit-Schiff (PAS) boyamalariyla glikoforin A, B, C, D olmak Uzere 4
glikoforin bandi tespit edilmistir (4,8). Glikoforin A, PAS-2 veya glikoforin a olarak
da bilinen 36 kD molekll agirligindaki battir. Glikoforinlerin %85’ini olusturur. MN
kan grubu spesifitesini tasir. Protein 4.1 ile glikoforin A arasinda fosfotidilinozitol
aracih bir baglanti vardir ve bu baglanti iskelet aginin membran lipid tabakasiyla
iliskisinde rol oynar (4, 7, 8).

PAS 3 veya glikoforin & olarak da bilinen glikoforin B, 20 kD molekul agirliginda
olup glikoforinlerin %15’ini olugturur (7,8).

Glikoforin C, PAS—2 veya glikoforin 3 olarak da bilinir. 32 kD molekdl agirhiginda
olup glikoforinlerin %4’GnU olugturur. Protein 4.1 glikoforin C’ye baglanarak iskelet
agi ile membran lipid tabakasi arasindaki etkilesime katkida bulunur (8).

Glikoforin D, glikoforin y olarak da bilinir. 283 kD molekll agirhdinda olup
glikoforinlerin %1’ini olusturur (8).

Eritrosit membrani iskelet protein organizasyonunun sematik yapisi Sekil 2.7°'de
gbsterilmistir. Genel olarak 6 spektrin molekdll bir aktin oligomeri araciligiyla
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birbirine baglanir. Zayif karakterde olan spektrin-aktin baglantilari protein 4.1
aracihgiyla guclendirir. Addusin, spekirin ve aktin arasindaki baglantiyr stabilize
eden bir diger proteindir (6). Membran iskeletinin lipid tabakasina baglantisi iki
6nemli protein koOprusu aracihdiyla gergeklestirilir: ilk kopri ankyrin proteini
aracihgiyla spektrin ve band 3 arasinda kurulur. ikinci kdprii ise integral
proteinlerden glikoforin C ve baglayici proteinlerden, protein 4.1 arasinda kurulur.
Bu iki baglanti aracihdiyla lipid tabaka, membran iskeleti ile mekanik olarak
iligkilendirilmis olur (5,93).

ardon exchanger (“band 37)
carbolordrate residues palladin (“band 4.27)

aclclocin

\ {

Sekil.2.7. Eritrosit membrani iskelet protein organizasyonunun sematik yapisi (Kaynak 42'den
alinmistir).

Eritrosit membraninin reolojik davranisi basta spektrin olmak Uzere membran
iskelet proteinlerinin mekanik 6zellikleri ve ag yapisina katilan diger proteinler arasi
iliskilerce belirlenir (5,8,83,84,93,94). Normal sartlarda spektrin molekulleri yay
seklinde kendi Uzerlerinde kivrilmis durumdadirlar. Eritrosit membraninda geri
donasimlU sekil degisikligi, spektrin molekdl kivrimlari agilirken, diger protein ve
baglantilarin sikigarak katlanmasi sonucu membran protein aginda bir yeniden
yapilanma olmasiyla meydana gelmektedir. Bu sirada eritrosit geometrik yapisinin
degismesine ragmen, ylzey alani sabit tutulmaktadir (95). Sekil degisikligi
artiginda, bu artigla orantih olarak bazi spekrin molekdlleri maksimum dogrusal
uzama sinirlarina erigirler. Bu nokta geri dontusumlla sekil degisikliginin sinindir
(95). Eritrositte sekil degisikligine sebep olan kuvvet daha da arttirilirsa hiicre ylzey
alaninda bir artis meydana gelir ve protein-protein birlesimlerinde kirllmalar ortaya
¢ikarak membran parcalanir (5,6).

Membran iskelet proteinlerinin molekdl i¢i veya molekuller arasi baglantilarinda
bir artis veya integral proteinlerin sitoplazmik kisimlarinin iskelet agiyla
baglantisinda bir artig, spektrin molekullerinin hareketlerini kisitlayacagr igin
deformabilitenin  azalmasina sebep olacaktir (93,94,96). Bu membran
komponentlerine ek olarak sitoplazmik Hb’le membran proteinleri arasinda ¢apraz
kopruler meydana gelmesi de eritrosit deformabilitesini etkiler. Denature veya
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normal Hb’le membran proteinleri arasindaki artmig baglanti, spektrin molekdallerinin
hareketini kisitlayarak deformabiliteyi azaltir (4-6).

2.3.1.3. Eritrosit membran enzimleri

Yapisal proteinlere ek olarak eritrosit membraninda bulunan enzimler de
integral veya periferal proteinlerdir. Eritrosit membrani ile iligkili enzimlerin eritrosit
sekil ve deformabilitesinin dizenlenmesinde 6nemli rolleri oldugu bilinmektedir
(16,82,83).

Protein Kinazlar: Protein kinaz enzimlerinin hlcre iskelet proteinlerinin
fosforilasyonu yoluyla, eritrosit membran esnekligi ve mekanik stabilitesinin
dizenlenmesinde rol oynadiklari dugunltlmektedir (4,16). Protein kinazlar ATP
varliginda fosfoserin ve fosfotreonin baglan olusturarak membran proteinlerini
fosforillerler (4).

Eritrosit membrani ile iligkili 2 farkli protein kinaz enzimi vardir: Bunlardan
birincisi siklik adenozin 3,5 monofosfat (CAMP) bagimsiz kazein kinaz (spektrin
kinaz) olup spekirin ve band 3'Un fosforilasyonundan sorumlu oldugu
distnilmektedir. ikincisi ise, cAMP-bagimli histon kinazdir. Fonksiyonu tam olarak
bilinmemektedir (16,82).

Lipid Metabolizmasi Enzimleri: Lipid metabolizmasi enzimleri litik lizofosfatidlerin
ve diagilgliserolin artmasini engelleyerek eritrositin diskositik seklinin korunmasina
katkida bulunurlar (16).

Olgun eritrosit yag asitleri ve fosfolipidleri de novo sentezleme yetenegine sahip
degildir. Eritrositte fosfolipidlerin tamiri ve yenilenmesi iki yolla yapilir. Bunlardan ilki
lipidlerin karsihkli degisimi, digeri ise yad asidi agilasyonudur (4,16). Yag asidi
acilasyonu aktif bir metabolik yolak olup, ATP’ye gereksinim gdsterir. Bu sistem
fosfolipidleri yenilemek igin, yag asitleri ve lizofosfatidleri kombine eder.

cAMP ve siklik guanozin 3,5° monofosfat (cGMP) gibi ikinci habercilerin
yikiminda gérevli enzimler olan fosfodiesterazlar (PDE) lipid metabolizmasinda da
rol oynayarak eritrosit membraninin stabilitesine etki ederler (82). Membrana bagli
enzim olan PDE’larin aktivitesi normalde az olup, eritrosit igine kalsiyum (Ca*") girisi
ile aktive olurlar. Bu enzimler difosfoinozitid ve trifosfoinozitid ile etklileserek 1.2-
diagilgliserol ve inozitol fosfatlarin artisina sebeb olurlar (4,16). Eder ortamda
yeterince ATP varsa, 1.2-diagilgliserolin bir kismi endojen1.2-diagilgliserol kinazla
fosfatidlere dondstaralir. Membranin i¢ tabasinda 1.2-diagilgliserol toplanmasi
ekinosit olusumunu ve membranda vezikullerin ortaya ¢ikmasini indikler. Membran
kaybl sonucu meydana gelen sferoekinositlerin deformabilitesi bozuktur (16).

Asetilkolinesteraz: Asetilkolinesteraz glikoprotein yapida bir enzim olup,
membranin dig tabakasinda yerlesmigtir. Bu enzimin eritrositteki rolii tam olarak
bilinmemekle birlikte, eksikliginde hemoliz ve paroksismal noktirnal hemoglobindri
tespit edilmistir (4,82).
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Oksidatif Hasara Karsi Koruyucu Eritrosit Enzimleri: Stperoksit radikalleri (O-)
biyolojik oksidasyon-rediksiyon reaksiyonlarinin ortak Grtnleridir. Bunlar stperoksit
dismutazla (SOD) hidrojen peroksite (H2O2) cevrilirler. H.O, membran proteinleri ve
enzimlerinin sdlfidril gruplarini okside ederken, doymamis yagd asidlerini de
perokside eder. Bu durum membran proteinlerinde g¢apraz kopriler, hiicreden K*
kaybl ve eritrositte dehidratasyona sebeb olarak membran fonksiyonlarinda
degisikliklere yol agar. Tum bu degisiklikler sonucunda eritrosit deformabilitesinde
azalma meydana gelir (16,95,97). Kismen membrana bagli bir enzim olan glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), dusik konsantrasyonlardaki H>O:‘in detoksifikasyonunda
6nemli rol oynar. YUksek konsantrasyonlardaki H»O'yi ise katalaz (CAT) enzimi
detoksifiye eder. GSH-Px’in aktivitesi i¢in redikte glutatyon (GSH) gereklidir ve
eritrositte GSH’un saglanmasindan glutatyon rediktaz (GR) sorumludur (16,95).

ATPazlar: Eritrosit membranina sikica baglanmis, fizyolojik olarak énemli iki ATPaz
enzimi mevcuttur. Bu enzimler sodyum-potasyum ATPaz (Na'-K'™-ATPaz) ve
kalsiyum ATPaz (Ca**-ATPaz)'dir. Bu enzimlerin her ikiside eritrosit katyon ve su
icerigini degistirerek, hucre ici viskozitesi ve ylzey alani-hacim oraninin kontroll
yoluyla eritrosit deformabitesinin dizenlenmesinde dnemli rol oynarlar (4,16,82).

Ca™-ATPaz: Normal hiicre igi Ca*™ icerigi yaklasik 4.8 ymol/I'dir. Bu miktar 1—1.5
mmol/l olan hiicre disi Ca™ konsantrasyonundan ¢ok azdir. Ca** iyonu hiicre disina
oldukca etkin bir pompa olan Ca**-ATPaz enzimi aracihgiyla tasinir. Ca**-ATPaz
transport sisteminin calismasi icin Mg*™" iyonlari sarttir. Pompa mikromolar
dlzeydeki hicre igi Ca™ konsantrasyonlari ile aktive olur (4,16,82).

Eritrosit icinde Ca*™ konsantrasyonunun ¢ok dar sinirlar iginde sabit tutulmasi
fizyolojik agidan ¢ok 6nemlidir. Mikromolar konsantrasyonlarda (5—10 ymol/l) hiicre
ici Ca™ konsantrasyonu artisi eritrosit disina K* sizmasina neden olur (Gardos
etkisi). Hicre iginden K* ve onunla iligkili su kaybi, ortalama eritrosit i¢i hemoglobin
konsantrasyonunun (OEHK) ve internal viskozitenin artisi yoluyla eritrosit
deformabilitesinde belirgin azalmaya sebep olur. Artmis hicre ici Ca™
konsantrasyonu Na'-K*™-ATPazi da inhibe ederek iyonik dengeyi iyice bozabilir.
Daha ylksek hiicre ici Ca™ konsantrasyonlarinda ise (25-300 umol/l) diskositik
eritrositler ekinosit veya sferoekinositlere doéntstrler. Bu sekil degisikligi
deformabilitede daha fazla azalma ile sonuglanir. Milimolar dizeydeki eritrosit ici
Ca™ konsantrasyonlarinda, membran iskelet proteinlerinde, 6zellikle spektrin ve
band 4.1'de geri dbnlsimslUz c¢apraz Kkopraler olusturan sitoplazmik
transglutaminaz enzimi aktive olur ve bu ¢apraz koprdler eritrosit deformabilitesinin
daha fazla azalmasina sebep olur (16,17,82).

Na*-K*-ATPaz: integral bir membran proteini olan Sodyum-potasyum ATPaz (ATP
fosfohidrolaz EC.3.6.1.3), ATP hidrolizi egliginde; sodyum iyonlarini hiicre disina ve
potasyum iyonlarini hlcre icerisine pompalayan bir sistemdir (98—100). ATP’nin
hidrolizi ile olusan kimyasal enerji katyonlara ait elekirokimyasal bir gradiyente
dénismekte ve pozitif yokiin membran disina tagsinmasi ile membran potansiyeli
birkagc milivolt artmaktadir. Pompa tarafindan olusturulan sodyum ve potasyum
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iyonlarina ait transmembran gradiyenti sinir ve kas hdcrelerinin eksitasyonunu
gerceklestirmekte ve bircok hlcrede aktif transportu harekete gecirmektedir
(101,102). Enzim, hicre ici yiksek sodyum ve dislk potasyum konsantrasyonu ile
hicre digi ylksek potasyum ve dislk sodyum konsantrasyonunda aktif hale
gecmektedir (100).

Sodyum potasyum ATPaz sistemi 1957 yilinda Skou tarafindan kesfedilmistir
(98—100). Bu tarihten sonra enzim, ¢esitli saflastirma yéntemleri ile bircok dokudan
izole edilmig ve yapisinda iki polipeptidin tetramer seklinde bulundugu anlagiimistir
(102). Polipeptid zincirleri alfa ve beta olarak adlandinimistir. Daha sonra yapilan
calismalarda, hidrofobik karakterde olan (102) ve gama denilen (103) tguncu bir
polipeptid zincirinden de bahsedilmektedir.

Alfa alt birimi, stoplazmada bulunan serbest polizomlarda sentezlenmekte ve
plazma membraninin yapisina girmektedir (104). ATP’nin baglandigi bdlge bu alt
birimde olup (102,103) membranin intraselliler bdlgesinde yer alir (105). Ayni
polipeptidin eksternal ylizeyinde, Ouabain baglanma bdlgesi bulunmaktadir (105).
Polipeptid zinciri 1016 aminoasitten ve sekiz transmembran segmentinden olusur
(103) ve membrani boydan boya katetmektedir (99).

Daha kicglk olan beta alt birimi "periyodik asit-schiff” reaktifi ile boyanabilen bir
sialoglikoprotein yapisindadir (106). Beta alt birimi 302 aminoasitten ve bir
transmembran segmentten olusur (103). Bu glikoprotein, hidrofobik aminoasitlerce
zengin olup glikozamin, galaktozamin, glikoz, galaktoz, mannozfukoz ve sialik asit
ihtiva eder (104). Sentezlendikten sonra endoplazmik retikulumda glikozillenir ve
molekdl agirhgr 38 000 D’dan 45 000 D’a ¢ikar. Bu immatur gekil golgiye gelir,
burada sekonder glikozilasyon gerceklesir (104). Yapilan immunolojik ¢alismalarin
sonucunda total ATPaz aktivitesi i¢in beta alt biriminin gerekli oldugu bildirilmistir
(99).

Bir diger alt birim olan gama zincirinin molekdl agirigi 10 000 D civarinda olup
proteolipid karakterindedir. Yapilan c¢alismalarda iki alt fraksiyonu ( gamal ve
gamaz2) oldugu da tespit edilmistir (104). Bu zincirin diger iki alt birim ile baglantisi
ve yapl igerisindeki yeri tam olarak anlagilamamistir.

Sodyum-Potasyum ATPaz Sisteminin Calisma Mekanizmasi: Enzim sisteminin
fonksiyonu, sodyum iyonlarini hiicre disina ve potasyum iyonlarini hiicre igerisine
pompalamasi ve buna bagh olarak ATP’ yi hidrolizlemesidir (103). Sodyum-
potasyum ATPaz sistemi, sodyum, potasyum ve magnezyum varliginda ATP’ nin
gama-fosfat grubunun hidrolizini gerceklestirmekte ve bu hidroliz reaksiyonu
ouabain gibi kardiyak glikozidler tarafindan inhibe edilebilmektedir (107). Enzim
sisteminin primer substrati ATP’dir. Fakat diger nikleotidler de daha disik oranda
hidroliz edilebilirler (108).

Enzimin en o6nemli O6zelligi hem sodyuma hemde potasyuma gereksinim
duymasidir (98). Optimal enzim aktivitesi Na / K orani 10:1 ve 5:1 oldugu
durumlarda elde edilmigtir (109). Enzim aktivasyonu igin stoplazmik tarafta
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sodyumun bulunmasi sart olup baska higbir iyon sodyumun yerini alamamaktadir
(103). Bunun aksine ekstrasellller tarafta potasyum yerine bagka iyonlar bulunabilir
(108). Enzimin, sodyuma karsi ilgisi olan Ei ve potasyuma kargi ilgisi olan E>
seklinde tanimlanan iki farkli konformasyonda bulundugu kabul edilir (103).

Sodyum-potasyum ATPaz enziminin katalizledigi tepkime dért basamak halinde
incelenebilir (103). Birincisi enzimin ATP ile fosforlandigi basamaktir. Daha sonra
fosforlanmis enzimin konformasyonel degisiklik sonucunda sodyum tagimasidir.
Uglinci basamakta enzimin defosforilasyonu ile potasyum tasimasi gergeklegir.
D&rdinci, yani son basamakta ise enzimin konformasyonel donisimu gergeklesir.
Tdm bu basamaklarin sonucu olarak, bir ATP molekili basina 3 mol sodyum
disari, 2 mol potasyumda igeri taginir (105).

Na'-K*-ATPaz Enzim Sistemine Fosfolipidlerin Etkisi: Yapilan arastirmalar enzim
sisteminin aktif olarak galismasi igin fosfolipidlere ihtiyag duydugunu gostermektedir
(110). Ozellikle lipid protein etkilesimleri, proteinin tersiyer ve kuarterner yapisini
tayin ederek katalitik aktivitesini kontrol etmekte, ayrica olusturduklari nonpolar
gevre sayesinde reaksiyonlarin daha verimli olmasini saglamaktadirlar (110).

Sodyum-potasyum ATPaz sistemi Uizerine ¢esitli deterjanlarin, fosfolipazlarin ve
organik ¢dzlcullerin enzim aktivitesini azaltici yonde etki ettigi tespit edilmistir (111-
113). Jaernfelt (113) yaptigi calismada fosfolipidlerin enzim aktivitesi icin sart
oldugunu bildirmigtir. Enzim aktivitesini hangi fosfolipidin korudugunu arastirmak
amaciyla yapilan calismalarda fosfatidil inozitol (107) ve fosfatidil gliserolin (114)
enzim aktivitesini artirici ydnde etki ettigi bildirilmigtir.

Ozellikle fosfatidil serinin enzimin fosforile edilmesinde oldugu kadar defosforile
edilmesinde, fosfatidil etanolaminin ise enzimin Mg?"’a kars! afinitesini degistirmesi
bakimindan gerekli oldugu Goldman ve Albers (112) tarafindan ortaya konulmustur.
Wheeler ve Whittam (115) yaptiklari ¢calismada fosfatidil serinin enzim sistemi igin
sart oldugunu ve enzim sisteminin ancak fosfatidil serin ile enzim proteini beraber
oldugunda sodyuma ait transport islevini gérdtigunu ileri sirmuslerdir. Walker ve
Wheeler (116) tarafindan yapilan ¢alismalar, 6zellikle asidik fosfolipidlerin enzim
sistemini aktif hale getirebildiklerini, ancak aktivasyonun hidrokarbon zincirinin
yapisina ve polar grubuna bagli olarak gerceklestigini bildirmislerdir.

Na'™-K" pompa aktivitesi ile membran kolesterol konsantrasyonu arasinda
negatif bir iliski bulunmaktadir (117,118). in vitro olarak eritrosit membranin da
kolesterol artisi, Na+-K+ pompa aktivitesinde azalmaya neden olur (117,118).
Eritrosit membranin da kolesterol birikimi eritrosit hiicre ylzey alaninda degisime ve
seklinin bozulmasina neden olur (119). Wiley ve Cooper eritrosit membrani
kolesterol/fosfolipid oranindaki degisimlerin membran akigkanhginda degisikliklere
neden oldugunu ve membran permeabilitesinin ve maddelerin diflzyonunun
etkilendigini bildirmiglerdir (118). Eritrosit membrani kolesterol iceriginin artmasi
membran akigkanhgini, eritrosit rijiditesi ve mikrovizkositesini arttirir ve sodyum-
potasyum aktivitesini azaltir. Bunun tam tersine membran Kkolesterol icerigi
azaldiginda, fosfolipid icerigi arttiginda yani kolesterol/fosfolipid orani azaldiginda
membran akiskanligi ve sodyum-potasyum aktivitesi artar (120—122).
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2.3.1.4. Eritrosit Membran Asimetrisi

Membran lipidleri hidrofilik ve hidrofobik bdlgeler tasidiklarindan amfipatik
molekdllerdir. Amfipatik membran lipidlerinde polar bir bas grubu ve nonpolar
zincirler bulunur. Bilinen biyolojik membranlarin tGmadnin i¢ ve dis ylzeyleri farkl
yap! ve farkl enzimatik aktivitelere sahiptir (44). Eritrosit membranindaki lipid gift
tabakas! yapi ve fonksiyonel agidan asimetriktir. Membranlarin lipid ¢ift tabakasini
ikiye bélen lipid kompozisyonlar farklidir. Membran dis yaprakgiginda kolin iceren
fosfolipidler yani sfingomiyelin ve fosfatidil kolin dominant olarak bulunurken lipid
tabakasinin sitoplazmik yarisinda amino fosfolipidler; fosfatidil etanolamin ve
fosfatidil serin bulunmaktadir. Kolesterol ise daha ¢ok dis ylzeyde bulunur (44).

Bu asimetri membran proteinleri igin de gecerlidir. Periferal proteinler
membranin i¢ yUzeyine lokalize olmus iken integral proteinler enine
yerlesmektedirler (123). Membran asimetrisi, membrandaki glikoproteinler ve
glikolipidlerde de gdzlenir. Glikoproteinlerdeki tim O- ve N- bagh oligosakkaridler ve
glikolipidlerdeki tim oligosakkaridler, membranin ekzoplazmik ylzeyindedir.
Glikolipidlerin  bas gruplarini olusturan kompleks oligosakkaridlerin yilksek
polaritesi, membranin hidrofobik lipid merkezi i¢ine olabilecek bir hareketi engeller
(124).

2.3.1.5. Membran Akiskanlgi

Eritrosit membraninin iki sirah lipit tabakasi ileri derecede akigkan bir yapidir
(43). Yag asitlerinin uzunlugu ve doymusluk derecesi zar akigkanligini belirleyen iki
onemli faktordir. Membran lipidlerinin ikinci dnemli kismini olugturan kolesterol,
fosfolipidlerle etkileserek ortak yapinin ara jel haline dénismesini saglar (4).
Eritrosit membrani akiskanligi temel olarak 1) Fosfolipid zinciri hidrokarbon ciftlerini
doymusluk derecesine ve yag asidi zincir uzunluguna 2) fosfolipid polar bas
gruplarinin gegidine ve gorevine 3) fosfolipid/sterol oranina ve sterolin kimyasal
yapisina 4) fosfolipid-protein etkilesimine baglidir (125-127).

Eritrosit membrani fosfatidilkolin/sifongomiyelin orani arttikca membranin
akigskanhgi da artar (28). Eritrosit membran akiskanhgi sicaklik, basing, membran
potansiyeli, asidite ve kalsiyum gibi bazi faktérlerden de etkilenir (126). Kolesterol,
yakindaki fosfolipid yag agil zincirlerinin hareketini kisitlar, membranin dig ylzeyini
dizenli olmasini saglar. Kalitsal LCAT eksikligi, eritrosit membraninda asiri
miktarda kolesterol birkmesine neden olur ve membran rijiditesi ve akigkanligini
olumsuz ydnde etkiler (128).

Eger membran akigkanhdl diserse en O6nemli hicresel slreclerde
engellenmeler meydana gelir. Bu suregler igceriye ve digariya cesitli maddelerin
transportunda (su, dre, elektrolitler vs.), ilaglarin ve hormonlarin hicresel
cevaplarinda, hiicrenin fagositoz kapasitelerinde, endo/ekzositozisinde bozulmalara
neden olur (129).

Lipit tabakanin akigkanliginin lipit kompozisyonuna bagli olarak degisebildigi
bilinmekle beraber, bu degdiskenligin membranin batin olarak visko-elastik
davranisi Uzerinde énemli bir etkisi gozlenmemistir (130,131).
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2.3.2. Eritrosit Sitoplazmasi

Olgun bir eritrositin agirlik olarak yaklasik %90’ini olugsturan hemoglobin (Hb)
sitoplazmanin en dnemli bilesenidir (4,94). Sitoplazma ylksek miktarda K* iyonu ve
bunun yaninda CI" ve HCOg icerir. Sitoplazmada ayrica enerji metabolizmasi ile
enzimler, karbonik anhidraz ve Hb'’in redikte formda tutulmasini saglayan enzimler
bulunur (132).

Hemoglobin: Hb, globulin ve demir iceren bir porfirin halkasi, hemden olugan
konjuge bir proteindir. Her Hb molekdli dort polipeptid zinciri ve doért hem Unitesi
icerir; oksi ve deoksi olmak Uzere iki formu vardir (4).

Hb eritrosit sitoplazmasinda yaklasik 32 gr/dL kadar bulunur. Bu miktar normal
eritrosit deformabilitesinin korunmasinda ¢ok 6nemlidir (3,6,133). Olgun eritrosit
icinde Hb sentez ve yikimi olmadidindan tek bir eritrositin kapsadigi Hb miktar
eritrositin yagsam siresi boyunca degismez.

Tam doygunluga ulastiginda 1 gram Hb 1.34 mililitre oksijen tagiyabilir (4).
Doygunlugun derecesi ortamin parsiyel oksijen basincina (PO,), pH’ya, iyon
kapsamina, i1silya ve 2, 3-difosfogliserat (2,3-DPG) konsantrasyonuna baghdir
(4,132).

Hb’in oksijen tasima yetenegdine sahip olan formu ferréz demir (Fe™) kapsayan
formudur. Fe™nin ferrik (Fe™™) hale okside olmasi Hb’in fonksiyonunu yitirmesine
sebep olur. Fe™" iceren yapi methemoglobin adini alir (4).

2.3.3. Eritrosit Deformabilitesi

Deformabilite terimi, genel olarak herhangi bir yapinin, bir kuvvetin etkisi altinda
sekil degistirmesini ifade eder (3,17). Elastik cisimlerin sekil degistirmelerine sebep
olan kuvvetler ortadan kalktiginda, cisimler eski sekillerine geri dénerler, yani olay
tersinirdir (134). Sekil degistirmenin miktari ve sekli, uygulanan kuvvetin hiz, bigim,
blyUklik ve yonine baghdir (3).

Sekil degistirebilme yetenekleri eritrositlerin dolagsimdaki fonksiyonlarini yerine
getirebilmeleri icin sarttir. Eritrosit deformabilitesi eritrositin kan akimi sirasinda
kendine uygulanan kuvvetlere yanit olarak sekil degistirmesi seklinde tanimlanabilir
(5,94,133,135). Dalak sintzoidleri ve kapiller dolasimin blyUk bir béliminde
akimin gergeklestigi damarlarin boyutlari eritrosit boyutlarina yakin veya daha
kOcuktar. Eritrositlerin kendi ¢aplarindan daha kugik kapillerlerden gecgebilmeleri
ancak sekil degisikligine ugramalarn ile mimkuin olur (4—6,15,133,135). Eritrosit
membrani  hdcrenin sekil degistirme yeteneginin belirlenmesi ve yapisal
butinliginun saglanarak bikonkav disk yapisindaki hicre seklinin korunmasinda
kritik rol oynar. iskelet proteinleri basta olmak Gizere membran proteinlerinin normal
eritrosit deformabilitesi ve mekanik stabilitesinin dizenlenmesinde anahtar rol
oynayan membran komponenti oldugu konusunda fikir birligi vardir (5,6,133).
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2.3.3.1. Eritrosit Deformabilitesini Belirleyen Faktorler

Eritrositin sekil degistirme yetenegini dizenleyen U¢ ana faktoér vardir. Bunlar: 1)
Eritrosit geometrisi (ylzey alani — hacim iligkisi) 2) Sitoplazmik viskozite 3) Eritrosit
membraninin  reolojik  (visko-elastik)  6zellikleri  seklinde  siralanabilir  (
3,6,14,15,16,133,135).

Eritrosit Geometrisi (Yiizey alani-hacim iligkisi): Normal eritrositin bikonkav disk
sekli, eritrosite ylzey alanini sabit tutarak sekil degistirebilmesi icin avantajli bir
ylzey alani-hacim iligkisi saglar (5,6,15,133). 90 fL kadar bir hacme sahip olan
insan eritrositlerinin yiizey alani yaklasik 140 um?dir. Bu rakam ayni hacme sahip
kiirenin yilizey alani olan 97 pm®den &nemli oranda fazladir (4). Eritrosit yapisinin
bikonkav disk seklinde olmasindan kaynaklanan yizey alanindaki bu fazlalik
hicrenin ylzey alninda bir degisiklik olmaksizin sekil degistirebilmesine imkan
saglar (3,4). Bu 6zellikleri sayesinde eritrositler orijinal boyutlarinin %250’si kadar
dogrusal uzama gdsterebilirler, ancak ylzey alaninda %3-4’l0k bir artis bile
hiicrenin pargalanmasina sebep olur (133). Ylzey alaninda azalmaya neden olan
membran kaybi veya hilicre hacminde artigsa yol agan eritrosit i¢i sivi igeriginin
artmasi eritrosit seklinin daha kuresel bir hale gelmesini saglar. Bu kuresel yapida
yluzey alani-hacim orani azalmistir. Euclid yasalarina goére, bir kirenin sekil
degistirebilmesi icin ylzey alnini arttirmasi sarttir. Ylzey alanini arttirabilmek icin
gerekli kuvvet, sabit alanda sekil degistirebilmek icin gerekli kuvvetin dort kati
blyUkliginde oldugundan, klresel bir hicrenin seklini degistirmek icin bikonkav
disk yapiya gére daha fazla kuvvet uygulanmasi gereklidir (6,15).

Sitoplazmik Viskozite: Hicre i¢ci Hb konsantrasyonuyla belirlenen sitoplazmik
viskozite eritrosit deformabilitesinin diger bir belirleyicisidir (3,6,14,7,133). Normal
bireylerden elde edilen eritrositlerin Hb konsantrasyonlari 27-37 g/dL arasinda
olup, bu aralikta stoplazmik viskozite 5—-15 centi poise (cp) kadardir (6,133). Normal
hemoglobin konsantrasyonuna sahip hicrelerde sitoplazmik viskozitenin, eritrosit
deformabilitesine etkisi ihmal edilebilir dlzeylerdedir ve hucre membranina
uygulanan kuvvetlerin visk6z dagilimi eritrosit deformabilitesini belirleyen ana
faktérdir (77-81,92,133). Hilcresel dehidratasyona bagl olarak ortalama eritrosit
hemoglobin konsantrasyonu (OEHK)'nun artmasi sonucu Hb, membran proteinleri
arasinda capraz koOpruler meydana gelebilir (4—6). Bu durum &zellikle spektrin
molekullerinin hareketini kisitlayarak eritrosit deformabilitesini olumsuz etkiler (4-6).

Eritrosit Membraninin Reolojik Viskoelastik Ozellikleri: Kan akimi sirasinda
eritrositlerin sekil degdistirmesine neden olan kuvvetler hemen daima hicrenin
disindan etki ederler. Eritrositin bu kuvvetlerle dogrudan kargi karsiya kalan bdlimu
membranidir. Eritrosit membrani esnek yapisi sayesinde hiicre disindan etki eden
kuvvetleri sitoplazmaya aktararak, hemen sadece Hb slUspansiyonundan olugsmusg
eritrosit sitoplazmasinin akima katilmasini saglar. Membranin bu 6zelligi sayesinde
eritrositler akim kosullarina en iyi sekilde geometrik uyum gdsterebilirler (3,4,134).

Herhangi bir stres varliginda eritrosit membraninin davranigi olduk¢ca karmasik
olup, kendisine uygulanan kuvvetin sadece blyukligine degil, uygulanis stresine
de baghdir (6,133). Kisa sireli (<100 sn) ve 10° dyne’e kadar kuvvetler
uygulandiginda buna cevap olarak buyuk elastik sekil degisiklikleri gdsterir, ancak

31



kuvvetin ortadan kalkmasiyla eski sekline geri déner. Bu kuvvetler daha uzun sireli
(5—-10 dakika) uygulandiginda ise, membran yari kati gibi davranir ve kuvvet
ortadan kalktiginda bile hiicre tam olarak eski bikonkav disk sekline geri dénemez.
Bliylk kuvvetler (>107° dyne) uygulandiginda eritrosit membrani kalici bir sekil
bozukluguna ugrar. Bdylece ayni membran kendisine uygulanan Kkuvvetin
blyUdkligine ve uygulanis stresine bagh olarak ¢ farkli sekilde yanit verebilir.
Membranin bu 6zelligi onun elastik yapisina bagl olup, bu degisik yanitlardan farkh
membran komponentlerinin birbiri arasindaki etkilesimi sorumludur (3,6,133).

Eritrosit membraninin iki siral lipid tabakasi ileri derecede akigkan bir yapidadir
(4,5,133). Lipid tabakanin akiskanliginin lipid kompozisyonuna bagh olarak
degisebildigi bilinmekle birlikte, bu degisikligin membranin bitlin olarak viskoelastik
davranigi Uzerinde 6nemli bir etkisi g6zlenmemistir (5,6,133). Buna karsin membran
proteinleri 6zellikle de membran iskeletinin eritrosit membraninin viskoelastisitesinin
belirlenmesinde esas rol oynadigina iliskin ¢ok sayida veri bulunmaktadir (5—
8,14,133). Son calismalar eritrositlerin kendilerine uygulanan buylk kuvvetlere
cevaben geri doénisimsiz olarak sekil degistirmelerinde, degismis spektrin
organizasyonunun rollne isaret etmektedir (5,6, 93-96).

2.3.3.2. Eritrosit Deformabilitesini Degistiren Fizyolojik Ve Patolojik Etkenler

Eritrosit  deformabilitesi  cesitli  faktbérlerin  etkisiyle deneysel olarak
degistirilebildigi gibi, c¢esitli hastalik tablolarinda da eritrosit deformabilitesinde
normalden sapmalar gorulebilmektedir.

Eritrositlerin icinde bulunduklari ortamin ozmotik basincindaki artis hem hucre
ylzey alani sabit olmak kosuluyla eritrosit hacminde azalmaya, hem de OEHK’nda
artisa sebep olur (16). YUksek ozmolaritede ayrica membran komponentleri
arasinda bir etkilesim meydana gelerek eritrosit deformabilitesi azalabilir.
Ozmolaritenin azalmasi ise, eritrosit hacminde artisa neden olarak deformabiliteyi
zit yoénde etkiler (6,77-81,133). Ancak bu etkiler sadece belli bir araliktaki
ozmolarite degisimleri i¢in gegerlidir. Genel olarak, ozmolaritede hem artma hem de
azalma yonundeki ¢ok buyuk degisiklikler eritrosit deformabilitesini azaltici yonde
etki eder (3). Ozmolaritedeki bir artis hlicrenin hacminde bir azalmaya neden
olurken Hb konsantrasyonunda bir artigi beraberinde getirir. BOyle bir eritrosit,
normal bir eritrositin capindan dar bir kanaldan daha kolay gectigi halde kitle
halindeki akimda deformabilite yetenegi azalmis bulunur. Tersine hipoozmolar bir
ortamda kitle halindeki akim hemoglobin konsantrasyonunda, dolayisiyla
sitoplazmik vizkozitede bir disme olacagindan kolaylasirken, belli bir ylzey
alaninda hacim artmis olacagindan dar bir kanaldaki akim guglesir. Ancak bu ikilem
sadece belli bir araliktaki ozmolarite degisimleri icin gegerlidir. Ozmolarite degisimi
her iki ucta da eritrosit deformabilitesini her kogulda olumsuz ydnde etkiler

Hacre ici Ca'™ konsantrasyonundaki artiglarin eritrosit deformabilitesinde
azalmaya neden oldugu bilinmektedir (14,15,82). Ca*" iyonoforu A23187
kullanilarak hiicre ici Ca™ konsantrasyonu arttiriidiginda eritrositte Ca** baglayici
kalmodulin arciigiyla Ca*™-ATPaz’in aktivasyonu membran lipidlerinin komposizyon
ve metabolizmalarindaki degisiklikler ve K* iyonu ve suyun hicre disina ¢ikisini
(Gardos etkisi) iceren bir seri kompleks biyokimyasal reaksiyon meydana gelir
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(16,17). Eritrositlerin ylksek K" iyonu igeren bir ortama konmalariyla K* disari
cikisinin  ve buna bagl dehidratasyonun engellendigi deneylerde, eritrosit
deformabilitesinde bir azalma saptanmamistir. Bu sebeple, eritrositte hicre igi Ca™
konsantrasyonu artisi ile olusturulan deformabilite azalmasinin sebebinin Gardos
etkisine bagh dehidratasyon oldugu ileri slrilmektedir (17). Hicre ici Ca™
konsantrasyonu artisi K™ iyonlarinin hiicre disina cikisina sebep olmakta, su
molekdlleri de K* iyonlarini izlemekte, hlicre igi viskozite ve Hb konsantrasyonu
artmaktadir. Bu durum eritrosit deformabilitesinin  azalmasiyla sonuglanir
(4,6,16,17).

Eritrosit membraninda ATP yoksunlugu 6zellikle pompa aktiviteleri agisindan
cok 6nemlidir. Membrandaki ATPaz enzimleri eritrositin katyon ve su kapsamini
reglle ederek hicrenin boyutlarinin, seklinin ve deformabilite yeteneklerinin
korunmasina blyik 6élclide katilirlar. Eritrositlerin ATP’den yoksun kaldiklarinda
ekinosit haline déndstukleri, ayrica membranlarinda kirilmalar meydana gelerek bir
kisim membran materyalinin kaybi ile sonuglanan sekil bozukluklarinin ortaya
ciktigi  bilinmektedir. Bdéylece ATP’den yoksunluk eritrosit deformabilitesinin
azalmasi ile sonuglanir (3,14,15).

Ozellikle eritrositlerde sekil bozukluguyla seyreden hematolojik hastaliklarda
eritrosit deformabilitesi genellikle degismistir (5,133). Hemoglobin S igeren
eritrositlere sahip orak hicre anemili hastalarda esas olarak Hb polimerizasyonu
sebebiyle eritrosit deformabilitesi ileri derecede bozuktur. Eritrositlerin iyon transport
mekanizmalarinin bozuk oldugu herediter kserositoz ve hidrositoz gibi hastalik
tablolarinda, hicre ylzey-hacim oraninda ve sitoplazmik viskozitedeki degisiklikler
nedeniyle eritrosit deformabilitesi etkilenir (6,136). Eritrosit membran defektiyle
karakterize en sik gértlen hemolitik anemilerden biri olan herediter sferositozda da
eritrosit sekil degistirme yetenegi azalmistir (137).

Hematolojik hastaliklara ek olarak dolagim sistemini ilgilendiren patolojiler bagta
olmak (zere, cesitli klinik tablolarda eritrosit deformabilitesinde degisikler
saptanmigtir. Akut miyokard infarktlsl gecirmis hastalarin eritrositlerinin sekil
degistirme yeteneginin azaldigl ve kan viskozitelerinin arttigr gésterilmistir (19,20).
Diabetes mellitusta da eritrosit sekil degistirme yetenegdinin azaldigi bilinmektedir
(21,138). Hipertansiyonda da kan viskozitesinin arttigi ve eritrosit sekil degistirme
yeteneginin azaldigi bildiriimistir (139,140). Deneysel sepsis ve iskemi-reperfiizyon
hasari modellerinde eritrosit sekil degistirme yetenegdinin bozuldugu bilinmektedir
(141).

Eritrosit membranindaki yapisal degisikliklerin sonucu olarak membranda
kolesterol birikiminde artis olur (patolojik kolesterol/fosfolipid orani), membran
akiskanhgini ve fonksiyonlarini bozar ve eritrosit deformabilitesini sinirlandirir (28).
Bu degdisiklikler kapiller limeninin daralmasina, kan akisinin engellenmesine ve
eritrosit agregasyonunun ve vizkositenin artmasina, kanin akim &zelliklerinin
etkilenmesine neden olur (142). Bu sonuglar mikrosirkllasyonun bozulmasina,
patolojik sireclerin baglamasina katkida bulunur. Ozellikle koroner kalp hastalig,
anjina pektoris, retinopati, serebral ve periferal sirkllasyonun bozulmasina neden
olur (142).
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2.3. Hipotez

Son zamanlarda ylUksek plazma kolesterol profiline sahip hastalarda ve koroner
arter hastaligi bulunan kigilerde plazma kolesterol seviyesinin minkin oldugu kadar
digurdlmesi hedeflenmekte ve bir alt sinir kavrami yavas yavas kaybolmaktadir
(23,24,25,53,54,57). Yuksek plazma kolesterol seviyesinin neden oldugu
hiperkolesteroleminin eritrosit membran yapi ve fonksiyonlari Uzerine etkileri
hakkinda genig bilgi  birikimi  (14,30,59,71,72) bulunmasina ragmen,
hipokolesteroleminin  eritrosit membrani  yapi ve fonksiyonlarini  nasil
etkileyebilecedi konusunda fazla literatr bilgisi bulunmamaktadir.

Eritrositlerin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerindeki degisiklikler, kan dokusunun
akiskanhgini, 6zellikle de kanin  mikrodolagimdaki davranisini  yakindan
ilgilendirdiginden organizmadaki bdtin dokular igin 6énemlidir. Bu ¢alisma,
hipokolesteroleminin eritrosit plazma membranindaki lipid komposizyonunda
bozulmaya ve deformabilitede degisiklige neden olur hipotezinin test edilmesi
amaciyla planlanmigtir. Bu c¢alisma hipokolesteroleminin eritrosit mekanigini
etkileyip, etkilemediginin anlagiimasina yardimci olacaktir
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GEREGLER ve YONTEMLER

3.1. Deney Protokolu

Calismada, 24 adet 500-600 g agirhiginda geng, eriskin (5-6 aylik), erkek kobay
kullanildi. Kobaylar, kontrol grubu (n=12) ve atorvastatin grubu (n=12) olmak Uzere
ikiye ayrildi. Hayvanlar standart kemirgen yemi ve yesil sebzeyle beslendi.
Atorvastatin’i izotonik fosfat tamponu (PBS) iginde ¢dzdUkten sonra gavajla, glinde
tek doz (20 mg/kg/gin) halinde verildi. Kontrol grubu da ayni g¢evre sartlarinda
tutuldu, guinlik gavaj uygulamalari yapildi ancak sadece deney grubu ile esit
miktarda PBS verildi. U¢ hafta (21 gliin), 20 mg/kg/giin atorvastatin uygulamasindan
sonraki gun kardiyak ponksiyon ile kan érnekleri alindi. Antikoagulan olarak etilen
diamin tetra asetikasit (EDTA) (15 mg/mL) kullanildi.

3.2. Hematolojik Parametreler

Kan o6rneklerinde beyaz kan hucresi, kirmizi kan huicresi, hemoglobin (Hb),
hematokrit (Hct), ortalama eritrosit hacmi (OEH) ve ortalama eritrosit hemoglobin
konsantrasyonu (OEHK) elektronik bir hematoloji analizérii (Micros, ABX Co. ,
Fransa) kullanilarak saptand..

3.3. Biyokimyasal Parametreler

3.3.1. Eritrosit Membraninin Elde Edilmesi

Eritrosit membranlari Carreiras ve arkadaslarinin ydéntemine gére elde edildi
(148). Kan érnekleri santrif(ij edilip (1400 x g, 6 dakika) plazmasi uzaklastirildiktan
sonra 150 mM NaCl, 10 mM Tris HCI (pH: 7.4, 4°C’ da) ¢ozeltisi iginde yeniden
sUspanse edildi ve bu ¢ozelti ile iki kez (1400 x g, 6 dakika, 4°C’ da) yikandi. Daha
sonra eritrositler 17 mM Tris HCI (pH: 7.4, 4°C’ da), 0.1 mM EDTA igeren hipotonik
¢cozelti ile buz icinde 1:9 oraninda (viv) 10 dakika inklbe edilerek hemolize
ugramalari saglandi. inkiibasyon periyodu sonunda siispansiyon 40.000 x g'de 10
dakika, 4°C’ da santrifllj edilerek, slpernatant uzaklastirildi ve membranlar ayni
solisyon ile 4 kere daha ayni hiz ve sirede tamamen beyazlasana kadar yikandi.
Slpernatantta hemoglobin konsantrasyonu modifiye edilmis siyanomethemoglobin
metoduyla dlctlda (149). Olgilen hemoglobin konsantrasyonu 0.1 mg/dL’nin altinda
6lgtldi. Elde edilen membranlar hizla dondurularak kullanilincaya kadar -80°C’de
saklandi.

3.3.2. Membran Protein Tayini

Elde edilen membranlardaki protein miktari Lowry yéntemine gére tespit edildi
(150). Alkali sartlarda Cu** iyonu, proteinlerdeki peptit baglari ile Cu® iyonuna
dénlisiminiin gergeklestigi bir kompleks olusturdu. Cu*' iyonu ve tirozin, triptofan
ve sistein aminoasitlerinin fonksiyonel gruplari, sari renkli Folin Ciocalteu reaktifini
molibdenyum ve tugsten mavisine indirgendi. Olusan mavi rengin absorbansi 750
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nm dalga boyunda spekirofotometrede okunarak, kalibrasyon egrisi Uzerinden
protein konsantrasyonu hesaplandi.

3.3.3. Na*-K*-ATPaz Enzim Aktivitesi Olciimii

Elde edilen eritrosit membranindaki toplam enzim aktivitesi ve oubainle inhibe
edilebilen enzim aktivitesi Hanahan ve Ekholm’den modifiye edilen fosfat salinimi
metoduna goére (151) spekirofotometrik olarak tayin edildi. Membranlar 10 mM
ouabain varliginda ve yoklugunda, 30 mM Na,-ATP ile 37°C’ da 30 dakika inklbe
edildi. Bu slirenin sonunda reaksiyon 200 pl soguk % 30’luk trikloroasetik asit (TCA)
eklenmesiyle durduruldu. Membranlar bir saat buzun iginde inkibe edildi.
Inklibasyonun sonunda 3500 rpm’'de 10 dakika santriflij yapildi ve Ustteki fazdan
500 ul alinip temiz bir tlpe aktarildi. Uzerine 1.5 ml, 2 yM asit molibtad konuldu ve
yavasca vortekslendi. Daha sonra 250 pl ‘reducing agent’ konuldu ve oda
sicakiginda 30 dakika inkiilbasyona birakildi. Inkiibasyonun sonunda
spektrofotometrede 720 nm dalga boyunda &élgiim yapildi, sonuglar spesifik aktivite
(umol fosfat/mg protein/dk) olarak degerlendirildi. inorganik fosfat konsantrasyonu
KH2PO,4 standart grafiginden hesaplandi. Ouabain varliginda ve yoklugundaki
spesifik aktivite asagida formdlle hesaplandi.

Spesifik aktivite = (A720/30 dak) X (1/ standart grafik degeri) X 1.25 X
(umol fosfat/mg protein/dk) (1/ her thpteki mg protein)

3.3.4. Eritrosit Membran Lipid Kompozisyonunun Tayini

Eritrosit membranindan lipidlerin elde edilmesi i¢cin Rose ve Oklander in
ybntemi kullanildi (152). Carreiras ve arkadaslarinin yéntemine gére elde edilen
membranlardan 1 ml’'sinin Gzerine 9 ml ekstraksiyon karisimi (7.11 (v:v) oraninda
kloroform: izopropanol) eklendi ve vortekslendi. Bu islemden sonra 2000 rpm’de 5
dakika santrifij edilecek ve Ustteki lipid fazi aspire edilerek baska tlpe aktarilacak
ve bu islem iki kez tekrarlandi. Ekstrakte edilen materyal N» ile tamamen uguruldu.
Daha sonra Gzerine 1 ml izopropanol konuldu ve vortekslendi. Bdylece elde edilen
lipid ekstraktindaki fosfolipid ve kolesterol enzimatik yéntemlerle dlguldu.

Eritrosit membran ekstraktlarindan fosfolipid miktari tayini icin, Baure ve
arkadaslarinin yéntemine (153) gore, elde edilen lipidlerin 50 pl'si 6nce 2 ml
ekstraksiyon karigsimi (3:1 (v:v) oraninda absolU alkol: eter) ile muamele edildi ve
karisimi saglamak igin vortekslendi. TUpler isitilarak ekstrakt kurutuldu ve kalsiyum
iceren nitrik asit ile organik materyal sindirildi. Nitrik asit tamamen ugurulduktan
sonra geride kalan materyal TCA-askorbik asit karigsimi ile eritildi. Uzerine 1 ml
amonyum molibdat ve 1 ml arsenit-sitrat ¢ozeltileri konuldu. Karigim saglandiktan
sonra 15 dakika beklendi ve 700 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.

Kolesterol miktari da Heider ve arkadaglarinin yontemi (154) ile enzimatik
olarak &lculdd. Lipid ekstrakti (20 ul), kolesterol standarti (20 pl, % 200 mg), ve saf
suyun (20 plI), konuldugu tlplere kolesterol enzimatik belirteci [fenol, 4-
aminoantipyrine 1: 6 (mmol/L), peroksidaz, kolesterol esteraz, kolesterol oksidaz
4000:120:150 (lnite/L) ] konuldu ve 37 °C’de 15 dakika inklibe edildi. Daha sonra
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her birine 2 ml serum fizyolojik konuldu ve 515 nm dalga boyuda spektrofotometrik
olarak absorbanslari okundu.

3.3.5. Plazma Lipid ve Hepatik Enzim Konsantrasyonu Olciimleri

Kardiyak ponksiyonla EDTA’'l (15 mg/mL) tlplere alinan kan 6rnekleri 1400 x
g'de 6 dakika santrifllj edildikten sonra plazma ve eritrositler birbirinden ayrildi.
Plazma Ornekleri, lipid konsantrasyonu ve hepatik enzim analizi igin kullanildi.
Alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) standart enzimatik
metodla (155,156), total kolesterol, HDL - kolesterol, LDL-kolesterol ve trigliserid
dlzeyleri standart enzimatik Boehringer-Mannheim Kkiti ile Akdeniz Universitesi
Hastanesi Merkez Laboratuvarinda 6l¢uldi (157)

3.4. Eritrosit Deformabilitesinin Degerlendirilmesi

Eritrosit deformabilitesi bir ektasitometre (LORRCA, RR Mechatronics, Hoorn,
The Netherlands) kullanilarak, gesitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer difraksiyon
analizi ile degerlendirildi (158). Eritrositler izotonik fosfat tamponu iginde
hazirlanmis, PVP-360 (polyvinyl-pyrrolidone, Sigma, St. Louis, MO, USA) cdzeltisi
icinde yaklasik 1/200 dilisyonda stspansiyon haline getirildi. Bu slUspansiyonun
yaklasik bir mililitresi aralarinda 0.3 mm bogsluk kalacak sekilde birbirine uyan iki
cam silindirden olusan bir vizkometre sistemine yerlestirildi. iki cam silindirin
arasindaki bosluga doldurulan sispansiyon, distaki cam silindirin sistemi kontrol
eden bilgisayar tarafindan, uygun kayma kuvvetlerini olusturmak tzere hesaplanan
bir hizda déndirilmesiyle, bu kuvvetlerin etkisi altinda birakildi. Belirlenen araliktaki
kayma kuvvetlerini olusturacak dénme hizlari bilgisayar tarafindan izotonik fosfat
tamponu-PVP c¢oézeltisinin vizkositesi de dikkate alinarak hesaplandi. Bu sirada
sabit silindirin icinde yer alan bir lazer kaynagindan c¢ikan 1sin, eritrosit
slispansiyonuna ulasmakta ve sonra bir ekran Gzerine yansiyan difraksiyon paterni,
sUspansiyondaki eritrositlerin  seklini ve dénme hareketinin yarattigi akima
orientasyonlarini yansitmaktadir. Artan kayma kuvvetlerine parelel olarak, dairesel
bir formdan elipsoid forma dénlsimin derecesi ile eritrositlerin sekil degistirme
yetenekleri (deformabilitesi) arasinda dogru oranti vardir. Elipsoid difraksiyon
paterninin uzun (A) ve kisa eksenlerinin (B) uzunluklarinin bilgisayar tarafindan
saptanmasiyla EI=A-B/A+B seklinde bir elongasyon indeksi (El) hesaplandi.
Olcimler 37°C’de yapildi. El degerleri dokuz kayma stresi arasinda (0.3—30 Pa)
6lculdd. Bu degerler kullanilarak her 6rnek igin maksimum elongasyon indeksinin
yarisi kadar sekil degistirmeye neden olan kayma kuvveti (SS+2) Lineweaver-Burke
analizi uygulanarak hesaplandi (159).

3.5. Sonuclarin Degerlendirilmesi

Sonuglar ortalama * standart hata olarak verildi. Gruplar arasindaki istatistiksel
karsilagtirmalar “ student-t ” testi ile degerlendirildi. 0.05 den kic¢Uk P degerleri
istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi.



BULGULAR

4.1. Hematolojik Parametreler

Atorvastatin ve kontrol gruplarina ait hematolojik parametreler cizelge 4.1’de
gOsterilmistir. Atorvastatin uygulamasinin sonunda alinan kan érneklerine ait kirmizi
kan htcresi, hemoglobin (Hb) ve hematokrit (Htc) degerleri kontrol dederlerine gére
6nemli bir sekilde artmistir. Atorvastatin grubunda ortalama eritrosit hacminde
(OEH) istatistiksel olarak 6énemli bir azalma saptanmasina ragmen beyaz kan
hiicresi, ortalama eritrosit hemoglobin (OEHK) degerlerinde ise herhangi bir
degisiklik gbzlenmemistir.

Cizelge.4.1. Kontrol ve atorvastatin gruplarina ait hematolojik parametreler. Sonuglar ortalama +
standart hata olarak verilmistir. OEH, ortalama eritrosit hacmi; OEHK, ortalama eritrosit
hemoglobin konsantrasyonu. (n=12). *: p<0.05; t: p<0.005, kontrol grubundan fark.

Kontrol Atorvastatin
Beyaz Kan Hucresi| 477, 67 9.383 + 0.48
(10%1)
Kirmizi Kan
Hiicresi 5.016 £ 0.06 5.333 £ 0.07
(10'21)
Hemoglobin 127.9+1.9 1336 +1.3"
(9/1)
He"‘(f;lt)"k"t 0.405 + 0.006 0.426 + 0.004°
O(E;" 81.50 £ 0.35 80.08 + 0.48"
OEHK 314.8+1.5 313.6 £0.67
(a/1)

4.2. Biyokimyasal Parametreler

4.2.1. Eritrosit Membrani Na*-K*-ATPaz Aktivite Dizeyi

Atorvastatin ve kontrol grubuna ait toplam enzim (Na*-K*-ATPaz ve Ca**-
ATPaz) ve Na*-K*-ATPaz aktivite degerleri gizelge 4.2'de gdsterilmistir. Atorvastatin
tedavisinden sonra alinan kan oOrnekleriyle hazirlanan eritrosit membran
drneklerinde hem toplam enzim aktivitesinde hemde Na*-K*-ATPaz aktivitesindeki
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artiglar kontrol grubuna goére istatistiksel olarak dnemlidir. Atorvastatin uygulanan
grupta, Na*-K*-ATPaz aktivitesinde artis kontrol grubundan yaklasik olarak %40
daha fazladir.

Cizelge.4.2. Atorvastatin ve kontrol gruplarina ait eritrosit membrani toplam enzim aktivitesi
ve Na*- K*- ATPaz enzim aktivite dlizeyleri. Sonuglar ortalama + standart hata
olarak verilmistir, ( n=12), *: p<0.0001, kontrol grubundan fark.

Kontrol Atorvastatin

Toplam Enzim
Aktivitesi

(umolsPi/mg 0.0072+ 0.000029 0.0093+0.000078*

protein/dak)

Na*-K*-ATPaz
(umolsPi/mg

. 0.0042 + 0.000039 0.0056 £ 0.00035*
protein/dak)

4.2.2. Eritrosit Membran Lipit Kompozisyonu Degerleri

Kontrol ve atorvastatin gruplarina ait membran lipid kompozisyonu degerleri
cizelge 4.3'de gOsterilmigtir. Atorvastatin grubunda eritrosit membrani kolesterol
dlzeyinde istatistiksel olarak ©6nemli azalma meydana geldi. Eritrosit
membranindaki bu azalma kontrol grubuna gére yaklasik iki kat olarak saptanmisgtir.
Eritrosit membrani fosfolipid dizeyinde de istatistiksel olarak 6énemli artiglar
saptanmigtir. Bu sonugclarla uyumlu olarak kolesterol/fosfolipid orani atorvastatin
grubunda kontrol grubuna kiyasla azalmalar meydana gelmistir.

4.2.3. Plazma Lipid ve Hepatik Enzim Duzeyleri

Kontrol ve atorvastatin gruplarina ait plazma lipid degerleri cizelge 4.4’de
gOsterilmistir. Kontrol grubuna ait plazma lipid degerleri, standart yem ile beslenen
kobaylarda, genel literatire uygunluk gdstermektedir (160,161). Atorvastatin
uygulanan grupta plazma total kolesterol, LDL-kolesterol ve trigliserid
konsantrasyonlarinda kontrol grubuna kiyasla énemli 6lgiide azalmistir. Bununla
birlikte HDL-kolesterol ve VLDL-kolesterol degerlerinde ise iki grup arasinda énemli
bir fark saptanmamistir.

Plazma alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST)
seviyeleri Uzerine atorvastatin uygulamasinin herhangi bir etkisi saptanmamistir

4.2. Eritrosit Deformabilitesinin Degerlendirilmesi

Kontrol ve atorvastatin gruplarindan elde edilen kan O&rnekleriyle yapilan
Olcimlerde, wuygulanan kayma kuvveti attikca beklendigi gibi eritrosit
deformabilitesinin de arttigr sekil 4.1 a’ da gdsterilmistir. Kontrol ve atorvastatin
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gruplan arasinda, farkh kayma kuvvetlerinde &l¢iimis deformabilite degerleri
arasinda istatistiksel olarak énemli bir degisiklik olmamisgtir.

Cizelge.4.3. Kontrol ve atorvastatin uygulanan kobaylarda eritrosit membrani lipid i¢erigi degerleri.
Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir, (n=12). 1: p<0.001, kontrol
grubundan fark.

Kontrol Atorvastatin
Kolesterol 0.6890 + 0.008 0.3922 + 0.020"
(mmol/l) ) - ) -
Fosfolipid 20.89 + 0.14 49.23 + 2,551
(mmol/l)
C/P 0.032 +0.03 0.008 £0.0011

Kontrol ve atorvastatin uygulanan gruplarin, SSy, degerlerindeki degisiklikler
ise sekil 4.1 b’de gosteriimistir. Kontrol ve atorvastatin gruplari arasindaki bu
degisim istatistiksel olarak énemli bulunmamistir.

Cizelge.4.4. Kontrol ve 20 mg/kg/gln atorvastatin uygulanan gruplarda plazma lipid ve karaciger
enzim aktivite degerleri. Sonuglar ortalama +* standart hata olarak verilmistir. .(n=12) :
*: p<0.0001; t: p<0.001, kontrol grubundan fark. LDL, diisik dansiteli; HDL, yiksek
dansiteli; VLDL, ¢ok disUk dansiteli lipoprotein; TG, trigliserid; ALT, alanin
transaminaz; AST, aspartat aminotransferaz

Plazma lipidleri ve
Lipoproteinler (mg/dL) Kontrol Atorvastatin
Total-kolesterol 34.08 £1.72 17.42 +1.707
LDL-kolesterol 2117 +1.4 5.250 +2.2"
HDL-kolesterol 2.667 +0.14 2.333+£0.14
VLDL-kolesterol 10.25 £0.78 9.833+1.06
TG 60.64 +2.4 42.60 + 3.7*
Karaciger Enzimleri (U/L)
ALT 51.75+3.7 5110+ 3.7
AST 55.64 + 4.6 55.90 +5.4
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—e— Kontrol

—m  Atorvastatin
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Kontrol Atorvastatin

Sekil.4.1. Kontrol ve atorvastatin gruplarina ait eritrosit EI degerleri ve SS;,, degerleri. a. 0.3-30 Pa
arasi kayma kuvvetlerindeki eritrosit El degerleri. b. maksimum elongasyon indeksinin
yarisi kadar sekil degistirmeye neden olan kayma kuvveti (SS4,,) deg@erleri. Sonuglar
ortalama + standart hata olarak verilmistir (n=12).
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TARTISMA

Bu c¢alismanin sonuglari géstermistir ki, kobaylara 20 mg/kg/giin atorvastatin
uygulanmasindan sonra plazma LDL Kkolesterol, trigliserid ve total kolesterol
konsantrasyonlari kontrol grubuna gére énemli bir sekilde azalmistir. Bu doz subra
farmakolojiktir ve insanlarda uzun slren tedaviden sonra benzer degisiklikler
meydana gelir. Atorvastatin uygulamasinin sonunda alinan kan Orneklerine ait
kirmizi kan hicresi, hemoglobin ve hematokrit degerleri kontrol degerlerine gbre
6nemli bir sekilde artmistir. Ortalama eritrosit hacmi atorvastatin grubunda
istatistiksel olarak dnemli bir azalma olmasina ragmen, beyaz kan hicresi, ortalama
eritrosit hemoglobin degerlerinde ise herhangi bir degisiklik gézlenmemistir

Bu calismada, atorvastatin uygulamasindan sonra eritrosit membrani lipid
kompozisyonunda da oOnemli degisikliklerin meydana geldigi gosterilmistir.
Atorvastatin uygulanan grupta eritrosit membrani kolesterol iceriginde bir azalma,
fosfolipid iceriginde ise bir artis s6z konusudur. Lipid kompozisyonundaki bu
degisikligin sonucu olarak eritrosit membrani kolesterol/fosfolipid orani da
azalmistir.  Eritrosit membranindaki bu degisimlere Na*™-K*-ATPaz enzim
aktivitesindeki artma eslik etmistir. Membrandaki bu yapisal ve fonksiyonel
degisimlere ragmen eritrosit deformabilitesinde herhangi bir  degisim
gbzlenmemistir.

Bu caligmada model olarak kobayin kullaniima sebeplerinin basinda lipoprotein
ve hepatik kolesterol metabolizmasinin insan ile blyldk benzerlikler gdstermesi
gelmektedir (162,163). Buna ek olarak temel kolesterol tasiyicisi olan LDL’ de insan
ve kobay arasinda énemli benzerlikler bulunmaktadir (162). insan ve kobaylarda
yapilan ¢alismalarda statin tedavisiyle plazma LDL-kolesterol konsantrasyonunda
benzer dizeyde azalmalar olustugu goésterilmistir (70-73). Overektomize kobaylarin
plazma lipid profilleri postmenopozal kadinlarin lipid profiliyle aynidir (160).
insanlarda oldugu gibi kobaylarda da egzersiz sirasinda plazma triagilgliserol
seviyesinde azalma ve plazma HDL-kolesterol seviyesinde artma olur. Kobaylar
beslenme faktérlerine, ila¢ tedavilerine, askorbik asit eksikligine, oksidatif strese,
hormonal degisimlere insanlarin vermis oldugu yanitlara benzer cevaplar verirler
(162,163).

Bu calismada atorvastatin tedavisinden sonra alinan kan érneklerinde OEH’ de
bir azalma saptanmigken, OEHK’ da herhangi bir degisiklik saptanamamistir.
Eritrosit membraninda bulunan Na*-K*-ATPaz enzimi, eritrosit katyon ve su igerigini
dizenleyerek hcre i¢i viskozitenin ve ylzey alani-hacim oraninin kontrolinG saglar
(4,16,82). Eritrosit membranindaki sodyum-potasyum pompasinin az g¢aligmasi
veya ouabain ile inhibe edilmesi eritrosit sitoplazmasinda Na* birikmesine neden
olur (111-1138). Buna baglh olarak hicrenin hacminde medyana gelen
degisikliklerden dolayi hiicre kilresel bir hale gelir. Na*™-K*™-ATPaz aktivitesindeki
artig ise hicre hacminde azalmaya neden olur (16,82). Artmis pompa aktivitesine
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bagl olarak hicre disina c¢ikan sodyum ve su miktarinda artis olur. Bunun
sonucunda hiicre hacminde azalma meydana gelir. Dehidratasyon sonucu hucre igi
viskozitede artis meydana gelebilir (4-6). Hlcre icinde artan Hb, iskelet
proteinlerinden spektrinle ¢apraz baglar yaparak deformabilitenin azalmasina
neden olabilir (4,5).

Eritrositler kemik iliginde hemopoetik ana hicrelerin diferansiyasyonu
sonucunda ortaya cikarlar. Yaklagik 120 gin o6mdrleri bulunan eritrositler, bu
strenin sonunda dalak, karaciger ve kemik iligindeki monontklear fagositler
tarafidan dolasimdan uzaklastinlir (2,4). Bu ¢calismada atorvastatin uygulamasinin
sonunda alinan kan 6rneklerine ait kirmizi kan hucresi, hemoglobin ve hematokrit
degerleri kontrol degerlerine gére énemli bir sekilde artmistir. Kemik iliginde eritrosit
dretiminin uyariimasi ya da dalakta eritrosit yikiminin azalmis olmasindan dolayi
kirmizi kan hdcrelerinin sayisinda artis gbézlenmis olabilir. Baska bir degisle
eritrositlerin yasam stresi uzamis olabilir. Eritrosit membraninin kolesterol icerigi
azaldiginda, fosfolipid icerigi arttiginda yani kolesterol/fosfolipid orani azaldiginda,
membran akigkanligi ve sodyum-potasyum aktivitesi artar ve hlcrelerin yasam
sureleri uzar (120-122). Artan kirmizi kan hicrelerinden dolayr hematokrit degeri
de artmistir. Plazma hacminde bir azalmanin olma ihtimalide hematokrit degerinin
artmasina neden olabilecek bagka bir faktérdar (76).

Eritrosit membrani, hucrenin sekil degistirme yetenegdinin belirlenmesi ve
yapisal butinliginin saglanarak bikonkav disk yapisindaki hicre seklinin
korunmasinda 6nemli rol oynar. Membran lipidlerinin, eritrosit deformabilitesine
dogrudan 6nemli bir etkisinin bulunmadigi, ancak membran kolesterol/fosfolipid
oranindaki degisikligin dolayli olarak membran fonksiyonlarini degistirmesinin
eritrosit deformabilitesinin belirlenmesinde etkili oldugu hususunda fikir birligi vardir
(5-7,83). Endojen lipid sentezi yapamayan eritrositlerin  membran
kolesterol/fosfolipid orani plazma lipid dizeyinden etkilenir. Plazma kolesterol
dlzeyi yuksek olan hastalarda eritrosit membraninda kolesterol/fosfolipid oraninin
arttig1 (144—147), eritrosit membran fonksiyonlarinin ve akiskanhgdinin bozuldugu
gOsterilmigtir (143)

Bircok klinik calisma verileri koroner arter hastahdr (KAH) tanisi konulmus
hastalarda lipid dustricu tedavinin baglaniimasini kuvvetle desteklemektedir. Bu
hastalarin hastalik seyirlerinde olumlu yénde bir degisiklik yapabilmek i¢in temel ilke
plazma lipid profilinin normallestiriimesi olmalidir. Bu nedenle plazma kolesterol
konsantrasyonunun dugurilmesi KAH ve komplikasyonlarinin énlenmesi igin
gereklidir. Son yillarda klinik gevrelerce plazma lipid duzeyleri igin “ne kadar diisuk,
o kadar iyi” kavrami yerlesmeye baslamistir (23,24,25,53,54,57). Statinler olarak
bilinen 3- hidroksi—3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA) redlktaz inhibitorleri
yuksek plazma kolesterol seviyesine sahip hastalarda yaygin olarak kullanilan,
kardiyovaskuller hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde genis yeri olan ajanlardir
(164). Statin tedavisiyle plazma trigliserid seviyesinin  %10-30, kolesterol
seviyesinin %15—-40, LDL-kolesterol seviyesinin ise %20-60 oraninda duistigu
gOsterilmistir (165—168). Bu calismada, normal diyetle beslenen kobaylara t¢ hafta
stresince, gunde tek doz (20 mg/kg/gun) olmak Uzere, oral gavaj yoluyla
atorvastatin verilmigtir. Kullanilan atorvastatin dozu gerek insan gerekse hayvan
calismalarindaki sonuglardan yola ¢ikilarak belirlenmistir (70,71). Bir¢ok calismada,

43



20 mg/kg/gin dozunda kullanilan atorvastatin tedavisinin plazma LDL-kolesterol,
trigliserid ve total kolesterol seviyelerinde anlamli azalmalar olusturdugu (70-73);
Ote yandan, daha yuksek dozlardaki kullaniminin, plazma lipid seviyelerinde 6nemli
Olcide ek bir azalma yaratmadigr gdsterilmistir (53,66). Bu calismada da, 20
mg/kg/gin atorvastatin tedavisinden sonra alinan kan &rneklerinde yapilan
6lciimlerde HDL-kolesterol ve VLDL-kolesterol degerlerinde dénemli bir degisiklik
olmamasina ragmen, plazma LDL-kolesterol, trigliserid ve total kolesterol
konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli Olglde
azalmalar saptanmistir. Benzer sonuglar kontrolli insan ¢alismalarinda da
saptanmig olup uzun sureli ilag kullanimi sonrasinda plazma lipid duzeylerinin
normalin altina distigu gosterilmistir (23,24,25,53,54,57).

Atorvastatin tedavisinden sonra eritrosit membrani kolesterol i¢ceriginde azalma,
fosfolipid iceriginde ise artma saptanmigtir. Eritrosit membrani lipid
kompozisyonunda meydana gelen bu degisikliklerin dodal sonucu olarak, membran
kolesterol/fosfolipid orani da azalmigtir. Eritrosit membranindaki tim bu degisiklikler
istatistiksel olarak anlamh bulunmustur. Membran lipid i¢eriginde meydana gelen
tim bu degisikliklere ragmen eritrosit deformabilitesinde anlamh bir degisiklik
saptanmamistir. Bu durum eritrosit deformabilitesinin esas belirleyicisinin membran
iskelet proteinleri olmasina baglanabilir (131,133,135). Ote yandan membran lipid
icerigi, Ozellikle kolesterol/fosfolipid orani eritrosit membran akiskanhgdinin
belirleyicisidir. Hicre membran akiskanldi, membranlarin lipid icerigiyle hesaplanir
ve kolesterol/fosfolipid oranina baghdir (169). Eritrosit membranindaki kolesterol
igeriginin artmasiyla, membran akiskanliginin azaldigi bilinmektedir (170). Bunun
yani sira biyolojik membranlardaki lipid/protein orani ve protein gesitlerinin de
membran akiskanligi Gzerine etkisi bulunmaktadir (171).

Bu calismanin bir diger sonucu atorvastatin tedavisi alan kobaylardan elde
edilen eritrosit membranlarinda Na*-K* ATPaz aktivitesinde saptanan artistir.
Atorvastatin kullanimi ile eritrosit membranindaki hem total enzim aktivitesinde hem
de Na'-K*-ATPaz aktivitesinde istatistiksel olarak 6nemli bir artisin meydana geldigi
gbsterilmistir. Bu bulgu eritrosit membrani kolesterol/fosfolipid oraninda saptanan
azalma ile uyum igindedir. Eritrosit membraninin kolesterol/fosfolipid oranindaki
degisikliklere, membran permeabilitesi, membran transport fonksiyonlari, membran
proteinlerindeki konformasyonel degisiklikler ve 6zellikle de membran enzim
aktivitesindeki degisikliklerin de eglik ettigi bilinmektedir (172—173). Eritrosit katyon
ve su icerigini diizenleyen esas enzim olan Na*-K*™-ATPaz aktivitesi membran lipid
tabakasinin  akiciigindan  etkilenmektedir  (116). Eritrosit ~ membrani
kolesterol/fosfolipid oranindaki artigin fosfolipidler tarafindan uyarilan ATPaz
aktivitesini inhibe ettigi, buna karsilik membran akiskanhgini arttiran doymamis
fosfolipidlerin varliginin enzim aktivitesini arttirdigi gdésterilmistir (174). Eritrosit
membrani fosfolipid iceriginde azalmaya yol agan oksidan ajanlarin kullanildigi
calismalarda da Na'™-K*-ATPaz aktivitesinin azaldigi goésterilmistir ( 175 ) Kisaca
eritrosit membrani Na*-K*-ATPaz aktivitesi ile membran kolesterol icerigi arasinda
negatif fosfolipid icerigi arasinda ise pozitif bir baginti mevcuttur.

Eritrosit membrani Na*-K'™-ATPaz aktivitesinde meydana gelen bu artisla
uyumlu olarak OEHK’ da degisme yok iken, OEH’ de azalma saptanmistir. Eritrosit
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sivi ve katyon igeriginin dlzenleyicisi olan Na*-K'-ATPaz pompasinin
aktivitesindeki artis, eritrosit hacminde kig¢tlmeden sorumludur (16,82).

Sonug olarak KAH tedavisinde yaygin olarak kullanilan statinler, plazma LDL ve
total kolesterol dizeylerini etkili bir sekilde dugstrmekle birlikte eritrosit membrani
kolesterol/fosfolipid oraninda azalmaya ve Na*-K'-ATPaz enzim aktivitesinde de
atisa neden olmaktadir. Eritrosit membraninda meydana gelen bu degisikliklerin
eritrosit deformabilitesinde énemli bir degisiklige yol agmadigi gosterilmistir. Eritrosit
deformabilitesinin degismesinde, membrandaki lipidlerin katkisinin ¢ok 6nemli
olmadigi ancak membran iskelet proteinlerinin énemli roli oldugu konusunda fikir
birligi vardir (5,6,133). Tim bu sonuglardan yola ¢ikarak statin tedavisi ile saglanan
hipokolesteroleminin  eritrosit  deformabilitesi  Uzerine  olumsuz  etkisinin
saptanmamasi, bu tedavinin en azindan eritrosit mekanigi agisindan guvenilir
oldugunu dastndirmektedir.
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SONUGLAR

1) Atorvastatin uygulanmasindan sonra plazma LDL-kolesterol, trigliserid ve total
kolesterol konsantrasyonlari kontrol grubuna gére énemli bir sekilde azalmasina
ragmen VLDL-kolesterol ve HDL-kolesterol dizeylerindeki degisiklikler istatitiksel
olarak 6nemli bulunmamistir.

2) Atorvastatin grubuna ait kan 6rneklerinde kirmizi kan hlcresi, hemoglobin ve
hematokrit degerleri kontrol degerlerine gére dnemli bir sekilde artmistir. Ortalama
eritrosit hacminde de énemli bir azalma saptanmistir. Beyaz kan hlcresi, ortalama
eritrosit hemoglobin degerlerinde ise herhangi bir degisiklik gdzlenmemisgtir.

3) Atorvastatin uygulamasindan sonra eritrosit membrani lipid kompozisyonunda da
6nemli degisikliklerin meydana geldigi gdsterilmigtir. Atorvastatin uygulanan grupta
eritrosit membrani kolesterol i¢ceriginde bir azalma, fosfolipid iceriginde ise bir artis
s6z konusudur. Lipid kompozisyonundaki bu degisikligin sonucu olarak eritrosit
membrani kolesterol/fosfolipid orani da azalmistir. Eritrosit membrani total enzim
aktivitesi ve Na*-K*-ATPaz enzim aktivitesinde de artma saptanmigtir.

4) Bu calismamizda atorvastatin tedavisinden sonra ortaya ¢ikan
hipokolesteroleminin  eritrosit membrani lipid kompozisyonunda degisiklik
yaratmasina ragmen eritrosit deformabilitesi Gzerine etkili olmadigi gésterilmigtir.
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