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1.GIiRrRIS

Agir metallerin gevre kirliligine olan etkileri giiniimiiziin
Onde gelen problemlerinden birini tegskil etmektedir. Birgok teknolo-
jik ilirinlerin metallerden Uretilmesi, bazi zirai miicadele ilaglarinin
metal ihtiva etmesi ve asit yagmurlari sonucu topraktaki metal mine-~
rallerinin g¢gozlinmesiyle kullanilan sularda metal iyonu birikmesi ne-
ticesinde bu kirlilik olusmaktadir. Biyolojik sistemler stz konusu
kirlilikten olumsuz yénde etkilenmektedir. Ozellikle insan organizma-
sinin bu agidan karsilagtigi tehlikeler birgok yonden arastirma ko-
nusu olmusturzz.

Gliniimiizde toksik potansiyel yoniinden civa, kursun ve kad-
miyum iyonlarinin g¢ok “nemli yer tuttugu kabul edilmektedir. Aliimin-~
yum ise asit yagmurlari sonucu sularda biriktiginden canlilar lizeri-
ne etkileri inceleme konusu olmugtur. Ayrica bakir iyonlari kullani-
lan mutfak malzelmeleri ve zirai ilaglarda yer almasi sebebiyle in-
san sagligini etkileme potansiyeline sahiptir. Gok nadir de olsa ba-
z1 hallerde kigiler giimiis iyonlarinin kirletici etkisine maruz kala-
bilmektedirt’ 1110,
insan aerob bir canli oldugundan her hiicresinin her an ok-
sijene ihtiyaci vardir. Bu ylizden dokulara oksijen tagiyan eritrosit-
lerle yukarida sayilan metal iyonlari arasindaki etkilegmenin aydin-
latilmasi biiyiikk Onem kazanmaktadir. Biz de galigmamizda sozi edilen
metal iyonlarinin gegitli konsantrasyonlarinda in vitro olarak erit-
rositlerin glukoz kullanimlarini incelemeyi amagladik. Bu konuda li-
teratiirlerde biitiin bu metal iyonlarinin eritrositlerin glukoz kulla-
nimlarina etkilerini ortaya koyan bir galigmaya raslanmadigindan, bu
galigmanin ileride bu etkilegme hakkinda daha ayrintili arastirmala-

ra baglangig olmasini arzuladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Agir Metal iyonlarinin Genel Biyolojik Etkileri

Agir metallerin hepsi gegis elementleridirler ve pek gogu-
nun erime noktasi, kaynama noktasi ve buharlasma entalpisi gok yiiksek-—
tir.

Krom,kobalt,nikel,bakir,¢cinko,kadmiyum,civa,kursun ve biz-
mut gibi agir metal iyonlari canli organizmalar igin toksiktirler ve
diger metallerle karsilasgstirildiklarinda hayvanlarda daha g¢abuk kon-
santre olduklari goriiliir. Agir metaller viicuttan kisa siirede atilamaz-
lar. Madenlerin gikarildiklari ocaklar ‘ve igleme yerlerinin endiistri-
yel artaiklarla kirlenmesi, bu metalleri ihtiva eden fosil yakitlarin
yanmasl neticesinde gevreye yayilan agir metal iyonlari ve bunlarin
bilegikleri kirlenmenin dozunu her gegen glin biraz daha artlrmaktadlrug.

Cevre kirliligine sebep olan metal iyonlari havada,suda ve
toprakta organik maddelerle kompleks olugsturmus halde veya suda daha
fazla ¢Oziinebilen metal tuzlari halinde bulunuriar22.

Viicutta gok ©nemli fonksiyonlari olan proteinler sz konusu
metal iyonlarindan gerek yapisal ve gerekse fonksiyonel yonden etkilen-
mektedir.Proteinler kendi izoelektrik noktalarina kiyasla daha alkalik
olan bir ortamda negatif yiiklii olarak bulunurlar.Bdyle alkali bir pro-
tein ¢Ozeltisi lizerine agir metal iyonu ihtiva eden ¢dzelti ilave edi-
lecek olursa metal proteinattan ibaret bir ¢dkelek olusur.€iva, ¢inko,
demir, kursun, kadmiyum ve glimis gibi agir metallerin tuz g¢gozeltileri
bu etkiye sahiptirler.e.

‘Metal iyonlari serbest halde pozitif yiiklidiirler ve bazilari
enzimlerin aktivitelerinde gerekli olan sisteinlerin -SH gruplarina
kargi yliksek affiniteye sahiptir. Bu gruplarla merkaptanlar olugturacak
gsekilde birlegirler.py da enzimlerin yarigmasiz inhibisyonuna sebep

38,39
olur .



Simdi biyokimyasal agidan genel biyolojik etkilerine kisa-
ca degindigimiz aglr‘metal iyonlarindan galigmamiza konu olan bakir,
civa, kurgun, kadmiyum ve glimiis iyonlari ile bir agir metal iyonu ol-

mayan aliiminyumun biyolojik etkilerini tek tek Gzetle ele alalim.

2.1.1. Bakir ve Biyolojik etkileri

+2
Cu iyonu renklidir ve pekgok elektron vericisiyle reak-

siyon vererek kompleks iyon olugturur. Madeni, oksit, karbonat ve
slilfit bilegikleri geklinde endiistriyel alanda gok kullan111r15.

Eser element olarak viicudun bakira ihtiyaci vardir. Nor-
mal serum dlizeyi 120—145‘yg/dL dir. Yetersiz alindiginda hemoglobin
sentezi bozukluguna bagli hipokromik mikrositer anemi geligir.Seru-
loplazmin, sitokrom-c oksidaz, dopamin}3—hidroksilaz gibi enzimlerin
kofaktoriidiir. Henliz fonksiyonu bilinmeyen ve bulunduklari dokuya g&-
re adlandirilan serebrokuprein, eritrokuprein, hemokuprein, hepato-
kuprein gibi proteinlerin de bilesenidirll.

Bakir eksikligi pek nadir godriilmesine ragmen yetersizligi
halinde anemi, sag ve deride pigmentasyon azligi, myokardial fibro-
zis, gibi rahatsizliklar ortaya gikar. Kuzularda goriilen Swayback
hastaligida bakir eksikliginin bir sonucudur. Bu hastalikta omurilik
motor yollarin demiyelizasyonu sonucu ataksik semptomlar miisahade edi-
lir. Pigméntasyon yetersizligi tirozinaz, fibrozis ise amino oksidagz
aktivitelerindeki azalmadan dolay1d1r7'15’18.

Diyetle alinan agiri bakirin dnemli kismi fegesle disa-
ri atilir. Bir miktar bakir ise barsaklarin lst kismindan emilir.
Plazmadaki albiimine baglanarak karacigere taginir. Karacigerde bir
globin ile birlegerek seruloplazmin gsekline doniigiir. Plazma bakiri-
nin % 95 i seruloplazmin halinde bulunur. Seruloplazminin genetik o-
larak sentezlenemedigi Wilson hastaliginda serbest bakir viicudun bel-
1li dokularinda birikir. Tuzlarinin agiz yoluyla alinmasi halinde kus-

ma, abdominal agrilar, diyare ve asiri takatsizlige sebep olur
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Eritrositlerdeki bircok fonksiyonel ve morfolojik anormal-
likler bakir zehirlenmesi ile iligkili ise de bakira bagli hemolizin
gergek mekanizmasi heniiz aydinlatilamamigtir. Toksik konsantrasyonlar-
da bakir oksidant Ozelliginden dolayi sitotoksiteye sebep olabilir ve
eritrosit enzimlerinin fonksiyonunu etkileyebiiir. Hemoglobinin oksi-
dasyonu, membran poteinlerinin dislilfit formasyonu ve rediikte glutat-
yonun (GSH) hilicre igi konsantrasyonundaki azalma bakir zehirlenmesin-
de tesbit edilen biyokimyasal degisikliklerdir. Bakirdan kaynaklanan
hemolizin muhtemel sebeplerinden biri glutatyon rediiktaz, glukoz-6-
fosfat dehidrogenaz ve piruvat kinaz gibi enzimlerin inhibisyonu ola-
bilir. Bakir iyonlari membran proteinleirinin -SH gruplarina da bag-
lanabilir ve komgsu siilfidlerin disiilfid bagi tegekkiiliine sebep olabi-
lir. In vitro olarak tesbit edilen bakirin bu etkilerinin ortama al-

2,2 -
biimin ilave edilmesiyle dnemli Slcglide azaldigi goriilmistiir ’ 8,33 34.

2.1.2. Civa ve Biyolojik etkileri

Onemli bilesikleri civa (II) kloriir, Civa (I) kloriir, Civa
(IT) nitrat, civa (II) siyaniir, organik civali diiiretikler ve organik
civali fungusitlerdir. Metalik civa, cda sicakliginda buharlagir. II
degerlikli civa tuzlari I degerlikli olanlara g@re daha gok g¢oziindii~
giinden daha fazla toksiktirler.15 Civa sivi bir metal olup g¢alisma or-—
tamina gdre havada yeter miktarda buhari bulunabilir. Termometre, ba-
rometre, civa buharli lamba, dig dolgulari, farmasotik ilaglar ve bo-
ya endiistrisinde galigsanlar civa buharlarina maruz kalirlar. Tochumla-
rin bu bilegiklerle muamelesi esnasinda civa solunmasi miimkiindlir.Plas-
tik imal eden fabrikalardan Minomata kdrfezine karigan civanin bakte-
sin zincirine; metil civa,akuatik bitkiler, algler, ilkel hayvanlar,
balik ve kabuklu deniz hayvanlari ve nihayet insan geklinde girdigi,
gerek insan ve gerekse deniz hayvanlari igin Onemli bir toksik artik

11,15,18,22,29
madde oldugu bildirilmigtir "~ 7 777,



Civa ve bilegikleri deri, agiz veya sclunum yoluyla absor-
be olurlar. Metalik civa ve Hg' bilegiklerinin oksitlenerek Hg*t tuz-
larina doniigtiikten sonra kan ve viieut sivilarindaki protein, NaCl ve-
ya alkali ile birleserek goziiniir bilegikler meydana getirdigi ileri
sﬁrﬁlmektedirls.

Civa, siilfiir ile giliglii kovalent baglar olugturur. SUlfir
eger slilfidril grubu seklinde bulunuyorsa merkaptid olusturmak lizere
civa hidrojen atomu yerine yerlegir. X-Hg-SR ve Hg(SR)2 gseklinde form-—
lar olugturur. Burada X bir elekronegatif radikal ve R proteindir.
Civa iyonlari c¢ok diigiikk konsantrasyonlarda bile enzimlerin siilfidril
gruplarini inaktive edip hiicre metabolizma ve fonksiyonunu etkileye-
bilirler. Civa fosforil, karboksil, amid ve amino gibi fizyolojik
tnemi olan gruplarla da birlegebilirls’sl.

Solunum yoluyla alinan civanin tamami akcigerlerden absor-
be edilir ve daha sonra katalaz tarafindan iki degerlikli civa katyon-
larina okside edilir. Solunum yoluyla alindiginda okside olmadan once
beyine giderl8. Civanin hiicre membranina baglanmasi membranda sgeker
aktif transportunu inhibe ettigi gibi potasyuma kargi membran perme-
abilitesinin artmasina da sebep olur. Beyin hilicrelerinde glukoz trans-
portunun inhibe edilmesinden dolayi hiicrede enerji eksikligi meydana
gelir. Potasyum permeabilitesinin artmasi ise beyin sinir impulslari-
nin transmisyonuna etki eder. Bu fizyolojik tesirler metil civa zehir-
lenmesinden zarar gdren annelerin bebeklerinde nigin kalici merkezi
sinir sistemi harabiyetinin (beyin felci, mental gecikme, konvulsiyon-~
lar) goriildigiini agiklayabilir. Ayni fizyolojik etkilere igitme bozuk-
lugu, bilingsiz konugma gibi karakteristik semptomlari da ekleyebili-
riz,Metil civanin kromozom ayrilmasi,kromozom kirilmasi gibi boliinme
durumundaki hiicrelerde de etkili oldugu ve b8liinmeyi durdurdugu bildi-
rilmektedir.Birgok siilfidril grubu igeren enzim civa tarafindan inhibe
edilebilir.Guinkii civa iyonlarinin bu gruba kargi affiniteleri ¢ok yiik-

sektir. Stilfidril grubu iceren hemoglobin ve serum albiiminine de bag-



11,15,18,22
lanir. .

Tuz-glukoz ¢bzeltisinde saf eritrositlere ilave edilen
HgCl) iin membrani gegtigi ve 4 dakika igerisinde intraseliiler mole-
kiiller arasinda esit sekilde dagildigi bulunmustur. Intraseliiler
btlgede civanin GSH ve hemoglobinle GSH-Hg(II)-hemoglobin seklinde
bir kompleks tegkil ettigi bildirilmistiral.

Civanin in vitro olarak bazi enzim sistemlerini de ( mito-
kondrial oksidatif fosforilasyon, serin biyosentezi gibi) inhibe et-
tigi gﬁsterilmistirzz.

Civa iyonlari bobreklerden atilislari esnasinda glomeriiler

ve tilibiiler lezyonlara da sebep olurlarls.

2.1.3. Kursun ve Biyolojik etkileri

Anorganik kursun tuzlari (karbonat, nitrat, asetat gibi
suda ¢ozlinenler),organik bir kursun bilesigi olan tetra etil kursun
(TEK) gibi bilegikler halinde bulunur.Boya,akiimiilatdr,seramik,porse-
len,vulkanize kauguk endiistrisinde,su borulari,cgocuk oyuncaklari ya-
piminda,insektisid olarak ve TEK ise benzinin katki maddesi olarak
(vuruntuyu onlemek igin) kullan11maktad1r15.

Yakit olarak kullanilan petroldeki kursgsun alkil bilegikle-
leri otomobil eksozlarindan havaya verilirken kurgsun oksit yada kur-
sun karbonata doniigiir. Son 50 yilda bu ylizden atmosferdeki kursun o-
rani onemli Slglide artmigtir.0zellikle biiyiik sehirlerde bu kirlilik
tehlikeli boyutlara ulasm1$t1r22. Kurgsun alkiller lipidde kolay ¢o-
ztildiiklerinden ¢ok daha toksiktirler. Giinkii kemik -dokusunda birikmek
yerine direk sinirsel dokuya giderler. Degigsik kaynaklar gocuklarin
normal degerlerin istiindeki atmosferik kursundan fiziksel ve ruhsal
gelismelerini geciktirici yonde etkilendigini bildirmektedirZz.

Absopsiyondén sonra kursun yumusak dokulara dagilir. Ozel-
l1ikle bObreklerin tiibliler epiteline ve karacigere gider. Zamanla kur-
sun kemikte, diste ve sagta birikir.Dolagim halindeki kursunun hemen

hepsi eritrositlerle iligkilidir. Fosfat alimi kursunun kemikte depo-
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lanma oranini artirir. Asiri kursun alimisonucu diyare, kaslarda glig—
slizliik, akut hemolitik kriz, anemi ve hemoglobinuri geligir. Motond-
ronlarda dejeneratif degisimler tanimlanmaktadir. Serebral ddem, nek-
roz ve intrakranial basingta artma gﬁrﬁlUrll.

Kan kursun konsantrasyonu 89}4g/dL'yi gecgtiginde kemik ili-
ginde eritrositleri olugturacak olan hiicrelerde niikleik asit agregas-—
yonu meydana gelir. Kurgun,pirimidin-5-niikleotidaz enzimini inhibe
ederek c¢ok diisitk konsantrasyonlarda bile hem sentezini etkiler.

8-aminolevulinat dehidrataz ve ferrogelatazi da inhibe eder ve hem
biyosentezini birkag¢ basamakta engeller. Hem; hemoglobin, miyoglobin,
sitokromlar ve katlaz gibi proteinlerin yapisina girerlg.

Kursun merkezi ve cevresel sinir sistemini de etkiler.
Kursun ensefalopatisi kursun ihtiva eden boyalari yiyen gocuklarda

si1k goriilen bir akut hastallktlrls.
2.1.4. Kadmiyum ve Biyolojik etkileri

Kadmiyum tabiatta CdS halinde bulunurs. Deniz suyu orta-
minda Cd+2bir kismida CdCl+ iyon ¢ifti halinde bulunur. Metalik kad-
miyum korozyona dayanikli oldugundan genig kullanim alanina sahiptir.
Alagimlarda, kadmiyum buharli lambalarda, boya maddeleri yapiminda,
fotoelektrik hiicreler, akiimiilatorler, dig¢ilikte amalgam ve hekimlik-
te kadmiyum oksit antihelmintik olarak kullanllmaktadlr15

Endiistride kadmiyum zehirlenmesi en fazla kadmiyum buhar:
ve tozlarinin solunmasindan kaynaklanir. Akut zehirlenmelerde gdzde

sevres

liir. Kronik zehirlenmelerde brongial anfizem, kronik rinit ve bdbrek-
5,18

te harabiyet genelde gSzlenen klinik tablodurl 1 .

Fosil yakacaklarda ve sigarada kadmiyum vardir. Solunum yo-

luyla sigarada bulunan kadmiyumun %10-40'i absorbe edilebilir. Absor—

be edildikten sonra kanda tasinir.Dagitim yapildiktan sonra viicut-



8

taki mevcut kadmiyumun %5'i karaciger ve bdbreklerde birikir. Bu or-
ganlar kadmiyum ve ¢inko gibi metallere kargi yiliksek affinitesi olan
diisiik molekiil agirlikla bir proteini, metallotiyonin'i ihtiva eder ki
bu proteinin {liglincii amino asidi sisteindir. Metallotiyoninin kadmi-
yum iyonlarini tutmasi onun diger fonksiyonel gruplarla etkilegmesi-
ni Onler ve bdylece koruyuculuk gdrevi yapar. Bobreklerde kadmiyum
konsantrasyonu 200)4g/g bobrek dokusu seviyesine ulastiginda harabi-
yet baslar. Filtrasyon azalir, aminoasidiiri, glukoziiri ve proteiniiri
g6zlenir15’18’27.

Kadmiyum dumaninin ve tozlarinin asir:i solunmasi akciger-
lerin havalandirma kapasitesinin kaybina sebep olur. Kadmiyumdan kay-—
naklanan rahatsizliklarda dipne goriiliir. Kadmiyum kaynakli anfizem
ve pulmoner fibrozisin patolojisi iyi anlagilamamigtir. Bununla bir-
likte kadmiyum spesifik olarak c(iantitripsin sentezini inhibe eder
ve insandaCKIantitripsin eksikliginin genetik veya anfizem orijinli-
1igi arasinda ciddi bir benzerlik wvardir. Tutarli olmamakla birlikte
kadmiyumun insanlarda hipertansif etkisinin oldugu da ileri siiriilmek-

27
tedirls’ .

2.1.5. Aliiminyum ve Biyolojik etkileri

Aliminyum tuzlari ile tehlikeli endiistriyel zehirlenmeler
gbriillmemesine ragmen, maden cevheri boksit (aliiminyum oksit), kapla-
macilikta, seramik maddeleri ve elektrik malzemesi yapiminda, diggi-
likte,laboratuarlarda, tedavide v.b. gok kullanllmaktadlrll.

Tipta bazi uygulama alanlari bulur. Hidroksit, glisinat
ve fosfat bilegikleri midedeki asiditeyi gidermede ve peptik ililser
tedavisinde uygulama alani bulur. Yakici etkiye sahip olmasindan do-
layi lilserlerin lokal tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica kanamayi
durdurucu olarak ta kullanilir. Mide asiditesini giderici ve tedavi e-

dici ilaglarin yapisinda bulunan aliiminyum viicuttan fosfat kaybina



sebebiyet verir. Aluminyum hidroksit mide muhtevasini tamamiyle ndt-
ralize etmez ama pH'ya 3,5-4'e yiikseltmek suretiyle pepsinin proteo-
litik etkisini inhibe eder. Bazi endiistriyel kurumlarda galisan igsgi-
lerde aliminyum tozu igeren havayi solurlarsa aliminozis riskine ma-

11
ruz kalirlar ’15’18.

2.1.6. Giimiis ve Biyolojik etkileri

Glimiis nitrat teropatik olarak kullanilan bir glimlis tuzudur.
Yakici etkisinin yaninda doku ve damarlari biliziici etkisi de vardir.

Bu ylizden ililser ve yaralari daglama suretiyle tedavide kullanilir. Ka-
t1 formu irrite edicidir ve doku harabiyetine sebep olabilir. Gok di-
lue ¢bzeltisi kagsinti ve kizarikliga sebep olur. Akut zehirlenme be-
lirtileri diger agir metallerde oldugu gibidir. Cegitli tipleri anti-
septik olarak kullanllmaktadlrll.

Kronik giimiis zehirlenmesi uzun siire giimiisiin absorplanmasin-
dan kaynaklanir.Bu durumda klinik tablo giimlisiin deride, mukozada ve
konnektif dokuda birikmesi neticesinde ortaya gikan karanlik mavisi
gri pigmentasyonla karakterize edilir.Burun dgmlalarl giimiis ihtiva e-
der ve uzun silire kullanilmasi bu duruma yol agabilir. Ayrica glimiisiin
bobreklerde depo edilmesi bu organlarin zarar gormesine sebep olabilir.

Ag+liyonlar1 ile in vitro olarak inkiibe edilen eritrosit-
lerde glutatyon rediiktaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimlerinin
aktiviteleri ©nemli 6lcgilide azalmigtir. Ayrica 10_5M'1n lizerindeki kon-
santrasyonlari hemolitik etkiye sahiptirss.

Glimilig iyonlari siilfidril, amino, fosfat ve karboksil grup-
lariyla da kombine olur. Boyle gruplara sahip proteinlerle etkilegme-—
si sonucu denatiirasyona sebep olur. Bu, bliztici ve yakici etkisinin

temel aglklama81d1r18.
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2.2. Eritrositlerin Yapisi ve Fonksiyonu

Eritrositler oksijen tagiyan Gzellesmis hiicrelerdir. Kan
dokusunda hiicresel kismin en biiylik branini tegkil ederler. Memeliler-
deki normal olgun eritrositlerin gekirdekleri yoktur. Ayrica mito-
kondri, endoplazmik retikulum, Golgi cismi gibi hiicre organellerins:
den de yoksundur. Bu durum eritrositlere daha fazla hemoglobin tasi-
yabilme avantaji saglar.

Eritrositler bikonkav disk geklinde olup gaplari ortalama
8 mikron kadardir. En kalin olan kenar kisimlari 2 mikron, basik olan
orta kismi ise yaklagik 1 mikron kalinlaiktadir. Eritrositlerin bu ge-
kilde olmasi onlara hacimlerine gdre gok daha genig bir membran yli-
zeyi saglar. Bu durum hiicrelerin kilcal damarlardan gegerken mekanik
sikismalardan zarar gbrmemesini saglar. Membran gerime ugramaz ve di-
ger hiicrelerde oldugu gibi kolayca yirtilmaz.

Kanin hematokrit degeri %40-45 arasindadir. Eritrosit sa-
yis1 ortalama olarak erkeklerde 1 mm3 kanda 5.200.000 ( + 300.000 )
ve kadinlarda 4.700.000 ( +300.000 ) kadardir.Bunun haricinde kisinin
yasadigil yerin denizden yliksekligi de eritrosit sayisini etkiler. He-
moglobin sentezinin normal oldugu bir erkekte 100 ml kanda 16 g ve ka-
dinda ise 14 g hemoglobin bulunur. Bir gram hemoglobin 1,39 ml O2 ta-—
sima kapasitesine sahiptir.

Eritrositlerin omrii yaklagik 120 giin kadardir. Yaglanip
gorev yapamaz duruma gelen eritrositler karacigerin kupfer hiicreleri,
dalak ve kemik iligi makrofajlari tarafindan fagosite edilerek dola-
simdan uzaklastirilir. Eksilen eritrositlerin yerine yenileri yapi-

lir. Embriyonik gelismenin ilk birkac¢ haftasinda vitellus kesesinde

cekirdekli eritrositler olusmaya baglar. Daha sonra karaciger, dalak,

eenres

eder. Kemik iligindeki eritropoez digtan gelen gegitli uyarilara bir
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cevap olarak bobrekler tarafindan sentezlenen eritropoietin hormonu
tarafindan dizenlenir.

Eritrositler kemik iliginde multipotansiyel stem hiicrele-
rinden orijinlenir. Bu hiicreler unipoténsiyel stem hiicrelere ddniige—
rek eritrosit yada ldkosit gibi belirli tip hiicreleri olugtururlar.
Sonugta eritrositlere doniigsecek olan proeritroblast hiicreleri birkacg
kez bolinmek suretiyle 8-16 olgun eritrosit meydana getirir. Eritro-
sitler olgunlagincaya kadar hiicreler birtakim morfolojik ve biyokim-
yasal degigiklikler gegirirler. Polikromatik normoblastlardan sonra
bSliinme durur. Fakat farklilasma devam eder ve ortokromatik normo .-
blastlar olusur. Bu safhada gekirdek disari atilir. Normoblastlar pre-
tiklilositlere,bunlar da olgun eritrositlere doniigsiir. Retikiilositler-
de RNA kalintilari héla vardir. Eritrosit geligmesi siiresince orga-
nelleri azalir. Hemoglobin sentezi ise artar%2’14.

Eritrosit membranlarinda gegitli periferal ve integral pro-
teinler yerlegmigtir. Bu proteinler SDS - poliakrilamid - jel elekt~
roforezinde olugturduklari bantlarin siralanigina gore isimlendiril-
migtir. Yapilan caligmalarda spektrin ( band 1 ve 2 ), ankirin ( band
2.1 ), band 4.1 proteini ve aktin ( band 5 ) proteinlerinin membra-
nin ig¢ ylizlinde yerlegerek protein agindan olugan bir ig iskelet olug-
turup eritrositlerin bikonkav disk sekillerini muhafaza ettikleri;
band 3 proteininin ise integral protein oldugu ve Hco; iyonlari igin
bir anyon kanali olarak gdrev yaptigi anlagilmistir. Glikoforin memb-
ran yapisinda en fazla bulunan bir integral proteindir ve gg ylizeyi-
ne kan grubu antijenleri baglanmistir. Band 6 proteini ise gliseral-
dehit 3-fosfat dehidrogenaz enzimidirsz’gg’sg_

Eritrositlerin dokulara 02 tagimak ve metabolizma sonucu

dokularda birikmig olan Cq; i disari atmak gibi iki Onemli fonksiyo-
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nu vardir. Oksijen tagima gdrevini hemoglobin, karbondioksitin uzak-
lagtarilmas: iglemi ise karbonik anhidraz enzimi tarafindan yerine
getirilir. Karbonik anhidraz enzimi eritrositlerde bol miktarda var-
dir ve agsagidaki reaksiyonu katalizleyerek dokulardan 002 in uzaklasg-
tirilmasini saglar.

CO. + H.0 —2a ' + HCO_

2 2 - 3

Enzim sayesinde eritrositler dokulardan CO2bikarbonat iyonlari halin-
de alirlar ve akcigerlerde dokulardakine zit bir reaksiyonla 002 i
serbestlegtirirler. Ayrica bikarbonat ve hemoglobin kanin en &nemli
tampon sistemi olarak kan pH sinin 7,4 degerinde kalmasini temin e-

14,32,39
derler T 77,

2.2.1. Eritrositlerin Biyokimyasal Ozellikleri

Eritrositlerdeki metabolik olaylarin en onemli amaci he-
moglobinin O2 tagima fonksiyonunu yerine getirebilecegi ortam:i ida-
me ettirmektir. S8z konusu ortamin idamesi igin; Na+— K+ pompasinin
galigmasi, hemoglobindeki demir atomunun Fe+2 formunda korunmasi, he-
moglobin ve eritrositlerdeki diger fonksiyonel proteinlerin -SH grup-
larinin indirgenmis halde tutulmasi ve membran biitiinliigiiniin oksitle-
yici etkenlere kargi korunmas:i gibi bir takim metabolik fonksiyonla-
rin yerine getirilmesi gerekmektedirl4’24.

Na+— K+ pompasinin gerekli enerji kaynagi ATP dir. ATP i-
se eritrositlerde glukozun piruvik asit veya laktata kadar yikildig:
anaerobik glikoliz reaksiyonlari neticesinde sentezlenmektedir. Gli-
koliz ile bir mol glukozdan 2 mol ATP ve 2 mol NADH meydana gelir.
Miiteakip glikoliz basamaklari igin gerekli NAD+ nin rejenerasyonu i-
.se piruvatain laktata NADH araciligi ile indirgenmesi sonucu gergek-
lesir39’40.

Hemoglobin ve eritrositlerdeki diger proteinlerin -SH
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gruplarinin indirgenmis formda kalmasi ise bir tripeptid (K—giutamil-
sisteinil-glisin ) olan glutatyon tarafindan saglanir. Glutatyonun
bu gdrevini yerine getirebilmesi igin indirgenmis halde olmasi gere-

kir. Okside glutatyon agagidaki reaksiyonla indirgenir.

GSSG + NADPH + H+:;::ﬂ:2 GSH + NADP

okside rediikte

glutatyon glutatyon
Reaksiyon glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan katalizlenir ve reak-
siyonun gergeklegmesi igin NADPH' a ihtiyag¢ vardir. NADPH ise pentoz
fosfat yoluyla sentezlenir. Pentoz fosfat yolu NADPH in liretildigi
glikoliz yolundan ayri bir metabolik yoldur. Indirgenmis glutatyon
glutatyon peroksidaz enziminin katalizledigi reaksiyonlarda organik
peroksitler ve hidrojen peroksidin indirgenmesinde kullan111r32.

Peroksidaz
2 GSH + R-0O-OH —————— > GSSG + HZO + ROH

Boylece glutatyon kendisi oksitlenmek suretiyle hiicre igi bilegenle-
rini diger oksidan ajanlara karsi korumaktadir. Bununla birlikte glu-
tatyon bu gorevini yerine getirebilmesi igin daima indirgenmis halde
bulunmalidir= 2%,

Eritrositlerde 2,3-bisfosfogliserat konsantrasyonu da 4mM
gibi yliksek bir seviyede © tutulmustur. Asagida gosterildigi gi-
bi bu fosfat esteri glikoliz yolundan farkl:i iki enzim tarafindan sen-

tezlenir ve hemoglobinin O2 ne kargi affinitesini azaltarak dokulara

1
daha fazla oksijen birakmasini saglar

Xy

1,3-bisfosfogliserat /’__——‘N\‘\\\$
‘\\\¥lﬁfffi,/ i i
JP lZ,S—blsfosfogllsef;E]

Fosfataz
3-fosfogliserat '\\\-‘*_~_ii’i/ff,/,
¢

Eritrositler fruktoz, mannoz ve galaktozu da enerji kayna-

g1 olarak kullanabilirler. Protein sentezleyemezler. Fakat glutatyon

3
ve NADT FAD, NADP gibi koenzimleri sentezleyebilirler .
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2.2.2. Eritrositlerde Glukoz Transportu

Sekerler gok hidrofilik molekiillerdir ve bu ylizden hidro-
fobik maddelerin kolaylikla gegebildigi hiicre membranlarinin temel
yapisini tegkil eden bimolekiiler lipid tabakasini gegmeleri miimkiin
degildir. Bununla birlikte memeliler igin hayati Onemi olan glukoz
hiicrelere metabolizmanin bir substrati olarak girmesi gerekir. Ya-
pilan galigmalar glukozun sadece membranin bir bilegeni olan ve o-
nunla birlegebilen bir tagiyici vasitasiyla hilicre igerisine girebi-
lecegini gastermektediFAS.

Bazi hiicrelerde (barsak mukozasi ve b8brek tubulus hiicre-—
lerinde oldugu gibi) glukozun hiicreye girisi aktif transport meka-
nizmasi ile gergeklesmesine ragmen eritrositlerde bu olay pasif
transportun bir gesidi olan kolaylastirilmig diffilizyonla olmakta-

19,38
dir "’

. Bu sistemde bir tasiyiciya ihtiyag¢ vardir ancak aktif
transportta oldugu gibi enerji harcanmaz. Glukozun bu gekilde hiicre
igine ve disina tasinmas:i onun digta ve igteki konsantrasyonuna go-
redir. Bu 6zel mekanizmanin karekteristigi ve arastirilmasi en faz-
la insan eritrositlerinde yapilmigtir. Sebebi ise insan eritrositle-
rinin membranlarinin kolav saflagtirilmasi ve glukozun gok hizli
transfer etmelerinden dolay: bu amag igin en uygun deneysel materyal
olmalar1ndand1r13’43.

Heniiz transportun mekanizmasi tam aydinlatilmigs degildir.
Eritrosit membran yapisinda bulunan band 4.5 proteininin seker tasi-
yici proteinlerin bir bileseni oldugu bildirilmektedird’ls’sz. Erit-
rositlerde glukoz transportu dort egit alt birimden olusan yaklagik
200.000 dalton molekiil agirliginda bir protein tarafindan gergekleg-—
tirilir ve bu mekanizma insiilinin artirici tesirinden etkilenmezSS.
Glukoz transportunu inhibe eden sitokalasin B ile yapilan bir galig-

5
mada herbir eritrosit membrani bagsina 1.5 x 10 adet heksoz tasiyi-

13
cis1 kopyasinin oldugu bildirilmektedir .
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3.GEREGC VE YONTEM
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Galigmamizda kullanilan sodyum klorir, bakir siilfat, kad-
miyum nitrat, civa -II- kloriir, kursun asetat, aliminyum siilfat, gili-
mis nitrat, sodyum siyaniir, potasyum ferrisiyaniir, ve D(+)-glukoz-mono
~hidrat "E.G.Merck";; enzim reaktifi, ampiren reaktifi, fenolik reak-

tif ve glukoz standardi ( 100 mg/dL ) "Lancer'; sukroz ise "Sigma"

firmalarindan temin edildi.
3.2. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Santrifiij : RC~3B Sorval instruments (Kore)

w0 : IEC Model Centra -4 (U.S.A)
Spektrofotometre : LKB Biochrom Ultrospec K 4053
Hassas terazi : Chyo MP-300 (Japonya)

GCesitli tipte ve biliyiikliikte cam malzemeler

3.3. Kan Orneklerinden Eritrosit Siispansiyonlarinin

Hazirlanmasi

Caligmada kullanilan kan Srnekleri kan bankasindan saglik-
11 kisilerden taze olarak temin edildi.Kan igerisinde antikoagulan
bulunan hazir kan torbalarina 450 ml kadar alindi ve eritrositlerin
yikama iglemi ayni kan torbasi kullanilarak yapildi. Bu ig igin hema-
tolojik amaglara uygun yapilmis soputmali santrifij (RC-3B) kullanil-
di. Eritrosit sispansiyonlarinin hazirlanmasi islémleri 4 °C, 10 da-
kika ve 1800 rpm'de gergeklegtirildiA’zo. i1k santrifiijlemede kan
torbasinin iist kisminda ayrilan plazma ile ince bir tabaka olusgturan
1lokositler ile trombositler kan ayirici sistem yardlﬁlyla dikkatlice
eritrositlerden gyrlldl. Sonra kan torbasina total hacim 450 ml ola-

cak sekilde % 0,9‘luk NaCl gtzeltisi (serum fizyolojik) yavasgga ila-

ve edildi.iyice homojenize edildikten sonra tekrar ayni sartlarda
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santrifiij edildi ve bu islem lic kez tekrarlandi. Bdylece eritrositler
plazma bilegenlerinden temizlenmis olarak elde edildi.Son santrifiij-
lemeden sonra serum fizyolojik ilavesiyle e}itrosit siispansiyonlari
hazirlanmis oldu. Yalniz Ag+liyonlar1 ile inkiibe edilecek eritrosit
slispansiyonu hazirlanirken yikama iglemi 0,3 M sukroz ¢dzeltisi ile
yap11d133. BSylece ortamda NaCl olmadigindan Ag+ iyonlarinin c1 i-
yonlari ile reaksiyona girip AgCl tuzu seklinde gOkmesi Snlenmig ol-
du. Bu gekilde hazirlanan eritrosit siispansiyonu iki egit hacme tak-
sim edilerek glukoz ilavesinden evvel 25 ve 37 °C olmak lizere iki ay-
ri1 sicaklikta ikiger saat miiddetle bekletildi. Daha sonra glukoz ila-

vesi ve agir metal iyonlari ile inkiibasyon igslemine gegildi.

3.4. Eritrositlerin Glukoz ve Metal iyonlari

ile iInkiibasyonu

ki saat bekletildikten sonra eritrosit siispansiyonuna
nihai konsantrasyonu 120 mg/dL olacak sekilde bir miktar serum fiz-
yolojikle birlikte glukoz ilave edildi. Sonra bir miktar kan santri-
fiij edilerek glukoz miktari glukoz oksidaz yontemiyle tayin edildi.
Glukoz seviyesi 120 (+0,02) mg/dL olanlar deney ic¢in uygun kabul e-
dilerek metal iyonlari ile inkiibasyon iglemine gegildi.Metal iyonu
ildve edilmeden tayin edilen bu deger glukozun baglangi¢ konsantras-
yonu olarakkallndl.

Farkli konsantrasyonda metal iyonu ile inkiibasyon ise su
sekilde yapildi : Once 0,1 M konsantrasyonlarda bakir siilfat, kadmi-
yum nitrat, caiva -II- kloriir, kurgsun asetat, aliiminyum siilfat, glimis
nitrat gbzeltileri hazirlandi. 0,1 M Cu+? Cd+% Hg+? Pb+? A1+3ve Ag+1
iyonu ihtiva eden bu konsantre g¢ozeltilerden 10—2ve 163M 11k dilis-

yonlar  yapildi . Bsylece herbir iyona ait 10~1, 10"%ve 16°M 11k tig
ayri konsantrasyon elde edilmig oldu ve herbir metal iyonu igin iga-

retlenen bir seri tlipe 10}“1 sirasiyla otomatik pipetle pipetlendi.
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Oyleki iizerlerine 10 ml eritrosit siispansiyonu konuldugunda ilgili
metal iyonunun konsantrasyonu 10—4, 10_5ve 10_6M olsun. 10—4, 10 .
1O~6M konsantrasyonlari elde etmek igin sirasiyla 10—1, 10 , 10°M
11k metal iyonu ¢bzeltilerinden {ii¢ ayri tiipe alinip lizerlerine 10 ar
ml eritrosit siigpansiyonu eklendi. BSylece istenilen konsantrasyon-
lar elde edilmigs oldu. Ayni gahistan hazirlanan kan Ornegi tiliplere
yukarida anlatildigir gsekilde 10 ml hacim'  glarak = taksim edildi.
Tipler, birisi 25°C, digeri 37°C de inkiibe edilmek {izere iki ayri se-
ri halinde ha21rlandl. Inkiibasyon islemi 12 saat siireyle sicak su

banyosunda yapilda.

3.5. Eritrosit Slispansiyonlarinda Glukoz Tayini

Inkiibasyon siiresince belli zaman araliklarinda glukoz ta-
yini yapildi. Bunun i¢in herbir inkiibasyon tiipiinden 2’ ser ml erit-
rosit siispansiyonu ayri bir tiipe aktarllafak santrifij edildi. Elde
edilen siipernatantta glukoz miktari enzimatik metodla tayin edildi.
Bu maksatla reaktiflerini kolay temin edebildigimiz hasas bir test
olan glukoz oksidaz metodu uygulandi.Bu metodla glukoz tayininin
prensibi g8yledir: Glukoz oksidaz enzimi glukozu yilkseltgeyerek glu-
konik aside gevirir ve bu sirada hidrojen peroksit tegekkiil eder.

Gluk ksidaz .
1) D-Glukoz + O2 - uroz oxkst a§% Glukonik asid + H202

Bu reaksiyonda agiga g¢ikan H,0y peroksidaz enziminin katalizledigi

bir bagka reaksiyonla rediikte iminokinon bilesiginin tesgekkiiliine se-

bep olur.
P id .
2) 4-aminoantipirin + p—hidroksibenzen + HZOZ,ngkff_fE:fRédﬁkte
stilfonat (fenol iminokinon
tilrevi) (kirmizi renkli)

Sonugta ¢dzeltide olugan kirmizi renkli bilesigin konsantrasyonu or-

tamda mevcut glukoz miktariyla dogru orantilidir.
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Testin yapilisgi:

Kor Standart Numuneler (Ni,NZ,...)
(100mg/d1)
*Caligma reaktifi 4 ml 4 ml 4 ml
Distile su 0,01 ml - -
Standart - 0,01 ml -
Siipernatant - - 0,01 ml

(81,82,...)

1. Numune, kdr ve standart tiipleri tabloda gdsterilen miktarlarda
reaktifler il8ive edilerek hazirlanir.

2. Numune, kdr ve standart tlipleri tiip sporuyla birlikte 15 dakika
37°C'de inkiibasyon islemine tabi tutulur.

3. Spektrofotometre 515 nm dalga boyuna ayarianlr.

4. Inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra spektrofotometre kire
kargi sifirlanarak standart ve numunelerin absorbanslari okunur.

5, Numunelerdeki glukoz miktari asagidaki gibi hesaplanir:

Numunenin absorbansi

x 100 = mg glukoz/dL
Standardin absorbansi

*Caligma reaktifi; 20 ml ampiren reaktifi (4-aminoantipirin), 4 ml
fenolik reaktif (p-hidroksibenzen siilfonat), 0,6 ml enzim reaktifi
(glukoz oksidaz ve peroksidaz) alinip total hacim distile su ile
200 ml'ye tamamlanarak hazirlanmigtir.

Ayrica siipernatantta metal iyonlarinin mevcudiyeti de
gﬁzSnﬁne alinarak bu metallerin test sonuglarini etkileyip etkile-
medikleri de denendi. Her metal igin cgaligmamizda kullandigimiz en
yiksek konsantrasyon olan 10—4M'da yaplilan denemelerin sonuglara
glukoz tayini igin seg¢gtigimiz enzimatik metodun s8z konusu metal-

lerden etkilenmedigini gostermektedir.
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Testin sonuglari sadece absorbans degerleri olarak agsagida veril-

migtir.
Metal iyonu Glukoz standartlari
=4
konsantrasyonu (10 M) 50 mg/dL 100 mg/dL 150 mg/dl
Cd+2 0.144 0,297 0,437
+2
Cu 0,131 0,251 0,424
2
pb’
3 0,126 0,256 0,435
A’
+2 0,130 0,255 0,418
Hg
+1
Ag 0,135 0,295 0,425
Kontrol
1 0,129 0,279 0,437
Kontrol
2 0,138 0,297 0,435

Hemoliz miktarlari ise siipernatantta agiga ¢ikan hemoglobinin 540 nm
de absorbans degerlerinin okunmasiyla tayin edilmigtir.Bunun igin 1
ml siipernatant 1 ml *Drabkin's ¢8zeltisi ile karigtirarak meydana ge-
len kirmizi renkli siyanmethemoglobinin absorbansi spektrofotometre-
de 540 nm dalga boyunda 8lglilmiigtir 3A.

*Drabkin's ¢dzeltisi, 100 mg NaCN ve 300 mg K Fe(CN)6 alinarak lzeri

2

3
distile su ile 1 litreye tamamlanarak hazirlanmigtir .
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4. BULGULAR

Metal iyonlarinin eritrositlerin glukoz kullanimina olan
etkilerinin incelendigi bu calismada gegitli konsantrasyonlarda me-
tal iyonlariyla farkli sicakliklarda inkiibe edilen eritrosit siispan-
siyonlarinan sﬁpernafantlarlndaki glukoz miktarlari 4 saatte bir ©l-
¢lildii, Her metal iyonu igin tesbit edilen sonuglar birer tablo ha-
linde sunularak (tablo 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9,
4.10, 4.11, 4.12) ayrica grafikleri gizildi (sekil 4.1, 4.2, 4.3,
4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4,10, 4.11, 4.12). Bir fikir edinil-
mesi agisindan Slgililen hemoliz deferleri de ayni tabloda parantez
madi.

2 . .
1.1. Cu+ Ile Inkiibasyon Sonuglara

Bakir iyonu ile inkiibasyon sonuglari tablo 4.1 ve 4.2'de
verilmistir. Tablolarda tesbit edilen degerler kullanilarak gekil
4.1 ve 4,2'deki grafikler gizilmigtir.

Bakir iyonunun eritrositlerin glukoz kullanimi iizerine o-
lan etkileri tablo 4.1, 4.2 ve gekil 4.1, 4.2'den incelendiginde
25°C'da glukoz kullaniminin kontrol degerlerine paralellik arzettigi,
37°C'da da 10—4M'11k Cu+2 konsantrasyonunda agiri hemoliz gdzlendigi
ve lO—SM'llk Cu+2 konsantrasyonunda ise glukoz kullaniminin metal i-

yonsuz kontrol degerlerine gore daha az oldugu anlagilmaktadar.
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Tablo 4.1. 25°C sicaklikta farkla Cu+

21

konsantrasyon-

larinda inkiibe edilen eritrosit siispansiyon silipernatantlarindaki

glukoz miktarlari (mg/dL) ve hemoliz degerleri (absorbans).

Ortamda bulunan Cu+2

Slire Metal iyonsuz ta _ miktara _

(saat) (kontrol) 10 M 10 M 10 M
0} 120 - 120 - 120 - 120 -
4 84 (0,080) 94 (1,000) 92 (0,250) 90 (0,040)
8 40 (0,102) 47 (1,320) 42 (0,460) 40 (0,070)
12 20 (0,260) 30 (1,429) 28 (0,876) 21 (0,102)

Tablo 4.2. 37°C sicaklikta farkli Cu+2 konsantrasyon-

larinda inkiibe edilen eritrosit siispansiyon siipernatantlarindaki

glukoz miktarlary (mg/dL) ve hemoliz degerleri (absorbans).

s +2
‘Ortamda bulunan Cu

Siire Metal iybnSuz miktara

(saat) (kontrol) 10-4M 10_5M 10 M
0 120 - 120 - 120 - 120 -
4 80 (0,080) * 84 (1,667) 82 (0,077)
8 59 (0,202) * 69 (1.896) 52 (0,200)
12 17 (0,348) * 65 (2,330) 20 (0,301)

sesres
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Sekil 4.1. 25°C'de farkli Cu'
da inklibe edilen eritrosit silispansiyon siipernatantlarindaki glu-~

koz miktarlarinin zamanla degigimi.
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+2 :
Sekil 4.2, 37°C'de farkli Cu konsantrasyonlarinda
inkiibe edilen eritrosit siispansiyon siipernatantlarindaki glukoz

miktarlarinin zamanla deBisimi.
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4.2. Hg Ile Inkiibasyon Sonug¢lari

Farkli sicaklilklarda ve degigik civa konsantrasyonlarin-
da inkiibe edilen eritrosit silispansiyonlarinin silipernatantlarinda 4
saatte bir 8lgiilen glukoz miktarlari ve bu esnada gdzlenen hemoliz
dereceleri Tablo 4.3 ve 4.4 te verilmigtir. Ayrica bu tablodaki de-
Berlerle Sekil 4.3 ve 4.4'deki grafikler cizilmistir.

Bu tablo ve gekillier incelendiginde her iki sicaklikta
da glukoz kullaniminin kontrollere gtre daha az oldugu goriilmekte-

-5
dir.Bu etki 25°C'de 10 M'lik civa konsantrasyonunda daha barizdir.

+2
Tablo 4.3. 25°C sicaklikta farkli Hg  konsantrasyon-—
larinda inkiibe edilen eritrosit silispansiyon slipernatantlarindaki

glukoz miktarlari (mg/dL) ve hemoliz degerleri (absorbans).

Siire Metal iyonsuz Ortamda bulunan Hg+2 miktari

(saat)  (kontrol) 10 M 10 M 100 M
0 120 - 120 - 120 - 120 -
4 84 (0,080) * 88 (1,300) 86 (0,080)
8 40 (0,102) * 65 (1,800) 50 (0,460)
12 20 (0,260) * 40 (2,100) 32 (1,000)

Tablo 4.4. 37°C sicaklikta farkli civa konsantrasyon-
larinda inkiibe edilen eritrosit siispansiyon siipernatantlarindaki

glukoz miktarlari (mg/dL) ve hemoliz degerleri (absorbans).

Siire Metal iyonsuz Ortamda bulunan Hg+2 miktari

(saat)  (kontrol) 10 M 100 M 10™%m
0 120 - 120 -~ 120 - 120 -
4 80 (0,080) * * 85 (0,677)
8 59 (0,202) * * 47 (1,666)
12 17 (0,348) * * 28 (2,100)

sevres
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Sekil 4.3. 25°C'de farkli Hg konsantrasyonlarin-
da inkiibe edilen eritrosit siispansiyon siipernatantlarindaki glu-

koz miktarlarinin zamanla degigimi.
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Sekil 4.4. 37°C'de farkl: Hg+2 konsantrasyonlarin-
da inkiibe edilen eritrosit silispansiyon siipernatantlarindaki glu-

koz miktarlarinin zamanla degigimi.
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2

4.3. cd'“ ile Inkiibasyon Sonuglari

Farkl: sicakliklarda ve degisik konsantrasyonlarda Cd+2 i-
le inkiibe edilen eritrosit siispansiyonlarinin siipernatantlarinda 4
saat ara ile Glglilen glukoz miktarlari ve bu esnada gdzlenen hemoliz
dereceleri Tablo 4.5 ve 4.6'da gosterilmigtir. Ayrica bu tablolarda-
ki degerlerle Sekil 4.5 ve 4.6'daki grafikler ¢izilmigstir. Bu tablo
ve gekillerden; 25°C'de 10_4 ve 10_5M'11k konsantrasyonlarda, 37°C'
de ise 10“5 ve 10“6M'11k konsantrasyonlarda giukoz kullaniminin &6-

nemli derecede engellendigi anlagilmaktadir.

+2
Tablo 4.5. 25°C sicaklikta farkli Cd  konsantrasyon-
larinda inkiibe edilen eritrosit siispansiyon siipernatantlarindaki

glukoz miktarlari (mg/dL) ve hemoliz degerleri (absorbans).

Slire Metal iyonsuz Ortamda bulunan Cd+2 miktara

(saat)  (kontrol) 100 M 10 M 10 M
0O 120 - 120 - 120 - 120 -
4 84 (0,080) 104 (1,161) 104 (0,060) 90 (0,070)
8 40 (0,1c2) 100 (2,117) 99 (0,110) 53 (0,265)
12 20 (0,260) 80 (2,635) 77 (0,150) 30 (0,310)

+2
Tablo 4.6. 37°C sicaklikta farkli Cd  konsantrasyon-
larinda inkiibe edilen eritrosit siispansiyon siipernatantlarindaki

glukoz miktarlar: (mg/dL) ve hemoliz degerleri (absorbans).

Siire Metal iyonsuz Ortamda bulunan Cd+2 miktari

(saat)  (kontrol) 100 M 100 M 100 M
0] 120 - 120 - 120 - 120 -
4 80 (0,080) * 98 (0,010) 91 (0,060)
8 59 (0,202) * 66 (0,210) 64 (0,130)
12 17 (0,348) * 61 (0,304) 53 (0,322)

*Cok fazla hemoliz oldugundan degerlendirmeye alinmamigtir.
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Sekil 4.5. 25°C'de farkli Cd ~ konsantrasyon-—
larinda inkilbe edilen eritrosit siispansiyon siipernatantlarinda-

ki glukoz miktarlarinin zamanla degigimi.
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Sekil 4.6. 37°C'de farkli Cd  konsantrasyon-
larinda inkiibe edilen eritrosit siispansiyon siipernatantlarinda-

ki glukoz miktarlarinin zamanla degigimi.
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A.4. Pb  1Ile inkiibasyon Sonuclari

Farkli sicakliklarda ve degisik Pb+2 konsantrasyonlarda
inkiibe edilen eritrosit siispansiyonlarinin siipernatantlarinda 4 saat
ara ile dlgililen glukoz miktarlari ve bu esnada gdzlenen hemoliz dere-
celeri Tablo 4.7 ve 4.8'de verilmigtir. Ayrica bu tablolardaki deger-
lerle Sekil 4.7 ve 4.8'deki grafikler g¢izilmigtir. Bu tablo ve gekil-
lerden kontrollere gdre glukoz kullaniminin fazla degismedigi ancak

-4 -4 -5
25°C'da 10 M'lik, 37°C'da ise 10 ve 10 M'lik konsantrasyonlarin

sessee

2
Tablo 4.7.25°C sicaklikta farkli Pb+ konsantrasyonlarin-
da inkiibe edilen eritrosit slispansiyon siipernatantlarindaki glukoz

miktarlari (mg/dL) ve hemoliz degerleri (absorbans).

Siire Metal iyonsuz Ortamda bulunan Pb+2 miktari

(saat)  (kontrol) 100 M 10 M 10 M
0 120 - 120 - 120 - 120 -
4 86 (0,080) # 94 (0,200) 93 (0,090)
'8 67 (0,178} * 74 (0,970) 70 (0,300)
12 21 (0,228) * 24 (1,661) 23 (0,540)

Tablo 4.8. 37°C sicaklikta farkl: Pb+2 konsantrasyonlarin-
da inkiibe edilen eritrosit sﬁspansiyon siipernatantlarindaki glukoz

miktarlari {mg/dlL) ve hemoliz degerleri (absorbans).

Siire Metal iyonsuz Ortamda bulunan Pb+2 miktari
-4 -5 -6
(saat) (kontrol) 10 M 10 M 10 M
0 120 \ 120 - 120 - 2a -
4 82 (0,080} * * 88 £0;408)
8 58 (0,202) * * 72 (1,210)
12 16 (0,341) * * 21 (1,610)

*Fazla hemoliz oldugundan tablodan gikarilmigtir.
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Sekil 4.7. 25°C'de farkli Pb*2 konsantrasyon-

larinda inkiibe edilen eritrosit silispansiyon siipernatantlarinda-

ki glukoz miktarlarinin zamanla degisimi.
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Sekil 4.8. 37°C'de farkli Pb+ - konsantrasyon-

larinda inkiibe edilen eritrosit siispansiyon siipernatantlarin-

daki glukoz miktarlarinin zamanla degigimi.
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4.5. Al Ile Inkiibasyon Sonuglari

Alliminyum iyonlarinin eritrositlerinin glukoz kullanima
izerine olan tesirleri Tablo 4.9, 4.10 ve Sekil 4.9, 4.10'dan ince-
lendiginde Gzellikle 37°C'da 10—5 ve 10—6M'11k konsantrasyonlarda
glukoz kullaniminin kontrolle kargilagtirildiginda arttigil goriil-

mektedir.

+3
Tablo 4.9. 25°C sicaklikta farkli Al konsantrasyon-
larinda inkiibe edilen eritrosit slispansiyon siipernatantlarindaki

glukoz miktarlari (mg/dL) ve hemoliz degerleri (absorbans).

. +3
Stire Metal iyonsuz Ortamda bulunan Al miktari
- -5 -6

(saat) (kontrol) 10 4M 10 M 10 M

0 120 - 120 - 120 - 120 -

4 86 (0,080) * 88 (0,120) 87 (0,096)

8  .767)(0,112) * 74 (1,168) 46 (0,476)

12 21 (0,228) * 24 (1,570) 17 (1,070)

3
Tablo 4.10. 37°C sicaklikta farkl: Al+ konsantrasyon-
larinda inkiibe edilen eritrosit slispansiyon siipernatantlarindaki

glukoz miktarlari (mg/dL) ve hemoliz degerleri (absorbans).

3
Siire Metal iyonsuz Ortamda bulunan Al+ miktara
- -5 -6
(saat) (kontrol) 10 4M 10 M 10 M
0 120 - 120 - 120 - 120 -
4 “82.(0,080) * 81 (0,800) 76 (0,090)
8 58 (0,202) * 32 (1,177) 29 (0,305)
12 16 (0,341) * 3 (1,666) 2 (0,800)

*Asiri hemoliz oldugundan tabloya alinmamigtir.
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Sekil 4.9. 25°C'de farkli Al konsantrasyon-
larinda inkiibe edilen eritrosit slispansiyon siipernatantlarindaki

glukoz miktarlarinin zamanla degigimi.
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Sekil 4.10. 37°C'de farkli Al konsantrasyon-
larinda inkiibe edilen eritrosit silispansiyon siipernatantlarindaki

glukoz miktarinin zamanla degigimi.
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4.6. Ag Ile Inkiibasyon Sonuglari

Ag+1 ile inkiibasyondan elde edilen sonuglar Tablo 4.11 ve
4.12'de sunulmugtur. Bu tablolardaki degerlerle Sekil 4.11 ve 4.12'
deki grafikler c¢izilmigtir. Bu tablo ve gekillerden giimiis iyonlari-
nin her iki sicaklikta da eritrositlerin glukoz kullanimi lizerine o-
lan etkilerinin kontrol degerleriyle paralellik arzettigi anlagilmak-

tadir.

+1
Tablo 4.11. 25°C sicaklikta farkli Ag konsantrasyon—
larinda inkiibe edilen eritrosit slispansiyon sﬁpernatantlarlndaki

glukoz miktarlari {(mg/dL) ve hemoliz degerleri (absorbans).

1
Stire Metal iyonsuz Ortamda bulunan Ag+ miktari
-4 -5 ~6

(saat) (kontrol) 10 M 10 M 10 M

0 120 - 120 - 120 - 120 -

4 86 (0,080) 84 (1,112) 85 (0,180) 86 (0,102)

8 67 (0,112) 65 (1,670) 66 (0,337) 67 (0,146)

12 21 (0,228) 18 (2,100) 19 (0,600) 21 (0,310)

+1
Tablo 4.12. 37°C sicaklikta farkli Ag  konsantrasyon-
larinda inkiibe edilen eritrosit siispansiyon siipernatantlarindaki

glukoz miktarlari (mg/dL) ve hemoliz degerleri (absorbans).

1
Siire Metal iyonsuz Ortamda bulunan Ag+ miktari
-4 ~5 -6

(saat) (kontrol) 10 M 10 M 10 M

0 120 - 120 - 120 - 120 -

4 82 (0,080) ki 94 (0,490) 92 (0,157)

8 58 (0,202) * 68 (0,614) 61 (0,411)

12 16 (0,341) * 21 (0,880) 18 (0,711)

*Agiri hemoliz oldugundan tabloya alinmamigtir.
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Sekil 4.11. 25°C'de farkli Ag konsantrasyonlarin-
da inkiibe edilen eritrosit siispansiyon siipernatantlarindaki glu-

koz miktanlarinin zamanla degisgimi.
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Sekil 4.12. 37°C'de farkla Ag+ konsantrasyonlarin-
da inkiibe edilen eritrosit silispansiyon siipernatantlarindaki glu-

koz miktarlarinin zamanla degigimi.
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5. TARTISMA

Bu calismada eritrositlerin in vitro olarék bazi1 metal i-
yonlarinin beraberliginde glukoz kullanimlarinin belirlenmesi amag-
lanmigtir. Arastirmanin baglangicinda sigir eritrositleri ile bir
galigma diiglinlilmigse de, belirli mektarda glukoz kullanimi tesbit e-
dilemediginden metal iyonlarinin bu yondeki etkisini incelemek miim-
kiin olmam1$t1f43.

Kan bankasindan temin edilen taze kan Orneklerindeki e-
ritrositler, gimiis iyonu disindaki uygulamalarda, % 0,9 luk NaCl ¢o-
zeltisi ile yikanarak kanin diger bilesenlerihden ayrilmigstir. Erit-
rositler daha sonra ayni ¢Szeltide siispansiyon halinde uygulanacak
sicakliga gore 25°C ve 37°C deki sicakliklarda 2 saat bekletilerek
hem sicakliga adaptasyon, hem de bir glukoz acliga saélanmlstlr.Ag+
uygulamasi i¢cin yikama ve adaptasyon iglemleri 0,3M'lik sukroz ¢o-—
zeltisi ile yap11m1$t1r3?. Biitiin bu islemlerde minimum hemolize so-
nug verecek maniplasyonlar birgok denemelerle tesbit edilmigtir. Ya-
ni serum fizyolojik hazirlanmasi, santrifiijleme, ¢tzelti ilavesi,
karigtirmak gibi hemolizi artirici basamaklarda dikkat edilecek hu-
suslar belirlenmigtir,

Aragtirmamizda metal iyonlari olarak Hg+, Cd+? Cu+? Pb+?
Al+3ve Ag+l ile denemeler gergeklestirilmistir. Bolin 1'de de belir-
tildigi gibi bu iyonlardan Hg' o Cd™° ve Pb'> tnde gelen gevre kirle-
tici agar metaller grubundan olup, Cu+2 kirliiigi daha ender wvuku
bulmaktadir. Ozellikle kalaysiz bakir mutfak malzemelerinden dolayi
insan igin bu iyon da gtz Oniine alinmalidir. Al+8 ise asit yagmurla-
rinin topraktaki aliiminyum minerallerini ¢0zmesi neticesinde yeral-
t1 sularinda ve gller gibi durgun sularda birikerek canli organiz-
masina gittikge daha fazla gegmeye baslamlst1r22. Ag+1 iyonlarina i-
se gok nadir de olsa bazi durumlarda maruz kalinmakla birlikte bu i-

yonun etkisi de teorik yonden incelenmeye deger bulunmustur.



34

Baglangigta her iyonun 10~2, 10_3, 10-4, 10_5ve 10_6M
konsantrasyonlarinda etkilerinin incelenmesine g¢aligilmisg, Al+3 di-
da diger metallerin 10_2 ve 10_3M'11k miktarlarinda yliksek oranda
pilmamigtar. Al+3 te ise 10—2vve 1O~3M'11k konsantrasyonlarda erit-—
rositlerin aglutine olduklari gozlenmigstir. Hernekadar inkiibasyon
¢Ozeltisinin ozmolalitesi ilave edilen iyonlara gdre ozmotik deger-
lere ayarlanmaya galigilmigsa da, yiiksek kogsantrasyonlarda bunu tam
saglamak mimkiin olmamigtir. Hemolizin bir derecede buradan kaynak-
landlél sOylenebilir.

Eritrositlerin O2 taslﬁa fonksiyonlarini en iyi sekilde
yerine getirebilmeleri igin hiicre ig% ortaminin indirgen bir Ozel-
lige sahip olmasi gerekir. Bdylece hemoglobindeki demirin +2 yiikselt-
genme basamaginda kalmasi saglanir,hem de hiicre membraninin yapis:i
ve diger proteinler oksijenin ylikseltgeyici etkisinden korunmus olur.
Ayrica bazi iyonlarain membran transportu igin ATP ye ihtiyag¢ duyul-
maktadir. S8z konusu bu fonksiyonlarin yerine getirilebilmesi igin
eritrositin enerji saglayabilecegi tek kaynak glukozdur. Bundan do-
lay:s herhangibir dis etkenin eritrositler lizerindeki tesirini ince-
lerken en bagta glukoz transportu ve kullaniminin arastirilmasi ge-
rekmektedir. Galismamizda bu ylizden eritrosit silispansiyonu siiperna-
tantinda belirli zaman araliklarinda glukoz miktarini tayin ederek
s6zii edilen metal iyonlarinin etkilerinin anlagilmasina gayret gos-
terilmigtir. Glukozun eritrositlerdeki yikiminin son iiriini olan lak-
tat konsantrasyonu da sﬁpernatantté Olgiilerek ayni amaca hizmet ede-
bilecek bir sonug saglanabilirdi. Ancak mevcut imk&nlar birinci yo-
lun uygulanmasina galigmamizi yonlendirmistir.

Bu afastlrmada herbir iyon ig¢in 1O~4, 10~5 ve 10_6M'11k
konsantrasyonlarinda, 25°C ve 37°C sicakliklarda olmak iizere kontrol-

le birlikte yedi deneme yapilmistir. Herbir deneme kontrol grubu da
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dahil olmak lizere birbirine paralel ii¢ defa gergeklegtirilmigtir.
Tablolardaki verilen sonuglar bunlarin artalamalaridir. Her iyon i-
¢in denemeler ayni kanda yapilmigtir. Tek bir sahistan alinan kanin
blitlin denemeler igin yeterli olmamasi her iyon igin ayn:i kan numi-
nesinin kullanilmasini engellemistir. On géilsmalarlmlzda herbir i-
yon igin enaz ilig farkli kan numinesinde eritrosit glukoz kullanimla-
r1 belirlenmig ve bulunan degerlerin maniplasyon farkliliklarindan
dolay1 degigik olmasina ragmen glukoz kullaniminin zamana bagli de-
gigiminin benzer oldugu belirlenmigtir. Bu ylizden elde edilen sonug-
larin miktar olarak degerlerinden daha ziyade kontrol gruplarina go-
re zaman iginde glukoz kullanimindaki degisme egilimleri g&z®niine
alinmigtar,

Galigmamizda glukoz miktarlari glukoz oksidaz enzimatik
yontemiyle belirlenmistir. Bu yontem mevcutlari igerisinde hem en
hassas, hem de reaktifleri kolay temin edilebilir olmasindan dolay:
tercih edilmigtir. Glukoz tayini yapilan ortamda metal iyonlarinin
mevcudiyeti bu iyonlarin glukoz oksidaz testine etkili olabilecegi
ihtimalini akla getirdiginden, yine ©n galigmalarimizda bu husus a-
ragtirilmig ve BSliim 3.5'te belirtildigi sekilde 6nemli bir etkinin
olmadigi anlagilmigtair.

Caligmamizdan elde edilen sonuglar 4.Boliimdeki tablolar-
da verilmistir. Ayrica her tablodaki degerler grafik lizerinde de gts-
terilerek degigimlerin daha iyi anlagilmasi saglanmistir. Tablo ve
grafiklerde hemolizin ytiksek oldugu durumlar degerlendirilememigtir.

Elde edilen sonuglar genel olarak degerlendirildigi =zaman
Cu+2 nin 37°C de, Hg+2 nin 25°C de, Cd+2 nin ise her iki sicaklikta
glukoz kullanimini degisik oranlarda engelledigi gtzlenmektedir. Bu
husus 6zellikle Cd+2 igin gok belirgindir, Fakat literatiirde kadmi-

yumun bu Ozelligini ortaya koyan bir bilgiye raslanmamakla beraber
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agir metal iyonlarinin eritrosit iginde glutatyon rediiktaz, glukoz-
6— fosfat dehidrogenaz enzimlerini inhibe etmenin yanisira ozellikle
H'g;+2 nin glukoz transport proteinine bagianarak transportu azalttig:
bildi}ilmektedirl’4’13’20’30’31’43.

Aliiminyum ve glimlisle ilgili elde edilen sonuglar bazi
yonleriyle diger metal iyonlarindan farklilik arzetmektedir. A1+311e
inkiibe edilen eritrositlerin her iki sicaklikta da (8zellikle 37°C
de) glukoz kullanimini artirdigi gdzlenmektedir (Tablo 4.9 ve 4.10,
Sekil 4.9, ve 4.10). Literatiirde bu hususu agiklayici herhangibir
bilgiye raslanmamigtir. Al+3 iin kiiglik bir yaraigapa ve +3 gibi bliyiik
bir ylike sahip olmasi bunlara bagli olarak asidik bir Ozellik sergi-
lemesi incelenen diger metal iyonlarindan glukoz kullanimina farkli
bir tesiri olmasini miimkiin kilmaktadir. Bu tesirin mekanizmasi lize-
rinde spekiilasyon yapmak elimizdeki verilerle mimkiin degildir. Ayri-
ca Ag+1 in g¢alisilan metal iyonlari arasinda kontrol degerleri ile
hemen hemen gakigan bir sonug vermesi naz8ri dikkati geken bir bag-
ka husustur.

Bu galigma ile ileride metal iyonlarinin eritrosit glukoz
kullanimlari ile ilgili daha ayraintili arastirmalara bir baslangig
yapilmasi arzulanmigtir. Elde edilen sonuglar gtzlenen etkilerin me-
kanizmasini agiklayacak verileri bize tam sunmadigindan, genel bil-
giler boliumiinde agir metal iyonlari-canli materyal etkilegmeleri

hakkinda verilen bilgilere yukarida siraladigimiz birkag sonucu i-

lave edebiliriz.
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6. SONUGC VE ONERILER

2 ) -4
Cd+ iyonu in vitro olarak hem 25°C'da hem de 37°C da 10 ,
10-5 ve 10_6M'11k konsantrasyonlarda insan eritrositlerinin

glukoz kullanimini engellemektedir.

+2 +2
Cu 37°C'da, Hg ise 25°C'da yukarida belirtilen konsant-

rasyonlarda engelleme yapmaktadir.
+2 . © s
Pb ise Onemli bir engelleme yapmamaktadir.

3 - -6 ‘
Al+ ise 10 ® ve 10 M'lik konsantrasyonlarda glukoz kulla-
niminl artirmaktadir.

+1
Ag iyonu insan eritrositlerinin glukoz kullanimini kontrol

denemeleriyle karsilastirildiginda hi¢ degigtirmemektedir.

1
Bu denemelerin eritrosit slispansiyonu siipernataninda laktat

Olglimleriyle de irdelenmesi yapilabilir.

insan eritrositlerinin stz konusu metal iyonlari mevcudiye-
tinde glukoz kullanimlarindaki degismelerin bazi sebepleri
eritrosit enzimlerinin aktivitelerinin Olgilimleriyle ortaya

¢ikarilabilir.
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7. 0ZET

Bu galigmada bazi metal iyonlarinin in vitro olarak
insan eritrositlerinin glukoz kullanimina etkileri incelenmigtir.
Analizlerde hemolize ve eritrosit aglutinasyonuna sebep olmayan

-4 -5 -6 . +2 +2 +2
10 ,» 10 ve 10 M'lik konsantrasyonlardaki Cu ,» Hg , Pb

Cd+2 ’ Al+3 ve Ag+l iyonlara kullanilmigtir. Eritrosit siispansiyon-
lari 25° ve 37°C sicakliklarda 4, 8 ve 12 saat metal iyonlarinin
mevcudiyetinde inkiibe edildikten sonra sitipernatantta glukoz oksi-
daz enzimatik yontemiyle glukoz seviyeleri tayin edilmistir.

Glukoz kullanimi en belirgin sekilde Cd+2 tarafindan
engellenmigtir, Cu+2 ve Hg+2 iyonlari da kullanim:i sirasiyla 25°
ve 37°C'da azaltmigtar. Al+3'ﬁn ise glukoz kullanimini artirdig:
gozlenmigtir. Pb+2 ile Bnemli degisme olmamakla beraber Ag+1 iyo-

nunun kontrol degerleri ile gakisan glukoz kullanim profili ser-

giledigi anlagilmigtair.

Anahtar Kelimeler : Glukoz kullanimi, eritrositler,

in vitro, metal iyonlarai.
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8. SUMMARY

In this study, in vitro effects of some metal ions on
glucose utilization of human erythrocytes were investigated. For
this purpose, Cu+2, Hg+2, Pb+2, CdT?, Al+3 and Ag+1 ions with the
molar concentrations Gf 10“4 , 10_5 and 10_6 which do not cause
hemolysis and agglutination were used. Glucose was quantitatively
determined by glucose oxidase enzymatic method in the supernatants
of the erythrocyte suspensions which were incubated in the presence
of these ions for 4 , 8 and 12 hours at 25°C and 37°C.

Glucose utilization was obviously decreased by Cd+ at
all concentrations and temperatures. The presence of Cu+2 and Hg+
reduced the glucose uptake at 37°C and 25°C respectively. Al+3
surprisingly increased the utilization. Ag+1 ions exhibited a uti-
lization profile which coincided with the control values. No sig-

+2
nificant change was observed in the presence of Pb .

Key Words : Glucose utilization, erythrocytes, in vitro

metal ions.
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