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OZET

Bu ¢alismada, 25-51 yaslan arasinda sigara ve
alkol kullanmayan, klinik hichir sikdayeti ve bulgusu
olmayan toplam 64 (41 erkek, 23 kadin) saglam
sahisla 28-58 yaslari arasinda, giinde en az bir paket
sigara icen ve alkol kullanmayan 35 saglam sahsin
(erkek) venéz kaminda hemoglobin (Hb), hcmatokril
(Htc) ve eritrosit i¢i 2,3-difosfogliserat (2,3-DPG)
seviyeleri tayin edildi.

Nedicede, saglam kadinlarda eritrosit i¢i 2,3-
DPG seviyesi saglam erkekleri/ikinden daha yiiksek
bulundu. Sigara icen ve icmeyen saglam erkeklerin
2,3-DPG seviyeleri arasinda herhangi bir fark tesbit
edilemedigi halde sigara icen sahislarda Hb ve Htc
degerleri sigara icmeyenlere goére onemli derecede

yiiksek bulundu.
Bulgularimiz literatiir degerleri 1s1g&inda tartisild:.

Anahtar Kelimeler: 2,3-difosfogliserat, Sigara i¢cme,

Ilipoksi
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2,3-DPG eritrositlerde glikolitik yolda
tesekkiil eden 6nemli bir Grindir (1,2). 2,3-DGP'in
tesekkiil ettigi iki basamakli reaksiyon dizisine
Rapoport-Luebcering yolu denir (3,4). Bu yolun fat
bilesiklerinin ATP'ye doniisimiini
ikincisi ise 2,3-DPG iiretmekledir (3).
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SUMMARY

In this study, hemoglobin (Hb), hematocrit
(Htc) and red cell 2,3-diphosphoglycerate (2,3-DPG)
levels of 64 non-smoking healty subjects (41 men, 23
women) aged between 25-51 years and 35 smoking
healthy men who smoked one or more packs of
cigarette per day and aged between 25-58 years were
determined on venous blood samples. Subjects had
no clinical problems, no one had donated blood
during 5 months prior to study and no one was
drinker.

Intraerytrocytic 2,3-DPG levels of healty non-
smoking women were significantly higher than that of
non-smoking men while there was no difference be-
tween 2,3-DPG values of smoking and non-smoking
men.

Hb and Htc values of smoking men were in-
creased compared to that of non-smoking men.

Key Words: I Iypoxis, 2.3-diphosphoglycerate,
Cigarette smoking
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2,3-DPG, oksijenin taginmasinda ve dokulara
saliverilmesinde diizenleyici bir role sahiptir (1,2,3).
Herne kadar hemoglobinin oksijen afinitesi {izerine
birgok organik ve inorganik fosfatlarin etkisi varsa
da insan eritrositlerinde sadece 2,3-DPG ve ATP
miktar1  hemoglobinin  oksijen afinitesini  et-
kileyebilecek seviyededir (1,3,5). 2,3-DPG miktari
ise ATP'inkinden ¢ok daha fazladir (1).

Eritrositlerde Hb molekiilii sayist kadar
2,3-DPG  molekiili  bulunmakladir (6,7). Her
ikisinin de eritrosit i¢ci konsantrasyonu yaklasik
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S5mM kadardir (7). 2,3-DPG oksijenini birakmis
hemoglobine baglanarak bunun oksijene olan afini-
tesini azaltir. Oksijen yetersizliginin oldugu durum-
larda daha fazla 2,3-DPG sentczlenerck hemoglo-
bine baglanir, boylece, daha fazla miktarda oksijen
serbest birakilarak dokulara gitmesi saglanir (2,3).

Fotiista bulunan hemoglobin (HbF) degisik bir
beta zinciri tasidigr i¢in bunun 2,3-DPG'a olan
afinitesi azdir. Bu ylizden HbF daha ¢ok oksijen
baglar ve annenin kanindan fotiisiin kanma bol ok-

sijen ge¢mesini saglar (3,8.9,10,11).

Sigara igenlerde karbonmonoksitin kronik et-
kisi sonucu doku hipoksisi meydana geldigi tesbit
edilmistir (12). Karbon monoksit (CO) hemoglobin
ile siki bir bag kurar ve bir defa baglandimi artik
ayrilmaz. Zira, hem CO'in hemoglobine olan
afinitesi ¢ok fazladir hem de CO hemoglobine ok-
sijenin baglandig: yere baglanir. Bu ylizden CO bagh
olan hemoglobin oksijen tasiyamaz. Dolayist ile
sigara tiryakilerinde hemoglobinin oksijen tasima
kapasitesinin %20 kadar azaldigi kaydedilmistir (8).
Ayrica, tiryakilerde oksijen-hemoglobin ayrigsma
egrisi de sola kaymistir (13). Ayni sahislarda ATP
ise dusiiktiir (12).

Bizim bu c¢alismadaki amacimiz, hem yiiksek
rakimli (deniz seviyesinden 1850 m) oldugundan
dolayr hipoksi bakimindan o6zellik arz edebilen
bolgemiz i¢in antihipoksik bir madde olan 2,3-
DPG'in normal degerlerini tayin etmek hem de
hipoksiye sebep oldugu bilinen sigaranin 2,3-DPG
iizerine olan etkilerini tesbit etmektir.

MATERYAL VE METOD

Calismamizda 25-51
talama 33) hi¢bir klinik sikayeti ve bulgusu olmayan,
sigara ve alkol kullanmayan 64 (41 erkek, 23 kadin)
saglam sahsin vendz kaninda hemoglobin, hematok-
rit ve eritrosit i¢i 2,3-DPG seviyeleri tayin edildi. Bu
sahislardan sabah 8.00-10.00 saatleri arasinda 4 ml.
kadar vendz aglik kani alinarak analiz edilddi. Bu
kanlardan dcphal Hb ve Htc tayini yapildiktan
sonra 2,3-DPG tayini i¢in 1.0 ml'si 3 ml soguk TCA'
ilave edildi. Birka¢ saniye kuvvetle c¢alkalandiktan
sonra 5-10 dakika kadar buzlu suda bekletildi.
Sonra 3000 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Elde
edilen berrak siipernatan derin dondurucuya

yaslart arasinda (or-

konularak g¢aligma giinine kadar saklandi. Bu
numunelerden en ge¢ iki hafta i¢inde 2,3-DPG
tayini yapildi.
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2,3-DPG Tayini

2,3-DPG tayin metodunun prensibi sdyledir:

2,3-DPG, 3-fosfogliseratc ve inorganik fosfora
2,3-DPG fosfataz katalizorliigiinde hidrolize olmak-
tadir. 3-fosfogliserat (3-PGA), 3-fosfogliscrat kinaz
katalizorliigiinde ATP ile reaksiyona girerek 13-
DPG ve ADP olusmaktadir. 1,3-DPG, gliseraldehit-
3-fosfat dehidrogenaz (GADP) mevcudiyetinde
NADH''n NAD'ye oksitlemekte ve kendisi de G-3-
P'a indirgenmektedir. NADH'in 340 nm'deki abzor-
bansinda meydana gelen azalma 2,3-DPG miktar:

ile orantilidir.

Dondurularak saklanan proteinsiz siipernatan-

lar ¢alisma giinii oda 1sisina getirildi. Sonra 2,3-

DPG seviyesi ticari kit (Sigma) kullanilarak
asagidaki sekilde tayin edildi:
1- Spcktrofotometrenin kiivetine 1.0 ml

NADH ¢ozeltisi, 0.04 ml ATP ¢ozeltisi ve 0.1 ml
siipernatan ilave edildi. Yavasca karistirildi.

2- Bu karigimin iizerine 0.008 ml fosfogiiserat
mutaz enzim karigimi ilave edildi. Alt-list edilerek
karistirildi. Oda 1sisinda 5 dakika bekletildikten
sonra L K B ultraspec-II spektrofotometresinde su
koriine karsi 340 mm'deki abzorbansi 6lg¢iildii. Bu
deger baslangi¢ abzorbansi olarak kaydedildi (A1).

3- Yukaridaki karisima 0.04 ml fosfoglikolik
asit ¢ozeltisi ilave edilerek karistirildi. 37°C de 15
dakika inkiibe edildi.

4- 340 nm'de tekrar abzorbans1 okundu ve bu
deger son abzorbans (A2) degeri olarak kaydedildi.
Numunelerin 2,3-DPG seviyeleri asagidaki sekilde
hesaplandi.

I. Total kanin ml'si cinsinden:

2,3-DPG (|Jxmol/ml total kan) = Ad x 7.7

Ad = Diizeltilmis abzorbans = AA -0.03
AA~A1-A2
II. Htc'ye gore:

Total kan 2,3-DPG seviyesi

2,3-DPG (jxmol/m!) = HtF(%)

III. Hb'c gore:

Total kan 2.3-DPG seviyesi
. A« b

2.3-DPG (u.mol/gr. Hb) = T (oD

Bulgular ‘"istatistiki olarak kantitatif or-

talamalarin incelenmesi" metodu ile degerlendirildi.
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Tablo 1. Sigara Ii¢cmeyen Saglam Erkek ve Kadin
Gruplarina ait Bulgular ve "t" Testi Sonuglar1

Vak'a Onemlilik
Parametre Sayis1 Grup X +SD t Dereces
Hb 41 Erkek 157 085 65 p< 0.001
23. Kadin 1415 095
Htc 41 Erkek 46.95 1.6 7.78 p< 0.001

23 Kadin  42.6 24

2,3-DPG 41 Erkek 212 0.17 109 p <005

((jimol/ml 23 Kadin 217 0.18

total kan)

2,3-DPG 41 Erkek 13.58 143 3.7 p<0.01
(p.mol/gr.Hb)23 Kadin 1523 184

2,3-DPG 41 Erkek 453 043 468 p<0.01

(u.mol/Htc) 23 Kadin 5.16 055

Tablo2. Siigara Igcen Saglam Erkeklerle Sigara
I¢meyen Saglam Erkeklere ait Bulgular ve "' Testi
Sonuglari

Vak'a Onemlilik
Parametre  Sayisi Grup X =S Dt Derecesi
Hb 41 Sigara 157 085 324 p<0.01
icmeyen
35 Sigara 162 10
icen
Htc 41 sigara 46.95 1.6 595 p< 0.001
icmeyen
35 Sigara 4945 2.0
icen
2,3-DPG 4“1 Sigara 2.12 0.17 1.84 p>0.05
(jxmol/ml icmeyen
total kan) 35 Sigara 2.17 0.18
icen
2,3-DPG 41 Sigara 1358 143 0.13 p=>0.05
(jxmol/gr.Hb) icmeyen
35 Sigara 1345 013
icen
2,3-DPG 4“1 Sigara 4.53 045 113 p>0.05
(pjnol/Htc) icmeyen
35 Sigara 441 047
icen
BULGULAR
Sigara i¢meyen saglam erkek ve kadin

gruplarina ait bulgular toplu halde Tablo l'de,
sigara i¢en saglam erkeklerle sigara igmeyen saglam
erkeklere ait bulgular Tablo 2'de verilmistir.

Tablo 1'de gorildiigi gibi icmeyen
saglam erkeklerle saglam kadinlara aid degerler
arasinda yapilan "t" testinde Hb, Htc ve Htc cinsin-

sigara
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den hesaplanan 2,3-DPG degerleri arasinda istatis-
tiki yonden onemli farklar bulunmustur.

Tablo 2'den goriildigi gibi, sigara igen saglam
erkeklerle sigara igmeyen saglam erkeklere ait bul-
gular sadece Hb ve Htc degerleri
bakimindan 6nemli fark bulunmustur.

arasinda

TARTISMA

Caligmamizda, 2,3-DPG tayini i¢in total kan
bekletilmeden deproteinize edilerek kullanildi.
Ancak, gerektiginde haparinli tiiplere alinan kanin
da kullanilabilecegi kaydedilmistir (14,15]. EDTA
ve ACD (Asit-sitrat-dekstroz)'un 2,3-DPG
tayininde antikoagiilan olarak kullanilmalarinin
uygun olmadigt ve EDTA'nin 2,3-DPG seviyesini
%15 kadar azalttig1 tesbit edilmistir (16,17).

2,3-DPG tayininde arastirmacilarin hemen
higbiri 16kositleri ayirarak saf eritrosit paketi elde
etme cihetine gitmemistir. Zira, 16kosit i¢i 2,3-DPG
miktarinin total kandakinin ancak %3'ii kadar
oldugu kaydedilmistir (18). Ayrica, saf eritrosit
paketi hazirlamak i¢in yapilan yikama islemlerinin
2,3-DPG miktarin1 azalttigi ve bu maddenin plaz-
mada ihmal edilecek seviyede az veya hi¢ bulun-
madig1 tesbit edilmistir (19). Dolayisiyla biz de bu
¢aliygmamizda 2,3-DPG tayini i¢in dogrudan total
kan kullandik. Bu sekilde islemler
azaltilarak metodun daha klinik
uygulamalarda kullanilabilir getirilmesi
diistintilmistiir.

deneysel
pratik ve
hale

Sigara saglam sahislara ait bul-

gularimiz Tablo 3'te diger arastirmacilarin bulgulari

igmeyen
ile karsilastirilmigtir.
Tablo 3. Sigara Igmeyen Saglam Sahislarda Tes-

bit Ettigimiz 2,3-DPG  Seviyelerinin Literatiir
Degerleri ile Karsilagtirilmasi

Referanslar Grup 2,3-DPG (u.mol/Htc)
Nygaarde ve Kadin 4.09 = 032 (3.84.4)
Rorth (20) * Erkek 3.81 £0.62 (3.0-4.9)
Arturson ve Kadin 508 +0.49
arkadaslar1  (21) Erkek 467 +0.35
Woodson ve Kadin 53 £0.4
arkadaslan Erkek 48 £0.3
Torrance ve Kadin _
arkadaslar1  (19) Erkek 548 +0.27
Bizim Bulgularimiz Kadin 516 +0.55

Erkek 4.53 + 045 (3.67-5.45)
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Tablo 3'ten goriildigi gibi, sigara igmeyen
saglam sahislara ait bulgularimiz, Nygard ve
Rorth'iin bulgulari harig, digerleri ile genelde uygun-
luk halindedir. Herne kadar arastirmacilarin
higibirisi c¢alistiklart bélgenin rakimini vermemisler
ise de, aralarinda 6nemli bir rakim farkinin olmadig:
kanaatindeyiz. Zira 2,3-DPG'in yiiksek rakimla bir-
likte ©Onemli miktarda arttigi1 tesbit edilmistir
(17,18,23). Nygaard ve Rorth'iin bulgularinin diger-
lerinkinden farklt olmast rakim farkindan dolay1
olabilir.

Calismamizda bolgemize ait degerleri deniz
seviyesindeki degerlerle mukayese etmek imkani
bulamadik. Hcrnekadar 2,3-DPG miktarinin deniz
seviyesinden itibaren 2500-2700 metrede artmaya
bagladig1 kaydedilmis (13) ise de, bundan daha
diisik olan rakimlarda (1550 m) da 2,3-DPG mik-
tarinin deniz seviyesinden daha yiiksek oldugu tesbit
edilmistir (19,24).

Yoshino ve arkadaslart (23) ile Lenfant ve
arkadaslarinin (18) bulgular1 da buy yondedir.
Yoshino ve arkadaslart (23), yiiksek rakimlarda
oksipiirinlerin metabolik adaptasyonu sagladigini,
2,3-DPG'in ise hipoksiye karsi dokulara oksijen
girigini arttirmak {izere derhal yiikseldigini tesbit

etmiglerdir.

Yine Tablo 3'ten gorildigi gibi, hem bizim
calismamizda, hem de diger arrastirmacilarin
calismalarinda kadinlara ait 2,3-DPG seviyeleri
erkeklerinkinden  daha yiiksek  bulunmustur.
Bunun, kadinlarda Hb miktarinin diisiik olmasina
bagli olduguna inanilmaktadir. Nitekim, Hb seviyesi
diisiik olan anemik hastalarda da 2,3-DPG seviyesi

normal sahislarra gore oldukca iiksektir (19).

Bizim c¢aligmamizda ve diger arastirmacilarin
(12,25,26) ¢aligmalarinda sigara i¢en sahinslara ait
Hb ve Htc degerleri sigara icmeyenlere gére 6nemli
derecede yiiksek bulundugu halde her iki gurubun
2,3-DPG seviyeleri arasinda herhangi bir fark tesbit
edilememistir.

Sigara dumaninin hipoksi yaptigr anlagilmis
olmasina ragmen (12,26,27) antihipoksik bir madde
olan 2,3-DPG'in ni¢in artmadigi tam olarak izah
sigara dumaninin bir
glikoliz gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenazi inhibe ettigi kaydedilmis (28) ve
CCh'in glikolizi 1,3-DPG ¢evresinde inhibe ettigi
tesbit edilmistir (29). Sigara dumani bu etkisi ile

edilememistir. Anacak,
enzimi olan
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glikolizi yavaslatabilir veya oOzellikle 2,3-DPG'in
tesekkiil elligi reaksiyon dizisini inhibe edebilir. Bu
da eritrositlerin antihipoksik regiilasyon mekaniz-
masini bozacaktir ki Sagon ve arkadaslar1 (12) da
ayni kanaattedirler.

Ote yandan, sigara icenlerde Hb ve Htc deger-
lerinin artmasi1 da sigaranin hipoksik etkisine bir
cevap olarak kabul edilmistir (12,25). Halbuki Htc
yerine 2,3-DPG'in artmasi organizma i¢in daha
faydalidir.

Netice
olusabilen hipoksik etkinin tam olarak anlasilabil-

olarak, rakim farkindan dolay1
mesi i¢in farkli rakima sahip bdlgeler arasinda 2,3-

DPG seviyeleri bakimindan mukayeseli
calismalarin yapilmasinin faydali olacagi kanaatin-
deyiz.

Ayrica, sigara dumaninin glikoliz ve bilhassa
2,3-DPG fizerine olan etkisinin enzimatik seviyede
arastirilmasi faydali olacaktir.
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