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ONSOZ

Oksidatif stres, gerek insan gerekse veteriner hekimliginde bircok hastalik ve
durumda degerlendirilen giincel bir konudur. Serbest radikallerin olusum hizinda artma ya
da antioksidan savunma sistemi tarafindan ortadan kaldirilamamasi sonucu oksidan-
antioksidan dengenin bozulmasi, patolojik siireglerin baslamalarina ve/veya siddetlerinin
artmasina neden olmaktadir. Antioksidan kullaniminin bazi durumlarda oksidatif stresi

Onleyebilecegi ya da sinirlayabilecegi belirtilmektedir.
Bu arastirma iki boliimden olusmaktadir;

Ik bolimde anemili kopeklerde aneminin siddeti ve tipi de dikkate alinarak
oksidatif stresin degerlendirilmesi amaglandi. Aneminin oksidatif strese neden oldugu
genel olarak bilinmekte, ancak bunun aneminin siddet ve tipi ile iligskisi konusunda detayli
bilgi bulunmamaktadir. Calisma sonuglarmin farkli siddet ve tipteki anemilerde
antioksidan kullanimi1 endikasyonunun ortaya konulmasi yoniiyle o6nemli oldugu

diistiniilmektedir.

Ikinci béliimde ise dondr kdpeklere vitamin E + selenyum uygulamasinin CPDA-1
igeren torbalara alinarak saklanan tam kanin kalitesi ilizerine etkilerinin belirlenmesi
amagclandi. Saklanan kanda hemoglobin, membran proteinleri ve lipidlerinin oksidasyonu,
giivenli saklama siiresini azaltmakta ve uzun saklama siirelerinde c¢esitli transfiizyon
sonrasi reaksiyonlarla iligskilendirilmektedir. Calisma donorlerden alinan képek kaninin
saklanmasi siiresince eritrosit membranlarinda sekillenecek oksidatif hasarin, dondrlere
antioksidan yiiklemesiyle azaltilabilecegi hipotezini dngérmektedir. Sonuglarin beklentiler
dogrultusunda gergeklesmesi halinde uygulamanin saklanan kanin kalitesini artirmaya

yonelik pratik yarar saglayacag: diisiintilmektedir.

Bu calisma, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu

tarafindan VTF-12014 kodlu proje olarak desteklenmistir.
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1. GIRIS

Hiicrede enerji tiretim stireglerinde yiiksek diizeyde reaktif serbest radikaller ortaya
cikar (Valko ve ark 2007). Serbest radikaller protein, lipid, karbonhidrat ve
deoksiriboniikleik asit (DNA) oksidasyonu yaparak hiicre zari, hiicre organelleri ve
DNA’larda patolojik degisikliklere neden olabilmekte, hiicre 6liimii, doku hasar1 ve nekroz
sonucunda da organ veya sistemlerde fonksiyon yetersizligi meydana getirebilmektedirler
(Sorg 2004, Adly 2010). Organizmada olusan serbest radikallerin olumsuz etkileri,
fizyolojik sartlarda endojen ve eksojen kaynakli, enzimatik ve non-enzimatik
antioksidanlar tarafindan nétralize edilerek ortadan kaldirilir (Percival 1998, Young ve
Woodside 2001). Viicutta serbest radikallerin olusumu ve antioksidan sistem ile ortadan
kaldirilmasi bir denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak tanimlanir. Serbest
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirllma hizinda azalma, dengenin
oksidanlar lehine bozulmasina neden olarak oksidatif stres gelisimi ile sonug¢lanmaktadir
(Durackova 2010, Halliwell 2011).

Oksidatif stresin varlik ve diizeyi plazma/serum, eritrosit ve doku ornekleri gibi
cesitli biyolojik materyallerde serbest radikallerin ya da oksidatif biyobelirteglerin ve
antioksidanlarin Ol¢iilmesi ile ortaya konulabilmektedir. Bu kapsamda enzimatik
antioksidanlardan siiperoksit dismiitaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz
(CAT) ile oksidan biyobelirteglerden malondialdehit (MDA) siklikla kullanim bulmaktadir
(Dotan ve ark 2004, Bast ve Haenen 2013, Niedzwiedz ve Jaworski 2014). Ancak,
oksidatif ve antioksidan biyobelirteglerin her birinin 6l¢limiiniin uzun zaman almasi, pahali
olmast ve karmagik teknikler gerektirmesi nedeniyle bu parametreleri total olarak
degerlendiren Total Oksidan Seviye (TOS) ve Total Antioksidan Kapasite (TAK)
yontemleri gelistirilmis olup, klinik ve deneysel ¢alismalarda kullanim bulmaktadir (Erel

2004, Erel 2005, Almeida ve ark 2013, Lee ve ark 2013, Lee ve Kim 2014).

Kopeklerde anemi birgok hastaligin seyri veya sonucunda gelisen bir bulgu olup,
siddeti ve tipi ile iligkili olarak organizmanin tamaminda 6nemli olumsuzluklara neden
olabilmektedir (Tvedten 2010). Eritrositler temel fonksiyonu olan doku reoksijenizasyonu
yaninda SOD, CAT ve glutatyon (GSH) sistemi gibi onemli hiicre igi enzimatik
antioksidanlar1 yapisinda bulundurmasiyla oksidatif dengenin saglanmasi ve korunmasinda
onemlidir (Lang ve ark 2006, Mohanty 2013). Farkli etyolojilerden ileri gelen anemiler

cesitli mekanizmalarla oksidatif strese neden olmakta, gelisen oksidatif stres de
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eritrositlerin yasam siiresini kisaltmakta ve oksijen tasima kapasitesini azaltmaktadir
(Nagababu ve ark 2008, Harvey 2010, luchi 2012). Aneminin oksidatif strese neden
oldugu genel olarak bilinmekte, ancak bunun aneminin siddet ve tipi ile iliskisi konusunda

detayli bilgi bulunmamaktadir.

Tam kan transfiizyonu sirkiilasyondaki voliim eksikliginin tamamlanmasi, kanin
sekilli elemanlarmin (eritrosit, trombosit, 16kosit) veya plazma eksikliklerinin giderilmesi
ve immunglobulinlerin aktarilmasinda endikedir. Kopeklerde akut anemilerde hematokrit
(HCT) < %15, kronik anemilerde de HCT < %10 oldugu durumlarda kan transfiizyonu
yaygin uygulama bulan yasamsal bir girisimdir (Nolte ve ark 1988, Gibson ve Abrams-
Ogg 2012). Fakat veteriner hekimlikte kan bankalarinin ve kanin iiriinlere ayristirilmasinin
yaygin olmamasi, ihtiya¢ halinde istenilen o6zelliklere sahip donériin kolayca
bulunamamasi nedeniyle, alinan tam kanin saklanilarak kullanima hazir bekletilmesi
oldukg¢a onemlidir (Lanevschi ve Wardrop 2001, Kisielewicz ve Self 2014). Transfiizyon
amaciyla kullanilacak kan genellikle sitrat-fosfat-dekstroz-adenin 1 (CPDA-1) soliisyonu
igeren plastik torbalara alinir ve ileride kullanilmak tizere saklanir. Saklama siiresince tam
kanda temel olarak metabolik, sekilsel ve membran degisiklikleri ile oksidatif stres
gelismekte, bu durum da saklanan tam kanin kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir
(Hess 2010). insan hekimliginde saklanmis tam kanda gelisen oksidatif stresin,
eritrositlerin oksijen tagima kapasitesini bozdugu ve canliliklarinin azalmasina neden
oldugu bildirilmektedir (Jozwik ve ark 1997, Marjani ve ark 2007, D’Alessandro ve ark
2015). insan hekimliginde bu sorunun hafifletilmesine veya giderilmesine yonelik olarak
konserve amagl kan alimi 6ncesinde donorlere farkli antioksidan uygulanmasi (Maeda ve
ark 1992, Racek ve ark 1997) veya saklanan tam kana melatonin (Giiltekin ve ark 2000a,
Sekeroglu ve ark 2012, Ozcelik 2014), vitamin C (Giiltekin ve ark 2000b) ve N-asetil
sistein (Pallotta ve ark 2014) gibi antioksidan 6zellikli farkli maddelerin ilavesinden
olumlu sonuglar alindigi bildirilmektedir. Kopeklerde ise bu kapsamda bir ¢alismaya

rastlanilmamastir.

Selenyum ve vitamin E, yap1 olarak birbirinden farkli antioksidanlardir ancak
sinerjistik etki gostermektedirler. Selenyumun metabolik fonksiyonu E vitamini ile
yakindan iligkilidir ve her iki bilesen de hiicresel membranlar1 oksidatif hasardan

korumaktadir (Harvey 2010, Behera ve ark 2011, Ben Amara ve ark 2011).



Bu c¢alismada anemili kopeklerde aneminin siddeti ve tipine gore
oksidan/antioksidan durumun degerlendirilmesi ve donérlere vitamin E + selenyum
uygulamasimnin CPDA-1 igeren torbalara alinarak saklanan kopek tam kaninin kalitesi
tizerine etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmustir. Calisma donorlerden alinan kanda saklama
stiresince eritrosit membranlarinda sekillenecek oksidatif hasarin, donérlere vitamin E +

selenyum uygulamast ile azaltilabilecegi hipotezini 6ngdérmektedir.
Arastirma sonuglarinin;

1. Kopeklerde aneminin giddet ve tipine gore antioksidan uygulamasinin

endikasyonunu,
2. CPDA-1’li kdpek tam kaninin saklama stiresince oksidatif degisiklikleri,

3. Dondrlere vitamin E + selenyum uygulamasinin saklanan tam kanin
oksidan/antioksidan durum iizerine etkisinin belirlenmesiyle giivenli saklama

stiresinin uzatilmasini saglayip saglamadigini ortaya koymasi beklenmektedir.



1.1. Serbest Radikaller

Atomlarda elektron dagilimi incelendiginde -elektronlarin kabuklarda oldugu
goriilir. Kabuklar alt kabuklardan, alt kabuklar da elektron igeren orbitallerden
olusmaktadir. Orbitallerde her biri digerinin fizikokimyasal reaksiyonlara girmesini
engelleyen, zit spinlerde hareket eden elektron giftleri vardir (Young ve Woodside 2001).
Serbest radikaller dis orbitallerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron bulunan,
kararsiz yapilar1 nedeniyle kisa omiirlii, oldukga reaktif atom veya molekiillerdir. Elektrik
yiik olarak pozitif, negatif ya da notr olabilirler (Hermes-Lima 2004). Biyolojik
sistemlerde serbest radikaller temelde oksijen tiirleri olarak temsil edilirler. Bunlar;
hidroksil radikal (OH"), siiperoksit radikal (O’), hidrojen peroksit (H.O), singlet oksijen
(O,) ve ozondur (O3) (Peet 2012).

Oldukg¢a reaktif olan radikaller komsu molekiillerden elektron alarak kendi orbital
yapilarini dengeleme egiliminde olduklarindan ¢esitli zincir reaksiyonlar1 baslatabilirler.
Reaksiyona girdikleri radikal olmayan molekiillerden elektron ¢ekerek yapilarini bozabilir
ve yeni serbest radikaller olusturabilirler. Kimyasal yapilari dolayisiyla bu maddeler
oksidan olarak da ifade edilir ve reaksiyona girdikleri molekiilleri okside ederler

(Durackova 2010, Hermes-Lima 2004).

Oksijen, canli organizmalari olusturan molekiillerin temel yapisina girmesi, aerob
canlilardaki oksidasyon reaksiyonlar1 ve solunumda rol almasi nedeniyle yasamsal dneme
sahiptir. Bununla birlikte, oksijen molekiilii farkli orbitallerde iki adet eslenmemis
elektrona sahip bir diradikaldir ve reaksiyonlar sirasinda diger molekiillerden elektron
cekme egilimindedir (Valko ve ark 2007). Viicutta Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) olarak
tanimlanan oksijen merkezli radikaller normal hiicre metabolizmasi kapsaminda artik
tirlinler olarak ve olumsuz ¢evresel kosullara maruz kalma sonucu olusturulur. Radikallerin
cogunlugu ozellikle solunum zinciri kapsaminda enerji kazaniminda oksijenin ayrigmasi
yoluyla olusur. Adenozin 5-trifosfat (ATP) sentezi i¢in enerji saglayan, yasamsal nemdeki
bu reaksiyon mitokondrilerde birgok ara basamakta gerceklesir (Young ve Woodside
2001). Memeli hayvanlarda oksijen radikallerinin ¢ogu mitokondrilerde ortadan kaldirilir.
Serbest radikallerin sadece %2-4’1 sitozole ulasir ve orada antioksidan savunma sistemi
tarafindan tutulur. Sigara dumani, ozon yiikii, hava kirliligi, ¢evresel zehirler ve zararl
1sinlar gibi ¢evresel faktorler ile belirli ilaglar (6rnegin; kloramfenikol) da serbest radikal

olusumuna katki saglarlar (Valko ve ark 2007). Aerob organizmalar, organik



molekiillerden enerji aciga c¢ikarmak i¢in molekiiler oksijeni kullanmak zorunda
olduklarindan agiga ¢ikan serbest radikaller ile yasamaya mecburdurlar (Sorg 2004).
Organizmada aci8a ¢ikan serbest radikaller ve diger reaktif tiirleri karmasik bir antioksidan
savunma sistemi ile smirlandirilmakta ve biyomolekiillere verebilecekleri hasar

azaltilmaya calisilmaktadir (Young ve Woodside 2001).

Organizma, oksijen radikallerinden korunmak i¢in viicuda ait antioksidatif vital
maddelerden olusan antioksidan savunma sistemlerine sahiptir. Bu savunma sistemleri
serbest radikalleri notralize eder. Antioksidan savunma sistemleri kapsamindaki molekiiller
endojen ve eksojen kaynakli, enzimatik ve non-enzimatik yapilar olup, olusan oksidan
molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i, hem de hiicre dis1 savunma ile etkisiz hale
getirirler (Percival 1998, Durackova 2010). Antioksidatif etkili maddeler vitamin E ve C,
beta karoten, koenzim Q10, karotenoid ve bioflavonoid gibi gesitli maddeleri kapsar (Bast
ve Haenen 2013). Viicuda ait antioksidatif savunma SOD/CAT sistem ve GSH-PXx sistem
olmak tizere baslica iki enzim sisteminden olusur. Mitokondri ve plazmada bulunan SOD,
sliperoksit radikalini hidrojen peroksite donistiirir. Hidrojen peroksit, CAT tarafindan su
ve oksijene pargalanir (Peet 2012). CAT ayrica peroksizomlarda olusan peroksitlerin
notralizasyonunu saglar. GSH-PX sistemi selenoprotein yapisindaki dort farkli enzimden
olusur ve mitokondri ile sitozolde lipid peroksidasyon iiriinlerini indirgerler (Young ve

Woodside 2001, Hermes-Lima 2004).

Fizyolojik kosullarda serbest radikallerin olusumu ve antioksidan sistem ile ortadan
kaldirtlmasi bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak tanimlanir (Adly
2010). Oksidatif denge saglanabildigi siirece, organizma serbest radikallerden olumsuz
etkilenmemektedir. Serbest radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma
hizinda azalma dengenin bozulmasina neden olur. Reaktif oksijen/nitrojen tiirlerinin asiri
derecede artmasi oksidatif hasara neden olur ve oksidatif stres olarak tanimlanir (Halliwell
2011). Oksidatif stres; dokularda gerek radikallerin artan olusumunda, gerekse de
antioksidanlarin yetersiz alimi1 veya antioksidan enzim sisteminin engellenmesi sonucu
olusur ve viicudun antioksidan savunma sistemi yardimiyla kendini koruma yeteneginin
asildigin1 gosterir. Organizmanin stirekli oksidatif strese maruz kalmasi, hiicrelerde belirli

hastaliklarin gelisimine yol agabilen degisikliklere neden olur (Valko ve ark 2007).



1.1.1. Serbest Radikallerin Olusumu ve Biyolojik Etkileri

Serbest radikaller biyolojik olarak pek ¢ok fizyolojik ve patolojik siirecte, cevresel
olarak ise organik maddelerin c¢iiriimesi, boyalarin kurumasi ve plastik maddelerin
islenmesi gibi endiistriyel islemlerde olusabilmektedir (Durackova 2010). Hava kirliligi,
kimyasallar, sigara dumani ve iyonize edici radyasyon gibi gevresel etkilere maruz kalma
sonucu hiicrelerde radikallerin ¢ogaldig1, hipoksi, yangi, yogun egzersiz, iskemi, travma ve
intoksikasyon gibi durumlarin da radikal olusumunu tetikleyen faktorler oldugu rapor

edilmektedir (Young ve Woodside 2001).

Organizmada serbest radikaller genellikle oksijenin  normal metabolizma
basamaklarinda indirgenmesi ile a¢iga ¢ikmaktadir (Valko ve ark 2007). Oksijen metabolik
olaylarin normal seyrinde toplam dort elektron kabul edebilir. Oksijene bir elektron
eklenmesi siiperoksit radikali, iki elektron eklenmesi radikal olmayan hidrojen peroksit, {i¢
elektron eklenmesi hidroksil radikali ve dort elektron eklenmesi iSe su olusumuna neden
olur (Peet 2012). Normal metabolizmada molekiiler oksijenin %98’i oksidazlar yoluyla
suya cevrilmektedir. Geriye kalan kismi ise oksijenazlar yoluyla hiicre i¢i organellerin
yapilarini ve fonksiyonlarini degistiren, membranlarda oksidatif yikima neden olan reaktif

toksik trlinlere doniistiiriiliir (Kohen ve Nyska 2002).

Literatiirde reaktif tiirler; oksijen, nitrojen, siilfiir gibi farkli merkez molekiillerine
gore isimlendirilmektedir. Oksijen merkezli radikaller ROT olarak tanimlanmaktadir
(Hermes-Lima 2004). Ancak bu terim sadece siiperoksit ya da hidroksil gibi radikalleri
belirtmekte kullanilmamakta, ayn1 zamanda hidrojen peroksit, singlet oksijen ve hipoklorik
asit gibi nonradikal oksijen tiirlerini de kapsamaktadir (Peet 2012). Benzer sekilde, Reaktif
Nitrojen Tirleri (RNT) tanimi da literatiirde yaygin olarak kullanilmaktadir (Valko ve ark
2007). Nitrik oksit, oksijen iceren bir serbest radikaldir. Oksijen gibi yasam i¢in gerekli,
fakat yiiksek konsantrasyonlarda toksiktir (Halliwell 2011). Oksidatif stres olusumunda rol
oynayan énemli ROT ve RNT molekiilleri Cizelge 1.1°de gosterilmistir. Onemli reaktif

tiirlerinin olusumu ve etkileri de Cizelge 1.2°de 6zetlendi.



Cizelge 1.1. Reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirleri (Hermes-Lima 2004)

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Radikal

Radikal olmayan

Stiperoksit (O)

Hidrojen peroksit (H,0,)

Hidroksil (OH")

Hipoklorik asit (HOCI)

Peroksil (LOy)

Ozon (O3)

Alkoksil (LO)

Singlet oksijen (Oy)

Lipid hidroperoksit (LOOH)

Radikal

Peroksinitrit (ONOO")

Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNT)

Radikal olmayan

Nitrik oksit (NO)

Nitroksil (HNO)

Nitrojen dioksit (NO;)

Nitroksit (NOS)

Nitroz asit (HNO,)

Peroksinitrit (ONOQO")




Cizelge 1.2. Onemli reaktif tiirlerin olusumu ve etkileri (Tunc 2010, Peet 2012)

Reaktif tiir

Siiperoksit anyonu
(02)

Olusumu
Oksijenin bir elektron almasiyla
olusur. ROT’un birincil
formudur.

Mitokondri/endoplazmik

retikulum arasindaki elektron
transferi sirasinda aciga
¢ikabilir.

Etkileri
Okside ve rediikte edici. 1.
Hidrojen peroksitin hidroksil
radikallerine dismiitasyonu. 2.
Thiol gruplan ile reaksiyona
girerek radikal olusturma. 3.
Peroksinitritin olusumu.

Hidrojen peroksit
(H202)

Oksijenin iki elektron almasiyla
olusur. Oksidatif fosforilasyon
sirasinda mitokondride
siiperoksitin dismiitasyonu ya
da c¢esitli oksidazlarin {rini
olarak olusur. Radikal degildir.

Yiiksek biyolojik dagilimi
vardir. Plazma ve niikleer
membranlara kolayca gecer.
DNA yapimi, haberlesme ve
yangi siirecinde olusur.

Hidroksil radikali
(OH)

Oksijenin ii¢ elektron almasiyla
olusur. Siiperoksit ve hidrojen
peroksitin metal bir katalizorle
birlesmesi (Haber-Weiss
reaksiyonu) ya da serbest
demirin  hidrojen  peroksitle
birlesmesi (Fenton reaksiyonu)
ile olusur.

Oldukga reaktif ve kisa omiirlii
bir oksijen radikalidir. Biitiin
hiicresel  yapilara  saldirr.
Lipid peroksidasyonunu
baslatir, DNA yapisin1 bozar,
elektron transfer
reaksiyonlarina katilir.

Singlet oksijen
(O2)

Oksijen molekiiliiniin en
indirgenmis halidir. Stiperoksit
anyonu dismiitasyonu sirasinda
olusur. Fotosensitizasyon ile de
olusturulabilir.

Okside edici bir
Karotenoid ve yag
asitlerindeki  karbon-karbon
cift baglarini bozabilir.

ajandir.

Organik peroksitlerin  yikimi | Okside edici bir ajandir.

Peroksil ve alkoksil | esnasinda ve karbon | Hidrojen  iyonunu  diger

radikalleri radikallerinin oksijenle | molekiillerden ayirarak lipid

(LO; ve LO) reaksiyonunda olusur. peroksidasyonuna katkida
bulunur,

L-arjinin’in nitrik oksit sentetaz | Siiperoksit anyonuyla

Nitrik oksit enzi'n?i ile rggksiygnu sonrast birlesc?r_ek glutatyon, _sistein,

(NO) tiretilir. Kendisi radikal degildir | deoksiriboz ~ ve  thiollerle

ama radikal Uretimine katkida
bulunabilir.

reaksiyona giren peroksinitriti
olusturur.

Hipoklorik asit
(HOCI)

Hidrojen peroksitin
miyeloperoksidazla reaksiyonu
sonrasi olusur.

Oldukga reaktiftir ve yagda
¢oziinebilir. Protein yapilari,
thiol, aminoasit ve
methiyonini okside eder.




Serbest radikaller ve ROT sadece negatif yikimlayict 6zelliklere sahip olmayip,
ayni zamanda farkli sekillerde fizyolojik fonksiyonlara pozitif etkide bulunurlar (Hermes-
Lima ve ark 2004). Ornegin oksijen radikalleri ndtrofil/makrofajlar tarafindan
gergeklestirilen fagositoz slirecinde immun sistemin patojen etkenlere karsi savunma
mekanizmasinda Onemli bir gorev yapar. NO kas relaksiyonu, norotransmisyon ve
vazodilatasyon gibi 6nemli biyolojik siireclerde etkindir (Valko ve ark 2007). Siiperoksit,
hidroperoksit ve hidroksil radikalleri subtoksik dozda olusturduklar1 uyarici etkilerle hiicre
gelisimi, apopitoz ve hiicre adhezyonu gibi farkli biyolojik olaylarda rol oynarlar (Peet

2012).

Enerji iiretim siireglerinin dogal bir yan {iriinii olan serbest radikaller antioksidan
savunma sistemi tarafindan yeterli nétralize edilemedigi durumlarda protein, lipid,
karbonhidrat ve DNA oksidasyonu yaparak hiicre zarinda, hiicre organellerinde ve
DNA’larda patolojik degisiklikler olusturarak etkilerini gosterirler (Durackova 2010).
Hiicre oliimii, doku hasart ve nekroz sonucunda, organ veya sistemlerde fonksiyon
yetersizligi meydana getirebilirler (Valko ve ark 2007, Adly 2010). Serbest radikal

kaynaklar1 ve olusturdugu hasarlar Sekil 1.1°de gosterilmistir.

Endojen kaynaklar \ Ekzojen kaynaklar
Mitokondriyal transport Serbest radikal tiretimi / Diyet

Solunum \l/ Maglar
Enzim reaksiyonlar1 0,, H,0, Radyasyon
Otooksidasyon v Cevre kirliligi
Fagositoz Gegis metalleri Fe', Cu Ksenobiyotikler
\ 4
OH
\ 4
Lipid peroksidasyonu DNA hasart Protein hasart
v

Doku hasan

Sekil 1.1. Serbest radikallerin kaynaklari ve etkileri (Young ve Woodside 2001)



Lipidlere etkileri

Tiim hiicresel membranlar igerdikleri yiiksek oranda doymamis yag asitleri
nedeniyle oksidasyona oldukga duyarlidirlar (Dumaswala ve ark 1999). Oksidatif hasarin
en onemli sonuglart genel anlamda lipid peroksidazlar ve serbest radikalleri olusturan
zincir reaksiyonlar yoluyla gelisir (Dotan ve ark 2004). Fenton reaksiyonu sonrasi agiga
¢ikan hidroksil radikali zincir reaksiyonu baslatir ve ¢ift katmanli mebrandaki doymamis
yag asidinden bir hidrojen atomu alir. Zincir reaksiyon, oksijenin eklenmesi durumunda
lipid peroksil radikalleri ve lipid peroksitin olusumuyla devam eder (Hermes-Lima 2004).
Bu agamada lipid yapisinin bozulmasi sonucu MDA, ethan ve pentan gibi son iiriinler agiga
cikar (Grotto ve ark 2009). Ayrica MDA, kanda ve idrarda belirlenebildigi icin serbest
radikal hasarmin belirteci olarak kullanilabilmektedir (Dotan ve ark 2004, Valko ve ark
2007). Lipid molekiillerinin peroksidasyonu, molekiiler yapinin degismesine ya da hasar
gormesine neden olabilmektedir. Olusan aldehitlerin protein yapilarla ¢apraz reaksiyona
girmesi membran yapinin tamamen bozulmasiyla sonuglanmaktadir (Durackova 2010).
Mitokondriyal membran biitiinliiglinlin bozulmasi ise daha fazla serbest radikal olusumuna

neden olabilmektedir (Kohen ve Nyska 2002, Peet 2012).

Malondialdehit hiicre membranlarindan iyon alisverisine etki ederek membrandaki
bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol acgar ve iyon gegirgenliginin ve enzim aktivitesinin
degisimi gibi olumsuz sonuglar dogurur. Bu o&zelliklerinden dolayr MDA, DNA’nin
nitrojen bazlar1 ile de reaksiyona girebildiginden hiicreler icin genotoksik ve

karsinojeniktir (Grotto ve ark 2009).
Proteinlere etkileri

Proteinlerin yapisindaki 6zellikle prolin, histidin, arjinin, sistein ve methiyonin
amino asitleri hidroksil radikali ve oksidatif hasara olduk¢a duyarlidir (Dumaswala ve ark
2009). Oksidatif hasar sonucu protein parcalara ayrilabilir ya da kalintilar diger kalintilarla
capraz reaksiyonlara girebilir. Enzim veya reseptdr olan membran proteinleri, 6zellikle
serbest radikallerin modifikasyonuna duyarl olduklari i¢in 6nemli hiicresel fonksiyonlarini

kaybetmektedirler (Kohen ve Nyska 2002, Peet 2012).
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DNA iizerine etkileri

Serbest radikaller etkilerini 6zellikle DNA’y1 olusturan niikleotid yapisi iginde yer
alan piirin ve pirimidin bazlar {izerinde gosterirler. Radikaller araciligi ile 6zellikle guanin
hidroksilasyonu sonucunda DNA molekiiliiniin yapis1 degismekte ve mutasyonlar ortaya
cikabilmektedir (Valko ve ark 2007, Peet 2012). Guanin hidroksilasyonunun son
tiriinlerinden  biri olarak

kullanilabilmektedir (Kohen ve Nyska 2002).

olan 8-hidroksideoksiguanozin oksidatif stres belirteci

Serbest radikallerin lipid, protein ve DNA iizerine etkileri, ac¢iga ¢ikan {iriinler ve

sonuclar1 Cizelge 1.3’de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.3. Serbest radikallerin lipid, protein ve DNA iizerine etkileri ve sonuclar:
(Lugrin ve ark 2013)

Doymamusg yag asitlerinin Lipoprotein oksidasyonu Lipid nitrasyonu
oksidasyonu
g v
< Lipid peroksidasyonu Okside LDL Nitratl lipidler
;§ Toksik aldehitler
g v | v
~ Membran bozukluklari Pro-inflamatuvar etki Nitrik oksit tasima
Sitotoksisite Atherosklerozis Hiicre sinyali
Siilfhidril Karbonilasyon Fenolik nitrasyon Siilfiir
oksidasyonu (Pro, Thr, Lys, Arg) (Tyr) nitralizasyonu
= (Cys) (Cys)
3 v v v v
= Siilfenik asit Keton Nitratl protein Nitréze protein
5 Disiilfid Aldehid
- v v v v
~ Protein parcalanmasi | Protein pargalanmasi Fonksiyon kaybi Fonksiyon kaybi
Fonksiyon kaybi Fonksiyon kaybi
Niikleotid oksidasyonu Deoksiriboz oksidasyonu
2
3
§ 8-oxoguanin olusumu DNA sarmali par¢calanmast
% Mutasyon Mutasyon

11



1.2. Antioksidan Savunma Sistemi

Organizma, serbest radikaller ile antioksidan savunma sistemi arasinda bir denge
kurarak oksidatif hasardan en az diizeyde etkilenmekte ve serbest radikallerin yararl
Ozelliklerinden faydalanmaktadir (Halliwell 2011). Antioksidan molekiiller; endojen ve
eksojen kaynakli, enzimatik ve non-enzimatik yapilar olup, olusan oksidan molekiillerin
neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i, hem de hiicre disi savunma ile etkisiz hale getirir
(Percival 1998). Antioksidanlar etki sekillerine gore ti¢ farkli grupta tanimlanmistir
(Nemec ve ark 2000);

Koruyucu antioksidanlar; yeni ROT olusumunu engelleyenler (seruloplazmin,
albumin, miyoglobin, ferritin, transferrin)

Temizleyici antioksidanlar; olusan ROT’lar1 ortamdan kaldirarak hasar1 6nleyenler
(glutatyon, Vitamin A, C ve E, iirik asit, bilirubin)
ROT’un
engelleyenler (SOD, GSH-Px, CAT ve metalloenzimler)

Enzimatik antioksidanlar; diger molekiilleri okside etmesini

Hasar oncesi radikal olusumunu 6nleyen, oksidatif hasari onaran, hasara ugramis
molekiilleri temizleyen ve mutasyonlart 6nleyen hiicre i¢i antioksidanlar Cizelge 1.4°de,

hiicre disinda aktivite gosteren antioksidanlar da Cizelge 1.5’de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.4. Organizmada onemli hiicre ici antioksidanlarin fonksiyon ve yerlesimleri

peroksidazlarla beraber calisir.

(Sorg 2004)
HUCRE iCi ANTIOKSIDANLAR
Antioksidan Fonksiyonu Bulundugu Yerler
Enzimler
Cu, Zn, Mn-SOD O, ’nin H,0O, ve O,’ye dismutasyonunu | Sitozol, cekirdek,
saglar. lizozomlar ve mitokondri
GSH-Px GSH’nin GSSG’ye oksidasyonu ile | Sitozol, mitokondri  ve
baglantili olarak sirastyla H,O,’yi ve yag | ¢ekirdek
asit hidroksiperoksitlerini indirger.
CAT H,0, yi H,0 ve O,’ye doniistiiriir. Peroksizomlarla sinirhi
GSH Rediiktaz GSSG’yi GSH’ye indirger ve bdylece | Peroksidazlarla beraber

GSH-S-transferaz

GSH ile birleserek ksenobiotikleri
metabolize eder.

Sitozol ve membrana bagh

Protein-disiilfit izomeraz

Yeni disiilfit bag olusumunu ve enzim
aktif bolgesindeki ditiyol\disiilfit grup
degisimini katalize eder.

Genellikle  endoplazmik
retikulum liimeninde

Tiyoredoksin

Tiyollere  karsiik  gelen  protein
distlfitlerini indirger, ayrica H,O, ve
lipid peroksitlerini metabolize eder.

Genellikle
retikulumda

endoplazmik

Peroksiredoksin

H,O, veya peroksitlerle tepkimeye
girerek tiyol radikallerini uzaklagtirabilir.

Protein tipine bagl olarak
farkli yerlerde
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Cizelge 1.4 Devam

Metal Iyon Sekestresyonlar:

Ferritin Hiicre i¢i demir deposudur. Sitozol

Metallotiyoninler Metal iyonu baglarlar. Sitozol ve ¢ekirdek
Diisiik Molekiil Agirhikh Faktorler

GSH GSH-Px igin kofaktor. Proteinlerin | Tiim hiicre

siilthidril  gruplarim1  oksidasyon ve
capraz baglantilardan koruyarak aktif
iiriinleri temizler.

Vitamin C Bir¢ok enzim i¢in kofaktér, GSH ile | Tiim hiicre
eszamanlt c¢alisir ve dogrudan ROT’lart
temizleme potansiyeli vardir.

Beta karoten Vitamin A prekursorii  peroksil | Hiicre membrani
temizleyicisi.

Vitamin E Membranlari oksidatif hasardan korur. Tiim membranlar

Koenzim Q10 Mitokondriyal ve hiicre | Tiim membranlar

membranlarindaki  elektron transport
zincirindedir. Biyolojik membranlarinin
oksidatif hasardan korunmasinda
Vitamin E ile birlikte ¢alisir.

Cizelge 1.5. Onemli hiicre dis1 antioksidanlar ve fonksiyonlar: (Sorg 2004)

HUCRE DISI ANTIOKSIDANLAR

Antioksidan Savunma Aciklamalar

Eritrosit Hiicre ici antioksidan savunmalariyla metabolizma i¢in O, ve
H,0,’yi tutabilir.
Enzimler
Peroksidaz | Hiicre igi peroksidaza gore daha diisiik konsantrasyonda bulunur.
Proteinler
Transferrin ve Laktoferrin | Onciil-oksidan aktiviteden korumak i¢in demiri baglarlar.
Seruloplasmin Fe' ve Cu" tarafindan stimule edilen lipid peroksidasyonunu
baskilayan akut faz proteinidir.
Albilimin Hiicre disi tiyollerin en 6nemli kaynagidir.
Haptoglobulin Serbest hemoglobini baglar.
Hemopeksin Hemi baglar ve istenmeyen redoks tepkimelerinden korur.
Apolipoproteinler Metionin ~ kalintilarmin ~ fosfolipid  ve  kolesterol  ester

hidroperoksitlerini ilgili alkollere kimyasal olarak indirgeme
potansiyelleri vardir.
Protein Olmayan Bilesikler

Glukoz Yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir. H,O,’yi temizleme
potansiyeli vardir.

Urik asit ROT temizleyebilmesinin yaninda demir ve bakir iyonlarin1 da
baglayabilmektedir.

Vitamin C Farkli oksidanlar1 etkin temizler. Plazma lipidleri i¢in farkl
oksidanlara kars1 birinci basamak antioksidan savunmay1 saglar.

Bilirubin ROT temizler ve yag asitlerini oksidasyondan korur.

Vitamin E Etkin LOO temizleyicisidir.

Selenyum GSH-Px ve tiyoredoksinlerle galisir.

Koenzim Q10 Cok diisiik konsantrasyonlarda bulunur. Lipoproteinlerin birinci

basamak yagda ¢oziinebilen antioksidan savunmasinda gorev alir.
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Enzimatik antioksidanlar

Antioksidatif savunma sistemi organizmada olusan serbest radikalleri ilk agamada
SOD, GSH-Px ve CAT gibi enzimatik antioksidanlarla noétralize etmektedir (Valko ve ark
2007).

Stiperoksit dismiitaz, siliperoksit anyonunun hidrojen peroksit ve oksijene
dismiitasyonunu saglar ve devam eden zincir reaksiyonlarda baslatici olarak gorev alir. Bu
anlamda SOD, oksidatif stres olusumuna karsi birincil savunma olarak da anilir (Peet
2012). SOD, sitozolde Cu-Zn, mitokondride Mn ve ekstraseliiler Cu-Zn olmak {izere ii¢
farkli izoenzim formunda bulunur. Siiperoksit iiretiminin arttigt kimyasal ya da
patofizyolojik reaksiyonlar sonucu Cu-Zn SOD aktivitesi de artar (Young ve Woolside
2001).

Glutatyon organizmay1 serbest radikallerin olusturdugu oksidatif hasara karsi
koruyan maddelerin basinda gelir. Glutatyon glutamat, sitein ve glisinden olusan bir
tripeptidtir (Kohen ve Nyska 2002). GSH-Px tarafindan katalizlenen reaksiyonlarda reaktif
stilthidril gruplar1 hidrojen peroksiti suya, lipid peroksitlerini ise toksik olmayan alkollere
rediikte eder. GSH-PX, selenyum enzim ailesinin bir iiyesi olup, farkli 6zelliklerde ve farkli
dokularda dort alt tipi bulunmaktadir (Hermes-Lima 2004). Hiicre i¢inde 6zellikle sitozol
ve mitokondride bulunur ve peroksizomlar diginda agiga ¢ikan hidrojen peroksit radikalini

temizlemekle gorevlidir (Sorg 2004).

Cesitli reaksiyonlar sonucu olusan hidrojen peroksit, Fenton ya da Haber Weiss
reaksiyonlarma katilarak hidroksil radikaline doniismeden once su formuna rediikte
edilmelidir. Hidrojen peroksiti rediikte edebilecek en Onemli enzimlerden biri CAT
enzimidir (Hermes-Lima 2004). CAT, temel olarak peroksizomlarda ve daha az miktarda
sitozol ve hiicrenin mikrozomal fraksiyonlarinda bulunur. Enzim aktivitesinin en yiiksek
oldugu yapilar eritrositler ile yiiksek peroksizomal igerik bulunduran karaciger ve bobrektir
(Young ve Woolside 2001). CAT, bagisiklik sistemi hiicrelerini kendi iirettikleri serbest

radikallere karsi koruma gorevini de iistlenir (Peet 2012).
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Nonenzimatik antioksidanlar

Antioksidatif yapidaki nonenzimatik etkili maddeler vitamin A, C ve E ile
hemoglobin, ferritin, miyoglobin, iirik asit, bilirubin, laktoferrin, transferrin, melatonin,
askorbik asit, albiimin, selenyum, koenzim Q10 ve sekonder bitkisel etken maddeleri

(karotenoid ve bioflavonoid) kapsar (Young ve Woodside 2001, Sorg 2004).

Vitamin E, hiicre membraninin en Onemli antioksidanidir. Lipit peroksit
radikallerini rediikte edereck daha az toksik formlar1 olan lipit peroksil radikallerine
doniistliriir. Okside olan vitamin E, hiicre membraninda bulunan askorbat tarafindan
rediikte edilir. Eksikligi durumlarinda eritrositlerin peroksidatif hemoliz riskinin arttig
belirtilmektedir (Harvey 2011). Selenyum, selenoproteinlerin aktif kismi olan
selenosisteinlerinden olusturulmus, GSH-Px, fosfolipid hidroksiperoksit glutatyon
peroksidaz, tiyoredoksin rediiktaz gibi eritrositlerde antioksidan sistem iizerine Onemli
etkileri olan enzimlerin yapisinda bulunmaktadir (Sorg 2004). Vitamin E ve selenyum,
yap1 olarak birbirinden farkli antioksidanlar olup sinerjistik etki gostermektedirler.
Selenyumun metabolik fonksiyonu E vitamini ile yakindan iligkilidir ve her iki bilesen de
hiicresel membranlar1 oksidatif hasardan korumaktadir (Behera ve ark 2011, Cemek ve ark
2011).
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1.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif serbest radikal turlerinin uretimi ve antioksidan savunma
sistemi arasindaki dengesizlik olarak tanimlanmaktadir. Prooksidan ve antioksidanlar
arasindaki dengenin prooksidanlar yoniinde bozularak potansiyel hasar olusumunun ortaya
cikmasi olarak da ifade edilmektedir. Oksidatif stres temel olarak iki nedenle olusur
(Halliwell 2001);

1. Antioksidanlarin tiikenmesi; enzimatik antioksidanlar etkileyen mutasyonlar ya da
savunma sistemi iizerine etkili toksik etkenler neden olabilir. Ornegin pek ¢ok
ksenobiyotik glutatyonun konjugasyonu ile metabolize olmaktadir. Ksenobiyotiklerin
yilksek dozda uygulanmasi glutatyonun tiikkenmesine, ayrica diyetle alinan
antioksidanlarin yetersizligi de oksidatif strese neden olabilir.

2. ROT/RNT iiretiminde artig; yiiksek konsantrasyonda reaktif 6zellikte toksine maruz
kalma ya da fizyolojik ROT/RNT iiretim sistemlerinin asir1 aktive olmasi serbest

radikal konsantrasyonunu artirarak oksidatif strese neden olabilmektedir.

Sekil 1.2°de oksidatif stres olusumu, Sekil 1.3’de ise oksidatif strese neden olan

mekanizmalar 6zetlenmistir.

Peroksiredoksinler

. . Diyet kaynakl
GSH/GSH-Px sistemi .
Arasidonik asit antioksidanlar
metabolizmasi Vitamin E/C...

Diger SOD, CAT I/

Fagositler kaynaklar nlar

¥

Serbest Radika\\er /
— A Demir baglayicilar
/ Albumin
CRP

Mitokondriyal Haptoglobin
solunum Transferrin
Nitrik oksit sentaz

Anﬁ()kSida

Ksantin oksidaz

Sekil 1.2. Oksidatif stres olusumu (Halliwell 2011)
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HASAR

Iskemi-reperfiizyon
Travma
Enfeksiyon
Toksinler
Radyasyon
Asir1 egzersiz
Yaniklar-Donma

Fagosit aktivasyonu ve artis1 (siiperoksit, hidrojen peroksit, nitrik oksit olusumu).
Arasidonik asit salimmmi ve lipoksijenaz ve siklooksijenaz enzimlerinin
aktivasyonuyla peroksit enzim olusumu. Peroksitlerin peroksil/alkoksil radikallerine
dontiserek lipid/protein/DNA’ya zarar vermesi.

Depo edilen metal iyonlar1 demir ve bakirin salinimi ile hiicre igindeki
konsantrasyonlarinin artmast ve hidrojen peroksitin hidroksile ¢evrilmesinin
stimiilasyonu, lipid peroksidasyon {irlinlerinin olusumu. Hasar goren hiicrelerden
metal iyonlarinin salinimi ve ekstraseliiler ortamda prooksidan etki gostermesi.

Hem proteinlerinin (hemoglobin, miyoglobin, sitokrom) salinimi ve peroksitlerle
reaksiyona girerek serbest radikal hasarini artirmasi.

Antioksidan savunma sistemlerinin zarar gérmesi; glutatyon ve askorbatin hasar
goren hiicrelerden kaybi.

Dokularda ksantin dehidrojenazin ksantin oksidaza g¢evrilmesi, ksantin oksidazin
hiicrelerden sizarak sistemik hasar gostermesi, bozulan enerji metabolizmasi
nedeniyle hipoksantin diizeyinin artmasi.

Mitokondriyal hasar sonucu siiperoksit ve hidrojen peroksite verilen elektronlarin
artmasi.

Hiicre i¢i kalsiyum sistemlerinin bozulmasi nedeniyle nitrik oksit olusumunun
artmast.

OKSIDATIF STRES

Sekil 1.3. Oksidatif stres olusumuna neden olan mekanizmalar (Gutteridge ve
Halliwell 2010)
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Oksidatif stres belirli bir dereceye kadar tolere edilebilir. Bu durum, antioksidan
savunma sisteminde sentez veya aktivite artisi ile saglanabilmekte ve bu sekilde oksidanlar
ile antioksidanlar arasindaki denge tekrar olusturulabilmektedir (Halliwell 2011). Tolerans
siirmin asilmast durumunda DNA hasari, transmembrandz iyon transport sisteminde ve
diger proteinlerde hasarlar ve lipid peroksidasyonlarii kapsayan siddetli hiicre
metabolizma bozukluklar1 gelisebilmektedir. Bu bozukluklar, hiicre hasarlarindan hiicre

6liimiine ya da doku hasarina kadar degisebilmektedir (Durackova 2010).

Oksidatif stres ve hasarin yangi, yaslanma, ateroskleroz, hipertansiyon, iskemik
hasar, karsinogenez, mutagenez, immiinolojik, norolojik, iirolojik hastaliklar ve sindirim
sistemi, g6z, deri, akciger ve karaciger hastaliklarinin patogenezinde ve ilerlemesinde rolii
oldugu ortaya konularak, insan hekimliginde pek ¢ok hastalikla iliskilendirilmistir (Sorg ve
ark 2004, Valko ve ark 2007).

1.3.1. Oksidatif Stresin Ol¢iilmesi

Oksidatif stres, serbest radikallerin ya da oksidatif biyobelirteglerin dlgiilmesi ile
ortaya konulabilmektedir. Bunun igin plazma/serum, eritrosit, doku ornekleri gibi ¢esitli
materyallerde analiz yapmaya uygun yontemler gelistirilmistir (Dotan ve ark 2004, Bast ve
Haenen 2013). Reaktif tiirlerin kesin olarak tanimlanabilmesi igin serbest radikallerin
oOlglilmesi onemli olmakla birlikte, son derece reaktif ve kisa omiirlii olmalar1 nedeniyle
zordur. Serbest radikalleri dogrudan olgen tek analitik teknik, sSpin rezonans
spektrometrisidir. Spin rezonans spektrometrisi ileri teknik donanim gerektirmesi, ¢ok
duyarli olmamasi ve mikromolar diizeyde sabit konsantrasyonlarda serbest radikaller
gerektirmesi nedeniyle yaygin olarak kullanilmamaktadir. Bu nedenle klinik arastirmalarda
oksidatif biyobelirteglerin 6l¢iimiiniin daha pratik oldugu bildirilmektedir (Dotan ve ark
2004, Valko ve ark 2007).

Oksidan/antioksidan  durum; enzimatik (SOD, GSH-Px, CAT) velveya
nonenzimatik (vitamin A, C ve E ile GSH/GSSG, irik asit) antioksidanlar ile serbest
radikaller tarafindan okside edilen lipid (isoprostanlar, okside lipoproteinler, hidroksi
peroksitler), protein (thiol gruplar1), karbonhidrat ve DNA f{iriinlerinin ve bazi 6zel
enzimlerin (miyeloperoksidaz, ksanto oksidaz) olgiimiinii kapsamaktadir (Dotan ve ark
2004, Lykkesfeldt ve Svendsen 2007). Serbest radikal hasar1 sonunda olusan ve oksidatif

stresi degerlendirme amaciyla kullanilan baz1 lipid, DNA ve protein kaynakl

18



biyobelirtegler ile avantaj-dezavantajlart Cizelge 1.6’da sunulmustur. Oksidatif stresin
degerlendirilmesi kapsaminda analizleri yapilan Onemli enzimatik ve nonenzimatik

antioksidanlar, antioksidan kapasite ve dolayli antioksidan aktivite testleri de Cizelge

1.7°de gosterilmistir.

Cizelge 1.6. Lipid, DNA ve protein kaynakh 6nemli oksidatif stres biyobelirtecleri
(Bast ve Haenen 2013)

Biyobelirtec Avantaj Dezavantaj
Lipidler
F,-izoprostanlar; arasidonik  asitin | Oldukga spesifik Olgiimii zor
prostoglandin benzeri {irlinleri
MDA, lipid peroksidasyon iiriinii Sik kullanilan | Aldehit dehidrojenazlarca
yontem parcalanir
Lipid dienleri; lipid peroksidasyonuyla | Basit Diisiik sensitivite ve spesifite
olusan doymamis yag asidi tirinleri
Ex vivo LDL oksidasyonu; izole | Yari kullanish Izolasyon esnasinda amfifilik
LDL’nin  oksidasyonunun  saglanan antioksidanlar kaybedilir
antioksidanlarla engellenmesi
DNA
8-Hidroksi-2  deoksiguanozin; DNA | Spesifik ve sensitif | Artefakt olusabilir
hasar1 sonucu olusan niikleotid
Comet: DNA hasar1 ve sarmal kirilmasi Yar1 kullanish Prosediir  iyi  standartize
edilmeli
Proteinler
Protein karbonilleri; protein oksidasyon | Goreceli olarak | Selektif degil
rtinleri stabil
Nitrotirozin; RNT nin tirozinle reaksiyon | Spesifik Ornek hazirlama  sirasinda
iriinii tirozin nitrasyonu
Protein aktivitesi; genel olarak reaktif | Yar1 kullanigh Diisiik sensitivite
tirlerle  reaksiyon  sonrasi  protein
akitivitesi azalir

Cizelge 1.7. Oksidatif stresin degerlendirilmesinde kullanilan antioksidan
biyobelirtecler ve dolayh antioksidan aktivite testleri (Bast ve Haenen 2013)

Enzimatik

Antioksidan aktivite

Aktif merkezdeki temel

antioksidanlar gruplar (insan)

SOD 2 0,42 H' —> H,0,+0, Cu, Zn (SOD1, SOD3), Mn
(SOD2)

GSH-Px 2 GSH+ROOH —> GSSG+ROH+H,0 Selenosistein (GSH-Px 1-4,
6), Sistein (GSH-Px 5, 7, 8)

CAT 2 H,0,—>2 H,0+0, Demir igeren hem grubu

Peroksiredoksin 2 R-SH+ROOH—> R-S-S- Sistein

R+H,O+ROH
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Cizelge 1.7 Devam

Glutatyon rediiktaz
(GR)

GSSG+NADPH+H*—> NADP*+2
GSH

Visinal distlfit, FAD
kofaktor

Thioredoksin (TRX)

Protein disulfit—> protein dithiol

Visinal sistein ve
selenosistein

Thioredoksin rediiktaz
(TR)

TRX(S-Se)+NADPH+H—> NADP’
+TRX(SH SeH)

Visinal distlfit, FAD
kofaktor

Non-enzimatik Temizlenen temel reaktif tiirler Karakteri

antioksidanlar

Vitamin E Lipid peroksil radikali Lipofilik
Karotenoidler Singlet oksijen Lipofilik
Flavonoidler Siiperoksit radikali Lipofilik - hidrofilik
Hidroksitirozol Lipid peroksil radikali Amfifilik

Vitamin C Vitamin E radikalleri (rejenerasyon) Hidrofilik
Glutatyon Hidrojen peroksit (kofaktor olarak) Hidrofilik

Antioksidan aktivite

Antioksidan kapasite

Aciklamalar

testleri

ORAC Yapay bir radikal tarafindan olusturulan Iyi stardartize edilmis bir
lipid peroksidasyonunun engellenmesi prosediir kullanilmalidir.

TEAC Temizlenen ABTS radikali miktar1 Iyi stardartize edilmis bir
prosediir kullanilmalidir.

DPPH Temizlenen DPPH radikali miktar1 lyi stardartize edilmis bir
prosediir kullanilmalidir.

FRAP Fe*iin Fe™ ye rediiksiyon kapasitesi Fe+3 rediiksiyonu radikal

olusumuna neden olabilir.

Dolayh antioksidan Antioksidan aktivite Bilesenler
aktivite
NADPH oksidaz Siiperoksit radikal iiretiminin azaltilmast Flavanoid metabolitleri
inhibisyonu
Ksantin oksidaz Siiperoksit radikal iiretiminin azaltilmasi Allopurinol
inhibisyonu
Demir gelasyonu Hidroksil radikal iiretiminin azaltilmasi 7-monohydroxyethylrutoside
Deferoksamin

Oksidan/antioksidan denge kapsaminda antioksidan ve oksidanlarin her birinin
6l¢iimiiniin uzun zaman almasi, pahali olmasi ve karmasik teknikler gerektirmesi nedeniyle
bu parametreleri total olarak ifade edebilen ¢esitli kolorimetrik yontemler gelistirilmistir.
Bu kapsamda tiim antioksidanlar tizerinden tek bir degerin Olciilebilecegi Total
Antioksidan Kapasite (TAK), Trolox Esdeger Antioksidan Kapasite (TEAC) ve Ferrum
Rediikte  Edici (FRAP) gibi
kullanilabilmektedir (Dotan ve ark 2004, Celi 2011). Benzer sekilde oksidasyona ugrayan

Antioksidan  Kapasite kolorimetrik  yontemler

driinlerin genel diizeyini belirleme amaciyla Total Oksidan Seviye (TOS), Serum

Oksidasyon Aktivitesi, Total Peroksidasyon ve d-ROM o6lgiimii gibi yOntemler
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gelistirilmistir (Lykkesfeldt ve Svendsen 2007). TOS, kullanilan ornekteki oksidan
molekiillerin ferréz iyonu ferrik iyona oksitlemesine; TAK ise Ornekteki antioksidan
molekiillerin renkli Etilbenzatiazolin Sulfonik Asit (ABTS) radikalini rediiklemesi sonucu
renkli radikalin antioksidan molekiillerin toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak

dekolorize olmasina dayanan kolorimetrik yontemler ile 6l¢iilebilmektedir (Erel 2004, Erel

2005).

TAK degerinin antioksidan alimi veya tiretimindeki degisimleri ya da oksidatif
stres diizeyinin artmasi sonucu tiiketimini gosterebilecek, tiim antioksidan durum tizerine
degerlendirme yapilmasini saglayabilecek bir biyokimyasal parametre olarak 6ne ¢iktigi
belirtilmektedir (Nemec ve ark 2000). Serum ve dokulardaki antioksidan bilesiminin
oldukga farkli olmasi her bir antioksidanin ayr1 ayr1 6l¢iilmesini giiclestirmektedir. Buna ek
olarak, bazi antioksidanlar arasinda sinerjik bir yapt olmasi nedeniyle, yalnizca birinin
degerlendirilmesi antioksidanlarin birlikte etkinliklerini yansitmayabilir (Chapple 1997,
Cao ve Prior 1998). Ayrica TAK degerinin belirlenmesi heniiz tanimlanmayan ya da
Olciimii kolay olmayan bazi 6zel antioksidanlarin durumu hakkinda bilgi vermesi yoniiyle

de oldukga 6nemlidir (Lamonta ve ark 1997).

1.3.1.1. Kopeklerde oksidan/antioksidan biyobelirteclerin ol¢iildiigii durum ve
hastaliklar

Kopeklerde oksidatif stresin arastirildigt farkli durum ve hastaliklar ile

degerlendirilen oksidan ve antioksidan biyobelirtecler Cizelge 1.8’de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.8. Kopeklerde farkli durum veya hastaliklarda degerlendirilen
oksidan/antioksidan biyobelirtecler

Arastirmaci Arastirma konusu Oksidan Antioksidan
Simeonova ve ark MDA
2004
Choi ve ark 2011 Anestezi TOS TAK
Choi ve ark 2012 SOD, GSH-Px, CAT
Lee 2012 TOS TAK
Lee ve Kim 2012 SOD, GSH-Px, CAT
Kozan ve ark 2010 Askaridiozis MDA GSH, AOA
Kapun ve ark 2012 Atopik dermatitis MDA SOD, GSH-Px, TAK
Buranakarl ve ark . MDA GSH, CAT

Azotemi

2009
Murase ve ark 1996 Babesiosis MDA
Otsuka ve ark 2002 TBARS
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Cizelge 1.8 Devam

Chaudhuri ve ark 2008 MDA SOD, CAT

Crnogaj ve ark 2010 MDA

Rossi ve ark 2014 Paroksonaz-1

Ciftci ve ark 2014 8-OHdG, NO TAK

Kargin ve Fidanci MDA SOD, GSH-Px, CAT,

2001 Bobrek hastaliklari beta karoten, askorbik
asit

Romanucci ve ark Cinkoya yanit veren Cu/Zn-SOD

2011 dermatozlar

Dimri ve ark 2008 MDA SOD, GSH, CAT

Martinez-Subiela ve Demodikosis Paroksonaz-1, TAK

ark 2014

Beigh ve ark 2014 Dermatofitosis MDA SOD, CAT, Vitamin
C, B-karoten

Chansaisakorn ve ark . . TBARS GSH, CAT

2009 Diabetes mellitus

Freeman ve ark 1999 Dilate MDA SOD, GSH-Px,

kardiyomiyopati vitamin A, C, E
Cesselli ve ark 2001 Nitrotirozin
Dimri ve ark 2012 MDA SOD, GSH-Px, GSH-

Dirofilariosis

ST, GSH, CAT
Karadeniz ve ark 2008 Distemper MDA, nitrat/nitrit GSH, vitamin C,
retinol, beta karoten
Pasquini ve ark 2010 E . d-ROM BAP
Hinchcliff ve ark 2000 gzersiz {zoprostan TAK, Vitamin E
Kumar ve ark 2006 Ehrlichiosis MDA
Da Silva ve ark 2013 TBARS, NO, AOPP Glutatyon rediiktaz
Walker ve ark 2007 Gastrik dilatasyon MDA, F2-izoprostan GSH-Px, ORAC,
volvulus vitamin C, E
Ulutas ve ark 2006 Gastrik mukozal MDA GSH, vitamin C
hasar
Vanucchi ve ark 2008 . TBARS, karbonil Vitamin E, vitamin A
Gebelik .
protein
Kiral ve ark 2005 Hepatozoonosis MDA, NO GSH
Pesillo ve ark 2004 Immun kaynakh MDA Vitamin E
Tan ve ark 2012 hemolitik anemi Peroksiredoksin-2
Kizil ve Yuce 2010 MDA GSH, GSH-Px, CAT,

Koksidiyosis

vitamin A, C, E
Freeman ve ark 2005 Konjestif kalp MDA, F2-izoprostan, | GSH, GSSG, ORAC,
yetmezligi protein karbonilleri vitamin A, C, E
Silva ve ark 2013 Kronik bobrek TBARS, siiperoksit TAK
yetmezligi
Xia ve ark 2013 Ksilitol toksikasyonu MDA S_OD,_GSH-I_DX, _
vitamin E, vitamin C
Bildik ve ark 2004 MDA GSH, askorbik asit,
beta karoten, retinol
Britti ve ark 2008 SOD, GSH-Px
Heidarpour ve ark . . MDA TAK, albumin
2012 Leishmaniosis
Almeida ve ark 2013 TOS, MDA TAK, GSH, albiimin,
urik asit
Longoni ve ark 2013 Fe-SOD
Vajdovich ve ark 2005 Lenfoma MDA SOD, GSH-Px, GSH,
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Cizelge 1.8 Devam

GSSG, FRAP, vitamin
CE

Winter ve ark 2009 MDA, izoprostan GSH-Px, alfa
tokoferol, ORAC
Pasquini ve ark 2015 d-ROM BAP
Finotello ve ark 2014 | Mast hiicre tiimérii | d-ROM BAP, alfa tokoferol
Szczubial ve ark 2004 TBARS, SH gruplari SOD, GSH-Px
Kumaraguruparan ve TBARS, lipid SOD, CAT, GSHPx,
ark 2005 hidroperoksitleri, GSSG, GSH-ST,
konjuge dienler vitamin C
Askar ve ark 2009 MDA, NO Vitamin C
Todorova ve Dinev MDA CAT, vitamin C, E
2010
Stavinohova ve ark Meme tiimorii TBARS, thiol gruplar1 | Vitamin E
2012
Karayannopoulou ve TBARS Alfa tokoferol

ark 2013

Leonel ve ark 2014

GSH, GSH-Px, GSH-
ST

Alkan ve ark 2014 MDA, NO SOD, GSH-Px, CAT,
GSH
Ertekin ve ark 2003 MDA Vitamin E, beta
Nefrotoksisite karoten
Varzi ve ark 2007 MDA TAK
Tanja ve ark 2008 TAK, SOD, GSH-Px,
Neoplazi CAT
Macotpet ve ark 2013 MDA
Lee ve ark 2013 Ortopedik cerrahi | TOS TAK
Goranov 2007 Osteoarthritis MDA CAT
Serin ve ark 2008 Ovariektomi MDA GSH
Lee ve Kim 2014 TOS TAK
Panda ve ark 2009 Parvoviral MDA SOD, CAT
enfeksiyon
Nemec ve ark 2013 Periodontal Nitrozil hemoglobin,
hastaliklar NO, 3-nitrotirozin
Silva ve ark 2013 Prerenal azotemi MDA TAK
Emanuelli ve ark 2012 Pyometra TBARS
Camkerten ve ark TBARS, TOS TAK
2009 .
Behera ve ark 2011 Sarkoptik uyuz  FgS A SOD, GSH-Px, CAT
Singh ve ark 2011 MDA SOD, GSH-Px, CAT
Sithanukul ve ark . MDA GSH, CAT
2010 Urolithiasis
Aydin ve ark 2009 Venereal tiimor MDA, NO TAK, vitamin A, C
Sarma ve ark 2015 Vektor kaynakh MDA SOD, GSH, CAT
hastaliklar
Vivano ve Yogun bakim 8-izoprostan GSH, vitamin E, Se,
Vanderwielen 2013 hastalan sistein
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1.4. Kopeklerde Anemi

Anemi basli bagina bir hastalik olmayip birgok hastaligin seyri veya sonucunda
ortaya ¢ikan bir semptomdur. Bu semptom temel olarak eritrosit yapimi ile yikimi veya
kaybr arasindaki dengenin bozulmasi sonucu gelisir (Mills 2012). Kopeklerde de sik
rastlanilan, siddeti ve tipi ile iliskili olarak organizmanin tamaminda &nemli
olumsuzluklara neden olabilen bu semptom, orta ve siddetli derecede oldugunda klinik
olarak belirlenebilir. Buna karsin hafif siddetteki anemiler ancak laboratuvar bulgularla
ortaya konulabilir (Tvedten 2010). Laboratuvar bulgusu olarak anemi, ilgili tiirde eritrosit
sayis1 veya hematokrit deger (HCT) ile hemoglobin (HGB) konsantrasyonunun fizyolojik
alt smirin altina diismesi ile karakterize edilir (Mills 2012, Furman 2014). Anemi
tiplerinden ¢ogunda her {i¢ laboratuvar parametresinde azalma belirlenirken, demir
noksanlig1 anemisinde eritrosit (RBC) sayisi normal sinirlar iginde bulunabilirken, HCT

degeri ve HGB konsantrasyonu azalir (Tvedten 2010).

Anemiye ilgili klinik bulgular dokulara tasinan oksijenin azalmasi veya bu duruma
ilgili kompanzasyon mekanizmalarinin yetersiz kalmast sonucu soluk mukdz membranlar,
letarji, egzersiz intoleransi, tasipne ve/veya dispne, tasikardi veya dolasim bozuklugunun
neden oldugu iifiirimler seklinde ortaya cikabilmektedir. Kilo kaybi, istahsizlik, ates veya
lenfadenopati gibi genel bulgular ise altta yatan hastaliga bagli olarak gelismektedir.
Eritrosit yikimina bagli splenomegali, ikterus ve hemoglobiniiri veya bilirubiniiri sonucu
idrar renginde koyulagma 6zel bulgular olarak belirlenebilmektedir (Thrall 2012, Furman
2014).

Anemiye ilgili klinik bulgularin siddeti, hastaligin baslama siiresine bagl olarak
degisebilmektedir. Kronik kan kayb1 veya kemik iligi disfonksiyonunda hipoksi disindaki
bulgular c¢ogunlukla kompanze edilebilmektedir. Kompanzasyon mekanizmalari
kapsaminda eritrosit 2,3 difosfogliserat (2,3 DPG) konsantrasyonu artarak oksijen-
hemoglobin affinitesini azaltir ve dokulara oksijen saglanmasina yardimct olur (Thrall
2012). Bununla birlikte kalpten ¢ikan kan miktar: artirilarak yagsamsal organlara kan akimi
saglanmaya calisilir. Buna karsin, siirenin kisaligi veya siddetin fazlalifi nedeniyle
kompanzasyon mekanizmalarinin yetersiz kaldigi siddetli akut kan kaybi ya da eritrosit

yikimlanmasi 6liimle sonuglanabilir (Harvey 2010).
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Aneminin siddeti HCT degerine gore hafif, orta, siddetli ve ¢ok siddetli olarak
derecelendirilmektedir (Tvedten 2010). Kopeklerde HCT degerine gore aneminin siddeti
Cizelge 1.9°da belirtildigi gibi tanimlanmaktadir.

Cizelge 1.9. Siddetine gore aneminin derecelendirilmesi (Tvedten 2010)

Anemi derecesi HCT (%) |
Hafif >30-< 36
Orta >20-< 30
Siddetli >13-<20
Cok siddetli <13

Aneminin varligi ve siddeti ortaya konulduktan sonra prognozun belirlenebilmesi

ve uygun sagaltim i¢in aneminin nedeninin arastirilmasi gerekmektedir.

Anemi temel olarak iki sekilde siniflandirilmaktadir;

1. Eritrosit boyutu ve hemoglobin konsantrasyonunun degerlendirildigi morfolojik
siniflandirma,

2. Kemik iliginin anemiye olan yaniti ve mekanizmalarin degerlendirildigi

patofizyolojik siniflandirma,
Morfolojik siniflandirma

Anemiler, eritrosit sayis1 ve HGB konsantrasyonu ile belirlenen ortalama eritrosit
hacmi [mean cell volume (MCV)] ve ortalama eritrosit HGB konsantrasyonu [mean
corpuscular hemoglobin concentration (MCHCQ)] degerleri kullanilarak
siniflandirilabilmektedir. Kopeklerde normal MCV degeri 60-77 fL, MCHC degeri de 32-
36 veya 30-36 g/dL olarak belirtilmektedir (Tvedten 2010). Eritrosit hacminin normalden
kiiciik olmast mikrositik, normal olmast normositik, normalden biiylik olmasi ise
makrositik anemi olarak tanimlanmaktadir. Anemide eritrositlerin normalden daha az HGB
icermesi hipokromik, normal HGB konsantrasyonu ise normokromik anemi olarak ifade
edilmektedir. Anemiler hiperkromik 6zellikte olusmamakta, fakat intravaskuler hemoliz,
lipemi veya Heinz cisimciklerinin etkileriyle MCHC hatali  olarak yiiksek
Ol¢iilebilmektedir (Thrall 2012). Morfolojik smiflandirma kapsaminda sekillenebilecek

anemi tipleri Cizelge 1.10’da sunulmustur.
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Cizelge 1.10. Anemilerin morfolojik simiflandirmasi (Tvedten 2010)

MCV MCHC
(60-77 fL) (32-36 g/dL)

N N Normositik, normokromik

Normositik, hipokromik

Makrositer, normokromik

Makrositer, hipokromik

Mikrositer, normokromik

— || |—=|Z

! Mikrositer, hipokromik

N: normal deger araliginda; 1: artma; |: azalma.

Morfolojik siniflandirma etiyolojiye yonelik bilgiler de vermekte, Ornegin
mikrositik anemilerin ¢ogunlukla demir eksikligi sonucu olustugu belirtilmektedir. Ek
olarak mikrositozis, portosistemik santlarda ya da Akita ve Shiba Inus ki kopeklerde
fizyolojik olarak da goriilebilmektedir (Mills 2012). Retikiilositlerin normal eritrositlere
gore daha biiyiik olmasi nedeniyle makrositik anemiler, kemik iliginin fonksiyonel sekilde
calistiginin gostergesi olarak yorumlanabilir. Fakat polikromazi ya da retikiilositozis
olmadan da makrositozisin goriildiigii durumlar bilinmektedir. Normositik anemiler
genellikle non-rejeneratif ya da hemoraji veya hemoliz sonrasi retikiilositlerin sirkiilasyona
hentiiz verilmedigi prerejeneratif donemlerde goriilmektedir. Bazi rejeneratif anemilerde de
normositozis belirlenebilmektedir (Thrall 2012). Anemili kdpeklerde yapilan bir ¢calismada
rejeneratif tipte anemisi olan kopeklerin yalnizca %11,8’inde beklenilen makrositik

hipokromik aneminin gortildigi belirtilmektedir (Hodges ve Christopher 2011).
Patofizyolojik siniflandirma

Kemik iliginin anemiye olan yanitinin ve mekanizmalarinin degerlendirilmesi ile
yapilan patofizyolojik siniflandirma tanisal anlamda olduk¢a 6nemlidir. Rutinde periferal
kandaki olgunlagmamus eritrositlerin (retikiilosit) sayist degerlendirilerek anemi, rejeneratif
ve nonrejeneratif olarak ikiye ayrilir (Cowgill ve ark 2003). Kemik iligi primer olarak
bobrek dokusundaki iiretim, sekonder olaraksa hipoksi sonucu eritropoietin diizeyinin
arttig1 durumlarda retikiilositlerin dolasima salinmasin1 hizlandirmaktadir. Akut kan kayb1
ya da hemoliz sonrasinda kemik iliginin yanit1 ile dolasimdaki retikiilosit miktar1 artmakta
ve bu durum rejeneratif anemi olarak tanimlanmaktadir (Thrall 2012). Kemik iliginin
gosterdigi rejeneratif yanitin fizyolojik bir smir1 vardir. En yiliksek rejeneratif yanit
hemolitik anemilerde 6-8 kat diizeyinde olusurken, hemorajik anemilerde ise 2-4 kat

diizeyinde bir artis olur. Hemolitik ya da hemorajik anemilerin baslangicindan sonra 2-4
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giin boyunca periferal kanda rejenerasyona dair bir bulgu goézlenmeyebilir. Bu durum
eritrositlerin kemik iligindeki {iretim siireci ile iligkilidir (Furman ve ark 2014). Anemi
sonucunda periferal kanda retikiilositlerin sayisinin beklenenden az olmasi ya da hig
goriilmemesi ise nonrejeneratif anemi olarak tanimlanir. Nonrejeneratif anemiler kemik
iligi veya eritrosit {retiminin azalmasi, eritropoezisteki bozukluklar sonucunda

olusabilmektedir (Mills 2012).

Absolut retikiilosit sayisi, periferal kan 6rneginden New Methylene Blue boyama
ile hazirlanan frotilerde manual olarak hiicrelerin sayilmasi ile hesaplanabilmekte veya
gelismis otomatik kan sayim cihazlarinda Olgiilebilmektedir. Kopeklerde anemilerin

retikiilosit sayisina gore patofizyolojik siniflandirilmasi Cizelge 1.11°de gosterilmistir.

Cizelge 1.11. Anemilerin retikiilosit sayisina gore siniflandirilmasi (Cowgill ve ark

2003)
Retikiilositer yamt Absolut retikiilosit sayisi®
Normal/Nonrejeneratif® <80.000
Hafif 80.000-150.000
Rejeneratif Orta 150.000-300.000
Siddetli >500.000

2 Absolut retikulosit sayisi (/pl)= retikiilosit yiizdesi x RBC sayist (10°/ul)
®Anemi durumlarinda nonrejeneratif olarak degerlendirilir.
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Rejeneratif ve nonrejeneratif ozellikteki anemilerin genel siniflandirilmasi Sekil

1.4°de, olusum mekanizmalart ve nedenleri ise Cizelge 1.12°de Ozetlenmistir.

Rejeneratif Nonrejeneratif

Azalan kemik iligi
tiretimi

intravaskuler Internal I
hemoliz hemoraji Azalan eritrosit
liretimi
Ekstravaskuler Eksternal
hemoliz hemoraji

Yetersiz

eritropoezis

Sekil 1.4. Kopeklerde aneminin genel nedenleri (Mills 2012)
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Tipi

Cizelge 1.12. Kopeklerde anemilerin etyopatogenezisi (Mills 2012)

Aneminin

Kategorisi

Azalan kemik
iligi iiretimi

Nedenler

Radyasyon

Toksisite

Virus

Hormon (6strojen)

Mlaglar (sulfanamidler)

Enfeksiyoz (Ehrlichiosis, Leishmaniosis)

Mekanizma
Kemik iligi aplazisi
(pansitopeni ya da
bisitopeni)

Kemik iligi neoplazmi, 16kemi, metastaz
(karsinoma, melanoma)
Miyelofibrozis

Miyelofitiz (pansitopeni ya
da bisitopeni)

Trombosit hasar ve eksiklikleri
Anevrizma ya da neoplazm
(hemangiosarkom)
Gastrointestinal veya iirogenital
kanamalari

rupturu

sistem

- Granulamatoz yangisal hastaliklar
= (histoplazmozis, milier tiiberkiiloz)
] Immun kaynakl Eritrosit aplazisi
c n - - -
2, Kronik renal yetmezlik Eritropoetinde azalma ve
= | Azalan Endokrin  vyetersizlik  (hipotiroidizm, | sitokinlerin iiretimi
S | eritrosit hiperstrojenizm) baskilamasi
iiretimi Yangisal hastaliga bagli anemi Sitokinlerin iretimi
Kronik parazitizm baskilamasi ve farkl
Kronik karaciger hastaliklari kompleks mekanizmalar
Folik asit, vitamin B;,, kobalt ve faktdr | Niikleotid sentezinde
eksiklikleri  (kemoterapi, sulfanamidler, | bozukluklar
Yetersiz antiepileptik ilaglar)
. . Fe" eksikligi anemisi (kronik kan kaybi, | Hemoglobin sentezinde
eritropoezis ) :
gastrointestinal hasar) bozukluklar
Cu" ve vitamin Bg eksiklikleri
Kursun zehirlenmesi
Anormal  eritrosit membran,  sekil | Eritrositlerdeki genetik
bozukluklari hasarlar
Biyokimyasal bozukluklar (piruvat kinaz,
fosfofruktokinaz, methemoglobin rediiktaz
eksiklikleri)
Biyokimyasal farkliliklar (hipofosfatemi, | Eritrositlerdeki edinsel
. Heinz cisimcikleri) hasarlar
Hemolitik Kimyasal hemolizinler (agir metaller)
Bakteriyel, hayvan ve bitki hemolizinleri
(Clostridium haemolyticum, oriimcek ve
'% sinek venomlart)
5 fmmun kaynakl1 hemolitik anemi
.ac_)‘ Eritrositlerin mekanik hasar1
& Enfeksiydz (babesiosis)
Travma (karaciger, dalak rupturu) Kan kaybi
Operasyon
I¢/dis paraziter enfestasyon (kene, bit, pire,
kancali kurt enfestasyonu)
Hemorajik Koagulopati
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1.4.1. Anemi ve Oksidatif Stres

Eritrositler, temel fonksiyonu olan doku reoksijenizasyonu yaninda kanin
antioksidan kapasitesinin 6nemli bir bilesenidir. Bu hiicreler SOD, CAT ve GSH sistemi
gibi 6nemli hiicre i¢i enzimatik antioksidanlart yapisinda bulundurur (Durackova 2010,
Mohanty 2013, Niedzwiedz ve Jaworski 2014). Fakat eritrositler, hem diradikal
yapisindaki oksijeni tasimalari, hem de plazmada siirekli bulunan hidrojen peroksit,
stiperoksit ve hidroksil gibi oksidanlara maruz kalmalar1 nedeniyle oksidatif strese
duyarhdirlar (Nagababu ve ark 2008, Hess 2010). Eritrosit membrani, doymamis yag
asitlerinden zengin lipid yapisi nedeniyle ilk hasar goren bolgelerden biridir.
Oksihemoglobinin methemoglobine ¢evrilmesi sirasinda siiperoksit, hidrojen peroksit ile
reaksiyona girerek oldukca reaktif hidroksil radikallerinin olusumuna neden olur (Kanias
ve Acker 2010). Bu siiregten sonra eritrosit ylizeyinde reversibl veya irreversibl nitelikte
hemikromlar sekillenebilir. Hemoglobin hidroksit ve dihistidin ferrihemokrom gibi
hemikromlar tekrar methemoglobine doniistiiriiliip ardindan hemoglobine indirgenebilir.
Irreversibl hemikromlarda ise hemoglobin denaturasyonu devam eder ve agregat
olusumuna neden olur (Nagababu ve ark 2008). Cogunlukla eritrosit yiizeyinde olusan bu
agregatlara Heinz cisimcikleri adi1 verilir. Heinz cisimcikleri oksidatif strese maruz kalan
eritrositlerde goriilen ilk lezyonlar olarak tanimlanmaktadir (Thrall 2012). Lipid
peroksidasyonu sonucu olusan yapisal membran bozukluklari, akigkanligin ve esnekligin
kaybi ile iyonlara kars1 artan permeabilite eritrosit membraninin rupturu ve igeriginin disari

salinmasina neden olabilmektedir (Crnogaj ve ark 2010).

Anemi siirecinde oksidatif stres olusumu detayli olarak incelenmemistir. Bununla
birlikte sekil degistirme yetenekleri azalan, sitozolik kalsiyum miktar1 ve membran sertligi
artan eritrositlerin oksidatif strese katkida bulunabilecegi belirtilmektedir (Pfafferott ve ark
1982, Damonte ve ark 1992, Lang ve ark 2006). Anemi siirecinde artan oksidatif stres,
lipid peroksidasyonunun artmasina, GSH-Px’in de i¢inde bulundugu enzimatik antioksidan
sistemin zayiflamasina (Kumerova ve ark 1998) ve eritrositlerin pro-oksidanlara

duyarliliginin artmasina neden olur (Melhorn ve ark 1971).

Siddetli anemik kosullarda eritrositlerin daha fazla oksidatif strese maruz kaldig
gosterilmistir (Nagababu ve ark 2008). Oksidatif stresin temel olarak membranda
sekillendigi, buradan salinan ROT’larin hem dogrudan eritrositlere hem de dolasima

katilarak komsu dokulara hasar verdigi ve anemiyle iligkili patolojilere katkida bulundugu
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belirtilmektedir (Dumaswala ve ark 1999). Oksidatif strese bagli eritrosit hasari hiicrenin
yasam siiresini kisaltmakta, ayni zamanda eritrosit membranindaki sekil degistirme
yeteneginin azalmasi ve fosfatidilserin olusumu sonucu dolagimdan daha kisa siirede
kaldirilmalariyla sonug¢lanmakta ve anemiye neden olmaktadir (Lang ve ark 2006). Bu
sekilde aneminin siddetinin artabilecegi rapor edilmektedir (Nagababu ve ark 2008,
Khanna ve ark 2010, luchi 2012).

Hipoksi  sonucu eritrositlerdeki  yetersiz  oksijenizasyonun hemoglobinin
otooksidasyona neden oldugu gosterilmistir (Balagopalakrishna ve ark 1996). Hipoksi ve
eritrositlerdeki oksidatif stres arasindaki bu iliski, aneminin eritrositlerde oksidatif strese
nasil neden oldugunu agiklamaktadir (Mohanty 2013). Azalan RBC sayis1 ve HGB miktari
dokulardaki parsiyel oksijen basincini azaltmakta ve eritrositler dokulara daha fazla
miktarda oksijen vermek zorunda kalmaktadir. Hemoglobin oksidasyonuna neden olan bu
durum methemoglobin ve siiperoksit olusumu ile sonuglanmaktadir (Hebert ve ark 2004).
Olusan methemoglobinin biiyiik miktar1 sitokrom b5 rediiktaz ile tekrar fonksiyonel forma
doniistiiriilmesine ragmen, anemi durumlarinda bu siire¢ yetersiz kalir ve methemoglobin

miktari artar (Nagababu ve ark 2008).

Anemi, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan insanlarin %30’unu etkiledigi belirtilen
yaygin bir saglik sorunudur. Insanlarda demir eksikligi anemisi basta olmak iizere orak
hiicreli anemi, talasemi, glukoz-6-fosfat dehidrojenaz eksikligine bagl gelisen anemi
olgularinda oksidatif stres gelisimi ve bdyle durumlarda antioksidan kullaniminin
getirebilecegi yararlar1 kapsayan cesitli arastirmalar yapilmistir (Amer ve ark 2006, Wood
ve Granger 2007, Jilani ve Igbal 2011, luchi 2012).

Kopeklerde ise sogan, sarimsak, parasetamol, aspirin, metilen mavisi, g¢inko,
naftalin ve vitamin K toksikasyonu, Diabetes mellitus ve T hiicre lenfomasi gibi
durumlarin farkli mekanizmalarla eritrositlerin oksidatif hasarina neden olduklar1 rapor
edilmektedir (Harvey 2010). Ila¢ kaynakli oksidatif doku hasari, uygulanan ilaglarin dozu
ve etken maddeye gore degisiklik gostermektedir. Oksidatif hasar hiicre membranlarinda
doku hasar1 ve protein yapr bozukluklarina neden olur. Eritrositlerde hemoglobin
igerisindeki demir methemoglobine okside olur (Kanias ve Acker 2010). Methemoglobin
miktar1 viicuttaki total hemoglobinin %10’unu astig1 durumlarda mukoz membranlar
siyanotik goriiniim alir. Siilfidril gruplar ve hemoglobin molekiilleri arasindaki capraz

reaksiyonlar Heinz cisimciklerinin olusumuna neden olur (Nagababu ve ark 2008).
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Cesitli enfeksiyoz hastaliklarda etken makrofajlar tarafindan fagosite edilirken bu

hiicreler de konak savunma mekanizmasi kapsaminda siiperoksit anyonu, hidrojen

peroksit, hidroksil radikali ve nitrik oksit gibi serbest radikallerin iiretilmesine neden olur

(Durackova 2010). Bu sekilde anemiyle seyreden enfeksiyoz hastaliklarda etken yaninda

oksidatif stresin de anemiye katkida bulunabilecegi belirtilmektedir (Heidarpour ve ark

2012).

Kopeklerde oksidatif stresin degerlendirildigi anemiyle seyredebilen enfeksiyoz

hastaliklar, o©l¢iilen oksidan/antioksidan parametreler ve degisimleri Cizelge 1.13’de

Ozetlenmistir.

Cizelge 1.13. Literatiirde kopeklerde oksidatif stresin degerlendirildigi, anemiyle

seyredebilen enfeksiyoz hastaliklar

Arastirmaci Arastirma konusu Oksidan Antioksidan

Murase ve ark 1996 MDA 1

Otsuka ve ark 2002 TBARS 1

Chaudhuri ve ark 2008 Babesiosis MDA1? SOD 1, CAT 1

Crnogaj ve ark 2010 MDA 1

Rossi ve ark 2014 Paroksonaz-1 |

Ciftci ve ark 2014 8-OHdG 1,NO ] TAK ]

Dimri ve ark 2012 Dirofilariosis MDA 1 SOD 1, GSH-Px |,
CAT |, GSH |

Kumar ve ark 2006 MDA 1

Da Silva ve ark 2013 Ehrlichiosis TBARS 1, NO 1, AOP | Glutatyon rediiktaz 1

?

Kiral ve ark 2005 Hepatozoonozis MDA 1, NO 1 GSH 1

Bildik ve ark 2004 MDA 1 GSH 1, askorbik asit
|, beta karoten |,
seruloplazmin |,
retinol §

Britti ve ark 2008 L eishmaniosis SOD1, GSH-Px]

Paltrinieri 2009 d-ROM |

Heidarpour ve ark MDA 1 TAK |, albumin |

2012

Almeida ve ark 2013 TOS 1, MDA 1 TAK |, GSH 1,

albumin |, lirik asit |

1: Artma, |: Azalma, : Degisikligin olmamasi

Babesiosis, eritrositleri mekanik olarak parcalamasi sonucu hemolitik anemiye

neden olan enfeksiy6z bir hastaliktir. Babesia gibsoni ile enfekte kopeklerde etken

icermeyen eritrositlerin de hemolize ugradigt ve bunun nedeninin oksidatif stres

olabilecegi ileri siiriilmiistir (Otsuka ve ark 2002). Ayrica B. gibsoni ile enfekte

kopeklerde makrofajlarin eritrofagositik aktivitesinin daha yliksek oldugu gosterilmis,
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artan serbest radikal saliniminin etken ve aktive makrofajlardan ileri gelebilecegi rapor
edilmistir (Otsuka ve ark 2002). Babesiosisli kdpeklerde aneminin siddeti ile parazitemi
diizeyinin her zaman orantili olmamasmin oksidatif stresle iligkili olabilecegi
belirtilmektedir (Chaudhuri ve ark 2008, Rossi ve ark 2014). Crnogaj ve ark (2010),
Babesia canis ile enfekte kopeklerde serum MDA konsantrasyonunun saglikli kdpeklere
gore Onemli diizeyde yiiksek oldugunu gostermisler ve aneminin siddetine gore
gruplandirilan kopeklerde gruplar arasi onemli bir fark saptamamuslardir. Theileria
annulata ile enfekte sigirlarda aneminin siddeti ile oksidatif hasarin degerlendirildigi bir
baska calismada ise serum MDA konsantrasyonu ile anemi siddeti arasinda pozitif bir

korelasyon belirlenmistir (Rezeai ve Dalir-Naghadeh 2006).

Stirekli ve artan serbest radikal {iiretiminin antioksidan savunma sistemlerini
azaltabilecegi belirtilmektedir (Durackova 2010, Almeida 2013). Chaudri ve ark (2008), B.
gibsoni ile enfekte kopeklerde eritrosit MDA konsantrasyonu ile SOD ve CAT
aktivitelerini  degerlendirmislerdir. Arastirmacilar, saglkli kopeklere gore enfekte
kopeklerin eritrosit SOD ve CAT aktivitelerindeki 6nemli diizeyde artisi organizmanin
oksidatif stresi sinirlama amaciyla kendini tamir etme mekanizmasiyla agiklamislardir. Ek
olarak, intravaskuler hemoliz sonucu rejeneratif tipte anemiye neden olan Babesia
enfeksiyonlarinda retikiilosit sayisinin  arttigit ve SOD ile CAT aktivitelerinin

retikiilositlerde daha yiiksek oldugu belirtilmektedir (Otsuka ve ark 2001).

Visseral leishmaniosiste gelisen hemolitik anemide oksidatif stresin de 6nemli bir
rolii oldugu belirtilmektedir (Britti ve ark 2012, Heidarpour ve ark 2012). Otoimmun
hemolitik anemili kopeklerde oksidatif stresin degerlendirildigi bir g¢alismada, lipid
peroksidasyonu sonucu plazma MDA konsantrasyonunun anlamli diizeyde yiikseldigi,
antioksidan savunma sistemi rezervlerini gosteren Vitamin E konsantrasyonunun ise

onemli diizeyde azaldig1 belirlenmistir (Pesillo ve ark 2004).

Kogika ve ark (2014), kronik bobrek yetmezligine bagli anemili kopeklerde HCT
degeri ile TBARS diizeyi arasinda aneminin siddetine gore her iki grupta (HCT >%22,
HCT<%22) negatif bir korelasyon belirlemis ve kronik bobrek yetmezligi olan kdpeklerde
de aneminin gelisimi ve ROT iiretilmesini dolagimdaki tiremik toksinler ve kronik yangisal
stireg ile agiklamislardir. Ayni ¢alismada aneminin siddeti arttitkga SOD aktivitesinin de
arttig1 fakat yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) konsantrasyonunun azaldigi saptanmuistir.

SOD aktivitesindeki artis oksidatif strese karsi gelisen kompanzasyon mekanizmasiyla,
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eritrosit ici GSSG konsantrasyonlarinin azalmasi ise eritrositlerin antioksidan savunmadaki

rolii ile agiklanmustir.

Sonug olarak, farkli etiyolojilerden ileri gelen aneminin ¢esitli mekanizmalarla
oksidatif strese neden oldugu, oksidatif stresin de eritrositlerin yasam siiresini kisalttig1,
oksijen tasima kapasitelerini azalttigi ve dolayli olarak aneminin siddetini artirdig
belirtilmektedir (Nagababu ve ark 2008, Harvey 2010, luchi 2012). Fakat, bu anlamda
kopeklerde aneminin  patofizyolojik  smiflandirmasina gore  oksidatif — stresin

degerlendirildigi bir calismaya rastlanmamustir.
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1.5. Kopeklerde Kan Transfiizyonu

Kan, yasamin devamliligi i¢in gerekli bilesenleri yapisinda bulundurur. Kan
transflizyonu, uygun bir donérden alinan tam kanin veya bilesenlerinden bir veya
birkag¢inin (eritrosit, 16kosit, trombosit, pihtilasma faktorleri, plazma) diger bir canliya
aktarilmasi olarak tanimlanir (Kisielewicz ve Self 2014). Giinlimiizde kan transfiizyonu
veteriner hekimlikte de ilerleyen teknoloji ve artan donanim ile birlikte yaygin olarak
kullanilabilen, yerinde uygulandigi durumlarda hayat kurtarici rol iistlenen gelismis bir

sagaltim yontemi haline gelmistir (Gibson ve Abrams-Ogg 2012, Davidow 2013).

Tam kan transfiizyonu temel olarak biiylik miktarlardaki kan kayiplarinda voliim
eksikliginin giderilmesi ve kanin sivi veya her bir seliiler komponentinin artirilmasi veya
iyilestirilmesinde endikedir (Kisielewicz ve Self 2014). Bir transfiizyon olmamakla birlikte
hemopoetik sistemin uyarilmasi amaciyla kdpeklerde 10-30 ml tam kan, deri alt1 veya kas
ici tekrarlanan dozlarda uygulanabilmektedir. Akut anemili kopeklerde HCT < %10,
kronik anemili kdpeklerde ise HCT < %15 oldugu durumlarda kan transfiizyonunun endike
oldugu belirtilmektedir (Nolte ve ark 1988, Gibson ve Abrams-Ogg 2012). Tam kan ve kan
tirtinlerinin bilesenleri, endikasyonlari, saklama kosullari ve kullanim onerileri Cizelge

1.14°de 6zetlenmistir.

Kan transfiizyonlar1 glinimiizde siklikla gerekli goriilmelerine ve hayat kurtarici rol
iistlenmelerine ragmen, uyumsuzluk durumlart ya da saklama kosullarindaki
olumsuzluklarda istenmeyen ve Olimle sonuglanabilecek reaksiyonlara neden
olabilmektedir (Kisielewicz ve Self 2014). Bu anlamda, kan transfiizyonu basitlestirilmis
bir organ nakli olarak degerlendirilmekte ve nakledilen organin kan oldugu belirtilmektedir

(Hohenhaus 2012).

Veteriner hekimlikte kan bankalarinin ve kanin bilesenlerine ayrigtirilmasinin
yaygin olmamasit ve ihtiya¢ halinde istenilen ozelliklere sahip dondriin kolayca
bulunamamasi nedeniyle, alinan tam kanin saklanilarak kullanilmasi daha da onem

kazanmaktadir (Gibson ve Abrams-Ogg 2012).
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Cizelge 1.14. Tam kan ve kan iiriinlerinin bilesenleri, endikasyonlari, saklama kosullar: ve kullanim o6nerileri (Feldman ve Sink 2008)

Kan ya da Kan
Uriinleri

Bilesenleri

Endikasyon

Saklama

Kullanim

Tim kan elementleri; Eritrosit,

Anemi (Kan kaybi, hemoliz,
nonrejeneratif), koagiilopati,

Kosullari

Siiresi

. . o 2 mi/kg, HCT d
Taze Tam Kan . . trombositopeni, 1-6 C 24 Saat g . © 3-4 ml/kg/saat
trombosit, pthtilagma faktorleri . %] artis saglar
hemangiosarkom, hazir kan
bulunmadig1 durumlar
Hipoproteinemi ile seyreden
L s ACD, CPD
Tam Kan Eritrosit, plazma proteinleri, anemi, hipovolemik sok, kan . cb. ¢ N 2 ml/kg, HCT de
Saklanmis Tam labil koagiil o faktbrleri sriinleri hazirlanamavan 1-6 C CP2D; 21 Giin %1 artis saslar 3-4 ml/kg/saat
Kan a oagulasyon raktorle: urunie a. anamaya CPDA-I; 35 Giin ol arti§ sagiai
durumlar
ACD, CPD,
o . . o CP2D; 21 Giin 1 ml/kg, HCT de
Eritrosit Anem 1-6 C ’ ' 4-6 ml/dk
Konsantre Eritrosit itrosi i CPDA-1: 35 Giin. | %l artis saglar
Ek sol; 42 Giin
. Trombositopeni, hipovolemi,
Tiim koagiil faktorl o
Taze Plazma tm koagiasyon faxtorlerl, | . oproteinerni, koagiilasyon _18°C| 1 Y1l 6-10 ml/kg 4-6 mlidk
plazma proteinleri
bozukluklari
e . . Koagiilasyon ve karaciger .
Donmus Plazma Vltaml_n K ya bagh fakto_rler, bozukluklari, DIC, kumarin -18°C| SYl 10 ml/kg 3-6 saat iginde,
albumin, immunoglobulinler . - 4-6 ml/dk
toksikasyonu, pankreatitis
Fibrinojen, fibronektin, von
L Willebrand faktdr, faktor VIII .. . o . Kanama kontrol
Kriyosipitat X1 — X111, albumin, Koagiilopati -18 C| 1Yil 1 tinite/10 kg edilene kadar
immunoglobulinler
Trombosﬁten Tror11bo§|t, tum koagula.sy@ Trombositopeni 22-25°C Hemen 1 tinite/10 kg 2 ml/dk
Zengin Plazma faktorleri, plazma proteinleri Kullanilmalt
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1.5.1. Tam Kanin Saklanmasi

Tam kan, uygun bir dondrden antikoagiilan igeren kan torbasina toplanan bir iinite
kan olarak tanimlanir. Ik 24 saat icerisinde kullanildiginda veya islendiginde taze tam kan,
24 saat depolamadan sonra saklanmis tam kan olarak isimlendirilmektedir (Lanevschi ve
Wardrop 2001, Davidow 2013). Kan transfiizyonunun ulasilabilir, giivenli, etkin ve ucuz
olarak yapilabilmesi gerekmektedir. Bu baglamda tam kanin saklanmasi, ulasilabilirligi

artirmakta ve maliyetini de oldukg¢a diistirmektedir (Gibson ve Abrams-Ogg 2012).

Eritrositler ilk olarak Rous ve Turner (1915) tarafindan, antikoagiilan amagl sitrat,
besleyici olarak da glukoz eklenerek 4 hafta kadar canli tutulmustur. Fakat glukozun
otoklav 1silarinda karamelize olmasi nedeniyle, sollisyonun sterilitesi saglanamamuigtir.
Loutit ve Mollison (1943), soliisyonun pH’sinin 5’e digiiriilmesi ile sekerin 100 °C
lizerinde stabilitesini saglayarak, sterilize edilebilen ilk kan saklama soliisyonu Asit-Sitrat-
Dekstroz’un (ACD) bulunmasini ve eritrositlerin 3 hafta kadar siireyle %70 oraninda canli
kalarak saklanabilmesini saglamislardir. Bu siiregte eritrositlerin fosfat kaybettigi ve
adenini katabolize ettigi ortaya konmustur (Hess 2006). Eritrositlerin saklama sirasinda
hemolize ugradig1 ve mannitol gibi sekerlerin saklama soliisyonlarina eklendiginde hiicre
membranini stabilize ederek ve antioksidan Ozellik gostererek hemolizi azaltabildigi
belirtilmistir. Bu siirecin devaminda saklanan tam kanin kalitesini artirma ve hemolizi
azaltma amaciyla cesitli galismalar yapilmistir. Hemoliz orani polivinil klorid igerikli
plastik torbalarda saklanan kanda 4 kat, 16korediiksiyon filtre kullanilarak hazirlanan kanda

ise ek olarak 2 kat daha azaltilabilmistir (Lanevschi ve Wardrop 2001, Hess 2010).

Gelistirilen soliisyonlar eklenen iceriklere gore farkli isimlerle adlandirilmistir.
ACD, fosfatin eklenmesiyle sitrat-fosfat-dekstroz (CPD) ve adeninin eklenmesiyle sitrat-
fosfat-dekstroz-adenin (CPDA veya CPDA-1) adimi almistir. 1970’li yillarda saklama
amactyla cam sigeler yerine plastik torbalarin kullanilmaya baslamasiyla kan iriinlerinin
ayristirilabilmesine olanak saglanmistir (Gibson ve Abrams-Ogg 2012, Lacerda ve ark
2014). Plazmanin ayrilmasiyla elde edilen eritrositler igin spesifik soliisyonlar
gelistirilmistir. Bu tip sistemlerde tam kan ACD ya da CPD soliisyonlari igerisine alinarak
eritrositler, plazma ve trombositler ayr1 uydu torbalara alinmis ve eritrosit soliisyonlar1 bu
torbalar i¢ine eklenmistir. Bu anlamda hazirlanan ilk soliisyon tuz-adenin-glukoz igerikli
olmus, daha sonra mannitoliin eklenmesiyle tuz-adenin-guanin-mannitol haline
getirilmistir (Hess 2010, Dawidow 2013).
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Koruyucu soliisyonlar igeren torba sistemlerinde birincil torbada genel olarak CPD
soliisyonu bulunmaktadir (Lanevschi ve Wardrop 2001). Bu sistemlerin uydu torbalarinda
ise, hiicresel metabolizmay1 stirdiirmek ve canliligi devam ettirmek icin gerekli dekstroz,
adenin, mannitol ve sodyum klorid gibi maddeleri iceren, ancak protein tasimayan katki
soliisyonlart bulunmaktadir (Davidow 2013). Plazmast ayrilmis insan konsantre
eritrositlerine ilave edilen Adsol, Nutricel ve Optisol katki soliisyonlarmin saklama
stirelerini 35-37 giine kadar uzattig1 bildirilmektedir (Hess 2006, Lacerda ve ark 2014).
Koruyucu soliisyonlarin igerdikleri yogun konsantrasyonda dekstroz ve adenin
maddelerinin eritrosit enerji metabolizmasinda kullanilmasiyla eritrosit saklama siiresini

uzattig1 belirtilmektedir (Gibson ve Abrams-Ogg 2012).

Guntimiizde siklikla kullanilan CPDA-1 igerikli kan torbalarinda 63-70 ml
antikoagiilanli soliisyon bulunmaktadir. Depolama sirasinda olusan biyokimyasal
degisimleri yaninda, eritrosit i¢eren iiriinlerin saklama siiresinin koruyucu soliisyona bagl
olarak farklilik gosterdigi belirlenmistir (Lanevschi ve Wardrop 2001). Saklama siiresince
eritrositlerde gozlenen degisimler "saklama lezyonlar1” olarak isimlendirilmekte ve bu
lezyonlar ATP, 2,3-DPG, glukoz konsantrasyonlarinda diisme, pH azalmasi ile plazma
potasyum (K*) konsantrasyonu, laktik asit ve piriivik asit artisini1 kapsamaktadir (Lelubre
ve Vincent 2013, Lacerda ve ark 2014). Saklama lezyonlari eritrositlerde canlilik ve
fonksiyon kaybina yol a¢makta, dolayisiyla kan naklini etkisiz hale getirebilmektedir.
Eritrosit naklinin doku reoksijenizasyonu iizerindeki etkileri incelendiginde, 15 giiniin
tizerinde saklanan eritrositlerde ATP kaybindan dolay1 esneklik kaybi sekillenebilecegi
(Hess 2006), bu nedenle eritrositlerin kapillar dolasimi  engellenerek  doku
reoksijenizasyonunda problem yasanacagi belirtilmektedir (Hess 2010). CPD ve ACD
antikoagiilan soliisyonlar1 konsantre eritrosit {iriiniiniin 21 giin boyunca saklanmasina
olanak saglamaktadir. CPDA-1 antikoagiilan soliisyonunun eritrosit fonksiyon ve
canliligin1 destekledigi, 2,3-DPG ve ATP'yi daha 1yi korudugu ve saklama siirelerini 3-5
haftaya (21-35 giin) kadar uzattig1 belirtilmektedir (Kisielewicz ve Self 2014). American
Association of Blood Banks standartlarina gore, eritrosit canliliginin 35 giinliilk saklama
sonunda ve nakilden 24 saat sonra %75 oraninda siirmesi istenmektedir. Kan naklinin
basarili sayilabilmesi i¢in nakil sonrast canliligin devaminin bir kriter oldugu da

belirtilmektedir (Gibson ve Abrams-Ogg 2012).

Tam kan ve kan hiicrelerinin daha uzun siire ve kaliteli saklanabilmesi amaciyla

farkli igerikte soliisyon hazirlamaya yonelik ¢aligmalar halen siirdiiriilmektedir.
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1.5.2. Saklanan Tam Kanda Meydana Gelen Degisiklikler

Eritrositlerde saklama siliresince metabolik degisiklikler, sekil degisiklikleri,

reolojik degisiklikler, membran karbonhidratlarinin kaybi, lipid ve proteinlerin oksidatif

hasar1, oksijen tutulumu ve tasinmasinda degisiklik, eritrositlerin endotelyal hiicrelere

adhezyonunda artis, kisalan yasam siiresi ve sekonder olarak K* konsantrasyonunda artis,

aktif protein, lipid, mikrovezikiil ve bakteriyel kontaminant sac¢ilimi gibi lezyonlar

meydana gelebilmektedir (Lanevschi ve Wardrop 2001, Hess 2010, Lelubre ve Vincent

2013). Bunlarin bir kismi ve aralarindaki iliski tamamen anlasilmis fakat fizyolojik

anlamlar1 ve klinik etkileri tizerine tartismalar devam etmektedir (D’Alessandro ve ark

2015). Insan kanmnin saklanma siiresince eritrosit ve plazmada goriilen bazi &nemli

degisiklikler Cizelge 1.15°de 6zetlenmistir.

Eritrosit

Cizelge 1.15. Saklama siiresince eritrosit ve plazmada goriilen bazi 6nemli

degisiklikler (Lelubre ve Vincent 2013)

Metabolik degisiklikler

vV VYV V

Bozulan oksijen dagitimi
azalan 2-3 DPG,

Azalan fosfat ve adenin (AMP, ADP,
ATP) miktari,

Azalan glutatyon diizeyi,

Artan laktat diizeyi.

nedeniyle

Oksidatif stres

A\

A\

Protein oksidasyonu; hiicre iskeletinde
hasar,

Lipid peroksidasyonu; lisofosfolipid,
protoglandin ve izoprostan olusumu.

Sekil ve membran degisiklikleri

Ekinositlerden sferoekinositlere
doniigtim,
Prokoagulan
olusumu,
Eritrositlerde  elastikiyet
vaskuler endotele tutunma.

ozellikli  mikrovezikil

kayb1  ve

Plazma

» Azalan pH,
> Artan K* konsantrasyonu,
» Cesitli molekiillerin salinimu;

O

o

Proinflamatuar  sitokinler
beta, IL-6, IL-8, TNF-alfa),
Platelet aktive edici faktor gibi
biyolojik olarak aktif lipidler,
Serbest hemoglobin,

Potansiyel oksidatif hasar,
sitotoksisite ve yangiya neden
olacak hem ve demir.

(IL-1
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Metabolik ve biyokimyasal degisiklikler

Eritrositler kan bankalarinda 1-6 °C arasinda, donmasi veya yiiksek 1silarda
besleyici sollisyonlar1 ¢abuk tiiketmesi Onlenerek saklanmaktadir (Hess 2010).
Eritrositlerin tek enerji kaynagi glikolizistir. Glikoliziste ATP yapimi amaciyla glukoz
yikimlanirken, laktik asit ve protonlar agiga ¢ikar. Biriken protonlar saklama soliisyonu ve
eritrositleri daha asidotik bir hale getirerek fosfofruktokinazin inhibe edilmesiyle
glikolizisi, dolayisiyla ATP {iretimini yavaslatir (D’Alessandro ve ark 2015).
Eritrositlerdeki ATP konsantrasyonu, eritrositlerin canliligi ve yasam siiresine iliskin en
onemli parametredir. Glikolizis +3 °C’de, oda sicakligina gore 10 kat yavaglamaktadir

(Ruddell ve ark 1998).

Eritrositler pH degeri yaklasik 7,35 olan ven6z kandan pH 5,5-5,8 araligindaki CPD
soliisyonunu iceren torbalara toplanmaktadir. Sonug olarak, siispansiyon yaklasik 7,1 pH
degerine ulagmakta, fakat dondriin hemoglobin konsantrasyonu, ventilasyon diizeyi ve
alman kanin miktarina gore degisiklikler olabilmektedir. Diisilk pH diizeyinde 2,3 DPG
yikimi artmakta ve bu durum ATP iiretiminde bir yiikselmeye neden olmaktadir. Ayn
zamanda pH’min diismesi ve inhibe edilen fosfofuktokinaz, pentoz fosfat yolunda
kullanilacak glukoz-6-fosfat ve antioksidan Ozelligiyle kullanillan GSH miktarim

artirmaktadir (Hess 2010).

ATP gerektiren Na'-K® pompasmnin diisiik sicaklikta kapanmasi nedeniyle
elektrolitlerin ge¢isi diizglin saglanamamaktadir. Saklanmis insan tam kaninda, eritrosit
disina yavasca sizan K* yaklasik 1 mEq/giin artarak, kan torbasindaki ekstraseliiler sivida
birikir (Hess 2010). Bu durum, eritrosit i¢i K* konsantrasyonu yaklasik 100 mmol/L olan
insanlar i¢in, transfiizyon sonrasi hiperkalemi gibi istenmeyen etkilere yol agabilir. Fakat
bu durum tiim tiirlerde benzer degildir (Sousa ve ark 2012). Ornegin kdpeklerde eritrosit
ici K* konsantrasyonu (5,7 mmol/L) ekstraseliiler siviya yakin oldugu icin, saklama
stiresince ekstraseliiler sivida yiiksek oranda birikim s6z konusu degildir (Trumel ve ark
2003). Farkli tiirlerde eritrosit ici ve plazma K* konsantrasyonlar1 Cizelge 1.16’da

Ozetlenmistir.

Saklama siiresinin kopek kan konservesi iizerine etkileri farkli agilardan
degerlendirilmis, saklama siiresince hematolojik (HCT, PLT, WBC, MCV) ve kan gazlari
(pH, HCOs3;, PCO;) degerlerinde azalmalar serbest hemoglobin, laktat, Na* ve K

konsantrasyonlarinda ise artiglar belirlenmistir (Nolte ve ark 1988).
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izelge 1.16. Farkh tiirlerde hiicre (eritrosit) i¢i ve plazma onsantrasyonlari
Cizelge 1.16. Farkl tiirlerde hii trosit pl K' k yonl

(Harvey 2010)
Eritrosit ici* Plazma
(mmol/L) (mmol/L)

Insan 102 3,5-5,1
Kopek 5,7 3.9-5.1
Kedi 59 3.7-6.1
Sigir 22 3.64.9
At 120 2.9-4.6
Koyun 98,7 4.3-6.3
Keci 76,1 3.8-5.7

*Ortalama deger
Sekil degisiklikleri

Saklama siiresince eritrositler yavasga sekil degistirmektedir. Piirlizsiiz, bikonkav
disklere benzeyen eritrositler, zamanla olduk¢a engebeli yiizeye sahip sferoekinosit adi
verilen kiirelere doniismektedir. Bu sekil degistirme, genglestirme olarak adlandirilan
hiicrelerin 1sitilmasi ve notral pH’daki bilesenlerle karistirilmasiyla genel olarak reversible
bir siire¢ olarak degerlendirilir (D’Alessandro ve ark 2015). Genglestirme siirecinde ATP
konsantrasyonu ve DPG rejenerasyonu da artar. Buna ragmen sferoekinosit siirecin uzadigi
durumlarda, membran {izerindeki ekinotik ¢ikintilarin kopmasi sonucu mikrovezikiiller
olusabilir. Ayn1 zamanda, membran kayb1 fizyolojik olarak eritrositlerin programli hiicre
Olimii siirecinde ve okside olan lipidler ya da hasar gdren proteinler nedeniyle de
goriilebilmektedir (Lelubre ve Vincent 2013). Eritrositlerdeki sekil degisimi ve
mikrovezikiilasyon artan viskozite ve azalan akim gibi reolojik degisiklikler nedeniyle de
olmaktadir. Yapay ya da fizyolojik kosullarda deneysel olarak ortaya konulan bu
degisimlerin de reversible oldugu belirtilmektedir (Hess 2010).

Bazi degisimlerin ise irreversibl oldugu vurgulanmaktadir. Saklanan tam kanda
l6kositlerin yikimlanmastyla glikozidaz, lipaz ve proteaz enzimleri serbest kalmaktadir. Bu
enzimler eritrosit yiizeylerinde immun koruyucu sekerleri ve proteinleri parcalayarak ve

lipidleri de-alkalize ederek hemolize neden olmaktadir (Sparrow ve ark 2007).

Farkli tiirlerde saklama siiresince hematolojik ve hemolizle ilgili parametrelerde

belirlenen degisiklikler Cizelge 1.17’de gosterilmistir.
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Cizelge 1.17. Farkh tiirlerde kanin saklama siiresince hematolojik ve hemolizle ilgili parametrelerde belirlenen degisiklikler

. Koruyucu Saklama Plazma
Arastirmaci i Ornek RBC g[€]=] HCT MCV MCHC
soliisyon siiresi HGB

Nolte 1986 Kopek Tam kan CPDA-1 21 giin ) ) ! l

Seidl 1991 Insan Tam kan CPDA-1 35 giin ) ) i)

Sommer ve ark Kedi Tam kan CPDA-1 42 giin ) ) ) 1 1
1994

Sousa ve ark 2013 | Koyun Tam kan CPDA-1 35 giin ! 7 1 1 1
Barthell 1999 At Tam kan CPDA-1 35 giin ! ! 1 1 ! 1 1 1
Price ve ark 1988 | Kopek RBC CPDA-1 35 giin 1 !

Wardrop 1997 Kopek RBC CPDA-1 35 giin 0

Beutler ve ark Insan RBC CPDA-2 35 giin 0 ! 0 1
1982

Turner ve ark 1987 | Insan RBC CPDA-1 35 giin i ! i T

1: Artma, |: Azalma, J: Degisikligin olmamas1
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1.5.2.1. Saklanan kanda oksidatif stres

Eritrositler, siirekli ve yiliksek konsantrasyonda oksijen radikallerine maruz kalmasi,
¢ekirdek ve mitokondrisinin bulunmamasi, yeni protein ve detoksifiye edici enzim
sentezleyememesi nedeniyle oksidatif strese kars1 olduk¢a duyarlidir (Hess 2010, Lelubre
ve Vincent 2013, D’ Alessandro ve ark 2015).

Lipid ve proteinlerin oksidatif hasar1 saklama siiresince eritrositlere zarar
vermektedir (Dumaswala ve ark 1999). Venoz kandan toplanan eritrositlerin yaklasik
%75°1 oksijen doygunluguna ulagsmis haldedir. Oksijen molekiilleri siirekli ferro (Fe+2)
hemoglobin molekiiliinden ayrilarak, diger hemoglobin molekiillerine baglanirlar. Fakat bu
istenen bir reaksiyon degildir. Bazen oksijen molekiilii elektron alarak siiperoksit radikali
ve ferri (Fe+3) methemoglobin olusumuna neden olur. Normal kosullarda eritrositler sahip
olduklar1 SOD ve methemoglobin rediiktaz ile olusan hasari kisa siirede diizeltirler (Kanias
ve Acker 2010). Saklama kosullarinda ise glikolitik yol iizerinden akis yavasladigi igin
glutatyon konsantrasyonu azalir. Serbest demir ya da hemin bulundugu kosullar altinda
stiperoksit radikali su ile birleserek fenton reaksiyonuna girer ve hidroksil radikalinin aciga
¢ikmasina neden olur (Hess 2010). Hidroksil radikalleri 6zellikle lipid ve proteinler igin
oldukca zararlidir. Trialkil gliserol gibi lipidler dealkalize olarak aktif biyolojik formlar
olan dialkil gliserollere ¢evrilebilir. Doymamis yaglar okside ya da polimerize edilebilir
(Dumaswala ve ark 1999). Proteinler, aminoasit siralar1 degistirilerek ya da eksiltilerek
zararl formlara doniistiirtilebilir. Bu doniisiim, glukozun hemoglobine baglanarak HGB-
Alc olusturmasi gibi sik goriilen oksidatif bir siire¢ olabilecegi gibi, eritrositlerdeki Band
IIl’e verilen oksidatif hasarla hemolize de neden olabilmektedir (D’Alessandro ve ark

2015).

Saklanan kanda hemoglobin, membran proteinleri ve lipidlerinin oksidasyonu

gelisirken bu durumlara antioksidan savunma sistemleri ile karsilik verilir (Sekeroglu ve

ark 2012, D’ Alessandro ve ark 2015).
Hemoglobin oksidasyonu

Eritrositlerin ana proteini olan hemoglobin, sitoplazma igerisinde paketlenmis halde
bulunur ve hiicre agirliginin %90’m1 olusturmaktadir. Hemoglobin etkin bir antioksidan
sistemle korunmasina ragmen, igerisinde bulunan Fe*? siirekli ve yiiksek konsantrasyonda
oksijene maruz kalmasi nedeniyle yavasca methemoglobine okside olmaktadir (Kanias ve

Acker 2010). Methemoglobin formu oksijeni baglayamaz ve tasiyamaz. Normal kosullarda
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eritrositteki methemoglobin konsantrasyonu total HGB’in %1’inden daha azdir. Oksidatif
stres durumlarinda ise bu oran yiikselmektedir (Hess 2010). Aymi zamanda HGB
oksidasyonu yakindaki globin zincirleri ile disiilfit baglantilarin olusmasina ve Heinz
cisimcigi adi verilen hemoglobinin temel yapisini bozan goriilebilir partikiillerin agiga
¢ikmasina neden olur (Kanias ve Acker 2010). Sinirli oksidatif hasara maruz kalan
hiicrelerdeki Heinz cisimcikleri monosit-makrofaj sistemi tarafindan temizlenebilirken,
artan oksidasyon hiicrenin hemolizine neden olabilir (D’Alessandro ve ark 2015).
Hiperglisemi durumlarinda glukozun hemoglobine oksidatif baglanimi sonucunda
sekerlesmis hemoglobin formu olan HGB-Alc olusturulur. HGB-Alc seviyesi Tip Il
diabet hastalarinda protein oksidasyonu ve sekerlesme ile yakindan ilgilidir (Hess 2010).

Membran proteinlerinin oksidasyonu

Serbest radikaller hemoglobin yaninda eritrositlerdeki diger proteinleri de hedef
alirlar (Lelubre ve Vincent 2013). Eritrosit hiicre membrani iskeleti lipid katman arasinda
bulunan spektrin, anikrin, aktin ve protein 4.1 gibi proteinlerden olusturulmaktadir.
Spektrin ve aktin hiicrenin viskoelastik yapisini saglayan yapisal proteinlerdir. Hiicre
membran1  protein-protein  ve protein-lipid baglantilariyla iskeletin  korunmasini
saglamaktadir. Serbest radikaller aminoasit yapisindaki yan zincirleri bozarak istenmeyen
protein-protein baglantilarinin olugsmasina ve normal protein yapisinin denatiirasyonu
sonucu, pek ¢cok oksidasyon iiriiniiniin agiga ¢ikmasina neden olurlar (D’ Alessandro ve ark
2015). Yaslanma, diyabet ve ¢esitli norodejeneratif hastaliklarda da eritrosit proteinlerinde

bozulmalar meydana gelebilmektedir (Hess 2010).
Membran lipidlerinin oksidasyonu

Eritrosit plazma membran1 oksidasyona duyarli ¢oklu doymamis yag asitleri
bakimindan olduk¢a zengindir (Dumaswala ve ark 1999). Eritrosit membrani, hiicre
iskeleti ve ¢ift katli lipid bariyer tarafindan olusturulmaktadir. Lipid bariyerin dis yapisini
kolestrol olusturmakta, fosfolipidler ise bariyer icinde diizensiz olarak dagilmis sekilde
bulunmaktadir. Kolestrol, bariyerin esnek ve saglam olmasini saglamaktadir. Membran
yapisindaki protein ve glikoproteinler lipid bariyere gomiilii halde bulunmaktadir (Hess
2010).

Lipidler, eritrositin seklini korumast i¢in krittk Oneme sahiptir. Membran
yiizeyindeki kiigiik degisiklikler bile morfolojik ve fonksiyonel bozukluklara neden

olabilmektedir. Serbest radikallere maruz kalinmasi lipid peroksidasyonu ve istenmeyen
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tiriinlerin olusumu ile sonuglanmaktadir (Nagababu ve ark 2008, Lelubre ve Vincent
2013). Boyle durumlarda ana lipid peroksidasyon iiriinii olan MDA veya TBARS o6l¢iimii
yapilarak lipid peroksidasyonunun varlik ve diizeyinin belirlenebilecegi bildirilmektedir

(Dumaswala ve ark 1999).
Antioksidan sistem

Eritrositler yiliksek miktarlarda enzimatik ve non-enzimatik yapida antioksidan
icermektedir (Hermes-Lima 2004, Mohanty 2013). Rediikte glutatyon, askorbik asit, alfa
tokoferol ve diger thiol gruplari, en temel endojen non-enzimatik antioksidanlardir. Alfa
tokoferol peroksil radikallerini temizleyerek hiicre membranindaki ¢oklu doymamis yag
asitlerinin peroksidasyonunu engeller (Sorg 2004). Oksidatif strese neden olan pek ¢ok
durumda alfa tokoferol seviyelerinin azaldigi belirtilmektedir. Birincil hiicre
antioksidanlarindan olan askorbik asit, membran ve diger hidrofobik pargalari, alfa
tokoferoliin rejenerasyonuna yardim ederek korur (Durackova 2010). Glutatyon ise farkl
yonleriyle hiicreyi oksidanlara kars1 koruma potansiyeline sahiptir. Glutatyonun temel roli,
eritrositlerdeki hemoglobini yapisi bozulmadan korumaya ¢alismaktir. Eritrosit
membraninin korunmasini membrandaki thiol gruplarinin onarilmasi ile saglar (Young ve
Woolside 2001). Ayni1 zamanda GSH-Px ve GSH S transferaz gibi enzimatik
antioksidanlarin yapisina girerek etkinlik gosterir. SOD, GSH-Px ve CAT gibi enzimler ise
eritrositlerdeki antioksidan sistemin enzimlerini olusturmaktadirlar (Hess 2010,
D’ Alessandro ve ark 2015).

Saklama stiresince eritrositlerde gozlenen temel biyokimyasal degisiklikler Sekil

1.5’de 6zetlenmistir.
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Sekil 1.5. Saklama siiresince eritrositlerde gozlenen temel biyokimyasal degisiklikler
(D’Alessandro ve ark 2015). (1) Diisiik sicakliklarda katyon homeokinesisinin bozulmasi sonucu
ATP ve DPG’nin tiikkenmesi. (2) ATP ve laktat tiretimi i¢in glukozun glikolizis yoluyla tiiketilmesi
ve pH degerin diismesi. (3) Diisiik sicaklik ve oksidatif stresin (hemoglobin kaynakli fenton
reaksiyonlar1) pentoz fosfat yolunu uyararak glutatyon homeokinesisini bozmasi. (4) Kalsiyum
homeokinesisindeki bozukluklarin kinaz (PKC, PKA, AMPK) ve proteolitik enzimleri (kalpain)
uyararak Band 3 ve yapisal proteinlere zarar vermesi. (5) AE1 klor degisikligi ile pH nin kontrol
altinda kalmasini saglarken dolayli yoldan HGB-oksijen baglanmasi ve gaz degisimlerine etki eder.
AE1’in pargalanmasinin (ROT, kalpain ve kaspazlar tarafindan) glikolitik enzim ve yapisal
proteinlere etki etmesi (ANK, Band 4.2 ve Band 4.1). (6) Protein oksidasyonu antioksidan savunma
sistemleri (SOD, Peroksiredoksin) ve eslik eden proteinler (is1 sok proteinleri) tarafindan kontrol
altina alinmaya caligilir. Fakat saklama siiresince redoks degisiklikleri protein (karbonilasyon,
HGB glikasyonu, pargalanma) ve lipid hasarina devam eder. (7) Saklamanin protein (proteozom
yardimiyla supernatantta) ve lipid (sfingomiyelinaza bagl seramid birikimi) pargalanmasi {lizerine
etkisi. (8) Saklama, mebranda AEIl pargalarinin birikimine, fosfotidilserinin mebran digina
¢ikmasina ve eritrositin proimmunojenik yapisini bozacak lipid kiimelerinin olusumuna neden olur.
(9) Bu degisiklikler membran esnekliginin bozulmasina, ozmotik frajilitenin artmasina ve yapisini
geri donlisiimsiiz olarak kaybeden proteinlerin mikro-nanovezikiiller halinde sagilmasina neden
olur. (10) Sagilan vezikiiller HGB, lipid kiimeleri ve bozuk membran pargalariyla birlesebilir.
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Tiim bu siirecler dolasimdaki eritrositlerde de gergeklesebilmektedir (D’ Alessandro
ve ark 2015). Saklama kosullarinda sicakligin diismesi ile reaksiyon hizi yavaslatilarak bu
hasarlar azaltilabilmektedir. Fakat, saklanan kanda ger¢eklesen oksidatif hasar transfiizyon
sonrasi akut akciger hasarina kadar ulasan komplikasyonlara neden olabilmektedir (Pallota
ve ark 2014). Eritrosit yiizeyindeki lipidlerin oksidasyonu mikrovezikiillerin olusumuna
neden olmakta, aciga ¢ikan prokoagiilan ve proinflamatuar yiizeyler ise transfiizyon

sonrasi tromboz gelisim riskini artirmaktadir (Hess 2010).

Eritrosit yasam siiresini kisaltan, oksijen tasima kapasitesini azaltan ve transfiizyon
sonrast komplikasyon riskini artiran bu tip oksidatif reaksiyonlar1 anlamaya ve azaltmaya
veya onlemeye yonelik aragtirmalar 6zellikle insan tam kani ilizerinde devam etmektedir
(D’Alessandro ve ark 2015). Saklanmis tam kanda oksidatif stresin degerlendirildigi

calismalar, amaclari, degerlendirilen giinler ve parametreler Cizelge 1.18’de 6zetlenmistir.
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Arastimaci

Jozwik ve ark
1997

Insan

Cizelge 1.18. Saklanms tam kanda oksidatif stresin degerlendirildigi calismalar

Eritrosit ve plazma antioksidan kapasitenin
degerlendirilmesi

Degerlendirme zamam

1,3,7,12, 16, 20, 25. giin

Oksidan

Antioksidan

SOD |, GSH-Px 1, CAT
1, TRAP |, GSSH |

Racek ve ark Insan | Dondrlere antioksidan uygulamasinin kanin kalitesi | 0, 10. giin MDA 1 SOD {, GSH-Px [, AOC
1997 iizerine etkileri ! }
Dumaswala ve Insan | Protein ve lipid oksidasyonu ile glutatyonun rolii 0,42, 84. giin MDA 1t GSH |, GSH-Px |, CAT
ark 1999 )
Giiltekin ve ark | Insan | Kan torbasia melatonin eklenmesinin koruyucu 1,3,5,7,10, 14, 21, 28, 35. giin TBARS 1 | AOP |
2000a etkisi
Giiltekin ve ark | Insan | Kan torbasina Vitamin C eklenmesinin koruyucu 1,3,5,7,10, 14, 21, 28, 35. giin TBARS 1 | AOP
2000b etkisi
Marjani 2006 Insan | Plazma lipid peroksidasyonu ve total antioksidan 0,13,570911,13,15,17,19, | MDA ¢ TAK |

seviye 21, 23,25,27,29, 31, 33, 35. giin
Marjani ve ark Insan | Plazma lipid peroksidasyonu ile eritrosit SOD ve 0,13,5/70911,13,15,17,19, | MDA % SOD |, GSH-Px |
2007 GSH-Px enzim aktiviteleri 21,23,25,27,29, 31, 33, 35. giin
Ogunro ve ark Insan | Saklamanin eritrosit ve plazma antioksidan 1,5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40. MDA 1 TAK |, SOD |, GSH-Px
2010 diizeyleri {izerine etkisi giin 1,CAT |
Singkaya ve Kopek | Saklanmis tam kanda oksidatif degisiklikler 0, 3. saat, 14, 28, 42. giin GSH |, TAK 1
ark 2010
Kiiciikakin ve Insan | Oksidatif stres biyobelirtegleri ve eritrositlerdeki 1,3,7, 14,21, 28, 35. giin MDA 1 alfa tokoferol I, askorbik
ark 2011 degisiklikler asit 1 j
Chaudhary ve Insan | Saklama siiresince eritrositlerdeki saklama 0,14, 28. giin MDA 1
Katarina 2012 lezyonlarma oksidatif stresin etkisi
Sekeroglu ve Insan | Kan torbasina melatonin ya da propofol 0,7,14,21, 28. giin MDA 1 SOD |, GSH-Px |, CAT
ark 2012 eklenmesinin koruyucu etkisi 1, GSH |,
Hsieh ve ark Rat | Kan torbasina kurkumin eklenmesinin koruyucu 0, 5,10, 15, 20. giin TBARS 1 | SOD 1, CAT 1, AOP 1
2014 etkisi
Ozcelik 2014 Insan | Kan torbasina melatonin eklenmesinin koruyucu 0,7,14,21. giin MDA 1 SOD |

etkisi
Pallotta ve ark Insan | Kan torbasina vitamin C ve N-asetil sistein 0,7,21,28,42. giin MDA 1t GSH

2014

eklenmesinin koruyucu etkisi

1: Artma, |: Azalma, J: Anlamli degisikligin olmamasi
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Saklanmis insan tam kaninda oksidatif stresin degerlendirilmesi amaciyla c¢esitli
calismalar yapilmistir (Cizelge 1.18). Teknigine uygun olarak alinan ve uygun kosullarda
saklanan tam kanda belirli periyotlarda oksidatif biyobelirteglerin analizleri yapilmis ve
oksidatif hasar sekillenmeden, giivenli saklama siiresinin yaklasik 10 (Webster ve ark
1986, Ogunro ve ark 2010), 12 (Jozwik ve ark 1997) veya 14 giin (Fagiolo ve ark 1986)
diizeyinde oldugu belirtilmistir.

Donérlere farkli antioksidanlar verilerek saklanan tam kanda oksidan/antioksidan
denge degerlendirilmistir. Bu kapsamda, konserve amagli kan alimi1 6ncesinde donérlere 10
giin siireyle 36 mg beta karoten, 200 mg vitamin E, 300 mg vitamin C ile 40 mg selenyum
iceren bir preparat oral yolla verilmis, torbalara kan alimi sonrast 0. ve 10. giinlerde
oksidatif duruma yonelik parametreler degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak, antioksidan
verilen dondr eritrositlerinin serbest radikal hasarindan daha az etkilendigi belirtilmistir
(Racek ve ark 1997). Maeda ve ark (1992) da kan alimi dncesi dondrlere antioksidan ve
vitamin uygulamasinin serbest radikallere duyarlilik agisindan kanin kalitesini

artirabilecegini belirtmistir.

Racek ve ark (2001), saklama siiresince olusan ve hemolize neden olan serbest
radikallerin  kaynagmi degerlendirme amaciyla lokorediiksiyon uygulanmigs ve
uygulanmamis kanlardaki oksidan ve antioksidan durumu degerlendirmis, 16korediiksiyon
uygulanan grupta oksidan diizeylerinin diger gruba gore daha diisiik, antioksidan

diizeylerinin ise daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Donorlere antioksidan uygulamasi disinda birgok ¢aligmada saklanan tam kan ya da
konsantre eritrosit siispansiyonu igerisine antioksidan etkili maddelerin eklenmesiyle
oksidatif stres degerlendirilmistir. Giiltekin ve ark (2000a), CPDA-1 igerikli torbalara
alinan insan kanma melatonin eklemis ve bunun saklama siiresince serbest radikallerin
neden oldugu hiicre hasarmmi azaltarak, eritrositlerin yasam yetenegi ve siiresini
artirllabilecegini gostermislerdir. Benzer sekilde kan torbasi igerisine melatonin (Sekeroglu
ve ark 2012, Ozcelik 2014), propofol (Sekeroglu ve ark 2012), kurkumin (Hsieh ve ark
2014), vitamin C (Giltekin ve ark 2000b) ve N-asetil sistein (Pallotta ve ark 2014)

eklenerek saklama siiresince oksidatif durum degerlendirilmistir.

Saklanmis kopek tam kaninda oksidatif stres gelisimi Singkanya ve ark (2010)
tarafindan arastirilirmis ve 42 giinliikk saklama siiresinde GSH konsantrasyonunun azaldig,

TAS degerinin ise arttigi belirlenmistir. Ancak literatiirde antioksidan uygulanan
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donorlerden alinarak saklanan kdpek tam kaninda bu uygulamanin oksidan/antioksidan

durum {izerine etkilerinin degerlendirildigi bir ¢alismaya rastlanilmamastir.

1.6. Saghkh Kopeklerde Baz1 Oksidan ve Antioksidan Biyobelirteclerin Degerleri

Veteriner hekimlikte oksidatif stres Ozellikle son 10 yilda bircok calismada
degerlendirilmistir. Degerlendirmelerin farkli durum ve hastaliklarda oksidan/antioksidan
durumun belirlenmesine yonelik oldugu goriilmektedir (Cizelge 1.8). Bu calismalarda
agirlikli olarak s6z konusu durumun ortaya konulmasi amaciyla saglikli kopeklerde de
oksidan/antioksidan duruma ilgili 6l¢timler yapilmis (Cizelge 1.19) ve kontrol grubu degeri

olarak kullanilmistir.

Cizelge 1.19°da goriildiigi tizere, saglikli kopeklerde oksidan/antioksidan denge ile
iligkili parametrelerin 6l¢iimii ¢ogunlukla kisitli sayida hayvanda farkli ornek tipleri
kullanilarak gergeklestirilmistir. Literatiirde kopeklerde oksidan ve/veya antioksidan

biyobelirteglerin referans degerleri sinirli sayidaki arastirmada (Nemec 2000, Todorova ve

ark 2005) bildirilmektedir.

Ormek tiplerindeki farkliik ve kullamilan hayvan sayismin kisithligi disinda
oksidatif strese ilgili parametelerin 6l¢iim tekniginde de bir 6rneklilik bulunmamaktadir.
Oksidatif stresin degerlendirilebilmesi amaciyla oksidan ve/veya antioksidanlarin
dogrudan ya da dolayl dl¢iilmesine yonelik ¢esitli yontemler gelistirilmis ve gelistirilmeye
devam etmektedir (Dotan ve ark 2004). Her bir belirtecin Olgiilmesinin kendine 6zgii
avantaj ve dezavantajlar1 bulunmakla birlikte, ayn1 biyobelirteg farkli yontemlerle de
degerlendirilebilmektedir. Ayrica reaktif yapilar1 nedeniyle oksidan ve antioksidanlarin
6l¢iimii uygun teknik ekipman ve tecriibe gerektirmektedir. Bu nedenle ayn1 amaca yonelik
caligmalarda bile yontemdeki farkliliklar nedeniyle sonuglarin bityiik varvasyon gosterdigi

dikkati gekmekte (Cizelge 1.19) ve sonuglar karsilastirilamayabilmektedir (Celi 2010).

Literatiirde saglikli kopeklerde bildirilen MDA, SOD, GSH-Px, CAT, TOS ve TAK

degerleri Cizelge 1.19°da 6zetlenmistir.
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Cizelge 1.19. Saghklh kopeklerde belirlenen MDA, SOD, GSH-Px, CAT, TOS ve TAK

Parametre

Arastirmaci

degerleri

Ornek tipi

Ortalama

Deger

Birimi

Kumar ve ark 2006 Eritrosit 1,42 nmol MDA/mg HGB
Chaudri ve ark 2008 Eritrosit 6 1,89 nmol MDA/mg HGB
Sarma ve ark 2015 Eritrosit 6 1,22 nmol MDA/mg HGB
Buranakarl ve ark 2009 Idrar 15 | 5,39 umol/gCr
Buranakarl ve ark 2009 Plazma 15 9,89 nmol/mL
Aydin ve ark 2009 Plazma 10 1,51 nmol/mL
MDA Kargin ve Fidanci 2001 Plazma 20 15,1 pmol/L
Bildik ve ark 2004 Plazma 18 | 17,41 umol/L
Kiral ve ark 2005 Plazma 10 | 12,43 umol/L
Todorova ve ark 2005 Plazma 28 |1.82 umol/L
Karadeniz ve ark 2008 Plazma 6 16,23 umol/L
Crnogaj ve ark 2010 Plazma 14 8,13 umol/L
Kapun ve ark 2012 Plazma 7 0,73 pmol/L
Heidarpour ve ark 2012 Plazma 30 1,82 nmol/mL
Almeida ve ark 2013 Plazma 30 17,80 pmol/L
Kargin ve Fidanc1 2001 Eritrosit 20 | 306 U/g HGB
Todorova ve ark 2005 Eritrosit 28 | 4035 U/g HGB
Britti ve ark 2008 Eritrosit 33 82,6 U/g HGB
SOD Kapun ve ark 2012 Eritrosit 7 1587 U/g HGB
Chaudri ve ark 2008 Eritrosit 6 0,006 U/mg HGB
Sarma ve ark 2015 Eritrosit 6 2,86 U/mg HGB
Tanja ve ark 2008 Eritrosit 31 11,9 pkat/g HGB
Kargin ve Fidanc1 2001 Eritrosit 20 23527 nmol/NADPH"
H*/dak/mg- HGB
GSH-Px Britti ve ark 2008 Eritrosit 33 1013,4 U/L
Tanja ve ark 2008 Eritrosit 31 5,52 pkat/g HGB
Kapun ve ark 2012 Eritrosit 7 494 U/g HGB
Kargin ve Fidanc1 2001 Eritrosit 20 124 k/g- HGB
Todorova ve ark 2005 Eritrosit 28 1216 U/g HGB
CAT Tanja ve ark 2008 Eritrosit 31 0,625 mkat/g HGB
Buranakarl ve ark 2009 Eritrosit 15 11,19 Kunit/g HGB
Chaudri ve ark 2008 Eritrosit 6 0,074 U/mg HGB
Sarma ve ark 2015 Eritrosit 6 2,10 U/mg HGB
Camkerten ve ark 2009 Plazma 15 | 12,22 umol H,0, equiv/L
TOS Lee 2012 Plazma 18 13,17 umol H,0, equiv/L
Lee ve Kim 2014 Plazma 6 11,50 umol H,0, equiv/L
Camkerten ve ark 2009 Plazma 15 1,65 mmol Trolox equiv/L
Lee 2012 Plazma 18 1,45 mmol Trolox equiv/L
Lee ve Kim 2014 Plazma 6 4,30 mmol Trolox equiv/L
TAK Nemec ve ark 2000 Plazma 20 1,17 mmol/L
Tanja ve ark 2008 Plazma 31 0,87 mmol/L
Kapun ve ark 2012 Plazma 7 1,15 mmol/L
Heidarpour ve ark 2012 Plazma 30 |5,83 mmol/L
Ciftci ve ark 2014 Plazma 10 0,87 mmol/L
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvan Materyali

Bu arastirma, Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 07.10.2011 tarih ve B.30.2.ADU.0.00.00.00/050.04/2011/075 sayili iznine
dayanarak gergeklestirildi.

Arastirmanin hayvan materyalini 50’si anemili ve 14’ii dondr olmak iizere 20

saglikli, farkli irk, yas ve her iki cinsiyetten toplam 70 kopek olusturdu.

Anemili k&pekler, Mart 2013-Ekim 2013 tarihleri arasinda ADU Veteriner
Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Kiiciik Hayvan Klinigi’ne muayene ve sagaltim
amaciyla getirilen, herhangi bir antioksidan verilmeyen hayvanlardan segildi. Anemili
kopeklerin sistemik klinik muayenelerini takiben aneminin siddet ve tipinin belirlenmesine

yonelik laboratuvar analizleri gerceklestirildi.

Saglikli 20 kopek, i¢ ve dis parazit miicadeleleri ile as1 uygulamalari diizenli olarak
yapilmis, asilama veya saglik kontrolii amaciyla klinige getirilen hayvanlardan klinik ve
laboratuvar muayene sonuglari temelinde belirlendi. Saglikli 20 kdpekten donor 6zelligi
tastyan (tercihen erkek, >1 yas, 25-30 kg viicut agirh@inda) 14 kopek sahiplerine
bilgilendirilmis onam formu onaylatilarak g¢alismaya alindi. Bunlardan vitamin E +
selenyum uygulanan 7 képek antioksidan grup, %0,9 NaCl uygulanan 7 saglikli kopek de
kontrol grubu olarak tanimlandi. Dondr olarak kullanilan saglikli 14 kopege ilaveten
diger 6 kopek de aneminin siddet ve tipine gore oksidan/antioksidan denge ile ilgili
parametrelerin degerlendirilebilmesinde kontrol olarak tutuldu. Donér olarak kullanilan

kopeklerin 1rk, yas, cinsiyet dagilimlar1 ve viicut agirlig1 Cizelge 2.1°de gosterildi.

52



Cizelge 2.1. Donor kopeklerin 1rk, yas ve cinsiyet dagilimlar ile viicut agirhklar:

Grup Irk Yas  Cinsiyet agl?‘ll:lglu(tkg)
Alman Coban Kopegi 7 ) 26
c Amerikan Mastiff 2 4 32
5=} Doberman Pinscher 4 4 28
% Labrador Retreiver 3 Q 25
= Labrador Retreiver 4 3 27
< Melez 5,5 Q 32
Melez 3 3 27
Doberman Pinscher 4 3 27
Golden Retreiver 3 Q 28
I Labrador Retreiver 2 4 25
‘g‘ Melez 3 Q 26
4 Melez 3 4 26
Melez 5 3 28
Melez 6 3 26

2.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Kan Orneklerinin Hazirlanmasi

Calismanin birinci boliimiinde anemili ve saglikli kopeklerden kan 6rnekleri Vena
cephalica antebrachi’den 18 G holder ignesi (Vacutest Kima, Italya) kullanilarak vakumlu
heparinli, EDTA’li 4 ml (Vacuette, Almanya) ve antikoagulansiz 9 ml seffaf plastik
(Vacuette, Almanya) tiiplere bir kez alindi.

Alman heparinli tam kan 6rneklerinde ayni giin kan sayimi1 (RBC, HCT, HGB,
WBC, PLT, MCV, MCHC, MCH) otomatik kan sayim cihazinda (Abacus Juniour Vet 5,
Diatron, Macaristan) belirlendi. Retikulosit sayimi, EDTA’l1 tam kan 6rneklerinden New
Methylene Blue boyama ile hazirlanan frotilerde mikroskopta manuel olarak
gerceklestirildi (Cowgill ve ark 2003). Heparinli plazma 6rneklerinde TOS, TAK degerleri
ve MDA konsantrasyonu ile eritrosit hemolizatinda SOD, GSH-Px, CAT enzimlerinin
aktiviteleri Ol¢climii amaciyla Ornekler analiz yapilincaya kadar -20 °C’de (Derin

Dondurucu, Bosch, Almanya) saklandi.

Anemili kopekler aneminin siddetine gore Tvedten (2010) tarafindan bildirilen
kriterler dikkate alinarak (Cizelge 2.2) hafif (n=18), orta (n=18) ve siddetli (n=14) anemik
hastalar olarak gruplandirildi. Elli anemili kopek icerisinde HCT degeri <%13 kopek
belirlenmedigi i¢in ¢ok siddetli grup olusturulmadi. Retikiilosit sayisina gore de rejeneratif
(n=26) ve nonrejeneratif (n=24) anemili kopekler olarak siniflandirildi (Cizelge 2.3).

Saglikli kopekler ise kontrol (n=20) olarak tutuldu.
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Cizelge 2.2. Siddetine gore anemilerin derecelendirilmesi (Tvedten 2010)

Anemi siddeti HCT (%) |
Hafif >30-< 36
Orta >20-<30
Siddetli >13-<20
Cok siddetli <13

Cizelge 2.3. Absolut retikiilosit sayisina gore anemilerin simflandirilmasi (Cowqgill ve

ark 2003)
Retikiilositer yanit Absolut retikiilosit sayis1®
Normal/Nonrejeneratif® <80.000
Hafif 80.000-150.000
Rejeneratif Orta 150.000-300.000
Siddetli >500.000

2 Absolut retikulosit sayisi (/pl)= retikiilosit yiizdesi x RBC sayist (10°/ul)
®Anemi durumlarinda nonrejeneratif olarak degerlendirilir.

Calismanin ikinci bolimiinde dondrlere vitamin E + selenyum uygulamasinin
CPDA-1 torbalarda +4 °C’de saklanan tam kan kalitesi iizerine etkilerinin belirlenmesi
amaciyla 14 saglikli kopek secildi. Donér olarak segilen kopekler iki esit gruba ayrildi.
Antioksidan grubundaki kopeklere (n=7) 14 giin arayla (-15 ve -1. giin) 2 kez, deri alt1
yolla, 150 mg vitamin E + 0,5 mg selenyum/20 kg VA (Selen-E-Sol, Interhas, Tiirkiye),
kontrol grubundaki koépeklere (n=7) ise ayni giinlerde esdeger hacimde %0,9 NaCl
uygulamalar1 yapildi. Donoérlere anestezi yapilmadan, CPDA-1 soliisyonu igeren plastik
torbalara, torbadaki CPDA-1 soliisyonunda orantisal azaltma yapilarak, Vena jugularis’den
~ 300 ml tam kan alindi. Bu girisimden 6nce antioksidan grubu donérlerden -15. giindeki
ilk antioksidan, kontrol grubu dondrlerden ise ayni hacimde %0,9 NaCl uygulamalari
oncesi ile uygulama “Pre” ve -1. giindeki ikinci antioksidan ve %0,9 NaCl uygulamalari
sonrasi “Post” olarak tanimlandi. Belirtilen siirecte iki kez Vena cephalica antebrachi’den

vakumlu 4 ml heparinli tiiplere kan 6rnekleri alind1 (Sekil 2.1).
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Donor CPDA-1 kan torbast (giin)
= (giin)
Sl [afo o] [ [ [7] [ [[eaf [ [ foe.| [ [ 28] ] [35
sete 1t
Z
Donor CPDA-1 kan torbas (giin)
= |_in
S s [afofa] [3] [ [z [ [ e [ [ J2e| [ ] [28] ][ [35
s |t 11
s
A4

4 : Antioksidan uygulamasi 11 : %,0,9 NaCl uygulamasi

0.,1.,3.,7.,14., 21., 28., 35.: Kan torbasindan 6rnek alim1

1r:Pre 4: Post

Sekil 2.1. Donor kopeklere antioksidan uygulamasinin saklanan tam kamin kalitesi

iizerine etkileri kapsaminda yapilan arastirmanin deneysel dizaym

Donor kopeklerdem tam kan, asepsiyi bozmadan tekrarlanabilir kan Ornegi

alinmasina olanak veren, ¢ift torbali, 450 ml kan i¢in hazirlanmig 63 ml CPDA-1 igeren

(Birset Ciftli Kan Torbasi, BB-02, Birtan Medikal, Ankara, Tiirkiye) torbalara alindi.

CPDA-1 soliisyonunun 100 ml igeriginde 0,327 g sitrik asit, 2,630 g sodyum sitrat, 0,222 g
sodyum bifosfat, 3,190 g dekstroz, 0,0275 g adenin ve enjeksiyonluk su bulunmaktadir.

Kan alimindan 6nce torbadaki CPDA-1 soliisyonu vakumlu bos tiipler kullanilarak 21 ml

azaltild1 ve donorlerden hassas terazi ile dl¢iilerek ~ 300 ml kan alindi. Kan torbalarinin

yalnizca 450 ml kapasiteli ilk torbasi ve ornek alimi i¢in olusturulmus, vakumlu tiip

tutacagi bulunan 15 ml kapasiteli uydu torbasi kullanildi. Plazmanin ayrilmasi amaciyla

bulunan ikinci torba kullanilmadi (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. CPDA-1 iceren kan torbasi

CPDA-1 soliisyonu igeren plastik kan torbalar1 +4+0,5°C’de buzdolabinda (Bosch,
Almanya) saklandi. Her bir torbadan hematolojik ve biyokimyasal parametrelerin analizi
icin 0. ,1. ,3., 7., 14., 21., 28. ve 35. saklama giinlerinde, 9 ml vakumlu antikoagiilansiz
(Vacuette, Almanya) tiiplere kan 6rnegi alindi. Alinan sitratli kan 6rnegi tam kan sayimi
icin kullanildiktan sonra santrifiij edilerek plazma TOS, TAK degerleri, MDA, HGB ve K
konsantrasyonlar1 ile LDH aktivitesi, hazirlanan eritrosit hemolizati ise SOD, GSH-Px ve

CAT aktivitelerinin 6l¢imii amaciyla -20 °C’de saklandi.
Evritrosit hemolizatinin hazirlanmast

Anemili ve saglikli kdpeklerden heparinli tiiplere, CPDA-1 soliisyonu iceren kan
torbalarindan ise antikoagulansiz vakumlu tiiplere alinan sitratli kan 3000 rpm’de 15
dakika santrifiij (Hettich, Almanya) edildi ve plazma kismi ayrildi. Altta kalan eritrosit
hacmine esit oranda +4°C’lik %0.9 NaCl eklenerek yavasca karistirildi ve tiipler 2000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek iistteki kismin atilmasi ile eritrositlerin yikanmasi
gerceklestirildi. Eritrosit yikama islemi ii¢ kez tekrarlandi. Elde edilen eritrosit
stispansiyonu 300 pul’lik porsiyonlar halinde Eppendorf tiiplerine aktarildi ve ayni miktarda
+4°C distile su ile kanstirllarak elde edilen eritrosit hemolizati analizler

gergeklestirilinceye kadar derin dondurucuda -20 °C’de sakland1 (Anonim 2004).
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2.3. Laboratuvar Analizleri
2.3.1. Hematolojik Analizler

Arastirmada hematolojik analizler ayni giin igerisinde kopek kani igin de
kalibrasyonu ve kontrolii yapilmis otomatik tam kan sayim cihazinda (Abacus Juniour Vet

5, Diatron, Macaristan) gerceklestirildi.

Calismanin birinci ve ikinci bolimiinde Olgiilen hematolojik parametreler ve

yontemleri Cizelge 2.4’de 6zetlendi.

Cizelge 2.4. Hematolojik analizler ve kullamilan yontemler

Parametre Birim Yontem
RBC 10™/L Tam kan  Coulter Counter
HCT % Tam kan  Coulter Counter
o HGB g/dL Tam kan  Kolorimetrik
= _MCV fL Tam kan  Coulter Counter Abacus Juniour
S MCHC g/dL Tam kan  Coulter Counter VETS
& MCH Pg Tam kan  Coulter Counter
T WBC 10°/L Tam kan  Coulter Counter
PLT 10°/L Tam kan  Coulter Counter
Retikulosit % Tam kan  Manuel Olympus CX31
sayisi
Retikiilosit sayimi

Retikiilositlerin sayimi icin New Methylene Blue boyama yontemi kullanildi
(Cowgill ve ark 2003, Tvedten ve Moritz 2010). Bu amagla New Methylene Blue ile ayni
miktardaki EDTA’ll tam kan kanstirilarak 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Karigimdan ince yayma preparat hazirlanarak mikroskopta (CX31, Olympus, Japonya)
x1000°1ik biiylitmede RNA partikiilleri iceren agregat eritrositler sayildi (Sekil 2.3). En az
1000 eritrosit degerlendirilerek elde edilen retikiilosit yiizdesi, eritrosit sayistyla ¢arpilarak
absolut retikiilosit sayist bulundu (Cowgill ve ark 2003). Anemili kopekler absolut
retikiilosit sayilar1 degerlendirilerek nonrejeneratif ve rejeneratif olarak gruplandirildi

(Cizelge 2.3).
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Sekil 2.3. Retikiilosit icerisindeki RNA partikiillerinin New Methylene Blue boyama

ile gosterilmesi

2.3.2. Biyokimyasal Analizler
Arastirma kapsaminda Olciilen biyokimyasal parametreler ile kullanilan o6rnek,
6l¢iim yontemleri ve cihazlar Cizelge 2.5’te 6zetlendi. Oksidatif stresin degerlendirilmesi

amactyla yapilan analizlere ait detayli bilgi ise basliklar halinde verildi.

Cizelge 2.5. Biyokimyasal analizler ve kullanilan yontemler

Parametre Birim

TOS umol Plazma Kolorimetrik Sinnowa D280
H,0:
Equiv./L
TAK mmol Plazma Kolorimetrik Sinnowa D280
= Trolox
@ Equiv./L
E‘ MDA umol/L Plazma Kolorimetrik Shimadzu UV-1601
X SoD U/gHGB Eritrosit ~ Kolorimetrik Sinnowa D280
5‘ GSH-Px U/gHGB Eritrosit  Kolorimetrik Sinnowa D280
CAT U/gHGB Eritrosit  Kolorimetrik Shimadzu UV-1601
HGB g/dL Plazma Kolorimetrik Sinnowa D280
K" mmol/L  Plazma  ISE Sinnowa D360
LDH U/L Plazma Enzimatik Sinnowa D280
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2.3.2.1. Plazma Total Oksidan Seviye (TOS)

Plazma TOS degeri Rel Assay Diagnostics (RLO09, Gaziantep-Tiirkiye) marka
ticari kit kullanilarak otoanalizorde (Sinnowa D280, Cin) gerceklestirildi. Erel (2005)
tarafindan belirtilen 6l¢lim, serum/doku 6rneklerinde bulunan oksidanlarin ferrdoz iyo
ortodianisidin kompleksini ferrik iyona oksitlemesi ve ferrik iyonun asidik ortamda
kromojen ile mavi-yesil renkli kompleks olusturmasi prensibine dayanmaktadir.
Orneklerde bulunan toplam oksidan miktar1 ile orantili olan kompleksin renk yogunlugu,
spektrofotometrik olarak 530 nm dalga boyunda olg¢iiliir. Hidrojen peroksit ile kalibre
edilir. Sonuglar umol H,0, Equiv./L olarak ifade edilir.

2.3.2.2. Plazma Total Antioksidan Kapasite (TAK)

Plazma TAK degerinin 6l¢iimii Rel Assay Diagnostics (RL010, Gaziantep-Tiirkiye)
marka ticari kit kullanilarak otoanalizérde (Sinnowa D280, Cin) Ol¢iildii. Erel (2004)
tarafindan tanimlanan analiz, serum/doku 6rneklerinde bulunan antioksidanlar tarafindan
koyu mavi-yesil renkli ABTS radikalinin renksiz ABTS formuna rediiklenmesi prensibine
dayanmaktadir. Antioksidanlarin miktarlarina ve kapasitelerine bagli olan ABTS
rediiksiyonunun derecesi, spektrofotometrede 660 nm dalga boyunda renk farkindan
kaynaklanan absorbans degisikligi ile belirlenir. Yontem, “Trolox ekivalani” olarak
adlandirilan ve vitamin E analogu olan stabil bir antioksidan standart ¢ozelti ile kalibre

edilir. Sonuglar mmol Trolox Equiv./L olarak ifade edilir.

2.3.2.3. Plazma Malondialdehit (MDA)

Plazma MDA konsantrasyonu Yoshoiko ve ark (1979) tarafindan bildirilen yontem
kullanilarak spektrofotometrede (Shimadzu UV-1601, Japonya) o&lgiildii. Bu yontemin
prensibi tiyobarbitiirik asit (TBA) ile MDA’ nin asidik pH ve sicak ortamda tepkimesi
sonucu olusan pembe renkli pigmentin spektrofotometrik dl¢timiine dayanmaktadir. Analiz
icin orneklerden alinan 250 pl plazma vida kapakli cam tiiplere konuldu, lizerine 1,25 ml
%10’luk Triklorasetik asit (TCA) ¢ozeltisinden ilave edilip karigtirtlmasini takiben 0,5 ml
%0,67’lik TBA eklendi. Kor okuma amaciyla kullanilacak tiipe ise TCA’dan 1,5 ml ve
TBA’dan 0,5 ml konuldu. Tiiplerin agizlari sikica kapatilip 30 dakika kaynar su
banyosunda tutulduktan sonra ¢esme suyu altinda sogutuldu ve 2 ml n-butanol ilave edilip
kanistirilarak 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki faz 535 nm’de okundu.
Absorbans sonuglar1 155,5 kat sayisi ile ¢arpilarak MDA konsantrasyonu umol/L cinsinden

belirlendi.
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2.3.2.4. Eritrosit Siiperoksit Dismiitaz (SOD)

Eritrosit hemolizatinda SOD aktivitesi Randox (Ransod, SD125, Ingiltere) marka
ticari test kitleri kullanilarak Sinnowa D280 otoanalizérde oOlgiildii. Siiperoksit dismutazin
rolii oksidatif enerji basamaginda tiretilen toksik O,. radikalini H,O, ve molekiiler O;’ye
dismutasyonunu hizlandirmaktir. Bu yontemde ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak
stiperoksit radikali 2-(-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolium chloride (INT)
ile kirmiz1 boya formuna dontstiiriiliir. SOD aktivitesi, bu reaksiyonun inhibisyon derecesi
ile 6l¢iiliir. Deney kosullarinda INT rediiksiyonunda %50 inhibisyon saglanmasi bir tinite
SOD olarak ifade edilmektedir (Woolliams ve ark 1983). Enzim aktivitesinin 6lglimii,
eritrosit hemolizati kullanilarak {iretici firma tarafindan belirtilen yonteme uygun sekilde
gerceklestirildi. Ayn1 zamanda 6rneklerde HGB diizeyleri belirlenerek, GSH-Px degerleri
gr HGB basina (U/g HGB) spesifik aktivite cinsinden verildi.

2.3.2.5. Eritrosit Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Eritrosit hemolizatinda GSH-Px aktivitesi Randox (Ransel, RS505, Ingiltere) marka
ticari test kitleri kullanilarak Sinnowa D280 otoanalizérde 6l¢iildii. Paglia ve Valentine
(1967) tarafindan gelistirilen yonteme gore, GSH-Px indirgenmis glutatyonun kiimen
hidroperoksit tarafindan okside edildigi reaksiyonu katalizler. Ortamda glutatyon rediiktaz
(GR) ve nikotin adenin diniikleotid fosfat hidrojen (NADPH) var ise yiikseltgenmis
glutatyon (GSSG), NADPH’in NADP’ye oksidasyonu ile GSH’a indirgenir. Enzim
aktivitesi, eritrosit hemolizat1 kullanilarak iiretici firma tarafindan belirtilen yonteme uygun
sekilde Ol¢iildii. Ayni1 zamanda 6rneklerde HGB diizeyleri belirlenerek, GSH-Px degerleri
gr HGB basina (U/g HGB) spesifik aktivite cinsinden verildi.

2.3.2.6. Eritrosit Katalaz (CAT)

Eritrosit hemolizatinda CAT enzim aktivitesi Luck ve ark (1965) tarafindan
bildirilen yontem kullanilarak spektrofotometrede (Shimadzu UV-1601, Japonya)
gerceklestirildi. Bu yontemin prensibi H;O2’nin  CAT tarafindan O, ve H;O’ya
pargalanmasi esnasinda reaksiyon karisimindaki absorbans degisiminin ol¢iimii esasina
dayanmaktadir. H,O; 151k spektrumunun UV alaninda dalga boyunun azalmasiyla artan bir
absorbsiyon verir. Uygun bir tampon i¢inde bulunan H,O;’nin numunede bulunan katalaz
enzimi etkisiyle yikilmasi sonucu bu maddenin 240 nm’de neden oldugu absorbansta
azalma meydana gelir ve bu azalma CAT enzim aktivitesi ile dogru orantilidir. H,O; igeren

ve icermeyen fosfat tamponu igerisine numune eklenerek 0., 15. ve 30. saniyede 240
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nm’de absorbanslar okundu ve logaritmik formiilde azalmalar hesaplanarak sonuglar elde
edildi. Katalaz degerleri (U/mL) gerekli diliisyon faktorleri ile ¢apilarak, gr HGB basina
(U/g HGB) spesifik aktivite cinsinden verildi.

2.4. Istatistiksel Degerlendirme

Gruplarda her oOrnekleme zamaninda hematolojik ve serum biyokimyasal
parametrelerinin aritmetik ortalamasi ( X ), standart sapmasi (s) ve minimal-maksimal
degerleri (Xmin-Xmax) hesaplandi. Sayisal verilerin dagilimi Kolmogorov—-Smirnov veya
Shapiro-Wilk testi kullanilarak degerlendirildi. Dagilimi normal olan ve doniisiimden
(logaritmik veya karekok) sonra normal dagilim gosteren parametrelerde ikiden fazla grup
(aneminin tipi, aneminin siddetine goére gruplandirma) karsilastirilmasinda tek yonli
varyans analizi (ANOVA), post-hoc karsilastirmada Tukey testi kullanilarak gruplar arasi
farklar ve belirlenen farkin hangi grup veya gruplardan kaynaklandig test edildi. Normal
dagilim gdstermedigi belirlenen parametreler nonparametrik metotlarla analiz edildi.
Ikiden fazla grupta parametrelerin karsilastirilmasinda Kruskall-Wallis testi, post-hoc
kargilastirmalar eslestirilmis metot kullanilarak gerceklestirildi. Aneminin siddeti ve
aneminin tipi ile oksidan/antioksidan denge ile iligkili parametreler arasindaki iligkilerin
degerlendirilmesinde parametrelerdeki dagilim dikkate alinarak Pearson veya Spearman
testi kullanildi. Korelasyon katsayisi (r veya rho) yliksek (r>60), orta (r= 30-60) ve zayif
(r<30) olarak degerlendirildi (Kogika ve ark 2014).

Kontrol ve antioksidan uygulanan gruplarda her grupta uygulama 6ncesi ile sonrasi
normal dagilim gdsteren parametrelerde bagimli gruplar igin t-Testi, gostermeyenlerde ise
Wilcoxon Testi kullanilarak degerlendirildi. Iki grubun (kontrol ve antioksidan) uygulama
Oncesi ve sonrast parametrelerin karsilastirilmasinda normal dagilim gosteren ve
gostermeyen parametreler i¢in sirasiyla bagimsiz gruplar igin t-Testi veya Mann-Whitney
U Testi kullanildi. Kontrol ve antioksidan uygulanan donorlerden kan saklama torbalarina
alinan kanda incelenen parametrelerin zaman, uygulama (grup), grup-zaman degisimi,
normal dagilim gosteren parametrelerde tekrarli dl¢limler varyans analizi, normal dagilim
gostermeyen parametrelerde ise Friedman testi uygulandi. Antioksidan ve kontrol grubu
donorlerden CPDA-1 igerikli torbalara alinan kanda cikis degerine (0. giin) gore saklama
siiresince olas1 degisiklikler i¢in gruplarda 0. giin degerleri ile takibi siirecteki 7
orneklemenin (1, 3, 7, 14. 21, 35. giinler) karsilagtirlmasi1 yaninda ayni Ornekleme

zamaninda (gilin) iki grup arasindaki farklar degerlendirildi. Tiim analizlerde olasilik (p
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degeri) < 0,05 anlamli kabul edildi. Olduk¢a yiiksek anlam belirlenen parametrelerde p
degeri tabloda p=0.000, metinde ise p<0,001 olarak ifade edildi. Hematolojik bulgular ve
oksidan/antioksidan biyobelirte¢ degerleri cizelge ve sekillerde X +s olarak sunuldu.
Cizelgelerde ayrica gruplarin hematolojik parametrelerinin ve oksidan/antioksidan
biyobelirteglerinin (Xmin-Xmax) degerleri gosterildi. Istatistiksel degerlendirmelerde,
SPSS 22.0 (Statistical Package for the Social Sciences, IBM SPSS Statistics, Chicago, IL,
ABD) paket programi1 kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1. Laboratuvar Bulgular

Calismanin laboratuvar bulgulari; alt bolim 3.1.1’de anemili koépeklerde
hematolojik ve biyokimyasal bulgular, alt boliim 3.1.2’de de dondrlere antioksidan veya
%0,9 NaCl uygulamasinda ve belirtilen uygulamanin yapildigir kopeklerden CPDA-1
iceren torbalara alinan kanda +4 °C’de 35 giinlik saklama siiresince antioksidan

uygulamasinin tam kanin Kalitesi iizerine etkileri olarak sunuldu.

3.1.1. Anemili Kopeklerde Hematolojik ve Biyokimyasal Bulgular

Siddeti ve tipi dikkate alinmaksizin arastirmada degerlendirilen anemili toplam 50
kopegin hemogram bulgular1 yaninda, oksidan/antioksidan denge ile ilgili biyobelirteg
degerleri Cizelge 3.1°de Ozetlendi. Siddetine ve tipine gore anemili kopeklerde
oksidan/antioksidan denge ile ilgili bulgular da sirasiyla alt bolim 3.1.1.1 ve 3.1.1.2°de

sunuldu.
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Cizelge 3.1. Anemili kopeklerde hematolojik bulgular ve oksidan/antioksidan durum

Parametre

Saghkl (n=20)

Anemili (n=50)

Gruplar
arasi fark

mowm) e |
RBC (x10%/L) ?éﬂ;?(’)&%()) ‘(‘2138{:6;%; 0,000
o i o
HCT (%) (87 235350) (1516.9599) 0000
MCV (fL) 63 ’(76(i_i7§)’97 64’(252123)’30 0,145
MCH (pg) (0010.94.50) (1800.35.50 0002
MCHC (glaL) (3520.3610) (1650.57 70 0014
PLT (x10%L) (32%61_23;) 3 ?11;128;6 0,119
Retikulosit 47341 £ 2164 89256 - 54453 0,001

(hiicre/uL) (23840-11880) (6280-226200)
Oksidan/antioksidan durum

TOS (umol 427+ 0,86 6,88 + 1,96 0.000
H,0, Equiv./L) (3,17-6,39) (3,98-14,59) *
TAT}%:SL"O' 0,74 + 0,08 0,88+ 0,14 0.000
Equiv/L) (0,61-0,96) (0,39-1,29)
16.04 = 5.4 20.85+9.55
MDA (umol/L) (4,20-25,35) (9,17-72,00) 0,011
SOD (Ulg 816,77 £ 87.19 896,82 £ 200,66 0107
HGB) (613,33-967,10) (460-1340) *
GSH-Px (Ulg 472437 422,05 = 108,37 0038
HGB) (335,52-617,38) (282,40-723) ’
CAT (U/lg 6,07 £2,20 5,07 £2,29 0100
HGB) (2,23-10,47) (1,12-9,94) ’

Cizelge 3.1’de goriildiigii iizere, saglikli kopeklere gore anemili 50 kdpegin
ortalama veya ortanca TOS ve TAK degerleri ve MDA konsantrasyonunun onemli
diizeyde yiiksek, GSH-Px aktivitesinin diisiik oldugu, eritrosit SOD ve CAT aktivitelerinin

ise gruplar aras1 farklarinin istatistiksel anlamli olmadig1 belirlendi.

Elli anemili kopegin anemi laboratuvar tani parametreleri (HCT, RBC, HGB) ve
retikulosit sayisi ile oksidan/antioksidan biyobelirtegler arasindaki iligkiler, verilerin
dagilimlan dikkate alinarak Pearson veya Spearman Korelasyon Testi ile degerlendirildi.
Buna gore, RBC sayisi ile eritrosit GSH-Px arasinda negatif bir iliski belirlenirken diger

degiskenler arasindaki iligkilerin istatistiksel anlamli olmadig: saptandi (Cizelge 3. 2.).
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Cizelge 3.2. Kopeklerde anemi laboratuvar tani parametreleri (HCT, RBC, HGB) ve

retikulosit sayisi ile oksidan/antioksidan biyobelirtecler arasindaki korelasyon (n=50)

TOS TAK MDA SOD GSH-Px CAT

HCT r ,073 ,097 -,017 -,034 -,219 ,078

p ,613 ,504 ,905 ,817 ,127 ,590

RBC rho -,021 ,093 -,114 -,106 -,280* ,036

p ,885 521 432 462 ,049 ,802

HGB r ,037 ,096 -,011 -,036 -,187 ,037

p ,799 ,508 ,940 ,806 ,193 ,799

Retikulosit sayisi r -,053 -,078 -,113 ,091 ,071 ,115
p 714 ,593 433 931 ,623 426

* p<0,05
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3.1.1.1. Aneminin siddetine gore oksidan/antioksidan durum

Aragtirmanin ~ ilk  boliimiinde  anemili  kopeklerde  oksidatif  stresin
degerlendirilmesine yonelik olarak kopekler aneminin siddetine gore hafif, orta ve siddetli
anemik olarak ii¢ alt gruba ayrildi. Hafif, orta ve siddetli anemili kopeklerin verileri
saglikli kopekler ile karsilastirildi. Saglikli grup ile aneminin siddetine gore gruplandirilan
kopeklerin hematolojik bulgulart ve oksidan/antioksidan durum Cizelge 3.3’de gosterildi.

Siddetine gore gruplandirilan anemili kopeklerde gruplar arasinda istatistik anlaml
farkliliklar belirlenen bazi hematolojik parametreler (MCH, PLT, retikulosit sayisi) ile
oksidan/antioksidan durum biyobelirtegleri (TOS, TAK, GSH-Px) Sekil 3.1-3.6’da

sunuldu.
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Cizelge 3.3. Kopeklerde aneminin siddetine gore hematolojik bulgular ve
oksidan/antioksidan durum

Saghkl Anemi siddeti Gruplar
Parametre (n=20) Hafif Orta Siddetli Arast fari
(n=18) (n=18) (n=14) P=
) 10,20 + 2,80 17,78 + 9,04 12,64 % 8,53 17,96 % 14,75 0,054
WBC (x107L) 6 58.15 67) (3.50-33,52) (219-33,16) (0,055332) | 52762
- 6,41 £ 0,60 523 % 0,49 4,05 0,41 283034
RBC (XI07/L) (5 49.7 43) (4,60-6,28) (3,39-4,85) (2,18-3,24)
14.77 % 1.93 11.27 = 0.93 8.8 < 1.82 5.99 - 0.67
HGB (0/dL)  (1510.17.90) (10-13) (7-15) (4,80-7,10)
HCT (%) 4332 4.90 33.25 = 1,60 26.17 £ 2.57 17.87 = 1,53
0 (37,2353,80)  (31,27-3599)  (21,39-29,98)  (15,16-19,55)
MCY (L) 65.70 = 2.97 64.16 = 4.78 64.66 = 3.01 63.71 = 7.44 0,375
(61-70) (51-71) (56-71) (51-79) 723,10
MCH (pg) 2287+0,99%°  2161+1,62°  21,53+1,76°  21,97+4,75° 0,021
(20,70-24,60)  (18,20-23,80)  (18,10-25,40) (16-35,80) 229,74
3451+ 1,18 33,72+ 1,81 3331+ 1,95 32,15+ 4,77 0,065
MCHC (g/dL)  3750.36,10) (30-36,50) (30-37,70) (16.90-36,80) | 7% 7.32
PLT (x10°/L) 356+ 912 405 + 264° 285 4+ 215%° 186 + 257° 0,020
(201-495) (1-818) (1-680) (1-679) 7% 9.87
Retikulosit 47341 2164 111796 £ 5356° 90261  5528° 58982 £ 4165° | 0,001
(hiicre/ul)  (23840-11880)  (35340-211680)  (8700-226200)  (6280-152600) | F: 6,70
Oksidan/antioksidan durum
TOS (pmol 427 +0,86% 7,05+2,51" 6,87 + 1,97 6,69 + 1,04 0,000
H,0, Equiv./L)  (3,17-6,39) (3,98-14,59) (4,02-11,42) (4,91-8,31) F: 10,68
TA—ﬁ,é:g)r(nOI 0,74 + 0,08a 0,88 + 0,13b 0,92 + 0,13b 0,82 + 0,15"" 0,000
Equiv./L) (0,61-0,96) (0,68-1,29) (9,17-72) (0,39-1,06) 2% 20,84
Hmo (4,20-25,35) (10,11-40,43) (9,17-72) (10,11-38,88) ¥ 6,85
SOD (Ulg 816,77 £ 87,19 853,22 £ 201,32 945,05 £ 212,40 890,85 = 184,08 | 0,154
HGB) (613,33-967,10)  (587-1340) (648-1310) (460-1324) F: 1,81
GSH-Px (U/g 47243 7% 40047+1238°  40580+99,0° 470,68 +884% | 0,021
HGB) (335,52-617,38)  (282,40-723)  (289,60-56140)  (331-639) 7% 9,73
CAT (U/lg 6,07 +£2,20 5,44+ 2,46 5,06 +2,09 4,60 +£2,39 0,294
HGB) (2,23-10,47) (1,39-9,94) (2,13-9,50) (1,12-9,09) F:1,26

*Aym satirda farkl harfle gosterilen degerler arasindaki fark anlamhdir.
F: ANOVA testi; 3 % Kruskal Wallis testi.

Kopekler HCT degeri kullanilarak (Cizelge 2.2) aneminin siddetine gore
gruplandirildi. Bu nedenle, HCT degeri ve iliskili olan RBC sayis1 ile HGB
farki olarak incelenmesine ragmen

konsantrasyonunun gruplar arasi istatistiksel

degerlendirmeye alinmad.

MCH degeri ile PLT ve retikulosit sayilariin gruplar arasi farkinin anlamli oldugu,
incelenen diger hematolojik parametrelerin (WBC, MCV, MCHC) ise gruplar arasi
farkinin istatistiksel anlamli olmadig1 saptandi. MCH degerinin saglikli gruba gore, hafif

(p<0,05), orta (p<0,001) ve siddetli anemi (p<0,05) gruplarinda diisiik oldugu belirlendi.

67



PLT sayisi siddetli anemili grupta, hafif anemili ve saglikli gruba gore p<0,001 diizeyinde
diisiik bulundu. Absolut retikulosit sayisi saglikli gruba gore hafif anemili grupta yiiksek
(p<0,001) bulundu. Anemili gruplar arasinda ise hafif anemili gruba gore orta ve siddetli
anemili grupta diistik (p<0,001) belirlendi (Cizelge 3.3).

Aneminin siddetine gore gruplandirilan kopeklerin arastirma kapsaminda
degerlendirilen oksidan/antioksidan denge ile ilgili biyobelirteglerden TOS ve TAK
degerleri ile GSH-Px aktivitesinin gruplar arasit farkinin istatistiksel anlamli oldugu
goriildii. Bu kapsamda, plazma TOS degeri saglikli gruba gore, hafif, orta ve siddetli
anemili gruplarda yiiksek (p<0,001) bulunurken, anemi gruplari arasinda farklarin
istatistiksel anlamli olmadig belirlendi. Plazma TAK degeri saglikli gruba gore, hafif ve
orta anemili kopeklerde yiiksek (p<0,001) bulundu. Eritrosit GSH-Px aktivitesi ise saglikli
gruba gore hafif ve orta anemili gruplarda diisiik (p<0,05) bulunurken, hafif ve orta anemili

grupta deger siddetli anemili gruba gore p<0,05 diizeyinde diisiik saptandi (Cizelge 3.3).

HCT degeri dikkate alinarak aneminin siddetine gore gruplandirilan kopeklerin
laboratuvar tani parametreleri (HCT, RBC, HGB) ile oksidan/antioksidan biyobelirtegler
arasindaki iligkilerin degerlendirilmesinde hafif anemili grupta HCT degeri ile TOS
arasinda negatif (p<0,05) iliski saptanirken, diger degiskenler arasindaki iliskilerin
istatistiksel anlamli olmadigi belirlendi (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. Aneminin siddetine gore anemi laboratuvar tam parametreleri (HCT,

RBC, HGB) ile oksidan/antioksidan biyobelirtecler arasindaki korelasyon

Anemi Parametreler TOS TAK MDA SOD GSH- CAT

siddeti Px
HCT rho  -527 -189  -283 424 -094  -176
_ p ,025 453 255 ,079 711 484
(Hgggo_< RBC r 017 288 229 151  -026 -283
%) p 948 247 360 549 ,919 255
HGB r -,240 -042  -170 396  -114  -229
p 337 ,869 ,500 ,104 653 361
HCT r 331 307  ,183 ,084 037  -288
Orta p 179 215 468 740 883 246
(HCT >20-< RBC r 436 318 276 061  -070  -348
30) p 071 198 267 810 782 158
HGB r 092 -124 084  -092 166  -193
p 716 623 741 717 511 444
HCT r -,295 -402  -087  -132 427  -402
p 306 154 768 652 128 751
(HS(i:‘}rd:Ig_< RBC r -,044 026,179  -080  ,248  -,026
20) p ,880 ,930 541 785 ,393 ,859
HGB r -,270 -321 036 017 250  -321
p ,350 263 ,902 ,955 ,389 ,601

* p<0,05
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3.1.1.2. Aneminin tipine gore oksidan/antioksidan durum

Aneminin tipine gore oksidatif stresin degerlendirilmesinde kdpekler retikiilosit
sayilarina gore (Cizelge 2.3) rejeneratif ve nonrejeneratif anemili olarak iki alt gruba
ayrildi. Rejeneratif ve nonrejeneratif anemili kopeklerin verileri saglikli kopekler ile
karsilagtirildi. Saglikli grup ile rejenerasyon kapasitesine gore gruplandirilan kopeklerin

hematolojik bulgulari ve oksidan/antioksidan durumu Cizelge 3.5’de gosterildi.

Tipine gore gruplandirilan anemili kdpeklerde gruplar arasinda istatistik anlamli
farkliliklar belirlenen hematolojik parametreler (WBC, RBC, HGB, HCT, MCV, MCH,
MCHC, PLT) ve oksidan/antioksidan durum biyobelirtegleri (TOS, TAK, MDA, GSH-Px)
Sekil 3.7-3.18’de sunuldu.
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Cizelge 3.5. Kopeklerde aneminin tipine gore hematolojik bulgular ve
oksidan/antioksidan durum

Anemi tipi Gruplar
P t Saghkh : . emi tip . . arasi fark
cliEimniadie (n=20) Rejeneratif Nonrejeneratif p=
(n=26) (n=24)
b a
9 10,20 + 2,80% 18,89 + 8,98 12,83 £ 11,97 0,001
WBC (x107L) (6,08-15,67) (2,19-33,52) (0.05-53,32) 2131
b b
12 6,41 = 0,602 425+ 1,09 4,01 +1 0,000
RBC (x10-/L) (5,49-7.43) (2,18-5,88) (2,71-6,28) F: 41,37
1477 + 1,932 9,64 +2,53" 824 +2,20° 0,000
HGB (g/dL) (12,10-17,90) (5-15) (4,80-12,40) F: 49,20
HCT (%) 43,32 + 4,90 27,99 + 6,23° 24,67 + 6,40° 0,000
(37,23-53,80) (15,23-35,97) (15,16-35,99) F: 59,74
65,70 + 2,97 66,76 + 4,55 61,45 + 4,69 0,000
MCV (L) (61-70) (60-79) (51-68) x°: 15,46
MCH (pg) 22,87 £ 0,992 22,77 3,152 20,50 + 1,85° 9,000
(20,70-24,60) (18,50-35,80) (16-22,90) %7 19,44
34,51 + 1,18 32,90 + 3,86° 3339+ 1,61° 0,047
MCHC (g/dL) (32,20-36.10) (16,90-37,70) (30,70-36,80) 1’ 6,10
o 356 +91° 363 + 249° 234 + 251" 0,033
PLT (x107L) (201-495) (1-818) (1-734) 1% 6,84
Retikulosit (uL. 47341 = 21643 129916 + 42037 45206 = 22419
etikulosit (/ul) (23840-11880) (81280-226200) (6280-77760)

Oksidan/antioksidan durum

TOS (pmol H,0, 4,27+ 0,862 6,80+ 1,76 6,97 +2,19° 0,000
Equiv./L) (3,17-6,39) (4,44-11,42) (3,98-14,59) F: 25,40
TAK (mmol 0.74 + 0,08 0,86+ 0,09” 0,90 0,18 0,000
Trolox Equiv./L) (0,61-0,96) (0.65-1,06) (0,39-1,29) 171828
16,04 + 5,24° 19,41 + 11,292 22,41 +7,13° 0,003
MDA (umol/L) (4,20-25,35) (10,11-72) (9,17-40,43) 171073
816,77 £ 87,19 907 = 192 884,79 £ 212,99 0,218
SOD (U/g HGB) (613,33-967,10) (587-1340) (460-1324) F:1,55
GSH-Px (Ulg 472,43 =79 439+ 111,79°7 403,50 £ 103,65 0,048
HGB) (335,52-617,39) (289,6-723) (282,40-639) F: 318
6,07 = 2,20 5,16+ 1,96 4,97 + 2,64 0,252
CAT (U/g HGB) (2,23-10,47) (2,13-9,68) (1,12-9,94) F: 1,40

*Aynl satirda farklh harfle gosterilen degerler arasindaki fark anlamhdir.
F: ANOVA testi; xz: Kruskal Wallis testi.
Aneminin tiplendirilmesi ve gruplandirilmasi retikulosit sayisina gore yapildigi

i¢in, retikulosit sayisinin gruplar arasi farkliliklar1 degerlendirilmedi.

Incelenen hematolojik parametrelerden WBC, RBC, HGB, HCT, MCV, MCH,
MCHC ve PLT degerlerinin gruplar arasi farklariin anlamli oldugu belirlendi. WBC
sayis1 rejeneratif grupta saglikli ve nonrejeneratif gruba gore yiiksek (p<0,01) bulundu.
RBC sayis1 saglikli gruba gore rejeneratif ve nonrejeneratif grupta diisiik (p<0,001) oldugu

belirlendi. HGB konsantrasyonu ve HCT degeri saglikli gruba gore rejeneratif ve
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nonrejeneratif gruplarda diisik (p<0,001) bulunurken, degerlerin nonrejeneratife gore
rejeneratif grupta yliksek (p<0,05) oldugu goriildi. MCV ve MCH degerleri nonrejeneratif
grupta saglikli ve rejeneratif gruba gore diisiik (p<0,001) bulundu. MCHC degerinin
saglikli gruba gore nonrejeneratif ve rejeneratif gruplarda disiik (p<0,05) oldugu saptandi.
PLT sayisinin ise nonrejeneratif grupta saglikli ve rejeneratif gruplara gore diisiik (p<0,05)

oldugu belirlendi (Cizelge 3.5).

Aneminin tipine gore gruplandirilan kopeklerde oksidan/antioksidan durum ile ilgili
biyobelirteglerden TOS ve TAK degerleri, MDA konsantrasyonu ve GSH-Px aktivitesinin
gruplar arasi farklarmin istatistiksel anlamli oldugu saptandi. Plazma TOS ve TAK
degerleri saglikli gruba gore, rejeneratif ve nonrejeneratif gruplarda yiliksek (p<0,001)
bulundu. Plazma MDA konsantrasyonunun ise nonrejeneratif grupta saglikli (p<0,001) ve
rejeneratif gruba gore yiiksek (p<0,05) oldugu belirlendi. Eritrosit GSH-Px aktivitesi
saglikli gruba gore, nonrejeneratif grupta diisiik (p<0,05) oldugu, eritrosit SOD ve CAT
aktivitesinin ise aneminin tipine gore gruplar arasinda istatistiksel anlamli farkliliklar

gostermedigi gortldi (Cizelge 3.5).

Retikulosit sayis1 dikkate alimarak 2 gruba ayrilan anemili kopeklerde,
nonrejeneratif anemi grubunda anemi laboratuvar tani parametreleri (HCT, RBC, HGB) ile
eritrosit GSH-Px aktivitesi arasinda negatif (p<0,01) iliskiler belirlenirken, s6z konusu
grupta diger degiskenler arasinda, rejeneratif anemili grupta ise tiim laboratuvar tani
parametreleri ve retikulosit sayisi ile oksidan/antioksidan biyobelirtegler arasindaki

iliskilerin istatistiksel anlamlilikta olmadig1 goriildii (Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.6. Retikulosit sayis1 ve anemi laboratuvar tan1 parametreleri (HCT, RBC,

HGB) ile oksidan/antioksidan biyobelirtegler arasindaki korelasyon

Retikulosit r -,006 ,138 ,006 ,101 ,000 ,116
sayisi p 979 ,502 977 622 1,000 ,573
HCT r ,039 ,059 -,016 ,096 -,042 ,226
Rejeneratif p ,849 776 ,938 ,641 ,838 ,267
(>80.000/ul) RBC r ,062 ,036 ,021 ,053 -,040 ,205
p 7164 ,863 ,919 797 ,847 ,315
HGB r ,018 ,132 -,002 ,057 -,032 ,145
p ,932 521 ,991 182 ,878 478
Retikulosit r -,078 -117 ,056 ,033 -,320 ,199
sayisi p 17 ,587 , 7194 877 127 ,352
HeT rho -068 062 066  -239 -577°  ,006
Nonrejeneratif p , 753 e , 759 ,260 ,003 977
(<80.000/ul) RBC rho -,067 A77 ,039 -215  -580"  -,068
p , 154 ,409 ,857 312 ,003 ,753
HGB rho -112 ,063 ,078 -197  -5907  -,034
p ,603 71 ,718 ,356 ,002 ,875
** p<0,01
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Sekil 3.1. Saghkh ile hafif, orta ve siddetli anemili kopeklerde MCH degerleri
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Sekil 3.2. Saghkh ile hafif, orta ve siddetli anemili kopeklerde PLT sayilar:
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Sekil 3.3. Saghkl ile hafif, orta ve siddetli anemili kopeklerde retikulosit sayilari

“Sekil 3.1-3.3 de gruplar arast istatistiksel anlamli farkliliklar baglanti ¢izgisi ve yildiz ile gésterildi.
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Sekil 3.4. Saghkh ile hafif, orta ve siddetli anemili kopeklerde plazma TOS degerleri
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Sekil 3.5. Saghkl ile hafif, orta ve siddetli anemili kopeklerde plazma TAK degerleri
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Sekil 3.6. Saghkl ile hafif, orta ve siddetli anemili kopeklerde eritrosit GSH-Px
aktiviteleri

“Sekil 3.4-3.6 da gruplar arasi istatistiksel anlamli farkhiliklar baglant: ¢izgisi ve yildiz ile gsterildi.
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Sekil 3.7. Saghkl ile rejeneratif ve nonrejeneratif anemili kopeklerde WBC sayilari

i Nonrejeneratif

ESaglikli = Rejeneratif
9
8 o *
7 ® x ®
g6
S5
=y
2
m 3
2
1
0

-

Sekil 3.8. Saghkl ile rejeneratif ve nonrejeneratif anemili kopeklerde RBC sayilari
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Sekil 3.9. Saghkl ile rejeneratif ve nonrejeneratif anemili kopeklerde HGB

konsantrasyonlari

“Sekil 3.7-3.9 da gruplar arasi istatistiksel anlamli farkhiliklar baglant ¢izgisi ve yildiz ile gosterildi.
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Sekil 3.10. Saghkl ile rejeneratif ve nonrejeneratif anemili kopeklerde HCT degerleri
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Sekil 3.11. Saghkl ile rejeneratif ve nonrejeneratif anemili kopeklerde MCV

degerleri
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Sekil 3.12. Saghkl ile rejeneratif ve nonrejeneratif anemili kopeklerde MCH
degerleri

“Sekil 3.10-3.12 de gruplar arast istatistiksel anlaml farkliliklar baglanti ¢izgisi ve yildiz ile gosterildi.
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Sekil 3.13. Saghkl ile rejeneratif ve nonrejeneratif anemili kopeklerde MCHC
degerleri

HSaglikli  ®Rejeneratif & Nonrejeneratif
800

700
600

mm

Sekil 3.14. Saghkl ile rejeneratif ve nonrejeneratif anemili kopeklerde PLT sayilari
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Sekil 3.15. Saghkl ile rejeneratif ve nonrejeneratif anemili kopeklerde plazma TOS
degerleri

“Sekil 3.13-3.15 de gruplar arast istatistiksel anlamli farkliliklar baglanti ¢izgisi ve yildiz ile gésterildi.
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Sekil 3.16. Saghkl ile rejeneratif ve nonrejeneratif anemili kopeklerde plazma TAK

degerleri
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Sekil 3.17. Saghkl ile rejeneratif ve nonrejeneratif anemili kopeklerde plazma MDA

konsantrasyonlari

700
g 600
2 500
(=)

é 400

< 300

-

T 200

[7p]

O 100
0

ESaghkli  ®Rejeneratif & Nonrejeneratif

TT

Sekil 3.18. Saghkh ile rejeneratif ve nonrejeneratif anemili kopeklerde eritrosit GSH-

Px aktiviteleri

“Sekil 3.16-3.18 'de gruplar arast istatistiksel anlamli farkliliklar baglanti ¢izgisi ve yildiz ile gosterildi.
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3.1.2. Antioksidan Uygulamasimin Tam Kanin Kalitesi Uzerine Etkileri

Aragtirmanin ikinci boliimiinde antioksidan uygulanmasiin saklanan tam kanin
kalitesi tizerine etkileri degerlendirildi. Bu kapsamda dondr kopeklere iki hafta arayla 2
kez (-15. giin “pre”; -1. giin “post”) sc. 150 mg vitamin E + 0,5 mg selenyum/20 kg VA
(antioksidan grup) veya es deger hacimde %0,9 NaCl soliisyonu uygulamasinin (kontrol
grubu) hematolojik parametrelere etkileri alt bolim 3.1.2.1°de, hemolizle ilgili pametrelere
etkileri alt boliim 3.1.2.2°de, oksidan/antioksidan duruma etkileri ise alt bolim 3.1.2.3’de

sunuldu.

Antioksidan ve kontrol grubu dondrlerden CPDA-1 igerikli kan torbalarina kan
alimim takiben 2-4 saatlik ilk saklama siiresinde kandaki olasi degisimleri belirlemek
amaci ile kopeklerden heparinli tiipler (post) ile CPDA-1 igerikli kan torbalarina alinarak
+4 °C’de saklanan kan orneklerinde (0. giin) dlgiilen degerler karsilastirildi. S6z konusu

degerlendirme sonuglar1 Cizelge 3.7-3.10°da gosterilmektedir.

Antioksidan veya %0,9 NaCl soliisyonu uygulanan dondr kopeklerden CPDA-1
igerikli kan torbalarina alinarak saklanan tam kanda incelenen hematolojik ve
biyokimyasal parametrelere uygulama (grup), zaman ve grup X zaman iligkisinin
degerlendirme sonuglar (tekrarl 6l¢timlii varyans analizi) Cizelge 3.7-3.10’da 6zetlendi.
Antioksidan ve kontrol grubu donérlerden CPDA-1 igerikli kan torbalara alinan kanda 0.
giine gore saklama siiresince her bir Ornekleme zamanindaki degisiklikler ile 8
orneklemede (0., 1., 3., 7., 14., 21., 28. ve 35. giin) ayn1 6rnekleme zamaninda iki grup
arasindaki farklar da Sekil 3.19-3.33‘te sunuldu.

3.1.2.1. Antioksidan uygulamasinin donérlerde ve saklanan tam kanda hemograma

etkileri

Aragtirmanin ikinci boliimii, antioksidan uygulanmasmin saklanan tam kanin
kalitesi iizerine etkilerinin degerlendirilmesine yonelik gerceklestirildi. Bu kapsamda
donor kopeklere iki hafta arayla 2 kez (-15. giin “pre”; -1. giin “post”) 150 mg vitamin E +
0,5 mg selenyum/20 kg VA (antioksidan grup) veya es deger hacimde %0,9 NaCl
soliisyonu uygulamasinin (kontrol grubu) hemograma etkileri Cizelge 3.7 (I ve 1l1)’de

sunuldu.
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Cizelge 3.7. Antioksidan uygulamasinin donér ve saklanan tam kan hemogramina etkileri (1)

Zaman (giin)

Parametre Donor

Grup

CPDA-1 icerikli kan torbasinda saklama siiresi

(37,70-53,80)

(37,60-49,80)

(32,48-46,90)

(33,39-47,13)

(33,15-46,45)

(31,40-44,60)

(32,77-45,60)

(32,50-46,70)

(34,56-46,80)

Pre (-15.) Post (-1.) 0. 1. 3. 7. 14. 21. 28. 35.
Antioksidan  10:30:2.38 9,3742,25" 7,79+2.27" 7,70+2,18 7,91£1,94 8,03+3,01 8,3142,07 8,04+2,07 7,63+2,31 6,42+2,96
WBC (6,90-12,76) (6,08-1257) | (5,18-1045)  (545-1078)  (6,20-10,34)  (517-12,91)  (6,02-11,23)  (6,03-11,21)  (4,03-10,34)  (1,55-9,96)
(x10°/L) Kontrol 10,99+3,11 10,70+1,96 9,10+3,22 9,61+3,10 10,20+2,89 9,73+2,60 8,85+2,17 7,97+2,21 7,52+2,47 7,48+2,55
(6,63-15,67) (7,63-1367) | (553-1253)  (588-13,68)  (6,05-13,87)  (5,55-12,67) (5,63-11,7) (4,58-10,92)  (3,47-11,50)  (3,90-12,27)
Antioksidan 6,73+0,57 6,28+0,70" 5,44+0,38° 5,55+0,49 5,55+0,40 5,67+0,69 5,67+0,59 5,55+0,49 5,52+0,44 5,53+0,53
RBC (5,80-7,43) (5,49-7,23) (4,92-5,92) (4,94-6,24) (4,98-6,06) (4,68-6,45) (4,69-6,49) (4,79-6,20) (4,83-6,05) (4,67-6,12)
(x10™/L) Kontrol 6,22+0,40 6,19+0,31 5,44+0,327 5,47+0,32 5,45+£0,24 5,33+0,31 5,45+0,26 5,45+0,37 5,45+0,28 5,53+0,30
(5,57-6,68) 5,66-6,56 (5,14-5,96) (5,01-5,88) (5,14-5,82) (5-5,82) (5,05-5,75) (5,01-5,89) (5,20-5,92) (5,24-5,98)
Antioksidan 1367471 14,70+1,85" 12,541,175 12,61+1,40 12,87+1,42 12,74+1,76 12,78+1,58 12,54+1,37 12,441,34 12,341,37
HGB (12,70-17,90)  (12,20-16,70) | (10,90-14,00) (10,60-14,30)  (10,80-14,40)  (9,90-14,90)  (10,10-14,60)  (10,20-13,90)  (10,20-14)  (10,10-13,80)
(g/dL) Kontrol 14,24+2,01 14,18+1,70 12,354,907  12,67+1,59 12,65%1,67 12,40+1,60 12,27+1,48 12,22+1,57 12,37+1,53 12,34+1,57
(12,10-17,60)  (12,10-16,60) | (10,80-1550)  (11,20-15,30)  (11,20-1540)  (11,10-15,10)  (10,90-14,80)  (10,90-14,90)  (11,20-15,10)  (11,10-15)
Antioksidan 45:64+3.65 42,44:4,49 36,2743,51°  37,06+3,60 38,08+4,11 38,96+5,28 39,30+4,86 38,60+4,35 38,64+3,76 38,83+4,28
HCT (39,20-50,57)  (37,18-48,20) | (30,70-41,07)  (30,90-40,40)  (31,10-42,30)  (30,40-44,25)  (30,10-43,50)  (30,70-43,27)  (32,30-43,28)  (31,30-44,17)
(30,70-41,07)
(%0) Kontrol 41,99+5,91 41,84+4,10 37,074548"  37,93+5,07 37,74+5,08 36,89+5,10 38,04+4,17 38,04+5,06 38,57+4,47 38,92+4,69

(34,85-47,20)

Istatistiksel Degerlendirme

Zaman Grup Zaman/Grup
WBC 0,003 0,400 0,099
RBC 0,590 0,597 0,193
HGB 0,101 0,809 0,391
HCT 0,008 0,896 0,106

*: Ayni satirda pre degerlerine gore post hematolojik degerler p<0,05 diizeyinde farklidir.

QT

2. Ayni satirda gosterilen 0.giin degerleri post degerlere gére sirastyla p<0,05, p<0,01 ve p<0,001 diizeyinde farklidir.
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Cizelge 3.7. Antioksidan uygulamasinin donér ve saklanan tam kan hemogramina etkileri (I1)

Zaman (giin)

Parametre Grup Donoér CPDA-1 icerikli kan torbasinda saklama siiresi
Pre (-15.) Post (-1.) 0. 1. 3. 7. 14, 21. 28. 35.
Antioksidan 66,71+£2,21 66,28+2,05 66,14 + 2,11 66,85+2,11 68,57+£2,93 68,57+1,90 69+2,76 69,28+2,81 69,71+£2,21 70,14+1,95
MCV (62-68) (62-68) (62-69) (63-69) (63-71) (65-71) (64-72) (64,73) (67-74) (67-72)
(ﬂ_) Kontrol 67,28+7,11 67,14+6,69 67,85:&6,761- 68,14+6,33 69,14+6,98 68,42+6,24 69,42+5,71 69,42+5,56 70,42+4,85 70,42+4,54
(61-81) (61-80) (62-81) (62-80) (63-82) (62-79) (63-80) (63-79) (66-79) (67-79)
Antioksidan 23,24+0,85 23,37+0,95 23,01+0,84 22,94+1,05 23,11+0,97 22,43+0,93 22,49+0,56 22,56+0,62 22,51+0,97 22,29+0,54
MCH (22-24,30) (2220-2460) | (22-2410)  (21,50-24,20)  (21,70-24,40)  (21,10-23,60)  (21,60-23,20)  (21,50-2320)  (21,20-23,80)  (21,60-23,10)
(pg) Kontrol 22,91+1,93 22,84+0,90 22,53+2.27 23,01+1,80 23,14+2,25 23,06+2,11 22,40+2,22 22,37+1,84 22,50+1,85 22,23+1,62
(20,70-26,40)  (21,70-24,40) | (20,50-26,70)  (20,90-26,10)  (21,30-27,10)  (20,60-26,80)  (19,60-25,80)  (20,30-25,40)  (20,70-25,60)  (20,40-25)
Antioksidan 34,71+0,92 35,17+1,27 34,73£1,26 34,34+1,02 33,79+1,00 32,67+1,11 32,51+0,81 32,50+0,61 32,31+0,78 31,74+0,61
MCHC (33-35,50) (33-36,50) (33,10-36,30)  (32,70-35,70)  (31,70-34,60)  (30,50-33,80)  (31,60-33,60)  (31,80-33,40)  (31,20-33,30)  (30,90-32,70)
(g/dL) Kontrol 34,19+1,27 34,27+0,90 33,33:(:1,45u 33,89+1,35 33,46+0,66 33,54+1,36 32,36+1,93 32,19+0,96 31,87+0,74 31,71+0,77
(32,20-3550)  (33,20-3590) | (31,10-34,90) (32,40-36,20)  (32,40-34,10)  (31,60-36) (30-34,80) (30,80-33,10) (31-33) 30,50-32,8 0)
Antioksidan 328,86+60,43 304,86+63,40 248,71i54,7T 241,14+69,57  214,71+£70,88  270,43+77,84  220,57+89,66 246,86+40,45  251,43+40,90  195,86+76,77
PLT (209-386) (211-393) (181-325) (115-303) (119-292) (157-378) (83-318) (201-306) (175-300) (59-260)
(x10°/L) Kontrol 397,86:134,43  386,42-108,76 | 250,4+101,9° 282,43+1457  217,14+1236  202,57+94,92  205,57:94,07  204,00+139,7  190,71+1233  222,43+138,7
(201-495) (223-490) (104-362) (79-449) (68-368) (84-339) (90-325) (52-416) (54-356) (53-433)

Istatistiksel Degerlendirme

Zaman Grup Zaman/Grup
MCV 0,000 0,793 0,550
MCH 0,006 0,987 0,335
MCHC 0,000 0,422 0,196
PLT 0,100 0,782 0,081

QO 7,

: Ayni satirda gosterilen 0. giin degerleri post degerlere gore sirastyla p<0,05, p<0,01 ve p<0,001 diizeyinde farklidur.
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Antioksidan ve kontrol grubunu olusturan saglikli kdpeklerin grup i¢i pre ile post,
iki grup arasinda ise pre ve post hematolojik parametreleri karsilastirildi. Antioksidan
grupta vitamin E + selenyum uygulamasi ile WBC, RBC sayilari, HCT degeri ve HGB
konsantrasyonunda p<0,05 diizeyinde azalmalar belirlenirken, kontrol grubu dondrlerin
pre-post hematolojik parametreleri arasindaki farklarin istatistiksel anlamli olmadigi
belirlendi [(Cizelge 3.7, I)]. Grup igi pre ile post, iki grup arasinda ise pre ve post eritrosit
indeksi (MCV, MCH, MCHC) ile PLT sayillarmin grup i¢i ve gruplar arasi
karsilastirilmasinda istatistiksel anlamli farkliliklar belirlenmedi [(Cizelge 3.7, 11)].

Antioksidan ve kontrol grubu donérlerden heparinli tiiplere kan 6rneklerinin alimini
(post) takiben CPDA-1 igerikli kan torbalarina alinarak +4 °C’de saklanan (0. giin) kan
orneklerinde Olciilen parametrelerin kiyaslanmasinda; post degerlere gore antioksidan
grupta 0. giin WBC sayisinin p<0,01, RBC, HGB ve HCT degerlerinin p<0,001, kontrol
grubunda ise RBC ve HCT degerlerinin p<0,01, HGB konsantrasyonun p<0,05 diizeyinde
diisiik oldugu belirlendi [(Cizelge 3.7, 1)]. Post degerlere gore 0. giin PLT degerlerin
antioksidan ve kontrol grubunda sirasiyla p<0,01 ve p<0,001 diizeyinde diisiik, kontrol
grubunda ise MCHC degerindeki azalma (p<0,05), MCV degerindeki artis (p<0,01) olmasi
onemli bulundu [(Cizelge 3.7, 11)].

Tekrarhi 6l¢iimler icin varyans analizinde, CPDA-1 igerikli kan torbasina alinan ve
+4 °C’de 35 giin siireyle saklanarak 8 6rnekleme yapilan tam kanda, WBC sayis1 ve HCT
degerinin saklama siiresince gosterdigi (zamanla) degisimin 6nemli oldugu, uygulama
etkisinin (gruplar arasi fark) istatistiksel anlamli olmadig1 ve degisimin gruplarda ayni
yonde (grup x zaman) oldugu belirlendi [(Cizelge 3.7, 1)]. RBC sayis1i ve HGB
konsantrasyonunda ise zamanla iliskili degisimler, bu parametrelerin iki grup (antioksidan
ve kontrol) arasindaki farklar1 ve zaman/grup iliskilerinin istatistiksel anlamli olmadig:
saptand1 [(Cizelge 3.7, 1)]. MCV, MCH ve MCHC degerin saklama siiresince gosterdigi
(zamanla) degisimin Onemli, gruplar arasi farklarin istatistiksel anlamli olmadigr ve

degisimin gruplarda ayn1 yonde (grup x zaman) oldugu belirlendi [(Cizelge 3.7, I1)].

Antioksidan ve kontrol grubu donérlerden CPDA-1 igerikli kan torbalara alinan
kanda 8 6rneklemede (0.-35. giin) her bir 6rnekleme zamaninda iki grup arasinda incelenen

hematolojik parametrelerde anlamli farkliliklar saptanmadi [(Cizelge 3.7, | ve 11)].
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3.1.2.2. Antioksidan uygulamasinin donérlerde ve saklanan tam kanda hemolizle ilgili

parametrelere etkileri

Antioksidan uygulanmasinin saklanan tam kanin kalitesi iizerine etkilerinin
degerlendirilmesine yonelik iki hafta arayla 2 kez (-15. giin “pre”; -1. giin “post™) sc. 150
mg vitamin E + 0,5 mg selenyum/20 kg VA (antioksidan grup) veya es deger hacimde
%0,9 NaCl soliisyonu uygulamasimin (kontrol grubu) hemolizle ilgili parametrelere etkileri

Cizelge 3.8’de sunuldu.
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Cizelge 3.8. Antioksidan uygulamasinin hemolize ilgili parametrelere (plazma K* ve HGB konsantrasyonlari ile LDH aktivitesi)
etkileri

Zaman (giin)

Parametre Donor CPDA-1 icerikli kan torbasinda saklama siiresi
Pre (-15.) Post (-1.) 0. 1. 3. 7. 14, 21. 28. 35.
Antioksidan 3,96+0,12 3,92+0,12 2,37£0,37° 2,94+0,44 3,55+0,45 4,1140,46 4,43+0,37 4,49+0,52 4,64+0,45 4,72+0,45
K* (3,82-4,21) (3,80-4,18) (1,83-2,83) (2,46-3,77) (3,14-4,49) (3,67-5,01) (4,05-5,20) (4,03-5,57) (4,23-5,63) (4,33-5,71)
(mmol/L) Kontrol 4,00£0,16 3,99+0,24 2,60+0,38° 3,48+0,40 3,88+0,36 4,31x0,41 4,49+0,34 4,75£0,40 4,89+0,44 5,02+0,44
(3,81-4,26) (3,72-4,46) (2,06-3,09) (3,11-4,23) (3,17-4,37) (3,57-4,81) (3,81-4,94) (4-5,25) (4,17-5,52) (4,20-5,65)
Antioksidan  0214%11,06 91,00£35,75 | 114,00£38,07  139,57+50,67  184,14+1104  164,14+90,73  18557+110,8  174,86+75,11  24429+119,5  296,29+156,7
LDH (44-78) (54-163) (35-159) (51-212) (40-390) (39-344) (67-420) (69-308) (76-466) (109-597)
(U/L) Kontrol 68,29+33,19 74+29,01 771442227  96,43+24,87  13529+48,33  142,86+42,34  169,43+50,50  208,57+90,61  295.86+120,8  330,00+149,7
(28-130) (38-129) (39-115) (67-127) (67-209) (96-198) (110-265) (102-355) (168-482) (158-603)
Antioksidan 0,03+0,13% 0,04+0,02* 0,06:0,46 0,07+0,05 0,07+0,04 0,07+0,05 0,07+0,03 0,08+0,03 0,09+0,03 0,10+0,03
HGB (0,01-0,05) (0,01-0,09) (0,01-0,13) (0,01-0,12) (0,01-0,13) (0,02-0,17) (0,02-0,11) (0,02-0,13) (0,04-0,12) (0,05-0,17)
(g9/dL) Kontrol 0,05+0,02 0,05+0,02 0,10+0,06 0,100,027 0,110,09 0,110,10 0,14+0,15 0,17+0,18 0,200,27 0,24+0,28
(0,02-0,10) (0,02-0,09) (0,03-0,25) (0,01-0,27) (0,05-0,31) (0,03-0,34) (0,04-0,47) (0,04-0,58) (0,07-0,82) (0,08-0,87)
istatistiksel Degerlendirme
Zaman Grup Zaman/Grup
K* 0,000 0,217 0,174
LDH 0,000 0,862 0,044
HGB 0,000 0,156 0,894

“¥: Ayn1 grupta pre enjeksiyon degerlerine gore post HGB degeri (*) ve iki grubun pre HGB degerleri arasinda (¥) farklar p<0,05 diizeyinde anlamlidur.
& Aym satirda gosterilen 0. giin degerleri post degerlere gore p<0,001 diizeyinde farklidur.

Antioksidan ve kontrol grubunu olusturan saglikli kopeklerin grup ici pre ile post, iki grup arasinda ise pre ve post biyokimyasal

parametreleri karsilastirildi. Vitamin E + selenyum uygulanan antioksidan grupta plazma HGB konsantrasyonunda p<0,05 diizeyinde artis

belirlenirken, kontrol grubunun plazma pre HGB konsantrasyonun antioksidan grup pre degerine gore p<0,05 diizeyinde yiiksek oldugu

saptandi (Cizelge 3.8).
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Antioksidan ve kontrol grubu donérlerden heparinli tiiplere kan 6rneklerinin alimini
(post) takiben CPDA-1 igerikli kan torbalarinda saklanan (0. giin) kan 6rneklerinde; her iki
grubun 0. giin K* konsantrasyonlarmin post degerlere gore diisiik (p<0,001) oldugu
saptand1 (Cizelge 3.8).

Tekrarl1 6l¢timler i¢in varyans analizinde, CPDA-1 igerikli kan torbasina alinan ve
+4 °C’de 35 giin saklanarak yapilan 8 érneklemede kan plazmasinda olgiilen K* ve HGB
konsantrasyonlar1 ile LDH aktivitesinin saklama siiresince gosterdigi (zamanla) degisimler
ile LDH aktivitesinde zaman/grup iliskisinin istatistiksel anlamli oldugu, buna karsin
gruplar arasi farklarin istatistiksel anlamli olmadig1 dikkati ¢ekti (Cizelge 3.8, Sekil 3.25-
3.27).

Antioksidan ve kontrol grubu dondrlerden CPDA-1 igerikli kan torbalara alinan
kanda iki grup arasinda 1. giin K* konsantrasyonlarinda farkliliklar (p<0,05) belirlendi
(Sekil 3.25). Antioksidan grup 0. giin LDH aktivitesi ayn1 6rnekleme zamaninda kontrol
grubu degerlerinden yiiksek (p<0,05) bulundu (Sekil 3.27). Her bir 6rnekleme zamaninda
iki grup arasinda plazma HGB konsantrasyonlarinin anlamli farkliliklar gostermedigi

goriildii.

3.1.2.3 Antioksidan uygulamasimin donorlerde ve saklanan tam kanda

oksidan/antioksidan duruma etkileri

Antioksidan uygulanmasiin saklanan tam kanin kalitesi iizerine etkilerinin
degerlendirilmesine yonelik iki hafta arayla 2 kez (-15. glin “pre”; -1. giin “post”) sc. 150
mg vitamin E + 0,5 mg selenyum/20 kg VA (antioksidan grup) veya es deger hacimde
%0,9 NaCl soliisyonu uygulamasinin (kontrol grubu) oksidan/antioksidan duruma etkileri

Cizelge 3.9 ve Cizelge 3.10’da sunuldu.
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Cizelge 3.9. Antioksidan uygulamasinin donérlerde ve saklanan tam kanda total oksidan/antioksidan duruma etkileri

Zaman (giin)

Parametre Grup Donér CPDA-1 icerikli kan torbasinda saklama siiresi
Pre (-15.) Post (-1.) 0. 1. 3. 7. 14. 21. 28. 35.
TOS Antioksidan 3,5240,29% 3,4120,32% 3,4240,83 425+1,04 5,11£1,59 491+1,83 7,3342,60 8,12+2,87 10.90+3.00 132544 46
(pmol H,O (3,17-4,03) (3,12-3,91) (2,33-4,81) (2,99-5,57) (2,89-7,64) (2,46-7,73) (4,12-11,30) (5,31-13,52) (8,11-15,98) (9,00-20,62)
lIlE uiv /i_)z Kontrol 4,33+0,52 4,34+0,48 5,54+3,93 7,01£5,53 8,96+7,44 10,55+7,61 15,22+8,09 17,51+6,46 21,66+5,93 25,05+7,97
quiv. (3,82-5,17) (3,90-5,11) (2,48-1340)  (2,41-1560)  (3,52-23,02)  (4,02-22,74)  (6,61-2620)  (8,80-26,33)  (11,17-28,77)  (14,07-37,98)
TAK Antioksidan 0,73+0,03 0,76+0,05 0,96i0,048 0,97+0,03 0,96+0,03 0,95+0,05 0,94+0,03 0,95+0,02 0,93+0,04 0,92+0,05
Trol (0,68-0,78) (0,70-0,85) (0,89-1,03) (0,92-1,01) (0,90-1,01) (0,88-1,03) (0,87-0,97) (0,90-0,98) (0,85-0,98) (0,81-0,98)
mmol Trolox
( E c:"v /E)O Kontrol 0,73+0,11 0,72+0,11 0,95:&0,05a 0,94+0,06 0,94+0,05 0,95+0,06 0,92+0,07 0,89+0,06 0,87+0,11 0,86+0,10
quiv. (0,60-0,96) (0,62-0,96) (0,86-0,99) (0,86-1,05) (0,87-1,01) (0,83-1,03) (0,77-1,00) (0,76-0,96) (0,61-0,95) (0,65-0,97)
istatistiksel Degerlendirme
Zaman Grup Zaman/Grup
TOS 0,000 0,010 0,010
TAK 0,001 0,277 0,196

¥: Antioksidan grubunun pre ve post degerleri kontol grubuna gére p<0,05 diizeyinde farklidur.
# . Aym satirda gosterilen 0. giin degerleri post degerlere gore p<0,001 diizeyinde farklidur.

Antioksidan ve kontrol grubunu olusturan saglikli kopeklerin grup ici pre ile post plazma TOS ve TAK degerleri arasindaki farklarin
istatistiksel anlaml1 olmadig1 belirlendi. Gruplar arasinda ise antioksidan grubunun pre ve post plazma TOS degerlerinin kontrol grubuna gore

p<0,05 diizeyinde diisiik oldugu belirlendi (Cizelge 3.9).

Antioksidan ve kontrol grubu donérlerden heparinli tiiplere kan 6rneklerinin alimini (post) takiben CPDA-1 igerikli kan torbalarinda

saklanan (0. giin) kan 6rneklerinde; her iki grubun 0. giin TAK degerlerinin post degerlere gore p<0,001 yiiksek oldugu goriildii (Cizelge 3.9).

87



Tekrarli 6l¢iimler i¢in varyans analizinde, CPDA-1 igerikli kan torbasina alinan ve
+4 °C’de, 1-35 giin saklanarak 8 drnekleme yapilan kanin plazmasindan 6l¢iilen TOS ve
TAK degerlerinin her ikisinin de saklama siiresince gosterdigi (zamanla) degisimler ile
plazma TOS degerinde uygulamanin (grup) ve zaman x grup iliskisinin istatistiksel anlaml

oldugu belirlendi (Cizelge 3.9; Sekil 3.28, 3.29).

Antioksidan ve kontrol grubu dondrlerden CPDA-1 igerikli kan torbalara alinan
kanda iki grup arasinda 14., 21., 28. ve 35. giin TOS degerleri arasinda sirastyla p<0,05,
p<0,01, p<0,001 ve p<0,01 (Sekil 3.28) diizeylerinde farkliliklar belirlendi. TAK

degerinde her bir 6rnekleme zamaninda iki grup arasinda anlamli farkliliklar belirlenmedi.
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Cizelge 3.10. Antioksidan uygulamasinin donorlerde ve saklanan tam kanda oksidan (MDA) ve enzimatik antioksidan (SOD,

GSH-Px, CAT) biyobelirteclere etkileri

Zaman (giin)

Parametre Donor CPDA-1 icerikli kan torbasinda saklama siiresi
Pre (-15.) Post (-1.) 0. 1. 3. 7. 14. 21. 28. 35.
Antioksidan 16,61+1,92 13,21£1,79% 12,4142,26 13,42+2,97 14,41£1,75 14,04+2,24 14,37+2,08 15,21+2,53 14,79+2,51 16,93+2,04
MDA (14,26-19,59) (9,80-15,71) (8,86-15,24)  (9,80-17,11)  (12,44-16,64)  (10,73-16,64)  (10,11-1590)  (11,20-18,97)  (12,13-1853)  13,95-(19,13)
(nmol/L) Kontrol 17,04+8,70 16,30+6,89 14,53+4,99 14,54+5,19 14,49+5,95 15,52+4,75 13,72+4,07 14,86+4,84 16,46+3,39 19,61+3,37
(4,20-25,35) (6,20-22,35) (7-20,53) (6,53-19,75)  (6,38-21,61)  (8,86-20,99)  (7,78-18,28) (7,31-20,26)  (10,11-21,56)  (14,42-25,60)
Antioksidan 80361 88949+ 904+46 90351 89445 873442 847445 83537 842+41 839+53
SOD (741-889) (839-967) (860-988) (833-962) (830-945) (811-927) (810-932) (785-900) (767-882) (739-894)
(U/g HGB) Kontrol 794495 797+95 795+128 782=118 77579 75869 737485 740£66 729+68 725+77
(613-894) (623-896) (548-891) (547-876) (628-846) (646-844) (650-881) (659-838) (627-831) (612-827)
Antioksidan 458+70 479486 5194111 500=130 509140 500+118 470493 459+120 465+127 459+126
GSH-Px (335-546) (340-617) (361-710) (323-730) (332-781) (344-706) (334-611) (326-647) (323-661) (313-668)
(U/g HGB) Kontrol 47878 47791 492+78 46764 43858 40160 39164 372446 37644 347+43
(389-603) (329-613) (363-579) (376-569) (351-518) (327-503) (287-474) (317-457) (310-452) (290-404)
Antioksidan 5,39+1,63 5,5542,17 5,56+1,86 5,14+2,00 4,861,384 4,48£1,75 4,50+1,23 4,53+1,74 436+1,77 4,28+1,53
CAT (2,57-7,00) (2,97-8,98) (3,37-8,20) (2,61-8,12) (2,36-7,25) (2,27-6,70) (2,78-5,93) (2,15-6,38) (2,43-6,53) (2,39-6,28)
(U/g HGB) Kontrol 7,00+2,78 7,40£1,99 6,36+2,93 5,61+2,82 6,24+2,82 6,14+2,33 5,4242,52 5,68+2,69 6,03+2,68 6,36+2,83
(2,23-10,47) (4,23-9,98) (1,29-10,31) (1,29-9,08) (1,87-9,99) (1,91-9,55) (1,99-9,09) (1,20-9,57) (1,32-9,75) (1,12-8,92)
Istatistiksel Degerlendirme
Zaman Grup Zaman/Grup
MDA 0,003 0,533 0,427
SOD 0,002 0,004 0,939
GSH-Px 0,000 0,153 0,021
CAT 0,093 0,292 0,233

*: Ayni grupta pre enjeksiyon degerlerine gore post degerler p<0,05 diizeyinde anlamlidir. * Gruplar arasi pre ya da post degerler arasindaki farklilik p<0,05 diizeyinde anlamlidir.
@ Ayni satirda gosterilen 0. giin degeri post degere gore p<0,001 diizeyinde farklidir.

Antioksidan ve kontrol grubunu olusturan saglikli kopeklerin grup ici pre ile post, iki grup arasinda ise pre ve post antioksidan/oksidan
denge ile ilgili biyobelirtecleri karsilastirildiginda; Vitamin E + selenyum uygulanan grupta pre degere gore post plazma MDA
konsantrasyonun p<0,05 diisiik, post eritrosit SOD aktivitesinin ise p<0,01 diizeyinde yiiksek oldugu saptandi. Ayrica post SOD aktivitesinin
antioksidan grupta kontrol grubuna gore p<0,05 diizeyinde yiiksek oldugu belirlendi (Cizelge 3.10).
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Antioksidan ve kontrol grubu donérlerden heparinli tiiplere kan 6rneklerinin alimini
(post) takiben CPDA-1 igerikli kan torbalarinda saklanan (0. giin) kan orneklerinde;
antioksidan grubun 0. giin GSH-Px aktivitesinin post degere gore p<0,05 diizeyinde
yiiksek oldugu belirlendi (Cizelge 3.10).

Tekrarl1 6l¢timler i¢in varyans analizinde, CPDA-1 igerikli kan torbasina alinan ve
+4 °C’de 1-35 giin saklanarak yapilan 8 orneklemede plazma MDA konsantrasyonu ile
eritrosit SOD ve GSH-Px aktivitelerinin saklama siiresince gosterdigi (zamanla) degisimin
onemli oldugu, SOD aktivitesinde gruplar arasi farkin, GSH-Px aktivitesinde ise grup X
zaman iligkisinin istatistiksel anlamli farkliliklar gosterdigi belirlendi (Cizelge 3.10, Sekil
3.30, 3.31, 3.32)

Antioksidan ve kontrol grubu dondrlerden CPDA-1 igerikli kan torbalara alinan
kanda iki grup SOD aktiviteleri arasinda 1. giinde p<0,05, 3.-35. giinlerde ise p<0,01 (Sekil
3.31) diizeylerinde farkliliklar belirlendi. Antioksidan grup 35. giin GSH-Px aktiviteleri
ayni 6rnekleme zamaninda kontrol grubu degerlerinden yiiksek (p<0,05) bulundu (Sekil
3.32). MDA konsantrasyonlar1 ve CAT aktivitelerinde her bir 6rnekleme zamaninda iki

grup arasinda anlamli farkliliklar belirlenmedi.
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=¢=Antioksidan == Kontrol

55,00 :
1
1
50,00 TL A
T 1
1
45,00 ; . T O ? U e
— ! |
S 40,00 ] I T
5 | I N=—r—— 1]
35,00 o
T : 1 | i 1 | ° °
1
30,00 ;
1
25,00 :
1
1
2000 5 T host | 0. 1. 3. 7. 14, | 21. | 28. | 5.
Antioksidan| 45,64 | 42,44 | 36,27 | 37,06 | 38,08 | 38.96 | 39.31 | 38,60 | 38.65 | 38,84
Kontrol 42.00 | 41,84 | 37,07 | 37,93 | 37,74 | 36,89 | 38,04 | 38,04 | 3857 | 38,93

Zaman (Giin)

*: Aym grupta 0. giin HCT degerine gore farklar 6nemlidir.

Sekil 3. 19. Dondrlere antioksidan uygulamasinda ve CPDA-1’li torbada saklama
siiresince HCT degerindeki degisimler ( X +s)

== Antioksidan == Kontrol

RBC (x10'2/L)
o
8

1
1
1
4,00 :
1
1

. Pre Post 0. 1. 3. 7. 14, 21. 28. 35.
Antioksidan| 6,73 6,28 5,44 5,55 5,55 5,67 5,67 5,55 5,52 5,53
Kontrol 6,22 6,19 5,44 5,47 5,45 5,33 5,45 5,45 5,45 5,53

Zaman (Giin)

*: Aym grupta 0. giin RBC sayisina gore farklar 6nemlidir.

Sekil 3. 20. Donorlere antioksidan uygulamasinda ve CPDA-1’li torbada saklama
siiresince RBC sayisindaki degisimler ( X +s)



=¢=Antioksidan == Kontrol
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80,00 :
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= 70,00 !
; . ° . ] d °
Q :
= 60,00 :
1
1
1
50,00 ;
1
1
1
4
0,00 Pre Post 0. 1. 3. 7. 14. 21. 28. 35.
Antioksidan| 66,71 | 66,29 | 66,14 | 66,86 | 68,57 | 68,57 | 69,00 | 69,29 | 69,71 | 70,14
Kontrol 67,29 | 67,29 | 67,86 | 68,14 | 69,14 | 68,43 | 69,43 | 69,43 | 70,43 | 70,43

Zaman (Giin)

*: Aym grupta 0. giin MCV degerine gore farklar 6nemlidir.

Sekil 3. 21. Dondrlere antioksidan uygulamasinda ve CPDA-1’li torbada saklama
siiresince MCV degerindeki degisimler ( X =s)

== Antioksidan == Kontrol

30,00 j
:
1
1
27,00 |
1
1
1
> 24,00 . T
£ %
T ?f—ﬁwﬁ
O 1
= 21,00 : T = T T P T I
1 °
1
1
18,00 :
:
1
1 1
500 Pre Post 0. 1. 3. 7. 14, 21. 28. 35.
Antioksidan| 23,24 | 23,37 | 23,01 | 22,94 | 23,11 | 22,43 | 22,49 | 22,56 | 22,51 | 22,29
Kontrol 2291 | 22,84 | 22,53 | 23,01 | 23,14 | 23,06 | 22,40 | 22,37 | 22,50 | 22,23

Zaman (Giin)

*: Aym grupta 0. giin MCH degerine gore farklar 6nemlidir.

Sekil 3. 22. Donoérlere antioksidan uygulamasinda ve CPDA-1’li torbada saklama
siiresince MCH degerindeki degisimler ( X +s)



=¢=Antioksidan == Kontrol

40,00
37,00
S 3400 -
=
O
I
O 31,00
=
28,00
25,00 Pre Post 0. 1. 3. 7. 14. 21. 28. 35.
Antioksidan| 34,71 | 35,17 ; 34,73 | 34,34 | 33,79 | 32,67 | 32,51 | 32,50 | 32,31 | 31,74
Kontrol 34,19 | 34,27 | 33,33 | 33,89 | 33,46 | 3354 | 32,36 | 32,19 | 31,87 | 31,71

Zaman (Giin)

*: Ayni grupta 0. giin MCHC degerine gore farklar 6nemlidir.

Sekil 3. 23. Dondrlere antioksidan uygulamasinda ve CPDA-1’li torbada saklama
siiresince MCHC degerindeki degisimler ( X +s)

== Antioksidan == Kontrol

500,00
450,00
400,00
3 350,00
E
X 300,00 — . .
S |
T 250,00 AN\ —
150,00 1 T
100,00 5 T post | 0. 1. 3. 7. 14. 21. 28. 35.
Antioksidan | 328,86 | 304,86 | 248,71 | 241,14 | 214,71 | 270,43 | 220,57 | 246,86 | 251,43 | 195,86
Kontrol 397,86 | 397,86 | 259,43 | 282,43 | 217,14 | 202,57 | 205,57 | 204,00 | 190,71 | 222,43

Zaman (Giin)

*: Aym grupta 0. giin PLT sayisina gore farklar 6nemlidir.

Sekil 3. 24. Donorlere antioksidan uygulamasinda ve CPDA-1’li torbada saklama
siiresince PLT sayisindaki degisimler ( X =+s)
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5,00

4,50
4,00
3,50

3,00

K* (mmol/L)

2,50

2,00

1,50

1,00

Pre

Post

0.

1.

3.

7.

14.

21.

28.

35.

Antioksidan

3,96

3,92

2,37

2,94

3,55

4,11

4,43

4,49

4,64

4,72

Kontrol

4,00

3,99

2,60

3,48

3,88

4,31

4,49

4,75

4,89

5,02

Zaman (Giin)

°: Aym grupta 0. giin K+ konsantrasyonuna gore farklar 6nemlidir.

+
A Ayni 6rnekleme zamaninda iki grup K konsantrasyonlar: arasindaki fark énemlidir.

Sekil 3. 25. Dondérlere antioksidan uygulamasinda ve CPDA-1’li torbada saklama

siiresince K" konsantrasyonundaki degisimler ( X =s)

== Antioksidan == Kontrol

0,30
0,25
~ 020
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Antioksidan| 003 | 004 | 006 | 007 | 007 | 007 | 007 | 008 | 009 | 0,10
Kontrol 005 | 005 | 010 | 020 | 011 | 011 | 014 | 017 | 020 | 024

Zaman (Giin)

*: Aym grupta 0. giin HGB konsantrasyonuna gére farklar énemlidir.

Sekil 3. 26. Donérlere antioksidan uygulamasinda ve CPDA-1’li torbada saklama
siiresince plazma HGB konsantrasyonundaki degisimler ( X =s)
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Zaman (Giin)

*: Aym grupta 0. giin LDH aktivitesine gore farklar 6nemlidir.
4: Aym1 6rnekleme zamaninda iki grup LDH aktivitesi arasindaki fark nemlidir.

Sekil 3. 27. Donorlere antioksidan uygulamasinda ve CPDA-1’li torbada saklama

siiresince plazma LDH aktivitesindeki degisimler ( X +s)

== Antioksidan === Kontrol
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Antioksidan| 352 | 341 | 342 | 425 | 511 | 491 | 7,33 | 812 | 10,90 | 13,25
Kontrol 433 | 434 | 554 | 7,01 | 896 | 10,55 | 1522 | 17,51 | 21,66 | 25,05

Zaman (Giin)

*: Aym grupta 0. giin TOS degerine gore farklar 6nemlidir.
4: Aym érnekleme zamaninda iki grup TOS degeri arasindaki fark 6nemlidir.

Sekil 3. 28. Donorlere antioksidan uygulamasinda ve CPDA-1’li torbada saklama

siiresince plazma TOS degerindeki degisimler ( X =s)
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Antioksidan| 0,73 | 0,76 ; 0,96 | 097 | 096 | 095 | 0,94 | 095 | 093 | 0,92
Kontrol 073 | 0,72 { 095 | 0,94 | 094 | 095 | 092 | 0,89 | 0,87 | 0,86

Zaman (Giin)

*: Aym grupta 0. giin TAK degerine gore farklar 6nemlidir.

Sekil 3. 29. Dondrlere antioksidan uygulamasinda ve CPDA-1’li torbada saklama
siiresince plazma TAK degerindeki degisimler ( X =s)

== Antioksidan == Kontrol
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Antioksidan| 16,61 | 13,21 | 12,41 | 13,42 | 14,41 | 14,04 | 1437 | 1521 | 1479 | 16,93
Kontrol 17,04 | 16,30 | 14,53 | 14,54 | 14,49 | 1552 | 13,72 | 14,86 | 16,46 | 19,61

Zaman (Giin)

°: Aym grupta 0. giin MDA konsantrasyonuna gore farklar énemlidir.

Sekil 3. 30. Donorlere antioksidan uygulamasinda ve CPDA-1’li torbada saklama
siiresince plazma MDA konsantrasyonundaki degisimler ( X +s)
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Antioksidan | 803,19

889,37

904,91 | 903,03 | 894,36 | 873,60 | 847,08 | 835,88 | 842,80 | 839,17

Kontrol

794,48

797,48

795,89 | 782,57 | 775,78 | 758,15 | 737,92 | 740,00 | 729,12 | 725,92

Zaman (Giin)

*: Aym grupta 0. giin SOD aktivitesine gore farklar 6nemlidir.
4: Aym érnekleme zamaninda iki grup SOD aktivitesi arasindaki fark énemlidir.

Sekil 3. 31. Donorlere antioksidan uygulamasinda ve CPDA-1’li torbada saklama
siiresince eritrosit SOD aktivitesindeki degisimler ( X +s)

=¢=Antioksidan == Kontrol
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Antioksidan | 458,00 | 479,00 { 519,00 | 500,00 | 509,00 | 500,00 | 470,00 | 459,00 | 465,00 | 459,00
Kontrol | 478,00 | 477,001 492,00 | 467,00 | 438,00 | 401,00 | 391,00 | 372,00 | 376,00 | 347,00

Zaman (Giin)

°: Aym grupta 0. giin GSH-Px aktivitesine gore farklar énemlidir.
4: Aym ornekleme zamaninda iki grup GSH-Px aktivitesi arasindaki fark onemlidir.

Sekil 3. 32. Dondrlere antioksidan uygulamasinda ve CPDA-1’li torbada saklama
siiresince eritrosit GSH-Px aktivitesindeki degisimler ( X =s)
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Antioksidan| 5,39 5,55 5,56 5,14 4,86 4,48 4,50 453 4,36 4,28
Kontrol 7,00 7,40 6,36 5,61 6,24 6,14 5,42 5,68 6,03 6,36

Zaman (Giin)

°: Aym grupta 0. giin CAT aktivitesine gore farklar 6nemlidir.

Sekil 3. 33. Donorlere antioksidan uygulamasinda ve CPDA-1’li torbada saklama

siiresince eritrosit CAT aktivitesindeki degisimler ( X +s)
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4. TARTISMA

Oksidan/antioksidan durum, insan hekimligine gore veteriner hekimlikte goreceli
olarak yeni bir arastirma alanidir. Son yillarda belirgin artis olmakla birlikte, kopeklerde de
oksidan/antioksidan durum sinirli sayida hastalik ve durumda degerlendirilmis (Cizelge
1.8), dondr kopeklere antioksidan uygulamasinin saklanan tam kanin kalitesi iizerine
etkilerine ilgili bir aragtirmaya da rastlanilmamistir. Bu nedenle sunulan ¢alismada anemili
kopeklerde oksidan/antioksidan durumun ve dondr kopeklere vitamin E + selenyum

uygulamasinin saklanan tam kanin kalitesi iizerine etkilerinin belirlenmesi amaglandi.

Viicutta oksidan/antioksidan durum ile iligkili olarak TOS genel MDA o6zel
oksidan, TAK genel SOD, GSH-Px ve CAT da 6zel antioksidan biyobelirtegler olarak
degerlendirilmektedir (Dotan ve ark 2004, Erel 2004, Erel 2005, Valko ve ark 2007, Celi
2010). Kan ve doku oOrneklerinde bu biyobelirteglerin Olgimii ile oksidatif stres
belirlenebilmektedir (Blumberg 2004, Dotan ve ark 2004). Serum ve dokulardaki
antioksidan bilesiminin oldukga farkli olmasi, heniliz tanimlanmayan antioksidanlar ve her
bir antioksidanin ayr1 ayr1 6l¢iim giicliigii, 6zel antioksidanlarin klinik ve laboratuvar
Oonemini siirlandirmaktadir (Lamonta ve ark 1997). Ayrica, bazi antioksidanlar arasinda
sinerji nedeniyle vyalnizca birinin degerlendirilmesinin, antioksidanlarin birlikte
etkinliklerini yansitmayabilecegi de bildirilmektedir (Nemec ve ark 2000). Bu nedenlerle
oksidanlarin tamamini degerlendiren TOS (Erel 2005) ve serum ya da plazma 6rnegindeki
enzimatik olan ve olmayan antioksidanlarin ABTS radikalini rediikte etmesi prensibine
dayali, genel antioksidan durum hakkinda bilgi veren TAK (Erel 2004) 6l¢iim yontemleri
gelistirilmistir. Bu genel oksidan ve antioksidan biyobelirtecler, kopeklerde de farkl
hastalik ve durumlarda oksidan/antioksidan dengenin degerlendirilmesinde kullanilmistir
(Tanja ve ark 2008, Camkerten ve ark 2009, Choi ve ark 2011, Lee 2012, Akga ve ark
2013, Almeida ve ark 2013, Lee ve Kim 2014). Diger yandan insan hekimliginde plazma
TAK ile 6zel antioksidanlar arasindaki korelasyonun oldukg¢a zayif oldugu vurgulanirken
(Lamonta ve ark 1997), kopeklerde TAK ile baz1 6zel antioksidanlar (vitamin A ve E, B-
karoten, total bilirubin ve albumin) arasinda anlamli bir iligkinin bulunmadig1 rapor
edilmektedir (Nemec ve ark 2000). Bu g¢alismada; plazma MDA konsantrasyonu lipid
peroksidasyonun belirlenmesinde en sik kullanilan 6zel biyobelirte¢ olmasi (Grotto ve ark
2009, Bast ve Haenen 2013), SOD, GSH-Px ve CAT’in antioksidan savunma sisteminin

enzimatik diizeyde oOnemli ilk unsurlarmi olusturmasit (Young ve Woodside 2001,

99



Durackova 2010) ve oksidan/antioksidan durumun degerlendirilmesinde bu 6zel oksidan
ve antioksidan dezavantajlarinin TOS ve TAK 6l¢iimii ile giderilebilmesi nedeniyle, bu

calismada yukarida belirtilen genel ve 6zel biyobelirtegler segildi.

4.1. Anemili Kopeklerde Oksidan/Antioksidan Durum

Bir¢ok hastaligin seyri veya sonucunda ortaya c¢ikan anemi, kopeklerde de sik
karsilagilan bir semptomdur (Fry 2010, Thrall 2012). Tiim anemiler i¢in etkili bir
antianemik ila¢ bulunmamaktadir. Bu nedenle yasami tehdit de edebilen bu semptomun
etkin  ve rasyonel sagaltimi, etyolojinin  ortadan  kaldirilmast  yaninda
semptomatik/destekleyici uygulamalar1 kapsar (Lanevschi ve Wardrop 2001). Etyolojiye
yaklagim, prognozun tahminlenmesi ve sagaltimda oOncelikli girisimin belirlenmesi
agisindan aneminin tip ve siddetinin de bilinmesi gerekmektedir (Mills 2010). Insanlarda
farkli etyolojilerdeki anemilerde oksidan/antioksidan durum degisik agilardan
degerlendirilmis (Nagababu ve ark 2008, Aslan ve ark 2011, Khanna ve ark 2010, Ak¢a ve
ark 2013) ve antioksidan uygulamalarindan olumlu sonuglar alinmustir (luchi 2012,
Madhikarni ve Murthy 2014). Kopeklerde ise oksidan/antioksidan durum 6zellikle anemi
ile de seyreden enfeksiyonlarda incelenmis (Cizelge 1.13), bu durum ile aneminin siddet
ve tipi arasindaki iliski sadece renal anemide kisa siire 6nce rapor edilmistir (Kogika ve ark
2014). Bu nedenle sunulan c¢aligmanin birinci bolimiinde anemili kopeklerde
oksidan/antioksidan durumun, bunun aneminin tip ve siddeti ile iligkisinin ve antioksidan

endikasyonunun belirlenmesi amaglandi.

Saglikli  kopeklerde oksidan/antioksidan durum ile ilgili genel ve 0Ozel
biyobelirteglerin normal degerlerine ilgili literatiir verileri Cizelge 1.19’da ozetlendi.
Cizelge 1.19 incelendiginde; analiz yontemlerindeki farklilik disinda, hayvan sayisinin
kisitliligr ve incelenen biyolojik ornegin farkli (eritrosit, plazma, idrar) olmasi dikkati
cekmektedir. Baz1 biyobelirteglerdeki araligin oldukg¢a genis (MDA, 0,73-17,80 umol/L,
CAT; 0,074-2,10 U/mg HGB, SOD; 82,6-4035 U/g HGB, GSH-Px; 5,52-494 U/g HGB)
olmasi, s6z konusu faktorlere dayandirilabilir. Nitekim oksidatif stresin degerlendirildigi
benzer c¢alismalarda da analiz sonuglarmin birebir karsilastirilmasinin - miimkiin
olamayabilecegi belirtilmektedir (Celi 2010, Niedzwiedz ve Jaworski 2014). Bu ¢alismada
saglikli 20 kopekte belirlenen plazma TOS, TAK ve MDA degerleri ile eritrosit SOD,
GSH-Px ve CAT aktivitelerinin (Cizelge 3.1, 3.3) bazi calismalarda (Cizelge 1.19)

bildirilen siirlar icerisinde yer aldig1 goriildii.
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Sirkiilasyonda eritrositlerin oksidanlarin ¢ok yonli etkilerine maruz kalmalari
(Nagababu ve ark 2008, Hess 2010, Pandey ve Rizvi 2011) yaninda, ¢oklu doymamis yag
asitleri ve kolestrol bakimindan olduk¢a zengin olmalar1 ve bu yapilarin da kolaylikla lipid
hidroperoksitlere gevrilebilmesi nedeniyle lipoperoksidasyon, MDA ve lipofusin benzeri
pigmentler olusmaktadir (Grotto ve ark 2009). Eritrositlerin oksidanlarin hasarlarina karsin
SOD, GSH-Px ve CAT gibi 6nemli hiicre i¢i enzimatik antioksidanlar ile glutatyon,
vitamin E, askorbat ve peroksiredoksin gibi nonenzimatik antioksidanlar1 igeren giiglii
koruyucu sistemleri bulunmaktadir (Chapple 1997, Young ve Woodside 2001, Tanja ve
ark 2008, Mohanty 2013, Lang ve ark 2014). Anemi durumlarinda da oksidan/antioksidan
dengenin oksidan lehine bozulmasi sonucu oksidatif stresin gelistigi veya siddetlendigi
bildirilmektedir (Nagababu ve ark 2008, Harvey 2010, Khanna ve ark 2010, luchi 2012).
Anemi olgularinda azalan eritrosit sayist1 ve hemoglobin miktar1 dokulardaki parsiyel
oksijen basincini azaltmakta ve eritrositler dokulara daha fazla miktarda oksijen vermek
zorunda kalmaktadir. Hemoglobin oksidasyonuna neden olan bu durum methemoglobin ve
siiperoksit olusumu ile sonuclanmaktadir (Balagopalakrishna ve ark 1996). Olusan
methemoglobinin biiylik miktar1 sitokrom b5 rediiktaz ile tekrar fonksiyonel forma
donistiirilmekle  birlikte, anemi durumlarinda bu siire¢ yetersiz kalmakta ve
methemoglobin konsantrasyonu artmaktadir (Hebert ve ark 2004, Kanias ve Acker 2010).
Membranda iretilen hidrojen peroksit ve lipid hidroperoksitleri ile GSH-Px ve
peroksiredoksin-2 enzimleri reaksiyona girer. Bu nedenle GSH-Px aktivitesindeki azalma
sonucu membran ylizeyinde notralize edilemeyen hidrojen peroksitlerin arttigi

diistiniilmektedir (Hebert ve ark 2004, Nagababu ve ark 2008, Mohanty 2013).

Oksidan/antioksidan dengenin oksidan lehine bozulmasi plazma TOS’da artis,
TAK’de ise azalma ile karakterizedir (Lee ve ark 2014). Total 6lgiimiin yapilmadigi
durumlarda ise ¢ogunlukla serum MDA konsantrasyonundaki artis ve enzimatik
antioksidanlarin (SOD, GSH-Px ve CAT) aktivitelerindeki azalmalar oksidatif stres
gostergesi olarak kabul edilmektedir (Valko ve ark 2007). Ancak, oksidatif stresin ortaya
konulmasinda genel ve 6zel oksidan ve antioksidan biyobelirtecler her zaman bir 6rnek
degisiklik gostermeyebilir (Celi 2010). Bu durumu TOS artisinda normal veya artan TAK
degeri, serum MDA konsantrasyonundaki artisa enzimatik énemli antioksidanlarin azalan,
degismeyen veya artan aktivitelerinin eslik etmesi ve enzimatik ve nonenzimatik
antioksidanlarin tamaminin ayn1 yonde degisiklik géstermemesini onceki ¢aligmalar ortaya

koymaktadir (Cizelge 1.13). Oksidan/antioksidan durumun degerlendirilmesindeki bu
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zorluk yaninda, arastirmalarin sinirli sayida olmasi ve kullanilan yontem ve biyobelirteg
farkliliklar1 ¢alisma sonuglarinin  karsilagtirnlmasint  giiclestirmektedir (Celi 2010,
Niedzwiedz ve Jaworski 2014). Omegin, bir calismada solunum yolu obstruksiyonlu
atlarda plazma lipid hidroperoksitleri ve eritrosit rediikte GSH, total GSH ve okside GSH
diizeylerinde farklilik belirlenmezken (Art ve ark 1999), benzer bagka bir calismada
eritrosit SOD, GSH-Px ve CAT aktiviteleri degerlendirilmis ve SOD aktivitesinde azalma
saptanmistir (Niedzwiedz ve Jaworski 2014). Farkli tiirlerdeki benzer hastaliklarda
oksidan/antioksidan durum sonuglarinin degisken olmasi, adaptasyon gibi tiire Ozgii
faktorlerle iliskilendirilmektedir (Hermes-Lima ve Zenteno-Savin 2004). Bu calismada
saglikli gruba gore, siddet ve tipi dikkate alinmaksizin anemili 50 kopegin plazma ortalama
veya ortanca TOS ve TAK degerleri ile MDA konsantrasyonunun 6nemli diizeylerde
yiiksek, eritrosit GSH-Px aktivitesinin ise diisik bulunmasi (Cizelge 3.1),
oksidan/antioksidan dengenin bozuldugunu (Bolfa ve ark 2012, Doyle ve ark 2015) veya
oksidatif stresin (Adly 2010) gelistigini gostermektedir. Anemili 50 kopekteki oksidatif
stres gelisimi de arastirmacilarin (Hebert ve ark 2004, Nagababu ve ark 2008, Harvey
2010, Khanna ve ark 2010, Mohanty 2013) bildirimlerine dayandirilabilir. Viicutta farkli
nedenlere bagli oksidasyon durumlarinda antioksidan savunma sistemleri kompensatorik
yanit kapsaminda aktive edilir. Siirekli ve artan serbest radikal {iretiminin ise antioksidan
savunma sistemlerini zayiflatabilecegi belirtilmektedir (Almeida 2013). Hafif-orta diizeyde
oksidatif strese maruz kalan organizmanin ilk siirecte antioksidan sistemleri daha etkin
diizeyde aktive ettigi bildirilmektedir (Tanja ve ark 2008, Kogika ve ark 2014). Bunun
sonucu da ilk asamada genelinde TAK, Ozelinde ise farkli yapidaki antioksidanlarin
diizeyinde azalmalar degil, degismemesi ve hatta artislar1 s6z konusu olabilmektedir
(Chaudri ve ark 2008). Bu kapsamda B. gibsoni ile enfekte kopeklerde eritrosit SOD ve
CAT aktivitelerinin 6nemli diizeyde yiksekligi, oksidatif stresi smirlama amaciyla
organizmanin kendini tamir etme mekanizmasiyla agiklanmaktadir (Chaudri ve ark 2008).
Bu ¢alismada da 50 anemili kopekte plazma TOS artisina TAK azalmasinin eslik etmemesi
ve eritrositlerde Onemli enzimatik antioksidanlarin hepsinin azalmamas1 (Cizelge 3.1),
digerleri diginda antioksidan sistemin kompensatorik yanit kapsaminda aktivasyonunu ve
Olctimiin bir kez yapilmasi nedeniyle kan 6rneklerinin agirlikli olarak antioksidan sistemin
yetersizligi oncesi alinmig olma olasiligin1 diisiindiirmektedir. Ayrica anemi basli basina
bir hastalik olmadig1 ve bu calismada da anemili kopeklerde etiyolojik degerlendirilme
yapilmadig1 icin, anemiye yol agan temel hastaliklarin genel (TAK) ve 6zel (SOD, CAT)

antioksidanlarda beklenen azalmalarin gergeklesmemesinde etkinligi diisiiniilebilir.
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Insanlarda oksidan/antioksidan durum, basta demir noksanlig1 anemisi olmak iizere
farkli tip ve siddetteki anemilerde arastirilmistir (Nagababu ve ark 2008, Aslan ve ark
2011, Khanna ve ark 2010, Tiwari ve ark 2010, Madhikarmi ve Murthy 2011, luchi 2012,
Akga ve ark 2013). Aslan ve ark (2011) demir noksanlig1 anemili hastalarda yiiksek TOS
diisiik TAK degerinin oksidatif stres gostergesi oldugunu, HGB konsantrasyonu ile TAK
arasinda pozitif bir korelasyon bulundugunu rapor etmektedirler. Buna karsin Ak¢a ve ark
(2013) demir noksanligi anemili hastalarda TAK degerinin saglikli gruba gore farkli
olmadigmi ve TOS ve TAK degerleri ile HGB konsantrasyonu arasinda korelasyon
bulunmadigini belirtmektedir. Kopeklerde ise oksidan/antioksidan durum anemilerden
ziyade anemiye de yol acan enfeksiyonlar temelinde incelenmis (Cizelge 1.13), sadece bir
arastirmada kronik bobrek yetmezligindeki anemide oksidan/antioksidan durum ve bunun
aneminin siddeti ile iliskisi degerlendirilmistir. S6z konusu calismada kronik bobrek
yetmezligine bagl anemili kopeklerde HCT deger ile TBARS diizeyi arasinda aneminin
siddetine gore (HCT >%22, HCT<%?22) her iki grupta negatif bir korelasyon belirlenmis,
fakat oksidatif stres ile aneminin siddeti arasinda kuvvetli bir iligki belirlenemedigi
vurgulanmigtir (Kogika ve ark 2014). Bu g¢alismada insanlarda demir noksanligi
anemisindeki HGB konsantrasyonu ile TAK arasinda pozitif bir korelasyondan (Aslan ve
ark 2011) ve kopeklerdeki renal anemide HCT deger ile TBARS diizeyi arasindaki negatif
korelasyondan (Kogika ve ark 2014) farkli olarak 50 anemili kdpegin anemi tani
laboratuvar parametrelerinden HGB ve HTC deger ile oksidan (TOS, MDA) ve
antioksidan (TAK, SOD, GSH-Px, CAT) biyobelirtegler arasinda istatistiksel anlamli
iligkiler belirlenmedi. Buna karsin 50 anemili kopegin RBC sayisi ile eritrosit GSH-PX
aktivitesi arasinda negatif yonli zayif (rho=-,280; p<0,05; Cizelge 3.2), hafif anemili
grupta HCT deger ile TOS arasinda negatif (rho= -,527; p<0,05; Cizelge 3.4) ve
nonrejeneratif anemi grubunda ise anemi laboratuvar tan1 parametreleri (HCT, RBC, HGB)
ile eritrosit GSH-Px aktivitesi arasinda anlamli negatif yonli iliskiler (Cizelge 3.6)
belirlendi. Genel (TOS, TAK) ve 6zel (MDA, SOD, GSH-Px, CAT) oksidan/antioksidan
durum biyobelirtecler ile anemilerin genel, siddet ve tipine iligkin parametreler arasindaki
anlamli iligkilerin smurli olmasi, Oncelikle genel anemi gruplamasinda farkh
etyopatogenezisi olan anemilerin bir arada degerlendirilmesi ve aneminin siddetine gore
gruplandirilmasinda etiyolojinin g6z oniinde bulundurulmasiyla agiklanabilir. Gruplardaki
anemili kopek sayisinin sinirli olmasi da anlamli bir korelasyon belirlenmemesinde etkili
olabilir. Ayrica, anemi laboratuvar tam1 parametrelerinin (HCT, RBC, HGB) tiim

anemilerde bir 6rnek degisim gdstermemesi de olast bir faktordiir. Bu kapsamda basta
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demir noksanligt olmak iizere mikrositer-normo veya hipokrom anemiye yol acan
durumlarda HCT deger ve HGB konsantrasyonu belirgin olarak azalirken, RBC sayis1
referans degerlerinde olabilmektedir (Tvedten 2010).

Siddeti ve tipi dikkate alinmaksizin anemilerde oksidan/antioksidan durumun genel
olarak bilinmesi yaninda, farkli siddet ve tipteki anemilerde bu durumun degerlendirilmesi
ile destekleyici sagaltim kapsaminda etkin ve rasyonel antioksidan kullanimi saglanabilir.
Bu calismada saglikli gruba gore, hafif, orta ve siddetli anemili gruplarda plazma TOS
degeri yiiksek (Sekil 3.4) bulunurken, hafif ve orta siddetli anemilerde plazma TAK
degerinin arttig1 (Sekil 3.5) eritrosit GSH-Px aktivitesinin ise azaldig1 (Sekil 3.6) belirlendi
(Cizelge 3.3). Bu durum kopeklerde farkli siddetteki anemilerde oksidan/antioksidan
dengenin bozuldugunu, hafif ve orta siddetli anemilerde kompenzatorik yanit kapsaminda
plazma TAK degerinin arttigin1 gdstermektedir. Saglikli (kontrol) gruba gore her iki tipteki
(rejeneratif ve nonrejeneratif) anemili kdpeklerde plazma TAK ve TOS degerlerinin
yiiksek oldugu (Sekil 3.15, 3.16) belirlenirken, nonrejeneratif anemili grupta plazma MDA
konsantrasyonundaki artis (Sekil 3.17) GSH-Px aktivitesinde ise azalma (Sekil 3.18)
istatistiksel anlamli bulundu (Cizelge 3.5). Her iki tip anemide genel (TOS, TAK),
nonrejeneratif anemi grubunda ayrica 6zel (MDA, GSH-Px) biyobelirteglerde anlamli
degisiklikler oksidatif stres ile iliskilendirilebilir. Rejeneratif gruba gdre nonrejeneratif
anemili kopeklerde plazma MDA konsantrasyonunun yiiksek, eritrosit GSH-PX
aktivitesinin ise diisiikk bulunmasi (Cizelge 3.5), gelisen oksidatif stresin nonrejeneratif
anemili kopeklerde daha belirgin olmasina ve aneminin tipine goére kompenzasyon
yeteneginin farkliligina dayandirilabilir. Rejeneratif anemilerde hemoraji veya hemoliz
sonucu ortaya c¢ikan agik, eritropoezisin artirtlmasi ile hafifletilebilmekte veya
kapatilabilmekte (Harvey 2010, Thrall 2012), buna karsin nonrejeneratif anemilerde
siirlanan veya engellenen eritropoezis nedeniyle acik gittik¢e siddetlenmekte, bu durum
da ROT’a daha yogun maruz kalmayi beraberinde getirmektedir (Nagababu ve ark 2008,
Lang ve ark 2014). Ek olarak, rejeneratif tipte anemiye neden olan enfeksiyonlarda
retikiilosit sayisinin arttigit ve SOD ile CAT aktivitelerinin retikiilositlerde daha yiiksek
oldugu belirtilmektedir (Yamasaki ve ark 2000, Otsuka ve ark 2001). Bu ¢alismada saglikli
kopeklere gore rejeneratif ve nonrejeneratif anemili kopeklerde enzimatik
antioksidanlardan SOD ve CAT aktivitelerinin anlaml farklilik géstermemesi, buna kargin

her iki anemi tipinde TAK degerlerinin yiiksekligi, cesitli diizeyde oksidatif strese maruz
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kalan organizmanin enzimatik olmayan antioksidan sistemleri de aktive ederek verdigi

yanit olarak degerlendirilebilir.

Enzimatik antioksidanlardan GSH-Px’in temel gorevi lipid peroksitlerini toksik
olmayan alkollere rediikte etmektir (Tanja ve ark 2008, Peet 2012). Membranda iiretilen
hidrojen peroksit ve lipid hidroperoksitleri ile GSH-Px ve Peroksiredoksin-2 enzimleri
reaksiyona girer (Mohanty 2013, Lang ve ark 2014). Bu nedenle GSH-Px aktivitesindeki
azalma sonucu membran ylizeyinde nétralize edilemeyen hidrojen peroksitlerin arttigi
diistiniilmektedir (Nagababu ve ark 2008, Niedzwiedz ve Jaworski 2014). Nitekim bu
calismada da nonrejeneratif anemili kopeklerde lipid peroksidasyonu belirteci olan serum
MDA konsantrasyonunun énemli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (Cizelge 3.5). Hafif ve
orta siddetli anemili kopekler ile nonrejeneratif anemili kopeklerde GSH-Px’in
aktivitesinin 6nemli diizeylerde disiikligii de (Cizelge 3.3, 3.5), lipid peroksidasyon

tirlinlerinin nétralize edilmesi amactyla bu antioksidanin kullanilmasina dayandirilabilir.

4.2. Antioksidan Uygulamasinin Saklanan Tam Kanin Kalitesi Uzerine Etkileri

Transfiizyon amaciyla tam kanin saklanmasi, ulasilabilirligi arttirmakta ve
maliyetini de oldukga diisiirmektedir (Lanevschi ve Wardrop 2001, Hess 2010). Veteriner
hekimlikte kan bankalarinin ve kanin bilesenlerine ayristirilmasinin yaygin olmamasi ve
ithtiya¢ halinde istenilen 6zelliklere sahip dondriin kolayca bulunamamasi, alinan tam kanin
saklanilarak ihtiya¢ halinde kullanilabilmesinin 6nemini daha da artirmaktadir (Battaglia
2001, Kisielewicz ve Self 2014). Ancak, saklama siiresince tam kanda gelisen ve “saklama
lezyonlar1” olarak tanimlanan c¢ok yonlii biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler,
istenmeyen sonuglar dogurabildigi i¢in saklama siiresini ve saklanan kanin kullanimini
kisitlamaktadir (Hess 2010, Nneli ve ark 2013). Insan kaninin oksidatif hasar
sekillenmeden, gilivenli saklama siiresinin yaklasik 10 (Webster ve ark 1986, Ogunro ve
ark 2010), 12 (Jozwik ve ark 1997) veya 14 giin (Fagiolo ve ark 1986) oldugu
belirtilmektedir. Bu nedenle giiniimiizde aragtirmalar dondrlere verilen veya saklama
torbasindaki kana ilave edilen antioksidanlar ile saklama siiresindeki olumsuzluklar
sinirlandirarak, saklama siiresini ve saklanan kanin kalitesini artirmaya yogunlagmaktadir
(Racek ve ark 1997, Giiltekin ve ark 2000a-b, Sekeroglu ve ark 2012, Hsieh ve ark 2014,
Ozgelik 2014, Pallotta ve ark 2014). Bu ¢alismanin ikinci béliimiinde dondr kopeklere
vitamin E + selenyum uygulamasinin CPDA-1 igeren torbalara alinarak +4 °C’de 35 giin

saklanan kanin kalitesi {izerine etkilerinin belirlenmesi amagland.
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Selenyum, eritrositlerdeki GSH-Px ve tiyoredoksin rediiktaz gibi antioksidan
enzimlerin yapisinda bulunur (Noaman ve ark 2002). Vitamin E, hiicre membraninin en
onemli antioksidani olup, lipid peroksit radikallerini rediikte ederek daha az toksik formlar1
olan lipid peroksil radikallerine doniistiiriir (Ben Amara ve ark 2011). Selenyum ve E
vitamini yapi olarak birbirinden farkli antioksidanlar olmakla birlikte, sinerjik etki
gostermekte ve hiicre membranlarini oksidatif hasardan korumaktadir (Harvey 2010,
Behera ve ark 2011). Vitamin E + selenyum ciftlik hayvanlarinda ROT etkilerinin
azaltilmasi ve verimin artirilmasina yonelik olarak yaygin kullanim bulmakta (Chauhan ve
ark 2014), laboratuvar hayvanlarinda ise c¢esitli toksik ve/veya radyoaktif ajanlar
kullanilarak  olusturulan  oksidatif  streste  koruyucu ve sagaltict  etkinligi
degerlendirilmektedir (Naziroglu ve Cay 2001, Noaman ve ark 2002, Cay ve ark 2009,
Ben Amara ve ark 2011, Cemek ve ark 2011, Lan ve ark 2012). Bu kapsamda Yin ve ark
(2014) vitamin E + selenyum uygulamasinin farelerde deneysel psoriasiste oksidatif stres
diizeyini azalttigini, SOD ve GSH-Px aktivitelerinde artis sagladigini bildirmektedirler.
Sarkoptik uyuzlu kopeklerde etyolojik sagaltim yaninda 50 mg vitamin E + 1,5 mg
selenyum/40 kg VA uygulamasinin serum MDA konsantrasyonunun azalmasina, GSH-Px
aktivitesinin ise artmasma katki saglayarak oksidatif stresi sinirlandirdigi rapor
edilmektedir (Behera ve ark 2011). Kapun ve ark (2014), atopik dermatitisli kopeklere
giinde bir kez 8 hafta siireyle 8,1 1U/kg vitamin E oral uygulamasmin plazma vitamin E ve
Total Antioksidan Kapasite-Lipofilik (TAK-L) diizeylerini arttigini, incelenen diger
oksidatif stress biyobelirteclerde (plazma TAK, MDA, kan GSH-Px ve eritrosit SOD) ise
anlamli degisikliklerin saptanmadigini rapor etmektedirler. Bir¢cok hayvan tiirlinde
oksidan/antioksidan dengeyi antioksidanlar lehinde etkilemesi, oksidatif stresi azaltmasi ve
parenteral uygulanabilmesi nedeniyle, bu calismada dondr kopeklere vitamin E + selenyum
kullanimu1 tercih edildi. Calismada antioksidan grubundaki 7 kdpege, 14 giin arayla (-15 ve
-1. glin) 2 kez, deri alt1 yolla 150 mg vitamin E + 0,5 mg selenyum/20 kg VA
uygulamasinda oksidan (TOS, MDA) ve antioksidan (TAK, SOD, GSH-Px, CAT)
biyobelirteglerden plazma MDA konsantrasyonunda p<0,05 diizeyinde azalma ve eritrosit
SOD aktivitesinde ise p<0,01 diizeyinde artis saptanirken, diger biyobelirteglerde anlamli
degisiklikler belirlenmedi (Cizelge 3.9, 3.10). Bu bulgu, vitamin E + selenyum
uygulamasinin farelerde (Yin ve ark 2014) ve kopeklerde (Behera ve ark 2011) neden
oldugu degisikliklere benzerlik gostermektedir. Plazma TAK analizinde plazmadaki
hidrofilik ve lipofilik antioksidanlarin ABTS radikalini rediikte etme yetenegi
spektrofotometrik yontemle belirlenmektedir (Dotan ve ark 2004, Erel 2005). Plazma
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TAK-L ise yagda ¢oziinen bilesiklerin antioksidan kapasitesi olarak bilinmekte, sadece
yagda ¢oziinen antioksidanlar1 kapsamakta ve dl¢limiinde fotokemiluminescence yontemi
kullanilmaktadir. Kapun ve ark (2014) vitamin E uygulanan atopik dermatitisli kopeklerde
plazma TAK degerinde anlamli bir degisiklik olmadigini, buna karsin TAK-L degerinin
onemli diizeyde arttigini belirlemislerdir. S6z konusu arastirmacilar analiz yontemi ile
iliskili TAK degerindeki bu farkliligi, spektrofotometrik yontem ile TAK odl¢liimiinde o-
tokoferol’un plazma TAK’ye katkisinin sadece %1,74 oldugu (Cao and Prior 1998) ve
hatta plazma a- tokoferol’un 2 kat konsantrasyonunun TAK degerini 6lgiilebilir dlgiide
etkilenmedigi (Severin ve ark 1999) seklindeki bildirimlere dayandirmaktadirlar. Bu
calismada da vitamin E + selenyum uygulanan donor kdpeklerde plazma TAK degerinde
beklenilen artisin olmamasi, antioksidanin uygulama yolu, dozu ve siklig1 disinda,
ozellikle kullanilan TAK analiz yontemi ile iliskilendirilebilir. Ayrica, calismada vitamin E
+ selenyum uygulamasi Oncesi ve uygulamayi takip eden siirecte dondr kopeklerin
kan/serum vitamin E ve selenyum konsantrasyonlarinin d&lgilmemesi, uygulanan
antioksidanlarin oksidan/antioksidan duruma etkilerini veya katkilarini detaylandirmay1

kisitlamaktadir.

Transfiizyon amaciyla igerisinde saklama soliisyonu (ACD, CPD, CPDA-1)
bulunan torbalara alinarak saklanan tam kanda sekillenen hematolojik, biyokimyasal ve
metabolik degisiklikler, bazi parametrelerde bir 6rnek iken bazilarinda tiire gore farklilik
gostermektedir (Cizelge 1.17, Cizelge 1.18). Saklama siirecinde eritrositlerin ATP
diizeyinin azalmasi ve bazi hiicrelerin hemolize ugramasi, bir 6rnek degisiklik olarak
goriilmektedir. Hemoliz sonucu hiicre igindeki K* saklama ortamma ge¢mekte, bu durum
da biiyiik voliimde saklanmis kan nakli yapilan hastalarda hiperkalemi gelisiminde katki
saglayan bir faktor olarak goriilmektedir (Hohenhaus 2012). Nolte ve ark (1986), CPDA-1
iceren torbalara alinan kdpek tam kaninda 21 giinliik saklama siiresince RBC sayis1 ve
HGB konsantrasyonunda 6nemli bir degisiklik olmadigini, HCT degerinin ise azaldigim
belirlemislerdir. Atlarda CPDA-1 soliisyonu igeren torbalara alinan tam kanin 35 giinliik
saklanmasinda ise RBC sayis1 ve HGB konsantrasyonunda azalma, HCT degerde artis
saptanmistir (Barthell 1999). Koyunlarda belirtilen saklama soliisyonu igeren torbalara
aliman tam kanda saklama siiresince HCT deger degismezken, RBC sayisinda azalma
belirlenmistir (Sousa ve ark 2013). Insan (Seidl 1991, Adias ve ark 2012) ve kedilerde
(Sommer ve ark 1994) tam kanin saklanmasinda ise her ii¢ parametrede anlamli bir

degisiklik saptanmamigtir. Tam kanin +1-6 °C’de saklanma siirecinde Na*/K" pompasinin
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bozulmasi ile ozmotik olarak aktif bilesenlerin hiicre ic¢i birikimi ve ylizey alaninin
azalmasi sonucu eritrositler sismektedir (Wolfe 1985). MCV degerindeki artis ile
belirlenebilen durumun saklama siiresince HCT degerin artmasina ya da RBC sayisinin
azaldig1 durumlarda da HCT degerin normal kalmasma neden oldugu belirtilmektedir
(Sousa ve ark 2012). MCV degerinin saklama siiresince insan (Turner 1987), at (Barthell
1999) ve koyunlarda (Sousa ve ark 2013) arttig1, kopeklerde ise azaldigi (Nolte ve ark
1986) belirtilmektedir. Kopeklerde CPD-SAGM soliisyonu igeren torbalarda saklanan
konsantre eritrosit siispansiyonunda 35. giin sonunda MCV ve HCT degerin arttigi, RBC
sayist ve HGB konsantrasyonunun ise degismedigi bildirilmektedir (Ekiz ve ark 2012). Bu
calismada CPDA-1 igerikli torbalara kan alimini takiben ilk 2-4 saatlik (0. giin) ve belirli
periyotlarla 6rneklemenin yapildig: 35 giinliik saklama siiresinde WBC, RBC, HGB, HCT
ve PLT degerlerindeki degisimler (Cizelge 3.7) farkli mekanizmalara dayandirilabilir. Ik
2-4 saatlik saklama siiresinde (0. giin) her iki grupta RBC, HGB, HCT ve PLT
degerlerinde, antioksidan grupta WBC sayisindaki azalmalar, oncelikle igerisinde 42 ml
CPDA-1 soliisyonu bulunan torbalara alinan kanda olusan hemodiliisyonla agiklanabilir.
Her iki grupta 35 giinliik saklama siiresince RBC sayisi ve HGB konsantrasyonu
degismezken, HCT degerde anlamli artis belirlendi (Cizelge 3.7). Eritrosit indeks
parametrelerinden de MCV degerde artis, MCH ve MCHC degerlerde ise azalma saptandi
(Cizelge 3.7). HCT degerin artmasi, saklama siiresince ozmotik dengesi bozulan
eritrositlerin sigsmesi sonucu MCV degerindeki artisla (Ekiz ve ark 2012, Sousa ve ark
2012), MCH ve MCHC degerlerdeki azalma ise saklama sonucu sisen eritrosit i¢erisindeki
hemoglobin miktar1 deSismemesine ragmen ortalama hemoglobin miktar ve
konsantrasyonlarinin azalmasiyla (Turhan ve ark 2011) iliskilendirilebilir. WBC sayisinin
zamanla gosterdigi azalma ile istatistiksel anlamli olmamakla birlikte PLT sayisindaki
azalma egilimi (Cizelge 3.7), digerleri disinda bu hiicrelerin kisa yagam siireleri (Nolte ve
ark 1986, Sommer ve ark 1994, Harvey 2010) ile agiklanabilir. Calismada hematolojik
parametrelerde belirlenen degisiklikler 6nceki arastirmalarla (Price ve ark 1988, Barthell
1999, Ekiz ve ark 2012) biiyiik 6l¢iide uyumlu olup, dnceki bazi ¢aligmalara (Cizelge 1.17)

paralellik gdstermemesi tiire 6zgii farkliliga dayandirilabilir.

Saklama siiresinde eritrositlerin  oksidatif hasart membran biitlinliiglinlin
bozulmasina ve lizise neden olur (Kanias ve Acker 2010). Oksidanlarin membran lipidleri
ve proteinleri tizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle, oksidatif stres hemoliz diizeyini de

artirtr (Dumaswala ve ark 1999, Marjani ve ark 2007), saklama lezyonlarina katki saglar
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(D'Alessandro ve ark 2015). Oksidatif hasarin eritrositleri hemolize daha duyarli kilmasi,
saklama siiresinde ozmotik frajilitenin artmas1 ve sonucunda HGB, K* ile LDH gibi
intraseliiler enzimlerin siipernatant plazmaya birakilmasi ile gosterilmistir (Ziouzenkova ve
ark 1999, Chaudhary ve Katharia 2012). Bu anlamda hemoliz, saklanan tam kanin
kalitesini etkileyen, bu nitelikteki tam kanin transfiizyon amaciyla kullanilmasi durumunda
bircok yan etkiye yol agabilecek ve plazma HGB ve K konsantrasyonlar1 ile LDH
aktivitesi Olgiilerek takip edilebilen bir durumdur (Marjani 2006, Sousa ve ark 2012).
Potasyum dengesi ATP'ye bagimli olarak c¢alisan sodyum-potasyum pompasi ile
saglanmaktadir. Tam kanin saklanma siirecinde serum/plazma K* konsantrasyonundaki
artis, temel olarak ATP yikimlanmasina bagl gelismektedir (Wolfe 1985, Hess 2010).
insanlarda saklanan tam kanda plazma HGB konsantrasyonunun 0,8 mg/dL, K*
konsantrasyonunun ise 60 mmol/L iizerine ¢ikmast durumunda kanin kullanilmamasi
gerektigi belirtilmektedir (Sousa ve ark 2012). Plazma HGB konsantrasyonu (Sousa ve ark
2012, Collard ve ark 2014) ve LDH aktivitesi (Mudge ve ark 2004, Marjani 2006) 42 giine
kadar saklama siiresince farkl tiirlerde benzer diizeyde artiglar gostermistir. Buna karsin
plazma K" konsantrasyonunun tiirlere gore farkli diizeyde arttig1, bunun da eritrosit i¢i K*
konsantrasyonunun tiirler arasinda belirgin farklilik gostermesinden (Cizelge 1.16) ileri
geldigi rapor edilmektedir (Sousa ve ark 2012). Bu baglamda CPDA-1 soliisyonu igeren
torbalarda saklama siiresi sonunda plazma K* konsantrasyonunun insanlarda 20,78
mmol/L (Marjani 2006), atlarda 17,3 mmol/L (Mudge ve ark 2004), koyunlarda 22,85
mmol/L (Sousa ve ark 2013) ve sigirlarda 9,96 mmol/L (Filho ve ark 1993) diizeyine kadar
yiikselebildigi, kedilerde 4,8 mmol/L (Bertoletti 2011) ve kopeklerde ise 5,1 mmol/L’ye
(Costa Junior 2006) kadar ¢iktigr saptanmistir. Tirler arasindaki bu farkliligin 6zellikle
kopek ve kedilerde eritrosit ici K™ konsantrasyonunun daha diisiik olmasiyla iliskili oldugu
vurgulanmaktadir (Sousa ve ark 2012). Bu caligsmada 35 giinliik saklama siiresince plazma
K" konsantrasyonunun her iki grupta da anlamli olarak arttig1 ve antioksidan grupta 4,72
mmol/L, kontrol grubunda ise 5,02 mmol/L’ye ulastig1 saptandi1 (Cizelge 3.8). Saklama
siiresince her bir drnekleme zamaninda iki grubun plazma K* konsantrasyonlar1 arasindaki
farklar istatistiksel anlamli olmamakla birlikte, antioksidan grupta artiglarin daha sinirh
kaldig1 goriildii (Sekil 3.25). Saklama siiresince plazma HGB konsantrasyonu (Sekil 3.26)
ve LDH aktiviteleri (Sekil 3.27) de beklendigi gibi her iki grupta da artig gdstermis, fakat
gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik belirlenmemistir. Bu bulgular, saklama
stiresince lipid peroksidasyonu ve cesitli etkiler sonucu membran yapisi bozulan

eritrositlerde permeabilitenin artarak igerigin plazmaya verilmesi yaninda hemolizin de

109



gelistigini (Ziouzenkova ve ark 1999, Marjani 2006, Chaudhary ve Katharia 2012, Sousa
ve ark 2012), donor kdpeklere vitamin E + selenyum uygulamasinin hemoliz gostergesi bu

parametrelere etkisinin sinirli kaldigini géstermektedir.

Kanda in vivo ve in vitro ortamlarda sekillenen oksidatif stresin varlik ve derecesi,
hemolize ilgili bulgular yaninda plazma/serum ve tam kanda bazi biyobelirteglerin 6l¢timii
ile ortaya konulabilmektedir (Dotan ve ark 2004, Bast ve Haenen 2013). Agirlikli olarak
insanlarda, birer calismada da kopek ve ratlarda saklanan tam kan ve/veya eritrositlerde
oksidan/antioksidan duruma ilgili biyobelirte¢lerin davraniglar1 degerlendirilmis ve genel
(TOS) ve ozel (MDA) oksidanlarda genellikle artislar, genel (TAK) ve o6zel
antioksidanlarda (SOD, GSH-Px ve CAT) ise ¢cogunlukla azalmalar saptanmistir (Cizelge
1.18). Bu ¢alismada vitamin E + selenyum (antioksidan) ve %0,9 NaCl soliisyonu (kontrol)
uygulanan gruptaki donor kdpeklerden CPDA-1 igeren torbalara alinarak +4 °C’de 35 giin
saklanan tam kanda plazma TOS degerinin arttigi, TAK degerinin ise azaldigr ve TAK
degerindeki degisim acisindan 2 grup arasinda farkliligin istatistiksel olarak 6nemsizligine
karsin, plazma TOS degerindeki artisin gruplar arasinda ve zaman-grup iliskisinde anlamli
oldugu saptand1 (Cizelge 3.9; Sekil 3.28, 3.29). Saklanan kopek tam kaninda
oksidan/antioksidan duruma ilgili genel biyobelirteclerdeki (TOS, TAK) bu degisiklikler
saklama siiresince serbest radikal iiretiminin artarak (Erel 2004, Erel 2005, Lee ve Kim
2012) oksidatif stresin gelistigini gostermekte ve Onceki ¢alismalarda insan kaninda
belirlenen degisimlere (Cizelge 1.18; Marjani 2006, Ogunro ve ark 2010, Sekeroglu ve ark
2012) genelde paralellik gostermektedir. Plazma TOS degerindeki artis saklama siiresinde
oksidanlarin diizeyindeki artigla, artisin vitamin E + selenyum uygulanan grupta daha
sinirlt kalmasi da (Cizelge 3.9; Sekil 3.28) antioksidan uygulamasinin saklama siiresinde
gelisen oksidatif hasar1 azaltmasi ile acgiklanabilir. Plazma TAK degerindeki azalma da
gelisen oksidatif hasari hafifletmek veya ortadan kaldirmak amaciyla antioksidanlarin
kullan1lmasi, azalmanin antioksidan grupta daha sinirli kalmasi da (Cizelge 3.9; Sekil 3.29)
vitamin E + selenyum uygulamasina dayandirilabilir. Plazma TAK degerine a-tokoferol’un
katkis1 %1,74 gibi oldukea diisiiktiir (Cao and Prior 1998). Bu ¢alismada TAK degeri 6zel
bir formda (TAK-L) 6l¢iilmedigi (Kapun ve ark 2012) i¢in vitamin E + selenyum
uygulamasini takiben bu biyobelirtecte beklenilen artisin gerceklesmedigi, saklanan tam
kanda ise antioksidan kullaniminin/tiiketiminin artmas1 sonucu TAK degerinin azaldig

distinildii.
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Lipid peroksidasyon firiinlerinden olan MDA, hiicre membranlarindan iyon alis-
verigine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol agmakta ve iyon
gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonucglara neden olmaktadir
(Pfafferott ve ark 1982, Dumaswala ve ark 1999). MDA oksidatif hasarin varlik ve
siddetinin belirlenmesinde en sik kullanilan ve Ol¢iimii Onerilen biyobelirte¢ olmakla
birlikte, lipid peroksidasyonu her zaman oksidatif stresin global kriteri olmayabilir (Dotan
ve ark 2004). MDA 6l¢iimii, tiyobarbiitirik asit ile MDA reaksiyonunun olgiilebilen renkli
bir bilesik vermesi esasina dayanir (Yoshoiko ve ark 1979). Bu yontemde TBA ile
reaksiyon veren maddeler Olciilmekte ve literatiirlerde TBARS olarak da yer almaktadir
(Grotto ve ark 2009, Valko ve ark 2007). Plazma MDA konsantrasyonu, farkli
hastaliklarda (Cizelge 1.8, Cizelge 1.13) ve transfiizyon amaciyla saklanan tam kan veya
eritrositlerde (Cizelge 1.18) oksidan/antioksidan durumun belirlenmesi amaci ile 6lgiilmiis
ve bir Ornek degisiklik olarak artis saptanmistir. Bu c¢alismada transfiizyon amaciyla
CPDA-1 igeren kan torbalarina alinarak saklanan kanda oksidan durum degerlendirilirken
plazma TOS degeri yaninda, plazma MDA konsantrasyonu da olgiildii. Vitamin E +
selenyum (antioksidan) ve %0,9 NaCl soliisyonu (kontrol) uygulanan gruplardaki dondr
kopeklerden alinarak +4 °C’de 35 giin saklanan tam kanda plazma MDA konsantrasyonu
zamanla Onemli arti gosterirken gruplar arasinda ve zaman-grup iliskisi agisindan
istatistiksel anlaml farkliliklar olmadigr goriildii (Cizelge 3.10; Sekil 3.30). Arastirmanin
bu sonuglari, 6nceki ¢aligmalarda (Cizelge 1.18) bildirildigi gibi tam kanin 35 giin boyunca
saklanmasinin eritrositlerde lipid peroksidasyonu olusturdugunu ve eritrositlerdeki endojen

antioksidan sistemin oksidatif hasar1 engelleyemedigini gostermektedir.

Serbest radikallerin aktif oksijen tiirevleri olan oksidanlarin hiicre zarmi, DNA,
RNA gibi genetik materyali ve degisik enzimatik olaylar1 etkileyerek yol actigi hiicre
hasarlar1 (Valko ve ark 2007, Durackova 2010), organizmanin antioksidan savunma

sistemi kapsaminda SOD, GSH-Px ve CAT enzimleri tarafindan notralize edilirler ve

sonug olarak bu enzimlerin eritrositlerdeki aktiviteleri azalir (Young ve Woodside 2001,
Nagababu ve ark 2008). Transfiizyon amaciyla alinan kanin saklanmasi siiresince
eritrositlerin sahip oldugu SOD, GSH-Px ve CAT enzimleri ile saglanan antioksidan
kapasitedeki azalma da oksidatif stresin bir baska gostergesidir (Jozwik ve ark 1997,
Sekeroglu ve ark 2012, Niedzwiedz ve Jaworski 2014). Saklanan tam kanda eritrosit SOD,
GSH-Px ve CAT aktivitelerinde azalmalar her 3 enzimi kapsamayabilmekte,

aktivite(ler)de anlamli degisiklik goriilmeyebilmekte ve hatta aktiviteler artabilmektedir
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(Cizelge 1.18). Eritrosit antioksidan enzimlerin aktivitelerinin arttig1 ya da degismedigi bu
donem, oksidatif strese karsi antioksidan sistemin aktive oldugu ilk birka¢ haftalik siireci
kapsar (Sekeroglu ve ark 2012, Hsieh ve ark 2014). Bu antioksidan biyobelirteglerdeki
azalma ise saklama siiresince kan torbasindaki eritrosit antioksidan savunma sisteminin
tikenmesi (Jozwik ve ark 1997, Korgun ve ark 2001) ve enzimlerin kararsiz ve
aktivitelerini hizla kaybeden yapilar olmasiyla iliskilendirilmektedir (Ozcelik 2014).
Saklanan tam kanda eritrosit SOD aktivitesinin azaldigini bildiren ¢alismalar (Jozwik ve
ark 1997, Ozcelik 2014) cogunlukta olmakla birlikte, saklama siiresinin 3 haftanin altinda
oldugu ve antioksidan ilavesinin degerlendirildigi ¢alismalarda (Racek ve ark 1997) bu
enzimin aktivitesinin degismedigi ya da arttig1 (Hsieh ve ark 2014) rapor edilmektedir.
Hsieh ve ark (2014) saklanan fare kaninda 20 giin sonunda SOD aktivitesinin arttigini, bu
durumun olusan siiperoksit radikalleri ve oksidatif strese karsi gelistigini belirtmektedir.
Insan kaninin saklandigi torbaya melatonin ilavesinin etkilerini degerlendirildigi bir
calismada (Ozgelik 2014), kontrol grubunda 3. hafta sonunda SOD aktivitelerinin ilk giine
gore azaldigi, melatonin ilave edilen grupta ise enzim aktivitesinin kontrol grubuna gore
yiiksek oldugu rapor edilmektedir. S6z konusu calismada bu durum enzimlerin kararsiz
yapist nedeniyle aktifligini kaybetmesi ve serbest radikaller ile lipid peroksidasyon
tiriinlerine maruz kalmastyla agiklanmakta, melatonin ilave edilen grupta ise melatoninin
eritrosit SOD enzim aktivitesini inhibe eden toksik {lirlinleri engelleyerek enzim yapisini
korumasi ve oksidatif stres diizeyini azaltarak lipid peroksidasyon iiriinlerinin olusumunu
azaltmasiyla iliskilendirilmektedir. GSH-PX, eritrositlerdeki primer antioksidan enzim
olarak tanimlanmakta ve genel olarak saklama siiresi sonunda azaldig: bildirilmektedir
(Jozwik ve ark 1997, Marjani ve ark 2007, Ogunro ve ark 2010). Insan kanmin CPD
icerikli torbalarda 28 giinlilk saklama siiresince eritrosit SOD ve GSH-Px aktivitelerinin
azaldig1, CAT aktivitesinin ise degismedigi belirlenmistir (Sekeroglu ve ark 2012). CAT
eritrositleri akut ve yliksek konsantrasyondaki ekzojen hidroksil radikalinin olusturacagi
hasara karst korumakta, GSH-Px ise siirekli ve diisiik diizeydeki endojen hidroksil
radikaline karsi etki etmektedir (Eaton 1991). Bu kapsamda tam kanin saklama siiresince
olusan endojen hidroksil radikalinin yiiksek konsantrasyonlara g¢ikmadigi durumlarda
eritrosit CAT aktivitesinin degismeyebilecedi vurgulanmaktadir (Sekeroglu ve ark 2012).
Bu calismada +4 °C’de 35 giin saklanan tam kanda saklama siiresince eritrosit SOD ve
GSH-Px aktiviteleri 6nemli diizeylerde azalirken (Cizelge 3.10; Sekil 3.31, 3.32), eritrosit
CAT aktivitesinin zamanla gosterdigi degisimin anlamli olmadig1 (Cizelge 3.10; Sekil

3.33) belirlendi. Calismada eritrosit antioksidan enzimlerin tam kanin saklanmasinda
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gosterdikleri degisimler Onceki calismalarla (Dumaswala ve ark 1999, Marjani ve ark
2007, Ogunro ve ark 2010, Sekeroglu ve ark 2012) uyumlu olup, saklama siiresinde
eritrosit SOD ve GSH-Px aktivitelerinde onemli azalmalar bu enzimlerin oksidanlarin
etkilerini gidermede kullanimi yaninda kararsiz ve aktivitelerini hizla kaydeden yapilar
olmasina, eritrosit CAT aktivitesinin degisiklik gostermemesi de ekzojen hidroksil

radikalinin konsantrasyonuna dayandirilabilir.

Dondr insanlara farkli antioksidanlar1 (36 mg B-karoten, 200 mg vitamin C, 300 mg
vitamin E, 40 mg selenyum) igeren bir preparat oral olarak 10 giin verildikten sonra CPD
iceren torbalara alinarak saklanan kanda SOD aktivitesi kontrol grubunda azalma
gosterirken antioksidan uygulanan grupta degismemistir (Racek ve ark (1997). Donor
insanlardan CPDA-1 igeren torbalara alinip melatonin ilave edilerek saklanan kanda da
eritrosit antioksidan enzimlerden SOD aktivitesinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu
rapor edilmektedir (Ozgelik 2014). Bu calismada da vitamin E + selenyum uygulanan
gruptaki dondr kopeklerden CPDA-1 iceren kan torbalarina alinarak +4 °C’de 35 giin
saklanan tam kanda eritrosit SOD aktivitesinin kontrol grubuna gore dnemli diizeylerde
yikksek oldugu (Cizelge 3.10; Sekil 31), saklama siiresinde antioksidan uygulanan
grubunun eritrosit GSH-Px aktivitesi biiyiik dl¢lide diizeyini korurken kontrol grubunda
belirtilen enzimin aktivitesindeki azalmanin devam ettigi (Cizelge 3.10; Sekil 32) goriildii.
Bu bulgular arastirmalarla (Racek ve ark 1997, Ozgelik 2014) benzerlik gdstermekte ve
transflizyon amaciyla kan alimindan 6nce dondr kopeklere sc vitamin E + selenyum
uygulamasimin CPDA-1 iceren torbalara alinarak saklanan kanda gelisen oksidatif stresi

azaltabilecegine isaret etmektedir.
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4. SONUC

Kopeklerde anemi bir¢ok hastaligin seyri veya sonucunda ortaya ¢ikan, siddetli
oldugunda yasami tehdit eden bir semptomdur (Fry 2010). Bu semptomun etkin ve
rasyonel sagaltimi, anemiye neden olan hastalik veya durumun belirlenip ortadan
kaldirilmasi ile miimkiindiir (Chervier ve ark 2012). Ayrica aneminin tip ve siddetine gore
farkli destekleyici ve semptomatik sagaltim uygulamalar1 yapilabilir. Bu kapsamda
insanlarda demir noksanlig1 anemisi basta olmak iizere bazi anemilerde oksidatif stresin
gelistigi, boyle hastalara antioksidan verilmesinin aneminin diizeltilmesi iizerine olumlu
etkileri gosterilmistir (Aslan ve ark 2011, Madhikarmi ve ark 2014). Bu g¢alismada da
anemili kopeklerde biiyiik 6l¢lide aneminin tip ve siddetinden bagimsiz oksidatif stres
belirlendi. Calisma anemili kopeklerde oksidan/antioksidan durumun belirlenmesine
yonelik  oldugu icin, antioksidan uygulamasinin anemili kopeklerde etkileri
degerlendirilmedi. Ileride anemili kdpeklerde antioksidan uygulamasinin etkilerine yonelik

bir ¢aligma, anemi sagaltimi1 agisindan anlamli olabilir.

Saklama siirecinde tam kanda her bir komponentin saklamaya bagl gelisebilecek
biyokimyasal ve fiziksel degisikliklerden en az diizeyde etkilenerek canliliklarini ve
fonksiyonlarini siirdiirebilmeleri istenmelidir (D'Alessandro ve ark 2015). Oksidatif hasar,
tam kanin saklanmasinda ortaya ¢ikan hasar mekanizmalari arasinda Onemli bir yer
tutmakta ve CPDA-1 igeren torbalarda saklanan insan tam kanina farkli antioksidanlarin
eklenmesi bu hasarlar {izerine faydali etkiler yapmaktadir (Giiltekin ve ark 2000a,b,
Sekeroglu 2012, Ozgelik 2014, Pallota ve ark 2014). Bu calismada dondr kdpeklere
vitamin E + selenyum uygulamasinin bu hayvanlardan CPDA-1 igeren torbalara alinarak
+4° C’de saklanan kanda genel ve 6zel oksidan/antioksidan durum biyobelirteclere etkileri
birlikte degerlendirildiginde, bu antioksidan uygulamasinin serbest radikallerce olusturulan

bazi hiicre hasarlarini azaltarak, saklanan kanin kalitesini artirdi.

Sonug olarak, anemili kopeklerde oksidatif stresin aneminin tip ve siddetinden
biiylik 6lciide bagimsiz gelistigi, dondr kopeklere kan alimi dncesi 14 giin arayla 2 kez,
deri alt1 yolla, 150 mg vitamin E + 0,5 mg selenyum/20 kg VA uygulamasinin serbest
radikallerin baz1 zararli etkilerini azaltarak saklanan kanin kalitesini artirdig1 belirlendi. Bu
sonuclara dayanarak, anemili kopeklerde destekleyici sagaltim kapsaminda, donor
kopeklere de kan alimi 6ncesi farkli doz ve kombinasyonlarda antioksidan uygulamasinin
etkilerinin degerlendirilmesine yonelik arastirmalarin yiiriitiilmesinin yararli olabilecegi

kanisina varildu.
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OZET

Anemili Kopeklerde Oksidatif Stres ve Donorlere Vitamin E + Selenyum

Uygulamasmin Saklanan Tam Kanin Kalitesi Uzerine Etkileri

Bu ¢alismada anemili kopeklerde aneminin siddeti ve tipi dikkate alinarak oksidatif
stresin degerlendirilmesi ve dondr kopeklere vitamin E + selenyum uygulamasinin CPDA-
1 igeren torbalara alinarak saklanan tam kanin kalitesi tlizerine etkilerinin belirlenmesi

amaclandi.

Calismada farkli 1k, yas ve her iki cinsiyetten 50 anemik, 14’ dondr 6zelliginde
olmak iizere 20 saglikli toplam 70 kopek kullanildi. Anemili 50 képek HCT deger
kullanilarak hafif (n=18), orta (n=18) ve siddetli (n=14) anemik, absolut retikosit sayisina
gore de rejeneratif (n=26) ve nonrejeneratif (n=24) olarak gruplandirildi. Saglikli 20 kopek
de kontrol olarak tutuldu. Dondr 6zelligi tasiyan 14 kdpek antioksidan ve kontrol olmak
tizere iki esit gruba (n=7) ayrildi. Antioksidan grubundaki kopeklere 14 giin arayla (-15 ve
-1. giin) 2 kez, deri alt1 yolla, 150 mg vitamin E + 0,5 mg selenyum/20 kg VA, kontrol
grubundaki donorlere ise ayni giinlerde esit hacimde %0,9 NaCl uygulamalar1 yapildu.
Ikinci uygulamalardan bir giin sonra CPDA-1’li torbalara alinarak +4 °C’de saklanan tam
kanda 0., 1., 3., 7., 14., 21., 28. ve 35. giinlerde alinan 6rneklerde dlgtimler gergeklestirildi.
Hematolojik degerlendirmeler WBC, RBC, HGB, HCT, MCV, MCH, MCHC ve PLT
Olgtimlerini kapsadi. Oksidan-antioksidan durumun degerlendirilmesi kapsaminda plazma
TOS ve TAK degerleri, MDA konsantrasyonu ile eritrosit SOD, GSH-Px ve CAT

aktiviteleri ol¢tildii.

Olgiimler anemili ve saglikli kdpeklerde bir kez yapilirken, antioksidan ve kontrol
grubundaki kopeklerde vitamin E + selenyum veya %0,9 NaCl soliisyonu uygulama 6ncesi
ve sonu olmak tiizere iki kez gerceklestirildi. Saklanan tam kanda yukarida belirtilen 8
ornekleme zamaninda hematolojik parametreler ve oksidan-antioksidan durum

biyobelirtegleri 6l¢iildii.

Elli anemili kopekte aneminin siddet (HCT) ve tipine (retikulosit sayisi) gore
gruplandirmalarda kullanilan parametreler ile oksidan (TOS, MDA) ve antioksidan (TAK,
SOD, GSH-Px, CAT) biyobelirtegler arasinda istatistiksel anlamli iligkiler belirlenmedi.
Saglikli gruba gore 50 anemili kdpegin plazma ortalama veya ortanca TOS ve TAK
degerleri ile MDA konsantrasyonu 6nemli diizeylerde yiiksek, eritrosit GSH-Px aktivitesi
ise diigiik bulundu. Siddetine gore tiim anemi gruplarinda plazma TOS degeri yiiksek
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bulunurken, hafif ve orta siddetli anemilerde plazma TAK degerinin arttig1, eritrosit GSH-
Px aktivitesinin ise azaldigi belirlendi. Saglikli (kontrol) gruba gore, her iki tipteki
(rejeneratif ve nonrejeneratif) anemili kopeklerde plazma TAK ile TOS degerlerinin
yiksek oldugu belirlenirken, nonrejeneratif anemili grupta plazma MDA

konsantrasyonundaki artis GSH-Px aktivitesinde ise azalma istatistiksel anlaml1 bulundu.

On dort giin arayla 2 kez vitamin E + selenyum uygulanan donér kdpeklerde WBC,
RBC, HCT, HGB ve MDA degerleri 6nemli (p<0,05) diizeyde azalma, plazma HGB
konsantrasyonu (p<0,05) ve eritrosit SOD aktivitesi (p<0,01) ise artig gdsterdi.

Antioksidan ve kontrol grubu donodrlerden CPDA-1 igerikli torbalara kan alimini
takiben ilk 2-4 saatlik saklama siiresinde (0. giin) her iki grupta RBC, HGB, HCT, PLT ve
K" degerlerinde azalmalarin, plazma TAK degerinde ise artislarin anlaml1 oldugu saptandi.
Antioksidan grupta WBC sayisindaki azalma eritrosit GSH-Px aktivitesindeki artis, kontrol
grubunda ise MCV degerdeki artis MCHC degerde azalma 6nemli bulundu.

Tekrarli 6l¢limler varyans analizi; +4 °C’de 35 giinliik saklama siiresince tam kanda
WBC, HCT, MCV, MCH ve MCHC degerlerinin zamanla 6nemli degisimler gosterdigi,
bu degisimlerin farkli uygulamalarin (vitamin E + selenyum veya %0,9 NaCl) yapildig iki
grup arasinda farkli olmadigini ve anlamli zaman-grup etkilesiminin bulunmadigini
gosterdi. Saklama siiresince plazma K* ve HGB konsantrasyonlar1 ile LDH aktivitesinin
onemli diizeylerde arttig1, bu degisimin gruplar arasinda ve LDH disinda zaman-grup
etkilesimlerinin anlamli olmadig1 saptandi. Saklanan tam kanda plazma TAK
konsantrasyonu ile eritrosit SOD ve GSH-Px aktiviteleri onemli diizeylerde azalirken,
plazma TOS ve MDA degerlerinin zamanla gosterdigi degisim (artis) anlamli bulundu.
TOS degerindeki artisin, SOD aktivitesinde ise azalmanin gruplar arasi ve zaman-grup

etkilesiminin 6nemliligi saptandi.

Sonug olarak, anemili kdpeklerde oksidatif stresin gelistigi, gelisen oksidatif stresin
aneminin tip ve siddetinden biiyiik 6l¢iide bagimsiz oldugu, dondr kopeklere kan alimi
oncesi 14 giin arayla 2 kez deri alt1 yolla vitamin E + selenyum uygulamasinin, serbest
radikallerin bazi zararli etkilerini azaltarak saklanan kanin kalitesini arttirdig: belirlendi.
Bu sonuglara dayanarak, anemili kopeklerde sagaltim kapsaminda, donor kopeklere de kan
alimi1 oncesi farkli doz ve kombinasyonlarda antioksidan uygulamasimin etkilerinin
degerlendirilebilmesine yonelik arastirmalarin yiiriitiilmesinin yararli olabilecegi kanisina

varildi.
Anahtar kelimeler: anemi, antioksidan, kopek, oksidatif stres, tam kan saklama
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SUMMARY

Oxidative Stress in Dogs with Anemia and Effects of Vitamin E + Selenium

Application to Donors on Quality of Stored Whole Blood

The aims of the present study were to evaluate the oxidative stress in dogs with
anemia by taking into account the severity and type of anemia and to determine the effects
of vitamin E + selenium application to donor dogs on the quality of stored whole blood in
bags containing CPDA-1.

Fifty dogs with anemia and 14 out of 20 healthy dogs presenting donor features
with a total of 70 dogs of various breeds, ages and of both sexes were enrolled into the
study. Fifty dogs with anemia were classified as mildly (n=18), moderately (n=18) and
severely (n=14) anemic by HCT value, regenerative (n=26) and nonregenerative (n=24)
also by absolute reticulocyte count. Twenty dogs were kept as control. Fourteen dogs with
donor property were divided into two equal groups (n=7) as antioxidant and control. Dogs
in the antioxidant group received 150 mg of vitamin E + 0.5 mg selenium/20 kg BW
subcutaneously for two portions with fourteen days interval (-15th and -1st days) while the
donors in control group were administered an equal volume of 0.9% NaCl on the same
days. Measurements were performed on samples collected at days 0, 1, 3, 7, 14, 21, 28 and
35 from whole blood collected into CPDA-1 bags and stored at +4 °C one day after the
second application. Hematological evaluations included WBC, RBC, HGB, HCT, MCV,
MCH, MCHC and PLT measurements. TOS, TAC and MDA values in plasma and
erythrocyte SOD, GSH-Px, CAT activities were measured in respect to evaluate the
oxidant-antioxidant status.

Analysis were carried out once in anemic dogs and healthy group while from the
dogs in the antioxidant and control groups were carried out twice, before and after the
second vitamin E + selenium or 0.9% NaCl application. Hematological parameters and
oxidant-antioxidant status biomarkers were measured on stored whole blood at the above-
mentioned 8 sampling times.

There were no statistically significant relations between severity (HCT) and type
(number of reticulocytes) of anemia and oxidant (TOS, MDA) and antioxidant (TAC,
SOD, GSH-Px, CAT) biomarkers in 50 dogs with anemia. Plasma mean or median TOS
and TAC values and MDA concentration were significantly higher, and erythrocyte GSH-
Px activity was significantly lower in 50 anemic dogs when compared with healthy group.
Plasma TOS value was increased in all groups according to the severity of anemia, while a
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significant increase in TAC value and a significant decrease in erythrocyte GSH-Px
activity in mild and moderate anemia. Plasma TOS and TAC values were higher in both
types of anemic (regenerative and nonregenerative) dogs when compared with healthy
group, a significant increase in plasma MDA concentration and a significant decrease in
GSH-Px activity were observed in nonregenerative group.

WBC, RBC, HCT, HGB and MDA levels decreased (p <0.05) significantly while
level of plasma HGB concentration (p <0.05) and erythrocyte SOD activity (p <0.01)
increased in the donor dogs administered vitamin E + selenium applied two times with
fourteen days interval.

The decreases in RBC, HGB, HCT, PLT and K" values and increase in plasma TAC
value of both group were determined significant in the first 2-4 hours of storage time after
collecting blood to bags containing CPDA-1. Decrease in WBC count and increase in
GSH-Px activity of antioxidant group and increase in MCV value and decrease in MCHC
value of control group were statistically significant.

Repeated measures analysis of variance showed significant alterations in WBC,
HCT, MCV, MCH and MCHC values over time but differences between groups and time
by group interaction were not significant in storage of whole blood at +4 ° C for 35 days.
Plasma K* and HGB concentrations and LDH activity increased significantly over time but
differences between groups and time by group interaction were not significant except
LDH. Plasma TAC concentration and erythrocyte SOD, GSH-Px activities decreased while
plasma TOS and MDA levels increased significantly over time. There was a significant
effect of group and time by group interaction as increase in TOS value and decrease in
SOD activities.

In conclusion, oxidative stress develops in dogs with anemia and it is largely
independent from the severity and type of anemia. Secondly subcutaneous vitamin E +
selenium administration to the donor dogs prior to blood collection two times with fourteen
days interval improves the quality of stored blood by reducing some harmful effects of free
radicals. Based on these results, it was suggested that further studies may be useful for
evaluating the efficacy of antioxidant application with different doses and combinations as
part of treatment in anemic dogs and prior to blood collection to donor dogs.

Keywords: anemia, antioxidant, dog, oxidative stress, whole blood storage
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