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Onsoz

Bu caligmada antioksidan 6zellik gdsterdigi bilinen, Rosmarinik Asit ile yine antioksidan
Ozelliklerinin yanisira glukoz ve enerji metabolizmasina kofaktor olarak katki saglayan Alfa
Lipoik Asitin, depolanan eritrositlerin oksidasyona duyarliligi, antioksidan kapasite,
antioksidan enzim duzeyleri ile beraber, ortalama eritrosit hacmi ve sayisi, eritrositlere ener;ji
saglayan ATP ve 2,3-bifosfogliserat (2,3 BPG) dulzeyleri lzerinde zamana bagl koruyucu
etkileri arastinlmistir. Calisma igin 18-30 yaglarn arasinda saghkli ve gonulli 12 birey
belirlenerek bunlardan CDPA-1 iceren kan torbalarina alinan kan o6rnekleri, |6kositlerden
uzaklastirilarak SAGM'li torbalarda eritrosit paketi seklinde 2-6 °C’de depolanmistir. Her bir
vericiden elde edilen eritrosit paketleri 3'lu transfer torbaya esit sekilde aktarilarak 3 grup
olusturulmustur. Birinci grup icerisine herhangi bir madde ilave edilmeyen saglikli kontrol
grubu, ikinci grup icerisine 2-10 yg/mL konsantrasyonda Rosmarinik Asit ilave edilen grup ve
Uclncu grup da igerisine 10 pg/mL konsantrasyonda Alfa Lipoik Asit ilave edilen gruptur. Her
gruptaki eritrosit paketlerinden 0 (baslangig), 14, 28, 42 ve 56’Iinci gunlerde numuneler
alinarak eritrositlerin oksidasyona duyarlihdi, ortalama eritrosit hacmi, ortalama eritrosit
sayisi, ATP ve 2,3-bifofogliserat (2,3-BPG) dlzeyleri ile total antioksidan seviye (TAS) ve
total oksidan seviyeleri (TOS) Olcllip oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplanmistir. Ayrica
hicre i¢i antioksidan savunma sisteminde rol oynayan CAT, SOD, GSH-Px ve GSH
diizeylerinin zamana bagh degisimi incelenmistir. Bu calisma TUBITAK tarafindan 1002
programi 216S474 nolu proje olarak desteklenmistir. Projeye basvuru Yuzinci Yil
Universitesi adina yapilmis ancak YUritlicinin Sakarya Universitesine Kurum degisikligi
yapmasindan dolayi proje Yiziinci Yil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim

Dalinin arastirma alt yapisi da kullanilarak Sakarya Universitesi adina yirGtilmustir.
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Ozet

Transflzyon igin depo edilen eritrositler 2-6 °C’de ve uygun sartlar altinda 42 gin kadar
depolanabilmektedir. Depolanan eritrositlerde, depolamanin ilk evresinden baslamak Uzere
morfolojik, biyokimyasal ve fonksiyonel birtakim degisiklikler meydana gelmekte ve bunlarin
tumu "depo lezyonlarl" olarak isimlendiriimektedir. Bu depo lezyonlar, gecen zamana bagl
olarak eritrositlerin yasam surelerini ve verimliliklerini olumsuz yonde etkilemektedir.
Eritrositlerin maksimum depolama sureleri ve etkinlikleri, depolandiklari ortam ve koruyucu
solUsyonlarin igerigine baghdir. Bu nedenle eritrositlerin depolama surelerini daha uygun bir
sekilde artirmak i¢in yogun calismalar yapiimaktadir. Bu amaca yonelik olarak yapilan gesitli
¢alismalarda, depo lezyonlarinin en aza indiriimesi ve eritrositlerin yasam surelerinin
uzatilmasi icin gesitli koruyucu solUsyonlar gelistiriimis ve bu solUsyonlara vitamin E, vitamin
C, melatonin gibi ¢esitli antioksidanlarin ilavesinin olumlu koruyucu etkileri rapor edilmigtir.
Yaptigimiz bu calismada antioksidan 6zellikleri bilinen Rosmarinik ve Alfa Lipoik Asit'in
depolanmis insan eritrositlerindeki zamana baglh biyokimyasal depo lezyonlarina kargi
koruyucu etkilerinin arastiriimasi amaclandi.

Bu amagla saglkli 10 géndlliden CPDA (sitrat-fosfat-dekstroz-adenin) igeren kan torbalarina
birer Unite kan alinarak I6kositleri uzaklastirildi ve SAGM (saline, adenin, glukoz, mannitol)
iceren eritrosit torbalarinda depolandi. Her vericinin eritrosit paketi t¢ esit parcaya béllinerek
transfer torbalara aktarildi. Birinci gruptaki eritrositlere herhangi bir islem yapildi ve bu grup
kontrol grubu olarak kabul edildi (n=10). ikinci grup eritrosit paketlerine 10 pg/mL Rosmarinik
Asit, dgUncli grup eritrosit paketlerine 10 pg/mL Alfa Lipoik Asit ilave edildi (sirasiyla
Rosmarinik Asit ve Lipoik Asit grubu). Her U¢ grupta da +4 °C’de bekletilen eritrosit
paketlerinden baslangig, 14, 28, 42 ve 56'inci gunlerde numuneler alindi. Bu numunelerde
eritrositlerin oksidasyona duyarliligi, Total oksidan Seviye (TOS), Total Antioksidan Seviye
(TAS) Olglimii, Oksidatif Stres indeksi (OSI) hesaplamasi, ATP, 2,3-bifosfogliserat, katalaz
(CAT), superoksid dizmutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), redikte glutatyon
(GSH), ortalama eritrosit sayisi ve hacmi belirlendi.

Parametreler baslangi¢ ginl ile karsilastirildiginda MDA ve invitro oksidasyon duyarlilik
dizeylerinin zamanla arttig1 (p<0,05), katalaz ve GSHPx duzeylerinin 14. ginde artmis
oldugu, OSI'nin 28., 42. ve 56. gunlerde yukseldidi (p<0,05) tespit edildi. SOD, ATP,
2,3BPG, MCV, HGB, MCH, MCHC duzeylerinde ise zamanla degisiklik olmadigi 6lguldu.

Bu sonuglar; rosmarinik asit ve lipoik asitin depo eritrositlerde kismen ATP’yi koruyucu
etkilerini gOsterse de; ne oksidan-antioksidan statl ne de biyokimyasal depo lezyonlarini

Onleyerek eritrosit yasam kalitesi tGzerine kayda deger olumlu bir etkilerini gdstermemistir.

Anahtar kelimeler: Depo eritrosit, lipoik asit, rosmarinik asit, biyokimyasal depo lezyonlari
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Abstract

The stored erythrocytes for transfusion can be stored at 2-6 ° C and under suitable
conditions for up to 42 days. In the stored erythrocytes, morphological, biochemical and
functional changes occur starting from the initial stage of storage, all of which are called
"storage lesions". These storage lesions affect the life span and productivity of erythrocytes
negatively depending on the elapsed time. The maximum storage times and activities of
erythrocytes depend on the contents of the environment and preservative solutions they
contain. Therefore, intensive studies are carried out to increase the storage times of
erythrocytes more appropriately. In various studies for this purpose, various preservative
solutions have been developed for minimizing storage lesions and prolonging the life span of
erythrocytes, and positive protective effects of the addition of various antioxidants such as
vitamin E, vitamin C, melatonin to these solutions have been reported. In this study, we
aimed to investigate the protective effects of Rosmarinic and Alfa Lipoic Acid, which have
antioxidant properties against time-dependent biochemical storage lesions in stored human
erythrocytes.

For this purpose, blood was collected from 12 healthy individuals with blood units containing
CPDA (citrate-phosphate-dextrose-adenine) to remove leukocytes and stored in erythrocyte
bags containing SAGM (saline, adenine, glucose, mannitol). The erythrocyte package of
each donor was divided into three equal parts and were transferred to null bags. No
procedure was performed on the erythrocytes in the first group and this group was accepted
as the control group (n = 10). 10 ug / mL of Rosmarinic Acid was added to the second group
of erythrocyte packages and 10 pg / mL of Alpha Lipoic Acid was added to the third group of
erythrocyte packs (respectively Rosmarinic Acid and Lipoic Acid group). Samples were taken
from erythrocyte packs kept at + 4 ° C in the beginning, 14th, 28th, 42nd and 56th days in all
three groups. In these samples, erythrocytes oxidation susceptibility, total oxidant level
(TOS), total antioxidant level (TAS) measurement, oxidative stress index (OSl), ATP, 2,3-
biphosphoglycerate, catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase
(GSH-Px), reduced glutathione (GSH), mean erythrocyte count and volume were
determined.

Although the differences in the mean values of the measured parameters compared to the
three groups were somewhat different, these differences were not meaningful in that they
were completely different from Rosmarinic and Alpha Lipoic Acid groups or from the control
group of these two groups (p> 0.05). However, when the means of the parameters
measured in the groups were compared with the beginning day means in themselves, the
MDA and invitro oxidation susceptibility levels were increased with time in all three groups (p
<0,05) and catalase and GSHPXx levels increased on the 14th and 56th day (p <0.05). ATP
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was decreased in the control group (p <0,05) but not in rosmarinic acid group (p> 0,05) and

also lipoic acid group was significantly decreased at 56 days (p <0,05). SOD, ATP, 2,3BPG,
MCV, HGB, MCH, MCHC levels did not change in time (p> 0.05).

These results shown that; although rosmarinic acid and lipoic acid show some protective
effects on ATP in storage erythrocytes, neither oxidant-antioxidant status nor biochemical
storage lesions have been shown to have a favorable effect on erythrocyte quality of life.

Keywords: Storage erythrocytes, lipoic acid, rosmarinic acid, biochemical storage lesions
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Sonug¢ Raporu Ana Metni

1.Giris

Transflizyon igin depo edilen eritrositler 2-6 °C’de ve uygun sartlar altinda 42 gin kadar
depolanabilmektedir. Depolanan eritrositlerde, depolamanin ilk evresinden baslamak Uzere
depo lezyonlari olarak adlandirilan morfolojik, biyokimyasal ve fonksiyonel birtakim
degisiklikler ~meydana gelmekte ve bunlarin timi "depo lezyonlar" olarak
isimlendiriimektedir. Bu depo lezyonlar, gegcen zamana bagh olarak eritrositlerin yasam
surelerini ve verimliliklerini olumsuz yonde etkilemektedir. Depolanan kanlarda eritrositlerin
oksidasyona duyarlihdini azaltmak ve antioksidan kapasitelerini korumak amaciyla, koruyucu
solusyonlara antioksidan maddelerin eklenmesinin olumlu etki yaptigi gosterilmigtir.
Eritrositlerin maksimum depolama sureleri ve etkinlikleri, depolandiklari ortam ve koruyucu
solUsyonlarin icerigine baghdir. Bu nedenle eritrositlerin depolama surelerini daha uygun bir
sekilde artirmak i¢in yogun calismalar yapiimaktadir. Bu amaca yonelik olarak yapilan gesitli
¢alismalarda, depo lezyonlarinin en aza indiriimesi ve eritrositlerin yasam surelerinin
uzatilmasi i¢in gesitli koruyucu solUsyonlar gelistiriimis ve bu sollisyonlara vitamin E, vitamin
C, melatonin gibi ¢esitli antioksidanlarin ilavesinin olumlu koruyucu etkileri rapor edilmigtir.
Yaptigimiz bu literatlr taramalari sonucu antioksidan 6zellikleri bilinen Rosmarinik Asit ile
yine antioksidan 6zellikleri ile birlikte glukoz ve enerji metabolizmasina katki saglayan Alfa
Lipoik Asitin depolanan eritrositlerin  oksidasyona duyarlihidi, antoksidan kapasite,
antioksidan enzim aktiviteleri gibi zamana bagli olarak dedisebilen biyokimyasal parametreler
uzerine etkilerinin arastirildiyi herhangi bir calisma tespit edilmedi. Biz de yapmayi
planladigimiz bu calisma ile, Rosmarinik ve Alfa Lipoik Asit'in depolanan eritrositlerin
oksidasyona duyarhhdi, antioksidan kapasite, bazi antioksidan enzim duzeyleri ile beraber,
ortalama eritrosit hacmi ve sayisi, eritrositlere enerji saglayan adenozin trifosfat (ATP) ve
2,3-bifosfogliserat (2,3 BPG) dlzeyleri Uzerinde zamana bagll koruyucu etkilerinin

arastirilmasini amagcladik.

Amacimiz doqgrultusunda bu calismamizda:

Depo kanlarda veya depolanmis eritrositlerde su ana kadar koruyucu etkileri
arastinimamis olan, antioksidan Ozellik gosterdigi bilinen, ulkemizde bolca yetisen
feslegen, ada c¢ayi, mercan kokd, nane, biberiye, perilla gibi bitkilerde dogal olarak
bulunan Rosmarinik Asit ile yine viicudumuzda dogal olarak bulunan, gunlik diyette
Ispanak, brokoli gibi sebzelerin yaninda karaciger, bobrek gibi sakatatlarda da bol
miktarda bulunan, antioksidan 6Ozelliklerinin yanisira glukoz ve enerji metabolizmasina

kofaktor olarak katki saglayan Alfa Lipoik Asitin koruyucu etkileri arastirildi.
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1- Elde edilecek muhtemel olumlu sonugclar ile dahiliye klinisyenleri ve hematologlar ile
birlikte konu ile ilgili diger bilesenlere dnemli yeni bilgiler kazandirilmasi arzulandi.
Ayrica bekleme siresine bagh olarak ortaya ¢ikan depo lezyonlarindan dolayi, depolanan
kanlar veya eritrositler belirli bir siire sonra imha edildiginden dolayr materyal, zaman,
emek ve biitge kayiplari s6z konusu olmaktadir. Rosmarinik ve Alfa Lipoik Asit’in, depo
edilen eritrositlerin yasam suresine yapacagi muhtemel olumlu etkileri g6z 6nune

alindiginda ayrica bu ¢alisma ile ekonomik katki da saglanabilecegi disunulda.
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2.Literatiir ozeti

Akut kan kaybi, yaralanma ve anemi gibi pek c¢ok hastalik tablosunda, kan transfuzyonu
sayesinde tedavide basariya ulasilabilmektedir (Guppy, Sabaratnam et al. 1990). Yaklasik
olarak her yil dinyada 80 milyon Unite kan alinmakta ve sadece Amerika’da %70’
perioperatif hastalarda olmak Uzere 14 milyon Unite kan transfliize edilmektedir (Lei and
Xiong 2015). Ulkemizde ise 2014 yilinda sadece Kizilay araciligiyla yaklasik 2 milyon Unite
kan alindidi belirlenmistir. Toplam ihtiyac dikkate alindiginda bu sayinin 2.5 milyon Gnite kan
olmasi gerektigi de ifade edilmektedir (http//:www.kizilay.org.tr). Ancak, transflzyonda
kullanilmak Uzere depo edilen eritrositlerde, zamana bagl olarak "depo lezyonlarl" olarak
adlandirilan metabolik, morfolojik, biyokimyasal ve molekiler degisimler gézlenmektedir
(Kizilay). Eritrositlerdeki depo lezyonlarina maruz kalan muhtemel vyapilar, eritrosit
membranlarindaki protein ve lipid yapilarnidir (Mustafa, Al Marwani et al. 2016). Bazi
arastirmacilar depolama esnasinda eritrositlerde gézlenen olumsuz degismelerden ve buna
bagl olarak yasam slrelerinin kisalmasindan antioksidan savunma sistemi kaybini ya da
oksidatif stres artisini sorumlu tutmaktadir (Sekeroglu, Huyut et al. 2012, Huyut, Sekeroglu
et al. 2016). Membranlardaki bu degisimler, eritrosit membran butlinliginin bozulmasina,
osmotik frajilitede artisa ve antioksidan savunma kapasitesinde azalmaya yol agmaktadir
(Aslan, Sekeroglu et al. 1997, Mustafa, Al Marwani et al. 2016). Yapilan ¢esitli calismalarda,
depolama suresince serbest radikal artisina bagli olarak eritrosit lipid peroksidasyonunun
arttigi, katalaz (CAT), superoksid dismutaz (SOD) ve glutayon peroksidaz (GSH-Px) gibi
antioksidan enzim aktivitelerinde azalmalarin meydana geldigi rapor edilmistir (Mustafa, Al
Marwani et al. 2016).

Depolanmis eritrositlerin guivenli ve etkili bir sekilde transflizyonu, uzun yillardir transflizyon
tedavisinin merkezinde olmustur. Bir¢cok arastirmacinin on vyillardir yaptiklari ¢alismalar,
eritrositlerin 42’inci gine kadar depolanmasina izin veren cgesitli solisyonlarin gelisimine
katki saglamistir. Nitekim ginimuizde de eritrositler 2-6 °C’de ve uygun sartlar altinda 42
gune kadar bekletilebilmektedir (Gultekin, Akdogan et al. 2000). Eritrositler icin maksimum
depolama suresi olarak gorilen iki kriter vardir. Bunlar; depolama siiresince eritrositlerdeki
hemoliz oraninin %1 gegmemesi ve transfiizyondan sonraki 24 saat iginde verilen
eritrositlerin en azindan %75'inin canli kalmis olmasidir (Lei and Xiong 2015).

Depo kanlarin raf dGmruni artirmak amaciyla alinan kan érneklerine gesitli sollsyonlar ilave
edilmektedir. Depo kanlarina bu amagla ilave edilen en yaygin kombinasyonlar sitrat-fosfat-
dekstroz (CPD), asit-sitrat-dekstroz (ACD) ve sitrat-fosfat-dekstroz-adenin (CPDA-1)dir
(Blasi, D’alessandro et al. 2012). Ayrica, Avrupa’da standart ekleme sollisyonu olarak saline-
adenin-glukoz-mannitol (SAGM) kullaniimaktadir. SAGM solisyonu, membran stabilizatoru

ve serbest radikal giderici olarak mannitol icerir. Bu da SAGM'li solisyonlara, kirmizi kan
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hucrelerinin korunmasinda 6nemli bir avantaj saglamaktadir (Van't Erve, Wagner et al.
2015). Ancak yapilan calismalar, bu sekilde uygun kosullarda bekletilen kanlarda da,
bekletiime slresine bagli olarak, dzellikle lipid peroksidasyonunun ve eritrositlerde osmotik
frajilitenin arttigini ve antioksidan kapasitenin azaldigini gostermektedir (Huyut, Sekeroglu et
al. 2016, Mustafa, Al Marwani et al. 2016).
Koruyucu sollsyonlarin gelisimine yonelik en énemli ¢abalar, eritrositlerdeki ATP ve 2,3-
BPG seviyelerinin korunmasina yonelik olmustur (Valeri, Valeri et al. 1982). Reinflzyondan
sonra depolanmis eritrositlerin dokulara gereg@i gibi oksijeni verebilmeleri gerekmektedir.
Depolanan eritrositlerin  2,3-BPG  kaybindan dolayr oksijene afiniteleri artacagindan,
reinflzyondan sonra bu eritrositlerin dokulara oksijen verme kabiliyeti azalir (D’Amici,
Mirasole et al. 2012). Depolanmis eritrositlerin ATP ve 2,3-BPG seviyelerini strdirmek igin
askorbik asit, belirli ksantin seviyeleri, dihidroksiaseton gibi c¢esitli koruyucularin
kullanilabilecegi rapor edilmistir (Beutler 2006). Ayrica yapilan baska c¢alismalarda,
eritrositlerin oksidasyona duyarlihdini azaltmak ve antioksidan kapasitelerini korumak
amacilyla, antioksidan maddeler gibi bazi ilave maddelerin eklenmesinin olumlu etki yaptigdi
gosterilmistir (Matsuyama, Niklasson et al. 1989, Orlov and Karkouti 2015, Mustafa, Al
Marwani et al. 2016). Knight ve ark. (1993) yaptiklar ¢alismada vitamin E, vitamin C gibi
antioksidanhgi bilinen maddelerin depo kanlara ilavesinin, antioksidan savunma kapasitesine
olumlu katki yaptigi, lipid peroksidasyon seviyesinde 6nemli azalmalara yol actigi ve
eritrositlerin daha uzun sure canhliklarini korumaya yardimci oldugunu bulmuslardir (Knight,
Voorhees et al. 1992). Ayrica Racek ve ark. yaptiklari calismada depo kanlarina B-karoten,
vitamin C, vitamin E ve selenyum ilavesinin depolanmis eritrositlerin toplam antiokidan
kapasitelerine olumlu katki yaptigi sonucuna varmiglardir (Racek, Herynkova et al. 1997).
Biz de daha once yaptigimiz bir galismada, depo kanlara melatonin ve propofol ilavesinin
eritrositlerin oksidasyona duyarlligi ve antioksidan kapasitelerinin korunmasina olumlu katki
yaptigini goéstermistik (Huyut, Sekeroglu et al. 2016).
Antioksidan molekiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan oksidan
molekdllerin neden oldugu hasari hem huicre i¢i hem de hicre disi savunma ile etkisiz hale
getirirler. Huicre igi serbest radikal toplayici enzimler asil antioksidan savunmayi
saglamaktadir. Bu enzimler superoksid dismutaz, glutatyon transferaz (GST), glutatyon
peroksidaz glutatyon (GSH), katalaz ve stokrom oksidazdir (Sekeroglu, Huyut et al. 2012)
Ayrica, yapilan caligmalarda, total antioksidan seviye (TAS) ve total oksidatif stres (TOS)
dizeyi ile birlikte oksidatif stres indeksinin de tespit edilmesi, anitoksidan kapasitenin
dizeyini belirlemek igin siklikla kullanilan parametrelerdendir (Alpinar, Torun et al. 2012,
Torun, Tanyeri et al. 2013). Antosik ve ark. SAGM’de depolanan ve 20 gun bekletilen kirmizi
kan hucrelerinde, 50 Gy radyasyona maruz birakilan eritrositlerin GSH veTAS dlzeylerinin
azaldigini rapor etmiglerdir (Antosik, Czubak et al. 2015).
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Fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi, metal iyonlariyla kompleks olusturma (metal selatlama)
ve singlet oksijen olusumunu engelleme, serbest radikalleri temizleme gibi 6zelliklerinden ve
genellikle fenol radikallerinin rezonans kararliligindan kaynaklanmaktadir. Bu bilesikler,
lipidlerin ve diger biyomolekdllerin (protein, karbohidrat, nukleik asit v.b.) serbest radikallerce
okside olmalarini engellemek igin, aromatik halkalarindaki hidroksil guruplarinda bulunan
hidrojeni verebilmektedirler. Bu yiizden fenolik antioksidanlar ¢ok iyi bir H" ve e donérleridir
(Oztiirk Sarikaya 2009).
Fenolik asidler yaygin sekilde meyve, sebze, hububat ve iceceklerde bulunan, fenolik
bilesiklerden dogal olarak meydana gelen ikincil bitki metabolitleridir (Peng, Wang et al.
2016). Calismada kullanilacak olan Rosmarinik Asit, antioksidan olarak in vitro ve in vivo
¢alismalarda yaygin bir sekilde kullanilan ve en iyi bilinen hidroksisinnamik asit esteridir.
Lamiaceae bitki ailesinden fesleden, ada cayi, mercan kokl, nane, biberiye, perilla gibi
bitkilerde  bulunmaktadir. Cok sayida c¢alisma, Rosmarinik Asit'in  antioxidant,
antiinflamatuvar, antiviral, antibakteriyal gibi bircok biyolojik aktiviteye sahip oldugunu
gOstermigtir. Ayrica yiyeceklerde gida maddelerinin bozulmasini énleyici olarak ek gida katki
maddesi ve kozmetik Urlnlerde de ek koku maddesi olarak kullaniimaktadir (Fonteles, de
Souza et al. 2016, Peng, Wang et al. 2016).
Alfa Lipoik asit (1,2-dithiolane-3-pentanoic acid), diyetimizde dogal olarak bulunan,
hicrelerin su ve lipid bilesiminde ¢dzlinebilen bir organosilfir bilesigidir. Alfa Lipoik asit’in
oksidatif strese karsi glutatyon, vitamin E, vitamin C gibi antioksidanlardan daha etkili oldugu
rapor edilmistir (Su, Liu et al. 2016) (24). Alfa Lipoik asit ayni zamanda glukoz ve enerji
metabolizmasi ile iligkili privat dehidrogenaz ve alfa ketoglutarat dehidrogenaz enzim
komplekslerinin de kofaktdrudir. Daha énce yapilan bir ¢galismada endojen Alfa Lipoik Asit
dretiminin fare embriyolarinin gelisiminde zorunlu oldugu rapor edilmigtir. Bu bilimsel
¢alismalar Alfa Lipoik Asit'in Onerilen antioksidan fonksiyonlarina ek olarak, enerji
metabolizmasinin normal duzeylerde surdirulmesi igin de zorunlu oldugunu gostermektedir
(Hiller, DeKroon et al. 2016)(25). Fenolik asitlerin total olarak en iyi antioksidan o6zellik
gosterdigi konsantrasyon, genelde 10ug/mL’dir. Daha yuksek konsantrasyonlarda asidoz
gelisebildiginden, farkl deney ortamlarinda antioksidan fonksiyonlarini kaybedebilmekte ve
hatta prooksidant etki gosterebilmektedirler (Gulgin 2006, Ding, Chou et al. 2010). Biz de
c¢alismamizda SAGM sollisyonunda depolanan her mL eritrosit basina 10 ug antioksidan
ilave ettik.
Depolanma slrecinde eritrositlerde olugabilecek depo lezyonunun engellenmesi, fiziki
butlnllklerinin ve antioksidan kapasitelerinin korunmasi, transfizyondan sonra dokulara
oksijen verebilme kabiliyetini saglayan ATP ve 2,3-BPG degerlerinin normal dizeylerde
tutulmasi ve raf dmiurlerinin artirimasi oldukga 6nem arz etmektedir. Calismamizda, zamana

bagli olarak eritrositlerin oksidasyona duyarliligi ve antioksidan kapasitelerindeki degisiklikler
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(oksidatif stress indeksi) ile, hucre canhhgini ve devamliligni saglayan ATP ve 2,3-BPG
molekdllerin seviyelerini arastirdik. Ayrica ilgili parametreler Uzerine, antioksidan etkileri
bilinen ve depo kanlarda koruyucu etkisi ile ilgili su ana kadar herhangi bir calisma
yapilmamis olan Rosmarinik ve Alfa Lipoik Asit'in koruyucu etkileri de arastirildi. Ek olarak
depo eritrositlerinde, ortalama eritrosit hacmi ve eritrosit sayisi Uzerine Rosmarinik ve Alfa
Lipoik Asitin koruyucu etkileri de ortaya konularak, depolanan eritrositlerde zamana bagl

hemoliz orani da belirlendi.

3.Gereg ve Yontem

Calisma icin Van Yizinci Yil Universitesi ilag Disi Klinik Arastirmalar Yerel Etik Kurul
Baskanligrndan etik kurul izni alindi. (05/05/2016 tarih ve 07 karar no'lu etik kurul izni EK1.)
3.1. Numunelerin toplanmasi ve gruplarin olusturulmasi

Van Yuzinci Yil Universitesi Tip Fakultesi Kan Merkezi'nde cinsiyet, yas, kilo, boy, kan
grubu olarak benzer 6zelliklere sahip saglikli gonulli (18-30 yas arasi, karaciger, bébrek ve
tiroid fonksiyonlari normal, diyabet, hipertansiyon vb kronik hastaligi olmayan, son 3 ay
icinde antioksidan vitamin/ilag kullanimi olmayan ve sigara/alkol/madde kullanimi
sorgulanan) 12 bireyden CDPA-1 iceren kan torbalarina (sekil 1.) alinan kan o6rnekleri,
I6kositlerden uzaklastirilarak SAGM'li torbalarda eritrosit paketi seklinde 2-6 °C’de depolandi.
Her bir vericiden elde edilen eritrosit paketleri 3'li transfer torbaya esit sekilde aktarildi ve
asagidaki gruplar olusturuldu:

1-Herhangi bir madde ilave edilmeyen saglikli kontrol grup (n=12)

2-10 pg/mL konsantrasyonda Rosmarinik Asit ilave edilen grup (n=12)

3-10 pg/mL konsantrasyonda Alfa Lipoik Asit ilave edilen grup (n=12)

Her gruptaki eritrosit paketlerinden 0 (baslangig), 14, 28, 42 ve 56’inci glinlerde numuneler
alinarak izotonik ¢ozeltide (%0,9'luk NaCl) 1/1 oraninda suspanse edildi ve eritrositlerin
oksidasyona duyarlihgi Stocks ve ark. (Stocks, Offerman et al. 1972)’nin modifiye yéntemi ile
saptandi. Ayrica her numunede lipid peroksidasyon son uriinud olan malondialdehit (MDA)
TBARS (tiyobarbitlrat ile reaksiyon veren madde) yontemiyle (Khoschsorur, Winklhofer-
Roob et al. 2000) yuksek basin¢h likid kromatografisi (HPLC) cihazinda, redikte glutatyon
(GSH) Fairbanks ve Klee (1994)'nin metoduna goére spektrofotometrik olarak (Burtis and
Bruns 2014), katalaz, SOD ve GSH-Px dulzeyleri ticari enzim bagli immuinabsorbant
yontemle calisan Kitler ile 6lglldi (Optima ®, Zhejiang, China). Eritrositlere enerji saglayan,
hucre canliigini ve devamliigini koruyan ATP ve 2,3-bifosfogliserat duzeyleri yine ticari
enzim bagli imminabsorbant yontemle c¢alisan kitler ile dl¢ildi (Optima ®, Zhejiang, China).

Depo eritrositlerde zamana bagl olarak eritrosit lezyonunu gosteren parametrelerden olan
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ortalama eritrosit hacmi ve eritrosit sayisi otomatize tam kan sayimi cihazinda (Swelab Alfa
Boule Medical AB, isveg) dlclldi. Calisma 56 giin siire zarfinda gergeklestirildi ve boylece

her depo kandan calisma slresince bes kez drnek alinarak galismalar tekrarlanmis oldu.

=

{ |
150 ML 150 ML 150 ML,
SAC-M TR L

Sekil 1. Depo kanlarin bulundugu torbalarin sematik gérinimu

3.2. Eritrositlerin in vitro oksidasyona duyarliiginin él¢giimii

Eritrosit slispansiyonuna 1/1 oraninda hidrojen peroksit (H,O,) c¢ézeltisi ilave edilerek, 37
°C’de 2 saat inkiibe edildi. 2 saat sonunda TBA ydntemi ile MDA seviyesi belirlendi. Bunun
icin; 50 uL numune alinarak bir tiipe konuldu. Uzerine 750 L 0.44 M H;PO,, 250 uL TBA ve
450 L distile su ilave edildi. Tuplerin agzi sikica kapatilarak 60 dk. kaynar su banyosunda
bekletildi. Sonra buzda veya ¢esme suyunda sogutulacak ve Uzerine alkalen metanolden (50
ml metanol + 4.5 mL ve 1 M NaOH) 1:1 oraninda (1.5 mL) ilave edilerek, 2500 g’de 3 dk.
santrifij edildi. Ust béliimde kalan stipernatandan 200 uL alinarak bir viale aktarildi ve HPLC
cihazinda dl¢im yapilarak, sonuglar nmol/gHb olarak ifade edildi.

3.3. Total oksidan seviye (TOS), total antioksidan seviye (TAS) dl¢iimii, oksidatif stres
indeksi (OSI) hesaplamasi

TAS ve TOS o6l¢cumu elisa kiti (Optima, Zhejiang, China) ile sandvi¢ modeli ¢ift antikor enzim
bagli immiinoabsorbent yéntemi ile ¢aligildi. Birimleri IU/ml olarak ifade edildi. OSi ise toplam
oksidan seviyenin (TOS) toplam antioksidan seviyeye (TAS) bolinmesi ile hesaplandi.

3.4. Malondialdehit (MDA) 6l¢limii

1/1 oraninda suUspanse edilen eritrosit paketleri 2500 g’de 10 dk santriflij edildikten sonra
Ustte kalan supernatan alindi. 50 uL slpernatant érnegi bir tipe konularak, Gzerine 750 uL
0.44 M H3PO,, 250 uL TBA ve 450 L distile su ilave edildi. Tuplerin agzi sikica kapatilarak
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60 dk. kaynar su banyosunda bekletildikten sonra, buzda veya ¢esme suyunda sogutuldu.
Uzerine alkalen metanolden (50 mL metanol + 4.5 mL ve 1 M NaOH) 1:1 oraninda (1.5 mL)
ilave edildi, 2500 g'de 3 dk. santrifiij edildi. Ust bolimde kalan siipernatandan 200 pL
alinarak bir viale konuldu ve HPLC cihazina verildi. Numunelerde Hb miktari élcllerek, elde
edilen MDA degerleri nmol/gHb olarak ifade edildi. Olglimler Agilent Technologies, 1200
infinity Series (Almanya) HPLC sisteminde yapildi.

HPLC icin dlgim kolonu olarak 150x4.6 mm ve 5um partiktl genigligi olan RP18 kolon
kullanildi. Mobil faz icin 400 mL 50 mM fosfat tamponu (pH:6.8) ve 600 mL metanol
karigtiralarak hazirlandi. Cihazin akis hizi 0.8 mL/dk’'ya, enjeksiyon hacmi 20 pL’ye
ayarlandi. 527 nm eksitasyon 551 nm emisyon dalga boylarinda floresan dedektorde farkh
konsantrasyonda hazirlanan standart numunelere karsi okuma yapildi. Standard
numunesine ait grafik sekil 2'de gosterilmistir. MDA numune sonucuna ait érnek pik ise sekil

3'te gosterildi.

wEE

Sekil 2. MDA standart numunelerine ait pikler
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3
1026

Sekil 3. Bir MDA numunesine ait 6rnek pik

3.5. Eritrosit paketlerinde Hemoglobin (HGB) ol¢gimii

Eritrosit paketlerinde HGB 6lgimU Fairbanks ve Klee (1986)'nin metoduna gére (Fairbanks
and Klee 1986) hemoglobinde bulunan Fe*”nin Fe'¥e yilkseltgenmesi ile olusan
siyanomethemoglobin yéntemi ile gergeklestirildi. Bu amagla 5 mL drabkin ¢dzeltisi bulunan
tiplere 20 mL hemolizat ilave edildi ve 10 dk. oda sicakliginda inkibe edildi.
Spektrofotometrede 540 nm’de transmittans O&lgllerek daha 6nce hazirlanan standart

egriden HGB konsantrasyonu hesaplandi ve gr/dL olarak ifade edildi.

3.6. Rediikte Glutatyon (GSH) dl¢iimii

Eritrosit redukte glutatyon degerleri Fairbanks ve Klee (1994)nin metoduna gore
spektrofotometrik olarak tespit edildi (30). Eritrositlerdeki protein olmayan sulfidril gruplar
normal olarak redukte GSH formundadir. Bir disulfit kromojen olan DTNB, eritrositlerdeki
redlikte glutatyonun siilfidril gruplari tarafindan sari renkli bilesige indirgenir. indirgenmis
kromojen 412 nm’de maksimum absorbans verir (30). Bu kompleksin konsantrasyonu direkt
olarak GSH konsantrasyonu ile dogru orantihdir. Elde edilen GSH degerleri mg/gHb olarak

verildi.

3.7. Katalaz (CAT), Siiperoksit Dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz (GSHPX),
Adenozin trifosfat (ATP) ve 2,3-Bifosfogliserat (2,3BPG) él¢limii
SAGM'li torbadan alinan eritrosit paketleri gerekli oldugu oranda slispanse edildikten sonra,

ilgili parametrelerin 6lgimu, Optima (Eastbiopharm®, Zhejiang, China) marka ticari elisa kiti
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ile sandvi¢ modeli ¢ift antikor enzim bagli immunoabsorbent ydntemi ile ¢alisildi (sekil 5).
Ticari eliza kitleri ile birlikte gonderilen stok standart ¢ozeltilerinden her test icin belirtilen
konsantrasyonlarda seri dilisyon yapilarak standart érnekleri hazirlandi (sekil 4). Standart
ornekleri kuyucuklara test kullanim prosedirinde belirtilen hacimlerde pipetlendi. Koér

numunesi olarak dilisyon tamponu kullanildi.

mmmmmm

=R

Sekil 4. Stok standart ¢cozeltilerinden her test igin belirtilen konsantrasyonlarda seri dillisyon

yapilarak standart 6rneklerinin hazirlanmasi

Calisma su sekilde yapildi (sekil 5):

1- Monoklonal antikorlari ile kapli kuyucuklara numuneler uygun hacimde pipetlendi.

2- Kuyucuklardaki antikorlara numunelerin baglanmasi igin 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi.
3- Kuyucuklardaki antikorlara baglanmis numunedeki partikillere baglanmak Gzere isaretli
monoklonal antikorlari pipetlendi.

4- Inkiibasyon sonrasi baglanmamis antikorlardan fazla numuneleri uzaklastirmak igin
yikama igslemi uygulandi

5- Kér kuyucugu hari¢ tim kuyucuklara streptavidin-HRP konjugati pipetlendi ve reaksiyona
girmesi igin 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi.

6- inkiibasyon sonrasi numune ile baglanmamis antikorlari uzaklastirmak icin yikama islemi
tekrar uygulandi.

7- Olusan bilesigi renklendirmek icin kromojen A ve B sollisyonlarindan sirasi ile eklendi ve
37°C'de 10 dakika inkiibe edildi.

8- Reaksiyon sonunda mavi renk olustu ve reaksiyonu sonlandirmak igin her bir kuyucuga
stop solusyonundan eklendi. Reaksiyonun sonlandigi olugan mavi rengin sariya donmesi ile
anlagildi. Olugan sari rengin yogunlugu ile numunelerde bulunan madde konsantrasyonu
dogru orantili olarak korelasyon gostermektedir.

9- Olgiim uygun dalga boyuna ayarlanan mikroelisa okuyucuda kolorimetrik olarak yapild.
10- Standart degerleri ve karsilik gelen optik yodunluk degerleri eslestirildikten sonra
standartlarin dogrusal regresyon esitlik grafigi olusturuldu. Numunelerin optik yogunluk
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degerleri ile standart grafiindeki konsantrasyonlar eglestirildikten sonra numune
konsantrasyonlari otomatik olarak hesaplandi(sekil 6). Sonuglar IU/ml olarak verildi.

Uretici firma tarafindan yapilmis presizyon calismasinda kitlerin ¢alisma ici ve calismalar
arasl %CV'si <%10 olarak verilmistir.

Mumune HEPisaretli Ab
[ 4 L | Kromojen
..: madde 44
Antikor kaph - L
&4 Kuyucuk __j z Ab+ Numune
=y q'}j C & % ¢>
|
Qs 'Y
— - Stop
solilsyonu
L ] & l
-ﬂ\\“//’

Ab+ Numune

o HRF Ab

W\
|| v
Ab+ Numune|
||4'" kompleksi 0

A

Sekil 5. Olgiim isleminin sematik gérinimi (Numune antikor kapli kuyucuklara pipetlenir,

Uzerine igsaretli antikor ve kromojen madde igeren solusyon ve reaksiyonu durdurucu
solusyon pipetlenir.)
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Sekil 6. Ornek bir testin standart degerleri ve karsilik gelen optik yodunluk degerleri

eslestirildikten sonra standartlarin dogrusal regresyon esitlik grafigi

3.8. FEritrosit sayisi (RBC), Ortalama eritrosit hacmi (MCV), Ortalama eritrosit
hemoglobini (MCH), Ortalama eritrosit hemoglobin konsantrayonu (MCHC),
Hematokrit (HCT) ve diger biyokimyasal test él¢limleri

Eritrosit paketleri 1/2 oraninda izotonik ¢oézelti ile seyreltildikten sonra otomatize (Boule
Medical AB, isveg) kalite kontrollii Swelab Alfa tam kan sayim cihazinda galisilarak ortalama
eritrosit sayisi (milyon/mm?®), ortalama eritrosit hacmi (fL), hematokrit (%), ortalama eritrosit
hemoglobini (pg) ve ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (g/dL) belirlendi.
Arastirmamiz i¢in kan alinan saglikli goénullilerin secgimleri esnasinda dlgulen aghk kan
sekeri, ure, kreatinin, Alanin amino transferaz (ALT), aspartat transaminaz (AST) seviyeleri
kolorimetrik olarak, tiroit wuyaricic hormon (TSH) ve serbest T4 seviyeleri ise
kemiillimunessans mikropartikiil yontemi ile Architect Ci15200; (Abbott Diagnostics, USA)
cihazi ile, cihaza ait ticari kitler kullanilarak tespit edildi.

3.9. istatistiksel degerlendirme

istatistiksel degerlendirme, Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 22 (Inc, Chicago,
lllinois, USA) istatistik analiz programi kullanilarak gerceklestirildi. Istatistiksel analizlerde
frekans dagihmlar, tanimlayici istatistikler hesaplandi. Normal dagilima uygunluk
Kolmogorov-Smirnov Testi ile analiz edildi. Sayisal degerler parametrik test kosullarini

saglamadigindan ikiden fazla degiskenli bagimsiz gruplarda Kruskall-Wallis, grup ici ikili

27



T0BITAK
karsilagsmalarda Mann-Whitney U analizleri yapildi. Tekrarli élgimlerin analizlerinde varyans
analizinin kosullari saglanmadigindan bagimh gruplarin ¢oklu karsilastirmalarinda Friedman
testi, ikili karsilagstirmalarinda ise Wilcoxon igaretli siralar testi uygulandi. P degerinin 0.05’in
altinda olmasi anlamli olarak kabul edildi.

4. Bulgular

Van Yiizinc Yil Universitesi Tip Fakiiltesi Kan Merkezi'nde saglikli goénillii 12 bireyden
(Gondlldlerin segimleri esnasinda olcllen aclik kan sekeri, Ure, kreatinin, ALT, AST, TSH ve
serbest T4 seviyeleri normal aralikta tespit edildi.) CDPA-1 iceren kan torbalarina alinan kan
ornekleri, 16kositlerden uzaklastirilarak SAGM’li torbalarda eritrosit paketi seklinde 2-6 °C’de
depolandi. Her bir vericiden elde edilen eritrosit paketleri 3’li transfer torbaya esit sekilde
aktarildi. Torbalar sirasi ile herhangi bir madde ilave edilmeyen saglikli kontrol grup (n=12),
2-10 pg/mL konsantrasyonda Rosmarinik Asit ilave edilen grup (n=12) ve 3-10 upg/mL
konsantrasyonda Alfa Lipoik Asit ilave edilen grup (n=12) olarak ayrildi. Her gruptaki eritrosit
paketlerinden 0 (baslangic), 14, 28, 42 ve 56’inci glnlerde numuneler alinarak izotonik
cozeltide (%0,2’luk NaCl) 1/1 oraninda suspanse edildi ve eritrositlerin in vitro oksidasyona
duyarliigi, malondialdehit, redikte glutatyon, katalaz, SOD ve GSH-Px, ATP ve 2,3-
bifosfogliserat duzeyleri tespit edildi. Ayrica TOS ve TAS duzeyleri belirlendi ve oksidatif
stres indeksi hesaplandi. Depo eritrositlerde zamana bagli olarak eritrosit lezyonunu
gOsteren parametrelerden olan ortalama eritrosit hacmi ve eritrosit sayisi ve bunlarla birlikte
belirlenen hemoglobin, hematokrit, ortalama hemoglobin hacmi ve konsantrasyonu
otomatize tam kan sayimi cihazinda 6lgildi. Calisma 56 gun sure zarfinda gergeklestirildi ve
bdylece her depo kandan g¢alisma slresince bes kez 6rnek alinarak ¢alismalar tekrarlanmig
oldu. Kontrol, rosmarinik asit ve lipoik asit gruplarina ait baslangig, 14., 28., 42. ve 56. gln
ortalama degerleri ve gruplar arasi karsilastirmalar tablo 1, 2, 3, 4 ve 5'te sirasi ile

gOsterilmektedir.
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Tablo 1’e bakildiginda, baglangi¢ (0. Saat) kontrol ve rosmarinik asit grubunda CAT’In lipoik

asit grubuna goére anlamli olarak disuk tespit edildigi gorilmektedir (p<0,05).

Tablo 1. Parametrelerin baglangic /0. giin ortalamalarinin gruplar arasi karsilastirmasi

Parametre Grup X + SD Min. Maks.
0. Giin MDA K 6,104+0,965 5,600 6,610
(U/ml) R 5,956+0,387 4,800 6,240
L 5,945+0,406 5,570 7,110
0. Giinin K 9,305+0,819 8,830 10,400
vitro R 9,307+0,921 9,170 10,690
Oksidasyon
Duyarlilik L 10,965+0,865 9,900 12,780
(U/ml)
0. Giin SOD K 17,175+7,875 8,950 32,750
(U/ml) R 16,962+5,451 2,130 22,430
L 18,813+,609 11,390 | 38,750
K 225 416+27,446" 192,550 | 285,600
0. G'L';" ICAT R 220,987+30,136° 187,900 | 301,600
(Ufm) L 302,237+40,096°° | 250,300 | 380,550
0. Giin K 16,009+0,834 9,640 12,540
GS/HPIX R 16,006+12,397 9,990 55,010
(Ufm) L 17,12+2,216 11,830 17,980
) K 0,695+0,691 0,310 2,780
0. ?U';%OS R 1,20+0,749 0,440 2,000
L 1,341%0,625 0,880 1,870
) K 29,352+6,906 14,340 | 33,380
0. %‘;%AS R 23,858£5,951 20,050 | 29,750
L 29,357+4,391 24,260 | 39,350
) K 17,395+2,688 8,360 16,360
0. gJ”/':]S‘TP R 16,017+3,329 7,960 | 19,390
L 17,330+3,894 8,760 23,660
0. Giin K 13,005+1,663 11,570 16,630
2,3BPG R 14,942+2 432 12,440 | 20,830
(U/ml) L 16,225+2,831 12,960 23,630

K; kontrol grubu, L; lipoik asit grubu, R; rosmarinik asit grubu, Min.; en disik deger, Maks.;en ylksek
deger, MDA; malondialdehit, SOD; slper oksit dismutaz, GSH-PX;glutatyon peroksidaz, TOS; total
oksidatif kapasitesi, TAS; total antioksidan kapasite, ATP; adenozin trifosfat, 2,3BPG;2,3
bifosfogliserat, CAT; katalaz

# Kontrol grubu ile rosmarinik asit grubu karsilastirildiginda (p <0,05).

® Kontrol grubu ile lipoik asit grubu karsilastirildiginda (p<0,05).

° Rosmarinik asit grubu ile lipoik asit grubu karsilastirildiginda (p<0,05).
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Tablo 2’de goéruldiga gibi, dlcllen parametrelerin timine ait 14. gin degerlerinin gruplara

arasi karsilastirmasinda anlaml fart tespit edilememistir (p>0,05).

Tablo 2. Parametrelerin 14. giin ortalamalarinin gruplar arasi karsilastiriimasi

Parametre Grup x *SD Min. Maks.
j K 7,751%0,676 6,55 8,89
14. (CEJ‘;:]I“)"DA R 8,847+0,814 7.13 9.9
L 7,16820,591 5,86 8,05
14. Giin Oksidasyon K 10,2383+0,762 8,8 11,73
in vitro Duyarhhk R 10,877+0,892 9,53 12,55
(U/ml) L 11,165+0,986 9,54 12,1
j K 20,075+6,123 10,71 34,96
14. (GU';:] I?OD R 16,120¢8178 | 1573 | 37.79
L 18,710+6,586 8,95 26,19
j K | 261,480+81,990 | 246,45 | 544,5
14. 87&?” R | 258,175£100,615 | 242,75 | 589,5
L | 237,795£387,402 | 285,6 1600
j K 15,814+3,078 9,3 19,94
14. G(‘ij'}rg)SHPX R 12,704%1,409 9.81 14,71
L 13,387+1,767 11,21 16,29
) K 0,961+0,357 0,29 1,44
14. Gun TOS R 1,23+0,714 0,26 2,42
(U/ml)
L 1,284+0,706 0,7 3,39
j K 25,083+5,344 16,92 33,38
14. ((L;J'/‘r'r‘] I)TAS R 2794146624 | 20,05 | 41,23
L 25,930+4,545 18,19 35,03
} K 12,429+2,488 7,96 15,08
14. (?Jlljr?l l‘)“P R 13,438+2,642 9,57 19,39
L 12,825+2,522 8,97 18,64
] K 17,7308+2,179 9,47 16,11
14. G(“U'} rﬁi?BPG R | 150158:2,815 | 10,69 20,3
L 14,185%1,530 10,69 15,93

K; kontrol grubu, L; lipoik asit grubu, R; rosmarinik asit grubu, Min.; en disik deger, Maks.;en yuksek
deger, MDA; malondialdehit, SOD; slper oksit dismutaz, GSH-PX;glutatyon peroksidaz, TOS; total
oksidatif kapasitesi, TAS; total antioksidan kapasite, ATP; adenozin trifosfat, 2,3BPG;2,3
bifosfogliserat, CAT; katalaz

Parametrelere ait ortalama degerlerin 28. guin gruplar arasi karsilastirmasinda sadece CAT
ortalamalari kontrol grubunda rosmarinik asit ve lipoik asit grubuna goére anlamli olarak
yUksekti (tablo 3, p<0,05).
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Tablo 3. Parametrelerin 28. giin ortalamalarinin gruplar arasi karsilastiriimasi

Parametre Grup x *SD Min. Maks.
) K 11,333 +0,833 10 12,44
28. gJ‘/'r'T‘““)"DA 112510909 | 989 | 12,47
10,865 +0,601 9,9 11,93
28. Giin in vitro 13,953 +1,052 11,66 | 15,52
Oksidasyon 13,252 +0,920 12 14,71
Duyarlihk
(U/mI) 17,005 +1,787 13,59 19,92
) 14,559 +302,749 0 1065
28. (GU‘;;I?OD 18,233 £26.267 | 559 | 101,34
18,610 +5,967 8,58 | 30,59
) 404,887 +601,938%° | 1185 | 2400
28. Gun CAT 219,745 £26,646° | 190,8 | 278,45
(U/ml)

215,475 +19,201° | 186,55 | 247,45

14,973 +1,154 12,54 16,56
13,053 £1,640 11,47 17,23

28. Gun GSHPX

(U/ml)

14,437 +1,356 1304 | 16,98

j 1,668 +1,234 1,39 451

28. Gin TOS 1,692 +0,797 0,83 3,08
(U/ml)

1,849 +0.217 1,05 1,76

j 27,837 +2.464 1661 | 2515

28.((37:“)TA3 2116011279 | 054 | 27.75

6,591 +6,083 0.54 153

) 16,18 7 +3,668 1193 | 242

28. Guin ATP 13,833 +2.293 1149 | 2013
(U/ml)

13,877 3,222 10,64 22,35

16,428 +2,701 12,26 22,05
18,555 +5,321 13,31 34,11
13,605 +3,316 9,99 20,48

28. Giin 2,3BPG
(U/ml)

> B 1 [ > U R R > 0 B N B > R R > 0 N O 0 1 N > © B - i 1 0 B N Il R 0

K; kontrol grubu, L; lipoik asit grubu, R; rosmarinik asit grubu, Min.; en distk deger, Maks.;en ylksek
deger. MDA; malondialdehit, SOD; slper oksit dismutaz, GSH-PX;glutatyon peroksidaz, TOS; total
oksidatif kapasitesi, TAS; total antioksidan kapasite, ATP; adenozin trifosfat, 2,3BPG;2,3
bifosfogliserat, CAT; katalaz

& Kontrol grubu ile rosmarinik asit grubu ortalama degerler karsilastiriidiginda (p <0,05).

® Kontrol grubu ile lipoik asit grubu ortalama degerler karsilastiriidiginda (p<0,05).

Tablo 4'te gosterilen 42. gun grup ortalamasi kargilagtirmalari incelendiginde MDA degerleri
kontrol grubunda rosmanirik asit grubuna goére anlamh olarak yuksekken (p<0,05), SOD
degerleri hem rosmarinik aist hem de lipoik asit grubunda kontrol grubundan anlamli olarak
yuksekti (p<0,05).
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Tablo 4. Parametrelerin 42. giin ortalamalarinin gruplar arasi karsilastiriimasi

TOBITAK

Parametre Grup x *SD Min. Maks.

j K 17,848£1,329° | 15,6 19,8

42. gJ‘/'r'T‘““)"DA R | 12,085¢1,032° | 1021 | 13,32

L 16,066£1,295 | 13,81 18
42. Giin in vitro K 19,794+1,065 | 18,06 | 21,52
Oksidasyon R 16,462+1,899 13,02 | 18,64
Duyarlihk

(U/mI) L 19,057+1,691 16,18 21,74

} K 13,172 +4,044%" 4,5 19,49

42. (GU‘;;I?OD R | 20.6838270° | 104 | 37,01
L 20,777 +8,324° 9,87 35,98

j K | 33248329144 | 207,4 | 3115

42. ((L.:‘Jl/lr: I)CAT R | 328,787+47,533 | 210,05 | 380,8
L | 437,180£27,058 | 204,85 | 2737

] K 14,765 £3,050 | 12,21 | 22,94
42'GE‘L'J‘/§§HPX R 15,603 1,712 | 12,81 | 18,79
L 15,184 £1,870 | 13,13 | 19,11

j K 1,405 0,179 1,16 1,82

42. ((L;J‘/‘r:JOS R 1,587 0,220 1,25 1,92
L 1,625 £0,398 1,16 2,53

] K 20,524 7,882 3,1 27,9

42. ng)T AS R 17,701 29461 | 054 | 3073
L 15,249 £8,012 7,7 34,43

) K 13,318 2,073 | 10,92 18,9

42. ((E‘J'/‘r:‘“‘)“" R 15,767 +4,194 | 11,06 | 27,06
L 15,778 3,694 | 12,05 | 25,38

] K 15,599 £2,157 | 12,26 | 21,18

42. G(”U'} n":i?BPG R | 1829245768 | 11,39 | 3341
L 15,629 +4,394 | 11,39 | 24,85

K; kontrol grubu, L; lipoik asit grubu, R; rosmarinik asit grubu, Min.; en disik deger, Maks.;en yuksek
deger, X + SD;ortalamazstandart sapma. MDA; malondialdehit, SOD; super oksit dismutaz, GSH-
PX;glutatyon peroksidaz, TOS; total oksidatif kapasitesi, TAS; total antioksidan kapasite, ATP;
adenozin trifosfat, 2,3BPG;2,3 bifosfogliserat, CAT; katalaz

& Kontrol grubu ile rosmarinik asit grubu ortalama degerler karsilastiriidiginda (p <0,05).

® Kontrol grubu ile lipoik asit grubu ortalama degerler karsilastiriidiginda (p<0,05).
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Tablo 5. Parametrelerin 56. glin ortalamalarinin gruplar arasi karsilastiriimasi

TOBITAK

Parametre Grup x *SD Min. Maks.
} K 23,023+1,965 | 18,53 | 26,32
S6. gJ‘/'r'T‘““)"DA R 10482¢1436 | 17,53 | 21,88
L 24,229+1,957 | 2049 | 2756
56. Gun in vitro | K 20,435:2,168 | 2559 | 32,07
Oksidasyon R 22,732+1,379 | 20,42 | 25,07
Duyarlihk
Urml) L 30,457+2,521 | 26,69 | 33,99
i} K 20,730+6,694 | 10,93 | 35,30
56. (GU‘/'; I?OD R 26,339+7,902 | 858 | 36,67
L | 17,991+283,685 | 0,00 | 76,50
_ K | 270,062+230,650 | 230,65 | 324,45
56. ((L.:‘Jl/lr: I)CAT R | 328.604£79.252 | 256,15 | 531,00
L | 333,725+116,042 | 126,55 | 624,50
] K 10,812+3,604*" | 12,81 23,46
56. G(‘b'}nﬁ)SHPX R 16,000£1,495° | 13,74 | 18,61
L 14,20116,359" 0,00 23,81
_ K 2.371%0,322 1,16 241
56. ((L;J‘/‘r:JOS R 1,820%0,325 1,29 2,37
L 1,268+0,447 1,38 277
] K 19,264+4,792*° | 12,83 27,90
S6. ((L;J‘/‘:H)TAS R | 1460145152°% | 14,82 | 31,08
L 22578+6,085° | 19,33 | 42,83
i K 11,39545,864 | 12,05 | 29,52
S6. (?J'/‘r: I‘)°‘TP R 1408743460 | 13,06 | 24,47
L 12,825+2,682 | 1450 | 23,85
} K 15,105+4,027 | 11,57 | 24,50
S6. G(”U’; rﬁi?BPG R 15,97742,665 | 12,79 | 23.45
L 10,497+2,465 | 16,46 | 24.85

K; kontrol grubu, L; lipoik asit grubu, R; rosmarinik asit grubu, Min.; en disik deger, Maks.;en yuksek
deger, MDA; malondialdehit, SOD; slper oksit dismutaz, GSH-PX;glutatyon peroksidaz, TOS; total
TAS; ATP; 2,3BPG;2,3
bifosfogliserat, CAT; katalaz

oksidatif kapasitesi, total antioksidan kapasite, adenozin trifosfat,

& Kontrol grubu ile rosmarinik asit grubu ortalama degerler karsilastiriidiginda (p <0,05).
® Kontrol grubu ile lipoik asit grubu ortalama degerler karsilastiriidiginda (p<0,05).

¢ Rosmarinik asit grubu ile lipoik asit grubu ortalama degerler karsilagtirildiginda (p<0,05).

GSH-Pxin 56. glin ortalama degerleri gruplar arasinda karsilastiriidiginda kontrol grubu
ortalamalari hem lipoik hem de rosmarinik asit grubunda duguktu (tablo 5, p<0,05). Yine 56.
glin TAS degerleri gruplari arasi karsilastirildiginda kontrol grubunun rosmarinik asit

grubundan yiksek lipoik asit grubundan ise disik oldugu; rosmarinik asit grubunun
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ortalama degerlerinin ise lipoik asit grubundan daha dusik oldugu tespit edildi (tablo5,
p<0,05).

Parametrelere ait ortalama dederlerin glnler arasi ve degisimini izlemek amaci ile kontrol,
rosmarinik asit, lipoik asit gruplarina ait tim parametreleri gésteren grafikler sekil 7, 8 ve
9'da ayri ayri gdsterilmisti. Bunu yaparken parametre sayisinin fazla olmasindan (11 adet)
dolayi, tim parametrelerin sonuglari tek bir grafikte géstermek igin sayisal degeri diger
parametrelerinkinden oldukga ylksek olan katalaza ait aritmetik ortalama 0,1 ile ¢arpildi.
Bdylece ayni gruba ait tim parametrelerin tek bir grafikte gosterilmesi saglandi. Dolayisi ile
sekil 7, 8 ve 9'da ifade edilen katalazin gergek degerlerine ulasmak icin 10 ile ¢arpiimasi

gerekmektedir.

Kontrol Grubu
45
=——[IDA
40
In-Vitro Oksidasyon
35 Duyarhlik
== RBC
30
25 ==50D
20 = CAT
15
GSHPX
10
=t==TOS
5
A
o - o — ——A TAS
0] 14 28 42 56

Sekil 7. Parametrelerin glnler arasi degisimini gosteren kontrol grubuna ait grafik

MDA; malondialdehit, MDA_0; oksidasyon duyarlilik, RBC; kirmizi kan hiicre sayisi, SOD; siper oksit
dismutaz, GSH-Px;glutatyon peroksidaz, TOS; total oksidasyon kapasitesi, TAS; total antioksidan
kapasite, ATP; adenozin trifosfat, 23BPG;2,3 bifosfogliserat, CAT; katalaz.

X ekseni glnleri, Y ekseni degerleri gostermektedir. Sag taraftaki semboller her bir parametrenin
grafikteki yansimasini ifade etmektedir.
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Rosmarinik Asit Grubu
35
—— DA
30 _ _
== In-Vitro Oksidasyon
Duyarhlik
25 —&—RBC
20 —=50D
15 =t CAT
10 GSHPX
S —=TOS
ATP
0
0 14 28 42 56

Sekil 8.Parametrelerin guinler arasi degisimini gésteren rosmarinik asit grubuna ait grafik
MDA; malondialdehit, MDA_0; oksidasyon duyarlilik, RBC; kirmizi kan hiicre sayisi, SOD; slper oksit
dismutaz, GSH-Px;glutatyon peroksidaz, TOS; total oksidasyon kapasitesi, TAS; total antioksidan
kapasite, ATP; adenozin trifosfat, 23BPG;2,3 bifosfogliserat, CAT; katalaz.

X ekseni glnleri, Y ekseni degerleri gostermektedir. Sag taraftaki semboller her bir parametrenin
grafikteki yansimasini ifade etmektedir.
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Lipoik Asit Grubu

50

=—— MDA
45

A == In-Vitro Oksidasyon

40 / \ Duyarlilik
35 / == RBC
30 XK

\ / / —<—50D
25
=
\( st CAT

q

20 AV S LY
15 GSHPX
10 ——=
——T0S
5
. | l : TAS
0
0 14 28 42 56

Sekil 9. Parametrelerin gunler arasi degisimini gosteren lipoik asit grubuna ait grafik

MDA; malondialdehit, MDA_0; oksidasyon duyarlilik, RBC; kirmizi kan hicre sayisi, SOD; sUper oksit
dismutaz, GSH-Px;glutatyon peroksidaz, TOS; total oksidasyon kapasitesi, TAS; total antioksidan
kapasite, ATP; adenozin trifosfat, 23BPG;2,3 bifosfogliserat, CAT; katalaz.

X ekseni glnleri, Y ekseni degerleri gostermektedir. Sag taraftaki semboller her bir parametrenin

grafikteki yansimasini ifade etmektedir.

Malondialdehit
30,00
##H
25,00
##H
20,00 I
M Kontrol
15,00 ##H - N
HHH . I osmarinik asi

10,00 I M Lipoik asit
5,00 *
0,00

0 14 28 42 56

Sekil 10. Malondialdehit diizeyinin baslangi¢ gliniine gére degisimi
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X ekseni ginleri, Y ekseni degerleri gostermektedir. Sag taraftaki semboller her bir parametrenin
grafikteki yansimasini ifade etmektedir. # baslangi¢c glnine goére gruplardaki anlaml degisimi
go6stermektedir p<0,05.

Baslangi¢ guna ile karsilastirildiginda 14., 28., 42. ve 56. gundeki eritrosit MDA seviyeleri
her U¢ grupta da anlamli olarak yiksek olarak tespit edildi (sekil 10., p<0,05).

In-vitro Oksidatif Duyarhhk
35,00 HH8H
30,00 I
25,00 HH8H
#HH

20,00 I M Kontrol
15,00 4 o# I Rosmarinik asit
10,00 . I M Lipoik asit
5,00

0,00

0 14 28 42 56

Sekil 11. in-vitro oksidasyon duyarliliginin baslangic giiniine gére degisimi

X ekseni gunleri, Y ekseni degerleri géstermektedir. Sag taraftaki semboller her bir parametrenin
grafikteki yansimasini ifade etmektedir. # baglangic glnine goére gruplardaki anlaml degisimi
g0Ostermektedir p<0,05.

Sekil 11°de kontrol ve Rosmarinik asit grubunun 14. guinden itibaren, lipoik asit grubunda ise
28. gunden itibaren baslangic degerlere gore (0. Saat) eritrositlerin invitro oksidasyona

duyarhliklarinin zamana bagl olarak anlamli sekilde arttigi gérulmektedir (p<0,05).
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Katalaz

500,00 #
450,00
400,00
350,00 #HH
300,00 I
250,00 # N -
200,00 I I Rosmarinik asit
150,00
100,00
50,00
0,00

W Kontrol

M Lipoik asit

0] 14 28 42 56

Sekil 12. Katalaz duzeyinin baglangi¢ guinine goére degisimi

X ekseni gunleri, Y ekseni degerleri gostermektedir. Sag taraftaki semboller her bir parametrenin
grafikteki yansimasini ifade etmektedir. # baslangic glnine gbére gruplardaki anlaml degisimi
gostermektedir p<0,05.

Sekil 12'deki grafikte de goruldugu rosmarinik asit igin 28. Gun ve lipoik asit i¢in 56. Gln
istisna olmak Uzere her ¢ grubun katalaz seviyeleri baslangi¢c degerlerine gére (0. Saat)
anlamli olarak degisim gosterdi (p<0,05).

Glutatyon Peroksidaz

20,00

18,00

16,00 I i 8 I I

14,00 #

12,00

10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

# H Kontrol
Rosmarinik asit

M Lipoik asit

0] 14 28 42 56

Sekil 13. Glutatyon peroksidaz dizeyinin baslangi¢ gliniine goére degisimi

X ekseni glnleri, Y ekseni degerleri gostermektedir. Sa§ taraftaki semboller her bir parametrenin
grafikteki yansimasini ifade etmektedir. # baslangi¢ glinine goére gruplardaki anlamh degisimi
goOstermektedir p<0,05.

38



v

TOBITAK

Glutatyon peroksidaz seviyeleri baslangi¢ ginid ile karsilastirildiginda 14. ginde her Gg
grupta 56. glinde ise sadece kontrol grubunda anlamli olarak dusukta (sekil 13., p>0,05).

Siiperoksit Dismutaz
30,00 #
25,00 I
20,00 I
I I I M Kontrol
15,00 .
Rosmarinik asit
10,00 M Lipoik asit
5,00
0,00
0 14 28 42 56

Sekil 14. Stperoksit dismutaz Uzerindeki etkisinin baslangi¢ giiniine gére degisimi

X ekseni glnleri, Y ekseni degerleri gostermektedir. Sag taraftaki semboller her bir parametrenin
grafikteki yansimasini ifade etmektedir. # baslangic giiniine gore gruplardaki anlaml degisimi
g0Ostermektedir p<0,05.

SOD seviyeleri sadece 56. guinde rosmarinik asit grubunda baslangi¢ gliniine gére anlamli
olarak yuksek belirlendi (sekil14, p <0,05).

Total Oksidan Kapasite
3,00
2,50 #
2,00 " #
I H I H Kontrol

1,50 I _ .

I I Rosmarinik asit
1,00 M Lipoik asit
0,50
0,00

0] 14 28 42 56

Sekil 15. Total oksidan kapasitenin baslangi¢ guiniine gére degisimi
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X ekseni ginleri, Y ekseni dederleri gostermektedir. Sag taraftaki semboller her bir parametrenin
grafikteki yansimasini ifade etmektedir. # baslangi¢c glnine goére gruplardaki anlaml degisimi
go6stermektedir p<0,05.

TOK seviyeleri baslangic ginu ile karsilastirildiginda kontrol grubunda 28., 42. ve 56.
gunlerde anlamli olarak yuksek tespit edildi (sekil 15, p<0,05). Rosmarinik asit grubuna ait
TOK ortalama seviyesi ise sadece 56. glinde baslangi¢ seviyesine gore yuksekti (sekil 15,
p<0,05)

Total Antioksidan Kapasite

35,00

30,00

25,00

20,00 H Kontrol

15,00 Rosmarinik asit

Lipoik asit
10,00 mtip

5,00

0,00

0] 14 28 42 56

Sekil 16. Total antioksidan kapasitenin baslangi¢ ginine goére degisimi

X ekseni glnleri, Y ekseni degerleri gostermektedir. Sag taraftaki semboller her bir parametrenin
grafikteki yansimasini ifade etmektedir. # baslangic ginine gbére gruplardaki anlaml degisimi
gostermektedir p<0,05.

TAK seviyeleri 28. 42. gunlerde lipoik asit 56. gunde Rosmarinik asit grubunda 42. ve 56.
glnlerde ise kontrol grubunda baslangi¢ dizeyine gére anlamli olarak dusik tespit edildi
(sekil 16, p<0,05).
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Oksidatif Stres Indeksi
0,25
#
0,2
0,15 # H Kontrol
# I inik asi
0.1 4 HH# B Rosmarinik asit
= . m Lipoik asit

0,05 T T

0]

0] 14 28 42 56

Sekil 17. Oksidatif sitres indeksinin baslangi¢ gunune gore degisimi

X ekseni gunleri, Y ekseni degerleri gostermektedir. Sag taraftaki semboller her bir parametrenin
grafikteki yansimasini ifade etmektedir. # baslangic glnine gbére gruplardaki anlaml degisimi
gostermektedir p<0,05.

Oksidatif stres indeksi her U¢ grupta da 28. ginden itibaren baslangi¢ seviyesinden anlamli
olarak yuksek bulundu (sekil 17, p<0,05).
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Sekil 18. Adenozin trifosfat diizeyinin baslangi¢ gliniine gore degisimi

X ekseni glnleri, Y ekseni de@erleri gostermektedir. Sag taraftaki semboller her bir parametrenin
grafikteki yansimasini ifade etmektedir. # baslangi¢ glinine goére gruplardaki anlaml degisimi
gOstermektedir p<0,05.
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Adenozin trifosfat diizeyi baglangig gliniine gére 14. ve 56. guinde kontrol grubunda, yine 56.

glnde lipoik asit grubunda anlamh olarak azalmisti (p<0,05),
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0,00
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Sekil 19. 2,3 bifosfogliserat diizeyinin baslangi¢ gunine goére degisimi

X ekseni glnleri, Y ekseni degerleri gostermektedir. Sag taraftaki semboller her bir parametrenin
grafikteki yansimasini ifade etmektedir. # baslangic ginine gbére gruplardaki anlaml degisimi
gostermektedir p<0,05.

Sekil 19'da goruldugl tzere 2,3 bifosfogliserat diizeyinde G¢ grupta da baglangi¢ gliniine gére zamana
bagli bir degisiklik izienmemektedir (p>0,05).

Eritrositlerin sayisi ve yapisal Ozelliklerini gdsteren parametreler olan, ortalama eritrosit
hacmi, hematokrit, hemoglobin, ortalama eritrosit hemoglobini, ortalama eritrosit hemoglobin
konsantrasyonu degerlerinin baslangi¢c gunu ile karsilastirmalar sekil 20, 21, 22, 23, 24 ve
25'de gosterilmektedir.

42



v

TOBITAK

6,00

5,00

4,00

W Kontrol

3,00 L .
Rosmarinik Asit

2,00

’

M Lipoik Asit

1,00

0,00
0] 14 28 42 56

Sekil 20. Kirmizi kan hicreleri ortalama sayisinin baglangi¢ giiniine gére degisimi

RBC; kirmizi kan hiicresi, X ekseni glinleri, Y ekseni degerleri gostermektedir. Sag taraftaki semboller
her bir parametrenin grafikteki yansimasini ifade etmektedir. # baslangi¢ giniine goére gruplardaki
anlamli degisimi géstermektedir p<0,05.
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Sekil 21. Ortalama eritrosit hacminin baslangi¢ glintine gére degisimi

MCV; ortalama kirmizi kan hdcresi hacmi, X ekseni ginleri, Y ekseni degerleri gostermektedir. Sag
taraftaki semboller her bir parametrenin grafikteki yansimasini ifade etmektedir. # baslangi¢c glnine
g0re gruplardaki anlamh degisimi géstermektedir p<0,05.
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Sekil 22. Hematokrit seviyelerinin baglangi¢ gliniine goére degisimi

HCT; hematokrit, X ekseni gunleri, Y ekseni degerleri gostermektedir. Sag taraftaki semboller her bir
parametrenin grafikteki yansimasini ifade etmektedir. # baslangi¢ glinine goére gruplardaki anlamli
degisimi gostermektedir p<0,05.
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Sekil 23. Hemoglobin seviyelerinin baslangi¢ giiniine gére degisimi

HGB; hemoglobin, X ekseni ginleri, Y ekseni degerleri géstermektedir. Sag taraftaki semboller her bir
parametrenin grafikteki yansimasini ifade etmektedir. # baslangic glnine goére gruplardaki anlamli
degdisimi gostermektedir p<0,05.
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Sekil 24. Ortalama hemoglobin hacminin baglangi¢ giinine gore degisimi

MCH; ortalama hemoglobin hacmi, X ekseni glnleri, Y ekseni degerleri gdstermektedir. Sag taraftaki
semboller her bir parametrenin grafikteki yansimasini ifade etmektedir. # baslangi¢ gliniine goére
gruplardaki anlaml degisimi gostermektedir p<0,05.
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Sekil 25. Ortalama hemoglobin yogunlugunun baslangi¢ glintine gére degisimi

MCHC; ortalama hemoglobin yodunlugu, X ekseni gunleri, Y ekseni degerleri gdstermektedir. Sag
taraftaki semboller her bir parametrenin grafikteki yansimasini ifade etmektedir. # baglangi¢c ginune
g0re gruplardaki anlamh degisimi géstermektedir p<0,05.
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5. Tartisma ve Sonug

Eritrositlerin in vitro depolama ydnteminin geligtiriimesi, modern tip alaninda o&nemli
basarilardan birini temsil eder, c¢unki eritrositlerin  bagislanmasindan transfizyonun
yapilacagl zamana kadar gecen sureyi uzatmaktadir. Bununla birlikte bagis ve transflizyon
arasindaki sure halen sinirli olup, diger tim ilaglarda oldugu gibi zaman asimina ugradiginda
eritrositler de fonksiyonelligini yitirmektedir (Lei and Xiong 2015). Eritrosit paketlerinin
koruyucu madde icinde depolanmasi esnasinda bir takim metabolik, biyokimyasal ve
molekiler degisikliklere yol agtigi bildiriimekte ve bu degisiklik topluca “depolama lezyonlar”
olarak adlandiriimaktadir (Guppy, Sabaratnam et al. 1990, Lei and Xiong 2015).

Bu nedenle son yillarda artan klinik talepleri kargilamak i¢in kan bankalarinda ve transflizyon
hizmetlerinde kullanilan kan bilesenlerinin  korunmasi amaciyla fonksiyonel kan
komponentlerini en uygun sekilde depolayarak muhafazaya buyuk ilgi gdsteriimeye ve bu
konuda c¢ok sayida bilimsel ¢calisma yapilmaya baglanmistir (Marwaha and Sharma 2009).
Quintero ve ark. manuel olarak elde edilen trombositlere kiyasla aferez ile elde edilenlerde
oksidatif stresin azaldigini ve bu sekilde elde edilen depolanmis trombositlerdeki fonksiyonel
belirteclerde daha iyi sonuclar gdzlemlediklerini bildirmiglerdir. Klinikte en ¢ok kullanilan kan
komponentlerinden biri de eritrositlerdir ve eritrosit paketlerinin muhafazasi igin uygun ortam
geligtiriimesiyle ilgili de pek ¢ok ¢alisma yapiimistir (Quintero, Nunez et al. 2015). Al Marwani
ve ark. 4°C'de saklanan SAGM'de muhafaza edilen I6kositi azaltiimis eritrositl paketlerinde
42 gunlik incelemelerinde elektron mikroskobik gdrintilerde morfolojik degisiklikler
gbzlemlemis ve bu degisikliklerin ozmotik kirilganlk ve hematokrit ile korele oldugunu
bildirmiglerdir (Mustafa, Al Marwani et al. 2016). Ayrica, eritrositlerdeki MDA seviyesindeki
artisin morfolojik degisikliklerle daha da baglantih olabildigini, depolama sirasinda oksidatif
hasarin meydana geldigini belirtmislerdir. Yapilan bir ¢calismada 35 gunlik AS-1'e kiyasla
SAGM'de depolanan eritrositlerin  oksidatif ve in vitro transfizyon iligkili streslere
duyarlihginin anlamli sekilde artmis oldugu bulunmustur (Lei and Xiong 2015). Qasim ve ark
(Qasim and Mahmood 2015) kreatinin insan eritrositlerini ve lenfositleri oksidatif hasara karsi
koruma becerisini degerlendirdikleri c¢alismalarinda, eritrositler ve lenfositleri kretinin
varhginda ve yoklugunda 2, 2'-azobis (2-amidinopropan) dihidroklortr (AAPH) ve hidrojen
peroksit (H,O,) gibi oksidanlara maruz birakmiglardir. Sonugta da kreatinin insan
eritrositlerini ve lenfositleri oksitleyici maddelerin neden oldugu hasara karsi etkili bir sekilde
koruyabildigini, protein oksidasyonunu, glutatyonun azalmasini ve hemoglobinin
methemoglobine déntigimuni 6nledigini, ayni zamanda oksidatif hasardan lenfosit DNA'sini
korudugunu ve mitokondriyal enzimlerin oksidan varliginda bile aktif kalmasina izin verdigini
gOstermiglerdir. Sadece depolama suresi degil, depo kanlara katilan katki ¢ozeltisinin

bilesimi, eritrositler ve katki ¢bzeltisi arasindaki iliski de depolanmis eritrositlerdeki
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biyokimyasal dedgisikliklerin buyuklugunu ve kinetigini etkileyebilmektedir. Yapilan bir
calismada SAGM koruma ortamindaki eritrositlerin 6 hafta 4°C'de saklanmasinin, eritrosit
sismesine neden olarak ortalama eritrosit hacminin arttigi bildirilmektedir (Reinhart, Piety et
al. 2015).

Oksidatif hasar, antioksidanlar ve prooksidanlar arasindaki denge kayboldugunda ortaya
¢lkmaktadir. Fenton reaksiyonundan kaynaklanan hidroksil radikalleri, membranin
butunlugunin zayiflamasiyla sonuglanan eritrosit zarindaki yag asitleri ile reaksiyona girerek
lipit peroksidasyonuna yol acabilmektedir. MDA olcumd, lipit peroksidasyonun derecesinin
degerlendiriimesinde yararli bir belirtectir. Boylece reaktif oksijen tirlerinin neden oldugu
oksidatif hasar degerlendirilebilmektedir. Depolama sliresince MDA seviyelerinin artis
go6stermesi, lipit peroksidasyonunun olustugunu ifade etmektedir. Sik kan transflizyonu
yuksek riskli hastayi, uzun slre bekleyen kan aliminin bir sonucu olarak yan etkilere maruz
birakabilir. Bu olumsuz sonuglar, saklama sirasinda kirmizi kan hucrelerinin gelistirdigi
metabolik, biyokimyasal degisikliklerle iligkilendiriimektedir. Bu yan etkilerden biri,
eritrositlerin depolama sirasinda membranlarinin deforme olmalari ile ilgilidir. in vivo olarak,
eritrositlerin sag kalimlarini korumak igin 6zellikle kilcal damarlardan ve dalaktan gegerken
sekillerini adapte etmeleri gerekmektedir. Ek olarak, protein hiicre iskeleti izerinde meydana
gelen hasar, eritrositlerin kirilganligini arttiran ve yasayabilirliklerini azaltan membran
elastikiyetini azaltabilir (Hess 2014, Mustafa, Al Marwani et al. 2016). Pich ve ark. (Pich,
Castagnoli et al. 2002) depolama sirasinda oksidatif hasari hafifletmek icin antioksidanlarin
kullanimini dnermiglerdir. Bu amacla yaptiklari g¢alismada, oksidatif stresi azaltmak igin
ubiquinol ve Coenzyme Q kullanmislar ve bu bilesiklerin, depolama ile iligkili ortaya ¢ikan
oksidatif stres icin ¢ézimun ¢ok basit olmadigini kanitlayan toksik etkiler gosterdigini tespit
etmislerdir Nitekim ¢alismamizda da kontrol, rosmarinik asit ve lipoik asit gruplarinin
timunde zamana bagl olarak eritrosit MDA seviyeleri artmis, ancak gruplar arasinda anlaml
bir fark tespit edilememistir. Bu sonug, bu ¢alisma ile denedigimiz rosmarinik asit ve lipoik
asitin, oksidatif strese yol acgan lipit peroksidasyonunu dnleyici belirgin bir etkisinin olmadigini

gostermektedir.

GSH'nin hucre iginde antioksidan savunmasini temsil eder ve azalmasi, serbest oksijen
radikallerindeki bir artisla iligkilidir. Depo kanlarda GSH'nin yaklasik 2. giinde % 50'ye varan
oranda azaldigi ve bu degisimin depo kanlarda bulunan katki maddelerinin forml ve bilesik
konsantrasyonlarindaki farklilikla degisebilecegi bildirilmistir (Quintero, Nufiez et al. 2015)

Siperoksit dismutaz, stperoksit anyonunun, H,O, ve oksijenine dénisimini katalize eden
guclu bir antioksidan enzimdir. Yine glutatyon peroksidaz, yapisindaki glutatyonu da

kullanarak, H,O, veya organik peroksidlerin sirasiyla su ve alkole dénlisiminid katalizler.
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SOD ve katalaz, detoksifiye edici maddeler olarak kullanilan ve serbest oksijen radikal
drtnlerine karsi en gugcli enzimlerdir. Eger ortamda GSH ve GSH-Px, serbest oksijen
radikallerini supurmek icin yeterli degilse, SOD ve katalaz sUpuricu roli Ustlenmektedir
(Qasim and Mahmood 2015).

Eckstein ve ark. (Eckstein, Zimmermann et al. 2015) koruyucu olarak SAGM kullanilan kan
torbalarindaki oksidatif degisimin zamana go6re degisimini gostermeyi amacladiklar
¢alismalarinda depo kanlarda SOD ve katalazin in vitro enzim aktivitelerini élgmus ve
depolama siresi boyunca bu enzimlerin aktivitelerinde herhangi bir farkllik géstermedigini
gbzlemlemigtir. Ayni ¢alismada, MDA konsantrasyonu 28. ve 42. gunlerde anlamli olarak
daha dusUk tespit edilmis olmasina ragmen depolama periyodu boyunca MDA seviyelerinde
onemli bir degisiklik olmadigi ifade edilmektedir. MDA dizeylerinde istatistiksel olarak
anlaml bir artis olmadigi gerceginden yola cikarak antioksidatif metabolizmanin daha dnce
tahmin edilene gére daha direngli oldugu sonucunu savunmuglardir. Ayrica élgimu yapilan
Redukte GSH'in, tim depolama periyodu boyunca toplam GSH'nin yaklasik yizde yizinu
temsil ettigi de bildiriimektedir.Katalaz ve SOD'un azalan aktivitelerinin tespit edilmedigi
dolayisiyla, tim bu sonuclarin depolama periyodunun sonuna kadar RBC'lerin test edilmis
tum antioksidatif mekanizmalarinin iglevselligini gdsterdigini ifade etmiglerdir. Bizim
calismamizda SOD aktivitesi her U¢ grupta da anlamli bir degisiklik géstermedi. Sadece
rosmarinik asit grubunda 56. glinde baslangi¢ seviyesine gére anlamli olarak ylksekti.
Katalaz ise her U¢ grupta da 14. Gunden itibaren yikseldi ve bu yukseklik gruplara goére
kismen devam etti. GSH-Px aktiviteleri ise 14. glinde ¢ grupta da dustd. Ancak daha sonra
baslangi¢ seviyeleriyle kayda deger anlamli degdisiklik gozlenmedi. Bu sonuglar U¢ grupta da
SOD seviyelerinin zamana bagli olarak degismedigini, GSH-Px seviyelerinin gegici de olsa
azaldigini ve oksidatif strese karsi koymak amaciyla 6zellikle antioksidan stattiyd kompanse
etmek amacli katalaz seviyelerinde artis oldugunu gostermektedir. Ancak bulgularimiz
rosmarinik asit ve lipoik asitin antioksidan kapasiteyi destekleyici ilave bir katkisinin
olmadigini da géstermektedir.

Her ne kadar hemoglobinin oksijen afinitesi Uzerine birgcok organik ve inorganik fosfatlarin
etkisi varsa da, insan eritrositlerinde sadece 2,3-DPG ve ATP miktari hemoglobinin oksijen
afinitesini etkileyebilecek seviyededir. Oksijenini kaybetmis eritrositlerde glikolitik aktivitenin
daha fazla oldugu ve bu yuzden de daha ¢ok 2,3-DPG sentezledikleri kaydedilmigtir. 2,3-
DPG'nin eritrositlerin - membran fosforilasyonunda ve kinaz enzimlerinin membranla
birlesmesinde de dizenleyici bir role sahip oldugu goésterilmistir. Kan bankalarinda depo
edilen kanlarda eritrosit igi 2,3-DPG ve daha az oranda ATP miktari azalmakta ve bunun
sonucunda hemoglobinin oksijen afinitesi artmaktadir. Organik fosfatlarin miktarlarinin
azalmasi hicre digina g¢ikmalarindan ziyade bagska maddelere metabolize olmalarindan
dolayidir. Boyle bir kan agir bir hastaya verildiginde fonksiyonunu tam yapamaz. Depo
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edildikten sonra hastaya verilen kanin eritrositleri 2,3-DPG'in % 50 kadarini 24 saatte tekrar
kazanirlar (AKKUS, TURKMEN et al. 1988). Enerji kaynagi olarak ATP, hiicre iskeleti
esnekliginin ve fosfolipit asimetrisinin idame ettiriimesi ve eritrositlerin genel isleyisi igin
onemlidir. Lagerberg ve ark. (Lagerberg, Korsten et al. 2017) yapmis olduklari zamana bagh
farkli ek sollsyonlarin etkisinin arastinldidi c¢alismalarinda, depolamanin ilk G¢ haftasi
boyunca, ATP iceriginin SAGM ve PAGGSM ile nispeten sabit kaldi§i, daha uzun sdreli
depolamada, tum eritrositlerde ATP seviyelerinin kademeli olarak azaldigi, 21. gunde,
SAGM'deki eritrosit ATP seviyelerinin, diger AS'lere kiyasla anlaml derecede duistiguni
bildirmiglerdir. 42. glinde ise diger AS'ler arasinda ATP igeriginde bir farklihk bulunmadigini
gostermislerdir. SAGM'deki torbalarda, artmis ortalama korpuskular hacim ve hematokrit
duzeyleri bildirmislerdir.

Eritrositlerin enerji durumunun muhafaza edilmesi, eritrosit fonksiyonu ve in vivo hayatta
kalma acisindan ¢ok dnemlidir. Hansen ve ark. (Hansen, Kurach et al. 2015) yaptiklar
calismada eritrositlerde ATP ve 2,3-DPG seviyeleri arasinda, hem 5. giin hem de 42. ginde
anlamh farkhhklar oldugunu, bununla birlikte MCV degerlerinin de depolama suresince
arttigini ifade etmislerdir.

Belli bir kandaki kirmizi kan hicreleri tarafindan isgal edilen hacim hematokrit olarak
adlandinimakta ve yaygin olarak tim kan o6rnedi hacminin bir ylUzdesi olarak ifade
edilmektedir. Mustafa ve ark. (Mustafa, Al Marwani et al. 2016) yaptiklari ¢alismada 0. gin
hematokritin degerini %63 ve 42. glinde ise %70 olarak tespit etmiglerdir. Bu artisin, eritrosit
membraninda meydana gelen depo lezyonlarina bagli olarak mikrohasara ugrayan zarlarinin
parcalarini kaybetmesi dolayisi ile yluzey alani-hacim oranindaki azalmaya bagli olugan
morfolojik degisikliklerin uzun sureli depolama sonucu hematokritin artmasi ile yansitiimasi
olarak agliklanabilecegini ileri surmuslerdir. Bizim ¢alismamizda U¢ grupta da 2,3 DPG
seviyelerinin degismedigdi, ATP’nin ise kontrol grubunda azaldigi, ancak rosmarinik asit
grubunda degismedigi, lipoik asit grubunda ise 56. gunde anlamli olarak dustugu
g6zlenmistir. Bu durumda 2,3 DPG dizeylerindeki distisu dnlemede rosmarinik asit ve lipoik
asitin koruyucu etkisi gézlenmezken, RBC, MCV, HCT, HGB, MCH, MCHC duzeylerinin
gruplar arasi ve zamana bagh anlamh degisiklikler géstermemesi bu molekillerin ATP
uzerine koruyucu etkilerinin bir yansimasi olabilecegini dusundurmektedir.

Biz gecmis yillarda depo kanlarda oksidatif stres ve bu stresin neden oldugu olumsuzluklari
onlemek amaciyla depo kanlara katilacak g¢esitli koruyucularin etkileri Gzerine bir dizi calisma
gerceklestirdik. ik olarak 1997 vyilinda yaptigimiz galismada bir ay boyunca eritrosit
membran ve plazma MDA formasyonunda ve transflizyon i¢in kullanilan tam kanda hicre igi
antioksidan enzim statiisinde anlamh bir sekilde degisiklik oldugunu, oksidatif stresin
arttigini gosterdik (Aslan, Sekeroglu et al. 1997). Daha sonra depo kanlarda cgesitli
kimyasallarin koruyucu etkilerini arastirmaya yoneldik. Bu amacla Melatonin ve propofolln
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depolanmis kanlarda lipit peroksidasyonu ve eritrositlerin antioksidan kapasiteleri Uzerine
olan etkilerini arastirdik ve melatoninin lipid peroksidasyonunu énledigini, eritrositlerin in vitro
oksidasyona direncini artirabilecedini ancak propofolun bu etkiyi géstermedigini belirledik
(Sekeroglu, Huyut et al. 2012). Bir baska calismamizda Resveratrol ve kafeik asitin
eritrositlerde malondialdehid birikimini 6nledigini ve glutatyon seviyelerini , glutatyon
peroksidaz ve katalaz aktivitelerini korudugunu; Resveratrol, kafeik asit ve tanik asitin, depo
kandaki eritrositlerin in vitro oksidasyonuna olan duyarliligini azaltabilecegini ancak karbonik
anhidraz aktivitesi lzerinde bu gibi etkiler géstermedigini gézlemledik (Huyut, Sekeroglu et
al. 2016). Yine Resveratrol ve serotoninin zamana bagh olarak depo kanlardaki eritrositlerin
antioksidan kapasitesi Gzerindeki etkileri ve oksidasyona yatkinhgini arastirdigimiz bir baska
¢alismamizda resveratrollin eritrositlerin oksidasyona yatkinligini azalttigini ve antioksidan
kapasitelerini korumaya yardimci oldudunu, karbonik anhidraz aktivitesini de zamana bagli
olarak kismen korudugunu gdsterdik (Huyut, Sekeroglu et al. 2018). Son olarak bu projedeki
calismamizda ise total depo kanda calismak yerine artik son yillarda daha ¢ok tercih edilen
depo eritrosit paketlerinde calistik. Bdylece, lipoik asit ve rosmarinik asidin eritrosit
paketlerindeki oksidatif stresin yani sira eritrositlerin enerji ve 2,3 bifosfogliserat diizeyleri de

olmak Uzere birgok biyokimyasal ve metabolik parametrelerin etkilerini arastirdik.

Calismamizda depo eritrositler tzerine olumlu etkilerinin olacagini duslnerek lipoik asit ve
rosmarinik asidi segmemizin sebebi bunlarin gucli antioksidan 6zellie sahip olmalaridir.
Nitekim Alfa lipoik asit (ALA), diyetlerimizde dogal olarak bulunan ve hicrenin hem sulu hem
de lipit kisimlarinda ¢6zlnebilen bir organosulfur bilesigidir. ALA'nin, oksidatif strese kargi C
vitamini, E vitamini ve glutatyondan daha etkili olan guglu bir antioksidan oldugu bildirilmigtir
(Shay, Moreau et al. 2009). Ayrica Alfa-lipoik asit (1,2-ditiolan-3-pentanoik asit LA), (i) reaktif
oksijen turleri-stpurtca aktivite; (ii) glutatyon ve C ve E vitaminleri ve (iii) metal-selatlama
aktivitesi gibi endojen antioksidanlari yeniden uUretme kapasitesi olarak U¢ farkh etki ile
hareket edebilen gugli bir antioksidandir (Favero, Rodella et al. 2015). Rosmarinic acid (RA)
de glglu antioksidan ve antienflamatuar aktiviteye sahip fenolik bir bilesiktir. RA’'nin, reaktif
oksijen tarleri (ROS) atilimi yoluyla H,O, kaynakl hiicre 6limind modile ederek gugli
antioksidan aktivite gosterdigi ve lipit peroksidasyonunu baskiladigi da Dbildirilmigtir.
(Fonteles, de Souza et al. 2016). Ayrica, RA, bir¢cok patolojik durumda yaygin olarak goérilen
oksidatif strese bagh DNA hasarina karsi guglu bir koruyucu olarak kabul edilir. (Mushtaq,
Schmatz et al. 2015). Yine RA, gucli bir SOD benzeri radikal supUrtucu aktivite
sergilemektedir. Bunu da, muhtemelen dort hidroksil grubu ve diger fenoliklere gore daha
yiuksek verim saglayan CH = CH-COOH fonksiyonel grubunun varliyi nedeniyle ortaya
¢cikarmaktadir (Govindaraj and Pillai 2015). Bizim de ¢alismamizda lipoik asit ve rosmarinik

asidi secmemizin ilk nedeni bu molekiillerin antioksidan 6zellikleridir. ikinci sebep de bu
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molekullerin su ana kadar depo kanlar da ya da kan komponentlerinde koroyucu etkilerinin
calisiimis olmamasidir.

Sonu¢ olarak bu g¢alismamizda, oksidatif hasarin iyi bir gostergesi olan eritrosit MDA ve
invitro oksidasyona duyarliik dizeylerinin tim gruplarda zamana bagh olarak arttigi
gbzlenmistir. Bununla birlikte toplam oksidatif kapasite her ne kadar gruplar arasinda
farkhliklar gosterse de zamana bagli olarak artmis ve oksidatif hasarin énlenme dlzeyini
gosteren total antioksidan kapasitenin de bu hasari Onleyecek duzeye ¢ikamadigi
belirlenmistir.  Yine, hesaplanan oksidatif hasar indeksinin 6zellikle 28. giinde en yuksek
dizeye ciktidi, sonraki slregte azalsa da yeterli antioksidan adaptasyonu saglayamadigi
g6zlemlenmistir. GSHPXx, katalaz ve SOD seviyeleri de gruplar arasinda farkliliklar gosterse
de zamana bagh olarak oksidatif hasari bertaraf edebilecek diizeye erisememistir. Bununla
birlikte daha az potent bir antioksidan olan GSHPX aktivitesi zamana bagl olarak yeterli
aktiviteyi gosterememistir. ATP ve 2,3 BPG duzeyleri hemoglobinin oksijene affinitesini ve
enerji metabolizmasini etkileyecek iki parametre olarak ¢alismamizda oksidatif stresin artmis
olmasina ragmen kismen korunmustur. Bu da in-vivo olarak eritrositlerin halen aktivite
gOsterebilecegi izlenimi vermektedir. RBC sayilari zamana bagli sabit kaléis olup, ayni
zamanda hdcre zan lipit tabakanin canliigini gosteren MCV seviyelerinde de anlamli
degisiklik gozlenmemistir. 2,3 BPG duzeyleri agisindan gruplar arsinda anlamh bir fark
bulunmazken, ATP dlzeyleri agisindan 6zellikle rosmarinik asit grubu basta olmak Uzere
lipoik asit grubunda da baglangi¢ seviyesine gore 6nemli oranda korundugu gézlenmistir. Bu
sonuglara bakarak depo eritrositlerde rosmarinik asit ve lipoik asitin oksidan-antioksidan
statlye olumlu katki saglayacak kayda deger bir etkileri gbzlenmezken ATP’yi koruyucu
etkilerinin gozlendigi sdylenebilir. Dolayisiyla rosmarinik aist ve lipoik asitin depo eritrositlerin
“depo lezyonlar1” olarak bilinen biyokimyasal ve metabolik olumsuzluklari énleyerek depo
kanlarda eritrosit yasam kalitesi Uzerine kayda deger bir etkisinin belirlenemedigini ifade
etmek gerekir.
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