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Ozet

Tiim kan komponentleri kanin depolanmasindan etkilenirler. Oksidan — antioksidan denge de aym zamanda
etkilenir. Bu ¢alismada, kanlarin depolanmasy siiresince eritrosit parametrelerinde olusan degisiklikler ve depo
kanlarina eklenen yiiksek doz vitamin C'nin koruyucu etkileri arastirildh.

Bu amacla, besi kontrol ve besi ¢alisma olmak iizere on donérden tam kan alindi. Calisma grubundaki kan
torbalarina yiiksek doz vitamin C (10 mmol/L) eklendi. Kan torbalardan Red Blood Cells (RBC) ve Mean
Corpuscular Volume (MCV) sayimlart yapildi. Plazmada oksidan — antioksidan dengeyi degerlendirmek icin lipid
peroksidasyonunun bir gostergesi olan Thiobarbituric Acid Reactive Substance (TBARS), ve Antioksidan Potansiyel
(AOP) ¢alisildi. Eritrosit hemolizini degerlendirmek igin plazma K* diizeyi ve Laktat Dehidrojenaz (LDH) aktivitesi
caligildr. Olgiimler depolanmanin 0, 1, 3, 5, 7,10, 14, 21, 28, ve 35. giinlerinde yapildi.

Depolanma siiresine baglt olarak her iki grupta TBARS, K* ve LDH artarken AOP azaldi. Calisma grubunda
kontrol grubuna gore TBARS daha diigiik iken AOP daha yiiksekti. K* ve LDH 'daki depolanma siiresine bagl artma
calisma grubunda kontrol grubuna gore daha diigiiktii. RBC zamana bagl olarak her iki grupta da azalirken,
calisma grubunda kontrol grubuna gore azalma daha azdi. Kontrol grubunda MCV’ de zamana bagli bir artis
varken ¢alisma grubunda anlamli bir artis olmad.

Sonug olarak, depo kanlarina yiiksek konsantrasyonda vitamin C ilave edilmesinin, serbest radikallerin neden
oldugu hiicre hasaru azaltarak eritrositlerin yasam kabiliyetini ve siiresini artirabilecegi kanisina vardik.

Anahtar Kelimeler: Eritrosit, RBC, MCV, TBARS

The effect of high dose of vitamin C added to stored blood on erythrocyte parameters

Abstract

All blood components are affected by storage of blood. Oxidant - antioxidant balance is also affected. In this
study the changes of erythrocyte parameters occurred during the storage and protective effect of high dose of
vitamin C added to stored blood were investigated.

For this purpose, the whole bloods were taken from ten donor (five donor control group and five donor study
group). High dose of vitamin C (10 mmol/L) was added to the blood bags of study group, and Red Blood Cells (RBC)
and Mean Corpuscular Volume (MCV) were determined from stored blood. Plasma Thiobarbituric Acid Reactive
Substance (TBARS), an indicator of lipid peroxidation, and Antioxidant Defense Potential (AOP) were studied to
evaluate oxidant - antioxidant balance. Plasma K" level and Lactate Dehydrogenase (LDH) activity were studied to
determine erythrocyte hemolysis. Measurements were done at the day 0, 1, 3, 5, 7, 10, 14, 21, 28, and 35 of the
storage.

Depending on time, while TBARS, K" and LDH increasing AOP decreased in both control and study groups.
TBARS was lower in study group than control group whereas AOP was higher in study group than control group.
The increase in K* and LDH depending on storage time was lesser in study group than control group. Although RBC
decreased in both groups, the decrease in study group was Jesser than control group. MCV increased in control
group depending on time though there was no significant change in study group.

Consequently, it can be suggested that high dose of vitamin C given to the stored blood can improve the viability
and longevity of red cells by reducing cell damage caused by free radicals.
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Donérlerden alinan tam kani antikoagtile etmek ve
korumak i¢in 1947 yilinda asit —sitrat-dekstroz (ACD)
soliisyonu kullanilmaya baslanmistir (1). Daha
sonraki yillarda torba kanlarinin depolama siiresini ve
eritrositlerin yasam siiresini artirmak igin gesitli
besleyici formiiller gergeklestirilmistir (2). Sitrat-
fosfat-dekstroz (CPD) ile 21 giin olan depolanma
stiresi, glukoz eklenmig sitrat-fosfat-dekstroz-adenin
(CPDA-1) ile 35 giine ve mannitol ilavesiyle 42 giine
¢ikartimigtir. Kanlarin depolanma stirelerini artirmaya
yonelik katki maddelerini tiretme ¢alismalari halen
devam etmektedir (3, 4).

Bazi aragtiricilar bu 6nemli katki maddelerine
ilave olarak depo kanlarindaki eritrositlerin
antioksidan 6zelliklerini ve bunun eritrositlerin yasam

siirelerine  etkilerini aragtirmaya bagladilar. Bu
¢aligmalarda, depo kanlarinda lipit
peroksidasyonunun arttig1, glutatyon miktarmin

distiigii, glutatyon ve metal baplayici selatorlerin
ilave edilmesiyle lipit peroksidasyonunun azaldig
gosterilmistir (5-8).

Bilindigi gibi vitamin C (vit C), plazmanin gok
6nemli antioksidanlarindan biridir. Bu ¢aligmada
depo kanlarina antioksidan olarak vitamin C ilave
ederek, bunun eritrositlerin antioksidan kapasitelerine
ve eritrositlerin yagsam siirelerine etkilerini aragtirmak
istedik. Depolanma siiresince plazmada lipit
peroksidasyonunun bir gostergesi olan TBARS
(Thiobarbituric acid reactive substance) olusumu ve
vitamin C’nin buna etkisi takip edildi. Eritrosit
hemoliz derecesi plazma potasyum ve LDH ditzeyleri
ile takip edildi.

Materyal ve Metod

Bu ¢aligma goniillii 10 dondrden alman kanlarla
Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi
Biyokimya ve Hematoloji Laboratuvarlar ile Isparta
Kizilay Kan Merkezi’'nde gergeklestirildi. Goniilliiler
rasgele kontrol grubu (ligii kadmn, ikisi erkek) ve
galisma grubu (ikisi kadmn iigti erkek) olmak tlizere
ikiye aynldi. Kontrol ve caligma gruplarmin yas
ortalamalart ve standart sapmalari sirasiyla 28+8 ve
31%6 yil idi. Goniilli dondrler, herhangi bir sikayeti
olmayan, son bir hafta igerisinde hicbir ilag
kullanmamig olan saghkli kisilerdi. Tim donorierin
tam kan sayimlart ile serum AST, ALT, LDH,
Glukoz, Biliriibin, Ure ve Kreatinin diizeyleri normal

sinirlarda idi. Once goniillilerden iginde antikoagiilan

olarak 65 cc CPDA-1 bulunan kan torbalarma
(Kansuk, Tirkiye) 450 ml kan almdi. Kontrol
grubuna bir ilave yapilmazken, ¢alisma grubundan
alinan kanlara 10 mmol/L. vit C olacak sekilde

Sodium-L-ascorbate (Sigma, A7631, USA) ilave edildi.
Kan torbalari Isparta Kizilay Kan Merkezi'ndeki kan
dolaplarinda +4 °C’de saklandi. 0, 1, 3, 5, 7, 10, 14, 21, 28
ve 35. giinlerde kan torbalari yavasca alt-iist edilerek
kanistirildi ve dlgiimler igin kan 6rmekleri alindi. Alinan
orneklerden red blood cell (RBC), mean corpuscular
volume (MCV) saymlari yapildiktan sonra, santrifiij
edilerek plazmalari ayrildi. Elde edilen plazmada TBARS,
antioksidan potansiyel (AOP) ve potasyum diizeyleri ile
laktik dehidrojenaz (LDH) aktivitesi c¢ahgildi. Ayrica
Olgiim yapilan orneklerden kiiltir yapilarak torbalardaki
kanda herhangi bir kontaminasyon olup olmadigl
aragtirildi

TBARS 6l¢iimii:

TBARS igin Draper ve Hadley'in ¢ift 1sitma yontemi
kullamldt  (9). Metodun  prensibi ~ MDA-TBA
(Tiobarbitiirik asit) kompleksinin 532 nm’de verdikleri
absorbansin 6l¢iilmesi esasma dayanir.

AOP (Antioksidan Potansiyel) Olglimii :

Durak ve ark.'min (10) yontemine gore AOP belirlendi.
Bu yontemde, reaksiyon ortami ksantin/ksantin oksidaz
sistemi ile iiretilen siiperoksit radikallerine (O,”) bir saat
siireyle maruz birakilir. Reaksiyon ortammdaki TBARS
konsantrasyonu, O," radikal olugmadan Once ve
olusturulduktan sonra olgiiliir. ki deger arasindaki fark
antioksidan potansiyele ters orantilidir.

Potasyum ol¢iimleri ISE yontemi ile, LDH aktivitesi
Slgileri ise kinetik UV metodla ticari kit (Olympus
Diagnostica GmbH, Ireland) kullanilarak Olympus AU640
(Japan) marka otoanalizoriinde yapildi. Kan sayimlar
otomatik kan sayim cihazinda (Coulter STKS, USA)
yapildi.

istatistik

Her grupta depolanma siiresince anlamli bir degisiklik
olup olamadigini belirlemek igin Friedman testi,
anlamhlik varsa hangi giinden itibaren anlamhibgm
bagladigm tespit etmek igin de Wilcoxon Signed Ranks
testi kullamldi. Aym giinlerdeki kontrol ve ¢alisma
gruplarinin karsilagtiriimasinda ise Mann Whitney U testi
kullamldi. Istatistikler "SPSS 7.0 for Windows" paket
programinda yap:ldi.

Bulgular

Kontrol ve ¢aligma gruplarinda her parametrenin
glinlere gore degisimi ortalama + standart sapma olarak
Sekil 1-6’da gosterilmistir. TBARS, AOP, K*, LDH ve
RBC parametrelerindeki zaman igindeki degisimler,
kontrol ve ¢aligma gruplarinda anlamhyd: (TBARS, AOP,
K* ve LDH igin p<0.001; RBC igin p<0.05 , Friedman
testi). MCV’nin zaman igindeki degisimi ise kontrol
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grubunda anlamlt iken (p<0.05, Friedman testi), testi).
¢alisma grubunda anlamli degildi (p>0.05, Friedman

$ekil 1. Depolanma siiresince plazma TBARS (Tiobarbituric Acid Reactive Substance)
diizeylerindeki degigmeler. 1: 0.glinle kargilagtinidiginda p<0.05, Wilcoxon Signed Ranks
test; *: Ayni giin farkh gruplar karsilagtinidiginda p<0.05, Mann Whitney U test.
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Sekil 2. Depolanma siiresince plazma AOP (Antioksidan Potansiyel) diizeylerindeki
degigmeler.1: 0.glnle kargilagtinidiginda p<0.05, Wilcoxon Signed Ranks test; *: Ayni giin
farkh gruplar kargilastinidiginda p<0.05, Mann Whitney U test.
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$ekil 3. Depolanma siiresince plazma K+ (Potasyum) ditzeylerindeki degismeler.1: 0.giinle
karsilagtinldiginda p<0.05, Wilcoxon Signed Ranks test; *: Ayni glin farkls gruplar
karsilagtinidiginda p<0.05, **: p<0.01, Mann Whitney U test.
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$ekil 4. Depolanma siiresince plazma LDH (Laktik dehidrogenaz) aktiviteleri.1: 0.giinte
kargilagtinldiginda p<0.05, Wilcoxon Signed Ranks test; *: Aym giin farkli gruplar
kargilagtinidiginda p<0.05, **: p<0.01, Mann Whitney U test.
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$Sekil 5. Depolanma siiresince RBC (Red Blood Cell) saytmlar.1: 0.gtinle kargilagtiridiginda
p<0.05, Wilcoxon Signed Ranks test; *: Aym giin farkh gruplar kargilagtirildiginda p<0.05,
Mann Whitney U test.
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$ekil 6. Depolanma siiresince MCV (Mean Corpuscular Volume) degerleri.1: 0.giinle
kargHastinidiinda p<0.05, Wilcoxon Signed Ranks test; *: Ayni gin farkh gruplar
kargilagtirichginda p<0.05, Mann Whitney U test.
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Calisilan  parametrelerde baslangica gore (0.giin)
anlamli degisiklikler; TBARS igin kontrol grubunda 5.
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giinde, ¢alisma grubunda 3. giinde, AOP i¢in kontrol
grubunda 3. giinde, ¢alisma grubunda 7. giinde, K*
i¢in kontrol ve ¢aligma gruplarinda 3. giinde, LDH
i¢in kontrol grubunda 3. giinde, ¢aligma grubunda 21.
giinde, RBC igin kontrol grubunda 28. giinde, ¢aligma
grubunda 38. giinde ve MCV igin kontro! grubunda
21. giinde baglad1 (p<0.05, Wilcoxon Singed Ranks
test).

Ayni giinlerde kontrol ve ¢alisma gruplarinm
karsilastinlmasinda TBARS 7. giinde, AOP 3. ve 7.
giinlerde, K+1-35. giinlerde, LDH 3-35. giinlerde,
MCV 28. giinde anlamli olarak farkliydi (p<0.05,
Mann Whitney U test).

Tartisma

Membranlar1 poliansatiire yag asitlerinden zengin
olan eritrositler, stirekli olarak yiksel
konsantrasyonda oksijenle karsilastiklarindan  ve
giiglii gecis metallerine sahip olduklarindan siirekli
olarak intraselliiler ve ekstraselliiler serbest
radikallere maruz kalirlar (11,12). Eritrosit igerisinde
siirekli olarak oksihemoglobinin methemoglobine
doniigmesi devamlt olarak siiperoksit anyonlarinin
olusmasiyla sonuglanir (13). Eritrositin disinda
graniilositler, makrofajlar ve metabolik olarak aktif
hticreler hidrojen peroksit ve stiperoksit anyonu
tiretirler (14-18). Bu {iriinler ekstraselliiler alana
diffiize olabilirler ve muhtemelen eritrositlerle
etkilesirler (18-20).

Vitamin C, hiicreleri oksidatif hasara kargsi
korumada anahtar bir role sahiptir. Frei ve ark. (21)
akoz peroksil radikallerince indiiklenen peroksidatif
hasardan lipitleri tamamen koruyabilen en otnemli
endojen antioksidanin plazma askorbati oldugunu
gostermiglerdir. Daha onceki ¢ahsmalarda, vitamin
C’nin aktive edilmis polimorfoniikleer lokositlerden
salinan oksidanlara karsi olduk¢a etkili oldugu ve
lipid-soluble peroksil radikallerine kars: antioksidan
sistemin  ilk  savunma  hattum  olusturdugu
gosterilmistir (22).

Vitamin C’nin inkiibasyon ortamina eklenmesiyle,
eritrositlerde hidrojen peroksidin indikledigi MDA
olusumunun  doza bafimh  olarak  azaldifi
gosterilmistir (23). Kan dondrlerinin 2 hafta boyunca
oral olarak vitamin E ve C aldiktan sonra kan
vermeleri halinde, eritrosit membran biitiinliigiiniin
arttig1 gosterilmistir (24). Benzer sekilde donorlerin
30 giinden daha fazla oral olarak beta karoten,
vitamin C ve vitamin E almalari sonucunda eritrosit
membranlarinin radikal toplayici aktivitelerinin arttig;
gosterilmistir (25).

Bizim ¢alismamizda da zamana bagl olarak lipit
peroksidasyonu her iki grupta da anlamli olarak artmigtir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda ¢alisma grubunda
genel olarak lipid peroksidasyonu daha diisiik
bulunmustur. TBARS n tersine, AOP vitamin C jlavesi
ile anlamli olarak artmustir. Ayrica vitamin C ilavesi,
RBC’de kontrol grubuna gore daha az azalmaya neden
olmustur. Bunun yaninda, kontrol grubunda goriilen
MCV’deki zamana bagh artis ¢aligma grubunda
goriilmemistir.

Her ne kadar vitamin C dnemli bir antioksidan ise de,
aynt zamanda bir prooksidandir. Antioksidan ve
prooksidan olmasmi belirleyen faktor askorbat ve
ortamdaki gegis metallerinin konsantrasyonudur (26, 27).
Frei ve ark (21) plazmada 5 mM askorbat oldugunda
prooksidan  etkinin tamamen ortadan  kalktigmni
gostermiglerdir. Samokyozyn ve Aust (28) Fe3'.ADP
iceren lipozom lipitlerinin peroksidasyonunun 0-30
mikromol/L.  konsantrasyonunda  vitamin C ilave
edilmesiyle arttigini, daha fazla konsantrasyonlarda ise
azaldigmi gostermiglerdir. Biz de caligmamizda yiiksek
konsantrasyonda vitamin C (10 mM) ilave ettigimiz igin,
antioksidan etki gozledik. Bunun nedeni plazma gecis
metal iyonlarmmn, plazma proteinlerine sikica bagh
olmalar1 ve serbest radikal reaksiyonlarina katilmak igin
uygun olmamalari olabilir. Vitamin C, direk antioksidan
ozelligi yaninda, membranlarin ¢ok o6nemli bir
antioksidani olan vitamin E’nin rejenerasyonu saglayarak
indirek antioksidan etki de gosterir (29). Boylece bir
yandan plazmada giiglii antioksidan etki gosterirken, diger
yandan da membranlart  vitamin E  vasitastyla
korumaktadir. Ortama askorbat veya dehidroaskorbat
eklenmesi anaerobik glikolizin son iiriinii olan laktatin
artistyla sonuglanir (30). Dolayistyla askorbat antioksidan
6zelliginin yaninda eritrositler igin bir enerji kaynagidur.

Bu ¢alismada, plazma potasyum diizeyleri ve LDH
aktivitesi vitamin C ilave edilen ¢aligma grubunda kontrol
grubuna gore anlamli olarak disiik  bulunmustur.
Dolayistyla depo kanlarina vitamin C eklenmesi hemolizi
anlaml olarak azaltmaktadr.

Sonug olarak, depo kanlarina yiiksek konsantrasyonda
vitamin C ilave edilmesinin, serbest radikallerin neden
oldugu hiicre hasarini azaltarak eritrositlerin yagam
kabiliyetini ve siiresini artirabilecegi kanisina vardik.
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