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Bu ¢alismada, raflara SOD uygulamasinin trombopoez iizerine etkisi arastirildi. Radarda 2 cc/100 gr viicut
agirligi oraminda kan alindi. Boylece trombosit sayisimin  (kitlesinin) belirgin sekilde diigmesi saglandi ve trombo-
poez stimiile edildi. Trombosit sayisi, SOD uygulanan grupta kontrol grubuna gore anlamii derecede erken
normale déondii. SOD uygulanan grupta kandaki trombosit sayisimin artisi ile birlikte megakaryositlerin biiyiikliigii
ve rastlanma sikliginda, ¢ekidek lob sayisinda ve sitoplazma miktannda da artislar gézlendi.

SOD uygulamasinin, serbest radikallerin

(ozellikle Of) zararh tesirlerini dnleyerek megakaryositer se-

riyi korumak ve trombosit membran stabilitesini artirmak yoluyla etki olabilecegi sonucuna vanldi.
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Yasam icin vazgecilmez olan oksijenin organiz-
maya alinmasi, tasinmasi ve oksidatif metabolizma
icinde kullanilmasi sirasinda diisiik diizeylerde fakat
siirekli bir sekilde serbest oksijen radikalleri olusur
(1,2,3,4,5,6,7). Oksidatif metabolizma hizinin arttig1
durumlarda oksijen radikallerinin olusum hizlar1 da
artar (3,4,5,6). Oksijen tlirevlerinin potansiyel zarar-
larina karsi canlilar ekstraselliiler ve intraselliiler
antioksidan savunma sistemleri ile donatilmislardir
(1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11). Normalde agiga ¢ikar1 oksi-
jen tiirevleri ve antioksidan savunma giicii dinamik
bir denge i¢inde oldugu i¢in toksik etkiler gézlenmez
(1,7,9). Ancak; oksidatif metabolizmanin 6nemli de-
recede hizlandigi veya dolasimdaki kan miktarinin
ya da dokulara kan akiminin azaldig: hallerde ser-
best radikal olusumu artar ve antioksidan savunma
yetersiz kalabilir (3,4,6,12,13,14). Etkin bir sekilde
detoksifiye edilemeyen serbest radikaller hiicre zari,
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hiicre i¢i komponentleri ve ¢esitli enzim sistemleri
iizerinde toksik etkiler gosterebilirler
(1,2,3,4,6,8,11,12,13,15,16). Bu etkiler, hiicrelerde ve
dokularda yapsal degisiklik ve fonksiyonel kayiplar-
dan, hiicre 6limiine kadar gidebilen pek ¢ok olum-
suz sonuglar seklinde ortaya ¢ikarlar (1,4,16).

intraselliiler antioksidan savunma sistemi

baslica iki basamakta etkisini gosterir (1,2,3,4,7,8,9).

Siiperoksid dismutaz

1. C-22+ 02 +2H" 2H202 + 02

Katalaz

2. 2H20 2H20 + 02

Glutatyon Peroksidaz

2H20 + 2GSH e 2H20 + GSSG

Sunulan ¢alismada siganlara Siiperoksit Dis-
mutaz (SOD) uygulamasi ile antioksidan savunma-
nin birinci basamakta kuvvetlendirilmesinin trombo-
poctik aktivite ilizerine etkisi arastirildi. Elde edilen
bulgular, yalniz basina serum fizyolojik verilen kont-
rol grubu ile karsilastirilip degerlendirildi.
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MATERYEL VE METOD

Calismada her iki cinsten ortalama 175+4
gram agirliginla 83 adet albino ratkullanildi. Kontrol
grubunda 48, deney grubunda 35 deney hayvani yer
aldi. Ratlarda hafifeter anestezisi allinda viicutagir-
ligimin her 100 grami basina 2 cc kan intrakardiyak
yolla alindi. Bu kanda, hayvanlarin normalde sahip
olduklar1 trombosit sayilar1 saptandi. Kontrol grubu-
na, alman kan hacmi miktarinda serum fizyolojik
intraperitoneal yolla verildi. Deney grubu hayvanla-
rina ise ayni miktar serum fizyolojik i¢inde SOD
(Sigma Chemical Company) 1 mg/kg viicut agirlig:
dozunda yine intraperitoneal yolla uygulandi.

Anabilim dalimizda yapilmis olan diger bir ¢a-
lismada 1 mg/kg dozda SOD'un optimum diizeyde
etkinlige sahip oldugu gdzlenmis oldugundan (17),
bu calismada da ayn1 doz kullanildi. Once kontrol
grubu ve deney grubu hayvanlari, herbiri 7 ile 9 de-
nekten olusan altisar alt gruba ayrildi. Bu 6 alt grup-
taki deneklerden 6gle saatlerinde ilk kan alim1 yapil-
di. Birinci gruptaki hayvanlardan ilk kan alimini ta-
kiben 2 saat soma, ikinci gruptaki hayvanlardan ilk
kan alimin1 takiben 1 giin sonra, ii¢lincii gruptaki
deneklerden ilk kan alimini takiben 3 giin sonra,
besinci gruptaki hayvanlardan ilk kan alimini1 taki-
ben 4 giin sonra, altinc1 gruptaki sicanlardan da ilk
kan alimim takiben 5 giin sonra ve yine 6gle saatle-
rinde olmak iizere ikinci defa kan alinarak kan
sayimlariyapildi. Ayricakemik iligi yayma preparat-
lar1 ustline uygun sekilde hazirlandi. Isik mikrosko-
bi diizeyinde incelendi ve fotograflandi. Kontrol ve
deney grubundan elde edilen sonuglar student t, pai-
red t ve varians analiz testleri ile karsilastirildl ve
degerlendirildi. Olgiimlerin tanimlayici degerleri or-
talama (X) =+ standart hata (SE) olarak verildi.

SONUCLAR

Kontrol grubunda (n:48) baslangicta
869.000+21 000/mm’ olarak bulunan ortalama
trombosit sayisi, kan alimini takiben ikinci saatte en
diisik degere (631 000 £55 000/mm™e) ulagti. 238
000+38 000/mm3'liik fark istatistiksel olarak 6nem-
li bulundu (Serbestlik Derecesi (SD): 94; t:4.04,
p<0.01). Kontrol grubunda kan alimin1 takiben bi-
rinci giinde (n:8) ulasilan trombosit sayist normal
degerden 195 000+25 000/mm’ diisiik bulundu.
Ikinci saat degerine gdre bu artis énemli degildi (SD:
54, t: 0.48, p>0.05). Kontrol grubunda ikinci giinde
(n:9) saptanan trombosit sayisi, ikinci saat degerine
gore belirgin bir artis gostermekle birlikte, normal
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degerden 89 000+40 000/mm’ kadar disiiktii (SD:
55, t: 1.66, p>0.05). Bu grupta normal degerlere
tg¢linci giinde ulasildi (Sekil 1).

SOD uygulanan deney grubunda ise ikinci
gliinde (n:7) saptanan trombosit sayisinin normal
degerleri 31 000 +23 000/mm’ ast1ig1 goriildii. Bu ar-
tis istatistiksel olarak 6nemli bulundu (SD: 53,
t:2.68, p<0.01). SOD uygulamas1 trombosit sayisi-
nin normal diizeye getirilme hizim artirdi. Bu etki,
kontrol grubu ile kiyaslandiginda kan alimini takiben
ikinci giinde (SD: 14, t: 3.03, p<0.01) ve iig¢ilincii
gliinde (SD: 12,t: 5.57, p<0.001) belirgindi (Sekil 1).

Kemik iliginin giinliikk takibi sonucunda, kan
trombosit sayisindaki artis1 destekler bigimde dnem-
li degisikliklerin oldugu go6zlendi. Megakaryosit
yogunlugu kontrol grubunda ii¢iincii giinde (n:7) ve
dordiincii giinde (n:8) maksimuma ulasirken, SOD
uygulamasi ile bu artisin Gglincii giinde (n:8) mak-
sumuma ulasirken, SOD uygulamas: ile bu artisin
t¢lincii giinde (n:7) ¢ok daha belirgin olarak ortaya
ciktig1 saptand1 (Sekil 2-4).

Megakaryosit bliytikliigli de akut kanamay1 ta-
kiben her iki grupta artis gdsterdi. Megakaryosit
¢ap1 kontrol grubunda {iiglincii giinde, deney gru-
bunda ikinci giinde maksimuma ulasti. Deney gru-
bunda ¢ekirdek lob sayis1 ve hiicre ¢ap1 daha belirgin
olarak artmis bulundu (Sekil 5-8). Kemik iligi mega-
karyosit yogunlugu, SOD uygulamasi sonucu daha
kisa siirede maksimuma ulasti.
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Sekil 1.  Akut kan kaybini takiben Kontrol ve SOD uygulanan
deney grubunda, trombosit dcgrelerinde bes giinliik takip siiresi
icinde meydana gelen degisiklikler goriilmektedir. N: Kanatma-
dan o6nceki normal degerdir (CD :Kontrol,BB:SOD:p<0.05,
eee:p<0.001)



Sekil 2. Kontrol grubu 0. giin kemik iligi megakaryosit yog1
lugu (Giemsa x 100).

Sekil 4.
lugu (Giemsa x 100).

SOD grubu 3. giinde kemik iligi megakaryosit yogun-

Kontrol grubunda, iiciincii giinde megakaryo-
sit olgunlagmasinin tamamlanmadigi, sitoplazmanin
soluk mavi renkte ve graniilasyon acisindan fakir
oldugu gozlendi, deney grubunda ise iigiincii giinde,
kemik iligindeki olgun megakaryositlerin sayica ¢o-
galdigi, sitoplazmalarinda pembe rengin hakimiyet
kazandigj ayrica graniil yogunlugunun belirgin
sekilde arttig1 saptand1 (Sekil 5-8).

TARTISMA VE SONUC

Kemik iliginde metabolik olaylar sirasinda (8),
hemopoetik hiicrelerin ¢ogalma ve farklilasmalar:
asamalarinda (2,18), notrofil ve makrofajlarin akti-
viteleri sirasinda (2,3) serbest oksijen radikalleri
iretilir. Hemopoetik stem hiicreleri oksijen radikal-
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Sekil 3.  Kontrol grubu 3. giin kemik iligi megakaryosit yogun-
lugu (Giemsa x 100).

lerine karst ¢ok duyarlt hiicrelerdir (6,9,10,19). Bu
caligmada, ratlardan her 100 gr viicut agjrligj basina
2 cc kan alinarak trombosit sayisinda Onemli bir
azalma saglanmistir. Bu yolla trombopoez stimiile
edilmistir. Akut kan kaybina bagl olarak hemopoe-
zin stimiilasyonu sonucu stem hiicrelerinde oksidatif
metabolizma hizlanmaktadir. Bunun sonucunda da
serbest radikal iiretimi artmakta ve hemopoez zayif-
lamaktadir (1,4,6,9,14). Kanatilmay1 takiben serum
fizyolojik uygulanan kontrol grubunda kanatilma 6n-
cesi degerlere ancak iiglincii giinde ulasilabilmistir.
SOD uygulamasi ile anlioksidan sistemin kuvvetlen-
dirildigj deney grubunda ise, serbest oksijen radikal-
lerinin hemopoetik stem hiicreleri iizerine toksik et-
kileri engellenebilmis ve eksilen trombosit sayisi
ikinci giinde normale ulagsmigtir. Dordiinci ve

Sekil 5. Kontrol grubu 0. giinde bir micgakaryosit (Giemsa x
100).
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Sekil 6.
100).

Kontrol grubu 3. giinde bir mcgakaryosit (Giemsa x

Sekil 8.
(Giemsa x 100).

SOD uygulanan grupta 3. giinde bir megakaryosit

besinci giinlerde odlgiilen trombosit degerleri SOD
uygulanan grupta, kontrol grubuna gdre daha diisiik
seviyede kalmistir (Sekil 1). Bu sonug, SOD uygula-
nan grupta, li¢clincli giinde sayilar1 belirgin sekilde
artan trombositlerin, trombopoc/. lizerine inhibitdr
bir etki yapabileceklerini diisiindiirmektedir. Bu in-
hibitér etki SOD grubunda, dérdiincii ve besinci
giinlerde trombosit sayisi artiginin azalmasi ile ken-
dini belli ediyor olabilir. Ancak literatiirde bu olasi-
lig1 destekleyecek bir veriye raslanmamigtir.

Serbest oksijen radikalleri hiicre membrani ve
cesitli sitoplazma komponentlerinin ¢apt ve fonk-
siyonlarini olumsuz ydnde etkilemekte; DN A, RNA
ve polimerazlar ile, ¢cok sayida enzim iizerine toksik
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Sekil 7. SOD grubu uygulanan grupta 2. giinde bir megaka-
ryosit (Giemsa x 100).

etki gostermektedirler (2,3,4,6,8,9,18). Calismamiz-
dan elde ettigimiz kemik iligi bulgular1 da oksijen
radikallerinin aklive edilmis hemopoctik stem hiic-
releri iizerine inhibitdér bir etki yaptigina isaret et-
mekledir. Kontrol grubunda megakaryosit yogun-
lugu ti¢lincli ve dordiincii giinlerde artis gostermis,
SOD uygulanan grupla ise bu arts {i¢iincii giinde ve
¢ok daha belirgin olarak ortaya ¢ikmistir. SOD uy-
gulanan deney grubunda megakaryosit ¢ap1 ve ge-
kirdek lob sayis1 kontrol grubuna goére daha fazla
artts gostermis ve sitoplazmik olgunlagsma daha er-
ken bir zamanda tamamlanmistir. Bu bulgulardan
SOD uygulamasinin megakaryosiler seri hiicreleri
izrine endomitozu ve olgunlagmay1 artiric1 yonde
etki yaptig1 anlasilmaktadir. Oksijen radikalleri hiic-
relerin  proliferalif kapasitelerini  azaltabilmekte,
protein sentezini, farklilagsma ve olgunlasmayi boza-
bilmektedirler (1,2,3,4,6,8,9,10,18). Gelismekte olan
doku ve yeni sentez edilen proteinler lizerinde ser-
best oksijen radikallerinin daha da toksik bir etkiye
sahip olduklar1 bildirilmektedir (5).

Ayrica olgun kemik iligi hiicrelerine gore he-
mopoelik farklilasmanin  erken ddonemlerindeki
hiicrelerde anlioksidan enzimler (SOD, Glutatyon
Pcroksidaz ve Katalaz) daha diisiik seviyelerde bu-
lunmaktadirlar (6,9,19). Boylece, kemik iliginde 6-
zcllikle oksijen radikallerinin dretiminin arttig1
kosullarda hcmopoezin etkin bir supresyona ugra-

mas1 kaginilmaz olmakladir (3,4,5,6,9,18).

02~, oksidatif metabolizma sirasinda ilk kade-
mede iiretilen toksik bir oksijen metabolitidir (1,2).
SOD, 02~'in H202'e dismutazyonuna aracilik et-



mektedir (1,2,3,4,5,6,8,18). Bu arastirmada SOD uy-
gulamasinin trombopoez lizerinde onemli derecede
stimiile edici etkisinin gdzlenmis olmasi, kemik
iliginde en etkili serbest radikallerden birinin O2-
oldugunu gostermektedir. Hiicre membranlarini ko-
layca gegebilen ve iiretildigi bolgeden gevreye difiize
olabilen 02- (8), SOD uygulamasi ile biiyiik oranda
detoksifiye edilebilmektedir (1,2,5,9).

Bu c¢alismada sistemik olarak uygulanan SO-
D'un kemik iliginde tromboopetik aktiviteyi stimiile
edici ve kan trombosit kitlesini koruyucu bir etkisi-
nin oldugu bulunmustur. Bu etki muhtemelen iki
yolla ortaya ¢ikmaktadir.

1. Kemik iliginde stem hiicreleri ile gogalma ve
olgunlagsma olgunlasma asamalarindaki megaka-
ryositler seri hiicreleri SOD uygulamasi ile oksijen
radikallerinin toksik etkisinden korunmakta, proli-
ferasyon, diferansiasyon ve matiirasyonlar: stimiile
olmaktadir.

2. Kemik iliginde ve periferde, ¢ok firajil ve
serbest radikallere karsi dayaniksiz olan trombosit
membranlar: oksijen radikallerine karsi korunmak-
ta, boylece trombositlerin hizli yikimi ve kandan
uzaklastirilmalart 6nlenmektedir.

Oksidan stres hemopoetik sistem iizerinde
6nemli bir depresan faktoridir (1,3,4,6,9,18,20).
Akut kan kaybini takiben hemopoez aktive olmakta
ve oksijen radikallerinin iiretimi artmaktadir. Bu
toksik etki sistemik olarak uygulanan SOD ile 6nem-
li derecede 6nlenebilmektedir. Ayrica SOD uygula-
masinin trombositlcri oksidan stresten koruyucu ve
Omiirlerini uzatici bir etkiye da hasip olmasi miim-
kiindiir.

The effect of superoxide dismutase
on thrombopoiesis

Vie effect of SOD administration on
thrombopoiesis were studied in rats. 2 cc blood
was obtained from per 100 gr body weight of
rats. So, thrombocyte number (mass) decrea-
sed manifestly and thrombopoiesis increased.
Tlirombocyte number normalized earlier signi-

Sficantly in the SOD group as compared with
control group. Megakaryocyte number, mega-
karyocte size, nuclear lobe count and cyto-
plasm volume all increased together with an
incease in thrombocyte number in the SOD

group.

10.

11.

12.

YARDIMCI

It was concluded that SOD may prevent
the toxic effect of free radicals and protect rhe-
gakaryocyter series cells and incease the
membran stability of thrombocytes.
[TurkJMed Res 1992, 10 (J): 2-7]
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