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Abstract

Lanthanide’s are known as rare earth elements and are used in many areas. Although the place of Cerium
in the Lanthanide family in its biological importance in mammalian physiology is not fully known, a human
weighing 70 kg contains about 40 mg Cerium. Soluble Ce®* salts (nitrate, acetate, chloride, etc.) are used
for many biomedical purposes and in particular act as calcium analogues in biological systems. In non-
physiological flow conditions occurring in extracorporeal circulation areas, increased calcium ions within
the cell play a role in reducing erythrocyte deformability. In this study, it is aimed to show the possible
effects of Cerium on changes in erythrocyte deformability in shear stress at sub-hemolytic level. For this
purpose, blood samples were taken from adult male volunteers. Normal erythrocyte deformability was
measured at nine shear rates between 0.5 and 50 Pa, followed by stress application at a slip rate of 290 Pa
for 300 seconds without removing the sample from the system, followed by erythrocyte deformability at
shear rates of 0.5-50 Pa. There was no significant difference between the erythrocyte deformability values
of the control and Cerium incubated blood samples before stress application. However, significant
differences were found after stress application (p <0.01). Incubation of erythrocytes with Cerium did not
cause any change in erythrocyte deformability, but caused further deterioration of erythrocytes after
mechanical stress. Cerium chloride, which we use in our study, should be kept in mind that under normal
conditions, even if there is no negative effect on erythrocyte mechanics, conditions change, erythrocytes are
exposed to short-term sub-hemolytic mechanical effects and their mechanical properties are deteriorated.
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Seryum’un Eritrosit Mekanik Ozelliklerine EtKkisi

Ozet:

Lanthanitler nadir toprak elementleri olarak bilinirler ve bircok alanda kullanilirlar. Lanthanit ailesinden
olan Seryumun memeli fizyolojisindeki biyolojik onemindeki yeri tam olarak bilinmese de, 70 kg
agirhgindaki bir insanda yaklasik 40 mg Seryum bulunmaktadir. Coziilebilir Ce®* tuzlar1 (nitrat, asetat,
kloriir vb.) bircok biyomedikal amagclar i¢in kullanilmakta ve 6zellikle de biyolojik sistemlerde kalsiyum
analoglari olarak islev gérmektedir. Viicut dis1 dolasim alanlarinda meydana gelen fizyolojik olmayan akim
kosullarinda hiicre i¢inde artan kalsiyum iyonlari, eritrosit deformabilitesinin azalmasinda rol oynar. Bu
caliymada, sub-hemolitik diizeydeki kayma geriliminde eritrosit deformabilitesinde meydana gelen
degisikliklere Seryum’un olasi etkilerinin gosterilmesi amaglanmustir. Bu amagla, yetiskin erkek
goniillilerden alman kan orneklerinde sirasiyla; 0.5-50 Pa arasindaki dokuz kayma hizlarinda normal
eritrosit deformabilitesi 6l¢timii, bu 6l¢iimiin arkasindan sistemdeki numuneyi ¢ikarmadan 300 saniye 290
Pa kayma hizinda stres uygulamasi, hemen arkasindan ise tekrar 0.5-50 Pa kayma hizlarinda eritrosit
deformabilitesi dlglimii gergeklestirilmistir. Stres uygulamasindan 6nceki Kontrol ve Seryum ile inkiibe
edilmis kan 6rnekleriyle yapilan 6lgtimlerde, her iki 6rnegin de eritrosit deformabilite degerleri arasinda
anlamli fark olmadig1 bulunmustur. Ancak, stres uygulamasindan sonra 6nemli oranda farklar bulunmustur
(p<0.01). Eritrositlerin Seryum ile inkiibasyonu, eritrosit deformabilitesinde herhangi bir degisime neden
olmazken, mekanik stres sonrasi eritrositlerin deformabilitesinin daha da bozulmasina neden olmustur.

9% |Page
www.iiste.org


http://www.iiste.org/

International Journal of Scientific and Technological Research www.iiste.org
ISSN 2422-8702 (Online), DOI: 10.7176/JSTR/5-8-11 l's.i-'
Vol.5, No.8, 2019 IS'E

Calismamizda da kullandigimiz Seryum kloriir’iin, normal sartlar altinda eritrosit mekanigine olumsuz bir

etkisi olmasa da, sartlarin degistigi, eritrositlerin kisa siireli sub-hemolitik mekanik etkilere maruz kaldig1
durumlarda mekanik &zelliklerinin bozuldugu g6z 6niinde tutulmalidir.

Anahtar Kelimeler: Lanthanit, Seryum, Eritrosit, Deformabilite, Mekanik Stres

1. Giris

Lanthanitler, atom numaralar1 57 (Lanthanum) ile 71 (Lutetium) arasinda olan “nadir toprak” elementleri
olarak bilinirler. Kendilerine 6zgii yapilarindan dolay1 spesifik kimyasal, optik ve manyetik 6zelliklere
sahiptirler. Giinlimiizde 6zellikle aydinlatma cihazlari, lens, lazer, biyomedikal cihaz ve goriintiileme
teknikleri, fiber optik ve sabit disk siiriiciileri gibi bir¢ok yerde kullanilmaktadir. Bunlarin disinda
Lanthanitler’in eritrositlerin transmembran iyon transportunu, membran yapi ve fiziksel Ozelliklerini
modiile edebilecegine iligkin ¢alismalar da bulunmaktadir (Sneddon 1987; Cheng ve dig. 1999a; Cheng ve
dig. 1999b; Cheng ve dig. 1999¢). Yapilan calismalarda genellikle Lanthanitler’in hiicreye flizyonuna, iyon
transportuna, por olusumuna, protein aggregasyonuna etkileri (Sun ve dig. 1995; Herscher ve Rega 1996;
Cheng ve dig. 1999a; Cheng ve dig. 1999b), Lanthanitler’in ve bunlarin iyonik yarigapinin eritrosit
mekanigine etkileri gosterilmistir (Alexy ve dig. 2011).

Seryum’un memeli fizyolojisindeki biyolojik énemindeki yeri tam olarak bilinmese de, ¢dziilebilir Ce®*
tuzlar1 (nitrat, asetat, kloriir vb.) insanlar tarafindan geleneksel olarak anti-emetik, bakteriyostatik, bakteri
yok edici, immiinomodiilatér ve anti-timor aktiviteleri nedeniyle biyomedikal amaglar i¢in kullanilmigtir
(Jive dig. 2000; Jakupec ve dig. 2005). Lanthanitler’in elektron kabuklarinin 6zelliklerinden dolay, fiziksel
ve kimyasal 6zellikleri birbirlerine ¢ok benzemektedir. Bu elementlerin biyolojik sistemlerde kalsiyum
analoglar1 olarak islev gordiigili, enzimlerdeki (Martin and Richardson 1979) ve hiicre zar1 dahil birgok
proteinde kalsiyumun yerini alabildigi sdylenmektedir (Dosremedios 1981).

Kirmizi kan hiicreleri, normal yasamlarinin sonuna kadar dolagim sisteminin farkli kademelerinde mekanik
strese maruz kalirlar. Bunun sonucu olarak sekillerini degistirerek, akim kosullarina oryente olurlar. Normal
fizyolojik sartlarda olusan bu stres, eritrositlerde hasara neden olmaz. Ancak, fizyolojik olmayan yapay
organ ve cihazlardaki dolagim kosullarinda (kardiyopulmoner bypass, hemodiyaliz ekipmanlart vs.)
eritrositlerin sekillerinde degisiklik, membranlarinda kopmalar ve bunun sonucunda da hemoliz meydana
gelir (Dao ve dig. 1994; Kuypers 1998; Baskurt ve dig. 2004; Sakota ve dig. 2008). Eritrositlerde hasar
mekanizmalarinin aktivasyonuna yol agan travma ¢esitleri, sub-hemolitik ve hemolitik travma olmak iizere
iki farkli grupta incelenir. Bunlar arasindaki en 6nemli fark, meydana getirdikleri hasarin derecesidir. Sub-
hemolitik travma hemolize neden olmazken; hemolitik travma degisen oranlarda hemolize neden
olmaktadir. Sub-hemolitik kayma gerilimi, eritrosit membranindan iki yonlii ve konsantrasyon-bagimli bir
sekilde iyon gecisini indiiklemektedir (Dao ve dig. 1994). Bu iyon gecisleri, hiicreden potasyum c¢ikis1 ile
hiicreye kalsiyum ve sodyum girisini igermektedir. Mekanik stres ile aktive olan katyon kanallarindan
hiicreye giren kalsiyum, hiicre iginde diizenleyici mekanizmalarda gdrev alan gesitli proteinleri aktive
etmektedir. Bu ¢aligmada, sub-hemolitik diizeydeki kayma geriliminde eritrosit deformabilitesinde
meydana gelen degisikliklere Seryum’un olasi etkilerinin gosterilmesi amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Kan érnekleri

Caligma, 24-45 yas aras1 10 goniillii erkek bireyden alinan kan drnekleri kullanilarak yapildi. Deneklerin 6n
kol venlerinden Etilendiamintetraasetik’li (EDTA; 1.5 mg/dl) tiiplere alinan kan 6rnekleri, dakikada 1400
g’de bes dakika boyunca santrifiij edilip, plazmalar1 ayrildi. Alinan kan 6rnekleri santrifiij edildikten sonra,
eritrosit paketi Tris-NaCl (5 mM Tris, 290 mOsm/kg, pH = 7.4) ile ii¢ kez yikand1. Ornekler kan alimini
takiben hemen degerlendirildi ve her 6rnek lizerindeki galismalar, kan alimini izleyen dort saat iginde
tamamlandi.

2.2. Seryum’un hazirlanmast

Seryum (Kloriir tuzu, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) final konsantrasyonu 50 uM olacak sekilde Tris-
NaCl tamponunda hazirlandi. Tris-NaCl tamponunda, viskozitesi yaklasik 100 cP (centipoise) olacak
sekilde polyvinylpyrrolidone 360 (PVP, 360 kDa) soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan polimer soliisyonun
viskozitesi 37°C’de cone-plate viskozimetresinde (1/2RVDT, Brookfield Engineering Labs, Middleboro,
MA) olciildii. Hazirlanan bu soliisyonun 2 ml’sine, 5 pl yikanmis eritrosit paketi ve 20 pl Seryum eklenip
homojen olacak sekilde karistirildiktan sonra, yaklasik 10 dakika oda isisinda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra 37 °C’de deformabilite &l¢iimleri yapildi.
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2.3. Eritrosit deformabilitesinin él¢iimii

Eritrosit deformabilitesi, bir ektasitometre (LORRCA, RR Mechatronics, Hoorn, The Netherlands)
kullanilarak, ¢esitli stvi kayma kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi (Hardeman ve dig.
1994). Onceden hazirlanan siispansiyonun yaklasik bir mililitresi, aralarinda 0.3 mm bosluk kalacak sekilde
birbirine uyan iki cam silindirden olusan bir viskozimetre sistemine yerlestirildi. ki cam silindirin
arasindaki bosluga doldurulan siispansiyon, distaki cam silindirin sistemi kontrol eden bilgisayar tarafindan,
uygun kayma kuvvetlerini olusturmak iizere hesaplanan bir hizda dondiiriilmesiyle, bu kuvvetlerin etkisi
altinda birakildi. Belirlenen araliktaki kayma kuvvetlerini olusturacak donme hizlari, bilgisayar tarafindan
PVP ¢ozeltisinin viskozitesi de dikkate alinarak hesaplandi. Bu sirada sabit silindirin iginde yer alan bir
lazer kaynagindan ¢ikan 1sim, eritrosit siispansiyonuna ulagsmakta ve sonra bir ekran {izerine yansiyan
difraksiyon paterni, siispansiyondaki eritrositlerin seklini ve donme hareketinin yarattig1 akima
orientasyonlarini yansitmaktadir. Artan kayma kuvvetlerine paralel olarak, dairesel bir formdan elipsoid
forma doniisiimiin derecesi ile eritrositlerin sekil degistirme yetenekleri (deformabilitesi) arasinda dogru
orant1 vardir. Elipsoid difraksiyon paterninin uzun (A) ve kisa eksenlerinin (B) uzunluklarinm bilgisayar
tarafindan saptanmasiyla EI= (A-B) / (A+B) seklinde bir elongasyon indeksi (EI) hesaplanmaktadir.
Olgiimler 37°C’de yapildi. EI degerleri dokuz kayma stresi arasinda (0.5-50 Pa) dlciildii. Bu degerler
kullanilarak, her drnek i¢in maksimum elongasyon indeksinin yarisi kadar sekil degistirmeye neden olan
kayma kuvveti (SS1p) Lineweaver-Burke analizi uygulanarak hesaplandi (Baskurt ve Meiselman 2004).
SSip degerindeki artig, deformabilitenin azalmasi olarak degerlendirilir.

2.4. Sub-hemolitik stres uygulamasi

Sub-hemolitik stres uygulamasi sirasiyla; 0.5-50 Pa arasindaki dokuz kayma hizlarmda normal eritrosit
deformabilitesi 6l¢limii, bu 6l¢limiin arkasindan sistemdeki numuneyi ¢ikarmadan 300 saniye 290 Pa kayma
hizinda stres uygulamasi, hemen arkasindan ise tekrar 0.5-50 Pa kayma hizlarinda eritrosit deformabilitesi
Olctimii seklinde yapildi. Verilerin analizi yapilirken, yliksek kayma hizindan 6nce ve sonra olacak sekilde
SS1/2 degerleri hesaplandi.

2.5. Hesaplama ve istatistik

Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak verildi. Gruplar arasindaki istatistiksel karsilagtirmalar “Mann-
Whitney” testi ile degerlendirildi. 0.05 den kiiciik p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi
(PRISM 6.0, GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).

3. Arastirma Bulgulan ve Tartisma

Eritrosit deformabilitesi, eritrositin kan akimi sirasinda kendine uygulanan kuvvetlere yanit olarak sekil
degistirmesi seklinde tanimlanabilir (Mohandas ve dig. 1980; Mohandas ve dig. 1983; Mohandas 1992;
Nash ve Gratzer 1993). Eritrositlerin kendi ¢aplarindan daha kiigiik kapillerlerden gegebilmeleri, ancak sekil
degisikligine ugramalar1 ile miimkiin olur (Mohandas ve dig. 1980; Mohandas ve dig. 1983; Mohandas
1992; Mohandas ve Chasis 1993). Eritrosit deformabilitesi intrinsik faktorlerden (sitoplazmik viskozite,
membran mekanik 6zellikleri) ve ekstrensek faktdrlerden (yiizey alani hacim iligkisi, hiicre sekli) etkilenir
(Smith ve Hochmuth 1982; Evans 1989; Numata ve dig. 2007). Yapilan ¢aligmalarda, eritrositlerin icinde
bulunduklar1 ortamin ozmolaritesindeki artis (Mohandas ve Shohet 1981), ekinosit gibi sekil degisiklikleri
ve sitoplazmanin reolojik &zelliklerinin degismesine neden olan orak hiicre anemisindeki polimerize
hemoglobin deformabilitenin azalmasia neden olur (Mohandas 1992; Clark ve dig. 1993; Iolascon ve dig.
1998). Bunun disinda tip II diyabet (McMillan ve dig. 1983; Kunt ve dig. 1999), deneysel sepsis ve iskemi-
reperflizyon hasarinda eritrositlerin sekil degistirme yetenekleri azalir (Kayar ve dig. 2001).

Eritrositlerde hasar mekanizmalarinin aktivasyonuna yol agan travma cesitleri, sub-hemolitik ve hemolitik
travma olmak tiizere iki farkli grupta incelenir. Her iki travma ¢esidinin de gelismesinde en énemli faktor,
viicut dis1 dolasim alanlarinda meydana gelen fizyolojik olmayan akim kosullaridir (Baskurt ve dig. 2004).
Insan arteryel sistemindeki kayma kuvvetleri yaklasik olarak 1-10 Pascal (Pa) (Greve ve dig. 2006) arasinda,
viicut dig1 dolagim sistemine ait yapay sistemlerde ise 200-300 Pa veya ¢ok daha iizerindedir (Nevaril ve
dig. 1968; Deutsch ve dig. 2006). Sub-hemolitik travmanin sonucunda hemoliz meydana gelmez, ancak
membran organizasyonunda, iyon transport sistemlerinde ve reolojik 6zelliklerinde degisikler meydana
gelir (Dao ve dig. 1994; Baskurt ve dig. 2004). Yapilan ¢alismalarda sub-hemolitik mekanik travmaya
maruz birakilan eritrositlerin deformabilitelerinde azalma oldugu gosterilmistir (Kameneva ve dig. 1995;
Baskurt ve dig. 2004). Stres uygulamasindan onceki ve sonraki kan ornekleriyle yapilan 6lgiimlerde,
uygulanan kayma kuvveti arttik¢a, beklendigi gibi eritrosit deformabilitesinin de arttigi Sekil 1A’da
gosterilmigtir. Stres uygulamasidan onceki ve sonraki gruplara ait EI degerlerinden hesaplanan SSai
degerlerindeki degisiklikler ise Sekil 1B’de gosterilmis ve bu degisim istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 1. A) Kontrol grubuna ait 300 saniye 290 Pa kayma hizinda stres uygulamasindan 6nceki ve sonraki
kayma hizi-EI egrisi. B) El-kayma gerilimi egrisinden hesaplanan maksimum elongasyon indeksinin yarisi
kadar sekil degistirmeye neden olan kayma kuvveti (SS1/2). Sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi
(n=10). “Once’den” fark; *: p<0.05.

Sub-hemolitik travma, eritrositlerin omriiniin kisalmasma (Brinsfield ve dig. 1962), dalak tarafindan
yakalanmasinin artmasina (Sandza ve dig. 1974), morfolojik degisikliklere (Orear ve dig. 1984) ve mekanik
Ozelliklerinin bozulmasma neden olabilir (Baskurt ve dig. 2004). Bagkurt ve arkadaslarmin yaptigi
caligmalarda, 290 Pa 300 saniye ektacytometry (LORRCA) ile mekanik stres uygulanan eritrositlerde
hemoliz meydana gelmeden sub-hemolitik travma olusturuldugu ve deformabilitenin azaldigi, 300 Pa
iizerinde ise hemolizin goriilmeye baslandig1 gosterilmistir (Alexy ve dig. 2011; Baskurt 2012; Baskurt ve
Meiselman 2013). Calismamizda da benzer sonuglar elde edilmistir (Sekil 1).

Final konsantrasyonu 50 uM olacak sekilde Tris-NaCl tamponunda hazirlanan Seryum 10 dakika oda
isisinda inkiibe edildikten sonra, stres uygulamasindan onceki ve sonraki kan Ornekleriyle yapilan
Olglimlerde, uygulanan kayma kuvveti attikca beklendigi gibi eritrosit deformabilitesinin de arttigr Sekil
2A’da gosterilmistir. Stres uygulamasindan dnceki ve sonraki gruplara ait EI degerlerinden hesaplanan SS1/,
degerlerindeki degisiklikler ise Sekil 2B’de gosterilmis ve bu degisim istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.01). Yapilan bir ¢aligmada sub-hemolitik kayma geriliminin eritrosit deformabilitesinde
onemli diizeyde azalmaya neden oldugu, Lanthanitler’den 6zellikle Lanthanum’un eritrositleri hasara karst
koruyabilecegi soylenmektedir (Alexy ve dig. 2011). Bizim ¢alismamizda ise Lanthanitler’den biri olan
Seryum’un eritrositleri mekanik hasara karsi korumadigi gézlenmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. A) Seryum grubuna ait 300 saniye 290 Pa kayma hizinda stres uygulamasindan 6nceki ve sonraki
kayma hizi-EI egrisi. B) El-kayma gerilimi egrisinden hesaplanan maksimum elongasyon indeksinin yarisi
kadar sekil degistirmeye neden olan kayma kuvveti (SS1/2). Sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi
(n=10). “Once’den” fark; **: p<0.01.
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Sekil 3. A-C) Kontrol ve Seryum gruplarma ait 300 saniye 290 Pa kayma hizinda stres uygulamasindan
onceki ve sonraki kayma hizi-El egrileri. B-D) Kontrol ve Seryum gruplarma ait El-kayma gerilimi
egrisinden hesaplanan maksimum elongasyon indeksinin yaris1 kadar sekil degistirmeye neden olan kayma
kuvveti (SSir). Sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi (n = 10). “Once’den” fark; **: p<0.01.
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Bu ¢alismada, eritrositler kisa siireli olarak sub-hemolitik diizeyde kayma gerilimine maruz birakilmis ve
sub-hemolitik kayma geriliminin eritrosit deformabilitesine etkileri incelenmistir. Calismanin bulgularma
gore, eritrosit deformabilitesi mekanik stresten etkilenmekte ve sub-hemolitik kayma gerilimi, eritrosit
deformabilitesinin 6nemli diizeyde diismesine neden olmaktadir. Meydana gelen bu hasar, hiicre zarmdan
iyon tasinimindaki hafif bir degisiklikten, eritrositlerin tamamen yok olmasina kadar (hemoliz) degisebilir.
Genel olarak, 300 Pa'dan yiiksek kayma gerilmeleri hemolizle sonuglanir (Bernhard ve dig. 1978), diisiik
kayma gerilimleri ise eritrositte mekanik bozulma da dahil olmak tizere yapisal ve fonksiyonel degisikliklere
neden olabilir (Giersiepen ve dig. 1990). Yapilan ¢alismalarda, kayma geriliminin insan eritrositlerinde de
gerime duyarli-Ca*?’a gegirgen katyon kanallarinin agilmasmni saglayarak hiicreye Ca*? girisine neden
oldugunu goéstermistir (Romero ve Romero, 1999).

Sekil 3A’da stres uygulamasindan 6nceki Kontrol ve Seryum ile inkiibe edilmis kan 6rnekleriyle yapilan
Olgtimlerde, uygulanan kayma kuvveti attikga her iki 6rnegin de eritrosit deformabilitesinin arttigi ve bu
egrilerden hesaplanan SSi/, degerleri arasinda anlamli fark olmadigi bulunmustur (Sekil 3B). Ancak, stres
uygulamasidan sonraki gruplara ait EI egrileri ve bundan hesaplanan SSi, degerlerinde 6nemli oranda
farklar bulunmus ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (Sekil 3C-D; p<0.01).
Ozellikle de diisiik kayma hizlarinda bu fark daha 6n plana ¢ikmustir (Sekil 3C). Eritrositlerin Seryum ile
inkiibasyonu, eritrosit deformabilitesinde herhangi bir degisime neden olmazken, mekanik stres sonrasi
eritrositlerin deformabilitesinin daha da bozulmasina neden olmustur. Lanthanitler’in elektron kabuklarmin
Ozelliklerinden dolays, fiziksel ve kimyasal Gzellikleri birbirlerine ¢ok benzemektedir ve bu elementler
biyolojik sistemlerde kalsiyum analoglar1 olarak islev goriirler (Martin ve Richardson 1979; Dosremedios
1981). Hiicre igi artan kalsiyum konsantrasyonu eritrosit deformabilitesini diistirmektedir. Seryum’un da
Ozellikle mekanik stres uygulamasiyla hiicrenin igine girdigi ve kalsiyum gibi davranarak eritrosit
deformabilitesini kontrol grubuna gore daha da disirdigi disiinilmektedir. Seryum’un insan
fizyolojisindeki yeri tam olarak bilinmese de, ¢oziilebilir Ce®* tuzlar1 (nitrat, asetat, kloriir vb.) anti-emetik,
bakteriyostatik, bakteri yok edici, immiinomodiilatér ve anti-tiimor aktiviteleri i¢in kullanilmaktadir (Ji ve
dig. 2000; Jakupec ve dig. 2005).

Calismamizda da kullandigimiz Seryum kloriir’iin, normal sartlar altinda eritrosit mekanigine olumsuz bir
etkisi olmasa da sartlarin degistigi, eritrositlerin kisa siireli sub-hemolitik mekanik etkilere maruz
birakilmasiyla eritrositlerin mekanik fonksiyonlarmin bozuldugu géz 6niinde tutulmalidir.
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