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By the Use of Radiotracer Technique Measurement of
Binding of Selenium to Erythrocyte in Mice.

Summary: In this stud.Y, in miee by the use of radio-selenium (Na2 75

Se OJ) whether selenium is bound to erythrocytes during erythropoiesis or not
was inveJtigated. After intraperitoneal injeetion of radioselenium it was found
that selenium bind to erythorocytes in peripheral eireulation insiead '<ıi during
eryhtropoiesis in bone-marrow and exereated via faeees and urine.

Özet: Bu çalışmada, radyo-selenyum (Na2 75 Se OJ) kullanılarak, selen-
yumun farelerde eritropoez' de eritrositlerin )'apısına katılıp katılmadığı
araştırılmak istenmiştir. İntraperitoneal ı'erilen radyoselenyumun dalak ve ke-
mik iliğinde eritropoe;:'de eritrositlerin yapısına katılmadığı, daha ziyade
sirkülasyonda katıldığı ve selenyumun hı;.la dışki ve idrarla organizmadan
uzaklaştınldığı saptanmıştır.

Giriş

Domuz (ı), köpek (2), koyun (3) vetavuklarda (4) radyo-sdeni-
umun verilmesinden sonra, scleniumun kan dolaşımında eritrositlere
bağlandığı rapor edilmiştir. Wright ve Beıı (5), Perla ve Arkadaşları
(6) ve diğer bazı araştırıcılar (7, 8) in-vitro olarak radyo-seleniumun
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koyun eritrositleri tarafından alınımını (uptake) çalışmışlardır. Se-75
in koyun eritrositleri tarafından in-vitro olarak alınımının, rasyonla
alınan selenium miktarı ile ters orantılı olduğunu saptamışlardır.

Mc Connel ve Cooper (2), radyo-selerlium enjeksiyonundan sonra
köpeklerde -kanda, seleno-hemoglobin oluştuğuna tanık olmuşlardır.
Adı geçen araştırıcılar eritrositlerin yapısında yer alan heme ve globi-
ni izole ederek radioaktif scleniumun dağılımını ölçmüşlcr ve en çok
aktiviteyi sırasıyla hemc, hemoglobin ve globinde bulmuşlardır. Fa-
..kat araştırıcılar seleniumun kırmızı hücrelere kemik iliğindc bağlan-
mış olmayacağını da ileri sürmüşlerdir. Bu J1USUSU gözönüne alarak
[arelerde kemik iliği ve dalakta eritropoiezis'de radyo-selenyum'un
heme'in yapısına katılıp katılmadığı araştırılmak istenmiştir.

Materyal ve Yöntem

Deneme hayvanları, tahminen üçer aylık Swiss albino erkek fare- i

ler, Hacettepe Üniversitesi Deney Hayvanları Bölümü'nden sağlandı
ve standart fare yemi ile beslendi.

Radyoaktifmadde Amersham-tngilterc Radyo-Kimya Merkezi'n-
den (Sodium Selenite-Na275Se 03-çözeltisi) getirtildi. Radyoaktif
çözelti 0,2 cc. de 0.5!"tJCi radyoaktivite ihtiva edecek şekilde serum
(izyolojikle sulandırılarak farelere hafif eter anestezisi altında periton
içi enjekte edildi. Fareler üç gruba ayrılarak 6, ı2 ve 24 saatlık süre-
lerin i sonunda dalak, kemik iliği hcme ve non heme, kan, karaciğer
böbrek ve dışkı total aktiviteleri ölçüldü.

Heme ve non-heme frakdyonların ayırımı:
\ i

Dalak 4 cc Drabkin's solüsyonu (9) kullanılarak 2000 devirde 5
dakika homojenize edildi. Sayım tüpüne nakledilen homojenat'ın
pH'sı heme'i globind'en ayırmak ,çin 2 ye ayarlandı. Üzerine 4- ml
Etil-Metil-Keton (EMK) ilave edildi. Karışımı sağlandıktan sonra
20 dakika oda sıcaklıığnda ağızları kapalı olarak bırakıldı. Heme
EMK da iyice çözünür olduğu için organik fazda (üstte) non-heme i

bileşikler ise sıvı fazda yer almaktadır. Beş dakika 1500 devirde sant-
rifüjden sonra organik faz pastör pipeti ile bir başka 'sayım tüpüne
nakledildi. , ,

Farelel'in sağ. femur kemik ilikleri ayrı ayrı 2 şer cc Drabkin's
solüsyonu kullanılarak ucunda i numara enjektör iğnesi bulunan en-

i
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jekför yardımı ile saat camlarına aspire edildi. Aspirasyondan sonra
radyoaktivite sayım t~plerine nakledilen kemik iliğinin homojenize
edilmesine gerck'görül~edi. Kemik iliği non-heme ve hem c fraksiyon-
larının ayırımında aynı işlemuygulandı.

Radyoaktivite Ölçümü:

l\umunelerdeki radyoaktivite kuyu tipi gama sayıcısı (8) sinti-
lasyon (Nudear chicago, model 8725, Single channcl Well-type gam-
ma Radiation Analyzer) ile ölçüldü. Her bir numunenin s'cr dakika
sayımından sonra i dakikalık (CPM) aktiviteleri hesabedildi. Ölçü-
len aktivitelcr standart aktivitenin % si olarak değerlendirildi.

Sonuçlar

Kan, karaciğer, böbrek ve dışkıda herhangi bir işlem yapılmadan
doğrudan total aktiviteİeri ölçüldü ve standartın % si olarak değer-
lendirildi. Dalak heme ve non-heme fraksiyonlarında bulunan akti-
vite yüzdeleri Tablo i de gösterilmiştir. Non-heme fraksiyondaki atki-
vite heme fraksiyondan yüksek bulunmuştur. Ktmik iliğinde her iki
[r'aksiyondaki aktivite çok düşük ve dcğerlendirilemiyecek düzeyde
bulunduğundan tabloya alınmadı.

Dalak aktivitesi (%)
supernatant (x) presipitat (xx)

---_._. -- ----------
0.69 :ı= 0.15 2.44 + 0.38

-----
0.76 ~ o. ı5 2_ 14 0.34

-----------
1.22 0.44 3.06 'f 0.52

6

Zaman
(saat)

12

24

Tablo ı. Intraperitoncal olarak verilen Se-75'in dalakta heme ve non-heme bileşiklerdeki
% dağılımı (ortalama ve St. lıata)

(x) spt heme (xx) ppt \= non-heme

Zaman
(saat) Kan (%) Karaciğer (%) Böbrek (%) Dışki (0l)

/0,---- ------- ------- ---------- -- ---
6 2.32 + 0.16 6.00 =ı= 0':31 10.64 + 1.23 4.33 + 0.85----- -----
12 2-48 + 0.16 6.14 + 0.60 14.71 :ı= 2.4 4.43 + 0.31---- --------
24 1.69 =ı= 0.12 4.67 + 0.71 13.14 :ı= 1.57 3.33 + 0.93

Tablo 2. Intraperitoneal olarak verilen Se-75'iıı kan, karaciğer böbrek ve-dışkıda % dağılımı
(Onala,?a ve St. hata)
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Kan, karaciğer böbrek ve dışkıda bulunan radyoaktivite yüzde-
leri de Tablo 2. de gösterilmiştir. Kandaki aktivite % sinde 24. saatta
düşme görülmektedir. Karaciğer ,böbrek ve dışkıda da aynı durum
göze çarpmaktadır.

Tartışına

Farelere intraperitoncal verilen Selenyumun al yuvarların çeşitli
fraksiyonlarındaki dağılımı (Tablo ı) dalakta heme fraksiyonunda
nonheme'den daha düşük bulunmuştur. Fakat zamanla heme bile-
şiğindeki aktivitede bir artış gözlenmektedir. Bu artış muhtemelen '
selenyumun perifer kanda eritrositlere bağlanmasından ileri gelmek-
tedir. Çünkü radyoaktif demirle (Fe-sg) yapılan benzeri bir denemede
(g) dalaktaki heme bağlanan aktivite 6. saatte en yüksek düzeye eriş-
mektedir. Dalakta 6. saatte başlayarak 24. saate kadar non-heme
fraksiyondaki artışta selenyumun perifer kanda eritrositlere bağlan-
dığını doğrulamaktadır. .

Non-heme fraksiyonda yer alan bileşiklerin sayısı hayli yüksek-
tir ve globinde bu fraksiyonda yer almaktadır. Dalakta zamanla non-
heme fraksiyondaki aktivite artışı ve kand4i aktivitede zamanla
düşüş, sclenyumun diğer protein bileşiklerine bağlanması ile izah
edilebilir. Mc,Connel ve Cooper (2) perifer kandaki hemoglobin, heme, -
globin ve plazma proteinlerine bağlanan radyoaktif selenyumu ölç-
müş ve sclenyumun plazmadan ziyade alyuvarlarda konsantre oldu-
ğunu göstermiştir. Sclenyum sadece herhangi bir fraksiyona bağlan-
mayıp hepsine dağılmaktadır.

Kanda 24. saatte aktivited(;ki azalma (Tablo 2) sclenyumun
plazmadan çekildiğini, dışkı ve idrarla hızlı bir şekilde atıldığını gös-
termektedir. Bu durum, böbrek aktivitesinin 12. saatta en yüksek
düzeyde görülmesi ile d,e belirlenmektedir. Kemik i1iğinde heme ve
non-hem c fraksiyonlarındaki aktivitenin çok düşük düzeyde oluşu
da sclenyumun eritropoiesis'den ziyade perifer kanda eritrositlerin
yapısına katıldığını kanıtlamaktadır. Mc Connel (2) de köpek ve sı-
çanda selenyumu kemik iliğinde saptayamadığını belirtmektedir.

Bu ön çalışmanın diğer bazı parametreleri de içine alacak şekilde
daha çok deneme hayvanı üzerinde tekrar edilmesi gerekmektedir.
Örneğin; radyoaktivitenin verilmesinden sonra daha uzun süre bek-
lenerek (8-ro gün) perifer kanda eritrositlerin yapısında yer alan
aktivite, dal ak ve kemik iliğin de olduğu gibi [raksiyonlara ayrılarak
ölçülebilir.
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