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P Amag: Eritrosit deformabilitesi eritrositlerin dolagim sisteminde kargilagtiklar: kuvvetlerin etkisi altin-

Pinar ULKER da sekil degistirebilme yetenegidir. Bu parametre deneysel ve klinik hemoreoloji ¢alismalarinda siklik-
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, la kullamilarak eritrositlerin mekanik 6zellikleri degerlendirilmektedir. Eritrositler plazma iginde endo-
Fizyoloji Anabilim Dals,

jen ve eksojen adenozin tri-fosfat (ATP)’ye siirekli maruz kalmaktadir. Eksojen ATP nin eritrositlerde
hticre i1 iyon dengesinde ve hiicre hacminde degismeye neden oldugu daha 6nce gosterilmigtir. Oysa
hiicre geometrisinden biiytk oranda etkilenen eritrosit deformabilitesinin ATP’den etkilenip etkilen-
medigi bilinmemektedir. Caliymanin amac eritrosit deformabilitesinin endojen ve eksojen ATP’ye
yanitlarinin incelenmesidir.

Antalya, Tirkiye
E-posta: ulkerpinar@akdeniz.edu.tr

Gere¢ ve Yontemler: Calismada gonilli erkeklerden alinan venéz kan 6rnekleri kullanilmigtir.
Kan 6rneklerinden eritrosit izolasyonu yapildiktan sonra otolog plazma iginde hematokrit %40 olarak
ayarlanmigtir. Eksojen ATP ¢alismalarinda purinerjik reseptor inhibitort varliginda ve yoklugunda
eritrosit siispansiyonlarima 100, 300 ve 500 pM ATP eklenmis ve yarim saat inkitbasyonun ardindan
deformabilite él¢timleri yapilmigtir. Endojen ATP ¢aliymalarinda ATP kanal inhibitéri varhginda ve
yoklugunda eritrositlere mekanik stres uygulanmig ve mekanik stresin hemen ardindan eritrosit defor-
mabilitesi 6l¢ilmustiir.

Bulgular: 300 ve 500 pM ATP eritrosit deformabilitesinde diismeye neden olurken bu diisiis pu-
rinerjik reseptor inhibitérii varliginda ortadan kalkmigtir. Ote yandan mekanik stres eritrositlerden
ATP salinimimi uyarmig ve bu salinim ATP kanal inhibitori ile ortadan kalkmigtir. Bu kogullar altinda
endojen ATP eritrosit deformabilitesinde bir degisiklige neden olmamuigtir.

Sonug: Caliymanin sonuglar1 eksojen ATP'nin hiicre membraninda bulunan purinerjik reseptorler

araciligi ile eritrosit deformabilitesinde azalmaya neden oldugunu ilk defa gostermistir. Ote yandan
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ABSTRACT

Objective: Erythrocytes respond to forces by extensive changes in their shape, with the degree of
deformation under a given force known as erythrocyte deformability. Erythrocytes are consistently
exposed to endogenous and exogenous ATP in the plasma. Studies have shown that exogenous
adenosine-three phosphate (ATP) causes the intracellular ionic balance to change and reduces
the cell volume. Although it is well known that cell volume is one of the regulators of erythrocyte
deformability, there is no study on the effect of ATP on erythrocyte deformability. The aim of this
study was to investigate the effects of endogenous and exogenous ATP on erythrocyte deformability.

Material and Methods: Erythrocytes isolated from volunteers were used in this study. After
erythrocyte isolation, the hematocrit of erythrocyte suspensions was set to 40%. The effect of 100, 300
and 500 pM ATP on erythrocyte deformability was evaluated in the presence or absence of purinergic
receptor antagonist. The effect of endogenous ATP on erythrocyte deformability was evaluated after
mechanical stress application in the presence or absence of ATP channel inhibitor.

DOI: 10.17954/am;j.2017.67

Akd Tip D / Akd Med J / 2017; 1: 29-34 29 |



Ulker P

Results: 300 and 500 pM ATP caused a decrease in erythrocyte deformability while purinergic receptor antagonist ameliorated this
effect. Moreover, mechanical stress application resulted in increased ATP release from erythrocytes. This increase was shown to be
abolished in the presence of an ATP channel blocker. Endogenous ATP exerted no effect on erythrocyte deformability.

Conclusion: The results of this study demonstrated that exogenous ATP decreases erythrocyte deformability through purinergic receptors.
Moreover, endogenous ATP released under mechanical stress conditions had no effect on red blood cell deformability.

Key Words: Erythrocyte, Deformability, ATP, Mechanical stress

GIRIS ve AMAC

Eritrositler tagidiklar: oksijeni dokulara ulagtirabilmek icin
kendi boyutlarindan daha kiciik capa sahip damarlar-
dan ge¢mek zorundadir. Bu durum eritrositlerin seklini
tersinir olarak degistirebilme yani deformabilite yetenegi
ile mimkindir (1-3). Eritrosit deformabilitesi eritrositin
geometrik sekli, sitoplazmik viskozitesi ve eritrosit membra-
niin mekanik 6zellikleri tarafindan belirlenmektedir (1,4-
6). Eritrositlerin hidrodinamik kuvvetlerin etkisindeki gekil
degistirmeleri geri dontgimlidir. Sekil degisimine neden
olan etkinin ortadan kalkmas ile hiicre diskoid gekline geri
dénmektedir (4,7,8).

ATP, hicrenin primer enerji kaynagr olmasimnin yanisira
onemli bir noérotransmitter ve ckstraseliiler sinyal
(9-12). ATP damar diz
kas tontsinin duzenlenmesi, immun ve inflamatuvar
yanitlari olusturulmas: ve endokrin ve eksokrin sekresyon
(13-18) gibi pekeok fizyolojik ve patolojik siire¢de etkin
bir rol oynamaktadir (19-23). ATP hiicresel etkilerini
hiicre membraninda yerlesmis purinerjik reseptorler
tizerinden gostermektedir. Bu reseptorlerin iyonotropik
P2X ve metabotropik P2Y olmak tzere 2 adet subtipi
bulunmaktadir (24). Hiicre tipine gére ATP etkilerine
aracilik eden purinerjik reseptér subtipleri degisiklik
gostermekle birlikte bugiine kadar insan eritrositlerinde
purinerjik reseptorler arasindan P2X1, P2X4, P2X7 ve
P2Y13’in varlig: gosterilmigtir (25).

molekuludur Ekstraseluler

Eritrositlerde glikolitik mekanizmalarla tretilen milimolar
dizeylerde ATP bulunmaktadir. Bu ATP’nin bir kismm
eritrositlerin dolagim sistemininden gecerken kargilagtiklary
hipoksi ve mekanik stres etkisiyle hiicre digina salimmaktadir
(26-30). Bu nedenle eritrositler plazma iginde hem
kendilerinden salinan (endojen) hem de vaskiiler sistemin
diger hiicreleri tarafindan salman (eksojen) ATP’ye stirekli
maruz kalmaktadir. ATP ile inkibe edilen eritrositlerde
membranin divalen katyonlara gecirgenligini artirdigi ve
hiicre i¢ine sodyum ve kalsiyum girigi olurken hiicreden
potasyum cikisi gerceklestigi bildirilmigtir (31-34). Hiicre
ici iyonik dengede g6zlenen bu degisime hiicre hacminde
azalmanin da eglik ettigi gosterilmistir (35). Oysa ATP’nin
eritrosit geometrisinde neden oldugu bu degisimlerin
eritrosit deformabilitesini etkileyip etkilemedigi bugtine
kadar hi¢ caliglmamistir Bu caliymanin amacit eritrosit

= 30

stispansiyonlaria digaridan eklenecek eksojen ve mekanik
stres uygulamastyla hiicreden ¢ikigt uyarilacak olan endojen
ATP’nin eritrosit deformabilitesine etkilerini incelemektir.

GEREC ve YONTEM

Kan Orneklerinin Toplanmasi ve Eritrosit
Siispansiyonlarimin Hazirlanmasi

Bu galismada yer alan arastirma protokolleri Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu
tarafindan onaylanmigtir (07.08.2014.281). Clalismada erig-
kin, gonillii erkeklerden alinan venéz kan 6rnekleri kulla-
nilmigtir. Kan 6rnekleri antikoagiilan olarak ethylenedia-
minetatraaceytic acid (EDTA; 1.5 mg/ml) iceren vakumlu
tiiplere, dirsek énii venlerinden almmugtr. Islem sirasinda
turnike sadece venin yerini tespit igin kullanilmig, kanin
enjektore doldurulmasindan 6nce mutlaka gevsetilmistir.
Ornekler kan alimimi takiben hemen degerlendirilmis ve
her 6rnek tzerindeki ¢aligmalar kan alimin izleyen dort
saat icinde tamamlanmustir.

Kan o6rneklerindeki 16kositler polysucrose (6.0 g/dl) ve
sodium diatrizoate (16.7 g/dl) iceren dansite gradiyenti
(Histopaque 1119; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
ABD) kullanilarak uzaklagtirlmistir. Buna gore, 20 ml
kan 6rnegi, 50 ml plastik tiip igine konulmus olan 20 ml
dansite gradiyenti tizerine tabakalandirilmig, 700 g’de 30
dakika santrifuj edildikten sonra dipteki eritrosit kitlesinin
tizerinde kalan boltim aspire edilip atilmigtir. Aspirasyonun
ardindan dipte ¢6kmiis halde bulunan eritrosit paketi 1
defa Krebs solisyonunda (NaCl 119 mM, KCI 4.7 mM,
NaHCOS3 24, KH2PO4 1.18 mM, MgSO4 17H20 1.17
mM, CaCl2 2.5 mM ve glukoz 11.2 mM) yikanmig ve
ardindan plazmalari iginde resuspanse edilerek hematokriti
% 04’e ayarlanmigtir.

Cabsmanin ilk asamasmda eksojen ATP’nin eritrosit
deformabilitesine etkisi aragtirilmigtir. Bunun ig¢in kan
ornekleri 100, 300 veya 500 puM ATP ile non-spesifik
reseptor (100 pM)
varliginda ve yoklugunda 30 dakika boyunca inkiibe
edilmistir. Caliymanin ikinci agamasinda endojen ATP nin
etkist
icin ATP kanal blokiirii Carbenoxolone varhginda ve

purinerjik antagonisti  suramin

eritrosit ~ deformabilitesine cahgilmigtir.  Bunun
yoklugunda eritrositler agagida belirtilen sekilde mekanik
kuvvetlere maruz birakilmig ve hemen ardindan eritrosit

deformabilitesi 6lculmustiir.
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Mekanik Stres Uygulamasi

Yukarida bahsedilen gekilde hazirlanmig olan eritrosit
sispansiyonlar1 6zel olarak tasarlanmig bir akim sisteminde
20 dakika boyunca 3 Pa biyiikligiinde mekanik kuvvetlere
maruz birakilmigtir. Bu akim sistemi, i¢ ¢apr 0.12 cm
ve uzunlugu 33 cm olan cam kapiller bir borudan ve
senkronize caligan bir ¢ift enjektér pompasindan (Model
NE1000,dual pump system; New Era Pump Systems Inc.,
Wantagh, NY, USA) olusmaktadir. Birbirine zit yonde
calisan pompalar, enjektorlerden birinin kapiller boruyu
besleyecek sekilde itilmesini; digerinin ise otomatik olarak
doldurulmasimi saglayarak kapiller boru iginde stirekli akim
olugturmaktadir. Eritrositlerin kapiller borudan gecerken
kargilagacaklar1 mekanik kuvvetlerin biyukligu asagidaki
formiile gore hesaplanmigtir:

5= 4.Q.377
T

Bu formiilde 8, duvar kayma kuvveti (2 Paskal); r, cam
kapiller borunun yaricapi; 1), eritrosit stispansiyonlarimin
viskositesi ve Q) ise stspansiyonun akim hizimi ifade
etmektedir. Akim hizi, duvar kayma kuvveti 2 Paskal olacak
sekilde hesaplanarak uygulanmgtir.

ATP Ol¢iimii

Panneksin inhibitorii carbenoxolone (Carbenoxolone;
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA,100 uyM/L) ile
muamele edilen ve edilmeyen eritrosit sispansiyonlarinda
mekanik stres uygulamasinin hemen ardindan lusiferin-
lusiferaz teknigi kullamilarak eritrositlerden salinan ATP
Slgtlmiigtir. Bunun icin eritrosit sispansiyonlarindan elde
edilen stiperenatanlardan aliman 200 pl 6rnek ATP 6l¢cim
kiti kullanilarak luminometrik olarak 6l¢tilmiisttr. Bu 6lgtim
yonteminde ATP ile D-lusiferin reaksiyonu sonucu olusan
fotonlar bir luminometre ile ve 565 nm dalga boyunda
(model TD-20/20; Turner Designs, Sunnyvale, CA)
6lgiilmiistiir. Olgiimde elde edilen emisyon dalgast ayni giin
hazirlanan olan ATP standart egrisi ile kiyaslanarak ATP
konsantrasyonlar1 elde edilmigtir. Siispansiyon ortaminda
Ol¢iilen  ATP’nin pargalanmasi
agiga hiicre igeriginin agiga ¢ikmasindan kaynaklanip

hiicrelerin sonucu
kaynaklanmadigi deney gtinii Drapkin yontemi ile
sispansiyon ortamindaki hemoglobinin él¢timii yapilarak
dogrulanmugtir.

Eritrosit Deformabilitesi

Eritrosit deformabilitesi bir ektasitometre (LORRCA, RR
Mechatronics, Hoorn, The Nederlands) kullanilarak, cesitli
sivi kayma kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile deger-
lendirilmigtir. Eritrositler, izotonik fosfat tamponu (PDI)
ile konsantrasyonu %0, viskozitesi ise 24cp olacak sekilde
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hazirlanmigs PVP-360 (polivinylpyrolidone, Sigma, St. Lou-
1s, MO, USA) cozeltisi icinde yaklagtk 1/200 diliisyonda
stispansiyon haline getirilmistir. Bu stispansiyonun yaklagik
I ml’si aralarinda 0.3 mm bosluk kalacak sekilde birbiri-
ne uyan 2 cam silindirden olugan bir viskometri sistemine
yerlestirilmigtir. Iki cam silindirin arasindaki bosluga dol-
durulan stispansiyon disindaki cam silindirin sistemi kont-
rol eden bilgisayar tarafindan uygun kayma kuvvetlerini
olusturmak tizere hesaplanan bir hizla donduriilmesiyle bu
kuvvetlerin etkisi alunda birakilmigtir. Belirlenen aralikta-
ki kayma kuvvetlerini olusturacak dénme hizlar bilgisayar
tarafindan izotonik fosfat tamponu-PVP ¢ozeltisinin visko-
zitesi de dikkate alinarak hesaplanmigtir. Bu sirada sabit
silindirin i¢inde yer alan bir lazer kaynagindan ¢ikan bir
1510 eritrosit sispansiyonuna ulagmakta ve sonra bir ekran
tizerine yanstyan difraksiyon paterni siispansiyondaki erit-
rositlerin geklini ve dénme hareketlerinin yarattigr akima
orientasyonlarini yansitmaktadir. Artan kayma kuvvetleri-
ne paralel olarak, dairesel bir formdan elipsoid forma dént-
simtn derecesi ile eritrositlerin sekil degistirme yetenekleri
(deformabiltesi) arasinda dogru oranti vardir. Elipsoid dif-
raksiyon paterninin uzun (a) ve kisa eksenlerinin (b) uzun-
luklarinin  bilgisayar tarafindan saptanmasiyla EI=A-B/
A+B seklinde bir elongasyon indeksi (EI) hesaplanmugtir.
Olgiimler 37°C’de yapildi. EI degerleri 9 kayma stresi ara-
sinda (0.3-30Pa) olciilmistiir. Bu degerler kullanilarak her
ornek i¢in maksimum elongasyon indeksinin yarist kadar
sekil degistirmeye neden olan kayma kuvveti (SS1/2) Line-
aWeaver-Burke analizi uygulanark hesaplanmistir.

3.6. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel GraphPad Prism (3.ct
kullanmilmigtir. Sonuglar degerlendirilirken student t-testi
kullanmilmigtir, fark var ise gruplarin post-hoc kargilagtirmasi

analizde strim)

Man-Whitney testi ile gergeklestirilmistir.
SONUQLAR

30 dakika boyunca 300 ve 500 pM ATP ile inktbe edilen
eritrositlerin deformabilite yeteneklerinin istatistiksel olarak
anlamh diizeyde digmustiir. Buna kargimn 100 pM ATP’nin
eritrosit deformabilitesine Onemli bir etkisi olmadig
gozlenmigtir (Sekil 1). 300 ve 500 pM ATP’ye cevaben
meydana gelen deformabilite diisiisii non-spesifik purinerjik
reseptor antagonisti Suramin varhginda ortadan kalkmistir
(Sekil 2,3). Ote yandan hem 1 hem de 3 Paskal diizeyinde
hicrelerden ATP  cikigim
istatistiksel olarak anlamli dizeyde arttirmustir (Sekil 4).
ATP kanal blokiirti Carbenoxolone ise 3 paskal diizeyinde
mekanik strese cevaben eritrositlerden ATP  cikigini
onlemistir (Sekil 5). Bununla birlikte 3 Paskal dizeyinde
uygulanan mekanik kuvvetlere cevaben eritrositlerden
saliimi uyarilan endojen ATP eritrosit deformabilitesinde

uygulanan mekanik stres

herhangi bir degisime neden olmamustir (Sekil 6).
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TARTISMA

Bu ¢aliymanin bulgular eksojen ATP nin eritrositlerin gekil
degistirme yeteneginde 6nemli diizeyde azalmaya neden
oldugunu gostermistir. Bu azalma non-spesifik purinerjik
reseptOr antagonisti olan suramin ile geri ¢evrilebilmektedir.
Bununla birlikte eritrosit deformabilitesinin eksojen ATP’ye
verdigl yamt uygulanan kayma kuvvetinin biyiikligiine
bagh olarak da degisiklik gostermektedir. Ote yandan
mekanik stresle hiicreden cikigt uyarilan endojen ATPnin
eritrosit deformabilitesini etkilemedigi gosterilmistir.

Calismamizda 30 dakika boyunca 300 ve 500 pM ATP
ile inkiibe edilen eritrositlerin deformabilite yeteneklerinin
istatistiksel olarak anlaml diizeyde distigi goézlenmistir.
ATP’nin hiicre i¢ine sodyum ve kalsiyum girigi ve potasyum
¢ikisina neden olmasi ve buna bagh olarak hiicrelerin su
kaybederek hiicre hacminin azalmas1 goz 6ntine alindiginda
eritrosit deformabilitesindeki bu diigiiy hticre i¢i iyonik
dengede ve hiicre geometrisinde gozlenen bu degisimlerin
eritrosit fonksiyonuna da yansidiginin bir gostergesidir (31-
34).

Sekil 1: Farkli dozlarda ATP’ye cevaben EI degisimleri. Sonuglar
ortalama % standart hata olarak verilmigtir. * P<0.05, Kontrolden
fark; + P<0.05, 100nM ATP’den fark (n=14)

Sekil 2: Purinerjik reseptor inhibisyonunun ATP aracili EI
degisimlerine etkisi * P<0.05, Kontrolden fark; (n=14).
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Sekil 3: Purinerjik reseptor inhibisyonunun ATP aracih EI
degisimlerine etkisi * P<0.05, Kontrolden fark; (n=14).
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Sekil 4: Meckanik Stresin eritrositlerden ATP salinimina etkisi.

Sonuglar ortalama * standart hata olarak verilmigtir. #* P<0.001,
Bazalden fark; ++ P<0.01, Mek strl paskaldan fark (n=9).
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Sekil 5: ATP kanal inhibisyonunun mekanik strese cevaben Sekil 6: Eritrositlerden ATP ¢kisimin  engellendigi  ve

eritrositlerden ATP salinimina etkisi. *¥* P<0.001, Bazalden fark;
+++ P<0.001, Mek str 3 paskaldan fark (n=9).

Bugiine kadar yapilan ¢aliymalarda insan eritrositlerinde
baghca P2X1, P2X4, P2X7 ve P2Y13’in bulundugu
gosterilmistir (25). Bu ¢aliyjmada hem 300 hem de 500
pM eksojen ATP’ye cevaben eritrosit deformabilitesinde
gozlenen dustis, bir non-spesifik purinerjik reseptor
antagonistt olan Suramin ile ortadan kalkmigtir. Bu
sonuclar eksojen ATP nin eritrosit membraninda bulunan
spesifik reseptorlerine baglanarak bu etkiyi gosterdigini
kanitlamaktadur.

Eritrositler hiicre ici ATP konsantrasyonu en yiiksek
hiicrelerden biridir. Endojen ATP’nin eritrositlerin belirli
hidrodinamik kuvvetlerin etkisi altinda gekil degistirmesinde
Ozellikle hiicre iskeleti bilesenlerinden spektrin proteini
tizerinden rol aldigi gosterilmistir (36). Bunun yaninda hiicre
icinde bulunan ATP’nin bir kismi dolagim sisteminden
gecerken kargilagtiklart hipoksi ve mekanik stres etkisiyle
hiicre digina salimmaktadir (26-30). Bugtine kadar mekanik
kuvvetlerin etkisiyle eritrositlerden salinan endojen ATP’nin
eritrosit deformabilitesine otokrin/parakrin olarak bir
etkisinin olup olmadigr caligilmamistiz. Bu ¢aliymada, 3
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