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TAVUK ALYUVARLARINDA ULTRAVIYOLE ILE OLUS-
TURULAN HEMOLIZ UZERINDE INCELEMELER

Fahri Boliikkbas1* Attila Tanyola¢** Bahri Emre***

Studies on ultraviolet-induced hemolysis of chicken
erythrocytes

Summary: Ultraviolet irradiation caused chicken erythrocytes to he-
molyse in an isosmotic solution. All the erythrocytes studied in the same field
under phase contrast microscope, appeared to hemolyse completely in approxima-
tely 5 hours. Prehemolytic swellings in erythrocytes were observed. In some eryth-
rocyles, nucleus was pushed toward the cell membrane, and some local densities
were noliced 1n the cyloplasm, before hemolysis. According to these characteris-
tics, it is assumed that hemolysis of chicken erythrocytes might be colloid — os-
molic in nature.

(Recerved on April 7, 1978.)

Ozet: Ultraviyole 1inlamasi, izoozmotik bir Ringer eriyifindeki tavuk
alyuvarlarimn hemolizine neden oldu. Fazkontrast mikroskopta, ayni giriinti
alamnda incelenen alyuvarlarin tiimii 5 saat dolayinda tamamen hemolize ug-
radilar. Alyuvarlarda hemoliz oncest sigmeler gozlendi. Hemolizden dnce bazi
alyuvarlarda nukleus, hiicre membramna dogru itilmisti ve sitoplazmada yer
yer bazi yogunlagmalar dikkati ¢ekti. Bu dzelliklere gore, tavuk alyuvarlarinda
hemolizin, kolloid-ozmotik nitelikte olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Giris

Ultraviyole 1ginlamasinin canli organizmalarda pek ¢ok etkiler
dogurdugu uzun zamandanbcri bilinmektedir. Bu arada, hiicre memb-
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ran gegirgenliginin degistigi ve ozellikle yiiksek doz ultravivole uygu-
lanmasi halinde, kalicr nitelikte kromozom farklilagmalarinin meydana
geldigi, hiicrenin membran sistemlert dahil tim morfolojik vapilarinin
etkilendigi bildirimler arasindadir (13, 14).

Hiicre membran gecirgenliginin incelenmesinde, genelliklie me-
meli alyuvarlar: kullamlagcelmektedir (3, 4, 9). Potasyumdan zengin
sodyumdan fakir olan bu korpiskillerin membranlarinda, iyonlara
karg1 6zcl bir davramsg bulunmasaydi, tersine bir ortamda yani, po-
tasyumdan fakir sodyumdan zengin olan plazmada dolasabilmeleri
miimkiin olamayacak ve iclerindeki iyon dengesi stirdiiralemeyccekti
(10). Membran &zelligi ile alyuvarlar, basit anyonlara gecirgen, fakat
katyonlar ile hiicre ve plazma proteinlerine gegirgen olmayan 6li
hiicreler olarak diisiiniilmektedirler (10). Ultraviyolenin memeli al-
yuvarlarinda, potasyum kaybi ve sodyum kazanci yoluyla su alarak
sismelerine neden olduguna ve hemoliz olugturduguna iliskin pck gok
yayinlar vardir (3, 4, 6, 9, 12, 15). Leu ve arkadaglari (9), hemoliz
olayimn alyuvar membram proteinlerinin denatiirasyonu ile sekillen-
digine ve fotokimyasal bir proscsle baglaulan bu hemolitik mekaniz-
manin, kolloid ozmotik nitelikte olduguna deginmektedirler.

Memeli alyuvarlarinda iltraviyole iginlarinin hemoliz  olustur-
ma yetenegini genig bigimde inceleyen Cook (3), hemoliz olayinin al-
yuvar membranindaki lipoproteinin, protein kisminda olugan hasar-
dan ileri geldigini ve héylece kolloid-ozmotik nitelikte bir hemoliz
sekillendigini dogrulamaktadur.

Balik, kurbaga, siiriingen ve kanathida alyuvar gegirgenligi ba-
kimindan genis farkhliklar bulunmasina kargin (8), hemoliz olay1 pck
ele alinmamugtir. Eritrositlerin ¢ekirdekli olugu, aktif bir oksidatif
mekanizmanmin varhg: (7) ve bunun katyon transport sisteminin sirek-
liligine katkis: (10) gozoniinde bulunduruldugunda, hemoliz olayinin
bunlarda da incelenmesinin hayli ilgi ¢ekici olacagi bildirilmektedir
(11).

Ultraviyole 1sinlarinin kurbaga alyuvarinda da hemoliz dogur-
dugu ve bunun kolloid ozmotik bir olay oldugu bildirilmektedir {11).
Literatiirde iiltraviyolenin civcivlerde (§) ve tavuklarda (1), alyuvar
sayisi ve hemoglobin miktarin, tavuklarda (2) alyuvar ¢okme hizi ve
hematokrit degeri etkiledigi belirtilmekte ise de, hemoliz konusuna
deginilmemektedir.

Bu arastirmadan amacimiz, iltraviyolenin tavuk eritrositlerine
etkisini in vitro inceleyerek, konuya agikhik kazandirmaktir.
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Materyal ve Metot

Denemelerimiz 5 adet Golden comet ki tavuklarda yiiriitiildii.
Ibigin bezelye iriliginde kesilmesi suretiyle serbest¢e akiulan kan,
iginde Ethylencdiaminetetraacetic acid (EDTA) bulunan bir tiipe
alindi (1.5 mg EDTA/! ml kan). Bundan sonra asagidaki prosediir
1zlendrt (11):

EDTA’li kan, Ringer criyiginde 5 kez sulandirildi. 3000 Devirde
10 dakika rantrifije edildi ve supernatant plazma atldi. Santrifijj
tiiptinde kalan hiicreler, 10 misli Ringer eriyiginde iki kez yikand: ve
sonunda [:100 oraninda olacak gekilde Ringer eriyigine konuldu. Bu
suspansiyondan, her iki yizi optik olarak piriizsiiz olan, iiltraviyole
ve goriinir 15181 gegirebilecek nitelikteki silica lam (Arthur H. Thomas
Company, Micro Slide, 1x2 inches, transparent silica, Cat. No.
6686-U20) iizcrine 1-2 damla ahinarak bir lamelle kapatildi. Buhar-
lagmayr 6nlemek igin lamel kenarlar1 vazclinle sivands. Aym tavuk-
lardan hazirlanan kontrollar, iiltraviyole isinlarini gegirmeyen cam
lamlara ayni bigimde yerlestirildi. Lamlar, 5 cm. uzakhkta olmak iizerc
2 dakika siircyle bir iltraviyole lambasi ile 1ginlandirildi (Universal
UV-Lampe, Camag 220 v, 50 Hz). 8 Watt’hk iltraviyole lambas:
ile 254 nm’de yapilan iginlamada hesaplanan enerji giicti 24.7x10°
erg. cm~2 sn~! idi.

Bir fazkontrast mikroskobunda her iki ¢rnege ait preparatlar-
da, en az 300 alyuvar igeren bir alan segildi. Bu mikroskop alani de-
gistirilmeksizin, her yarim saatta bir olmak iizere 5.5 saat siireyle he-
molize ugrayan alyuvarlar sayilarak bunlarnn, ayni alandaki tim
alyuvarlara gore yiizde oranlan saptandi.

Sonuglar

Kontrollarda ve iltraviyole ile ignlanmis érncklerde toplam
alyuvarlardan, belirli sirelerde bemoliz olanlarinin yiizdeleri tabloda
gosterilmistir.

Tablodan izlenecegi giby, 1ginlanmug alyuvarlarda hemoliz olan
alyuvar yizdesi, kontrollardakinden ¢ok farkly olmakta ve 5.0 - 5.5
saat sonra bitiin alyuvarlar hemolize ugramaktadirlar. Kiyaslama
kolayhig:r bakimindan, kontrol ¢rneklerinden 0.5, 2.5 ve 5.5 saat
(Resim 1), UVaginlilardan 0.5, 1.5, 2.5, 3.5, 4.5 ve 5.5 saat sonra
(Resim 2) ¢ekilmis fotograflar da verilmistir. Ultraviyole etkisiyle al-
yuvar hemolizinin, kontrollardakinden ¢ok daha hizh seyrettigi go-
rilmektedir. Hemolize ugrayacak alyuvarlann sistikleri, bazilarinda



Tablo.— Kontrol ve UV-aginh alyuvarlarin belirli sirelerdeki hemoliz yuzdelert

Gegen sire

(saat) 4] 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5
Kontrol

(%) 0.0 0.0 0.3 2.0 4.3 5.0 5.7 6.3 10.6 16.6 21.6 29.9
UV-sinh

(%) 0.0 7.0 16.9 21.7 24.2 30.6 41.7 58.9 75.2 86.9 96.2 100.0
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nuklevsun bir yana itildigi, bazilarinda da sitoplazmada yer yer koyu-
lagmalar oldugu dikkati ¢ekmektedir. Bu 6zellikler, Resim 3’te daha
belivgin gorilmektedivr. Hemoliz olugtuktan sonra ortamda sadece
vukleuslar gorulmekte ve baz nukleustarn, belli belirsiz bir memb-
ranla ¢evrili hayal hiicreler (Ghost cells) icinde yer aldiklan dikkati
cekmektedir. Resim 4’te de, ltraviyole etkisivle sitoplazmada clusan
koyulagsma va da toplanmalara iliskin bir elektronmikrograf verilmig-
tir.

Tartisma

Ultraviyole ginlamasinin civcivlerde £5) ve tavuklarda (1) alyu-
var sayist ile hemoglobin miktarinda, tavuklarda (2) alvuvar ¢okme
hiz1 ve hematokrit degerde bazi degismeler olusturdugu bilhnmektedir.
Tavuklar izerindeki bu aragtirmamizda ise, 1ginlamanin hemolize de
neden olabildigi agikhiga kavugturulmaktadir. Cekirdekli olan tavuk
alyuvarlarmdaki in zitro ¢aliymamzda, Maroney’in (11), kurbaga
eritrositlerini incelemedeki yonteminden yararlamilmigtir. Ingin dalga
boyu azaldikca hemolizin artacagi bildirimine (15) vyarak iginlama,
254 nm’de vapumig ve hesaplanan enerji verimi 24.7x10* crg. cm~2,
sn-' olmugtur.

Tablodan ve Resim 2’den anlagilacag gibi, iltraviyole sinla-
masinin alyuvarlarda hemolizi hizlandirdigr aciktiz, Bu gorinimiyle
hulgularimiz, memeli eritrositleri (3, 4, 6, 9, 12, 15) ve nukleuslu olan
kurbaga eritrositleri (11) ig¢in hildirilenlerle uyum halindedir. Memeli
(3, 4, 9, 12) vc kuchaga (11) eritrositlerindeki iiltraviyole hemolizi-
nin, bozulan membran gegirgenligi sonucu hitcrenin su alarak gigmesi
ozelligivle kolloid ozmotik nitelikte oldugu bildirilmektedir. Mai-
zels’in (10), iavuklarda katyon dagilimimn insanlardakine ¢ok benzer
oldugu goriigiinden harcketle arasurmamizda, alyuvarlarnin iginlamaya
hagh olarak siskin hir gériinlim kazanmalar, bu bildirimlerin tavuk-
lar i¢in de gegerli olabilecegi kamsint uyandirmaktadir.

Hemolize ugravacak alyuvarlarda sisme sonucu nukleusun bir
kenara itilerck ckzantrik Bir goriniim kazandify, sitoplazmada yer
yer kovulagmalar va da toplanmalar oldugu dikkati ¢ckmektedir.
Hemoliz sonucu hemoglobinini kaybetmis ¢ekirdekli hayal hiicrelerc
de rastlanmaktadir. Bu 6zellikler Resim 3’te daha belirgin olarak go-
rialmektedir. Sitoplazmadaki koyulagma ve toplanmalarin, hemog-
lobinin bir ozclligi olabilecegi disiiniilmektedir. Nitckim, iiltraviyole
iginlamasuun tavuk trombositlerinin ince yapisima etkisini inceledi-
gimiz aragurmamizda (16), clcktronmikroskopik alyuvar kesitlerinin
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bazilarinda rastladigimiz bu koyulagmalarin (Resim 4), hemoglobin
toplanmasindan ileri gelchilecegini sanmaktayiz.

Aragtirmamizda alyuvarlarin, Ringer erlyigi ile gesitli islemlerden

gecirilmis olmasina kargin hemoliz géstermesi, bu olayin baslatilma-
sinda dogrudan alyuvar membranina ait degismelerin 6nciilitk ede-
bilecegi yolundaki bildirimlere (3, 6, 9) giivenilirligi arturmaktadr.
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Resim 1 Kontrol orncklerinde A) 0,5 saar, B} 2,5 saat ve ) 5,5 saat sonra sckillenen
hemeoliz, x 500,
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Resim 2. Ultraviyole ile igmlannus érncklerde A) 0,5 saat, B) 1,5 saat, C) 2,5 saat, D) 3,5
saat, ) 4,5 saat ve F) 5,5 saat sonra gekillenen hemoliz. x 500.
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Resim 3. Ultravivole ile sinlama sonucu, hemolize ugrayacak alyuvarlardaki sismeler,
nukleuslarm kenara itdlmeleri ve sitoplazmada yer yer gérilen koyulagimalar, ok’lar) hayal
hitereleri. x 1200.
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Resim 4. Ultraviyole etkisiyle eritrosit sitoplazmasindaki elektron—dens yigilmalar {btyik
bir olasihkla licmoglobin toplanmalari). x 9900.



	00000001
	00000002
	00000003
	00000004
	00000005
	00000006
	00000007
	00000008
	00000009
	00000010
	00000011
	00000012
	00000013
	00000014



