                                PAÜ TIP FAKÜLTESİ  DÖNEM I 3.MODÜL 

LABORATUVAR UYGULAMALARI KILAVUZU

Uygulamanın Adı: Eritrositlerde hemoliz ve eritrosit hücre iskeleti.



Uygulama Sorumluları: 
DURAK 1.Eritrositlerde osmotik hemoliz

I. Amaç

Eritrositlerde hipotonik ortamda hemolizin incelenmesi.

II. Genel Bilgiler

Eritrositlerde osmotik basıncı normal plazmanınki ile aynı olan (izotonik) bir sıvı içinde herhangi bir değişiklik olmaz. (Sodyum klorürün % 0.9’luk çözeltisi plazma ile izotoniktir). Osmotik basıncı normal plazmanınkinden düşük olan (hipotonik) bir sıvı içinde ise eritrositler şişerler (Dış ortam daha az yoğun olduğunda, su eritrosit içine doğru hareket eder). Eritrositler disk şeklinden küre şekline dönüşürler, en sonunda zarın parçalanması ile hemoglobin dışarı çıkar. Buna Hemoliz denir. Eritrositlerde osmotik basınç farkına bağlı olarak oluşan hemolize Osmotik Hemoliz denir.

III. Gerekli Malzemeler

1. Deney tüpü

2. Distile su

3. Kan

4. Üzerine çizgi çizilmiş beyaz kağıt

1. IV. Uygulama Basamakları

2. Deney tüpüne 1.6 ml distile su konulur, üzerine 2 damla kan eklenerek karıştırılır.

3. Deney tüpünün arkasına üzeri çizgili beyaz kağıt yerleştirilir.

4. Deney tüpü göz hizasına kaldırılarak siyah çizginin görülüp görülmediği araştırılır.

DURAK 2. Eritrosit frajilitesi-osmotik basınç ilişkisi

I. Amaç

Kanda eritrosit frajilitesinin osmotik basınç ile ilişkisinin incelenmesi

II. Genel Bilgiler

Normal eritrositler, dış ortam yaklaşık % 0.45’lik NaCl konsantrasyonuna düşene dek hemolize uğramazlar. Normal bikonkav disk şeklindeki bir eritrosit yüzeyini değiştirmemek koşulu ile hacmini iki katına çıkarabilir. Eritrositlerin hipotonik koşullara uyma yeteneğine Osmotik Direnç denir. Eritrosit zarı gerilmeye dayanamaz. Küresel şekil oluştuktan sonra hacmindeki herhangi bir artış hemolize neden olur.

III. Gerekli Malzemeler

1. Kan

2. % 1 NaCl

3. Distile su

4. 10 adet tüp

5. Üzerine çizgi çizilmiş beyaz kağıt

IV. Uygulama Basamakları

1. X. deney tüpüne 10 ml, IX. deney tüpüne 9 ml, VIII. deney tüpüne 8 ml, VII. deney tüpüne 7 ml, VI. deney tüpüne 6 ml, V. deney tüpüne 5 ml, IV. deney tüpüne 4 ml, III. deney tüpüne 3 ml, II. deney tüpüne 2 ml, I. deney tüpüne 1 ml % 1 NaCl solüsyonundan pipetle konur.

2. Her bir deney tüpü distile su ile 10 ml’ye tamamlanır. Böylece konsantrasyonu gittikçe azalan NaCl solüsyonları hazırlanmış olur (% 0.1 NaCl, % 0.2 NaCl, % 0.3 NaCl, % 0.4 NaCl, % 0.5 NaCl, % 0.6 NaCl, % 0.7 NaCl, % 0.8 NaCl, % 0.9 NaCl, % 1 NaCl).

3. İçinde değişik konsantrasyonlarda NaCl çözeltileri bulunan her bir deney tüpüne ikişer damla kan damlatılır.

4. Her tüpteki hemoliz aşamaları incelenmek için, deney tüpünün göz hizasına kaldırılır ve tüpün arkasındaki kağıtta siyah çizgilerin görülüp görülmediği araştırılır. Hemoliz başladığı ve tamamlandığı tüp numarası not edilir.

DURAK 3. Eritrositlerde litik hemoliz

I. Amaç

Eritrositlerde litik hemolizin incelenmesi.

II. Genel Bilgiler

Eritrositlerde, osmotik basıncı normal plazmanınki ile aynı olan (izotonik) bir sıvı içinde herhangi bir değişiklik olmaz (Sodyum klorürün % 0.9’luk çözeltisi plazma ile izotoniktir). Ancak ortama eter, aseton gibi maddeler eklendiğinde eritrositlerde hemoliz olur. Bunun nedeni, bu maddelerin hidrofob özellikte olması ve zardaki hidrofobik gruplar (lipidler) ile etkileşime girmesi ve eritrosit zarının parçalanmasıdır. İşte eritrositlerde doğrudan hücre zarına etki ile eritrosit zarının parçalanması olayına Litik hemoliz (Toksik hemoliz) denir.

III. Gerekli Malzemeler

1. % 0.9’luk NaCl (Serum fizyolojik) çözeltisi

2. Eter

3. Kan

4. Tüp

IV. Uygulama Basamakları

1. Bir deney tüpü içine 10 ml. % 0.9’luk NaCl çözeltisi konulur.

2. Üzerine damla damla eter eklenip çalkalanır.

3. Bu işlem sıvının üst kısmında mat bir görüntü oluşana kadar sürdürülür. Bu sırada çözelti eterle doymuştur.

4. Karışımdan 1.6 ml alınarak üzerine 2 damla kan eklenir.

DURAK 4. Periferik yayma örneklerinin incelenmesi.

I. Amaç

Normal ve hasta kişilere ait periferik yayma örneklerinin barkovizyonda incelenmesi eritrosit şekil farklılıklarına dikkat çekilmesi.

II. Gerekli Malzemeler

Değişik periferik yayma örneklerine ait barkovizyon görüntüleri

III. Uygulama Basamakları

1. Normal periferik yayma örneğinin barkovizyonda incelenmesi

2. Herediter sferositoz, G6-PD eksikliği, orak hücreli anemi periferik yayma örneklerinin incelenmesi.

IV. Uygulama Verilerinin Yorumu

1. Normal periferik yaymada hangi hücreleri görmektesiniz; tanımladığınız hücreleri birbirleri ile karşılaştırınız.

2. Herediter sferositoz, G6-PD eksikliği, orak hücreli anemi periferik yayma örneklerindeki eritrosit morfolojisini tartışınız.

DURAK 5. Eritrosit hücre iskeleti yapı ve fonksiyonunun incelenmesi.

I. Amaç

Eritrosit şekil değiştirme yeteneği (deformabilitesi) ile frajilitesinin tanımlanması, yapı ve fonksiyon ilişkisinin araştırılması.

II. Gerekli Malzemeler

Uygulama için hazırlanmış barkovizyon görüntüleri.

IV. Uygulama Verilerinin Yorumu

1. 7 μm. çapında bir eritrosit, 4 μm. çapında bir kapiller endotel aralığından geçerken yüzey alanı ve hacminde ne gibi değişiklikler olabilir, tartışınız.

2. Eritrosit hücre iskeletini oluşturan molekülleri tanımlayınız.

3. Eritrosit hücre iskeletini oluşturan proteinleri periferik ya da integral proteinler olarak sınıflandırınız.

4. Normal eritrosit ile sferositi karşılaştırarak, farklarını belirtiniz.

5. Herediter sferositozdaki biyokimyasal bozukluğu tartışınız.

6. Hasta periferik kanındaki retikülosit oran artışını yorumlayınız.

7. G6-PD eksikliğinde temel bozukluk hangi moleküldedir; enzim eksikliğinin bu molekül üzerine olan etkilerini inceleyiniz.

8. Orak hücreli anemide kapiller düzeyde görülen sorunları tartışınız.

9. Herediter sferositoz, G6-PD ile orak hücreli anemide görülen hemoliz nedenlerini karşılaştırmalı olarak, eritrosit yapı ve fonksiyonu açısından yeniden gözden geçiriniz.
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