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JI sl/en
Al Ton tezke kovine Hg”" povzro¢a kréenje Gloveskih eritrocitov. Proste tiolne (-SH) skupine, ki se

nahajajo v Stevilnih membranskih kanalckih, so znano vezavno mesto teh —SH reaktivnih ionov. MozZna
razlaga kréenja je aktivacija K'-selektivnega Gardosevega kanal¢ka zaradi vezave iona na njegovo —SH
skupino, kar povzrodi iztok znotrajceliénega K*, ki ga spremlja osmotsko volumsko kréenje eritrocita. Hg”"
povzroci prehod eritrocitov iz nativne bikonkavne v ehinocitno obliko in sprozi brstenje membrane pri
majhnem delezu eritrocitov. Natrijev nitroprusid (NNP) kot donor NO v reakciji s prostimi -SH skupinami ne
povzroca volumskih sprememb ali sprememb oblike eritrocita. Najverjetneje povzro¢i prehodno zmanj$anje
difuzijske vodne permeabilnosti membrane eritrocita, ki pa jo z dano metodo nismo uspeli zanesljivo
dokazati. Za $tudij transporta vode skozi membrano eritrocita smo uporabili pulzno metodo protonske jedrske
magnetne resonance ('H-NMR) merjenja relaksacijske funkcije M(#) transverzalne (7,) magnetizacije
protonov vode, ki se izmenjuje med diamagnetnim znotrajceliénim prostorom in paramagnetno oznaceno
(10 mM Mn*") zunajceli¢no raztopino v vzorcih 20 % hematokrita. Izbrana NMR metoda omogoda
zasledovanje cCasovne konstante 7., difuzijske izmenjave znotrajcelicne vode in volumskega razmerja
Vi/Vour Znotrajcelicne in zunajceliéne vode eritrocitnega vzorca ter dolocitev ravnovesne difuzijske vodne
permeabilnosti (P,) eritrocitne membrane. Hg2+ je povzrocil soCasno zmanjSevanje 7, in V;,/V,,., kar kaze
na inducirano zmanj$anje celi¢nega volumna. Na spro§¢anje NO iz NNP sklepamo zaradi hitrega prehodnega
skrajSanja T, protonov znotrajceli¢ne vode zaradi paramagnetnega vpliva NO. NO je povzrocil podaljSanje
Texen, Ob konstantnem razmerju V;,/V,.;, 1z Cesar sklepamo na zmanjSanje P,. Za Studij volumskih in oblikovnih
sprememb eritrocitov smo kot neodvisno metodo uporabili tudi svetlobni mikroskop.
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LA sl
AL  sl/en
AB The heavy metal ion Hg*" induces shrinkage of human erythrocytes. These thiol-reactive ions can

bind to free thiol (-SH) group, which is located on numerous membrane channels. The activation of
K*-selective Géardos channel by binding of Hg*" on its —SH group, which leads to leakage of intracellular K
and osmotic volume shrinkage, is a possible explanation for the observed cell volume decrease. Hg™" causes
erythrocyte transition from native biconcave to echynocyte shape and triggers membrane microvesiculation
in a small portion of erythrocytes. Sodium nitroprusside (SNP) as an NO donor in the reaction with free —-SH
groups does not alter erythrocyte shape or volume. It most probably causes a transient decrease of the
erythrocyte membrane diffusional water permeability, which we could not prove with certainty using our
present method. The induced erythrocyte volume and membrane water permeability changes were deduced
from variations in the measured proton nuclear magnetic resonance (‘H-NMR) transverse (7) relaxation
functions M(#) of water exchanging between the diamagnetic intracellular and paramagnetic (10 mM Mn®")
extracellular compartments of the 20 % hematocrit samples. This pulse NMR technique allows the
determination of the time constant 7, of exchange of the intracellular water and thus of the diffusional
water permeability (P,) of the erythrocyte membrane, as well as the volume ratio V;,/V,,, of intracellular and
extracellular water of the erythrocyte sample. Hg2+ caused a simultaneous decrease of z,,.; and V;,/V,,;, which
indicates a decrease of cell volume. The release of NO from SNP is deduced from the fast transient
shortening of 7}, of the intracellular water protons. NO caused lengthening of 7., at constant V,,/V,,, ratio,
from which a decrease in P, was deduced. In addition, a light microscope was used as an independent method
to study volume and shape changes of human erythrocytes.
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Vpliv 1 mM HgCl, na ¢asovno konstanto 7., difuzijske vodne
izmenjave znotrajcelicne vode Vv zunajcelicno paramagnetno
oznacenem vzorcu z 20 % hematokritom.

Vpliv 1 mM HgCl, na razmerje med znotraj- in zunajceli¢nim
volumnom vode V;/V,, Vv zunajcelicno paramagnetno oznacenem

vzorcu z 20 % hematokritom.

Vpliv 1 mM NNP na izmerjen transverzalni relaksacijski ¢as protonov
znotrajcelicne vode (77;,).

Vpliv 1 mM NNP na razmerje med znotraj- in zunajceli¢nim
volumnom vode V,,/V,,; v suspenziji eritrocitov.

Vpliv 0.5 mM NNP na izmerjen transverzalni relaksacijski cas
protonov znotrajceli¢ne vode (77;,).

Vpliv 0.5 mM NNP na razmerje med znotraj- in zunajcelinim
volumnom vode V;,/V,,, v suspenziji eritrocitov.

Vpliv 0.25 mM NNP na izmerjen transverzalni relaksacijski Cas
protonov znotrajceli¢ne vode (77;,).

Vpliv 0.25 mM NNP na razmerje med znotraj- in zunajceli¢nim
volumnom vode V;,/V,,, v suspenziji eritrocitov.

Vpliv 0.1 mM NNP na izmerjen transverzalni relaksacijski cas
protonov znotrajceli¢ne vode (77;,).

Vpliv 0.1 mM NNP na razmerje med znotraj- in zunajcelinim
volumnom vode V,,/V,.; v suspenziji eritrocitov.

Vpliv 0.05 mM NNP na izmerjen transverzalni relaksacijski cas
protonov znotrajceli¢ne vode (77, ,).

Vpliv 0.05 mM NNP na razmerje med znotraj- in zunajceli¢nim
volumnom vode V;,/V,.; v suspenziji eritrocitov.

Vpliv 0.025 mM NNP na izmerjen transverzalni relaksacijski Cas
protonov znotrajceli¢ne vode (775 ,).

Vpliv 0.025 mM NNP na razmerje med znotraj- in zunajceli¢nim
volumnom vode V;,/V,,, v suspenziji eritrocitov.

Mikrografija 0.5 % hematokrita v izoosmotski raztopini NaCl, po 20
minutah (kontrola).

Mikrografija 0.5 % hematokrita v izoosmotski raztopini NaCl, po 60
minutah (kontrola).

Mikrografija 0.5 % hematokrita z 25 uM HgCl, po 20 minutah.
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1 UVOD

Uravnavanje celicnega volumna je osnovna funkcija, ki so jo celice razvile in ohranile v
teku evolucije. Vsakr$na sprememba v znotrajceli¢ni ali zunajceli¢ni osmolarnosti vpliva
na celicni volumen zaradi hitrega osmotsko induciranega prehajanja vode skozi celi¢no
membrano.

Celice so zato razvile mehanizme, s katerimi lahko prilagajajo znotrajcelicno osmolarnost
in tako vzdrzujejo konstantni celi¢ni volumen. V procesu uravnavanja znotrajcelinega
volumna so najpomembnejSi ioni, saj le-ti ob nenadni spremembi zunajcelicne
osmolarnosti prispevajo kar dve tretjini aktivnosti, bodisi z izstopom iz celice ali vstopom
vanjo. V normalnih eritrocitih sesalcev, na primer, okrog 70 % znotrajcelicnega volumna
zavzema voda; vsakrSna sprememba celi€nega volumna je torej povezana s prehajanjem
vode skozi celicno membrano (Lang in sod., 1998).

Za razumevanje procesa uravnavanja celi¢nega volumna in transporta vode je pomembno
poznavanje transportnih poti v celiéni membrani. Najvec¢je Stevilo Studij membranskih
transportnih poti je bilo izvedenih na membrani eritrocita. Eritrociti so visoko
specializirane celice, ki so zaradi svoje relativno preproste strukture in lahke dostopnosti
med najbolje raziskanimi celicami. V fizioloskih pogojih (pH 7.4, ~ 330 mOsm) imajo
cloveski eritrociti obliko bikonkavnega diska. Odvisno od lastnosti okolice in svojega
metabolizma pa lahko zavzamejo razli¢ne oblike in velikosti. Zaradi vsega naStetega je
eritrocit modelna celica za Stevilne tovrstne raziskave.

Plazmatske membrane vseh celic so do neke mere prepustne za vodo kot rezultat pocasne
difuzije individualnih molekul skozi lipidni dvosloj. Na koncu petdesetih let prejSnjega
stoletja so naleteli na zelo zanimiv fenomen pri preucevanju vodne permeabilnosti
membran c¢loveskih eritrocitov. Odkrili so, da je neravnovesni difuzijski (osmotski)
transport vode skozi membrane eritrocitov v anizoosmotskih pogojih do Sestkrat vecji kot
ravnovesni difuzijski transport vode v izoosmotskih pogojih, slednji pa je bil dvakrat vecji
kot ravnovesni difuzijski transport vode skozi umetni lipidni dvosloj (Paganeli in
Solomon, 1957; Sidel in Solomon, 1957; Moura in sod., 1984).

Resitev te uganke se je ponudila, kot je v znanosti pogosto, naklju¢no, ko je skupina
Agreja in sod. leta 1988 izolirala do takrat Se neznan 28 kD velik protein, ki so ga
poimenovali CHIP28 (channel-like-integral-protein 28) (Preston in sod., 1993). Kasneje
se je izkazalo, da je ta najdba odgovor na vprasanje o poteh transporta vode preko
membrane. Slo je namre¢ za prvi izolirani specializirani vodni kanaléek — akvaporin 1 ali
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AQP-1, ki je odgovoren za izkljuni in obojesmerni transport molekul vode preko
membrane.

Difuzija ne ustvarja neto toka preko membrane in je proces ravnovesnega izoosmotskega
okolja. Polovica ravnovesne difuzijske vodne permeabilnosti membran eritrocitov gre na
racun AQP-1, drugo polovico pa prispeva prehod vode preko lipidnega dvosloja (Macey
in Farmer, 1970). S tem lahko razlozimo dvakrat vecjo ravnovesno difuzijsko
permeabilnost membrane eritrocitov v primerjavi z umetnimi lipidnimi membranami.

V primeru transmembranskega osmotskega neravnovesja voda skozi membrane prehaja z
0smozo. Za neto tok skozi membrano eritrocitov je odgovorno gibanje molekul vode skozi
akvaporine. Tako je neravnovesna difuzijska (osmotska) permeabilnost membrane
eritrocitov Sestkrat vecja od njihove ravnovesne difuzijske permeabilnosti. Njihova
neravnovesna difuzijska permeabilnost pa je desetkrat vecja od neravnovesne difuzijske
permeabilnostji umetnih lipidnih dvoslojev, kjer ni neto toka skozi membrano, saj sta
ravnovesna in neravnovesna difuzijska permeabilnost sta enaki.

Po odkritju prvega akvaporina so zaceli iskati njegove blokatorje. Ker ima v ozini
kanalcka izpostavljeno —SH skupino cisteina 189, se kot kandidati ponujajo —SH reaktivni
reagenti. Zivosrebrovi organski spojini p-kloromerkuribenzoat (pCMB) in p-
kloromerkuribenzen sulfonat (pCMBS) sta do danes edina znana ucinkovita blokatorja
AQP-1 posredovanega vodnega transporta v ¢loveskih eritrocitih (Browning in Wilkins,
2003).

Druga —SH reagenta sta na primer ion Hg2+ in radikal "NO (dalje NO). Ce se morda zdi,
da je o prvem Ze mnogo znanega, je pa NO pravi »grdi ra¢ek« majhnih signalnih molekul,
ki mu do devetdesetih let prejSnjega stoletja niso pripisovali nobene vloge v ¢loveskem
telesu. Danes vemo, da je kratkoZiva signalna molekula, ki sodeluje v Stevilnih fizioloSkih
procesih. Lahko reagira s kisikom, superoksidom in drugimi radikali, kot tudi s tioli in
kovinskimi kompleksi, najpomembnejsi med njimi so hemski obro¢i (Lancaster, 2000).
Ob spremenitvi v »belega laboda« pa se mu odpira ne le vloga v kardiovaskularnem
sistemu, kjer je bil prvi¢ opisan, ampak tudi v Ziv€nem, gastrointestinalnem in
urogenitalnem sistemu.

Podobno kot je bila uganka o akvaporinih dolgo casa nereSena, tudi NO ¢aka na svojo
razreSitev. NO je bil v Cloveskem telesu prvi¢ prepoznan kot EDRF (od endotelija odvisni
vazodilatacijski dejavnik, ang. endothelial-derived relaxing factor), ki ga izloca endotelij
zil in povzroc¢i relaksacijo gladkih miSic in s tem padec krvnega tlaka. Za njegovo odkritje
je bila leta 1998 podeljena tudi Nobelova nagrada za medicino. Zaradi njegove kratke
zivljenjske dobe v krvoZilju (izredno hitro reagira s hemoglobinom v eritrocitih) Se vedno
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ostaja nejasno, kako NO prispe do gladkih miSic, kateri prenaSalci NO aktivnosti so v to
vpleteni in kako so med seboj povezani.

Natrijev nitroprusid (NNP) je NO donor, ki je bil v uporabi kot vazodilatator ze dolgo ¢asa
pred spoznanjem o vlogi NO v telesu. Kljub novim odkritjem mehanizem njegovega
delovanja Se vedno ni natanko pojasnjen in ¢aka nova sre¢na nakljucja.

Za zasledovanje vpliva Hg”" (v obliki HgCl,) in NO (iz NNP) na transport vode in obliko
humanega eritrocita je na voljo vecje Stevilo metod. Mi smo se odlo¢ili, da bomo za Studij
transporta vode preko membrane eritrocitov uporabili merjenje transverzalne protonske
magnetizacije s pulzno metodo jedrske magnetne resonance (NMR) protonov
znotrajcelicne vode. Metoda omogocda neinvazivno zasledovanje spremembe c¢asovne
konstante difuzijske izmenjave znotrajcelicne vode, kot tudi zasledovanje volumskih
sprememb eritrocitov preko merjenja spremembe razmerja med znotraj- in zunajcelicno
mnozino vode. Kot pomo¢ pri interpretaciji rezultatov smo si pomagali z opazovanjem
eritrocitov pod svetlobnim mikroskopom, kar nam je omogocilo tudi zasledovanje vpliva
Hg*" in NO na obliko &loveskih eritrocitov.

1.1  NAMEN DELA IN HIPOTEZE

Delovna hipoteza diplomske naloge, zasnovana na podlagi znanih izsledkov iz strokovne
literature o delovanju iona Hg*" in radikala NO na transport vode in obliko &loveskega
eritrocita, je naslednja:

e Z neposredno aktivacijo od Ca®" odvisnega K'-kanal¢ka (Géardosevega kanaltka)
lahko Hg®" povzro& povedan iztok znotrajceliénih ionov K™ in s tem osmotsko
inducirano volumsko krcenje eritrocita.

e Hg” z vezavo na Cys189 akvaporina AQP-1 v oZini pore lahko blokira kanalgek.

e Reakcija Hg2+ s sulfhidrilnimi (-SH) skupinami citoskeleta, ki povzro¢i precne
povezave tipa -S-Hg-S- in hkratna inkorporacija Hg*" v zunanji del lipidnega dvosloja,
lahko 1zzove brstenje membrane.

e Uporabljene koncentracije ionov morda zadoS¢ajo za sprozitev apoptoze Cloveskega
eritrocita (eriptoze). Znano je, da je spremenjeno delovanje Gardosevega kanalcka del
mehanizma apoptoze, ki se kaze v nepovratnem zmanjSevanju celi¢nega volumna in
brstenju membrane.
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e Produkti oksidacije NO lahko reagirajo z Stirimi cisteinskimi ostanki v
AQP-1 (predvsem Cys189) in tako s tvorbo nitrozotiolov zacasno blokirajo kanalcek.

e Ker je radikal NO paramagnetna molekula, lahko njeno sproscanje iz natrijevega
nitroprusida v eritrocitni suspenziji dobro zasledujemo z NMR tehniko in s tem

dokazemo njeno od svetlobe neodvisno sproséanje.

e NO naj ne bi imel vpliva na obliko in volumen ¢loveSkega eritrocita.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 SPLOSNE LASTNOSTI ERITROCITOV

Zreli eritrociti sodijo v zvrst najbolj visoko specializiranih celic. Njihova najpomembnejsa
vloga je prenos kisika iz plju¢ do tkiv in odvajanje ogljikovega dioksida, ki nastane ob
celicnem dihanju. Zaradi odsotnosti citoplazemskih organelov in jedra v eritrocitih ni
proteinske sinteze, reakcij dihalne verige in celi¢ne delitve.

V miryjoem stanju ima eritrocit obliko bikonkavnega diska (Slika 1). Okoli 95 %
eritrocitov ima volumen med 60 in 120 pm’ in povpre¢ni premer od 7.2 do 7.4 pum
(Wiggers, 2003).

Zivljenjska doba eritrocitov je omejena. V povpredju Zivi posamezen eritrocit v krvnem
obtoku do 120 dni. Ostareli eritrociti se fagocitirajo v vranici. Zelezo iz hemoglobina se
reciklira in porabi pri sintezi novih molekul hemoglobina (Halliwell in Gutteridge, 1999).

Slika 1. Mikrografija ¢loveskih eritrocitov s prepoznavno bikonkavno obliko.
(http://biology.uwsp.edu/faculty/SSepsenw)

Sestava neposkodovanih eritrocitov je naslednja (Yawata, 2003):

e voda (721 £ 17 mg/mL eritrocitov),

e proteini (371 mg/mL eritrocitov), od tega

e hemoglobin (335 mg/mL eritrocitov ali 280 milijonov molekul Hb na celico),
e lipidi (5.1 mg/mL eritrocitov) in

e ogljikovi hidrati (80 mg/mL eritrocitov).

Hemoglobin predstavlja ve¢ kot 95 % vseh proteinov v eritrocitu in je odgovoren za
prenos kisika in ogljikovega dioksida. V citosolu poteka glikoliza in pentoza fosfatna pot
za pridobivanje ATP in redukcijskega potenciala, saj je prav vzdrzevanje nativne oblike
eritrocita energijsko zelo zahteven proces (Yawata, 2003).


http://rds.yahoo.com/_ylt=A9gnMiN.qIxG8FABE0GjzbkF/SIG=11saj7fuh/EXP=1183709694/**http%3A/biology.uwsp.edu/faculty/SSepsenw
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Citoskeletno mrezo eritrocitov, odgovorno za vzdrzevanje nativne oblike celice, sestavlja
preplet proteinskih molekul spektrina in aktina, ki je na citosolni strani tik pod lipidnim
dvoslojem. Povezavo celicne membrane in citoskeletnih proteinov omogocajo sidrni
proteini (palidin, ankirin, band 4.1), ki povezujejo spektrine in aktin s citoplazemsko
domeno anionskega izmenjevalca AE1 in glikoforinov (Slika 2) (De Rosa in sod., 2007).

karhohidratni ostanki
lipidni dvoslaj

/ anionski izmenjevalec ("band 3')
v g » o P e T

glikoforin C

5
BIRRINRY | Wy, 'iﬁ.i_??ﬁ???j"s}i??iEf?ifi?_iiéfii BN

./ band 4.1

« veriga [} veriga
tropomodulin spekitrin

Slika 2. Topografska lokalizacija membranskih proteinov ¢loveskega eritrocita in njihove povezave
(De Rosa in sod., 2007).

2.2 OBLIKA ERITROCITA

Nenavadna bikonkavna, diskasta oblika eritrocitov sesalcev je vse od odkritja mikroskopa
vzbujala zanimanje Stevilnih raziskovalcev z razli€nih podrocij, od teoreticne fizike do
kliniéne medicine. Eritrociti nimajo notranje strukture, zato njihovo obliko doloc¢ajo
fizikalne lastnosti membrane in celi¢ni volumen (Svetina in sod., 2004.) Membrano
sestavljata dva esencialna dela: lipidni dvosloj in membranski citoskelet, ki je pritrjen na
notranji sloj membrane. Elasticne lastnosti membrane in citoskeleta tako vplivajo na
oblikovne spremembe kot tudi na odzivanje na zunanji stres, kar opiSemo kot
deformabilnost eritrocitov.

Oblika eritrocitov je prilagojena njihovi najpomembnejsi funkciji - prenosu kisika in
ogljikovega dioksida. Ugodno razmerje med velikostjo povrSine eritrocita in njegovo
prostornino omogoca olajSan prenos plinov skozi celiéno membrano ter laZje premikanje
eritrocitov. po krvnem obtoku. Eritrociti se ob prerivanju skozi kapilare obcutno
deformirajo, a se kmalu po prehodu povrnejo v prvotno normalno obliko, ne da bi se ob
tem izgubila njihova integriteta. Pravimo, da so eritrociti dobro deformabilni. Sposobnost
spreminjanja oblike jim omogoca laZje premikanje po kapilarah, navkljub visokemu
nativnemu hematokritu (okoli 44 %) (Deuticke, 2003; Yawata, 2003).
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2.2.1 Sprememba bikonkavne oblike eritrocitov

Spremenjena oblika eritrocitov je lahko posledica dejavnikov, ki so vzrok ali povod
sprememb v celicnem volumnu, ali posledica sprememb oblike v odsotnosti celi¢nih
volumskih sprememb (Deuticke, 2003).

V fizioloskih pogojih eritrociti vzdrzujejo nekroglasto, nativno bikonkavno obliko.
Predpogoj vseh nekroglastih celic je prebitek celicne povrSine, ustvarjen z aktivnim
iz¢rpavanjem ionov in vode. Koli¢ina znotrajcelicne tekoCine je edini citoplazemski
parameter, ki neposredno doloc¢a celi¢ni volumen normalnih eritrocitov sesalcev. Ostale
sestavine citoplazme, kot so ATP, kationi ali H', ga dolo¢ajo posredno, bodisi z nadzorom
mehanizmov za vzdrzevanje celicnega volumna ali z modifikacijo celi¢cne membrane ali
citoskeleta.

Povecevanje celicnega volumna ob nespremenjeni velikosti celiéne povrSine ali
zmanj$anje povrsine celice ob nespremenjenem znotrajcelicnem volumnu vodi do izgube
znacilne bikonkavne oblike eritrocita. Koncni rezultat obeh procesov je nastanek
sferocitne (kroglaste) oblike eritrocitov (Deuticke, 2003). Drugi tip sprememb oblike
eritrocitov je posledica dejavnikov, ki ne spremenijo znotrajcelicnega volumna. Oblikovne
spremembe tega tipa so posledica sprememb celicne membrane in citoskeleta. Tovrstne
spremembe oblike vcasih vodijo do sprememb v celicnem volumnu, kar razmejuje
opisano razdelitev oblikovnih sprememb. Predstavnici tega tipa sprememb oblike sta
ehinocitna in stomatocitna oblika, imenovani tudi bodicasta in ¢aSasta oblika (Deuticke,
2003).

2.2.1.1 Model sklopljenega lipidnega dvosloja

Pojav ehinocitnih in stomatocitnih oblik eritrocita razlaga hipoteza t.i. sklopljenega
lipidnega dvosloja (ang. bilayer couple hypothesis), ki sta jo postavila Sheetz in Singer
(1974). Hipoteza razlaga izovolumske spremembe oblike eritrocitov zaradi asimetri¢nih
sprememb med povrSinama lipidnih slojev v membrani. Lipidna sloja sta povezana s
hidrofobnimi interakcijami, ki ju drzijo skupaj. Pravimo, da sta sloja sklopljena, vendar se
ob lateralnih pritiskih lahko sprostita neodvisno drug od drugega. Mehanska odzivnost
fosfolipidnega dvosloja je odvisna od ekspanzivnosti dvosloja in njegove lokalne in
nelokalne ukrivljenosti. Ker je energija, ki bi bila potrebna za kompresijo dvosloja nekaj
redov vec¢ja kot energija za njegovo ukrivitev velja, da je povrSina med spremembami
oblike konstantna.
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Slika 3. : Razli¢ne oblike eritrocitov. Razlika med povrSino zunanjega in notranjega dela lipidnega dvosloja
(AA) narasca od leve proti desni. A: stomatocit, B: diskocit, C: ehinocit I, D: ehinocit III.
E,F,G,H: za primerjavo razlicne oblike fosfolipidnih veziklov ob enakih pogojih kot zgoraj
prikazani eritrociti (Svetina in sod., 2004).

Spremembe eritrocitov tipa diskocit-stomatocit (Slika 3A), lahko primerjamo z
oblikovnimi spremembami fosfolipidnih veziklov (Slika 3E). Eritrocitni prehod iz
diskoidne v stomatocitno obliko je identi€en z ustrezajoco spremembo fosfolipidnih
veziklov. Spremembo lahko interpretiramo kot zmanjSanje razlike med povrSino
zunanjega in notranjega sloja membrane. Citoskelet ne igra vloge pri nastanku
stomatocitov, saj se polozaj citoskeletnih elementov v stomatocitu ne razlikuje dosti od
polozaja v diskocitu (Svetina in sod., 2004).

Citoskelet je dvodimenzionalna struktura, ki se lahko premika le lateralno. Vpliv
viskoelasti¢nih lastnosti citoskeleta je viden, kadar je razlika med povr§inama zunanjega
in notranjega sloja (AA ) vecja od razlike med povrSinama sprosc¢enih dvoslojev (AAy). V
tem primeru eritrociti ne sledijo oblikovnim spremembam fosfolipidnih veziklov (Slika
3G, 3H), ki tvorijo povezane sferi¢ne oblike, ampak nastanejo ehinociti (Slika 3C, 3D).
Prispevek citoskeleta je zelo pomemben pri velikih deformacijah, kot je nastanek
ehinocitov, saj je odziv citoskeleta nelinearen in se mocno pove€a ob velikih pritiskih.
Tako se morajo relativno ploscati deli citoskeleta ukriviti v notranjost bodic ehinocita. Za
stabilno formacijo bodic moramo upostevati tako elasti¢nost citoskeleta kot elasti¢nost
membranskega dvosloja (Svetina in sod., 2004).

Po modelu sklopljenega lipidnega dvosloja lahko vse snovi, ki se vgrajujejo v lipidno
membrano, spremenijo obliko eritrocita. Kationske spojine se zlahka kopicijo v notranjem
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negativno nabitem sloju, anionske spojine pa v zunanjem nevtralnem sloju. Klorpromazin,
vinblastin, saponin, etanol, Ca2+, idr. so znani povzrocitelji ehinocitoze. Stomatocitne
oblike pa povzrocajo fosfatidilholin, holi¢na kislina, Triton-X, idr. Obliko lipidnega
dvosloja eritrocitov znatno spremeni ze majhna sprememba v velikosti notranje ali
zunanje povrsine sloja (manj kot 0.4 %) (Sheetz in Singer, 1974; Deuticke, 2003; Yawata,
2003; Svetina in sod., 2004).

Model sklopljenega lipidnega dvosloja predstavlja osnovo mnogim novejSim hipotezam o
pojavu ehinocitnih in stomatocitnih oblik (Gimsa in Ried, 1995; Gedde in Heustis, 1997;
Gimsa, 1995,1998; Glaser, 1998; Rasia in Bollini, 1998; Tachev in sod., 2004; Betz in
sod., 2006).

Spremenjene oblike eritrocitov imajo manjSo deformabilnost od diskocitov (Gimsa in
Ried, 1995).

2.2.1.2 Brstenje (mikrovezikulacija) eritrocitov

Brstenje eritrocitov je bilo opazeno pod doloenimi eksperimentalnimi pogoji. Do njega
pride najverjetneje zaradi povecanja razlike med povrSinama zunanjega in notranjega sloja
(AA). Nastali brsti veCinoma ne vsebujejo spektrina in aktina. Motnja v povezavah med
citoskeletom in lipidno membrano je glavna znacilnost brstenja eritrocitov (Igli¢ in sod.,
1998).

ZniZanje znotrajcelicnega pH, zaradi inkubacije v mediju z nizkim pH, zmanjSa AA, kar
privede do nastanka stomatocitov. Sledeca agregacija citoskeleta in s tem hipno
zmanjSanje povrsine relaksiranega citoskeleta lahko povzro¢i nezvezne prehode od
stomatocitne k sfericni obliki s hcerinskimi celicami (Bobrowska-Héagerstrand in sod.,
1998).

Eritrociti, ki jih prenesemo iz nevtralnega medija v medij z visokim pH (pH=11), tvorijo
populacijo sfericnih celic z eno ali ve¢ manjSih sferi€nih hcerinskih celic priblizno enake
velikosti (Igli¢ in sod., 1998). ZviSanje znotrajcelicnega pH po doslej Se nepoznanem
mehanizmu poveca AA. Ker pride zaradi poviSanega pH do prekinitve stikov med lipidi in
citoskeletom, se lipidni sloj obnasa kot lipidni vezikli in tvori mikrosfere (Igli¢ in sod.,
1998).

Brstenje membrane nastopi tudi ob fosforilaciji tirozina anionskega izmenjevalalca (AE1)
(Minetti in sod., 2004), ob aktivaciji Gardosevega kanalCka ali ob porasti znotrajcelicne
koncentracije Ca®" (Lang in sod., 2005). To povzro¢i povedan iztok ionov K, kréenje in
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spros€anje brstov (mikroveziklov). Brstenje membrane spremlja proces programirane
celicne smrti (eriptoza) (Lang in sod., 2005).

<)
=

Slika 4. : A: Mikrografija eritrocitov, inkubiranih v mediju s pH=11 (Igli¢ in sod., 1998). B,C,D:
Mikrografija eritrocitov, inkubiranih v mediju s pH = 5 (Bobrowska-Hégerstrand in sod., 1998).

2.3 VZDRZEVANJE VOLUMNA ERITROCITOV

Za vzdrzevanje konstantnega volumna so celice razvile mnogo regulatornih mehanizmov.
Ob vsaki spremembi celicnega volumna se ti mehanizmi aktivirajo in uravnajo volumen
na normalno velikost. V citosolu eritrocitov se nahajajo anionske makromolekule
(proteini, organski fosfati, idr.), ki jith membrana ne prepusca. Te molekule ustvarjajo
Donnanov efekt. Ob spremembi zunajceli¢ne ali znotrajceliéne osmolarnosti, inducirani
transmembranski tok vode povzro¢i nabrekanje ali krenje eritrocitov. Vzpostavitev
normalnega volumna se zagotavlja s transportom ionov skozi ionske kanalcke, s pomocjo
ionskih prenasalcev ali c¢rpalk. Med vsemi ionskimi transportnimi sistemi je
najpomembnej$a Na' /K" ¢rpalka, ki v najvedji meri uravnava transmembranske gradiente
ionov. S tem se vzpostavi usmerjen tok vode, ki uravna volumen celice na normalno
velikost (Sardini in sod., 2003).

V hipotonicnem mediju zacnejo eritrociti nabrekati. To je signal za vkljucitev
mehanizmov za zmanjSanje celiénega volumna, kar imenujemo regulatorno zmanjSanje
celicnega volumna ali RZV. Mehanizem RZV deluje, dokler se celicni volumen ne
pribliza normalni, optimalni velikosti. Kr¢enje eritrocitov (npr. v hipertoni¢cnem mediju)
aktivira drug niz mehanizmov za povecevanje celicnega volumna do normalne velikosti,
ki se imenuje regulatorno povecanje celicnega volumna ali RPV (Lang in sod., 1998;
Wehner in sod., 2003).

2.3.1 Membranski transport ionov v eritrocitih

Ena od znacilnosti celic je neenakomerna porazdelitev anorganskih ionov med
zunajceliénim prostorom in notranjostjo celice. Taka porazdelitev je bistvena za
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uravnavanje celiénih metabolnih procesov in procesov prenosa celi¢nih signalov.
VzdrZevanje znotrajcelicnih koncentracij ionov, kot tudi celicnega volumna, temelji na
povezanem delovanju aktivnih in pasivnih transportnih procesov.

Koncentracije ionov v citoplazmi eritrocitov in krvni plazmi so razli¢ne. V krvni plazmi
zdravih ljudi prevladujejo ioni Na* (140 mM) in CI" (110mM), sledijo ioni K™ (5 mM) in
Ca”" (1.5 mM). Znotraj eritrocita so koncentracije teh ionov drugagne, prevladujejo ioni
K*(140 mM), sledijo ioni Na™ (10 mM) in CI" (2 mM) ter Ca®>" (60 nM) (Apps in sod.,
1992). Za vzdrzevanje stalnih transmembranskih ionskih gradientov in stalnega celicnega
volumna so v membrani eritrocita posebni sistemi (Yawata, 2003), to so:

e membranske Crpalke za aktivno izCrpavanje ionov,

e prenasalci za prenos topljencev skozi membrano in

e ostali kanalcki (vodni kanaléek, Gardosev kanalcek in neselektivni kationski kanalcki).

11

Slika 5. Shema nekaterih transportnih poti v membrani humanega eritrocita: 1: Na'-K' &rpalka,
2: Na'-K"-2CI" kotransporter, 3: K'-CI kotransporter, 4: glukozni prenasalec, 5: vodni kanal¢ek
(AQP-1), 6: Na'/Mg™" izmenjevalec, 7: Na'/H" izmenjevalec, 8: anionski (HCO,/Cl)
izmenjevalec (AEl), 9: K'(Na")/H" izmenjevalec, 10: Ca’"-¢rpalka, 11: neselektivni kationski
kanalcek in 12: Géardosev kanalCek (Bernhardt in Weiss, 2003; Maher in Kuchel, 2003).
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2.3.1.1 Membranske crpalke

Znani sta dve od ATP odvisni kationski ¢rpalki, ki v notranjosti celice vzdrzujeta nizke
koncentracije Na" in Ca®" ter visoke koncentracije K s rpanjem ionov v nasprotni smeri
njihovih elektrokemijskih gradientov. Za ta energetsko neugoden proces koristita energijo
hidrolize ATP.

Ena je Na'-K'-ATPaza ali Na'-K -¢rpalka (Slika 5 (1)). Ta izérpava ione Na' iz celice v
zameno za K, in sicer v razmerju 3 : 2 (Sachs, 2003). Na"™-K'-ATPaza z izérpavanjem

Na'" uravnava celi¢ni volumen, vendar le ob manjsih spremembah prepustnosti celi¢ne
membrane. Ob vecjih spremembah prepustnosti (3 do 4-krat) pride do hemolize (Martinov
in sod., 1999).

Druga je Ca’’-ATPaza (Slika 5 (10)). Z aktivnim iz€rpavanjem ionov Ca®" s to ¢rpalko se
vzdrzuje izredno nizka koncentracija ionov Ca*" v celici (okoli 60 nM). Povisane
znotrajceli¢ne koncentracije Ca*" namre¢ vodijo do ehinocitogene deformacije membrane,
proteolize, dehidracije in znizane deformabilnosti eritrocitov (Yawata, 2003).

Obe ¢rpalki v ¢loveskih eritrocitih ustvarjata glavne gradiente kationov preko membrane
in zagotavljata integriteto ter normalno preZivetje eritrocitov. Crpalki za delovanje
porabljata energijo hidrolize ATP, pri ¢emer vir energije predstavlja glukoza, ki se v
celico prenese s pospeseno difuzijo preko posebnega prenasalca (glukoznega prenasalca,
(Slika 5 (4)) (Yawata, 2003).

2.3.1.2 Prenasalci ionov skozi membrano eritrocita

Vecina celic se v nekaj sekundah odzove na nenadno nabrekanje oz. kréenje celic, tako da
aktivirajo membranske prenasalce. V membrani eritrocitov najdemo naslednje prenaSalce
ionov:

e K'- CI kotransporter,

e Na'-K"-2CI kotransporter,

e Na'"/Mg*" izmenjevalec,

e K" (Na")/H" izmenjevalec,

e anionski izmenjevalec (AE1) in

e Na'/H' izmenjevalec.

S prenasalci poteka transport ionov s pospeSeno difuzijo v smeri njihovega
elektrokemijskega gradienta. PrenaSalci imajo afiniteto za ione, ki jih trasportirajo in so
zanje specificni ter kazejo saturacijsko kinetiko prenosa (Wehner in sod., 2003).
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V procesu vzdrzevanja celinega volumna eritrocitov imata najvecjo vlogo kotransporterja
Na"-K"-2CI" in K'-CI', ki sta del mehanizma homeostaze znotrajceli¢nega volumna.
Osmotsko kréenje celic vzpodbudi mehanizme sprejema ionov (RPV) preko
kotransporterja Na'-K'-2Cl" (NKCC) (Slika 5 (2)), Na'/H" izmenjevalca (Slika 5 (7)) ali
drugih Na" kanal¢kov. Ob osmotskem nabrekanju pa se aktivirajo mehanizmi
odstranjevanja ionov iz celice (RZV) preko K'-C1” kotransporterjev (KCC) (Slika 5 (3)) ali
preko lo¢enih K in CI” kanalov (Lang in sod., 1998; Gibson in Ellory, 2003; Lytle, 2003).

Nekateri prenaSalci so aktivni samo v doloceni fazi razvoja celice ali samo v nekaterih
bolezenskih stanjih. Vloga Na'/H™ izmenjevalca je v uravnavanju velikosti pH citosolne
raztopine (Apps in sod., 1992). Njegova aktivnost je najvecja v zgodnji fazi zorenja
eritrocitov, kasneje pa se zmanjsa (Yawata, 2003). Tudi aktivnost K'-CI'- kotransporterja
je vecja v mlajsih eritrocitih. Z zorenjem celic pa preneha delovati, a se lahko Se vedno
aktivira ob povecanem hidrostatskem tlaku ali ob spremenjenem redoks stanju celice in
tako povzroci skréenje celice (Teti in sod., 2005).

Eritrociti sesalcev s starostjo izgubijo sposobnost uravnavanja svojega celicnega volumna,
deprav imajo v membrani 3e prisoten K'-CI” kotransporter, ki se aktivira ob nabrekanju
celic. Izpostavljenost dolgotrajnemu osmotskemu stresu (npr. eritrociti v destilirani vodi),
povzroci pospeseno pokanje celic. Drzi pa, da imajo eritrociti v membrani prisotne ¢rpalke
in prenasalce ionov, ki omogocajo njihovo prezivetje ob kratkotrajnih osmotskih stresih,
kot na primer po prehodu skozi hipertoni¢no sredico ledvic (Yawata, 2003).

2.3.1.2.1  Anionski izmenjevalec AE1

AE1 (Slika 5 (8)) je eden vecjih integralnih proteinov v celicah eritrocitov, poznan po
imenu anionski izmenjevalec-1 (AE1). Je transmembranski glikoprotein in predstavlja od
20 do 30% teze vseh membranskih proteinov. Membrana posameznega eritrocita vsebuje
okrog 1,2x10° kopij AE1 (Lucien in sod., 2002). Njegova transmembranska domena
posreduje izmenjavo znotrajcelicnega HCO;™ za zunajceli¢ni CI'.

Karbonska anhidraza v eritrocitu pospesuje hidracijo CO, v ogljikovo kislino (H,CO3). Ob
ionizaciji H,CO; nastane poleg bikarbonata (HCO5") $e H', ki se veZze na hemoglobin
(Bohrov efekt), kar olajSa spros€anje kisika s hemoglobinskih molekul v tkivih.
Bikarbonat se prenese z eritrociti nazaj v pljuca. AE1 prenasa nastali HCOs5™ iz eritrocitov
v krvno plazmo v zameno za CI. Ko se hemoglobin plju¢ih spet oksidira, se H' sprosti. V
reakciji s sproséenim H™ s HCO;  se tvori CO; , ki se z izdihovanjem izlo¢i iz telesa. Na ta
nacin se prenese okoli 60 % CO, iz tkiv v pljuca in izlo¢i iz telesa.
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Izmenjava anionov preko AEI poteka po mehanizmu ping-pong kot pospeSena difuzija.
Znotrajcelicni anion vstopi v transportni kanal in se prenese na zunanjo stran, kjer se
sprosti s kanalc¢ka v zunajceli¢ni prostor. Kanal ostane v odprti konformaciji, dokler se
nanj ne veze zunajceli¢ni anion in sprozi obraten cikel. Izmenjava poteka hitro, povprecno
v ¢asu 50 ms za CI" in HCO;5". Kanal ni specificen, preko njega se lahko prenesejo Se
drugi, vecji ioni (sulfat, fosfat, fosfoenolpiruvat in superoksid) ter anionski kompleksi
ionov tezkih kovin (Yawata, 2003).

2.3.1.3 Ostali kanal¢ki

V celicah eritrocitov najdemo Se druge kanalCke, kot so vodni kanalcek ali akvaporin-1
(AQP-1), od Ca®*" odvisni K'-kanaltek (Gardosev kanaléek) in neselektivni kationski
kanal¢ki (NSC). Ioni skozi kanalcke prehajajo s difuzijo v smeri elektrokemijskega
gradienta.

2.3.1.3.1 Gardosev kanaléek

Ta kanaléek nosi ime po G. Gardosu, ki je prvi opisal od Ca** odvisni tok ionov K skozi
K" kanaltke (Géardos, 1958). Ob povelani citosolni koncentraciji Ca®" se aktivira in
prepuséa ione K iz eritrocita (Slika 5 (12)). V membrani eritrocita je prisotnih od 100 do
200 kopij tega kanal¢ka (Maher in Kuchel, 2003). Njegovo delovanje uravnavata cikli¢ni
adenozin monofosfat (cAMP) in kalmodulin (Bennekou in Christophersen, 2003). V zrelih
eritrocitih predstavljajo ti kanalcki najbrZz pasivni mehanizem uravnave celi¢nega
volumna, ki je udinkovitejsi od delovanja Na'-K"-¢rpalke (Martinov in sod., 1999).

Na vse §tiri podenote citoplazemske domene kanaltka je tesno vezan Ca>" vezavni protein
kalmodulin. Ob vezavi Ca*" nastopi konformacijska sprememba kanalcka, ki odpre
kanaléek za K. Ca®" poveca prepustnost Gardosevega kanaltka za K tako, da poveca
frekvenco odpiranja kanalcka, ne podaljSa pa Casa odprtosti kanala (Maher in Kuchel,
2003).

V fizioloskih pogojih, in v mediju brez ionov K', je Gardosev kanaléek zaprt, saj se
znotrajceli¢na koncentracija Ca®" vzdrzuje na zelo nizkem nivoju (60 nM) zaradi stalnega
izérpavanja ionov Ca®" s Ca’"-¢rpalko. Povedana znotrajceliéna koncentracija Ca*" je
lahko signal za spremenjeno prepustnost membrane, saj se v tem primeru v nekaj
sekundah odzovejo od Ca®" odvisni Gardosevi K'-kanaleki, ki z iztokom ionov K'

preprecijo osmotsko nabrekanje celic.
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Dvovalentni ioni kovin so znani aktivatorji Gardosevega kanalCka. Najmocnejsi aktivator
je Ca2+, sledijo mu Pb2+, Cd%, Sr** in Ba®*". Ostali ioni, kot so C02+, Fe?" in Zn2+, ne

izzovejo aktivacije kanalCka (Cao in Houamed, 1999; Maher in Kuchel, 2003).

Za kréenje srpastih eritrocitov (eritrociti, ki nosijo mutirano obliko hemoglobina) je v
ve¢ji meri odgovoren Gardosev kanalcek, ki s kréenjem celice vzpodbuja polimerizacijo
hemoglobina. V takih pogojih se aktivira Na'/H' izmenjevalec (Slika 5 (7)), ki je del
RPV, in naj bi skusal izniciti ucinke kréenja celice (Lang in sod., 1998).

2.3.1.3.2  Vodni kanaléek AQP-1

Vodni kanaléek ali akvaporin-1 (AQP-1) (Slika 5 (5)) je konstitutivno odprt, osmotsko
reguliran, obojesmerni, moc¢no selektiven integralni membranski protein, specificen zgolj
za transport molekul vode (de Groot in Grubmiiller, 2005). Vsi ostali nenabiti topljenci in
ioni, vklju¢no s protoni (H") oz. H;0", ne morejo prekati kanala. Prav neprepustnost za
H' je nujna za vzdrzevanje membranskega potenciala bioloskih membran, kar je
bistvenega pomena za bioenergetiko celic.

V membrani eritrocitov sesalcev se nahaja samo eden predstavnik Stevilne druzine
akvaporinov, akvaporin-1 (AQP-1), ki ima najvi§jo prevodnost za vodo. Membrana
posameznega eritrocita vsebuje okrog 160.000 do 200.000 monomernih kopij
akvaporinov, ki so organizirani v tetramere (Lucien in sod., 2002; Smith in Agre, 1991).
Za razliko od ionskih kanckov, se kanal za vodo ne nahaja v sredinski osi tetramera,
ampak v vsakem monomeru posebej. Pretok vode skozi te kanale je precej velik, v
velikostnem redu 10° molekul/s, saj v prevodnostni mehanizem niso vpletene pocasne
konformacijske spremembe kanala. Za primerjavo, tok skozi ionske kanalcke je v
velikostnem redu 10° ionov/s in tok skozi érpalke v velikostnem redu 300 molekul/s
(Borgnia in sod., 1999).

AQP-1 se nahaja tudi v tkivih za transport tekoCin, kot so npr. ledvi¢ni tubuli, Zlezni
epitelij (Schrier in sod., 2004) in horoidni pleksus (Moon in sod., 2006; Griesdale in
Honey, 2004), kot tudi v endoteliju alveolov, o€esni leci (Schrier in sod., 2004), entericnih
nevronih (Nagahama in sod., 2006) in peritonealni membrani (Devuystin in Ni, 2006).

Izkljuéno in hkrati visoko prevodnost za molekule vode zagotavlja dvostopenjski filter v
pori kanalcka (de Groot in sod., 2003a). Prva stopnja filtra je nizko hidrofoben
aminokislinski NPA motiv (Asn-Pro-Ala) v centralnem delu kanalCka. Druga stopnja filtra
je aromatska aminokislina/arginin (ar/R) konstrikcijska regija. Aminokislinski ostanki v
ozini kanala omogocajo nadomestek za pretrgane vodikove vezi med molekulami vode, ki
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morajo samostojno preckati ozino kanalCka, kar znatno zniza aktivacijsko energijo za
prehod in omogoca visoko permeacijsko stopnjo. Te interakcije so najmocnejSe v
obmocjih obeh filtrov (de Groot in sod., 2003b). Zaradi lokalnega elektri¢nega polja v
regiji NPA, se dipoli vode organizirajo v vzorec s simetrijskim centrom v tej regiji. ar/R
filter je najoZji del kanala, s premerom 2,8 A, kar ustreza van der Waalsonovem premeru
molekule vode. Pozitivno nabita aminokislinska ostanka (Argl95 in His 180) v ar/R
tvorita vodikove vezi z molekulami vode. Ker se protoni med molekulami vode prenasajo
po Grotthussovem mehanizmu preko vodikovih vezi, je zaradi njihove prekinitve v obeh
filtrih, reorientacije in elektrostatske bariere elektricnega polja v regiji NPA, pretok
protonov onemogocen. Ozina kanalCka, lokalno elektri¢no polje in reorientacija dipolov in
pozitivno nabiti aminokislinski ostanki pa preprecujejo prehod ostalim permeantom (de
Groot in sod., 2003a). Opisana struktura kanalCka je splosno znana pod imenom model
pescene ure.

ekstracelularna stran

AQP1

intracelularna stran

Slika 6. Shematski povzetek prevodnostnega mehanizma kanalcka AQP-1 in spreminjanja premera skozi
poro kanalcka. Svetlo modro je obmocje najsibkejsih vodikovih vezi med molekulami vode (NPA
(oranzni) in ar/R (rdeci) filter). Obmocje najmocnejsih interakcij protein-voda je oznaceno z zeleno.
Sivi elipsi predstavljata aromatska aminokislinska ostanka. Hidrofobni Phe24 sili molekule vode v
interakcijo z NPA regijo. Hidrofobni Phe56 sili molekule vode v ar/R filter. Rdece puscice
prikazujejo orientacijo dipolov vode. Rumena obroca predstavljata hidrofobni regiji, ki sta
energijski oviri za prehod molekul vode (de Groot in sod., 2007).

2.3.1.3.3  Neselektivni kationski kanalcki (NSC)

V membrani eritrocitov se nahajajo tudi neselektivni kationski kanalcki (NSC), katerih
obstoj je bil do nedavnega sporen (Huber in sod., 2001). Predvideva se, da posamezen
eritrocit vsebuje okoli 300 kanalckov NSC, ki so aktivni ob kréenju in inhibirani ob
nabrekanju celice, ali ob povecanem koncentracijskem nivoju znotrajceli¢nega Cl” (Huber



Soboti¢ B. Vpliv NO in HgCl, na transport vode in obliko humanega eritrocita. 17

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007

in sod., 2001). Kanal¢ek NSC je prepusten za Ca*” in se aktivira s prostaglandinom E,
(PGE,), podobno kot Gardosev kanalcek. FizioloSka vloga NSC kanalc¢kov je verjetno v
skupnem delovanju z Gérdosevim kanalckom v procesu strjevanja krvi (Kaestner in
Bernhardt, 2002; Bennekou in Christophersen, 2003), igrajo pa vlogo tudi v procesu
apoptoze eritrocitov (Eisele in sod., 2006).

2.4 APOPTOZA ERITROCITOV

Organizem mora imeti razvit mehanizem za odstranjevanje starejSih ali okvarjenih
eritrocitov, saj lahko nekontrolirana hemoliza eritrocitov aktivira vnetni odgovor, prost
hemoglobin pa izredno hitro nevtralizira dusSikov oksid, ki je vazoaktivni mediator. V
drugih celi¢nih tipih je programirana celicna smrt (apoptoza) primarni mehanizem
odstranjevanja celic, za katerega je znaCilna aktivacija kaskade kaspaz (cisteinske
proteaze, ki so specifine za aspartatne ostanke). Obstajata dve poti aktivacije kaspaz.
Ekstrinzi¢na pot se za¢ne z vezavo liganda smrti (iz druzine tumorje nekrotizirajo¢ih
faktorjev (TNF)) na receptor smrti, intrinzi¢no pot pa sprozijo mitohondrijske poskodbe
zaradi oksidativnega stresa. Preko skupnih in lo¢enih poti aktivacij kaspaz in tvorbe
apoptosoma, se preko obeh poti izvrsi apoptoza (Zimmerman in sod., 2001; Turk in sod.,
2007).

Do nedavnega je veljalo, da pri eritrocitih apoptoza ne obstaja, ker je ta proces vezan na
mitohondrije, ki jih v eritrocitu ni. Ceprav vsebuje eritrocit nekatere kaspaze, se le-te v
zrelem eritrocitu nikoli ne aktivirajo (Berg in sod., 2001). Proces programirane smrti pri
eritrocitih imenujemo eriptoza, ker se apoptoza eritrocitov zaradi odsotnosti celi¢nih
organelov razlikuje od apoptoze drugih celic (Bratosin in sod., 2001; Lang in sod., 2003a).
Eriptoza nam odkriva od mitohondrijev neodvisne poti izvrsitve apoptoze.

Eriptozo karakterizirajo nepovratno celi¢no kréenje, brstenje membrane, aktivacija proteaz
in premestitev fosfolipida fosfatidil serina (PS) v zunanji sloj membrane. Slednja sprozi
degradacijo eritrocitov z makrofagi (Lang in sod., 2005). Eriptozo sprozi povecana
zunajceli¢na osmolarnost, oksidativen stres ali energijska deprivacija (Lang in sod., 2005).
Do zdaj sta bili odkriti dve signalni poti, ki vodita do eriptoze. Na eni strani nastanek
prostaglandina E, (PGE,) preko aktivacije ciklooksigenaze vodi do odprtja neselektivnih
kationskih kanal¢kov (NSC), kar povela intracelularno koncentracijo Ca**. Povisan nivo
Ca®* v celici je lahko tudi signal spremenjene prepustnosti celiéne membrane zaradi
ostarelosti ali okvare eritrocitov (Brovelli in Minetti, 2003). Na drugi strani pa aktivacija
fosfolipaze A, (PLA;) vodi do sprosc¢anja trombocite aktivirajoCega faktorja (PAF),
izpostavitve ceramida in aktivacije Gardosevega kanalcka (Lang in sod., 2005).



Soboti¢ B. Vpliv NO in HgCl, na transport vode in obliko humanega eritrocita. 18

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007

2.4.1 Znotrajceli¢na koncentracija Ca*' in asimetrija sestave lipidnega dvosloja
) ) ) p g ]

V zunanjem sloju membrane prevladuje fosfatidilholin in sfingomielin, v notranjem pa
fosfatidiletanolamin (PE) in fosfatidilserin (PS), slednji se nahaja izklju¢no v notranjem
sloju (Lopez-Revuelta in sod., 2007). Nativno asimetrijo sestave lipidnega dvosloja
vzdrzujejo razliéni encimi. Tako od ATP-odvisna aminofosfolipid translokaza (flipaza)
aktivno prenasa PS in v manjs$i meri PE iz zunanjega v notranji lipidni sloj in je tako
vzdrzuje neenakomerno porazdelitev PS in PE med obema slojema v membrani (Kuypers
in sod., 1998; Devaux, 1999; Lopez-Revuelta in sod., 2007).

Pomemben signal za pridetek eriptoze je povetana znotrajceli¢na koncentracija Ca®", ki
vstopi preko aktiviranih kationskih kanal¢kov. Povetana znotrajceli¢na koncentracija Ca*"
aktivira encim skramblazo, ki neselektivno premesca lipide iz notranjega v zunanji sloj, s
tem pa povecuje delez PS v zunanjem sloju. Posledica tega je razpad nativne asimetrije
zaradi zveCanja PS na citosolni polovici membranskega dvosloja (Yawata, 2003), kar je
signal za makrofage, ki se vezejo na izpostavljene zunajceli¢ne skupine PS eritrocitne
membrane in celice fagocitirajo. Na ta nacin se iz organizma odstranjujejo ostareli,
nefunkcionalni eritrociti (Bratosin in sod., 2001).

2.4.2 Aktivacija ciklooksigenaze, nastanek prostaglandina E, in aktivacija

neselektivnih kationskih kanalckov

Hiperosmotski Sok, oksidativni stres in energijska deprivacija (zmanjSan razpoloZljiv
reducirani glutation (GSH) oslabi antioksidativno obrambo v vodi v oksidativni stres) ter
odstranitev Cl” povzrocita spros¢anje PGE,, ki aktivira NSC (Lang in sod., 2007). Zaradi
tega se pove¢a intracelularna koncentracija Ca®’, kar stimulira izpostavitev PS s
posredovanjem skramblaze in odprtje od Ca®" odvisnih K kanalt¢kov (Gérdosevi
kanal¢ki). Povedano izhajanje K ionov povzroéi hiperpolarizacijo membrane in iztok CI
iz celice. Temu sledi osmotsko izhajanje vode in kréenje celice (Maher in Kuchel, 2003;
Lang in sod., 2003a; Bortner in Cidlowski, 2002; Bortner in sod., 1997). To Se dodatno
okrepi signal za eriptozo. PGE, aktivira tudi od Ca*" odvisno cisteinsko endopeptidazo pi-
kalpain, ki degradira citoskelet. Povisana intracelularna koncentracija Ca®" na koncu vodi
tudi v vezikulacijo membrane (Lang in sod., 2005).

2.4.3 Tvorba trombocite aktivirajocega faktorja in stimulacija sfingomielinaze

Eritrociti ob moc¢nem krcenju poleg PGE, tvorijo tudi PAF, ki je odgovoren za regulacijo
vnetja, tromboze, in aterogeneze (Lang in sod., 2005). PAF stimulira sfingomielinazo, ki
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cepi sfingomielin in spros¢a ceramid. Tako osmotski Sok vodi do pojava ceramida na
povrsini eritrocitov, poleg tega pa sprozi tudi vezikulacijo membrane in izpostavitev PS.
PAF aktivira Gardoseve kanalcke tako, da jih naredi bolj ob&utljive za znotrajceli¢ni Ca*"
(Lang in sod., 2003a). Za signalizacija preko PAF poviSana intracelularna koncentracija
Ca”" ni nujna, zato je poviSan nivo PAF vsaj delno odgovoren za od Ca*" neodvisno, s
ceramidom posredovano eriptozo (Lang in sod., 2003a).
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Slika 7. Povzetek signalnih poti in dogajanja pri eriptozi. ATP: adenozintrifosfat, GSH: glutation,
PGE,: prostaglandin E2, NSC: neselektivni kationski kanal¢ki, PLA,: fosfolipaza A,,
COX: ciklooksigenaza, PAF: trombocitni stimulirajo¢i faktor, LPAT: lizo-PAF acetil transferaza
(Lang in sod., 2005).

2.5 DELOVANIE Hg”" in DUSIKOVEGA OKSIDA (NO)

2.5.1 Hg™

Elementarno Zivo srebro je dokaj inertno in netoksi¢no. Se pa hitro oksidira v ion Hg*", ki
lahko reagira s proteini in drugimi biolosko pomembnimi molekulami. Hg”" tvori relativno
stabilne kovalentne vezi z ogljikom, zato ga najdemo tudi v organskih spojinah. Clovek je
zivosrebrovim spojinam izpostavljen preko hrane (predvsem morskega izvora) ter preko
kozmeti¢nih in terapevtskih pripravkov, kot so zobna belila, antiseptiki in zobne plombe
na osnovi Hg amalgana (Foulkes, 2001).
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Skozi celi¢no membrano eritrocita vstopa Hg”" v elektronevtralni obliki, bodisi kot HgCl,
ali Hg(OH), (Gutknecht, 1981; Bragadin in sod., 2005). V notranjosti celice pa Hg*"
reagira s Stevilnimi molekulami, predvsem s tiolnimi (-SH) skupinami proteinov.

2.5.1.1 Vpliv na obliko eritrocitov

HgCl, se rad kopi¢i v lipidnem dvosloju in ima visoko afiniteto za primarne amino
skupine fosfolipidov. Posledi¢no lahko spremeni fluidnost membrane ali izgubo njene
integritete, kar v zivénih celicah vodi do nevrotoksi¢nosti (Girault in sod., 1997). Pri
eritrocitih inducira krenacijo (nenormalne oblike membrane s konicastimi oblikami), ki
variira med malostevilnimi zaobljenimi izboklinami in generaliziranim pojavom
ehinocitoze (Suwalsky in sod., 2000). Mozen je tudi pojav stomatocitov, vendar le v zelo
majhnem S$tevilu (Suwalsky in sod., 2000).

Interakcija Hg”" z vedimi negativno nabitimi glavami lipidov lahko inducira tesnejse
pakiranje v hidrofobno-hidrofilni fazi. To bi lahko zmanjSalo prehajanje molekul vode
in/ali zmanjSalo dinamiko vodnih molekul, ki oblikujejo visoko strukturirano okolje v
podro&ju polarnih fosfolipidnih glav. Hg*" pa prav tako vpliva na pakiranje acilnih verig v
hidrofobnem jedru dvosloja (Suwalsky in sod., 2000).

Ehinociti in stomatociti se tvorijo ob spremembi razlike med povr§inama zunanjega in
notranjega sloja (AA) membrane. Raziskave Zollaja (1997) kaZejo, da se Hg*" preferenéno
kopi¢i v zunanjem sloju. To bi razloZilo nastanek ehinocitov ob dodanem HgClL.
Obstajajo pa tudi nasprotujoce Studije, ki kazejo, da se Hg*" preferenéno kompleksira s
fosfatidiletanolaminom in fosfatidilserinom, ki sta prisotna v notranjem sloju, kar bi
vodilo do nastanka stomatocitov (Devaux, 1999).

2.5.1.2 Inhibicija encimov, kanal¢kov in spremembe v citoskeletu

Hg’" reagira z vrsto bioloskih molekul v krvi in tkivih, predvsem z vezavo na tiolne
skupine proteinov. Tiolne skupine so zelo razSirjene v aktivnih mestih encimov ter v
ionskih in vodnih kanalckih v celicni membrani. Z vezavo na -SH skupine encimov lahko
Hg*" zavre njihovo delovanje. Na delovanje celiénih komponent vpliva nastanek pre¢nih
povezav tipa -S-Hg-S-, ki lahko povezejo oddaljene tiolne skupine proteinov in tako
spremenijo njihovo konformacijo. Topografska sprememba membranskih proteinov zaradi
vezave Hg2+ olajsa fosforilacijo Stevilnih proteinov, zlasti palidina (band 4.2), ki ima med
citoskeletnimi elementi najveéje $tevilo vezavnih mest za Hg*". Palidin se po obdelavi
celitne membrane s Hg*" poveze z mrezo spektrinov in fosforilira s proteinsko kinazo
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(Suzuki in Ikebuchi, 1985). Hg®" ima visoko afiniteto $¢ do aminskih, fosfatnih in
karboksilnih skupin.

2.5.1.2.1 Blokada AQP-1

V ozini kanal¢ka akvaporina je tiolna skupina (na Cys189) dovzetna za inhibicijo z
zivosrebrovimi spojinami (Preston in sod., 1993). Znano je, da zivosrebrove spojine, z
vezavo na Cys 189, popolnoma blokirajo kanal¢ek akvaporinov, vendar inhibicija ni
specifi¢na. V strukturi AQP-1 so namre¢ prisotne $e tri druge za Hg®" dostopne tiolne
skupine. Od Zzivosrebrovih spojin sta pCMB (p-kloromerkuribenzoat) in p-CMBS
(p-kloromerkuribenzen sulfonat) edina znana ucinkovita inhibitorja delovanja AQP-1, ki
sta bila neposredno uporabljena na ¢loveskih eritrocitih (Brahm, 1982; Browning in
Wilkins, 2003).

Veliko posrednih dokazov za blokado pore kanalcka AQP-1 v humanih eritrocitih obstaja
tudi za HgCl,, ki dokazano blokira ¢loveski AQP-1, kadar je kloniran v membrano jaj¢eca
zabe krempljiarke Xenopus laevis in v razli¢ne celicne kulture (Yang in sod., 2006). Prav
tako blokira AQP-1 v podganjih eritrocitih (Yang in sod., 2006). Mutante AQP-1, ki imajo
Cys189 zamenjan z drugim aminokislinskim ostankom, so neobcutljive na blokado s
HgCl, (Preston in sod., 1993).

Vezava Hg”" na Cys 189 naj bi stericno ovirala prehod molekul vode brez
konformacijskih sprememb kanalc¢ka, kar so pokazali na bakterijskem strukturnem
analogu AqpZ Eserichie coli, ki ima na mestu 183 (kar ustreza mestu 189 AQP-1)
originalen treonin zamenjan s cisteinom. Tak kanaléek veze dva Hg**, enega direktno v
lumnu pore in drugega intersticijsko vezanega v Zepu tik izven pore (Savage in Stroud,
2007).

Slika 8. Shematski prikaz bakterijskega kanalcka AqpZ. PovrSina pore je oznacena zeleno. OznaCene so
aminokisline, ki sodelujejo pri vezavi vode z vodikovo vezjo. Zelena sfera predstavlja Hg®", vezan
na Cys183 v pori, modra pa vezanega na isti Cys183 v Zepu ob pori (Savage in Stroud, 2007).
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2.5.1.3 Aktivacija Gardosevega kanalka s Hg*" in vloga v sprozitvi eriptoze

Hg”" prehodno aktivira Gardosev kanaléek neodvisno od Ca’" preko interakcij z
njegovimi —SH skupinami. Pove&ano izhajanje K* povzro¢i hiperpolarizacijo membrane in
iztok CI iz celice. Temu sledi osmotsko izhajanje vode iz celice in s tem krcenje celice
(Lang in sod., 2003a,b; Jungwirth in sod., 1991).

Toni Hg*" z aktivacijo skremblaze povzroéijo izpostavitev fosfolipidnih molekul PS na
zunanjo stran lipidnega dvosloja membrane eritrocitov. Aktivirajo tudi sfingomielinazo, ki
spros¢a ceramid (Eisele in sod., 2006). Izpostavljeni PS je ligand za receptorje
makrofagov in omogoca neskodljivo degradacijo eritrocitov (Eisele in sod., 2006).

2.5.1.4 Nastanek reaktivnih oblik kisika in oksidacija membranskih lipidov

Splogen toksi¢ni u¢inek Hg*" je padec koncentracije prostih znotrajceliénih tiolnih skupin,
kar neposredno omogocCa razvoj oksidativnega stresa. Oksidativni stres je posledica
neravnovesja v nastajanju in odstranjevanju reaktivnih oblik kisika (ROS) v tkivih in
celi¢nih komponentah. Do teh poskodb pride na celicnih membranah, DNK in proteinih
(Hsu in Guo, 2002). Med tovrstne poskodbe sodi tudi lipidna peroksidacija (Bucio in sod.,
1995; Foulkes, 2001).

Hg”" posredno pripomore k nastanku ROS. Nastali radikali (hidroksilni radikali,
superoksidni anioni in vodikov peroksid) reagirajo s fosfolipidi celiche membrane.
Oksidacija membranskih lipidov z ROS povzroci nastajanje togih domen fosfolipidov v
membrani, kjer je omogocena pospeSena reakcija z radikali (Adonaylo in Oteiza, 1999;
Silbergeld, 2003). Hidroperoksidi lipidnith molekul v celiéni membrani oslabijo
hidrofobne povezave med sosednjimi fosfolipidi, kar olajSa vstop vode v celico.
Okvarjena funkcija in struktura membrane vodi v hemolizo eritrocitov (El-Missiry in
Abou-Seifb, 2000; Adonaylo in Oteiza, 1999; Ribarov in Benov, 1981; Brandao in sod.,
2005; Silbergeld, 2003). Razpadni produkti lipidnih hidroperoksidov, kot je
malondialdehid, Skodujejo celici, ker reagirajo s celiénimi membranskimi proteini in
oslabijo strukturo membrane. ROS delujejo tudi kot mediatorji apoptoze v eritrocitih.

2.5.2 Dusikov oksid (NO)

Dusikov oksid 'NO (NO v nadaljevanju) je kratkozivi mediator, ki sodeluje v Stevilnih
procesih v organizmih (Ignarro, 2002). Njegovo odkritje v bioloSkih sistemih je
povzrocCilo precejSnje presenecenje, saj je do tedaj veljal le za Skodljiv, brezbarven
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pramagnetni plin, ki je sestavina izpusnih plinov, stalna sestavina smoga, nastaja pa tudi v
razelektritvah v atmosferi (Fukuto in sod., 2000; Byrne-Habic in sod., 2004).

2.5.2.1 Sinteza NO v telesu

Sintezo NO v telesu katalizirajo NO sintaze (NOS), ki so flavohemski encimi. Substrat je
aminokislina L-arginin, ki ga encim pretvori v NO in citrulin ob prisotnosti nikotinamid-
adenin-dinukleotidfosfata (NADPH) in O,. Udelezeni so Se kofaktorji (6R)-5,6,7,8,-
tetrahidrobiopterin (BH4), flavinadenindinukleotid (FAD), flavinmononukleotid (FMN) in
zelezov protoporfirin IX (hem). Aktivnost je odvisna tudi od vezave kalmodulina in
koncentracije ionov Ca’’, dodatno se regulira preko post-translacijskih mehanizmov,
fosforilacije ter preko negativne povratne zanke z NO, ki encim inhibira (Moncada in
Higgs, 2002; Wink in sod., 1998; Wang in Ting, 2005). Pri sesalcih NOS nastopajo v treh
oblikah: endotelijska NOS (eNOS), nevronska NOS (nNOS) in inducibilna NOS (iNOS).
Prvi dve sta konstitutivno prisotni (skupno ju imenujemo cNOS), se aktivirata s povi§ano
koncentracijo Ca®" in generirata majhne kratkotrajne tokove NO, ki imajo regulatorno
vlogo. iNOS se aktivira s citokini in je prisotna v imunskih celicah. Sintetizira vecje
koli¢ine NO, ki povzrocijo indirektne citotoksi¢ne efekte (Wink in sod., 1998).

2.5.2.2 Pretvorbe NO v telesu

2.5.2.2.1 Reakcije s kisikom

O, je v membranah v trikrat vi§ji koncentraciji kot v vodni fazi, NO pa je v njih celo
devetkrat bolj koncentriran kot v vodi. (Subczynski in Hyde, 1983; Shaw in Vosper, 1977,
Ye in sod., 2001). Iz tega je razvidno, da je membrana dale¢ najpomembnejSe mesto
avtooksidacije NO. V njej poteka 90 % vseh reakcij NO s kisikom, kljub temu, da
membrane predstavljajo samo 3 % prostornine celice (Liu in sod., 1998; Ye in sod., 2001;
Ignaro, 2000; Mdller in sod., 2007). NO se v reakciji s kisikom pretvori v radikal "NO,, ki
hitro dimerizira v N;O4. Ta povzro€a nitroziliranje aminov (nastanek kancerogenih
nitrozaminov) in s tioli tvori nitrozotiole. Raziskave kaZejo, da je najverjetnejSa pretvorba
"NO; v nitrit z enoelektronsko redukcijo. V primeru velikih koncentracij "NO; lahko pride
do nitriranja tirozinov in njihove radikalske dimerizacije. NO z NO, tvori N;Os. Ta v vodi
hitro razpade. V membrani, kjer ni dosti molekul vode, je bolj dolgoziv in sposoben
nitroziranja (nastanek nitrozotiolov); peptidi z —SH skupinami imajo visoko afiniteto za
N,O3; (Wink in sod., 1994; Wink in sod., 1996; Wink in sod., 1998). V reakciji s
superoksidnim radikalom da peroksinitrit (OONO), ki lahko sprozi lipidno peroksidacijo
(O'Reilly in sod., 2002; Byrne-Habic€ in sod., 2004).



Soboti¢ B. Vpliv NO in HgCl, na transport vode in obliko humanega eritrocita. 24

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007

Razpolovni ¢as NO v telesu je med 1 in 10 sekundami (Lancaster, 2000), kar je mnogo
krajSe kot razpolovni Cas zaradi reakcij s kisikom (40 minut (Fukuto in sod., 2000; Byrne-
Habi¢ in sod., 2004)). Iz tega sklepamo, da obstajajo pomembnejSe reakcije pretvorbe NO
kot je avtooksidacija.

2.5.2.2.2  Reakcije s tioli

S-nitrozotioli nastanejo v reakciji z N,O3, N»Oy, s transnitroziranjem ali s posredniSko
vlogo NO, vezanega na hemsko zelezo (Hu in Chou, 2006). Te reakcije so pomembne, saj
ima nitroziliranje tiolnih skupin aminokislinskih ostankov proteinov (encimi, kanalcki,
transkripcijski faktorji, G-proteini) reverzibilni vpliv na njihovo funkcijo. S-nitrozilacija je
v mnogih pogledih analogna fosforilaciji. Mozno je, da je vzporedna efektorska pot za
uravnavanje celi¢nih funkcij (Gaston in sod., 2006).

RSH + N,O; — RS-NO + NO, + H" (D)
RSH + N,04 — RS-NO + NO; + H” (2
RS-NO + R'SH — RSH + R'S-NO ..(3)
RSH + Hb-Fe"-(NO") — RS-NO + Hb-Fe" + H' (4

2.5.2.2.3 Reakcije s kovinskimi kompleksi

Obstajajo trije glavni tipi reakcij NO s kovinami: direktna reakcija NO s kovinskim
centrom, NO redoks reakcija z dioksigen kovinskim kompleksom in reakcija z
visokovalentnim oksokompleksom (Herold in Rehmann, 2003). Nitroziranje hemskega
zeleza v metaloproteinih, kot so topna guanilat ciklaza, monooksigenaze, ciklooksigenaze,
citokromi, hemooksigenaze, katalaze in NOS, je najpogostejSa in najpomembnejsa med
njimi. Vezava NO lahko povzroc¢i aktivacijo ali inaktivacijo encima. V vaskularnem
sistemu pa ima poleg tega vezava NO na hemoglobin velik pomen, saj ta deluje kot ponor
NO in kot njegov morebiten prenaSalec (Ignarro, 2002).

2.5.2.3 Bioloska vloga v telesu

NO je udelezen v vrsti fizioloskih in patofozioloSkih procesov v telesu. Njegova vloga je
bila najprej opisana v kardiovaskularnem sistemu, za kar je bila leta 1998 podeljena tudi
Nobelova nagrada za medicino. NO ima pomembno vlogo tudi v centralnem Zivénem
sistemu kot nevrotransmiter v procesu pomnjenja, na periferiji je pomemben pri delovanju
neadranergi¢nega in neholinergi¢nega zivcevja, ki sodeluje pri nekaterih oblikah
vazodilatacije. Vkljucen je v regulacijo respiratornih, urogenitalnih in gastrointestinalnih



Soboti¢ B. Vpliv NO in HgCl, na transport vode in obliko humanega eritrocita. 25

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007

funkcij ter regulacijo kontraktilnosti srca. Je del citotoksi¢ne obrambe imunskih celic
(Ignarro, 2002).

Vecina njegovih fizioloskih u¢inkov je vezana na aktivacijo topne guanilat ciklaze (tGC),
citotoksicnost pa je povezana z reaktivnostjo njegovih oksidiranih oblik. Spekter
njegovega regulatornega delovanja na molekularni ravni je zelo Sirok, saj preko
modificiranja dostopnih —SH skupin in kovinskih kompleksov vpliva na delovanje
Stevilnih encimov, kanalckov, integralnih membranskih proteinov in genskih regulatornih
elementov.

V nadaljevanju bomo natanc¢neje opisali vlogo NO v reologiji krvi (tu vpliva na endotelij
zil, gladke miSice, trombocite, eritrocite, levkocite) (Wink in sod., 1998; Ignaro, 2000).

2.5.23.1 Relaksacija gladkih miSic

V normalnih, bazalnih pogojih, ¢cNOS v endoteliju Zil konstantno sintetizira nizke
koncentracije NO. Vi§ji nivo sinteze se lahko sprozi z od proteinske kinaze B (PKB)
odvisno fosforilacijo zaradi zvecanja striznih sil na endotelij (poveCan pretok, povecana
rigidnost eritrocitov), zaradi vezave ligandov (acetilholin, bradikinin, substanca-P,
adenozin in druge vazoaktivne snovi) na receptorje ali zaradi hipoksije (Cohen in Adachi,
2006). To povzro&i sproitanje znotrajceli¢nih zalog Ca®" in aktivacijo cNOS. V
endoteliju je Se druga izooblika NOS, iNOS, ki se aktivira ob vnetju z bakterijskimi
eksotoksini (lipopolisaharid) in citokini (TNF, interlevkini). Aktivirana iNOS je do
tisockrat bolj aktivna kot cNOS. Spros¢eni NO difundira v kri in v ob endoteliju leZece
gladke miSice. Ali se transportira kot NO ali preko posebnih NO-prenaSalcev do danes Se
ni pojasnjeno. V gladki miSici NO aktivira topno guanilat ciklazo (tGC) z vezavo na
zelezo v njenem hemskem obrocu, kar povzroci konformacijsko spremembo (Wink in
sod., 1998). tGC gvanozintrifosfat (GTP) pretvarja v cikliéni gvanozinmonofosfat
(cGMP), ki je sekundarni znotrajcelicni sporocevalec. Povisana koncentracija cGMP
inhibira prehajanje Ca®* in zniZuje njegovo intracelularno koncentracijo, aktivira od
cGMP-odvisne K kanal¢ke, kar vodi k hiperpolarizaciji in relaksaciji (Kimura in sod.,
2005; Cohen in Adachi, 2006). Poleg tega stimulira od cGMP-odvisno proteinsko kinazo,
ki aktivira miozinsko kinazo lahke verige, kar prav tako vodi do relaksacije gladkih miSic
(Kimura in sod., 2005). tGC je regulirana z negativno povratno zanko: inaktivira jo od
cGMP-odvisna fosfodiesteraza (Friebe in Koesling, 2003).

Tudi aktivnost NOS je negativno povratno regulirana s svojim produktom, dusSikovim
oksidom. Ker NO in O, tekmujeta za isto vezavno mesto na hemu, predstavlja NOS tako
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senzor kot regulator za O, pri uravnavanju pretoka krvi in s tem preskrbe tkiva z O,
(Byrne-Habi¢ in sod., 2004).

Obstajajo tudi dokazi o prisotnosti obeh izooblik NOS v eritrocitih (Jubelin in Gierman,
1996), vendar v strokovni literaturi o tem Se ni bilo doseZeno soglasje (Ignarro, 2002).

2.5.23.2 Spreminjanje dostopnosti NO z eritrociti

2.52.3.2.1 Reakcija NO s hemoglobinom

NO izredno hitro reagira s kovinskimi kompleksi, kot je hem v hemoglobinu (Hb)
(Eich in sod., 1996; Liao in sod., 1999; Herold in Rock, 2002; Huang Z. in sod., 2001;
Huang in sod., 2002).

"NO + Hb-Fe"-0, (oksiHb) — NO;* + Hb-Fe'" (metHb) ..(5)
"NO + Hb-Fe" (deoksiHb) — Hb-Fe'-NO" (Hb-Fe-NO) ...(6)

Vecina raziskovalcev se strinja, da sta konstanti vezave NO na oksihemoglobin (oksiHb)
in deoksihemoglobin (deoksiHb) enaki (kyp = 3-5 x 10’ M's™"), kar pomeni, da je razmerje
nastalih produktov odvisno od oksigenacije Hb (Eich in sod., 1996; Liaro in sod., 1999,
Herold in Rock, 2002; Huang Z. in sod., 2001; Huang in sod., 2002; Yonetani in sod.,
1998; Wajnberg in sod., 1996; Kon, 1968). Ker se oksigenacija Hb v arterijsko-venskem
gradientu giblje med 100 in 75 % (v mirovanju), je glavni produkt reakcije med NO in Hb
nitrit in methemoglobin (metHb), ki predstavlja glavno pot zmanjSevanja bioaktivnost NO
(Jiang in sod., 2007). To je zlasti pomembno pri odstranjevanju preseznega NO v sepsi.
Obstajajo tudi nasprotujo¢i podatki, po katerth se NO do 100-krat hitreje veZe na
deoksiHb in tako naj bi v fizioloSkih pogojih nastala znatno vecja koli¢ina Hb-Fe-NO, kot
pri neselektivni vezavi NO (Pawloski in sod., 2001; Gow in sod., 1999; Gross in sod.,
1999 cit. po Huang Z. in sod., 2001).

Afiniteta NO je 100-krat vecja za hema a-podenot deoksiHb, kot za njegova hema v
B-podenotah. V fizioloskih pogojih, ko je koncentracija NO mnogo manjSa kot je
koncentracija prostih hemskih obrocev, je prevladujo¢i produkt reakcije deoksiHb z NO
o-nitrozilHb ~ (a[Fe"-NOJ,B[Fe"],). Ta je kooperativni, alostericno obéutljiv,
nizkoafinitetni prenasalec O, (Yonetani in sod., 1998). Fizioloske koncentracije NO tako
ne ovirajo prenosa O,. NO se obnasa drugace kot drugi dvoatomarni ligandi Hb. Medtem
kot O, in CO favorizirata 6-koordinacijsko vezavo, NO favorizira 5-koordinacijsko
vezavo na Zelezo. Njegova vezava oslabi ali celo razcepi vez med Zelezom in histidinom v
hemu. (Ravno ta lastnost omogoca efekte NO na encimih s hemi, kot je npr. tGC). Razcep
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vezi Fe-His v hemu hemoglobin stabilizira v T-stanju, zmanjsa afiniteto za O,, oziroma
zveca oddajanje O,. S tem NO pospesi disociacijo O, ob nizkem parcialnem tlaku O,
(Kosaka in sod., 1996; Yonetani in sod., 1998; Hobbs in sod., 2002).

Oksigenirani nitrozirajo¢i NO produkti reagirajo s cisteinom 93 na B-podenoti Hb
(BCys93), kar vodi v nastanek Hb-nitrozotilov (Hb-SNO) (reakcija (7)) (Jia in sod., 1996;
Herold in Rock, 2002; Hobbs in sod., 2002).

nitrozirajo¢i NO produkti + Hb- fCys93-SH — Hb- fCys93-SNO (Hb-SNO) ...(7)

To reakcijo nastajanja nitrozirajo¢ih produktov z oksidacijo NO zmanjSuje 5-20-krat
hitrejSa kinetika reakcije med hemom Hb in NO, kot pa je med NO in O,, vendar
kopic¢enje NO in O, v membrani omogoca zadostno koli¢ino oksigeniranih produktov, za
nitroziranje PCys93 (Vladimirov in sod., 2000). Hb-SNO lahko nastanejo tudi z
intramolekularno premestitvijo NO iz hema na BCys93 v deoksiHb (reakcija (8)) (Gow in
sod., 1999; Pawloski, 2001). Slednji proces je sporen, saj zanj naj ne bi obstajali jasni
dokazi (Xu in sod., 2003)

Hb-Fe''-NO — Hb-BCys93-SNO (Hb-SNO) ..(8)

BCys93 je visoko konzervativna aminokislina v hemoglobinskih sekvencah sesalcev, zato
ima najverjetneje bioloSko vlogo. Transnitrozilacija BCys93 je uravnavana z alosteri¢no
konformacijo Hb tetramera. R-stanje(oksiHb) nitrozilacijo pospesuje, T-stanje (deoksiHb)
pa destabilizira fCys93-SNO (Jia in sod., 1996; Rigs, 1961; Benesh in Benesh, 1962;
Herold in Rock, 2002). Tako zniZan parcialni tlak O, povzroci disociacijo NO. Tak sistem
preferenc¢no prenasa NO v tkiva z veliko porabo O,, tam razsiri zile in s tem zagotovi
zadostno oskrbo o oksigenirano krvjo. Drugi avtorji (Hobbs in sod., 2002; Xu in sod.,
2003; Vladimirov in sod., 2000) temu nasprotujejo. Po njihovem je vloga BCys93 samo v
preprecevanju kopic¢enja Fe-nitrozil kompleksov (Hb-Fe-NO) z omogo€anjem prenosa NO
iz celic.

Afiniteta NO za hem je zelo visoka ( K4 = 107 - 10®) (Vladimirov in sod., 2000; Moore in
Gibson, 1976; Azizi in sod., 2005). Ob sprostitvi znotraj eritrocita traja priblizno 1 us, da
ga veze nov Hb, ob tem pa NO prepotuje 0.05 um (Azizi in sod., 2005). To dejstvo
predstavlja problem za Hb-Fe-NO modele, ki predpostavljajo ponovno sproscanje
vezanega NO iz eritrocitov v zunajcelicni prostor.
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2.5.2.3.2.2  ZmanjSan privzem NO skozi eritrocitno membrano

NO je majhna nepolarna molekula, ki zlahka prec¢ka lipidni dvosloj (Abraham in sod.,
2000), zato je razlika med reakcijskima konstantama eritrocitov in prostega hemoglobina z
NO presenetljiva. Znano je, da mikromolarne koncentracije prostega Hb, zaradi sproS¢anja
hemoglobina iz eritrocitov v raznih patoloskih stanjih, preprecijo fizioloske efekte NO in
vivo, medtem ko milimolarne koncentracije Hb v eritrocitih njegovo aktivnost le delno
zmanjSajo (Jeffers in sod., 2006). Eritrocitni privzem NO je 500-1000 krat manjsi od
prostega hemoglobina (Liu in sod., 1998; Vaughn K.T. in sod., 2001).

Razlogi za zmanjSan NO privzem v eritrocite so lahko: (i) podrocje brez eritrocitov ob
endoteliju zil zaradi hidrodinamskih sil — to lahko zavzame do 25 % premera zile (Liao in
sod., 1999), (ii) zunajceli¢na difuzijska upornost zunanjega sloja tekocine okoli eritrocitov
(Vaughn in sod., 2000; Tsoukias, 2002), (iii) notranje difuzijske ovire (Vaughn in sod.,
2000) in (iiii) submembranska citoskeletna ovira (Huang K.T. in sod., 2001, Han in Liao,
2005). Slednja je najbolj verjeten razlog, saj je stalno prisotna. Gosti preplet citoskeletnih
elementov onemogoca prosto difuzijsko prehajanje NO, saj mora prehajati skozi pore v
prepletu, kar zelo upocasni vstopanje. Konstanta za privzem NO je podobna velikosti
konstante za privzem O, kar kaze na to, da O, in NO vstopata po priblizno enaki poti.
Prehajanje NO Se dodatno ovirajo NO-nereaktivni proteini, kot so metHb (preferecna
oblika hemoglobina za vezavo na citoskelet), hemokromi, in Heinzova telesca, ki lahko
celo zamasijo pore za prehod NO v citoskeletu. Modulacije v strukturi citoskeleta
spremenijo konstanto prehajanja NO, kar kaZe na moZnost in vivo regulacije privzema NO
v eritrocite (Huang in sod., 2001). Ohranjanje bioloSke aktivnosti in zadostne
koncentracije NO bi bil lahko eden izmed razlogov, zakaj se hemoglobin ne nahaja prosto
v krvi, ampak v eritrocitih.

Ce predpostavimo, da je difuzijski tok NO preko membran eritrocitov ve&ji od hitrosti
njegove avtooksidacije v Casovni enoti, predstavljata deleZ celotne povrSine eritrocita
glede na luminalno povrsino zile in delez luminalne povrSine glede na volumen Zile
glavna geometrijska faktorja porabe NO. Ta dva dolocata deleZz "pobeglega” NO, ki
difundira skozi endotelij v gladke miSice in deleZ, ki ga prestreZejo eritrociti. Tako je v
veCjih Zilah poraba NO vecja, v manjsih pa je ve¢ja difuzija v gladke miSice. Hitrost
porabe NO je doloc¢ena samo s hitrostjo, s katero NO vstopa v eritrocit (permeabilnostni
koeficient P, = 0.1 - 40 x 10 cm s'l) (Lancaster, 2000; Vaung in sod., 2000; Tsoukias in
Popel, 2002).
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2.5.2.3.3  Prenasalci NO in vivo

V fizioloskih pogojih reakcije NO z oksigeniranim hemoglobinom predstavljajo
najpomembnejSo pot zmanjSevanja njegove bioaktivnosti. Koncentracija hemoglobina v
plazmi je = 10 mM, koncentracija NO, ki ga izloca endotelij je = 400 mM, ECsy NO za
tCG pa je = 20 mM (Hobbs in sod., 2002). Zaradi obstojecih koncentracijskih razmerij in
kratkega razpolovnega ¢asa NO v plazmi, ki je v obmoc¢ju nekaj sekund (Rassaf in sod.,
2002; Palmerini in sod., 2003), se postavlja vpraSanje, ali se NO shranjuje v obliki
stabilnih NO zvrsti, ki se lahko pretvarjajo nazaj v NO, ko je to potrebno, ali pa
mehanizmi za zmanjSevanje privzema NO v eritrocite zadostujejo za ohranjanje zadostnih
koncentracij NO v plazmi.

Obstajata dve temeljno razli¢ni teoriji ohranjanja NO aktivnosti. Prva predpostavlja, da je
NO endokrini mediator, njegova aktivnost pa se ohranja z mehanizmi omejevanja porabe
NO z eritrociti. Opira se na meritve, ki ne kazejo arterijsko-venskih gradientov
hipoteti¢nih prenasalcev NO-aktivnosti (Lancaster, 2000).

Druga teorija pa obravnava NO kot parakrini mediator, njegovo aktivnost pa omogocajo
razli¢ni in vivo prenasSalci NO: (i) nizkomolekularni S-nitrozotioli (S-nitrozocistein (Jia in
sod., 1996; Sandmann in sod., 2005)), (ii) visokomolekularni S-nitrozotioli
(S-nitrozoalbumin (Rassaf in sod., 2002), S-nitrozohemoglobin (Rogers in sod., 2007, De
Rosa in sod., 2007; Jia in sod., 1996; Kim-Shapiro, 2004; Stamler, 1997))
(i11)) NO-kovinski kompleksi ((Hb-Fe-NO) (Byrne-Habi¢ in sod., 2004)) in (iiii) nitrit
(Cosby, 2003; Gladwin in sod., 2003, 2006; Huang K.T. in sod., 2001; Kim-Shapiro,
2004; Rogers in sod., 2007; Laterreur in English, 2007). Podprta je z meritvami, ki so
pokazale arterijsko-venske gradiente Hb-SNO, Hb-Fe-NO in nitrita (Rassaf in sod., 2002;
Rogers in sod., 2007; De Rosa in sod., 2007; Jia in sod., 1996; Kim-Shapiro, 2004;
Stamler, 1997; Cosby, 2003; Gladwin in sod., 2003, 2006; Huan K.T. in sod., 2001;
Laterreur in English, 2007).

Trenutno obstajata dve hipotezi, ki vkljuCujeta hemoglobin v globalno kroZenje NO v
kardiovaskularnem sistemu, ki se povezuje z zaznavanjem koncentracije kisika oz.
hipoksi¢no vazodilatacijo.

S-nitrozohemoglobinska (Hb-SNO) hipoteza je podprta z dejstvom, da je koncentracija
hemoglobina, ki ima vezan NO na cistein 93 v beta podenoti (Hb-SNO) v arterijski krvi
dosti vi§ja kot v venozni, kar nakazuje cikli¢ni metabolizem Hb-SNO med kroZenjem po
krvnem obtoku (Jia in sod., 1996; Stamler, 1997). Ceprav se vecina NO odstrani v obliki
nitrata, naj bi zadostna koli€¢ina NO reagirala z deoksiHb. Tu naj bi priSlo do
intramolekularne premestitve NO na cistein 93 v beta podenoti in do nastanka Hb-SNO
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(Gow in sod., 1999; Pawloski in sod., 2001). Tako se 80 % NO vezanega na deoksiHb
pretvori v Hb-SNO (Laterreur in English, 2007), ki se nato oksigenira. Ob kasnejSem
spros¢anju O, v hipoksi¢nih pogojih bi ob konformacijski spremembi Hb prisSlo do
premestitve NO s transnitrozilacijo na citosolni del anionskega izmenjevalca (AE1), preko
njega pa bi prisel NO v lumen zile (Pawloski in sod., 2001). Drugi predvidevajo, da so
vpleteni nizkomolekularni nitrozotioli, kot prenasalci NO v lumen zile (Jia in sod., 1996;
Sandmann in sod., 2005; Zhang in Hogg, 2004). Tako naj bi se NO sproscal s
hemoglobina ob znizanem parcialnem tlaku O, in omogocil vazodilatacijo.

Druga hipoteza temelji na Hb-posredovani nitritni redukciji, pri kateri naj bi shranjevalni
bazen za aktivnost NO predstavljal nitrit (Cosby, 2003; Gladwin in sod., 2003, 2006;
Huang K.T. in sod., 2001; Kim-Shapiro, 2004; Rogers in sod., 2007; Laterreur in English,
2007). Opira se na poskuse, ki kazejo povecanje nitrita in Hb-Fe-NO v plazmi po
inhalaciji NO brez povecanja koncentracije S-nitrozotiolov. Prav tako se opira na
arterijsko-venski gradient nitrita v humani plazmi in vazodilatorni u¢inek intravenozno
dodanega nitrita. Tako naj bi oksigenacija hemoglobina doloc¢ala njegovo funkcijo kot
nitritna oksidaza (ob visokem parcialnem tlaku O,) (reakcija (5)) ali nitritna reduktaza (ob
nizkem parcialnem tlaku O;), ki bi nitrit pretvarjala v NO (reakcija (9)). Reduktazna
aktivnost se povec€uje z nizanjem pH (kar ustreza manj oksigeniranim tkivom). Aktivnost
je povezana z nastankom NO-Hb aduktov (primarno Hb-Fe-NO in v manjs$i meri Hb-
SNO) in stimulira krvni pretok.

NO, + H' + Hb-Fe" (deoksiHb) — Hb-Fe'' (metHb) + NO + OH" ...(9)

Problem hipoteze je, kako pojasniti uspeSen pobeg nastalega NO pred deoksiHb, ne da bi
prislo do tvorbe Hb-Fe-NO (reakcija (6)). Transport nitrita v eritrocit je mogo¢ v obliki
nitrozne kisline preko AE1 (Gladwin in sod., 2003), vendar manjkajo jasni dokazi za
ustrezne transportne poti. Hb po tej teoriji deluje kot kisikov senzor in hipoksicni
vazodilatator, kar je vzporednica s prvo hipotezo.

25234 Vpliv NO na makroskopske lastnosti eritrocitov: agregabilnost, deformabilnost,

spremembe oblike in volumna

Pretok, agregabilnost in deformabilnost eritrocitov so tri glavne komponente reologije krvi
(Starzyk in sod., 1999). V velikih Zilah je najpomembnejSi pretok, agregabilnost in
deformabilnost sta odlocujoca v manjsih Zilah. Eritrociti z zve€ano tendenco k agregaciji
so v mikrovaskularnem sistemu manj mobilni, zato povecajo upor in strizne sile, ki
delujejo na endotelij (Kim-Shapiro, 2004). ZmanjSana deformabilnost sili eritrocite k
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migraciji iz centralne osi zile k endoteliju, kar prav tako poveca upor in strizne sile
(Barkurt in sod., 2004).

Kot Zze omenjeno, poveCane strizne sile aktivirajo endotelijsko NOS. Sprosc¢eni NO
zmanjSuje agregabilnost in povecuje deformabilnost membran eritrocitov, kar potrjujejo
Stevilni avtorji (Bor-Kucukatay in sod., 2003; Bor-Kucukatay in sod., 2005; Tsuda in sod.,
2002; Tsuda in Nishio, 2004; Korbut in sod., 2003; Chmiel in sod., 2001; Baskurt in sod.,
2004) Natancen mehanizem delovanja ni poznan, predvidevajo pa, da gre za cGMP-
posredovan efekt, v katerega naj bi bili vpleteni tudi K" kanal¢ki. To je podkrepljeno z
dejstvom, da eritrociti vsebujejo tGC (Conran in sod., 2004), prav tako naj bi tudi sami
sintetizirali NO z iNOS in cNOS (Jubelin in German, 1996).

NO ne povzro€a spremembe volumna ali oblike eritrocitov ob nespremenjenih zunanjih
pogojih (Bor-Kucukatay in sod., 2003). O pojavu ehinocitov poroc¢ajo samo ob zelo
visokih koncentracijah (10°M). Taksne koncentracije tudi zniZujejo deformabilnost
eritrocitov, najverjetneje zaradi posrednih u¢inkov NO (preko njegovih oksidiranih oblik,
ki povzrocajo poSkodbe membrane in citoskeleta) (Bor-Kucukatay in sod., 2003).

NO preprecuje agregacijo trombocitov in adhezijo trombocitov ter levkocitov (Bozzo in
sod., 2000; Yapislar in sod., 2007).

2.5.2.4 Natrijev nitroprusid

Natrijev nitroprusid ((Na,[Fe(CN)sNO]) (NNP) je natrijeva sol nitrozopentacianoferata. Je
diamagneten (Rochelle in sod., 2002; Roncaroli in sod., 2007). V klini¢ni medicini je zelo
uveljavljen preparat za hitro zniZevanje krvnega tlaka po intravenozni aplikaciji, Ceprav
natancen mehanizem njegovega delovanja Se vedno ni poznan (Kumar in Clark, 2005). V
eksperimentalnem delu je NNP pogosto uporabljen kot donor NO.

Do sedaj je bila opisana samo fotokemicna reakcija, ki vodi k sproscanju NO iz NNP,
kadar je ta v raztopini (enacba (10)). Ta izplen je nizek, 0.20 do 0.30 pri valovnih dolZinah
svetlobe med 320 in 420 nm (Lancaster, 2000).

[Fe(CN)sNOJ> — 5 [Fe(CN)sH,0]> + NO ...(10)
H,0

Mahony in sod. (1984) so potrdili, da je NNP v raztopini v temi stabilen. V sesalskih
tkivih pa se tudi brez vira svetlobe zelo hitro sproscajo znatne koli¢ine NO, kar dokazuje
takojSna efektivnost NNP kot vazodilatatorja (Kumar in Clark, 2005). V hitro temotno
reakcijo z NNP so vpleteni tioli, ki so prisotni v skoraj vseh tkivih. Ti NNP reducirajo v
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[Fe(CN)sN(RS)O]™, ta pa se lahko povratno oksidira ali pa razpade na [Fe(CN)sNOJ]*" in
tiolski radikal RS", ki nato tvori disulfidni mosti¢ek (Wang in Ting, 2005; Videla in sod.,
2006; Vaughn in sod., 2006). [Fe(CN)sNOT* s transeliminacijo odda CN’, nastali produkt
je sposoben prenesti NO na ustrezno tarco (Slika 9) (Wang in Ting, 2005; Kruszyna in
sod., 1993; Rochelle in sod., 2002).

[Fe(CN)sNOI> + RS [Fe(CN)sN(SR)OJ*

[Fe(CN)sNO]* + RS 1/2 RS-SR

[Fe(CN)4NO]* + CN

[Fe(CN)]> + NO

6[Fe(CN),J* + 6CN'

5[Fe(CN)¢]* + Fe?*

Slika 9. Shematski prikaz pretvorb NNP v oksi¢nih in anoksi¢nih pogojih v prisotnosti tiolov (Wang in
Ting, 2005).

V anoksi¢nih pogojih se tako preko cianotranseliminacije spro§¢a CN™ in nato NO, kar pa
je malo verjeten mehanizem za dobro oksigenirano vaskularno tkivo. Prav tako ni znano,
da bi NNP sprosc¢al CN" ione ob medicinskih aplikacijah (Butler in sod., 1988). Opazeno
sprosc¢anje CN” je morda posledica fotodekompozicije NNP med analizo CN’, v krvi pa do
sproS¢anja ne pride (Shafer in sod., 1993).

Wang in Ting (2005) predlagata mehanizem spros¢anja NO, pri katerem poleg tiolov
sodeluje Se majhen membranski vezani protein ali encim (kot unikatna komponenta
sesalskega tkiva), ki pretvori NNP v NO (Slika 10).

[Fe(CN)sNO]* + RS [Fe(CN)sN(SR)O]*

o, /

[Fe(CN)sNO* + RS —— 1/2 RS-SR

encim, protein

[Fe(CN)sH,0]>* + NO

Slika 10. Shematski prikaz pretvorbe NNP v sesalskem tkivu (Wang in Ting, 2005).
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Grossi in D'Angelo (2005) pa predlagata mehanizem, po katerem so tiolne skupine (v
glutationu, cisteinu) zadosten pogoj za sproSc¢anje NO. Tu je vkljuceno tudi sproscanje
CN'. Predviden potek je prikazan na sliki 11. Nastanek diglutationa po dodatku NNP
eritrocitni suspenziji potrjujejo tudi drugi avtorji (Butler in sod., 1988).

A NO [ NO H/H*‘
W, |ly/CN GSH NC._ |15,CN )
NC/Fle\CN = NC’T\CN GSH| ————==»- H-CN+ GS-NO + kompleks-Fe()
CN Cb L CN™ U
B
GS-SG + NO
NO NO._\ u*
L~
e ™ l'&CN CySH Nc\lll/CN ol
NC/FIC\CN e NC/TG\CN CySH ————=,. H-CN +CyS-NO + kompleks-Fe(Il)
= CN s CN™ hitro
b \_.__/
CyS-SCy + NO
0
N o o, N E,H
kompleks-Fe(Il) + %0 — "/“!’;e/ OH
HS NC7 | ™s-CHy
CN

Slika 11.Shematski prikaz pretvorbe NNP. Sprosc¢anje NO poteka preko mehanizma z elektronskim
prenosom in ne preko direktne cepitev vezi med Zelezom in nitrozilom, v katero je vpletena tiolna
skupina in ne njen tiolat. NO spontano spros¢ajo njeni stranski produkti. A: reakcija NNP z
glutationom; B: reakcija NNP s cisteinom. GSH: glutation, CySH: cistein (Grossi in in D'Angelo,
2005).

2.5.2.5 Nastanek reaktivnih oblik kisika in oksidacija membranskih lipidov

NO kot radikal lahko reagira z drugimi radikali, ki se pojavljajo v celici. V procesu lipidne
peroksidacije lahko prekine verizno radikalsko reakcijo tako, da reagira bodisi z lipidnim
radikalom, proZilcem lipidne peroksidacije, ali pa reagira s kovinskimi ioni Zeleza in bakra
ter s tem zmanjSa njihovo kataliticno vpletenost v lipidno peroksidacijo. V primeru
lipidne peroksidacije NO deluje kot antioksidant, hkrati pa jo njegov derivat - peroksinitrit
("OONO) lahko sprozi (Byrne-Habi¢ in sod., 2004; Wink in sod., 1998).

Peroksinitrit nastane v reakciji med NO ali N,Os in superoksidnim radikalom. Nastali
produkt je zelo mocan oksidant, ki povzroc¢i oksidacijo lipidov, polet tega pa Se nitrira
tirozin in reagira s purinskimi bazami. PoSkodbe s peroksinitritom so verjetne le, kadar
koncentracija NO mocno presega fiziolosko in/ali ob zmanjSani dostopnosti superoksid
dismutaze (Byrne-Habi¢ in sod., 2004). Peroksinitrit lahko povzro¢i senescenco
eritrocitov ali celo sprozi eriptozo (Matarrese in sod., 2005; Pietraforte in sod., 2007).
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3 MATERIAL IN METODE DELA

3.1 MATERIAL

Raziskavo smo izvedli na cloveskih eritrocitih. Krvodajalci so bili mladi moski
prostovoljci in sicer za vsakokratno raziskavo po eden. Eritrocite smo izolirali iz sveze
venske krvi, ki je bila predhodno obdelana z EDTA (etilendiamintetraacetat). V postopku
izolacije in priprave vzorcev smo uporabljali pufre, sestavljene iz naslednjih kemikalij:
NaCl (Kemika, Zagreb), tris (hidroksimetil) aminometan (TRIS HCI; Kemika, Zagreb),
saharoza (Kemika, Zagreb). Vrednost pH pufrskih raztopin smo uravnali z 1 M raztopino
HCI (Kemika, Zagreb) in 1 M raztopino NaOH (Kemika, Zagreb).

Raztopino manganovega klorida (MnCl,.4H,0) (Merck, Nemcija) smo uporabili za
paramagnetno dopiranje zunajceli¢nega prostora vzor¢nih suspenzij ¢loveskih eritrocitov
pri NMR poskusih za vzorce z 20 % hematokritom.

Vpliv HgCl, in NNP na transmembranski transport vode in volumen eritrocitov smo
zasledovali ob dodatkih raztopin zivosrebrovega klorida (HgCl,) (Kemika, Zagreb), in
natrijevega nitroprusida (NNP) (Na,[Fe(CN)sNO].2H,0) (Riedel-de Haén A.-G.), pri eni
koncentraciji prvega in pri ve¢ koncentracijah drugega efektorja v eritrocitnih suspenzijah.

Paramagnetne lastnosti reakcijskih produktov natrijevega nitroprusida smo preucevali s
pomocjo raztopin kalijevega fericianida (KFC) [Ks[Fe(CN)s] (Fluka), natrijevega
nitroprusida (Nay[Fe(CN)sNO].2H,0) (Riedel-de Haén A.-G.) in L-acetilcisteina (Sigma)
v hipoosmotskem pufru za eritrocite.

3.1.1 Priprava pufrov in drugih raztopin
Pripravili smo naslednje puftre in raztopine:

1. 1zoosmotski pufer za eritrocite (A) (130 mM NaCl, 30 mM saharoza, 20 mM TRIS
HCI, pH 7.4, 330 mOsm);

2. 1zoosmotski smotski pufer za eritrocite (B) (135 mM NaCl, 20 mM TRIS HCIL, pH 7.4,
310 mOsm);

3. 40 mM raztopino MnCl, pripravljeno v ustreznem pufru (75 mM NaCl, 20 mM TRIS
HCI, pH 7.4, 190 mOsm) za pripravo 10 mM koncentracije Mn*" v vzorcu
(kon¢na osmolarnost je 330 mOsm) in v 94 mM NaCl za pripravo 0.25 mM
koncentracije Mn®" v vzorcu (kon&na osmolarnost je 308 mOsm);
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4. raztopino 8 mM HgCl, v izoosmotskem pufru za eritrocite (B) za pripravo 1 mM
koncentracije Hg*" v vzorcu in v 140.5 mM NaCl za pripravo 0.1 mM in 25 pM
koncentracije Hg”" v vzorcu;

5. raztopino 8 mM NNP v izoosmotskem pufru za eritrocite (B) za pripravo 1 mM,
0.5 mM, 0.25 mM, 0.1 mM, 0.05 mM in 0.025 mM koncentracij NNP v vzorcu in
v 140.5 mM NaCl za pripravo 25 uM koncentracije v vzorcu (raztopini smo
zascitili pred svetlobo z alufolijo);

6. raztopino 10 mM KFC v izoosmotskem pufru za eritrocite (B) za pripravo 1 mM,
0.3 mM in 0.1 mM koncentracij v vzorcu;

7. raztopino 10 mM N-acetil cisteina v izoosmotskem pufru za eritrocite (B) za pripravo
2 mM in 1 mM koncentracije v vzorcu;

8. 1izoosmotsko raztopino NaCl (154 mM NaCl);

9. raztopino 94 mM NaCl;

10. raztopino 100 mM NaCl;

11. raztopino 140.5 mM NaCl.

Osmolarnost je bila dolo¢ena racunsko, pH pufrov smo izmerili s pH-metrom. Vse
raztopine smo pripravili na dan poskusa.

3.1.2 Priprava eritrocitov

V poskusu smo uporabljali sveze ¢loveske eritrocite. Odvzem venske krvi je bil strokovno
izveden na Zavodu za transfuzijsko medicino v Ljubljani, kjer so krvi dodali EDTA proti
koagulaciji. V laboratorij smo jo prenesli v hladni posodi (4 °C), kjer smo jo nadalje
obdelali. Izolacijo eritrocitov smo izvedli na dan odvzema krvi, v eni uri po odvzemu.

Svezo kri smo centrifugirali 5 min pri 3500 obr./min, previdno odstranili supernatant
(krvna plazma) in tanek bel sloj levkocitov. Usedlini smo dodali izoosmotski pufer za
eritrocite (B) (310 mOsm) v razmerju 1:3 (v/v) ter eritrocite spirali trikrat. Zadnje spiranje
smo izvedli z izoosmotskim pufrom (A) (330 mOsm), prav tako v trikratnem volumnu. Z
dna epruvete smo odvzeli gosto suspenzijo ociS€enih eritrocitov (to smo proglasili za
100 % hematokrit) in pripravili 40 % hematokrit v izoosmotskem pufru za eritrocite (A),
ki smo ga uporabili za pripravo vzorcev z 20 % hematokritom za NMR meritve, in 40 %
hematokrit v izoosmotski raztopini NaCl, ki smo jo uporabili za pripravo vzorcev z 0.5 %
hematokritom za opazovanje pod svetlobnim mikroskopom.

Za resuspendirane eritrocite smo vedno uporabljali epruvete, ovite z alufolijo kot zascito
pred svetlobo.
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3.1.3 Priprava vzorcev

Vzorce smo pripravili tik pred meritvijo. Paramagnetni ioni Mn®" zagnejo po ve¢ kot 3
urah prodirati skozi celicno membrano eritrocita in tako kvariti razliko v NMR relaksaciji
med diamagnetnim znotrajcelicnim prostorom in zunajcelicno paramagnetno raztopino
(Lahajnar in sod., 1992). Zato zanesljivost meritev s Casom pada. Tako smo izbrali
asovni okvir 120 minut za posamezno Easovno odvisno meritev. Izbrana efektorja, Hg>" v
HgCl, in NNP, kot donor NO sta diamagnetna, zato ne vplivata na NMR relaksacijo.

V literaturi ni podatkov, da bi Mn*" blokiral eritrocitne kalatke, tako da njegova uporaba
ne vpliva na transmembranski ionski transport.

Vse NMR meritve na eritrocitih smo izvedli v izoosmotskih in izotoni¢nih pogojih; pri
330 mOsm in pH = 7.4. Vsi vzorci za mikroskopiranje so imeli osmolarnost 308 mOsm,
kar ustreza osmolarnosti izoosmotske raztopine NaCl, razen vzorcev, ki smo jih red¢ili z
izoosmotskim pufrom za eritrocite (A). Ti so imeli osmolarnost 330 mOsm.

3.1.3.1 Vzorci za NMR meritve

3.1.3.1.1 Vzorci z 20 % hematokritom

K 200 pl 40 % suspenzije eritrocitov v izoosmotskem pufru za eritrocite (A) smo dodali
100 ul 40 mM raztopine MnCl, ter 100 pl raztopine efektorja (HgCl,, NNP). Tako je bila
koncentracija Mn®" ionov v vzoréni suspenziji vedno 10 mM, koncentracija efektorja pa
4-kratno razred¢ena glede na izhodno koncentracijo. Kontrolnim vzorcem smo namesto
raztopine efektorja dodali 100 pl izoosmotskega pufra za eritrocite (A).

3.1.3.1.2 Vzorec s 100 % hematokritom

Uporabili smo 300 pl 100 % hematokrita.

3.1.3.1.3  Vzorec izoosmotskega pufra za eritrocite (B) ter vzorci z raztopinami NNP, KFC,

N-acetilcisteina in MnCl,

Za vzorec z izoosmotskim pufrom za eritrocite (B) smo vzeli izoosmotski pufer (B), ki
smo ga uporabljali za vzorce z eritrociti.
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Za vzorce z raztopinami NNP, KFC, MnCl, in N-acetilcisteina smo pripravili ustrezno
koncentracijo NNP 2m M, 1 mM, 0.5 mM, 0.1 mM), KFC (1 mM, 0.5 mM, 0.1 mM),
N-acetilcisteina (2 mM, 1 mM) in MnCl, (10 mM) v izoosmotskem pufru za eritrocite (B).
Te raztopine (razen 2m M NNP in 2 m M N-acetilcisteina) so bili vzorci za NMR meritve.
Vzorec z ImM NNP in z ImM N-acetilcisteinom smo pripravili tako, da smo 200 ul 2mM
N-acetilcisteina dodali 200 pl 2 mM NNP.

3.1.3.2 Vzorci za mikroskopiranje

3.1.3.2.1  Vzorciz 0.5 % hematokritom z MnCl, in NNP ali HgCl,

Za mikroskopiranje smo vzorce in kontrole v prvem koraku pripravili po enakem
postopku kot vzorce z 20 % hematokritom za NMR meritve tik pred mikroskopiranjem
(glej 3.1.3.1.2). Pred nanosom na objektno steklo smo v drugem koraku 200 pl tako
pripravljenega vzorca dodali v 39.8 ml izoosmotskega pufra za eritrocite (A), da smo
dobili 0.5 % suspenzijo eritrocitov. Kon¢na koncentracija MnCl, je bila 0.25 mM, kon¢na
koncentracija efektorjev pa je bila 25 uM. Pred vsakim nanosom na objektno steklo smo
vzorec dobro premesali z vibracijskim meSalom.

3.1.3.2.2  Vzorciz 0.5 % hematokritom in NNP ali HgCl,

V prvem koraku smo k 200 pl 40 % suspenzije eritrocitov v izoosmotski raztopini NaCl
dodali 200 pl izoosmotske raztopine NaCl in 100 ul 1mM raztopine efektorja (HgCly,
NNP) v 140.5 mM raztopini NaCl oz. 100 pl 4mM raztopine HgCl, v 100 mM raztopini
NaCl. Pred nanosom na objektno steklo smo v drugem koraku 200 pl tako pripravljenega
vzorca dodali v 39.8 ml izoosmotske raztopine NaCl, da smo dobili 0.5 % suspenzijo
eritrocitov. Kon¢na koncentracija efektorjev je bila 25 pM. Pred vsakim nanosom na
objektno steklo smo vzorec dobro premesali z vibracijskim meSalom. Kontrolnim vzorcem
smo v prvem koraku namesto raztopine efektorja dodali 100 pl izoosmotske raztopine
NaCl.

3.1.3.2.3  Vzorciz 0.5 % hematokritom z MnCl,

Vzorec smo pripravili kot je opisano pod 3.1.3.2.2, le da smo v prvem koraku 100ul ImM
raztopine efektorjev zamenjali z 10 mM raztopino MnCl, v 94 mM NaCl. Konc¢na
koncentracija MnCl, je bila 0.25 mM. Pred vsakim nanosom na objektno steklo smo
vzorec dobro premesali z vibracijskim meSalom. Kontrolni vzorec je bil enak kontroli pod
3.1.3.2.2.
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3.1.3.24  Vzorciz 0.5 % hematokritom v izoosmotskem pufru za eritrocite

V prvem koraku smo k 200 pl 40 % suspenzije eritrocitov v izoosmotskem pufru za
eritrocite (A) dodali 200 ul izoosmotskega pufra za eritrocite (A). V drugem koraku smo
200 pl tako pripravljenega vzorca dodali v 39.8 ml izoosmotskega pufra za eritrocite (A),
da smo dobili 0.5 % suspenzijo eritrocitov. Kontrolni vzorec je bil enak kontroli pod
3.1.3.2.2.

3.2 METODE

Ucinke omenjenih efektorjev na transport vode skozi membrano eritrocita v odvisnosti od
Casa inkubacije smo Studirali s ti. T>-NMR metodo preko merjenja znacilno
dvoeksponencialne transverzalne (7;) NMR relaksacijske funkcije protonov vode v
vzorcih, ki se izmenjuje pod izoosmotskimi pogoji z difuzijo skozi membrano eritrocitov
med diamagnetnim znotrajcelicnim prostorom in paramagnetno oznaceno zunajceli¢no
raztopino (vzorci z 20 % hematokritom in 10 mM MnCl, v zunajceli¢ni raztopini).

Uporabili smo tudi diamagnetne vzorce (100 % hematokrit). V primeru 100 %
hematokrita je zunajcelicne vode zanemraljivo malo, zato je relaksacijska funkcija
protonov vode enoeksponencialna.

Merjenje transverzalnega relaksacijskega ¢asa protonov vode v raztopinah KFC, NNP in
N-acetilcisteina nam je sluzilo kot dopolnilo za razumevanje spremembe znotrajceli¢nega
relaksacijskega €asa protonov vode pri eritrocitih, inkubiranih z NNP.

V nadaljevanju sledi teoretski opis, kako nam uporabljena NMR metoda omogoca dolociti
2 parametra,

° ¢asovno konstanto 7., za izmenjavo znotrajceli¢ne vode ter
) razmetje V;,/V,, volumnov znotrajceli¢ne (V;,) in zunajcelicne (V,,, ) vode,

ki merita u¢inek danega efektorja na volumsko in permeabilnostno spremembo eritrocita v
odvisnosti od ¢asa delovanja efektorja.

3.2.1 Metoda pulzne jedrske magnetne resonance (NMR)

Z metodo pulzne jedrske magnetne resonance smo merili ¢asovno konstanto 7.y
difuzijske izmenjave vode. 7., dolo¢imo z analizo ¢asovnega poteka daljSega poloznega
dela izmerjene NMR transverzalne relaksacijske funkcije protonov molekul znotrajceli¢ne
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vode, ki se izmenjuje z vodo zunajceli¢nega prostora, slednjega paramagnetno oznacenega
z Mn*". 7oxes je z difuzijsko vodno permeabilnostjo (P,) eritrocitne membrane povezan z

izrazom:
p =21 (1)
S T

exch

kjer je v volumen znotrajcelicne vode posameznega eritrocita (okoli 70 % celotnega
notranjega izoosmotskega volumna normalnega eritrocita), s zunanja povrsina eritrocita in
7,., casovna konstanta difuzijske izmenjave znotrajcelicne vode skozi membrano

eritrocita.

Za dolocevanje NMR transverzalne relaksacijske funkcije smo uporabili t.i. Carr-Purcell-
Meiboom-Gillovo (CMPG) pulzno tehniko. Za razumevanje te metode so v nadaljevanju
podane osnove pulzne NMR.

3.2.1.1 Studij hitrosti ravnovesne difuzijske izmenjave vode skozi eritrocitno membrano

z merjenjem transverzalne protonske NMR relaksacijske funkcije

Za studij ravnovesne difuzijske izmenjave vode skozi celicno membrano c¢loveskih
eritrocitov smo uporabili CPMG metodo merjenja transverzalne relaksacije protonov vode
. .. . . . .y v . .. . +

v vzorcih suspenzije eritrocitov, zunajceli¢no oznagene s paramagnetnimi ioni Mn*",

Zaradi interakcije protonskih spinov z nesparjenimi elektroni ionov Mn*" je transverzalna
relaksacija protonov zunajcelicne vode mocno pospeSena. S staliS¢a razlage NMR
poskusov na teh vzorcih obstajata torej dve razli¢ni relaksacijski mesti protonov vode:
znotrajcelicno podrocje neposkodovanih eritrocitov (okolje @) z daljSim transverzalnim
relaksacijskim ¢asom (7,, =~ 78 ms) in zunajcelicna raztopina z ioni Mn** (okolje b) z
bistveno krajSim relaksacijskim ¢asom: 75, = 1 ms. Molekule vode, in s tem resonanc¢ni
spini protonov, se z difuzijo izmenjujejo med okoljema a in b. Ob izstopu molekul vode
iz celice v zunanjo raztopino njihovi protonski spini zrelaksirajo proti ni¢ zelo hitro (v
casu = 1 ms) in v eritrocit vstopajoca voda ima tako Ze skoraj v celoti zrelaksirano
protonsko transverzalno polarizacijo. Zaradi stacionarnega izhajanja molekul vode iz
eritrocita je prej omenjena daljSa ¢asovna konstanta protonov znotrajcelicne vode v resnici
skrajSana na »efektivno« velikost ~ 7",, ki jo v glavnem doloca povprecna Zivljenjska
doba vode v eritrocitu (z,) in znasa priblizno 14 ms. Seveda poleg izmenjave Zivljenjsko
dobo protonske magnetizacije znotrajcelicne vode doloca tudi pocCasnejSa transverzalna
NMR relaksacija s Casovno konstanto =~ 78 ms. Nas zanima Casovna konstanta ..,
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doloCena s povpre¢nim cCasom 7, difuzijske izmenjave znotrajcelicne vode skozi
eritrocitno membrano.

S CPMG tehniko smo opazovali transverzalno NMR relaksacijsko funkcijo M(t) protonov
vode, ki jo doloca ovojnica spinskih odmevov v CPMG pulzni metodi (ovojnica je na
Sliki 15 ponazorjena s ¢rtkano ¢rto). Za neodvisno dolo€itev naravnega relaksacijskega
casa T,, protonov znotrajcelicne vode je s to metodo potrebno meriti protonsko
transverzalno relaksacijo vzorcev goste suspenzije eritrocitov brez dodatka Mn®
(Lahajnar, 1990, 1992). V takem primeru se 7>, dolo¢i iz dobljene monoeksponencialne
funkcije:

M@)=M,-¢ ™. .. (12)

Glede na to, da se molekule izmenjujejo med dvema zelo razlicnima relaksacijskima
podro¢jema, je pricakovati, da bo izmenjevalni transverzalni NMR signal M(?)
dvoekspontencialna funkcija Casa. Izkaze se, da je primeru paramagnetno oznacene
vzoréne suspenzije eritrocitov opaziti izrazito dvoeksponencialne oblike. Funkcijo M(t)
lahko zato predstavimo z reSitvijo sistema sklopljenih gibalnih enacb transverzalne
magnetizacije protonov molekul vode, ki se izmenjujejo med znotraj- in zunajceli¢nim

d(Am,) [ Am, | [ Am, N Am,
dt T, T, r, )

d(Am,) [ Am, | [ Am, N Am,
dt T, Ty )

Enacbi (13) podajata opis ¢asovnega poteka odmikov Am,, Am; transverzalnih protonskih

prostorom:

. (13)

magnetizacij od ravnovesnih vrednosti v okoljih @ in b. Parametra 7, in 7, sta povprecni
zivljenjski dobi vodnih molekul v okolju a in b.

Resitev gibalnih enacb (13) nam definira dvoeksponencialno transverzalno NMR
relaksacijsko funkcijo M(?):

M@)=P - 4P e .. (14)

Parametri P, B, T, ,, T,, so podani z naslednjimi zvezami:

P =1-F, .. (15)
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P=——— i ’ , .. (16
b2 o4 C, (16)
1

]L=Q—Q, - (17)

J——C+C (18)

7= GrGs .

1l 1 1 1 1
C=z| 7t —+—+—|. .. (19)
2 712,a 7;,b Ta z-b
1
1 1 o1 1] 4 P
Cy=—|| ———+———| + . .. (20)
2 ]—'2 b 7;,51 Tb Ta Ta ) Tb

Tu sta P, in P resni¢na deleza celokupnega protonskega NMR signala vode v okoljih a in
b, 7, in 7, pa sta povprecni zivljenjski dobi molekul vode v teh dveh okoljih zaradi difuzije
molekul vode med okoljema a in b.

Torej velja:
P +P =1 .. (2D

in zaradi mikroskopskega ravnovesja izmenjave tudi:
E_B

T, T,

a

. (22)

T, , je dejanski transverzalni relaksacijski ¢as protonov vode v nepoSkodovanih eritrocitih
(v okolju a) in T,; dejanski relaksacijski ¢as protonov vode v paramagnetno oznacenem
zunajceli¢nem prostoru suspenzije eritrocitov (v okolju b).

Povpre¢ni Cas izmenjave znotrajcelicne vode (7...;) je istoveten s ¢asovno konstanto 7,
difuzijske izmenjave znotrajcelicne vode v zunajceli¢ni prostor, torej 7., = 7, (glej
Lahajnar in sod., 2006).

Grafi¢ni prikaz tipicne eksperimentalne dvoeksponencialne transverzalne protonske NMR
relaksacijske funkcije zunajceliéno paramagnetno oznacene suspenzije sesalskih
eritrocitov je podan na Sliki 12 (Lahajnar, 1992).
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Slika 12. Primer protonske NMR transverzalne relaksacijske funkcije M(z) vode v vzorcu paramagnetno
oznacene suspenzije govejih eritrocitov. Krivulja je teoretska prilagoditev izmerjenih tock
funkcije M(?), doloCenih z vrhovi spinskih odmevov (krizci) s pomocjo CPMG pulzne NMR
metode. Razviden je dvoeksponentni potek funkcije M(?), s strmo padajo¢im zacetnim delom,
dolo¢enim s kratko ¢asovno konstanto 7, ,, ki jo v glavnem doloca hitra transverzalna NMR
relaksacija protonov vode v paramagnetnem zunajcelicnem prostoru, in z nadaljnjim poloznejSim
delom, ki ga opisuje daljsi »efektivni« relaksacijski ¢as T',, , ki je v najvecji meri dolocen s
¢asovno konstanto 7., =7, difuzijske izmenjave znotrajceliéne vode (Lahajnar, 1992).

Parametri, ki jih dolo¢imo z analizo eksperimentalne transverzalne relaksacijske krivulje,
$0: Py, Texen = T4, T25. Parametra Py, in Ty, Sta z njimi povezana preko enacb ((21), (22)), T».,
pa je potrebno izmeriti neodvisno na gosti paramagnetno neoznaceni suspenziji eritrocitov
(100% hematokrit).

3.2.1.1.1 Difuzijska vodna permeabilnost eritrocitne membrane in 7,

S prej opisano metodo pulzne NMR smo doloc¢ali ¢asovno konstanto .. difuzijske
izmenjave znotrajcelicne vode skozi membrano humanih eritrocitov in preko nje
morebitne inducirane spremembe difuzijske vodne permeabilnosti (P,) eritrocitne
membrane. Po dodatku ionskih efektorjev k suspenziji eritrocitov smo zasledovali
difuzijsko vodno permeabilnost membrane in volumen eritrocita preko 7. in razmerja
med znotraj- in zunajcelicno koli¢ino vode V;,/V,,. Kot Ze omenjeno v podpoglavju
(3.2.1), je celokupna difuzijska vodna permeabilnost eritrocitne membrane (Py; = P 0/)
enaka (Lahajnar in sod., 2006):

_ v 1
Py= By i = Byiipia + i aor =—- > - (23)
s Texch

kjer je P, difuzijska vodna permeabilnost lipidnega dela membrane, Py 4op difuzijska
vodna permeabilnost membrane zaradi difuzije vode skozi akvaporine celicne membrane,
v volumen znotrajceliéne vode posameznega eritrocita, s zunanja povrsina eritrocita in
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T Casovna konstanta difuzijske izmenjave znotrajcelicne vode skozi membrano

exch

eritrocita.

Pri pulzni CPMG metodi NMR z zacetnim radiofrekvencnim pulzom 7r/ 2 reorientiramo
spine protonov vode v vzorcu v smer pravokotno (= transverzalno) na smer zunanjega
staticnega magnetnega polja. Nastala transverzalna magnetizacija sluzi kot magnetna
oznaka vodnih molekul v vzorcu. Tako magnetno oznacene molekule zaznamo kot NMR
signal transverzalne protonske magnetizacije. Paramagnetni ioni Mn®" v zunajceli¢nem
prostoru hitro relaksirajo to komponento magnetizacije na velikost ni¢. Magnetno
oznacene molekule vode se torej prakticno nahajajo samo v znotrajcelicCnem prostoru, in
casovni razvoj njihovega signala NMR protonske magnetizacije (odvisen od hitrosti
izhajanja vode iz tega prostora v zunajceli¢ni prostor, ki jo doloc¢a ¢asovna konstanta 7.y,
ter od naravne transverzale relaksacije protonov z relaksacijskim ¢asom 7,,) Studiramo
pod vplivom delovanja posameznega efektorja.

Celokupni iztok tako oznacene vode (J,, ;) 1z eritrocitov je vsota prispevkov difuzijskega
iztoka oznacene vode skozi lipidni del (J,,, ;) in skozi akvaporinske kanal¢ke AQP (J,, 1opr)
membrane, in se v soglasju s 1. Fickovim zakonom glasi:

Join =

w,tot w,lip

+JW,AQP = Pd(cin _Cout) ’ Cm >c (24)

out

pri ¢emer sta c¢;, in ¢, znotraj- in zunajcelicni koncentraciji magnetno oznacene vode (v
mol/cm”), P, pa je celokupna difuzijska vodna permeabilnost eritrocitne membrane.

Hitrost ¢asovnega spreminjanja koncentracijske razlike (c;, - cou) na racun katerekoli poti
izhajanja vode iz eritrocita (bodisi skozi lipidni del, skozi kanalcke, celokupno pot) doloca
enacba (Lahajnar in sod., 2006):

d(c, —c,,) 11
in out =—g P +— c. —C R 25
dt V. v ( " Uw) @

124 out

kjer je P koeficient permeabilnosti, ki se nanaSa bodisi na kanalcke (P 40p) ali na lipidni
del (Pgip), ali na celokupno pot (Pg), s je zunajceliCna povrSina membrane eritrocita, v,
je znotrajceli¢ni volumen vode posameznega eritrocita (okoli 70 % skupnega izotoni¢nega
celinega volumna normalnih eritrocitov), v,,, pa je pripadajoci zunajceli¢ni volumen vode
izotoni¢nega eritrocita v celi¢ni suspenziji s hematokritom % (v, = [(l—h)/ 0.70h]-vm). Pri

tem od Casa neodvisni faktorji na desni strani enacbe (25) predstavljajo recipro€no
tasovno konstanto 1/7:
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T V. 1%

in out

1_, .p[LJ,L} .. (26)

Za na$ poskus lahko privzamemo, da je v, zelo velik (v, >> vi,) in da ne vsebuje
oznacene vode (c,,; = 0), kar ustreza dejstvu, da je zunajcelicna koncentracija magnetno
oznacenih molekul zaradi hitre paramagnetne relaksacije prakticno enaka ni¢ in tudi ne
naraSca v Casu s prehajanjem oznacenih molekul vode iz znotrajceli¢nega prostora, kar bi
v odsotnosti hitre zunajceli¢ne relaksacije ustrezalo pogoju, da je zunajceli¢ni prostor zelo
velik glede na notranji prostor (v, >> vi,). Ker je celokupni iztok vode iz eritrocita enak
vsoti tokov vode skozi kanalcke AQP-1 in skozi lipidni del membrane, je celokupni
koeficient vodne permeabilnosti enak vsoti koeficientov permeabilnosti za tok skozi
=P TP

lipidni del (Py;,) in skozi kanalCke(Py 40p), torej P, 2. AQP -

Jtot Jipid

Casovno konstanto 7., dobljeno z analizo meritev, doloCata prispevka difuzije
znotrajcelicne vode skozi AQP-1 in skozi lipidni sloj. Za na$§ poskus (ve, >> v;,) sledi
skladno z enacbo (58), da je difuzijska vodna permeabilnost eritrocitne membrane:

Pd,totER/,:X- ! . .. (27)
S T

exch

Iz eksperimentalnih transverzalnih NMR relaksacijskih funkcij M(?) izracunane velikosti
parametra 7., in razmerja med znotraj- in zunajceliénim volumnom vode, V;,/V,, =
P,/Py, v suspenziji eritrocitov so doloCene na + 7 % natanc¢no (Lahajnar in sod., 2006).

Pri sobni temperaturi je razmerje v/s za izotoni¢ne humane eritrocite 4.56 x 10” cm
(Brahm, 1982), tako da pri eksperimentalno dobljeni povprecni kontrolni velikosti
Texen =14.3 ms iz enacbe (27) izracunana velikost koeficienta permeabilnosti P, znaSa
3.2 x 107 cm/s. To je v obmodju (3 — 4) x 10™ cm/s najveckrat citirane velikosti P, za
humani eritrocit (Brahm, 1982).

S pomoc¢jo izraza (27) lahko analiziramo vpliv izbranih snovi na lastnosti membrane
humanih eritrocitov. Kadar reagent povzro¢i podaljSanje ¢asovne konstante izmenjave
vode S Texer, NA Texen *, a ob tem ne spremeni razmerja V;,/V,, (v ostane nespremenjen), se
ustrezna stopnja inhibicije permeabilnosti (s P; na Pd*) izraCuna iz enacbe (Lahajnar in
sod., 2006):

(B =P))/P =1=(7 7o) . (28)
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3.2.1.2 Tehni¢na izvedba NMR poskusa

Iz pripravljenih vzorénih suspenzij (tocka 3.1.3.1) smo v teflonsko merilno posodico,
katere stene ne vsebujejo vodika in je zato primerna za NMR meritve jeder vodika,
prenesli 300 puL vzorca, zaprli, dobro pretresli in namestili v radiofrekven¢no sondo NMR
spektrometra. Stresanje vzorcev pred vsako meritvijo v seriji meritev je nujno zaradi
teznje eritrocitov po agregaciji (nastanek rouleau-ja) in usedanju. Usedanje in agregacija
eritrocitov efektivno povecuje celicni volumen in zmanjSuje efektivno izmenjevalno
celi¢no povrsino eritrocitov. Rezultati meritev v pogojih sesedanja celic ne dajejo pravih
velikosti 7., in s tem difuzijske vodne permeabilnosti P,.

Na vsakem vzorcu z 20 in s 100 % hematokritom (Preglednica 1,2) smo opravili po tri do
$tiri neodvisne meritve. Meritve smo izvajali pri temperaturi T = 21 + 1 °C. Casovno
zasledovanje membranske difuzijske permeabilnosti za vodo ter celi¢nega volumna pod
vplivom efektorja je potekalo priblizno 120 minut. Neodvisnost izmerjene ¢asovne
konstante 7", , in razmerja P',/P', od Casa meritve za kontrolne vzorce pa je dokaz, da ioni
Mn*" v teku NMR merjenj na preiskovanem vzorcu niso presli v znotrajceliéni prostor
eritrocitov 0z. da so sami eritrociti v casu merjenja stabilni.

Pri vzorcih, kjer smo preucevali paramagnetne efekte v posameznih raztopinah
(Preglednica 3), smo meritve ponovili dvakrat. Merili smo jih v dalj§ih ¢asovnih
intervalih, ker niso kazali ¢asovne odvisnosti.

Meritve smo opravili pri resonanc¢ni frekvenci protonov vy = 100 MHz na pulznem NMR
spektrometru Bruker Biospec System (Bruker, Rheinstetten, Nemcija), opremljenim s
superprevodnim  magnetom  (Oxford Instruments Ltd., Anglija). Izmerjene
dvoeksponencialne in enoekspotencialne transverzalne relaksacijske funkcije M(?) smo
analizirali s pomocjo racunalniSkega programa, ki je omogocil dolocitev Casa pocCasne
relaksacije protonov vode v znotrajcelicnem prostoru (7",), in Casa hitre relaksacije
protonov vode v paramagnetno oznac¢enem zunajcelicnem prostoru (77, ) in deleZa signala
molekul vode v eritrocitih (P, (pri vzorcih z 20 % hematokritom). V okviru izrazov
(14)~(22) in z neodvisno izmerjenim 75, in 7>, smo izraunali . in V;,/V,y,. Delez
zunajceli¢cne vode je: P, = I — P, Dobljeno razmerje P,/P, torej doloca velikost
volumskega razmerja V;,/V,,, znotraj- in zunajceli¢ne vode eritrocitnega vzorca.
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Preglednica 1. Vzorci z 20 % hematokritom za merjenje z NMR.

Stevilka vzorca | Sestava vzorca*

1 CE + 10 mM MnCl, (kontrola)

CE + 10 mM MnCl, + 1 mM HgCl,
CE + 10 mM MnCl, + 1 mM NNP

CE + 10 mM MnCl, + 0.5 mM NNP
CE + 10 mM MnCl, + 0.25 mM NNP
CE + 10 mM MnCl, + 0.1 mM NNP
CE + 10 mM MnCl, + 0.05 mM NNP
CE + 10 mM MnCl, + 0.025 mM NNP

0 N N bk W

* CE — Cloveski eritrociti (20 % hematokrit) v izoosmotskem pufru za eritrocite (A). V preglednici podane
koncentracije ionskih efektorjev so kon¢ne koncentracije v vzorcu. Kon¢na osmolarnost vzorca znasa

330 mOsm.

Preglednica 2. Vzorec s 100 % hematokritom za merjenje z NMR.

Stevilka vzorca | Sestava vzorca*

1 CE

* CE — ¢loveski eritrociti (100 % hematokrit)

Preglednica 3. Vzorci za preucevanje paramagnetnih efektov NNP in njegovih produktov za merjenje z

NMR.

Stevilka vzorca | Sestava vzorca

—_

izoosmotski pufer za eritrocite (B)

1 mM KFC v izoosmotskem pufru za eritrocite (B)
0.3 mM KFC v izoosmotskem pufru za eritrocite (B)
0.1 mM KFC v izoosmotskem pufru za eritrocite (B)
1 mM NNP v izoosmotskem pufru za eritrocite (B)
0.3 mM NNP v izoosmotskem pufru za eritrocite (B)

0.1 mM NNP v izoosmotskem pufru za eritrocite (B)

O© 0 9 A b LN

1 mM N-acetilcistein v izoosmotskem pufru za eritrocite (B)

1 mM N-acetilcistein + 1mM NNP v izoosmotskem pufru za eritrocite (B)

Preglednica 4. Vzorec z 10mM MnCl, za merjenje z NMR.

Stevilka vzorca | Sestava vzorca

1 10 mM MnCl, v izoosmotskem pufru za eritrocite (B)
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3.2.2 Mikroskopiranje

Mikroskopiranje smo izvedli na svetlobnem mikroskopu tipa: Nikon 80i, s kamero DS-Fil
in s programom za krmiljenje mikroskopa in zajemaje slike: Nikon-NIS elements BR. Vse
mikrografije so opremljene z ustreznim merilom.

3.2.2.1 Tehni¢na izvedba mikroskopiranja

Vzorce smo pripravili, kot je opisano pod 3.1.3.2. Vzorce smo tik pred mikroskopiranjem
redcili s izoosmotsko raztopino NaCl ali z izoosmotskim pufrom (A) na 0.5 % hematokrit,
saj smo le tako lahko dobili uporabne mikrografije.

Za studijo vpliva efektorja na obliko ¢loveskega eritrocita smo uporabili objektna stekla s
konkavno vdolbino, na katerih se lahko eritrociti dokaj prosto gibljejo in spreminjajo
obliko. Na ta objektna stekla smo v vdolbino nanesli 75 pl vzorca. Opazovali smo
kvalitatitvno spremembo oblike eritrocitov, ki je nismo kvantificirali, saj so eritrociti
kazali trend kopicenja spremenjenih oblik na robovih vdolbine.

Za $tudijo spreminjanja volumna in oceno deleza oblikovno spremenjenih eritrocitov smo
uporabili ravna objektna stekla, da smo zagotovili naklju¢no razporejanje eritrocitov po
celotni povrS$ini objektnega stekla. Na ta objektna stekla smo nanesli 35 pl vzorca.

Spreminjanje vzorcev smo opazovali v ¢asovni odvisnosti pri ¢asih 1, 10, 20, 45 in 60
minut po dodatku efektorja. Kot kontrola so sluzili eritrociti v izoosmotski raztopini NaCl.
Vzorce smo ob vsaki meritvi vzeli iz zaloge in jih nanesli na objektno steklo. Na vsakem
preparatu smo naredili deset naklju¢nih slik.
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Preglednica 5. Pregled vzorcev za mikroskopiranje.

Stevilka vzorca | Sestava vzorca*

1 CE 1 v izoosmotskem pufiu za eritrocite (A)
2 CE 1 +0.25 mM MnCl,

3 CE 1+ 0.25 mM MnCl, + 25 umM HgCl,

4 CE 1+ 0.25 mM MnCl, + 25 umM NNP

5 CE 2 v izoosmotski raztopini NaCl (kontrola)
6 CE 2 + 0.1 mM HgCl,

7 CE 2 + 25 umM HgCl,

8 CE 2 +25 ymM NNP

9 CE 2 +0.25 mM MnCl,

* CE 1 — ¢loveski eritrociti (0.5 % hematokrit v izoosmotskem pufru za eritrocite (A)), CE 2 — &loveski
eritrociti (0.5 % hematokrit v izoosmotski raztopini NaCl). V preglednici podane koncentracije efektorjev so
konéne koncentracije v vzorcu. Kon¢na osmolarnost vzorca znasa 308 mOsm, razen pri vzorcih 1-4 v
izoosmotskem pufru (A), kjer je kon¢na osmolarnost 330 mOsm.
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4 REZULTATI

Na naslednjih straneh so predstavljeni rezultati meritev na ¢loveskih eritrocitih s pulzno
NMR metodo protonov znotrajceliéne vode (CPMG NMR) v obliki ¢asovnih odvisnosti
parametrov e in Vi/Vy za HgCly ter T, in Vi/Voue za NNP. Za oba efektoja (NNP in
HgCl,) smo opravili po tri do §tiri neodvisne meritve na vzorcih z 20 % hematokritom.
Pri Studiji vpliva NNP smo opravili meritve tudi na raztopinah NNP, KFC in N-
acetilcisteina, kjer smo preucevali paramagnetne efekte NNP. Neodvisno smo izmerili 75
na diamagnetnem vzorcu tesno pakiranih eritrocitov, ki ustreza relaksacijskem casu
protonov znotrajceli¢ne vode v ¢loveskih eritrocitih. Izmerili smo tudi 7 raztopine 10mM
MnCl,, ki ustreza relaksacijskem casu protonov zunajcelicne vode v paramagnetnem
vzorcu z 20 % hematokritom.

Predstavljeni so tudi rezultati opazovanja vpliva efektorjev (NNP in HgCl,) pod
svetlobnim mikroskopom. Podane so ¢asovno odvisne meritve premera eritrocitov, deleza
oblikovno spremenjenih eritrocitov, deleza eritrocitov z membranskimi brsti in deleza
eritrocitnih duhkov ter ¢asovno odvisno opazovanje eritrocitne oblike preko mikrografij.

Kontrolna velikost z...; (20 % hematokrit) eritrocitov se je spreminjala od krvodajalca do
krvodajalca. Meritve u¢inkov posameznih efektorjev iste koncentracije na vzorcih 20 %
hematokrita, pridobljenih od razli¢nih krvodajalcev ali od istega krvodajalca ob razli¢nih
dneh so med seboj pokazale znatno variabilnost v velikosti parametrov 7. 1z Slike 16 A
je jasno razvidna medsebojna variabilnost parametra t,.; v kontrolnih vzorcih.

Za natanc¢no dolocitev Casovne konstante difuzijske izmenjave znotrajceli¢ne vode skozi
membrano eritrocita (7..;) paramagnetno oznacenih vzorcev z 20 % hematokritom
izhajamo iz analize izmerjene Casovne Kkonstante »efektivnega« transverzalnega
relaksacijskega €asa protonov znotrajceli¢ne vode (77,), ki ga dolo¢imo iz poloZnega dela
transverzalne NMR relaksacijske krivulje (Slika 15), s pomocjo izrazov (12)-(20), ob
znanith 7,, = 78 ms (neodvisno izmerjen na diamagnetnem vzorcu s 100 %
hematokritom), 7>, = 1.1 ms (neodvisno izmerjena na raztopini 10 mM MnCl, v
hipoosmotskem pufru za eritrocite), ter P, = 0.149 in P, = 1- P, = 0.851 (P, in P} sta
dejanska deleZa znotrajceli¢ne in zunajcelicne vode v vzorcu).

Natan¢no dolocitev razmerja znotrajceli¢ne in zunajcelicne vode eritrocitnega vzorca
(Vi/Vour) omogoca analiza izmerjenega razmerja med delezem celokupnega protonskega
NMR signala znotrajceli¢ne in zunajceli¢ne vode (P’,/P'y) (Slika 15), s pomoc¢jo izrazov
(12)-(20).
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Slika 13. Prikaz merilnega signala NMR spektrometra za vzorce z razliénimi raztopinami.
Enoeksponencialna krivulja je teoretska prilagoditev izmerjneih tock funkcije M%), dolo¢enih z
vrhovi spinskih odmevov (kvadratki). Transverzalni relaksacijski ¢as 7, protonov vode
dolo¢imo iz strmine naklona krivulje (pus€ica).
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Slika 14. Prikaz merilnega signala NMR spektrometra za vzorce z = 100 % hematokritom.
Enoeksponencialna krivulja je teoretska prilagoditev izmerjneih toCk funkcije M(?), doloCenih z
vrhovi spinskih odmevov (kvadratki). Transverzalni relaksacijski ¢as T, protonov znotrajceli¢ne
vode dolo¢imo iz strmine naklona krivulje (puscica).
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Slika 15. Prikaz merilnega signala NMR spektrometra za vzorce z 20% hematokritom, ki so zunajcelicno
paramagnetno oznaceni z 10 mM raztopino MnCl,. Dvoeksponencialna krivulja je teoretska
prilagoditev izmerjneih tock funkcije M(?), dolocenih z vrhovi spinskih odmevov (kvadratki).
»Efektivni« transverzalni relaksacijski ¢as 7", protonov zunajceli¢ne vode dolo¢imo iz strmine
hitro padajocega zacetnega dela krivulje (zelena pusCica), »efektivni« transverzalni relaksacijski
cas T, protonov znotrajcelicne vode dolo¢imo iz strmine pocasneje padajocega nadaljnega dela
krivulje (rdeCega puscica). Iz delezev signala zunajceliéne vode (doloc¢a zadetni strmo padajoci
del krivulje) in znotrajceli¢ne vode (doloca pocasneje padajoci nadaljni del krivulje) dolo¢imo P’,
in P ’b-

Ker pri meritvah paramagnetno oznacenih vzorcev z 20 % hematokritom z dodanim NNP
upraviceno domnevamo (glej poglavje 5.1.4.), da je priSlo do casovno odvisnega
spreminjanja 7,, protonov znotrajcelicne vode zaradi efekta NO, spro$¢enega iz NNP, je
prikazana ¢asovna odvisnost izmerjenega parametra 7”;, in ne izraunanega parametra

Texch-

4.1 STATISTICNA ANALIZA PODATKOV
Za statisti¢no analizo podatkov smo uporabili program SPSS 15.0.

Meritve vzorcev z NMR zaradi tehni¢nih razlogov nismo mogli ponavljati vedno v enakih
casovnih intervalih, zato posameznih izmerjenih vrednosti ekvivalentnih vzorcev v
doloCenem cCasu ne moremo opisati s standardnimi statisticnimi parametri kot je
aritmeti¢na sredina, standardni odklon in standardna napaka aritmeti¢ne sredine. Ker
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predpostavljamo, da so dejanske vrednosti kontrole konstantne, razumemo minimalna
odstopanja v merjenih parametrih kot posledico merske napake. Zato smo izmerjenim
parametrom kontrol NMR vzorcev ocenili 95 % interval zaupanja po studentovi t-
razporeditvi, predhodno pa smo testirali, ali vrednosti res ustrezajo tej razporeditvi. Ob
predpostavki, da je pri meritvah vzorcev moznost enake napake kot pri meritvi kontrole,
smo superponirali absolutne velikosti razmika med aritmeti¢no sredino kontrole in njeno
ocenjeno zgornjo in spodnjo mejo zaupanja na posamezno izmerjeno velikost parametra
vzorca. Tako imajo po nasi predpostavki vse meritve vzorca enako absolutno napako, ki
smo jo ocenili na podlagi variabilnosti kontrole. Ker se ocene merske napake iz velikosti
dobljenih parametrov kontrol ob razli¢nih dnevih in od razli¢nih krvodajalcev razlikujejo,
smo vsaki meritvi pripisali napako, ocenjeno iz njej ustrezajoCe kontrole. Za testiranje, ali
se dolocena velikost izmerka statisticno pomembno razlikuje (p<0.05), smo uporabili
t-test za ugotavljanje znacilnosti razlik med aritmeti¢no sredino vzorca in v naprej
dolo¢eno vrednostjo (ang. one-sample student t-test). Pri tem je bila upoStevana
nezanesljivost meritve zaradi merske napake, ocenjena na podlagi ustrezajoce kontrole. S
temi statisticnimi orodji smo si pomagali pri oceni ali so razlike, predvsem pri majhnih
odstopanjih pri vzorcih z 20 % hematokritom z dodanim NNP, statistiéno pomembne. Na
podlagi zgoraj navedenih statisti¢nih testov ne moremo oceniti resnicne statisti¢no
pomembne razlike, saj sam sama zastavitev poskusa in meritev, kot Ze omenjeno, tega ne
omogoca.

Pri analizi Casovno odvisnega spreminjanja premera eritrocitov, deleza oblikovno
spremenjenih eritrocitov, deleza eritrocitnih duhkov in deleza eritrocitov z membranskimi
brsti zaradi vpliva razli¢nih efektorjev, ki smo jih opazovali pod mikroskopom, smo
uporabili enosmerno analizo variance (primerja varianco znotraj vzorca in med vzorci) in
post hoc test LSD (primerja razliko med aritmeti¢nimi sredinami vzorcev), p<0.05.

4.2 ANALIZA VPLIVA HgCl, IN NNP NA 7.0 IN Vi/Vour Z NMR METODO

4.2.1 Meritve transverzalnega relaksacijskega ¢asa protonov vode (7>)

4.2.1.1 Meritve T, v diamagnetnem vzorcu s 100 % hematokritom

Transverzalni relaksacijski ¢as protonov vode 7, smo zmerili na diamagnetnem vzorcu
tesno pakiranih ClovesSkih eritrocitov (hematokrit = 100 %) v Stirth neodvisnih poskusih
(Slika 14).
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Preglednica 6. Izmerjene velikosti 7, na 100 % hematokritu*.

100 % hematokrit
Tz [mS]

79.5
73.6
733

77.9 7,=78.0 £ 1.6 ms (¥ + SE); (n=4)

* Povpredje izmerjenih velikosti ustreza transverzalnemu relaksacijskemu ¢asu protonov znotrajceli¢ne vode
T,, v vzorcih s poljubnih hematokritom (v nasem primeru za velja za vzorce z 20 %). Prikazane so
povprecne velikosti 7, Stirih neodvisnih meritev pri temperaturi 21+1 °C.

4.2.1.2 Meritve T, v paramagnetnem vzorcu 10 mM raztopine MnCl,

Transverzalni relaksacijski Cas protonov vode 7, smo zmerili na paramagnetnem vzorcu
10 mM raztopine MnCl, v izoosmotskem pufru za eritrocite (B) v dveh neodvisnih
poskusih (Slika 13).

Preglednica 7. Izmerjeni velikosti 7, raztopine 10 mM MnCl,*.

koncentracija MnCl,
[mM] T, [ms]
10 1.0
1.3 7,=1.1+0.2 ms (x £ SE); (n=2)

* Povpre¢je izmerjenih velikosti ustreza transverzalnemu relaksacijskemu casu protonov vode 7,, v
zunajceliéni raztopini v vzorcih z 20 % hematokritom in 10 mM MnCl,. Prikazani sta velikosti obeh
neodvisnih meritev pri temperaturi 21£1 °C.

4.2.2 Prikaz kontrolnih velikosti parametrov 7., in Viy/V,u

Kontrolna vrednost z..., paramagnetno oznacenega 20 % hematokrita z 10 mM MnCl, je
14.5 £ 0.3ms (x = SE'); (n=10). Povprecja 7., meritev kontrole v razli¢nih dnevih so med
12.9 in 16.4 ms. Kontrolna vrednost V;,/V,,, paramagnetno oznacenega 20 % hematokrita
z 10mM MnCl, je 0.18 = 0.002 (x £+ SE'); (n=10). Povprecja V;,/V,,, posameznih meritev
kontrole so med 0.17 in 0.19.
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Slika 16. Casovna so-odvisnost kontrolnih parametrov 7., (A) in V;,/V,. (B) v paramagnetno oznaéenem
vzorcu z 20 % hematokritom ve¢ krvodajalcev v ¢asu od 23.2. do 30. 5. 2007*.

* Posamezna ¢rka oznacuje dan meritve. Temperaturno obmoc¢je meritev: 21 + 1 °C.
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4.2.3 Slikovni prikaz vpliva HgCl, na ¢loveske eritrocite
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Slika 17. Vpliv 1 mM HgCl, na ¢asovno konstanto z,,., difuzijske vodne izmenjave znotrajcelicne vode v

zunajceli¢no paramagnetno oznac¢enem vzorcu z 20 % hematokritom®.

* HgCl, je povzrocil skrajsanje ¢asovne konstante 7., izmenjave celi¢ne vode v vzorcu pri temperaturi
21 £1 °C. Prikazane so §tiri neodvisne meritve, oznacene s ¢rko, ki oznacuje dan poskusa, v razliénih barvah.

0,30
0,28
0,25
0,23
i )@-_-_-——_—---————9(--;—-)( —h— A
PP Bl e o~ gy e QR gy e [ =g gy ip .
Y % .
X015 —
N e
= xS -=%-- kontrola A
013 o
, \ kontrola B
\‘ -=%-- kontrolaC
0,10
\b\ --%-- kontrolaD
o ~E— | | =
—
0,05 Ty T—|
0,03 — —
0,00
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
t [min]

Slika 18. Vpliv 1 mM HgCl, na razmerje med znotraj- in zunajcelicnim volumnom vode V;/V,, v

zunajcelino paramagnetno oznac¢enem vzorcu z 20 % hematokritom™.

* HgCl, je povzroc€il zmanj$anje razmerja V;,/V,,, v vzorcu pri temperaturi 21 + 1 °C. Prikazane so §tiri

neodvisne meritve, oznacene s ¢rko, ki oznacuje dan poskusa, v razli¢nih barvah.
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4.2.4 Slikovni prikaz vpliva NNP na ¢loveske eritrocite.

4.2.4.1 ImM NNP
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Slika 19. Vpliv I mM NNP na izmerjen transverzalni relaksacijski ¢as protonov znotrajceli¢ne vode (77;,)*.

* NNP je povzrocil zacetno skrajSanje, nato podaljSanje ter pocasno vrnitev tega parametra v obmocje
kontrolne velikosti v vzorcu 20 % hematokrita pri temperaturi 21 + 1°C. Prikazane so tri neodvisne meritve,
oznacene s ¢rko, ki oznacuje dan poskusa, v razli¢nih barvah.
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Slika 20. Vpliv 1 mM NNP na razmerje med znotraj- in zunajcelicnim volumnom vode V,,/V,,, v suspenziji
eritrocitov®.

* NNP ni povzrocil spremembe v razmerju V;,/V,,, v vzorcu 20 % hematokrita pri temperaturi 21 + 1 °C.
Prikazane so tri neodvisne meritve, oznacene s ¢rko, ki oznacuje dan poskusa, v razli¢nih barvah.



Soboti¢ B. Vpliv NO in HgCl, na transport vode in obliko humanega eritrocita.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007

58

4242 0.5 mM NNP

16,0

155

15,0

14,0 /
135

13,0

—e—E

12,5

[ms]

—=—G

2a

12,0

3

* === = - e

11,5

= =X-- kontrola E|

%=~ kontrola G|

11,0 1

10,0

9,5

9,0

85

8,0

t [min]

16,0

130

15,5

15,0

14,5

14,0

135

13,0

12,5

12,0

p—a—— e -_—— = = - =X

Jr—)

T34 [ms]

>
11,5 K

--%-- kontrola f

11,0 /

10,5
d

10,0

9,5

9,0

8,5

8,0

t [min]

130

Slika 21. Vpliv 0.5 mM NNP na izmerjen transverzalni relaksacijski ¢as protonov znotrajceli¢ne vode
(T0)*.

* NNP je povzrocil zacetno skrajSanje, nato podaljSanje ter poCasno vrnitev tega parametra v obmocje
kontrolne velikosti v vzorcu 20 % hematokrita pri temperaturi 21 + 1°C. Prikazane so tri neodvisne meritve,
oznacene s ¢rko, ki oznacuje dan poskusa, v razlicnih barvah
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Slika 22. Vpliv 0.5 mM NNP na razmerje med znotraj- in zunajceliénim volumnom vode V;,/V,., v
suspenziji eritrocitov*,

* NNP ni povzro€il spremembe v razmerju V;,/V,,; v vzorcu 20 % hematokrita pri temperaturi 21 = 1 °C.
Prikazane so tri neodvisne meritve, ozna¢ene s ¢rko, ki oznacuje dan poskusa, v razli¢nih barvah.
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Slika 23. Vpliv 0.25 mM NNP na izmerjen transverzalni relaksacijski ¢as protonov znotajcelicne vode
(T2.0)*.

* NNP je povzrocil zacetno skrajSanje, nato podaljSanje ter pocasno vrnitev tega parametra v obmocje
kontrolne velikosti v vzorcu 20 % hematokrita pri temperaturi 21 + 1°C. Prikazane so $§tiri neodvisne
meritve, oznacene s ¢rko, ki oznacuje dan poskusa, v razli¢nih barvah.
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Slika 24. Vpliv 0.25 mM NNP na razmerje med znotraj- in zunajcelicnim volumnom vode V;,/V,.; v
suspenziji eritrocitov*.

* NNP ni povzrocil spremembe v razmerju V;,/V,,; v vzorcu 20 % hematokrita pri temperaturi 21 + 1°C.
Prikazane so §tiri neodvisne meritve, oznacene s ¢rko, ki oznacuje dan poskusa, v razli¢nih barvah.
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Slika 25. Vpliv 0.1 mM NNP na izmerjen transverzalni relaksacijski Cas protonov znotajcelicne vode
(T '2,11)*'

* NNP je povzrocil zaCetno skrajsanje, nato podaljSanje ter poCasno vrnitev tega parametra v obmocje
kontrolne velikosti v vzorcu 20 % hematokrita pri temperaturi 21 + 1°C. Prikazane so Stiri neodvisne
meritve, oznacene s ¢rko, ki oznacuje dan poskusa, v razli¢nih barvah.
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Slika 26. Vpliv 0.1 mM NNP na razmerje med znotraj- in zunajceliénim volumnom vode V;,/V,., v
suspenziji eritrocitov*.

* NNP ni povzroc€il spremembe v razmerju V;,/V,,, v vzorcu 20 % hematokrita pri temperaturi 21 + 1°C.
Prikazane so §tiri neodvisne meritve, oznacene s ¢rko, ki oznacuje dan poskusa, v razlicnih barvah.
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Slika 27. Vpliv 0.05 mM NNP na izmerjen transverzalni relaksacijski ¢as protonov znotajceli¢ne vode
(T0)*.

* NNP je povzrocil zacetno skrajSanje, nato podaljSanje ter pocasno vrnitev tega parametra v obmocje
kontrolne velikosti v vzorcu 20 % hematokrita pri temperaturi 21 + 1°C. Prikazani sta dve neodvisni meritvi,
oznaceni s ¢rko, ki oznacuje dan poskusa, v razli¢nih barvah.
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Slika 28. Vpliv 0.05 mM NNP na razmerje med znotraj- in zunajcelicnim volumnom vode V;,/V,, v
suspenziji eritrocitov*.

* NNP ni povzrocil spremembe v razmerju V,,/V,,, v vzorcu 20 % hematokrita pri temperaturi 21 = 1 °C.
Prikazani sta dve neodvisni meritvi, oznaceni s ¢rko, ki oznacuje dan poskusa, v razli¢nih barvah.
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Slika 29. Vpliv 0.025 mM NNP na izmerjen transverzalni relaksacijski ¢as protonov znotajceli¢ne vode
(T ’Z,a)*'

* NNP je povzrocil zacetno skrajSanje, nato podaljSanje ter pocasno vrnitev tega parametra v obmocje
kontrolne velikosti v vzorcu 20 % hematokrita pri temperaturi 21 & 1°C. Prikazani sta dve neodvisni meritvi,
oznaceni s ¢rko, ki oznacuje dan poskusa, v razli¢nih barvah.

030

028

025

023

—e—H

020 ——

Vi/Vour

0\‘;: = == ° --X-- kontrola H
habala il b, —3

0,18 - N P I B S

-==---- kontrola J

0,15

0,13

0,10

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

t[min]

Slika 30. Vpliv 0.025 mM NNP na razmerje med znotraj- in zunajceliénim volumnom vode V,,/V,,, v
suspenziji eritrocitov*.

* NNP ni povzrocil spremembe v razmerju V,,/V,,, v vzorcu 20 % hematokrita pri temperaturi 21 = 1 °C.
Prikazani sta dve neodvisni meritvi, oznaceni s ¢rko, ki oznacuje dan poskusa, v razli¢nih barvah.
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Preglednica 8: Analiza vpliva NNP na Casovno spreminjanje izmerjenega transverzalnega relaksacijskega
¢asa T';, protonov znotajcelicne vode v vzorcih 20 % hematokrita®.

koncentracija

NNP vzorec ZEI; niin Az[vf),/a]min Te)[(;l}jl n:llax AT&[:)(;;h] max A [Poj jna):

[mM] S 0 S 0 0

E 71.3% 91.4 11.9 101.1 98.9

1 F 71.4* 91.5 11.8 101.0 99.0

G 67.7* 86.8 154 106.9 93.1

E 71.3* 91.4 12.0 101.6 98.4

0.5 F 70.3* 91.4 11.9 101.6 98.4

G 72.6* 93.1 14.8 102.9 97.1

E 71.2* 91.3 12.0 101.4 98.6

025 F 72.7* 93.2 12.0 102.7 97.3

’ H 71.8* 92.1 11.8 101.4 98.6

I 61.4* 78.7 13.8 103.9 96.1

E 70.3* 90.2 12.0 101.4 98.6

0.1 F 72.9%* 93.5 12.1 103.7 96.3

) H 71.9* 92.2 11.8 101.6 98.4

G 68.4* 87.7 14.9 103.6 96.4

0.05 J 76.2 97.7 11.2 102.8 97.2

) H 72.5% 93.0 11.9 102.0 98.0

0.025 J 73.2% 93.9 11.1 102.2 97.8

) H 70.9* 91.0 11.9 102.5 97.5

* T4 min j& Najkrajsi ugotovljeni transverzalni relaksacijski ¢as protonov znotrajceli¢ne vode, izracunan na
podlagi najvecjega izmerjenega skrajSanja 7", takoj po dodatku NNP (Casovni razpon do prve meritve:
0-5 min)*. A T,, min je delez velikosti tega skrajSanjega 7, i, glede na kontrolo velikost 75, = 78 ms
(slednja izmerjena neodvisno na diamagnetnem vzorcu s 100 % hematokritom). 7., me j€ najvecja
izratunana ¢asovna konstanta difuzijske izmenjave znotrajcelicne vode na podlagi najdaljSega izmerjenega

'y inkubiranega vzorca (izmerjen v ¢asovnem razponu 20-40 minut inkubacije)**. A 7. mw je delez
izraCunane najvecje velikosti 7., inkubiranega vzorca glede na kontrolo velikost 7. A Py uae j€ najvecje
izratunano zmanjSanje difuzijske vodne permeabilnosti membrane na podlagi najdaljSega izmerjenega
T, ,***. V preglednici so z * so oznaceni rezultati 7, , i, IN Teye, Ki se statisticno pomembno razlikujejo od
kontrole, p<0.05 (studentov t-test) (glej razlago pod 4.1).

Kontrolne velikosti parametra 7", , za merjene vzorce E-J (X + SE) so: E: 11.8 = 0.1 ms,
F:11.7+0.1ms,G:144+03ms, H: 11.6 £0.2ms, I: 13.3+ 0.1 ms, J: 10.9 £ 0.2 ms.

Kontrola vrednost 7>, je 78 ms (neodvisno izmerjena na diamagnetnem vzorcu 100 %
hematokrita).

Za analizo izmerjenega T';, pri vzorcih z 20% hematokritom zado$¢a izredno dober
priblizek enacbe (17) za izracun Teye:

1 1 1
= + ...(29)

T’2,a Texch T2,a

Iz enacbe (29) je razvidno, da na spreminjanje izmerjenega T',, vpliva sprememba
casovne konstante difuzijske izmenjave znotrajcelicne vode skozi membrano (7.;) in
sprememba transverzalnega relaksacijskega ¢asa protonov znotrajceli¢ne vode (75,).
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* IzraCun T, min je narejen na predpostavki, da je zacetno najvecje izmerjeno skrajSanje
T, zgolj posledica skrajSanja 75, znotrajcelicne vode eritrocitov zaradi paramagnetnega
efekta NO, ob nespremenjenem .., (7ex; inkubiranega vzorca = 7., kontrole).

** Jzraun .. max j€ Narejen na predpostavki, da je najvecje izmerjeno podaljSanje 77;,
zgolj posledica podaljsanja 7, pri 7>, inkubiranega vzorca = 75, kontrole (78 ms).

*E% JzraCun A Py e j€ narejen na podlagi enacb (27)-(28); pri tem je Texen™ = Texch maxs
Py *= Py pax ter Toxen in Py = kontrolni velikosti 7y in P, ustreznega vzorca.

Ce efekta skrajSanja 7, in podaljSanja 7., sovpadata, so izracunane velikosti 75, min,

AT54 miny Texch maxs DTexch max 1 APy e podcenjene. Tako je realno skrajSanje 7,, in
podaljSanje 7exn dosti vec€je, njun skupni efekt pa se medsebojno zamaskira.

4.2.5 Paramagnetne lastnosti NNP reakcijskih produktov

Uporabljeni so bili vzorci, opisani pod 3.1.3.1.5

Preglednica 9. Vpliv NNP na paramagnetnost vzorca*.

koncentracija [mM] TIf[anjS] le%‘g’s :
: 1173 1154

1142 1084

i &

i i

* Primerjava med 7, razli¢nih koncentracij raztopin kalijevega fericianida (KFC) in NNP v izoosmotskem
pufru za eritrocite (B). Kontrolna velikost 7, izoosmotskega pufra za eritrocite (B) je 1151 ms. Prikazani sta
velikosti 7, obeh neodvisnih meritev.

Preglednica 10. Vpliv NNP na paramagnetnost vzorca v prisotnosti —SH skupin N-acetilcisteina, v
izoosmotskem pufru za eritrocite (B)*.

koncentracija [mM] N-acetilcistein NNP NNP + N-acetilcistein
/ T, [ms] T, [ms] T, [ms]
| 1025 1015 890
1021 1007 900

* Kontrolna velikost 7, izoosmotskega pufra za eritrocite (B) je 1117 ms. Prikazani sta velikosti 7, obeh

neodvisnih meritev.
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43 ANALIZA VPLIVA HgCl, IN NNP NA VOLUMEN IN OBLIKO CLOVESKIH

ERITROCITOV S SVETLOBNIM MIKROSKOPOM

4.3.1 1.3.1 Spremembe volumna ¢loveskih eritrocitov zaradi vpliva HgCl, in NNP

Uporabljeni so bili vzorci z 0.5 % hematokritom in 25 uM HgCl, ali NNP v izoosmotski
raztopini NaCl, opisani po pod 3.1.3.2.2. Premeri eritrocitov so bili izmerjeni na slikah,
posnetih na ravnih objektnih steklih. Kontrolni vzorec je bil 0.5 % hematokrit v
izoosmotski raztopini NaCl.

Preglednica 11. Casovno spreminjanje premera eritrocita zaradi vpliva HgCl,*.

L . premer eritrocita z dodanim 25 pM
. premer eritrocita v kontroli
t [min] % + SE [um] HgCl,
B a x £ SE [um]
1 7.3 £0.06 7.4 +0.06
10 7.4 +0.09 7.3 £0.09
20 7.2 +0.04 7.2 +0.06
45 7.3+0.15 7.0 £0.06*
60 7.3+0.05 6.9 +0.07*

* Podana je aritmeti¢na sredina in standardna napaka ocene aritmeti¢ne sredine. Z * so oznacéeni rezultati, ki
se statisticno pomembno razlikujejo (p<0.05) od premera kontrole v ustreznem casu, brez upostevanja
merske napake od¢itka premera. Uporabljena je enosmerna analiza variance, LSD post hoc test. Za vsako
meritev je bilo narejenih deset nakljucnih posnetkov preparata (n=10), povprecno Stevilo eritrocitov na
posnetek je 70+3.

Preglednica 12. Casovno spreminjanje premera eritrocita zaradi vpliva NNP*.

premer eritrocita v kontroli premer eritrocita z dodanim 25 pM
t [min] % + SE [um] NNP
=Bl X + SE [um]
1 7.3 +£0.06 7.4+0.14
10 7.4 +£0.09 7.3+£0.08
20 7.2+£0.04 7.3+£0.05
45 7.3+£0.15 7.2 +£0.06
60 7.3£0.05 7.3£0.03

* Podana je aritmeti¢na sredina in standardna napaka ocene aritmeti¢ne sredine. Z * so oznaceni rezultati, ki
se statisticno pomembno razlikujejo (p<0.05) od premera kontrole v ustreznem casu, brez upostevanja
merske napake od¢itka premera. Uporabljena je enosmerna analiza variance, LSD post hoc test. Za vsako
meritev je bilo narejenih deset nakljucnih posnetkov preparata (n=10), povprecno Stevilo eritrocitov na
posnetek je 70+£3.

Dobljeni podatki kontrole in vzorcev se pri obeh neodvisnih poskusih niso pomembno
razlikovali, zato smo prikazali rezultate ene ponovitve.

Napaka odcitka premera eritrocita na mikrografiji znasa 0.25 pm. (To je preracunana
napaka odc¢itka 0.25 mm na mikrografiji.)
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4.3.2 1.3.2. Spremembe oblike ¢loveskih eritrocitov zaradi vpliva HgCl, in NNP

Uporabljeni so bili vzorci s 0.5 % hematokritom in HgCl, (0.1 mM ali 25 puM) ali NNP
(25 puM) v izoosmotski raztopini NaCl, opisani pod 3.1.3.2.2. Delezi oblikovno
spremenjenih eritrocitov in eritrocitnih duhkov so bili doloceni na mikrografijah, posnetih
na ravnih objektnih steklih, prilozene mikrografije pa so posnete na vzorcih na objektnih
steklih z vdolbino. Vzorec z 0.1 mM HgCl, je bil posnet samo na steklu z vdolbino, zato
zanj delez oblikovno spremenjenih eritrocitov in eritrocitnih duhkov ni bil Stevil¢no
dolocen. Kontrolni vzorec je bil 0.5 % hematokrit v izoosmotski raztopini NaCl.

4.3.2.1 Spremembe oblike ¢loveskih eritrocitov zaradi vpliva HgCl,

Preglednica 13. Casovno spreminjanje $tevila oblikovno spremenjenih eritrocitov in deleZa eritrocitnih
duhkov zaradi vpliva HgCl,*.

dele; ol?llkqvno . delez eritrocitnih duhkov dele; ol?llk()_vno . delez eritrocitnih duhkov
t spremenjenih er1Fr001t0V v kontroli spremenjenih eritrocitov v vzoreu 7 25 uM HeCl
[min] v kontroli — . v vzorcu z 25 pM HgCl, — \ 2
X+ SE X+ SE (%] X + SE [%)] x £ SE (%]
1 0.22+0.10 3.02+1.20 50.45 £2.56%* 3.01 £0.89
10 1.07 £0.07 1.01 £0.86 54.37 +£3.49% 5.97 +£0.34%
20 2.67+0.03 2.34+0.44 83.57 £5.67* 736+ 1.12%
45 1.08 £ 1.02 2.07 £0.99 97.28 +3.38* 12.47 + 6.09%*
60 2.98 +0.37 1.92+0.54 98.02 £ 1.94* 15.18 +£7.39*

* Podana je aritmeti¢na sredina in standardna napaka ocene aritmeti¢ne sredine. Z * so oznaceni rezultati, ki
se statisticno pomembno razlikujejo (p<0.05) od velikosti kontrole v ustreznem casu. Uporabljena je
enosmerna analiza variance, LSD post hoc test. Za vsako meritev je bilo narejenih deset nakljuc¢nih
posnetkov preparata (n=10), povprecno Stevilo eritrocitov na posnetek je 70+3.

Dobljeni podatki kontrole in vzorcev se pri obeh neodvisnih poskusih niso pomembno
razlikovali, zato smo prikazali rezultate ene ponovitve.

Preglednica 14. Casovnega spreminjanja $tevila brste¢ih eritrocitov zaradi vpliva HgCl,*.

delez brstecih eritrocitov delez brstecih eritrocitov v
t v kontroli vzorcu z 25 uM HgCl,
[min] X + SE [%] X + SE [%]
1 0.00 £ 0.00 0.00 £+ 0.00
10 0.00 £+ 0.00 0.00 £+ 0.00
20 0.00 +0.00 521 £0.75*
45 0.00 + 0.00 7.59 + 0.48*
60 0.00 £ 0.00 10.07 £ 1.49%*

* Podana je aritmeti¢na sredina in standardna napaka ocene aritmeticne sredine. Z * so oznaceni rezultati, ki
se statisticno pomembno razlikujejo (p<0.05) od velikosti kontrole v ustreznem casu. Uporabljena je
enosmerna analiza variance, LSD post hoc test. Za vsako meritev je bilo narejenih deset nakljucnih
posnetkov preparata (n=10), povprecno Stevilo eritrocitov na posnetek je 70 + 3.
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Dobljeni podatki kontrole in vzorcev se pri obeh neodvisnih poskusih niso pomembno
razlikovali, zato smo prikazali rezultate ene ponovitve. Kot brsteCe eritrocite smo
upostevali tiste, ki so imeli pridruzene majhne hcerinske brste (glej Slika 35).

Slika 31. Mikrografija 0.5 % hematokrita v izoosmotski raztopini NaCl po 20 minutah (kontrola). Vidna je
nativna diskoidna oblika eritrocitov.

Slika 32. Mikrografija 0.5 % hematokrita v izoosmotski raztopini NaCl po 60 minutah (kontrola). Vidna je
nativna diskoidna oblika eritrocitov z minimalnim delezem ehinocitov.
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Slika 33. Mikrografija 0.5 % hematokrita z 25 uM HgCl, po 20 minutah. Koncentracijsko razmerje ustreza
20 % hematokritu z 1 mM HgCl,. HgCl, povzro¢i nastanek echinocitov. Casovno se delez
ehinocitov veca (Preglednica 13).

Slika 34. Mikrografija 0.5% hematokrita z 25 pM HgCl, po 60 minutah. Koncentracijsko razmerje ustreza
20 % hematokritu z 1 mM HgCl,. HgCl, povzro¢i nastanek mikroveziklov (¢rna puscica).
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Slika 35. Mikrografija 0.5% hematokrita z 25 pM HgCl, po 60 minutah. HgCl, povzro¢i nastanek
mikroveziklov (¢rna pus€ica). Na sliki so tudi eritrocitni duhki (rdeca puscica).

Slika 36. Mikrografija 0.5% hematokrita z 0.1 mM HgCl, po 45 minutah. HgCl, povzroc¢i nastanek mikroveziklov, ki
so Stevilnejsi in vedji kot pri Stirikrat nizji koncentraciji (to je 25 uM HgCl,).
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Slika 37. Mikrografija 0.5% hematokrita z 0.1 mM HgCl, po 45 minutah. Prikazan je povecan del slike 36.

4.3.2.2 Spremembe oblike ¢loveskih eritrocitov zaradi vpliva NNP

Preglednica 15. Casovno spreminjanje deleza oblikovno spremenjenih eritrocitov in deleza eritrocitnih

duhkov zaradi vpliva NNP*.
delez oblikovno. dele eritrocitnih duhkov delez oblikovno. dele eritrocitnih duhkov
t spremenjenih eritrocitov v kontroli spremenjenih eritrocitov v vzoreu z 25 uM NNP
[min] v kontroli _ v vzorcu z 25 pM NNP _ H
— ) X + SE [%)] — . X = SE [%)]
x £+ SE [%)] x £ SE [%)]
1 0.22+0.10 3.02+1.02 1.89 +0.61 1.26=0.70
10 1.07 £ 0.07 1.01 +0.86 235+0.23 1.01 +0.86
20 2.67+0.03 234+ 0.44 427 +0.09 2.56 +0.04
45 4.08 +1.02 2.07 +£0.99 8.29 +0.09 1.03 £ 0.69
60 3.98+0.37 1.92 +0.54 772 +0.34 1.52 +0.34

* Podana je aritmeti¢na sredina in standardna napaka aritmeti¢ne sredine. Z * so oznaceni rezultati, ki se
statisticno pomembno razlikujejo (p<0.05) od velikosti kontrole v ustreznem ¢asu. Uporabljena je
enosmerna analiza variance, LSD post hoc test. Za vsako meritev je bilo narejenih deset nakljucnih
posnetkov preparata (n=10), povpre¢no Stevilo eritrocitov na posnetek je 70 + 3.

Dobljeni podatki kontrole in vzorcev se pri obeh neodvisnih poskusih niso pomembno
razlikovali, zato smo prikazali rezultate ene ponovitve.

Kontrole slike ustrezajo kontrolnim slikam pod 4.3.2.1, Slika 31 in 32.
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Slika 38. Mikrografija 0.5 % hematokrita z 25 pM NNP po 20 minutah. Koncentracijsko razmerje ustreza
20% hematokritu z 1 mM NNP. NNP ne povzroca sprememb v geometriji eritrocita. Vidna je
nativna diskoidna oblika eritrocitov.

Slika 39. Mikrografija 0.5% hematokrita z 25 uM NNP po 60 minutah. NNP ne povzroca sprememb v
geometriji eritrocita. Vidna je nativna diskoidna oblika eritrocitov z minimalnim delezem
ehinocitov.
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4.3.2.3 Spremembe oblike ¢loveskih eritrocitov v paramagnetno oznacenih NMR vzorcih

Uporabljeni so bili NMR vzorci z 20 % hematokritom, red¢eni na 0.5 % konc¢ni
hematokrit z izoosmotskim pufrom za eritrocite (A), opisani pod 3.1.3.2.1

Slika 40. Mikrografija NMR vzorca kontrole, red¢enega na 0.5 % hematokrit z izoosmotskim pufrom za
eritrocite (A), po 20 minutah.

Slika 41. Mikrografija NMR vzorca 1 mM HgCl,, red¢enega na 0.5 % hematokrit z izoosmotskim pufrom
za eritrocite (A), po 20 minutah.
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Slika 42. Mikrografija NMR vzorca z 1 mM NNP, red¢enega na 0.5 % hematokrit z izoosmotskim pufrom
za eritrocite (A), po 20 minutah.

4.3.2.4 Spremembe oblike cloveSkih eritrocitov zaradi pridruzenih vplivov pri

proucevanju vpliva HgCl, in NNP pri mikroskopiranju

Uporabljen je bil vzorec 0.5 % hematokrita v izoosmotski raztopini NaCl z 0.25 mM
MnCl,, opisan pod 3.1.3.2.3, in vzorec 0.5 % hematokrita v izoosmotski raztopini NaCl,
opisan pod 3.1.3.2.2 (kontrola), ter vzorec 0.5 % hematokrita v izoosmotskem pufru za
eritrocite (A), opisan pod 3.1.3.2.4.

Preglednica 16. Casovno spreminjanje deleza oblikovno spremenjenih eritrocitov in deleza eritrocitnih
duhkov zaradi vpliva sestavin izoosmotskega pufra za eritrocite (A)*.

delez oblikovno e dele'z ot'>11ko'vno. delez eritrocitnih duhkov
T delez eritrocitnih duhkov | spremenjenih eritrocitov e . .
t spremenjenih eritrocitov . MR . redcenih z izoosmotskim
g . v kontroli red¢enih z izoosmotskim .
[min] v kontroli T+ SE %] puffom 7a eritrocite (A) pufrom za eritrocite (A)
x =+ 0 - ° — X * 9
x = SE[%] X + SE [%] x = SE [%]
1 0.22+0.10 3.02+1.20 50.32 +£0.02* 1.02+0.20
10 1.07 £0.07 1.01 £0.86 49.56 £0.11* 1.81+£0.16
20 2.67 +0.03 2.34+£0.44 43.12+£0.07* 2.34+0.44
45 4.08£1.02 2.07+£0.99 52.78 + 0.13* 2.14+0.09
60 3.98+£0.37 1.92+£0.54 52.01 £0.09* 1.42+0.14

* Podana je aritmeti¢na sredina in standardna napaka ocene aritmeti¢ne sredine. Z * so oznaceni rezultati, ki
se statisticno pomembno razlikujejo (p<0.05) od velikosti kontrole v ustreznem c¢asu. Uporabljena je
enosmerna analiza variance, LSD post hoc test. Za vsako meritev je bilo narejenih deset nakljucnih
posnetkov preparata (n=10), povprecno Stevilo eritrocitov na posnetek je 70 + 3.



Soboti¢ B. Vpliv NO in HgCl, na transport vode in obliko humanega eritrocita. 77

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007

Dobljeni podatki kontrole in vzorcev se pri obeh neodvisnih poskusih niso pomembno
razlikovali, zato smo prikazali rezultate ene ponovitve.

Preglednica 17. Casovno spreminjanje deleza oblikovno spremenjenih eritrocitov in deleza eritrocitnih
duhkov zaradi vpliva MnCl,*.

delez oblikovno e delez oblikovno delez eritrocitnih duhkov
T delez eritrocitnih R
t spremenjenih eritrocitov duhkov v kontroli spremenjenih eritrocitov v v vzorcu z 0.25 mM
[min] v kontroli X + SE [%] vzorcu z 0.25 mM MnCl, MnCl,

X £ SE [%] ~ ° X £ SE [%] X £ SE [%]

1 0.22+0.10 1.02+£1.20 4523 +£0.07* 2.86 +£0.03*
10 1.07£0.07 1.01 £0.86 70.45 +0.50* 1.57+£0.07
20 2.67 +£0.03 2.34+0.44 80.45+0.03* 2.45+0.51
45 4.08 +1.02 2.07+£0.99 99.56 +0.61* 3.23 £0.68*

60 3.98+0.37 1.92+£0.54 99.83 +0.01* 2.78 £0.77*

* Podana je aritmeti¢na sredina in standardna napaka ocene aritmeti¢ne sredine. Z * so oznaceni rezultati, ki
se statisticno pomembno razlikujejo (p<0.05) od velikosti kontrole v ustreznem casu. Uporabljena je
enosmerna analiza variance, LSD post hoc test. Za vsako meritev je bilo narejenih deset nakljucnih
posnetkov preparata (n=10), povprecno Stevilo eritrocitov na posnetek je 70 + 3.

Dobljene vrednosti kontrole in vzorcev se pri obeh poskusih niso pomembno razlikovale,
zato smo prikazali rezultate ene ponovitve.

Slika 43.Mikrografija 0.5% hematokrita z 0.25 mM MnCl, po 20 minutah. MnCl, povzroca nastanek
ehinocitov.
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Slika 44. Mikrografija 0.5 % hematokrita v izoosmotski raztopini NaCl takoj po pripravi.

Slika 45.Mikrografija 0.5 % hematokrita v izoosmotski raztopini NaCl po 10 minutah osvetljevanja.
Eritrociti preidejo v ehinocitno/krenirano obliko.
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Slika 47. Mikrografija 0.5 % hematokrita v izoosmotskem pufru za eritrocite (A) takoj po pripravi. Pojavi se
nekaj ehinocitov.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Uporaba pulzne metode NMR protonov vode

Pri tej metodi NMR za paramagnetno oznafevanje vzorcev uporabljamo ione mangana
(Mn?") v 10 mM koncentraciji. Ze ve&krat je bilo pokazano, da je ta koncentracija najbolj
primerna (Lahajnar, 1992), ker ustvari zadostno razliko med znotrajceli¢no in zunajcelicno
protonsko NMR relaksacijo. Celicna membrana seveda ni trajna ovira za ione, zato ta
metoda ni primerna za ugotavljanje u¢inka efektorjev ez daljsi ¢as inkubacije (daljsi kot
~ 3 ure).

Metoda omogoca zasledovanje ¢asovne konstante z.,., difuzije vode iz znotrajceli¢nega v
zunajceli¢ni prostor in razmerja med znotraj- in zunajceliénim volumnom vode V;,/V,,; v
suspenziji eritrocitov v odvisnosti od ¢asa inkubacije celic z danim efektorjem. Parametra
dolo¢imo iz grafa dvoeksponencialne relaksacijske funkcije M(?) transverzalne
magnetizacije protonov vode v vzorcu.

Realni merski napaki v dolo¢evanju parametrov (V;,/Vy: in 7x;) na vzorcih z HgCl, se s
Casom izvajanja meritev povecCujeta. Na zacCetku poskusa imamo namre¢ v suspenziji
eritrocite z vecjim volumnom, zato je amplituda protonskega signala vode iz
znotrajcelicnega prostora vec¢ja. SCasoma, ko se zaradi delovanja ionov zmanjSa celi¢ni
volumen, se zmanjSa tudi amplituda tega signala. ZmanjSevanje razmerja med
amplitudama protonskega signala vode iz znotrajceli€nega in zunajcelicnega prostora je
zato razlog za vecjo nezanesljivost v doloCevanju ., in V;/V,, po daljSem casu
inkubacije. K napaki delno prispeva tudi po¢asno prehajanje ionov Mn”" v znotrajceli¢ni
prostor, vendar je ta ucinek za ¢ase inkubacije eritrocitov z ionskimi efektorji do 120 min
zanemarljiv, kar dokazuje, na primer, konstantnost velikosti 7..., kontrolnega vzorca
(Slika 16).

Majhno tezavo pri izvajanju meritev je povzrocalo tudi spreminjanje temperature v
resonatorju NMR spektrometra. Parameter 7., je namre¢ temperaturno odvisen. Z
viSanjem temperature se krajSa. Temperaturni interval nasih meritev v razlicnih dnevih
poskusov je bil k sre¢i dovolj ozek - med 20 in 22 °C, kar bistveno ne vpliva na
zanesljivost meritev 7., in tudi ni razlog za razlike med posameznimi kontrolnimi
vrednostmi.
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5.1.2 Uporaba mikroskopiranja

Mikroskopiranje nam je bilo v pomo¢€ pri interpretaciji rezultatov meritev NMR protonov
vode. Uporabili smo ga kot neodvisno metodo za merjenje spreminjanja volumna zaradi
vpliva NNP in HgCl,. Hkrati pa smo lahko opazovali oblikovne spremembe in izsledke
kombinirali z rezultati NMR metode.

Pridruzeni vplivi pri mikroskopiranju, kot so svetloba, MnCl, in sestavine pufra za
eritrocite, bi ovirali sledenje vplivu HgCl, in NNP na ¢loveske eritrocite zaradi nastanka
kreniranih oblik eritrocitov in ehinocitov. Zato smo uporabili samo eritrocite,
suspendirane v fizioloski raztopini, in ne red¢enih vzorcev za NMR meritve. Ti vzorci so
zaradi vecje izpostavljenosti svetlobe in razlicne sestave medija (fizioloska raztopina v
primerjavi s pufrom za eritrocite z MnCl,) sicer slabSe primerljivi z vzorci za NMR
meritve, a njihovo vrednotenje drugace ne bi bilo mogoce, saj je ehinocitnim oblikam zelo
tezko dolociti natancen premer. Prav tako je mogoce objektivno oceniti samo
kvantitativno spremembo oblike (Stevilo oblikovno spremenjenih eritrocitov), kvalitatitve
pa ne (stopnja spremembe oblike). Tukaj bi se lahko pridruZeni efekti sestevali z efektom
HgCl, in NNP, tako da bi podcenili njun efekt.

5.1.3 Vpliv Hg"" na ¢loveske eritrocite

Spojina HgCl,, uporabljena kot vir Hg**, ne disociira v celoti, ker ima vez Hg—Cl dokajsen
znacaj kovalentne vezi. V raztopini so poleg nedisociirane spojine HgCl, 8¢ HgCI" in
Hg”". Skozi celi¢no membrano eritrocita vstopa Hg”" v elektronevtralni obliki, bodisi kot
HgCl, ali Hg(OH), (Gutknecht, 1981; Bragadin in sod., 2005). Tako z meritvami vpliva
Hg’" na eritrocite merimo potek kemijske reakcije med Hg”™ in —SH skupinami
zunajceliCnih in znotrajceli¢nih tar¢, ki potekajo hkrati. Posledice teh reakcij se kazejo kot
ucinki na obliko in funkcijo eritrocita. Oblikovne spremembe se kazejo kot brstenje
membrane in nastanek ehinocitov, funkcionalne spremembe pa kot zmanjSevanje
celinega volumna in v majhnem zmanjSanju membranske prepustnosti za vodo.

Metoda pulzne NMR protonov znotrajcelicne vode je pokazala, da se ob inkubaciji
eritrocitov s HgCl, konstanta z,,., difuzijske izmenjave znotrajcelicne vode krajsa in se po
80 minutah ustali. To pomeni, da se je povprecna zivljenjska doba molekule vode znotraj
eritrocita skrajSala. SkrajSanje zivljenjske dobe je lahko posledica zmanjSanega volumna
celice, zmanjianje permeabilnosti za vodo ali prehajanja Mn®" ionov v znotrajceliéni
prostor. Slednje lahko izklju¢imo, saj so kontrolni vzorci konstantni, Mn*" zagne prehajati
skozi membrano po vec kot 3 urah (Lahajnar, 1992).



Soboti¢ B. Vpliv NO in HgCl, na transport vode in obliko humanega eritrocita. 82

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007

Socasno se zmanjSuje tudi razmerje V;,/V,,; med znotrajcelicno in zunajceli¢no vodo, ki pa
ne doseze ustalitve in se manjSa kontinuirano. ZmanjSano razmerje V;/V,, je lahko
posledica zmanjSanega volumna celice ali hemolize. Po nasih ocenah je zmanjSevanje
Vi/Vour kombinacija dveh efektov: (i) kréenja eritrocitov, kar podpira tudi krajSanje 7.y, in
(i1) hemolize. Pri obeh procesih gre za izgubljanje znotrajceli¢ne vode v paramagnetno
dopiran zunajceli¢ni prostor, kar zmanjSuje razmerje V;,/Voy. Iz spreminjanja ., in
Vi/Vour ocenjujemo, da se krcenje ustavi priblizno po 80 minutah od dodatka HgCl,,
hemoliza pa se nadaljuje do konca merjenja.

Spremenjeno razmerje V;,/V,, ima zelo majhen vpliv na izraCun parametra 7., (80 %
zmanjSanje volumna znotrajcelicne vode pomeni podaljSanje izmerjenega 7", za 0.16 ms,
ob manjs$ih spremembah razmerja je razlika Se manjsa). Iz tega sledi logicen sklep na
podlagi enacb (12)-(22), da je skrajSevanje ..., skoraj popolnoma neodvisno od razmerja
Vi/'Vour 1n je lahko samo posledica zmanjSanega znotrajcelicnega volumna, ob
predpostavki, da je membranska prevodnost za vodo (P,) nespremenjena.

Vzporedni poskus preucevanja vpliva Hg2+ na volumen eritrocitov pod mikroskopom je
potrdil zmanjSanje premera eritrocitov, iz ¢esar sklepamo na zmanjsanje volumna. Opazno
pa je majhno zmanjSanje premera v primerjavi s hitrim, znatnim zmanjSanjem razmerja
Vi/Vour, ki ga opazimo pri NMR meritvah. MoZno je, da se eritrociti kr¢ijo najprej s
tanjSanjem eritrocitnega diska, nato pa z manj$anjem premera in nagubanjem povrsine. Ta
poskus je bil podvrzen eksperimentalni napaki zaradi rocnega odcitavanja premerov z
mikrografij, kar zmanjsuje tezo teh izsledkov. Ceprav je dejanska velikost zmanj$anja
premera vprasljiva je trend njegovega zmanjSevanja v ¢asu nesporen.

Iz primerjave velikosti relativne spremembe 7., in V;,/V,, (Priloga 2, sprememba
parametra A) lahko sklepamo na spremembo 0z. konstantnost v difuzijski permeabilnosti
membrane za vodo (P,;) (enacba (27)). ZmanjSevanje 7., lahko v celoti pripiSemo
zmanjSevanju celi€nega volumna le ob pogoju, da P, ostaja nespremenjen. ZmanjSevanje
parametra A (v naSem primeru se razmerje V;,/V,, zmanjSuje v ve€ji meri kot se Teyep,
krajSa) kaze na ekvivalentno zmanjSevanje P,;. Hemoliza zmanjSuje razmerje V;,/Voy in
tako navidezno povecuje zmanjSanje znotrajceli€nega volumna, kar se kaze kot navidezno
zmanjSanje permeabilnosti za vodo (P,). V polovici vzorcev (Priloga 2, vzorca A in D)
lahko opazimo dokaj so¢asno zmanjSevanje obeh parametrov do 80. minute in izraCunan
hipoteti¢ni upad P, na do 80 % kontrolne velikosti po 80 minutah inkubacije. Za tem se
sicer parameter A zmanjSuje dalje, vendar to ni pripisati zmanjSevanju P,;, ampak hemolizi
vzorca. Druga polovica vzorcev kaze znatno vecje zmanjSevanje parametra A ze pred 80.
minuto, kar lahko pripiSemo zgodnejsi hemolizi.
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Organske zivosrebrove spojine dokumentirano blokirajo celotno difuzijsko pot vode skozi
AQP-1 v eritrocitni membrani in s tem zmanj$ajo P; na 50 % izhodiS¢ne vrednosti
(Brahm, 1982; Lahajnar in sod., 2006), kar je razumljivo, saj vemo, da AQP-1 prispeva le
k polovici difuzijske permeabilnosti, drugo polovico pa prispeva lipidni dvosloj (Macey in
Farmer, 1970). Temu ustrezno bi lahko pri¢akovali, da bo tudi HgCl, kazal podobne
uéinke blokade AQP-1 z vezavo Hg®" na Cys189 v oZini pore kanaltka. V literaturi je
pogosto naveden kot ucinkovit blokator AQP-1, vendar njegova aktivnost na cloveskih
eritrocitih Se nikoli ni bila dokazana.

Glede na izsledke NMR meritev, Hg”" blokira majhen del vseh AQP-1, ostalo
zmanjSevanje parametra A pa je najverjetneje posledica hemolize. Hemoliza je posledica
reakcij Hg”" z —SH skupinami v eritrocitu in posrednim nastankom ROS, ki poskodujejo
membrano (Adonaylo in Oteiza, 1999; Ribarov in Benov, 1981; Brondao in sod., 2005;
Silbergeld, 2003; El-Missiry in Abou-Seifb, 2000). Da ima hemoliza pomembno vlogo
nekje po 80 minutah inkubacije kaze tudi zmanjSanje parametra A pod 50 % (na 20 % pri
vzorcu B in C po 120 minutah), kar je prakticno nemogoce razloziti kot zmanjSanje Py.

Pojav hemolize, ki se s Casom povecuje, potrjujejo tudi rezultati Stetja eritrocitnih duhkov
na mikrografijah (Preglednica 13). Ce primerjamo veéanje deleZev eritrocitnih duhkov s
parametrom A, vidimo, da je dejansko zmanjSanje P, verjetno dosti manjSe od 20 %, saj
se ugotovljeni delez eritrocitnih duhkov, ki zmanjSujejo delez znotrajceline vode
(zmanjSanje V;,/V,u:), bliza 15 % pri 60 minutah. Kombinacija izsledkov NMR meritev in
mikroskopije nas privede do zakljucka, da razlika med relativnim zmanjSanjem t.y; in
Vin/Vour 01 nastala zaradi zmanjSanja P, ampak zaradi hemolize. Navidezno povefevanje
razlike sovpada z ve¢anjem hemolize (trend povecevanja deleZev eritrocitnih duhkov), kar
razloZzi minimalno razliko na zacetku (rezultat majhne stopnje hemolize) in njeno vecanje
s Casom. Delez eritrocitnith duhkov je sicer dober pokazatelj prisotnosti hemolize in
njenega trenda, vendar iz njega ne moremo sklepati na dejansko stopnjo hemolize vzorca.

Iz vsega navedenega sklepamo, da do obsezne blokade AQP-1 s Hg”" ni prislo, saj razlika
med spremembo 7., in Vy/V,, ne pomeni skrajSanja P, Da P, ostaja dejansko
nespremenjen je potrdila tudi skupina Lahajnarja in sod. (2006).

Dobljeni rezultati dopuScajo le maloobseZno, minimalno blokado AQP-1 pod vplivom
Hg*", ki se najverjetneje giba v obmo&ju pod 5 %. Tako se izognemo paradoksu vpliva
Hg”", ki naj bi po eni strani povzroé&il popolno blokado AQP-1 (Preston in sod., 1993), a bi
naj po drugi strani z aktivacijo Gardosevega kanalcka povzroc¢il mo¢no kréenje eritrocitov
na racun iztoka vode skozi AQP-1 (Eisele in sod., 2004). Pri tem se je treba zavedati, da je
osmotska permeabilnost za vodo membrane eritrocita nekajkrat ve€ja od difuzijske ravno
na racun prisotnosti AQP-1 (ker je osmoza vode skozi akvaporine desetkrat vecja kot
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skozi lipidni dvosloj (Moura in sod., 1984), medtem ko sta difuzijska in osmotska
permeabilnost za lipidni del membrane enaki (Paganelli in Solomon, 1957; Sidel in
Solomon, 1957). Pri popolni blokadi AQP-1 je torej nemogoce doseci velik iztok vode in
posledi¢no kréenje eritrocita. Le skozi AQP-1 je mozno usmerjeno prehajanje molekul
vode, ki je odgovorno za ve¢jo osmotsko permeabilnost membrane eritrocita za vodo v
primerjavi z difuzijsko, skozi lipidni dvosloj pa se voda v obeh primerih (difuzija in
osmoza) izmenjuje neusmerjeno, kar ne omogoca efektivnega toka vode skozi lipidni
dvosloj.

Hg™" povzrodi skréenje eritrocitov najverjetneje zaradi aktivacije od Ca’" odvisnega
K- kanal¢ka (Géardosevega kanalcka), ¢e predpostavimo, da gre v nasih vzorcih za enak
proces, kot sta ga pred kratkim opisali skupini Langa (Eisele in sod., 2006) in Lahajnarja
(Lahajnar in sod., 2006). Ti so pokazali, da do kréenja eritrocita pride zaradi iztoka K"
skozi Géardosev kanaléek, ki ga aktivira Hg”" neodvisno od Ca®’, Gemur sledi iztok CI
zaradi ohranjanja elektronevtralnosti in posledi¢no izhajanje vode na ratun osmoze.

Gardosev kanal¢ek se mora aktivirati z znotrajcelicne strani in je v fizioloSkih pogojih
neaktiven (Bennekou in Christophersen, 2003). Ker HgCl, dobro prehaja skozi membrano
(Gutknecht, 1981; Bragadin in sod., 2005), je aktivacija Gardosevega kanaltka s Hg*" zelo
verjetna. Visoka afiniteta Hg*" do tiolnih skupin na Gardosevem kanal&ku pa naj bi bila
odgovorna za spremenjeno aktivnost tega kanalcka in s tem povecano prepustnost celicne
membrane za K~ (Jungwirth in sod., 1991).

V eritrocitu pa poleg omenjenega obstajajo $e vrsta drugih moznih mest delovanja Hg*"
(drugi kanalcki, encimi, prenasalci ipd. z razpoloZljivimi —SH skupinami). Zato je zgoraj
navedena razlaga verjeten opis dogajanja, je pa ne moremo jemati kot dokon¢no.

Poleg funkcionalnih sprememb smo opazili tudi oblikovne spremembe eritrocitov, ki se s
asom in koncentracijo Hg®" vegajo. Tako tudi tu opazujemo posledice kemijske reakcije
med Hg*" in njegovimi taréami, ki poteka vzporedno z reakcijo s taréami, ki povzrogijo
funkcionalne spremembe. Tukaj gre poleg —SH skupin najverjetneje Se za negativno
nabite fosfolipide v zunanjem lipidnem sloju membrane.

Pod mikroskopom smo opazili prehod eritrocitov iz diskocitne v ehinocitno obliko, kot
posledico vpliva Hg*". To je v skladu z ugotovitvami Suwalskega in sod. (2000) in Zollaja
(1999), ter kaze na to, da se Hg”" preferen¢no kopi¢i v zunanjem lipidnem dvosloju, kjer
interagira z negativno nabitimi skupinami lipidov in poveca razliko v povrS§ini med
zunanjim in notranjim slojem membrane (AA). Ker ze zelo majhna sprememba AA (0.4 %
(Svetina in sod., 2004)) povzro¢i nastanek ehinocitov, uporabljena koncentracija ImM
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HgCl, za ta efekt zadostuje. Ceprav nekateri avtorji poroajo o pojavu stomatocitov
(Dewaux, 1994), jih mi nismo opazili.

Delez oblikovno spremenjenih eritrocitov se s casom veca. Po desetih minutah je ze pri
50 % in se po 60 minutah povefa skoraj na 100 %. Delez smo dolocili na ravnem
objektnem steklu, ki sicer omogoca naklju¢no razporejanje, razporeditev v monosloj in
poveCan pritisk pa onemogocCa popolno ekspanzijo eritrocitov, tako da ni mozno
razlikovati med skrCenimi/kreniranimi eritrociti in ehinociti. Na objektnem steklu z
vdolbino je omogoceno prosto gibanje, vendar smo opazili grupiranje spremenjenih oblik
na robu vdolbine objektnega stekla, kar bi izkrivilo oceno deleza oblikovnih sprememb pri
naklju¢nem izbiranju polja na vzorcu.

Inkubacija eritrocitov z Hg®" sproZi brstenje eritrocitne membrane. Glavna
karakteristika brstenja membrane je motnja interakcije med membrano in citoskeletom
(Igli¢ in sod., 1998). Kot ze omenjeno, Hg*" reagira z —SH skupinami in povzro¢i nastanek
-S-Hg-S- povezav. Protein spektrin je zelo Stevilen v citoskeletu in ima prosto dostopne
—SH skupine (Speicher in sod., 1983). Mozno je, da Hg2+ povzro€i premreZenje
spektrinskih molekul in s tem skrcenje citoskeleta, tako da se ta ne prilega ve¢ na
membrano. Poleg tega je znano, da se Hg*" veZe na sidrni protein palidin in povzro&i, da
se ta poveze z mrezo spektrinov in fosforilira (Suzuki in Ibekuchi, 1985). ZmanjSane
interakcije med lipidi in citoskeletom ob socasnem poveCanju povrsine zunanjega
lipidnega dvosloja zaradi vrivanja Hg®" privedejo do brstenja membrane eritrocita. Ta
predviden potek se naslanja na razlago pojava brstenja membrane ob inkubaciji eritrocitov
v visokem (Igli€ in sod., 1998) ali nizkem pH (Bobrowska-Hégerstrand in sod., 1998). V
obeh primerih pride do zmanjSanih interakcij membrane s citoskeletom (ta se skrci) in
povecanju povrSine zunanjega sloja membrane.

Obstaja pa Se alternativna razlaga brstenja membrane, ki predvideva sproZitev eriptoze
zaradi delovanja Hg®". Eriptoza je nepovraten proces, ki med drugim vodi v brstenje
membrane in zmanjSanje volumna celice (Lang in sod., 2005). Proti tej razlagi govori
podatek skupine Lahajnarja in sod. (2006), ki so ob dodatku merkaptoetanola 20 %
suspenziji eritrocitov, ki je bila inkubirana z 1 mM HgCl,, opazili ponovno vec€anje
Vi/'Vour in podaljSanje 7.5, vendar ne na zacetni nivo. OCitno je, da so v tem
koncentracijskem razmerju med eritrociti in HgCl, uéinki Hg*" do neke mere reverzibilni.
To pa je v nasprotju z nepovtratnostjo zmanjSevanja volumna v procesu eriptoze. Verjetno
Hg”" sprozi eriptozo pri majhni populaciji eritrocitov (s tem tudi brstenje membrane),
ostalo brstenje membrane pa je posledica motenj v interakciji med citoskeletom in
lipidnim dvoslojem. Vzroka brstenja membrane z danimi rezultati ne moremo z gotovostjo
opisati.
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Pri uporabljeni konéni koncentraciji 0.25 pM HgCl,, v vzorcih za mikroskopiranje, ki
ustreza razmerju med 20 % hematokritom in 1 mM HgCl,, se brstenje membrane pojavi
pri majhni populaciji po daljSem casu inkubacije, zato nima vpliva na zacetne hitre
spremembe 7., in Viy/V, pri NMR meritvah. Bolj izrazito je pri Stirikrat vecji
koncentraciji, kar kaze na koncentracijsko odvisnost.

5.1.4 Vpliv NO na ¢loveske eritrocite

Natrijev nitroprusid (NNP) je donor NO skupine ob interakcijah z —SH skupinami. Na
cloveskih eritrocitih povzro¢i dva predvidoma vzporedna efekta, razli¢no intenzivna in z
razlicno kinetiko. Ob interakciji NNP z eritrocitno membrano (najverjetneje —SH
skupinami membranskih proteinov) povzroci intenzivne;jsi kratkotrajni paramagnetni efekt
in dolgotrajnejSo, manj intenzivno zmanjSanje permeabilnosti eritrocitne membrane za
vodo. Tako z meritvami vpliva NNP na eritrocite merimo posledice kemijske reakcije med
NNP in —SH skupinami zunajceli¢nih in znotrajceli¢nih tar¢, ki potekajo hkrati, kot tudi
sledimo paramagnetnim produktom reakcije. Posledice teh reakcij se kazejo kot ucinki na
funkecijo eritrocita in na paramagnetnost znotrajceli¢nega prostora.

V uporabljenem razponu koncentracij NNP kot donor NO nima vpliva na volumen in
obliko eritrocitov, prav tako ne povzroca hemolize. To je tudi v skladu s pricakovanji na
podlagi objav drugih avtorjev (Bor-Kucukatay in sod., 2003). Konstantnost volumna smo
potrdili z dvema neodvisnima metodama, z NMR in mikroskopijo.

Z metodo pulzne NMR protonov vode ob inkubaciji eritrocitov z NNP vidimo, da
izmerjena Casovna konstanta transverzalnega relaksacijskega ¢asa protonov znotrajcelicne
vode (7";,) v vzorcu z 20 % hematokritom po prehodnem zacetnem skrajSanju zacne
narascati in doseze nivo kontrole do prvih 10 minut inkubacije, nakar ta nivo preseze in se
kasneje asimptoticno priblizuje kontrolnemu nivoju. Razmerje V;,/V,, ostaja vseskozi
konstantno.

Analiza izmerjenega 7", transverzalne relaksacije protonov znotrajcelicne vode sledi iz
enacbe (29), iz katere je razvidno, da na spreminjanje izmerjenega T', , vpliva sprememba
konstante difuzijske izmenjave znotrajceli¢ne vode skozi membrano (z...;) in sprememba
relaksacijskega Casa protonov znotrajceli¢ne vode (75,). Domnevamo, da je opazeno hitro
zacetno skrajSanje izmerjenega 7", posledica nastanka paramagnetnih zvrsti, ki skrajsajo
relaksacijski ¢as protonov znotrajcelicne vode (75,). Paramagnetne zvrsti so produkti
reakcije NNP z —SH skupinami, in/ali produkti v tej reakciji nastalih zvrsti z drugimi
celicnimi elementi. Vsled te reakcije se ustvari paramagnetno okolje, ki skrajsa
relaksacijski ¢as protonov znotrajceli¢ne vode (75,).
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Obenem se pa Casovna konstanta difuzijske izmenjave vode skozi membrano (7ey.x)
podaljsa zaradi steri¢nih ovir difuzije molekul vode skozi lipidni dvosloj in/ali akvaporine,
kot posledica spros¢anja NO iz NNP. Ko zacetni paramagnetni efekt zamre (7>, vzorca =
T>, kontrole), je v nadaljevanju opazeno podaljSanje 7", najverjetneje posledica
podaljSanega 7., (ki bi bilo v zaletku, ¢e je bilo prisotno, zamaskirano z izdatnim
paramagnetnim efektom NO).

Preverili smo, ali NNP v raztopini hipoosmotskega pufra za eritrocite v temi spontano
spros¢a paramagnetne zvrsti. S primerjavo 7> raztopin NNP in kalijevega fericianida
(KFC) razli¢nih koncentracij smo preverili ali koordinacijsko vezano zelezo prispeva k
paramagnetnosti in ¢e prihaja do sprosc¢anja drugih paramagnetnih zvrsti, razen zeleza
(Preglednica 9). KFC je po strukturi enak NNP, le da ima NO ligand zamenjan s CN". Ce
prihaja do sproscanja Zeleza, bi se to pokazalo v krajSanju 7> z viSanjem koncentracije
topljenca. Ce NNP spontano sproi¢a NO, ki je paramagneten radikal (Ignarro, 2002), bi se
to pokazalo v skrajSanju 7> ob viSanju koncentracije NNP, 7, pa bi ostal nespremenjen v
raztopinah s KFC. Ker je bil 7, raztopin NNP in KFC koncentracijsko neodvisen in se
med raztopinama ni razlikoval, sklepamo, da je NNP v raztopini hipoosmotskega pufra
stabilen. Ne prihaja do spontanega spros¢anja NO, zZelezov ion je vezan v stabilnem
kompleksu. To je dokaz, da sam NNP v temi brez interakcije z eritrociti ne povzroca
paramagnetnih efektov.

Da bi ugotovili, ali —=SH skupine sprozijo nastanek paramagnetnih produktov iz NNP, smo
neodvisno primerjali 7, raztopin NNP, N-acetilcisteina in ekvimolarne raztopine NNP in
N-acetilcisteina (Preglednica 10). N-acetilcistein je modelna aminokislina z —SH skupino.
Sluzi nam kot poenostavljen model reakcije NNP z —SH skupinami eritrocita. Analiza
rezultatov pokaze skrajSanje izmerjenega 7> relaksacijskega ¢asa protonov vode v vzorcu
z NNP in N-acetilcisteinom v primerjavi s samo raztopino NNP in samo raztopino
N-acetilcisteina. SkrajSanje 7 razlagamo s spro$¢anjem paramagnetnega NO z NNP ob
interakciji z —SH skupino N-acetilcisteina. Enak proces verjetno poteka med NNP in
eritrociti in tako prihaja do nastanka paramagnetnega NO.

Eritrociti delujejo kot ponor za NO aktivnost in vivo. Z NNP sprosceni NO se preferencno
kopi¢i v membrani (porazdelitveno razmerje je 9:1), kjer poteka tudi ve€ina njegovih
reakcij s kisikom (porazdelitveno razmerje je 3:1). (Liu in sod., 1998; Ye in sod., 2001;
Lancaster, 2000). Stohasticna difuzija NO iz membrane omogoca reakcije s celicnimi
tarCami. NO lahko reagira s hemoglobinom, produkti NO oksidacije (N,O4 in N,O3) pa
nitrozilirajo —SH skupine.

NO izredno hitro reagira s kovinskimi kompleksi, kot je hem v hemoglobinu (Hb)
(Eich in sod., 1996; Liao in sod., 1999, Herold in Rock, 2002; Huang Z. in sod., 2001;
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Huang in sod., 2002). Vecina raziskovalcev se strinja, da sta konstanti vezave NO na
oksiHb in deoksiHb enaki (kip = 3-5 x 10’ M's™), kar pomeni, da je razmerje nastalih
produktov odvisno od oksigenacije Hb (Eich in sod., 1996; Liaro in sod., 1999; Herold in
Rock, 2002; Huang Z. in sod., 2001; Huang in sod., 2002; Yonetani in sod., 1998;
Wajnberg in sod., 1996; Kon, 1968). Ker je v venski krvi priblizno 75 % okigeniranega
hemoglobina (Cumar in Clark, 2005), ¢e je oseba v mirovanju, je glavni produkt reakcije
med NO in Hb nitrit in metHb, ki predstavlja glavno pot zmanjSevanja bioaktivnost NO,
manjsi delez nastalega produkta pa predstavlja Hb-Fe-NO.

Nitroziliranje —SH skupin z N,Os in N,O4 zmanjSuje 5-20-krat hitrejSa kinetika reakcije
med hemoglobinskim hemom in NO, kot pa je med NO in O,, vendar kopicenje NO in O,
v membrani omogoca zadostno koli¢ino oksigeniranih produktov za nitroziliranje
(Vladimirov in sod., 2000; Mdller in sod., 2007; Liu in sod., 1997; Ye in sod., 2001;
Lancaster, 2000). Nastala N,O4 in N,O; sta v vodnem okolju kratkoziva, zato je logi¢no,
da najvecC nitrozotiolov nastane tik ob membrani. Tako je mozno, da reagirajo tudi s prosto
tiolno skupino Cys 189 v ozini pore kanalcka AQP-1, ga s tem delno blokirajo in tako
vplivajo na znizanje vodne permeabilnosti membrane.

Tiolne skupine hemoglobina so najstevilénejSe v eritrocitu in kar za desetkrat presegajo
tiolne skupine glutationa, ki so po Stevilénosti na drugem mestu. Za njimi sledijo ostale
tiolne skupine na kanalckih, prenasalcih in encimih. Tako si lahko ustvarimo predstavo o
razli¢nih tar¢ah oksigeniranih NO oblik in verjetnosti AQP-1 kot tar€e za vezavo. Blizje
kot se nahajajo membrani in v vecji koncentraciji, bolj verjetno je, da bo prislo do
nitroziliranja na doloceni tar¢i. Tako je AQP-1, ¢eprav se nahaja v eritrocitu samo v
200.000 kopijah v primerjavi z 280.000.000 kopijami hemoglobina v posameznem
eritrocitu, s svojo lokacijo v membrani dovolj verjetna tar¢a za N,O4 in N,Os,

NO je paramagnetna molekula, ki skrajSa relaksacijski ¢as protonov znotrajceli¢ne vode,
¢e pride v znotrajcelini prostor. Ker NNP in NO prehajata membrano eritrocitov (Bor-
Kucukatay in sod., 2003; Liu in sod., 1998; Ye in sod., 2001), je zelo verjetna domneva,
da z NNP spros¢eni NO skrajSa 7,, protonov znotrajceliéne vode, kar vidimo kot
skrajSanje 7", ,. TakojSni upad 7", po dodatku NNP razumemo kot sprostitev molekul NO
z NNP ob reakciji z —SH skupinami eritrocita in vstop NO v znotrajceli¢ni prostor.
Upadanje skrajSanja 7", povzroc¢i poraba NO v reakciji s hemoglobinom, ki ima ustrezno
hitro kinetiko, reakcije s kisikom pa so za to prepocasne.

NO pa povzroca tudi drug paramagnetni efekt, ki je dolgotrajnejSi od same Zivljenjske
dobe NO v znotrajcelicnem prostoru eritrocita. Z vezavo NO na diamagnetni
oksihemoglobin nastane nitrit in methemoglobin, ki je paramagneten (Zborowski in sod.,
2003; Eisenstadt in sod., 1981). Fe’" methemoglobina predstavlja relaksacijske centre za
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protone molekul vode in tako skrajsa 7>, (Eisenstadt, 1981). Ker je oksihemoglobin
prevladujoca oblika hemoglobina v nasem vzorcu in je tudi najpogostejsa tar¢a za NO v
eritrocitu, ta efekt ni zanemarljiv in predstavlja vir paramagnetnosti, ki je lahko
dolgotrajne;jsi kot tisti zaradi NO, ki ga zmanjSuje izredno kratka zivljenjska doba tega
paramagnetnega radikala. Methemoglobin pretvarjajo nazaj v oksihemoglobin
methemoglobin reduktaze, ki vzpostavijo prejSnje diamagnetno stanje (Kuma, 1981).
Kinetika porasta 7", , do 10. minute je zato najverjetneje kombinacija rekacije NO radikala
in pretvarjanja methemoglobina nazaj v oksihemoglobin (Lukyanenko in sod., 2004).
Reakcija NO z deoksihemoglobinom, ki da nitrozilhemoglobin na magnetizacijo vzorca ne
vpliva, saj sta oba paramagnetna (Ducrocq in sod., 1996, cit. po Wajnberg in sod., 1996;
Jia in sod., 1996; Duewell in sod., 1996).

NO lahko povzroc¢i tudi diamagnetne efekte z zmanjSanjem koncentracije O, v citoplazmi.
O, je biradikal in zato paramagneten. Reakcije NO z O,, ki dajo diamagnetne produkte
NO oksigenacije, bi naredile vzorec bolj diamagneten. Ta efekt zelo malo verjeten, saj
NO v citoplazmi skoraj takoj reagira s hemoglobinom, diamagnetni produkti reakcije NO
z O; pa na relaksacijo protonov znotrajceli¢ne vode ne vplivajo.

NaSe meritve zacetnega skrajSanja 7’5, so posreden dokaz o spros¢anju NO iz NNP v
sistemu z CloveSkimi eritrociti. Ker je vzorec zaprt v merilni posodici, je vpliv svetlobe
izkljucen in lahko govorimo o svetlobno neodvisnem sprosc¢anju.

Nitrozilacija Cys189 z NO oksidiranimi produkti lahko razloZi rahlo zacasno podaljSanje
T, ob nespremenjenem V;,/V,,;, ki nastopi po priblizno 10 minutah po dodatku NNP. To
pomeni, da je zaradi zaCasne blokade pore AQP-1 z nitrozotiolom pri§lo do podaljSanja
konstante difuzijske izmenjave vode skozi membrano (z..;) oziroma do zmanjSanja
difuzijske vodne permeabilnosti membrane humanega eritrocita (P;). K zmanjSanju
P, lahko prispeva tudi NO, ki se kopi¢i v membrani in ovira difuzijski prehod molekul
vode skozi lipidni dvosloj.

Pri vseh uporabljenih koncentracijah podaljSanje 7",, nikoli ne preseZze 7 % kontrolne
velikosti (Preglednica 8). Povecanje ne kaze korelacije z uporabljeno koncentracijo NNP,
kar je lahko posledica dejstva, da so razlike v efektih med razlicnimi koncentracijami v
obmocju velikosti merske napake. Ob predpostavljeni nezanesljivosti meritev, ocenjenih
iz variabilnosti kontrole, to podaljSanje ni statisticno pomembno. Vsekakor pa obstaja
nesporen trend podaljSanja 7", , oz. zmanjSanja P, vendar je z dano metodo ugotovljena
razlika v primerjavi s kontrolo premajhna, da bi lahko zmanjSanje P, z gotovostjo potrdili.

Podaljsanje 7', , lahko zakriva vzporedni efekt skrajSanja 7, zaradi paramagnetnega NO,
ki se s€asoma sprosc¢a z NNP in hkrati ustvarja paramagnetni methemoglobin.
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Rezultati meritev 20 % hematokrita kazejo Se en zanimiv efekt, to je daljSanje izmerjenega
T';, nad kontrolno vrednost, ko vzorec ne stresamo in skrajSanje izmerjenega 7", po
stresanju (Priloga 3 in 4). Ta efekt je dosti bolj izrazit pri vzorcih z NNP kot pa z HgCl,
(rezultati niso prikazani). Ker je 40 % hematokrit, ki mu dodamo raztopino NNP, viskozna
snov, ne dosezemo dobrega premesanja, to pa dodatno preprecuje tudi povrsina teflonske
posode, ki je hidrofobna. Tako najverjetneje ob stresanju vzorca omogocimo reakcijo med
NNP in eritrociti, ki poprej Se niso bili v stiku, sledi spros¢anje NO in nastajanje
methemoglobina, kar vidimo kot skrajSanje 77,, po stresanju zaradi skrajSanja 75,
znotrajcelicne vode. To nam pokaze, da zelo tezko ocenimo dejansko koli¢ino NO, ki se
sprosti z NNP, oz. koli¢ino NNP, ki pride v stik z eritrociti.

Ker efekta stresanja ne moremo dobro lociti od efekta posedanja eritrocitov, smo se
odlocili za vsakokratno pretresanje vzorcev. Tako lahko stresanje vzorca, ki skrajSuje 75,
zakrije efekt nitrozilacije Cys189, ki podaljSuje 7", zaradi podaljSanja 7., s ¢imer se
skladajo izsledki Lahajnarja in sod. (2006), ki so z 0.25 mM NNP v 20 % hematokritu
dosegli 12 % podaljSanje 7", ob tem, da vzorcev niso stresali.

Tako ni bilo mozno natan¢no izracunati realnega podaljSanja 7., saj nismo mogli
zanesljivo kvantificirati skrajSanje 7>, zaradi paramagnetizma NO in tudi ne oceniti
realnega zmanjSanja Py, ki je verjetno najvecji v zaCetku meritve in se s casom zmanjsuje.
Na zacetku meritve je koncentracija paramagnetnega NO in methemoglobina najvecja,
zato nam ta efekt, Ce je res prisoten, to zakriva.

5.2 SKLEPI

Na podlagi rezultatov meritev z metodo pulzne NMR protonov vode smo prisli do
naslednjih sklepov in ugotovitev:

e Inkubacija Gloveskih eritrocitov s Hg*" povzro¢i skrajianje Casovne konstante e
izmenjave znotrajcelicne vode in zmanjSanje volumskega razmerja V/Vu
znotrajcelicne in zunajcelicne vode inkubiranega vzorca eritrocitov, kar kaZze na
krcenje eritrocitov. Ta ugotovitev je bila potrjena z neodvisno metodo.

Kréenje eritrocitov je lahko, glede na obstojete dokaze, posledica aktivacije od Ca®"
odvisnega K'-kanal¢ka (Gardosevega kanaltka), ki povzroéi iztok K™ iz celice in
posledi¢no osmotsko izgubo celicne vode (Eisele in sod., 2006; Lahajnar in sod., 2006).
Pri tem moramo upostevati raznovrstnost tar¢ (prostih -SH skupin, ki so v celici na voljo),
ki se nahajajo na razli¢nih kanalckih, transporterjih, encimih itd. Gardosev kanalcek je
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v . v . + . .
mozna, a ne edina taréa delovanja Hg®". Iz dobljenih rezultatov ne moremo z docela
zanesljivo opisati vzroka krcenja eritrocitov.

e Hg’" verjetno sproZa eriptozo. Nasi rezultati kaZejo, da je v primeru Hg*™ pojav
eriptoze v razpoloZljivem &asu 120 min moZen. Verjetno se aktivirajo od Ca*" odvisni
K *-kanal¢ki, ki dokazano sodelujejo v procesu eriptoze, ki jih Hg*" aktivira neodvisno
od Ca”". To podpira tudi opaZeni pojav brstenja membrane. Nejasno pa je ali je vzrok
tega pojava v eriptozi ali v disorganizaciji citoskeleta. Pojava eriptoze z obstojecimi
rezultati ne moremo potrditi. Proti eriptozi govorijo tudi izsledki Lahajnarja in sod.
(2006), ki kazejo na ponovno podaljSanje 7., in zveCanje V;,/V,, ob dodatku
merkaptoetanola eritrocitom, ki so bili inkubirani z HgCl,.

e Mozna je tudi minimalna blokada AQP-1 s Hg*" in s tem zmanj3anje P, na kar lahko
sklepamo iz neenakih relativnih sprememb 7., in V;,,/V,,;. Zaradi prisotne hemolize in
velikosti merskih napak ni mozno oceniti ali se relativni spremembi Zewe i Vip/Vour
resni¢no razlikujeta. Sklepamo, da P, ostaja konstanten.

2+ N . . . . .. . e

e Hg" povzroca nastanek ehinocitov. Mozne so tudi krenacijske oblike zaradi krcenja

eritrocita, ki so podobne ehinocitom, a imajo zmanj$an volumen. Po 60 minutah
inkubacije so oblikovno spremenjeni skoraj vsi eritrociti.

e Brstenje membrane je najverjetneje rezultat dveh vzporedno potekajoc¢ih procesov:
(1) eriptoze in (ii) premrezenja citoskeleta ter hkratnega povecanja razlike med
.- . . . . . . . 2+
povrsino zunanjega in notranjega sloja membrane eritrocita (AA) zaradi Hg”™".

e NO ne vpliva na volumen in obliko humanih eritrocitov.

e SproScanje NO z NNP je vidno razvidno iz izmerjenega skrajSanja 7", protonov
znotrajcelicne vode takoj po dodatku NNP, zaradi njegovih paramagnetnih u¢inkov v
vzorcih z 20 % hematokritom, kar skrajSa relaksacijski €as protonov 75, znotrajceli¢ne
vode.

e Blokade AQP-1 in/ali lipidne poti difuzijskega prehoda vode skozi membrano zaradi
vpliva NO ne moremo povsem zanesljivo potrditi, ker je podaljSanje izmerjenega 7",
in s tem izracunanega .., v vzorcih z 20 % hematokritom premajhno.



Soboti¢ B. Vpliv NO in HgCl, na transport vode in obliko humanega eritrocita. 92

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007

Raziskavo vpliva NO in HgCl, na sveze Cloveske eritrocite z metodo pulzne NMR
protonov vode bi se dalo izboljsali v naslednjih pogledih:

z izvedbo celotnega poskusa v enem dnevu (inkubacije z obema efektorjema, v vseh
preucevanih koncentracijah) na eritrocitih ene same osebe; merjenje teh vzorcev ob
enakih Casih za doloditev statisticnih parametrov za boljsi opis vzorcev;

e 7z uporabo racunalniSkega programa za merjenje povrsine eritrocitov na mikrografijah.
S tem bi dobili bolj zanesljive podatke o spreminjanju volumna, ki je neposredno
povezan s povrsino eritrocita na mikrografiji.

e zuporabo K'-elektrode za spremljanje iztoka K v zunajceliéno raztopino (neposredno
spremljanje aktivnosti Gardosevih kanalckov);

e Zuporabo inhibitorjev Gardosevega kanalcka (npr. klotrimazol);

e izboljSanjem eksperimentalne metode, ki bi omogocilo takoj$njo merjene vzorcev z
NNP po pripravi za dolocitev resni¢nega skrajSanja izmerjenega 775 4;

e merjenje magnete subcetibilnosti eritrocitov, inkubiranih z NNP.
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6 POVZETEK

Eritrocit je zelo uporaben sistem za preucevanje celicnega vodnega transporta. Ta vrsta
celice je podrobno preucena in zato tudi uporabna kot modelni sistem v razli¢nih Studijah.
Poleg tega so po vstopu toksi¢nih snovi, kot je Hg”" v kri, eritrociti med njihovimi prvimi
tarcami. NO pa je nesporno eden izmed najvaznejSih vazoaktivnih snovi, katerega
aktivnost se modulira tudi z eritrociti.

Poskus smo zastavili tako, da je bila venska kri odvzeta ve¢ zdravim moSkim
prostovoljcem (Zavod za transfuzijsko medicino, Ljubljana). Po izolaciji eritrocitov smo
20 % hematokrit izpostavili 120-minutnemu delovanju HgCl, ali NNP razli¢nih
koncentracij. Za S$tudij sprememb transporta vode skozi membrane eritrocitov kot
posledice inkubacije s HgCl, ali NNP smo uporabili pulzno metodo jedrske magnetne
resonance (NMR) merjenja protonske transverzalne magnetizacije znotrajceli¢ne vode, ki
se izmenjuje z vodo zunajceli¢ne raztopine. Pri tej NMR metodi paramagnetno ozna¢imo
zunajceliéno raztopino z ioni mangana (Mn”") v 10 mM koncentraciji, ki ustvari zadostno
razliko med protonsko NMR relaksacijo znotrajceli¢ne in zunajcelicne vode (Lahajnar,
1992). Neodvisno smo izmerili 7> transverzalne relaksacije protonov znotrajcelicne vode v
eritrocitih na diamagnetnem vzorcu s 100 % hematokritom. Meritve smo opravili tudi na
diamagnetnih in paramagnetnih vzorcih razli¢nih raztopin. Izmerili smo 7, relaksacijski
Cas protonov vode v raztopinah MnCl,  NNP, KFC in N-acetilcisteina. Z slednjimi
razlozimo skrajSanje 7, znotrajcelicne vode v eritrocitih zaradi paramagnetnih efektov
NO.

Izbrana NMR metoda omogoca zasledovanje ¢asovne konstante 7., difuzijske izmenjave
vode med znotrajceliénim in zunajceliénim prostorom ter razmerja V;,/V,, med
znotrajceli¢nim in zunajcelicnim volumnom vode eritrocitnega vzorca v odvisnosti od
Casa inkubacije eritrocitov z danim efektorjem. Oba parametra dolo¢imo iz grafa
dvoeksponencialne relaksacijske funkcije M(t) transverzalne magnetizacije protonov vode
vV paramagnetno oznacenem vzorcu. ZmanjSevanje razmerja med amplitudama
protonskega signala vode iz znotrajceli€nega in zunajceli¢nega prostora povecuje mersko
napako v dolo¢evanju .. in V;,/Vey po daljSem casu inkubacije s HgCl,.

Inkubacija humanih eritrocitov z Hg”" povzro&i skrajsevanje Gasovne konstante 7e. in
zmanjSevanje volumskega razmerja V;,/V,, inkubiranega vzorca eritrocitov, kar kaze na
kréenje eritrocitov. Kr€enje eritrocitov je glede na obstoje¢e dokaze iz literature posledica
aktivacije od Ca®" odvisnega K -kanal¢ka (Gardosevega kanaltka), ki poveéa iztok K iz
celice in posledi¢no osmotsko izgubo celi¢ne vode (Eisele in sod., 2006).



Soboti¢ B. Vpliv NO in HgCl, na transport vode in obliko humanega eritrocita. 94

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007

Hg”" naj bi sprozil apoptozo eritrocitov (eriptozo) (Lang in sod., 2003a,b, 2005). Nasi
rezultati kazejo, da je pojav eriptoze v razpolozljivem casu 120 min mozen, ker verjetno
pride do moéne aktivacije K'-kanal&kov, ki dokazano sodelujejo v procesu eriptoze, prav
tako vidimo tudi brstenje membrane. Temu nasprotujejo rezultati Lahajnarja in sod.
(2006), ki so pokazali, da so vplivi Hg”" v teh koncentracijah delno reverzibilni. Ce je
apoptoza prisotna, prizadene samo majhen del eritrocitov.

Inkubacija Cloveskih eritrocitov z NNP, ki je donor NO, povzro¢i ob konstantnem
volumskem razmerju V;,/V,, majhno podaljSanje izmerjene casovne konstante 77,
transverzalne relaksacije protonov znotrajcelicne vode, iz Cesar sklepamo na zmanjSanje
P, zaradi nitroziliranja tiolne skupine v ozini pore AQP-1 in/ali zaradi oviranja
difuzijskega prehoda vode skozi lipidni dvosloj zaradi nakopic¢enega NO. Podaljsanje 7",
ni statisticno pomembno, ker je meja natancnosti dane metode v obmocju efekta, kaze pa
stalno tendenco pri vseh uporabljenih koncentracijah v vseh vzorcih.

Spros$¢anje paramagnetnega NO iz NNP ob interakciji z eritrociti lahko spremljamo kot
takoj$nje skrajSanje 7",, po dodatku NNP zaradi dejanskega skrajSanja znotrajceli¢nega
relaksacijskega c¢asa protonov vode (7,) bodisi zaradi paramagnetnega ucinka
spros¢enega NO ali zaradi nastajanja paramagnetnega hemoglobina (Eisenstadt in sod.,
1981) iz diamagnetnega oksihemoglobina (Zborowski in sod., 2003). V obeh primerih se
skrajsa relaksacijski ¢as 7,, protonov znotrajceli¢ne vode in s tem tudi 7",,. Tako lahko
potrdimo svetlobno neodvisno sproscanje NO z NNP v sistemu z eritrociti.

Paramagnetne efekte produktov NNP smo dodatno preverili na raztopinah NNP, KFC,
N-acetilcisteina in na raztopini NNP z dodanim ekvimolarnim N-acetilcisteinom.
Pokazali smo, da pride do sproSc¢anja NO z NNP ob prisotnosti tiolnih skupin in da je
zelezo v NNP v stabilnem kompleksu ter ne povzroca paramagnetnih efektov.

NNP kot donor NO v reakciji z —SH skupinami ne povzro¢a volumskih ali oblikovnih
sprememb eritrocitov v obmoc¢ju uporabljenih koncentracij.

Rezultati diplomskega dela dajejo zanimive izsledke, ki so v skladu z najnovejSimi
spoznanji o od Ca’" neodvisni aktivaciji Géardosevega kanaltka s Hg”", kot tudi
eksperimentalni dokaz svetlobno neodvisnega sproScanja NO z NNP v sistemu z eritrociti.
Kljub temu ostaja dovolj odprtih vprasanj za nadaljnje raziskave v smeri Studija vodnega
transporta in sprememb oblike humanih eritrocitov.
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PRILOGA

PRILOGA 1: Teoreti¢ne osnove NMR

(povzeto po Farrar in Becker, 1971; Gadian, 1982; Lahajnar, 1990; 1992)

1 Kvantno mehanski opis jedrskih spinov

Temelj jedrske magnetne resonance (NMR) so magnetne interakcije jedrskih spinov. Po
nacelih kvantne mehanike zavzame spinska vrtilna koli¢ina p, le diskretne merljive
vrednosti, ki so doloCene s spinskim kvantnim Stevilom I:

N

p=1Ih. .. (1)

Velikost spinske vrtilne koli¢ine je podana z izrazom:

p=h{I(I+1)}. - (2)

kjerje i = h/2 x, pri &emer je h Planckova konstanta (h = 6.6 - 10 >* Js).

Jedrsko spinsko kvantno Stevilo /, imenovano tudi spin jedra, je:

e celosteviléno (=1, 2, 3,...), ¢e gre za jedra s sodim masnim in lihim vrstnim Stevilom
(H, '"N,...),

e ni¢ (I = 0), e gre za jedra s sodim masnim in sodim vrstnim $tevilom ('*C, '°O,
“Ca,....), ali

e lihi mnogokratnik ¥4 (I =1/2, 3/2, 5/2,...), &e gre za jedra z lihim masnim $tevilom ('H,
Bc,?p,.).

Spinska vrtilna koli¢ina p je vektorske narave ter je doloGena z velikostjo in s smerjo.
Njene merljive vrednosti so kvantizirane s kvantnim S$tevilom m, kar pomeni, da je
projekcija spinske vrtilne koli¢ine v smeri osi z dolocena z izrazom:

p.=mh. ..(3)
Pri tem m lahko zavzame 2/ + I diskretnih vrednosti:
m=11~1,..(~1+1),~ I - (4)

Zaradi jedrskega naboja imajo jedra z od ni¢ razli¢no spinsko vrtilno koli¢ino tudi jedrski
magnetni moment /i, ki ima isto smer kot spinska vrtilna koli¢ina, njegova velikost pa je
podana z izrazom:
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L=y p, .. (5)

kjer je y giromagnetno razmerje, ki je znacilna konstanta za dano vrsto magnetnega jedra.

Za NMR spektroskopijo v biologiji in biokemiji so najbolj zanimiva jedra s spinom / = '>
(lH ,°C, 31P,...), od katerih ima jedro vodika 'H najvedje giromagnetno razmerje.
Praviloma dajejo jedra s spinom / = ' (zaradi odsotnosti kvadrupolnega momenta) ozke
resonancne Crte in s tem omogocajo NMR spektroskopijo visoke loCljivosti.

2 Interakcija jedrskih spinov s statiénim magnetnim poljem

Ce vzpostavimo statitno magnetno polje Hy vzdolz osi z, zaradi interakcije med tem
poljem in jedrskim magnetnim momentom jedro pridobi energijo E, katere velikost je
podana z izrazom:

E = —fiHy = —u,Hy, .. (6)

pri ¢emer je . komponenta jedrskega magnetnega momenta v smeri osi z zunanjega
magnetnega polja.

Za zunanje magnetno polje Hy, usmerjeno vzdolZ smeri osi z, jedrskim spinskim stanjem z
magnetnim kvantnim Stevilom m ustrezajo naslednji energijski nivoji:

E, =—yhH,m, =—yhH,I, (7

kjer je I. dovoljena diskretna komponenta m; v smeri osi zunanjega magnetnega polja 170.
Ker m; lahko zavzame le diskretne vrednosti izmed 7, I-1, ...-1, se jedrska energijska stanja
cepijo v 2/ + I nivojev z medsebojnim energijskim razmakom:

M:“Tmzy.hﬂo. .. (8)

Iz zveze (4) sledi, da sta za jedra s spinom / = /% (na primer jedro vodika) mozni dve
projekciji m; (+ 2 in — '2) vzdolZz in v nasprotni smeri zunanjega magnetnega polja 170.
Opisyjeta ju spinski stanji |a> in | ﬂ> s paralelno (m, =+'%) in ant1paralelno (m, =="%)
orientacijo spina glede na smer HO V odsotnosti zunanjega polja HO sta stanji |a> in | ,B>
energijsko degenerirani. V prisotnosti zunanjega magnetnega polja H, pa v soglasju z
enacbo (7) pride do razcepa teh magnetnih energijskih stanj jedrskih spinov, z energijama
E,=-y-h-H,-(+1/2) za paralelno in E,=—y-h-H, -(=1/2) za antiparalelno
orientacijo spina.
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To je graficno prikazano na Sliki 1: nizji energijski nivo (m, =+ ) ustreza paralelni
orientaciji magnetnega momenta (v smeri Hj), vi§ji energijski nivo (m, =—"%2) pa
antiparalelni orientaciji (v nasprotni smeri Hy).

2

1

1

1

! ( ) 1
: //' |ﬁ>’m1:__
1 ,

. ,

1

AE=h-v,=y-h-H,

1
N
1 N

= . N 1
: |0{>,m1:+—
. 2
1
1
1

Hy=0 Hy #0

Slika 48. A: Magnetna energijska nivoja jeder s spinskim kvantnim Stevilom 7/ = % B: Mozne orientacije

jedrskega spina 2 v polju ﬁo. Projekcije / vzdolz smeri ﬁo so dolo¢ene s kvantnim Stevilom m;
(Gadian, 1982).

V odsotnosti zunanjega magnetnega polja ﬁo je enako Stevilo protonov (oz. jeder s spinom
i = /) v stanjih |a> in |ﬂ> s paralelno oz. antiparalelno orientacijo spina. V prisotnosti
H, pa imamo presezek Stevila jeder na spodnjem energijskem nivoju, kar je doloCeno z
Boltzmannovo porazdelitvijo:

Ng
N, <1 .. (9)
Vizrazu (9) N, inN, predstavljata Stevilo jeder v stanjih |a> 0Z. | ﬂ> Relativni presezek
(Na -N ﬂ)/ N, protonov v niZjem energijskem stanju je v NMR spektroskopiji izredno
majhen (~107). Vendar je prav ta presezek v zasedbi energijskih stanj protonov s
paralelno spinsko orientacijo vzrok kon¢ne (makroskopske) magnetizacije vzorca vzdolZ
smeri ﬁo v stanju termi¢nega ravnovesja spinov.

Do vzbujanja (prehoda) viska jedrskih spinov iz spodnjega na zgornji energijski nivo pride
ob obsevanju vzorca z radiofrekvenénim (rf) elektromagnetnim poljem primerne frekvence
(vf = Vo). Pod pogojem, da je energija kvantov radiofrekvencnega valovanja hv,
obsevalnega elektromagnetnega polja enaka energijski razliki AE spinskih nivojev (Slika
12A), pride do resonan¢ne absorpcije energije vzbujevalnega rf magnetnega valovanja.
Resonanc¢na frekvenca je podana z Bohrovim izrazom:
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=20 .. (10)

oziroma
w,=yH,, . (11)

kjer je @, Larmorjeva precesijska ali kroZzna frekvenca (@, =27v,).

Pri tem mora biti vektor vzbujevalnega radiofrekvenénega magnetnega polja pravokoten na
zunanje stati¢no magnetno polje ﬁo. Iz izraza (9) je razvidno, da bo v ravnovesju razlika v
zasedbi obeh energijskih stanj tem vecja, ¢im vecji je razmak pripadajoCih nivojev.
Posledica bo vecja absorpcija energije in povecana obcutljivost NMR, kar dosezemo z
uporabo mocnejSega polja ﬁo (enacba (10)). Resonan¢nemu pogoju (10) zadostimo na dva
nacina:

e s spreminjanjem jakosti magnetnega polja H) pri konstantni frekvenci v, , ali

e s spreminjanjem frekvence v, vzbujevalnega rf polja pri konstantnem polju H,.

V praksi se uporablja drugi nacin, ker dosti lazje in natan¢neje uravnavamo frekvenco kot
pa jakost magnetnega polja.

NMR resonan¢ne frekvence vzbujevalnega nihajoCega magnetnega polja lezijo v
radiofrekvencnem (rf) obmocju (od nekaj 10 MHz do nekaj 100 MHz, odvisno od vrste
jeder in velikosti Hy). Absorpcijo energije rf polja zaznamo kot spremembo elektri¢ne
napetosti v vzbujevalni rf tuljavici. Ojac¢ana napetost nam predstavlja NMR signal.

3 Relaksacijski procesi

Delovanje resonan¢nega vzbujevalnega rf polja porusi termi¢no ravnotezno porazdelitev
jedrskih spinov. Po izkljucitvi vzbujevalnega elektromagnetnega sevanja sledi proces
vracanja (relaksacije) spinskega sistema v prvotno termi¢no ravnovesje z okolico (s
kristalno mrezo ali toplotnim rezervoarjem molekulskih giban;j - ali na kratko - z »mreZo«).
Vracanje komponente z neravnovesne magnetizacije M(#) proti termi¢no ravnovesni
vrednosti Mj je dinamiéni proces prvega reda. Casovni potek je torej eksponencialen s
casovno konstanto 77:

M, (t)=M, (1—e-f/T1) .. (12)

Proces imenujemo spin-mrezna relaksacija (to pomeni, da se vzbujeni spini vracajo v
prvotno stanje z oddajanjem energije mrezi) in pripadajoCa konstanta 7, se zato imenuje
spin-mrezni ali longitudinalni relaksacijski Cas; to je cas, ki oznaCuje povprecno
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zivljenjsko dobo jeder v vzbujenem energijskem stanju. Proces relaksacije vkljucuje
izmenjavo magnetne energije med jedrskimi spini in njithovimi magnetnimi komponentami
(lokalnimi magnetnimi polji) kristalne mreze.

Zivljenjsko dobo vzbujenih spinov omejuje, poleg ¢asovne konstante 7, $e ¢asovna
konstanta 7, druge vrste relaksacijskega procesa, t.i. spin-spinska ali transverzalna
relaksacija. To je proces vracCanja transverzalne (xy) komponente magnetizacije proti
ravnotezni vrednosti 0. V procesu gre za vzajemno zamenjavo magnetnih energijskih stanj
med sosednjimi jedrskimi spini (flip-flop), brez izmenjave energije z »mrezo«. Zato v
nasprotju s spin-mrezno relaksacijo spin-spinska relaksacija ne spremeni zasedbe
magnetnih energijskih nivojev, je pa vzrok konc¢ne zivljenjske dobe vzbujenih jeder,
dolocene s ¢asovno konstanto 7, ki je praviloma krajSa od 7;. Kon¢na zivljenjska doba
jeder na danem energijskem nivoju pa je v soglasju s Heisenbergovim nacelom
nedolo¢ljivosti vzrok kon¢ni Sirini NMR resonanénih ¢rt. Po tem nacelu je namrec
istoCasna dolocitev energije (E) danega nivoja in njegove zivljenjske dobe (f) omejena z
natancnostjo, ki jo doloca pogoj AE-A¢2>h. Minimalna Sirina (Av,,) NMR resonancne
¢rte je torej omejena z maksimalno Zivljenjsko dobo (77) jedrskega spina na danem nivoju:
h-Av,,-T 2 h.Od tod:

1
Av,, >—, .. (13)
12 T1
kjer je Av,, Sirina resonancne Crte pri polovi¢ni visini signala.
Sirina resonanénih ¢rt pa je, kot ze omenjeno, obi¢ajno vedja zaradi praviloma hitrejse
(T, < T)) spin-spinske relaksacije, in tako velja:
1
AV, ~— . - (14)
1/2 T2
Pri natancnej$i obravnavi obifajno 7, povezujemo s Sirino Lorentzove absorpcijske
krivulje, pogoste oblike NMR signala (resonancne ¢rte) molekul v raztopini. Tedaj velja:

1
Av,, =——. .. (15
P T (s)
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FREKVENCA

Slika 2. Lorentzova oblika NMR absorpcijske krivulje (Gadian, 1982).

Kadar zunanje magnetno polje ni homogeno, Cutijo jedra v razli¢nih delih vzorca razli¢ne
velikosti polja in imajo zato resonan¢no absorpcijo izpolnjeno pri rahlo razlicnih
frekvencah. To dodatno prispeva k razsiritvi ¢rt. Prispevek k Sirini NMR crte zaradi
nehomogenosti polja AH,, je:

V'AHO.

Av,, (nehom) = .. (16)

Izmerjena Sirina Av,, (opaz) NMR &rte nam v soglasju z enacbo (15) definira transverzalni

relaksacijski Cas 7, :

1
Avy(opaz) =——

; (17
T (17)

ki vkljucuje prispevka naravne Sirine NMR c¢rte in nehomogenosti magnetnega polja:

L_1, 7AH, .. (18)
T, 2

2 2

Ker T, ne more biti nikoli daljsi od 77, velja:
I; <T, <T. .. (19)

V trdnih snoveh je T; >> T,, v teko€inah pa je T = T,. Dobro lo¢ljive, ozke NMR ¢&rte
dobimo v primeru, ko so molekule v vzorcu gibljivejse. Ce je namre¢ molekularno gibanje
pocasno, mocnejSe (manj izpovprecene) dipolne interakcije med spini znatno razsirijo
NMR c¢rte. Oblika in Sirina NMR signala pa je poleg spin-mrezne in spin-spinske
relaksacije odvisna tudi od Stevila jeder z enakim kemijskim okoljem, od kemijske
izmenjave med kemijsko (magnetno) neekvivalentnimi mesti in od nehomogenosti
magnetnega polja.
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4 Gibanje jedrske makroskopske magnetizacije v magnetnem polju

Gibanje jedrske makroskopske magnetizacije v zunanjem magnetnem polju najlazje
opiSemo z Blochovimi fenomenoloskimi gibalnimi enacbami. Izhodisce je klasi¢na gibalna
enacba magnetnega momenta i v magnetnem polju H, ki je poljubno usmerjeno:

Z—f —ixH. .. (20)

Enacba nam pove, da je sunek spinske vrtilne koli¢ine jedra (dp/dt) enak navoru

magnetnega polja H na magnetni moment jedra ji. Ob upoStevanju zveze U =y -p iz
izraza (21) sledi:

r _ 40 _ g |
il e UXH. .. (21)

Opazovana makroskopska magnetizacija M je vektorska vsota vseh jedrskih magnetnih
momentov il v vzorcu, zato s seStevanjem po vseh p iz enacbe (21) sledi:

Sy MxH . (22)

Magnetno polje H je vsota staticnega polja ﬁo v smeri osi z in magnetnega vektorja 171 rf
polja, rotirajoéega s krozno frekvenco @ v ravnini xy. Komponente H so:

H_ =H, -coswt
H, =-H, sinot .. (23)
H, =H,

Kon¢no obliko Blochovih enab dobimo, ¢e vektorsko enacbo (20) zapiSemo v
komponentni obliki, upoStevajo¢ izraze (23), in tako dobljene enacbe za gibanje
posameznih komponent dopolnimo Se z njihovimi ¢asovnimi spremembami magnetizacije
zaradi relaksacijskih procesov. Kot vemo, komponenti magnetizacije M, in M, relaksirata
proti ravnovesni vrednosti 0 s Casovno konstanto 7>, komponenta M. pa proti ravnovesni
vrednosti M, s ¢asovno konstanto 77.
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Tako sledi:
dM . x
. =7/(MyHo+MzH1 sma)t)— T
dM M
y =;/(MZH1 cosa)t—MxHo)——ya

dt “ T,

am, . (M.-M,)

» __;/(MXH1 sinwt+M H, cosa)t)—T- .. (24)

5 Rotirajoc¢i koordinatni sistem

Opis gibanja magnetizacije lahko poenostavimo, ¢e ga obravnavamo v rotirajo¢em
koordinatnem sistemu, ki rotira s frekvenco @ okoli osi z I ﬁov istem smislu kot
precesirajo jedrski magnetni momenti. Izkaze se, da se v takem sistemu gibalna enacba
(22) transformira v naslednjo obliko:

Y-M X H,r. .. (25
[ ot ef f (25)

—

Tu pomeni H,rf = H +% efektivno magnetno polje, pri ¢emer predstavlja élen%

navidezno (fiktivno) magnetno polje zaradi rotacije.

6 Magnetizacija v rotirajotem koordinatnem sistemu

V primeru, ko je prisotno samo magnetno polje ﬁo, usmerjeno vzdolz osi z, je H= ﬁo Y

koordinatnem sistemu, ki rotira okoli osi z s krozno frekvenco w = —y - Hy, velja:
H. —H+%=f ]
Hepp = H+2 = Hy = [52] =0 .. (26)

Negativni predznak pomeni, da gre pri y > 0 za rotacijo v smeri urinih kazalcev. Iz enacbe
(25) sledi, da se makroskopska magnetizacija v takem sistemu s ¢asom ne spreminja. To
tudi pomeni, da v laboratorljskem (statlcnem) sistemu tedaj magnetizacija precesira s
krozno frekvenco w = —y - HO okoli osi z IIHO, ki jo imenujemo Larmorjeva frekvenca,
sam pojav pa Larmorjeva precesija.

Vklju¢imo poleg ﬁo sedaj Se radiofrekvencno magnetno polje ﬁl, ki rotira s frekvenco @ v
ravnini x'y’ pravokotno na H,. V rotirajo¢em koordinatnem sistemu (pri frekvenci o) je

efektivno polje sedaj:
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Heff ES I?I\o + % + 1?1\1. (27)

V resonanci ( @ = @, ) je fiktivno polje (%) ravno nasprotno enako . Preostane le polje 171 \%

ravnini x'y", ki interagira z magnetizacijo M. Ker ﬁl rotira s frekvenco rotirajocega
sistema, lahko poljubno izberemo smer 171 vzdolZz osi x' rotirajoCega sistema. V tem
primeru nam enacba (26) pove, da M precesira okrog osi x’ (to je okrog ﬁl). V Casu 1, se
M zasude okrog osi x' za kot &:

& = y-H;t, (vradianih) ...(28)

To je osnovna enacba v zvezi z obravnavo pulznih NMR metod.

7 Radiofrekven¢ni pulz in signal proste precesije

Pulz vzbujevalnega rf polja mora zadosc¢ati naslednjim pogojem:

e dovolj velika intenziteta sevanja za vzbujanje vseh absorbirajocih jeder,

e trajanje pulza mora biti zelo kratko, mnogo krajSe od 7, in 7, tako, da se izognemo
poteku relaksacijskih procesov v ¢asu trajanja rf pulza.

Ce vkljugimo rf polje ﬁl resonanéne frekvence @, vzdolz osi x' rotirajoéega polja v pulzu
trajanja 7 ,, se magnetizacija M zasuée iz zadetne smeri z (vzporedne s 170) v smer )’
rotirajoega sistema (torej za kot 7/2). Govorimo o t.i. 7f pulzu 7/2. Po izklju¢itvi polja
ﬁl detektiramo signal inducirane elektricne napetosti v cilindri¢ni tuljavici z osjo vzdolz
osi x ali y laboratorijskega koordinatnega sistema. Izmerjeni signal je sorazmeren trenutni

!

amplitudi magnetizacije M.y, ki je fiksna vzdolz osi )’ rotirajoCega sistema oz. ki
precesira s frekvenco @, v ravnini xy laboratorijskega sistema (prav zato se v tuljavici
inducira napetost). Inducirani napetostni signal imenujemo upad signala proste precesije
(FID) (ang. Free Induction Decay — FID), kar oznaCuje prosto precesijo spinov po

1zkljucitvi rf pulza.
Zaradi spin-spinske relaksacije (7) ter zaradi nehomogenosti magnetnega polja (AH,),

magnetizacija M,, upada eksponencialno s casovno konstanto 7, proti ravnovesni
vrednosti 0. Na enak nacin upada tudi napetostni signal U(z) proste precesije v tuljavici:

U(t)oc M (1) =Me ™. .. (29)
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Ker spin-spinska relaksacija pote¢e mnogo hitreje kot spin-mrezna, karakterizira upadanje
signala proste precesije v glavnem le T .

A z’
B z'
\\
\
\
\
! _--"77 = <
> ' .~ f%"—r .
» y \l <2 S, y!
SO - \_A’ -
""" e
’
x ’
x
C D N
vhodni signal M(t) izhodni signal

(FID)

— % pulz

el

0 -
0t 0 Cast

Slika 49. A: Radiofrekvenéni (rf) pulz 7r/ 2 polja ﬁl vzdolz osix’ B: Upad M zaradi spin-spinske
relaksacije in nehomogenosti magnetnega polja AH eksponentno s ¢asovno konstanto 7. C:
Oblika radiofrekvenénega (rf) pulza 7T/ 2 polja ﬁl vzdolz osi x' D: Casovni potek izhodnega
upada signala proste precesije (FID) (Farrar in Becker; 1971).

8 Merjenje T, z metodo spinskega odmeva

Metoda spinskega odmeva nam omogoca izogniti se napakam pri merjenju 7, zaradi
nehomogenosti zunanjega magnetnega polja AH,. Metoda, ki jo je predlozil E.L. Hahn
(1950), sestoji iz zaporedja pulzov: 7[/ 2—7—7 in merjenja amplitude spinskih odmevov v
Casu 2t (t je Casnovi razmik med pulzoma 7#/2 in 7 ). S pulzom 72/ 2 vzdolz osi x'
zasuCemo magnetizacijo za kot 90° iz smeri z' v smery’. Sledi pahljacasta razprSitev
spinov v ravnini x'y’ zaradi nekoliko razli¢nih precesijskih hitrosti posameznih spinov v

razlicnih delih vzorca (kot posledica nehomogenosti magnetnega polja AH), kar
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opazujemo kot upad signala proste precesije (FID). Po ¢asu t vklju¢imo Se pulz n. Le-ta
zasuCe pahljaco spinov za kot 180° iz smeri + )’ v smer -y’. Ker se smer precesije spinov
ohranja, se pahljacasto razprSeni spini po pulzu © za¢nejo ponovno zbirati. To zaznamo kot
jacanje napetosti v rf tuljavici.

V casu 2t po pulzu n/2 se pahljaca spinov popolnoma refokusira in inducirana napetost v
tuljavi doseze maksimalno vrednost. Nadaljnje gibanje spinov povzro¢i ponovno izgubo
fazne povezave in padec napetosti. Signal inducirane napetosti po pulzu m imenujemo
spinski odmev. Zaradi ireverzibilne spin-spinske relaksacije se amplituda spinskega
odmeva z veCanjem intervala 2t manjSa eksponencialno s ¢asovno konstanto 75:

A(27)oc ™", .. (30)

Difuzija molekul, ki nosijo spine, skozi razli¢cne dele nehomogenega polja 170, dodatno
prispeva k zmanjSanju amplitude spinskega odmeva v Casu. Vpliv difuzije je odvisen od
gradienta magnetnega polja G, ki je merilo nehomogenosti polja 170, koeficienta
translacijske difuzije D molekul, ki nosijo resonan¢ne spine in ¢asa, v katerem se proces
difuzije odvija. Ob upostevanju vpliva difuzije je amplituda spinskega odmeva podana z
izrazom:

2 _ Eyz.GzADAH

AQr)oce ® , .. (31)

kjer je T €asovni razmik med pulzoma n/2 in 7.

9 Carr-Purcellova pulzna metoda merjenja 7,

Vpliv difuzije je zaradi faktorja t° zelo pove&an pri daljsih t. Temu se izognemo z uporabo
Carr-Purcellove tehnike. Predstavlja modifikacijo prej opisane Hahnove metode spinskega
odmeva. Pulzna sekvenca Carr-Purcellove metode je: 7/2—7—7—27—x ... Vsi 1f pulzi
so vklju€eni v smeri osi +x’. Po prvem pulzu n/2 si sledijo pulzi n v €asih 1, 31, 57 ... in
povzrocijo spinske odmeve izmenoma vzdolz +y' oz. -y" osi v ¢asih 2t (-)'), 4t (+)'), 67
(-y"). Ovojnica amplitud spinskih odmevov - tako pozitivnih kot negativnih - je
eksponencialna funkcija ¢asa #:

— L — 1;/2~G2~D-T2't

Altyoce " ° . .. (32)
Z izbiro dovolj kratke vrednosti T postane drugi (difuzijski) ¢len v eksponentu izraza (32)
poljubno majhen. Prednost Carr-Purcellove metode je prihranek na ¢asu, saj v eni sami
sekvenci pulzov ustvarimo zaporedje n spinskih odmevov, medtem ko pri nemodificirani
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Hahnovi metodi potrebujemo n pulznih sekvenc, da ustvarimo vseh n odmevov. Casovni
potek ovojnice teh odmevov nam doloca 7.

Modificirano obliko Carr-Purcellove metode predstavlja Carr-Purcell-Meiboom-Gillova
(CPMG) metoda. Gre za isto zaporedje pulzov kot v nemodificirani metodi, le da so pulzi
n vkljuCeni vzdolz j' osi in ne vzdolz x' (torej so fazno premaknjeni za 90° proti
zaletnemu pulzu 7/2). Na ta na¢in dobimo vse spinske odmeve v pozitivni (+ ') smeri
(tj. vsi spinski odmevi so enakega predznaka), obenem pa odpravimo tudi tezave
nenatan¢nega refokusiranja spinov na raun moznih nenatan¢nosti v nastavitvi dolzine rf

pulzov.
L
2 T aL T m
L
\\k ]
b
~
\.\_\
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Slika 50. Opazovani signal casovnega poteka transverzalne magnetizacije v CPMG metodi. Z izbiro dovolj
kratkega ¢asa T lahko postane difuzijski (drugi) ¢len v eksponentu Casovne funkcije, ki opisuje
ovojnico spinskih odmevov, poljubno majhen, kar nam omogoca doloCitev prave velikosti
transverzalnega relaksacijskega ¢asa 7, (Gadian, 1982).
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PRILOGA 2. Velikosti At \AVii/Vour » AV eriroeis In ApA za zunajceliéno paramagnetno oznacene vzorce z
20 % hematokritom in | mM HgCl,*.

vzorec A vzorec B
t ATexch A Vm/ Vout 4 Veritrocit 4 pA t Arexch A Vm/ Vout 4 Veritroyit 4 PA

[min] (0] [%0] (0] [%0] [min] (0] (0] (0] [0]
10 93.4 90.8* 93.6 98.0 8 90.3* 89.3* 92.5 99.6
13 86.9* 80.7* 86.5 93.7 11 82.9* 83.8%* 88.6 101.6
16 80.3* 70.5* 79.4 88.7 14 82.7* 79.9* 85.9 97.1
20 74.1%* 62.6* 73.8 85.2 17 78.6* 68.8* 78.2 88.0
30 58.3*% 49.3* 64.5 85.3 23 71.2* 59.1* 71.3 83.5
34 56.6* 45.6* 61.8 81.0 27 68.0 * 52.7* 66.9 77.7
37 54.5% 43.3* 60.3 80.2 31 66.2* 49.1%* 64.4 74.7
47 47.6% 38.8* 57.1 82.1 35 63.6* 46.3* 62.4 73.3
54 44 8% 36.6* 55.6 82.4 38 62.1%* 43.9% 60.7 71.2
62 42.0%* 35.5% 54.9 85.4 47 59.5% 39.5% 57.6 66.7
66 41.1%* 34.2% 53.9 84.0 50 59.0* 38.3* 56.8 65.3
73 39.2% 33.0* 53.1 84.9 60 57.1% 34.6* 54.2 61.0
79 38.9%* 31.7* 52.2 82.2 63 57.3* 33.4* 534 58.6
94 37.1%* 27.9* 49.5 75.9 93 57.7% 25.2% 47.6 43.9
105 36.6* 25.6* 48.0 70.7 115 67.1% 13.1%* 39.1 22.8
117 36.0* 17.3* 42.1 48.5

Toei= 14.6 £0.2; V,/V,=0.18 £0.001
Toi= 14.0£0.2; V;/Vip = 0.19 % 0.002

vzorec C vzorec D
t ATexch A Vm/ Vour 4 Veritrocit 4 pA t ATexch A Vm/ Vout 4 Veritravit 4 PA
[min] [%] [%] [%] [%] [min] (%] (%] [%] (%]
9 96.9 88.9%* 922 91.8 8 95.5 85.6* 89.9 97.2
13 89.2%* 80.8%* 86.6 90.6 12 94.8 78.6* 85.1 95.0
17 83.9% 73.4% 81.4 87.5 16 92.8* 74.9* 82.5 95.8
20 80.2% 65.9* 76.1 82.1 22 91.2* 69.4%* 78.6 96.7
26 73.0* 55.0* 68.6 75.5 34 80.8%* 60.1%* 72.1 101.1
32 68.6* 47.1%* 63.0 68.7 37 79.7* 57.6* 70.4 97.8
37 66.9* 41.4* 59.0 61.9 42 75.7* 54.7* 68.3 95.9
45 64.5% 36.0* 553 55.9 47 73.9% 51.9% 66.4 96.3
54 64.1* 31.2% 51.9 48.8 50 68.0* 49.8* 64.9 93.4
59 63.5% 29.1%* 50.4 45.8 60 62.3* 45.1* 61.6 89.5
68 60.4* 27.3% 49.1 453 64 47.4% 43.4* 60.4 86.3
79 57.5% 22.1%* 45.5 385 79 47.9* 36.9* 55.9 76.5
92 57.8* 17.8%* 425 31.0 119 47.8* 21.2* 44.8 433
118 58.7* 9.2* 36.5 15.7

Toi= 1512 0.1; Vi/Vye = 0.19 = 0.02
Toai= 143 £0.2; ViV = 0.17 % 0.001

* ATyen in AV,,/V,, sta izraCunana deleza parametrov glede na kontrolno vrednost. AV, je izraCunan delez volumna
eritrocita glede na kontrolo (ob predpostavki, da 70 % volumna eritrocita predstavlja voda), ¢e ne upostevamo hemolize.
Sprememba parametra A (ApA) je izracunan hipoteticni upad difuzijske vodne permeabilnosti (enacba (11) v poglavju
3.2.1 v diplomskem delu), ¢e ne upostevamo hemolize. Z * so oznaceni rezultati Az, in AV;,/V,., ki se statisticno
pomembno razlikujejo od kontrole, p<0.05 (studentov t-test) (glej razlago v poglavju 4.1 v diplomskem delu). Ustrezna
kontrolna vrednost z,,., in V;,/V,,; je predstavljena kot aritmeti¢na sredina + standardna napaka ocene aritmeti¢ne sredine
pod vsako tabelo. Neodvisne meritve so oznacene s ¢rko, ki oznacuje dan poskusa.



Soboti¢ B. Vpliv NO in HgCl, na transport vode in obliko humanega eritrocita.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2007
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PRILOGA 3. Prikaz izmerjenega 7", na vzorcu z 20 % hematokritom in 0.25 mM NNP *.
* Puséice prikazujejo ¢as pretresanja vzorca.
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PRILOGA 4. Prikaz izmerjenega 7", , na vzorcu z 20 % hematokritom in 0.1 mM NNP*.

* Puséice prikazujejo ¢as pretresanja vzorca.

Namen prikaza casovno odvisnih meritev 77, transverzalnega relaksacijskega casa
protonov znotrajcelicne vode z metodo NMR v zunajcelicno paramagnetno oznacenih
vzorcih z 20 % hematokritom in dodanim NNP je prikaz efekta stresanja. Izbrani sta dve
poljubni koncentraciji NNP. Ti vzorci niso bili stresani pred vsako meritvijo, ampak samo
nekajkrat, ¢as stresanja je oznacen s puscico.



