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oz

Amag: Eritrositler basit yapilarimdan dolayr son yillara kadar, fonksiyonlar: solunum gazlarimin
taginmasiyla gevrelenmis hiicreler olarak degerlendirilmistir. Oysa glntimiizde, eritrositlerin bir
¢ok hiicre ici sinyal yolagina sahip oldugu ve dolagim sisteminde hiicrelerin kargilagtiklart mekanik
kuvvetlerin etkisinde bu yolaklarm bir kisminm aktive oldugu bilinmektedir. Aktive olan bu yolaklar
sonucu agiga cikan bazi vazoaktif drtinlerin ise dolagimin yerel dizenlenmesinde rolu olabilecegi
gosterilmistir.

Gereg ve Yontemler: Derleme makalemizde eritrositlerden farkli kogullarda salgilanan vazoaktif
ajanlarin yerel kan akimimi diizenlenmesinde rol aldigini gosteren ¢aliymalarimizin ayrintilan yer
almaktadur.

Bulgular: Caliymalarimizin sonuglari, eritrosit nitrik oksit sentaz (NOS) enziminin hiicrelerin maruz
kaldig1 mekanik kuvvetlerin etkisiyle aktiflestigini, hiicrelerde nitrik oksit (NO) iiretiminin arttigini ve
bu NO’nun hiicre digina gikarak damar diiz kasinda anlamh bir gevgeme yanitina neden oldugu ilk
kez gosterilmistir.

Sonug: Eritrositler vazoaktif ajanlar salgilayarak dolagimin yerel diizenlenmesinde rol almaktadir.
Anahtar Sozciikler: Eritrosit, Yerel kan akimi, NOS

ABSTRACT

Objective: Erythrocytes are known as carriers of respiratory gasses, due to their simple structure.
However, it is well known that erythrocytes have many intracellular signalling mechanisms that can
be activated in response to mechanical forces. The vasoactive substances released from red blood cells
as a result of these activated mechanisms have been shown to be effective in the regulation of local
circulation.

Material and Methods: In this review article, we present a summary of our research results
demonstrating the effects of vasoactive substances released from erythrocytes under different
conditions.

Results: The results of our studies demonstrated for the first time that erythrocyte nitric oxide
synthase (NOS) enzyme is activated by mechanical forces and nitric oxide (NO) production is
increased in erythrocytes. This NO then diffuses to smooth muscle cells where it causes relaxation.

Conclusion: Erythrocytes play a role inlocal blood flow regulation by releasing vasoactive substances.

Key Words: Erythrocyte, Local blood flow , Set back, NOS
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GIRIS

Eritrositler yitksek miktardaki hemoglobin igerikleri
nedeniyle genel olarak solunum yiizeyleri ile metabolik
olarak aktif dokular arasinda oksijen (O,) tagmmasin
saglayan hticreler olarak tanmimlanirlar. Ancak son yillarda
eritrositlerin kan akiminin yerel olarak diizenlenmesinde de
rol aldigr gosterilmigtir (1-4). Dokulara oksijen sunumunun
gerceklesmesi kan akimiyla iligkili oldugundan eritrositler
tarafindan kan akiminin diizenlenebiliyor olmas: fizyolojik

agidan biytik 6nem tagimaktadir.

Eritrositler hem endotel aracili hem de endotelden bagimsiz
mekanizmalarla damar diiz kasinda gevsemeye ve béylece
kan akiminda artisa neden olmaktadir. Bu mekanizmalar
eritrositlerden salinan molekiillere gére 2 ana baghkta
toplanabilir (5-8). Bunlar; 1) Eritrositlerden adenozin
trifosfat (ATP) salimmi 2) Eritrositlerden nitrik oksit (NO)
ya da NO-biyoaktivitesine sahip molekiillerin salmimidir.

1) Eritrositlerden ATP Salinimi

Eritrositler, hiicre membraninda yerlesmis glikolitik
enzimler tarafindan uretilen milimolar diizeylerde ATP
icerir (9).

eritrositlerin kan akimi duzenlenmesinde tanimlanan ilk

Eritrositlerden ATP salinimi tarihsel olarak

rolleridir ve ilk defa 1992 yilinda Forrester ve ark.’nin insan
eritrositleri ile yaptiklar bir ¢aliyma ile gosterilmistir (1, 8,
10). Eritrositlerden plazmaya salinan ATP endotel hiicreleri
bulunan reseptorlerine baglanarak
gosterir. ATPnin endotel hiicrelerinde bulunan hedef

tizerinde etkisini
reseptorleri purinerjik P2y reseptorlerdir. Bu reseptorler Gq
proteini ile eglesen G protein bagh reseptorler olup aktive
olunca hiicrede fosfolipaz C (PLC) aktivasyonu tizerinden
inositol 3 fosfat (IP,) yapimini artirirlar. Boylelikle endotel
hiicrelerinde nitrik oksit (NO) sentezi baglar ve sentezlenen
NO, diiz kas hiicrelerine diflize olarak burada guanilat siklaz
(GQ) aktivasyonu ile gevseme yamtina ve kan akiminda
artiya neden olur (11).

Giintimiizde cegsitli fizyolojik ve farmakolojik uyaranlara
sekilde ATP
Eritrositlerden

cevaben eritrositlerden  kontrollii  bir
salmmimin  gergeklestigi  bilinmektedir.
ATP salimmini saglayan fizyolojik uyaranlar arasinda
eritrositlerin  mikrodolagimdan gecerken kargilagtiklar:
mekanik kuvvetler (12-14) ve digik oksijen parsiyel
basinglar1 (10, 15, 16) yer almaktadir. Her iki durumda da
hiicreden salinan ATP miktar1 uyaramin buyiikliginden
etkilenmektedir. Hiicreden ATP c¢ikigina neden olan
farmakolojik uyaranlar arasinda ise eritrosit membraninda
bulunan beta adrenerjik reseptorleri aktive eden ajanlar yer
almaktadir. Bunlar da doza bagimh olarak ATP salinimini
dtizenlerler (17).

Akd Tip D / Akd Med J / 2018; 3: 208-214

Kan Akiminin Yerel Olarak Diizenlenmesinde Eritrositlerin Rolu

2) Eritrositlerden NO ve NO Biyoaktivitesine
Sahip Molekiillerin Salinimi

Eritrosit ve NO iligkisini aragtiran ilk caligmalar eritrositlerde
bulunan hemoglobinin ‘NO tiketici’ etkisi tzerinde
durmustur (6, 18, 19). Bu nedenle eritrositlerin damar duz
kas tontstiniin belirlemesindeki tek temel fonksiyonlariin
plazma igindeki NO seviyelerinin azaltilmasi yoniinde
oldugu diigintlmustiir. Eritrositlerin NO tiiketici etkileri
kan akimiyla ve hemoglobinin lokalizasyonuyla yakindan
iligkilidir. Kan akiminda meydana gelen artis NO tiiketici
etkiyl azaltirken (20), hemoglobinin plazmada serbest
halde olmast bu etkiyi 600 kat arttirmaktadir (6). Ayrica
parsiyel oksijen basmeci da hemoglobinin NO’ya afinitesini
etkilemektedir.
hemoglobinin NO’ya afinitesi artarken, parsiyel oksijen
basincinin diigmesiyle bu afinite azalmaktadir (21, 22).

Yiiksek oksijen parsiyel basinclarinda

Bitin bunlarin yaninda son yillarda yapilan caligmalar
eritrositlerin NO biyoaktivitesindeki rollerinin sadece NO
tiketimi degil; bunun yaninda plazmaya NO salinimini
gerceklestirmek  de  oldugunu Bugiin

eritrositler tarafindan plazmaya NO salinmasina iligkin 3

gostermigtir.

farkli mekanizmadan bahsetmek mumkundur:

A. Eritrositler endotel hiicreleri tarafindan iretilen NO’yu
hemoglobine bagh olarak S-nitrosohemoglobin halinde
tastyrp hipoksik kosullarda plazmaya salarlar (3)

B. Eritrositler plazmada bulunan nitriti hipoksik kogullarda
NO’ya gevirirler (2, 23)

C. Eritrositler eNOS enziminin aktivasyonu ile NO
uretirler (4, 24, 25)

A) NO’nun S-nitrosotiol $eklinde Tasinmasi

S-nitrosohemoglobinin de i¢inde yer aldig1 S-nitrosotioller
(SNO), bir tioltin stilfiir atomuna kovalent olarak baglanmig
nitrosil grubu iceren yapilardir. Genel formulleri RSNO
dur. RSNO’lar, sistein ya da glutatyon gibi diigitk molekiiler
agrlikl molekiillerden Hb gibi yiiksek molekiler agirhikh
proteinlere kadar degisen farkh organik yapilardan olusabilir
(26). NO ve hemoglobinin S-nitrosotioller seklinde birlikte
bulunabilecegi ilk olarak 1992 yillarinda literatiirde yerini
almustir (3, 27). Hemoglobin tarafindan inaktive edilmeye
kars1 oldukca direncli olan bu yapmimn NO’ya goére daha
uzun bir biyolojik aktivite siiresi oldugu da bilinmektedir

(28).

Bu konuda yapilan arastirmalar eritrositlerin akciger-
lerde oksijen ile yiklenmeleri sirasinda endotel hiicreleri
tarafindan sentezlenen NO’nun eritrosit igine girdigini ve
oksijen ile yiikli R konumundaki hemoglobinin beta zinci-
rine baglanarak SNO olusturdugunu gostermistir. SNO
eritrositler i¢inde damar sisteminin diger bolimlerine
tagmmakta ve hipoksik kogullarda hemoglobinin desatiiras-
yonu strasinda oksijen ile birlikte ortama salinmaktadir (2;
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64). Dolayisiyla eritrositler birer NO tagiyicist olarak NO
biyoaktivitesine katilmaktadir. Eritrositler tarafindan SNO
seklinde taginan ve hipoksik kogullarda liimene salinan NO
ise damar diiz kasinda siklik guanozin monofosfat (cGMP)
aracil vazodilatasyon yanitinin gelismesine neden olmakta-

dir(7, 21, 29).
B) Nitritin indirgenmesi

Nitrit, NO’nun biyolojik bir metabolitidir ve nitrat ile
birlikte deneysel ¢alismalarda yerel ve sistemik dolagimdaki
NO seviyesinin bir gostergesi olarak yaygmn sekilde
kullamlmaktadi. Bunun yaninda nitritin, asidottk ve
hipoksik kosullarda bir NO prekiirséri oldugu gosterilmis
ve boylece nitrite bakig agist daha da geligmistir (30, 31).

Dolagim sisteminde bulunan nitritin kaynag: biiytik oranda
eNOS enzimi tarafindan yapilip liimene diftize olan NO’dur
(32). eNOS enzimi bulunmayan farelerin plazma nitrit
seviyelerinin kontrollerine gére % 70 oranminda daha diisiik
oldugu gosterilmigtir (33, 34). Nitritin fizyolojide giderek
artan 6nemine karsin kanda stabil sekilde bulunmamasi
ve kan almirken meydana gelen kontaminasyonlar
nedeniyle plazma rneklerinde nitrit konsantrasyonlarimin
belirlenmesi oldukca giictii. Bu nedenle bugiine kadar
rapor edilen sonuglarda nitritin plazma konsantrasyonlar
oldukca genig araliklarda tanimlanmugstir (35, 36). Dejam
ve ark. dinlenim durumunda tam kandaki nitrit seviyelerini
yaklagtk 200 nM; eritrositteki nitrit seviyelerini ise 300nM
olarak saptamugtir. Buna gore eritrositler plazmadan daha
yitksek miktarda nitrit icermektedir (37).

Eritrositler tarafindan nitritin - NO’ya

bulunan nitritin

indirgenmesi,
limende eritrosit igine girmesiyle
gergeklesir. Nitritin eritrositlere girisi hakkindaki ilk goriisler
Band 3 proteininin araciligini isaret etse de bu siirecte bagka
mekanizmalarin da rol alabilecegi diisiintilmektedir (38, 39).
Eritrositler hiicre icindeki nitriti deoksthemoglobin veya
membranda bulunan ksantin oksidoreduktaz ve nitrik oksit
sentaz enzimleri aracihgiyla NO’ya indirgeyebilmektedir
(2, 40). Erntrositler tarafindan nitrit indirgenmesi yoluyla
olusturulan NO’nun damar diiz kasinda gevsemeye neden
oldugu gosterilse de (30, 41, 42); béyle bir yanit elde
edebilmek icin gereken nitrit konsantrasyonlar: fizyolojik
sinirlarin dsttinde oldugundan fizyolojik kogullarda nitritin

vazodilator rolii tam olarak netlik kazanmamustir (43, 44).
C) NOS araciligiyla NO Sentezi

Doku kan akimmin diizenlenmesinde 6nemi rolleri oldugu
bilinen NO’nun sentezinden genel olarak sadece endotel
hiicreleri sorumlu tutulmustur (45, 46). Ancak deneysel
caliymalar ve teorik analizler, dolagim sisteminde endotel
hiicrelerinin diginda bagka hiicreler tarafindan da NO
sentezlendigi ve dolagima salindigr gostermigstir (47, 48).
Sayilar1 gbéz o6ntine alindiginda, bu hicreler arasinda
ozelikle eritrositler 6nemli bir yere sahiptir (24).
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Bu konuda yapilan ilk galismalar eritrositlerde bir NOS
enziminin var oldugunu gésterse de bu c¢ahigmalarda
enzimin aktif oldugu kamtlanamamuig ve eritrositlerin
gelisim strecinde fonksiyonunu kaybeden inaktif bir
protein olarak tanimlanmgstir (49). Ik olarak 2006 yihinda
Kleinbongard ve ark. tarafindan yapilan kapsamli bir
galismada eritrositlerde aktif bir NOS enzimi bulundugu
kanitlanmugtir (24).

Eritrosit NOS Aktivitesinin Diizenlenmesi

Eritrositlerde bulunan NOS enzimi endotel hiicrelerinde
bulunan eNOS enzimi gibi L-arjinin tarafindan uyarilir ve
genel NOS inhibitérlerine duyarhdir. Enzimin aktivasyonu
serin 1177 boélgesinden fosforilasyonu ve hiicre i¢i kalstyum
diizeyleri tarafindan belirlenmektedir (24). Bu nedenlerle
eritrosit NOS enziminin endotel htcrelerinde bulunan
eINOS enzimine benzerligi dikkat ¢gekmektedir. Ayrica NOS
enzim aktivitesi de eritrositlerde ve endotel htcrelerine
birbirine yakindir (0.3 -0.7 pmol/pg/dk) (24). Ancak
eritrosit kaynakli NOS, bazi noktalarda da endotel eNOS
enzimden ayrilir (24). Eritrositler ¢ekirdek, endoplazmik
retikulum ve golgi kompleksi gibi hiicre organelleri
icermediginden bircok NOS diizenleme mekanizmasina
da sahip degildirler (50).

Eritrosit NOS enziminin aktivitesi endotel hiicrelerinde
oldugu gibi enzimin hicre ic¢indeki lokalizasyonuna
baghdir ve yine endotel hiicrelerinde oldugu gibi dongtsel
olarak iglemektedir. Bu mekanizmalar heniiz teorik olsa
da eritrosit NOS enziminin diizenlenme mekanizmast
soyle islemektedir: Eritrosit NOS enzimi sitoplazmada
kaveolin-1 proteinine bagh olarak inaktif halde bulunur ve
buradan membrana vezikiiler tansport yoluyla taginarak
membranda lipitten zengin boélgelere baglanir. Kayma
gerilimi sinyalleri ya da reseptor aracili uyarim bir yandan
enzimin serin 1177 boélgesinden fosforilasyonuna neden
olurken bir yandan da hicreye Ca*™ girisine neden olur.
Hiucreye giren Ca*”
kalmodulin aktif hale geger ve membranda bulunan
NOS enzimine baglanir. Bu baglanma NOS enzimi ile
kaveolin-1 proteini arasmndaki bagi koparip NOS’un

un kalmodulin ile baglanmasiyla

aktifleserek memrandan sitoplazmaya ge¢mesine neden
olur. Sitoplazmada bulunan stres proteinlerinden Hsp90
proteinleri aktif hale gecen NOS’a baglanarak enzimin
aktivitesini stabilize eder ve béylece NO olusumunu artirir.
Hiicre i¢i Ca*? konsatrasyonlarinda meydana gelen dusus
ile birlikte NOS ile kalmodulin arasindaki bag zayiflar
ve NOS kaveolin-1 proteinine yeniden baglanir. Béylece
enzim tekrar inaktif duruma gecer (51).

Eritrositlerde aktif bir NOS enziminin bulunmasiyla
birlikte bu enzimin aktiflegme mekanizmalart merak
uyandirmigtir. Bu konuda yapilan ilk caligmalar eritrositlere
insilin ve asetilkolin uygulamasina cevaben NOS enziminin
aktive oldugunu ve hitcrelerden NO cikiginin arttigini

Akd Tip D / Akd Med ] / 2018; 3: 208-214



gostermistir (24, 52). Ote yandan endotel hiicrelerinde
bulunan NOS enziminde oldugu gibi eritrositlerde bulunan
NOS enziminin de hiicrelere etki eden mekanik kuvvetler
tarafindan aktiflesebilecegi 6ne sturilmistir (4, 24).

Eritrositte bulunan NOS enziminin mekanik kuvvetlere
cevaben aktivasyonu ile 1lgili ilk deneysel ¢alisma 2007
yihinda Fischer ve ark. tarafindan yapilmig ve eritrositlerde
bulunan NOS enziminin, kardiyo pulmoner bypass
cerrahisi sirasinda hiicrelerin ekstrakorporeal dolagimdan
gegerken kargilagtiklar  mekanik  kuvvetler tarafindan
(53). birlikte
laboratuvarimizda yapilan bir dizi deneysel c¢aliymada

aktiflestirildigi  gosterilmistir Bununla
eritrositler mikrodolasimda ve buiyiik damarlarda gozlenen
mekanik kuvvetleri taklit edecek sekilde birbirinden farkh
ozellikte ve buytiklikteki mekanik stres uygulamalarina

Eritrosit
siispansiyonu

NO
dlger

NO
dlcer

I

NO Filtre NO

probu probu

Sekil 1: Eritrositlerin 10 em H2O basing farki altinda 5 pm
capindaki silindirik porlara sahip filtrelerden geg¢irilerek mekanik
kuvvet uygulandigr deney diizenegi (Ulker ve ark.; Biorheology,
2009).
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tabi tutulmug ve eritrositlerdeki NOS enzim aktivitesi
ve ecritrositlerden NO ¢ikist aragtimlmistir (25, 54, 55).
Ik cahsmamizda eritrosit siispansiyonlart 10 cm H,0
basing farki altinda 5 pm capmdaki silindirik porlara
sahip filtrelerden gecirilmigtir (Sekil 1) (55). Belirtilen
kosullarda mekanik stres uygulamasi eritrositlerden NO
¢ikisinin artmasina neden olmugtur. Bu ¢ikigin non-spesifik
NOS inhibitéri olan L-NAME ile inhibe edilmesi ve
stspansiyon ortamina kalsiyum eklenmesiyle arttirmasi,
NO olusumunda NOS enzim aktivasyonun ve htcre ici
kalsiyumun 6nemini vurgulamigtir. Ikinci ¢alismamizda
eritrosit stispansiyonlar: 0,12 cm ¢apa ve 33 cm boya sahip
bir kapiller borudan 30 dakika boyunca pompalanarak
hiicrelere 2 Pa dizeyinde kayma gerilimi uygulanmistir
(Sekil 2) (25). Bu sekilde mikrodolagim kogullarinda gézlenen
mekanik kuvvet duzeyleri modellenmistir. Eritrositlerin bu
sartlarda kayma kuvvetlerine maruz kalmas: hiicrelerden
NO ¢ikigina neden olmugtur. Bu ¢alismalarda hiicrelerden
NO  ¢gkiginin
gergeklestigl, stspansiyon ortaminda NO ve nitrit/nitrat
konsantrasyonlarmin tayini ile gdsterilmistir. Ayrica bu

mekanik stres uygulamasina cevaben

gikigin eNOS enzim aktivasyonuna bagl oldugu NOS
enziminin serin 1177 bolgesinden fosforilasyonundaki
artty ile kanmitlanmigtir (25, 55). Bu konudaki tciincii
caliymamizda ise bir lam tzerine yapistirilmig eritositler
tzerinden fizyolojik tuz soliisyonu (PBS) akimui yapilarak
hticrelere 0.1 Pa diizeyinde kayma kuvveti uygulanmistir
(Sekil 3)(54). Bu sirada hucre i¢ci NO ve Ca*? seviyeleri
florasan problar kullamlarak florometrik yontemle ve
ger¢ek zamanh sekilde 6lgtilmustiir. Buna gore eritrositlere
uygulanan kayma kuvveti, zaman igerisinde artacak gekilde
eritrositlerde NO ve Ca*? artigina neden olmaktadir (Sekil
4A-C). Bu ¢alismalar eritrositlerde NO sentezine neden olan
enzimatik mekanizmalarin bulundugunu dogrulamakta ve
bu mekanizmalarin hiicreye uygulanan kayma kuvvetleriyle
aktiflestigini gostermektedir.

Cift yonli pompa

Basing
monitori

Enjektir o
pompasi kamera
Akrilik
) akim kabi
girig kg Florasan
= m‘ﬁ:c mikroskop
Akim
kanali

Bilgisayar

Sekil 2: Eritrositlerin 0.12 cm ¢apa ve 33 cm boya sahip bir
kapiller borudan 30 dakika boyunca pompalanarak hiicrelere
mekanik kuvvet uygulandigi deney diizenegi (Ulker ve ark;
Bioreheology, 2009).
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Sekil 3: Cam bir yiizeye yapistirilmig eritrositler tizerinden
akim saglanarak huicrelere mekanik stres uygulanmasi ve gercek
zamanh olarak NO ve Ca+2 o6l¢imi yapilan deney diizenegi
(Ulker ve ark.; Nitric oxide, 2011).
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Sekil 4: Mekanik strese maruz kalan eritrositlerde gergek zamanh hiicre i¢i NO 6l¢timii. Tlk ok isareti mekanik stresin bagladigy; ikinci
1saret ise sonlandigl zamamni gostermektedir (A). Eritrosit poptlasyonunun akim uygulamasmdan énce (B) ve akim uygulamas sirasinda
faz-kontrast mikroskopik goruntiileri (G). (Ulker ve ark.; Nitric oxide, 2011).

3) Eritrosit NOS Enzimi Kaynakli NO’in Yerel Kan
Akimina Etkisi

Eritrositlerden mekanik kuvvetlere cevaben enzimatik
yollarla NO tretildiginin ve plazmaya salindiginin gosteril-
mesinin ardidan eritrosit NOS enzimi kaynaklh NO’nun
yerel kan akiminin diizenlenmesinde fizyolojik bir 6neme
sahip olup olmadigi 6nemli bir soru olarak kargimiza
¢ikmigtir. Bu soruyu aragtirmak tizere, eritrositlerin dolagim
sisteminde mekanik strese en ¢ok maruz kaldigi bolgele-
rin mikrodolagimdaki kiicik capl arteriyoller oldugu g6z
oninde bulundurularak son ¢aliymamiz planlanmistir. Bu
caliymada endotel tabakasi styrilmig 250-350 pm ¢apa sahip
arteriyoller, fizyolojik kogullar: taklid etmek tizere liimenle-
rinden eritrosit perfiizyonu saglanacak sekilde iki ince cam
kapiller tip aracihgiyla damar banyosuna (basing miyog-
rafi) asilmugtir (Sekil 5). Asilan damarlar 50 mm Hg damar
i¢ basinci olusturulacak sekilde ve fizyolojik kosullarda
dinlenime birakilmigtir. Dinlenim siiresinin sonunda artre-
tyollerin i¢cinden 6nceden mekanik strese ugratilarak NOS
aktivasyonu saglanmis olan eritrositler perfiize edilmig ve bu
sirada damar caplarindaki degisim gercek zamanlh olarak
izlenmistir. Caliymamizin sonuglarina gore 6nceden meka-
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