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OZET

Eritrositler hiicre membranlarinda ve sitoplazmalarinda yerlesmis olan akiif
NO sentez mekanizmalarina sahiptir. Eritrositlere etki eden mekanik kuvvetlerinin
eritrositlerde bulunan nitrik oksit sentaz (NOS) enzimini aktive ettigi ve hiicreden nitrik
oksit (NO) cikisini arttirdigi daha énce goésterilmistir. Bu ¢alismanin amaci, mekanik
kuvvetlere cevaben olugan eritrosit kaynakli NO’nun lokal kan akimi
regllasyonundaki fizyolojik dnemini aragtirmaktir.

Calismada 12-14 aylik 10 adet Wistar sicandan elde edilen kan ve damar
ornekleri kullaniimistir. Kan érneklerinden eritrosit izolasyonu yapildiktan sonra Krebs
solUsyonu ile hematokriti 0.1 I/l olan eritrosit stispansiyonlari hazirlanmistir. Mekanik
stres (MS) uygulamasi eritrosit stispansiyonlarinin ¢capi 0.12 cm olan cam kapiller bir
borudan 2 Pa dizeyinde duvar kayma gerilimi olusturacak bir hizda 20 dakika
boyunca gecirilmesiyle gerceklestirilmistir. Daha sonra eritrosit slispansiyonlari ¢api
~300 ym olan ve endotel tabakasi siyrilmis mezenterik arteriyol segmentlerinden
oksijene ve hipoksik kosullarda perfize edilmistir. Mekanik strese maruz birakiimig
eritrosit sispansiyonlarinin hipoksik kosullarda perfizyonu damar ¢apinda énemli bir
artisa neden olurken normoksik kosullarda bu etki gbzlenmemigstir. Eritrosit
stspansiyonlarinin mekanik stresden dnce non-spesifik NOS inhibitéri L-NAME(10
M) ile inkiibe edilmesi bu dilatasyon yanitini ortadan kaldirmistir.

Bu calismanin sonuglari mekanik strese maruz birakilan eritrositler tarafindan
NOS enzim aktivasyonu yoluyla Uretilen NO’nun hipoksik kosullarda vasodilatasyona
neden oldugunu gobstererek eritrosit kaynakli NO’nun kan akiminin lokal
regulasyonunda fonksiyonel bir &neme sahip oldugunu kanitlamistir.

Anahtar kelimeler: Eritrosit NOS, mekanik uyarim, NOS aktivasyonu,
kan akiminin lokal regtlasyonu



ABSTRACT

Red blood cells (RBC) possess a functional nitric oxide synthase (NOS)
enzyme located in the cell membrane and cytoplasm. It has previously been
observed that shear stress acting on RBC activates NOS and causes enhanced nitric
oxide (NO) export. The aim of the present study was to investigate the physiological
importance (e.g., local blood flow regulation) of RBC-derived NO stimulated by
application of shear.

Blood samples and vessel segments were obtained from Wistar rats; RBC
suspensions were adjusted to a hematocrit of 0.1 I/l using Krebs solution. In order to
apply shear stress to the RBC suspensions they were continuously flowed through a
small-bore glass tube for 20 minutes at a wall shear stress of 2 Pa. The RBC
suspensions were then perfused through endothelium denuded small mesenteric
arteries having a diameter of ~300 ym under both high oxygen and hypoxic
conditions. Perfusion of vessel segments with sheared RBC suspensions caused a
significant dilation response under hypoxic conditions but not at high oxygen levels.
Incubation of RBC suspensions with the non-specific NOS inhibitor L-NAME (10°M)
prior to shear stress application abolished this dilation response.

Our results indicate that NO, released from RBC due to shear stress activation
of NOS, results in vasodilation of vessel segments under hypoxic conditions, strongly
suggesting that NO originating from RBC has a functional role in local blood flow
regulation.

Keywords: Erythrocyte NOS, mechanical stimulation, NOS activation,
local blood flow regulation
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GiRIiS

Eritrositler, vertebralilarda oksijen tasimak Uzere Ozellesmis
hicrelerdir. Bu amagla, olgunlasma sureclerinde c¢ekirdek ve organellerini
kaybederler. Bu slrecin sonunda ise kuru agirliklarinin % 90’ina varacak
miktarda hemoglobin iceren ve bu nedenle birer hemoglobin torbasi olarak
da tanimlanan oldukga basit yapili hucrelere donugurler [1-2]. Eritrositler bu
basit yapilarindan dolayi son yillara kadar, fonksiyonlari solunum gazlarinin
tasinmasiyla gergevelenmis hucreler olarak degerlendirilmistir [3-4]. Oysa
gunumuzde, eritrositlerin birgcok hucre ici sinyal yolagina sahip oldugu ve
dolasim sisteminde hlcrelerin karsilastiklari mekanik kuvvetlerin etkisinde bu
yolaklarin bir kisminin aktive oldugu bilinmektedir [3, 5-6].

Damar duz kas tonusu, merkezi ve yerel kontrol mekanizmalar
tarafindan belirlenir. Bu mekanizmalar, otonom sinir sistemi aracili kontrol,
metabolik ve miyojenik otoregulasyon, endotel aracili kontrol ve eritrosit
aracili kontrol seklinde 6zetlenebilir [7-11]. Bunlar arasinda eritrosit aracih
kontrol en yeni tanimlanan mekanizma olup eritrositler tarafindan belirli
kosullar altinda salgilanan vazoaktif maddelerin damar duz kasinda
gevsemeye neden olmasina dayanmaktadir.

Eritrositlerin kan akiminin lokal kontrolinde damar duz kasinda
gevsemeye neden olan etkilerini agiklamak Uzere c¢esitli mekanizmalar one
surdlmustur. Bu mekanizmalar iki grupta toplanabilir:

1) Eritrositler tarafindan baslatilan ve endotel aracili NO yapiminin
tetiklenmesiyle gerceklesen endotel bagimli mekanizmalar [12-13] .

2) Eritrositlerden NO ya da NO biyoaktivitesine sahip molekullerin
salinimiyla gerceklesen ve dogrudan eritrositler tarafindan ydratalen
mekanizmalardan [14-17].

Eritrositler tarafindan baslatiip endotel araciliiyla yuratilen
mekanizmalar, hipoksik kosullarda ve mekanik stres etkisi altinda
eritrositlerden adenozin trifosfat (ATP) salinimini ve salinan ATP’nin endotel
hicrelerinde bulunan purinerjik reseptorlerine baglanarak burada NO
yapimini arttirmasina dayanmaktadir [12-13]. Endotel hicrelerinden salinan
NO, damar duz kasina difuize olmakta ve burada gevseme vyanit
olusturmaktadir [13, 17-18]. Eritrositlerden ATP salinmasina neden olan
hdcre ici sinyal ileti yolagi da iyi bilinmektedir. Bu yolakta yer alan molekuller



arasinda heterotrimerik G proteinleri olan Gs ve Gi, adenilat siklaz ve protein
kinaz A bulunmaktadir [19-23].

Eritrositlerden NO ve NO biyoaktivitesine sahip molekullerin salinimina
dayali mekanizmalar ise temel olarak enzimatik ve non-enzimatik
mekanizmalar olarak iki kisimda incelenebilir. Non enzimatik mekanizmalar:
NO’nun, eritrosit icindeki hemoglobinle reaksiyona girerek S-
nitrosohemoglobin  olusturmasi ve uygun Kkosullarda eritrositlerden
salinmasini [24-26] ve ertirositlerin nitrit rediktaz aktivitesi gostererek
plazmada bulunan nitriti NO’ya g¢evirmesini kapsar [27]. Her iki yolla da
eritrositler tarafindan salinan NO’nun damar diz kasinda gevsemeye neden
olmaktadir [15-16, 24, 27-31].

Eritrositler tarafindan enzimatik mekanizmalar araciligi ile NO olumu ise
2006 yilhinda Kleinbongard ve arkadaslari tarafindan yapilan ve eritrositlerde
aktif bir NOS enzimi bulundugunu gosteren c¢alismayla ilk kez gundeme
gelmistir.  Bu c¢alismada eritrositlerde bulunan NOS enziminin L-arjinin
tarafindan uyarildigi, genel NOS inhibitorlerine duyarli oldugu ve aktivitesinin
hicre ici kalsiyum miktari ve serin 1177 bolgesinden fosforilasyonuna bagh
olarak dizenlendigi ortaya konmustur [32]. Ayrica, gerek dis kaynakl
gerekse eritrositler tarafindan sentezlenen NO’nun eritrosit mekanik
Ozeliklerini etkiledigi godzlenmis [32-33] ve normal mekanik 6zelliklerin
korunmasi igcin NO’nun ortamda belirli bir konsantrasyon araliginda
bulunmasinin gerekli oldugu yolunda deliller elde edilmigtir [33]. Bu
calismalarla eritrositlerin, etkinligi denetlenebilen bir NO sentez
mekanizmasina sahip olduklari gosteriimigse de [32], bu denetim
mekanizmalarinin fizyolojik kosullarda ne ifade ettigi konusunda gecerli
sayilabilecek bir gorus bu gune dek literaturde yer almamigtir.

Eritrositlerde aktif bir NOS enzimin gdsteriimesinin ardindan bu enzimin
hangi kosullarda aktiflesecegi merak uyandirmistir. Bu konudaki ilk
calismalarda eritrositterde NO olusumunun insulin ve asetilkolin
uygulamasiyla arttigi bildirilmigtir [32, 34] . Barvitenko ve arkadaslari,
eritrositlerde bulunan NOS’un, mikrodolasimdan gecerken hucrelerin maruz
kaldigi mekanik kuvvetlerin etkisiyle aktive olabilecegini 6ne surmustur [3].
Kleinbongard ise, mekanik kuvvetlerin yaninda hidrojen konsantrasyonunun
(pH), oksijen parsiyel basincinin (pO,), ve karbondioksid parsiyel basincinin
(pCO2)nin da bu olayda rol alabilecegini dne surmus [3, 32] ancak bu
gorusler deneysel olarak kanitlanmamistir. Eritrosit NOS enzimini aktive
eden faktorlere iligkin ilk veri ise Fischer ve arkadaslarina aittir. Aragtiricilar
ekstra-korporeal dolasimin eritrositlerdeki NOS enzim aktivitesini arttigini
gOstermigler ve buradan yola ¢ikarak kardiyopulmoner bypass cerrahisi
sirasinda gorilen hipotansiyon nedeninin bu sistemden gegerken aktiflesen
eritrosit NOS enzimi oldugunu savunmusglardir [35]. Ancak, bu ¢alismada
eritrositlerin maruz kaldiklari sivi kayma kuvvetlerinin buyukligu konusunda
bir tahminde bulunmak pek mimkun degildir.

Bagkurt ve arkadaglari tarafindan yapilan bir dizi deneysel ¢calismada ise
eritrositlerde bulunan NOS enziminin, hlcrelerin maruz kaldigi mekanik



kuvvetlerin etkisiyle aktive olacagi hipotezi test edilmistir. Bunun igin tg farkh
deney duzenegi kullaniimistir. Bu duzeneklerde eritrositler birbirinden farkli
Ozellik ve buyuklikteki mekanik stres uygulamalarina tabi tutulmustur [36-38].
Bu calismalarda, eritrositlerde bulunan NOS enziminin mekanik kuvvetlerin
etkisi altinda aktive oldugu ve bu sirada hicrelerde NO olustugu florasan
problar kullanilarak gosterilmistir. Bunun yaninda hicrelerden NO ¢ikisinin
gerceklestigi ise sUspansiyon ortaminda hem NO hem de NO’nun yikim
artnleri olan nitrit ve nitrat dizeylerinin belirlenmesiyle kanitlanmistir.

Chen ve arkadaslari, aktif oldugu gosterilen eritrosit NOS enziminin,
vaskuler tonuse etkisinin olabilecegi hipotezinden yola ¢ikarak, hemorajik sok
gelisen bireylerde vaskuler tonisde meydana gelen bozulmadan dogrudan
eritrosit populasyonundaki azalmanin sorumlu olabilecegini dngormuglerdir
[39]. Calismada, eritrositlerden NO yapimini ve damarin eine kesiti boyunca
difizyonunu taklit eden matematiksel bir model kullaniimis ve 6zellikle
siddetli kanamada hematokritin % 30’un altina dismesiyle duz kas
hicrelerine ulasacak NO miktarinin énemli diizeyde disecegini ve vaskuler
tonusunun bozulacagini savunmuslardir [39].

Her ne kadar eritrositlerde NOS enzimi bulundugu ve bu enzimin
hicrelere etki eden mekanik kuvvetler ile aktif hale gecip hicreden NO
cikisinin gergeklestigi gosteriimis olsa da, bu NO’nun damar duz kasina
ulasip ulasmadigi ve damar diz kas tonuslnln belirlenmesinde fizyolojik bir
oneme sahip olup olmadidi bilinmemektedir. Bu ¢alismada endotel tabakasi
siyriimig  damar segmentlerinden mekanik strese ugratiimig eritrosit
suspansiyonlari perfuze edilmis ve damar gapinda meydana gelen degisimler
incelenmisgtir.



GENEL BILGILER

2.1. Kan akimi

Dolasim sisteminin temel gorevi dokulara besin maddeleri ile oksijenin
tasinmasi ve dokularda olusan metabolizma yan UurUnlerinin ortamdan
uzaklastirlmasidir. Bunun yaninda fakh fizyolojik kosullarda vicut
sicakliginin ve sivi dengesinin ayarlanmasi gibi homeostatik mekanizmalarda
da rol oynar. Bu fonksiyonlari yerine getirmek Uzere dolasim sistemi bir
pompa (kalp) ve iginde oksijen, besin maddeleri ve diger birgok maddeyi
iceren bir siviyl (kani) tasiyan yogun sekilde dallanmis borular (kan
damarlari) sisteminden olusur [40-41].

Kan damarlari, kani kalpten dokulara tasiyan arteryal sistem, kan ve
dokular arasinda madde alig verisine izin veren kapiller damarlar ve kanin
tekrar kalbe donusinu saglayan vendz sistemden meydana gelir. Arteryal
sistem kanin dokulara yuksek basing altinda tasinmasini saglayan arterler ve
kan akimina en buyuk direnci olugsturarak kan basinci dizeyinin
belirlenmesinde rol oynayan ayni zamanda kasilip gevseme oOzellikleri
kapiller damarlara gidecek kan miktarini belirleyen arteriyollerden olusur.
Kapiller damarlar kan ile interstisyel alan arasinda sivi, besin maddeleri,
elektrolitler ve diger maddelerin degisimini saglayan ve tek sira endotel
hicrelerinden olusmus oldukca ince ceperli damarlardir. Vendz sistem ise
kapillerlerden gelen kani toplayan venduller ve venullerden kalbe donen kan
icin tasima borulari olarak gorev yapan venlerden olusmaktadir. Venlerin bir
diger 6nemli fonksiyonu ise dolagsim sisteminin ihtiyacina gore kontrol
edilebilir bir kan deposu olmasidir[40-41].

Kan akimi basit olarak dolagimin belirli bir noktasindan belirli bir zaman
icinde gegen kan miktari anlamina gelir. Kan akimi dolagimin farkh
bolgelerinde farkl sekilde duzenlenir.

2.1.1. Kitle Halinde Kan Akimi

Kan, biyuk boyuttaki damarlarda iki fazli bir sispansiyon 6zelligindedir
[42-43]. Bu kosullarda, damar sisteminin geometrik Ozelliklerine, kanin
fiziksel Ozelliklerine ve akim hizina bagimli olarak laminer veya turbulan
karakterde akim gorulebilir. Laminer akim, sivi tabakalarinin birbiri Uzerinde
kaymasi seklinde gerceklesir ve buradaki hidrolik diren¢ oldukga dusuktir
[43]. Fizyolojik kosullarda kan akiminin karakteri laminerdir. Damar
geometrisinde yerel degisikliklerle beraber kan akim hizinda ani artislar



goérulurse kan akiminin karakteri turbulan hale donusebilir. Bu kosullarda
akim direnci de artar.

Laminer akim kosullarinda sivinin akiskanhgi, sivi tabakalari (laminalar)
arasindaki surtinme kuvvetiyle belirlenir. Kan dokusu gibi iki fazli sivilarda,
birinci faza (plazma) ait laminalar arasindaki surtinme ikinci fazi olusturan
parcaciklarin, bu laminalari ne Olgide distorsiyona ugrattigi ile yakindan
iligkilidir [44]. Kanin hucresel elemanlarindan olusan ikinci fazdaki
parcaciklarin kolay sekil degistirebilen bir 6zellikte olmalari, onlarin laminer
akim gizgilerine oriyentasyonunu kolaylagtirarak, tabakalar arasindaki
surtinmeyi, dolayisiyla sivinin viskozitesini azaltir [42-43, 45-46]. Tersine,
eger laminalar arasinda yer alan pargaciklarin buyuklugu artarsa, tabakalar
arasindaki surtinme ve viskozite artar [47-48] (Sekil 2). Eritrositlerin tersinir
kimelenme (agregasyon) egilimi, Ozellikle dusuk kayma kuvvetlerinin
etkisinde parcacik buyUkligunu arttirarak, viskoziteyi etkiler [49].
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Sekil 2.1.: Plazmada igindeki eritrositlerin laminar akim gizgilerine etkileri. (a)
eritrositlerin olmadigi durumda plazmanin olusturdugu laminar akim ¢izgileri, (b) sekil
degistiremeyen (rijid) eritrositlerin varhginda akim ¢izgilerinin distorsiyonu, (d) sekil
degistirebilen eritrositlerin varliginda akim gizgilerinin azalmis distorsiyonu, (e) eritrosit
agregasyonundan dolayi artmis distorsiyon

Kayma kuvvetleri yeterince buyukse, eritrositler plazma iginde bir sivi
damlasi gibi davranirlar. Hidrodinamik kuvvetler ktg¢uldukge, eritrositler genis
diskoid ylzeylerinden birbirlerine yaklasarak kimelenirler ve U¢ boyutlu
agregatlar meydana getirirler [46]. Akim hizinin yavaglamasi halinde bdyle



agregatlar olusmasi kan akimi iginde sivi tabakalari arasindaki surtinme
kuvvetini arttirir ve kani daha viskéz hale donastururler [49].

2.1.2. Kapiller Kan Akimi (Mikrodolagim)

insan dolasim sisteminde kapiller damarlar 3-8 um captadir. Bu
kosullarda, kanin butiin olarak iki fazli bir sivi sistemi gibi dusunudlmesi
olanaksizdir. Bunun yerine, kanin hicresel elemanlarinin ve plazmanin bu
boyuttaki damarlardan gegcisi ayri ayri degerlendiriimelidir. Yer yer kan
hdcrelerinin boyutlarindan daha kuguk bir gapa sahip olabilen bu damarlarda
akim hizi, bayuk Olgude kan hucrelerinin sekil degistirme yetenekleri
(deformabilite) ile yakindan iliskilidir [2, 50-51].

2.2. Kan Akimina Etkili Fiziksel Faktorler

Kan akim hizi ise kanin bir saniye suresince katettigi mesafe olup birimi
cm/saniyedir. Kanin damarlar icindeki akim hizi bir¢ok fizyolojik faktorden
etkilenir. Bunlar arasinda damarlarin yarigapi, uzunlugu gibi geometrik
Ozellikleri, damarlarin yapi ve dallanmalari gibi mekanik o6zellikleri, akimi
olusturmak igin kalp tarafindan olusturulan basing ve kanin reolojik 6zellikleri
yer alir [52-53].

19. Ylzyilin ortalarinda kan akimini saglayan fiziksel faktorleri inceleyen
J.L.M Poiseuiille, bir borudaki sivinin akim hizi ile borunun g¢api, uzunlugu ve
surici kuvvet (basing) arasindaki iliskiyi tanimlamistir. Poiseuille bu
calismasinda rijit bir boru kullanmis ve iginden de basit bir sivi gegirmistir. Bu
nedenle borunun c¢api ve sivinin viskozitesi sabit kalmistir. Oysa dolasim
sistemindeki damarlar rijit olmayip kasilip gevseme yetenedine sahip
olduklarindan c¢aplari akima gore degisebilmektedir. Bunun yaninda
damarlarin igcinden akan kan ise basit bir sivi olmayip viskozitesi akim
kosullarina gore degismektedir. Buna ragmen Poiseuille yasasi dolagimin
hemodinamiklerini anlamak agisindan temel olusturur. Poiseuille yasasina
gore, damar i¢cinde akan kanin reolojik 6zellikleri ve sistemin geometrik yapisi
damar yataginin akima gosterdigi direnci belirler [53].

(1)



Poiseuille esitliginde; akim direnci yarigapin (r) dordiinci kuvveti ile ters,
damarin uzunlugu (L) ve sivinin viskozitesi (7) ile dogru orantilidir. Direncin
yarigapin dorduncu kuvveti ile ters orantili olmasi nedeniyle, damar gapindaki
en ufak degisim kan akimini blyuk oranda etkilemektedir.

2.3. Kan Akiminin Diizenlenmesi

Kan, seri ve paralel sekilde duzenlenmis kan damarlari igcinde sistemik
dolagsimin yuksek basingh bolgelerinden dugsuk basingli bolgelerine dogru
hareket eder. Bu hareketi saglayan itici gu¢ kanin kalp tarafindan
pompalanmasiyla olugturulur. Kalbin 1 dakikada pompaladigi kan miktarina
kardiyak output (CO) denir ve organlara akima gosterdikleri direncle iligkili
olarak dagilir. Bir organa olan kan akimi ise (Q) asagidaki formulle belirlenir
[41, 54]:

Q= (TPVR/R) CO

Bu formilde TPVR sistemik dolasimin total periferik vaskuler direnci, R
ise dokunun icindeki vaskuler direngtir. Dolagim sistemininde kan akiminin
belirleyen 3 ana mekanizma vardir. Bunlar noéral, humoral ve Ilokal
mekanizmalar olup her biri birbirinden bagimsiz olarak c¢aligir [41]. Noral
mekanizmalar merkezi sinir sistemi tarafindan dizenlenir ve baslica sempatik
sinir  sonlanmalarindan norepinefrin  salinmasina dayanir. HUmoral
mekanizmalar dolasimda bulunan anjiyotensin Il ve epinefrin gibi vazoaktif
etkili hormonlar tarafindan duzenlenir. Lokal mekanizmalar ise bir dokunun
kendi i¢c dinamikleriyle belirlenir. Lokal mekanizmalar asagida ayrintili bir
sekilde anlatilacaktir.

2.3.1. Kan Akiminin Lokal Olarak Diizenlenmesi

Organizmadaki dokular ve organlar metabolik ve fonksiyonel ihtiyaglarini
karsilamak Uzere kendi kan akimlarini duzenleyebilirler. Bu olay, kan
akiminin lokal yada yerel kontroli olarak tanimlanan kompleks bir
mekanizmadir [7-8]. Kan akiminin lokal kontrolu iki kisimda incelenir: Akut
kontrol ve uzun sureli (kronik) kontrol. Akut kontrol, dolasim sisteminde
arteriyoller, metarteriyoller ve prekapiller sfinkterler diizeyinde gergeklesir ve
doku i¢in gerekli olan kan akiminin saniyeler icinde dizenlenmesini saglar.
Kan akiminin kronik kontroll ise uzun surede meydana gelen ve mevcut
damarlarin boyutlarinda ve/veya sayisinda degisiklik olmasi ile kendini
gOstren mekanizmadir [54-55].

Kan akiminin lokal dizenlenmesinde rol alan mekanizmalar asagida
siralanmigtir [7-11, 55].



1) Metabolik ve miyojenik kontrol
2) Endotel aracili kontrol
3) Eritrosit aracili kontrol

2.3.1.1. Metabolik ve Miyojenik Kontrol

Bir cok fizyoloji kitabinda kan akiminin lokal kontroli kan akiminin
otoregulasyonu baglhgi altinda incelenir. Bu terim, kan akimindaki ani
degisiklere ragmen doku kan akiminin sabit tutulmasini saglayan miyojenik
ve metabolik mekanizmalari tanimlar [55].

Bir dokunun metabolik aktivitesi dokuya olan kan akimini duzenler. Bu
olaya kan akiminin metabolik olarak duzenlenmesi denir. Dokunun
metabolizma hizi artttkca ya da oksijen duzeyi azaldik¢a dokulardan
vazodilatdér metabolitler salinir. Bu vazodilator metabolitler lokal olarak
arteryollere, metarteriyollere ve prekapiller sfinkterlere difize olarak kas
tonusunU azaltir [55]. Boylelikle bu bdlgede kan akiminin artmasina neden
olarak dokudaki oksijen ve besin maddesi acigi kapatilir. Dokudaki metabolik
aktivite arttikga ya da dokuya oksijen sunumu azaldikga dokudan daha fazla
miktarda vazodilatér madde salinir ve vazodilatasyon devam eder. Metabolik
regulasyonda rol alan vazodilator maddeler arasinda adenozin, karbon
dioksit (CO,) , laktik asit, adenozin fosfat bilesikleri, histamin, potasyum (K*)
ve hidrojen (H") iyonlari yer almaktadir [55].

Dokunun metabolizma hizinin degismesiyle dokulardan vazodilator
metabolitlerin salinmasinin yani sira dokudaki oksijen seviyeleri de vaskuler
diz kas hucrelerinin kasilma durumunu etkiler. Clnkd diz kas dokusu kasil
kalabilmek icin oksijene ve besin faktorlerine ihtiyagc duyar. Oksijen veya
besin faktorlerinin eksikligi durumunda ise kan damarlari dilate olarak dokuya
kan akimini arttirir. Buna ters sekilde dokudaki oksijen konsantrasyonu
arttikga kasin kasilma guicu de artacak ve prekapiller sfinkterler kapanacaktir
[56].

Miyojenik duzenlenme, kan akimi kontrolunin doku metabolizmasiyla
ilgili olmayan kismini olusturur. Bu teori, kiugluk kan damarlarinin
intraliminal basin¢ artisina bagl olarak geriimesi durumunda damar
duvarinda bulunan duz kas hucrelerinin kasiimasi ilkesine dayanir [57]. Bu
nedenle kan basincinin artmasina bagli olarak damar duvarinin gerildigi
durumlarda damarlar ani bir sekilde kasilarak dokuya olan kan akimini
kisitlar. Kan basincinin disuk oldugu durumlarda ise duz kasin gerilmesi de
az olur ve damarlar gevser. Burada amacg kan basincinda meydana gelen
degisimlere ragmen dokuya olan kan akimini sabit tutmaktir. Miyojenik
kontrol, diz kas hucrelerinin dogal bir 6zelligi olup noéral ve hormonal
mekanizmalardan  bagimsiz  olarak  gergeklesir  [58].  Miyojenik
vazokonstriksiyon sirasinda meydana gelen olaylar asagida sirasiyla
verilmistir [59].



Lumen ¢apinda artis

Gerime bagli olarak duz kasta depolarizasyon
Voltaja bagli kalsiyum (Ca*?) kanallarinin agiimasi
Hiicre ici Ca *? konsantrasyonunda artis

Miyozin ince zincirinin fosforlanmasi
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intraliiminal basincin diiz kas hiicreleri tarafindan nasil algilandigi heniiz
tam olarak bilinmemektedir. Bu konuda ustinde durulan olasiliklardan biri
diz kas hicre membraninda bulunan mekanosensitif iyon kanallarinin kan
basincindaki artig ile aktive olmasidir. Buna gore intraluminal basinctaki
artisla aktive olan kanallardan hiicre igine Na™ ve Ca*? iyonlarinin girisi
olmaktadir [60].

2.3.1.2. Endotel Aracili Kontrol

Endotel tabakasi butin kan damarlarinin luminal yUzeyini saran ve
salgiladigi  bircok endotel kaynakli faktérle vaskiler homeostasisin
olusumunda rol alan yluksek dizeyde Ozellesmis ve metabolik olarak aktif
bir organdir. Bu tabakayi olusturan endotel hucreleri salgiladiklari birgok
vazoaktif mediator araciligi ile vaskuler duz kas hucrelerinin tonusu ve
buyumesini etkiledigi gibi bunun yaninda dolagimdaki Idkositlerin,
eritrositlerin ve trombositlerin reaktivitesini ve vaskuler gecirgenligi de
diizenleyerek vaskuler homeostasisin saglanmasinda énemli roller alir [61].

Endotel hiicreleri tarafindan salindi§i ve diz kas hucrelerinin tontsinu
etkiledigi bilinen faktorler arasinda nitrik oksit, arasidonik asid metabolitleri,
endotelin ve adrenomedullin gibi peptitler, cesitli purinler, adenozin ve
reaktif oksijen radikalleri yer alir [62-63]. Her ne kadar endotel kaynakli
vazoaktif maddeler daha énce tanimlanmis olsa da “Endotel aracili yanitlar’
terimi Robert Furchgott ‘un 1980 yilinda yaptigi bir dizi ¢alisma sonucu
kullaniimaya baslanmig ve endotel hucrelerinin  vaskuler duz kas
hlcrelerinin tonUsund belirlemedeki esas rolleri anlagilmaya baslanmistir
[64]. Endotel aracih yanitlarda rol alan maddelerden asagida kisaca
bahsedilmigtir. Calismamiz agisindan 6nem tasiyan NO’dan ise daha
ayrintili olarak s6z edilecektir.

Endotelinler :

Endotelinler (ET), 21 aminoasitden olusan ve damar duz kasinda
kasilmaya neden olan peptitlerdir [65]. Baglica endotel hiicreleri tarafindan
uUretilip salgilansa da lokositler, makrofajlar ve kardiyomiyositler gibi baska
hicreler tarafindan da Uretildigi gosterilmistir. ET’lerin gen sekansi 1987
yilinda tanimlanmis ve ayni yil endotelin olarak isimlendirilmistir [66].

ET, preproendotelin olarak sentez edilip, endotelin déonusturtict enzim
(ECE) araciligiyla aktif ET'ye donusturulerek salinir [67]. ET’ler, ET-A, ET-
B ve ET-C reseptorleri araciligiyla vaskuiler etkilerini gdsterirler. ET-A



reseptori damar duz kasinda daha fazlayken ET-B reseptoru endotel
hdcrelerinde bulunur. Ilk aktive oldugunda gugclu vazokonstriksiyonu
uyarmasina karsin ilerleyen stregte NO salinimini uyararak etkisini azaltir
[68].

ET ailesi ET-1, ET-2, ET-3 ve ET-4 olmak Uzere 4 fakli izotipten olusur.
Bunlar arasindan en baskin olarak sentez edilen izoform ET-1'dir ET-1 diger
ajanlara kiyasla 10 kat daha gugclu bir vazokonstriksiyon yapar [69]. Deney
hayvanlarinda sistemik olarak ET-1’e ait reseptorler bloke edilirse damarlarda
vazodilatasyona ve kan basincinda %10-20 azalma gorilur [69]. Benzer
sekilde ECE enziminin inhibisyonu da normotansif insanlarda kan basincinin
dususune sebep olmustur. ET-1, kasici etkisini IP3 yolagi aracihdiyla gosterir
[70]. Dusuk konsantrasyonlarda, ANG Il, seratonin, a-adrenerjik agonistler
gibi protein kinaz C aracilikli etki gosteren diger vazokonstriktorleri de arttirir.

Prostasiklin :

Prostasiklin endojen prostanoid ailesinin bir tUyesi olup prostaglandin I,
(PGIl,) olarak da bilinir. PGI,, endotelden salindigi kesfedilen ilk vazodilator
ajandir ve endotelden salindiktan sonra damar diz kasinda cAMP
araciliiyla gevesemeye yol acar [71].

PGl,, siklooksijenaz 1 (COX 1) ve siklooksijenaz 2 (COX 2) enzimleri
araciligiyla arasidonik asitten Uretilir [72]. PGl,, vaskuler homeostazisin
surdirtlmesinde ve kan akiminin kontroliinde esansiyel rol oynar [73]. Butin
bunlarin yaninda PGl;, trombosit agregasyonunu guglu sekilde baskilayarak
hemostaz sirecini etkiler. Prostasiklinlerin, iskelet kaslarinda kan akimi ve
metabolik vazodilatasyonu dizenlemede buyldk ©6nemi vardir [74].
Prostosiklin sentezini uyaran agonistler arasinda en gugliu uyaran bradikinin,
bunun yani sira substans P, platelet kaynakli buiylime faktorl, epidermal
buylme faktori ve adenin nikleotidleridir [69].

Endotel Kaynakli Hiperpolarize Edici Faktor (EDHF) :

EDHF, damar duz kas hicrelerini hiperpolarize ederek gevsemelerine yol
acip damar ¢apinda artisa neden olan bir ajandir. ilk olarak NO ve PGl;
disinda endotel hucrelerinden sentezlenen bir vazodilator madde olarak
tanimlamistir [75].

EDHF kaynakl vazodilator yanitlarin potasyum kanallarinin bloke
edilmesiyle ortadan kalktigi tespit edilmigtir. Literatirde EDHF’nin etkisiyle
ilgili ¢ farklh mekanizma oOnerilmektedir. Bu mekanizmalar turler arasinda,
damar vyataklari arasinda ve endotelyal uyaranlara goére farkllik
gostermektedir. Bunlardan ilkine gore EDHF Ca* bagmli K* kanallari
araciligiyla endotelde hiperpolarizasyon olugturur. Olusan hiperpolarizasyon,
gap junctionlar araciliiyla vaskuler duz kasa iletilerek diz kasta gevsemeye
yol acar [76]. Bu fikre gore; endotelyal K* kanallari, diiz kasta voltaj bagimli
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Ca™ kanallari aracihdiyla Ca*? girisini azaltarak vaskiiler diz kasin
kasilabilirligine etki eder [77]. Ikinci mekanizmaya g6ére EDHF,
epoksieikosatrienoik asit (EET) gibi sitokrom p450 yolaginin bir Grinudur ve
EET, BKca kanallar araciligiyla duz kasta hiperpolarizasyona yol agar [77].
Uclincti mekanizmaya gore ise; endotel hiicrelerinden orta ve kiiciik Ca*
bagimli K* kanallari araciigiyla K* cikigi diz kas hicrelerindeki inward
rectifying potasyum kanallarini (Kir) ve sodyum potasyum ATPazlari (Na*/
K" ATPaz) aktive ederek diiz kasta gevsemeye neden olur [78].

Her nekadar EDHF’nin varligi ve etkisi bilinse de literaturde EDHF’nin
kimyasal bilesimine iligkin kesin veriler bulunmamaktadir. Bu konuda yapilan
calismalarda K", hidrojen peroksit (H.0,), C-natritiretik peptid, anandamid,
EET gibi bircok mediyator EDHF olarak tanimlanmistir. EDHF aracili
gevseme iletim ve direng damarlarinin her ikisinde de tanimlansa da direng
arterlerinde ve damar boyu kiculdikge katkisi daha fazladir [71].

Nitrik Oksit:

Nitrik oksit, birgok fizyolojik olayda 6nemli rolt olan, nonpolar, renksiz bir
gazdir [79]. 1987 yilina kadar vicutta bulunus nedeni ve metabolizmasi tam
olarak bilinmeyen NO’nun fizyolojik ve patolojik olaylardaki rollerinin
anlasiimasiyla 1992'de yilin moleklli secilmistir [80-81]. Furchgott 1980
yilinda ilk defa, izole edilmis tavsan aortalarinda, diz kas hicreleri tarafindan
asetilkoline gevseme yanitinin olusturulmasi icin endotel butunliguniun sart
oldugunu gostermistir. Bu ¢alismada asetilkoline cevaben goérilen gevseme
yanitinin endotel hiicrelerinden Ca*? aracili salinan bir faktér tarafindan
olusturuldugu dusunulmus ve orjini tam olarak bilinmeyen bu faktére endotel
kaynakli gevsetici faktor (EDRF) adi verilmistir [64]. Ayni yil Dr. Robert
Furchgott, endotelyal muskarinik reseptorlerin asetilkolin ile aktive edilmesi
durumunda EDRF saliverildigini gostermistir. Ardindan 1987°de Dr. Moncada
ve Dr. Ignarro'nun EDRF’nin NO olabilecegine dair kanitlar elde etmesiyle
bilimde birgok sorunun yanitinin NO oldugu anlasiimistir. Dr. Furchgott, Dr.
Ignarro ve Dr. Moncada NO’nun kardiyovaskuler sistemde bir sinyal molekuli
olarak rolu ile ilgili galismalari nedeniyle 1998 yilinda Nobel Tip ve Fizyoloji
Odiiltne layik gorilmuslerdir [81-82]. Bu galismalar, atmosferi kirlettigi, ozon
tabakasini deldigi ve asit yagmurlarina neden oldugu bildirilen NO’nun
kaderini bir anda degistirmistir.

Suda az c¢oOzunen, lipofilik bir molekdl olan nitrik oksit hicre
membranindan kolaylikla geger. Nitrik oksitin yuksuz bir molekul olmasi,
ciffesmemis elektron tasimasi hlcreden hicreye higbir bariyerle
kargilagsmadan kolaylikla gegmesini saglamaktadir [79, 83]. Ayni zamanda
NO, tasidigi ciflesmemis elektron nedeniyle bir radikal molekul olarak
isimlendirilebilir. Diger serbest radikaller genelde hucreler icin zararl iken
NO, dusuk konsantrasyonlarda bile ¢ok o6nemli fizyolojik iglevlerde rol
almaktadir. Ancak, asirt ve kontrolsiz NO sentezi hucreler ic¢in zararli
olabilmektedir [84]. NO, bu 6zellikleri ile ideal bir fizyolojik haberci molekil
Ozelligi kazanmaktadir.
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Nitrik Oksidin Fonksiyonlari:

NO’nun Kardiyovaskiler Sistem Uzerine Etkilerii NO sentez
inhibitorlerleri ile yapilan c¢alismalarda NO yoklugunun vaskuiler direncgte
artisa ve kan basincinda ylkselmeye neden oldugu bulunmustur [81, 85-86].
Bu calismalar, damar direncinin dengelenmesinde NO’nun Oonemli oranda
homeostatik rolt oldugunu gostermektedir [87-88].

Endotel hidcresinde olusan nitrik oksitin bir kismi damar diz kas
hicresine difiize olurken, geri kalan kismi kana gecgerek dolasimdaki komsu
hicreler (lokosit, trombosit) Uzerinde etkili olur [88-89]. NO, duz kas
hicresine diflize olduktan sonra cGMP’yi arttirarak diz kas gevsemesine
neden olur, cGMP artisi 6 farkli mekanizma ile gevsemeyi meydana
getirebilir. Bu mekanizmalar sunlardir [79]:

1. Sarkoplazmik retikulumda Ca*?>-ATPaz'in aktivasyonuyla hiicre ici
Ca'? konsantrasyonunun azalmasi.

2. Miyozin hafif zincirinin defosforilasyonu.

3. Diz kas hlcresi membranindaki reseptér aracihi Ca2+ kanallarinin
inhibe edilmesi.

4. Hiicre ici Ca*? diizeyinin dismesini saglayan Ca*? tasiyicilarinin, G
proteinlerinin, reseptorlerin ve kanal proteinlerinin fosforile edilmesi.

5. Memrandaki Ca*?-ATPaz'in uyariimasi.

6. Potasyum  kanallarindan  potasyum  gecisinin  arttinimasiyla
hiperpolarizasyon olugmasi.

NO’nun Gastrointestinal Sistem Uzerine Etkileri: NO, gastrointestinal
sistemde birgok fizyolojik etkiye sahiptir. Sekresyon ve motilite, kan akimi,
elektrolit ve su absorbsiyonu, mukozal koruma ve inflamasyon gibi olaylarda
roli oldugu gosterilmigtir [90]. NO, mide kan akimini arttirir. NO dondrleri
vagal uyari veya histaminle indUklenen asit salgilanmasini azaltabilir [91].
Ayrica NO doénorleri duodenal mukus sekresyonunu arttirarak gastrik asite
kargi mukozal koruma saglar.

NO’nun Sinir sistemi Uzerine Etkileri: NO merkezi sinir sisteminde
hafiza olusumu, denge ve koku alma gibi birgok fonksiyonu destekleyen bir
norotransmitter olarak iglev gormektedir [79, 85, 92-93]. Periferik sinir
sisteminde ise nonadrenerjik nonkolinerjik sinir sisteminde etki ederek
vazodilatasyon, solunum, mide ve barsak fonksiyonlarinin dizenlenmesine
katkida bulunmaktadir [94].

NO’nun Renal Sistem Uzerine Etkileri: NO renal kan akimi, renal
otoregulasyon, glomeruler filtrasyon, renin salgilanmasi ve tuz atilimi gibi

12



renal fonksiyonlarin kotrolinde en onemli parakrin dizenleyicidir. Bobrekte
glomeruler ve meduller mikrodolasim, endojen NO tarafindan regule edilir
[95-96]. Tubuloglomerular feedback, kismen NO salinimi tarafindan
dizenlenir [96].

NO’nun immiin ve inflamatuvar Sistemler Uzerine Etkileri: Proinflamtuar
sitokinlerin iINOS’u uyararak NO dretimini arttirirlar. NO’nun, makrofajlarin
intraselller ve ekstraseluler patojenleri ortadan kaldirmada etkilerine aracilik
ettigi, bununla beraber sitotoksik etkide NO formunun degil O, ile etkilesimi
ile meydana gelen peroksinitritin etkili oldugu bildirilmistir [85]. Ayrica,
makrofaj kokenli NO’nun inhibitor etkileri timor hicreleri Gzerine oldugu gibi
lenfositlerde de gdorular [97]. Aktive olmus makrofajlarin lenfositlerin mitojen
veya antijenlere verdigi proliferatif cevaptaki baskilayici etkisi kismen NO’ya
atfedilmektedir [98-100].

Nitrik Oksit Uretimi:

Nitrik oksit, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan sentezlenir.
Fonksiyonel olarak 1990 yilinda Bult ve arkadaslari tarafindan tanimlanan
NOS’un primer vyapilari yuksek homolojiye sahip, U¢ farkh izoformu
bulunmaktadir: 1) néronal NOS (NOS | veya nNOS); 2) induklenebilir NOS
(NOS Il veya INOS); 3) endotelyal NOS ( NOS Ill veya eNOS) [85, 101-105].
Noronal NOS ve endotelyal NOS yapisal olarak eksprese edilirken (NOS 1,
NOS 3) diger NOS izoformu olan indtklenebirlir NOS yapisal degildir ve
cesitli sitokinler tarafindan indiklenebilir (NOS 2).

Nitrik oksit, NOS enzimlerinin katalizlemesiyle L-arjinin’in terminal
guanido nitrojeninden sentezlenir. Bu sentez iki basamaktan olusur: Birinci
basamak L-arjinini N-oksidasyonu ile L-OHarjinin olusumudur. ikinci
basamakta ise L-OH arjinin C-N bagi oksidatif olarak parcalanir ve sonucta
sitrulin ve NO olusur. NOS enzimi, L-arginin amino asidinin terminal
guanidino grubundaki nitrojenin oksidasyonunu saglar [104, 106]. Bu
reaksiyon, hem oksijen hem de nikotinamid adenin dintkleotid fosfat
(NADPH) bagimhdir ve nitrik oksidin yanisira L-sitrullin olusmasiyla
sonuglanmaktadir. NOS aracili NO olugumu igin gerekli olan substratlar, L-
arjinin aminoasiti, molekuler oksijen ve NADPH'dir. Kofaktor olarak ise
tetrahidrobiopterin  (BH4), flavin adenin dindkleotid (FAD), flavin
mononukleotid (FMN) ve sitokrom P450 kullaniimaktadir [79, 102, 104-105].
NO sentezi yapan hucreler arjininin hucre icine aktif bir sekilde alinmasini
saglayan mekanizmalara sahiptir. Bu mekanizma diger katyonik
aminoasitlerin tagsiniminda da kullanilabilen bir y* tagtyiciyi icerir [107].

Bu G¢ NOS izoformunun subseluler lokalizasyonu da degiskenlik gosterir.
NNOS ve INOS c¢ozunur sitozolik proteinlerdir. eNOS ise hucresel
membranda partikiler subselller fraksiyonda o6zellikle de plazmalemmal
kaveola’da bulunur [108]. Endotel hicrelerinde bulunan eNOS enzim
aktivitesi lokalizasyonuyla belirlenir. Yeni sentezlenen eNOS enzimi Golgi
kompleksinde membrana myristol ve palmitol gruplariyla bagli halde bulunur
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[109]. Daha sonra vezikuler tasinma yoluyla hlicre membranina tasinarak
burada kolesterol ve lipitten zengin membran girintileri olan ve kaveola adi
verilen yapilara yerlesir. eNOS proteini burada oldukca fazla eksprese edilen
kaveolin-1 proteinine baglanir [110]. Bu baglanma eNOS enziminin katalitik
aktivitesi inhibe eder. Cunkl kaveolin-1 proteini eNOS enzimininin aktive
olmasinda Onemli bir basamak olan kalmodulin baglanmasini engeller.
Hiicreye Ca*? girisiyle ise kalmodulin eNOS enzimine baglanir ve eNOS ile
kaveolin-1 arasindaki iligkiyi ortadan kaldirarak enzimin aktive olmasini
saglar. Boylelikle eNOS enzimi membrandan ayrilarak sitoplazmaya gecger.
Sitoplazmada Protein kinaz B olarak da bilinen Akt enzimi eNOS enzimini
serin 1177 bolgesinden fosforlayarak aktivitesinin daha da artmasina yol
agar. Ayrica eNOS’un bir stres proteini olan HSP 90 ile baglanmasi da hem
kalmodulinin hem de Aktnin enzime baglanmasini kolaylastirarak enzim
aktivasyonunda 6nemli bir rol oynar. eNOS’un inhibe olmasi ise hucre igi
Ca™ konsatrasyonlarinda azalma ve enzimin defosforile olmasi ile
gerceklesir. Bu faktorler eNOS’un tekrar kaveolin-1 proteinine baglanmasina
ve golgi kompleksine gecgerek burada palmitol gruplarinin enzime
eklenmesiyle kaveolaya taginarak inaktive olmasina neden olur.

Belli kosullar altinda; NOS, NO yerine O, Uretebilir [L05]. NOS tarafindan
O, olusumu, oksijenaz domaininin hem grubu araciligiyla olur, stbstrat (L-
arjinin) ve kofaktor (BH4) varligina bagimlidir [111-112]. NOS, her iki faktorun
veya birinin konsantrasyonunun diusuk olmasi durumda O, olustururken,
substrati ve kofaktoru yeterli miktarda oldugu zaman NO Uretir.

NOS enzimi, oksijenaz (1 - 491 aminoasit) ve reduktaz (492 - 1205
amino asit) olmak Uzere 2 adet globiler protein motifine sahiptir [113].
Memeli NOS’lari sadece dimerik formda olduklari zaman fonksiyonel olarak
aktiftirler. ReduUktaz bolgesi, NO uretimi icin gereken elektronlari, redukte
olmus NADPH’I dehidrojenize ederek uretir [105]. Elektronlar daha sonra
oksijenaz bdlgesine gecerler. Kalsiyum bagh kalmodulinin NOS’un COOH-
terminal rediuktaz ve NH2  terminal oksijenaz domaininin arasina
baglanmasindan sonra elektron transferi aktive olur. Kalmodulin, flavinlerden
NOS’un hem bdlgesine elektron transferinde goérevli olup, NO biyosentezinde
onemli bir basamak olan, flavin indirgenmesinin hizini belirler [114-116].
Oksijenaz bolgesi, NO uretim yeridir ve hem, L-arjinin ve BH4 baglar. Ayrica
¢inko (Zn) baglama bdlgesine sahiptir [117] (Sekil 8). Her NOS dimeri bir
¢inko iyonu igerir ve bu da dimerik molekulin stabilizasyonunu saglar. Tum
NOS izoformlari kalmodulin baglanma bdlgesi icerse de kalmodulinin
NOS2’ye baglanmasi onu kalici bir alt birim haline getirir. eNOS ve nNOS’a
kalmodulin baglanmasi ve aktivasyonu fizyolojik Ca*™ konsantrasyon
degisikliklerine cevaben meydana gelirken, kendisine sikica bagli
kalmoduline sahip olan iINOS disik Ca+2 konsantrasyonlarinda bile
maksimum flavin rediksiyonuna imkan saglar [87-89, 118].
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Nitrik Oksit’in Metabolizmasi:

insan plazmasinda oksijen varliginda NO hizli bir sekilde esas yikim
arind olan nitrite (NO2’) dondsur. Plazmada bulunan nitrit, eritrositler
tarafindan hcre icine alinarak methemoglobin tarafindan nitrata (NO3)
oksitlenebilir. Nitrat daha sonra plazmaya tekrar gecer [119]. Plazmada
bulunan NO’nun bir diger yikim yolu da gicli bir antioksidan olan
peroksinitriti (ONOO") olusturmak uUzere O anyonlariyla hizli bir sekilde
reaksiyona girmesidir. Fazla miktarda bulunan peroksinitrit daha sonra nitrata
pargalanabilir. Bunlarin yaninda NO oksijen ile de reaksiyona girer ve reaktif
bazi ara Urlnler olusturabili. NO’in sivi bir ortamda otooksidasyonu,
dinitrojentrioksit (N203) gibi reaktif nitrojen oksit Urlnlerinin olusumuna neden
olabilir [102]. Bu urlin fakli substratlari okside veya nitroze ederek
nitrozaminler veya nitrozotiollerin ortaya ¢ikmasina sebep olabilir. Yapilan
calismalar plazmada ylUksek konsatrasyonlarda bulunan redoks aktif tiollerin
NO ile iliski kurarak onu memeli dolasiminda biyoaktif S-nitrosotioller (RSNO)
seklinde tasiyabildiklerini gostermistir [120]. Plazmadaki RSNO’lar ylksek
molekuler agirhkli RSNO’lar (S-nitrosoalbumin) ve dusik molekuler agirlikli
RSNO’lar (S-nitrosoglutatyon) olmak Uzere iki gruba ayrilir. Oksijen
varhiginda NO’nun plazmada tioller ile girdigi reaksiyon sonucu olugsan esas
artndn SNOAIb oldugu dusunulmektedir [81, 88].

Plazmaya ek olarak NO, eritrositlerde direk Hb’le reaksiyona girerek de
metabolize olur [119-120]. Eritrosit icinde bulunan Hem proteininin
oksijenasyon durumuna gére NO ile Hb arasinda U¢ farkli reaksiyon
gerceklesebilir: Sivi ortamlarda NO hizli bir sekilde oksihemoglobin (OksiHb)
ile reaksiyona girerek NOzve methemoglobin (MetHb) olusumuna sebep
olur. Genel olarak, bu reaksiyonun NO’nun in-vivo ortamdaki esas
inaktivasyon yolagi oldugu dusulmesine ragmen son zamanlardaki ¢alismalar
bunun her kosul altinda dogru olmayabileceg@ini disundurmektedir. NO’nun
eritrosit icindeki oksihemoglobin ile reaksiyon hizi onun eritrosit icine diftizyon
hizi ile sinirli olup, serbest oksihemoglobin ile reaksiyon hizina gore 650 kat
daha yavastir. Alternatif olarak, NO deoksihemoglobinin hem grubuna
baglanarak nitrozilhemoglobin (NOHb) olusumuna sebep olur. Ugiinci bir yol
ise NO veya NO; ve N,O3 gibi daha yuksek oksidasyon Urlnlerinin beta
hemoglobin zincirlerinin  sulfhidril gruplarinin  93. sistein rezidusu ile
reaksiyona girerek SNOHb olusumuna sebep olmasidir [26, 120]. NO ile
hemoglobin arasindaki bu 3 farkh reaksiyonun gerceklesme orani oksijen
parsiyel basincina baghdir. Ven6éz kanin NO ile muamele edilmesi sonucu
daha fazla NOHb daha az NOg, arteriyal kanin muamelesi sonucu ise daha
fazla NO3; daha az NOHb olustugu gdsterilmistir. EK olarak hemoglobinin
oksijenasyon durumu SNOHb olusumunu kolaylastirir. Stamler ve
arkadaslart hem demirine oksijen baglanmasinin hemoglobinin beta
zincirinde bulunan sistein rezidisiine NO baglanmasini arttirarak, SNOHb
olusumunui sagladigini goéstermiglerdir [26]. Deoksijenasyon ise SNOHb’nin
allosterik donusumune sebep olarak NO salinimini saglar.
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eNOQOS Aktivitesinin Kontroli:

eNOS, bazal kosullarda endotel hulcresinde surekli olarak ancak az
miktarda NO sentezi yapar. Kulture edilmig endotel hucrelerinde eNOS
enzimi yapisal olarak eksprese olmasina ragmen bazi faktérlerin de enzim
aktivitesini ve bazal ekspresyonunu etkiledigi bilinmektedir. Kayma gerilimi,
eNOS aktivitesini arttirmaktadir. DUzenli egzersiz yaptirilan kdpeklerde de
eNOS duzeylerinin arttigi bildirilmistir [121]. TNF-a, okside LDL artisi ve
hipoksi gibi faktorler ise eNOS aktivitesini azaltmaktadir. Ayrica kaveolanin
transmembran proteini olan kaveolin de eNOS'u inhibe edebilir [108]. Bu
inhibisyon Ca-kalmodulin kompleksi tarafindan tamamen ortadan kaldirilabilir
[108].

eNOS fosforilasyonu, eNOS aktivitesini kontrol eden kritik regulator
mekanizma olarak tanimlanir. eNOS Uzerinde en az 5 spesifik fosforilasyon
bdlgesi tanimlanmistir [122]. eNOS fonksiyonunda fosforilasyonun dnemini
destekleyen veriler bulunmasi ve giderek artmasina ragmen fosforilasyonun
regulasyonunda rol alan protein kinazlar ve fosfatazlarla ilgili ¢eligkili bilgiler
bulunmaktadir. Ornegin, eNOS’un serin 1177 aminoasitinin, in vivo ve in vitro
kogullarda 5 farkli protein kinaz tarafindan fosforillendigi gosterilmistir [123-
127]. Serin 1177 bdlgesi ile ilgili cok sayida ¢alisma bulunmasina ragmen
diger bdlgelerin fosforilasyonunun 6nemi hala tartismalidir [122]. eNOS
enzimi fizyolojik uyarilara cevaben serin 1177, serin 633, serin 615, threonin
495 ve serin 114 bdlgelerinden fosforillenmektedir.

eNOS-serin 1177 bolgesinin  fosforillenmesi, enzim aktivitesinin
artmasina neden olur. Bu bdlgenin fosforillenmesi ile bazal aktivitenin 2 kat
arttigi bildirilmistir [125, 128] eNOS-threonin 495 bolgesinin fosforillenmesi ile
ise enzim aktivitesinin azaldi§i goOsterilmigstir [108, 122, 124, 129].
Literatirde diger fosforilasyon bdlgelerinin eNOS enzim aktivitesi Uzerine
etkilerine dair celigkili bilgiler bulunmaktadir [122].

2.3.1.3. Eritrosit aracili kontrol

Eritrositler yiksek miktardaki hemoglobin icerikleri nedeniyle genel olarak
solunum yuzeyleri (akcigerler, solungagclar) ile metabolik olarak aktif dokular
arasinda O, tasinmasini saglayan hucreler olarak tanimlanirlar. Ancak son
yillarda eritrositlerin gok dnemli bir gorevi daha oldugu aciga ¢ikmistir. Bu da
kan akiminin lokal olarak duzenlenmesidir [3, 11, 26, 130]. Dokulara oksijen
sunumunun gergeklesmesi kan akimiyla iligkili oldugundan eritrositler
tarafindan kan akiminin dizenlenebiliyor olmasi fizyolojik agidan buylk
onem tasimaktadir.

Lokal kan akiminin eritrositler tarafindan duzenlenmesine iligkin son
yillarda olduk¢a fazla ¢alisma yapilmigtir. Bunlardan ilki James ve
arkadaslarina ait olup bu calismada tavsan torasik aortalari farkl oksijen
parsiyel basinci igceren ortamlarda fenilefrin ile kastiriimis ve damar gerimleri
platoya ulastigi anda ortama eritrosit eklenmistir. %1 oraninda oksijen iceren
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kosullarda damar banyosuna eritrosit eklenmesiyle damar diz kasinda %35
oraninda gevseme yaniti gelisirken oksijene kosullarda damar banyosuna
eritrosit eklenmesi kasilma yanitina neden olmustur. Hipoksik kosullarda
gozlenen bu gevseme yaniti bir siklik guanozin monofosfat (cGMP) inhibitori
olan 1H-[1,2,4]oxadiazole[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ) varliginda ise inhibe
olmaktadir. Bu nedenle damar preparatlarinin Uzerine eklenen eritrositlerin
yalnizca hipoksik kosullarda ve duz kas hucrelerinde cGMP yolagini
kullanarak dilatasyon yanitina neden oldugu soylenebilir (Sekil 2.3.2. ) [14].
Ote yandan Stamler ve arkadaslari endotel tabakasi siyrilmis damar
segmentlerine hipoksik kosullarda eritrosit eklenmesiyle damar duz kas
tonUsunun azaldigini gostererek eritrositlerin endotelden bagimsiz olarak
gevseme yanitina neden oldugunu kanitlamistir [16]. Butin bunlarin yani
sira, eritrositlerin ozellikle hipoksi ve mekanik stres kosullarinda endotel
aracili yolaklar ile de damar duz kas hucrelerinde oldukg¢a hizli ve buyuk
miktarda gevsemeye neden oldugu bilinmektedir [17, 131].

Yukarida bahsedildigi gibi eritrositter hem endotel aracilli hem de
endotelden bagimsiz mekanizmalarla damar duz kasinda gevsemeye neden
olmaktadir. Bu mekanizmalar eritrositlerden salinan molekullere gore 2 ana
baslikta toplanabilir [14-17]. Bunlar; 1) Eritrositlerden ATP salinimi 2)
Eritrositlerden NO ya da NO biyoaktivitesine sahip molekullerin salinimidir.

12 -

1 dakika

REC eklevmesi

Sekil 2.2. Tavsan torasik aortalarina %95 ve %1 oksijen iceren ortamlarda eritrosit
eklenmesinin damar toniistine etkisi [14].
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Eritrositlerden ATP Salinimi:

ATP, hicrelerde koenzim olarak kullanilan bir nukleotit olup en dnemli
iglevi hucre ici biyokimyasal reaksiyonlar igcin gereken kimyasal enerjiyi
tasimaktir. Eritrositler, hucre membraninda yerlesmis glikolitik enzimler
tarafindan Uretilen milimolar dizeylerde ATP igerir [132].

Eritrositlerden ATP salinimi tarihsel olarak eritrositlerin kan akimi
dizenlenmesinde tanimlanan ilk rolleridir ve ilk defa 1992 yilinda Forrester
ve arkadasglarinin insan eritrositleri ile yaptiklari bir calismada gosterilmigtir
[11, 17, 133]. Eritrositlerden plazmaya salinan ATP endotel hucreleri
Uzerinde bulunan reseptdrlerine baglanarak etkisini goésterir. ATP’nin endotel
hicrelerinde  bulunan  hedef reseptorleri  purinerjik  reseptorlerdir.
Eritrositlerden salinan ATP parakrin yolla etki ederek endotel hucre
yuzeyinde bulunan P2y reseptorlerine baglanir. Bu reseptorler Gq proteini ile
eslesen G protein bagli reseptorler olup aktive olunca fosfolipaz C (PLC)
aktivasyonu dzerinden hicre icinde inositol 3 fosfat yapimini arttirirlar.
endotel hucrelerinde nitrik oksit (NO) ve arasidonik asit metabolitlerinin
sentezi baslar ve sentezlenen NO, duz kas hucrelerine difize olarak burada
guanilat siklaz aktivasyonu uzerinden gevseme yanitina neden olur [134].
Gunumuzde cesitli fizyolojik ve farmakolojik uyaranlara cevaben
eritrositlerden  kontrolld  bir gekilde ATP saliniminin  gergeklestigi
bilinmektedir. Eritrositlerden ATP salinimini saglayan fizyolojik uyaranlar
arasinda eritrositlerin mikrodolagimdan gecgerken kargilagtiklari mekanik
kuvvetler [12-13, 23] ve duslk oksijen parsiyel basinglar [28, 133, 135] yer
almaktadir. Her iki durumda da hicreden salinan ATP miktari uyaranin
bayukliugunden etkilenmektedir. Hucreden ATP c¢ikisina neden olan
farmakolojik uyaranlar arasinda ise eritrosit membraninda bulunan beta
adrenerjik reseptorleri aktive eden ajanlar yer almaktadir. Bunlar da doza
badimli olarak ATP salinimini dizenlerler [21].

ATP bir polivalen anyon olup hiucre membranindan gegemedigi kabul
edilir [136]. Literaturde eritrositlerden ATP salinimini agiklayan mekanizmalar
arasinda Pannexin-1 adi verilen bir gap junction proteini, kistik fibrosis gen
arind klor kanah (CFTR) ve voltaj bagimh anyon kanallari (VDAC) yer
almaktadir [137-139].
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Sekil 2.3. Eritrositlerden ATP salinimi araciliyla kan akiminin diizenlenmesi [18].

Eritrositlerden ATP salinimini gerceklestiren mekanizmalar da agikliga
kavusturulmus olup bunlar heterotrimerik G proteinleri olan stimulator G
ptoteini (Gs) ve inhibitér G proteini (Gi) adenilat siklaz, protein kinaz A ve
kistik fibrosis transmembran iletkenlik duzenleyicisini (CFTR) igcermektedir
(Sekil 2.3.2.1.). Yapilan ¢alismalar Gs ile iligkili olan adrenerjik reseptorlerin
ve prostasiklin reseptorlerinin konsantrasyona bagimli sekilde hucrede siklik
adenozin monofosfat (CAMP) artisina neden olarak hlcreden ATP
salinmasina yol actigni gostermistir. Ancak, mekanik kuvvetlere ya da dusuk
oksijen basinglarina maruz kalan eritrositlerde aktive olan G proteini Gs dedgil
Gi'dir. Bu uyaranlar Gi proteinlerinin adenilat siklaz aktivasyonuna neden
olan By subunitelerini aktive ederek hiicre icinde cAMP seviyelerinde artisa
neden olmaktadir [18, 140].

Batin bunlarin yaninda eritrositlerden plazmaya ATP salinimini inhibe
eden mekanizmalar da iyi bilinmektedir. Bunlar arasindan ilki NO araciligi ile
gerceklesmektedir. Bu konuda yapilan galismalar limene salinan ATP’nin
endotel hdcrelerini uyarmasiyla bu hucrelerden yapilip saliveriien NO’nun
sadece duz kas hucrelerine degil bunun yaninda Iimene dogru da diflize
oldugu ve eritrositleri etkiledigi hipotezine dayanmaktadir. Buna gore
eritrositler bol miktarda NO bulunan bir damar yatagina girdiklerinde fazladan
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NO salinimi gerekli dedildir ve NO eritrositlerden ATP c¢ikisini inhibe
etmektedir. NO’'nun bu etkisini, fizyolojik uyaranlara cevaben eritrositlerden
ATP salinmasini saglayan Gi proteinini inaktive ederek gercgeklestirdigi
gOsterilmigtir [19]. Ayrica lUmene salinan ATP’nin burada bulunan enzimler
tarafindan metabolize edilmesiyle olusan adenozin difosfat (ADP)inda ATP
saliniminda rolu oldugu 6ne surulmektedir. ADP, eritrositler Gzerinde bulunan
purinerjik reseptorlere baglanmakta ve hicre igcinde cAMP duzeylerini
azaltarak ATP saliniminda azalmaya neden olmaktadir [141].

Eritrositler’den NO ve NO Biyoaktivitesine Sahip Molekiillerin Salinimi:

Eritrosit ve NO liskisini arastiran ilk g¢alismalar eritrositlerde bulunan
hemoglobinin ‘NO tuketici’ etkisi Uzerinde durmustur [15, 142-143]. Bu
nedenle eritrositlerin damar diz kas tonusunin belirlemesindeki tek temel
fonksiyonlarinin plazma igindeki NO seviyelerinin azaltilmasi yonunde oldugu
dUsundimustar. Eritrositlerin NO tlketici etkileri kan akimiyla ve hemoglobinin
lokalizasyonuyla yakindan iligkilidir. Kan akiminda meydana gelen artis NO
tuketici etkiyi azaltirken [144], hemoglobinin plazmada serbest halde olmasi
bu etkiyi 600 kat arttirmaktadir [15]. Ayrica parsiyel oksijen basinci da
hemoglobinin  NO’ya afinitesini etkilemektedir. Yuksek oksijen parsiyel
basinglarinda hemoglobinin NO’ya afinitesi artarken, parsiyel oksijen
basincinin dugmesiyle bu afinite azalmaktadir [24, 145].

Batln bunlarin yaninda son yillarda yapilan calismalar eritrositlerin NO
biyoaktivitesindeki rollerinin sadece NO tuketimi degil; bunun plazmaya NO
salinimini gerceklestirmek de oldugunu gostermistir. Bugun eritrositler
tarafindan NO salinmasina iligkin 3 farkli mekanizmadan bahsetmek
muamkuinddr:

1) Eritrositler endotel hicreleri  tarafindan  Uretlen NO'yu S-
nitrosohemoglobin halinde tagiyarak hipoksik kosullarda NO seklinde salarlar
[26]

2) Eritrositler plazmada bulunan nitriti hipoksik kosullarda NO’ya cevirirler
[130, 146]

3) Eritrositler eNOS enziminin aktivasyonu ile NO Uretirler [3, 32, 37]

Eritrositlerde gerek eNOS enzimi aracihdiyla gerekse diger vyollarla
dretilen NO’nun hicreden nasil ¢iktigi ise henlz tam olarak netlik
kazanmamigtir. Bu konuda 0One surilen gorusler arasinda NO’nun
eritrositlerden serbest olarak difizyona ugramasi ve membranda yerlesmis
proteinler tarafindan NO c¢ikisinin kolaylastirilmasi yer almaktadir [147-148].
Bahsedilen membran proteinleri arasinda Band 3 (anyon degistirici) en
onemlisidir [25].
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1) NO’nun S-nitrosotiol $Seklinde Taginmasi:

S-nitrosohemoglobinin de iginde yer aldigi S-nitrosotioller (SNO), bir
tiolin sulfGr atomuna kovalent olarak baglanmis nitrosil grubu iceren
yapilardir. Genel formilleri RSNO dur. RSNO’lar, sistein ya da glutatyon gibi
duguk molekuler agirlikh molekullerden Hb gibi yuksek molekuler agirlikli
proteinlere kadar degisen farkli organik yapilardan olusabilir [149]. NO ve
hemoglobinin S-nitrosotioller seklinde birlikte bulunabilecegdi ilk olarak 1992
yillarinda literatirde yerini almistir [26, 150]. Bugln ise NO’nun protein
tiollerine baglanarak proteinlerin konformasyonu, fonksiyonu ve diger
molekdllerle iligkisini dizenledigine dair ylzlerce yayin bulunmaktadir.
Hemoglobin tarafindan inaktive edilmeye karsi olduk¢a direngli olan bu
yapinin NO’ya gbére daha uzun bir biyolojik aktivite slresi oldugu da
gOsterilmistir [151].

1995 yilinda Jia ve arkadaslan tarafindan yapilan bir calismada
eritrositler iginde SNO olustugu ve bu yapidan NO’nun uygun kosullarda
ayriip htcre disina ciktigi ilk kez kanitlanmistir (39). Daha sonra yapilan
arastirmalar eritrositlerin akcigerlerde oksijen ile yuklenmeleri sirasinda
endotel tarafindan sentezlenen NO’nun eritrosit icine girdigini ve oksijen ile
yukli R konumundaki hemoglobinin beta zincirine badlanarak SNO
olusturdugunu goéstermistir. SNO eritrositler icinde damar sisteminin diger
bdlumlerine tasinmakta ve hipoksik kosullarda hemoglobinin desatlrasyonu
sirasinda oksijen ile birlikte ortama salinmaktadir (2; 64). Dolayisiyla
eritrositler birer NO tasiyicisi olarak NO biyoaktivitesine katilmaktadir (Sekil
2.3.2.2)
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Sekil 2.4. Eritrositlerde SNO olugsumu ve dokulara salinimi [152].

Eritrositler tarafindan SNO seklinde tasinan ve hipoksik kosullarda limene
salinan NO’nun damar diz kasinda siklik guanozin monofosfat (cGMP)
aracili vazodilatasyon yanitinin gelismesine neden oldugu bir¢ok arastirmada
gOsterilmigtir [16, 24, 31].

2) Nitritin indirgenmesi:

Nitrit, NO’nun biyolojik bir metabolitidir ve deneysel ¢alismalarda lokal ve
sistemik dolasimdaki eNOS aktivitesinin bir gostergesi olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Bunun yaninda nitritin, asidotik ve hipoksik kosullarda bir
NO preklrsori oldugu goésterilmis ve bdylece nitrite bakis acisi daha da
geligmigtir [153-154].

Dolagsim sisteminde bulunan nitritin kaynagdi blyuk oranda eNOS enzimi
tarafindan yapilip lumene difuize olan NO’dur [155]. eNOS enzimi
bulunmayan farelerin plazma nitrit seviyelerinin kontrollerine gére % 70
oraninda daha dusuk oldugu gosterilmistir [156-157]. Nitritin fizyolojide

22



giderek artan 6nemine karsin kanda stabil sekilde bulunmamasi ve kan
alinirken meydana gelen kontaminasyonlar nedeniyle plazma orneklerinde
nitrit konsantrasyonlarinin belirlenmesi oldukga guglestirir.  Bu nedenle
bugliine kadar rapor edilen sonuclarda nitritin plazma konsantrasyonlari
oldukga genis araliklarda tanimlanmigstir [158-159]. Schechter ve arkadaslari
dinlenim durumunda tam kandaki nitrit seviyelerini yaklasik 200 nM;
eritrositteki nitrit seviyelerini ise 300nM olarak saptamistir. Buna gore
eritrositler plazmadan daha fazla miktarda nitrit icermektedir [160].

Eritrositler tarafindan nitritin NO’ya indirgenmesi, lumende bulunan nitritin
eritrosit igine girmesiyle gercgeklesir. Nitritin eritrositlere girisi hakkindaki ilk
gorugler Band 3 proteininin araciligini isaret etse de bu suregte bagska
mekanizmalarin da rol alabilecegi dustnutlmektedir [161-162]. Eritrositler
hiicre icindeki nitriti deoksihemoglobin veya membranda bulunan ksantin
oksidoreduktaz ve nitrik oksit sentaz enzimleri araciligiyla NO’ya
indirgeyebilmektedir [130, 163]

Eritrositler tarafindan nitrit indirgenmesi yoluyla olusturulan NO’nun
damar diz kasinda gevsemeye neden oldugu gosterilse de [153, 164-165];
bdyle bir yanit elde edebilmek icin gereken nitrit konsatrasyonlari fizyolojik
sinirlarin Ustiinde oldugundan fizyolojik kosullarda nitritin vazodilator rolt tam
olarak netlik kazanmamistir [166-167].

3) NOS araciligiyla NO Sentezi:

Doku kan akiminin duzenlenmesinde onemi rolleri oldugu bilinen
NO’nun sentezinden son yillara kadar sadece endotel hicreleri sorumiu
tutulmustur [168-169]. Ancak deneysel calismalar ve teorik analizler, dolagsim
sisteminde endotel hucrelerinin digsinda baska huicrelerden de, NO
sentezlendigini ve dolasima salindigini gdstermistir [148, 170]. Bu hicreler
arasinda 6zelikle eritrositler vurgulanmaktadir [32].

Bu konuda yapilan ilk ¢aligmalar eritrositlerde bir NOS enziminin var
oldugunu goésterse de bu calismalarda enzimin aktif oldugu kanitlanamamis
ve eritrositlerin gelisim surecinde fonksiyonunu kaybeden inaktif bir protein
olarak tanimlanmistir [171]. ik olarak 2006 yilinda Kleinbongard ve
arkadaslarn tarafindan yapilan kapsamli bir ¢alismada kan hucrelerinden
kdken alan NO’nun blylk oranda eritrositler tarafindan uretildigi gosterilmistir
[32-33]. Eritrositlerde bu enzim hem sitozolde hem de membranin i¢ ylzinde
yerlesmis durumdadir ve membranda sitoplazmadan %20-30 daha fazla
miktarda bulunur. Ayrica bu iki kompartmandaki enzimler arasinda diger
NOS tasiyan hicrelerde de oldugu gibi fonksiyonel bir iliski olduguna dair
deliller mevcuttur [32].

Eritrositlerde bulunan NOS enzimi endotel hicrelerinde bulunan
eNOS enzimi gibi L-arjinin tarafindan uyarilir ve genel NOS inhibitorlerine
duyarhdir. Enzimin aktivitesi serin 1177 boélgesinden fosforilasyon ile olur. Bu
fosforilasyon htcre ici kalsiyum miktari ve fosfotidol inositol 3 kinaz (PI3K)

23



tarafindan duzenlenmektedir [32]. Bu nedenlerle eritrosit NOS enziminin
eNOS enzimine benzerligi dikkat cekmektedir. Ayrica L-arjininin L-sitrtline
doénlsim hiziyla belirlenen NOS enzim aktivitesi eritrositlerde ve endotel
hicrelerine birbirine yakindir (0.3 -0.7 pmol/pg/dk) [32].

Eritrositlerde NOS ile iligkili Proteinler:

eNOS enzimi eritrositler igindeki lokalizasyonlarina gére 3 farkli
proteinle iligki kurar. Bunlar kaveolin-1, kalmodulin ve hiicre ici stres
proteinleridir [172].

Kaveolin-1: Membranda bulunan NOS enzimi, hicre membraninin
kaveola adi verilen ve kolesterol ve lipitten zengin membran girintileri iginde
bulunan kaveolin-1 adli proteine baglanir. eNOS enziminin bu proteine
baglanmasi enzimin inaktif hale gegmesine neden olur [172].

Kalmodulin (CaM): CaM hiucrelerde yuksek miktarda bulunan kutcuk,
asidik bir Ca*? baglayici proteindir [173]. Hiicrede cesitli proteinlere baglanip
onlari aktive ederek Ca*? sinyalinin hiicresel yanita gevrilmesini saglar.
Eritrositlerde CaM, Ca*® pompasi, hiicre iskeleti proteinleri ve eNOS enzimi
ile iliskiye girer [174]. Hucre icine kalsiyum giriginin ardindan kalsiyum
baglanmasiyla aktive olan CaM, membranda kaveolin-1 proteinine bagli
halde bulunan eNOS enzimine baglanir ve enzimin membrandan
sitoplazmaya gecerek aktiflesmesine olanak saglar [172].

Stres proteinleri: Butin hudcreler gevresel degisimlere karsi koruma
saglayan ve genel olarak Hsp ya da stres proteinleri adi verilen bir seri
protein icerir. Eritrositlerde Hsp’lerin bir grubunun bulundugu gosterilmistir.
Olgun eritrositler yapisi bozulmus olan proteinlerin yenileriyle degismesini
saglayacak hidcre i¢ci mekanizmalara sahip olmadigindan saperonlarin
proteinleri koruyucu ve sabitlestirici etkisi ¢cok onemlidir [175]. eNOS
enziminin sitoplazmaya ge¢gmesinin ardinan HSP proteinleri enzime baglanir
ve bu sekilde enzimin aktivitesi korunur [172].

Eritrosit NOS Kofaktorleri:

L-arjinin:  Eritrositlerdeki NOS aktivitesi L-arjinin eklenmesiyle
artmaktadir. L-arjinin, sigir eti ve ceviz gibi gunluk besin 6gdelerini de iceren
bircok farkl besinde bulunmakla birlikte hepatik Ure siklusunda endojen
olarak da Uuretilmektedir [176]. Eritrositlerde L-arjinin metabolizmasinda
gorevli enzimler bulunmaktadir. Bunlardan biri, L-arjinini Ure ve L-ornitine
geviren arjinaz-1 enzimidir. Diyabetik hastalarda arjinaz-1 ekspresyonunun
artmasiyla NOS aracii NO yapiminin azaldigi goésterilmistir [177-178].
Koroner arter hastaligi, pulmoner hipertansiyonu, periferal arteriyal tikaniklik
hastaligi olan bireylerde de diyete L-arjinin eklenmesinin yararli oldugu
gOsterilmistir[178]. Ayrica flavanoldan zengin kakao ile beslenmenin insan
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eritrositlerindeki arjinaz-1 aktivitesini azaltarak NOS aktivitesinde artisa
neden oldugu da bilinmektedir [179].

CAT1 transporter: CAT1, L-lizin, L-histidin, L-ornitin ve L-arjinin gibi
katyonik aminoasitlerin hlicreye tasinmasinda rol alan ve hiicrelerde oldukga
fazla diizeyde eksprese edilen bir proteindir [180]. insanlarda bulunan CAT1,
eritroid hiicre kolonunda glikoforin-A pozitif nikleer hicrelerde 8 kat fazla
bulunarak segici bir ekspresyon paterni izler. CAT-1, L-arjininin hicre igine
tasinmasini saglayarak NO sentezinin dizenlenmesine katildigi bilinmektedir
[181].

Kalsiyum (Ca*?): Eritrositlerde bulunan kalsiyumun biyik kismi hiicre
membraninda yer almaktadir [182]. Hiicre ici Ca*? diizeylerinin artisi hiicrede
bir dizi biyokimyasal ve morfolojik degisimlerin baglamasina neden olur [183].
Ca™ konsantrasyonun artisi membran protein paterninin degismesine,
hicreden su ¢ikisiyla ve hiucre buzilmesiyle sonuglanan potasyum ¢ikisinin
aktivasyonuna neden olur [184-185]. Eritrositlerde bulunan Ca** pompasi
hiicre ici Ca*? seviyelerini 0.634 pg/ml diizeyinde tutmak icin hiicreye giren
Ca*?u uzaklastirir [182]. Eritrositler yaslandikga hiicre Ca*™ diizeylerinde
artis gozlenir. Bu artisa paralel olarak hucre ATP igerigi ve CaM aktivitesi
azalir. Butun bunlar hicre membraninin viskoelastik karakterini etkileyecek
sekilde hlicre iskeleti yapisinda yeniden diizenlenmelere neden olabilir [186].

Asetilkolin (ACh): ACh reseptorleri (AChR) lenfositler ve eritrositler gibi
kan hdcrelerinin yuzeyinde bulunmaktadir. ACh ile inkiibe edilen eritrositlerin
deformabilitesi artarken agregasyon egilimi de azalmaktadir. Bunun yaninda,
eritrositlerin  ACh ile inkibasyonu hicre yizeyinde bulunan muskarinik
reseptorleri aracihdi ile NO metabolitleri olan nitrit ve nitrat konsantrasyonunu
arttinr. Endotel hucrelerinde bulunan ACh reseptorleri (AChR) eNOS
enziminin ¢ok belirgin bir aktivatorudur. Bu reseptorler ligand kapili katyon
kanallar olup 4 farkl polipeptid sublnitesinden olusur. AChR’nin 2 ana sinifi
liganda cevabina gore muskarinik ve nikotinik reseptorler olarak 2’ye ayrilir.
Eritrositler muskarinik reseptorlerin agonisti olan koline cevap verirler.

Eritrosit NOS Aktivitesinin Dizenlenmesi:

Enzim aktivitesinin serin 1177 bolgesinden fosforilasyon ve hicre igi
kalsiyum duzeyleri tarafindan belirlenmesi ve genel NOS inhibitérlerine
duyarli olmasiyla endotel kaynaklh eNOS enzimine benzerlikler tasiyan
eritrosit kaynakli NOS, bazi noktalarda da bu enzimden ayrilir [32]. Eritrositler
cekirdek, endoplazmik retikulum ve golgi kompleksi gibi hiicre organelleri
icermediginden bircok NOS dizenleme mekanizmasina da sahip degildirler
[187]. Bunun yaninda eritrosit NOS enziminin aktivitesi endotel hicrelerinde
oldugu gibi enzimin hicre igindeki lokalizasyonuna baglidir ve yine endotel
hicrelerinde oldugu gibi dongusel olarak islemektedir. Bu mekanizmalar
heniz teorik olsa da eritrosit NOS enziminin diizenlenme mekanizmasi soyle
islemektedir: Eritrosit NOS enzimi sitoplazmada kaveolin-1 proteinine bagl
olarak inaktif halde bulunur ve buradan membrana vezikiler tansport yoluyla

25



tasinarak membranda lipitten zengin bolgelere baglanir. Kayma gerilimi
sinyalleri ya da reseptor aracili uyarim bir yandan enzimin serin 1177
bolgesinden fosforilasyonuna neden olurken bir yandan da hiicreye Ca*?
girisine neden olur. Hiicreye giren Ca*?un kalmodulin ile baglanmasiyla
kalmodulin aktif hale gegcer ve membraninda bulunan NOS enzimine
baglanir. Bu baglanma NOS enzimi ile kaveolin-1 proteini arasindaki bagi
koparip NOS’un aktifleserek memrandan sitoplazmaya ge¢mesine neden
olur. Sitoplazmada bulunan Hsp90 proteinleri aktif hale gegen NOS’a
baglanarak enzimin aktivitesini stabilize eder ve bdylece NO olusumunu
arttirir. Hucre igi konsatrasyonlarinda meydana gelen dusus ile birlikte ise
NOS ile kalmodulin arasindaki bag zayiflar ve NOS kaveolin-1 proteinine
yeniden baglanir. Bodylece enzim tekrar inaktif duruma gecer. Bu
mekanizmalarin yaninda enzimin serin 1177 bolgesinden fosforilasyonu ve
hicre membranindaki asetilkolin reseptdrinin aktive olmasi da enzim
aktivasyonunu arttirmaktadir.

.Bugliine kadar yapilan calismalarda eritrositlerden eNOS enzim
aktivitesine bagl olarak NO g¢ikisinin asetilkolin, insilin ve mekaniks stres
uygulamasiyla arttigi gosterilmistir [32, 34, 36-38]. Mekanik strese cevaben
eNOS aktivasyonundan ilerideki sayfalarda daha ayrintih  olarak
bahsedilecektir.

2.4. Kan Damarlarina Etki Eden Hemodinamik Kuvvetler

Kan damarlarinda etkili olan hemodinamik kosullar damar duvarina yakin
bolgelerde cesitli yuzeysel kuvvetlerin olugsmasina neden olur. Bu kuvvetler 2
ana kategoride incelenir: ilki, damarin icindeki nabiz basinc
degisikliklerinden kaynaklanan sirkumferansiyal stres ve digeri de kan
akimindan kaynaklanan ve damar duvarina paralel yonde etki eden kayma
gerilimi'dir. Kan basincindan koken alan kuvvetler butin damar duvari
tabakalarina (intima, medya ve adventisya) iletilirken kayma gerilimi yalnizca
damar duvarinin kan ile iligki halinde olan en i¢ tabakasi olan endotele iletilir.
Kan damarlarinin duvarina etki eden sirkumferansiyal kuvvetler damar ¢apini
damar duvarinin elastik 6zelliklerine ve gerilebilme yetenegine bagh olarak
duzenlerken kayma gerilimi endotel hucrelerinden sentezlenip salinan
molekuller aracihdi ile dizenler [188].

2.4.1. Duvar Kayma Gerilimi

Kayma gerilimi, laminar akim kosullarinda sivi tabakalarinin birbirinin
uzerinden kaymasini saglayan kuvvet olarak tanimlanir. Silindirik borularda
sivi hareketini olusturan bu kuvvet dyn/cm? olarak, yani birim alana
uygulanan kuvvet biciminde ifade edilir [188]. Dolagim sisteminde, kan ve
damar duvari arasinda yerlesmis olan endotel hicreleri, kan akimindan
kaynaklanan kayma geriliminin etkisinde kalirlar [189-190]. Endotel hiicresine
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paralel yonde etki eden kuvvetler “duvar kayma gerilimi” olarak ifade
edilebilirler.

2.4.2. Duvar Kayma Gerilimini Belirleyen Faktorler

Duvar kayma geriliminin buyuklugu, damarin yarigapi, damar duvarina
komgu bolgedeki sivinin hareket hizi (duvar kayma hizi) ile damar duvarina
temas eden sivinin viskozitesi tarafindan belirlenir [190].

Sivi akim hizi (Q), damar yarigapi (r), sivinin viskozitesi (7) degiskenleri
tarafindan belirlenen duvar kayma gerilimi (6) asagidaki formule goére
hesaplanir.

=—=1 (2)

Formulde de belirtildigi Uzere, kayma gerilimi damarin yarigcapindan onemli
Olgclde etkilenir. Bu nedenle damar yarigapinda meydana gelen ufak bir
degisim, kayma geriliminde blyuk farklara neden olmaktadir. Bunun yaninda
kanin akigkanlik ozellikleri de duvar kayma gerilimini belirleyen bir diger
onemli etkendir. Dolagim sisteminde daha buyUk lumen capina ve daha
yavas kan akim hizina sahip venlerdeki duvar kayma gerilimi duzeyleri
arterlere goére daha dusuktur. Ortalama kayma gerilimi buylk venlerde 1
Pa’dan daha az iken; kuguk arteriyollerde bu deger 10-70 Pa arasinda
degismektedir [191-192].

Ayrica dolasim sistemi boyunca kan damarlarinin geometrisinde gorulen
degisikler ayni damarin farkli bolgelerinde duvar kayma geriliminin
degismesine neden olmaktadir [193-194]. Bu degisiklikler en ¢ok damar
egimlerinin  ve damar dallanmalarinin goéruldugu bolgelerde gbze
carpmaktadir. Damar eg@imlerinin ve dallanmalarinin oldugu bu bdlgelerdeki
duvar kayma gerilimi degerleri ayni damarin farkli bolgelerine goére daha
disuktar [192, 195].

Duvar kayma gerilimini etkileyen bir diger faktor de kardiyak dongudur.
Kan akim hizi ve duvar kayma gerilimi sistolde yuksek iken diyastolde daha
disuktar. Ancak diyastol fazi, kardiyak doénguanidn 2/3’'GnG  olusturmasi
nedeniyle diyastol fazindaki duvar kayma gerilimi seviyesi, ortalama duvar
kayma geriliminin buyuk kismini olusturmaktadir. Sistol fazi boyunca nabiz
basincindaki artisin yani sira duvar kayma geriliminde gorilen artis da arter
capinda meydana gelen artisa bagli olarak sinirlandiriimaktadir. Bu etki
Ozellikle elastik arterlerde gorulmektedir [196].
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Vicut icinde duvar kayma gerilimini tam olarak belirlemek oldukca
zordur. Cunku duvar kayma gerilimi hesabinda yer alan degigskenler olan
kanin akim hizi ve hiz gradiyenti ile kanin viskozitesi icin damar duvarina
yakin bolgedeki degerler belirlenmelidir. Oysa bu degerler damarin kesit
alani boyunca degismektedir. Bu nedenle arteryal duvar kayma gerilimi
Olcimleri, %20-50 arasinda hatali olabilmektedir [197].

2.5. Duvar Kayma Geriliminin Eritrositlere Etkileri

Eritrositler memeli organizmasinin mekanik kuvvetlerden en ¢ok
etkilenen, en ¢ok sekil degistirmeye zorlanan hucrelerindendir. Eritrositlerin
en yuksek oranda mekanik etkilere maruz kalgi bodlge mikrodolasimdir.
Mekanik kuvvetlerin eritrositlerde bir dizi hicre i¢i sinyal yolagini aktive ettigi
ve hucre iskeletinde yeniden duzenlenmelere neden oldugu bilinmektedir
[198].

Mekanik stres uygulamasi eritrositlerde plazma membraninin yapisinda
cesitli degisikliklere neden olmaktadir. Fizyolojik duzeylerdeki kayma gerilimi
eritrosit membraninin monovalan katyonlara ve Ca*?a olan gegirgenligini
arttinr [5-6]. Kayma gerilimi aracili iyon akimlarinda membranin mekanik
olarak hasarlanmasi ve mekanosensitif iyon kanallarinin aktivasyonu en
onemli rolu oynar. Kayma geriliminin bir analogu olan hucre hacminin
arttirimasi ydénteminin insan eritrositlerinde mekanosensitif Ca*?a gegirgen
katyon kanallarinin agilmasina neden oldugu gosterilmistir [199]. Buna zit
olarak hdcre hacminin azaltilmasi ile hilcrenin buzulmesi ise non selektif
katyon kanallari araciligiyla hiicreye Ca*? girisine neden olmakta ve bu
kanallar hiicre hacminin artisiyla inhibe olmaktadir [200]. Butin bunlarin yani
sira eritrositlerde gerimle aktive olan inward rektifying katyon kanallari da
bulunmaktadir [201].

Mekanik kuvvetlerin etkisi altinda eritrosit membraninin gerek monovalan
katyonlara gerekse Ca*?a gecirgenliginin artmasi bu hiicrelerin baslica
mekanik 6zelliklerini etkileyebilecegi bildiriimistir. Ornegin, hiicre ici kalsiyum
konsantrasyon artisi membran iskeleti igindeki protein iligkilerini degistirerek
membran rijiditesini arttirmaktadir. Mekanik stres altinda artan potasyum
gecirgenliginin de eritrosit deformabilitesi degisikliklerinden sorumlu
olabilecegi gozlenmistir [202].

Endotel hucrelerinde bir¢cok sinyal yolagi mekanik kuvvetlerin etkisiyle
aktive olmaktadir [203]. Endotel hicrelerinde kayma gerilimine cevaben
aktive olan sinyal yolaklarinda integrinlerin [204] ve heterotrimerik G
proteinlerinin [205] rol aldigi gosterilmistir. Eritrositlerde ise heterotrimerik G
proteinlerinin Gi subtipi, adenilat siklaz, protein kinaz A ve sistik fibrosis
transmembran kondtktans diizenleyicisi mekanik kuvvetlere cevaben aktive
olan sinyal yolaklarinin bilesenleridir [140]. Bu sinyal yolaklarinin aktivasyonu
sonucunda eritrositlerden ATP salinimi gergeklesmektedir [13]. Bunun
yaninda mekanik kuvvetlerin etkisiyle eritrositlerdeki NOS enziminin aktive
oldugu ve bu aktivasyonda enzimin serin 1177 bdlgesinden
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fosforilasyonunun da rol aldigi gosterilmistir. Bu konu asagida daha ayrintili
olarak tartisiimistir.

2.5.1. Duvar Kayma Gerilimi ve NO Salinimi

Endotel Hiicrelerinden NO Salinimi:

Duvar kayma gerilimi degisikliklerinin  NO bagimli mekanizmalari
etkiledigi ¢ok iyi bilinmektedir [206-211]. NO, dolasimin kontrolinde anahtar
bir rol oynar [212-213]. Vaskuler diz kas tonusunun ve akim direncinin
dizenlenmesinde NO’nun o6nemi iyi bilinmektedir [213-215]. Hipoksi ve
kayma gerilimi gibi cesitli faktorler eNOS aracili NO sentezini etkiler [88, 216-
219]. Bu faktorler sadece mevcut enzimin aktivitesini degil endotel
hicrelerinde eNOS proteinin ekspresyonunu da etkiler [88, 220]. Endotel
hiicreleri Uzerinde etkili mekanik faktorler hicrelerdeki NO Uretiminin ana
belirleyicisi olarak bilinir [88, 220]. Duvar kayma geriliminin azalmasi NO
uretimini azaltir ve duz kas tonusunun artmasina neden olur [221]. Bununla
ilgili olarak, ‘akim aracili gevseme’ terimi literatirde iyi tanimlanmis bir
mekanizmayi isaret eder . Bu mekanizma damar duvarina etki eden kayma
gerilimi artisina cevaben damar gevsemesine neden olan endotel aracili bir
surectir. Bu slregte akima verilen gevseme yaniti saglam bir endotel
tabakasinin varligina baghdir. Cunkl endotel hicreleri kan akimindan
kaynaklanan kayma gerilimini algilayan sensorlerdir ve bu uyariya cevaben
salgiladiklari vazodilator maddelerle damar duz kasinda gevsemeye neden
olurlar. Endotel hicrelerinden salgilanan bu vazodilatéor maddeler arasinda
prostaglandinler, ATP, EDHF ve en 6nemli olarak da NO yer alir.

Endotel hicresinden NO dUretimini belirlemede akim hizinin rolind teyit
eden c¢ok sayida deneysel calisma yayinlanmistir [221-224]. Varin ve
arkadaslarinin galismasinda, sol koroner arter ligasyonu ile siganlarda kronik
kalp yetmezligi olusturulmus ve bu hayvanlarda grasilis kasi arterlerinde NO
tarafindan aracilik ettigi bilinen akim aracili gevseme yanitlarinin baskilandigi
gOsterilmigtir [221]. Ayni kas 6rneklerinde NOS ekspresyonun da azaldigi
saptanmigtir [221]. ilging olarak hem akim aracili gevseme hem de NOS’daki
azalma kardiyak debi ve iskelet kas damarlarina kan akimini arttiran yizme
egzersizi ile 6nlenebilmektedir [221]. Miyauchi ve arkadaslari endotelyal NO
aktivitesi Uzerine sivi kuvvetlerinin etkilerini gosteren sonuglara ulagsmislardir
[224]. Calismalarinda, siganlarda 45 dakika agir egzersiz sonrasi akciger ve
bdbreklerde NOS aktivitesini arastirmiglardir. Egzersiz sirasinda akcigerlerde
kan akimi artisi gerceklesirken, bobreklerde tam tersi olur. Egzersiz
yapmayan si¢anlarla karsilasgtirildiginda, egzersiz yapan siganlarin
akcigerlerinde total NOS aktivitesinin arttigi, bobreklerde ise aktivitenin
azaldigr saptanmistir [224]. Yukarida bahsedilen iki c¢alismada kan
akimindaki degisikliklere bagli olarak duvar kayma geriliminin degismesi
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durumunda NO sentezleyen mekanizmalarin etkilendigi acik bir sekilde
gOsterilmigtir [221, 224].

Eritrositlerden NO Salinimi

Endotel hicrelerindeki NOS enzimi gibi eritrositlerde bulunan NOS
enziminin de mekanik kuvvetlerin etkisiyle aktive olabilecegi hipoteze
edilmistir (Sekil 2.5.) [3, 172]. Bu konudaki ilk deneysel ¢alisma 2007 yilinda
Fischer ve arkadaslan tarafindan yapilmistir. Bu calismada eritrositlerin
kardiyopulmoner bypass (CBP) cerrahisinde ektrakorporeal dolasimindan
gegigleri sirasinda kargilastiklari mekanik kuvvetlerin bu hucrelerdeki eNOS
enzimini aktive ettigi gosterilmis ve bu aktivasyon CBP cerrahisi sirasinda
goOrulen hipotansiyonun nedeni olarak sunulmustur [35]. Arastiricilar
eritrositlerdeki eNOS enzim aktivitesinin ekstrakorporeal dolagsima maruz
kalma suresiyle iligkili olarak arttigini gézlemislerdir. Ancak bu calismada
eritrositlerin maruz kaldigi mekanik kuvvetlerin duzeyini tahmin etmek gugtar.

Baskurt ve arkadaslari tarafindan yapilan bir dizi deneysel ¢alismada ise
eritrositlerdeki eNOS enziminin dolasim sisteminde gozlenen mekanik stres
dizeylerinde de aktive olacagi hipotezi ¢ farkh deney dizeneginde test
edilmistir. Bu dizeneklerde eritrositler mikrodolagimda ve buyuk damarlarda
g6zlenen mekanik kuvvetleri taklit edecek sekilde birbirinden farkli 6zellikte
ve bulyiklikteki mekanik stres uygulamalarina tabi tutulmustur [36-38]. ilk
calismada eritrosit suspansiyonlari 10 cmH,O basing farki altinda 5 ym
¢apinda ve 11 pm uzunlugundaki silindirik porlara sahip filtrelerden
gecirimigtir  [38]. Belirtilen kosullarda mekanik stres uygulamasi
eritrositlerden NO cikisinin artmasina neden olmaktadir. Bu g¢ikigin non-
spesifik NOS inhibitéri olan L-NAME ile inhibe edilmesi ve sispansiyon
ortamina kalsiyum eklenmesiyle arttirmasi, NO olusumunda NOS enzim
aktivasyonun ve hiicre ici kalsiyumun énemini vurgulamistir. ikinci calismada
ise eritrosit suspansiyonlari 0.12 cm ¢apa ve 33 cm boya sahip bir kapiller
borudan 30 dakika boyunca pompalanaraka hicrelere 2 Pa dizeyinde
kayme gerilimi uygulanmistir [37]. Bu sekilde mikrodolasim kosullarinda
gOzlenen mekanik kuvvet duzeyleri modellenmigtir. Eritrositlerin bu sartlarda
kayma kuvvetlerine maruz kalmasi hicrelerden 6zellikle hipoksik kosullarda
NO cikisina neden olmustur. Hicrelerden mekanik stres uygulamasina
cevaben NO cikisinin gergeklestigi sispansiyon ortaminda NO ve nitrit nitrat
konsantrasyonlarinin tayini ile gosterilmigtir. Ayrica bu ¢ikisin eNOS enzim
aktivasyonuna bagli oldugu immunohistokimya metodlariyla kanitlanmigtir
[37-38]. Son galismada ise bir lam Uzerine yapistiriimis eritositler Gzerinden
fizyolojik tuz solusyonu (PBS) akimi yapilarak hicrelere 0.1 Pa dizeyinde
kayma kuvveti uygulanmistir. Bu sirada hucre ici NO ve Ca* seviyeleri
Olcllmustir. Buna gore eritrositlere uygulanan kayma gerilimi hiicrelerde NO
ve Ca'*? artisina neden olmaktadir. Bu galismalar eritrositlerde NO sentezine
neden olan enzimatik mekanizmalarin bulundugunu dogrulamakta ve bu
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mekanizmalarin hicreye uygulanan kayma kuvvetleriyle aktiflestigini
gostermektedir.

Eritrositler tarafindan eNOS enzim aktivitesiyle olusturulup plazmaya
salinan NO’nun damar duz kasina ulasip burada vazodilatasyona neden olup
olamayacagi ise ¢esitli matematiksel modellerle arastiriimigtir. Chen ve
arkadaslar 2009 yilinda yayinladiklari galismalarinda, hemorajik sok gelisen
bireylerde dolasimda NO seviyelerinin azaldid1 bilgisinden yola c¢ikarak
“eritrosit kaynakli eNOS vaskiler tonusin korunmasinda énemli ise kanama
sirasinda kaybedilen eritrositler sadece dokulara oksijen tagima kapasitesinin
dusmesinden degil ayni zamanda vaskuler tonusun bozulmasindan da
sorumludur” gorasunu ortaya atmislardir. Bu hipotezi test etmek igin
uyguladiklari ve eritrositlerden NO yapimini ve damarin enine kesiti boyunca
difuizyonunu taklit eden matematiksel modelde o6zellikle siddetli kanamada
hematokritin % 30’un altina dismesiyle diz kas hucrelerine ulagsacak NO
miktarinin  6nemli dizeyde dusecegini savunmuslardir [39]. Ancak bu
modelleri deneysel olarak kanitlayan bir galisma bulunmamaktadir.
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Sekil 2.5. Eritrosit nitrik oksit sentaz aktivitesinin mekanik stres ile kontroluna iliskin

hipotez [172].
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2.6. Hipotez ve Amag

Eritrositlerin damar duz kas tonusunun belirlenmesinde rol oynadigini
gOsteren caligmalar son on yil igcinde hiz kazanmis ve kan akiminin lokal
olarak dizenlenmesine yeni bir bakis acgisi getirmistir [16, 160, 225].
Eritrositlerin bu iglevine aracilik eden mekanizmalar eritrositlerden ATP ve
NO salinimiyla iligkilidir [17, 31]. Eritrositlerin  S-nitrosohemoglobin
olusturarak ve nitrit reduktaz aktivetesi gostererek plazmaya NO salinimi
gerceklestirdigi bilinmektedir [24, 226]. Ote yandan eritrositlerde aktif bir NOS
enziminin gdosterilmesi, eritrositlerin enzimatik yolla olusan NO icin de bir
kaynak olusturabilecegini gostermistir [32]. Eritrositlerde bulunan NOS
enzimi, dolasim sisteminde go6zlenen fizyolojik dlzeylerdeki mekanik
kuvvetlerin  etkisiyle  aktiflesmekte  ve  hicrelerden  NO  c¢ikisl
gerceklesmektedir [37-38]. Ancak, mekanik kuvvetlerin etkisi altinda
eritrositlerde NO yapiminin arttigi gosterilmis olsa da bu hucreler tarafindan
yapilip salinan NO’nun duz kasta gevseme yanitina neden olup olamayacagi
bilinmemektedir.

Bu galisma, eritrositlerde bulunan ve mekanik kuvvetlerin etkisi altinda
aktif hale gecen NOS enzimi tarafindan Uretilen NO’nun damar tonudsunuin
belirlenmesinde fizyolojik bir énemi olup olmadigini saptamak amaciyla
planlanmigtir. Bu amacla, mekanik strese maruz birakilmis eritrosit
suspansiyonlari, endotel hucreleri siyrilmis ve organ banyosuna asiimis
kicuk mezenterik arterlerden perfize edimis ve bu sirada damar ¢apinda
meydana gelen degisimler incelenmistir.
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GEREC VE YONTEMLER

Akdeniz Universitesi Tip Fakultesi Fizyoloji ve Histoloji Anabilim
Dallarinda ve Deney Hayvanlari Unitesinde gerceklestirilen bu calismada 12-
14 haftalik disi Wistar siganlar kullanilmistir. Akdeniz Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurul onayi ile Akdeniz Universitesi Tip Fakdltesi Deney
Hayvanlari Bakim ve Uretim Unitesinden temin edilen ve agirliklari 260—290
g arasinda degisen sicanlar, sicakligi 23 + 2°C olan ve 12 saat saat gun 111
- 12 saat karanlik periyodu uygulanan bir odada tutulmus ve kisitlamaksizin
(ad libitium) ticari sican yemi ve su erisimleri saglanmistir. Bitliin deney
proseduru sicanlardan kan ve doku ornekleri alindiktan sonraki 6 saat icinde
gerceklestiriimistir.

3.1.Kan ve Doku Orneklerinin Toplanmasi

Tiyopental anestezisi (80mg/kg, ip) altinda siganlarin abdomenleri
acillmis ve abdominal aortadan ethylendiaminetetraasetic acid (EDTA; Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, ABD 1,5 mg/ml) iceren enjektorler ile kan
alinarak sicanlar kansizlastirma yontemi ile feda edilmistir. Kan alma
isleminin hemen ardindan mezenter yatak mide ve c¢ekum ile birlesen
kisimlarindan baglanarak izole edilmistir. izole edilen mezenter yatak 4 °C’'de
Krebs solisyonu (NaCl 119 mM, KCI 4.7 mM, NaHCO3; 24, KH2PO, 1.18
mM, MgSO, I7H,0 1.17 mM, CaCl, 2.5 mM ve glukoz 11.2 mM) iceren bir
petri kabina alinarak laboratuar ortamina taginmistir.

3.2.Kan Orneklerinin Hazirlanmasi ve Gruplandirma

Siganlarin abominal aortalarindan toplanan kan ornekleri icinde bulunan
|okositler dansite gradiyenti yontemiyle uzaklagtiriimistir. Bunun igin, 8 ml kan
ornegi 50 ml'lik polipropilen tipe alinmis ve Uzerine 16 ml polisukroz (60 g/l)
ve sodium ditriazot (167 g/l) solisyonu (Histopaquel119; Sigma Chemical
Co, St. Louis, MO, USA) eklenerek 700gde 30 dakika boyunca santrif(j
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edilmistir. SantrifGjin ardindan dipte ¢cékmUs halde bulunan eritrosit paketinin
Uzerinde kalan bolum aspire edilerek uzaklastirilmigtir. Daha sonra eritrosit
paketi 3 defa Krebs solisyonunda yikanmis ve yine ayni sollsyon iginde
resuspanse edilerek hematokriti 0.1 I/l.’ye ayarlanmistir. Son olarak eritrosit
suspansiyonunun icine 1mM konsantrasyonda L-Arjinin (L-arjinin; A5131,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) eklenmis ve 37°C'de 30 dakika
inkUbe edilmigtir.

Bu asamadan sonra eritrosit sispansiyonlari 6zelliklerine goére 3 gruba
ayrilmigtir. Eritrosit suspansiyonlarin 6zellikleri asagidaki gibidir:

a) Kontrol: Mekanik strese ugramayan eritrosit sispansiyonlari

b) Mekanik Stres (MS): 2 Pa dlzeyinde mekanik strese ugrayan
eritrosit suspansiyonlari

C) Mekanik Stres + L-NAME (MS+ L): Mekanik stres
uygulamasinin éncesinde L-NAME (L-NAME; N-5751, Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA) ile muamele edilen eritrosit sispansiyonlari

3.3. Mekanik Stres Uygulamasi

Eritrosit sUspansiyonlari 6zel olarak tasarlanmis bir akim sisteminde 20
dakika boyunca 2 Pa buyukliginde mekanik kuvvetlere maruz birakilmigtir.
Bu akim sistemi, i¢ ¢apl 0.12 cm ve uzunlugu 33 cm olan cam kapiller bir
borudan ve senkronize c¢alisan bir ¢ift enjektér pompasindan (Model
NE1000,dual pump system; New Era Pump Systems Inc., Wantagh, NY,
USA) olusmaktadir (Sekil 3.1). Birbirine zit yonde c¢alisan pompalar
enjektorlerden birinin kapiller boruyu besleyecek sekilde itilmesini, digerinin
ise otomatik olarak doldurulmasini saglayarak kapiller boru iginde surekili
akim olusturmaktadir. Eritrositlerin kapiller borudan gecerken kargilagacaklari
mekanik kuvvetlerin blylikligu asagidaki formile goére hesaplanmistir:

T3 (1)

Bu formulde ¢, duvar kayma kuvveti (2 Paskal); r, cam kapiller borunun
yarigapl; n, eritrosit sispansiyonlarinin viskositesi ve Q ise slispansiyonun
akim hizini ifade etmektedir. Akim hizi, duvar kayma kuvveti 2 Paskal olacak
sekilde hesaplanarak uygulanmigtir.
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Kapiller boru
r=0.06 cm
L=33cm

Rezervuar

Enjektor
pompasi

L/

Sekil 3.1 Mekanik stres diizenegdi. Bu dizenek birbirine zit ydonde g¢alisan bir gift enjektor
pompasi ve eritrositlerin mekanik strese maruz kaldigi cam bir kapiller borudan
olusmaktadir.

3.4.Damar Segmentlerinin izolasyonu ve Basing Miyografina Asilmasi

Laboratuvar ortamina 4 °C’de Krebs sollisyonu iginde tasinan mezenter
yatak yine 4 °“de Krebs sollisyonu iceren cam diseksiyon petrisine alinmis
ve toplu igne yardimiyla petrinin silikondan olugan zeminine sabitlenmigtir.
Daha sonra diseksiyon mikroskobu (SzZ61, OLYMPUS; Tokyo, Japan) altinda
mezenter arterin 3. dal (dis ¢api1 260 ile 356 uym arasinda degisen) mikro-
diseksiyon cerrahi malzemeleri yardimiyla etrafindaki bag dokudan
siyrilmigtir. Bag dokudan temizlenen damar segmentinin dal igermeyen kismi
mezenter yataktan c¢ikarilarak Krebs sollsyonu ile dolu olan baska bir cam
petriye alinmig ve endotel tabakasi siyrilimistir. Bu islem damar segmentinin
icinden 40 mikrometre capa sahip bir tungsten telin boydan boya 3 defa
dikkatli bir sekilde gecirilmesiyle gerceklestiriimistir. Bu islem sirasinda damar
segmentinin duz kas tabakasina zarar vermemeye 6zen gosterilmistir.

Damar segmentlerinin perflzyonu $Sekil 3.2."de sematize edilen basing
miyografi dizeneginde gercgeklestiriimistir. Bu sistemde, damar segmenti iki
ucundan cam kanullere baglanmakta ve damarin hem agonist aracili hem de
akim aracili yanitlari incelenebilmektedir. Ayrica bu sistemde digaridan
verilecek ajanlarin intraluminal veya ekstraluminal olarak uygulanabilmesi
mumkundur. Basing miyografi sistemi igerdigi servo-kontrolli basing Unitesi
sayesinde akimi ve basinci birbirinden bagimsiz olarak ayarlayarak damarin
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icinden istenilen akim ve basin¢g kosullarinda akim gergeklestiriimesine
olanak saglar. Bu sistemde damar duvarina uygulanacak gerim, damar igi
basincin istenilen duzeye yukseltiimesiyle saglanir. Damar duvari Uzerine bu
sekilde esit dagihm gosteren bir basincin uygulanabilmesi, damarin silindirik
seklinin korunmasina ve spontan tonus gelistirmesine de olanak
saglamaktadir.

Farkli akim hizlarinda damar segmentlerinin intraliminal basinglarini
sabit tutmak tzere tasarlanmis olan basing miyografi dizenedi, iki ayri doner
pompa, damarin giris ve ¢ikisindaki basinglari dlgmeye yarayan iki adet
basing transdlseri ve servo kontrol Unitesinden olusmaktadir (PS/200/Q,
Living Systems Burlington, VT; Sekil 5). Pompalardan biri ayarlanabilen sabit
bir hizla damar igine dogru akim saglarken, digeri damar igindeki basinci
sabit tutmak Uzere servo kontrol Unitesi tarafindan belirlenen hizlarda ve
yonlerde akim sadlayabilmekte ve bdylece akim hizini ve perflizyon
basincini birbirinden bagimsiz olarak ayarlayabilmektedir

Endotel tabakasi yukarida bahsedildigi sekilde siyrilan damar segmenti
icinde Krebs Solisyonu bulunan damar banyosuna alinmis ve diseksiyon
mikroskobu altinda ¢api 120-150 ym olan cam kandullere 11-0 naylon suturler
kullanilarak her iki ucundan baglanmistir. Daha sonra damar banyosu damar
segmentinin dis ¢apini monitorize etmek Uzere video analiz sistemi (Model
V94, Living Systems Instrumentation, Burlington, VT) iceren bir kamera
(XC73CE, Sony, Japan) ile iligkili inverted mikroskop (Eclipse TS100, Nikon,
Japan) Uzerine vyerlestiriimistir. Ardindan damar banyosunun giris ve
cikisindaki sivi basincini dlgmek ve banyo igindeki solisyonun sicakhgini
37°C’ de sabit tutmak (izere sirasiyla basing transdiserleri ve banyo Isiticisi
ile gerekli baglantilar saglanmistir.

Son olarak, damar banyosuna asilan damar segmentinin akim sirasinda
sivi kagagina neden olabilecek sekilde dallanma bdlgeleri igerip icermedigi
test edilmistir. Bunun icin servo-kontrolli perflizyon sistemi acilarak damar
segmentinin Krebs Sollsyonu ile doldurulmasiyla farkh intraliminal basing
degerleri (40, 80, 120 mmHg) olusturulmus ve her bir degerde servo-
kontrolin devreden c¢ikartiimasindan sonra intraliminal basingta meydana
gelen degisimler izlenmigtir. Servo kontrolin devreden c¢ikartiimasiyla
intraliminal basincin dusmesi damarda kagak oldugunu gdsterirken
intraliminal basincin sabit kalmasiI damarda kacaga neden olacak dallanma
bdlgeleri olmadigini gostermistir. Dallanma bolgeleri icermedigi gdsterilen
damar segmentinin intraliminal basinci 40 mmHg'ya ayarlanmig ve servo-
kontrolli perfuzyon sistemi tarafindan deney boyunca 40 mmHg'da sabit
tutulmustur.
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Sekil 3.2 Basing Miyografi. RP1: Sistem basincin 40 mmHg’da sabit kalmasini saglayan
servo-kontrolli pompa. RP2: Kanin rezervuardan kapiller boru igine perfizyonunu
saglayan sabit akim pompasi. S. P1, P2: Basing tranduserleri

3.5.Deney Protokoll

Damar segmentini iceren damar banyosunun yukarida bahsedildigi
sekilde basing miyografi diizenegi ile baglantisi saglandiktan sonra sirasiyla
asagidaki protokol izlenmistir:

1) Dinlenme periyodu: Damar segmenti i¢i Krebs Sollisyonu ile dolu iken
40 mmHg intraluminal basing ve 37°C banyo sicakhgi kosullarinda 45
dakikalikk dinlenme periyoduna birakiimistir. Dinlenme periyodu slresince
damar iginden sivi akigi olmamigtir. Dinlenme periyodu sirasinda 15
dakikalik araliklarla damar banyosu igindeki Krebs Sollisyonu disarida
bulunan bir rezervuarda % 95 O, %5 CO; igceren karisimla gazlanmakta olan
yenisi ile degistiriimistir. Dinlenme periyodunun 30. dakikasinda damar
segmentinin 80 mM KCI uygulamasina cevaben gelistirdikleri kasilma
yanitlari incelenerek damar duz kasinin saglamhigi dogrulanmistir. Daha
sonra endotel saglamlik testi gerceklestirilerek deney alinacak olan
damarlarin endotel tabakasinin siyriimis oldugu gdsterilmistir. Bunun icin 10
M fenilefrin (Phe) ile kastirilan damar segmenti 10° M asetilkolin (ACh) ile
muamele edilmis ve damarin gevseme yaniti izlenmigtir. ACh’e gevseme
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yanitt vermeyen damar segmentleri endotelsiz olarak kabul edilerek
calismaya dahil edilmistir.

2) Inkiibasyon Periyodu: Calismaya alinan damar segmentleri, mekanik
kuvvetlerin etkisiyle eritrositlerden salindigi bilinen ATP’nin [13] damar diz
kas hicrelerinde bulunan purinerjik P2X reseptorleri Uzerinden neden
olabilecegi vazokonstriksiyonu [18, 227] dnlemek amaciyla, bir non selektif
purinerjik P2 reseptodr antagonisti olan pyridoxal-phosphate-6-azophenyl-2,4-
disulfonic acid (PPADS) ile 10° M konsantrasyonda 30 dakika boyunca
inkiibe edilmigtir [228]. Bu asamadan sonraki tUm deney protokolleri PPADS
iceren Krebs Solusyonu varliginda gergeklestirilmistir.

3) Damar Segmentlerinin Perflizyonu: inkiibasyon déneminin sonunda
perfuzyon asamasina gegmeden once butiun damarlar, ¢aplari maksimal
caplarinin % 60-65'i olacak sekilde Phe (10°- 10®° M) ile kasilmistir. Damar
¢apinin stabilize olmasinin ardindan perfluzyon asamalarina gegilmigtir.
Damar segmentlerinin perflizyonu asagida belirtildigi gibi tg¢ farkh 6zellikteki
eritrosit stispansiyonu ile once yiksek pO, ve ardindan dusuk pO, kosullari
altinda gerceklestiriimigtir. Farkli Ozellikteki eritrosit suspansiyonlarinin
perflzyonlari arasinda damar segmentleri 10 dakikalik dinlenme periyoduna
birakilmistir. Her perflizyon periyodunun baslangicinda ve ortasinda (yiksek
pO, kosullarindan dusuk pO, kosullarina gegerken) damar c¢aplari
standardize edImistir. Bunun igin, eger bir dnceki perflizyon suresince damar
capinda artis gozlenmis ise damar tekrar Phe ile kasiimig ve baslangi¢
capinin % 60-65’ine ulasmasi saglanmistir. Tum perfiizyon protokolleri 40
mmHg basing altinda, 20 ul/dakika hizinda ve 37 °C'de gerceklestiriimis olup
damar ¢apindaki damar dis ¢ap dlgumlerinin alinmasiyla izlenmigtir.

a- Kontrol Grubuna Ait Eritrosit Suspansiyonlarinin  Perflizyonu:
Dinlenme ve PPADS ile inkibasyon periyodunun ardindan, basing
miyografi dizenedinde damar segmentinin girisine kadar olan boru
sistemi kontrol grubuna ait eritrosit sispansiyonlari ile doldurulmus
ve akima baslanmistir. Akima cevaben olugsan damar capi
degdisimleri 6nce yiksek pO, ardindan duguk pO, kosullarinda S’er
dakika boyunca kaydedilmistir.

b- M.S. Grubuna Ait Eritrosit Stspansiyonlarinin Perflzyonu: Kontrol
grubuna ait eritrosit suspansiyonlarinin perfuzyonu bittikten sonra
mekanik  stres grubuna ait eritrosit sUspansiyonlarinin
perfuzyonuna baslanmigtir. Bunun icin dncelikle basing miyografi
duzeneginde damar segmentinin girisine kadar olan boru sistemi
Mekanik  Stres grubuna ait eritrosit sdspansiyonu ile
doldurulmustur. Ardindan peristaltik pompa acilarak eritrositlerin
damar igcine akigi saglanmistir. Perfuzyona baslanmasinin
ardindan once yuksek daha sonra dusuk pO, kosullari altinda 5’er
dakikalik surelerle perfuzyonun damar ¢apinda meydana getirdigi
degisimler kaydedilmistir.
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c- M.S+L-NAME Grubuna Ait Eritrosit Sispansiyonlarinin Perflizyonu:
Mekanik  stres grubuna ait eritrosit suspansiyonlarinin
perflizyonunun ardindan M.S+L-NAME grubuna ait
suspansiyonlarin perflizyonuna gecilmis ve damar ¢api degisimleri
sirasiyla yuksek ve hipoksik dustuk pO, kosullari altinda, yukarida
bahsedilen sekilde izlenmistir.

d- Pasif Capin Belirlenmesi: Yukarida belirtilen tim protokollerin
sonlanmasinin ardindan maksimal pasif c¢apin (Dp) belirlemesi
amaciyla pasif ¢ap Olgulmustir. Bu amagla damar banyosunda
bulunan Krebs Sollisyonu kalsiyum icermeyen Krebs Solusyonu ile
degistiriimis ve 30 dakikalik inklibasyon periyodunun sonunda
damar dis ¢aplarinin élgimayle pasif cap belirlenmistir.

Yiiksek ve Disuk pO, Kosullarinin Olusturulmasi

Farkl Ozellikteki eritrosit slUspansiyonlarinin perflizyonuna cevaben
olusan damar capi degisimleri yiksek ve dustk pO, kosullarda
degerlendirilmigtir. Yuksek pO, kosullari damar banyosunun oda havasiyla
esitlenmesi ile saglanmistir. Distk pO, kosullarin olusturulmasi igin damar
banyosu sivisi, eksternal bir rezervuarda % 100 nitrojen ile 20 dakika
boyunca gazlanarak pO, seviyesi dustrllen Krebs Solusyonu ile degistiriimis
ve ardindan damar banyosunun Uzeri kapatilarak % 100 nitrojen ile
gazlanmaya devam edilmistir. Damar banyosu ortaminda yiksek ve dusik
pO, kosullarinin olusturuldugunu gostermek Uzere banyo sivisindan alinan
orneklerde pO, olcumleri bir kan gazi analizéri (Stat Profile® Critical Care
Xpress, Nova Biomedical, USA) kullanilarak yapilmistir. Buna goére banyo
sivisinin pO, degeri yuksek pO, kosullarinda ~130 mmHg, disuk pO,
kosullarinda ise ~33 mmHg olarak saptanmistir.

Ayrica ylksek ve dusuk pO, iceren kosullarda damar segmentinden
perfuze edilen eritrosit suspansiyonlari perflizyon 6ncesinde ve sonrasinda
ayri ayri toplanarak bu O&rneklerde de ayni yodntemle pO, duzeyleri
dlctlmustir. Olglimler sonucunda perflizyon 6ncesinde alinan 6rneklerde
PO, dizeyi ~159 mmHg.olarak ol¢liimustir. Yiksek pO, kosullarindaki
perfizyon sonrasinda damar ¢ikisindan toplanan eritrosit stispansiyonlarinin
PO, dizeyi 138 + 15.6 mmHg; dusik pO, kosullarinda perfuize edilen eritrosit
suspansiyonlari igin bu diizey 48 + 7.1 mmHg olarak bulunmustur.
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Nitrat/ Nitrit Olcimii

Nitrat/nitrit konsantrasyonu, eritrosit suspansiyonlarinin
supernatantlarinda ticari kit (780001; Cayman Chemicals Co., Michigan,
ABD) kullanilarak spektrofotometrik bir yontem olan Griess metoduna gore
tayin edilmistir [229]. Bu yodntemde ilk basamak, nitratin, nitrat reduktaz
enzimi araciliiyla nitrite doénustirilmesidir. ikinci basamak ise, Griess
reaktiflerinin eklenmesiyle nitritin koyu mor azo bilegiklerine g¢evrilmesidir.
Sonucgta elde edilen degerler, total nitrat / nitrit konsantrasyonunu
vermektedir.

Her bir grup eritrosit suspansiyonundan yaklasik 300 mikrolitre ornek
alinmis olup mekanik strese ugrayan eritrosit sUspansiyonlarindan ornek
alimi mekanik stres uygulamasi biter bitmez yapilmigtir. Bu ornekler +4
°C’de, 2700 rpm’de 5 dk boyunca santriflij edilerek stispansiyonlarin hicresel
kismi ile sUpernatantlari ayriimistir. SUpernatantlar daha sonra 10 kda’luk
Ozel filtreli ependorf tlplere konulmus ve +4 °C, 100.000 g'de 20 dak
boyunca santrifij edilerek supertanttaki  proteinlerin  izole edilip
uzaklastirimasi saglanmistir. Santriflij sonrasi 36 kuyucuklu 6zel petri
kabinin her bir kuyucuguna proteinden saflastirilmis 80 ul 6rnek konmustur.
Ornegin Uzerine 10 pl enzim kofaktdrli karisimi ve 10 pl nitrat rediiktaz
karisimi eklenmis ve 3 saat boyunca oda isisinda inkubasyonu saglanmistir.
Inklibasyondan sonra kuyucuklara 50 ul Griess R1 reaktifi ve ayni miktarda
R2 reaktifi eklendikten sonra 10 dakika oda isisinda bekletilmistir. Bu strenin
sonunda ornekleri iceren petri kabi spektrofotometreye yerlestiriimis ve 540
nm dalga boyunda orneklerin absorbanslart kaydedilmigtir. Absorbans
degerleri nitrat standart egrisinde yerine konarak nM cinsinden total nitrit +
nitrat miktarlari hesaplanmistir.

Fosforile NOS Tayini

Her bir grup eritrosit sispansiyonundan 100 mikrolitre 6rnek alinarak
daha oOnceden poli-L-lizin ile kaplanmig cam lamlarin Uzerine eritrosit
yaymasli yapillmistir. Hucrelerin lam ylzeyine c¢okmeleri ve bu ylzeye
tutunmalar igcin 30 dakika oda isisinda beklenmigtir. Bu sirenin ardindan
Uzerine eritrosit yapismis lamlar agik havada 30 dakika slresince kurumaya
birakilmistir.  Kurutma periyodunun ardindan fiksasyon islemine gegilmistir.
Bunun icin, lam Gzerindeki hicreler 30 dakika boyunca 0.1 M PBS igerisinde
¢bzinmus % 4 paraformaldehit ile inkibe edilmistir. Fiksasyon slreci
tamamlaninca lamlar 3 kez 0.1 M PBS ile yikanmistir. Olugsabilecek non-
spesifik baglanmalari engellemek Gzere 0.1M PBS iginde hazirlanmis %3’lik
sigir serum albumini (BSA) ve permeabilizasyon igin %0.05 Tween 20 ile 1.5
saat boyunca inkube edilmistir. Hlcreler daha sonra serin-1177 bolgesinden
fosforlanmis eNOS proteinine karsi gelistiriimis ve tavsandan izole edilmis
primer antikor ile 1:10 dilisyonda ve 3 saat boyunca inkube edilmistir (Cell
Signaling, Boston, USA). Slaytlar daha sonra 3 kez 0.1 M PBS ile yikanmis
ve FITC-konjuge sekonder antikor (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) ile 1 saat
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boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyonun hemen ardindan slaytlar 3 kez 0.1M
PBS yikanmig ve florasan gelistirici medium (Vector Laboratories,
Peterborough, Cambridgeshire, UK) eklenerek kapatiimigtir. Florsanan
mikroskop kullanularak (Olympus AX70) goéruntulenmistir. Fotograflar bir
CCD kamera ile c¢ekilmis ve Olympus DP kontrol programi (version
3.2.1.276) ile iglenmistir. Hucrelerde Ser1177P-eNOS proteininin dagilimini
belirlemek Uzere immuno-reaktivitenin yogunlugu semi-kantitatif olarak
degerlendirilmigtir. Buna gore eritrositler a) boyanmamis b) orta duzeyde
boyanmis c¢) yogun dlizeyde boyanmis olarak 3 kategoride
degerlendirilmigtir.
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3.6.Verilerin Degerlendirilmesi

Batin sonuglar ortalama * standart hata olarak verilmigtir. Eritrosit
suspansiyonlariyla perfizyona cevaben meydana gelen damar yanitlari
asagidaki formul ile deney bitiminde Olgllen pasif ¢ap (Dp) kullanilarak
hesaplanmis ve maksimum dilatasyonun ylzdesi (Ad) seklinde sunulmustur
[230]:

Ad (% maksimum dilatasyon)= (Ds — Do)/ (Dp — Do) X 100

Formilde yer alan Ds, 5 dakikallk perflizyon sonunda &lgulen damar
capini; Do perflizyon baglangicinda oOlgllen damarin bazal g¢apini ve D,
damarin pasif ¢gapini simgelemektedir.

Verilerin istatistiksel degerlendiriimesi tek yonli varyans analizi ve
ardindan Bonferroni Post-Hoc testi kullanilarak yapilmigtir. Damar ¢aplarinda
saptanan % degisimlerin (% maksimum gevseme) kiyaslanmasi % O
degisime karsi yapilimigtir. 0.05’den kuguk P degerleri istatistiksel olarak
onemli kabul edilmigtir.
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BULGULAR

4.1. Perfiizyon Caligmalarinda Kullanilan Eritrosit Suspansiyonlarinin
Ozellikleri

4.1.1. eNOS Fosforilasyonu

Eritrosit sispansiyonlarinin 20 dakika boyunca 2 Pa duzeyinde mekanik
strese maruz birakilmasinin ardindan eritrositlerdeki eNOS enziminin
serll77 bolgesinden fosforilasyonuna spesifik immun-floresan boyanma
goruntileri Sekil 4.1’de sunulmustur. Buna gbére mekanik stres uygulamasi
eritrositlerin Ser1177-peNOS fosforilasyonunu arttirmistir. Sekil 4.1-a ve b’
de kontrol ve mekanik stres uygulanan gruplarda serll77-peNOS
ekspresyonlarinin tipik érnegi gérilmektedir. immunflorasan isaretlemenin
semi-kantitatif analizi ise Sekil 4.1-c’de izlenmektedir. Buna gore mekanik
stres uygulamasi serin 1177 fosforile eNOS antikoru ile isaratlenemeyen
hlcre sayinda azalmaya neden olurken orta ve yogun duzeyde isaretlenen
hlcre sayisinda artisa neden olmaktadir.

43



o

80-
CJ Boyanma yok
* 3 Orta diizeyde boyanma

60-
= @l Yogun boyanma
S
£ 40
| * *
S

20-

0
K MS

Sekil 4.1 Serin 1177 bolgesinden fosforlanan eNOS enziminin immun-florasan
isaretleme yontemi ile tayini. (a) Mekanik strese ugramayan (kontrol)
eritrositler (b) 20 dakika boyunca 2 Pa dizeyinde mekanik strese
ugrayan eritrositler (c) immun-florasan olarak isaretli Ser1177P-eNOS
proteininin semikantitatif anaizi. Sonuclar ortalama + standart hata olarak
verilmistir. (n = 3). *. p < 0.05Mekanik stres uygulanmayan (kontrol)

gruptan fark.

4.1.2. Nitrat/Nitrit Duzeyleri

Sekil 4.1.2. kontrol ve mekanik stres kosularinda eritrositlerin
suspansiyon ortamlarindan elde edilen nitrat/nitrit konsantrasyonlarini
gostermektedir. 20 dakika boyunca 2 Pa dizeyinde mekanik stres
uygulamasi suspansiyon ortaminda bulunan nitrat/nitrit konsatrasyonunu
istatistiksel olarak 6nemli dizeyde arttirmigtir (p<0.05). Eritrositlerin mekanik
stres uygulamasindan once L-NAME ile inkibe edilmesi ise mekanik stres
uygulamasina bagl olarak gorulen bu artigi inhibe etmistir (p < 0.05).
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Sekil 4.2 20 dakika boyunca 2.0Pa mekanik kuvvetlere maruz birakilan
eritrositlerin ~ sUspansiyon  ortaminda  bulunan  nitrat/nitrit
konsantrasyonu. Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak
verilmistir.(n=8). *: p < 0.05 Mekanik strese ugramamis gruptan
(kontrol) fark; *: p < 0.05 mekanik stres grubundan fark.

4.2. Eritrosit Stispansiyonlariyla Perfuzyonun Damar Gapina Etkisi

Damar segmentlerinin yiksek ve dugsuk pO. kosullarinda eritrosit
suspansiyonlariyla perfizyonunun damar capinda neden oldugu degisimler,
sekil 4.3-a ve 4.3-b’de gorilmektedir. izole damar segmentlerinin pasif ¢ap!
(Dp) 343.7 £ 11.9 ym’dir. Damar segmentlerinin mekanik strese ugramayan
kontrol grubuna ait eritrosit sUspansiyonlariyla perfuzyonu yuksek pO;
kosullarinda damar ¢capinda énemli miktarda (p<0.01) disutse neden olurken
dusuk pO, kosullarinda bu yanit gézlenmemistir. Peflzyon asamasindan
once 2 Pa buyukligunde mekanik kuvvetlere maruz birakilan eritrosit
suspansiyonlarinin ytuksek pO, kosullarinda perfizyonu damar c¢apinda
herhangi bir degisime neden olmazken; dusuk pO, kosullarinda perfiizyonu
damar capini 6nemli oranda (p < 0.01) arttrmistir. Mekanik stres
uygulamasindan énce L-NAME ile muamele edilen grubun yiksek ve dusuk
pO, kosullarinda perfizyonu ise damar gapinda énemli bir degisime neden
olmamisgtir.
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Sekil 4.3 Eritrosit perfUzyonunun damar ¢apinda neden oldugu degisimler
Panel A: Yuiksek pO, kosullarinda eritrosit suspansiyonlarinin
perfizyonu. Panel B: Dusuk pO; kosullarinda eritrosit
suspansiyonlarinin perfizyonu. Sonugclar ortalama + standart hata
olarak verilmigtir (n = 10). **: p < 0.01 yuzde sifir degisimden fark.
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TARTISMA ve SONUCLAR

Bu ¢aligmanin bulgulari, mekanik stres uygulamasina cevaben eritrositler
tarafindan NOS enzimi araciligi ile dretilen NO’nun endoteli siyrilmig kiguk
mezenterik arterlerde dilatasyona neden oldugunu gostermektedir.
Damarlarda goézlenen bu dilatasyon yaniti yalnizca hipoksik kosullarda
olusmakta ve eritrositlerin non-spesifik bir NOS inhibitéri olan L-NAME ile
muamele edilmesiyle ortadan kalkmaktadir. Damar segmentlerinin mekanik
strese ugratiimamis eritrosit slspansiyonlari ile ayni hizda perfizonu ise
yiuksek pO, iceren kosullarda damar c¢apinda azalmaya neden olurken,
hipoksik kosullarda herhangi bir degisiklige neden olmamaktadir. Bu
sonuglara gére damar segmentlerinin eritrosit sispansiyonlari ile perfizyona
verdikleri yaniti eritrositlerin mekanik olarak uyarilmasi ve ortamin PO,
degerleri etkilemektedir.

Eritrositler tarafindan kan akiminin kontroli metabolik, miyojenik ve
endotel aracili kontrolden sonra kan akiminin yerel olarak duzenlenmesinde
en yeni tanimlanan mekanizmadir. Literatirde eritrositlerin damar tonistne
etkilerini aciklayan 2 temel mekanizma bulunmaktadir. Bu mekanizmalar
eritrositlerden ATP ve NO salinimini icermekte olup bu mekanizmalarin bizim
calismamizda gozlenen damar yanitlarina katkilari su sekildedir:

1) Eritrositlerden hipoksi ve mekanik stres kosullarinda ATP salinir.
Plazmaya salinan ATP, endotel hucrelerinde bulunan purinerjik
reseptorlerine baglanarak buradan baslica NO salinmasina neden olur [12-
13]. NO ise daha sonra duz kas hucrelerinde gevseme yaniti olusturur [13,
18]. Bizim calismamizda endotel tabakalari siyrilmis damar segmentleri
kullaniimistir. Boylelikle galismamizda yer alan mekanik stres ve/veya hipoksi
kosullarinda eritrositlerden salinabilecek ATP’nin endotel araciligiyla damar
toniisiinde olusturabilecedi etkileri engellenmistir. Ote yandan, ATP’nin
damar duz kas hucrelerinde bulunan purinerjik reseptorlerine baglanarak
burada kasilma yanitinin gelismesine neden oldugu da bilinmektedir [18,
227]. Calismamizda eritrositlerden salinabilecek ATP’nin diz kas hicrelerine
etkisini onlemek amaciyla, damar segmentleri perflzyon asamasinin
oncesinde ve perflizyon suresince bir non-spesifik purinerjik reseptor blokiri
olan PPADS ile muamele edilmis ve ATP’nin duz kas hlicresi Uzerindeki
reseptdriine baglanmasi engellenmistir. Bu nedenlerle calismamizda eritrosit
suspansiyonlarinin perfuzyonuna cevaben gobzlenen damar yanitlarina
eritrositlerden salgilanan ATP’nin katkisi bulunmamaktadir.

2) Eritrositlerden salinarak damar tonusunu etkileyebilecek bir diger
faktor de NO’dur. Igerdikleri Hb nedeniyle ‘NO sUpurtcusly’ olarak
degerlendirilen eritrositlerin [145], son yillarda aktifligi kesin olarak kanitlanan
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cesiti  mekanizmalarla ayni zamanda bulunduklari ortamdaki NO
biyoaktivitesine 6nemli dizeyde katkida bulunduklari da gosterilmigtir [32].
Eritrositlerde gerek non-enzimatik [24-25] gerekse enzimatik [32] yolaklarla
NO olusmakta ve her iki mekanizma ile olusan NO hicre digina
cikabilmektedir [146, 231]. S6zl edilen non-enzimatik mekanizmalardan bir
tanesi, akcigerlerde Uretilen NO’nun eritrosit icine girip burada
oksihemoglobinle reaksiyona girerek S-nitrosohemoglobin (SNO) olusturmasi
ve eritrositler mikrodolagimdan gegerken bu yapidan ayrilip hicre digina
cikmasiyla olusmaktadir [24]. Bir digeri ise eritrositlerin plazmada bulunan
nitriti NO’ya cevirmesiyle iligkilidir. Bu olay eritrositlerdeki hemoglobinin nitrit
reduktaz aktivitesi gostermesiyle aciklanmaktadir [27]. Eritrositlerin damar
tonusu uzerine etkilerine aracilik edebilecegi digunulen ve son yillarda 6nem
kazanan enzimatik mekanizma ise eritrositlerde bulunan NOS enzimi
araciligi ile NO Uretilmesini kapsar [32]. Bu glne kadar yapilan ¢alismalarda
non-enzimatik yolaklar ile olusan NO’nun hicre disina c¢ikarak lokal damar
diz kas tonusunu etkiledigi gosterilmistir [16, 24, 130]. Ancak eritrosit
kaynakli NOS araciligi ile Gretilen NO’nun damar tondstne etkisini gosteren
bir calisma bulunmamaktadir.

Eritrositlerde aktif bir NOS enziminin varlhigl Kleinbongard ve
arkadaglarinin 2006 vyilinda vyaptiklari genis kapsamh c¢alismalariyla
kanitlanmigtir. Buna gore eritrositlerde yer alan NOS enzimi hem
sitoplazmada hem de membranin i¢ yuzunde yerlesmis durumdadir. Bununla
birlikte endotel hucrelerinde bulunan eNOS enzimine benzer gekilde genel
NOS inhibitérlerine duyarlidir, aktivitesi ise hicre igi Serin 1177 bolgesinden
fosforilasyonu ve hiicre ici Ca*? diizeyleri tarafindan belirlenmektedir [32].

Eritrositlerde aktif bir NOS enziminin bulunmasiyla birlikte bu enzimin
aktiflesme mekanizmalari merak uyandirmistir. Bu konuda vyapilan ilk
calismalar eritrositlere insulin ve asetilkolin uygulamasina cevaben NOS
enziminin aktive oldugunu ve htcrelerden NO cikisinin arttigini gostermistir
[32, 34]. Ote yandan endotel hiicrelerinde bulunan NOS enziminde oldugu
gibi eritrositlerde bulunan NOS enziminin de hucrelere etki eden mekanik
kuvvetler tarafindan aktiflesebilecedi birgok arastirici tarafindan ileri
surulmastur [3, 32]. Bu konudaki ilk deneysel ¢calisma 2004 yilinda Fisher ve
arkadaslan tarafindan yapilmis ve eritrositlerde bulunan NOS enziminin,
hacrelerin ekstrakorporeal dolagimdan gecgerken karsilastiklari mekanik
kuvvetler tarafindan aktiflestirildigi gosterilmistir [35]. Bununla birlikte
laboratuvarimizda yapilan bir dizi ¢alismada eritrositler farkli siddetlerde
mekanik kuvvetlere maruz birakilmigtir. Bahsedilen c¢aligmalar dolagim
sisteminde go6zlenen fizyolojik dizeyleri de kapsayan mekanik stres
kosullarinda, eritrositlerde bulunan NOS enziminin aktiflestigini ve
hicrelerden NO ¢ikiginin gerceklestigini gostermigtir [36-38].

Calismamizda eritrositlerdeki NOS enzimini aktive etmek Uzere eritrosit
suspansiyonlari 20 dakika boyunca, 2 Pa dizeyinde kayma gerilimine maruz
birakilmistir. Onceki galismamizda NOS enzimini aktive ettigini gosterdigimiz
bu kayma gerilimi dizeyi [37], dolagsim sisteminde mikrodolagsim dizeyinde
gOzlenen degerler arasinda olup, ozellikle sigan mezenterik arteriollerinde
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saptanan degerler ile uyumludur [188, 232]. Calismamizda 2 Pa dlzeyinde
uygulanan kayma geriliminin eritrositlerde bulunan NOS enzimini aktive ettigi
iki parametreyle goOsterilmistir. Bunlardan bir tanesi enzimin serin 1177
bolgesinden fosforilasyon derecesinin belirlenmesi, digeri ise NO yikim
aranleri olan nitrit ve nitratin suspansiyon ortamindaki konsantrasyonunun
Olcilmesidir. Buna gore mekanik kuvvetlere maruz kalan eritrositlerde
fosforile NOS immun-florasan boyanmasinda ve sispansiyon ortamindaki
total nitrat/nitrit konsantrasyonlarinda kontrol orneklerine gore istatistiksel
olarak 6nemli dizeyde bir artis oldugu saptanmistir. Nitrat/nitrit
konsantrasyonunda go6zlenen bu artig, eritrositlerin mekanik stres
uygulamasindan 6nce bir non-spesifik NOS inhibitéri olan L-NAME ile
muamele edilmesiyle ortadan kalkmigtir. Bu sonuglar c¢alismamizda
uygulanan mekanik stress diizeyi ve siresinin eritrositlerde bulunan NOS
enzimini aktive etmekte yeterli oldugunu ve hucrelerden NO c¢ikisina neden
oldugunu gdstermektedir.

Eritrositlerde NOS’un varhigi, mekanik kuvvetlerle uyarildigi ve bu yolla
uretilen NO’nun hicre disina c¢iktigi gosterilmis olsa da eritrosit kaynakli
NO’nun lokal NO biyoyararlanimina ve vasomotor dengeye Kkatkisi
gOsteriimemigtir. Son yillarda bu konuda yayinlanan birgok matematiksel
model galismasi bulunsa da bu caligmalari destekleyecek deneysel veriler
bulunmamaktadir [39, 233-234]. Eritrositler tarafindan uretiien NO’nun
vaskiler sistemde 6nemli bir rol almasina iliskin en énemli g¢ekinceler su
yondedir: 1) biyolojik gevrede NO yari Gmrunun ¢ok kisa olmasi [235-236]; 2)
eritrosit icinde ©6nemli bir NO tiketicisi olan hemoglobinin yiksek
konsantrasyonda bulunmasi. S6zu edilen faktorlerin, eritrositler tarafindan
uretilen NO’nun hiicreden c¢ikip diz kas tonUsunu etkileyecek diuzeyde lokal
NO havuzuna katki saglamasini engelleyebilecedi bildiriimigtir [237]. Chen ve
arkadaslari yaptiklari ¢alismalarinda eritrositlerde Uretilen NOS kaynakli
NO’nun yalnizca eritrositlerden NO gikisini kolaylastiracak spesifik tasima
mekanizmalari varliginda lokal NO havuzuna katki saglayabilecegini
savunmustur [39]. Eritrosit icindeki NO’nun membran lipitleri arasindan
serbest  difizyon yoluyla yalnizca sinirh dlzeyde c¢ikabilecegi
dusundlmektedir [30, 148, 234, 238]. Bunun yaninda eritrosit membraninda
yer alan integral proteinlerinin eritrositlerden NO ¢ikisinin gergeklesmesinde
rol alabilece@i gosterilmistir [237]. Anyon dedistiricisi (Band 3 proteini)
eritrositlerden NO cikisini kolaylastiran proteinlerden birisidir [3, 172]. Bu
protein, NO’'nun hicreden ¢ikisi i¢in bir yol olusturmasinin yani sira, hicre
icinde bulunan NO’nun membrana yakin bir sekilde bulunmasini saglayarak
[172], NO’nun hemoglobin ile reaksiyona girip tuketilmesini de onler. Ayrica
hemoglobinin oksijenasyon derecesi band 3 proteininin hiicreden NO ¢ikigini
kolaylastirici etkisinde &énemli bir role sahiptir. Nitekim hemoglobinin
desatlrasyonu ile hicreden Band 3 proteini aracili NO c¢ikiginin arttigi
gosterilmigtir [3, 172].

Bu calismada eritrositlerde NOS enzim aktivitesi sonucu uretilen NO’nun
damar duz kasina ulasip burada bir gevseme vyanitina neden olup
olamayacagi arastiriimigtir. Eritrositler tarafindan bu yolla Uretilen NO’nun
damar tonusune katkisini ortaya koymak igin endoteli siyrilmigs damar
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segmentleri kullanilimig, ayrica, eritrositlerdeki NOS enziminin aktif hale
gegmesi (mekanik stres uygulamasina cevaben) bir grupta onlenmistir. Bu
amagla eritrosit suspansiyonlari mekanik stres uygulamasindan 6nce NOS
enzimini yarismaci bir sekilde inhibe eden non-spesifik NOS inhibitori L-
NAME ile muamele edilmigtir. Calismanin bulgularina gére mekanik strese
ugrayan eritrosit suspansiyonlarinin perfluzyonu hipoksik kosullarda damar
segmentlerinde gevseme vyanitina neden olmustur. Mekanik stres
uygulamasindan o6nce L-NAME ile muamele edilen eritrosit
suspansiyonlarinin perfizyonu ise damar c¢apinda herhangi bir degisime
neden olmamistir. Bu da bizim galismamizda eritrosit perflizyonuna cevaben
g6zlenen gevseme yanitinin baslica eritrositlerdeki NOS enzim aktivitesi
sonucu Uretilen NO’ya bagh oldugunu géstermektedir.

Calismamizin 6nemli bir bulgusu da mekanik strese maruz kalan eritrosit
suspansiyonlarinin, yalnizca hipoksik kosullar altinda vazodilatasyona neden
olmasidir. Eritrosit sispansiyonlari mekanik strese maruz kalmig olsalar bile,
yiksek pO, iceren kosullarda damar caplarinda herhangi bir degisiklige
neden olmamaktadir. Hipoksik kogullarda gézlenen bu gevseme yaniti, kan
damarlarinda doku pO2’sindeki disuse bagli olarak gdzlenen vazodilatasyon
yanitindan (hipoksik vazodilatasyon) bagimsizdir. Clinku bu yanit damar
yatagl tipi ve doku hipoksi derecesine gore degismekle birlikte, baslica
endotel hucreleri tarafindan salgilanan gevsetici faktorler aracihdi ile
gelismektedir [239]. Hipoksik kosullarda endotel hicrelerinden salgilanarak
damar duz kas tonuslnde azalmaya neden oldugu gosterilen faktorler
arasinda adenozin, NO, PGI, ve epoksiekosatrineoik asid (EET) vyer
almaktadir [239-242]. Bizim c¢alismamizda ise endotel hucreleri siyriimig
damar segmentleri kullanildigi icin, hipoksik kosullarda endotel hucrelerinden
vazoaktif maddelerin  salinimi gergeklesmemistir.  Bununla  birlikte
calismamizda hipoksik kosullarda gozlenen gevseme yanitl sadece mekanik
strese ugramis eritrosit suspansiyonlarinin perfluzyonu sirasinda gozlenmis
olup kontrol ya da MS+L grubuna ait eritrosit suspansiyonlarinin ayni
kosullardaki perfuzyonlari sirasinda olusmamistir. Bu bulgular MS grubu ile
perfuzyon sirasinda hipoksik kosullarda elde edilen gevseme yanitlarinin
eritrosit kaynakli NO’ya bagh oldugunu duastndirmektedir. Nitekim
eritrositlerde eNOS enzim aktivitesi araciligi ile Gretilen NO’nun hilicreden
cikisinin hipoksik kosullarda yliksek pO, kosullarina gore daha fazla oldugu
gosterilmigtir [37-38]. Dolayisiyla yalnizca hipoksik kosullarda olustugunu
gOsterdigimiz vazodilatasyon yaniti, mekanik strese ugramis eritrositler
tarafindan eNOS enzimi aracihdi ile Uretilen NO’nun hicreden ¢ikiginin
artmasi ve damar duz kasinda gevsemeye neden olmasiyla acgiklanabilir.

Ote yandan, eritrositler tarafindan non-enzimatik yolaklar ile (SNO
aracil) dretilen NO’nun hicreden ¢ikisinin da yalnizca hipoksik kosullarda
gerceklestigi cesitli arastiricilar tarafindan gosterilmigtir [14, 24]. Bu
calismalarin iki tanesi telli miyograf dizeneginde aort halkalari kullanilarak
yapilmis ve eritrositlerin yalnizca hipoksik kosullarda damar diz kasinda
gevsemeye neden oldugu bildirilmigtir [14, 16]. Bu durum hipoksik kosullarda
eritrositterden SNO kaynakli NO c¢ikisinin artisiyla agiklanmigtir. Ayrica
hemoglobinin  NO tuketici etkisinin hemoglobin oksijene durumda iken
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deoksijene durumuna gore daha ylksek oldugu gosterilmistir [145, 243].
Bizim calismamizda da eritrosit suspansiyonlari hipoksik kosullar altindaki
damar segmentlerinden perfize olurken tasidiklari oksijenin bir kismini
dokuya birakmakta ve deoksijene hale gelmektedir. Bu durum eritrosit
suspansiyonlarinin parsiyel oksijen basincinin damar girigsinde 159 mmHg;
damar cikisinda ise 48 mmHg olarak belirlenmesiyle gosterilmigtir.
Dolayisiyla eritrositlerin - hipoksik kosullardaki damar segmentlerinden
perflzyonu sirasinda deoksijene hale gelerek NO tuketici etkilerinin azaldigi
ve boylece hipoksik kosullarda hlcrelerden NO c¢ikisinin artisina katki
sagladigini soylemek mumkuandur.

Bununla birlikte c¢alismamizda elde edilen dilatasyon yanitinin
oksijenasyona duyarli olmasinin bir baska nedeni de, damar duz kas
hdcrelerinin NO’ya duyarliiginin hipoksik kosullarda artmasi olabilir. Daha
once yapilan calismalar damar diz kas hucrelerinin RSNO ve diger NO
dondrlerini iceren nitrovazodilatorlere gelistirdigi gevseme yanitinin hipoksik
kosullarda daha fazla oldugunu gdstermistir [14, 244]. Normal kosullar altinda
NO’nun diuz kas hicrelerinde gevsemeye neden olan etkisi cGMP olusumu
Uzerinden gerceklesmektedir [85, 212, 245]. Ancak hipoksik kosullar altinda
buna ek olarak, NO’nun sarkoplazmik retikulum kalsiyum pompasi
(SERKA)'nI da aktive ettigi ve hlcre ici kalsiyum dizeylerini azaltarak diz
kas hicrelerinde gevseme yanitina neden oldugu bilinmektedir [246].

Endotel tabakasi siyrilmis damar segmentlerinin  mekanik strese
ugramayan eritrosit suspansiyonlariyla yuksek pO, kosullarinda perfliizyonu
ise, damar c¢apinda istatistiksel olarak dnemli dizeyde bir azalmaya neden
olmustur. Daha 6nce vyapilan bircok c¢alismada damar segmetlerinin
iclerinden gecgen sivi akimiyla kasilma yaniti gelistirebilecegi gosterilmistir
[247-250]. ‘Akim aracili kasilma yanit’ olarak literaturde yerini alan bu
mekanizma 0zellikle damar duz kas hucrelerinde bir aragidonik asid yikim
ariint olan 20-hidroksi-5,8,11,14-ekosaterraneoik asid (20-HETE) olugsumuna
baglanmaktadir [251-252]. 20-HETE ise Ca*? bagimsiz yolaklarla damar diiz
kasinda kasilmaya neden olmaktadir [252]. Ote yandan izole diiz kas
hlcrelerine kayma gerilimi uygulanmasiyla yapilan birgcok calismada duz kas
hdcrelerinin - sivi akimindan kaynaklanan kayma kuvvetlerini hicre
yuzeylerinde bulunan glikokaliks tabakasiyla algiladiklari ve bu sinyali bir
kasilma yanitina donusturdukleri gosterilmistir [252-255].

Vaskiler sistemde diz kas hucreleri direk olarak kan akimindan
kaynaklanan kayma kuvvetlerine maruz kalmazlar. Cunki batin kan
damarlarinin i¢ yluzeyini saran endotel tabakasi diz kas hucrelerinin akimla
direk olarak kargilasmasini engeller. Endotel hasarlanmasi ya da endotel
tabakasinin siyrilmasi durumlarinda ise duz kas hucreleri direk olarak kan
akimindan kaynaklanan kayma gerilimine maruz kalirlar. Bu durum klinik
olarak koroner anjiyoplasti gibi kardiyovaskuler girisimlerden sonra
gozlenebilmektedir [252]. Bizim c¢alismamizda eritrosit slUspansiyonlari
endotel tabakasi siyriimig damar segmentlerinden perfuze edilmis,
dolayisiyla damar duz kas hucreleri direk olarak sivi akimina maruz kalmistir.
Bu nedenle eritrosit suspansiyonlarinin yiiksek pO, kosullarinda perflizyonu
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sirasinda gozlenen kasilma yanitinin, damar duz kas hucrelerinin kayma
gerilimine dogrudan maruz kalmasindan kaynaklandigi dusunulebilir.

Sonug olarak bizim deneysel bulgularimiz eritrositler tarafindan eNOS
enzim aktivasyonuyla uretilen ve hicre digina salinan NO’nun, vaskuler diz
kas tabakasina ulagarak burada gevseme yaniti olusturdugunu gostermistir.
Daha onceki calismalar ile birlikte bizim bulgularimiz Dbirlestirildiginde
eritrositlerin lokal kan akiminin dizenlenmesinde 6zellikle hipoksik kosullar
altinda 6nemli bir rol oynadigi ve bu hicrelerde NOS enzim aktivasyonu yolu
ile dretilen NO’nun eritrosit aracili kan akimi regulasyonunun o6nemli bir
parcasini olusturdugu soylenebilir.
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SONUCLAR

. Eritrositlerin 20 dakika suresince 2 Pa dizeyinde mekanik kuvvetlere
maruz birakilmasi, eritrositlerde bulunan eNOS enziminin serin1177
bdlgesinden fosforilasyonuna neden olmustur.

. Eritrositlerin 20 dakika suresince 2 Pa dizeyinde mekanik kuvvetlere
maruz birakilmasi eritrosit suspansiyon ortaminda, NO yikim Urunleri
olan nitrat/nitrit konsantrasyonunda artisa neden olmustur. Nitrit-nitrat
dizeylerinde gbzlenen bu artig, eritrositlerin  mekanik stres
uygulamasindan 6nce bir non-spesifik NOS inhibitéri olan L-NAME ile
muamele edilmesiyle ortadan kalkmigtir.

. Damar segmentlerinin  mekanik strese ugratiimamis eritrosit
suspansiyonlari ile perfiuzonu ytksek pO, kosullarinda damar ¢apinda
azalmaya neden olurken, hipoksik kosullarda herhangi bir degisiklik
yaratmamisgtir.

. Mekanik strese maruz birakilmis eritrosit suspansiyonlarinin damar
segmentlerinden perfiizyonu yiksek pO, iceren kosullarda damar
¢apinda herhangi bir degisiklige neden olmamig, ancak hipoksik
kosullarda istatistiksel olarak Onemli duzeyde gevseme vyaniti
olusturmustur.

. Mekanik stres dncesinde non-spesifik NOS inhibitort olan L-NAME ile
muamele edilen eritrosit sispansiyonlarin ytiksek pO, ve disuk pO,
kosullarindaki perflizyonu, damar yanitlarinda herhangi bir degisime
neden olmamistir.
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Introduction

ABSTRACT

Red blood cells (RBC) play an important role in the balance between generation and scavenging of nitric
oxide (NO) and hence its local bioavailability and influence on vasomotor control. Previous studies have
reported increased NO levels in RBC suspensions subsequent to exposure to shear forces; the present
study was designed to further investigate changes in intracellular NO concentration and possible mech-
anisms involved for RBC exposed to well-controlled shear forces. Attached human RBC were subjected to
shear stresses up to 0.1 Pa in a parallel-plate flow channel; fluorescent methods were used to monitor
changes in intracellular NO and calcium concentrations. Intracellular NO concentration, estimated by
the fluorescence level of 4-amino-5-methylamino-2’,7'-difluorofluorescein diacetate (DAF-FM), increased
sharply within 30 s following the application of shear stress between 0.013 and 0.1 Pa. This increase was
only partially prevented by the absence of L-arginine and by the presence of L-N-acetyl-methyl-arginine
(L-NAME), strongly suggesting that this response was in part related to the activation of NO-synthase
(NOS) enzyme. The increase in intracellular NO concentration under shear stress was also inhibited by
calcium chelation in the suspending medium, indicating the role of calcium entry for NOS activation.
Increases of intracellular calcium concentrations under the same shearing conditions were demonstrated
by monitoring Fluo-3/AM fluorescence in RBC exposed to shear stress. Serine 1177 phosphorylated NOS
protein, the activated form of the enzyme determined by immunohistochemistry, was found to be signif-
icantly increased following the exposure of RBC to 0.1 Pa shear stress for 1 min. These data confirm that
RBC possess a NOS enzyme that is actively synthesizing NO and activated by effective shear forces. The
data also suggest that there may be additional (e.g., non-enzymatic) NO generating mechanisms in RBC
that are also enhanced under shear stress.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

of S-nitrosohemoglobin with NO released when hemoglobin is
deoxygenated in tissues with lower oxygen partial pressure [4,7];

An important role has been attributed to red blood cells (RBC) in
the critical balance between the generation and scavenging of ni-
tric oxide (NO) which determines its local bioavailability and influ-
ences vasomotor control [1,2]. Earlier concepts were mainly based
on the very potent NO scavenging ability of hemoglobin [1,3],
while further reports introduced RBC as a source of NO [4-6].
Hemoglobin is thus central to mechanisms affecting NO release
from RBC such as: (1) binding of NO to oxyhemoglobin in the form

* Corresponding author. Address: Koc University School of Medicine, Rumelife-
neri yolu, Sariyer, Istanbul 34450, Turkey. Fax: +90 212 3381168.
E-mail address: obaskurt@ku.edu.tr (O.K. Baskurt).

1089-8603/$ - see front matter © 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.niox.2011.03.003

(2) reduction of nitrite by hemoglobin [8]. Additionally, enzymatic
mechanisms actively synthesizing NO using L-arginine as substrate
were found to exist in RBC [9].

Kleinbongard et al. studied the properties of RBC NO synthase
(NOS) in detail and reported the following features [9]: (1) RBC
NOS is immunoreactive with endothelial NOS (eNOS), but not with
inducible (iNOS) or neuronal (nNOS) isoforms. RBC NOS is mainly
located on the cytoplasmic leaflet of RBC membrane. (2) RBC
NOS uses L-arginine as substrate to generate NO and L-citrulin with
the activity dependent on the availability of L-arginine. (3) RBC
NOS has a comparable activity to eNOS (0.3 versus 0.7 pmol/pg/
min, respectively as determined by the rate of conversion of
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Fig. 1. Experimental setup.

L-arginine to L-citrulin in cultured human umbilical vein endothe-
lial cells (HUVEC). (4) RBC NOS activity is controlled by phosphor-
ylation of the protein at various sites (e.g., phosphorylation of
serine at the position 1177 enhances activity). (5) RBC NOS activity
is inhibited by non-specific NOS inhibitors. (6) Extracellular cal-
cium plays an important role in the regulation of RCB NOS activity.
These features thus indicate a close similarity between RBC NOS
and eNOS.

NO generation in RBC has been demonstrated to be influenced
by various factors ex vivo, including insulin [9] and acetylcholine
[10]. Based on the similarities to eNOS, RBC NOS was hypothesized
to be regulated by shear forces affecting RBC [11,12]. Fischer et al.
demonstrated that immunostaining specific to eNOS in RBC was
enhanced in blood samples obtained following exposure to
extracorporeal circulation during cardiac surgery [13]. Ulker et al.
exposed RBC to 2 Pa shear stress by continuous pumping of sus-
pensions through a 1.2 mm diameter glass tube [14]. Immuno-
staining specific to serine-1177 phosphorylated eNOS was
significantly enhanced after 15 min of pumping, while non-phos-
phorylated eNOS immunostaining remained unchanged. NO con-
centrations measured by an electrochemical probe in RBC
suspensions were also enhanced following the exposure of RBC
to 2 Pa shear stress [14]. Increased NO concentration in RBC sus-
pensions filtered through 5 pum pores also provided evidence for
role of shear forces in the regulation of NO-generating mechanisms
of RBC [15].

The present study was designed to further evaluate the hypoth-
esized role of shear forces in the regulation of RBC NO-synthesizing
activity. RBC were exposed to well-defined shear stresses in a flow
channel while intracellular NO and calcium concentrations were
monitored using appropriate fluorescent probes.

Experimental procedures
Blood samples and preparation of red blood cell suspensions

Venous blood samples were obtained from healthy human male
volunteers and anticoagulated with sodium heparin (15 IU/ml).
Sampling protocols were approved by local ethical committees
and performed following oral informed consent of the volunteers.
Leukocytes were removed by centrifuging 4 ml of blood through
2 ml of polysucrose (60 g/l) and sodium diatrizoate (167 g/I) solu-
tion (Histopaque 1119, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) in a
10 ml polypropylene tube at 700 g for 30 min. The RBC pellet was
washed three times with calcium- and magnesium-free phosphate
buffered saline (PBS, 290 mOsm/kg, pH = 7.4). All procedures were

conducted at room temperature (202 °C), unless otherwise
indicated.

RBC suspensions used for monitoring changes in intracellular
NO concentration were prepared using washed RBC re-suspended
in PBS at a hematocrit of 0.01 I/l. The suspensions were incubated
at 37 °C with 4 uM 4-amino-5-methylamino-2’,7’-difluorofluores-
cein diacetate (DAF-FM DA) for 60 min, then washed three times
with PBS following which they were re-suspended in PBS and incu-
bated for 30 min to allow de-esterification of DAF-FM. L-arginine
(1 mM) was added to the suspensions prior to the last incubation
step (i.e., 30 min de-esterification) unless otherwise stated. For
some experiments L-N-acetyl-methyl-arginine (L-NAME, 1 mM)
was added to the r-arginine containing suspensions. Based upon
the nature of the experimental protocol, calcium chloride (1 mM)
or ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA, 4 mM) were also added
to the PBS used for washing and re-suspending RBC.

RBC used for monitoring intracellular calcium changes in re-
sponse to shear stress were washed with a HEPES buffer
(125 mmol/l NaCl, 3 mmol/L KCl, 1 mmol/l MgCl,, 2 mmol/l CaCls,
16 mmol/l HEPES, 1.2 mmol/l sodium phosphate, and 10 mmol/l
glucose, pH 7.4) then re-suspended in this buffer at a hematocrit
of 0.002%. Fluo-3/AM (F1241, Invitrogen, Carlsbad CA, USA) dis-
solved at 2 mM in dimethyl sulfoxide was added to the RBC sus-
pensions to obtain 3 uM and the suspensions incubated with
mild shaking for 1 h at 37 °C. RBC were washed three times with
PBS following the incubation period and then re-suspended in
PBS at 0.01 1/I hematocrit.

Exposure of red blood cells to shear stress

RBC were exposed to various levels of shear stress in a rectan-
gular flow chamber (Glycotech Co., Gaithersburg, MD, USA) having
a 25 x 75 mm? cover slip as the bottom surface (Fig. 1). A 0.25 mm
thick silicone rubber gasket separated the acrylic body of the
chamber from the cover slip and a rectangular cutout area of the
gasket formed the flow channel. The cover slip was firmly affixed
by applying a continuous vacuum to special holes near the outer
edges of the gasket. The dimensions of the formed flow channel
were 60 mm (length) x 10 mm (width) x 0.25 mm (height).

In order to promote attachment of RBC to the cover slip they
were pre-coated with poly-I-lysine by immersing them into a solu-
tion of 0.001% poly-I-lysine followed by drying at room tempera-
ture. RBC suspensions were introduced into the flow chamber
very slowly and gently in order to prevent any activation by shear
stress during the loading process. RBC were allowed to settle onto
the pre-coated cover slip surface for 5 min following which
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unattached RBC were gently washed out using PBS containing
4 mM EDTA or 1 mM calcium chloride.

Shear stress was applied to the RBC by pumping PBS through
the flow channel at a volumetric flow rate Q calculated as

Q =1a’b/6u (1)

where 7 is shear stress, a is the height of flow channel, b is channel
width and p is the viscosity of the flowing medium. A syringe pump
(New Era Pump Systems, Wantagh, NY, USA) was used to generate
the required volumetric flow rates. PBS with calcium (1 mM) or
EDTA (4 mM) with no added calcium was used for perfusion of
the flow chamber.

Monitoring changes in intracellular nitric oxide concentration

The flow chamber was placed on a fluorometric system consist-
ing of an inverted fluorescent microscope (IX71, Olympus, Japan)
equipped with a photomultiplier tube fluorometric system (Ionop-
tix Inc., USA) (Fig. 1). Fluorescent benzotriazole generated by the
reaction of DAF-FM with nitrous anhydrite [16] was excited with
a xenon lamp centered at 490 nm and the emitted fluorescence
was recorded at wavelengths of 510-550 nm. Emitted light was re-
corded from a given population of RBC in a selected microscopic
field (~25-40 RBC per field) at a sampling rate of 1 Hz; alterations
in the fluorescence intensity were considered to reflect changes in
intracellular NO concentration.

Monitoring changes in intracellular calcium concentration

The flow chamber as described above was mounted on the stage
of an intravital fluorescent microscope (Olympus-BX51WI, Olym-
pus USA) equipped with an Olympus x40 (NA = 0.8) water immer-
sion objective, a mercury arc lamp (100 W, Walker Instruments,
Scottsdale, AZ) for epi-illumination and a rotatable turret with a fil-
ter (excitation: 450-490 nm; emission 515 nm) [17]. Fluorescent
images were obtained with a Stanford Photonics video camera
(XR/MEGA-10Z, Stanford Photonics Inc., Palo Alto, CA).

Individual RBC were selected on the basis of their clear visibility
with an average of 4 RBC per slide used for analysis in each
experimental condition. Fluorescent images of 4 separate slides
with attached RBC were recorded for 30 s without applied shear
stress and used to calculate the control (baseline) level. Subse-
quently, a shear stress of 0.1 Pa was applied to the slides for 60 s,
followed by a 30 s period of video recording without stress. Fluo-
rescence levels for each RBC were analyzed separately for altera-
tions of fluorescence using 2.4.8 Piper Control Software (Stanford
Photonics Inc., Palo Alto, CA). Results are expressed as the percent-
age change in the level of fluorescence following the shear stress
relative to the pre-stress level. In order to correct for photobleach-
ing, a total of 15 cells were illuminated without applied stress and
the change in fluorescence monitored using the protocol described
above; measurements of fluorescence following shear stress appli-
cation were corrected using these results.

Immunoflourescence microscopy for serine-1177 phosphorylated
eNOS

Cover slips with attached RBC were removed from the bottom
of flow chambers following exposure to 0.1 Pa shear stress for
60 s as described above, air-dried for 30 min, then fixed with 4%
paraformaldehyde in PBS at room temperature for an additional
30 min. After several washings in PBS, the cover slips were incu-
bated for 1.5 h in PBS containing 3% bovine serum albumin to block
nonspecific binding and 0.05% Tween 20 for permeabilization of
RBC membranes. RBC were immuno-labeled with primary

polyclonal rabbit antibodies against serine-1177 phosphorylated
eNOS, Ser1177P-eNOS (Cell Signaling, Boston, USA) at a 1:10 dilu-
tion for 3 h. The cover slips were then washed with PBS and incu-
bated with an anti-rabbit FITC-conjugated secondary antibody for
Ser1177P-eNOS (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) for 1 h. The slips
were mounted in a fluorescent mounting medium (Vector Labora-
tories, Peterborougt, Cambridgeshire, UK) and examined with a
fluorescent microscope (Olympus AX70). Pictures were taken with
a CCD camera and processed by Olympus DP controller program
version 3.2.1.276 (Olympus USA).

In order to determine Ser1177P-eNOS cellular distribution on
each slip the intensity of immunoreactivity was evaluated semi-
quantitatively. RBC were grouped and counted according to the fol-
lowing categories of their staining: (a) none; (b) moderate; (c) in-
tense. The percentage of RBC for each intensity level was
determined by two investigators who were blinded to the identity
of the cells and the average was used for data analysis.

Data presentation and statistics

The results are presented as mean * standard error (SE). Stu-
dent’s t-test was used for comparisons between two experimental
groups and one-way ANOVA followed by Dunnet’s or Newman-
Keuls post tests was used for comparisons between multiple
groups.

Results
Change in intracellular NO concentration

Fig. 2 presents results from a typical experiment using RBC
loaded with r-arginine and DAF-FM to monitor intracellular NO
concentration; the suspending medium contained 1 mM calcium.
Panel A represents the time course of fluorescence recorded from
a cell population of ~50 RBC attached to the surface of cover slip;
panels B and C show micrographs of the cells at rest and during
application of 0.1 Pa shear stress. The fluorescence of the cells sub-
jected to stress is expressed relative to the mean fluorescence
intensity from the same cells when not exposed to shear stress.
Application of 0.1 Pa shear stress resulted in elongation of RBC in
the direction of flow (panel C) and a sharp increase in fluorescence
level which reached about 4% within ~30 s after the start of flow.
During continuation of flow there was a further but slower and less
pronounced trend of fluorescence increase. Following the removal
of shear stress the level of fluorescence began to decrease (panel
A). It is important to note that when no shear stress was applied
to a similar population of DAF-FM loaded RBC there were no signif-
icant alterations of fluorescence level during the 600 s period of
observation (panel A, No SS).

In a series of 8 experiments, the mean increase in fluorescence
at 60 s after the start of shear stress was 3.66 + 0.74% and reached
4.91 £0.81% at 120 s, both increases being significant compared to
the level prior to shear stress application (p < 0.01). If fluid flow
was stopped after 120 s as shown in Fig. 2, fluorescence exhibited
a slow decrease at a rate of 0.06 + 0.005%/min. However, if the
shear stress of 0.1 Pa was maintained beyond 120 s the fluores-
cence level continued to increase (Fig. 3), reaching 15.3 + 1.9% at
10 min (p < 0.0001; n = 8).

The magnitude of the applied shear stress was an important
determinant of the change of RBC-NO related fluorescence. Fig. 4
presents increases of fluorescence when shear stress was varied
over the range of 0.013-0.1 Pa and measured at 60 or 120 s follow-
ing the start of flow. Fluorescence levels were found to be signifi-
cantly enhanced over the entire range of applied shear stresses at
either 60 or 120 s, although the differences became more obvious
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Fig. 2. Fluorescence level related to the reaction of DAF-FM with NO derivatives in
RBC pre-loaded with r-arginine and exposed to 0.1 Pa shear stress (panel A, SS
applied). The first vertical arrow marks the start of shear stress application (i.e.,
flow) and the second indicates flow stoppage. The lower panels are phase-contrast
microscopic images of the RBC population from which fluorescence was recorded
prior to the application of shear stress (B) and during application of shear stress (C).
The horizontal arrow indicates the direction of flow. Panel A also shows the
fluorescence level recorded from a similar RBC population without applying shear
stress (No SS).
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Fig. 3. Percentage increase of NO concentration-related fluorescence of RBC
exposed to 0.1 Pa shear stress as a function of time. RBC were pre-incubated with
1 mM t-arginine and the suspensions contained 1 mM calcium. Data are presented
as mean = SE, n = 8. Changes in fluorescence were statistically significant starting at
60 s after the start of application of shear stress (p < 0.01).

at 120 s. Furthermore, the changes in fluorescence for various lev-
els of shear stress were significantly different from each other
when compared at 120 s, but at 60 s only 0.013 and 0.1 Pa differed
significantly (Fig. 4).

The increase in fluorescence due to shear stress was found to be
influenced by r-arginine. The change in fluorescence at 60 s under
0.1 Pa shear stress was 1.62 + 0.39% if RBC were not pre-incubated
with 1 mM tr-arginine and thus significantly less than the
3.66 £0.74% when cells were pre-incubated with this agent
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Fig. 4. Percentage increase of NO concentration-related fluorescence of RBC
exposed to various levels of shear stress in the presence of 1 mM L-arginine and
1 mM calcium 60 and 120 s after the start of shear stress. 1, 11: Difference from pre-
stress (zero) level (p<0.05 and p<0.01, respectively). x, *x: Difference from
experiments with 0.1 Pa shear stress (p <0.05 and p < 0.01, respectively); n =4 for
all experiments.

(Fig. 5A, p < 0.05, n = 6). Including L-NAME in the RBC suspension
during pre-incubation also blunted the change in fluorescence,
reducing it to 1.46 + 0.32% (Fig. 5B, p < 0.05, n=6).

Role of calcium in increased intracellular nitric oxide generation

Experiments were repeated in the presence or absence of extra-
cellular calcium (Fig. 6). Inclusion of 4 mM EDTA without added
calcium in the suspending medium caused a marked decrease in
fluorescence (i.e., 0.83 +0.26%), nearly to one-fourth of that for
cells suspended in 1 mM calcium (Fig. 6, p < 0.01). In Fig. 6 results
for both types of experiments used cells loaded with L-arginine and
DAF-FM, shear stress was 0.1 Pa and fluorescence was measured at
60 s. Further experiments designed to evaluate the effect of cal-
cium entry into RBC under the same shearing conditions indicated
that the fluorescence in Fluo-3 loaded RBC increased 23.6 + 2.5%
following 60 s exposure to 0.1 Pa shear stress, thereby indicating
increased intracellular calcium concentration (Fig. 7). Inclusion of
EDTA without added calcium totally inhibited this increase.

Phosphorylation of red blood cell NOS under shear stress

Fig. 8A-D present fluorescent microscopic images of RBC immu-
nostained with serine 1177 phosphorylated eNOS antibodies, with
a semiquantitative analysis of such images presented in Fig. 8E.
Fig. 8A and B are the control experiments prior to the application
of shear stress with the flow chamber filled with either calcium-
containing PBS (A) or EDTA-containing, calcium free PBS (B).
Fig. 8C shows RBC exposed to 0.1 Pa fluid shear stress for 60 s in
a medium containing 1 mM calcium; under these conditions
443 +5.3% of the RBC were intensely immunostained while
53.0 £ 3.1% were moderately immunostained. Fig. 8D also shows
RBC exposed to 0.1 Pa for 60 s but in a calcium-free medium con-
taining EDTA: only 5.3 + 8.7% of the RBC were intensely immuno-
stained while 58.0 + 1.2% remained unstained.

Discussion

Activation of RBC NOS by shear stress has been previously dem-
onstrated by increased levels of serine 1177 phosphorylated eNOS
(i.e., the activated form of the enzyme protein [18,19]), accompa-
nied by increased extracellular NO concentrations measured elec-
trochemically in RBC suspensions [14]. The present study
provides further evidence for increased intracellular NO concentra-
tion in RBC subjected to fluid shear stress as monitored using the
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NO-specific fluorescent probe DAF-FM [16,20]. Intracellular NO
concentrations, as reflected by the level of DAF-FM related fluores-
cence, exhibited a rapid increase reaching a steady level within
30 s (Fig. 2); the fluorescence level continued to increase as long
as shear stress was maintained (Fig. 3).

DAF-FM is one of the most successful probes for evaluating
intracellular NO; the diacetate form (DAF-FM DA) is membrane

permeable and remains non-fluorescent until it is de-esterified
and nitrosylated by oxidation products of NO [16,21]. However,
these reactions are sensitive to the initial oxidation of DAF-FM to
an anilinyl radical (i.e., one-electron oxidation) in addition to NO
oxidation, thus making the process susceptible to the oxidative sta-
tus of the measurement environment (e.g., RBC cytosol) and hence
making it difficult to obtain quantitative data using these probes
[22]. Autooxidation of DAF-FM may be another potential artifact,
with this process influenced by oxidants such as superoxide and
peroxy radicals, yet such interference has not been considered a
major obstacle in using DAF-FM as a probe specific to NO [21].

NO scavengers (e.g., reduced hemoglobin) have been used un-
der various conditions to test the specificity of measured fluores-
cence to the presence of NO [23]. This approach was not
applicable to the experimental model used herein since all mea-
surements were conducted in the presence of a powerful NO scav-
enger (i.e., reduced hemoglobin in the cytoplasm of RBC). We thus
accepted that the baseline level of fluorescence reflected the basal
NO availability and that the subsequent alterations of fluorescence
indicated changes of intracellular NO concentration. This assump-
tion should be especially valid for monitoring fluorescence under
our standardized conditions: the environment was unaltered dur-
ing monitoring DAF-FM related fluorescence except for the appli-
cation of SS which is expected to induce NO generation.

It should also be noted that the DAF-FM reaction with NO is not
readily reversible [22], and therefore the fluorescence monitored
throughout the experiment cannot reflect instantaneous changes
in intracellular NO concentration. Accordingly, the continued in-
crease of fluorescence during prolonged exposure (i.e., >60s) to
constant shear stress may not mean that NOS activity also gradu-
ally increases during this period, but rather may reflect an intracel-
lular accumulation of fluorescent DAF derivatives together with
continued NOS activity at an elevated but steady level. Similar pat-
terns of DAF-related fluorescence with induced NOS activity have
been reported for other cell types [23-25].

The level of fluorescence at a given time point is determined by
the balance between the formation rate of fluorescent benzotria-
zole by DAF-FM reacting with NO or its derivatives versus the loss
of fluorescence due to photobleaching [16]. However, prominent
changes in fluorescence were not observed in RBC in the absence
of shear stress (Fig. 2A, No SS), suggesting that no significant
photobleaching occurs under “no flow” conditions. The decreased
level of fluorescence following stoppage of flow (Fig. 2A) could thus
reflect a combination of factors including de-activation of NOS en-
zyme due to the absence of shear stress, depletion of L-arginine
supply in RBC due to enhanced NOS activity and photobleaching
of the fluorescent products of DAF-FM; the latter possibility might
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occur more efficiently due to the enhanced formation of these
products with shear stress. Due to the possible contribution of
various factors to the fluorescence intensity at a given time point
it is not possible to exactly determine the time course of RBC
NOS activity based on the DAF-FM related fluorescence during pro-
longed exposure to stress. Therefore, fluorescence levels measured
at 60 s after the application of shear stress were used as the pri-
mary indicator of NOS activity for the experiments presented in
Figs. 5 and 6.

A relation between the observed increase in DAF-FM related
fluorescence, intracellular NO concentration and the activation of
NOS under shear stress is supported by the following findings:
(1) The response to shear stress was significantly diminished if

RBC were not pre-loaded with r-arginine, although such RBC were
still responsive to stress at a reduced level (Fig. 5A). This remaining
activity might be due to the basal levels of L-arginine in RBC, or
may suggest alternative mechanisms of generating NO that are
stimulated by shear stress. (2) The response to stress was also sig-
nificantly blunted in the presence of L-NAME which is an L-arginine
analog and a competitive inhibitor of NOS, but again there was a
remaining response to shear stress in terms of increased intracellu-
lar NO concentration (Fig. 5B). Although the concentration of
L-NAME used in the experiments corresponds to that previously
demonstrated to be maximally effective in RBC [26], the incom-
plete inhibition of the response to shear stress may reflect an insuf-
ficient L-NAME level due to enhanced NOS activity. (3) The
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increase in intracellular NO concentration was accompanied by en-
hanced levels of serine 1177 phosphorylated eNOS levels in RBC
exposed to stress.

Another finding of the present study supporting the NOS-
related mechanism of increased intracellular NO concentration is
the dependence of the response on calcium entry into the RBC un-
der stress. Chelating extracellular calcium by EDTA significantly
inhibited the response although it did not totally prevent the in-
crease of intracellular NO (Fig. 6); the remaining degree of activa-
tion following the chelation of extracellular calcium may represent
the non-calcium dependent pathway of NOS activation [12,19]. The
residual response after the removal of extracellular calcium may
also indicate alternative mechanisms (e.g., non-enzymatic genera-
tion of NO) by shear stress. This finding thus strongly suggests that
the NO response is accompanied by calcium entry into RBC; cal-
cium entry under the same experimental conditions has also been
confirmed in a separate series of experiments (Fig. 7). Note that
previous studies have shown that stress induces calcium influx
into endothelial cells [27] and human red blood cells [28].

It has been well documented that enhancement of eNOS activity
in endothelial cells depends on changes in intracellular calcium
concentration [12,19]. Non-activated eNOS is bound to caveolin-1
on the cytoplasmic side of the membrane and calmodulin cannot
bind to the enzyme protein at low intracellular calcium concentra-
tions [29]. An increase in intracellular calcium induces the binding
of the calcium-calmodulin complex to the eNOS protein leading to
its detachment from caveola and activation [29]. However, it has
been reported that the time course of the change in intracellular
calcium concentration and eNOS activation may not always follow
the same pattern, especially in the case of stimulation by shear
stress [19]. This temporal discrepancy between the two physiolog-
ical events is explained by alternative mechanisms including the
phosphorylation of eNOS protein which leads to activation [19].
This activation pathway includes serine kinases (Akt and protein
kinase A); their activation in turn is mediated by phosphatidylino-
sitol 3-kinase [19]. A similar mechanism of activation has been
postulated to exist in RBC, although this has not yet been experi-
mentally confirmed [12].

It should be noted that the shear stress regime utilized in this
study differed from previous experiments in which relations
between shear stress and RBC NOS activation were investigated
[14,15]. In the present investigation a given stress level was contin-
uously applied during an experiment, whereas previously stresses
of 0.5-2 Pa could not be held constant due to the experimental sys-
tem: RBC in suspension were exposed to stress only during passage
through a glass tube for 18 s at 0.5 Pa, for 9 s at 1 Pa or for 4.5 s at
2 Pa [14]. In these prior studies application of 0.5 and 1 Pa SS did
not increase NO concentration in the RBC suspensions whereas
an increase was noted at 2 Pa. This difference suggests that expo-
sure time, as well as stress level, are determinants of NOS activa-
tion. Interestingly, exposure of RBC to stress levels as high as
110 Pa for very short periods (i.e., several milliseconds) during fil-
tration through 5 pm diameter by 11 pm long pores also resulted
in enhancement of NO concentration in RBC suspensions [15].
Therefore, data obtained using different experimental systems sug-
gest that activation of RBC NOS may be induced by a variety of
shear stress magnitude-exposure time combinations. The experi-
mental design of the current studies was not suitable to test a wide
range of stress due to detachment of RBC from the bottom plate of
the flow chamber at stresses above 0.1 Pa. Further experiments are
therefore needed to clarify how the specific details of applied shear
stress (e.g., flow pattern, strength, exposure time) influence RBC
NOS activation.

The magnitude of stress used in the present study was about 10
times lower than wall shear stress levels reported for various parts
of the circulatory system [30-33]. However, the reported range for

wall stress may not be relevant for all RBC within a flowing suspen-
sion since cells tend to move towards the axis of a tube or vessel
and thus undergo inward radial migration [34]. Since the shear
stress is smaller near the center of a tube, the magnitude of shear
stress used in this study may represent a physiologically relevant
level.

It has been argued that RBC have a dual role in tissue oxygena-
tion: in addition to their well-known oxygen carrier function, RBC
may contribute to the regulation of local blood flow with NO play-
ing a central role in this process [35]. NO synthesized by RBC NOS
activity has been hypothesized to contribute to the RBC-originated
NO pool, although Chen et al. reported that the amount of NO gen-
erated by RBC NOS may not represent a physiologically important
fraction of total NO bioavailability at vascular wall [36]. Experi-
mental studies directly exploring the contribution of the enzymatic
generation of NO by RBC to local vasomotor control do not yet ex-
ist. However, NO synthesis by RBC should still be considered an
important factor contributing to local hemodynamics, since it has
been shown that NO generated by RBC is a regulator of RBC defor-
mability [9,26,36,37]. The relatively fast increase in intracellular
NO concentration at physiological levels of shear stress would be
expected to improve RBC deformability and blood flow accord-
ingly, especially at the microcirculatory level.
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Abstract. It has been previously demonstrated that red blood cells (RBC) possess functional nitric oxide (NO) synthesizing
mechanisms. RBC are also equipped with variety of intracellular control mechanisms, and respond to mechanical forces and to
various biological stimuli by increased release of ATP. Nitric oxide has also been demonstrated to be released from RBC under
certain circumstances, and it has been hypothesized that NO synthase (NOS), which is located in both the RBC membrane
and cytoplasm, might be activated by mechanical factors. The present study aimed at investigating NOS activation and NO
export induced by mechanical stress applied to RBC in suspension. Heparinized venous blood samples were obtained from
healthy, adult volunteers and their hematocrit adjusted to 0.4 I/l. The RBC suspensions were equilibrated at room temperature
(22 4 2°C) with either room air or made hypoxic (36 mmHg, ~70% saturation) using moisturized 100% nitrogen. The samples
were then continuously pumped through a glass tube (diameter = 0.06 cm; length = 33 c¢cm) for 30 min using a dual syringe
pump to maintain a wall shear stress of 0.5-2 Pa with NO concentrations in the RBC suspensions measured electrochemically.
NO concentration significantly increased under the influence of 2 Pa in hypoxic RBC suspensions: 105.0 & 14.2nM to 127.1 £+
12.0 nM as the peak value at 20 min of perfusion. No increase was observed at lower levels of shear stress. Plasma nitrite/nitrate
concentrations were measured in samples obtained at five minute intervals. Application of fluid shear stress to hypoxic RBC
suspensions resulted in a significant, time-dependent increase of plasma nitrite/nitrate levels, reaching to 14.7 £ 1.5 uM from a
control value of 11.2 £ 1.3 uM. The presence of the non-specific NOS inhibitor L-NAME (1073 M) prevented this increment.
Additionally, both eNOS and serine 1177 phosphorylated eNOS immuno-fluorescence staining in RBC cytoplasm were shown
to increase in response to applied shear stress. Our results support the hypothesis that RBC NO synthase is activated and that
export of NO from RBC is enhanced by mechanical stress.

Keywords: Shear stress, red blood cell NOS, nitric oxide, L-NAME, NOS activation

1. Introduction

Nitric oxide (NO) is a very important biomolecule with a rapidly broadening spectrum of functions.
One such function is signaling in the vascular system as a significant factor for vasomotor control. The
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classical pathway for this function includes [19]: (1) Generation of NO in endothelial cells in response to
mediators and shear forces; (2) Diffusion of NO to vascular smooth muscle; (3) Activation of guanylate
cyclase and increasing cyclic GMP level, leading to relaxation of smooth muscle tonus.

NO generated in endothelium also diffuses to the blood vessel lumen and interacts with blood cells,
including red blood cells (RBC). Hemoglobin is a potent scavenger of NO, and RBC are regarded as
important regulators of NO bioavailability in the vasculature [20,25]. The effective level of NO in a vas-
cular region is thus determined by the delicate balance between release and scavenging of this molecule.
It has been clearly shown that endothelial cells are not the only source of NO in the vascular system,
since it has been demonstrated that RBC may release NO under appropriate conditions; RBC therefore
play a dual role in maintaining the balance that determines NO bioavailability.

The early concept of RBC as a source of NO is based on its binding with hemoglobin to form
S-nitrosohemoglobin which can then be released and diffuse out of the cell to contribute to the local
NO bioactivity [21,30]. However, recent studies have revealed that RBC also possess active NO gener-
ating mechanisms. These mechanisms include the non-enzymatic generation of NO by nitrite reduction
by hemoglobin [16], and the enzymatic pathway using L-arginine which is the classical substrate of
NO synthesizing enzymes in other tissues (e.g., endothelial cells) [23]. NO synthesized in RBC plays
a role in maintaining the normal mechanical properties of these cells [7] and is also exported from
RBC [23].

RBC NOS seems to have common properties with eNOS [29]: (1) Its activity strongly depends on
L-arginine presence, and RBC are equipped with cationic amino acid transporter 1 (CAT 1) to carry
L-arginine into cytoplasm; (2) The activity of RBC NOS also depends on intracellular calcium concen-
trations, being activated with increased levels; (3) Phosphorylation of NOS protein at the serine 1177
position is associated with activation; (4) RBC NOS has been proposed to be stimulated by acetylcholine
based on experiments indicating increased NO metabolites and increased deformability under the influ-
ence of this mediator.

RBC NOS mainly remains bound to the cell membrane in close association with caveolin-1 and flot-
tilin proteins and is inactive in this bound form [29]. Increased intracellular calcium concentration in-
terferes with this association through calmodulin binding, and NOS becomes activated; its activity may
also be affected by phosphorylation of NOS at various domains as regulated by phosphatidylinositol-3
kinase [10,23]. In calcium-containing media, exposure of RBC to mechanical shearing may increase
their intracellular calcium concentration and trigger the above mentioned regulatory mechanisms. There-
fore, the shear stress to which RBC are exposed has been hypothesized to be a control factor for RBC
NOS activity [4]. Recently, Fischer et al., reported that eNOS immuno-staining in RBC was signifi-
cantly increased following exposure to extracorporeal circulation in patients undergoing cardiac surgery
[12]. This observation is most likely related to the activation mechanisms briefly discussed above. That
is, when the NOS protein becomes detached from the membrane it becomes activated and immuno-
stainable [23]. Therefore, these findings support the hypothesis regarding activation of the RBC NOS
enzyme by subjecting cells to altered mechanical factors such as those occurring in extracorporeal cir-
culation.

The present study was designed to investigate the following hypothesis under well controlled shearing
conditions: (1) RBC NOS activity is enhanced with exposure to increased shear stress. (2) NO generated
in RBC exposed to shear stress can be exported from the cell.
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2. Materials and methods
2.1. Blood samples and preparation of RBC suspensions

Venous blood samples were obtained from healthy, human male volunteers, aged between 25 and
52 years, and anticoagulated with EDTA (1.5 mg/ml). Leukocytes were removed by centrifuging 20 ml
of blood through 20 ml of polysucrose (60 g/l) and sodium diatrizoate (167 g/1) solution (Histopaque
1119; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) in a 50 ml polypropylene tube at 700g for 30 min. The
RBC pellet was washed three times with calcium- and magnesium-free phosphate buffered saline (PBS,
0.01 M mixed phosphate plus NaCl without glucose, 290 mOsm/kg, pH = 7.4) and re-suspended in the
same medium at a hematocrit of 0.4 I/1. L-Arginine was added to all RBC suspensions at a concentration
of 1 mM and incubated for 30 min at 37°C .

RBC suspensions were either oxygenated or made hypoxic by equilibration with ambient air or 100%
nitrogen at room temperature (22 £ 2°C) using a microfiber array gas exchanger (Model OX, Living
Systems, Inc., Burlington, OH, USA). During this process RBC suspensions were pumped through the
gas exchanger for 15 min at a flow rate of 4.8 ml/min using a syringe pump (Model NE1000, New
Era Pump Systems Inc., Wantagh, NY, USA) run in cycles of infusion-withdrawal during the 15 min
period. Ambient air or 100% nitrogen was fed to the gas chamber of the exchanger, with ambient air
pumped through a filter (Whatman GF, 25 mm) and nitrogen supplied from a gas a cylinder. Both air and
nitrogen were moisturized by bubbling through distilled water prior to entering the gas exchanger. The
oxygen partial pressure (pO,) of oxygenated and hypoxic RBC suspensions were 150.4 + 1.8 mmHg
(~99% saturation) and 36.4 4+ 1.2 mmHg (~70% saturation) respectively; gas tensions were determined
using a blood gas analyzer (Stat Profile® Critical Care Xpress, Nova Biomedical, USA). Following the
15 min period of equilibration with air or nitrogen the RBC suspensions were utilized for the shear
stress studies. All experiments described below were completed within four hours after the sampling of
blood.

Harvard Dual-ME-1000

Pressure
Gas Monitor
exchanger

Capillary
=0.06 cm
=33 cm

NOmeter
inNOlI

Fig. 1. Flow system.
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2.2. Study design

RBC suspensions were exposed to mechanical stress (i.e., fluid shear stress) in a specially designed
flow system (see below) at levels controlled by varying the flow rate through the tube. Three types of
experiments were conducted.

2.2.1. Shear stress effects: oxygenated versus hypoxic RBC suspensions

In one series of experiments the flow rate was selected to generate a wall shear stress of 2.0 Pa and flow
of the RBC suspension was continued for 30 min. NO concentration in the RBC suspension during flow
was continuously monitored in the reservoir using a NO probe and recorded by a digital computer. The
RBC suspension was also sampled at 5 min intervals (1 ml at each sampling) for measurements of ni-
trite/nitrate concentrations. These experiments were conducted in two separate series using oxygenated
and hypoxic RBC suspensions. In these experiments, expressions of eNOS and serine 1177 phospho-
rylated eNOS (Ser1177P-eNOS) in RBC were investigated using immune-fluorescence microscopy as
detailed below.

2.2.2. L-NAME effects

The effects of non-specific NOS inhibitor N-omega-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME; N-5751,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) at a concentration of 10~3 M on RBC NO generation was
tested in a separate series using hypoxic RBC suspensions.

2.2.3. Shear stress levels
Another series of experiments investigated the effects of various levels of wall shear stress between 0
and 1.0 Pa for hypoxic RBC suspensions.

2.3. Flow system

The flow system (Fig. 1) consisted of a cylindrical glass tube (radius = 0.06 cm, length = 33 cm), a
pair of synchronized syringe pumps operating in a reciprocal manner, and a blood reservoir; the syringe
pumps (Model DUAL-NE1000, New Era Pump Systems Inc. Wantagh, NY, USA) were arranged to
generate continuous flow into the tube during pumping. A pressure transducer was used to monitor
pressure at the upstream end of the capillary. A gas exchanger was placed in the circuit just prior to
the capillary to maintain the oxygenated or hypoxic state of the RBC suspension. As employed for the
initial equilibration of the suspensions, ambient air or 100% nitrogen was fed to the gas chamber of the
exchanger, with ambient air pumped through a filter and nitrogen supplied from a gas cylinder; both air
and nitrogen were moisturized by bubbling through distilled water prior to entering the gas exchanger.

Twenty ml of RBC suspension was used to fill the circuit and reservoir; the reservoir was covered
with a plastic sheet and an appropriate gas flow of ambient air or 100% nitrogen into the reservoir was
maintained through out an experiment. The reservoir contained a small stir bar and was placed on a
magnetic stirrer for continuous, gentle mixing to avoid RBC sedimentation. The elements of the flow
circuit were connected to each other with 2 mm ID plastic tubing and tube lengths were kept as short
as possible. The glass capillary was mounted vertically and directly connected to the reservoir with a
~2 cm long section of the 2 mm tubing.

Flow rates calculated to yield nominal wall shear stress levels of 0.5, 1.0 and 2.0 Pa were employed.
These shear stresses were calculated based upon the geometry of the tube, the measured viscosity of
the 0.40 1/1 hematocrit suspensions (4.0 &= 0.3 mPas, mean £ SD at 750 s~! determined using a cone-
plate viscometer) and the wall shear stress equation [31]. Measured pressure differences were used to
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confirm wall shear stress during perfusion of the glass capillary [22]. The measured pressure at the inlet
of the glass tube during experiments using 2 Pa fluctuated between 15-18 mmHg and was thus slightly
dependent on the phase of the pumping cycle; inlet pressures for lower shear stress exhibited similar
percent variation about the mean. The glass tube was by-passed using a large bore plastic tube for “0 Pa”
experiments; the pump was run at 1.25 ml/min and the measured pressure in the circuit was essentially
zero. Hemolysis during 30 min of perfusion of the capillary did not exceed 1% in any of the experiments
and was unaffected by the level of oxygenation (i.e., oxygenated or hypoxic).

The flow rates in the capillary ranged between 1.8 cm/s and 7.2 cm/s, corresponding to wall shear
stresses of 0.5-2 Pa. The transit time of RBC through the capillary can be calculated as ~18 s to ~4.5 s
respectively. It can thus be estimated that RBC reached the reservoir within 3 s after leaving the capillary.

A NO probe (amino-700; Innovative Instruments, Inc., Tampa, FL, USA) was inserted into the reser-
voir and connected to NOmeter (inNO-T-I1I, Innovative Instruments, Inc., Tampa, FL, USA) for contin-
uous monitoring of NO concentrations. The NO measurement system was calibrated according to the
manufacturer’s specifications, using a standard nitrite solution added to an acidified solution containing
iodide as reducing agent to generate a calculated amount of NO.

The entire system was enclosed in a temperature controlled box (dimensions: 0.7 x 0.7 x 0.7 m) and
maintained at 37°C throughout the experiments.

2.4. Nitrite/nitrate measurement

Nitrite/nitrate concentration was measured in the supernatant of RBC suspensions after centrifugation
at 2,700 RPM for 6 min. The supernatant was passed through a filter with a 10 kDa cut-off by cen-
trifugation at 14,000 RPM for 120 min. The filtrate was incubated with nitrate reductase and cofactor
for 3 hours at room temperature to convert nitrate in the sample to nitrite. Total nitrite concentration,
reflecting nitrate/nitrate concentration in the sample, was then calculated using absorbance measured at
540 nm after the reaction with Griess reagent. A commercial kit was used for nitrite/nitrate determination
(780001, Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI, USA).

2.5. Immuno-fluorescence microscopy for eNOS and Serl177P-eNOS

Cell smears were prepared using the RBC suspensions immediately after the experiments. After allow-
ing them to air-dry for 30 min, RBC smears were fixed in 4% paraformaldehyde in 0.1 M PBS at room
temperature for 30 min. After several washing steps in PBS, the slides were incubated for 1.5 hours
in PBS containing 3% bovine serum albumin (BSA) to block nonspecific binding and 0.05% Tween
20 for permeabilization of RBC membranes. RBC were immuno-labeled with primary polyclonal rab-
bit antibodies against eNOS (BD Transduction Labs, Lexington, KY) at a 1:100 dilution and against
Ser1177P-eNOS (Cell Signaling, Boston, USA), which is a phophorylated form of eNOS, at a 1:10 di-
lution for 3 hours. Cell smears were then washed with 0.1 M PBS and incubated with an anti-rabbit
FITC-conjugated secondary antibody (Sigma Aldrich, Hamburg, Germany) for eNOS and for phospho-
rylated eNOS (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) for 1 hour. The slides were mounted in fluorescence
mounting medium (Vector Laboratories, Peterborough, Cambridgeshire, UK) and examined with a flu-
orescence microscope (Olympus AX70); pictures were taken with a CCD camera and processed by an
Olympus DP controller program version 3.2.1.276.

In order to evaluate eNOS and Ser1177P-eNOS distributions on each slide, the intensity of immuno-
reactivity was evaluated semi-quantitatively: RBC were classified according to the following categories:
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(a) no staining; (b) moderate staining; (c) intense staining. Percentage of RBC for each intensity level
was determined by two investigators who were blinded to the identity of the slides and their average was
used for data analysis.

2.6. Statistics

Data are presented as mean =+ standard error. Statistical comparisons were made using one-way or
two-way ANOVA for repeated measures followed by Dunnett or Bonferroni post tests, respectively.

3. Results
3.1. NO output from red blood cells in response to mechanical stress

NO concentrations measured electrochemically in RBC suspensions under control conditions with-
out application of fluid shear stress were 105.0 4+ 14.2 nM and 82.8 £ 12.5 nM in hypoxic and oxy-
genated RBC suspensions, respectively. Nitrite/nitrate concentrations in the suspending media were
11.2£1.3 uM and 9.5 £ 0.9 pM in hypoxic and oxygenated suspensions, respectively. Figure 2 presents
NO and nitrite/nitrate concentrations during the 30 min of flow through the system, at a calculated wall
shear stress of 2.0 Pa, as the percentage of control values. When using hypoxic RBC suspensions, NO
concentration was significantly increased after 15 min of shear stress compared to control (0 time) and
remained at this level at 20 min (Fig. 2A). There was a subsequent decrease of NO concentration after
25 min and the values measured at 25 and 30 min were not significantly different from control. Ni-
trite/nitrate concentrations measured in the suspending medium were also found to be increased at and
after 20 min of shear stress application and remained increased for the rest of the experiment (Fig. 2B).
There were no significant alterations of NO or nitrite/nitrate concentrations with oxygenated RBC sus-
pensions under the same conditions.
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Fig. 2. Nitric oxide (NO) and nitrite/nitrate concentrations in RBC suspension medium during 30 min of flow at 2.0 Pa wall
shear stress for hypoxic and oxygenated RBC suspensions; values are presented as percentage of control measured at the start
of the experiment. (A) NO concentration in RBC suspensions. (B) Nitrite/nitrate concentration in the suspending medium. Data
are presented as mean £ SE; n = 5 for both groups. Difference from Control (0 time): * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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3.2. Effect of NOS inhibition with L-NAME

Inclusion of L-NAME in non-sheared suspensions of hypoxic RBC significantly decreased the NO
concentration to 39.5 + 7.3 nM from the control level of 105.0 &= 14.2 nM. There was no further change
in the NO concentration with time under shear in hypoxic L-NAME suspensions, unlike the findings
under similar conditions without the presence of L-NAME (Fig. 3).

3.3. NO output at various levels of wall shear stress

There was no increase of NO concentration if the wall shear stresses were equal or less than 1.0 Pa
(Fig. 4). Further, under zero shear stress conditions, NO concentrations were found to be decreased to
about 80% of the starting value, with the change being significant after at 25 and 30 min.
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Fig. 3. Nitric oxide (NO) concentrations in hypoxic RBC suspensions during 30 min of flow at a shear stress of 2.0 Pa in the
presence or absence of N-omega-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME). The values are presented as percentage of control
measured at the start of the experiment. Data are presented as mean = SE; n = 5 for both groups. Difference from Control
(0 time) value: * p < 0.05, *** p < 0.001.
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Fig. 4. Nitric oxide (NO) concentrations in hypoxic RBC suspensions during 30 min of flow at a wall shear stress of 0.5 or 1.0
Pa. The glass tube was bypassed by a large bore tube in the “zero Pa” experiment. Values are presented as percentage of control
measured at the start of the experiment. Data are presented as mean £ SE; n = 4 for each experiment. Difference from Control
(0 time): * p < 0.05.



128 P. Ulker et al. / Mechanical stimulation of nitric oxide

3.4. eNOS and Serl1177P-eNOS expression in RBC

Under hypoxic conditions, immuno-fluorescence staining specific to eNOS and ser1177P-eNOS pro-
teins were significantly enhanced after the exposure of RBC to 2.0 Pa wall shear stress. Figure 5
presents typical examples of eNOS and Ser1177P-eNOS staining; semi-quantitative analysis of immuno-
fluorescent staining revealed significant increases both for eNOS (Fig. 6A) and for Ser1177P-eNOS
(Fig. 6B) proteins.
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Fig. 5. Immuno-fluorescent staining of eNOS and ser1177PeNOS (peNOS) proteins in RBC before (Control) and after being
exposed to 2.0 Pa wall shear stress for 15 and 30 min, under hypoxic conditions. Arrowhead indicates no staining, whereas,
arrow and double arrows indicate strength of the staining. (T — moderate staining; 71 — intense staining). Data are presented as
mean = SE; n = 5 for both groups. Difference from Control (0 time): * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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Fig. 6. Semi-quantitative analysis of eNOS and serine 1177 phosphorylated eNOS (Ser1177P-eNOS) immuno-fluorescent stain-
ing. Percentage of unstained, moderately stained and intensely stained red blood cells (RBC). Data are presented as mean £
SE; n = 5 for both groups. Difference from Control (0 time): ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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4. Discussion

The results of this study demonstrate that eNOS and Ser1177P-eNOS immunostaining of RBC ex-
posed to a fluid shear stress of 2.0 Pa for 15 min is increased compared to samples prior to this exposure,
with a further increment during the following 15 min of flow. Increased immuno-staining in RBC of
eNOS protein following the application of shear stress suggests the translocation of membrane-bound
eNOS to the cytoplasm, which is known to be related to activation mediated by a calcium-calmodulin
complex. Phosphorylation of eNOS at Serine 1177 position is also known to be associated with in-
creased activity of this enzyme [10,23]. This increased activity of eNOS was accompanied by enhanced
release of NO from the RBC as indicated by increased NO concentration in the RBC suspensions and
increased nitrite/nitrate concentration in the suspending medium. The increase in NO export from RBC
was inhibited in the presence of an L-arginine analog L-NAME, a non-specific competitive inhibitor of
NOS.

Our findings confirm the observations of Kleinbongard et al. related to RBC eNOS activity and pro-
vide further evidence for the control of activity by mechanical stress [23]. They also confirm the report
by Fischer et al., demonstrating a time-dependant increase in immuno-histochemical staining of eNOS in
RBC exposed to extracorporeal circulation, with the increase related to its translocation and consequent
activation [12]. Note that hemolysis in both the oxygenated and hypoxic RBC suspensions was negli-
gible, consistent with the fact that the levels of shear stress utilized herein are far below the hemolytic
threshold [5]. Thus, given the low and equal release of intracellular hemoglobin, it is appropriate to
assume that increased NO and nitrite/nitrate concentrations relate to the export of NO from RBC.

The effect of shear stress on the expression and activity of eNOS is well documented [13,14,26,34].
This force acting parallel to the surface can be sensed by molecules on the endothelial cell surface
and a variety of biomolecules have been identified as playing a role in this mechanotransduction [9,
27]. These biomolecules include receptor tyrosine kinase, G protein-coupled receptor and integrins [8],
although other proteins (e.g., ion channels, intracellular junction proteins), membrane lipids and the
glycocalyx have also been mentioned [9]. While the RBC intracellular control mechanisms which couple
mechanical sensing and eNOS activity are not clearly known, RBC NOS has been demonstrated to have
common features with endothelial NOS [29].

Interestingly, immunogold cryosections and freeze-fracture electron microscopy data indicate that
eNOS is mainly expressed on the inner surface of the RBC membrane [23]. Calcium is accepted to
play an important role in the activation of RBC NOS [29]. Intracellular calcium is normally maintained
below 1 pg/ml due to the activity of the calcium pump, with membrane-bound calcium about an order
of magnitude higher than intracellular concentrations [28]. An increased calcium level is assumed to
trigger calmodulin binding to NOS, leading to detachment from the membrane and activation [29]. Note
that the experiments presented herein were conducted using RBC suspended in calcium-free phosphate
buffered saline, and thus shear-modulated entry of extracellular calcium is not relevant; this situation thus
leads to questioning the role of calcium entry in shear stress-induced activation of RBC NOS. However,
other activation mechanisms of NOS are also likely, including serine-1177 phosphorylation mediated by
PI3K which might occur independently from intracellular calcium increment [29]. Obviously, further
investigation of the role of calcium in shear stress induced RBC NOS activation is important and should
contribute to a more complete understanding of this mechanism.

The level of shear stress to which RBC were exposed was a critical factor for the activation of eNOS
and increased export of NO. Lower levels of shear forces corresponding to 0.5 and 1.0 Pa did not induce
any detectable alterations in NO export (Fig. 4), yet export is increased under shear forces of 2.0 Pa.
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However, Fig. 4 also demonstrates that there was a gradual decrement in NO concentration in RBC
suspensions under zero shear stress. This decreased concentration of NO during the 30 min period at
zero shear stress might be related to a time-dependent decrease in L-arginine concentration. Thus any
activation of eNOS at low stress (e.g., 0.5 or 1 Pa) may function only to maintain NO export at initial
levels without a subsequent increase (Fig. 4). Conversely, at high shear the greater degree of activation
of RBC NOS seems sufficient to offset the effect of decreased L-arginine, thereby yielding increased NO
levels. It has also been demonstrated that the magnitude of shear stress applied to endothelial cells affects
the level of the resulting alterations (e.g., activation of eNOS) [24]. Note that the shear stress levels used
in this study are calculated for the tube wall and thus do not reflect the magnitude of shear forces to
which each individual RBC was exposed during their flow history. Nevertheless, it can be reasonably
argued that shear forces experienced by individual RBC should correlate with the applied wall shear
stress.

An important finding of this study is that the shear stress-induced increment in NO export from RBC
was only observed in the experiments with hypoxic suspensions and not in those fully-oxygenated.
This finding might be initially surprising as it is well documented that eNOS synthesis of NO from
L-arginine occurs via an oxygen-consuming pathway [1,33]. However, it should be noted that the pO,
in hypoxic RBC suspensions used herein was ~36 mmHg (~70% oxygen saturation), and thus the
experiments with these suspensions do not correspond to anoxic conditions [1,33]. Furthermore, Vanin
et al. have demonstrated that eNOS enzymatically converts nitrite to NO under anoxia [33]. However,
a contribution of this mechanism to NO export during our experiments is unlikely as pO, was clearly
not in anoxic range.

Alternatively, it has been demonstrated that eNOS activity might be enhanced under hypoxic con-
ditions and, in endothelial cells, is related to increased cytosolic calcium [6,17]. The role of oxygen
partial pressure observed herein might also be explained by the greater NO scavenging effect for oxyhe-
moglobin [3,15], and there is evidence that export of NO from RBC may be influenced by hemoglobin
oxygenation through a mechanism mediated by band 3 [4,29]. Therefore, oxygenation of RBC may in-
terfere with the availability of NO and its export from RBC rather than NO generation by eNOS. In
addition, it is possible that activation of eNOS itself may be influenced by the oxygenation status of
hemoglobin. Barvitenko et al. reviewed the role of hemoglobin oxygenation in a wide-variety of RBC
functions including signal transduction pathways [4], but a specific role for oxygen in the transduction
of mechanical stress has not been identified to date. Further experiments related to shear stress — eNOS
activation relationships as a function of RBC oxygenation are warranted. Unfortunately, current litera-
ture information and our data do not allow a more comprehensive description of the relationship between
oxygenation status, intracellular calcium concentrations and NOS activity in RBC.

In conclusion, this study provides direct evidence for shear stress-induced activation of RBC NOS and
increased NO export from RBC. Although the experimental conditions in this study did not replicate the
normal physiological state, our observations should have important implications. That is, RBC are a
source of NO [2] in addition to being a sink for it [18], and this source makes an important contribution
to the NO pool and plays a role in the critical balance determining the NO bioactivity, especially at the
microcirculatory level. Therefore, activation of RBC NOS at the microcirculatory level to generate and
export NO might represent a critical involvement of RBC in vasomotor control. Such a function has been
hypothesized based on ATP release from RBC under the influence of mechanical forces [32], and the
current study lends support for the role of RBC NOS as regulators of vascular tonus [11]. This function of
RBC could be especially important under pathophysiological conditions involving increased mechanical
forces on RBC (e.g., hypertension), with possible contributions to microcirculatory vasomotor control.
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Further, NO originating from RBC may play an important role in vasculature with impaired endothelial
functions (i.e., atherosclerotic regions) by an enhanced contribution to the local NO pool. If validated,
these suggestions may open new areas for research such as novel therapeutic approaches [29].
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