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OZET

Amag:Eritrositlerde  yapisal ve NO iretim kapasitesi bakimindan endotel
hiicrelerindekine benzer aktif eNOS enzimi bulunmaktadir. Eritrositlerdeki eNOS
enziminin ATP ile aktiflestigi gosterilmistir. Fakat bu enzimin ATP aracili
vazodilatasyon yanitinda fonksiyonel 6nemi bilinmemektedir. Calismanin amaci eritrosit
eNOS enziminin ATP’ye cevaben gelisen vazodilatasyon yanitinin fonksiyonel énemi

ve gebelik kosullarinda eritrosit eNOS enziminin roliiniin arastirilmasidir.

Yontem:30 adet Wistar sigandan elde edilen aort halkalar1 organ banyosuna asildi.
Krebs Soliisyonu veya saglikli birey ve Gebeler elde edilen eritrositler varliginda ATP
aracili vazodilatasyon yanitlari incelendi.NOS enzim inhibitorii L-NAME,eNOS
substrat1 L-arginin, arjinaz enzim inhibitort varliginda tekrarlandi. Arastirmaya katilan
saglikli ve gebe bireylerin kaninda hiicre i¢i NO olusumu ve hiicre i¢i eNOS aktivitesi

degerlendirildi.

Bulgular:Saglikl: eritrositlerinin ATP aracili gevseme yanitlar1 Krebs Soliisyonuna goére
anlamli derecede yliksek bulundu. Gebe eritrositlerinin ATP aracili gevseme yanitlari ise
saglikli eritrositlerine gore azdi. Gebe eritrositlerine L-arginin ve ABH eklenmesi ATP
aracilt gevseme yanitlarini arttirdi, Saglikli eritrositlerine bir etkisi olmadi. Tim
gruplarin ATP aracili gevseme yanitlar1 L-name eklenmesi ile azaldi. hiicre i¢i NO

olusumu,hiicre i¢ci eNOS aktivitesi sonuglart organ banyosu sonuglari ile paraleldi.

Sonuc:Bulgularimizda, ATP aracili vazodilatasyon yanitinda endotel kaynakli NO ile
birlikte eritrosit eNOS enzimi tarafindan iiretilen NO’nun da rol aldig:1 ilk defa
gosterilmistir. Arastirmamizin, kan akiminin lokal kontroliinde 6nemli bir yeri olan ATP
aracili vazodilatasyon mekanizmasina eritrosit penceresinden yeni bir katki
saglayacagini umuyoruz. Ote yandan ¢alismamizeritrosit eNOS enzim aktivitesinin
gebelik kosullarinda kontrol kosullarindan farkli sekilde diizenlendigini ortaya

koymustur.

Anahtar Kelimeler: ATP, Vazodilatasyon, Eritrosit, eNOS



ABSTRACT

Objective:There is an active eNOS enzyme similar to endothelial cells in terms of both
structure and NO production capacity in erythrocytes.It has been shown that the eNOS
enzyme in erythrocytes is stimulated by ATP, it is not known whether this enzyme has a
functional significance in the ATP-mediated vasodilation response.The aim of this study
Is to investigate whether the erythrocyte eNOS enzyme has a role in the vasodilation
response in response to ATP.

Method:Aortic rings obtained from 30 wistar rats were suspended in the organ bath.
ATP-mediated vasodilation responses were examined in the presence of Krebs Solution
or erythrocytes obtained from healthy individuals and pregnant women. NOS enzyme
inhibitor L-NAME, eNOS substrate L-arginine was repeated in the presence of arginase
enzyme inhibitor. 5 ml venous blood samples were taken from healthy and pregnant
individuals participating in the study, intracellular NO formation and intracellular eNOS

activity were evaluated.

Results:It was shown for the first time that NO, produced by the erythrocyte eNOS
enzyme, also plays a role in the ATP-mediated vasodilation response, along with NO
from endothelium. We hope that our findings will provide a new contribution from the
erythrocyte window to the ATP-mediated vasodilation mechanism, which has an
important role in the local control of blood flow. On the other hand, our study revealed
that erythrocyte eNOS enzyme activity was regulated differently in pregnancy

conditions than in control conditions.

Conclusion:It was shown for the first time that NO, produced by the erythrocyte eNOS
enzyme, also plays a role in the ATP-mediated vasodilation response, along with NO
from endothelium. We hope that our findings will provide a new contribution from the
erythrocyte window to the ATP-mediated vasodilation mechanism, which has an

important role in the local control of blood flow.

Key words: ATP, Vasodilation, Erythrocytes, eNOS
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SIMGELER ve KISALTMALAR

Ca*™ - Kalsiyum

c¢GMP : Siklik guanozin 3,5’ monofosfat
CAMP : Siklik adenozin monofosfat

IP3 : Inozitol trifosfat

EDRF : Endotel kaynakl1 gevsetici faktor
eNOS : Endotelyal nitrik oksit sentaz

Htc : Hematokrit

INOS : Uyarilabilir nitrik oksit sentaz

NOS : Nitrik oksit sentaz

PI3K: Fosfoinozitid 3 kinaz

PKA: Proten Kinaz A

PLC : Fosfolipaz C

PKG : Protein kinaz G

AMPK : AMP-tarafindan aktive edilen
VEGEF : Vaskiiler endotelyal biliyiime faktorii
GTP : Guanozin trifosfat

ET-1: Endotelin-1

NADPH : Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
FAD : Flavin adenin diniikleotid

FMN : Flavin adenin mononiikleotid

BH4 : Tetrahidrobiopterin
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1. GIRIS

Eritrositler, hem endotel aracili hem de endotelden bagimsiz mekanizmalarla kan
basinciin ve lokal kan akiminin diizenlenmesinde gorev alir. Bu konuda bahsi gecen
mekanizmalar eritrositlerden salinan molekiillere géore NO ve ATP olmak {izere 2 ana

baslikta toplanabilir (Gladwin ve ark., 2004; Sprague ve ark., n.d.; Ulker ve ark., 2013).

Eritrositlerden ATP Salmimai: Eritrositlerde glikolitik mekanizmalarla iiretilen ATP nin
bir kismu eritrositlerin dolagim sistemininde karsilastiklar1 hipoksi ve mekanik kuvvetler
etkisiyle hiicre disina salinmaktadir (Kirby ve ark., 2015; Lim To ev ark., 2015; Zhang
ve ark., 2018). Eritrositlerden ¢ikan ATP, endotel hiicrelerinde purinerjik reseptorlere
baglanarak eNOS enzimini aktiflestirir. Aktif olan eNOS enzimi tarafindan iiretilen NO
ise damar diiz kas hiicrelerine ulasip vazodilatasyona neden olarak doku perflizyonunu
arttir (Ellsworth ve ark., 2016; Kirby ve ark., 2012; Misiti ve ark., 2022; Racine &
Dinenno, 2019a; Z. Zhou, 2021). Pulmoner arteryal hipertansiyon gibi ¢esitli patolojik
kosullarda eritrositlerden saliman ATP miktarinin azaldigr ve bunun vaskiiler direng
artisina katki sagladigi gosterilmistir (Sprague ve ark., 2001; Sprague & Ellsworth,
2012).

Eritrositlerden NO Salinimi: Eritrositler 3 farkli mekanizma ile plazmaya NO salinimi
gerceklestirir. Bunlardan ilki plazmada bulunan nitritin NO'ya indirgenmesi, ikincisi
plazmada bulunan NO'nun hiicre igine alinarak, tasinmasi ve hipoksik bolgelerde
salinmasidir (Dufour ve ark., 2010; Gladwin, 2006; Stamler J.S., 1997). Eritrositlerden
NO salinnmina neden olan iigiincii ve en onemli mekanizma ise aktif eNOS enzimi
tarafindan gerceklestirilir (Kleinbongard ve ark., 2006; Ulker ve ark., 2011).
Eritrositlerde hem aktivasyon ve inhibisyon mekanizmalari, hem de NO iiretim
kapasitesi bakimindan endotel hiicrelerindekine 6zdes aktif eNOS enzimi bulunmaktadir
(Kleinbongard ve ark., 2006). Eritrosit eNOS enziminin plazma NO biyoyararlanimina
onemli Olclide katki sagladigr gosterilmistir. Sadece eritrosit eNOS enziminin
susturuldugu; endotel eNOS enziminin ise normal fonksiyona sahip oldugu hayvan
modellerinde hipertansiyon gelistigi kanmitlanmistir (Leo ve ark., 2021; Wood ve ark.,

2013). Ote yandan, eritrosit eNOS enzimi kan akimimnin yerel diizenlenmesi ile kalbin
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yap1 ve fonksiyonlarinin korunmasinda da onemli roller iistlenmektedir. Nitekim,
eritrosit eNOS enzimi tarafindan iiretilen NO, perfiizyon kosullarinda endotel tabakasi
styrilmis damar segmentlerinde gevsemeye neden olmaktadir (Eligini ve ark., 2013;
Mahdi ve ark., 2021; Ulker ve ark., 2013b). Eritrosit eNOS enzimi, endotel
hiicrelerindeki eNOS enzimi gibi substrati olan L-arjinin eksikliginde aktive olamaz ve
NO yerine siiperoksit radikali (O2") iretir. Eritrosit eNOS enzimi tarafindan iiretilen Oz
bir taraftan oksidatif stresi arttirirken diger taraftan ortamda bulunan NO’yu
peroksinitrite indirgeyerek NO biyoyararlaniminin azalmasina neden olur. Bu
mekanizmanin Tip2 diyabet, pre-eklampsi ve covid-19’a bagl gelisen endotel
disfonksiyonunun da temel baslatici faktorii oldugu kanitlanmistir (Mahdi ve ark., 2022;
McCann Haworth ve ark., 2021; Zhou ve ark., 2018)

Yukarida da bahsedildigi gibi, ATP aracili vazodilatasyon mekanizmasinda NO kaynagi
olarak literatiirde sadece endotel hiicreleri gosterilmektedir. Oysa, eritrositlerde de
endoteldeki eslenigi gibi ATP ile aktive oldugu hiicre i¢ci NO iretimi arttirdigi
gosterilmis olsa da ATP’ye cevaben eritrosit eNOS enzimi tarafindan iiretilen NO’nun
fonksiyonel bir 6neme sahip olup olmadigi bugiine kadar hi¢ calisilmamistir. Bu
calismanin ilk amaci, ATP’ye cevaben gelisen vazodilatasyon yanitlarinda eritrosit
eNOS enzimi tarafindan tiretilen NO’nun olasi roliiniin arastirilmasidir. Diger amaci ise,
eritrosit eNOS aktivitesinin gebelik kosullarinda, kontrol kosullarindan farkli sekilde
diizenlenip diizenlenmedigi ve Gebe eritrosit eNOS enziminin ATP’ye cevaben gelisen

vazodilatasyon yanitina etkisinin incelenmesidir.
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2. GENEL BILGILER

2.1 Kan Akiminin Lokal Olarak Diizenlenmesi

Canlilarda yasamsal faaliyetleri diizenlemek amaciyla meydana gelen c¢esitli
mekanizmalar mevcuttur. Bu mekanizmalarin en dnemlilerinden biri kan akiminin lokal
olarak diizenlenmesidir. Doku ve organlarin metabolik faaliyetlerinin eksiksiz
stirdiiriilebilmesi i¢in, kendi kan akimlarin1 diizenleyebilirler. Fonksiyonel olarak aktif
dokularda, kan akisinda belirgin artis veya azalis gerektiren ¢esitli metabolik olaylar
meydana gelir. Kan akiminin bu sekilde lokal olarak diizenlenmesi iki sekilde olur.

Uzun siireli (kronik) kontrol ve akut kontrol (Clifford., 2011).

1. Akut Kontrol: Akut kontrolde arteriyoller, metarteriyoller ve prekapiller sfinkerlerin
lokal doku icin gerekli kan akimini saglamak amaciyla bolgesel olarak kasilma
gerceklestirirler ve bu mekanizma dakikalar ve saniyeler i¢inde meydana gelir.
Nedenleri; Metabolik hizin artmasiyla yerel kan akiginin artmasi, oksijen
mevcudiyetinin azalmasi yerel kan akiginin artmasi, besin maddelerine ve oksijen’e

ihtiyag arttikga, Akut kontrol mekanizmasi devreye girer.

2: Uzun siireli (kronik) kontrol: Dokuya kan akisini saglayan damarlarin zamanla
fiziksel boyutlarinda ve sayilarinda azalma veya artma seklinde kendini gosteren
mekanizmadir. Nedenleri; doku vaskiilaritesinde degisiklik, anjiyogenik faktorler,
vaskiiler endotel biiyiime faktorii ve angiogenin, uzun siireli kontrol mekanizmasini

devreye sokar (Duncker D, 2008; Wolff ve ark., 2016).

Kan akiminin yerel olarak diizenlenmesinde gorev alan fonksiyonel mekanizmalar ise

asagida siralanmaktadir;
1: Metabolik ve miyojenik kontrol
2: Endotel aracili kontrol

3: Eritrosit aracili kontrol
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2.1.1 Metabolik ve Miyojenik Kontrol

Memeli viicudunda doku ve organlarda gerceklesen yerel kan akiminin diizenlenmesi
mekanizmasi, organlarin yapisinda bulunan diren¢ damarlarindaki perfiizyon basincina
ve vazomotor tonus ile belirlenir. Vazomotor tonusu diizenleyen lokal faktorler arasinda,
miyojenik ve metabolik kontrol mekanizmalari, kirmizi kan hiicrelerinden ve endotel
hiicrelerinden salinan ¢esitli vazoaktif molekiiller bulunur. Literatiirde ve ¢ogu fizyoloji
kitabinda genellikle miyojenik ve metabolik kontrol mekanizmalari, kan akisinin
diizenlenmesinin otoregiilasyonu basligi altinda incelendigi goriilmektedir (Goodwill ve

ark., 2017).

Doku ve organlarda meydana gelen, kan akiminin viicut homeostazinin sabit tutmak
amaciyla yaptig1 doku ve organ kan akiminda meydana gelen ani degisikliklere ragmen,
kan akimimin sabit tutulmasini saglayan mekanizmalar mevcuttur (Goodwill ve ark.,
2017; Secomb, 2008). Bu mekanizmalar miyojenik ve metabolik mekanizmalar olarak

iki baslik altinda tanimlanir.

Bir dokuda gergeklesen metabolik aktiviteler o dokuya olan kan akisim1 kontrol
etmektedir. Bu kontrol mekanizmasina kan akiminin metabolik olarak diizenlenmesi
denir. Metabolik hipoteze gore; damar diiz kas hiicreleri ve doku metabolizmasi
arasinda, dokunun ihtiyacina gore lokal olarak kan akimini diizenleyen bir mekanizma
bulunur. Metabolik kontrol, dokunun oksijen ve enerji ihtiyacina gére salinan vazoaktif
molekiillerle saglanir (Fronek ve ark., 1975.; Hester ve Hammer, 2002). Bu vazodilator
molekiiller serbestlenerek arterleri, metaarteriyolleri ve prekapiler sfinkterleri
genisletirler. Vazodilator maddelerin olusumu, oksijen diizeyi ne kadar az veya
metabolizma hizi ne kadar fazla ise o kadar ¢oktur. Kan akiminin metabolik olarak
diizenlenmesinde rol alan vazodilatér molekiiller, adenozin, karbondioksit, hidrojen,
laktik asit,potasyum, bradikinin ve nitrik oksittir. Dokuda oksijen ve besin eksiklginin
ardindan gerceklesen lokal vazodilatasyon ile kan akimi artar. Bir siire sonra
vazodilatasyon nedeniyle kanda artan oksijen konsantrasyonundan dolayi, damar diiz

kasinda kasilma meydana gelir ve prekapiller sfinkterler kapanir (Davis & Sikes, 1990).
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Lokal kan akiminin diizenlenmesinde rol alan myojenik vaskiiler kontrol mekanizmasi
ise, doku metabolizmasindan bagimsiz olarak gerceklesir. Miyojenik mekanizmada,
arter ve arteriyollerde ger¢eklesen intraliiminal basincin artmasina cevap olarak damar
diiz kasinda bulunan gerim reseptorleri devreye girer ve damarlarda ani sekilde kasilma
gerceklesir. Bu olay sonucunda dokuya giden kan akimi azalir. Diger bir yandan, damar
ici basing azaldiginda damarlarin gerimi azalacagindan arteriyoller dilate olur ve kan
akimi artar. Miyojenik teori kisaca damar i¢i basincin artmasi veya azalmasi durumunda
arteriyollerdeki kan akiminin sabit tutulmasidir. Miyojenik yanit sinir innervasyonu ya
da hormonal mekanizmalar gibi dis uyaranlardan bagimsiz olup, miyositler tarafindan

baslatilan bir mekanizmadir (Clifford, 2011; C. Zhang & Chilian, 2008).
2.1.2 Endotel Aracih Kontrol

Endotel tabakasi viicuttaki tiim damarlarin i¢ liimenini saran, kan dolasimi ile ¢evre
dokular arasinda bir ara yiiz olusturan, yiiksek diizeyde 6zellesmis bir yapidir. Endotel
tabakasini olusturan endotel hiicreleri ise damar yapisini diizenleyen vazokonstriktor ve
vazodilator otokoidler/mediyatdrler salgilar. Bunun yani sira yapilan deneysel
calismalarla endotel hiicrelerinin damar gerimini ve shear stres gibi mekanik kuvetleri
algilayarak damar diiz kas toniisiinii ayarladigi gosterilmistir (Laughlin ve ark., 1996;
Sandow ve ark., 2012).

Literatiire baktigimizda lokal kan akiminin diizenlenmesinde endotel hiicrelerinin rolii
oldukga fazladir (Laughlin ve ark., 1996). Endotel hiicrelerinin vaskiiler diiz kas
tonusunun diizenlenmesindeki esas rolleri ilk kez 1980 yilinda arastirmacit Robert
Furchgott tarafindan yapilan bir dizi ¢alisma sonucu ortaya ¢ikmustir (Furchgott &
Zawadzki, 1980). Damar endotelinin ¢esitli uyarilara yanit olarak salgiladigi vazoaktif
mediyatdrler arasinda endotelin, prostaglandin 12, endotel kaynakli hiperpolarizan faktor
(EDHF), ve nitrik oksit yer alir (Laughlin ve ark., 1996).
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Endotelinler

21 aminoasitli bir peptid olan endotelin-1, 1988’de Yanagisawa ve ark tarafindan
kiltiirlenmis domuz aortik endotel hiicrelerinin supernataninda giiglii bir vazokonstriktor
madde olarak tanimlanmistir (Bouallegue ve ark., 2007). Endotelin ailesi 4 farkli
izotipten (ET-1,ET-2,ET-3,ET-4) olusur. ET-1, endotelin ailesinin en baskin iiyesi
olmasmin yani sira, yavag salinimi ve uzun etki siiresi ile tanimlanan en giiglii
vazokonstriktor ajandir. Vaskiiler endotelin hiicreleri, endotelin-1’in ana kaynagi
olmasia ragmen endotelin-1’in {i¢ izoformu olan ET-1, ET-2, ET-3 kodlayan genler
makrofajlar, kardiyomiyositler, 16kositler ve hipofiz bezi dahil olmak iizere ¢esitli hiicre
tiplerinde ekspresse edilir (Bouallegue ve ark., 2007; Lankhorst ve ark., 2016). Ayrica
endotelin-1 hem kardiyovaskiiler hem de diger dokularda ¢esitli fizyolojik etkilere sahip
olmakla birlikte inflamatuar sitokinler, hipoksi, anjiyotensin-2 gibi uyaranlar ile

salinabilmektedir.

ET-1 proendotelin olarak sentezlendikten sonra endotelin doniistiirii enzim (Ece)
araciligiyla aktif hale gelir. Daha sonrasinda ET-1, endotelyal hiicre tarafindan
salinmasiyla hedef dokudaki reseptdriine baglanir. iki temel ET-1 reseptorii tiirii vardir.
Endotelin-1 fizyolojik etkilerini hiicre membranin1 7 defa kat eden Gq proteinine bagli
ETA ve ETB reseptorleri aracigiyla gosterirler. Diger bir yandan ET-1 etkilerini, IP3
sinyal yolu aktivasyonu ile gergeklestirir. IP3 yolaginin aktivasyonu sarkoplazmik
retikulum tarafindan kalsiyum salinimina neden olur ve bu da diiz kas kasilmasiyla
sonuglanir. Damar endotel hiicrelerinde ETB reseptorleri bulunur. ETB reseptorii
aktivasyonuyla, endotelyal nitrik oksit sentaz aracili NO tiretimini indiikleyerek vaskiiler

diiz kasta gevseme meydana gelir (Lavallée ve ark., 2001).
Prostaglandin I2 (PGI>)

Prostaglandin I, veya prostasiklin endotel hiicreleri tarafindan iiretilen, fizyolojik olarak
aktif bir prostanoittir. 1976 yilinda John ve arkadaslar tarafindan kesfedilmis olup,
endotelden salinan ilk vazodilator ajan olarak kayitlara ge¢mistir (Moncada ve ark.,
1976). Hiicre membraninda bulunan fosfolipidlerden olan fosfolipaz A enzimi ile

arasidonik asit iiretildikten sonra COX1 ve COX: enzimleri aracigiyla arasidonik asidi
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prostaglandin formuna doniistiiriir. Yarilanma stiresi 10 sn olup viicutta lokal hormon
olarak etki gosterirler.

PIG, basta vaskiiler homeostaz olmak iizere viicutta bir ¢ok mekanizmada rol oynar.
Bilinen baslica islevleri; cGMP aracili vazodilatasyonu gergeklestirmek, trombosit
agregasyonunu inhibe etmek ve immun hiicre proliferasyonunu sinirlayarak
inflamasyona aracilik etmektir (del Pozo ve ark., 2017; Majed & Khalil, 2012).
Prostaglandin 1, sentezini uyaran agonistler arasinda substan P, epidermal biiyiime
faktori, platelet biiyltime faktoriiniin yani sira en gii¢lii uyaran agonisti ise bradikinindir

(del Pozo ve ark., 2017).
Endotel Kaynakh Hiperpolarize Edici Faktor (EDHF)

Endotel hiicreleri ¢esitli vazoaktif faktorleri serbest birakarak vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin tonusunu kontrol eder. Gegmisten beri yapilan ¢alismalarda siklooksijenaz
ve nitrik oksit sentaz yollarinin yani sira endotel hiicrelerinden salinan vaskiiler diiz
kasta gevsemeye ve hiperpolarizasyona neden olan farkli bir faktér oldugunu
gbzlemlediler. Bu iiciincii endotel bagimli yol tim kan damarlarinda tanimlanmustir.
Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin hiperpolarizasyonu ile iligkili oldugu ve endotelden
salindigi i¢in, endotel tiirevli hiperpolarize edici faktor olarak adlandirilmistir (Edwards
ve ark., 2010).

Literatirde EDHF’1n 3 farkli mekanizmasi gosterilmektedir. Birinci mekanizma endotel
hiicre membraninda bulunan kalsiyum bagimli potasyum kanallarimin olusturdugu
hiperpolarizasyonun, konneksin proteinlerinden olusan gap junctionlar araciligiyla
vaskiiler diiz kasa iletilip diiz kasta vazodilatasyona sebep olmasidir. Ikinci mekanizma,
EDHF gibi sitokrom CYP450°den tiiretilen epoksieikosatrienoik asit (EET), biiyiik ve
kiigiik koroner arterler olmak {izere ¢esitli kan damarlarinda BKCa kanallar1 vasitasiyla
vaskiiler diiz kasta hiperpolarizasyona neden olur (Coleman ve ark., 2004; Sandow,
2004). Ugiincii mekanizma ise, damar endotel hiicrelerinde bulunan kalsiyum ile aktive
olan orta ve kiiclik potasyum kanallar1 yoluyla endotel hiicrelerinden potasyum c¢ikisiyla
inward rectifying potasyum (KIR) ve diiz kas hiicreleri iizerindeki sodyum/potasyum
ATPase’1 aktive etmesiyle diiz kasta vazodilatasyona neden olur (Fleming ve ark.,

2001).
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Nitrik Oksit

Nitrik oksit, insan viicudunda hemen hemen her hiicre tiplerinde, dokularda ve
organlarda sentezlenen nonpolar renksiz bir gazdir. Nitrik oksit yiiksliz bir molekiil
olmasindan kaynakli hiicre membranindan kolayca ge¢ebilme 6zelligine sahiptir (Levine

ve ark., 2012).

NO, ilk olarak 1772’de Joseph Priestly tarafindan atmosferde bulunan ve sadece bir
oksijen atomu ve bir nitrojen atomundan olusan basit bir molekiil olarak tanimlamistir.
Bu kesif sonrasinda uzunca bir siire nitrik oksit, atmosfer kirletici bir gaz olarak
bilinmekteydi (Gillman, 2018). 1977 yilinda arastirmact Ferid Murad yaptigi
arastirmalarla nitrogliserinin kan damarlarin1 gevsettigini ve ‘angina pectoris’(gogis
agris1) bulgusuna karsi faydali etkileri oldugunu gosterdi. Ilaglarin kan damarlar
tizerindeki etkisini aragtiran Furchgott, 1980 yilinda yaptigi bir ¢alismada yalnzca
endotel saglam oldugu taktirde asetilkolinin damarlar1 gevsettigini gosterdi. Bu
aragtirmanin sonucunda endotel hiicrelerinden, vaskiiler diiz kas hiicelerinin gevsemesini
saglayan bilinmeyen bir sinyal molekiilii kesfetti ve bu sinyal molekiiliine endotel
kaynakli gevseme faktorii (EDRF) ad1 verildi. Bir diger arastirmaci Ignarro ise yaptigi
deneysel calismalarda EDRF’nin kimyasal ve fizyolojik yanitin1 ¢alisarak 1986°da
EDRF’nin aslinda nitrik oksit ile ayni oldugu sonucuna vardi ve bdylece Furchgott’unn

endotelyal faktoriinii tanimladi (Bian & Murad, 2003).

Arastirmacilar Robert Furchgott, Ferid Murad ve Louis Ignarro ¢ Kardiyovaskiiler
sistemde bir sinyal molekiilii olarak NO’ ile ilgili ¢aligmalarindan dolay:r 1998 yilinda
Nobel Fizyoloji ve Tip 6diiliine layik goriilmistiir (Lowenstein ve ark., n.d.; Matin &
Angeles Rodri, 1997).

Nitrik Oksit Fonksiyonlari
NO’nun Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

Nitrik oksit, 1980’lerde endotel kaynakli gevseme faktorii olarak nitelendirildikten sonra
bircok sistemde gorev alan onemli bir sinyal molekiillerinden biri olarak hizla statii

kazanmistir (Ignarro ve ark., 1987; Loscalzo & Welch, 1995). Son 20 yilda yapilan
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caligmalarda ise nitrik oksitin direkt olarak kardiyovaskiiler sistemde gorev alan,
oldukc¢a 6nemli bir gevsetici ajan oldugu tanimlanmistir (Ignarro ve ark., 2002).

Vaskiiler homeostazinin korunmasinda nitrik oksitin rolii 1yi tanimlanmistir. Endotel
hiicrelerinden salinan nitrik oksit, vaskiiler diiz kas hiicrelerine difiize olduktan sonra,
¢Oziiniir guanilil siklaz’in (sGC) HEM kismina baglanarak aktif eder ve siklik guanozin
monofosfat (¢cGMP) iiretiminin artmasimna neden olur. ¢cGMP’de vaskiiler diiz kas

gevsemesine aracilik eder (Ignarro ve ark., 1987, 2002).

Hiicre i¢inde NO aracili cGMP artis1 farkli mekanizmalarla damarda vazodilatasyona

sebep olur. Bu mekanizmalar su sekildedir:

1. Hiicre membraninda bulunan Ca*2-ATPaz’larin uyarilmasi
2. Potasyum kanallarinin aktivasyonu sonucunda potasyumun hiicre disina ¢ikisinin
arttirllmasiyla hiperpolarizasyon olusmasi

3. Hiicre i¢inde bulunan Ca*®’

nin azalmasini saglayan G proteinlerinin ve reseptorlerin
aktivasyonu
4. Diiz kas kasilmasinda rol oynayan miyozin hafif zincirinin defosforile olmasi

(Ignarro ve ark., 2002; Liu & Huang, 2008).

Genel olarak nitrik oksit, damar sisteminde vazodilatasyona neden olmasinin yani sira,
antiinflamatuar ve antitrombotik etkileriyle de bilinir (Sautebin, 2000; Sharma ve ark.,
2007). Nitrik oksit biyoyararlanimi tehlikeye girdiginde ise bu faydali etkiler kaybolur

ve endotel disfonksiyonu bagslar.
NO ve Gastrointestinal Sistem Uzerine Etkileri

Nitrik oksitin gastrointestinal sistemdeki rolii olduk¢a 6nemlidir. NO, vazodilatasyon ile
midede kan akimmi arttirir. Mide motilitesi, mide sekresyonu, mukozal bariyerin
korunmasi, su ve elektrolit absorbsiyonu gibi fizyolojik olaylarda da rol aldigi

gosterilmistir (Stanek ve ark., 2008; Wallace, 2018).
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NO ve Sinir Sistem Uzerine Etkileri

NO’nun sinir sistemine etkileri literatiirde bilinmektedir. Nitrik oksit, periferik sinir
sisteminde nonkolinerjik ve nonadrenerjik sinir sistemlerine etki etmesiyle solunum,
vazodilatasyon, mide ve bagirsak fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol oynar (T. M.
Edwards & Rickard, 2007; Sartori & Scherrer, 1999). Merkezi sinir sisteminde ise,
baslica hafiza olusumu, O0grenme gibi mekanizmalarda norotransmitter olarak rol

oynamugir (T. M. Edwards & Rickard, 2007).
NO ve Renal Sistem Uzerine Etkileri

Nitrik oksit ile bobrekte mediiller, glomeriiler kan akisinin ve kan basncinin
diizenlenmesinin yani sira bobreklerdeki tiibiillerin sekillenmesi, sodyum transportu,
glomeriiler filtrasyon, renal otoregiilasyonu ve renal kan akimi gibi bdbregin ana

fonksiyonlarimin gergeklestirilmesindeki gorevi oldukca 6nemlidir (Carlstrom, 2021).
NO Uretimi

Viicudun ¢esitli yerlerinde nirik oksit {iretimi gergeklesir ve endojen nitrik oksit iiretimi
biiyiik Ol¢lide enzimatik yolaklar yardimiyla, kiiciik Olglide ise enzimatik olmayan
yolaklarla ger¢eklesir (Donald ve ark., 2015; Zweier ve ark., 1999). NO, iki asamali1 bir
reaksiyon ile nitrik oksit sentaz enzimi tarafindan iretilir. Non-aromatik bir aminoasit
olan L-argininin N terminal guadin grubunun NO’e cevrilmesiyle sentezlenir. NO

biyosentez reaksiyon agamalari su sekildedir:

Ik asamada, NADPHtan gelen elektronlarmn indirgenmesiyle Larginin aminoasitine

hidroksil grubu eklenir ve N-hidroksiarginin olusur.
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HN H,N H,N
2 2 N/OH 2

NADPH NADPH

L-arginine L-hydroxyarginine L-citrulline

Sekil 2. 1.L-arginin‘den nitrik oksit biyosentezi

Ikinci asamada ise yine NADPH ten gelen elektron ile N-Hidroksiarginin L-sitriilin ve
NO’e gevrilir. NO g¢esitli fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalara katilirken, L-sitriilin
tekrar L-arginin dongiisiine katilir ve L-arginin De Nova sentez mekanizmasi ile tekrar
L-arginine gevrilir (Luiking ve ark., 2010; Moncada & Higgs, 2006). L-argininden
nitrik oksit {iretim reaksiyonu nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) ve
oksijen bagimlhidir. Vaskiiler hemostazinda olduk¢a onemli rollere sahip olan nitrik
oksitin, nitrik oksit sentaz (NOS) aracigiyla iretilmesi ig¢in gerekli olan birtakim
substratlar ve koenzimler mevcuttur. Subsratlar, molekiiler oksjen, NADPH ve L-arginin
amino asitidir. Kofaktorler ise, sitokrom p450, tetrahidrobiyopterin(BH4), flavin adenin
diniikleotid (FAD) ve flavin mononiikleotid (FMN) kullanilmaktadir (Sekil2.1)
(Luiking ve ark., 2010).

Nitrik oksitin birincil hiicresel kaynagi olan nitrik oksit sentaz enzimi {i¢ izoformdan
olusur. % 50-60 oraninda bir homolojiye sahip olan bu izoformlar, Bult ve arkadaslari
tarafindan kesfefilmistir. Nitrik oksit sentaz ailesi, lokasyonu ve hiicre tipine gore ii¢

ayr sekilde bulunur.

Noronal Nitrik Oksit Sentaz (NOS1, nNOS) : Noronal izoformudur. Yapisal olarak
ekspresse edilir. Nitrejenik ndéron uclarinda periferal ve merkezi noron uglarinda,
astrositlerde ve hipokampiiste bulunur. Ogrenme, hafiza, ndrogenesis ve agrinin

iletiminde gorev alirlar (Melikian ve ark., 2009; L. Zhou & Zhu, 2009).
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Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (NOS2, iNOS) :  Aktif makrofajarda ve mast
hiicrelerinde bulunur. Yapisal degildirler. Proinflamatuar sitokinler ile indiiklenirler.
Inflamasyonda iiretilip, immun cevapta rol alirlar (Pautz ve ark., 2010).

Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (NOS3, eNOS) : Endotelyal izoformudur. Baslica
endotel hiicreleri, eritrositleri trombositler ve kardiyomiyositlerde bulunur. Az diizeyde
noronlarda bulunurlar. Damar tonusu, platelet agregasyonu inhibisyonu ve lokosit

adesyonunda gorev alirlar (Fleming & Busse, 2003).

Ug izoform da farkli kromozomlar iizerindeki ayni genler tarafindan kodlanir.
Bulunduklar yerler ile iistlendikleri roller birbirlerinden farklidir. Tez konumdan dolay1
Endotelyal nitrik oksit sentaz enziminden detaylica bahsedecegim. Biitiin nitrik oksit
sentaz enzimleri monomer olarak sentez edilir. Her bir monomer iki subiiniteden olusur.
Bunlar rediiktaz (492-1205 aminoasit) ve oksijenaz (1-491 aminoasit) domeinleridir.
Rediiktaz bolgesinde NADPH, FAD ve FMN bulunur.

Cys 419
nNOS
FMN | | FMN H FAD NADPH OOH
767 — 449 030 [EE
Mynstoviation (.‘y.s 84
Palmitodguog  Zn eNOS
FMN | | FMN H FAD NAPDH L(
NH, R - ‘OOH
1 49 5i8 715 742 1153
Cys 200
Zn CaM iNOS
NH; s
FMN H FMN H FAD NADPH COOH
| 504 537 687 16 1263
T ——s
Demer Dimer
nlerface interface
N-terminal Oxygenase domain Caterminal reductase domain

Sekil 2. 2.Nitrik Oksit Sentaz Ailesi.

Oksijenaz domeininde ise tetrahidrobiyopterinin, L-arginin aminoasitinin ve HEM’in

baglanacagi 6zel bolgeler bulunur. Bunun disinda iki domeinin arasinda kalmodulin
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denilen bir baglanma bolgesi bulunur. NOS enzimi monomer yapida iken, rediiktaz
bolgesinde bulunan NADPH’tan flavinlere elektron transferi olur. Bunun sonucunda
bazal diizeyde siiperoksit radikali olusur fakat olusan bu O-2 patoloji olusturacak
diizeyde degildir. Endotelyal nitrik oksit sentaz ailesi yalnizca dimerik forma gegtigi
zaman aktiflesir (Dudzinski ve ark., 2006; Wheatley, 2007). Nitrik oksit iiretimi igin
gerekli olan elektronlarin saglanmasi i¢in rediiktaz bolgesindeki NADPH dehidrojenize
edilir ve ardindan elektronlar nitrik oksitin olusacagi bolge olan oksijenaz bolgesine
gecer. Hiicre i¢i kalsiyum artisinin ardindan eNOS enzimi lizerindeki CaM baglanma
bolgesine kalmodulin baglanarak o bolgeyi aktiflestirmesinin ardindan rediiktaz
bolgesindeki elektronlar oksijenaz bdlgesine transferi hizlanir. eNOS enzimi kalsiyum
bagimli bir enzim oldugu i¢in kalmodulin bélgesinin aktiflesmesi eNOS dimerizasyonu
icin mutlaka gereklidir. eNOS enziminin aktiflesmesi i¢in 6nemli olan bir diger yap1
‘Hem’ bolgesidir. Hem baglanmasi da, rediiktaz bolgesinden oksijenaz bolgesine
elektron akigini hizlandirir. Ayrica, bu elektron gegisi sirasinda ferrik demirin (FE*3)
ferrdz demire (FE*2) indirgenmesi saglamir. Bu reaksiyon sonrasinda oksijenaz bolgesi
BH4 ve L-arginin’i baglar. FE*? daha sonra molekiiler oksijenle birleserek demir-oksijen
kompleksini olusturur bu kompleks L-arginin’in N terminal guadino pargasini

oksitleyerek NO ve L- sitriilin olusturur (Forstermann & Sessa, 2012).

Ug nitrik oksit sentaz ailesi de bir ¢inko baglanma bdlgesi igerir. Cinko (Zn) baglanmasi
bu enzimlerin dimerik formda kalmasini stabilize eder. Diger bir yandan eNOS ve nNOS
enzimlerinde CaM baglanmas1 Ca*? gerektirir. iNOS enzimi ise baska bir liganda
gereksinim duymadan dimerik formu basima bir CaM molekiiliinii biliyiik bir afinite ile
geri doniisiimsiiz olarak baglayabilir. (Wheatley, 2007). Ayrica nNOS tasidigi PDZ
domeini ile diger proteinlerin PDZ domenleri ile etkilesime girebilir. PDZ domeini
NNOSu’n subseliiler lokalizasyonunu belirler (Stricker ve ark., 1997). Yapisal
izoformlarda, yani nNOS ve eNOS’ta BH4 olmadan dimer yap1 olusur. Fakat iNOS
dimeri i¢in BH4 sarttir. Viicutta NO konsantrasyonu diizenli olarak diisiik seviyelerde
dalgalanmalar gosterir ve eNOS ve nNOS tarafindan kontrol edilir. iNOS enfeksiyon,
enflamasyon veya vaskiiler travma durumlarinda diger iki NOS formunun irettiginin
100 — 1000 Kat1 kadar daha fazla NO iiretir. Ayrica iNOS Ca*? ve uyaric1 ajanlardan

bagimsiz ¢alistig1 i¢in aktivitesi daha uzundur. NOS enzimi ¢esitli hastaliklarda substrati
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L-arginin ve kofaktorii BH4 eksikliginden dolay1 dimer yap1 olusturamaz ve nitrik oksit
yerine siiperoksit radikali olusturur (Sekil 2.2) (Forstermann & Miinzel, 2006;

Forstermann & Sessa, 2012).

Nitrik oksit iireten bu {i¢ nitrik oksit sentaz enzimlerinin hiicre i¢indeki lokalizasyonlari
degiskenlik gostermektedir. iNOS ve nNOS ¢oziinebilir sitozolik proteinlerdir. Fakat
endotel hiicrelerindeki NOS enziminin aktivitesi hiicre membranindaki lokalizasyonuna
baghdir. eNOS enzimi aktivite durumuna gore sitoplazmada ya da hiicre membraninda
kaveola denilen bir yapida bulunur. Kaveola hiice membraninin hiicre i¢ine dogru
olusturdugu girintilerdir. Ancak yapis1 hiicre membraninin diger kisimlarindan farkli
olarak sifingolipidler ve kolesterolden ¢ok zengin yapida bulunur (Cau ve ark., 2012;
Kagan ve ark., 1993). Hiicre ¢ekirdeginde sentezlenen eNOS enzimi, golgi organelinde
palmitolasyon ve miristolasyon denilen iki yag asidi modifikasyonu ile hiicre
membraninda bulunan kaveolada lokalize olur. Kaveolada enos caveolin-1 proteinine
bagli olarak bulunur. Bu sekilde caveolin-1 e bagh iken eNOS inaktiftir. Ciinki
caveolin 1’deki Thr-90, Thr-91 bolgeleri eNOS’un kalmodiilin baglnama bdlgesini
kapatir. Hiicreye kalsiyum girisi ile eNOS enzimi kaveolin-1’den ayrilir ve kalmodulin
baglanma bolgesi agiga ¢ikmasiyla bu bolgeye CaM baglanir (Z. Chen ve ark., 2018;
Troiano ve ark., 2021). Daha sonrasinda eNOS hiicre membranindaki yerinden ayilarak
sitoplazmaya gecerek aktif moduna gecer. Kayma gerilimi gibi endotelyal hiicre
uyaranlart (Bredt, 2003). Akt yolaginm aktiflestirerek sitoplazmadaki eNOS enzimini
serin 1177 bolgesinden fosforilize ederek enzim aktivitesini daha da arttirir.
Sitoplazmada aktif halde bulunan eNOS enzimine, bir stres proteini olan HSP90’in
baglanmasi eNOS enziminin kalmoduline baglanma afinitesini arttirir. (Danylovych ve
ark., 2018; Kagan ve ark., 1993). Akt yolagmin inaktivasyonu ve hiicre iginde
kalsiyumun azalmas ile endotelyal nitrik oksit enzimi inhibe olur. Bu kosullarda eNOS
enzimi Golgi organeline gegerek burada tekrar palmitolasyona ugradiktan sonra hiicre
membranindaki kaveolaya lokazile olur (Danylovych ve ark., 2018; Taguchi ve ark.,
2012).
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eNOS Aktivitesi Kontrolii

Endotelden salinan nitrik oksit, kardiyovaskiiler —homeostazinin  kritik  bir
diizenleyicisidir. Baglangigta kalmodulin (CaM) tarafindan diizenlenen bir enzim oldugu
diisiiniilen eNOS’un, post-transyasyonel lipid modifikasyonlari, protein-protein
kalintilar1 lizerinde meydana gelen fosforilasyon ve protein-protein etkilesimleriyle de
kontrol edildigi gosterilmistir (Batori ve ark., 2017; Matsushita ve ark., 2001).
Fizyolojik olarak, endotel hiicreleri, laminar kayma stresi (Shear stres) de dahil olmak
tizere kanin hemodinamik kuvvetlerine maruz kalir. Shear stres eNOS enzim aktivitesini
arttirmaktadir (Fisslthaler ve ark., 2000). Diger bir yandan bradikinin ve VEGF gibi
farmakolojik faktorler de eNOS enzim aktivitesini arttirmaktadir. Hipoksi, yiiksek
plazma glukoz, okside LDL artis1 gibi patofizyolojik faktdrlerde eNOS aktivasyonunu
azaltir. Bununla birlikte eNOS enziminin hiicre membranindaki lokalizasyonunu

saglayan kaveola-1’de bu enzim aktivasyonunda gorev alir (Sessa, 2004)

Endotelyal nitrik oksit sentaz enzimi lizerinde 5 spesifik fosforilasyon bdlgeleri
tanimlanmistir. Bu fosforilasyon bdolgelerini ¢esitli aminoasit kalintilar1 olusturur. eNOS
enzimin bu fosforilasyon bolgelerini uyaran birgok farmakolojik ve fizyolojik uyaranlar
mevcuttur. Yapilan ¢alismalarda serin 1177 bdlgesini uyaran 5 farkli uyaran
gosterilmistir. Diger fosforilasyon bolgeleri olan S615, S116, S633 bdlgelerinin
fosforilasyonu hala arastirilmaktadir. Bununla beraber Serin 1114 ve 6zellikle Threonin
495 aminoasit kalintisinin fosforilenmesi eNOS enzim aktivitesini azalttig1 gosterilnistir

(Matsushita ve ark., 2001; Sessa, 2004).

2.1.3 Eritrosit Aracili Kontrol

Kan dokusu, plazma denilen sivinin igerisinde, minareller, proteinler, glikoz ve
hormonlarin yan1 sira kanin sekilli elemanlarin1 (eritrositler,trombositler,l6kositler)
iceren karmasik bir slispansiyondur. Organizmalarin yasamsal fonksiyonlarini sorunsuz
stirdlirebilmesi i¢in viicut sicakligini, i¢ ortamin pH’1 ve elektrolit konsantrasyonunu
fizyolojik smirlar i¢inde ayarlanmasini saglar. Ayrica kan dokusu, akigkan bir yapiya
sahiptir ve bu oOzelliginden dolayr diger tiim hiicrelerden farklidir. Kanin sekilli
elemanlarindan olan eritrositler %45°1lik bir konsantrasyonla kanda en bol bulunan

hiicre tipidir. Bu yiliksek konsantrasyon sebebiyle de, kanin reolojik davraniginin
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cogunlukla eritrositler tarafindan diizenlendigi diisiiniilmiistiir. Eritrositlerin temel
gorevi akcigerler ve dokular arasinda solunum gazlarini tasimaktir. Bir diger yandan ise
hiicresel faliyetler icin gerekli olan besin maddelerini ilgili dokulara iletmekle

gorevlidirler.

Yapilan ¢aligmalar arttik¢a eritrositlerin solunum gazlarini tagimasinin yani sira, igerdigi
enzimatik mekanizmalar sayesinde hem fizyolojik hem de patolojik durumlarda rol
aldig1 gosterilmistir. Fizyolojik mekanizmalar arasinda, kan viskositesinin ve kan
akiskanliginin kontroliiniin yani sira lokal kan akiminin kontrolii yer almaktadir
(Ellsworth ve ark., 1995a; Saldanha, 2016; Sprague ve ark., n.d.-b) Kan akimimnin lokal
diizenlenmesinde ‘eritrosit aracili kontrol’ literatiirde en son tanimlanan mekanizmadir.
Yapilan arastirmalara gore eritrositlerden NO ya da NO biyoaktivitesine sahip
molekiiller ve ATP salinimi1 bu mekanizmaya dayanmaktadir (Ellsworth ve ark., 1995a)
Eritrositlerden salinan bu sinyal molekiilleri hipoksi ve mekanik stres kosullarinda
aktive olup diiz kasta gevsemeye ve kan akiminda artisa neden olmaktadir. Bu
molekiiller 6zellikle hipoksik kosullarda salindigi i¢in bu olay literatiirde hipoksik
vazodilatasyon olarak ge¢mektedir (Allen ve ark., 2009)

Eritrositlerden ATP Salimmm

Eritrositlerden salinan vazoaktif molekiiller 2’ye ayrilir. Bunlar ATP ve NO’dur (Diesen
ve ark., 2008; Jia ve ark., 1996; Kulandavelu ve ark., 2015). Bu molekiiller arasindan ilk
kesfedilen mekanizma ise eritrositlerden ATP salinimidir. Adenozin trifosfat, tiim yasam
formlarinda bulunan 6nemli bir enerji molekiiliidiir. ATP'nin hiicre i¢i konsantrasyonu 1
ila 10 uM'dir. 1992 yilinda Forrester ve arkadaslari eritrositlerin kisa bir siire
hipoksik/hiperkapnik ortama maruz kaldiginda ATP salindig1 bulunmustur (Bergfeld &
Forrester, 1992; Helms ve ark., 2018).

RBC'ler ATP havuzu gorevi goriir. RBC’lerden salimman ATP, hipoksi, mekanik
deformasyon ve shear strese yanit olarak periferik vaskiiler tonusun bir aracisi olarak
kabul edilir. ATP, endotel hiicreleri lizerindeki ilgili reseptorlerine baglanarak birtakim
gevsetici faktorlerin sentezi ve salinimi yoluyla vazodilatasyona neden olur. ATP’nin
hiicre i¢i konsantrasyonunu korumak i¢in bu mekanizma, hem pozitif hem de negatif
geri besleme diizenleyicileri tarafindan modiile edilir. Eritrositlerin bu gorevi doku
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perflizyonu igin gerekli bir mekanizmadir (Wan ve ark., 2008; H. Zhang ve ark., 2018b).
ATP etki mekanizmasini1 endotel hiicreleri iizerindeki purinerjik P2Y reseptorlerine
baglanarak gosterir. P2Y reseptorleri, hiicre i¢i ¢esitli mekanizmalar1 diizenleyip, ikincil
habercileri aktive eden G-q proteinlerine bagh reseptolerdir. RBC’lerden salinan ATP,
endotel hiicreleri lizerindeki G-protein bagli purinerjik P2Y reseptoriine baglanir. P2Y
reseptorli aktivasyonu ardindan PLC aktivasyonu gergeklesir. PLC aktivasyonu ise 1P3
yapimini artirdiktan sonra endotel hiicrelerinde endotelyal nitrik oksit sentezi gergeklesir
ve sentezlenen NO diiz kasa difiize olarak vazodilatasyona sebep olur (Ellsworth ve

ark., 2016; Marginedas-Freixa ve ark., 2018; Racine & Dinenno, 2019).

ATP, hiicre membranindan gecemeyecek kadar biiyiilk bir molekiildiir. Yapilan
aragtirmalarla eritrositlerden salinan ATP’nin hiicre membranindan taginmasiyla ile ilgili
mekanizmalar arasinda, kistik fibrozis gen klor kanali (CFTR) ve voltaj bagimli anyon
kanallari (VDAC) ve gap junction proteini olan pannexinl kanalinin gorev aldigi

gosterilmistir (Sekil 2.3) (Marginedas-Freixa ve ark., 2018).

Conducted
i Vasodlation

Low PO, S / Vasodilator

Sekil 2. 1.Eritrositlerden ATP salinimu.

Eritrositlerin diisiik oksijen, shear stres ve mekanik deformasyona maruz kalmasi
sonucunda hemoglobin desatiirasyonu ve Gi aktivasyonu ile sonuglanir. Normal
kosullarda glitolitik enzimler hiicre membranindaki band 3 proteinine baghdir ve genel
olarak inaktiftir. Parsiyel oksijen basinci azalmasi, shear stres faktorleri bu enzimlerin
aktifleserek ATP salimminda rol oynadigi bilinmektedir. Hemoglobin-oksijen

satlirasyonun diismesiyle hiicre membraninda bulunan inhibitér G proteinlerinin beta
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subiinitesi aktiflesir ve beta subiinitesi adenilat siklazi aktiflestirir. AC ise ATP’den
cAMP’yi olusturur. cAMP deki bu artiglar, PKA'y1 ve ardindan CFTR'yi aktive eder.
PKA ATP kanallarinin agilip hiicre i¢inden hiicre disina ATP salinimina neden olur
(Sekil 2.3). ATP salimmimin bu mekanizmalara ek olarak eritrositlerin hiicre
membraninada yer alan transmembran proteini olan pannexin 1 kanallar1 da rol
oynamaktadir. Diger bir heterotrimerik G proteinleri olan stimiilator G ptoteini
adrenerjik reseptorlerin ve prostasiklin konsantrasyonlarina parelel bir sekilde hiicrede
CAMP artis1 ile ilgili hiicreden ATP salinimi gergeklestigi gosterilmistir (Bergfeld &
Forrester, 1992; Helms ve ark., 2018; Zhang ve ark., 2018b).

Eritrositlerden NO ve NO Biyoaktivitesine Sahip Molekiillerin Salinimi

Memeli viicunda bulunan 6nemli vazodilatdr ajanlarindan biri olan nitrik oksit, NOS
enzimleri tarafindan iiretildigi bilinmektedir. Ozellikle vaskiiler hemostazinda énemli bir
yeri olan endotelyal nitrik oksit sentaz enziminin (Ellsworth ve ark., 1995b) yan1 sira,
eritrositlerinde dolagimdaki nitrik oksit havuzuna katkida bulundugu ge¢miste yapilan
caligmalarla gosterilmistir (Kleinbongard ve ark., 2006b). Eritrositlerden NO
biyoaktivitesine sahip molekiillerin salimiminda rol oynayan mekanizmalardan ilk
kesfedileni eritrositlerin nitrit oksidi tiiketici etkisi olmustur. Vaskiiler islevin
diizenlenmesinde, eritrosit eNOS unun tek katkisinin, hemoglobinin dolasimdaki NO’1
stiplirmesi ~ oldugu  zannediliyordu. Bu mekanizmaya gore hemoglobinin
oksihemoglobin’e doniistiigii kosullarda dolasimdaki nitrik oksit hizlica tiiketildigi
bilinmekteydi (Ellsworth ve ark., 1995b; Sprague ve ark., 1996).

Eritrositler NO fizyolojisinde ¢ok onemlidir. Ciinkii eritrositler nitrik oksit’i 3 farkl

sekilde metabolize eder:

Tiiketici etkisi: Eritrositlerdeki nitrik oksit, oksihemoglobin (HBO2) tarafindan
methemoglobin (metHb) ve nitrat’a doniistiiriilerek hizla inaktive edilir. Nitrat daha
sonra nitrit’e yikilir (K. Chen & Popel, 2009; Han ve ark., 2002).

Koruyucu etkisi: Endotel hiicrelerinden salinan nitrik oksit eritrosit aracigiyla
hemoglobin ile kompleks olusturur. Bu olaya literatiirde hipoksik vazodilatasyon denir

(Kulandavelu ve ark., 2015b).
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Olusturucu etkide ise, deoksihemoglobin, nitrit rediiktaz enzimi ile nitrit’i nitrik oksit’e
doniistiiriip dolasima salar .Ayrica eritrositlerde bulunan eNOS enzimi L-argininden NO

olusturarak damar diiz kasinda vazodilatasyona sebep olur (Simmonds ve ark., 2014).

Bu bilgilerin 1s1g1inda, son 10 yilda yapilan ¢alismalarda kirmizi kan hiicrelerinin nitrik
oksidin tiiketici veya koruyucu etkisinin beraberinde, dolasima nitrik oksit salarak kan

reolojisine katkisi {istiine odaklanmislardir.
Nitrik Oksit Tiiketici EtKisi

NO iki milisaniyelik intravaskiiler yarilanma 6mriine sahip, olduk¢a reaktif bir molekiil
oldugundan, uzun bir siire sadece otokrin ve lokal bir etki gosterdigi diisiiniilmiistiir.
NO, oksihemoglobin (oksiHb) ile son derece hizli reaksiyona girerek, methemoglobin
(metHb) ve nitrat (NO3") metabolik son triinler olusturur. NO'nun NOz"e oksidasyonu,
solunum yolu zehirlenmesine ve nitrozatif strese karst koruyucudur, ancak patolojik
kosullarda bu mekanizma NO iiretimini azaltir. Bu nedenle, eritrositler baslangigta bir
NO kaynagi yerine NO tiiketicisi olarak kabul edilmistir (Han ve ark., 2002; Keszler ve
ark., 2008).

Fe O,Hb+NO —— Fe' Hb+NO,
(1)

Nitrik Oksit ve Koruyucu Etkisi
S-nitrosotiol Olusumu ve Hipoksik Vazodilatasyon

Hemoglobin, Hb'nin NO'ya afinitesini diizenleyen iki allosterik konformasyonda
bulunur. Eritrositler pulmoner arterlerden gegerken, Hb iki ila ii¢ oksijen molekiiliinii
baglar ve R yapisi durumuna geger (oksihemoglobin). Ayrica eritrositler , kilcal
damarlardan gegerken oksijen salar ve T yapisina gegerek, (deoksihemoglobin)
konformasyonunu degistirir. Bu konformasyonel degisim sirasinda hemoglobin R
durumunda iken (OksiHb), Hb’nin endotelden salinan NO’i bagladig1 kesfedildi.
NO'mun Hb'ye baglanmasi reaksiyonu R-durumunda 5.6 kat daha hizli olurken, T
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konformasyonunda ise NO saliminin 9.6 kat artti§1 arastirmacilar tarafindan
kesfedilmistir (Kulandavelu ve ark., 2015b).

Stamler ve arkadaslar1 1992 yilinda hem endojen hem de eksojen nitrik oksit’in (NO)
alblimin gibi proteinlerdeki tiollerle reaksiyona girerek vazodilatator aktiviteye sahip
uzun Omiirlii S-nitrozotioller (SNO'lar) olusturdugunu kanitlamislardir(Stamler ve ark.,
1992), S-Nitrosilasyon, nitrik oksit grubunun, S-nitrozotiol olusturmak {izere herhangi
bir proteinin sistein kalintisina kovalent olarak baglanmasidir. Yapilan ¢aligmalara gore,
oksijenin hemoglobindeki hem demirlerine baglanmasi, nitrik oksidin sistein kalintisi
93 tortusuna baglanmasini tesvik ederek S-nitrosohemoglobin olusturur (HbSNO). S-
nitrosohemoglobin, dokunun oksijen ihtiyacina gore nitrik oksit ve oksijen salinimi
gerceklestirir ve bu olaya literatiirde hipoksik vazodilatasyon denir. Hipoksik
vazodilatasyon mekanizmasinin dokunun kan akisinin diizenlenmesindeki rolii oldukca
fazladir. Bu siire¢ Hb konformasyonuna baglidir. NO i¢in tiol afinitesi R yapisinda
yuksek, T yapisinda diistiktiir. Bu hipotez, venoz ve arteriyel RBC'lerde farklt HbSNO
konsantrasyonlarinin gosterilmesiyle desteklenmistir (Gladwin & Kim-Shapiro, 2008;
Spencer ve ark., 2000).

Nitrik Oksit ve Olusturu EtKisi
Nitrit Indirgenmesi

Literatiirdeki ¢aligmalara baktigimizda, eritrositdeki Hb'nin sadece dokulara yeterli
miktarda oksijen tagimak i¢in bir arag olarak iglev gérmedigini, ayn1 zamanda bir oksijen
sensOrii ve oksijene duyarli nitrik oksit (NO) sinyal doniistiiriicii olarak islev goriip
boylece vaskiiler tonu diizenledigini gostermektedir.

NO, kan akisinin, kan basincinin ve vaskiiler hemostazinin merkezi diizenleyicisidir.
NO, dolasim sisteminde endotelyal olarak eksprese edilen eNOS enzimi ve
eritrositlerdeki eNOS enzimi tarafindan {iretilir. NO ayrica oksijensiz hemoglobin de
nitrit rediiktaz enzimi aracigiyla intravaskiiler nitritin (NO) indirgenmesiyle de iiretilir.
NO olustuktan sonra, ¢oziiniir guanilat siklazin heme aktif bolgesine baglanarak enzimi
aktive eder ve GTP 'min cGMP'ye doniisiimiinii katalize eder (Gladwin & Kim-Shapiro,
2008; Spencer ve ark., 2000).
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Eritrositlerde NOS Enzimi Aracihgiyla NO Sentezi

Gegmis yillarda yapilan c¢alismalarda endotel hiicrelerinden saliman nitrik oksitin
kardiyovaskiiler sistemindeki 6nemi iizerine odaklanilmis olup, dolagimdaki nitrik oksit
kaynagimin sadece endotel hiicrelerinden kaynaklandig: bilinmekteydi. Eritrositler genel
olarak oksijen iletiminin diizenlenmesi, nitrik oksitin dolagimdan uzaklastirilmast ve
cesitli kosullar altinda salinmasi yoluyla vaskiiler islevi diizenler. Gelismekte olan
calismalarda NO metabolizmasi1 ve endotel hiicrelerinin fonksiyonunun parakrin
regiilasyonunda kirmizi kan hiicrelerinin karmasik ve onemli roliine 11k tutan veriler
saglanmaktadir. 2006 yilinda ise arastirmaci Petra Kleinbongard’in yaptig1 ¢aligmada ilk
kez eritrositlerden fonksiyonel bir eNOS enziminin oldugu kanitlanmistir (Kleinbongard
ve ark., 2006c).

Literatiire bakildiginda kalp yetmezligi (Cortese-Krott ve ark., 2022), ateroskleroz
endotel disfonksiyonu gibi patolojik durumlarda azalmis NO biyoaktivitesi
goriilmektedir (Budhiraja ve ark., 2004). Ayrica, aneminin kalp yetmezligi ve miyokard
enfarktiisiinde prognozu kétiilestirdigine dair ¢aligmalar mevcuttur (Wischmann ve ark.,
2020). Verilerin sonucuna gore bu hastalarda endotel kaynakli ve o6zellikle RBC
kaynakli NO sentezinde azalma meydana gelmektedir. Eritrositlerde eNOS enzimi hem
hiicre membraninda bulunan kaveola adli girintintiye yerlesmis sekilde hem de
sitoplazmada bulunmaktadir. RBC eNOS’unun enzimatik aktivitesi kontrol eden
fosforilasyon bolgelerinin bulunmasii aktivitesinin hiicre i¢i kalsiyum ve L-arginin
konsantrasyonlarina bagimlilig1 acisindan endotelyal eNOS’una benzer ozelliklere

sahiptir (Leo ve ark., 2020).
Eritrositlerde NOS ile ilgili Proteinler

Eritrosit kaynakli eNOS, endotelyal eNOS ile karsilastirildiginda hem ortak hem de
farkli diizenleyici mekanizmalara sahiptir. Eritrositler, Golgi kompleksi endoplazmik
retikulum, cekirdek gibi normal hiicre organellerinden yoksun olduklar icin ¢esitli

eNOS diizenleyici mekanizmalardan yoksun goriinmektedir. Eritrosit eNOS enzimininin
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hiicre i¢indeki lokalizasyonunda ve aktivasyonunda gorev alan cesitli proteinler
mevcuttur.

Kalmodulin: Onemli bir Ca*? baglayici protein olan kalmodulin, hiicre i¢i Ca*
seviyelerinin diizenlenmesinden sorumludur. Hiicre i¢i artan Ca*? konsantrasyonu, daha
sonra spesifik kinazlar1 indiikleyen kalmodulini aktive eder. Kalmodiilin, eNOS’un
kalmodiilin (CaM) baglanma bolgesine baglanarak enzim aktivasyonu saglar ve eNOS
aktiflesir (Leo ve ark., 2020; Oziiyaman ve ark., 2008).

Hsp90 proteini: Hsp90, hiicre dongiisti kontrolii, hiicrenin hayatta kalmasi, hormon ve
diger sinyal yollar1 dahil olmak iizere bir¢ok hiicresel siirecte dnemli bir rol oynayan,
oldukca bol ve her hiicrede bulunan bir molekiiler saperondur. Herhangi bir fizyolojik
stres kosulunda %4-6'ya kadar 6nemli Olclide arttirilabilir. Eritrositlerin hiicre i¢inde
olusan stres kosullarinda Hsp90 proteinin koruyucu rolii olduk¢a énemlidir (Banumathy
ve ark., 2003; Ghosh ve ark., 2018).

Kaveolin: Kaveola, endositoz, transsitoz, lipit homeostazi ve sinyal iletiminde anahtar
rol oynayan 50-100 nm ¢apinda hiicre yiizeyi plazma zar1 baglantili yapilardir.
RBC’lerde caveolin-1 varligi elisa yontemiyle bulunmustur fakat fonksiyonel onemi

hala tam bilinmemektedir (Casem, 2016; Leo ve ark., 2020).
Eritrosit eNOS Enziminin Diizenlenmesi

Eritrositler, ¢ekirdek ve hiicre organellerinden yoksun olduklar1 i¢in, endotelyal eNOS
enzim diizenlenmesinden farkli 6zellikleri mevcuttur. Eritrosit eNOS enziminin 2006
yilindaki kesfinin ardindan bu zamana kadar yogun bir sekilde arastirmacilar tarafindan
calisiilmaktadir.

RBC eNOS enzimi hiicre i¢i kalsiyum artiglariyla ve serin 1177 bdlgesinde meydana
gelen fosforilasyon ile aktiflesir. Ayrica hiicre i¢i L-arginin konsantrasyonlar1 da bu
enzimin diizenlenmesinde aktif rol oynar. Bunun yani sira hiicre membran girintisi olan,
sifingolipidler ve kolesterolden zengin olan craveola-1 eNOS enzim lokalizasyonunu
belirleyerek eNOS enziminin aktivasyonunu belirler (Z. Chen ve ark., 2018; Troiano ve
ark., 2021). 2010 yilinda Laboratuvarimizda yapilan bir ¢aligmada mekanik stres’in

eritrositlerde eNOS enzimi aktivasyonuna ve ardindan NO salinimi ile sonuglandigi
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gosterilmistir (Ulker ve ark., 2011b). Eritrosit eNOS enziminin farmakolojik uyaranlari
arasinda da insiilin ve asetilkolin yer almaktadir (Wilcox, 2005; Zhao ve ark., 2015)

Eritrosit eNOS enziminin aktivasyonunda gorev alan mekanik ve farmakolojik
uyaranlariin c¢esitli patolojik durumlardan dolay1r bozulmasi veya eksikligi, eNOS
enziminin eslesememesi mevcudiyetini meydana getirmistir. Yapilan ¢alismalara
baktigimizda hipoksi ve ROS, arginaz 1 enzim aktivitesi artirarak L-arginin eksikligine
yol actig1, bunun sonucunda da eritrosit eNOS eksikliginden 6tiirii endotel disfonksiyonu
indiikledigi kamitlanmistir (Kolluru ve ark., 2012; Yang ve ark., 2013; Zhuge ve ark.,
2023). Yapilan bagka bir ¢alismada anemi hastalarinda plazma nitrik oksit seviyelerinin
diistik ve eritrosit sayisinin az olmasinin, eritrosit eNOS enziminin fonksiyonunda
bozulmasiyla ilskili oldugu gosterilmistir. Diger bir ¢alismada ise arastirmacilar
RBC'lerdeki eNOS'un vaskiiler eNOS'tan bagimsiz olarak kan basinci homeostazina,
doku perfiizyonuna ve sistemik dolasimdaki NO biyoyararlanimina etkili bir sekilde
katkida bulundugunu gostermislerdir (Cortese-Krott ve ark., 2012; Cortese-Krott &
Kelm, 2014; Daiber & Miinzel, 2020). Ayrica kirmizi kan hiicreleri, kardiyak
iskemi/reperflizyon (I/R) hasarinda 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Settergren ve
ark., 2009). Ek olarak 2021 yilinda laboratuvarimizda yapilan bir ¢alismada Pulmoner
arteriyal hipertansiyon(PAH) hastalarinda ROCK yolaginin negatif diizenlemesi
nedeniyle RBC eNOS aktivitesinin azaldigina dair ilk kanitlar gosterilmistir. PAH
hastaliginin ilerlemesinde artan ROCK aktivitesi géz Oniine alindiginda, ROCK
inhibisyonu endotelyal eNOS'a ek olarak RBC eNOS yoluyla NO biyoyararlanimini
etkiledigi gosterilmistir (Basarici ve ark., 2020). Eritrosit eNOS enziminin, kan akimina
ve vaskiiler tonusun diizenlenmesine katkisindan otiirii ilerleyen zamanlarda yapilan

calismalarla kardiyovaskiiler hastaliklarin ¢ézlimiine 151k tutacaktir.
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3. GEREC ve YONTEM

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim dali laboratuvarlarinda yapilan
bu c¢alismada 8-10 haftalik toplam 30 adet erkek Wistar albino sigan kullanildi. Siganlar,
Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul onay1 ile Akdeniz Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Bakim ve Unitesinden temin edildi. Siganlar, 23 + 2°C
olan ve 12 saat giin 15181 - 12 saat karanlik periyodu uygulanan bir odada tutulup, Ad
libitum ticari sican yemi tiikketimine birakildilar. Tiim siganlar feda edilene kadar iki
giinde bir su tiiketimleri ve haftada bir agirlik Olgtimleri yapildi. Wistar Albino
siganlarindan elde edilen aort segmentleri organ banyosuna asilarak, Krebs veya eritrosit
siispansiyonu igeren kosullarda ATP’ye cevaben gelisen damar yanitlari incelendi.
Damar yanitlar1 damar banyosunda bulunan soliisyonunun 6zelliklerine gore asagida

belirtilen 3 farkli kosulda degerlendirildi:

1.Sadece Krebs soliisyonu varliginda

2.Saglikli eritrosit siispansiyonu varliginda (%40 Hematokrit, Krebs Soliisyonu iginde)
3.Gebe eritrosit stispansiyonu varliginda (%40 Hematokrit, Krebs Soliisyonu iginde)

Bu kosullar altinda deneyler, non-spesifik NOS inhibit6rii (L-NAME), eNOS substrati
(L-arjinin), Arjinaz inhibitorii (ABH) ve Py purinerjik reseptdr antogonisti PPADS

varliginda tekrarlanmigtir.
3.1 Kan Orneklerinin Toplanmasi

Deneylerimizde, Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi Kadin Hastaliklart ve Dogum
Klinigine basvuran saglikli bireylerden ve saglikli gebelerden rutin tetkikler sirasinda
alman kan Ornekleri ile gerceklestirildi. Arastirmaya katilan goniilliilere insan etik
kurulunda yazilan maddeler ve aydinlanmig onam formu okutulup izin alindi
Arastirmaya katilan saglikli birey ve saglikli gebelerden yaklasik 5 ml vendz kan 6rnegi

alindi.

34



3.2 Eritrosit Siispansiyonlarimin Hazirlanmasi

Ornekler kan alimimi takiben hemen degerlendirildi ve her &rnek iizerindeki calismalar
kan alimini izleyen alt1 saat iginde tamamlandi. Kan Orneklerindeki lokositler
polysucrose (6.0 g/dl) ve sodium diatrizoate (16.7 g/dl) iceren dansite gradiyenti
(Histopaque 1119; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, ABD) kullanilarak
uzaklastirildi. Buna gore, kan 6rnegi, 50 ml plastik tiip i¢ine konulmusg olan esit hacimde
dansite gradiyenti iizerine tabakalandirildi, 700 g’de 30 dakika santrifiij edildikten sonra
dipteki eritrosit kitlesinin tizerinde kalan boliim aspire edilip atildi. Aspirasyonun
ardindan dipte ¢okmiis halde bulunan eritrosit paketi 3 defa Krebs soliisyonunda (NaCl
119 mM, KCI4.7 mM, NaHCO3 24 mM, KH2PO4 1.18 mM, MgS0O4.7H20 1.17 mM,
CaCl2 2.5 mM ve glukoz 11.2 mM) yikandi. Daha sonra hematokritleri %40 (organ
banyosu deneyleri igin) ve %0.1 (eNOS aktivitesinin dl¢iimleri i¢in) olacak sekilde ayni
soliisyonda resiispanse edildi. Orneklerden yapilan yayma preparatlari boyanarak
(Giemsa; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, ABD) 1s1k mikroskopu altinda incelendi

ve 16kosit bulunmadigi teyit edildi.
3.3 Deney Protokolii

Toplam 30 adet 10-12 haftalik Wistar siganlar, bir grupta 15 tane hayvan olacak sekilde
2’li gruplara ayrildi. Hayvanlar tiyopental sodyum (50 mg/kg, IP) anestezisi altinda
abdominal aortalar1 kesilerek kansizlastirma yoluyla feda edildi. Hizlica abdomenleri
acildi, torasik aortalar ¢evresindeki dokulardan uzaklastirilarak ¢ikartildi. Izole edilen
damar buz {izerinde bekletilen soguk Krebs Soliisyonu igeren behere konuldu
mikrodiseksiyon i¢in hazir hale getirildi. Daha sonra torasik aort segmentleri petri
kabina igneler yardimi ile sabitlendi ve sonraki asama olan mikrodiseksiyona geg¢ildi.
Diseksiyon mikroskobu yardimiyla (OLYMPUS — SZ61) damar segmenti bag ve yag
dokularindan arindirildi ve organ banyosuna asilacak sekilde 2,2-5 mm’lik halkalar
seklinde kesildi. Kesilen halkalar, organ banyosu hazirlanana kadar soguk Krebs
soliisyonu icinde bekletildi. Damarlar, %95 O %5 CO: iceren gaz karigimi ile
gazlandirilmis, pH:7.4, sicakligi 37° C olan, 10ml Krebs Soliisyonu bulunan organ

banyosuna asildi.
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3.3.1 izole Damarlarin Asilmasi ve Stabilizasyon Asamalari

Izole edilmis 2-2,5mm’lik si¢an torasik aorta segmentleri izometrik transdusera (FDT 1
A — 10 MAY) ‘a bagli gergin bir ipin ucunda ki {icgen seklinde olan ¢elik tele dikkatlice
asildi. Damar liimenine zarar verilmemeye 6zen gosterildi. Daha sonra damar halkalar1 1
gram istirahat gerimi altinda 30 dk’da bir yikanarak 60 dk dinlenme periyoduna
birakildi. 1 saat stabilizasyonun ardindan banyolardaki Krebs Soliisyonu degistirildi,
bazal degerler kaydedildi. Bir saatlik istirahat geriminin (dinlenme periyodunun)
ardindan damarlara 6n-uyarilma sathasi olan vitalizasyon asamasi uygulandi. Bu islem
icin 20 mM Potasyum Kloriir (KCI) igceren Krebs soliisyonunu uyguladiktan sonra,
organ banyosundaki KCI igeren Krebs soliisyonu degistirilip normal krebs soliisyonu
koyuldu. 107" M konsantrasyonunda Phe [(R)-(-)-Phenylephrine hydrochloride, Sigma
P6126, St. Louis, USA] eklendi. Vitalizasyon isleminden sonra damarlar Krebs ile
yikandi, 30 dakikalik ek dinlenme periyoduna gecildi. Dinlenme periyodundan sonra

endotel saglamligina bakildi.
3.3.2 Endotel Cevabi

Endotel cevabina gecilmeden once banyolardaki krebs soliisyonu degistirildi. Dinlenme
periyodu bittikten sonra endotel tabakasinin saglamligni kontrol etmek ic¢in organ
banyosuna ilk olarak 10® M konsantrasyonunda Phe ilave edildi. Kasilma yanitlari
kaydedildikten sonra 10® M konsantrasyonunda ACh (Acetylcholine chloride, Sigma
A6625, St. Louis, USA) ilavesi yapilip gevseme cevaplart kaydedildi. Gevseme
cevaplarinin yiizde olarak degerleri kaydedildi ve %60’1in altinda gevseme yapan
damalar deney protokoliinden ¢ikarildi. Endotel saglamligi kontrol edilmesinin ardindan

bir sonraki deney protokole ge¢ildi.

3.3.3 Damar Banyosunda Uygulanan Deney Protokolleri

Asama 1:Bu asamada ama¢ damarlarin eritrosit varhiginda ve yoklugunda bazal
kosullarda ATP’ye verdikleri yanitin incelenmesidir. Bu amagla submaksimal dozda
fenilefrin ile kasilan damarlar1 igeren organ banyosuna 108-10-* M ATP eklenecek ve

ATP’nin olusturacagi gevseme yanitlari izlenecektir
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L-arjinin varliginda ATP aracili gevseme yanitlarinin incelenmesi: Organ banyolarina,
102 M dozunda eNOS substrat1 L-arjinin (L-Arginine monohydrochloride Sigma,
A5131, Ann Arbor, Michigan), konulup, 30 dk inkiibasyonun ardindan ATP aracili

gevseme yanitlarina bakildi.

L-Name varliginda ATP aracili gevseme yanitlarinin incelenmesi: Organ banyolarina
10% M eNOS inhibitérii L-Name (No-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride,
Cayman, 80210, Ann Arbor, Michigan) konulup, 30 dk inkiibasyonun ardindan ATP

aracili gevseme yanitlarina bakildi.

ABH varliginda ATP aracili gevseme yanitlarinin incelenmesi: Organ banyolarina, 10
M arjinaz-I inhibitorii olan ABH (2(S)-Amino-6-boronohexanoic acid hydrochloride, 6-
Borono-L-norleucine hydrochloride) konulup, 30 dk inkiibasyonun ardindan ATP aracili

gevseme yanitlaria bakildi.

PPADS varliginda ATP aracili gevseme yanitlarinin incelenmesi: Organ banyolarina,
10 M Py« purinerjik reseptdr antogonisti PPADS (Pyridoxalphosphate-6-azophenyl-
2", 4'-disulfonic acid, Sigma, P178, Ann Arbor, Michigan) koyulup, 30 dk inkiibasyonun

ardindan ATP aracili gevseme yanitlarina bakildi.

Sekil 3. 1.0rgan Banyolar:.
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3.4 Hiicrede NO Olusumunun Gosterilmesi

Eritrositlerde bazal kosullarda hiicre i¢i NO konsantrasyonunun belirlenmesi ig¢in
eritrositler NO’ya spesifik bir floresan boya olan 4-amino-5-methylamino- 2',7'-
difluorofluorescein diacetate (DAF FM-DA; invitrogen, USA) ile yiiklenildi ve ardindan
NO olusumu akis sitometri yontemiyle 6l¢iildii. Hiicrelerin DAF-FM DA ile yiiklenmesi
icin 20 uM DAF-FM DA eritrosit siispansiyonuna eklenildi ve 30 dakika boyunca oda
1s1sinda inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan eritrosit siispansiyonlar1 2500 rpm’de 5
dakika santrifiij edilip hiicreye girmeyen boya uzaklastirildi. Hepes Soliisyonu ile 2 kez
yikandiktan sonra tekrar ayni soliisyon ic¢inde resiispanse edildi. 30 dakika boyanin
hiicre i¢inde esterifikasyonu i¢in beklendikten sonra DAF-FM DA ile yiiklenmis eritrosit
slispansiyonlar1 6l¢time hazir hale geldi. Daha sonra tiiplere ayr1 ayri1 L-name, suramin
(Suramin sodium salt, Sigma, A2671, St. Louis, USA), PPADS, L-arginin ve nor-
NOHA(N-wo-Hydroxy-L-norarginine acetate salt, Bachem,

F-3685, Bubendorf, Switzerland) koyularak 30 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
ardinda yine her bir tiipe 10* M ATP koyulup, okunmaya hazir hale getirilmistir. Daha
sonrasinda DAF-FM-DA floresanst 495 nm eksitasyon ve 515 nm emisyon dalga

boyunlarinda 6l¢iildi.
3.5 eNOS Fosforilasyonunun Gosterilmesi
eNOS’un Serin 1177 Fosforilasyon Diizeyi:

eNOS enzim akitvitesinin bir gostergesi olan enzimin serin 1177 bdlgesinden
fosforilasyon diizeyleri akis sitometri yontemiyle incelendi. Eritrositler %45 hct
ayarlandiktan sonra, fiksasyon islemi Oncesinde her bir tiipe L-arginin (30 dk
inkiibasyon), Suramin (30 dk inkiibasyon), PPADS (30dk inkiibasyon), ile yiiklendi.
Inkiibasyonun ardindan her bir tiipe 10* M ATP eklendi ve 30 dk’hk ATP
inkiibasyonunun ardindan eritrosit siispansiyonundan 10 pL alinarak %0.05 diliisyonda
soguk glutaraldehit i¢inde 10 dakika boyunca inkiibe edilerek fiksasyon islemi

gerceklestirildi. Inkiibasyonun ardindan eritrosit siispansiyonlarmin konuldugu tiipiin
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icine 5 ml PBS eklenerek 200 g’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
slipernatant atilacak ve geriye kalan eritrosit paketine %0.1°lik Triton X-100’den 0.5 ml
eklenerek 10 dakika boyunca oda 1s1sinda inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan eritrosit
stispansiyonlari tekrar 200 g’de 5 dakika santrifiij edildi ve eritrosit paketi 0.5 ml Hepes
soliisyonu ile resuspanse edildi. Daha sonra eritrositlerin primer antikor ile isaretlenme
basamagma ge¢ildi. Bu amacla her bir Ornegin igine serin-1177 bolgesinden
fosforlanmis eNOS proteinine karsi gelistirilmis ve tavsandan izole edilmis primer
antikorlar (Cell Signaling, Boston, USA) eklendi ve eritrositler ile 20 dakika oda 1sisinda
inkiibasyonu saglanildi. Inkiibasyon periyodunun ardindan &rneklere 2 ml PBS eklendi
ve 200 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Son olarak sekonder antikor ile isaretleme
basamagi gergeklestirildi. Bunun i¢in her bir 6rnek oda 1sisinda FITC-konjuge sekonder
antikor (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) ile 20 dakika boyunca inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan 6rnekler yikanacak ve akis sitometri analizine gegildi.
3.6 Hiicre i¢ci Arjinaz I Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Arginaz aktivitesi fotometrik yontemle, ticari kit kullanilarak ol¢iildii (Abcam,
ab180877, USA). Bu yontem ile ilk basamak olarak Standart, Substrat Enzim Karigimu,
Developer Enzim, Doniistiiriicii Enzim ve oxiRed Prob ekipmanlarit hazir hale getirildi.
Daha sonra Standart egri hazirlandi. Deproteinizasyon adimi yapilip, hazirlanan 6rnekler
duplike edildi. Standartlar (50 pL ), Ornekler ( 40 uL ) ve Background ( 40 uL)
karisimlar plate’e koyuldu. Her bir numune ve pozitif kontrol i¢in 10 pL substrat
karigimi hazirlandi. Background kontrol karigimi hazirlanarak kuyucuklara koyuldu ve
37°C’de 20 dk inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan Arginaz Reaksiyon mix’i
hazirlanarak 96’lik well plate kuyucuklarina koyuldu. Hazirlanan karisim 37°C’de
mikroplate plaka okuyucusunda 30 dakika siireyle kinetik modda 570 nm absorbans’da

o6l¢iildii. Degerler bir arginin standart egrisi ile karsilagtirildi.
3.7 Verilerin Degerlendirilmesi

Deneysel caligmada elde edilen veriler GraphPad 8.0 programinda degerlendirildi. Biitiin
sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. Ardasik 6l¢limlerle elde edilen ajan

dozlarindaki kasilma-gevseme cevaplari, tekrarlayan 6l¢iimlerin 2 yonlii varyans analizi
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(two-way repeated measures Anova) ile ol¢iildii, post-hoc olarak ise Tukey testleri
uygulandi. Verilerin normal dagilima uyup uymadigi kontrol edildikten sonra belirli
konsantrasyonlarin gevseme yanitlarinda Bagimsiz 6rneklem T testi kullanildi. Hiicre igi
NO olusumu ve fosforile eNOS 6l¢giimii ise Tek yonlii varyans analizi (One Way Anova)
kullanildi. P degerinin 0.05°den kiigiik ve esit olan degerler ise istatistiksel olarak

anlamli bulundu.
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4. BULGULAR

Deneysel aragtirmamizda Ekim 2020 — Kasim 2022 tarihleri arasinda Antalya Egitim ve
Arastirma Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Klinigine bagvuran Gebe hastalarinin
kayitl bilgileri veri olarak kullanildi. Ayrica ¢alismamiza saglikli bireylerde eslik etti.
Gebe grubu yas ortalamasi 30.42+1.76, Saglikli kadin grubunun yas ortalamasi
28.08+1.35 idi. Gebe grubu boy ortalamasi1 165.30+1.99, Saglikli kadin grubunun boy
ortalamas1 162.10+£2.02 idi. Gebelerin kilo ortalamasi (70.83+£2.92), Saghkli kadin
grubundan (59.50+1.98) istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0.05).
Gebelerin (27.35+1.20), VKI (kg/m?) ortalamasi, Saglikli kadin grubundan (22.66+0.67)
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0.05, p<0.01). Gebe grubu Gravida
ortalamas1 2.33+0.38 Saglikli kadin grubunun Gravida ortalamasi 1.75+0.45 idi. Gebe
grubu Parite ortalamast 0.92+0.29 ve Saglikli kadin grubunun Parite ortalamasi
1.33+0.28 idi. Gebe grubu Abortus ortalamasi 0.42+0.26 ve Saglikli kadin grubunun
Abortus ortalamasi 0.08+0.08 idi. Gebelerin (34.75+0.79), Gebelik haftas1 ortalamasi,
Saglikli kadin grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede yliksekti (p<0.001,
p<0,01). Gebe grubu sistolik kan basinct ortalamasi 106.70+3.10 ve Saglikli kadin
grubunun sistolik kan basinci ortalamasi 106.30+3.85 idi. Gebe grubu diyastolik kan
basincit ortalamasi 70.42+2.08 ve Saglikli kadin grubununun diyastolik kan basinci
ortalamast 70.424+2.42 idi. Gebelerin BUN ortalamas1 (8.25+0.69), ve Saglikli kadin
grubunun (13.25 £ 1.18) BUN ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksekti (p<0,01). Gebelerin (0.62+0.03), kreatinin ortalamasi, Saglikli kadin grubundan
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0.001). Gebe grubu ALT ortalamasi
14.83+2.45ve Saglikli kadin grubununun ALT ortalamas1 13.42+2.20 idi. Gebe grubu
AST ortalamas1 14.75+1.76 ve Saglikli kadin grubununun AST ortalamas: 14.33+1.19
idi. Gebe grubu Hemoglobin ortalamasi 11.14+0.33 ve Saglikli kadin grubununun
Hemoglobin ortalamasi 11.93+0.26 idi. Son olarak Gebe grubunun idrardaki protein
orani 0.17+0.11 idi.
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Tablo 4.1:Gruplarin Klinik Ozelliklerinin Karsilastiriimasi

Saghkh 3. Trimester

(n=12) Gebe (n=12)
Yas (y1l) 28,08+1,35 30,42+1,76
Boy (cm) 162,10+2,02 165,30+1,99
Kilo (kg) 59,50+1,98 70,83+2,92%*
VKi (kg/m?) 22,66+0,67 25,92+0,99*
Gravida 1,75+0,45 2,33+0,36
Parite 1,33+0,28 0,92+0,29
Abortus 0,08+0,08 0,42+0,26
Kiiretaj 0,33+0,26 -
Gebelik Haftasi - 34,75+0,79%**
g'::f’li'c‘: (mmH';"” 106,3043,85 106,70+3,10
E;ﬁ?ﬁi?'&mlg’m 70,42+2.42 70,42+2,08
BUN (mg/dL) 13,25£1,18 8,25+0,69%**
ggf‘;i[')i” 0,8140,03 0,6240,03%+*
ALT (U/L) 13,42+2,20 14,83+2,45
AST (U/L) 14,33+1,19 14,75+1,76
'(;']j’?l_o)g'c’bi” 11,93+0,26 11,140,33
2-1%%21?38“ 270,08i16,3 246.00+19.87
Idrarda Protein - 0,17+0,11

Dipnot: n: Gruplarin insan sayilari. Veriler ortalama+S.E.M olarak verildi, One-way ANOVA ve post-hoc
test olarak Tukey testi ile degerlendirildi. Istatistiksel anlamlilik; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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4.1 ATP Aracili Vaskiiler Gevseme Yanitlari
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Sekil 4. 1. ATP’ye cevaben olusan gevseme yamtlari. A. Kiimiilatif olarak (10 — 10 M) ATP’ye verilen
doz-yanit egrisi. B. 10® M ATP’ye cevaben olusan gevseme yanitlari. (Saglikl Eritrosit Siispansiyonunun,
Sadece Krebs Soliisyonundan farki *: p<0.05; Gebe Eritrosit Siispansiyonunun Saglikli Eritrosit
Siispansiyonundan farki #: p<0.05 ve ##: p<0.01).

Bu deney prosediiriinde torasik aorta segmentleri izole edilip organ banyosuna asilmig
ve Krebs Soliisyonu, Saglikli Eritrosit Siispansiyonu ve Gebe Eritrosit Siispansiyonu
varliginda ATP gevseme yanitlarina bakilmistir. Buna goére Saglikli Eritrosit
Siispansiyonu bulunan organ banyolarindaki aort segmentlerinin ATP aracili gevseme
yanitlari, Sadece Krebs Soliisyonu bulunan kosullara gore istatiksel olarak anlamli
Olgiide yiiksek bulunmustur (p<0.05). Yine Saglikli Eritrosit Siispansiyonu bulunan
organ banyolarindaki aort segmentlerinin ATP aracili gevseme yanitlar1 ise Gebe
eritrosit Siispansiyonu bulunan damar segmentlerinin ATP aracili gevseme yanitlarindan
anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.01).

Diger bir yandan gebe eritrosit siispansiyonu bulunan organ banyolarindaki aort
segmentlerinin ATP aracili gevseme yanitlari,ise sadece krebs soliisyonu bulunan

kosullara gore olusan ATP aracili gevseme yanitlarinda anlamli fark gozlemlenmemistir.
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4.1.2 NOS Substrati L-arjinin varhginda ATP aracilh Vaskiiler Gevseme Yanitlari
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Sekil 4. 2. Sadece Krebs soliisyonu varliginda organ banyosuna NOS substrati1 L-arjinin eklenmesiyle
ATP’ye cevaben olusan gevseme yamtlari A.Kiimiilatif olarak (108 — 10* M) ATP’ye verilen doz-yanit
egrisi. B. 10® M ATP’ye cevaben olusan gevseme yanitlari. (Sadece Krebs soliisyonu+ L-arjinin’in,
Sadece Krebs Soliisyonundan fark: *: p<0.05,**: p<0.01,***:p<0.001).
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Sekil 4. 3. Saglkli Eritrosit varliginda organ banyosuna NOS substrati L-arjinin eklenmesiyle ATP’ye
cevaben olusan gevseme yanitlari. A. Kiimiilatif olarak (10 — 104 M) verilen ATP’nin doz-yanit egrisi.
B. 10® M ATP’ye cevaben olusan gevseme yanitlari.
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Sekil 4. 4. Gebe Eritrosit varliginda organ banyosuna NOS substrati L-arjinin eklenmesiyle ATP’ye
cevaben olusan gevseme yamtlari. A. Kiimiilatif olarak (10 — 104 M) verilen ATP’nin doz-yanit egrisi.
B. 10°® M ATP’ye cevaben olusan gevseme yanitlari. (Gebe Eritrosit Siispansiyonu + L-Arjininin, Gebe
Eritrosit Siispansiyonundan farki *: p<0.05 **: p<0.01).
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Projede yer alan bir diger prosediir olan ve NOS substrat1 L-arginin varliginda ATP
aracili gevseme yanitlar1 Krebs Soliisyonu, Saglikli Eritrosit Siispansiyonu, Gebe
Eritrosit Siispansiyonu gruplarinda incelenmistir. Krebs Soliisyonu, Gebe Eritrosit
Siispansiyonu igeren organ banyolarindaki aort segmentlerinin  ATP’ye cevaben
olusturdugu gevseme yanitlari L-arjinin varliginda istatiksel olarak anlamli diizeyde artis
gosterirken, ( p<0.05, p<0.01, p<0.001) Saglikli Eritrosit Siispansiyonu varliginda L-
arjinin eklenmesi gevseme yanitlarinda istatiksel olarak bir degisiklige neden

olmamustir.

4.1.3 NOS inhibitorii L-name varhginda ATP aracili Vaskiiler Gevseme Yanitlari
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Sekil 4. 5. Sadece Krebs Soliisyonu varliginda organ banyosuna NOS inhibitorii L-name eklenmesiyle
ATP’ye cevaben olusan gevseme yanitlart A. Kiimiilatif olarak (10— 10-* M) verilen ATP’nin doz-yanit
egrisi. B. 10°° M ATP’ye cevaben olusan gevseme yanitlar1. (Krebs Soliisyonu + L-name’in, Krebs
Soliisyonundan farki **: p<0.01 ****: p<0.0001).
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Sekil 4. 6. Saglkli Eritrosit varliginda organ banyosuna NOS inhibitorii L-name eklenmesiyle ATP’ye
cevaben olusan gevseme yamitlar1 A. Kiimiilatif olarak (10— 10-* M) verilen ATP’nin doz-yanit egrisi. B.
10° M ATP’ye cevaben olusan gevseme yamitlari (Saglikli Eritrosit + L-name’in Saghkli Eritrosit
Siispansiyonundan farki **: p<0.01,***:p<0.001,****: p<0.0001).
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Sekil 4. 7. Gebe eritrosit varliginda organ banyosuna NOS inhibitorii L-name eklenmesiyle ATP’ye
cevaben olusan gevseme yanitlarl. A. Kiimiilatif olarak (10 — 104 M) verilen ATP’nin doz-yanit egrisi.

B. 10° M ATP’ye cevaben olusan gevseme yanitlar. (Gebe Eritrosit Siispansiyonu + L-name’in, Gebe
Eritrosit Siispansiyonundan farki. (*: p<0.05, ****: p<0.0001).
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NOS inhibitorii L-name’in varliginda ATP aracili gevseme yanitlari krebs soliisyonu,
saglikl1 eritrosit siispansiyonu ve gebe eritrosit siispansiyonu gruplarinda incelenmistir.
Tim gruplarda L-name varliginda, organ banyolarindaki aort segmentlerinin ATP’ye

cevaben olusturdugu gevseme yanitlari inhibe olmustur ( p<0.05, p<0.01, p<0.001).

4.1.4 Arjinaz Inhibitori ABH varh@inda ATP aracih Vaskiiler Gevseme Yanitlar
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Sekil 4. 8. Sadece Krebs Soliisyonu varliginda organ banyosuna Arjinaz inhibitoriic ABH eklenmesiyle
ATP’ye cevaben olusan gevseme yanitlari. A. Kiimiilatif olarak (10%— 10-* M) verilen ATP’nin doz-yanit
egrisi. B. 10° M ATP’ye cevaben olusan gevseme yanitlari.
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Sekil 4. 9. Saglikli Eritrosit Siispansiyonu varliinda organ banyosuna Arginaz inhibitori ABH
eklenmesiyle ATP’ye cevaben olusan gevseme yanitlari. A. Kiimiilatif olarak (10 — 10-* M) verilen
ATP’nin doz-yanit egrisi. B. 10° M ATP’ye cevaben olusan gevseme yanitlar1.
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Sekil 4. 10. Gebe Eritrosit Siispansiyonu varliginda organ banyosuna Arginaz inhibitorii ABH
eklenmesiyle ATP’ye cevaben olusan gevseme yanitlari. A. Kiimiilatif olarak (10 — 10-* M) verilen
ATPnin doz-yanit egrisi. B. 10° M ATP’ye cevaben olusan gevseme yanitlari. (Gebe Eritrosit
Siispansiyonu + ABH ‘i, Gebe Eritrosit Siispansiyonundan farki *: p<0.05).
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Arginaz inhibitériic ABH’1n varliginda ATP aracili gevseme yanitlar1 Krebs Soliisyonu,
Saglikli  Eritrosit Siispansiyonu ve Gebe Eritrosit Siispansiyonu gruplarinda
incelenmistir. Gebe eritrosit Siispansiyonu i¢eren organ banyolarindaki aort
segmentlerinin  ATP’ye cevaben olusturdugu gevseme yanitlari ABH varliginda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis gosterirken (p<0.05), Krebs Soliisyonu ve
Saglikli Eritrosit Siispansiyonu igeren organ banyolarindaki aort segmentlerinin ATP

aracili gevseme yanitinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmemistir.

4.1.5 Pax Purinerjik Reseptor Antagonisti PPDAS varhiginda ATP aracili Vaskiiler

Gevseme Yanitlar

A - B

=]
o
]

20

[=2]
o
1

40

60

% Gevseme

80+

% Gevseme (10° M ATP)
S ES
1 L

¥~ Sadece Krebs Solusyonu
100- -@- Sadece Krebs Solusyonu + PPADS

o

8 7 6 5 4 "
Sadece Krebs Soliisyonu + PPADS
-|OgM [ATP] Krebs Soliisyonu

Sekil 4. 11. Sadece Krebs Soliisyonu varliginda organ banyosuna Pyx purinerjik reseptor antagonisti
PPADS eklenmesiyle ATP’ye cevaben olusan gevseme yanitlari. A. Kiimiilatif olarak (108 — 10 M)
verilen ATP’nin doz-yanit egrisi. B. 10> M ATP’ye cevaben olusan gevseme yanitlari.
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Sekil 4. 12. Saglikli Eritrosit Siispansiyonu varliginda organ banyosuna P2x purinerjik reseptor
antogonisti PPADS eklenmesiyle ATP’ye cevaben olusan gevseme yanitlari. A. Kiimiilatif olarak (108 —
10 M) verilen ATP’nin doz-yanit egrisi. B. 10° M ATP’ye cevaben olusan gevseme yanitlari.
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Sekil 4. 13. Gebe Eritrosit Siispansiyonu varliginda organ banyosuna P2x purinerjik reseptdr antogonisti
PPADS eklenmesiyle ATP’ye cevaben olusan gevseme yanitlari. A. Kiimiilatif olarak (10 — 10 M)
verilen ATP’nin doz-yanit egrisi. B. 10-5 M ATP’ye cevaben olusan gevseme yanitlari.

Projeye ekledigimiz ek prosediir olan Pax purinerjik reseptor antagonisti PPDAS
varhginda ATP aracili gevseme yanitlar1 Krebs Soliisyonu, Saglikli Eritrosit

Siispansiyonu ve Gebe Eritrosit Siispansiyonu gruplarinda incelenmistir. Krebs
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Soliisyonu, Saglikli Eritrosit Stispansiyonu ve Gebe Eritrosit Siispansiyonu igeren organ
banyolarindaki aort segmentlerinin PPDAS varliginda ATP’ye cevaben olusan gevseme

yanitlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis bulunmamustir.

4.1.6 Hiicre ici Arjinaz Aktivitesinin Ol¢iimii
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Sekil 4. 14. Gebe ve Saglikli Bireylerden elde edilen eritrositlerin Hiicrr i¢i Arjinaz aktivitesi. (Gebe
Eritrosit Siispansiyonunun, Saglikli Eritrosit Siispansiyonundan farki; *: p<0.05, Gebe Eritrosit
Stispansiyonu + ABH’1n Gebe Eritrosit Siispansiyonundan farki; ##: p<0.01).

Bu deney prosediiriinde Saglikli Eritrosit Siispansiyonu, Gebe Eritrosit Siispansiyonu ve
Gebe Eritrosit Stispansiyonu + ABH gruplarinda hiicre i¢i arjinaz aktivitesi
incelenmistir. Gebe Eritrosit Siispansiyonunun hiicre i¢i arjinaz aktivitesi, Saglikli
Eritrosit Siispansiyonunun hiicre i¢i arjinaz aktivitesinden istatistiksel olarak anlamli
derecede yiiksek bulunmustur. (p<0.05) Ayrica Arginaz inhibitorii ABH ile muamele
edilmis Gebe Eritrosit Siispansiyonunun hiicre i¢i arjinaz aktivitesi ise Gebe Eritrosit
Siispansiyonunun hiicre i¢i arjinaz aktivitesinden istatistiksel olarak anlamli diizeyde

diisiik bulunmustur. (p<0.01)
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4.2 Hiicrede NO Olusumunun Gdosterilmesi
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Sekil 4. 15. A. Saglikli ve Gebe bireylerinden el de edilen eritrositlere ATP eklenmesinin hiicre igi NO
olusumuna etkisi. B. Akis Sitometresi sonuglari. (Gebe grubunun, Saglikli grubundan farki **: p<0.01,
Saglikli + ATP grubunun, Saglikli grubundan farki **: p<0.01, Saglikli + ATP grubunun, Gebe + ATP
grubundan farki $: p<0.05, Gebe + ATP grubunun, Gebe grubundan farki ## p<0.01).

Bu deney prosediiriinde Saglikli bireylerden ve Gebe bireylerden elde edilen eritrosit
stispansiyonlarina Ekstraselliiler ATP eklenmesinin hiicre i¢i NO olusuma etkisi
gozlemlendi. Buna gore, Gebe bireylerden elde edilen eritrositlerdeki NO 1sima
oraninin, Saglikli bireylerden elde edilen eritrositlerdeki hiicre igi NO 1s1ma oranina gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p<0.01). Yine, Saglikli
bireylerden elde edilen eritrositlere 10* M ATP eklenmesiyle olusan NO 1s1ma oranin
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Saglikl bireylerden elde edilen eritrositlerdeki NO 1s1ma oranina gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.01). Gebe bireylerden elde edilen eritrositlere
10* M ATP eklenmesiyle olusan NO 1s1ma oranmin, Saglikli bireylerden elde edilen
eritrositlere 10* M ATP eklenmesiyle olusan NO 1s1ma oranina gore istatistiksel olarak
anlaml diizeyde diisiik bulunmustur (p<0.05). Son olarak Gebe bireylerden elde edilen
eritrositlere 10* M ATP eklenmesiyle olusan NO 1s1ma oraninin, Gebe bireylerden elde
edilen eritrositlerdeki NO 1s1ma oranina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek

bulunmustur (p<0.01).
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4.2.1 Eritrositlerde ATP ile Uyarilan NO Olusumuna NOS Substrati
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Sekil 4. 16. A. Saglikli bireylerden elde edilen eritrositlerde ATP ile uyarilan NO olusumuna NOS
substratt L-arjininin etkisi B. Akis Sitometresi sonuglari. (Sagliki+ATP grubunun, Saglikli grubundan

farki: *: p<0.05).
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Sekil 4. 17. A. Gebe bireylerden elde edilen eritrositlerde ATP ile uyarilan NO olusumuna NOS substrati
L-arjininin etkisi B. Akis Sitometresi sonuglart (Gebe+ATP grubunun, Gebe grubundan farki: *: p<0.05,
Gebe + ATP + L-arjinin grubunun, Gebe + ATP grubundan farki: #: p<0.05).
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Bu deney prosediiriinde Saglikli bireylerden ve Gebe bireylerden elde edilen
eritrositlerde ekstraselliiler ATP ile uyarilan NO olusumuna NOS substrati L-arjininin
etkisine bakildi. Ilk olarak Gebe ve Saglikli bireylerden alman eritrositlerin
ekstraselliiler ATP ile uyarilmasi hiicre i¢i NO 1s1ma oranini istatistiksel olarak anlamli
derecede artmistir( p<0.05). Diger bir yandan Gebe bireylerden elde edilen eritrositlerde
ekstraselliiler ATP ile uyarilan hiicre i¢i NO 1sima orant NOS substrati L-arjinin
eklenmesiyle istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis gézlemlenirken ( p<0.05), Saglikli
bireylerden elde edilen eritrositlerde ckstraselliiler ATP ile uyarilan hiicre i¢i NO 1s1ma
oranina NOS substratt L-arjinin eklenmesi istatistiksel olarak anlamli bir fark

yaratmamigtir.
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4.2.2 Eritrositlerde ATP ile Uyarilan NO Olusumuna NOS inhibitorii L-NAME’in
Etkisi
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Sekil 4. 18 A. Saglikli bireylerden elde edilen eritrositlerde ATP ile uyarilan NO olusumuna NOS
inhibitoérii L-NAME’in etkisi B. Akis Sitometresi sonuglar1 (Saglikli+ATP grubunun, Saglikli grubundan
farki: *: p<0.05, Saglikli + ATP + L-Name grubunun, Sagliklt + ATP grubundan farki: ## p<0.01).
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Sekil 4. 19. A. Gebe bireylerden elde edilen eritrositlerde ATP ile uyarilan NO olusumuna NOS inhibitorii
L-Name’in etkisi B. Akis Sitometresi sonuglart (Gebe+ATP grubunun, Gebe grubundan farki: ** p<0.01,
Gebe + ATP + L-arjinin grubunun, Gebe + ATP grubundan farki: #: p<0.05).

Bu deney prosediiriinde Saglikli bireylerden ve Gebe bireylerden elde edilen
eritrositlerde ekstraselliiler ATP ile uyarilan NO olusumuna NOS inhibitérii L-Name’in
etkisine bakildi. Gebe ve Saglikli bireylerden elde edilen eritrositlerde ekstraselliiler
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ATP ile uyarilan hiicre i¢i NO 1s1ma oran1 NOS inhibitorii L-Name eklenmesiyle inhibe
olmustur (p<0.05, p<0.01)

4.2.3 Eritrositlerde ATP ile Uyarilan NO Olusumuna P2x Purinerjik Reseptor
Antagonisti PPDAS’nin EtKisi
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Sekil 4. 20. A. Saglikli bireylerden elde edilen eritrositlerde ATP ile uyarilan NO olusumuna Py
Purinerjik Reseptor Antagonisti PPDAS’nin etkisi B. Akis Sitometresi sonuclari. (Saglikli+tATP
grubunun, Saglikli grubundan farki: *: p<0.05).
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Sekil 4. 21. A. Gebe bireylerden elde edilen eritrositlerde ATP ile uyarilan NO olusumuna P,y Purinerjik
Reseptor Antagonisti PPDAS’nin etkisi B. Akis Sitometresi sonuglart. (Gebe +ATP grubunun, Gebe
grubundan farki: *: p<0.05).

Bu deney prosediiriinde Saglikli bireylerden ve Gebe bireylerden elde edilen
eritrositlerde ekstraselliiler ATP ile uyarilan NO olusumuna Pax purinerjik reseptor
antagonisti PPDAS’nin etkisine bakildi. Gebe ve Saglikli bireylerden elde edilen
eritrositlerde ekstraselliiler ATP ile uyarilan hiicre i¢i NO 1s1ma oran1 Py purinerjik
reseptor antagonisti PPDAS eklenmesiyle, istatistiksel olarak anlamli bir artis

gozlemlenmemistir.
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4.2.4 Eritrositlerde ATP ile Uyarilan NO Olusumuna Arginaz-1 Inhibitérii ABH’In
Etkisi
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Sekil 4.22. A. Saglikli bireylerden elde edilen eritrositlerde ATP ile uyarilan NO olusumuna Arjinaz
Inhibitorii ABHm Etkisi B. Akis Sitometresi sonuglari.
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Sekil 4. 23. A. Gebe bireylerden elde edilen eritrositlerde ATP ile uyarilan NO olusumuna Arginaz-1
Inhibitérii ABH’1n Etkisi B. Akis Sitometresi sonuclari.

Bu deney prosediiriinde Saglikli bireylerden ve Gebe bireylerden elde edilen
eritrositlerde ekstraselliiler ATP ile uyarilan NO olusumuna Arginaz-1 inhibitorii
ABH’in Etkisi bakildi. Gebe ve Saglikli bireylerden elde edilen eritrositlerde
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ekstraselliiler ATP ile uyarilan hiicre i¢i NO 1s1ma oram1 Arginaz-1 Inhibitérii ABH’n

eklenmesiyle, istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlemlenmemistir.

4.3 Eritrosit eNOS enziminin Serin 1177 bélgesinin Fosforilasyon Diizeyinin

Gosterilmesi
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Sekil 4. 24. A. Saglikli ve Gebe bireylerinden el de edilen eritrositlere ATP eklenmesinin serin 1177
bolgesinin fosforilasyonuna etkisi.. B. Akis Sitometresi sonuglari. (Gebe grubunun, Saglikli grubundan
farki *: p<0.05, Saglikli + ATP grubunun, Saglikli grubundan farki **: p<0.01, Gebe + ATP grubunun,
Gebe grubundan farki ## p<0.01).

Saglikli ve Gebe bireylerden elde edilen eritrosit siispansiyonlarina Ekstraselliiler ATP
eklenmesinin, eritrosit eNOS enziminin serin 1177 bolgesinin fosforilasyonuna etkisi
gozlemlendi. Buna gore, Gebe grubunun eritrositlerinde bulunan peNOS enzim
bolgesinin 1g1ma orani, Saglikli grubunun eritrositlerinde bulunan peNOS enzim
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bolgesinin 1g1ma oranina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisikk bulunmustur
(p<0.05). Saglikli bireylerden elde edilen eritrositlere 10* M ATP ile eklenmesiyle

olusan peNOS enzim bolgesinin 1s1ma oran1 Saglikli bireylerden elde edilen eritrositlerin

peNOS enzim bolgesinin 1s1ma oranina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek

bulunmustur (p<0.01). Son olarak Gebe bireylerden elde edilen eritrositlere 10 M ATP

eklenmesiyle olugan peNOS enzim bolgesinin 1s1ma orani, Gebe bireylerden elde edilen

eritrositlerin peNOS enzim bélgesinin 1g1ima oranina gore istatistiksel olarak anlaml

diizeyde yiiksek bulunmustur(p<0.01).

4.3.1 Eritrosit eNOS enziminin Serin 1177 Fosforilasyon diizeyine NOS Substrati

L-arjininin Etkisi
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Sekil 4. 25. A. Saglikli bireylerden elde edilen eritrositlerde ATP ile uyarilan serin 1177 bdlgesinin
fosforilasyonuna NOS substrati L-arjininin etkisi B. Akis Sitometresi sonuglar1 (SagliklitATP grubunun,

Saglikli grubundan farki: *: p<0.05).
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Sekil 4. 26. A.Gebe bireylerden elde edilen eritrositlerde ATP ile uyarilan serin 1177 bdlgesinin
fosforilasyonuna NOS substrati L-arjininin etkisi B. Akis Sitometresi sonuglari . (GebetATP grubunun,

Gebe grubundan farki: *: p<0.05).
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Saglikli ve Gebe bireylerden elde edilen eritrosit siispansiyonlarina Ekstraselliiler ATP
ile uyarilan eritrosit eNOS enziminin serin 1177 bolgesinin fosforilasyonuna NOS
substrati L-arjininin etkisine bakildi. Gebe ve Saglikli bireylerden elde edilen
eritrositlerin ekstraselliiler ATP ile uyarilan peNOS enzim bolgesinin 1s1ma oran1 NOS

substrat1 L-arjininin eklenmesi, istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermemistir.
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4.3.2 Eritrosit eNOS enziminin Serin 1177 Fosforilasyon diizeyine P2x purinerjik

reseptor antagonisti PPDAS’nin Etkisi
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Sekil 4. 27. A.Saglikli bireylerden elde edilen eritrositlerde ATP ile uyarilan serin 1177 bdlgesinin
fosforilasyonuna P,y purinerjik reseptor antagonisti PPDAS’nin Etkisi B. Akis Sitometresi sonuglari .
(SagliklitATP grubunun, Saglikli grubundan farki: *: p<0.05).
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Sekil 4. 14. A.Gebe bireylerden elde edilen eritrositlerde ATP ile uyarilan serin 1177 bdlgesinin
fosforilasyonuna P,y purinerjik reseptor antagonisti PPDAS’nin Etkisi B. Akis Sitometresi sonuglari .
(Gebe+ATP grubunun, Gebe grubundan farki: *: p<0.05).

Saglikli ve Gebe bireylerden elde edilen eritrosit siispansiyonlarina Ekstraselliiler ATP
ile uyarilan eritrosit eNOS enziminin serin 1177 bolgesinin fosforilasyonuna Pax
purinerjik reseptor antagonisti PPDAS’nin etkisine bakildi. Gebe ve Saglikli bireylerden

elde edilen eritrositlerin ekstraselliiler ATP ile uyarilan peNOS enzim bdlgesinin 1s1ma
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orant P2y purinerjik reseptor antagonisti PPDAS’nin eklenmesiyle, istatistiksel olarak

anlamli bir artig géstermemistir.
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5. TARTISMA

Bu c¢alismanin sonuglari, ekstraseliiler ATP’nin endotel hiicrelerinin yaninda
eritrositlerde de eNOS enzimini aktive ederek intraseliiler NO {iretimini arttirdigini,
eritrositlerden salinan NO’nun ise torasik aort segmentlerinde gelisen ATP aracili
vazodilatasyon yamitina katki sagladigim1  ilk defa kamtlamistir.  Eritrosit
siispansiyonlarmin varliginda ve yoklugunda ATP’nin neden oldugu bu vazodilatasyon
yanit1 P2X reseptdrlerinden bagimsiz sekilde gergeklesmektedir. Ilging olarak, saglhkli
bireylerden elde edilen eritrositlerin aksine; gebelerden elde edilen eritrositlerin ATP
aracili vazodilatasyon yanitinda rol almadigi gozlenmistir. Gebe eritrositlerinin
bulundugu ortamda damar banyolarina NOS substrat1 ya da arjinaz inhibitorii eklenmesi,
ATP’ye cevaben olusan vazodilatasyon yanitina eritrositlerin katkisin1 énemli diizeyde
artirmistir.  Ote yandan c¢alismamizin  sonuglari, gebe bireylerden elde edilen
eritrositlerde bazal ve ATP ile uyarilmig eNOS aktivitesinin ve intraseliiler NO
konsantrasyonunun, saglikli goniillii eritrositlerine kiyasla istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diistik oldugunu gostermistir. Bu hiicrelerde NOS substrat1 I-arjinini pargalayan
ve eNOS aktivitesinin diigmesine neden olan arjinaz enziminin aktivitesi ise, saglikli
goniillii eritrositlerine kiyasla anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. Onemli olarak, gebe
eritrositlerinde L-arjinin replasmani ve arjinaz inhibisyonu ATP aracili eNOS
aktivasyonunu ve intraseliller NO olusumunu istatistiksel olarak anlamli diizeyde

arttirmistir.

ATP, hiicrenin primer enerji kaynagi olmasinin yanisira 6nemli bir ndrotransmitter ve
ekstraseliiler sinyal molekiiliidiir. Ekstraseliiler ATP, damar diiz kas toniisiinlin
diizenlenmesi, immiin ve inflamatuar yanitlarin olusturulmasi ve endokrin ve ekzokrin
sekresyon gibi pekcok fizyolojik ve patolojik siirecde etkin rol oynar. Eritrositlerde ise,
glikolitik mekanizmalarla tiretilen milimolar diizeylerde ATP bulunmaktadir. Eritrositler
tiretiklerit ATP’nin bir kismin1 hipoksi ve mekanik stres etkisiyle plazmaya salmaktadir .
Eritrositlerden ¢ikan ATP, endotel hiicre membraninda bulunan purinerjik reseptorlerine
baglanir ve bu hiicrelerde eNOS enzimini aktive eder. Aktive olan eNOS enzimi

tarafindan iiretilen NO ise damar diiz kas hiicrelerine ulasip vazodilatasyona neden
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olarak doku perfiizyonunu arttirir (Kirby ve ark., 2012; Misiti ve ark., 2022; Racine &
Dinenno, 2019a; H. Zhang ve ark., 2018b; Z. Zhou, 2021). Ote yandan, eritrositler
dolasim sisteminde hem kendilerinden salinan (endojen) hem de vaskiiler sistemin diger

hiicreleri tarafindan salinan (eksojen) ATP’ye siirekli maruz kalmaktadir.

Eritrositler ise, hem yapisal hem de NO iiretim kapasitesi bakimindan endotel
hiicrelerindekine benzer, aktif eNOS enzimi igerir (Kleinbongard ve ark., 2006a).
Eritrosit eNOS enziminin fizyolojik ve patofizyolojik mekanizmalarda 6nemli roller
istlendigi kanitlanmistir: Bunlar arasinda fizyolojik agidan kan basincinin ve kan
akiminin diizenlenmesi (Cortese-Krott ve ark., 2022b; Leo ve ark., 2021b; Racine &
Dinenno, 2019a; Ulker ve ark., 2013b) yer alirken; patolojik agidan hipertansiyon ile Tip
2 diyabet ve preckampsiye bagli kardiyovaskiiler komplikasyon gelisimi yer alir (Mahdi
ve ark., 2020; McCann Haworth ve ark., 2021; Settergren ve ark., 2009). Onemli olarak,
eritrosit eNOS enzimi bulunmayan ancak, endotel hiicrelerinde normal eNOS ifadesi
olan transgenik farelerde hipertansiyon ve endotel disfonksiyonu gelistigi gosterilmistir
(Leo ve ark., 2021b; Zhuge, McCann Haworth, ve ark., 2023). Anemi kosullarinda ise,
eritrositlerin plazma NO havuzuna katkisinin azaldigi, bunu kompanse etmek iizere
endotel eNOS aktivitesinin artti@i belirtilmistir (Wischmann ve ark., 2020).
Laboratuvarimizda yapilan cesitli aragtirmalarda ise, eritrosit eNOS enziminin endotel
hiicrelerindeki eslenigi gibi kayma gerilimi ve ATP’nin etkisi altinda aktive oldugu ve
eritrositler tarafindan tiretilen NO’nun mezenterik arteriyollerde vazodilatasyona neden
oldugu gosterilmistir (Ulker ve ark., 2009, 2010, 2011a, 20133, 2018). ATP’nin endotel
hiicrelerinde bulunan purinerjik reseptorlerine baglanarak NO iiretimini arttirdig1 ve bu
sekilde vazodilatasyona neden oldugu iyi bilinmektedir (Sprague ve ark., 1996). Oysa,
eritrositlerdeki eNOS aktivitesinin de ATP ile uyarildigi ve eritrosit NO iiretiminin
arttig1 gosterilmis olmasmna ragmen (Ulker ve ark., 2018) bu enzimin ATP aracili
vazodilatasyon yanitinda fonksiyonel bir dneme sahip olup olmadigi bu arastirmaya

kadar hi¢ calisiimamustir.

Bu nedenle arastirmamizda eritrositlerin ATP aracili vazodilatasyon yanitina katkisin
incelemek amaciyla torasik aorta segmentlerinin ATP’ye cevaben olusturdugu

vazodilatasyon yanit1 3 farkli kosulda incelenmistir:
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1) Krebs Soliisyonu varliginda

2) Saglikli goniillillerden elde edilen eritrosit siispansiyonu varliginda (%40
hematokrit, Krebs Soliisyonu i¢inde)

3) Gebelerden elde edilen eritrosit siispansiyonu varliginda (%40 hematokrit, Krebs

Soliisyonu iginde)

Sonuglar degerlendirilirken, Krebs Soliisyonu varliginda ATP’ye cevaben gelisen
vazodilatasyon yanitinin sadece endotel eNOS enziminin iirettigi NO etkisiyle olustugu;
eritrosit siispansiyonlarinin varliginda gerceklesen aort gevseme yanitlarinin ise hem
endotel, hem de eritrosit eNOS enzimleri tarafindan firetilen toplam NO etkisi ile
olustugu kabul edilmistir. Dolayisiyla eritrosit igeren (Saglikli ve Gebe Eritrosit
Stispansiyonlar1) ve icermeyen (sadece Krebs Soliisyonu) kosullarda meydana gelen
gevseme yanitlart arasindaki farkin sadece eritrosit eNOS enzimi tarafindan tiretilen NO

aracilifiyla gelistigi diistinilmustiir.

Calismanin ilk verileri olan ATP doz-yanit egrisi incelendiginde, Krebs Soliisyonuna
kiyasla Saglikli Eritrosit Siispansiyonun bulundugu ortamda olusan gevseme yaniti, 107
ve 10°% M ATP dozlarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksektir (Sekil 4.1a, b).
Ozellikle 10® M ATP uyarisina cevaben olusan vazodilatasyon yanitindaki fark iki
kattan fazladir (Sekil 4.1b). Ote taraftan, yiiksek dozlarda iki grup arasindaki fark
azalmakta, 10% M ATP varliginda ise ortadan kalkmaktadir. Literatiirde eritrosit eNOS
enziminin ATP aracili gevseme yanitlarina etkisinin olup olmadig1 daha once hig
calistimamistir. Bu nedenle, bulgularimiz eritrosit eNOS enzimi tarafindan iiretilen
NO’nun endotel kaynakli NO ile birlikte ATP aracili vazodilatasyon yanitina aracilik
ettigini ilk defa gostermektedir.

llging olarak, gebe eritrosit siispansiyonunun bulundugu ortamda meydana gelen
gevseme yanit1 ise Krebs Soliisyonundan farksizdir. Bu sonug, aort segmentlerinde
ATP’ye cevaben gelisen vazodilatasyon yanitinda gebe eritrositlerinin rol almadigini
gostermektedir. Saglikli ve gebe eritrosit siispansiyonlar1 kiyaslandiginda ise, ATP nin
105, 10° ve 10* M dozlarinda olusturdugu gevseme yanitlari, saglikli eritrosit
slispansiyonuna kiyasla gebe eritrosit silispansiyonunda istatistiksel olarak anlaml

diizeyde diisiiktiir. Bu sonug ise, gebelik kosullarinda eritrositlerde ATP’ye cevaben
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tiretilen NO miktarinin diisiik oldugunu ya da olugan NO’nun ekstraseliiler olarak yikimi
nedeniyle NO biyoyararlaniminin azaldigimi disiindiirmektedir. Nitekim, NO probu
DAF-FM  kullanilarak  gergeklestirilen NO  ol¢limleri,  eritrosit i¢i  NO
konsantrasyonunun, gebelerde saglikli goniilliilere kiyasla istatistiksel olarak anlamli
diizeyde diisiik oldugunu gostermistir (Sekil 4.15). ATP ile uyarim ise, her iki grupta
hiicre i¢ci NO olusumunu anlamli diizeyde arttirsa da, bu kosullarda da eritrosit ici NO
konsantrasyonu gebelerde, gebe olmayan bireylere kiyasla daha diisiik izlenmistir (Sekil
4.15). Diger taraftan, eNOS aktivitesinin bir gostergesi olan eNOS enziminin serin-1177
bolgesinden fosforilasyonu da hiicre ici NO seviyeleriyle benzer sonuglar vermistir.
Buna gore, bazal eritrosit eNOS fosforilasyon diizeyi gebe bireylerde gebe olmayan
goniilliilere kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiiktiir. ATP ile uyarim ise, her
iki grupta eritrosit eNOS fosforilasyonunu arttirsa da uyarilmis enzim aktivitesi
gebelerde saglikli goniilliilere kiyasla anlamli olarak disiiktiir (Sekil 4.24). Bu bulgular,
gebelik sirasinda hematopoez ya da sonraki siireglerde olarak eritrosit eNOS enzim
ekspresyonu ve/veya aktivitesinde azalmaya neden olan bazi degisikliklerin oldugunu
diistindiirmektedir. Gebeligin eritrosit eNOS enzim aktivitesi ve hiicre i¢i NO diizeyine
etkisini arastiran ve bulgularimizla kiyaslayabilecegimiz daha dnce yapilmis bir ¢calisma
bulunmamaktadir. Ancak, endotel hiicrelerindeki eNOS enzim aktivitesinin, gebe
bireylerde gebe olmayan bireylere gore daha yliksek oldugu gosterilmistir. Gebelik
kosullarinda genel olarak maternal sistemik damarlarda eNOS aktivitesi ve NO
iiretiminde artis meydana gelirken, bunun 6zellikle uterus damarlarinda daha da belirgin
olduguna dair kanitlar vardir. Uterus damarlarindaki bu istisnai vazodilatasyon artiginin
gebelik boyunca biiyiiyen fetiisiin gelisimi i¢in gerekli olan besin ve oksijeni saglamak
icin gerekli oldugu bilinmektedir(Boeldt ve ark., 2011; Boeldt & Bird, 2017; Nelson ve
ark., 2000). Bu caligmanin bulgulart ile literatiir verileri sentezlendiginde, gebelik
stirecince endotel hiicrelerinde bulunan eNOS enzimi ile eritrosit eNOS enziminin zit
mekanizmalarla diizenlendigi ortaya ¢ikmaktadir. Bu zit diizenlenme mekanizmalari,
gebelik stireci ilerledik¢e gelisen hipotansiyona yatkinligr smirlamak amaciyla bir
adaptasyon mekanizmasi olarak olusuyor olabilir. Nitekim, 2020 yilinda yaymlanan
kapsamli bir arastirmada anemi kosullarinda eritrosit ve endotel eNOS enzimlerinin

farkli ve zit sekilde diizenlenmesinin 6nemi vurgulanmistir. Bu calismada, anemi
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kosullarinda eritrosit eNOS enzim aktivitesinin ve NO saliniminin azaldigr ve bu
durumu kompanse etmek i¢in ise endotel eNOS aktivitesinin anlamli sekilde arttig
bildirilmistir. Bu kompansasyonu gelistiremeyen anemik farelerde ise akut koroner
sendrom goriilme sikhiginin anlamli diizeyde arttig1 bildirilmistir (Wischmann ve ark.,
2020). Sonug¢ olarak, endotel hiicreleri ve eritrositlerde bulunan eNOS enzimleri
fonksiyon ve NO iiretim kapasiteleri agisindan benzer olsa da, hiicrelerin maruz kaldigi

kosullar degistik¢e farkli adaptasyon siireglerine girme olasilig1 s6z konusudur.

Ote yandan, gelismekte olan fetiisiin ve annenin ihtiyaglarini karsilamak igin maternal
dolasim sisteminde 6nemli degisiklikler meydana gelir. Eritropoietin ve eritrosit liretimi
artsa da; hemoglobin ve hematokrit degeri hipervolemi nedeniyle iiglincii trimester
boyunca giderek azalir. Eritrosit 6mrii ise, yiiksek eritropoietin seviyelerine yanit olarak
'acil hematopoez' sebebiyle kisalir. Bu sirada dolasimda retikiilosit sayist artarken,
dolasima salinan eritrositlerde de baz1 degisiklikler go6zlenir. Gebelik siiresince
dolasimda bulunan geng eritrosit popiilasyonunda ve ortalama eritrosit hacminde (MCV)
stirekli olarak artis gozlenir (Chandra ve ark., 2012; Vega-Sanchez ve ark., 2020).
Eritrosit popiilasyonunda ve morfolojisinde gozlenen bu degisime paralel olarak
eritrositlerin mekanik o6zelliklerinde de bozukluklar saptanmistir. Bu c¢alismalarda
gebelerden elde edilen eritrositlerin deformabilitesinin gebe olmayan bireylere gore daha
diisiik oldugu gozlenmistir (Chandra ve ark., 2012; Schauf ve ark., 2002). Bu farkin,
gebelik boyunca eritrosit morfolojisi ve igerigindeki degisimden kaynaklandigi
diigiiniilmektedir. Marijke ve arkadaslari, eritrosit yaslanma siiresince geng eritrositte
eNOS aktivitesinin ve NO iiretiminin yagh eritrositlere gore daha diisiik oldugunu
gostermistir(Bizjak ve ark., 2015). Bu sonug bizim bulgularimizi desteklemekle birlikte,
gebelik ilerledik¢e artan hematopoez nedeniyle kanda geng eritrosit popiilasyonunun
artist, bizim caligmamizda gebe bireylerin eritrositlerinde eNOS aktivitesinin ve
intraselliiler NO konsantrasyonunun sagliklt kontrollere kiyasla daha diisiik olarak

bulunmasinin nedenlerinden biri olarak gdsterilebilir.

Calismamizda, aorta segmentlerinde gozlenen ATP aracili vazodilatasyon yanitinda
eNOS enziminin roliinii dogrulamak amaciyla yukarida bahsedilen deneyler non-spesifik

NOS inhibitorii L-NAME varliginda tekrarlanmistir. L-NAME, biitiin kosullarda
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ATP’nin neden oldugu vazodilatasyon yanitin1 ortadan kaldirmistir. (Sekil 4.5,4.6,4.7).
Bu sonug, ATP’nin torasik aorta segmentlerinde neden oldugu vazodilatasyon yanitinda
eNOS enziminin rol aldigin1 gostermektedir. Ote yandan, eNOS enzim inhibisyonunun
eritrositlerde  ATP aracili NO olusumuna etkisini incelemek amaciyla, eritrosit
siispansiyonlar1 non-spesifik NOS inhibitorii L-name ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda eritrositlerde intraseliiler NO seviyeleri akis sitometrik metodla olgiilmiistiir.
Sonuglarimiz, NOS inhibisyonunun, eritrositlerde ATP uyarisiyla gergeklesen NO
iretimindeki artis1 engelledigini gostermistir. Bu sonuglar, ATP’nin eritrosit eNOS

enzimi tizerinden NO iiretimini arttirdigini dogrulamaktadir (Sekil 4.18,4.19)

Onemli olarak, eritrosit eNOS enziminin aktivitesi, enzimin substrat: olan L-arjinin ve
kofaktorii olan BH4’iin hiicre i¢i konsantrasyonlari ile yakindan iliskilidir (Z. Zhou ve
ark., 2018). Ogzellikle, substrat eksikliginin gdzlendigi durumlarda eritrositlerde
eslesmemis eNOS enzimi (uncoupled eNOS) olusur. Hiicrede I-arjinin eksikliginin en
onemli nedeni, L-arjinini L-ornitine pargalayan arjinaz enziminin aktivitesinde meydana
gelen artisdir. Arjinaz aktivitesinin arttig1 kosullarda substrati ile eslesemeyen eritrosit
eNOS enzimi, NO yerine Oz iiretir. Uretilen Oz ise, plazmada bulunan NO ile
reaksiyona girerek NO'nun hizlica peroksinitrite yikilmasina neden olur. Peroksinitrit,
eritrositlerde BH4’lin yikilmasina neden olurken, endotel hiicrelerinde ise arjinaz
aktivasyonuna ve eslesmemis eNOS olusumuna aracilik eder. Bdylece, vaskiiler
sistemde hem NO yikimi, hem de eNOS aktivitesinde azalma ile karakterize bir kisir
dongii olusur. Ozellikle Diabetes Mellitus, preeklampsi ve Covid-19’un kardiyovaskiiler
komplikasyonlar1 iizerine yapilan c¢aligmalarda, bu kosullarda eritrosit arjinaz
aktivitesinin arttigt ve eNOS enziminin NO yerine Oz lrettigi gosterilmistir. Bu
mekanizmanin da endotel hiicrelerinde arjinaz aktivasyonunu arttirarak endotel
disfonksiyonu gelismesine neden oldugu bildirilmistir (Mahdi ve ark., 2022; McCann
Haworth ve ark., 2021; Z. Zhou ve ark., 2018). Bu ¢alismalarda, hastalardan elde edilen
eritrositler saglikli sicanlardan izole edilen aorta segmentleriyle 18 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan eritrositlerden temizlenen damar segmentlerinin
sadece Krebs Soliisyonu varliginda asetilkolin aracili gevseme yanitlar1 incelenmistir.
Sonug olarak, hastalardan elde edilen eritrositler ile gece boyu inkiibe olan damar

segmentlerinde asetilkolin aracili gevseme yanitlarinin bozuldugu gosterilmistir.
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Eritrositler ile damar segmentlerinin inkiibasyonu 1-arjinin, arjinaz inhibitorii veya ROS
siiptiriicisii  varliginda tekrarlandiginda ise, endotel fonksiyonlarinin korundugu
bildirilmistir (Mahdi ve ark., 2020, 2022; Settergren ve ark., 2009; Yang ve ark., 2018;
Z. Zhou ve ark., 2018). Bu calismalarda vaskiiler gevseme yanitlar1 sadece Krebs
Soliisyonu varliginda gercgeklestirilmistir. Farkli olarak, bizim ¢alismamizda vaskiiler
yanitlar incelenirken ortamda hem sadece Krebs Soliisyonu, hem de saglikli birey ve
gebelerden elde edilen eritrositlerle olusturulan eritrosit siispansiyonlar1 vardir.
Boylelikle diger calismalardan fakli olarak ATP aracili vazodilatasyona eritrositlerin

akut etkisi incelenebilmistir.

Intraseliiler L-arjinin konsantrasyonunun eNOS enzim aktivitesindeki onemli roliinden
yola ¢ikarak, arastirmamiz kapsaminda ATP aracili gevseme yanitlar1 10°M l-arjinin
varliginda tekrarlanmistir. Damar banyosunda Krebs Soliisyonu ve Gebe Eritrosit
Stispansiyonunun bulundugu kosullarda ortama L-arjinin eklenmesi, ATP aracili
gevseme yanitlarini istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttirmistir. Oysa, damar
banyosunda Saglikli Eritrosit Siispansiyonu bulunan kosullarda, ortama L-arjinin
eklenmesi gevseme yanitlarinda bir degisiklige neden olmamustir (Sekil 4.2, 4.3 ve 4,4).
Shin ve ark.,adaglart eNOS enziminin optimum fonksiyonu i¢in 50-100 uM l-arjinin
gerektigini  ve  endotel  hiicrelerinin  ise  diistik  intraseliller  L-arjinin
konsantrasyonlarindan dolay1 ekstraseliiler L-arjinine bagimli oldugunu belirtmistir
(Shin ve ark., 2011). Diger taraftan, eritrositlerin sitoplazmasinda yaklasik 200 uM L-
arjinin bulunur. Bu deger ertirosit eNOS aktivitesi i¢in yeterlidir. Calismamizda, saglikli
eritrosit siispansiyonunun bulundugu damar banyolarinda ortama L-arjinin eklenmesinin
fazladan bir gevseme yanitina neden olmamasi, saglikli eritrositlerin yiiksek diizeyde L-
arjinin igermesiyle agiklanabilir. Bu sonuglarla uyumlu olarak, saglikli bireylerden elde
edilen eritrosit siispansiyonlarma 10M L-arjinin eklenmesi, hiicre ici NO ve fosforile
eNOS diizeylerine de anlamli bir etkide bulunmamistir (Sekil 4.16 ve 4.25). Oysa
gebelerden elde edilen eritrositlere L-arjinin eklenmesi hem intraseliiler NO, hem de
fosforile eNOS diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde artisa neden olmustur

(Sekil 4.17, 4.26).
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Ure déngiisiiniin anahtar enzimi olan arginaz, L-arjinin yikimi i¢in NOS enzimi ile yarig
halindedir (Bratt ve ark., n.d.; Oziiyaman ve ark., 2008b; Rath ve ark., 2014).
Sonuglarimiz, arjinaz inhibisyonunun, damar banyosunda Krebs Soliisyonu ve Saglikli
Eritrosit Siispansiyonu bulunan kosullarda ATP aracili vazodilatasyona etkili olmadigini
gostermektedir (Sekil 4.8, 4.9). Bunun aksine, ortamda Gebe Eritrosit Siispansiyonu
bulundugu kosullarda ise, arjinaz inhibisyonu ATP aracili vazodilatasyonda (10 ve 10
M ATP dozlarinda) istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden olmustur (Sekil 4.10).
Aragtirma kapsaminda saglikli sicanlardan elde edilen aorta segmentleri kullanildig1 i¢in
damar banyosunda Krebs Soliisyonu bulundugu kosullarda arjinaz inhibisyonunun
fazladan bir gevseme yanitina neden olmamasi beklentiyle uyumludur. Benzer sekilde,
ortamda Saglikli Eritrosit Stispansiyonu bulundugu kosullarda da arjinaz inhibisyonu
gevseme yanitina anlamli bir etkide bulunmamuistir. Saglikli birey ve Saglikli gebelerden
elde edilen eritrositlerde yapilan arjinaz aktivitesi 6l¢timleri de arjinaz aktivitesinin Gebe
Eritrositlerinde Saglikli bireylere gore anlamli diizeyde yiliksek oldugunu gostermistir.
(Sekil 4.14) Bu sonuglar, gebelerden elde edilen eritrositlerin yiiksek arjinaz aktivitesi ve
diisik NO iiretim kapasitesi nedeniyle ATP aracili vazodilatasyon yanitina katki

saglamadigini diisiindiirmektedir.

Eritrositlerde ve endotel hiicrelerinde arjinaz enzim aktivitesini uyaran en onemli iki
faktor hipoksi ve ROS artisidir. Gebelik ise, artan bazal oksijen tiiketimi ile sonuglanan
dinamik degisiklikler ile karakterizedir (Ademuyiwa ve ark., 2007). Gebeligin
baslarinda, plasenta hipoksik bir ortama sahiptir ancak olgunlastikca ve
vaskiilarizasyonu gelistik¢e oksijen agisindan zengin bir ortama doniisiirken igerdigi bol
miktarda mitokondri de ROS f{iretir. Her ne kadar antioksidan enzim sayist ve
aktivitesindeki artis oksidatif stresi dengelemeye caligsa da, gebelik sirasinda serum
ROS diizeyi kontrol kosullarina gore anlamli diizeyde yiiksektir (Ademuyiwa ve ark.,
2007; Marin ve ark., 2020). Preeklampsi hastalarinda ise ROS artis1 daha dramatik
sekilde gozlenmekle birlikte hastaligin patogenezinde 6nemli yer tutar (Chiarello ve
ark., 2020). Eritrositlerde ise, gebelik kosullarinda kontrol kosullarina kiyasla glutatyon
peroksidaz enzim aktivitesinin daha yliksek; stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin ise
daha diisiik oldugu bulunmustur (Marin ve ark., 2020) Diger taraftan, oksitlenebilen ve

ROS iireten tiyoller ile lipidlerin oksidasyonu ile olusan lipid peroksidasyon iiriinleri de
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gebe bireylerden elde edilen eritrosit lizatlarinda kontrol kosullarina kiyasla daha
yiiksektir. Bu artisin 6zellikle ikinci trimestrden itibaren dikkat c¢ekici oldugu
vurgulanmistir (Uotila ve ark., 1993). Calismamizda, eritrosit i¢i ROS seviyeleri
Ol¢iilmemis olmasi arastirmanin eksik yonlerinden biridir. Ancak bunun disinda bu
calismanin sonuglari, gebelik kosullarinda eritrositlerde arjinaz aktivitesinde artis ve
eNOS aktivitesi ile NO iiretim kapasitesinde ise diisiis oldugunu gostererek eritrositlerin

gebelikte gozlenen oksidatif stres artisina katki saglayabilecegini diisiindiirmektedir.

ATP, hiicresel etkilerini hiicre membraninda yerlesmis purinerjik reseptorler lizerinden
gosterir. Bu reseptorlerin iyonotropik P2X ve metabotropik P2Y olmak {izere 2 adet
subtipi bulmaktadir (Burnstock, 1976, 2001). Bu reseptor subtiplerinin kullandig hiicre
ici yolaklar da farklilik gosterir. P2X reseptorleri, iyon kanallar1 olarak hiicreye baslica
Ca*? girisine neden olurken; P2Y reseptorleri G-protein bagh reseptorlerdir ve etkilerini
ikincil mesajcilar araciligi ile gosterirler. Hiicre tipine goére ATP etkilerine aracilik eden
purinerjik reseptor subtipleri degisiklik gostermekle birlikte, bugiine kadar eritrositlerde
purinerjik reseptorler arasindan P2X1, P2X4, P2X7 ve P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6,
P2Y13’iin varh@ gosterilmistir (Hoffman ve ark., 2004; Wang ve ark., 2005). insan
eritrositlerinde yapilan az sayida ¢aligmada ise, 6zellikle P2X1, P2X7, P2Y1 ve P2Y2
reseptOrlerinin digerlerine gore daha yiiksek seviyede ifade edildigi belirtilmektedir
(Sluyter ve ark., 2004; Tanneur ve ark., 2006). insan eritrositlerinde en fazla ¢alisilan
purinerjik reseptor subtipi olan P2X7’nin eritrositlerde ATP aracili EET salinimi, hiicre
yiizeyine fosfotidilserin ekspozisyonu ve hiicre icine Na*?alimmin artisina neden
oldugunu gosteren ¢alismalar vardir. Calismamizda purinerjik reseptorlerin inhibisyonu
amaciyla genel purinerjik reseptor inhibitorii olan Suraminin kullanilmasi planlanmistir.
Ancak caligmalarimizda, Suramin uygulanan damar segmentlerinde ATP’den bagimsiz
gevseme yanitlari izlenmistir. Bu durum literatiirde Suraminin reseptor bagimsiz etkileri
seklinde agiklanmaktadir. Bu nedenle arastirmamizin devaminda bir diger purinerjik
reseptor antagonisti PPADS kullanilmistir. PPADS, P2X reseptorlerine yiiksek afinite
gosteren bir purinerjik reseptor antagonisti olarak gegmektedir (Ziganshin ve ark., 1994).
Deneylerimizin sonuglari, P2X reseptor inhibisyonunun Krebs Soliisyonu ve Gebe
Eritrosit Siispansiyonu varliginda ATP aracili gevseme yanitlarina anlamli bir etkisinin

olmadigimi gostermistir (Sekil 4.11,4.13). Bu sonuglar, ATP’nin aorta endotel
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hiicrelerindeki etkisinin P2X reseptorlerinden bagimsiz oldugunu gostermektedir.
Nitekim, daha Once aort segmentlerinde yapilan calismalar da ATP’nin neden oldugu
vazodilatasyona P2Y reseptorlerinin aracilik ettigini gostermistir (Chinellato ve ark.,
1992). Saglikli eritrosit siispansiyonunun bulundugu kosullarda ise, P2X inhibisyonu
ATP aracili vazodilatasyon yanitinda azalma egilimine neden olsa da; bu etki
istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 4.12). Bu sonuglar, ATP’nin eritrositler
varliginda aorta segmentlerinde olusturdugu vazodilatasyon yanitina P2X reseptorlerinin
anlaml bir katkisinin olmadigini, bu etkinin P2Y reseptorleri araciligi ile olabilecegini
gostermektedir. Damar gvseme yanitlari ile uyumlu olarak, eritrositlerde ATP aracilt NO
artis1, P2X reseptor antagonisti varliginda azalma egiliminde olsa da; bu etki istatistikel

olarak anlamli bulunmamustir. (Sekil 4.20,4.21,4.27,4.28)
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug¢ olarak, bu calismanin bulgulari, ATP aracili vazodilatasyon yanitinda endotel
kaynakli NO ile birlikte eritrosit eNOS enzimi tarafindan iiretilen NO’nun da rol aldigin1
ilk defa gostermistir. Bulgularimizin, kan akiminin lokal kontroliinde 6nemli bir yeri
olan ATP aracili vazodilatasyon mekanizmasina eritrosit penceresinden yeni bir katki
saglayacagini umuyoruz. Ote yandan ¢alismamiz, eritrosit eNOS enzim aktivitesinin
gebelik kosullarinda kontrol kosullarindan farkli sekilde diizenlendigini ortaya
koymustur. Buna gore, gebelik siiresince eritrosit arjinaz aktivitesinde artis olurken,
eNOS aktivitesinde ve NO {iretim kapasitesinde diisiis gozlenmektedir.  Gebelik
kosullarinda, endotel hiicrelerinde bulunan eNOS enziminin aksine eritrosit eNOS enzim
aktivitesinde diistis olmasi, eritrosit eNOS aktivitesinindeki azalmanin gebelik
kosullarinda total NO seviyesinin ve hipotansiyona yatkinligin sinirlandirilmasinda
onemli bir mekanizma olabilecegini diisiindiirmektedir. Ote yandan, gebelik
kosullarinda eritrosit arjinaz aktivitesinde gozlenen artis, gebelige bagli oksidatif stres
artisina da katki sagliyor olabilir. Bu yoniiyle bulgularimizin, eritrosit eNOS enziminin
bazal kosullarda ve gebelik kosullarinda fizyolojik 6nemi agisindan temel bilgilere katki

saglayacagini umuyoruz.
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