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OZET

insan Eritrositlerinde Rho/Rho-Kinaz Sinyal Ileti Mekanizmasinin
Fonksiyonel Onemi

Eritrositlerin mikrokapillerlerden gecerek oksijeni tasiyabilmeleri onlarin
deformabilite yetenekleri sayesinde olmaktadir. L-arginin/NO yolagi, sAMP ve
sGMP, cesitli protein kinazlar gibi birtakim sinyal yolaklarimin ve ikinci
mesajcilarilarin eritrosit deformabilitesinde rol aldiklar1 bilinmektedir. Eritrosit
deformabilitesinin, kalitsal eritrosit membran hastaliklarinda, orak hiicre anemisi
ve talasemiler gibi hemoglobinopatilerde de azaldig: bildirilmektedir. Ancak diiz
kas ve kas olmayan hiicrelerde hiicre sekil degisiklikleri, aktin hiicre iskeleti
reorganizasyonu gibi olaylara katkis1 olan Rho/Rho-kinaz yolaginin
eritrositlerdeki fonksiyonel onemi tam olarak ortaya konmamakla birlikte
eritrositlerin deformabilite bozukluguna Kkatkisi da bilinmemektedir. Bu
calismada, eritrositlerde Rho/Rho-kinaz sinyal ileti mekanizmasimin fonksiyonel
onemini ve orak hiicre anemisinde deformabilite bozukluguna katkisini inceledik.

Bu amacla saghkh donér eritrositlerinde, RhoA ve Rho-kinaz (ROCK-2)
enzim ekspresyonlart Western-blot yontemi ile arastirildi. Rho aktivatorii oldugu
bilinen lizofosfatidik asit (LPA, 10° M) ve sfingozin 1 fosfat (S1P, 10° M)
varhginda ve yoklugunda, bazal ve mekanik stres ile indiiklenmis sartlarda ROCK
enzim inhibitorleri Y-27632 ve fasudil’in (107-10* M) eritrositlerin
deformabilitelerine etkisi LORCA ektasitometre ile degerlendirildi. ilaveten, LPA
ve mekanik stres deneylerinde RhoA aktivasyonlar,, kolorimetrik G-LISA
aktivasyon Kiti ile ol¢iildii. Ayrica orak hiicre anemili hastalarin eritrositlerinin, Y-
27632 (107-10 M) varhiginda ve yoklugunda deformabiliteleri 6l¢iildii ve sodyum-
metabisiilfid ile indiiklenen eritrosit oraklagsmasi iizerine Y-27632’nin -etKkisi,
mikroskobik fotograflama yontemi ile hiicre sayimi yapilarak degerlendirildi.

Western-blot analizi ile eritrositlerin RhoA ve ROCK-2 proteinlerini eksprese
ettigini gosterildi. LPA (10° M) eritrosit deformabilitesini bozarken, GTP-RhoA
diizeylerini azaltti. ROCK inhibitorleri, Y-27632 ve fasudil (107-10* M), ise tek
baslarina deformabiliteyi bozarken, LPA’in deformabilite bozucu etkisine ilave bir
katki yapmadi. Bir baska membran lipidi S1P (10°° M) eritrosit deformabilitesini
degistirmedi. Subhemolitik mekanik stres, eritrosit deformabilitesini ve RhoA
protein aktivasyonlarimi azaltti. Ancak mekanik stres ve ROCK inhibitorleri
kombinasyonu ilave bir bozukluk olusturmadi. Orak hiicre anemili donérlerde ise
eritrosit deformabiliteleri, saghklh dondrler ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak azaldi ancak, Y-27632, orak hiicreli eritrositlerin deformabilite degerlerinde
herhangi bir degisiklik olusturmadi. Ote yandan, hasta eritrositlerinin sodyum
metabisiilfid ile indiiklenen oraklasma oranlarmm 107 M konsantrasyonda Y-
27632, 30. dakikada arttinnrken daha yiiksek konsantrasyonlarda ve farkh
siirelerde (15, 60, 90. dakikalarda) oraklasma yiizdelerini degistirmedi.
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Bulgularimiz, indirekt olmakla beraber, Rho/ROCK yolaginin insan
eritrositlerinde deformabiliteye katki saglayabilecegine isaret etmektedir. Diger
taraftan ROCK enzim inhibisyonunun, orak hiicre anemisi olan hastalardan elde
edilen eritrositlerin deformabilitesine ve oraklasma oranlarina etkisinin olmadigim
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Eritrosit, Rho/Rho-kinaz sinyal ileti yolagi, Y-27632, Fasudil,
Deformabilite, Orak Hiicre Anemisi
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ABSTRACT

The Functional Significance of Rho/Rho-Kinase Signal Transduction Mechanism
in Human Erythrocyte

Erythrocyte deformability allows the passage of erythrocytes through
microcapillaries to carry the oxygen. It has been known that several pathways and
second messangers, namely L-arginin-NO pathway, cAMP, cGMP and various
protein kinases take roles in erythrocyte deformability. Erythrocytes deformability
is known to be decreased in hereditary erythrocyte membrane disorders and
hemoglobinopathies such as sickle cell anemia and thalassemia. However,
functional significance of Rho/Rho-kinase pathway, which contributes cell shape
changes and the reorganization of actin cytoskeleton in both smooth muscle and
non-muscle cells, has yet to be explored in erythrocytes. In addition, there is no
information about the contribution of this pathway to erythrocyte deformability.
In this study, we aimed to investigate the functional significance of Rho/Rho-kinase
signal transduction mechanism in human erythrocyte and the contribution of
deformability in sickle cell anemia.

For this purpose, the expressions of RhoA and Rho-kinase (ROCK-2)
proteins in erythrocytes from healthy donors were detected by Western-blotting.
Influences of Rho-kinase inhibitors, fasudil and Y-27632 (107-10* M) on
erythrocyte deformability was determined by LORCA ektacytometry in the
presence or absence of known Rho activators lysophosphatidic acid (LPA, 10° M,
1-15 min) and sphingosine 1-phosphate (S1P, 10° M, 5 min) also in basal and
mechanical stress induced conditions. The activation of RhoA in LPA and
mechanical stress series were evaluated by colorimetric G-LISA activation assay
kit. On the other hand, the deformability of sickle cells was tested both in the
presence and absence of Y-27632 (107-10* M). The effect of Y-27632 on
erythrocyte sickling rate induced with sodium-metabisulfide was tested by
counting the cells by microscopic photography.

RhoA and Rho-kinase (ROCK-2) protein expressions were demonstrated by
Western-blotting. LPA (10° M) reduced the deformability with the concomitant
RhoA-GTP reduction. Rho-kinase inhibitors Y-27632 and fasudil also decreased
deformability, but had no effects on LPA-induced reduction of deformability. S1P,
another member of membrane lipids, did not alter the deformability. Moreover,
reduction in erythrocyte deformability and RhoA inactivation were induced by
subhemolitic mechanical stress but preincubation with ROCK inhibitors did not
change the effect of mechanical stress.

Moreover, reduction in erythrocyte deformability and RhoA inactivation

were induced by subhemolitic mechanical stress but preincubation with ROCK
inhibitors did not change the effect of mechanical stress.

XX



Erythrocyte deformability was significantly decreased in sickle cell anemias
when compaired with healthy donors. However, Y-27632 had no effect on the
deformability of sickle cells. On the other hand, Y-27632 (107 M) increased the
sickling rate induced by sodium-metabisulfide at 30 minute but had no effect with
higher consantrations at various time periods (15, 60, 90 min).

Our findings, although indirectly, imply that Rho/Rho-kinase pathway could
contribute deformability in human erythrocytes. On the other side, there is no
effect of Rho-kinase enzyme inhibition on the deformability and sickling rate of
sickle cells.

Key Words: Erythrocyte, Rho/Rho-kinase Signal Transduction Pathway, Y-27632,
Fasudil, Deformability, Sickle Cell Anemia
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1. GIRIiS

Insanlarda ve diger canlilarda yasamsal fonsiyonlarm devamlili1 igin en dnemli
ihtiyaclardan biri oksijendir. Oksijen solunum havasi ile alinarak kapillerler yolu ile
kana gecer ve hemoglobine baglanarak eritrositler tarafindan dokulara ulastirilir.
Eritrositler bu anlamda oksijen tasimak i¢in 6zellesmis hiicrelerdir. Yaklasik 7-8
p capida, yuvarlak, ortalarinda santral bir solukluk bulunan ve bikonkav diskoid
gortintiide olan bu kan hiicreleri, ¢ekirdek, mitokondri ve ribozom gibi organelleri
icermezler. S6zkonusu sitoplazmik organellere sahip olmayan eritrositler protein sentezi
yapamaz, mitokondri ile iliskili oksidatif reaksiyonlar1 gergeklestiremez ve mitoza
ugrayamazlar. Bdylece eritrositler, protein ve elektrolitleri g¢evreleyen basit bir
membrandan ibaret olarak tanimlanabilirler. Sitoplazmik proteinlerin % 95’inden
fazlasin1 hemoglobin (Hb) olusturur. Eritrositlerin sahip olduklar1 bikonkav disk sekli,
fonksiyonlarm siirdiirebilmelerini saglar. Bu 6zel sekil sayesinde, hiicre yiizey alaninin
hacmine orani miimkiin olan en yiiksek degere ulagsmakta ve bdylece gaz transferi
kolaylasmaktadir. Ayrica bikonkav disk yapisinin, kiireye gore sekil degistirme
yeteneginin (deformabilitesinin) daha fazla olusu eritrositlerin mikrodolasimda optimal

hareketlerinin saglanmasina katkida bulunmaktadir (1,2).

Eritrositlerin normal fizyolojik durumlarda s6z konusu deformabilite 6zelligi
mikrosirkiilasyonda membran yapisinin bozulmasint Onler. Eritrositler, yasamlar1
boyunca dokulara oksijen tasima sirasinda yapisal bozukluga ugramadan, maruz
kaldiklar1 mekanik zorlamalarin iistesinden gelmek zorundadirlar. Yapilan calismalar,
eritrositlerin ciddi deformasyonlardan korunmalarinda, hiicre yiizey alani/voliim
oraninin, intraselliler hemoglobin konsantrasyonunca olusturulan stoplazmik
vizkositenin ve membrana ait deformabilite yeteneginin en dnemli faktorler oldugunu

gostermiglerdir (2).

Bu ozellikleri sayesinde eritrositler kendi caplarindan ¢ok daha kiiciik c¢aplh
kapiller =~ dolasimda  rahathikla  dolasarak  dokularin  oksijen  ihtiyacini

karsilayabilmektedir. Eritrosit membran yapisinda bulunan membran lipidleri ve



proteinleri bikonkav disk formunda hiicre seklinin korunmasina ve hiicrenin sekil
degistirme yetenegine dnemli bir katki saglamaktadir (1). Eritrositlerin deformabilite
ozellikleri bircok faktoriin etkisiyle degisiklige ugrayabilir. S6z konusu degisim
deneysel olarak saglanabildigi gibi cesitli fizyolojik ve patolojik durumlarda da
gerceklesebilmektedir.

Kalitsal sferositoz, kalitsal eliptositoz ve kalitsal stomatositoz gibi kalitsal eritrosit
membran hastaliklarinda, orak hiicre anemisi ve talasemiler gibi hemoglobinopatiler ile
diyabet ve hipertansiyon gibi sistemik hastaliklarda eritrosit deformabilitesinin azaldigi

yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (2, 3, 4, 5, 6).

Eritrosit membrani ile iliskili enzimlerin de eritrosit sekil ve deformabilitesinin
diizenlenmesinde 6nemli rolleri oldugu bilinmektedir. Eritrosit deformabilitesine katki
saglayan hiicre ici sinyal yolaklariyla ilgili heniiz ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir.
Bu baglamda L-arginin: NO yolagi, aktin, a ve B spektrin, addusin ve demantin gibi
membran proteinleri, Na-K ATPaz Ca®’-Mg*"ATPaz gibi iyon pompalar, SAMP ve
sGMP gibi ikincil ulaklar, eritrosit deformabilitesine dolayli ya da dolaysiz katki
saglamaktadirlar (1, 7, 8, 9, 10). Diger taraftan bazi protein kinazlarin, fosfoserin,
fosfotreonin ve fosfotirozin baglarmi olusturmak suretiyle membran proteinlerini
fosforilleyerek membran deformabilitesinin azalmasmna neden olabilecegi tahmin
edilmektedir (10). Ancak yeni bir sinyal ileti mekanizmasi olan Rho/Rho-kinaz

yolaginin eritrosit hiicre fonksiyonlarina olan katkis1 heniiz arastirilmamaistir.

Diger taraftan hiicre i¢i sinyal ileti mekanizmalarinda rol oynayan G proteinleri
(GTPazlar) heterotrimerik G proteinleri ve kiiciik G proteinleri olmak {izere iki grupta
incelenmektedir. Heterotrimerik G proteinleri hiicre membraninda bulunan ve hiicre
icine sinyal iletiminde rol alan molekiiler yapilardir. Kiiciik G proteinleri ise diisiik
molekiil agirligmma sahip (20-40 kDa) tiim okaryotik hiicrelerde mevcut olan bir grup
proteindir. Ras siiperfamilyasina ait bu proteinler Ras, Rho/Rac/Cdc 42, Rab, Sarl/Arf

ve Ran protein alt siniflarmi icermektedir (11, 12, 13).



Kiiciik G proteinleri bircok hiicresel fonksiyonu regiile ederler. Ornegin Ras
ailesine ait proteinlerin, gen ekspresyonunu, Rho proteinlerinin (Rho/Rac/Cdc42) hiicre
iskeleti reorganizasyonunu ve gen ekspresyonunu, Rab ve Sarl/Arf proteinlerinin
intraselliiler vezikiil trafigini ve Ran proteinlerinin ise G;, S ve G; fazlarinda
niikleostoplazmik transport ile M fazindaki mikrotiibiil organizasyonunu diizenledigi

bildirilmistir (14).

Rho ailesi proteinleri farkli gruplarda katagorize edilen yaklasik 22 tane iiyeye
sahiptir. Bunlar, Rac (Racl-3, RhoG), Cdc42 (Cdc42, TC10, TCL, Chp, Wrch-1), Rho
(RhoA, RhoB, RhoC), RhoD (RhoD ve Rif), RhoH/TTF, RhoBTB (RhoBTBI1 ve
RhoBTB2), Rnd (Rnd1, Rnd2, Rnd3/RhoE) ve Miro (Miro-1 ve Miro-2)’dur (15).

RhoA, viicutta en fazla eksprese edilen ve en ¢ok calisilan Rho proteini alt tipidir.
Rho A, alt efektorii Rho-kinaz ile etkileserek gerek diiz kasli yapilarda gerekse kas

olmayan hiicrelerde bircok hiicresel fonksiyona aracilik etmektedir (16).

Rho/Rho-kinaz yolagmin stres fibrillerinin olusumu, sitokinez ve hiicre
migrasyonu, aktin hiicre iskeleti reorganizasyonu, proliferasyon, hipertrofi, hiicre sekil
degisikligi, trombosit agregasyonu, lenfosit ve fibroblast adezyonu, diiz kas kasilmasi,
gibi degisik hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynadigi bildirilmistir (17, 18,
19). Ote yandan vas deferens, gastrik fundus, iireter ve safra kesesinin fizyolojik
fonksiyonlarinda ve bunlara ilaveten agr1 iletiminde ve olusumunda, ayrica
epileptogeneziste Rho/Rho-kinaz sinyal ileti mekanizmasinin roliiniin oldugu
gosterilmistir (20, 21, 22, 23, 24, 25, 26). Bunun yanisira Rho/Rho-kinaz yolaginin
vazokonstriiksiyon, hipertansiyon, koroner arter spazmi, kanser invazyonu, kalp ve
karaciger gibi organlarda iskemi-reperflizyon hasarlanmasi, akcigerde doku
hasarlanmas1 gibi patolojik siire¢lerde rol oynadig1 gosterilmistir (27, 28, 29, 30, 31, 32,
33).

Bircok dokuda aracilik ettigi hiicresel fonksiyonlar ve neden oldugu patolojik
durumlarin ortaya kondugu bu sinyal ileti mekanizmasinin, ek olarak kanin sekilli

elemanlarindan trombosit, notrofil ve lenfositlerin kemotaksisinde ve hiicre membrani



sekil degisikliklerinde buna ilaveten mast hiicrelerin salgilama fonksiyonunlarinda da

kritik rolleri oldugu bildirilmistir (34, 35, 36, 37).

Ote yandan Rho proteinlerinin eritrositlerde de sitozolik ve membranal
fraksiyonlarda eksprese edildigi ve sitozolik fraksiyondaki Rho A’nin guanozin trifosfat
(GTP) ile baglanarak membrana transloke olabildigi gosterilmistir (38). Ancak, RhoA
proteinin alt efektorii olan Rho-kinaz enziminin eritrositlerde ekspresyonu ve Rho/Rho-
kinaz yolaginm eritrositlerdeki fizyolojik ve patolojik olaylardaki katkisi heniiz net

olarak ortaya konmamustir.

Bundan dolayi, bu calismada, insan eritrositlerinde Rho/Rho-kinaz sinyal ileti
mekanizmasinin fonksiyonel 6nemini incelemeyi amagladik. Bu amagla Oncelikle
saglikli dondr kanlarindan izole edilen eritrositlerde RhoA ve Rho-kinaz (ROCK-2)
enzim ekspresyonlarint Western-blot yontemi ile inceledik. Ayrica, Rho/Rho-kinaz
yolaginin eritrosit fonksiyonlarina katkismi lizofosfatidik asit ve sfingozin 1 fosfat
varlifinda ve yoklugunda, mekanik stres ile indiiklenmis sartlarda ve kalitsal bir
eritrosit hastaligi olan orak hiicre anemisinde incelemeyi amagladik. Bunun i¢in gerek
sagliklt dondrlerden gerekse orak hiicre anemili hastalardan kan alarak eritrositler izole
edildi. Daha sonra Rho-kinaz enzim inhibitorleri Y-27632 ve fasudil’in s6z konusu
kosullarda eritrositlerin sekil degistirebilme yetenekleri (deformabiliteleri) lizerine etkisi
bir ektasitometre kullanarak ¢esitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile
degerlendirildi. Bunlarin disinda, lizofosfatidik asit ve mekanik stres uygulanan
deneylerde Rho-GTP aktivasyon deneyleri yapilarak RhoA protein aktivasyonlari
olciildii. Ote yandan bir diger deney grubunda ise orak hiicre anemili hastalardan elde
edilen eritrositlerde oraklagsma yiizdeleri sodyum-metabisiilfid ile oraklasma testinde

bazal sartlarda ve Rho-kinaz enzim inhibitorii Y-27632 varliginda degerlendirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Eritrositler

Ortalama bir kisinin kilogram basmna yaklasik 70 ml (70ml/’kg) veya 70 kg.lik
birinin yaklasik 5 It. kan1 vardir. Asag1 yukari kan voliimiiniin % 50-60’1 s1v1 geri kalan1
ise hiicrelerden olugmaktadir. Plazma adi verilen sivi komponentin yaklasik % 90’1
sudur. Geri kalan % 10’u i1yonlar, glikoz, aminoasitler ve diger metabolitler, hormonlar
ve ¢esitli proteinlerden olusur. Serum, plazma koagiilasyon faktorleri ve fibrinojenin
uzaklastirilmasindan sonra geriye kalan kisimdir. Kan hiicreleri eritrositler (kirmizi kan
hiicreleri), lokositler (beyaz kan hiicreleri), ve trombositler (kan pulcuklari) olarak

ayrilabilir (39).

Eritrositler ilk kez 17. yiizyilda Leeuwenhoek tarafindan tanimlanmiglardir. Aym
yilizyilda Lemery kanda demirin varligini gosterdi. 1851 yilinda ise Funke hemoglobini
kristal formunda kandan izole etti. 20. ylizyiln sonlarina dogru ise eritrosit
hemoglobininin oksijen tagimada gorevli oldugu bildirildi. Eritrositler diger adi ile
alyuvarlar temel gorevi solunum gazlarinin de§isimi olan basit yapili ileri derecede
zellesmis hiicrelerdir. Ortalama hacimleri yaklasik 80-100 femtolitre (fL) (1fL=10"°
litre) arasinda, ortalama yiizey alan1 140 pm” olan eritrositler kemik iliginde iiretilirler
ve periferik dolasima katilmadan 6nce c¢ekirdeklerini kaybederler (1). Diger organelleri
de dolasimda birkag giin i¢inde kaybolur. Cekirdek, mitokondri, ribozomlar gibi
sitoplazmik organellere sahip olmayan eritrositler protein sentezi yapamaz, mitokondri
ile iliskili oksidatif reaksiyonlar1 gerceklestiremez ve mitoza ugrayamazlar. Boylece
eritrositler, protein ve elektrolitleri ¢evreleyen basit bir membrandan ibaret olarak
tanimlanabilirler. Sitoplazmik proteinlerin % 95’inden fazlasini hemoglobin (Hb)
olusturur. Eritrositlerin sahip oldugu bikonkav disk sekli, fonksiyonlarini
stirdiirebilmeleri i¢cin ¢ok uygundur. Bu 6zel sekil sayesinde, hiicre yilizeyinin hacmine
orant mimkiin olan en yiiksek degere ulagmakta ve bdylece gaz transferi

kolaylasmaktadir. Ayrica bikonkav disk yapismin kiireye gore sekil degistirme



yeteneginin daha fazla olusu eritrositlerin mikrodolasimda optimal hareketlerinin

saglanmasima katkida bulunmaktadir (2).

Eritrositler, oksijeni akcigerlerden dokulara tasir ve dokulardan da karbondioksiti
disar1 atilacagr akcigere geri getirirler. Toksik bir madde olan oksijeni (O;)
tastyabilmelerine karsin diger hiicrelerden farkli olarak bu maddeyi enerji liretiminde
kullanamazlar.  Hiicre i¢gi  potasyum  konsantrasyonunu  yiiksek  sodyum
konsantrasyonunu ise diisiik tutmak zorundadirlar (bu durum enerji kullanimmi

gerektirir).

Eritrositler kanda en ¢ok goriinen hiicrelerdir. Normal eritrosit sayis1 yaklasik
mikrolitrede 4,5-6 milyondur. Eritrosit 6l¢iimiinde kullanilan parametreler: hemoglobin
(gr/dl), hematokrit (Hct) veya eritrosit voliimii (viicuttaki total kan hacmi i¢indeki

eritrosit hacminin ylizdesi) ve eritrosit sayisi (milyon/ml) cinsindendir.

Ortalama 120 giin 6mrii olan eritrositlerin hergiin yaklasik % 1’1 yenilenir. Geng
eritrositler riboniikleik asit (RNA) igermeleri nedeniyle fark edilirler. Metilen mavisi
gibi 0zel boyalarla retikiilin adi1 verilen RNA agregatlar1 goriilebilir. Bu agregatlar
iceren geng eritrositlere retikiilosit ad1 verilir ve ¢evresel kan yaymalarinda retikiilositler
net olarak ayirt edilmeyebilir ancak bu hiicreler yash eritrositlere gore biraz daha koyu

mavi boyanirlar. Bu goriiniim polikromazi olarak adlandirilir (39).

2.1.1. Eritrosit Yapim (Eritropoezis)

Dolasimdaki eritrositler ve kemik iligindeki eritroid onciiller dahil olmak {izere
eritroid hiicrelerin toplamma eritron adi verilir (39). Eriskin ve saglikli bir insanda
eritropoezis kemik iliginde olur. Eritroid onciiller CFU-GEMM (Colony Forming Unit)
[Koloni olusturan {init-Granulosit Eritroid Monosit Megakaryosit]’den koken alirlar.
Eritroid diziye yonlenmis en erken progenitdr hiicre “bursa forming unit erythroid” dir
(BFU-E). Bunu “colony forming unit-erythroid” CFU-E takip eder. Eritrosit oncii

hiicrelerinin kemik iliginde ilk tanmani proeritroblasttir. Proeritroblastin stoplazmasi



bazofilik olup, ¢ekirdek ince bir kromatin aga sahiptir. Cekirdekte bir veya daha fazla
sayida cekirdekcik bulunur. Elektron mikroskobunda sitoplazmada bol miktarda
poliribozom, mitokondri, endoplazmik retikulum ve ferritin molekiilleri oldugu
gosterilmistir. Her bir proeritroblasttan iki adet bazofilik eritroblast olusur. Bunlarin
sitoplazmalar1 bazofilik olup, cekirdek kromatin agi kabalasmis ve c¢ekirdekgikler
kaybolmustur. Her bir bazofilik eritroblasttan boliinme yolu ile 4 adet polikramatofilik
eritroblast olusur. Bu hiicrelerde kromatin kiimeler halinde toplanmis, sitoplazma
bazofilisini kaybetmeye baslamistir. Sitoplazma c¢ogu kez polikromatofilik olarak
boyanir. Hemoglobin sentezi bu asamada baslar. Polikromatofilik eritroblastlar olusur.
Daha sonra sitoplazma asidofilik olup ¢ekirdek piknotik hale gelir ve ortokromatofilik
normoblast olusur. Olgunlagsmaya devam eden hiicrelerden cekirdek disar1 atilir ve
hiicrede az miktarda RNA artiklar1 kalir. Bu donemdeki hiicrelere de retikiilosit denir.
Retikiilositler yaklasik 3 giin kemik iliginde ve 1 giin periferik kanda kaldiktan sonra 4.
giin olgun eritrosite donerler. Retikiilositler normal boyama yontemleri ile goriilmezler.
Ancak birillant krezil mavisi gibi supravital boya yontemleri ile taninabilirler. Normal
retikiilosit degeri % 0.02-2 arasinda degisir. Sonu¢ olarak her bir proeritroblasttan
ortalama 16 adet eritrosit olusur. Eritropoeze etki eden maddelere bakacak olursak
normal bir eritropoez i¢in 4 dnemli maddeye gereksinim vardir. Bunlar eritropoetin,
demir, vitamin B12 ve folik asittir. Bunlara ilaveten vitamin B6, pantotenik asit,
nikotinik asit, E vitamini, bakir, kobalt, ¢cinko gibi maddelerde eritropoeze katkida

bulunur (40).
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Sekil 2.1. Eritropoezis (41)

Eritropoezis, Eritropoeitin (EPO) tarafindan kontrol edilen bir progestir. 1950°de

Erslev tarafindan “kirmizi hiicre stimiile edici faktor” olarak ilk kez tanimlanmistir.



Yapist % 60 aminoasid, % 40 karbonhidrattan olusmaktadir. EPO geni kromozom 7
iizerinde yer alir. EPO, bobrek peritiibiiler hiicreleri ve karaciger hepatositlerinden
sentezlenir. Bobrekte sentezi daha fazladir. EPO mRNA’s1 bobrek, karaciger, intestinal
hiicreler, noronlar, kardiyomiyositler ve endotel hiicrelerinde gosterilmistir. EPO
etkisini eritropoetik hiicreler tizerinde gerceklestirir. Bu eritroid seri progenitor hiicreleri

BFU-E, CFU-E ve eritrosit prekiirsor hiicreleri olan proeritroblastlar ve eritroblastlardir.

2.1.2. Eritrositin yapisal ozellikleri

2.1.2.1. Eritrositin sekli

Eritrositler yaklasik 7-8 pm capinda, bikonkav disk seklindedir. Bikonkav disk
sekli eritrositlerin kapiller ve kii¢iik kan damarlarindan gecisini kolaylastirir. Bikonkav
sekil eritrositlerin ylizey hacim oranmin yiiksek olmasini saglar; bu sekilde gaz
alisverisi kolaylasir. Kapillerlerden gegebilecek esneklikte olmalari ve yliksek kan
basinglarinda kan akiminin yol acacagi yiiksek akim streslerine (shear stres) karsi
dayaniklt olmalar1 gereklidir. Mikroskop altinda incelendiginde eritrositler daire
seklinde goriiliir; merkezlerinde hiicre ¢apiin yaklasik 1/3’1 genisliginde soluk bir alan

(merkezi solukluk) bulunur.

Minimum Ealnlik

0.81£0.35um

Malksimum Kalinlil Tuzey Alant 2
2.58+027um Hacitn 94 £ 141 135 £ 16 um
7.82 % 0.62pm
Cap

Sekil 2.2. izotonik ortamdaki bir eritrositin sematik kesiti (Kaynak 1’den dan modifiye edilerek
almmustir).



Sekil 2.3. Eritrositlerin periferik kanda mikroskopik goriintiisii (42).

2.1.2.2. Eritrosit hiicre iskeleti ve membran yapisi

2.1.2.2.1. Membran Yapisi

Eritrositler dolasimda kaldiklar1 siire icerisinde yapisal biitiinliiklerini devam
ettirirken birgok kez reversibl deformasyonlara maruz kalirlar. Eritrosit membrani
oldukca elastik bir yapiya sahiptir. Maruz kaldig1 sivi streslerine hizli cevap verir ve
yapisal diren¢ anlaminda celikten daha giigliidiir. Bir eritrosit kendi boyunun % 250’si
kadar uzayabiliyorken (lineer ekstansiyon) yiizey hacmindeki % 3-4’liikk bir artis hiicre
lizisine yol acar. Bu nedenle artmis eritrosit deformasyonun en Onemli Ozelligi
membran yiizey alani artislarin1 igermemesidir. Membranm bu 6zelligi kolesterol ve
fosfolipidlerden olusan membran lipidlerinin iskelet proteinleri ile kompozisyonu ile
saglanmaktadir. Bir¢cok hiicre iskeleti proteininin anyonik fosfolipidlerle direkt

etkilesmesi hiicre iskelet aginin lipid tabakaya baglanmasi ile olur.
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Sekil 2.4. Eritrosit membranmin sematik yapisi (2).

2.1.2.2.2. Membran lipidleri

Lipid tabaka agirlik olarak esit miktarlarda kolesterol ve fosfolipidden
olugmaktadir. Kolesterol membranda iki lipid tabaka arasinda esit olarak dagilirken,
membran yapisindaki dort farkli major fosfolipid asimetrik olarak yerlesmistir. Eritrosit
membran lipidlerini esterlesmemis kolesterol (% 47.1), fosfolipidler (% 49.5) ve
glikolipidler olusturur. Membran fosfolipid igeriginin biiyiik kismini fosfatidilkolin (%
30), sfingomyelin (% 25), fosfatidiletanolamin (% 28) ve fosfatidilserin (PS) (% 14)
olustururken, kalan % 2-3’lik kismi fosfatidik asit, fosfatidilinozoitol 4-fosfat ve
fosfatidilinozoitol 4,5-difosfattan ibarettir. Bu fosfolipidler membranmn iki lipid
tabakasinda asimetrik olarak yerlesmis olup, kolin iceren nétral fosfolipidler olan
fosfatidilkolin ve sfingomyelinin % 75’inden fazlas: lipid tabakasmnin dis katmaninda
% 80’1

fosfatidilserinin tiimii ise i¢ tabakada yerlesmistir. Yag asitlerinin uzunlugu ve

bulunur. Negatif yiiklii fosfolipidler olan fosfatidiletanolaminin ve
doymusluk derecesi zar akigkanligini belirleyen iki Onemli faktordiir. Membran
lipidlerinin ikinci 6nemli kismini1 olusturan kolesterol, fosfolipidlerle etkileserek ortak
yapinin ara jel haline donlismesini saglar. Kolesterol, membran akiskanligini olumsuz

yonde etkileyen lipid komponentidir (1).
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Bir¢ok farkli tipte enerji-bagimli ve enerji-bagimsiz fosfolipid transport proteini
fosfolipid asimetrisinin olusmasi ve devamliligi ile iliskilendirilmistir. Bunlardan
bazilar1 olan “Flippase” lar fosfolipidleri lipid katmanin dis tabakasindan i¢ tabakasina
dogru hareket ettirirken, “Floppase” lar bunun tam tersi yonde konsantrasyon
gradiyentine karst enerji bagimhi bir gsekilde fosfolipid hareketi saglarlar.
“Scramblase”ler 1ise fosfolipidleri konsantrasyon gradiyenti yOniinde enerji
gerektirmeden ¢ift yonli hareket ettirirler. Son yapilan caligmalar kolesterol ve
sifingoliplerle zenginlestirilmis lipid tabakasmin flotillin, stomatin, G proteini igeren
membran proteinleri ve kirmizi hiicre membranindaki 3 adrenerjik resptorlerle iliskili

oldugunu gostermistir (43, 44, 45, 46).

Membran fosfolipidlerinin asimetrik dagilimi, fosfatidil serin ve fosfoinositidlerin
membran i¢ yapragma 6zel lokalizasyonlar1 bir¢ok fonksiyonla iligkilidir. Makrofajlar
dis yiizlerinde PS bulunan eritrositleri tanidigi ve fagosite ettiginden, bu lipidin
membran i¢ yapraginda hapsedilmesi basta dalak olmak tizere retikiiloendotelyal sistem
makrofajlar1 ile karsilasti§1 zaman eritrositlerin hayatta kalmalar1 i¢in gereklidir. Lipid
asimetrisinin kaybolmasi sonucu PS’in dis yapraga ge¢mesinin talasemik ve oraklagmis

kirmiz1 hiicrelerin erken yikimia neden oldugu ileri siiriilmektedir (47, 48, 49).

Ayrica PS’in lokalizasyonunun i¢ tabakayla smirlanmasi normal eritrositlerin
vaskiiler endotele adezyonunu inhibe eder ve boylece mikrovaskiiler dolagimda
sorunsuz bir sekilde dolasmasmi saglar (50). Gerek fosfatidilserin gerek de
fosfatidilinozoitol 4,5-difosfat (PIP2) her ikisi de, hiicre iskeleti proteinleri, spektrin ve
protein 4.1R ile etkilesmelerinden dolayr membran mekanik fonksiyonlarmin
diizenlenmesinde rol oynayabilir (51, 52). Son yapilan calismalar gostermistir ki
spektrinin PS’e baglanmasi membranim mekanik stabilitesini arttirmaktadir (51). PIP,
protein 4.1R’nin glukoforine baglanmasin arttirir; fakat band 3 ile etkilesimini azaltir
ve bu sekilde hiicre membrani lipid tabakasmin membran iskeletine baglanmasini

diizenler (53).

Non-eritroid hiicre sinyalizasyon olaylarinda rol alan lipid tabakalarmin eritroid

hiicrelerde de B, adrenerjik reseptor sinyalizasyonuna aracilik ettigi ve siklik adenozin
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monofosfat (SAMP) diizeylerini arttirarak normal eritrositler icine malarya parazitinin

girigini diizenledigi gosterilmistir (54).

Eritrosit membran glikolipidlerinden en sik bulunani globoziddir. Globozid,
intraselliiler organellerin membranlarinda bulunmayip, sadece eritrosit membraninin bir
komponentidir. Eritrosit glikolipidlerinin yiizey yapilar1 antijenik aktivite gosterir ve

kan gruplart ile iligkilidir (1).

Ote yandan kolesterol, eritrosit membranmin en dnemli nétral lipididir. Okaryotik
hiicrelerin plazma membranlar1 kolesterolden zengin iken, organellerinin membranlar1
bu nétral lipidi daha az oranlarda icermektedir. Serbest kolesterol daha c¢ok eritrosit
membraninin dis tabakasinda bulunur. Serbest kolesterol hiicre membrani ve plazma
fosfolipidleri arasinda iki yol ile degismektedir. Birinci yolda basit denge difiizyonu
gergceklesmektedir. Bir molekiil membran kolesterolii plazmaya gegerken, bir molekiil
plazma kolesterolii membrana gecer. Kolesteroliin ikinci degis-tokus mekanizmasi,
membranlar ve plazma lipoproteinleri arasindaki kolesterol dagilimina baghdir.
Kolesterol hem lipoproteinlerde hem de membranlarda fosfolipidler gibi polar lipidlerin
yardimi ile ¢oziinebilir. Kolesteroliin, membran ve plazma fosfolipidleri arasindaki
dagilimi, kolesterol/fosfolipid orami ile tanimlanir. Kolesterol/fosfolipid oranindaki

degisiklikler membran stabilizasyonunu 6nemli 6lciide etkilemektedir (55).

Eritrositler endojen olarak lipid sentezi yapamadiklart i¢cin membran lipid
komposizyonlari, plazma lipid konsantrasyonundan direkt olarak etkilenir. Eritrosit
membrant ile plazma arasinda kolesterol ve dis tabakada yer alan fosfolipidlerin
degistirilmesi s6z konusudur. Bu degisim bir plazma enzimi, lesitin kolesterol agil
transferaz (LCAT) tarafindan etkilenir. LCAT, lesitinden kolesterole bir yag asidi
transfer ederek kolesterol esteri ve lysolesitin olusturur. Reaksiyonun iki {irtiniide
eritrosit membrani tarafindan alinamaz. LCAT aktivitesinin ¢esitli nedenlerle azalmasi
halinde eritrosit membrani tarafindan alinabilecek serbest kolesterol ve lesitin miktar1
artar. Bunun sonucunda ortaya c¢ikacak membran kolesterol/ fosfolipid orani degisimi
membranin akiskanligimi etkiler. Diger taraftan membranin siirekli kolesterol ve lesitin

kazanmas1 sonucu membran yiizeyi genisler. Tersine LCAT aktivitesi yiiksek olursa
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eritrosit membranindan kolesterol kaybedilir ve membran yiizeyi kiigiildiiglinden

hiicrelerin normal bikonkav diskoid yapilar1 bozulur, kiiresel sekil alirlar (55).

2.1.2.2.3. Eritrosit membran proteinleri

Eritrosit membran proteinleri lipid tabaka igerisine yerlesmis integral
(transmebran) proteinler, membranin i¢ yiizeyinde bulunan ve bir ag yapisi olusturan
iskelet proteinleri ve bu iskelet proteinlerini integral proteinlere baglayarak {i¢ boyutlu
protein yapisini olusturan ve bdylece eritrositlerin olduk¢a karmasik biyoreolojik

davranislarini etkileyen baglayici proteinlerden olusur (56).

Membran proteinleri; transport proteini gorevi yapmak, eritrositlerin diger kan
hiicreleri ve endotel hiicreleri ile etkilesimlerinde adezyon proteini fonksiyonu gormek,
sinyal reseptorii olarak calismak ve diger heniiz tanimlanmamis aktiviteleri nedeni ile
farkli fonksiyonel heterojenite gosterirler (2). Membran proteinleri molekiil agirliklarma

gore poliakrilamid jel lizerinde siralanirlar ve siralamaya gore de adlandirilirlar.

) } Spektrin

<3 m— PAS |

PAS 4> Glikoforin A

5 Aktin — PAS 2
6 G-3PD
7 I PAS3

Sekil 2.5. Eritrosit membran proteinlerinin poliakrilamid jel elektroforezi (1).
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2.1.2.2.3.1. Transmembran Proteinleri

Integral proteinler adi da verilen transmembran proteinler membran lipidleri ile
yaptiklar1 giiclii baglar aracilifiyla membrana tutunurlar. Bu proteinler eritrosit
membranini boydan boya kat ederler. Lipid tabakasinin i¢cinde ve membranin her iki
tarafinda birbirinden farkli yapisal ve fonksiyonel kisimlara sahiptirler. Band 3 ve
glikoforinler bu gruba girerler. Band 3 100 kD molekiil agirliginda bir transmembran

glikoproteinidir. Iki dnemli fonksiyonu vardur:

- Bikarbonat (HCOs") ve klor (CIl') iyon degisimi yaparak anyon kanali veya anyon
degistirici protein olarak gdrev yapar.
- Ankyrin, protein 4.1 veya protein 4.2 ile baglanarak lipid tabakas1 ile membran iskeleti

arasinda iligski kurmada rol oynar.

Band 3 proteininin sitoplazmik par¢asinin N-terminali ankyrin, protein 4.1, protein
4.2, Hb ve baz1 glikolitik enzimlerle baglanirken, C terminali CI-HCO; degisimi i¢in
anyon transport kanali olarak fonksiyon gorir (57). Glikoforinler ise hiicre disi,
intramembranal ve sitoplazmik olmak {izere ii¢ parcadan olusan sialoglikoprotein
yapida membran proteinleridir. Hiicre dis1 parcasi reseptor fonksiyonu goriirken,
sitoplazmik parcasi hiicre proteinleri ile etkilesir. Eritrosit membran proteinlerinin
yaklasik % 2’sini olustururlar. Yapilarinda bulunan sialik asit nedeniyle eritrosit
ylizeyini negatif yiikle yiikleyerek eritrositlerin birbirleriyle ve damar endotelini de

iceren diger hiicrelerle etkilesiminin diizenlenmesinde rol oynarlar (57).

Periyodik asit-Schiff (PAS) boyamalariyla glikoforin A, B, C, D olmak {izere 4
glikoforin band1 tespit edilmistir. Glikoforin A, PAS-2 veya glikoforin a olarak da
bilinen 36 kD molekiil agirligindaki bandtir. Glikoforinlerin % 85’ini olusturur. Protein
4.1 ile glikoforin A arasinda fosfotidilinozitol aracili bir baglant1 vardir ve bu baglanti

iskelet agiin membran lipid tabakasiyla iliskisinde rol oynar (55, 56, 57).

Glikoforin B 1se PAS-3 veya glikoforin 6 olarak da bilinir; 20 kD molekiil
agrhigindadir ve glikoforinlerin % 15’ini olusturur. Glikoforin C, PAS-2 veya
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glikoforin B olarak bilinir. 32 kD molekiil agirhiginda olup glikoforinlerin % 4’iinii
olusturur. Protein 4.1 glikoforin C’ye baglanarak hiicre iskeleti ag1 ile membran lipid
tabakasi arasindaki etkilesimde rol oynar. Glikoforin D, glikoforin y olarak da bilinir. 23

kD molekiil agirliginda olup glikoforinlerin %1 ’ini olusturur.

Ayrica her bir eritrositte, birka¢ yiiz taneden birer milyon kopyaya kadar
bulunabildigi iy1 sekilde tanimlanmis olan elliden fazla transmembran proteinin bir

kismi da transport olayinda rol alir.

Transport fonksiyonu gdésteren membran proteinlerine 6rnek verecek olursak;
- Band-3: Anyon transporter,
- Aquaporin-1: Su transporter,
- Glut-1: Glukoz ve L-dihidroaskorbik asit transporter,
- Kidd antijen protein: Ure transporter,
- RhAG: Gaz transporter (olasilikla karbondioksit),
- Na"-K'-ATPaz,
- Ca**-ATPaz,
- Na'-K'-2CI ko-transporter,
- Na'-CI ko-transporter,
- Na'-K'-ko-transporter,

- K'-CI ko-transporter ve Gardos kanallarindan séz edebiliriz.
Ote yandan bir kisim membran proteini de adezif fonksiyon gosterir ki bunlar
laminin baglayic1 protein Lu ve integrinler ile etkilesime giren ICAM-4 (intracelliiler
adhesion molecule-4) adli proteini igermektedir (2).

2.1.2.2.3.2. Hiicre iskeleti proteinleri

Membranimn stoplazmik yliziine yerlesmis olan bu proteinlere periferal proteinler

de denilmektedir. Iskelet proteinleri membrandan kolayca ayristirilabilirler. Bunlar
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aktin, ankrin, a ve P spektrin, band 4.1 proteini, addusin, dematin (band 4.9),
tropomodulin ve tropomiyozindir (1, 8, 58, 59, 60, 61).

Eritrosit membraninin spektrin ve diger membran iskelet proteinlerinin mekanik
ozellikleri ile iskelet ag yapisina katilan diger proteinlerle etkilesimi, eritrositlerin
reolojik davranmiglarini belirleyen 6nemli faktorlerdir (56). Uzun filament6z yapidaki
spektrinin benzersiz yapisal 6zelligi 106 adet aminoasidin ¢ok sayida iiclii helikal
tekrarlar yapmasidir ki bu tekrar sayis1 o spektrin i¢in 20, B spektrin i¢in 16 tanedir. Ik
kez eritrositlerde farkina varilan bu tU¢lii helikal yapilar, distrofin, aktinin ve utrofin ad1
verilen proteinleri iceren spektrin siiperfamilyasina ait proteinleri tanimlamaktadir (62,

58, 63, 64).

Spektrin eritrosit membraninin major iskelet proteinidir. Spektrinin fosforile olup
olmamas1 ve fosforilasyon derecesinin eritrosit membraninin mekanik 6zelliklerinin

belirlenmesinde anahtar rol oynadigi ileri siiriilmektedir.

Membrandaki sekil degisikligi sirasinda spektrinin molekiil kivrimlar1 agilirken,
diger protein ve baglantilar sikisarak katlanir ve bunun sonucu membran protein aginda
yeniden yapilanma meydana gelmektedir. Meydana gelen bu sekilsel degisim geri
dontistimliidiir. Bu sirada eritrositin geometrik yapisi degisir ancak, ylizey alani sabit
kalmaktadir (55, 65). Sekil degisikligi artiginda, bu artisla orantili olarak bazi spekrin
molekiilleri maksimum dogrusal uzama sinirlarina erisirler. Bu nokta geri doniistimlii

sekil degisikliginin sonudur (65).

Eritrositte sekil degisikligine sebep olan kuvvet daha da arttirilirsa hiicre yiizey
alaninda bir artis meydana gelir ve protein-protein birlesimlerinde kirilmalar ortaya

¢ikarak membran parcalanir (55, 58, 66).

Spektrin dimer etkilesimlerinin uzun siiredir statik oldugu diisliniiliityorken, son
yapilan caligmalar gostermistir ki spektrin tetramerlerinin birbirlerinden ayrilmasi
membran deformasyonu ile indiiklenebilir (67). Ote yandan spektrin molekiilleri bir

aktin oligomeri araciligiyla birbirlerine baglanir. Zayif karakterde olan spektrin-aktin
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baglantilar1 protein 4.1 araciligiyla gii¢clendirir. Addusin, spektrin ve aktin arasindaki bu

baglantiy1 stabilize eden bir diger proteindir (66).

Spektrin dimer-dimer etkilesmesi ve spektrin-aktin-protein 4.1R kompleksi
membran mekanik stabilitesinin anahtar diizenleyicileridir. Ayn1 zamanda eritrositlerin
dolasimda maruz kaldiklar1 yiiksek shear stres sonrasi olusan deformasyonun

indiikledigi membran pargalanmasina kars1 koruyucu etkide kritik rol oynarlar (74).

Bir diger hiicre iskelet proteini Band 5 olarak da tanimlanan aktindir. Aktin uzun
flamentler olusturacak sekilde polimerize olur. Eritrosit aktininin esas gorevi ii¢lii bir
kompleks olusturmak iizere protein 4.1 ve spektrinle etkileserek spektrin molekiillerinin
birbirleriyle ve iskelet agiyla baglantisin1 kurmak ve bu sayede eritrositlerin sekil

degistirmesine katkida bulunmaktir (55, 56).

Aktin B-spektrinin N-terminal ucu ile zayif bir bi¢imde etkilesirken bu etkilesim
protein 4.1R tarafindan onemli 6lglide arttirilir (68). Eritrosit membraninda bulunan
aktin flamentleri 14 ila 16 adet aktin monomerinden olusmakla birlikte uzunluklar
olasilikla tropomiyozin tarafindan diizenlenmektedir. Addusin ve tropomodulin aktin
flamentinin zit uglarma baglanir. Baglanti kompleksinde aktini sarmalayan protein
dematinin fonksiyonu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Dematin eritrosit membran
iskeletinin aktin baglayic1 ve sarmalayict bir fosfoproteinidir. 48 ve 52 kD’luk iki
subliniti mevcuttur (69, 70, 71, 72). Periferal iskelet proteinlerinden tropomiyozin ise
kivrimli  dimerler  olusturarak  aktin  polimerizasyonunu indiikler.  Eritrosit
tropomiyozininin gorevi aktin filamentlerini mekanik olarak stabilize etmek ve

spektrinle aktin arasindaki iliskiyi diizenlemektir.

Miyozin ise eritrositte az miktarida bulunmakla birlikte, aktomiyozin kasict
elemanin da tropomiyozinle beraber fonksiyon gordiigii ve eritrosit seklindeki adenozin
trifosfat (ATP) bagimhi  diskosit-ekinosit  degisimlerden sorumlu oldugu

disiiniilmektedir (73, 74).
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2.1.2.2.3.3. Baglayici Proteinler

Eritrosit membraninin i¢ ylizeyine paralel uzanan iskelet proteinleri ile lipid
tabaka icinde dik olarak yerlesmis transmembran integral proteinlerini birbirine
baglayan proteinlere baglayici proteinler adi verilir. Ankirin, protein 4.1 ve pallidini
(protein 4.2) igceren bu proteinler, iskelet proteinleri ve integral proteinlerle etkileserek

ii¢ boyutlu membran protein aginin olusmasinda énemli rol oynarlar (55).

Eritrositlerde hiicre membran iskeletinin lipid tabakasmna baglantis1 iki onemli
protein bag: araciligiyla gergeklestirilir. Ik olarak ankirin proteini aracihiyla spektrin
ve band 3 arasinda bir bag kurulur. Buna ilaveten ikinci bag ise integral proteinlerden
glikoforin C ve baglayici proteinlerden, protein 4.1 arasinda kurulan bagdir. Bu baglar

aracilig ile lipid tabaka, membran iskeleti ile mekanik olarak bag yapmais olur.

Protein 4.1, spektrine baglanarak onun aktine baglanma afinitesini arttirir. Diger
taraftan protein 4,1R spektrin disinda, ek olarak glikoforin A, glikoforin C ve protein
4.3 gibi transmembran proteinlere de baglanir ve membran i¢ yiizeyine paralel olarak
uzanan iskelet agiyla, lipid tabakasi i¢inde dik konumda bulunan integral proteinler

arasinda iliski kurar (1, 56, 57).

Ote yandan protein 2.1 olarak da adlandirilan eritrosit ankirini spektrinle band 3
arasindaki baglantiy1 saglayan globiiler bir proteindir. Band 3 ve spektrine baglanir.
Protein 4.2, diger ad1 ile pallidin ise insan eritrosit membran protein kitlesinin yaklasik
% 5’°1ini olusturur ve band 3’{in stoplazmik pargasi ile etkileserek ankirin ve protein 4.1°1
baglar. Protein 4.2’nin membran proteinlerine baglanmak suretiyle onlar1 proteazlarca
parcalanmaktan ve baska proteinlerle capraz kopriiler olusturmaktan korudugu, boylece

membran iskeletinin stabilizasyonuna katkida bulundugu ileri stiriilmektedir (1, 56, 69).

Ankirin ve protein 4.1R proteinleri ile kompleks yapmis yapilar membranin
yapisal biitiinliigli ile direkt ilgili makromolekiil kompleksleridir. Band 3 ve RhAG
stoplazmik parcalar1 aracilig1 ile ankirin ve glukoforin C ile etkileserek; XK, Rh ve
Dufty ise protein 4.1R ile etkileserek lipid tabakayr membran iskeletine baglayan
kompleksler olusturur (76, 77, 78, 79).
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Son yapilan g¢aligmalar gostermistir ki spektrin-aktin-protein 4.1R baglantisal
kompleksinin diger iki iiyesi olan addusin ve dematin de ayn1 zamanda sirasiyla band 3

ve Glut-1 ile etkileserek baglayici proteinler olarak fonksiyon goriirler (80).

Bu hiicre iskeleti ile membran proteinleri arasindaki baglantilar, lipid tabaka ile
membran iskeleti arasindaki yapisikliklar1 diizenlemede rol oynayabilir ve bu sekilde
membran vezikiilasyonlarii dnleyerek eritrositlerin en uygun membran yiizey alanmni
korumalarina yardime1 olur. Baglayici fonksiyonuna ilaveten band 3 ayni1 zamanda olas1
karbondioksit tastyicist ve karbonik anhidraz gibi ¢esitli glikolitik enzimleri
“metabolon” adi verilen makromolekiiler bir yapida bir araya getirirerek hiicre
metabolizmasinin ve iyon-gaz transport fonksiyonunun diizenlenmesinde anahtar bir rol

oynayabilir (81).

2.1.2.2.4. Eritrosit Membram ile Iliskili Enzimler

En az 50 enzim eritrosit membran proteinidir veya membrana herhangi bir
bicimde baglanir. Eritrosit icin 6nemli ¢esitli molekiillerin transpotuyla birlikte glukoz
metabolizmast i¢in gerekli olan enerjinin iiretimi ve kullanimina kadar cok ¢esitli

fonksiyonlar1 vardir (1).

Ote yandan eritrosit membrani ile iliskili enzimlerin eritrosit sekil ve

deformabilitesinin diizenlenmesinde 6nemli rolleri oldugu bilinmektedir (10, 64).

Bazi eritrosit enzimleri membran dis tabakasina yerlesmis olup hiicre dis1
substratlarla etkilesirler. Glikozidazlar ve asit fosfatazlar1 igeren birtakim glikolitik
enzimler eritrosit membraninin dis tabakasinda yerlesmislerdir. Asetilkolinesteraz da
membranin dis tabakasinda yerlesmis, glikoprotein yapida bir enzimdir. Membrana
fosfatidilinozitol-glikan bagi ile baglh olup molekiiliiniin polipeptid kismi tamamen
hiicre disindadir. Bu enzimin eritrositteki rolii tam olarak bilinmemekle birlikte,

eksikliginde hemoliz ve paroksismal noktiirnal hemoglobiniiri oldugu bildirilmistir (1).
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ATP iiretiminde ve kullaniminda rol alan enzimler ise aldolaz, gliseraldehit-3-
fosfat dehidrogenaz ve fosfogliserat kinazdir. Bu ii¢ enzim fruktoz difosfat1 3-
fosfogliserata cevirirken ATP tretirler. Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz membran
preperatlarinda en fazla miktarda bulunan enzimdir ve poliakrilamid jellerde band 6
olarak goriilmektedir. Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz ayni1 zamanda eritrosit
sitoplazmasinda da bulunmustur ve band 3 proteininin sitoplazmik segmentine
baglanabildigi gosterilmistir. Bu enzimin membrana baglanmasinin fizyolojik 6nemi
heniiz tam olarak anlagilamasa da, hiicre hasarma ve strese karsi gelisen hiicresel

metabolik cevabi diizenlemedeki rolii merak uyandiricidir (83).

ATP sadece membran-bagli enzimler tarafindan iiretilmez; fakat ayni zamanda
membrana bagl bir takim molekiiller tarafindan da kullanilir. Bunlar; ATP’nin siklik
adenozin monofosfata (sSAMP) doniistimiinii katalizleyen adenilsiklaz, protein kinazlar

ve ATPazlardir.

Protein kinazlar ATP varliginda fosfoserin, fosfotreonin ve fosfotirozin baglari
olusturarak diger membran proteinlerini fosforillerler. Eritrositler sitozolik ve
membranal SAMP bagimli kinazlar, yine sitozolik ve membranal ancak SAMP bagimsiz
kinazlar, protein kinaz C ve kalsiyum ile diizenlenen protein kinazlardan olusan ¢ok
sayida protein kinazi icermektedir. Hem membranal hem de sitozolik kinazlar membran

proteinlerini fosforile edebilirler.

Genellikle, fosforile olan yapisal proteinler fosforile olmayanlara gore hedef
proteinlerine daha diisiik oranda baglanirlar. Ornegin, protein 4.1’in fosforilasyonu
spektrine baglanmasint ve spektrin-aktin iliskisini diizenleme yetenegini azaltir.
Spektrin fosforilasyonu ise spektrinin kendi arasindaki ve ankirin ile aktin gibi
molekiillerle olan bagini azaltr. Ancak bu gibi olaylarin hiicre sekli ve membran
biitiinliiglinii tam olarak nasil diizenledigi 1iyi bir bicimde henliz tam olarak
calisilmamistir. Stres ile iliskili ATP azliginda protein 4.1 defosforilasyonunun spektrin-
aktin agmnin kirilganligimin artmasima ve membran deformabilitesinin azalmasina neden

olabilecegi tahmin edilmektedir (1).
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Ayn1 zamanda ATP’yi kullanan ve yikan enzimler de membranda ¢ok az miktarda
da olsa bulunmaktadir. Protein kinazlar gibi ATPazlar da membran proteinlerini
fosforile eder ancak fosfoserin ve fosfotreonin baglari yerine bunlar acil baglari
olustururlar. Na"-K"ATPaz, Ca**-Mg®" ATPaz ve Mg*" ATPazlar eritrosit membraninda
bulunan énemli ve iyi ¢alisilmis proteinlerdir. Na'-K'ATPaz ayn1 zamanda sodyum
pompas1 veya sodyum-potasyum pompasi olarak bilinir. Integral bir membran proteini
olan Na'-K" ATPaz, ATP hidrolizi ile beraber sodyum iyonlarmi hiicre digma ve

potasyum iyonlarin1 hiicre igerisine pompalayan bir sistemdir (85).

Na'-K" pompa aktivitesi ile membran kolesterol konsantrasyonu arasinda negatif
bir iliski bulunmaktadir. in vitro olarak eritrosit membraninda kolesterol artis1, Na -K"
pompa aktivitesinde azalmaya neden olur. Eritrosit membraninda kolesterol birikimi
eritrosit hiicre ylizey alaninda degisime ve sekil bzukluguna neden olur. Birtakim
calismalar eritrosit membran1 kolesterol/fosfolipid oranindaki degisimlerin membran
akiskanlhiginda degisikliklere neden oldugunu ve membran permeabilitesinin ve
maddelerin diflizyonunun etkilendigini bildirmislerdir. Eritrosit membrani kolesterol
iceriginin artmasit membran akiskanligini, eritrosit rijiditesi ve mikrovizkositesini
arttirrken  beraberinde Na'-K™ aktivitesini azaltr. Bunun tam tersine membran
kolesterol icerigi azaldiginda, fosfolipid icerigi arttiginda yani kolesterol/fosfolipid

orani azaldiginda membran akiskanlig1 ve Na'-K " aktivitesi artar (9, 86, 87, 88, 89, 90).

Ca’"-Mg*" ATPaz ise oldukea etkin bir enzim sistemi olup Ca*" iyonunu hiicre
dismna tasir. Ca’ -ATPaz transport sisteminin ¢aligmasi i¢in Mg2+ iyonlar1 sarttir. Pompa
mikromolar diizeydeki hiicre i¢ci Ca®" konsantrasyonlart ile aktive olur. Normal hiicre ici
Ca®" igerigi yaklastk 4.8 pmol/I’dir. Bu miktar 1-1.5 mmol/l olan hiicre dis1 Ca®"

konsantrasyonundan ¢ok azdir (1, 10).

Eritrosit icinde Ca®" konsantrasyonunun ¢ok dar simirlar i¢inde sabit tutulmasi
fizyolojik acidan ¢ok dnemlidir. Mikromolar konsantrasyonlarda (5-10 pumol/l) hiicre i¢i
Ca*" konsantrasyonu artis1 eritrosit disina K™ sizmasma neden olur. Buna Gardos etkisi
ad1 verilir. Hiicre icinden K' ve onunla iliskili su kaybi, ortalama eritrosit ici

hemoglobin konsantrasyonunun (OEHK) ve internal viskozitenin artis1 yoluyla eritrosit
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deformabilitesinde belirgin azalmaya sebep olur. Artmus hiicre i¢i Ca** konsantrasyonu
Na'-K'-ATPaz1 da inhibe ederek iyonik dengeyi iyice bozabilir. Daha yiiksek hiicre ici
Ca’" konsantrasyonlarmda ise (25-300 pumol/l) diskositik eritrositler ekinosit veya
sferoekinositlere dontistirler. Bu sekil degisikligi deformabilitede daha fazla azalma ile
sonuglanir. Milimolar diizeydeki eritrosit i¢i Ca*" konsantrasyonlarinda, membran
iskelet proteinlerinde, Ozellikle spektrin ve band 4.1’de geri doniisiimsiiz ¢apraz
kopriiler olusturan sitoplazmik transglutaminaz enzimi aktive olur ve bu ¢apraz kopriiler

eritrosit deformabilitesinin daha fazla azalmasima sebep olur (10, 91, 82, 55).

Ote yandan lipid metabolizmasinda rol oynayan bazi enzimler de eritrositlerin
fonksiyonlarmin diizenlenmesinde rol oynarlar. Lipid metabolizmasi enzimlerinin, litik
lizofosfatidlerin ve diagilgliseroliin artmasini1 engelleyerek eritrositin diskositik seklinin
korunmasina katkida bulunduklar1 bildirilmistir. Olgun eritrosit yag asitleri ve
fosfolipidleri de novo sentezleme yetenegine sahip degildir. Eritrositte fosfolipidlerin
tamiri ve yenilenmesi iki yolla yapilir. Bunlardan ilki lipidlerin karsilikli degisimi,
digeri ise yag asidi acilasyonudur. Yag asidi agilasyonu aktif bir metabolik yolak olup,
ATP’ye gereksinim gosterir. Bu sistem fosfolipidleri yenilemek i¢in, yag asitleri ve

lizofosfatidleri kombine eder.

sAMP ve siklik guanozin 3’-5° monofosfat (sGMP) gibi ikinci habercilerin
yikiminda gorevli enzimler olan fosfodiesterazlar (PDE) lipid metabolizmasinda da rol
oynayarak eritrosit membraninin stabilitesine etki ederler. Membrana bagli enzim olan
PDE’larin aktivitesi normalde az olup, eritrosit i¢ine kalsiyum (Ca®") girisi ile aktive
olurlar. Bu enzimler difosfoinozitid ve trifosfoinozitid ile etkileserek 1,2-diacilgliserol
ve inozitol fosfatlarin artigina sebeb olurlar. Eger ortamda yeterince ATP varsa, 1,2-
diagilgliseroliin bir kism1 endojen 1,2-diagilgliserol kinazla fosfatidlere doniistiirtiliir.
Membranimn i¢ tabasinda 1,2-diagilgliserol toplanmasi ekinosit olusumunu ve
membranda vezikiillerin ortaya ¢ikmasini indiikler. Membran kaybi sonucu meydana

gelen sferoekinositlerin deformabilitesi bozuktur (19, 10, 82).
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2.1.2.2.5. Cesitli Membran Komponentlerinin Eritrosit Fonksiyonlarina Katkisi

Eritrositler, yasamlar1i boyunca primer fonksiyonlari olan dokulara oksijen tasima
gorevini gerceklestirirken yapisal bozukluga ugramadan, maruz kaldiklar1 mekanik
zorlamalarin {istesinden gelmek zorundadirlar. Kapsamli biyofiziksel calismalar,
hiicrelerin ciddi deformasyonlarin iistesinden gelebilme yeteneklerini primer olarak
diizenleyen li¢ farkl yapisal 6zelligi ortaya koymustur. Bunlar;

1. Hiicre geometrisi, 6zellikle hiicre yiizey alani/voliim orani,

2. Inraselliiler hemoglobin konsantrasyonu tarafindan belirlenen stoplazmik

vizkosite,

3. Membran deformabilitesidir.

2.1.2.2.5.1. Hiicre Geometrisi

90 fL hacime ve 140 pm’ yiizey alanina sahip bikonkav yapidaki normal
eritrositler, ayn1 hacime sahip kiiresel bir yapidan % 40 oraninda daha fazla yiizey
alanma sahiptirler. Yiizey alany/voliim orami artmaksizin hiicre deforme olamaz. Sabit
voliimde hiicrenin uzamasi ylizey alaninin artmasina neden olur ki bu lipid tabakanin

ozellikleri nedeniyle smirlanir (2).

Membran yiizey alaninin devamlilig, hiicre iskeleti ve lipid tabaka arasindaki siki
yapisikliklarla saglanir ki bu membran vezikiilasyonunu 6nler. Mekanik olarak stabil
olan spektrin temelli membran iskeleti, membranm parcalanmasini 6nler. Ote yandan,
hiicre voliimiiniin korunmasi1 ve devamliligi ise membran ile iliskili c¢esitli iyon
tastyicilart tarafindan saglanmaktadir. Azalmis hiicre iskeleti ve lipid tabaka
yapisikliklarma bagli olarak gelisen membran vezikiilasyonunun sonucunda ylizey alani
kaybi, membran mekanik stabilitesinin azalmasi sonucu hiicre parcalanmasi veya
defektif iyon transportu gibi faktorler eritrositlerin deforme olabilme yeteneklerini
azaltarak dolagimdan erken uzaklagmalarma neden olur. Spektrin bazl hiicre iskelet ag1
ile ¢esitli membran proteinlerinin stoplazmik parcalar1 arasindaki etkilesimler sonucu

olusan vertikal baglantilar normal membran uyumunun ana belirleyicisidir. Band 3 ve
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RhAG, sonrasinda B-spektrin ile birlesecek olan ankirin ile etkileserek bu sekilde bir
baglant1 olusturur. Protein 4.2 ise hem band 3 ve hem de ankirine baglanarak her ikisi
arasindaki etkilesimi diizenler. Glikoforin C, band 3, XK, Rh ve Duffy hep birlikte -
spektrin ve aktinle birlikte ti¢lii komplexin tigiincii iiyesi olan protein 4.1°e baglanir (75,

76, 78, 79).

Son yapilan caligmalar gostermistir ki band 3 ve Glut-1 ayn1 zamanda, iskelet
proteinlerinden sirasiyla addusin ve dematin ile etkileserek lipid tabakayi hiicre
iskeletine baglar. Kanitlanmig bir¢ok baglant1 arasindan band 3 ile olan bag membran

yapisindaki en 6nemli baglant1 olup bunu RhAG aracili baglant1 takip eder.

Eritrositlerin ~ dolagimdaki  degisikliklere  karst  yapisal  biitiinligiini
koruyabilmesini saglayan membran mekanik stabilitesinin esas diizenleyicisi hiicre
iskelet agmn stabilitesidir. Iskelet ag stabilitesi ciddi bir sekilde hem spektrin dimerleri
arasindaki etkilesimin giiciine hem de spektrin tetramerlerinin distal uglarmdaki

baglantisal kompleksi tanimlayan etkilesimlere baghdir (2).

Aktin protofilament
Ankirin EF

Tropomodulin |

B-spektrin 1 a-spektrin
C— ] LT BT T

Tropomiyozin | =iinn muasmasamas

a-spektrin B-spektrin

Dematin
Addusin

ABD

Sekil 2.6. Spektrin bazli membran iskeletinde spektrin-spektrin dimerleri ve baglantisal kompleksteki
spektrin aktin ve protein 4.1’in sematik iliskisi.

Dimer-dimer baglar1 statik degildir, deformasyon i¢in zorlayan gerilme kuvveti
altinda dinamik olarak geri doniisiimlii bir bicimde agilirlar (67). Bu iliski ankirinin
B zincirine baglanmasi ile kuvvetlenir. Baglantisal kompleksin ana bilesenleri spektrin
tetramerinin sonundaki spektrin, F aktin, ve protein 4.1’ dir ve bunlarm birbirlerine
baglanma yetenekleri membran stabilitesinin diger bir major belirleyicisidir. En az dort
ayr1 protein tropomiyozin, addusin, tropomdulin ve dematin her bir komplekste bir ya

da iki kopya olarak bulunur. Bu proteinler kompleks i¢cindeki kisa aktin filamentlerini
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stabilize ediyor goriinmektedir. Fakat bu proteinlerin membran stabilitesi {izerine olan
etkileri spektrin, aktin ve protein 4.1 gibi primer 6gelerle karsilastirildig1 zaman daha az

kalmaktadir.

Mekanik stabilitenin diizenlenmesinde protein-protein etkilesimlerinin major bir
rolii oldugu bildirilmesine ragmen, protein-lipid etkilesimleri daha az ilgi ¢cekmistir. Son
yapilan ¢aligmalar gostermistir ki a ve B spektrinin {iclii helikal tekrarlar1 fosfatidilserin
baglar ve bu baglanma insitu olarak membran mekanik stabilitesini arttirir (93, 51).
Aksine fosfatidilinozitol-4,5 bifosfat B spektrinin N-terminal ucuna baglanir ve
spektrinin aktin ve protein 4.1R ile tiglii kompleks yapma egilimini azaltir ve bdylelikle

membran stabilitesinin azalmasima neden olur (52).

2.1.2.2.5.2. Sitoplazmik Viskozite ve Hiicre Voliim Diizenlenmesi

Normal eritrositlerin sivi shear streslerine cevaben gelisen hizli sekil degistirme
yetenekleri intraselliiler hemoglobin konsantrasyonu tarafindan belirlenen sitoplazmik
vizkosite tarafindan kontrol edilmektedir. Cekirdeksiz memeli kirmizi hiicrelerinin
ortalama hiicre voliimleri ¢cok genis bir aralikta olabiliyorken (20-200 fL) ortalama
hiicre hemoglobin konsantrasyonlarini ¢ok dar bir aralikta tutarlar (30-35 g/dL). Normal
insan kirmizi hiicre ortalama hemoglobin konsantrasyonu 33g/dL iken, total kan i¢inde
27 ile 37 g/dL arasinda degisir. Bu degerin iizerinde hemoglobin solusyonunun

vizkositesi hizli bir sekilde artar (66).

Hemoglobin konsantrasyonunu dar bir aralikta tutmaya calisan eritrositler hiicre
deformasyonu sirasinda sitoplazmik vizkds yayilimi en aza indirir. Hemoglobin
konsantrasyonundaki 37 g/dL’nin {izerindeki artiglar, biikiilme ve uzama seklindeki
deformasyonlardan sonra, hiicrenin baslangi¢ seklini saglayan sekilsel oranlarini azaltir
(2). Bu sekilde kapiller mikrosirkiilasyonda dar kapillerlere uyum saglama yetenegi ve
bununla birlikte dokulara oksijen dagitma etkililigi, artmis sitoplazmik vizkosite
nedeniyle riske atilmis olur. Fakat 6nemli olan, hiicre dehidratasyonu ve bunun sonucu

artmis sitoplazmik vizkosite kirmizi hiicre dmriinii ¢ok az etkiler.
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Eritrositlerin kendi hemoglobin konsantrasyonlarint dar bir aralikta tutma yetenekleri
onemli bir sekilde kendi voliimlerini kontrol altinda tutma yeteneklerine baghdir.
Eritrosit voliimii birincil olarak total katyon icerigi ile belirlenirken, membrandan
sodyum ve potasyum tasinmasinda rol oynayan c¢ok sayida transport proteini

sitoplazmik vizkositenin diizenlenmesinde rol oynar (2, 94).

2.1.2.2.5.3. Membran Deformabilitesi

Eritrositlerin dolasimda maruz kaldiklar1 sivi kayma kuvvetlerine hizla cevap
verebilmelerini saglayan en Onemli 0Ozellik membranlarindaki yiiksek elastisite
ozellikleridir. Her ne kadar teorik ve deneysel kanitlar genel olarak spektirin bazli hiicre
iskelet aginin 6zellikle de spektrinin membran elastisitesini belirlemede kritik bir rolii
oldugunu gosterse de bu etkinin ana yapisal kaynagi heniiz tam tarif edilmemistir. Uzun
flament6z spektrin dimerlerinin 6nemli bir yapisal 6zelligi ardi ardina 36 spektrin
tekrarmin olmasidir. Bunlardan 20 tanesi a-spektrinde kalan 16 tanesi -spektrinde
olmaktadir ve kismen bagimsiz katlantilar gibi davranmaktadirlar. Son yapilan bir
calisma gostermistir ki, bu 36 ayr1 tekrarin termal stabilitesi, 21 °C ile 72 °C arasinda
degisim gostermektedir. Cok az miktarda spektrinin a¢ilmasi bile membran elastisitesini

etkileyebilir (95).

Intakt membranlardaki spektrinin yapisindaki sistein aminoasidinin floroforlar ile
isaretlenerek kiitle spektrometre ile 6l¢iimiine dayali yapilan bir ¢alisma gostermistir ki
bu sisteinlerin hiicre mekanik strese maruz kaldiginda bu kimyasallara baglanmasi artar
ve bunlar diisiik stabilitede tekrarlar halinde mevcuttur (96). Bu bulgular gostermistir ki
farkli spektrin tekrarlarinin katlanip agilmasi normal eritrosit membraninin elastisitesine

katkida bulunmaktadir.

Yaslanma siiresince normal eritrositler az miktarda hemoglobin kaybi ile birlikte
hiicre ylizey alanin1 ve hacmini de kaybederler ve sonug olarak eritrositlerin 120 giinliik
yasamlar1 boyunca hiicre dansiteleri giderek artmaktadir. Son c¢alismalar belgelemistir
ki normal eritrositler aynen orak kirmizi hiicrelerde oldugu gibi asir1 dehidratasyon

sonrasinda hiicre yogunluk artisin1 ve katyon homeostazmi siirdiirme yeteneklerini
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kaybederler (97). Bu hiicre popiilasyonunun “end-stage” eritrositler oldugu ve
kaderlerinin hiicre dolasimidan temizlenmek oldugu ileri siriilmiistiir. Yaslanan
normal eritrositlerin dolasimda uzaklastirilmalar: ile ilgili bir diger alternatif ise yash
hiicrelerin makrofajlar tarafindan membran dis tabakalarindaki band3 ve PS
kiimelerinin taninmasmin ardindan fagositozlarin1 igermektedir (2). Bu olaylardan
hangisinin nispeten daha fazla rol oynadigimi saptamak zor da olsa yash eritrositlerin

dolasimdan uzaklastirilmasinda hepsi de bir miktar etki yapmaktadir.

2.1.2.3. Eritrosit Deformabilitesini Etkileyen Fizyopatolojik Durumlar

Eritrositlerin deformabilite ozellikleri birgok faktoriin etkisiyle degisiklige
ugrayabilir. S0z konusu degisim deneysel olarak saglanabildigi gibi ¢esitli fizyolojik ve

patolojik durumlarda da gerceklesebilmektedir.

Eritrositlerin iginde bulunduklari ortammn osmotik basincindaki artis hem hiicre
ylizey alani sabit olmak kosulu ile eritrosit hacminde azalmaya, hem de OEHK’nda
artisa sebep olur. Diger taraftan yiiksek osmolaritede membran komponentleri arasinda
bir etkilesim meydana gelerek eritrosit deformabilitesini azaltabilir. Osmolaritenin
azalmasi ise, eritrosit hacminde artisa neden olarak deformabiliteyi zit yonde etkiler
(66). Fakat bu tarz etkiler sadece belli bir araliktaki osmolarite degisimleri i¢in
gecerlidir. Genel olarak, osmolaritede meydana gelen degisiklikler gerek artma gerek de
azalma yoniindeki olsun belli bir diizeyin {stiinde ise eritrosit deformabilitesini azaltici
yonde etki eder. Osmolaritedeki bir artis hiicrenin hacminde bir azalmaya neden olurken
Hb konsantrasyonunda artisa neden olur. Boyle bir eritrosit, normal bir eritrositin
capindan dar bir kanaldan daha kolay gectigi halde kitle halindeki akimda deformabilite
yetenegi azalmig bulunur. Tersine hipoosmolar bir ortamda hemoglobin
konsantrasyonunda, dolayisiyla sitoplazmik vizkositede bir diisme olacagindan kitle
halindeki akim kolaylasirken, belli bir yiizey alaninda hacim artmis olacagindan dar bir
kanaldaki akim giiclesir (55).

Hiicre i¢i Ca’" konsantrasyonundaki artiglarin eritrosit deformabilitesinde

azalmaya neden oldugu bilinmektedir. Ca®" iyonoforu A23187 kullanilarak hiicre ici
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Ca®" konsantrasyonu arttirildiginda eritrositte Ca>" baglayici kalmodulin aracihigiyla
Ca’"-ATPaz’mn aktivasyonu membran lipidlerinin kompozisyon ve
metabolizmalarmdaki degisiklikler ve K’ iyonu ve suyun hiicre disma ¢ikismi (Gardos
etkisi) i¢eren bir seri kompleks biyokimyasal reaksiyon meydana gelir. Eritrositlerin
yiikksek K' iyonu igeren bir ortama konmalariyla K" disar1 ¢ikisinin ve buna bagh
dehidratasyonun engellendigi deneylerde, eritrosit deformabilitesinde bir azalma
saptanmamustir. Bu sebeple, eritrositte hiicre i¢i Ca®" konsantrasyonu artis1 ile
olusturulan deformabilite azalmasmin sebebinin Gardos etkisine bagli dehidratasyon
oldugu ileri siiriilmektedir. Hiicre i¢i Ca®" konsantrasyonu artis, K iyonlarmm hiicre
disma ¢ikisina sebep olmakta, su molekiilleri de K™ iyonlarmi izlemekte, hiicre ici
viskozite ve Hb konsantrasyonu artmaktadir. Bu durum eritrosit deformabilitesinin

azalmasiyla sonuglanir (98, 64).

Eritrosit membraninda ATP eksikligi pompa aktiviteleri agisindan ¢ok onemlidir.
Membrandaki ATPaz enzimleri eritrositin katyon ve su kapsamimi regiile ederek
hiicrenin boyutlarinin, seklinin ve deformabilite yeteneklerinin korunmasma biiyiik
Olgtide katilirlar. Eritrositlerin  ATP’den yoksun kaldiklarinda ekinosit haline
doniistiikleri, ayrica membranlarinda kirilmalar meydana gelerek bir kisim membran
materyalinin kaybi ile sonuglanan sekil bozukluklarinin ortaya ¢iktigir bilinmektedir.

Boylece ATP eksikligi eritrosit deformabilitesinin azalmasi ile sonuglanir (1).

Kayar ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada deneysel sepsis ve iskemi-
reperflizyon hasar1 modellerinde eritrosit sekil degistirme yeteneginin bozuldugu

bildirilmektedir (99).

Eritrosit membranindaki yapisal degisikliklerin sonucu olarak membranda
kolesterol birikiminde artis olur (patolojik kolesterol/fosfolipid orani), membran
akiskanligi ve fonksiyonlar1 bozulur; bunun sonucunda da eritrosit deformabilitesi
olumsuz olarak etkilenir. Bu degisiklikler kapiller damarlarda limeninin daralmasina,
kan akisinin engellenmesine ve eritrosit agregasyonunun ve vizkositenin artmasina

neden olur. Bu sonuglar mikrosirkiilasyonda bozulmaya ve patolojik siireglerin
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baslamasma katkida bulunur. Ozellikle koroner kalp hastaligi, anjina pektoris,

retinopati, serebral ve periferal sirkiilasyonun bozulmasina neden olur.

Eritrosit deformabilitesinin klinik 6nemi ise birgok ¢alismada vurgulanmaktadir
(101). Dolagim sistemini ilgilendiren patolojiler basta olmak {izere, ¢esitli klinik
tablolarda eritrosit deformabilitesinde degisikler saptanmistir. Akut miyokard infarktiisii
gecirmis hastalarin eritrositlerinin sekil degistirme yeteneginin azaldigi ve kan

viskozitelerinin arttig1 bildirilmistir (102, 103).

Ote yandan diabetes mellitusta ve hipertansif durumlarda da eritrosit sekil
degistirme yeteneginin azaldigi, kan viskozitesinin arttig1 ve eritrosit sekil degistirme
yeteneginin azaldigir bildirilmistir (5, 6). Bununla birlikte {iremide, orak hiicre
anemisinde ve kalitsal sferositozda da eritrosit deformabilitesinin bozuldugu yapilan
calismalarla gosterilmistir (104, 105). Ayrica kontrast maddelerin, anestezik maddelerin
ve siklosporin kullaniminin da eritrosit deformabilitesini olumsuz yonde etkiledigini

bildiren ¢alismalar vardir (107, 108).

2.1.2.4. Hiicre Iskeleti Proteinlerine Bagh Kalitsal Eritrosit Membran Hastaliklar

ve Eritrosit Deformabilitesi

Degismis membran yapis1 ve hiicre fonksiyonu ile birlikte olan kalitsal eritrosit
hastaliklar1 iki grupta incelenir.
I- Cesitli membran ve hiicre iskeleti proteinlerindeki mutasyonlara bagli degisen
fonksiyonlar. Bunlara 6rnek olarak Kalitsal Sferositoz (KS), Kalitsal Eliptositoz
(KE), Kalitsal Ovalositoz (KO) ve Kalitsal Stomatositozu 6rnek verebiliriz.
2- Globin gen mutasyonlar1 sonucu olusan membran iizerindeki sekonder etkilere
baglh meydana gelen degisimler. Bunlar Orak Hiicre Hastaligi (Sickle Cell

Disease), Unstable Hemoglobin ve Talasemileri igermektedir (2).

Biitiin bu hastaliklardaki ortak yon eritrosit deformabilitelerindeki azalmalardir.
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Hiicre iskeleti kabaca asimetrik olarak uzanan iki zincirden olusan spektrin ile
bunu hiicre membranma baglayan aktin ve ankrin gibi diger proteinlerden meydana
gelir. Ankrin, spektrini integral proteinlerden olan Band-3’e baglar ve hiicre zarmnin
vertikal olarak stabilitesini saglar. Benzer sekilde aktin de hiicre membranimin eksternal
proteinlerden protein-4.1°e baglanmasini saglayarak horizontal olarak giiclendirilmesini
saglar. Spektrinin ags1 yapist hiicreye esneklik ve gii¢ verir. Kendilerine 6zgii bikonkav
yapistyla eritrositler ¢cok ince kapillerlerden bile bu esneklikleri sayesinde kolayca

gecerler ve hemen bikonkav sekillerine geri donerler.

Deneysel calismalarda spektrinin denatiire edilmesiyle eritrositlerin esnekliklerini
kaybederek kiire halini aldiklar1 goriilmiistiir. Hiicre iskeletini olusturan veya
membranin iskelete baglanarak stabilitesini saglayan proteinlerin eksikligine veya
fonksiyon bozukluguna yol acan mutasyonlar, kalitsal hemolitik anemilere yol
acabilmektedir. Kalitsal eritrosit membran anomalilerine bagli kronik hemolitik
anemiler i¢cinde en sik goriilenleri kalitsal sferositoz (KS), kalitsal eliptositoz (KE),

kalitsal piropoikilositoz (KPP) ve kalitsal stomatositozdur (KSt) (109).

2.1.2.4.1. Kalitsal Sferositoz

Hastalarda eritrosit membranmin vertikal stabilitesinde bozukluk sonucu
eritrositler kiire seklini alir ve sferosit olarak adlandirilir. Esnekliklerini kaybeden
sferositler saglam dalakta hemolize (ekstravaskiiler hemoliz) ugrarlar. Spektrin eksikligi
bu hastalarda tanimlanan ilk hiicre iskelet anomalisidir. Bazi olgularda spektrinin
sentezinde kusur saptanirken digerlerinde a ve B spektrin ve ankrinin birlikte eksikligi,

band-3 veya protein 4.2 eksiklikleri sorumlu bulunmustur (110).

Kusaklar arasinda genellikle otozomal dominant (OD) olarak iletilmekle birlikte
(% 75) otozomal resesif (OR) kalitim da seyrek degildir. Hiicre iskeletinin hiicre
membranini yeterince destekleyememesi sonucu membran, altindaki hiicre iskeletinden
ayrismaya baslayarak vezikiilasyon olarak adlandirilan mekanizmayla fosfolipidlerinin

bir kismini kaybeder. Bu durum kalitsal sferositozun biitiin formlarinda membran yiizey
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alan1 kayb1 ve sonu¢ olarak hiicre seklinde diskosit formdan stomatosit ve sferosit

sekline bir doniisiime neden olur.

Sterosit olarak adlandirilan eritrositlerdeki bu sekil degisikligi hastaliga ismini
verdigi gibi hastaliin patagnomonik bulgusunu da olusturur. Esnekliklerini kaybeden
bu sferositler 6zellikle dalak siniizoidlerinden ge¢cemezler ve kordonlarda hapsedilerek
yikilir ve hastaligin klinik ve laboratuvar bulgularinin gelismesine sebep olurlar.
Eritrositlerin dalakta yikimma bagli meydana gelen aneminin ciddiyeti membran ylizey
alanindaki azalmanin boyutu ile orantilidir. Cift tabakali lipid membrandaki eksiklik
sonucu hiicre gecirgenligi artar, sodyum-potasyum pompasi normalden fazla ¢aligmak
zorunda kalir ve eritrositler dehidrate olur. Glikoz tiiketiminde artisa yol agan bu durum
sferositler i¢cin ek bir metabolik yiik olusturur. Dalak ayni1 zamanda eritrositlerin hiicre

zarlarii kaybetmelerinde de 6nemli bir rol oynar (111).

2.1.2.4.2. Kalitsal Eliptositoz

Otozomal dominant olarak iletilen kalitsal eliptositoz (KE) hiicre iskeletinin
horizontal dayanikliliginda bozulmaya bagli gelisir. En sik rastlanilan kusurlar

spektrinle ilgili olanlardir (112).

Cogu olguda a-spektrin genindeki mutasyonlara bagli olarak o/f spektrin
tetramerlerinin olusumunda kusurlar olusurken, nadiren spektrinin ve diger proteinlerin
eksiklikleri sorumludur. Spektrin tetramerlerinin olusumundaki bozukluk hiicre
iskeletinin daha yumusak bir hal almasina ve kolayca deforme olmasina yol agar.
Eritrositler kilcal damarlardan gegerken ezilip elips seklini alirlar ve sonunda eski
hallerine donemeyip bu sekilde kalirlar. Spektrin disinda, protein 4.1 ve glikoforindeki
eksiklikler ve fonksiyon kayb1 da KE olgularinda sik karsilasilan diger kusurlardir (113,
114).

KE’un tiim formlarmin ortak 6zelligi, dolasimda zaman i¢inde diskosit formdan
eliptosit forma ilerleyici bir degisime, azalmis membran yiizey alanma ve siddetli

durumlarda membran fragmantasyonuna neden olan mekanik olarak unstabl membran
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yapisidir. Onemli olarak, hastaligm ciddiyeti membran mekanik stabilitesindeki

azalmanin miktar1 ve bunun sonucunda meydana gelen membran yiizey alaninin kaybi1

ile iligkilidir (115).

2.1.2.4.3. Kalitsal Piropoikilositoz

Kalitsal piropoikilositoz (KPP) un patogenezinde iki 6nemli kusur vardir: spektrin
tetramerlerinin birbirleriyle birlesmelerindeki kusur ve spektrinde miktar olarak
yetersizlik. Bu kusurlara bagl olarak spektrin proteininin 1s1ya kars1 dayaniklilig1 azalir
ve hastaligin ismindeki “piro” yani eski yunancadaki ates anlamina gelen ek sézciik bu
ozelliginden kaynaklanir. Normalde spektrin 49 °C de denatiire olurken, KPP Iu
hastalardaki anormal spektrinin 45 °C de denatiire oldugu goriiliir. Agir poikilositoz,

mikrositoz ve pargalanmis eritrositler en dnemli 6zellikleridir (116).

2.1.2.4.4. Kalitsal Stomatositoz

Periferik kan yaymalarinda ortalarinda kumbara agzi seklinde, yarik seklinde
solukluk goriilen eritrositler stomatosit olarak adlandirilir. Kusur, hiicre iskeletinden ¢ok
membranin kendisindedir. Eritrosit membraninin hiicre i¢ine bakan taraftaki lipid
tabakasmin dis taraftaki tabakaya gore daha fazla genislemesi sonucu olusur.
Stomatositlerde ana sorun katyon gecirgenli§inin bozulmasi ve buna bagli olarak
hiicrenin su igeriginin artisidir. Sodyum gecirgenliginin artisin1 dengeleyebilmek igin
Na'-K" pompasi var giiciiyle ¢alisir ancak dengeyi saglamaya yeterli olamaz. Hastalarm
cogunda bozulmus katyon dengesinin nedeni membran proteinlerinden stomatin veya
band-7.2 olarak adlandirilan proteinin eksikligidir. Kalitsal Stomatositozun diger bir
formunda membran anomalisi nedeniyle hiicre su ve potasyum kaybeder ve sodyum
iceriginde de bunlarla orantili bir artig goriilmez. Bu varyant formuna dehidrate

stomatositoz veya “kalitsal xerositozis” denir (109).
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2.1.2.5. Orak Hiicre Sendromu ve Eritrosit Deformabilitesi

Orak hiicre sendromu veya hastaliklari hemoglobin S geninin kalitsal olarak
gectigi tiim hastaliklar1 kapsar. Hemoglobin S heterozigot durumunda (HbAS veya orak
hiicre karakteri), homozigot durumda (HbSS veya orak hiicre anemisi ya da orak hiicre
hastaligi), diger beta zinzir anomalisi gOsteren anomalilerle (HbSD, HbSC, HbSE

hastalig1), beta talasemi ve alfa talasemi ile birlikte bulunabilir.

HbS (Orak hiicre hemoglobini) beta zincir geni DNA’sinda 6. kodondaki adenin
yerine timin (GAG yerine GTG) ge¢mesiyle olusan mutasyon sonucu beta-zincirinin 6.
pozisyonundaki glutamik asidin yerinde valin bulunan bir anormal hemoglobindir.
HbS’in  6zelligi deoksi durumda ¢oziiniirliiglinlin  azalmasidir. Bu hemoglobin
molekiilleri oksijeni azalmis ve oksijensiz ortamda agregasyona ugrayarak uzun
polimerler meydana getirmek iizere birbirleri ile birlesirler ve taktoid adi verilen sivi
kristallerden olusan bir jel halini alirlar. Polimerizasyon olayinda ilk basamak
cekirdeklenme sathasi olup HbS molekiilleri kiigiik agregatlar olustururlar. Daha sonra
bu agregatlar takip eden hemoglobin molekiilii ilavesi ile biiyliyerek lineer olarak
siralanip, elektron mikroskopta spiral goriiniimlii, elektron yogun ve i¢i bos yapilar
seklinde goriiliir. Polimerizasyon olay1 sonucunda eritrositin hiicre i¢i bileseni, yani
hemoglobin, yapiskan bir jel halini alir. Bu durum eritrositin seklini bozup, esnekligi
kaybolmus, kiiciik damarlardan ya zorlukla gecen ya da hi¢ gegcemeyen, orak seklinde
hiicrelerin olusmasmna neden olur. Eritrositin sekil degisikligi polimerize olmus S
hemoglobinin hiicre i¢inde meydana getirdigi jel tarafindan olusturulan pasif bir olay
oldugu i¢in polimerizasyon olayr geriye doniistimliidiir. Hemoglobin molekiillerinin
tekrar oksijenlenmesi ile agregasyona ugramis molekiiller dagilir ve jel sivi halini alir.
Orak seklini almis eritrosit membrani polimerizasyondan zarar gérmedikce eritrosit
normal seklini tekrar kazanir. Oraklasma ve normallesme donemlerinin tekrari ile geri
dontlistimsiiz oraklagsmis eritrositler meydana gelir. Orak seklindeki eritrositlerin
dolasimdan uzaklastirilma hizi kemik iliginin bu olayr kompanse etme kapasitesini
astig1 zaman hemolitik anemi gelisir. Kii¢clik damarlarin orak hiicrelerle tikanmasi
tekrarlayan infarktlara ve 6zellikle dalak, akcigerler, bobrekler ve beyin gibi organlarin

zarar gormesine neden olur. Kiiciik kan damarlarinin orak hiicrelerle tikanmasi sadece
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hiicre sekillerinin bozuklugu ve rijiditesine yani eritrositlerin esnekliginin kaybina bagl
degildir. Bunun yaninda, hiicre membran degisikligi sonucu orak hiicreler endotele de
yapismaktadir.

HbS igeren eritrositlerin oraklagsmasi yalniz eritrositin i¢indeki hemoglobinin
oksijenlenme derecesine bagli olmayp, HbS miktarmin fazlahgmma, pH’nin
diisiikliigiine (asidoz) ve hiicrenin dehidrate olmasina da baglidir. Bunun haricinde HbS
molekiillerinin agregasyonu sonucu olusan lineer yapilarin meydana gelisi ani bir olay
degildir. Oraklagsmaya zemin hazirlayan sartlarin olusmasindan itibaren gegen siire
onemlidir (39, 117).

Vizkositometre, ektasitometre ve mikropipet aspirasyon gibi cesitli teknikler
kullanilarak oraklagmis eritrositlerin deformabilitelerinin azaldig: gosterilmistir (4, 118,

120).

2.1.2.6. Eritrosit Metabolizmasi

Eritrositler enerjiyi Embden-Meyerhof yolundaki (anarobik glikoliz) glukozdan
saglar. Anaerobik glikoliz sirasinda glukoz laktata doniistiiriiliir ve enerji icin adenozin
trifosfat (ATP) tretilir. Glukozun yaklasik % 10’u nikotinamid adenin diniikleotid
fosfatin (NADP) indirgenmis hali olan ve hiicrelere rediiksiyon potansiyeli saglayan
NADPH 1n iiretildigi hegzos monofosfat santina aktarilir. Embden-Meyerhof yolundaki
ilk enzim glikoz-6-fosfat-dehidrogenazdir. Embden-Meyerhof digindaki ikinci bir yolda
hemoglobinin oksijene olan affinitesinin primer fizyolojik diizenleyicisi olan 2,3-
difofogliseratin (2,3-DPG) iiretildigi Rapoport-Luebering santidir. Embden-Meyerhof
yolunun bir bagka iiriinii de nikotinamid adenin diniikleotidin (NAD) indirgenmis hali
olan NADH tir.

Normal sartlarda hemoglobinin demir atomlar1 ferréz (Fe’") formdadir. Demir
atomu methemoglobin ve siiperoksidin (O,) olusumu sirasinda ferik (Fe’") forma
okside olur. Igerdigi demir atomlar1 ferik formda olan methemoglobinin oksijen tasima
kabiliyeti yoktur. Yeniden hemoglobine doniismedik¢e, methemoglobin okside olarak
hemikromlar1 ve daha sonra da Heinz adi verilen denatiire hemoglobin agregatlarini

olusturur. Hemikromlar ve Heinz cisimcikleri hiicre membranina tutunarak ona zarar
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verebilirler. Hatta yeterli miktarda olduklarinda eritrositin par¢alanmasina (lizis) neden
olabilirler. Methemoglobin rediiktaz enzim sistemi methemoglobinin yeniden
hemoglobine indirgenmesini saglar. Bu enzim sistemi glikoliz sirasinda {iretilen
NADH’m varligma ihtiya¢ duyar. Siiperoksit (O;") gii¢lii bir oksitleyici ajandir ve
notralize edilmezse eritrosite zarar verir. Siiperoksit dismutaz enzimi siiperoksidi
hidrojen perokside (H,0O,) doniistiiriir; hidrojen peroksit de oksidan 6zellik tagidigindan
indirgenmis glutatyon (GSH) tarafindan notralize edilmelidir. Okside glutatyon (GSSG)
hegzos monofosfat santinda elde edilen NADPH’in varliginda glutatyon rediiktaz
tarafindan indirgenir. Eger methemoglobin hemoglobine indirgenmez ise veya GSSG

glutatyona indirgenirse eritrosit zamanindan 6nce pargalanir (hemoliz) (39).

2.1.2.7. Eritrositlerde Hiicre I¢i Sinyal ileti Mekanizmalan

Insan eritrositleri, non-eritroid hiicrelerde iyi tanimlanmis sinyal ileti
mekanizmalarma aracilik eden degisik tiirde reseptor ve onlarin efektorleri ile
donatilmiglardir. Eritrosit komponentlerinden bazilarmin eritrosit 6nciil hiicrelerinin
fonksiyonlar1 icin kritik olan sinyal ileti yollarmin artiklar1 olabilecegi ve olgun
eritrositlerde bunlara daha fazla ihtiya¢ olmayabilecegi sdylenmistir. Fakat birtakim
sinyal komponentleri eritrositlerin iliski icinde olduklar1 diger hematopoetik hiicrelerin
ve endotel hiicrelerinin ihtiyaclarini fark etmesine ve bunlara cevap vermesine olanak
saglar. Bu sinyal komponentlerinin en 6nemli kismini hormonlar ve hormon reseptorleri

olusturmaktadir (121).

Eritrositlerde diger hiicre tiplerinde bulunanlara benzer yapisal 6zelliklere sahip
insiilin reseptorlerinin varligi bildirilmistir. Bu reseptorler 6ngoriildiigii gibi insiilin ile
stimiile edilen tirozin kinaz aktivitesi gosterirler ve diabetle iliskili durumlarda diger
dokularda bulunan insiilin reseptorleri ile benzer anomaliler gosterirler. Eritrosit insiilin
reseptorlerine insiilin baglanmasi reseptorlerde kisa siireli ve geri doniisimlii bir
downregiilasyona neden olur. Bu olay reseptdr internalizasyonuna bagh gibi
goriinmektedir. Ayn1 zamanda eritrosit yasam siiresi boyunca bu reseptorlerin sayisi

giderek azalmaktadir. Insiilinin reseptdriine baglanmasi eritrositlerde bir miktar
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fonksiyonel degisime neden olsa da bu degisimlerin tiimii her zaman gerek eritrosit ve

gerek de organizma i¢in gdzlenebilir koruyucu etkilerle sonuglanmaz (121).

Insiilin, plazmadan eritrosit i¢ine Mg”" transportunu saglhiyor gériinmektedir ve bu
durumun bozuldugu diabetik kisilerde agik¢a goriilmektedir. Bununla birlikte
eritrositlerin selektif olarak insiiline cevabinin bozulmasi ile ilgili herhangi bir patoloji
ya da disfonksiyon bildirilmemistir. Mg2+ ile benzer sekilde insiilinin eritrositlerde
Na'/H" degisimini de stimiile ettigi gosterilmistir. Birtakim calismalar da insiilin
tedavisinin eritrosit deformabilitesini arttirdigin1 gosterirken yine ayni calismalar agiga
cikarmaktadir ki insiiline bagimli diabetes mellitusla birlikte bulunan insiilin eksikligi
eritrosit deformabilitesinde bir azalmayla sonuglanmaktadir. Insiilinin eritrositlerdeki
muhtemelen dogrulugu kabul edilebilen en 6nemli 6zelligi hiicre i¢ine glukoz alinimini
indiiklemesi olmakla birlikte, ki bu istenen kan glukoz diizeylerinin saglanmasina
katkida bulunur, eritrositlerde ne yag asidi ne de glikojen biyosentezi olmadigindan
glikoz girisi siirekli olmaktadir ve bu nedenle insiilinin buradaki 6nemi sorgulanmalidir.
Bu fonksiyonel belirsizliklere ragmen, saglikli kisilerin trombositlerinin insiiline
bagimli diabeti olanlardan elde edilen eritrositlerin varhiginda asir1 derecede
kiimelendigi ve normogliseminin saglanmasi ile bu durum diizeltilebildigi bildirilmistir

(121, 122, 123, 124).

Ote yandan eritrositlerde insiilin-benzeri bilyiime faktorii (IGF-1) reseptérlerinin

de bulundugu ve eritrositler yaslandik¢a sayilarinin azaldig: bildirilmistir (125).

Eritrositlerde adrenerjik reseptdrlerin agonistler tarafindan uyarilmasi ve bunun
sonucunda sAMP diizeylerindeki maksimum artiglar plazma bagimhdir. Soyle ki
eritrositlerde adrenerjik reseptorlerin sayisinin da plazmasiz mediumda azaldig1 rapor

edilmistir (121, 126).

Katekolaminlerin erirosit deformabilitesini azalttigi bildirilmistir. Huestis ve
McConnell, 10° M adrenalin uygulamasmin eritrosit membran viskozitesini arttirdigini
bildirmislerdir. Bunun nedeninin membranin sodyum gecirgenliginin artmasi oldugu ve

bu nedenle olaya hiicresel sismenin de dahil oldugu bildirilmistir (127).
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Bu bulgularla tutarl olarak Rasmussen ve arkadaslar1 diisiik dozlarda (10"”-10']2
M) adrenalin ve izoproteronoliin eritrositlerin filtre edilebilirligini azalttigini
bildirmislerdir (128). Bu eritrosit deformabilitesinin azaldigini isaret eden bir bulgudur.
Daha sonra yapilan calismalarda da insan eritrositlerinde katekolaminlere cevaben

sAMP diizeylerinin arttig1 bulgusu desteklenmistir (126, 128, 129).

Ote yandan muskarinik kolinerjik reseptdrlerin varligi ve kolinerjik ligandlarin
eritrosit igine Ca®" girisini stimiile ettigi ve bununla birlikte sSGMP diizeylerinin arttig1

bildirilmistir (127, 130).

Rasmussen ve arkadaglar1 tarafindan yapilan c¢alismada, prostaglandin
reseptorlerinin varligr ve prostaglandin E, nin eritrosit filtre edilebilirligini azalttig
bildirilmistir (128). Daha sonra yapilan g¢aligmalar da prostaglandin E, tarafindan
eritrosit deformabilitesinin azaltildigin1 desteklemektedir. Ayrica bu ¢alismalar
gdstermistir ki prostaglandin E, Gardos kanallarim aktive ederek Ca®” bagimli potasyum
disa akisini artirmakta ve osmotik olarak hiicrenin biiziismesine neden olmaktadir.
Diger taraftan ise prostaglandin E;in de eritrosit membranmna baglandigi ve
prostaglandin E; ile indiiklenen eritrosit deformabilitesinde artis oldugu bildirilmistir

(128, 131, 132, 133, 134, 135, 136).

Bunlara ilaveten eritrosit membraninda tiroid hormonlar1 triiyodotironin ve
tiroksin icin ylksek afiniteli baglanma bolgelerinin oldugu gozlenmistir. Bu
hormonlarin en 6nemli etkisi, olasilikla kalmodulin sensitivitesinin artmasi yolu ile
eritrosit membran1 Ca”"-ATPazinin aktivasyonudur. Paratiroid hormonunun da Ca®*

bagimli bir bi¢cimde eritrosit deformabilitesini azalttigi gosterilmistir (137, 138).

Diger taraftan eritrosit sinyal komponentlerinden bahsedecek olursak; aktin
disindaki tiim eritrosit membran iskelet proteinleri geri doniisimlii bir bigimde
fosforilasyon reaksiyonlarina ugrarlar. Eritrositler protein kinaz C, kazein kinaz I ve II,
sAMP- bagimli protein kinaz, Ca®" veya Ca”'/kalmodulin-bagimli protein kinaz ile bir
takim tirozin kinaz ve tirozin fosfatazlar1 igcermektedir. Eritrosit membran ile iliskili

v olarak

protein tirozin kinazlar p72Syk ve src ailesi ile iliskli kinaz p56/53
tanimlanmiglardir. Protein tirozin fosfatazlar da ayni zamanda eritrosit membran ve

sitozoliinden saflastirilmislardir. Eritrositlerde protein tirozin fosfatazlar i¢cin major
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substrat anyon degistirici, band 3 tiir. Band 3’iin sitoplazmik pargasinin tirozin 8
fosforilasyonu eritrosit glikolizisinin diizenlenmesi ve hiicre sekli ile iliskilidir.
Eritrositlerdeki diger bir tirozin fosforilasyonu bagimli fenomen ise eritrosit voliim
degisikliklerini ve eritrosit membranindan K'-CI" kotransportunun indiiksiyonunu igerir

(121, 139).

Hemoglobin disinda en fazla bulunan protein olan kalmodulin eritrosit sitozoliinde
mikromolar konsantrasyonlarda bulunur. Kalmodulin eritrosit seklinin diizenlenmesinde
ve Ca”"’a bagimli membran stabilite azalmasinda rol aliyor goriinmektedir. Kalmodulin
igin primer hedef Ca*" pompasi olmakla birlikte ayn1 zamanda addusin, protein 4.1 ve

spektrine baglandig: bildirilmistir (140, 141, 142).

Ote yandan fosfoinozitidlere bakacak olursak, fosfatidilinozitol ailesi iiyeleri total
eritrosit membran fosfolipidlerinin % 2 ile % 5’ini olusturur. Fosfatidilinozitol lipidler,
kinazlar ve esterazlarla katalize edilir ve fosfat dongiisiine girerler. Boylece eritrosit
fosfoinozitidlerinin  ¢esitli protein etkilesimlerini  diizenlerler. Buna ilaveten
eritrositlerde fosfatidilinozitol lipidlerini diagilgliserol ve inozitol fosfatlara hidrolize
edebilen ve sonrasinda intraeritrositik kalsiyum artisina neden olan fosfoinozitidaz C de
bulunmaktadir. Hiicresel kalsiyumun hormonal stimiilasyonla artmasi indirekt olarak
fosfatidilinozitol 4,5-bifosfat diizeylerinde degisiklik olusturur. Fosfoinozitidler ayni
zamanda protein 4.1 ve glikoforinler arasindaki fosfatidilinozitole duyarl etkilesimleri
etkileyerek veya eritrosit membraninin i¢ ve dig yapraklar1 arasindaki fosfolipid

dagilimina etki ederek hiicre seklinin diizenlenmesinde de rol oynarlar (143, 144).

Bunlara ilaveten eritrositlerde heterotrimerik G proteinlerinin varligir bircok
calismada 1yi bir sekilde belgelenmistir. Psodohipoparatiroidizim hastalarinda yapilan
bir calismada bu hastalarin eritrositlerinde stimiilatér G aktivitesinde azalma oldugu
bildirilmistir (121). Diger taraftan insan eritrosit membraninda Ca®-ATP az

aktivitesinin modiilasyonunda G proteininin rol aldig: bildirilmistir (121).

Ayrica kiiciik GTP baglayict Rho GTPazlarin eritrositlerdeki rolleri heniiz tam

olarak ¢alisilmamistir. Rho A proteininin eritrositlerde hem sitozol hem de membranda
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varlig1 tespit edilmis ve spesifik olarak eritrosit membranmin sitoplazmik bdlgesine
yiiksek afinite ile baglandig: bildirilmistir. Diger taraftan Ras ile iliskili GTPaz Rap-1’
in orak hiicre hastaliginda eritrositlerin adezyonunda rol aldigi bildirilmistir. Buna
ilaveten Kalfa ve arkadaslar1 yaptig1 bir calismada da Rac-1 ve Rac-2 GTP azlarin
eritrosit hiicre iskeleti dinamigini modiile ettigini ve bunu F-aktin aracilig1 ile yaptigmni

bildirmislerdir (337).

2.1.2.7.1. Nitrik Oksid ve Eritrositler

Nitrik oksid (NO) esas olarak ¢oziinlir guanilat siklazin aktivasyonu ile siklik
guanozin monofosfat (sGMP) diizeylerini arttrir ve bunun sonucu olarak da sGMP
bagimli bir protein kinaz olan protein kinaz G (PKG) aktive olur. Vaskiiler endotel NO
icin 6nemli bir kaynaktir. Ilging olarak eritrositler hipoksi ve mekanik deformasyona
cevaben adenozin trifosfat (ATP) salarak endotelyal hiicrelerden NO salinimini

diizenleyebilir (145, 146).

Yiiksek parsiyel oksijen basmglarinda NO hemoglobine yiiksek affinite ile
baglaniyor goriinmektedir. Oysa diisiik parsiyel oksijen basinglarinda NO,

hemoglobinden ayrilarak prekapiller rezistans arteriyollerde kan akimini arttirir (146).

Son zamanlarda band 3’lin eritrositlerde NO salmimmi saglayabildigi
gosterilmistir. Ote yandan band 3’iin sitozolik pargasmm S-nitrozillenmis hemoglobinin
oksijene afinitesini biiylik ol¢iide azalttig1 bildirilmistir. Bu da gostermektedir ki hiicre
icindeki S-nitrozo-Hb-band 3 kompleksi NO’nun hedeflenmesinde rol oynayabilir
(147).

Bunlarin disinda eritrositlerin (inaktif oldugu diisiiniilse de) kendi nitrik oksid
sentaz enzimlerine sahip oldugu bildirilmistir (7). Fakat daha sonra yapilan bir ¢alisma
ise eritrositlerde aktif nitrik oksid sentazin varh@mi desteklemektedir (7).
NO/sGMP/PKG yolagmin bir sonraki komponenti olan ¢6ziinlir guanilat siklaz da
eritrositlerde bulunmaktadir (148).
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Hem eritrositlerde hem de vaskiiler diiz kas hiicrelerinde K'-CI” kotransportunun
NO ile aktivasyonu genistein (protein/tirozin kinaz inhibitérii) ve kalikulin
(serin/treonin fosfataz inhibitorii) tarafindan inhibe edilir. Bu da gostermektedir ki NO
bir fosforilasyon/defosforilasyon reaksiyon kaskadini hedef alir. Diiz kas hiicrelerinde
NO’nun sGMP bagimli yolla fosfotirozin fosfataz-1B ve 2SH, bdlgesi igeren protein
tirozin fosfatazi (SHP-2 tirozin fosfataz) aktive ettigi gosterilmistir (149). Eritrositlerde
nitrovazodilatorlerin K'-CI kotransportu iizerine stimiile edici etkileri sSGMP bagimli

protein kinaz aktivitesi ile olmaktadir (149).

Insan eritrositlerinde SHP-2 tirozin fosfataz ve protein tirozin fosfataz 1 B
proteinleri bulunmaktadir ve bu tirozin fosfatazlar band 3 proteini ile iliskilidirler. Ote
yandan NO eritrositlerde Na'/H" degis tokusunu aktive eder. Bu olaym sGMP bagimli
oldugu diisiiniilmektedir (98).

Ayrica eritrosit sekli de NO’den etkilenmektedir. NO eritrosit membraninin
reolojik  ozelliklerini diizeltir. Ancak sepsiste NO eritrosit deformabilitesini
azaltmaktadir (150). Diger bir yandan sGMP bagimli sinyal ileti sisteminin atrial

natriliretik peptid ile aktivasyonu eritrositlerin filtre edilebilirligini arttirir.

2.1.2.7.2. Shear Stresle Indiiklenen ve Kalsiyum Bagimh Mekanizmalar

Eritrositler mikrosirkiilasyonda maksimum mekanik yiikke maruz kalirlar. Mekanik
stres, plazma membraninin biitiinliigiinii saglamak i¢in birgok sinyal yolagini ve hiicre

iskeleti reorganizasyonunu aktive eder (151).

Endotelyal hiicrelerde shear stres ile indiiklenen ¢ok sayida sinyal mekanizmasi
incelenmistir. Endotelyal hiicrelerde, shear stresle indiiklenen sinyal mekanizmalarinda
integrinler ve heterotrimerik G proteinlerinin rolii 1y1 bilinmektedir. Heterotrimerik G
proteinlerinin Gi subtipi, adenil siklaz ve protein kinaz A sinyal transdiiksiyon

yollarinin komponentleridir. Bu molekiiller eritrositlerde deformasyonla indiiklenen
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ATP salinimi i¢in gerekli olmakla birlikte vaskiiler rezistansi diizenlemede rol oynarlar

(146).

Eritrosit Mekanik Ozellikleri
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Sekil 2.7. Eritrositlerde shear stres ile indiiklenen Ca”**-bagimli mekanizmalarin sematik gésterimi (98).

Mekanik stres hiicre membraninin parcalanmasma neden olmaktadir. Fizyolojik
shear stres eritrosit membranmimn monovalan katyonlara ve Ca*"’a gegirgenligini arttirir.
Membranin mekanik olarak parcalanmasi ve mekano-sensitif iyon kanallarinin
aktivasyonu shear stres ile indiiklenen iyon akislari i¢in major yollardir. Shear strese

benzer bir bi¢imde hiicresel sisme de eritrositlerde mekano-sensitif Ca”"

a gecirgen
katyon kanallarin1 agar ve hiicre icine Ca’'girisine neden olur. Bunun yani sira hiicre
biiziismesi srrasinda ise Ca®" girisi hiicresel sisme ve intraselliiler CI artis1 sirasinda
inhibe olan non-selektif katyon kanallarindan olmaktadir. Buna ilaveten insan
eritrositlerinde gerilimle aktive olan ige-yonelik diizeltici anyon kanallar1 da mevcuttur

(98).
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Mekanik stres ile aktive olan katyon kanallarindan hiicreye giren kalsiyum, hiicre
icinde diizenleyici mekanizmalarda gorev alan ¢esitli proteinleri aktive etmektedir. Bu
proteinler arasinda kalmodulin, Ca"/kalmodulin bagl protein kinaz, fosfolipaz C ve
protein kinaz C yer almaktadir. Ca™, bu proteinler arasindan 6zellikle kalmoduline
baglanmak yoluyla hiicre membraninin yapisal ve mekanik Ozelliklerinin
diizenlenmesinde dnemli roller iistlenir. Ca™ ve kalmodulin etkilerini baslica eritrosit
membraninda bulunan kalsiyum pompasi, addusin, protein 4.1 ve spektrin iizerinde

gosterir (152, 153, 154, 121, 59).

Eritrosit yaslanmasina bagl ortaya c¢ikan hiicre ici Ca’" artisini Gardos kanaly,
scramblase (fosfolipid asimetrisini saglayan tasiyici) ve kalpain (Ca>" bagimli proteaz)
aktivasyonu takip eder. Bu olaylar da programli hiicre oliimii ve eritrositrositlerin
dolasimdan uzaklastirilmalarinda rol almaktadir. Eritrosit yaslanmasi, gerime duyarlh-
Ca™a gecirgen katyon kanallarinin aktivitesinde artis meydana getirirken hiicreden
Ca"™ ¢ikisini saglayan Ca™ pompasimmn aktivitesinde de diisiise neden olmaktadir (155,

156, 157).

Cekirdekli hiicrelerde, programli hiicre 6liimii siirecinin tipik gostergeleri; hiicre
biiziilmesi, membran katlanmasi ve fosfotidilserin asimetrisinin bozulmasidir. Bunlar
aym1 zamanda Ca ™ iyonoforu iyonomisin ile muamele edilerek hiicre ici Ca™ seviyeleri
arttirllan eritrositlerde de gozlenmistir (158, 159, 160). Katyon kanallarindan hiicre
igine Ca®" girisi apoptozisi baskilayict Bel-XL ve apoptozis onciilii Bak tarafindan

diizenleniyor goriinmektedir ve bunlar eritrositlerde eksprese edilmektedir.

Ote yandan plazmada eritrosit canliliginmn siirdiiriilmesini saglayan ¢esitli
koruyucu faktdrler bulunmaktadir. Bu gibi faktorlerden biri Ca*”a gegirgen katyon
kanallarini inhibe eden eritropoetindir (161). Ilging olarak da eritrositlerin bobrek
medullasinda maruz kaldiklar1 yiiksek konsantrasyonda tire ve NaCl eritrositler tizerinde

antiapoptotik etki yapmaktadir (162).

Son zamanlarda eritrositlerde osmotik sok, oksidatif stres, enerji azlig1 ve CI’un

uzaklastirilmasi ile aktive edilen non-selektif katyon kanallarindan hiicre igine Ca™
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girisinin  programli hiicre Oliimiiniin baslamas1 i¢in temel mekanizma oldugu
bildirilmistir (163).

Hiicre icine Ca®" girisindeki artig fosfatidilserini membranin i¢ yiiziinden dis
yliziine tasiyan scramblase adli proteini aktive eder. Hiicre membranin dis yiizeyinde
bulunan fosfatidilserin, fagositik hiicrelerin eritrositleri tanimasini kolaylastirarak

dolasimdan uzaklastirilmalarma neden olmaktadir (164).

Ayni1 zamanda mekanik stres de eritrositlerin dolasimdan uzaklagmasimni
saglamaktadir. Mekanik stres bu etkisini, mekano-sensitif katyon kanallarinin
aktivasyonu ile hiicreye Ca®" girisine neden olarak yapar. Bu olay Gardos kanal
aktivasyonuna neden olur ve bu sekilde hiicre dehidrasyonu ve biiziismesi meydana
gelmektedir. Ayrica, hiicre membranindaki fosfolipid asimetrisi membranin mekanik
stabilitesini 1iyilestirirken sitozolik Ca®" artislart eritrosit membraninda  vezikiil

olusumunu indiikler (165).

Ote yandan, membranin mekanik olarak hasarlanmasi ve Ca™a gegirgen
kanallarm acilmasma bagh olarak hiicre icine ani Ca™ girisi sadece sdzkonusu
proapoptotik mekanizmay stimiile etmekle kalmaz fakat ayni zamanda aktomiyosin II
kompleksinin olusumu ile hiicre iskeletinin lokal olarak tamirinin de baslamasmna neden

olur (166).

Ayrica eritrosit membran proteinlerinden spektrin Ca™ ve Mg™ a 6zgii baglanma
bolgeleri igerdiginden, mekanik stres altinda eritrosit yapisal biitlinligiiniin
siirdiirtilmesinde spektrinin divalan katyonlara baglanmasi ile mekanik 6zelliklerinde

meydana gelen degisimlerin 6nemli olabilicegi bildirilmistir (167).

Eritrosit membraninda, mono ve divalan katyonlarin konsantrasyon artiglarina
cevaben geri doniistimlii ve enerji gerektirmeyen kontraksiyonlar meydana gelmektedir.
Ca’" ve Mg*" triton ile muamele edilmis eritrosit membranlarinda geri dénebilen sekil
degisikliklerini indiikler ve bu membranlarin kontraksiyonlarmdan Ca*" sorumludur
(98). Diger taraftan gdze carpan bir diger olay sudur ki hem Ca”" aracilikli yolaklar ve

hem de NO ile indiiklenen olaylar, mekanik stres altinda hiicre i¢ine artmus Ca*"
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giriglerinin eritrosit deformabilitesini bozabildigi mikrosirkiilasyonda kendiliginden
baglatilir (168).

2.1.2.8. Eritrosit Deformabilitesi Ol¢iim Yéntemleri

Viicudun farkli bdlgelerinde kanin akis kapasitesini degerlendirmek igin eritrosit
ozelliklerinin dogru bir sekilde degerlendirilmesini saglayabilen tekniklere ihtiyag
vardir. Bu tekniklerden eritrosit deformabilitesinin 6l¢limii i¢in kullanilanlar1 su sekilde
siralanabilir.

1. Mikroskop altinda direkt olarak eritrositlerin nasil sekil degistirdikleri incelenebilir.

2. Bir tek eritrositi belli ¢apta bir mikropipete ¢ekmek i¢in gerekli olan basing
Olciilebilir.

3. Osmotik hemoliz yontemi kullanilabilir.

4. Filtrasyon yontemi kullanilabilir: Bu yontemde eritrositlerin belli ¢apta porlara sahip
filtrelerden sabit basing altinda gecis siiresi veya sabit siirede gecisleri sirasinda
meydana gelen basing degisimleri Olgiiliir. Daha uzun gecis siiresi deformabilitenin
bozulduguna isaret eder.

Coulter tipi kan sayim cihazlarinin ortalama eritrosit hacmini belirlemek
amaciyla eritrositleri belli ¢aptaki porlardan gecirdikleri, dolayisiyla da deformabilitesi
bozuk eritrositlerin ortalama eritrosit hacmini oldugundan daha yiliksek gosterebilecegi
akilda bulundurulmalidir.

5. Bu tekniklerden bir digeri ise “Laser Optical Rotational Cell Analyser” LORCA ile
eritrosit deformabilitesinin degerlendirilmesidir.

2.1.2.8.1. LORCA ile Eritrosit Deformabilitesi Ol¢iimii

S

Sekil 2.8. LORCA Ektasitometre cihazi (I) (169).
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Sekil 2.9. LORCA Ektasitometre cihazi (II) (169).

Sekil 2.10. LORCA Ektasitometre cihazi (III) (169).

LORCA aragtirma merkezlerinin hemoreoloji laboratuarlari, hematoloji boimleri,
yogun bakim tiniteleri i¢in dnemli bir aragtir. Bir cam kupa igine daldirilmig statik bir
metal silindirden olusur. Cam kupanin dondiiriilmesiyle, silindir ile kupa arasindaki ¢cok

dar aralikta sivilar igin basit bir kayma stresi yaratilir.

Kayma stresi = kayma hiz1 x ortam viskozitesi (Tt =1 x y)

T = Kayma stresi (Pa)

n = viskozite (mPa.sn)

v = Kayma hizi1 (1/sn)

Kupanin doniis hizi ve sivinin kondugu aralik verileri kullanilarak kayma hizi
hesaplanir. Istenen kayma hiz1 bilgisayar yardimi ile uygulanabilir.

Kayma hizi (Shear rate): y = [(4n x Rb x Rc) / (60 x (Rc2-Rb2))] x N
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vy = kayma hiz1 (1/sn)

Rb = Silindirin ¢ap1 (mm)

Rc = Kupanin ¢ap1 (mm)

N= Kupanin déonme hiz1 (doniis/dk)

Araliktaki kana degisik kayma stresleri uygulanarak bir lazer isin1 yardimiyla
eritrositlerin goriintiileri saptanarak bilgisayarda deformabiliteleri veya agregasyonlari
hesaplanir.

EDTA’lHn kandan alnan kiicik bir 6rnek 30 mPa.sn viskozitedeki PVP
soliisyonunda diliie edilir. Bu siispansiyon kupa ile silindir arasma konur. Ortam
sicakhigr 37°C’ye getirilir. Bilgisayar kontrollii olarak 0.01-100 Pa arasinda kayma
stresleri uygulanir. Kayma stresi altinda eritrositler sekil degistirir (elongasyon). Kan
siispansiyonunun i¢inden gecen lazer ismlar1 eritrositler tarafindan kismen kirilir.
Eritrositlerin kirdiklar: 1sinlara gore, projeksiyon ekraninda eritrositlere ait bir yansima
olusur. Bu yansimalar1 kaydeden bir kamera verileri bilgisayara aktarir. Bilgisayar bu
yansima verilerine uyan en 1yi elipsi ¢izdirir. Bu elipsin uzun ve kisa caplar1 dlgtilerek
eritrositlerin elongasyon indeksleri (EI) hesaplanir.

EI = (A-B)/(A+B)
Secilen her kayma stresi i¢in ayri ayr1 EI hesaplanir. Her strese eritrositlerin

verdigi sekil degistirme cevabi dl¢iilmiis olur (170, 171, 172).

2.2. G Proteinleri
Sinyal ileten G proteinleri GTP’azlar iki sinifa ayrilir.
- Heterotrimerik G proteinleri

- Diistik molekiil agirlikli G proteinleri (11).

2.2.1. Heterotrimerik G Proteinleri
Heterotrimerik G proteinleri hiicre membraninda bulunan ve hiicre i¢ine sinyal

ileten molekiiler yapilardir. Hiicre membran reseptorleri bir agonist tarafindan isgal

edildigi zaman, reseptor aktivitesinde uygun yapisal degisiklikler olusturulur ve bu
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sinyal ilgili G proteinini aktive eder. Bunun sonrasinda reseptore ait hiicre i¢i efektor

yapilar aktive olarak biyolojik etkileri meydana getirirler (11).

2.3.2. Diisiik Molekiil Agirhikh G Proteinleri

Kiigiik GTP baglayici proteinler (Diisiik molekiil agirlikli G proteinleri) molekiil
agirliklar1 20-40 kDa olan monomerik yapida G proteinleridir. Mayalardan insanlara
kadar tiim okaryotlarda bulunur ve 100’den fazla iiyesi olan Ras superfamilyasini
olustururlar. Ras superfamilyasini olusturan proteinler sirasiyla; Ras, Rho/Rac/Cdc 42,

Rab, Sarl/Arf ve Ran proteinlerinden olusmaktadir (12, 13, 14).

Diistik molekiil agirlikli G proteinleri bir¢ok hiicresel fonksiyonu diizenlerler.
Ornegin Ras ailesi gen expresyonunu, Rho ailesi (Rho/Rac/Cdc42) hiicre iskeleti
reorganizasyonunu ve gen ekspresyonunu, Rab ve Sarl/Arf ailesi intraselliiler vezikiil
trafigini, Ran ailesi Gi, S ve G, fazlarinda niikleostoplazmik transportu ve M fazidaki

mikrotiibiil organizasyonunu diizenler (14).

2.3.3. Rho Proteinleri

Memelilerde Rho ailesi liyeleri 8 grupta toplanmaktadir;
- Rac (Racl-3, RhoG),
- Cdc42 (Cdc42, TC10, TCL, Chp, Wrch-1),
- Rho (RhoA, RhoB, RhoC),
- RhoD (RhoD ve Rif),
- RhoH/TTF,
- RhoBTB (RhoBTBI1 ve RhoBTB2),
- Rnd (Rndl, Rnd2, Rnd3/RhoE),
- Miro (Miro-1 ve Miro-2) (15).
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Sekil 2.11. Rho ailesi kii¢iik GTPazlar (173).

RhoA, viicutta en fazla eksprese edilen ve en ¢ok calisilan Rho proteini alt tipidir.
Rho proteinleri, baslica hiicre iskeleti kontroliinden, stress liflerinin yapilanmasindan ve
fokal adezyondan, (174), hiicre seklinden (175), agregasyonundan (176), hiicre
hareketinden (177) ve diiz kas kasilmasindan (178) sorumludurlar. Ayrica ndrit
retraksiyonu (179) ve sitokinezis (180) gibi bir¢ok hiicresel fonksiyonda 6nemli rol

oynarlar.

2.3.4. Rho Aktivitesinin Diizenlenmesi

Kiigiikk G proteinleri diger G proteinleri gibi guanindifosfat (GDP) ve guanin
trifosfat (GTP) ile spesifik etkilesme ve GTP’az aktivitesi i¢in gerekli aminoasit

dizilimine sahiptirler ve efektorleri ile etkilesime girecek 6zellesmis bdlgeleri vardir

(18).

Bu proteinler sentezlendikten sonra palmitoil, farnesil ve geranil gibi lipidler ile

posttranslasyonel degisikliklere gereksinim duyarlar. Kiiciik G proteinlerinin lipid
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modifikasyonu, bunlarin membrana ve diizenleyicilere baglanmalar1 ve alt efektorlerini

aktive edebilmeleri i¢in gereklidir (181).

Kiigiik G proteinleri, GDP-bagli inaktif ve GTP-bagh aktif olmak iizere birbirine
dontisebilen iki forma sahiptir. Rho’nun aktivitesi siklik olarak diizenlenir. Rho
aktivitesinin GTP’az aktive edici protein (GAP) ve GTP’az ayristirict inhibitér (GDI)
olmak tizere iki negatif ve guanin niikleotid degistirici faktdr (GEF) olmak tizere bir
pozitif diizenleyicisi vardir. Istirahattaki hiicrelerde Rho-GDP disosiyasyon inhibitdrii
(Rho-GDI), GDP-Rho’ya baglanir ve onu membrandan sokerek sitozole getirir.
Hiicreler baz1 agonistlerle stimiile edilirse Rho spesifik GEF’ler, GDP ayrigsmasini ve
bunu izleyerek GTP baglanmasini baglatarak Rho’nun aktivasyonunu arttirirlar. Bundan
sonra GTP-Rho C-terminali geranil-geranillenmis kuyruguyla hiicre membranma
tutunur ve spesifik hedefleriyle etkilesir. GTPaz1 aktive eden proteinler (GAP) Rho’nun
intrinsik GTPaz aktivitesini hizlandirarak ve onu inaktif GDP-Rho’ya doniistiirerek
negatif regiilatorler gibi ¢alisirlar. GAP, Rho’nun intrinsik GTPaz aktivitesini arttirarak
GTP bagh aktif formunu inhibe eder. Bu GDP/GTP doniisiim reaksiyonunun hiz
kisitlayict basamagi GDP-bagli form’dan GDP’nin ayrilmasidir. Bu reaksiyon oldukca
yavastir ve GEF tarafindan stimiile edilir (181, 182).

Rho’nun aktivitesi G, ve Gj3 proteinleri ile diizenlenir. Gy, ve Gi; kiigiik molekiil

agirlikli GTP baglayici Rho proteinini aktive eder (183, 184).
Sfingozin 1 fosfat (S1P), lizofosfatidik asid (LPA), sfingozilfosforilkolin gibi

lizofosfolipidler G proteinlerinin aktivasyonuna aracilik ederek RhoA/ROCK yolunu
aktive ederler (185).
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Sekil 2.12. Rho ailesi GTPazlarin aktivasyonu (186).

Kolesterol sentezinde hiz kisitlayict bir enzim olan hidroksimetilglutaril Ko-A
rediiktaz enziminin inhibitorii statinler, geranilgeranilasyonlarimi engeleyerek basta Rho
proteinleri olmak {izere diger bazi kii¢iilk G proteinlerinin aktivitelerini inhibe ederler
(188). Bunun yani sira botilinum toksin C3, Rho’yu spesifik olarak ADP-riboziller ve

bu nedenle C3 toksin Rho’nun spesifik inhibitorii olarak kabul edilir.

2.3.5. Rho Proteininin Alt Efektorleri

2.3.5.1. Rho-Kkinaz:

RhoA’nin tanimlanmig ilk efektorii bir serin-treonin protein kinaz olan Rho-
kinaz/ROKo/ROCK2’dir. ROKB/ROCK-1 ise tanimlanan bir diger izoformdur. 1354
aminoasitten olusan ROCK-1 proteinini kodlayan gen 18. kromozomda (18ql1.1) yer
alirken 1388 aminoasite sahip ROCK-2 proteini ise 2. kromozomda (2p24) yerlesen
genler tarafindan kodlanmaktadirlar (189). Rho kinazin N-terminal ucunda kinaz
bolgesi bulunur ve bu kinaz bdlgesi miyotonik distrofi kinaz ile %72 homoloji

gostermektedir. Ote yandan Rho-kinazimn orta bolgesinde kangal gibi kivrilmis (coiled-
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coil) bolge ve COOH-terminal bdlgesinde plekstrin homoloji (PH) bolgesi bulunur.
Aktive olmus Rho, kangal gibi kivrilmis bolgenin COOH-terminal kismiyla etkileserek
Rho-kinazin kinaz aktivitesini arttirir (190). Rho-kinaz diiz kas kasilmasi, stres liflerinin
olugmas1 ve fokal adezyon, norit retraksiyonu ve sitokinezde rol oynar ve Rho-kinazin
bu etkilerine aracilik ettigi gosterilen ¢ok sayida substrati bildirilmistir. Bunlar; myozin
hafif zincir fosfatazin myozin baglayici alt iinitesi, myozin hafif zinciri, addusin,
intermediyer flamentler, ezrin/radiksin/moesin protein ailesi, vimentin, desmin gibi ara
flamentler, glial fibriler asidik protein, noroflamentler, LIM kinaz ve kofilini i¢erir (185,

191-202).

Ote yandan Rho-kinaz inhibisyonu yaptig1 bildirilen ajanlar ise Y-27632, Y-39983,
HA1077 (fasudil), hidroksifasudil, HI1152P, GSK-269962A, SB772077 Wf536,
SIx2119°dur. Biitiin ROCK inhibitdrleri ATP baglanma alanlart ile yarisir (19, 202).

2.3.5.2. Myozin Fosfatazin Myozin Baglayic1 Alt Unitesi:

Miyozin II’nin miyozin hafif zincirinin fosforilasyonu diiz kas ve hiicre kasilmasi,
hiicre hareketi, yapismasi, hiicre iskeleti yapisi, sitokinezis, trombosit aktivasyonu ve
cesitli iyon kanallarinin etkileri gibi bir¢ok hiicresel fonksiyonlar i¢in Onemlidir.
Miyozin hafif zincirini (MHZ) defosforile eden miyozin fosfataz enzimi; 37 kDa
katalitik alt {inite tip 1 fosfataz (PP1c), 130 kDa miyozin baglayici alt tinit (MBS) ve 20
kDa (M20) kiiciik diizenleyici alt birimlerden olusmustur. MBS’ nin N-terminal ucunda
ankrin tekrarlar1 bulunur ve hem katalitik {init PP1c ve hem de MHZ ve addusin gibi

birtakim substratlarla etkilesime girer (203).

MBS’in fosfataz aktivitesini kontrol ettigi diisiiniilmektedir. MBS COOH-terminal
bolgesi ile aktive olmus Rho ile etkilesir (195). Rho-kinaz MBS ve MHZ’ni fosforile
ederek miyozin fosfatazin inaktivasyonuna neden olur. Rho-kinaz ve MBS birlikte

MHZ fosforilasyonunu diizenler (190).
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2.3.5.3. Protein Kinaz N:

PRKI1 olarak da bilinen protein kinaz N (PKN)’nin bir N-terminal diizenleyici
bolgesi ve bir de C-terminal katalitik bolgesi bulunmaktadir. Katalitik bdlge protein
kinaz C’nin katalitik bolgesi ile homoloji gostermektedir (204). Aktive olan Rho N-

terminal bolge ile etkilesime girerek protein kinaz N’nin kinaz aktivitesini arttirir (199).

PRK2, PKN/PRK’nin bir izoformudur ve GTP-Rac ve Rho ile GDP/GTP
bagimsiz bir sekilde etkilesime girdigi bildirilmistir. PRK2 izoformunun kinaz yoksun
formunun ekspresyonu aktin stres liflerinin bozulmasina neden olmaktadir bu nedenle

PRK2’nin aktin hiicre iskeleti reorganizasyonunda rol oynayabilecegini isaret

etmektedir (194, 205).

2.3.5.4. Rhofilin ve Rhotekin:

Rhofilinin Rho-baglayan, Brol ve PDZ olmak iizere ii¢ farkli bolgesi vardur.
Rhofilin hem GDP hem GTP Rho ile invitro etkilesir. Rhofilin ve rhotekin Rho-
baglayici ve aktive olmus Rho ile etkilesim bolgesinde MBS ve PKN/PRKI ile
homoloji gdsterir (199, 200).

2.3.5.5. Sitron ve Sitron-kinaz:

Sitron kinaz Rho-baglayici bir protein olarak ilk kez mayalardan izole edilmistir
(197). Sitron Rho-kinaz ile yapisal benzerlik gostermekle birlikte kinaz bolgesi icermez.
Sitron-kinazin ise Rho-kinazin N-terminal bolgesi ile homoloji gosteren bir kinaz
parcas1 bulunmaktadir. Sitron-kinaz sitokinezde rol oynar (198). Sitron-N ise ndron
spesifik aktin baglayici bir protein olan profilin-Ila ve Rho-kinaz ile birlikte ndronlarda

aktinin bolgesel toplanmasini kontrol eder (206).

52



2.3.5.6. p140 mDia:

mbDia, formin ile iligkili protein ailesine ait ve sitokinezde rol oynayan drosophila
diaphanus’un memelilerdeki homologudur (207). mDia Rho ile N-terminal bdlgesinde
GTP-bagimh bir sekilde etkilesir. Aktin polimerizasyonunda rol oynar. Rho-kinaz ve
mbDia ile birlikte aktin hiicre iskeletinin Rho ile indiiklenen reorganizasyonunda goérev

alirlar (208).

Son yapilan ¢alismalar ise gostermistir ki; mDia sadece aktin hiicre iskeletinin
diizenlenmesinde degil ayni zamanda mikrotiibiil hareketini de etkileyerek hiicre

morfolojisi, motilitesi ve polaritesinde rol oynamaktadir (209, 210).

2.3.5.7. Fosfolipaz D:

Rho’nun fosfaloipaz D’nin diizenlenmesinde rol oynadigi bildirilmistir (201).
Fosfolipaz D fosfolipidleri fosfatidik aside hidrolize eder. Fosfatidik asidin ikincil
mesajc1 oldugu bildirilmekle birlikte metabolize olarak diagil gliserol ve lizofosfatidik

asid gibi ikincil mesajcilara da doniisebildigi bildirilmistir (211).

FLD’nin aktivitesi biliyiime faktorleri ve hormonlar gibi cesitli ekstraselliiler
sinyaller tarafindan arttirilabilir. Biyolojik ve biyokimyasal c¢alismalar Rho’nun Ras
siiperfamilyasinin bir iiyesi olan Arf ile birlikte FLD’nin aktivitesini diizenledigini

gostermistir (212, 213).

2.3.5.8. Fosfatidilinozitol 5°kinaz (PISK):

Rho memeli hiicrelerinde PISK’1n diizenlenmesinde rol oynamaktadir (214). Daha
once yapilan ¢alismalar, fosfatidil inozitol 4,5 bifosfatin (PIP;) profilin, a-aktinin,
gelsolin ve p39CapZ’yi iceren birgok aktin baglayic1 proteinin etkilesimlerini
diizenleyebildigini  gdstermistir  (215). Bdylece artmis PIP, sentezi aktin

polimerizasyonunun ve fokal adhezyonun artmasina neden olabilir.
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2.3.6. Rho Proteini ve Alt Efektorlerinin Biyolojik Fonksiyonlar:
2.3.6.1. Diiz Kas Kasilmasi

Hiicre membran reseptorlerinin karbakol ve endotelin gibi agonistler ile
uyarilmast sonucunda olusan sinyal farkli heterotrimerik G proteinlerine aktarilabilir.
Gg11 tipt G proteinine aktarilirsa, fosfolipaz C (fosfoinozitidaz) enzimi aktive olur ve
fosfatidil inozitol 4,5-difosfat hidrolize olarak diagilgliserol (DAG) ve inozitol-3-fosfat
(IP3)’1 olusturur. DAG, protein kinaz C’nin aktivasyonu araciligi ile bir takim hiicresel
etkilere aracilik ederken, IP; endoplazmik retikulumdan Ca®* agiga ¢ikmasina neden
olur. Kalsiyum kritik konsantrasyonun iizerine ¢ikinca myozin hafif zincir kinaz
enzimini (MLCK) aktive eder. Bu enzim myozin hafif zincirini (MHZ) fosforile ederek
kasilmaya neden olur. Ancak hiicre i¢i kalsiyum diizeylerinin monitorize edildigi ve
aynt zamanda kasilma yanitlarmin O6lgiildiigii caligmalar, hiicre i¢i kalsiyum
diizeylerinin diigmesine ragmen baslatilan kasilma olaymin siirdiiriilebildigini
gostermistir. Bu durum, kalsiyumdan bagimsiz ilave bir mekanizmanin/mekanizmalarin
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Daha sonra yapilan caligmalar hiicre i¢i kalsiyum
diizeylerinin diismesine ragmen kasilmanm siirdiirilmesini saglayan bir Ca®'-
duyarlastirici mekanizmanin sz konusu oldugunu gostermistir. Sozii edilen bu Ca*'-

duyarlagsmasina Rho/Rho-kinaz yolaginin katkis1 oldugu gosterilmistir (216).

Rho-kinaz yolagi, myozin II’nin myozin hafif zincirinin fosforilasyon diizeyinin
diizenlenmesini esas olarak myozin fosfatazi inhibe ederek yapar ve diiz kas
kasilmasinda agonistle indiiklenen Ca’" duyarligma katkida bulunur. Sonug¢ olarak
calismalar GTP baglayic protein olan Rho’nun agonist aracili Ca®" duyarhiginda yer
aldigmi ortaya ¢ikarmistir. Daha da dnemlisi sabit bir Ca*" konsantrasyonunda artmis
kasilmalarin, aktive edilmis Rho ile MLC fosforilasyon oranindaki artistan ziyade,
defosforilasyon oranindaki azalmadan kaynaklandig: bildirilmistir. Rho proteinleri bu
etkiyli downstream efektorleri olan ‘’Rho-associated kinase’” (Rho-kinaz) araciliiyla

olusturmaktadirlar (178).
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Rho-kinaz i¢in spesifik inhibitdrler kullanilarak daha sonra yapilan ¢aligmalar,
Rho-kinaz aracilikli Ca** duyarliiginin hipertansiyon ve koroner arter spazmi gibi

hastaliklarda rolii oldugunu ortaya ¢ikarmustir (27).
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Sekil 2.13. Diiz Kas Kasilma Mekanizmasiin Rho/Rho-kinaz tarafindan diizenlenmesi

2.3.6.2. Stres Fibril Olusumu ve Fokal Adezyonlar

Rho’nun aktin stres fibrillerinin olusumunda ve fokal adezyonunda rol oynadigi
bildirilmistir. Botilinum C; ADP-ribozil transfreraz (Cs) ile 6n uygulama yapilan
hiicrelerde Rho’nun inhibisyonu LPA ile indiiklenen stres fibril olusumunu azaltir
(175).

Ote yandan hiicrelere dominant aktif Rho nun mikroenjeksiyonu stres fibril olusumunu
indiikler ki bu da Rho’nun stres fibril olusumunda 6nemli bir rolii oldugunu gosterir.
Rho ayn1 zamanda lizofosfatidik asit ile indiiklenen fokal adezyon olusumunda da rol
oynar (218). Rho burada fibronektin gibi ekstraselliiller matrikse integrin aracili stres

fibril baglanmasinda etkilidir (219).
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Ote yandan dominant aktif Rho-kinazin ekspresyonu stres fibril olusumunu
indiiklerken, dominant negatif Rho-kinaz LPA ya da RhoV14 ile indiiklenen stres fibril
olusumunu inhibe eder (220). Miyozin hafif zincirin Rho-kinaz tarafindan
fosforilasyonu miyozin ATPaz’1 aktive eder bdylelikle stres liflerin kontraksiyonu

meydana gelir (221).

Tim bunlar g6z Oniinde tutuldugunda, bu goézlemler Rho/Rho-kinaz yolagmin
stres fibrilleri ve fokal adezyonun olusumunda miyozin II aktivasyonu yolu ile etki
ettigini géstermektedir. Bununla birlikte, Rho-kinaz direkt olarak LIM-kinaz1 fosforile
eder. LIM-kinaz ise aktini depolimerize eden protein olan kofilin/ADF’yi fosforile

etmek tizere aktive olur (222).

Kofilinin LIM-kinaz tarafindan fosforilasyonu onun fonksiyonunu inhibe eder.
Kofilinin inhibisyonu ise stres fibrilleri gibi aktin flamentlerinin stabilizasyonu ile

sonuglanir. Rho-kinaza ilaveten mDia da stres fibril olusumunda rol alir (208).

Dominant aktif form mDia ve Rho-kinazin es zamanli ekspresyonu aktin
fibrillerinin yogunlagmasimi indiikler. Bu sonuclar géstermektedir ki Rho-kinaz ve mDia

Rho’nun alt efektdrleri olarak stres fibril olusumunda birlikte gorev alirlar.

2.3.6.3. Hiicre Motilitesi ve Migrasyonu

Hiicre motilitesi i¢in aktin flamentlerinin reorganizasyonu ve lamellipodyal
cikintilarin olusmasi gerekmektedir. Hiicre polaritesi Cdc42 aktivitesi ile gerceklesir.
Rac ise lamellipodyal ¢ikintilar i¢indeki aktinin polimerizasyonu i¢in go¢ olusturuyor
goriinmektedir (223). Membran kivrimlarinin olustugu kisimlarda aktin hiicre hareketi
stiresince stirekli depolimerize olup ve sonra repolimerizasyona ugrar (224). Rho
hareket eden hiicrelerin arka kisimlarinda ve membran kivrimlar1 olusan bdlgelerde
MHZ fosforilasyonu araciligi ile miyozin II’yi aktive eder (Sekil 2.14). Anti-MHZK
antikorlarmin makrofajlara enjekte edilmesi ile MHZ fosforilasyonunun hiicre

migrasyonunda rol oynadigi dogrulanmistir (225).
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Daha once yapilan calismalar Rho’nun hiicre motilitesini diizenledigini isaret
etmektedir. Rho GDI veya botilinum Cs toksin mikroenjeksiyonu, keratinositlerde
hepatosit bliylime faktorii (HGF) ile indiiklenen hiicre hareketini inhibe etmistir. Ancak
dominant negatif Rac uygulamasi i¢cin ayni sey sdézkonusu olmamistir. Bununla birlikte
Rho’nun dominant negatif formu HGF ile indiiklenen hiicrelerde membran
kivrimlarinin olugsmasini inhibe etmistir. Bu sekilde, Rho epitelyal hiicre motilitesinde
GDP/GTP bagmml bir sekilde onemli rol oynar. Ayn1 zamanda dominant-negatif Rho-
kinaz formunun ekspresyonu da HGF ile indiiklenen hiicrelerde membran katlanmasi ve
hasarlanma ile indiiklenen hiicre migrasyonunu inhibe eder ki bu Rho-kinazin hiicre

hareketi i¢in 6nemli oldugunu isaret etmektedir (226).

Tim bunlar birlikte degerlendirildiginde, Rho/Rho-kinaz yolag1 tarafindan
olusturulan MHZ fosforilasyonunun hiicre motilitesi i¢in 6nemli oldugu ortaya
ctkmaktadir. MHZ e ilaveten, Rho-kinaz addusin gibi substratlarin direkt fosforilasyonu
ya da miyozin fosfatazin inaktivasyonu yolu ile de hiicre motilitesinin diizenlenmesinde

rol oynar (227).

Notrofilik 16kositler gibi, diferansiye olmus HL60 hiicreleri de kemoatraktanlara
polarize olmus morfolojiye adapte olarak tepki gosterirler. Bunun icin ¢ikint1 olusturan
psodopotlar icinde de F-aktin ve yanlarda ve arka kisimlarda ise aktin-miyozin
komplekslerinin varligina ihtiya¢ duyarlar. Xu ve arkadaslar1 (228) hiicre polaritesi i¢in
farkli G-proteinlerinin aktivasyonuna bagl itici ve c¢ekici sinyallerin olugmasi
gerektigini bildirmislerdir. Itici sinyaller, Gi aracihig1 ile olusturulan 3’ fosfoinozitol
lipidlerinin (PI3P) iiretimi ve bunun sonucu kiicik GTPaz’lardan Rac’m aktive
olmasina ve F-aktine baghdir. Hiicre i¢inde yiiksek Rac aktivitesi ve Rho aktivitesi bu
itici ve ¢ekici sinyalleri diizenler. Bu sinyaller arasindaki antagonizma kemotaktik

sinyallere cevabin yoniinii belirler (228).
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Sekil 2.14. Rho’nun hiicre motilitesindeki rolii

2.3.6.4. Norit Retraksiyonu ve Ekstansiyonu

Biiylimekte olan ndronal yapilarda norit retraksiyonu ve ekstansiyonu nodronal
plastisite ve sinir sistemi gelisimi i¢in dnemli olan ekstraselliiler molekiiller tarafindan
uyarilir. Rho’nun NIE-115 ndroblastoma hiicrelerinde trombin, serum ve LPA ile
indiiklenen norit retraksiyonunda ve hiicre yuvarlanmasinda Rac ve Cdc42 ile birlikte

rol oynadig gosterilmistir (229).

Rac and Cdc42 biiyiime konisi i¢inde filopodya ve lamellipodya olusumunda rol
oynayarak norit uzamasmina Onciiliik ederken RhoA ise aktomiyozin kontraksiyonu
yolu ile ndrit retraksiyonunu stimiile eder. Bu farkli RhoGTPaz’larmn birbirine zit

aktiviteleri arasindaki denge noronlarin morfoloji ve fonksiyonlari i¢in 6nemlidir (230).
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Rho’nun alt efektdrii Rho-kinaz’in aktomiyozin kontraksiyonlarini arttirarak norit
retraksiyonunu indiikledigi bildirilmistir (231). Bununla uyumlu olarak da Rho-kinazin
inhibisyonunun serebellar graniiler noronlarda aksonal progeslerin asir1 biiylimesine

neden oldugu gosterilmistir (232).

Ote yandan RhoA’nm sinir biiyiime faktorii ile indiiklenen Racl aktivasyonunu
Rho-kinaz bagimh bir sekilde azaltarak ndrit formasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir

(233).

2.3.6.5. Sitokinez

Hiicreler mitotik fazda hiicre membraninin altinda kontraktil bir halkanmn olugmasi
ile boliinmeye (sitokineze) ugrarlar. Kontraktil halka temel olarak aktin flamentleri ve
miyozinden olugsmustur. Bu kontraktil halkanin kontraksiyonu sirasinda membrani ige
dogru ¢ekerek hiicreyi iki yavru hiicreye boldigi diisiiniilmektedir (234). Dollenmis
kurbaga embriyosunda stoplazmik boélinme Rho-GDI veya botilinum C3 toxin
mikroenjeksiyonu ile inhibe edilir fakat niikleer boliinme normal olarak devam eder

(235).

Rho-GDI ve aktive RhoA’nin birlikte enjekte edilmesi Rho-GDI etkisini 6nler. Bu
nedenle Rho kontraktil halkanin kasilmasmin diizenlenmesi yolu ile stoplazmik
boliinmeyi kontrol ediyor goriinmektedir. Rho ve Rho-kinaz MHZ fosforilasyonunun

olustugu boliinme yariginda akiimiile olur (236).

Dominant negatif Rho-kinaz ekspresyonu memeli hiicrelerinde ve kurbaga
embriyosunda sitokenezi inhibe eder ve multiniikleer hiicreler olugsmasina neden olur
(237). Bu nedenle Rho/Rho-kinaz aracili MHZ fosforilasyonu kontrakil halkanin
kasilmasini saglayarak sitokinezde 6nemli bir rol oynar. Ayrica Rho-kinaz 6zellikle
sitokinez sirasinda boliinme yarigindaki glial fibriler asidik protein (GFAP) ve vimentin

gibi intermediate flament proteinlerini de fosforile eder (238). Rho-kinazin

59



fosforilasyon bolgelerinde mutasyona ugramis GFAP ekspresyonu mitoz sonrasi yavru

hiicrelerde bozulmus glial flament ayrismasina neden olur (237).

Bu sonuclar gostermektedir ki Rho-kinaz sadece sitokinez yani hiicre boliinmesi
icin degil fakat ayn1 zamanda yavru hiicrelerde etkin hiicresel par¢alanmay1 saglayan

GFAP proteinin ayristmida da 6nemli rol oynamaktadir.

Sitron kinaz da ayni zamanda boliinme yariginda yer almaktadir (198). Sitron
kinaz mutantlariin asir1 ekspresyonu multiniikleer hiicrelerle sonuglanir. Sitron kinaz
knockout fareler daha yavas biiyiirler, siddetli ataksik durumlar1 vardir ve fatal krizler

nedeniyle erigkin yasa gelmeden oOliirler (239).

Spesifik ndronal gruplarin eksikligine bagli olarak defektif norogenezis
gosterirler. Bu tiir anomaliler santral sinir sistemi gelisimi sirasinda bozulmusg
sitogenezis ve masif apoptozise bagli olarak meydana gelmektedir. Sitron kinaz miyozin
[’'nin MHZ’ni serin 19 ve treonin 18’de invitro olarak fosforile eder. Sirton kinaz
sitokinez sirasinda Rho’nun alt efektorii MHZ’in defosforilasyonunun diizenlenmesinde

rol alabilir.

2.3.6.6. Mikrovillus Olusumu

ERM (Erzin, Radiksin, Moezin) ailesi proteinleri plazma membrani ve aktin
flamentleri arasinda c¢apraz baglar olusturan proteinler olarak fonksiyon gosterirler
(240). ERM ailesi proteinlerin amino ve karboksi terminal u¢larinin sirasi ile CD44 ve
aktin flamentleri gibi integral membran proteinleri ile direkt baglar olusturdugu

bildirilmistir (241).

ERM ailesi proteinleri aktive oldugu zaman sitozolden plazma membranina
transloke olurlar ve Rho ve Rac ile indiiklenen hiicre iskeleti reorganizasyonunda rol
oynarlar (242). Biyokimyasal analizler gostermistir ki Rho-kinaz enzimi moezini Thr-

558’de fosforile eder ve bu sekilde radiksin proteininin karboksi ve amino terminal
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bolgeleri arasindaki intramolekiiler etkilesimler inhibe olur. Béylece Rho/Rho-kinaz

yolagi ERM ailesi proteinlerini fosforile ederek aktive eder.

Ote yandan LPA’in NIH 3T3 hiicrelerinde radiksin proteininin mikrovillus benzeri
yapilara relokalizasyonunu stimiile ettigi ve botilinum C3 toksininin bunu bloke ettigi

gosterilmistir (243).

Rho’nun dominant aktif formunun ekspresyonu moezin fosforilasyonunu indiikler
ve mikrovilli benzeri yapilari apikal membranda bi¢cimlenmesi ile birlikte Thr-558’in

fosforile oldugu bdlgede moesinin kiimelenmesine neden olur (193).

Rho’nun alt efektorlerinden biri olan Rho-kinazin da dominant aktif formunun
ekspresyonu moezinin fosforilasyonunu indiikler. Moezinin Rho-kinaz tarafindan
fosforilasyonu mikrovilliis benzeri yapilarin olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. Bu
Rho-kinaz aracili ERM fosforilasyonu koroner arterde, santral sinir sisteminde,
akcigerler ve kalpte gosterilmistir. Ote yandan bu fosforilasyon hipertansiyon
patogenezi, vazospazm ve arterioskleroz ile yakindan iliskilendirilmistir (244, 245,

246).

2.3.6.7. Hiicre Sekil Degisiklikleri

Hiicrelerin sekil degistirebilme yetenekleri hiicresel farklilagsma ve hiicre hareketi
icin kritik Oneme sahiptir. Upstream sinyallere cevaben olusan kortikal aktin
flamentlerinin yeniden diizenlenmesi hiicre seklindeki degisiklikler i¢cin olmazsa
olmazdir. Ornegin hematopoetik hiicreler enfeksiyon bdlgesine ulasabilmek i¢in kan
damar1 duvarindan ve dokular arasmdan ge¢mek zorundadir. Ote yandan metastatik
kanser hiicreleri diger dokulara go¢ ederek ve invaze olarak kanserin yayilimina neden
olurlar. Gelismekte olan g¢ok hiicreli organizmalarda dokularmm morfolojik yapilari
cesitli Rho-GTP azlara bagli hiicre sekil degisiklikleri ve hiicre hareketlerine baglhdir.
Kiicik G proteinlerinden Rho ailesi tiiyeleri Rho, Rac, Cdc42 hiicre seklinin

belirlenmesinde rol oynarlar. Fibroblastlarda Rho aktivasyonu stres fibrillerinin
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olusumu, Rac aktivasyonu lamellipodya olusumu ve Cdc42’nin aktive olmasi ise

filopodya olusumunda rol oynamaktadir (223).

2.3.7. Rho ve Alt Efektorii Rho-kinaz’in Diger Etkileri

2.3.7.1. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerindeki Etkiler

Rho/Rho-kinaz sinyal yolagi noradrenalin, trombin, anjiyotensin II ve serotonin
gibi ¢esitli vazoaktif ajanlar tarafindan aktive edilir. Dolayis1 ile Rho-kinaz yolaginin
vaskiiler lezyonlarin gelisiminde 6nemli rol oynayabilecegi bildirilmistir. Rho-kinaz
inhibitorleri ile uzun siireli tedavi sonrasinda vaskiiler diiz kas hiicresi ve fibroblastlarin
proliferasyonu, migrasyonu ve inflamatuar hiicrelerin vaskiiler duvarlara gocii gibi
hiicresel olaylar inhibe edilebilmektedir. Rho-kinaz sinyal yolagi sadece hipertansif
vaskiilopatide degil, ayn1 zamanda vaskiiler hastaliklarin diger formlarinda da rol

oynamaktadir.

Rho/Rho-kinaz sinyal ileti mekanizmasi bir yandan damar diiz kas tonusunu
diizenlerken diger taraftan da inflamatuar aterosklerotik lezyonlarin gelismesinde rol
oynamaktadir. Rho-kinaz inhibitorleri ile yapilan ¢calismalarda s6z konusu aterosklerotik
lezyonlarin azaldigi gosterilmistir (248). ROCK inhibitorii Y-27632’nin kardiyak
aritmilerde myokardi koruyucu etki yaptigi da bildirilmistir (249). Bununla birlikte
hipertansif hastalarda periferal vaskiiler direncin artmasimnin patogenezinde Rho-kinaz

yolaginin roliiniin olabilecegini gosteren ¢alismalar vardir (250).

Vaskiiler diiz kas hiicre kiiltlirlerinde Rho aktivasyonu yaptig1 bilinen sfingozin 1
fosfatin hiicresel proliferasyonu arttirdigi gosterilmistir (251). Trombinin insan umblikal
veninde hizli ve gegici bir RhoA aktivasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Bunu
takiben de myozin hafif zincir fosforilasyonun artisi, F-aktin stres liflerinin olusumu ve
permeabilite artismin oldugu ve bu etkilerin Rho-kinaz enzim inhibitérii Y-27632 ile
belirgin olarak azaldig: bildirilmistir (252). Ote yandan izole sican mezenterik damar

yataginda ROCK-2 enziminin eksprese edildigi ve damar yatagi perflizyon basincinin
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kontroliine katki sagladig1 gosterilmistir (253). Bununla birlikte lipopolisakkarit verilen
sicanlarin mezenterik arterlerinde endotelin-1 ile olusturulan kasilmalara ROCK-2
enzim ekspresyon artismin katkist oldugu rapor edilmistir (254). Yapilan bir baska
calismada da insan umblikal arterinde Rho-kinaz enziminin ROCK-2 izoformunun
eksprese edildigi ve Rho/Rho-kinaz yolagmm insan umblikal arterinde agonistle

indiiklenen kasilmalara aracilik ettigi bildirilmistir (255).

2.3.7.2. Gastrointestinal Sistem Uzerindeki Etkiler

Rho/Rho-kinaz sinyal ileti mekanizmasi insan ve koyun safra keselerinin
kontraktil aktivitelerine aracilik etmektedir (256, 257). Gastrik fundusta Rho-kinaz
enziminin kontraktil aktivitede rol oynadig1 ve kolinerjik sinir ug¢larindan asetil kolin
salinimin1 uyarabildigi gosterilmistir (258). Ote yandan kolon adenokarsinoma hiicre
hattt olan Caco-2 hiicrelerinde prolaktinin transselliiler aktif kalsiyum transportu

iizerindeki non-genomik etkilerine Rho-kinazin aracilik ettigi bildirilmistir (259).

2.3.7.3. Solunum Sistemi Uzerindeki Etkiler

Brongiyal diiz kas tonusunun diizenlenmesinde Rho/Rho-kinaz sinyal ileti
mekanizmasi rol almaktadir. Bununla birlikte yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada
farelerde geranilgeraniltransferaz inhibisyonunun bronsiyal diiz kas asiriduyarliligmi
ortadan kaldirdig1 gosterilmistir. Bu nedenle selektif geranilgeraniltransferaz
inhibitorlerinin alerjik bronsiyal astim gibi hava yolu asir1 duyarliligi sonucu olusan
patolojik durumlarda potansiyel bir terapétik ajan olabilecegi ileri siiriilmektedir (260).
Ote yandan, Rho kinaz inhibit6rii Y-27632 inhalasyonunun, asetilkolin ile indiiklenen
solunum yolu rezistans artigini inhibe ettigi bildirilmistir (261). Buna ilaveten ROCK
inhibitorlerinin inhalasyon yolu ile uygulandiginda pulmoner hipertansiyonda selektif
ve potent bir etki ile vazodilatasyona neden oldugu gosterilmistir (262). Koksel ve
arkadaslarinin yaptig1 bir diger c¢alismada da oleik asitle indiiklenen akciger

hasarlanmasmin Rho-kinaz inhibitorii Y-27632 ile geri g¢evirilebildigi ve bu neden ile
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akciger hasarlanmasi ile seyreden hastaliklarda terapodik etkisinin olabilecegi

bildirilmistir (263).

2.3.7.4. Santral Sinir Sistemi Uzerindeki Etkiler

Rho/Rho-kinaz sinyal ileti mekanizmasmin viicutta bir¢cok farkli hiicresel
fonksiyonun yani sira santral sinir sisiteminde de birtakim hiicresel olaylara aracilik
ettigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Bu yolagin anormal aktivasyonlar1 santral sinir
sistemine ait bircok hastalikta ortaya konmustur. Spinal kord ve kafa travmalarinda
Rho-kinaz enzim aktivitesinin artigina baglh olarak norit bliylimesinin inhibe olabildigi
bildirilmistir. Bununla birlikte Rho-kinaz enzim inhibitorlerinin  spinal kord
yaralanmasinda, Alzheimer hastaliginda, inflamatuar ve demiyelinizan hastaliklarda,
noropatik agr1 ve diger norolojik hastaliklarda potansiyel norodejeneratif tedavi edici

ajan olabilecegi One siiriilmektedir (202).

Ote yandan Rho-Rho-kinaz yolagi, noronal fonksiyonlar: diizenlemekle birlikte
sinir hiicrelerinde de sinaps olusumu, aksonal biiylime ve gd¢, dendrit sekillenmesi gibi

olaylarda rol oynamaktadir (264, 265).

Diger taraftan iskemik nodronal hasarlarin erken safhalarinda striatumda ve
ozellikle aksonlarda Rho-kinaz enzim ekspresyon ve aktivitesinde artis oldugu
bildirilmistir. Bununla birlikte ROCK enzim inhibitorii fasudilin bu aktivite artigini geri
cevirdigi ve serebral infakta karsi invivo olarak koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir.
Ayrica ndronal hiicrelerde glutamatin ROCK enzim aktivitesinde rol oynadigi ve
hidroksifasudilin de ROCK enzim inhibisyonu yolu ile glutamatin neden oldugu sinir

hasar1 ve hiicre 6liimiinii inhibe ettigi gosterilmistir (266).

Yapilan diger ¢aligmalarda ise serebral damar yataginda Rho/Rho-kinaz yolaginimn,
vaskiiler diren¢ ve kan akiminin kontroliine katki sagladigi ve deneysel kopek
subaraknoid kanama modelinde Rho-kinaz aktivitesinin arttig1 ve Y-27632’nin arteriyel

diiz kas hiperkontraksiyonunu 6nledigi gosterilmistir (267).
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Ote yandan ROCK inhibitérii fasudilin insanlarda subaraknoid kanamadan sonrasi
olusan vazospazmi azalttig1 anjiografik olarak gosterilmistir (268). Biitiin bu etkilere
ilaveten Rho/Rho-kinaz yolagmnin santral sinir sisteminde kan basincinin santral
diizenlenmesinde (246), hipotermide (269), nérotransmitter saliniminda (270), beyin
endotelial hiicre permeabilite artiginda (271), Alzheimer hastaliginda rol oynayan f3-
amiloid plaklarin olusumunda (272) rol oynadig1 da yapilan diger ¢alismalar ile ortaya
konmustur. Bununla birlikte hem beyinde hem de omurilikte eksprese edildigi
gosterilen Rho-kinaz enziminin nosisepsiyonda rol oynayabildigi ve ROCK
inhibitorlerinin yeni bir antinosiseptif ila¢ grubu olarak Onerilebilecegi bildirilmistir

273).

Ayrica yakin zamanda yapilan bir bagka caligmada da Rho/Rho-kinaz sinyal
yolagmin farelerde epilepsi gelisiminde rol oynayabilecegi bu nedenle Y-27632 ve

fasudilin potansiyel anti-epileptik ajanlar olabilecegi gosterilmistir (274).

2.3.7.5. Urogenital Sistem Uzerindeki Etkiler

Insan ve tavsan penis kavernozal diiz kas hiicrelerinde Rho-kinaz enzim

ekspresyon ve aktivitesinin oldugu gosterilmistir (275).

Bunun yam1 swa yapilan diger c¢aligmalarda cesitli tiirlerin  korpus
kavernozumlarinda ROCK-1, ROCK-2, Rho-GDI ve Rho-GEF proteinlerinin varligi
tespit edilmistir. Yaptiklar1 bir ¢calismada Wang ve arkadaslari, tavsan ve insan korpus
kavernozumunda Rho aracili Ca*" duyarlasmasi oldugunu ve Rho-kinaz inhibitorii Y-
27632’nin, fenilefrinle kastirilmis kavernozal dokuda doza bagimli olarak gevseme

olusturdugunu bildirmislerdir (276).

Ote yandan Rho/Rho-kinaz aracilikli vazokonstriksiyonun penil dolagimin
diizenlenmesinde rol oynadigi, Rho-kinaz enzim inhibitériiniin intrakavernozal
uygulanmasmin anesteziye edilmis si¢anlarda ereksiyona neden oldugu gosterilmistir

277).
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Cesitli hastaliklara sekonder gelisen erektil disfonksiyonda Rho-kinaz sinyal
yolagmin katkisinmn oldugu 6ne siiriilmektedir. Ornegin diyabetik erektil disfonksiyon
tedavisinde ROCK inhibitorleri, Y-27632 ve fasudilin tedavi degerlerinin olabilecegini
bildirilmistir (278).

Diger taraftan, vas deferensin motor aktivitesinde Rho/Rho-kinaz yolagmin etkili
oldugu ve bu yolagin inhibitorlerin hem erektil disfonksiyonda hem de prematiir
ejekiilasyon bozukluklarinda potansiyel terapotik ajanlar olabilecegini one siirtilmiistiir
(20).

Bunun yanisira bir baska calismada da Rho/Rho-kinaz yolaginin ireter diiz
kasmin eksitator uyarilarla indiiklenen kontraktil aktivitesine 6nemli katki sagladigi ve
ROCK inhibitorlerinin renal kolik tedavisinde potansiyel antispazmodik ilaglar

olabilecegine isaret edilmistir (22).

Bununla birlikte, iireter obstriiksiyonunda Rho-kinaz yolaginin upregiile oldugu ve

artmis Ureteral kasilmalara bu yolagn aracilik ettigini bildirilmistir (279).

Rho/Rho-kinaz yolaginin, mesane, uterus ve prostat diiz kasinin kontraktilitesine
katkr sagladigi ve Rho-kinaz inhibitorlerinin benign prostat hipertrofisinde terapotik

etkiye sahip antispazmodikler olabilecegi bildirilmektedir (280, 281, 282).

2.3.7.6. Goz Uzerindeki Etkiler

ROCK enzim inhibitérii Y-27632’nin intraokiiler basinci azalttig1 ve akéz hiimor
dis akimim artirdigi, dolayisiyla basta glokom olmak {izere diger bir takim goz
hastaliklarinin tedavisinde terapotik faydalari olabilecegi bildirilmistir (283). Diger
taraftan insan lens epitel hiicresinin kontraktilitesine Rho/ROCK sinyal yolunun aracilik
ettigi ve buna ilaveten ROCK-1 ve ROCK-2 proteinlerinin goz kapagi kapanmasinda rol
oynadig1 da gosterilmistir (284, 285).
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2.3.7.7. Tiimor Hiicresi ve Metastaz Uzerindeki Etkiler

Rho/Rho-kinaz yolagmin tiimor hiicre invazyonunda rol oynadigi bildirilmistir
(286). Bununla birlikte Rho proteinlerinin esasen kanser gelisiminde ve progresyonunda
rol oynadigi bilinen aktin reorganizasyonunda, hiicre hareketi ve migrasyonunda,
hiicrelerin ~ birbirlerine ve matrikse olan adezyonunda, hiicre siklusunun
diizenlenmesinde, gen ekspresyonlarinda ve apoptoziste anahtar rol oynadigi
bilinmektedir. Ote yandan Rho-kinaz yolagini inhibe eden fasudilin insan ve sican

modellerinde tiimor progresyonunu azalttig1 gosterilmistir (287).

Bundan baska, Rho guanin niikleotid degistirici faktorler (Rho-GEFler)
onkojeniktirler ve malignite durumlarinda siklikla Rho GTPazlarim ekspresyonlari
artmustir. Diger taraftan Rho proteinleri antineoplastik ajanlar ve iyonizan radyasyon
gibi DNA hasarlanmas1 olusturan ajanlara kars1 direnci de etkilemektedir. Boylelikle
Rho ile indiiklenen mekanizmalar geleneksel antineoplastik tedavinin terapdtik
etkililigini ve/veya yan etkilerini degistirmektedir. Pleotropik etkilerinden o6tiirii Rho
proteinleri yeni anti kanser ila¢ gelisiminde iimit vaad edici ajanlar olarak
goriinmektedirler. Burada aslinda 6nemli olan Rho ve beraberinde Ras proteinlerin C-
terminalinin izoprenilasyonudur ki bu proteinlerin hiicre membranina baglanip aktif
hale ge¢mesi, dolayisi ile onkojenik sinyali iletmesi i¢in gereklidir. Dolayisiyla farnesil
transferaz, gerenilgeranil transferaz ve HMG-KoA-rediiktaz inhibitorleri (statinler gibi),

izoprenilasyonu 6nleyerek tiimor tedavisinde faydali olabilirler (288).

2.3.7.8. inflamasyon Uzerindeki Etkiler

Rho/Rho-kinaz yolagi, inflamasyona aracilik edebilmektedir. Inflamatuar
hiicrelerin migrasyonu hiicre iskeleti aktini tarafindan diizenlenmektedir ve bu olay1
diizenleyen en onemli mekanizmalardan birisi de Rho proteininin indiikledigi sinyal

ileti mekanizmasidir (21).

Ayrica Rho-kinazin  sicanlarda anjiotensin-II ile indiiklenen monosit

kemoatraktant protein-1 ve plazminojen aktivator inhibitér-1 (PAI-1) ekspresyonuna
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aracilik ettigi, bununla birlikte yine sicanlarda yiiksek glikoz diizeylerinin indiikledigi
artmis osteopontine de yine bu sinyal mekanizmasinin aracilik ettigi bildirilmistir (289,

290, 291).

Tim bunlardan dolay1 bu sinyal mekanizmasmin vaskiiler fonksiyonlarla iliskili
inflamatuar molekiillerin gen ekspresyonlarinda ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica,
anjiotensin-1I ve interlokin-1f ile kiiltiir hiicrelerinde olusturulan inflamasyon ve
bakteriyel endotoksinle (lipopolisakkaridlerle) in vivo olarak olusturulan sistemik

inflamatuar yanitta Rho-kinaz upregiile olmustur (254, 292).

2.3.7.9. Endotelyal ve Epitelyal Hiicreler Uzerindeki Etkiler

Endotel ve epitelyum hiicreleri gibi kas olmayan hiicrelerde hiicre iskeleti aktini,
baslica hiicre sekil degisikligi, hiicre go¢ii, polaritesi ve adezyon olusumu gibi ¢ok

cesitli hiicresel fonksiyonlara aracilik eder (293).

Trombin gibi bir takim uyarilara cevap olarak gelisen endotel hiicre sekil
degisikligi, endotelyal kontraktilite ve kapiller permeabilite artis1 gibi olaylara
Rho/kinaz sinyal ileti yolagmin 6nemli katki sagladig1 gdsterilmistir (294). Ote yandan
notrofillerin araci oldugu endotelyal hiperpermeabiliteden de Rho/Rho-kinaz yolagmnin

sorumlu oldugu bildirilmistir (295).

Yapilan bir diger calismada Rho-kinaz inhibitorii Y-27632’nin sigcanlarda
karaciger iskemik-reperfiizyon hasari iizerine etkisi test edilmis. Buna gore de Y-
27632’nin polimorfoniikleer 16kositler (PMNL) ve inflamatuar sitokinleri suprese etmek
suretiyle hepatik iskemi-reperflizyon hasarinda kismi koruyucu etkisi bulundugu 6ne

stirtilmiistiir (296).

Diger taraftan insan bronsiyal epitel hiicresinin interlokin-8 salgilamasinda da

Rho-kinazin rolii oldugu gosterilmistir (297).
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2.3.7.10. Kan Hiicreleri Uzerindeki Etkiler

2.3.7.10.1. Trombositler

Rho-kinaz ve MHZ kinaz tarafindan diizenlenen MHZ fosforilasyonunun
proplateletler olarak da adlandirilan megakaryositlerin olusumu ve fragmantasyonunu
inhibe etmek yolu ile trombosit biyosentezinde inhibitér rol oynadigi bildirilmistir

(298).

Bunun disinda, insan trombositlerinin ADP tarafindan G- protein bagimli P2Y1 ve
P2Y12 reseptorleri araciligr ile gesitli hiicresel fonksiyonlar1 indiiklemek igin aktive
edildigi ve P2Y12 reseptorlerinin Rho-kinaz bagimli bir mekanizma ile trombosit sekil
degisikliklerini etkiledigi gosterilmistir (299). Ote yandan Rho-kinazin trombosit
aktivasyonunda a-addusin ve spektrinin aktin hiicre iskeleti ile iliskisini diizenledigi 6ne

stirtilmektedir (300).

Trombosit aktivasyonu her ne kadar vaskiiler hasarlanma bolgesinde primer
hemostazin saglanmasida 6nemli ise de miyokardiyal infaktiis ve inmeye neden olan
arteryel trombus olusumunda da ciddi rol oynamaktadwr. Bu nedenle trombosit
fonksiyonunun inhibisyonu arteriyel trombozun 6nlenmesinde ve tedavisinde dnemli bir
stratejidir.  ADP, trombin ve tromboksan A, gibi agonistler heterotrimerik G
proteinlerine baglanarak hiicre i¢i sinyal yollarmi diizenlerler. Rho/Rho-kinaz yolunu
aktive eden Gjs; proteinin trombosit aktivasyonu ve trombosit-bagimli arteryel
trombozda kritik 6neme sahip oldugu ve Gis-aracili sinyal yolunun anti-trombosit

ilaglar i¢in yeni bir hedef olabilecegi 6nerilmistir (301).

2.3.7.10.2. Lokositler

Rho/Rho kinaz yolagmin lenfosit ve ndtrofillerin kemotaksisinde rol oynadigi
bildirilmistir. Ote yandan p160ROCK polimorfoniikleer Iokositlerin siiperoksit iiretimi,
adhezyon ve agregasyonunda da rol oynamaktadir (35, 36). Yapilan bir diger caligmada
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da iskemik hasarlanma sonrasinda lokositlerde ROCK aktivitesinin artti§i ve ROCK
inhibisyonunun iskemiye bagli hasarlanmada infarkt alanini azalttigi1 gosterilmistir
(302). Buna ilaveten vaskiiler hasarlanma bdlgesinde ROCK-1’in neointimal
formasyona ve lokosit toplanmasina aracilik eden mekanizmalarda rol oynadig1 ve bu
nedenle vaskiiler inflamatuvar hastaliklarda potansiyel terapotik bir ajan olabilecegi de

one siirtilmektedir (303).

2.3.7.10.3. Eritrositler

RhoA proteininin eritrositlerde sitozolik ve membranal fraksiyonlarda bulundugu,
sitozolik fraksiyondaki Rho A’nin guanozin trifosfat (GTP) ile baglanarak membrana
transloke olabildigi gosterilmistir (38). Bunun yani sira bir sitozolik serin/treonin kinaz
olan ve daha 6nce RhoA’nin alt efektorii oldugu bildirilen PRK1/PKN’in eritrositlerde
planzma membraninin lipid tabakasinda varligi da yapilan caliymalarda gosterilmistir
(304). Ancak Rho’nun alt efektorleinden Rho-kinazin eritrositlerdeki fizyolojik ve

patolojik olaylara katkisini gosteren calismalar mevcut degildir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullamilan Kimyasal Madde ve ilaclar

Protein Assay Dye Reagent (Biorad 500—-0006)

Sigir Serum Albumin (BSA; Sigma A2058)
Akrilamid/bisakrilamid % 30’luk soliisyonu (Sigma A3574)
Tris HCL (Serva 37180)

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS; Sigma 1.4509)
Amonyumperoksodisiilfat (APS; Merck 1.01200.1000)
Temed (Merck 1.10732.0100)

Trizma Base (sigma T6066)

Sodyum Klorid (Riedel-de Haén 13565)

Glisin (Merck 5.00190.1000)

Tween 20 (Merck 8.22184.0500)

Bromfenol Blue (Sigma B0126)

Merkaptoetanol (Merck 1.15433.0050)

Metanol (Riedel-de Haén 34906)

Filter paper 7.5x10 BIORAD170-3932

Nitroseliiloz membran Biorad 162-0112

Yagsiz Siit Tozu (Nestle)

Rho A (26C4) mouse monoclonal (Santa Cruz sc-418)

Goat anti-mouse IgG1-HRP (Santa Cruz sc-2060)

Anti- ROCK 2 goat poliklonal (Santa Cruz sc-1851)
Dankey anti-goat (Santa Cruz sc-2020)

Enhanced Kemiluminesans ECL Plus Western Blot Deteksiyon Kiti (Amersham
Biosciences, Freiburg Germany)

Rontgen Film Developer Soliisyon (General Rapid Medical)
Rontgen Film Fixer Soliisyon (General Rapid Medical)
RhoA G-LISA™ Activation Assay (colorimetric) BK124 Cytoskeleton
Sodium metabisulfite (Na,S,0s) SIGMA 7681-57-4
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Stingozin-1-fosfat (Tocris Cat. No. 1370

Lizofosfatidik asid (Sigma L-7260)

PBS Tablet (Amresco E404)

PVP-360 (polyvinyl-pyrolidone, Sigma, St. Louis, USA)

3.2. Kullanilan Deneysel Yontemler

3.2.1. Western Blot Yontemi icin Kan Orneklerinin Hazirlanmasi

Calisgmanin bu kismi i¢cin 18-45 yas arasi alkol, sigara ve ila¢ kullanmayan,
sagliklt goniillii erkek bireylerden alinan kan 6rnekleri kullanildi. Deneklerin 6n kol
venlerinden heparinli enjektorlere alman kan Ornekleri, dakikada 3000 devirde on
dakika boyunca santriflij edilip plazmalar1 ayrildi. Plazmas1 ayrilan 6rnekler, izotonik
fostat tamponu (PBS) ile li¢ kez yikandi (3000 rpm, 10 dk). Elde edilen eritrositler esit
hacimde hipotonik lizis tampon ile [10 mM Tris (pH 7.6), 1 mM EDTA, 20 pg/ml
phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) ] karistirilarak vortekslendi. Daha sonrasinda
elde edilen homojenatlar 15000 rpm. de 20 dk. santrifiij edilerek sitozolik fraksiyonu
iceren supernatant ve membranal fraksiyonu igeren pellet ayirildi (305). Membranal
fraksiyonlar1 igeren pelletler hipotonik lizis tampon ile sulandirildi ve hem membranal

hem de sitozolik fraksiyonlarda Bradfort yontemi ile protein tayinleri yapildi.

3.2.2. Bradfort Yontemi ile Protein Tayini

Olduk¢a duyarl olan bu yontem (5-100 pg/ml); organik boyalarin, proteinlerin
asidik ve bazik gruplar1 ile etkileserek, renk olusturmasini esas alir. Mavi rengin
olusmasinda proteinin amino asit bilesimi (6zellikle arjinin gibi bazik amino asitler ve
aromatik amino asitler) 6nemlidir. Yontemde temel alinan olgu, boya normal sartlarda
465 nm’de maksimum absorbans verirken, protein ile baglandig1 zaman 595 nm dalga

boyunda maksimum absorbans vermesidir (306, 307).
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Standart olarak kullanilmak iizere 1 mg/ml sigir serum albumin (BSA) hazirlandi
Standartlar icin; 0, 1, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 ul standart solusyonu (BSA) iceren
ikiser adet ependorfun iizerleri distile su ile 100’er pl’ye tamamlandi. Olgiilecek olan
ornekler de yine ¢ift olarak hazirlandi ve 100’er ul’ye tamamlandi. Standart ve 6rnekler
iizerine 1’er ml bradfort soliisyonu eklenerek vortekslendi. 595 (620) nm’ye ayarli Elisa
okuyucuda kor tiipline kars1 6rnekler okutuldu. Daha sonra elde edilen absorbanslarin
her 6rnek i¢in ayr1 ayr1 ortalamalar1 almarak Prism programinda pl deki protein

miktarlar1 belirlendi

3.2.3. Western-Blot Yontemi ile RhoA ve ROCK-2 Protein Ekspresyonlarinin

Gosterilmesi

Eritrositlerde membranal ve sitozolik fraksiyonlarda RhoA proteininin ve
stoplazmik bir protein olan Rho-kinazin (ROCK-2) varligin1 gostermek amaciyla 6zel

bir protein-protein hibridizasyon teknigi olan Western-Blotlama yontemi kullanildi.

Oncelikle proteinler, érnek tamponu (0.5 M Tris HC1 pH 6.8 0.125 M, %10’luk
SDS 0.14 M, Gliserol % 20, 2-merkaptoetanol 0.2 mM, bromfenol blue 0.03 mM) ile
1/2 (membranal) ve 1/4 (sitozolik) oraninlarinda karistirildiktan sonra 5’er dakika
kaynatildi. Kaynatilarak denatiire edilen proteinler 6rnek tamponu igerigindeki SDS
yardimi ile negatif yiikle yiiklendi ve hidrofobik etkilesimleri bozularak lineer hale
geldiler. Tamamen negatif yiiklenen proteinler elektroforez swrasinda katottan anoda
dogru hareket ederler. Esit miktarlarda protein % 10’luk sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel (SDS-PAGE) jele yiiklenerek elektroforeze tabi tutuldu ve jel lizerinde

birbirlerinden ayrilmalar1 saglanda.

Poliakrilamid jel matriksi farkli biiylikliikte porlar igerir, bu nedenle protein
karigim jele yiiklenip elektroforez uygulandiginda; proteinlerin bu kanallardan gecis
hiz1 tamamen biiyiikliiklerine baghdir. Kiigiik proteinler jelde hizli, biiyiik proteinler
yavas ilerleyebilirler (308).
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Jelde biiyiikliikklerine gore ayrilan ve bantlar olusturan proteinler elektrotransfer

teknigi ile nitroseliiloz bir membrana aktarildi.

Membranlar yagsiz siit tozu ve % 2’lik Tween-20 igeren Tris soliisyonu (TBS-T)
ile 1 saat bloklama islemine tabi tutuldu. Bu sayede membranlarin proteinsiz
kisimlarinin spesifik olmayan bir proteinle tutunmasi saglanarak protein yapida olan
primer antikorun bir sonraki asamada membrana non-spesifik baglanmasi engellenmis

oldu.

Bir saatlik bloklama isleminden sonra membranlar 3 kez 10’ar dakika TBS-T
soliisyonu ile yikandiktan sonra ROCK enzimine 6zgii ROCK-2 (ROKa) (Monoklonal
IgG, Santa Cruz Biotechnonolgy Inc. CA, A.B.D.) antikoru ile (1:2000 diliisyonda, 2
saat siire ile) ve RhoA proteinine 06zgii RhoA (Monoklonal IgG, Santa Cruz
Biotechnonolgy Inc. CA, A.B.D.) antikoru ile (1:500 diliisyonda gece boyunca)
muamele edildi. Bu sekilde primer antikorlar membranlara bagli olan hedef proteinler
olan ROCK-2 ve RhoA ile baglanmis oldu. Bu islem sonrasinda da membranlar tekrar

TBT-T soliisyonu ile 3 defa 10’ar dakika yikandu.

Yikama islemi tamamlandiktan sonra membranlar bu kez HRP (horseradish
peroxidase; Santa Cruz Biotechnonolgy Inc. CA, A.B.D) bagh sekonder antikor ile
(1:2000 diliisyonda) bir saat muamele edildi ve bu sekilde sekonder antikorun primer
antikorlara baglanmasi gerceklestirilmis oldu. Bunun ardindan membranlar tekrar 3 kez

10’ar dakika TBS-T igeren soliisyon ile yikandi.

Daha sonra membranlar ECL (enhanced chemiluminescence) Plus Kit
(Amersham Biosciences, Freiburg Germany) goriintiileme soliisyonu ile 10 dakika
karanlikta muamele edildi. Cesitli slirelerde medikal rontgen filme basilarak

goriintiilendi.
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3.2.4. Eritrosit Deformabilitesinin Degerlendirilmesi

Deformabilite deneyleri i¢cin 18-45 yas arast saghkli goniillii erkek bireylerden
alman kan Ornekleri kullanildi. Deneklerin 6n kol venlerinden heparinli enjektorlere
alman kan Ornekleri, dakikada 3000 devirde on dakika boyunca santrifij edilip
plazmalar1 ayrildi. Plazmasi ayrilan 6rnekler, izotonik fosfat tamponu (PBS) ile ii¢ kez
yikandi1 (3000 rpm, 10 dk). Sonrasinda otolog plazmalari ile eritrosit slispansiyonlarinin

hematokrit diizeyleri % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra deneyler planland.

Eritrosit deformabilitesi bir ektasitometre (LORCA, RR Mechatronics, Hoorn,
The Netherlands) kullanilarak, cesitli stvi kayma kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi
ile degerlendirildi. Eritrositler izotonik fosfat tamponu i¢inde hazirlanmis, PVP-360
(polyvinyl-pyrolidone, Sigma, St. Louis, USA) c¢o6zeltisi i¢inde yaklasik 1/200
diliisyonda siispansiyon haline getirildi. Bu siispansiyonun yaklasik bir mililitresi
aralarinda 0.3 mm bosluk kalacak sekilde birbirine uyan iki cam silindirden olusan bir
vizkometre sistemine yerlestirildi. Iki cam silindirin arasimdaki bosluga doldurulan
siispansiyon, distaki cam silindirin sistemi kontrol eden bilgisayar tarafindan, uygun
kayma kuvvetlerini olusturmak iizere hesaplanan bir hizda dondiiriilmesiyle, bu
kuvvetlerin etkisi altinda birakildi. Belirlenen araliktaki kayma kuvvetlerini olusturacak
donme hizlar1 bilgisayar tarafindan izotonik fosfat tamponu-PVP ¢6zeltisinin vizkositesi
de dikkate almarak hesaplandi. Bu sirada sabit silindirin i¢inde yer alan bir lazer
kaynagindan ¢ikan 1s1n, eritrosit siispansiyonuna ulasmakta ve sonra bir ekran iizerine
yansiyan difraksiyon paterni, siispansiyondaki eritrositlerin seklini ve ddnme
hareketinin yarattig1 akima oryantasyonlarimi yansitmaktadir. Artan kayma kuvvetlerine
parelel olarak, dairesel bir formdan elipsoid forma doniisiimiin derecesi ile eritrositlerin
sekil degistirme yetenekleri (deformabilitesi) arasinda dogru oranti1 vardwr. Elipsoid
difraksiyon paterninin uzun (A) ve kisa eksenlerinin (B) uzunluklarinin bilgisayar
tarafindan saptanmasiyla EI=A-B/A+B seklinde bir elongasyon indeksi (EI) hesapland1.
Olgiimler 37°C’de yapild. EI degerleri dokuz kayma stresi arasinda (0.3-30 Pa)
oOl¢iildii. Bu degerler kullanilarak her 6rnek i¢cin maksimum elongasyon indeksinin yarisi
kadar sekil degistirmeye neden olan kayma kuvveti (SS;,) Lineweaver-Burke analizi

uygulanarak hesaplandi.
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3.2.4.1. Lizofosfatidik Asid Uygulanan Seriler

Lizofosfatidik asid uygulamalari i¢in 18-45 yas aras1 goniillii erkek bireylerden
alman kan Ornekleri kullanildi. Deneklerin 6n kol venlerinden heparinli enjektorlere
alman kan Ornekleri, dakikada 3000 devirde on dakika boyunca santrifiij edilip
plazmalar1 ayrildi. Plazmasi ayrilan 6rnekler, izotonik fosfat tamponu (PBS) ile ii¢ kez

yikand1 (3000 rpm, 10 dk).

1. seri deneyler;

Eritrosit siispansiyonlarmin hematokrit diizeyleri otolog plazmalar1 ile % 40 olacak
sekilde ayarlandiktan sonra 10° M, 2x10° M, 5x10° M konsantrasyonlarda
lizofosfatidik asid ile 1, 2, 5, 10 ve 15 dakika siirelerle oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra LORCA ektasitometre ile ¢esitli sivi kayma kuvvetlerinde

deformabilite dl¢ctimleri yapildi.

2. seri deneyler;

Eritrosit siispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri otolog plazmalar1 ile % 40 olacak
sekilde ayarlandiktan sonra;
- 10”° M konsantrasyonda lizofosfatidik asit ile 10 dakika,
- Rho-kinaz inhibitérleri Y-27632 ve fasudil ile (10° ve 10* M) 45 dakika
inkiibasyonu takiben 10 M konsantrasyonda lizofosfatidik asit ile 10 dakika,
- Tek basina Y-27632 ve fasudil ile 45 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyonlar oda sicakliginda yapild1 ve sonrasinda LORCA ektasitometre ile gesitli

sivi kayma kuvvetlerinde deformabilite dl¢timleri yapildi.
3.2.4.2. Sfingozin-1 Fosfat (S1P) Uygulanan Seriler
Sfingozin 1 P uygulamalari i¢in 18-45 yas aras1 goniillii erkek bireylerden alinan

kan ornekleri kullanildi. Deneklerin 6n kol venlerinden heparinli enjektorlere alinan kan

ornekleri, dakikada 3000 devirde on dakika boyunca santrifiij edilip plazmalar1 ayrildi.
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Plazmasi ayrilan 6rnekler, izotonik fosfat tamponu (PBS) ile ii¢ kez yikand1 (3000
rpm, 10 dk). Daha sonra eritrosit siispansiyonlarmin hematokrit diizeyleri otolog
plazmalart ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra,

- 10 M konsantrasyonda sfingozin-1 fosfat ile 5 dakika,
- Rho-kinaz enzim inhibitérii Y-27632 (10™ ve 10 M) ile 45 dakika inkiibasyonu
takiben 10 M konsantrasyonda sfingozin-1 fosfat ile 5 dakika
- Tek basma Y-27632 (10° ve 10* M) ile 45 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyonlar oda sicakliginda yapild: ve sonrasinda LORCA ektasitometre ile ¢esitli

sivi kayma kuvvetlerinde deformabilite dl¢timleri yapildi.

3.2.5. Eritrositlere Mekanik Stres Uygulamasi

Mekanik stres uygulamalari i¢in 18-45 yas aras1 goniillii erkek bireylerden alinan
kan ornekleri kullanildi. Deneklerin 6n kol venlerinden heparinli enjektorlere alinan kan
ornekleri, dakikada 3000 devirde on dakika boyunca santriflij edilip plazmalar1 ayrildi.
Plazmas1 ayrilan 6rnekler, izotonik fosfat tamponu (PBS) ile ii¢ kez yikand1 (3000 rpm,
10 dk). Daha sonra otolog plazmalar1 ile eritrosit siispansiyonlarinin hematokrit
diizeyleri % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra Rho-kinaz enzim inhibitorleri Y-
27632 ve fasudil ile (107-10* M) inkiibasyonlar gerceklestirildi. inkiibasyonlarin
bitiminde 3000 rpm de 10 dk. santrifiijle plazmalar1 uzaklastirildi ve uzaklastirilan
plazma ile ayn1 hacimde %25 dextran 40 iceren fosfat tamponu ilave edildi. Kullanilan
dekstran 40 soliisyonunun vizkositesi 37 °C’de 19.5 mPa.s olacak sekilde bir
vizkometre ile (Brookfield Engineering Lab, Midleboro, MA, USA) ayarlandi. Dekstran
ilavesinden sonra eritrositler LORCA cihazinda aralarinda 0.356 mm bosluk kalacak
sekilde birbirine uyan, ¢aplar1 sirasiyla 16.008 mm ve 16.652 mm olan iki cam
silindirden olusan sisteme kondu. Bu sistem yardim ile eritrositlere 120 Pa siddetinde
15 ve 30 saniye siirelerde mekanik olarak siirtiinme kuvveti uygulandi. Mekanik stres
siiresi sonunda eritrositlerden 10’ar pl lik ikiser ornek deformabilite Olglimii i¢in
kullanilirken kalani hizlica sivi azot i¢inde donduruldu. Deformabiliteleri dl¢iilen bu
eritrositlerin dondurulan 6rnekleri -80 °C’de saklandi ve sonrasmnda RhoA protein

aktivasyonlarmi degerlendirmek i¢in kullanildi.
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3.2.6. Orak Hiicre Anemili Hastalarda Eritrosit Deformabilitesine Rho-kinaz

Enzim Inhibisyonunun Etkisinin Degerlendirilmesi

Bu amagla orak hiicre anemisi tanis1 almig goniillii hastalardan 6n kol venlerinden
heparinli enjektorlere kan alindi. Kan 6rneklerinde LORCA ektasitometre cihazi ile
eritrosit deformabilite 6lgiimleri hem kontrol sartlarda ve hem de Rho-kinaz inhibitori
Y-27632 ile (107 M, 10°M, 10° M ve 10 M) 45 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildikten
sonra gerceklestirildi. Beraberinde saglikli donorlerden alinan kan Ornekleri ile hasta

eritrositlerinin deformabiliteleri karsilastirild.

3.2.7. RhoA Protein Aktivasyonunun Degerlendirilmesi

RhoA aktivasyonlarinin degerlendirilecegi orneklerde protein miktar tayinleri G-
LISA RhoA aktivasyon 6l¢iim kiti icerisinde bulunan Presicion Red Advanced protein
tayin solusyonu ile yapildi. Bunun i¢in 5’er pl 6rnek 150°ser ul protein tayin soliisyonu
ile Elisa plate kuyucuklarinda karistirilarak oda 1sisinda 1 dk. inkiibe edildikten sonra
Elisa okuyucuda 600 (620) nm. de kore karsi absorbanslari o6lgiildii. Olgiilen
absorbanslara karsilik gelen protein konsantrasyonlari hesaplandiktan sonra kit
icerisinde bulunan Rho GTP baglayict protein (RBD, Rho’nun efektor proteinlerinin
Rho baglayict bolgeleri) ile kapli wellere esit protein konsantrasyonlar1 (0,4-2 mg/ml)
iceren &rnekler konuldu. Ornek igeren well plate 30 dk. 4 °C’de 250 rpm. orbital
karstiricida ¢alkalanarak inkiibe edildikten sonra weller 3 kez yikama tamponu ile
yikandi. Bu sekilde ornekler i¢cinde bulunan aktif, GTP-bagli Rho wellerin tabanina
baglanirken, inaktif GDP-bagli Rho yikama sirasinda uzaklastirilmis oldu. Bu
yikamanin ardindan wellere 200’er pl. antijen presenting buffer eklenerek 2 dk. oda
is1sinda inkiibe edildi ve tekrar 3 kez yikama tamponu ile yikandi. Bundan sonra
wellerin tabanina baglanan aktif RhoA’nim tayini i¢cin RhoA spesifik primer antikor ile
45 dk. oda 1sisinda 350 rpm. orbital karistiricida inkiibasyon yapildi. Primer antikor
uygulamasindan sonra tekrar 3 kez yikama tamponu ile yikanan wellere bu kez HRP
(horseradish peroxidase) isaretli sekonder antikor ilave edilerek tekrar 45 dk. oda
1s1isinda 350 rpm. orbital karistiricida inkiibe edildi. Primer RhoA antikoru ve HRP

isaretli sekonder antikor kit igerisinde Onerilen oranlarda antikor diliie edici tampon ile
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diliie edilerek kullanildi. Sekonder antikor inkiibasyonu sonunda weller tekrar yikama
tamponu ile 3’er defa yikandi. Ardindan HRP A ve B soliisyonlar1 1:1 oraninda
karistirilarak esit miktarlarda wellere eklendi ve 37 °C’de 15 dk. etiivde bekletildi. Bu
sire sonunda olusan renk reaksiyonu wellere HRP stop soliisyonu eklenerek
sonlandirildi. Sonrasinda ELISA okuyucuda kére karsi pozitif kontrol (Rho kontrol

protein) ile birlikte 490 nm de absorbanslar1 6l¢iildii.

3.2.8. Eritrosit Oraklasmasina Rho-kinaz Enziminin Katkisinin Degerlendirilmesi

Mersin Universitesi T1p Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Hematoloji Bilim Dali tarafindan
Orak Hiicre Anemisi tanist almis hastalardan heparinli tiiplere alinan vendz kan
orneklerinde oraklagma testi yapilarak Rho-kinaz enzim inhibitorii Y-27632 nin eritrosit

oraklagsmasini etkileyip etkilemedigi arastirildi.

Hastalardan alinan vendz kan 6rnekleri;
- Kontrol,
- Serum fizyolojik (Y-27632’nin ¢oziiciisii) ile 45 dakika inkiibe edilmis kontrol ve
- Y-27632 ile dort farkli dozda (107, 10, 10°, 10™ M) 45 dakika siire ile inkiibe
edilmis ti¢ grup seklinde ¢alisildi

Kan ornekleri esit miktarda kan ve serum fizyolojik ile (100ul/100ul) bir
ependorf tiip icinde karistildi. Bu karisimdan alinan 10 pl 6rnek 20 pl Na-metabisiilfid
stok (%2’lik) ile bir lam iizerinde karistirildiktan sonra tizeri lamel ile kapatildi. Daha
sonra lamelin etrafi oje ile yapistirilarak zaman iginde eritrositlerin deoksijene olmalari
beklendi. Deoksijenizasyona bagli Na-metabisiilfid ile olusturulan oraklasmanin 15, 30,
60 ve 90. dakikalarinda her zaman dilimi i¢in 3 farkli alandan olmak iizere eritrositlerin
fotograflar1 cekildi. Cekilen mikroskopik fotograflardaki orak ve saglikli hiicreler
sayild1 ve her zaman dilimi i¢in ti¢ farkli alanin ortalamalar1 hesaplandi. Oraklasma

miktar1 orak hiicre/saglikl hiicre % orani olarak degerlendirildi.
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3.3. Bulgularin Degerlendirilmesi

Veriler ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel degerlendirilme
icin Oncelikle verilerin Kolmogorov Smirnow testi ile normal dagilim konroli
yapildi. Dagilimi normal olan verilere Eslestirilmis ¢ testi, normal dagilima sahip
olmayanlarda ise Wilcoxon Sign Rank testi uygulandi. % RhoA aktivasyon ve %
oraklagsma oranlarinin hesaplanmasinda tek 6rneklem ¢ testi kullanilirken mekanik

stresin RhoA aktivasyonu tizerine etkisi Eslestirilmemis ¢ test ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Eritrositlerde Membranal ve Sitozolik RhoA Protein Ekspresyonlar:

Saglikli erkek donérlerden alinan kanlardan eritrositler izole edildikten sonra
RhoA proteinini eksprese edip etmedikleri arastirildi. Western Blot yontemiyle eritrosit
hiicre homojenatlarinin sitozolik ve membranal fraksiyonlarmda RhoA proteininin

varlig1 gosterildi (Sekil 4.1).

Eritrosit Hiicre Homojenati

‘ —» Membranal RhoA

|E| —__» Sitozolik RhoA

Sekil 4.1. Eritrosit hiicre homojenatlarinda RhoA protein ekspresyonlarinin Western Blot yontemiyle
gosterilmesi. Eritrositler total kandan izole edildikten sonra lizis tamponu ile homojenize edildi. Sitozolik
ve membranal fraksiyonun ayirimi igin 15.000 rpm. de 20 dk. santrifiijii takiben total protein
konsantrasyonlar1 Bradford yontemiyle hesaplandi. Daha sonra % 10’luk SDS-poliakrilamid jel
kuyucuklarma yiiklenen sitozolik ve membranal protein fraksiyonlar1 150 voltta elektroforeze tabi
tutuldu. Dansitelerine gore ayrisan proteinler nitroseliilloz membrana sabit akim altinda (90 mA) transfer
edildi. RhoA proteinine kars1 gelistirilmis primer 6zgiil antikor ile (Fare, monoklonal IgG, 1:500) ve
sonrasinda HRP ile konjiige edilmis sekonder antikorla (1:2000) inkiibe edilen membranlar ECL plus
goriintiileme kiti yardimiyla radyolojik filmler iizerinde goriintiilendi.
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4.2. Eritrositlerde Rho-kinaz (ROCK-2) Enzim Ekspresyonunun Gosterilmesi

Saglikli erkek dondrlerden alinan kanlardan eritrositler izole edildikten sonra Rho-
kinaz enzimini eksprese edip etmedikleri arastirildi. Western- Blot yontemiyle eritrosit
hiicre homojenatlarinda Rho-kinaz enziminin ROCK-2 izoformunun ekspresyonu tespit

edildi (Sekil 4.2).

Eritrosit Hiicre Homojenati

S == SR — ROCK-2

Sekil 4.2. Eritrosit hiicre homojenatlarinda Rho-kinaz (ROCK-2) enzim ekspresyonlarmin Western Blot
yontemiyle gosterilmesi. Eritrositler total kandan izole edildikten sonra lizis tamponu ile homojenize
edildi. Sizozolik ve membranal fraksiyonun ayirimi i¢in 15000 rpm. de 20 dk. santrifiijii takiben total
protein konsantrasyonlar1 Bradford yontemiyle hesaplandi. Daha sonra % 10’luk SDS-poliakrilamid jel
kuyucuklarma yiiklenen sitozolik protein fraksiyonlar1 150 voltta elektroforeze tabi tutuldu. Dansitelerine
gore ayrisan proteinler nitroselilloz membrana sabit akim altinda (90 mA) transfer edildi. ROCK-2
proteinine kars1 gelistirilmis primer 6zgiil antikor ile (Fare, monoklonal IgG, 1:4000) ve sonrasinda HRP
ile konjiige edilmis sekonder antikorla (1:2000) inkiibe edilen membranlar ECL plus goriintiileme kiti
yardimiyla radyolojik filmler {izerinde goriintiilendi.
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4.3. Lizofosfatidik Asidin Farkh Konsantrasyonlarda Eritrositlerde Zaman
Bagimh Deformabilite Degisikliklerine Etkisinin Incelenmesi

4.3.1. Lizofosfatidik Asidin Farkh Konsantrasyonlarda Eritrositlerde Zaman
Bagimh Olarak Maksimum Elongasyon Indeksinin Yans1 Kadar Sekil
Degistirmeye Neden Olan Kayma Kuvvetine (SS 1/2 Kuvvetlerine) Etkisi

Eritrosit siispansiyonlar1 10'5, 2x107 ve 5x10° M konsantrasyonlarda ve 1, 2, 5, 10
ve 15 dakika siirelerde lizofosfatidik asid ile oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra
deformabiliteleri 6l¢iildii ve maksimum elongasyon indeksinin yaris1 kadar sekil
degistirmeye neden olan kayma kuvveti (SS 1/2 kuvvetleri) hesaplandi. Kontrol
grubunda ise eritrosit siispansiyonu lizofosfatidik asidin ¢oziiciisii olan 10 mM fosfat
tamponu ile oda sicakliginda inkiibe edildi. 10° ve 2x10” konsantrasyonlarda
lizofosfatidik asit, SS1/2 kuvvetlerini 10. dakikada kontrole gore anlamli olarak
arttirirken (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4), 5x10° M konsantrasyonda ise 1. dakikadaki artislar
kontrolle karsilastirildiginda anlamli bulundu (Sekil 4.5).

10> M Lizofosfatidik Asit

10.0-
7.5 *
S T — 1 T 1 — Kontrol
@A 5.0- 1 dk
== 2 dk
2.5 Beed 5 dk
10 dk
0.0 o 15 dk

Sekil 4.3. 10° M konsantrasyonda lizofosfatidik asidin farkli siirelerde eritrositlerde maksimum
elongasyon indeksinin yarisi kadar sekil degistirmeye neden olan kayma kuvvetine etkisinin gosterilmesi.
Eritrosit siispansiyonlarmm hematokrit diizeyleri plazma ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 107
M konsantrasyonda lizofosfatidik asit ile 1, 2, 5, 10 ve 15 dakika siire ile oda sicakliginda inkiibe edildi.
Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, ¢esitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer
difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar i¢in Wilcoxon Signed Ranks Test kullanildi. *: P<0.05, (n=8).
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2x10° M Lizofosfatidik Asit
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Sekil 4.4. 2x10° M konsantrasyonda lizofosfatidik asidin farkli siirelerde eritrositlerde maksimum
elongasyon indeksinin yarisi kadar sekil degistirmeye neden olan kayma kuvvetine etkisinin gosterilmesi.
Eritrosit siispansiyonlarmin hematokrit diizeyleri plazma ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra
2x10° M konsantrasyonda lizofosfatidik asit ile 1, 2, 5, 10 ve 15 dakika siire ile oda sicakliginda inkiibe
edildi. Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, ¢esitli sivi kayma kuvvetlerinde
lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
Istatistiksel karsilastirmalar icin Wilcoxon Signed Ranks Test kullanildi. *: P<0.05, (n=8).

5x10° M Lizofosfatidik Asit
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Sekil 4.5. 5x10° M konsantrasyonda lizofosfatidik asidin farkli siirelerde eritrositlerde maksimum
elongasyon indeksinin yarist kadar sekil degistirmeye neden olan kayma kuvvetine etkisinin gdsterilmesi.
Eritrosit siispansiyonlarmin hematokrit diizeyleri plazma ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra
5x10° M konsantrasyonda lizofosfatidik asit ile 1, 2, 5, 10 ve 15 dakika siire ile oda sicakliginda inkiibe
edildi. Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, ¢esitli sivi kayma kuvvetlerinde
lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
Istatistiksel karsilastirmalar icin Wilcoxon Signed Ranks Test kullanildi. *: P<0.05, (n=8).
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4.3.2. Lizofosfatidik Asidin Farkh Konsantrasyonlarda Eritrositlerde Zaman

Bagimh Olarak Maksimum Elongasyon Indeks (EI maks) Degerlerine Etkisi

Eritrosit siispansiyonlari 107, 2x107° ve 5x10° M konsantrasyonlarda ve 1, 2, 5, 10
ve 15 dakika stirelerde lizofosfatidik asit ile oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra
deformabiliteleri 6l¢iildii ve maksimum elongasyon indeksleri (EI maks) hesaplandi.
Kontrol grubunda ise eritrosit siispansiyonu lizofosfatidik asidin ¢oziiciisii olan 10 mM
fosfat tamponu ile oda sicakliginda inkiibe edildi. Lizofosfatidik asit EI maks
degerlerini 10° ve 2x10° M konsantrasyonlarda 1, 2, 5, 10 ve 15. dakikalarda
degistirmezken (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7), 5x10° M konsantrasyonda 1. dakikada kontrole

gore anlamli olarak arttirmis bulundu (Sekil 4.8).

10~ M Lizofosfatidik Asit
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Sekil 4.6. 10° M konsantrasyonda lizofosfatidik asidin farkli siirelerde eritrositlerde maksimum
elongasyon indeksilerine etkisinin gdsterilmesi. Eritrosit siispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri plazma
ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 10°M konsantrasyonda lizofosfatidik asit ile 1, 2, 5, 10 ve 15
dakika siire ile oda sicakliginda inkiibe edildi. Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre
kullanilarak, ¢esitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler,
ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel karsilastirmalar i¢in Wilcoxon Signed Ranks Test
kullanildi (n=8).
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2x10> M Lizofosfatidik Asit
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Sekil 4.7. 2x10° M konsantrasyonda lizofosfatidik asidin farkli siirelerde eritrositlerde maksimum
elongasyon indeksilerine etkisinin gdsterilmesi. Eritrosit siispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri plazma
ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 2x10°M konsantrasyonda lizofosfatidik asit ile 1, 2, 5, 10 ve
15 dakika siire ile oda sicakliginda inkiibe edildi. Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre
kullanilarak, ¢esitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler,
ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel karsilastirmalar i¢in Wilcoxon Signed Ranks Test
kullanildi (n=8).

5x107° M Lizofosfatidik Asit
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Sekil 4.8. 5x10° M konsantrasyonda lizofosfatidik asidin farkli siirelerde eritrositlerde maksimum
elongasyon indeksilerine etkisinin gdsterilmesi. Eritrosit siispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri plazma
ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 5x10° M konsantrasyonda lizofosfatidik asit ile 1, 2, 5, 10 ve
15 dakika siire ile oda sicakliginda inkiibe edildi. Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre
kullanilarak, ¢esitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler,
ortalama =+ standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel karsilastirmalar i¢in Wilcoxon Signed Ranks Test
kullanild1. *: P<0.05, (n=8).
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4.3.3. Lizofosfatidik Asidin Farkh Konsantrasyonlarda Eritrositlerde Zaman
Bagimh Olarak 1.69 Pa Kayma Kuvvetindeki Elongasyon indeksi (EI 1.69 Pa)
Degerlerine Etkisi

Eritrosit siispansiyonlar1 10”, 2x10™ ve 5x10° M konsantrasyonlarda ve 1, 2, 5, 10
ve 15 dakika stirelerde lizofosfatidik asit ile oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra
deformabiliteleri Olciildii. Kontrol grubunda ise eritrosit siispansiyonu lizofosfatidik
asidin ¢oziiciisii olan 10 mM fosfat tamponu ile oda sicakliginda inkiibe edildi. 10° M
konsantrasyonda lizofosfatidik asit 10. dakikada elongasyon indeksini (EI 1.69 Pa)
kontrole gore anlamli sekilde azaltirken (Sekil 4.9), 2x10° M konsantrasyonda 1.
dakikada, 5x10™ M konsantrasyonda ise 1. ve 15. dakikalarda kontrole gore anlamli

olarak azaltt1 (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11).

10 M Lizofosfatidik Asit
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Sekil 4.9. 10° M konsantrasyonda lizofosfatidik asidin farkli siirelerde eritrositlerde 1.69 Pa kayma
kuvvetindeki elongasyon indeksi (EI 1.69 Pa) degerlerine etkisinin gosterilmesi. Eritrosit
siispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri plazma ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 10° M
konsantrasyonda lizofosfatidik asit ile 1, 2, 5, 10 ve 15 dakika siire ile oda sicakliginda inkiibe edildi.
Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, c¢esitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer
difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar i¢in Wilcoxon Signed Ranks Test kullanildi. *: P<0.05, (n=8).
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2x107> M Lizofosfatidik Asit
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Sekil 4.10. 2x10° M konsantrasyonda lizofosfatidik asidin farkli siirelerde eritrositlerde 1.69 Pa kayma
kuvvetindeki elongasyon indeksi (EI 1.69 Pa) degerlerine etkisinin gosterilmesi. Eritrosit
siispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri plazma ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 2x10° M
konsantrasyonda lizofosfatidik asit ile 1, 2, 5, 10 ve 15 dakika siire ile oda sicakliginda inkiibe edildi.
Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, ¢esitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer
difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar i¢in Wilcoxon Signed Ranks Test kullanildi. *: P<0.05, (n=8).
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Sekil 4.11. 5x10° M konsantrasyonda lizofosfatidik asidin farkli siirelerde eritrositlerde 1.69 Pa kayma
kuvvetindeki elongasyon indeksi (EI 1.69 Pa) degerlerine etkisinin gosterilmesi. Eritrosit
siispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri plazma ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 5x10° M
konsantrasyonda lizofosfatidik asit ile 1, 2, 5, 10 ve 15 dakika siire ile oda sicakliginda inkiibe edildi.
Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, cesitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer
difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar i¢in Wilcoxon Signed Ranks Test kullanildi. *: P<0.05, (n=8).
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4.4. Eritrositlerde Lizofosfatidik Asit ile Olusan Deformabilite Degisimlerine Rho-

kinaz inhibitorlerinin Etkisi

4.4.1. Maksimum Elongasyon indeksinin Yaris1 Kadar Sekil Degistirmeye Neden
Olan Kayma Kuvveti (SS 1/2 indeksi) Degerlerine Rho-kinaz Inhibitorleri Y-27632
ve Fasudilin Etkileri

Daha Onceki serilerde yapilan calismalarda lizofosfatidik asidin 10° M
konsantrasyonda ve 10 dakika siirede deformabiliteyi azalttigi bulundu. Bu nedenle
belirlenen bu konsantrasyon ve siirede Rho-kinaz inhibitorlerinin lizofosfatidik asit ile
olusan deformabilite bozukluklarina olan olas1 etkisi incelendi. Eritrosit
siispansiyonlarmin Rho-kinaz enzim inhibitorleri Y-27632 ve fasudil (10° ve 107 M, 45
dk.) ile oda sicakliginda inkiibasyonu sonrasi, lizofosfatidik asit (10° M) ile 10 dakikada
olusan deformabilite bozulmasi iizerine etkileri incelendi. Kontrol grubunda ise eritrosit
siispansiyonu lizofosfatidik asitdin ¢oziiclisii olan 10 mM fosfat tamponu ile oda
sicakliginda inkiibe edildi. Lizofosfatidik asit SS1/2 kuvvetlerini 10. dakikada kontrole
gore anlamli olarak arttirdi. Ote yandan 10° M ve 10™ M konsantrasyonda Y-27632 ve
10° M konsantrasyonda fasudil tek baslarma uygulandiklarinda SS1/2 kuvvetlerinde
kontrole gore anlamli artislara neden oldu. Bununla birlikte Y-27632 (10° ve 10* M) ve
fasudil (10™* M) inkiibasyonu 10 M lizofosfatidik asidin etkisini degistirmezken, 107
M konsantrasyonda fasudil tek basma lizofosfatidik aside gore SS 1/2 degerlerinde daha
fazla artis olusturdu (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. 10° M konsantrasyonda lizofosfatidik asidin (LPA) 10. dakikada olusturdugu SS 1/2 kuvvet
degisikliklerine Rho-kinaz inhibitorlerinin olasi katkisinin gosterilmesi. Eritrosit siispansiyonlarinin
hematokrit diizeyleri plazma ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 10° M konsantrasyonda
lizofosfatidik asit ile 10 dakika, Y-27632 ve fasudil ile (10* ve 10 M) 45 dakika inkiibasyonu takiben
10° M konsantrasyonda lizofosfatidik asit ile 10 dakika ve tek basina Y-27632 ve fasudil ile 45 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi. Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, gesitli sivi
kayma kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama =+ standart hata olarak
ifade edildi. Istatistiksel karsilastirmalar igin Wilcoxon Signed Ranks Test kullanildi. *: P<0.05 (vs
Kontrol), +: P<0.05 (vs LPA), (n=10).

4.4.2. Maksimum Elongasyon Indeksine Rho-kinaz Inhibitorleri Y-27632 ve
Fasudilin Etkileri

Eritrosit siispansiyonlar1 10° M konsantrasyonda 10 dakika siire lizofosfatidik
asit ile oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra Rho-kinaz enzim inhibitorleri Y-27632
ve fasudilin maksimum elongasyon indekslerine (EI maks) etkisi degerlendirildi.
Kontrol grubunda ise eritrosit siispansiyonu lizofosfatidik asidin ¢oziiciisii olan 10 mM
fosfat tamponu ile oda sicakliginda inkiibe edildi. Lizofosfatidik asit inkiibasyonu EI
maks degerlerini degistirmedi. Tek baslarina Y-27632 ve fasudil (10° ve 10* M)
inkiibasyonlar1 ile EI maks degerleri kontrole gore anlamli olarak artti. Diger taraftan
lizofosfatidik asit, Y-27632 (10° ve 10® M) ve 10* M fasudilin EI maks degerleri
iizerindeki etkisini geri gevirirken, 10° M konsantrasyonda fasudilin (45 dk.) etkisini

degistirmedi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. 10° M konsantrasyonda lizofosfatidik asidin (LPA) 10. dakikada olusturdugu EI maks
degerlerine Rho-kinaz inhibitdrlerinin olas1 katkismnin gosterilmesi. Eritrosit —siispansiyonlarmim
hematokrit diizeyleri plazma ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 10° M konsantrasyonda
lizofosfatidik asit ile 10 dakika, Y-27632 ve fasudil ile (10* ve 10 M) 45 dakika inkiibasyonu takiben
10° M konsantrasyonda lizofosfatidik asit ile 10 dakika ve tek basma Y-27632 ve fasudil ile dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, c¢esitli sivi
kayma kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama =+ standart hata olarak
ifade edildi. Istatistiksel karsilastirmalar igin Wilcoxon Signed Ranks Test kullanildi. *: P<0.05 (vs
Kontrol), +: P<0.05 (vs LPA), (n=10).

4.4.3. 1.69 Pa Kayma Kuvvetindeki Elongasyon Indeksi (EI 1.69 Pa) Degerlerine
Rho-kinaz inhibitérleri Y-27632 ve Fasudilin Etkileri

Eritrosit siispansiyonlar1 10° M konsantrasyonda 10 dakika siire lizofosfatidik asit
ile oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra Rho-kinaz enzim inhibitorleri Y-27632 ve
fasudilin (10™ ve 10™* M) 1.69 Pa kayma kuvvetindeki elongasyon indeksi (EI 1.69 Pa)
degerlerine etkisi degerlendirildi. Kontrol grubunda ise eritrosit siispansiyonu
lizofosfatidik asidin ¢6ziiciisli olan 10 mM fosfat tamponu ile oda sicaklifinda inkiibe
edildi. 10° M konsantrasyonda lizofosfatidik asit inkiibasyonu elongasyon indeks (EI
1.69 Pa) degerlerini 10. dakikada etkilemedi. Ote yandan Y-27632 ve fasudil (10” ve
10* M) ile birlikte lizfosfatidik asid uygulamasi da (EI 1.69 Pa) degerlerinde bir
degisiklik olusturmadi. Ancak tek basina 10 M konsantrasyonda Y-27632 inkiibasyonu
elongasyon indeksi (EI 1.69 Pa) degerlerini ve dolayisiyla eritrosit deformabilitelerini
kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltti. Bununla

birlikte daha diisik konsantrasyonda (10° M) Y-27632 ve fasudilin her iki
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konsantrasyonu da (10° ve 10* M) tek baslarina uygulandiklarinda (EI 1.69 Pa)
degerlerinde bir degisiklik olusturmadi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. 10° M konsantrasyonda lizofosfatidik asidin (LPA) 10. dakikada olusturdugu EI (1.69 Pa)
degerlerine Rho-kinaz inhibitdrlerinin olas1 katkismin gosterilmesi. Eritrosit siispansiyonlarmimn
hematokrit diizeyleri plazma ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 10° M konsantrasyonda
lizofosfatidik asit ile 10 dakika, Y-27632 ve fasudil ile (10* ve 10 M) 45 dakika inkiibasyonu takiben
10° M konsantrasyonda lizofosfatidik asit ile 10 dakika ve tek basma Y-27632 ve fasudil ile 45 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi. Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, gesitli sivi
kayma kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama =+ standart hata olarak
ifade edildi. Istatistiksel karsilastirmalar igin Wilcoxon Signed Ranks Test kullanildi. *: P<0.05 (vs
Kontrol), (n=10).

4.5. Sfingozin-1 Fosfatin Eritrositlerde Deformabilite Degisikliklerine Etkisi ve
Rho-kinaz inhibitérii Y-27632’nin Olasi Katkisi

4.5.1. Eritrositlerde Maksimum Elongasyon Indeksinin Yarsi Kadar Sekil
Degistirmeye Neden Olan Kayma Kuvvetine (SS 1/2 Kuvvetleri) Sfingozin-1
Fosfatin Etkisi ve Rho-kinaz Inhibitorii Y-27632’nin Olas1 Katkisi

Eritrosit siispansiyonlar1 10® M konsantrasyonda sfingozin-1 fosfat ile 5 dakika
sire ile oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra maksimum elongasyon indeksinin

yaris1 kadar sekil degistirmeye neden olan kayma kuvvetine (SS 1/2 kuvvetleri) etkisi
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degerlendirildi. Sfingozin 1-P ve Y-27632 (10* M ve 10° M) tek baslarma ve birlikte
inkiibe edildiklerinde SS 1/2 kuvvetlerini degistirmedi (Sekil 4.15).

7.5
o~ 507
- — Kontrol
) SIP 10°M
55 EEEE S1P 10° M + 10° M Y-27632
SI1P 10° M+ 10* M Y-27632
E=10°M Y-27632
0.0 0T 10* M Y-27632

Sekil 4.15. 10° M konsantrasyonda 5 dakika sfingozin-1 fosfat (S1P) inkiibasyonlarinin eritrosit SS1/2
kuvvetlerine etkisi ve buna Rho-kinaz inhibitdrlerinin olast katkisinin gosterilmesi. Eritrosit
siispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri plazma ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 10° M
konsantrasyonda sfingozin-1 fosfat ile 5 dk., Y-27632 (10™* ve 10° M) ile 45 dakika inkiibasyonu takiben
10° M konsantrasyonda sfingozin-1 fosfat ile 5 dakika ve tek bagina Y-27632 (10™ ve 10° M) ile 45
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak,
gesitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart
hata olarak ifade edildi. Istatistiksel karsilastirmalar igin Eslestirilmis t testi kullanild1 (n=7).

4.5.2. Maksimum Elongasyon Indeksi (EI maks) Degerlerine Sfingozin-1 Fosfatin
Etkisi ve Rho-kinaz inhibitérii Y-27632’nin Olasi Katkis

Eritrosit siispansiyonlar1 10° M konsantrasyonda sfingozin-1 fosfat ile 5 dakika
siire ile oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra maksimum elongasyon indekslerine
etkisi degerlendirildi. Sfingozin 1-P (10° M ve 5 dk.) ve Y-27632 (10 ve 10° M) tek
baslarma ve birlikte oda sicakliginda inkiibe edildiklerinde EI maks degerlerini

degistirmedi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. 10® M konsantrasyonda 5 dakika sfingozin-1 fosfat inkiibasyonlarinin eritrosit EI maks
degerlerine etkisi ve buna Rho-kinaz inhibitorlerinin olasi katkismin gosterilmesi. Eritrosit
siispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri plazma ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 10° M
konsantrasyonda sfingozin-1 fosfat ile 5 dakika, Y-27632 (10™* ve 10™ M) ile dakika inkiibasyonu takiben
10° M konsantrasyonda sfingozin-1 fosfat ile 5 dakika ve tek bagina Y-27632 (10™ ve 10° M) ile 45
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak,
gesitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart
hata olarak ifade edildi. Istatistiksel karsilastirmalar igin Eslestirilmis t testi kullanild1 (n=7).

4.5.3. 1.69 Pa Kayma Kuvvetindeki Elongasyon Indeksi (EI 1.69 Pa) Degerlerine
Sfingozin-1 Fosfatin Etkisi ve Rho-kinaz inhibitérii Y-27632’nin Olas1 Katkisinin

Sfingozin 1 P (10° M, 5 dk.) eritrosit siispansiyonlarmda 1.69 Pa kayma
kuvvetindeki elongasyon indeksi (EI 1.69 Pa) degerlerini degistirmedi. Ayn1 sekilde
Rho-kinaz inhibitérii Y-27632"de (10 ve 10* M) tek basina EI 1.69 Pa degerlerini
degistirmezken buna karsilik 10* M Y-27632 ve sfingozin 1-P birlikte inkiibe
edildiginde elongasyon indeks (EI 1.69 Pa) degerlerini istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azaltt1 (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. 10° M konsantrasyonda 5 dakika sfingozin-1 fosfat inkiibasyonlarmm eritrosit EI (1.69 Pa)
degerlerine etkisi ve buna Rho-kinaz inhibitorlerinin olasi katkismin gosterilmesi. Eritrosit
siispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri plazma ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 10° M
konsantrasyonda sfingozin-1 fosfat ile 5 dakika, Y-27632 (10 ve 10° M) ile 45 dakika inkiibasyonu
takiben 1 10 M konsantrasyonda sfingozin-1 fosfat ile 5 dk. ve tek basina Y-27632 (10 ve 107 M) ile
45 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak,
gesitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart
hatgl olarak ifade edildi. Istatistiksel karsilastirmalar igin Eslestirilmis t testi kullanildi. *: P<0.05 (vs S1P
10 M), (n=7).

4.6. Eritrositlerde Mekanik Strese Bagh Olarak Azalan Deformabilite
Ozelliklerine Rho-Kinaz Enzim inhibitorii Y-27632’nin Etkisi

4.6.1. 15 Saniye Siire ile 120 Pa Mekanik Strese Maruz Birakilan Eritrositlerde
Rho-Kinaz Enzim inhibitorii Y-27632’nin Deformabilite Bozukluguna Etkisi

Eritrosit siispansiyonlarmin hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 igeren fosfat
tamponu ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 15 saniye siire ile 120 Pa mekanik
strese maruz birakild1 ve sonra deformabiliteleri 6lgiildii. Diger taraftan mekanik stresin
neden oldugu deformabilite degisimlerine Rho-kinaz enzim inhibitorii Y-27632’nin
(10'7, 10'6, 107 ve 107 M, 45 dakika) etkisi incelendi. Kontrol grubunun ise hematokrit
diizeyleri %25 dextran 40 iceren fosfat tamponu ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan

sonra mekanik stres uygulanmaksizin deformabilite 6l¢iimleri yapilda.

Uygulanan mekanik stres sonucunda eritrositlerde maksimum elongasyon
indeksinin yaris1 kadar sekil degistirmeye neden olan kayma kuvveti (SS 1/2 kuvvetleri)

ve 1.69 Pa kayma kuvvetindeki elongasyon indeksi (EI 1.69 Pa) degerlerinde kontrolle
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karsilastirildiginda bir degisiklik gozlenmedi (Sekil 4.18, Sekil 4.20) Ancak maksimum
elongasyon indeks (EI maks) degerleri kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir
bicimde azalmis olarak bulundu. Bununla birlikte Y-27632 (107-10* M) mekanik

stresin EImax degerleri lizerindeki etkisini degistirmedi (Sekil 4.19).
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E=J 10° M Y-27632+Mekanik Stres
T 10 M Y-27632+Mekanik Stres

Sekil 4.18. 15 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakilan eritrositlerdeki SS1/2
kuvvetlerindeki degisimler ve bu degisimlere Rho-kinaz inhibitérii Y-27632’nin etkisinin gosterilmesi.
Eritrosit siispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 iceren fosfat tamponu ile % 40 olacak
sekilde ayarlandi. 107, 10, 10° ve 10™ M konsantrasyonlarda Y-27632 ile 45 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra 15 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakildi ve sonra
deformabiliteleri 6l¢iildii. Kontrol grubunun ise hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 igeren fosfat
tamponu ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra mekanik stres uygulanmaksizin deformabilite
Olgtimleri yapildi. Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, cesitli sivi kayma
kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade
edildi. Istatistiksel karsilastirmalar i¢in Wilcoxon Signed Ranks Test kullanildi (n=6).
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Sekil 4.19. 15 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakilan eritrositlerdeki EI maks
degerlerindeki degisimler ve bu degisimlere Rho-kinaz inhibitdrii Y-27632°nin etkisinin gosterilmesi.
Eritrosit siispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 iceren fosfat tamponu ile % 40 olacak
sekilde ayarlandi. 107, 10, 10° ve 10™ M konsantrasyonlarda Y-27632 ile 45 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra 15 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakildi ve sonra
deformabiliteleri 6l¢iildii. Kontrol grubunun ise hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 igeren fosfat
tamponu ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra mekanik stres uygulanmaksizin deformabilite
Ol¢timleri yapildi. Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, cesitli sivi kayma
kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade
edildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin Wilcoxon Signed Ranks Test kullanildi. *: P<0.05 (vs Kontrol)
(n=6).
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Sekil 4.20. 15 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakilan eritrositlerdeki EI (1.69 Pa)
degerlerindeki degisimler ve bu degisimlere Rho-kinaz inhibitdrii Y-27632’nin etkisinin gosterilmesi.
Eritrosit siispansiyonlarini hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 iceren fosfat tamponu ile % 40 olacak
sekilde ayarlandi. 107, 10, 10° ve 10™ M konsantrasyonlarda Y-27632 ile 45 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra 15 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakildi ve sonra
deformabiliteleri 6l¢iildii. Kontrol grubunun ise hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 igeren fosfat
tamponu ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra mekanik stres uygulanmaksizin deformabilite
Olgtimleri yapildi. Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, cesitli sivi kayma
kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade
edildi. Istatistiksel karsilastirmalar i¢in Wilcoxon Signed Ranks Test kullanildi (n=6).
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4.6.2. 30 Saniye Siire ile 120 Pa Mekanik Strese Maruz Birakilan Eritrositlerde
Rho-Kinaz Enzim inhibitorii Y-27632’nin Deformabilite Bozukluguna Etkisi

Eritrosit siispansiyonlarmin hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 igeren fosfat
tamponu ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 30 saniye siire ile 120 Pa mekanik
strese maruz birakild1 ve sonra deformabiliteleri 6lgiildii. Diger taraftan mekanik stresin
neden oldugu deformabilite degisimlerine Rho-kinaz inhibitorlerinin  etkisini
degerlendirmek i¢in ise eritrosit siispansiyonlar1 Rho-kinaz enzim inhibitorleri Y-27632
ve fasudil ile (10° ve 10 M, 45 dakika) oda sicakliginda inkiibe edildi ve sonrasinda 30
saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakildiktan sonra deformabiliteleri
Olciildii. Kontrol grubunun ise hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 igeren fosfat
tamponu ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra mekanik stres uygulanmaksizin

deformabilite dl¢ctimleri yapildi.

Uygulanan mekanik stres sonucunda eritrositlerin deformabilite 6l¢iim sonuglarina
gore maksimum elongasyon indeksinin yarist kadar sekil degistirmeye neden olan
kayma kuvveti (SS 1/2 kuvvetleri) ve maksimum elongasyon indeks (EI maks) degerleri
ve 1.69 Pa kayma kuvvetindeki elongasyon indeksi (EI 1.69 Pa) degerlerinde kontrolle
karsilastirildiginda bir degisiklik gozlenmedi (Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23) Ancak
3.00 Pa, 5.33 Pa, 9.5 Pa, 16.88 Pa ve 29.92 Pa gibi artan kayma kuvvetlerinde
elongasyon indeksleri kontrole goére istatistiksel olarak anlamli bir bigimde azalmis
olarak bulundu (Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27 ve Sekil 4.28 ). Ote
yandan Y-27632 ve fasudil (10° M ve 10™* M, 45 dakika) bu degerlerde mekanik stres

ile karsilastirildiginda herhangi bir degisime neden olmadi.
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Sekil 4.21. 30 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakilan eritrositlerdeki SS1/2
kuvvetlerindeki degisimler ve bu degisimlere Rho-kinaz inhibitorleri Y-27632 ve fasudilin etkisinin
gosterilmesi. Eritrosit slispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 iceren fosfat tamponu ile
% 40 olacak sekilde ayarlandi. Y-27632 ve fasudil ile (10™ ve 10 M) 45 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra 30 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakildi ve sonra deformabiliteleri
ol¢iildii. Kontrol grubunun ise hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 igeren fosfat tamponu ile % 40
olacak sekilde ayarlandiktan sonra mekanik stres uygulanmaksizin deformabilite Ol¢iimleri yapildi.
Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, c¢esitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer
difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar i¢in Eslestirilmis t testi kullanildi (n=10).
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Sekil 4.22. 30 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakilan eritrositlerdeki EI maks
degerlerindeki degisimler ve bu degisimlere Rho-kinaz inhibitdrleri Y-27632 ve fasudilin etkisinin
gosterilmesi. Eritrosit slispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 iceren fosfat tamponu ile
% 40 olacak sekilde ayarlandi. Y-27632 ve fasudil ile (10™ ve 10 M) 45 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra 30 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakildi ve sonra deformabiliteleri
ol¢iildii. Kontrol grubunun ise hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 igeren fosfat tamponu ile % 40
olacak sekilde ayarlandiktan sonra mekanik stres uygulanmaksizin deformabilite Slgiimleri yapildi.
Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, c¢esitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer
difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel
karsilagtirmalar i¢in Eslestirilmis t testi kullanildi (n=10).
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Sekil 4.23. 30 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakilan eritrositlerdeki EI (1.69 Pa)
degerlerindeki degisimler ve bu degisimlere Rho-kinaz inhibitorleri Y-27632 ve fasudilin etkisinin
gosterilmesi. Eritrosit slispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 iceren fosfat tamponu ile
% 40 olacak sekilde ayarlandi. Y-27632 ve fasudil ile (10™ ve 10 M) 45 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra 30 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakildi ve sonra deformabiliteleri
ol¢iildii. Kontrol grubunun ise hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 igeren fosfat tamponu ile % 40
olacak sekilde ayarlandiktan sonra mekanik stres uygulanmaksizin deformabilite Slgiimleri yapildi.
Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, c¢esitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer
difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel
kargilastirmalar i¢in Eslestirilmis t testi kullanildi, (n=10).
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Sekil 4.24. 30 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakilan eritrositlerdeki EI (3,00 Pa)
degerlerindeki degisimler ve bu degisimlere Rho-kinaz inhibitorleri Y-27632 ve fasudilin etkisinin
gosterilmesi. Eritrosit slispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 iceren fosfat tamponu ile
% 40 olacak sekilde ayarlandi. Y-27632 ve fasudil ile (10™ ve 10 M) 45 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra 30 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakildi ve sonra deformabiliteleri
ol¢iildii. Kontrol grubunun ise hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 igeren fosfat tamponu ile % 40
olacak sekilde ayarlandiktan sonra mekanik stres uygulanmaksizin deformabilite Slgiimleri yapildi.
Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, c¢esitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer
difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar i¢in Eslestirilmis t testi kullanildi. *: P<0.05 (vs Kontrol), (n=10).
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Sekil 4.25. 30 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakilan eritrositlerdeki EI (5,33 Pa)
degerlerindeki degisimler ve bu degisimlere Rho-kinaz inhibitorleri Y-27632 ve fasudilin etkisinin
gosterilmesi. Eritrosit slispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 iceren fosfat tamponu ile
% 40 olacak sekilde ayarlandi. Y-27632 ve fasudil ile (10 ve 10™ M) 45 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra 30 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakildi ve sonra deformabiliteleri
ol¢iildii. Kontrol grubunun ise hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 igeren fosfat tamponu ile % 40
olacak sekilde ayarlandiktan sonra mekanik stres uygulanmaksizin deformabilite Olgiimleri yapild.
Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, ¢esitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer
difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar i¢in Eslestirilmis t testi kullanildi. *: P<0.05 (vs Kontrol), (n=10).
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Sekil 4.26. 30 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakilan eritrositlerdeki EI (9,5 Pa)
degerlerindeki degisimler ve bu degisimlere Rho-kinaz inhibitorleri Y-27632 ve fasudilin etkisinin
gosterilmesi. Eritrosit slispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 iceren fosfat tamponu ile
% 40 olacak sekilde ayarlandi. Y-27632 ve fasudil ile (10™ ve 10 M) 45 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra 30 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakildi ve sonra deformabiliteleri
ol¢iildii. Kontrol grubunun ise hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 igeren fosfat tamponu ile % 40
olacak sekilde ayarlandiktan sonra mekanik stres uygulanmaksizin deformabilite Slgiimleri yapildi.
Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, ¢esitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer
difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar i¢in Eslestirilmis t testi kullanildi. *: P<0.05 (vs Kontrol) (n=10).
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Sekil 4.27. 30 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakilan eritrositlerdeki EI (16,88 Pa)
degerlerindeki degisimler ve bu degisimlere Rho-kinaz inhibitorleri Y-27632 ve fasudilin etkisinin
gosterilmesi. Eritrosit slispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 iceren fosfat tamponu ile
% 40 olacak sekilde ayarlandi. Y-27632 ve fasudil ile (10* M ve 10° M) 45 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra 30 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakildi ve sonra
deformabiliteleri 6l¢iildii. Kontrol grubunun ise hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 igeren fosfat
tamponu ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra mekanik stres uygulanmaksizin deformabilite
Ol¢timleri yapildi. Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, ¢esitli sivi kayma
kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade
edildi. Istatistiksel karsilastirmalar igin Eslestirilmis t testi kullanild1. *: P<0.05 (vs Kontrol), (n=10).
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Sekil 4.28. 30 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakilan eritrositlerdeki EI (29,92 Pa)
degerlerindeki degisimler ve bu degisimlere Rho-kinaz inhibitdrleri Y-27632 ve fasudilin etkisinin
gosterilmesi. Eritrosit slispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 iceren fosfat tamponu ile
% 40 olacak sekilde ayarlandi. Y-27632 ve fasudil ile (10™ ve 10 M) 45 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra 30 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakildi ve sonra deformabiliteleri
ol¢iildii. Kontrol grubunun ise hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 igeren fosfat tamponu ile % 40
olacak sekilde ayarlandiktan sonra mekanik stres uygulanmaksizin deformabilite Slgiimleri yapildi.
Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, c¢esitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer
difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel
kargilagtirmalar i¢in Eslestirilmis t testi kullanildi. *: P<0.05 (vs Kontrol), (n=10).
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4.7. Orak Hiicre Anemili Hastalarda Eritrosit Deformabilitesine Rho-kinaz Enzim

Inhibitorii Y-27632’nin Etkisi

Goniillii Orak Hiicre Anemili hastalardan alinan kan oOrneklerinde eritrosit
deformabiliteleri saglikli donoérlerlerle karsilastirildi. Ayrica Orak Hiicre Anemili
hastalarn eritrositlerindeki deformabilite degisimlerine Rho-kinaz inhibitorlerinin etkisi
incelendi. Bunun igin hastalarin eritrositleri Rho-kinaz inhibitorii Y-27632 ile (107,
10°, 10° ve 10* M, 45 dakika) oda sicaklignda inkiibe edildikten sonra
deformabiliteleri degerlendirildi. Ote yandan hasta eritrositlerinin kontrol grubu (Orak
Hiicre) ve saglikli dondr kanlar1 (Kontrol) ise Y-27632’nin ¢0ziiciisii olan serum
fizyolojik ile oda sicakliginda inkiibe edildi. Ayrica 45 dk. lik inkiibasyon i¢in bekleme
stiresinin saglikli dondr ve hasta eritrositlerinde deformabilite {izerine etkisi arastirildi.

45 dk. inkiibasyon gerek saglikli gerekse Orak Hiicre Anemili hastalarin
eritrositlerinde deformabilite 6l¢iim sonuglarina gére maksimum elongasyon indeksinin
yarist kadar sekil degistirmeye neden olan kayma kuvveti (SS 1/2 kuvvetleri)
degerlerini degistirmezken Rho-kinaz enzim inhibitérii Y-27632’nin de herhangi bir

etkisi gozlenmedi (Sekil 4.29, Sekil 4. 30).
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Sekil 4.29. Saglikli donér (Kontrol) ve hasta kanlarinda eritrosit deformabilitelerinin SS1/2 kuvvetleri ile
karsilagtirilmasi. Saglikli donér (Kontrol) ve hasta kanlarinda baslangigta ve 45 dk. inkiibasyonu takiben
eritrosit deformabilite Slgiimleri yapildi. Inkiibasyon siiresince kanlar Rho-kinaz enzim inhibitorii Y-
27632’nin ¢oziiciisii olan serum fizyolojik ile oda sicakliginda inkiibe edildi. Eritrosit deformabiliteleri
LORCA ektasitometre kullanilarak, cesitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile
degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin
Eslestirilmis t testi kullanildi (n=7).
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Sekil 4.30. Rho-kinaz inhibitorii Y-27632’nin Orak Hiicreli Hastalarda SS1/2 kuvvetlerine etkisinin
gosterilmesi. Saglikli dondr (Kontrol) ve hasta kanlar1 45 dk. serum fizyolojik ile ve hasta kanlarinda
Rho-kinaz inhibitdrii Y-27632 ile oda sicakliginda inkiibe edildi. Eritrosit deformabiliteleri LORCA
ektasitometre kullanilarak, cesitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi.
Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin Eslestirilmis t testi
kullanildi (n=7).

Ote yandan maksimum elongasyon indeks degerlerine bakildiginda, Orak Hiicre
Anemili hastalarda eritrosit EI maks degerlerinin saglikli kontrol kanlara gore
istatistiksel olarak anlamli bir bicimde diisiik oldugu fakat 45 dk. serum fizyolojik ile
inkiibasyonun bu degerlerde anlamhi degisiklikler olusturmadigi gozlendi (Sekil 4.31).
Ayrica Y-27632°nin orak hiicre anemili hastalarda eritrosit deformabilitesini

etkilemedigi goriildii (Sekil 4.32).
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Sekil 4.31. Saglikli dondr (Kontrol) ve hasta kanlarinda eritrosit deformabilitelerinin EI maks degerleri
ile karsilagtirilmasi. Saglikli donér (Kontrol) ve hasta kanlarinda baslangi¢ ve 45 dk. inkiibasyonu takiben
eritrosit deformabilite lciimleri yapildi. inkiibasyon yapilan kanlar Rho-kinaz inhibitorii Y-27632’nin
¢oziiciisli olan serum fizyolojik ile oda sicakliginda inkiibe edildi. Eritrosit deformabiliteleri LORCA
ektasitometre kullanilarak, cesitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi.
Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin Eslestirilmis t testi
kullanild1. *: P<0.05 (vs Kontrol), +: P<0.05 (vs Kontrol 45 dk), (n=7).
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Sekil 4.32. Rho-kinaz inhibitorii Y-27632’nin Orak Hiicreli Hastalarda EI maks degerlerine etkisinin
gosterilmesi. Saglikli dondr (Kontrol) ve hasta kanlar1 45 dk. serum fizyolojik ile ve hasta kanlarinda
Rho-kinaz inhibitorii Y-27632 ile 107, 10, 10° ve 10 M konsantrasyonlarda oda sicakhiginda inkiibe
edildi. Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, ¢esitli sivi kayma kuvvetlerinde
lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
Istatistiksel karsilastirmalar icin Eslestirilmis t testi kullanildi. *: P<0.05 (vs Kontrol), (n=7).

Diger taraftan 1.69 Pa kayma kuvvetindeki elongasyon indeksi (EI 1.69 Pa)
degerlerini inceledigimizde de Orak Hiicre Anemili hastalarda eritrosit EI 1.69 Pa
degerlerinin saglikli kontrol kanlara gore istatistiksel olarak anlamli bir bicimde diistik

oldugu fakat 45 dk. serum fizyolojik ile inkiibasyonun bu degerlerde anlaml
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degisiklikler olusturmadig1 gozlendi (Sekil 4.33). Ayrica Y-27632nin (107, 10, 107
ve 10* M, 45 dakika) hastalarda eritrosit EI 1.69 Pa degerlerini de etkilemedigi
goriildii (Sekil 4.34).
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Sekil 4.33. Saglikli donor (Kontrol) ve hasta kanlarinda eritrosit deformabilitelerinin EI 1,69 Pa degerleri
ile karsilastirilmasi. Sagliklt dondr ve hasta kanlarinda baslangi¢ ve 45 dk. inkiibasyonu takiben eritrosit
deformabilite dlgiimleri yapildi. Inkiibasyon yapilan kanlar Rho-kinaz inhibitérii Y-27632’nin ¢oziiciisii
olan serum fizyolojik ile oda sicakliginda inkiibe edildi. Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre
kullanilarak, ¢esitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler,
ortalama = standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel karsilastirmalar igin Eslestirilmis t testi kullanild.
*: P<0.05 (vs Kontrol), +: P<0.05 (vs Kontrol 45 dk), (n=7).
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Sekil 4.34. Rho-kinaz inhibitérii Y-27632’nin Orak Hiicreli Hastalarda EI 1,69 Pa degerlerine etkisinin
gosterilmesi. Saglikli dondr (Kontrol) ve hasta kanlart 45 dk. serum fizyolojik ile ve hasta kanlarinda
Rho-kinaz inhibitorii Y-27632 ile 107, 10, 10° ve 10 M konsantrasyonlarda oda sicakhiginda inkiibe
edildi. Eritrosit deformabiliteleri LORCA ektasitometre kullanilarak, ¢esitli sivi kayma kuvvetlerinde
lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
Istatistiksel karsilastirmalar icin Eslestirilmis t testi kullanildi. *: P<0.05 (vs Kontrol), (n=7).
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4.8. Eritrositlerde Lizofosfatidik Asit (10~ M) ile Farkl Siirelerde inkiibasyonlarin
RhoA Aktivasyonlar1 Uzerine Etkisi

Eritrosit siispansiyonlari 10° M Lizofosfatidik asit ile 1, 2,5, 10 ve 15’er dakika
siire ile oda sicakliginda inkiibe edildikten G-LISA aktivasyon Ol¢iim kiti ile RhoA
aktivasyonlarma bakildi. Lizofosfatidik asidin 5 dakika siire ile inkiibasyonu RhoA

aktivitesini anlamli bir bicimde azaltmis olarak bulundu (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. 10° M konsantrasyonda lizofosfatidik asidin farkli siirelerde eritrositlerde RhoA protein
aktivasyonuna etkisinin gosterilmesi. Eritrosit siispansiyonlar1 lizofosfatidik asit (10° M) ile oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra G-LISA aktivasyon Ol¢iim kiti ile RhoA protein aktivasyonlari
olgiildii. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin Tek
orneklem t testi kullanildi. *: P<0.05 (vs Kontrol), (n=8).

4.9. 30 Saniye Siire ile 120 Pa Mekanik Strese Maruz Birakilan Eritrositlerde
RhoA Protein Aktivasyonu

Eritrosit siispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 igeren fosfat
tamponu ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 30 saniye siire ile 120 Pa mekanik
strese maruz birakildi. Mekanik stres uygulamasi sonrasinda hizlica ependorf tiiplere
alinarak siv1 azot icerisinde donduruldu. Sonrasinda G-LISA aktivasyon dl¢iim kiti ile
RhoA aktivasyonlarina bakildi. Mekanik strese maruz birakilan ertirositlerde kontrol
grubu ile karsilastirildiginda RhoA protein aktivasyonunun anlamli olarak azaldigi

ooriildii (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36. 30 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese maruz birakilan eritrositlerde RhoA protein
aktivasyonunun gdsterilmesi. Eritrosit siispansiyonlarinin hematokrit diizeyleri %25 dextran 40 igeren
fosfat tamponu ile % 40 olacak sekilde ayarlandiktan sonra 30 saniye siire ile 120 Pa mekanik strese
maruz birakildi. Mekanik stres uygulamasi sonrasi hizlica ependorf tiiplere alinarak sivi azot igerisinde
donduruldu. Sonrasinda G-LISA aktivasyon olciim kiti ile RhoA aktivasyonlarma bakildi. Veriler,
ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin Eglestirilmemis ¢ test
kullanild1. *: P<0.05 (vs kontrol), (n=4).

4.10. Orak Hiicre Anemili Hastalarda Eritrosit Oraklasmasina Rho-kinazin

Katkisi

Goniillii Orak Hiicre Anemili hastalardan alinan kan 6rneklerinde Na-metabistilfid
ile oraklagsma testi gerceklestirildi ve Rho-kinaz enzim inhibitérii Y-27632’nin hasta
kanlarinda eritrosit oraklagsmasi iizerine etkisi incelendi. Bunun i¢in Na-metabisiilfidle
oraklasmanm 15, 30, 60 ve 90. dakikalarinda eritrositlerin oraklasma yiizdeleri
hesaplandi. Bu bulgulara gore; Na-metabisiilfid ile oraklasmanin 15. dakikasinda Y-
27632’nin (10'7 , 10° , 10° ve 107 M, 45 dakika) oraklagsma oranlarina herhangi bir
etkisi olmazken (Sekil 4.37), 107 M Y-27632’nin 30. dakikada oraklasma oranini
anlaml1 olarak arttirdig1 gdzlendi (Sekil 4.38). Ote yandan 60. ve 90. dakikalarda da Na-
metabisiilfide cevaben olusan oraklasmaya Y-27632’nin farkli konsantrasyonlarinda

herhangi bir etkisinin olmadig: goriildi (Sekil 4.39 ve Sekil 4.40).
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Sekil 4. 37. Orak Hiicre Anemili hasta eritrositlerinde Na- Metabisiilfid ile oraklagmanin 15. dakikasinda
Rho-kinaz inhibitorii Y-27632’nin oraklasmaya etkisinin gosterilmesi. Hasta eritrositleri 107, 10, 107
ve 10™* M konsantrasyonlarda Y-27632 ve ¢éziiciisii olan serum fizyolojik ile 45 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra Na-metabisiilfid ile inkiibasyonun 15. dakikasinda eritrositlerin oraklasma
yiizdeleri hesaplandi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin
Tek 6rneklem t testi kullanildi, (n=7).
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Sekil 4. 38. Orak Hiicre Anemili hasta eritrositlerinde Na- Metabisiilfid ile oraklagmanin 30. dakikasinda
Rho-kinaz inhibitérii Y-27632’nin oraklasmaya etkisinin gosterilmesi. Hasta eritrositleri 107, 10, 107
ve 10™ M konsantrasyonlarda Y-27632 ve ¢éziiciisii olan serum fizyolojik ile 45 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra Na-metabisiilfid ile inkiibasyonun 30. dakikasinda eritrositlerin oraklasma
yiizdeleri hesapland. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin
Tek 6rneklem t testi kullanildi. *: P<0.05 (vs kontrol), (n=7).
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Sekil 4. 39. Orak Hiicre Anemili hasta eritrositlerinde Na- Metabisiilfid ile oraklagmanin 60. dakikasinda
Rho-kinaz inhibitérii Y-27632’nin oraklasmaya etkisinin gdsterilmesi. Hasta eritrositleri 107, 10, 107 ve
10* M konsantrasyonlarda Y-27632 ve ¢oziiciisii olan serum fizyolojik ile 45 dakika oda sicakhiginda
inkiibe edildikten sonra Na-metabisiilfid ile inkiibasyonun 60. dakikasinda eritrositlerin oraklasma
yiizdeleri hesaplandi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin

Tek 6rneklem t testi kullanildi, (n=7).
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Sekil 4. 40. Orak Hiicre Anemili hasta eritrositlerinde Na- Metabisiilfid ile oraklasmanin 90. dakikasinda
Rho-kinaz inhibitérii Y-27632’nin oraklasmaya etkisinin gsterilmesi. Hasta eritrositleri 107, 10, 107 ve
10* M konsantrasyonlarda Y-27632 ve ¢oziiciisii olan serum fizyolojik ile 45 dakika oda sicakhiginda
inkiibe edildikten sonra Na-metabisiilfid ile inkiibasyonun 90. dakikasinda eritrositlerin oraklasma
yiizdeleri hesaplandi. Veriler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Istatistiksel karsilastirmalar icin

Tek 6rneklem t testi kullanildi, (n=7).
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4. TARTISMA

Rho/Rho-kinaz sinyal ileti mekanizmasi kas olmayan hiicrelerde hiicre membrani
sekil degisiklikleri, migrasyon, proliferasyon, sekresyon, invazyon, gen ekspresyonu,
adezyon ve hiicre boOliinmesi, aktin hiicre iskeletinin kontrolii ve stres liflerinin
olugsmasinda, hiicresel mikrotubiil agna etki ederek vezikiiler transport olaylarinda,
inflamasyon ve oksidatif streste, sinyal iletimi ve ayn1 zamanda da diiz kas hiicrelerinin
kasilmasinda Ca*" duyarhiligmin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (17, 18, 19, 216,

247, 310).

RhoA proteininin eritrositlerde sitozolik ve membranal fraksiyonlarda bulundugu,
sitozolik fraksiyondaki Rho A’nin guanozin trifosfat (GTP) ile baglanarak membrana

transloke olabildigi gosterilmistir (38).

Eritroblastik hiicre hatti olan TF-1 hiicrelerinde forbol esteri ile indiiklenen
apoptoziste kaspaz aktivasyonu i¢gin ROCK-1 enzimi bagimli miyozin aracili
kasilmalarin gerekli oldugu bildirilmistir (311). Ancak RhoA’nin alt efektorlerinden
olan Rho-kinaz’n eritrositlerde eksprese edilip edilmedigi ve Rho/Rho-kinaz sinyal ileti
mekanizmasinin eritrosit fonksiyonlarma katkis1 tam olarak arastirilmamistir. Bundan
dolay1 bu calismada Rho/Rho-kinaz sinyal ileti mekanizmasinin insan eritrositlerinde
fizyolojik ve patolojik sartlarda (orak hiicre anemisinde) fonksiyonel bir 6nemi olup

olmadigini test etmeyi amagladik.

Calismamizda Oncelikle insan eritrositlerinde membranal ve sitozolik
fraksiyonlarda RhoA protein ekspresyonlar1 ve beraberinde Rho’nun alt efektdrii olan
Rho-kinaz enziminin ROCK-2 izoformunun varligin1 6zel bir protein-protein

hibridizasyon teknigi olan Western-Blotlama yontemi ile gdsterdik.

Lizofosfatidik asit ve sfingozin 1 fosfat (SIP) gibi membran fosfolipidlerinin
heterotrimerik G proteinleri ile kenetli olan ve bu sekilde biyolojik etkilerine aracilik
ettigi bilinen spesifik reseptorlerinin varligi bilinmektedir. Lizofosfatidik asidin {i¢

farkli reseptor alt tipinin oldugu gosterilmistir. Bunlar LPA;, LPA, ve LPA;
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reseptorleridir. Lizofosfatidik asit LPA; ve LPA, reseptorleri araciligi ile ve sfingozin 1
fosfat ise S1P, ve S1P; reseptorleri araciligi ile heterotrimerik G proteinlerinden
Gaio13 U aktive ederek alt efektorii olan Rho’nun aktivasyonuna neden olmaktadirlar.
Lizofosfatidik asit ve sfingozin 1 fosfatin bu sekilde Rho aracili hiicre sekil

degisikliklerine ve kontraktiliteye neden oldugu bilinmektedir (312, 313, 314).

Kas olmayan hiicrelerde Rho/Rho-kinaz yolagmi aktive etmek ve dolayisi ile bu
yolagm ilgili hiicrelerin fonksiyonuna katkismni arastrmak amaciyla lizofosfatidik asit
ve sfingozin 1 fosfat’in pek ¢ok calismada kullanildigini gérmekteyiz. Bundan dolayi,
her ne kadar insan eritrositlerinde s6z konusu membran fosfolipidlerine ait reseptorlerin
varlig1 ve alt tiplerinin karakteristikleri ile kenetli olduklar1 sinyal yolaklarin neler
oldugu heniliz gosterilmemis olsa da, bu c¢alismada Rho/Rho-kinaz sinyal ileti
mekanizmasinin olas1 aktivatorii olarak lizofosfatidik asit ve sfingozin 1 fosfat’s

kullandik.

Calismamizda Oncelikle lizofosfatidik asidin fakli konsantrasyonlarmnin farkli
stirelerde eritrositlerin deformabilitesi tizerine etkisini inceledik. Maksimum elongasyon
indeksinin yaris1 kadar degisime neden olan kayma kuvveti (SS 1/2 kuvvetleri) ve 1.69
Pa kayma kuvvetindeki elongasyon indeksleri (EI 1.69) degerlendirildiginde,
lizofosfatidik asidin 10° M konsantrasyonda 10. dakikada eritrosit deformabilitesini
azalttigin1 saptadik. Bu etkinin RhoA aktivasyonu ile ilgisini ortaya koymak icin
lizofosfatidik aside maruz birakilmis eritrositlerde “G-LISA GTP-RhoA activation
assay” yontemi ile RhoA aktivasyonunu inceledik. Ilging olarak, pek ¢ok hiicrede RhoA
aktivasyonu olusturan lizofosfatidik asidin (313) eritrositlerde tam tersine Rho
inhibisyonu yaptigini bulduk. Bu ilging etkinin detaylarmin ortaya konulmas i¢in daha
ileri caligmalara ihtiya¢ vardir. Lizofosfatidik asidin eritrosit hiicresi i¢indeki serbest

Ca’" diizeylerini yiikselttigi bilinmektedir (315).

Intraselliiler serbest Ca" diizeylerinin artmasi, eritrosit hiicresinde bulunan nitrik

oksit sentaz (NOS) enzimini aktive ediyor olabilir (316).
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Ote yandan, lizofosfatidik asidin reseptdr aracili endotelyal nitrik oksit sentaz
(eNOS) enzim aktivasyonuna yol actig1 ve eNOS agonisti olarak kabul edilebilecegi
bildirilmistir (317).

Bir bagka calismada ise lizofosfatidik asidin trombositlerde L-arginin/NOS/NO
yolagimni aktive ederek nitrik oksit salmimini indiikledigi rapor edilmistir (318). Nitrik
oksidin RhoA aktivasyonunu inhibe ettigi bulgusundan hareketle, bizim ¢alismamizdaki

LPA aracili RhoA inhibisyonu kismen buna bagli olabilir.

Diger taraftan, lizofosfatidik asit Gq proteinine kenetlenen LPAj3; reseptorleri
araciligir ile fosfolipaz C’yi aktive ederek diagilgliserol ve 1,4,5-inositol-3-fosfat
olusumunu arttirmaktadir. Bunun sonucunda protein kinaz C aktive olmakta ve hiicre i¢i

kalsiyum diizeyleri artmaktadir (319).

Eritrosit icinde Ca®" konsantrasyonunun ¢ok dar smirlar i¢inde sabit tutulmasi
fizyolojik acidan ¢ok Onemlidir; soyle ki, mikromolar konsantrasyonlarda dahi (5-10
umol/I) hiicre i¢i Ca®" konsantrasyonu artisinin eritrositten K sizmasma neden oldugu
bildirilmistir (Gardos etkisi). Hiicre icinden K' ve beraberinde su kaybi, eritrositin
hemoglobin  konsantrasyonlarmnin  yiikselmesini takiben hiicrenin sitoplazmik
viskozitesinin artmasma neden olmaktadir. Bu durum, eritrositlerin sekil degistirme
yeteneklerinde yani diger bir ifade ile deformabilitelerinde belirgin azalmalara yol

acmaktadir (320).

Sonug olarak lizofosfatidik asidin olusturdugu deformabilite bozukluguna hiicre
ici olas1 Ca*" yiikselmesi aracilik edebilir. Ne var ki, bu ¢alismada intraeritrositer serbest
Ca®" diizeylerini tespit etmedik. Hiicre i¢i Ca®" diizeylerinin yiikselmesi bir taraftan
eritrosit deformabilitesini bozarken, diger taraftan buna zit yonde ¢alisan nitrik oksit
(NO) olusumunu tetikleyebilir ¢iinkii hiicre ici Ca*" artis1 eritrosit nitrik oksit sentazini
aktive edebilir. Olas1 bu NO iiretimi, RhoA translokasyonunu baskiliyor olabilir. Ilging
olarak lizofosfatidik asid, diger hiicrelerden farkli olarak, eritrositlerde Rho
inhibisyonuna neden oldu. Bu olduk¢a sasirtict bir durumdu zira bugiine kadar test

edilen tiim hiicrelerde LPA Rho aktivatorii olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Eger bu
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gergekten dogruysa, o zaman LPA ile indiiklenen RhoA inhibisyonunun fizyolojik
oneminin aydimlatilmasi gerekmektedir zira lizofosfatidik asit hiicre membraninda dogal
olarak olusmaktadwr. Nitekim fosfatidil serinin sekretuvar fosfolipaz A2 enzimi ile

lizofosfatidik aside doniistiigli gosterilmistir (321).

Ancak lizofosfatidik asit inkiibasyonu sonrasi deformabilite 10. dakikada anlamli
olarak bozulmaktadir. Buna karsilik RhoA translokasyonunun 6lciildiigii deneylerde
sadece 5. dakikada RhoA inhibisyonunun goriilmesi, tabloyu daha karmasik hale
getirmektedir. Clinkii bu sefer 10. dakikada RhoA inhibisyonu ger¢eklesmemektedir. Bu
durumda 10. dakikada goriilen deformabilite bozuklugu 5. dakikada goriilen RhoA

inhibisyonuna sekonder olarak ger¢eklesiyor olabilir.

Diger taraftan RhoA proteininin alt efektorlerinden olan Rho-kinaz enziminin
deformabilite {izerine etkisini arastirmak i¢in onun inhibitorleri olan Y-27632 ve fasudil
varliginda deneyler yapildi. Yiiksek doza (104 M) c¢ikilmasina ragmen, Y-27632 ve
fasudil, lizofosfatidik asidin indiikledigi deformabilite bozuklugu iizerine anlamli bir
etki olusturmadi. Ilging olarak, tek baslarma uygulanan Y-27632 ve fasudilin kendileri
de deformabilite bozuklugu meydana getirdiler. Bu durum, lizofosfatidik asidin hem
deformabilite bozuklugu olusturmasi ve hem de RhoA inhibisyonu yapmasi bulgusuyla
uyumlu gibi gériinmektedir. Ancak, Y-27632 ve fasudilin lizofosfatidik asit ile kombine
edilmesi, ilave bir deformabilite bozuklugu olusturmamustir. Tek bir veride boyle bir
kiimiilatif etki olsa da (10-5 M LPA+ 10-5 M fasudil) daha ytiksek dozda fasudil ve Y-

27632 ile benzer bir durum goriilmemistir.

Sonug olarak Rho/Rho-kinaz yolagi, insan eritrosit deformabilitesi lizerine olumlu
bir katki saglayabilir ancak bu katki smirli goriilmektedir zira Rho-kinaz inhibitorleri,
deformabiliteyi bozan lizofosfatidik asit varliginda daha fazla deformabilite bozuklugu
olusturmamistir. Diger taraftan, 1.69 Pa kayma kuvvetindeki elongasyon indeks (EI
1.69) verileri degerlendirildiginde de benzer bir durum gérmekteyiz. Buna karsilik
maksimum elongasyon indeksi (EI max) verileri birbiriyle ¢eliskili sonuglar verdigi i¢in

bu caligmanin bulgular1 SS1/2 ve EI 1.69 degerleri dikkate alinarak yorumlanmaistir.
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Bir bagka biyoaktif sfingolipid olan sfingozin 1 fosfat’in, lenfositler dahil bir ¢cok
hiicre tipinde, sfingozin 1 fosfat reseptorlerine spesifik olarak baglandig1 ve reseptori

aktive ederek bu sekilde hiicrede sinyal transdiiksiyon olusturdugu bilinmektedir.

Ote yandan, eritrositlerin sfingozin 1 fosfat’1 dolasimdan alip depo edebildikleri
ve tekrar dolasima salabildikleri bildirilmistir. Ancak bununla birlikte sfingozin 1

fosfat’in eritrosit fonksiyonlarina katkisi heniiz tam olarak bilinmemektedir (323).

Ayrica, sfingozin 1 fosfat’in insan umblikal ven endotel hiicrelerinde miyozin
hafif zinciri fosforilasyonunu arttirdigit ve bu fosforilasyonun Rho inhibitéri C;
ekzoenzim ve Rho-kinaz inhibitorii, Y-27632 ile ortadan kaldirildig: bildirilmistir (324).
Bu da s6z konusu membran lipidinin Rho/Rho-kinaz yolagini aktive ettigini
gostermektedir. Bu ve diger bulgular dikkate alindiginda biz de lizofosfatidik asit
disinda bu yolag: stimiile edecegini diisiindii§iimiiz sfingozin 1 fosfat1 deney serilerinde
kullanmaya karar verdik. Sfingozin 1 fosfat, reseptorlerinden olan S1P, ve S1P;
reseptorleri araciligi ile heterotrimerik G proteinlerinden Ggiz13 1 aktive eder. Ancak
fizyolojik olarak dolasimda bulunan bu membran lipidi (313) bizim c¢alismamizda
eritrosit deformabilitesini etkilemedi. Ciinkii endotel hiicrelerinde etkili olan sfingozin 1
fosfat konsantrasyonu (324) eritrositlerde SS1/2, EI (1,69 Pa) ve EI maks degerlerini
degistirmedi.  Bundan dolay1 Rho  aktivasyon/inhibisyon  deneyleri  de

gerceklestirilmemistir.

Eritrositler dolasim sisteminde bulunduklar1 siire i¢inde istirahat halindeki
morfolojilerini belirgin sekilde etkileyecek mekanik deforme edici kuvvetlerin etkisine
maruz kalirlar. Ancak genellikle bu mekanik kuvvetler bazi patofizyolojik sartlarda dahi
kalict hasara yol acacak diizeylere ulasmaz. Fakat kardiyopulmoner by-pass, yapay kalp
ve kalp kapakgiklari, dolasim destegi ve hemodiyaliz ekipmanlar1 i¢erisindeki kan bu
sekilde bir mekanik stresin etkisine maruz kalir (325, 326). Sub-hemolitik mekanik
travma, eritrositlerde  hiicresel metabolizmada, membran organizasyonunda,
membrandan iyon tasinmasinda ve hiicrenin reolojik 6zelliklerinde degisime neden
olmaktadir. Ote yandan yapilan diger bazi calismalarda da sub-hemolitik travmay:

takiben eritrosit deformabilitesinin azaldigi ve agrege olma yeteneginin arttigr ve
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meydana  gelen  sub-hemolitik  hasarn  derecesinin  ekstraselliiler ~ Ca®"

konsantrasyonundan etkilendigi bildirilmistir (326, 168).

Bundan dolay1, ¢alismamizin bagka serilerinde mekanik stres sonrast bozulan
deformabiliteye Rho/Rho-kinaz yolagmnin olas1 araciligini test ettik. 120 Pa siddetinde
30 saniye sub-hemolitik mekanik strese maruz birakilan eritrositlerde deformabilite
bozuklugu meydana geldi. Ilging olarak, mekanik stres eritrositlerde RhoA protein
aktivasyonunu (Rho-GTP baglanmasini) anlamli olarak azaltmistir. Ancak Rho-kinaz
inhibitori Y-27632 ve fasudil uygulamasi mekanik stresin neden oldugu deformabilite
bozukluklarini daha fazla arttrmadi. Buna ragmen, bu bulgular Rho/Rho-kinaz yolagi

inhibisyonunun deformabiliteyi bozucu yonde etkiledigine isaret edebilir.

Baskurt ve arkadaslar1 mekanik strese maruz birakilan eritrositlerde deformabilite
ozelliklerinin azaldigini bildirmislerdir. Her ne kadar 3.00 Pa’dan sonra olsa da, bizim
bulgularimiz bu sonuglarla paraleldir. Bu siddetteki mekanik stresin sub-hemolitik bir

deformasyona neden oldugu yapilan diger ¢alismalarla da desteklenmektedir (327, 328).

Mekanik stresin RhoA inhibisyonu yapmasi ve deformabiliteyi bozmas1 bulgusu
ile tek baglarina Rho-kinaz inhibitorleri, fasudil ve Y-27632’nin de deformabilitede
bozukluk olusturmasi, sanki mekanik stresin Rho/Rho-kinaz kaskadini inhibe ederek
deformabilite bozuklugu olusturdugu izlenimini vermektedir. Buna karsilik, mekanik
stres ve Rho-kinaz inhibitorleri kombinasyonu ilave bir bozukluk olusturmamistir. Bu
durum, deformabilite bozuklugunda belli bir tavan degerin oldugunu ve bunu takiben
eritrositlerin hemolize ugradigmi1 gosterebilir. Ancak Rho-kinaz inhibitorleri ile
inkiibasyon sonrasi mekanik stresin hemolizi arttirrp arttrmadigi bu caligmada
incelenmemistir. Her ne kadar tek basina Rho-kinaz inhibitorleri ve yalnizca mekanik
stres hemolitik olmasa da, bunlarin kombinasyonu hemolizi tetiklemis olabilir. Bu
acidan da ilave calismalara gerek vardir. Benzer bir durum lizofosfatidik asit serilerinde
de goriilmiistiir. SOyle ki, lizofosfatidik asit bir taraftan RhoA inhibisyonu yaparken
diger taraftan da deformabiliteyi bozmustur. Ote yandan “up-stream” sinyal, Rho
proteinine geldikten sonra Rho-kinaz disinda baska ‘“down-stream” efektorlere de

aktarilmaktadir. Sinyal kaskadmin dallanmasi belki de Rho-kinaz inhibitérlerinin ilave
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deformabilite bozuklugu olusturmasini engellemektedir. Soyle ki, Rho efektorleri de
ayn1 Rho-kinaz gibi deformabiliteye olumlu katki sagliyor olabilir. Yine de, bu yolagin

katkisimin tam anlamiyla ortaya konmasi i¢in daha kapsamli caligmalara ihtiyac vardir.

Mekanik stresin neden oldugu deformabilite bozukluguna Rho/Rho-kinaz
yolaginin katkis1 disinda diger mekanizmalari neler olabilecegi konusunun aydinliga
kavusturulmasi gerekmektedir. Bununla uyumlu olarak artmus hiicre i¢i Ca** diizeyleri,
Na'-K'-ATPazi inhibe ederek iyonik dengeyi daha da bozabilir. Bu baglamda, Ca*"
konsantrasyonu minimal diizeyde arttiinda bile, membran iskelet proteinlerinden,
ozellikle spektrin ve band 4.1°de geri doniisiimsiiz ¢apraz kopriiler olusturan
sitoplazmik transglutaminaz enzimi aktive olur ve bu c¢apraz kopriiler eritrosit

deformabilitesinin daha fazla azalmasima sebep olur (329, 330).

Calismamizda mekanik stres deneyleri, Ca®" icermeyen fosfat tamponunda
yapildig1 i¢in bu katyonun deformabilite iizerine katkisindan s6z etmek olasi
goriilmemektedir. Zaten mekanik stres ile yapilan ¢aligmalar, eritrositlerin 20-100 uM

arahiginda ekstraselliiler Ca>* konsantrasyonlarindan etkilenmedigini gdstermistir (327).

Diger taraftan mekanik stresin etkisiyle eritrosit membraninda meydana gelen K"
sizintis1 Ca*"’dan bagimsiz olarak hiicre i¢i voliim azalmasina neden olur ki buna bagl

olarak eritrosit deformabilitesi bozulabilir (327).

Eritrositlerde iNOS ve eNOS enzimleri bulunmaktadir. Bundan dolayr NO sentez

edip saliverme yeteneklerine sahip olduklar: bildirilmistir (331).
Nitrik oksidin eritrositlerin deformabilitesini ve agregasyonunu etkileyebilecegi ve
bu etkinin doz bagimlh oldugu rapor edilmistir. Ancak bu etkinin bifazik olabilecegi

bildirilmektedir (7).

Boylelikle fizyolojik diizeyde NO, deformabiliteyi olumlu ydnde etkilerken,
patolojik diizeyde NO artis1 tam tersi bir etki yapabilir. Nitekim septik sokta ve
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endotoksemik sicanlarda nitrik oksit sentaz enzim inhibitorlerinin  eritrosit

deformabilitesi lizerine koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir (332, 333).

Ancak bizim deney sartlarimizda ortamda eNOS’u aktive edecek diizeyde Ca®"
bulunmamaktadir. Diger taraftan iNOS ekspresyonu i¢in yeteri kadar uzun bir siire de
yoktur. Bu durumda olasi NO olusumu nereden gelmektedir? Endotel hiicrelerde “shear
stress”, protein kinaz B (Akt) aktivasyonuna neden olmaktadir. Aktive olan Akt, eNOS
enzimini fosforile ederek onu aktive etmektedir. Bu sayede Ca’"dan bagimsiz eNOS

aktivasyonu olusabilmektedir (334).

Bu durum belki de, mekanik stres altindaki eritrositlerde de goriilmektedir. Eger
gercekten boyle bir durum varsa, NO’in deformabilite iizerindeki bifazik etkisinin
detaylar1 arastirilmalidir, ¢iinkii NO pek c¢ok hiicrede RhoA aktivasyonunu inhibe
edebilmektedir. Bizim bulgularimiza gore, mekanik stres altindaki eritrositlerde de

RhoA aktivasyonu inhibe olmustur.

Ayrica nitrik oksidin eritrositlerde membrandan K disa akimini inhibe ettigi
bilinmektedir. Bunun yanisira NO’nun eritrosit i¢i konsantrasyonlarimin artmasima baglh
olarak hem kendisi hem de metabolitleri olan nitrit ve peroksinitritin, membrandan K"

cikisini arttirdigi yapilan calismalarda gosterilmistir (327, 335, 336).

Diger taraftan eritrosit hiicre membraninda RhoA gibi eksprese oldugu gosterilen
bir bagska Rho proteini ise Rac proteinleridir. Eritrositlerde normal membran stabilitesi
ve hiicresel deformabilitenin devamliliginda Rac proteinlerinden hem Racl hem de
Rac2 izoformu rol oynamaktadir. Ilging olarak Rac ve RhoA proteinleri arasinda bir

negatif diizenleme mekanizmasinin olabilecegi bildirilmektedir.

Rac proteini, eritrosit membraninda spektrin ile etkileserek membran iskeletinin
organizasyonuna katkida bulunmaktadir. Ayn1 zamanda genetik olarak Racl” ve Rac2™”
olan farelerde, eritrosit deformabilite indekslerinin, hiicre ylizey alani kaybina bagh

olarak, azaldig1 bildirilmistir (337).
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Bunun yanisira Rac aktivitesinin RhoA aktivasyonunu baskiladig: bildirilmektedir.
Rac ve Rho arasindaki inhibitdr “crosstalk” Rac araciligi ile olusan reaktif oksijen
driinlerinin 190RhoGAP’1 aktive etmesi ve bunu takiben RhoA-GTP diizeylerinin

azalmasi ile agiklanmaktadir (338, 339).

Ote yandan Rho ve Rac arasindaki inhibitdr “cross-talk” ayni zamanda
lizofosfatidik asitle indiiklenen RhoA inhibisyonunun da nedenini ortaya koyabilir.
Bilindigi tlzere lizofosfatidik asid farkli reseptor G proteini kombinasyonlarinin
etkilesimi ile hem RhoA ve hem de Rac proteinlerini aktive ederek farkli hiicresel

etkilere aracilik etmektedir (339).

Ancak sozkonusu inhibitor etkilesimin tam olarak aydmlatilmasi icin eritrosit
membranlarindaki lizofosfatidik asit reseptdrlerinin hangi tipte olduklarmin ve bu
reseptorlerin  aktivasyonu sonucu gelisen hiicre i¢i sinyalin detaylarinin ortaya

konulmas1 gerekmektedir.

Buraya kadar degerlendirdigimiz veriler, gerek fizyolojik kosullarda gerekse sub-
hemolitik mekanik travmada, eritrositlerin deformabilite 6zelliklerine Rho/Rho-kinaz
sinyal ileti yolunun kismen katkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Sonu¢ olarak
fizyolojik sartlarda Rho/Rho-kinaz yolagmin insan eritrositlerinin deformabilite
yetenegine katki yaptigir goriinmektedir. Yani eritrosit membran sekil degisikligine bu
yolak aracilik etmektedir ¢linkii tekrarlamak gerekirse, Rho inhibisyonu olusturan (Rho-
GTP aktivasyon deneylerine dayali olarak) lizofosfatidik asit ve mekanik stres, ayni
zamanda eritrosit deformabilitesini bozmustur (SS1/2 ve EI 1,69 Pa degerlerine bagl

olarak).

Bu durumda deneylerimizin ikinci kisminda eritrosit membran sekil degisikligi ile
karakterize bir hastalik olan orak hiicre anemisinde s6z konusu bu oraklagmaya
Rho/Rho-kinaz yolagmnin olasi katkisini arastirmay1 amagladik. Bu amagla orak hiicre
anemili hastalardan elde ettigimiz eritrositlerde ilk olarak deformabilite deneyleri
yaptik. Bunu takiben Rho-kinaz inhibitorii Y-27632’nin Na-metabisiilfid ile indiiklenen

oraklagsma tizerine etkisini test ettik.
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Orak hiicre anemisi otozomal resesif gecisli, HbS (orak hiicre hemoglobini)
iceren, orak eritrositlerle karakterize bir hastalik olup eritrositlerdeki sekil bozuklugu
HbS’in kiiclik agregatlar olusturarak polimerlesmesi ve sonrasinda jel haline gelerek
yogunlasip eritrosit seklini bozmasi ile karakterize bir hastaliktir. Ayrica oraklagmis
eritrositlerin ~ deformabiliteleri de azalmaktadir. HbS igeren eritrositlerde
deoksijenizasyonu takiben hemoglobin polimerizasyonu meydana gelmektedir. Bununla
beraber orak hiicrelerde katyon gecirgenligi bozulmaktadir. Ote yandan bu hiicrelerde
Ca’" ile aktive K™ kanallarmin (Gardos kanali) ve K'-CI" ko-transport sistemlerinin
aktivasyonuna bagli K" ve suyun kaybi hiicresel dehidratasyona neden olmaktadir. Bu

olay da orak hiicre deformabilitesinin azligina neden olan bir diger nedendir (1, 40).

Diger taraftan orak hiicre anemisi ve talasemiler gibi hemoglobinopatilerde
eritrositlerin membrandaki lipidlerin dagilimlarinin degistigi ve membran yapisinin
bozuldugu da bilinmektedir. Bu sekilde membran dis yapraginda bulunan sfingomiyelin
ve fosfatidil kolin i¢ kisimdaki fosfatidil serin ve fosfatidil etanolamin ile yer degistirir.
Bunun sonucunda bir yandan s6z konusu membran fosfolipidleri protrombinin trombine
dontistimiinii indiikleyerek pihtilagsmay1 arttirir 6biir yandan da eritrositlerin endotele

adezyonu artmaktadir (1, 340).

Ayrica daha Once yapilan bir calismada orak hiicrelerin endotel hiicrelere
adezyonunda Rap 1 proteininin (kiigiik GTPaz reseptorii ile iliskili protein-1) rol
oynadig1 gosterilmistir. Buna ilaveten Rap-GTP proteininin ARAP3 (Arf ve Rho i¢in
ikili GTPaz aktive edici protein) araciligi ile Rho-GTP proteinlerinin inaktive olarak

Rho-GDP’ye doniistimiinii arttirdig1 da bildirilmistir (341, 342, 343).

Sonug olarak Rap-1 proteininin Rho proteinlerin aktivasyonunu engelleyebilecegi
goriilmektedir. Dolayis1 ile bu bilgiler 1s1¢inda, Rho’nun ve bunu takiben Rho/Rho-
kinaz yolaginin inhibisyonunun orak hiicre adezyonunda rol oynayabilecegi
diistiniilebilir. Ancak orak hiicreli eritrositlerde Rho/Rho-kinaz yolaginin gerek
oraklagsma siirecine gerekse orak hiicrelerin endotele adezyonuna olan olas1 katkisi
heniiz arastirilmamistir. Bu nedenle, biz deformabilite deneylerinde Rho-kinaz

yolagmin inhibitorii olan Y-27632°nin orak hiicrelerde etkisini test etmeyi amagladik.
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Oncelikle, saghkli donorler ile orak hiicre anemili hastalardan alman eritrosit
orneklerinde deformabilite ozelliklerini karsilastrdigimizda, 1.69 Pa kayma
kuvvetindeki elongasyon indekslerinde (EI 1.69 Pa) ve maksimum elongasyon indeksi
(EI max) degerlerinde istatistiksel olarak azalmalar tespit ettik. Bu bulgu orak hiicre
anemili hastalarda eritrositlerde deformabilitelerin azaldigini bildiren diger ¢alismalarla
uyumludur (344). Ote yandan Rho-kinaz enzim inhibitdrii Y-27632, genis bir
konsantrasyon (107-10% M) araliginda orak hiicreli eritrositlerin deformabilite
degerlerinde herhangi bir degisiklige neden olmadi. Bu durum, oraklasma ile
indiiklenen deformabilite bozuklugunun belirli bir tavan degerinin olabilecegini ve Y-
27632 ile s6z konusu konsantrasyon araliginda bu degerin iizerinde bir deformabilite

bozuklugunun olusmadigmi gosterebilir.

Bir diger deney serisinde oraklasma testi yaparak orak hiicrelerde Rho-kinaz
inhibitorii  Y-27632°nin  hasta eritrositlerinin  oraklagsma yiizdelerini etkileyip
etkilemedigi test ettik. 107 M konsantrasyonda Y-27632, 30. dakikada eritrositlerin
oraklagsma yiizdesini kontrole gore arttirdi. Ancak daha yiiksek dozlarda ve farkl
stirelerde (15, 60, 90. dakikalarda) sodyum metabisiilfid ile indiiklenen oraklagma (345)
ylizdelerinde bir degisiklik olusturmadi. Fakat oraklagsma testi i¢in mikroskobik
fotograflama yontemi ile her 6rnek i¢cin randomize ii¢ adet farkl alan fotograflanarak
direkt gbzle hiicre sayimi yapildi ve oraklasan hiicrelerin saglikli hiicrelere orami
hesaplandi. Ancak hesaplanan yiizdeler tamamen her ornek i¢in g¢ekilen ticer alanla
sinirl1 oldugundan elde edilen verilerin hazirlanan preperattaki tiim hiicrelerin dogru
oranlarmi tam olarak yansitmayabilecegi ihtimali bulunmaktadir. Bu nedenle olas1 bir
deneysel hatay1 ortadan kaldrmak i¢in daha kantitatif bir deney prosediirii

olusturulmalidir.

Son olarak, gerek deformabilite deneylerinde gerek de oraklasma testi ile yapilan
deney serilerinde Rho/Rho-kinaz yolaginin orak hiicre deformabilitelerine ve de
oraklasma oranlarna etkisi net olarak gosterilememistir. Diger taraftan RhoA
aktivasyonu yapan ajanlarin deformabilite ve oraklasma oranlarma etkisi
incelenememistir. Ciinkii eritrositlerde RhoA aktivasyonu yapan bilinen bir ajan su an

icin mevcut degildir. Diger hiicrelerde RhoA aktivasyonu yaptig1 bildirilen
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lizofosfatidik asit (319, 346) bizim 6rneklerimizdeki eritrositlerde, beklenilenin aksine,
RhoA inhibisyonu yapmisti. Bu nedenle orak hiicreli eritrositlerde bu yolagin

fonksiyonlarmin tam olarak ortaya konabilmesi i¢in daha ileri caligmalara ihtiyag¢ vardir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu ¢aligma 2 ana seri halinde yapilmistir. Bunlar, fizyolojik olarak eritrosit hiicre
membran sekil degisikliginin bir sonucu olarak gelisen deforme olabilme yetenekleri
iizerine Rho/Rho-kinaz yolaginin etkisinin test edildigi 1. seri deneyler ve orak hiicre
anemisi gibi patolojik olaylarda bu yolagin olasi katkismin arastirildigi 2. seri

deneylerdir. Bu tezin ¢iktilar1 su sekilde 6zetlenebilir:

Insan eritrositleri RhoA ve Rho-kinaz (ROCK-2 izoformu) proteinlerini eksprese
edebilmektedir. RhoA protein ekspresyonlar1 daha dnceki bir ¢alismada (38) gdsterilmis
olmasmna ragmen, Rho-kinaz enziminin ekspresyonu ilk kez bizim tarafimizdan

gosterilmistir.

Bu proteinlerin olas1 fonksiyonel katkilarinin arastirildigi deneyler, eritrositlerin
deformabilitelerine Rho/Rho-kinaz yolagmin hi¢ olmazsa kismen katki yaptigmi
gostermektedir. Soyle ki, eritrosit deformabilitesini bozan uyarilar (lizofosfatidik asit ve
mekanik stres) ilging olarak ayni1 zamanda RhoA inhibisyonu olusturmuslardir. Esasinda
biz RhoA aktivasyonu dolayisiyla Rho/Rho-kinaz yolagini stimiile etmek amaciyla
literatiirde bagka hiicrelerde bu yolagi aktive ettigi bilinen lizofosfatidik asit ve
sfingozin 1 fosfati kullandik. Bu sayede RhoA aktivasyonu yapip ayni zamanda
eritrositlerin deformabilitelerinin de ne sekilde degisecegini incelemeyi amacglamistik.
Ancak, deneyimizin bulgular1 deformabilite bozulurken RhoA inhibisyonunun da
birlikte gelistigini gdstermektedir. Ustelik Rho-kinaz inhibitérleri, Y-27632 ve fasudil
tek baglarina deformabiliteyi bozmuslardir. Dolayist ile indirek bulgular bize Rho/Rho-
kinaz yolaginmn aktive edilmesinin eritrositlerin deformabilite yeteneklerini
arttirabilecegini  diisiindiirmektedir. Buna ragmen, eritrositlerde RhoA aktivasyonu

yapan bir ajan varliginda deformabilite deneylerinin tekrarlanmasinda yarar vardir.
Son olarak Rho-kinaz inhibitorleri orak hiicre anemili hastalardan elde edilen

eritrositlerin deformabilitelerinde ilave bir bozukluk olusturmamustir. Bu durum belki de

sub-hemolitik diizeyde eritrosit deformabilitesinin orak hiicrelerde maksimum derecede
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bozuldugunu ve bundan dolayr Rho-kinaz inhibisyonunun ilave bir deformabilite
bozuklugu yapmadigini gosterebilir. Bu serideki bir eksikligimiz Rho-kinaz inhibitorleri
ile inkiibasyonda deformabilite testleri sonrasinda eritrositlerin lizise ugrama

yatkinliklar1 ve oranlarmin tespit edilmemesidir.

Sonu¢ olarak, bulgularimiz, indirekt olmakla beraber, Rho/Rho-kinaz yolagmin

inhibisyonunun insan eritrositlerinde deformabiliteyi bozabilecegine isaret etmektedir.
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