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OZET

Dolasim sisteminde etkili mekanik kuvvetler hemolitik diizeyin altinda
seyretmektedir. Ancak, yapay organlarda yada vicut digi dolasim alanlarinda
meydana gelen mekanik kuvvetler hemolitik seviyeye ulasmakta ve hemolize
neden olmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢alismalar nitrik oksidin ve potasyum
kanal blokajinin subhemolitik travmada koruyucu bir roli oldugunu
gb6stermigtir. Bu calisma, subhemolitik travmada goértlen koruyucu etkilerin
hemolitik travmada da gézlenip gbzlenemeyecegini test etmek amaciyla
planlanmistir. Saglikh on génulli bireyden alinan ven6éz kan &rnekleri,
hematokritleri 0.4 L/L olacak sekilde otolog plazma ile resuspanse edilmistir.
Daha sonra bu kan érnekleri bes esit gruba ayriimistir: Kontrol, Mekanik stres
(MS), M.S.+Sodyum nitroprussid (SNP), M.S.+Tetraethylammonium (TEA)
ve M.S.+Klotrimazol (CLT). M.S.+SNP , M.S.+TEA ve M.S.+CLT gruplari
sirastyla 10* M SNP, 107 M TEA, 3X10° M CLT ile oda sicakliginda bir
saat boyunca inkibe edilmistir. inkiibasyonu takiben mekanik stres
gruplarina ait kan érnekleri, bir pompa araciligi ile 200 mmHg basing altinda
cam bir kapiller borudan (¢api= 0.06 cm; uzunlugu= 33 cm) yarim saat
boyunca gecirilmistir. Mekanik stres uygulamasindan sonra kan érneklerinde
hemoliz orani, eritrosit deformabilitesi ve tam kan sayimi yapiimis ve
eritrositler morfolojik olarak incelenmistir. Kapiller boruda meydana gelen
kayma kuvveti hemolitik seviyenin altinda olmasina ragmen, kanin bu
mekanik stres dizeneginden yarim saat boyunca ge¢cmesi yaklasik olarak %
3 oraninda hemolize neden olmustur. Meydana gelen hemoliz, kan
O6rneklerinin  SNP, TEA yada klotrimazol ile muamele edilmesi ile
engellenememistir. Bunun yaninda mekanik stres uygulamasi, erirosit
deformabilitesi ve eritrosit morfolojisinde &nemli degdisimlere neden
olmamisgtir.

Sonuc¢ olarak, bu calismada kullanilan mekanik stres dlzenegi
eritrositlerde, 6zellikle de pompadan gecisleri sirasinda 6nemli dizeyde

hemolize yol agmis, ve bu hemoliz NO donérl veya K* kanal blokdrlerinin
kullaniimasi ile engellenememistir.

Anahtar kelimeler: Kayma gerilimi, mekanik travma, hemoliz, nitrik oksit
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ABSTRACT

Shear forces effective in the normal mammalian circulatory system
remain below the hemolytic threshold. However, mechanical trauma to red
blood cells (RBC) during blood flow through artificial organs or extracorporeal
circuits may exceed this threshold and results in hemolysis. It has been
previously demonstrated that nitric oxide and potassium channel blockage
play a protective role in non-hemolytical mechanical trauma to RBC. This
study was designed to test if this protective effect can also be observed in
hemolytic mechanical trauma to RBC. Heparinized venous blood samples
were obtained from ten healty, adult donors. The hematocrits of all blood
samples were adjusted to 0.4 L/L by recombining the packed RBC and
outologus plasma and divided into five groups; Control, mechanical stres
(MS), M.S.+Sodium nitroprussid (SNP), M.S.+Tetraethylammonium (TEA)
and M.S.+Clotrimazole (CLT). M.S.+SNP, M.S.+TEA and M.S.+CLT groups
were incubated in room temparature for 1 hour with SNP (10 M), TEA (107
M) and Clotrimazol (3X10° M) respectively. After incubation, blood samples
from mechanical stres groups were pumped through a glass capillary
(diameter= 0.06 cm; length= 33 cm) using a roller pump, to maintain a
pressure gradient of 200 mmHg, for 30 minutes. At the end of the mechanical
stres application, hemolysis ratio, RBC deformability and whole blood cell
count were measured and cell morphology was analysed. Although the
calculated wall shear stress within the capillary tube was below hemolytical
threshold, 30 minutes flow of blood under these circumstances result in about
3% hemolysis monitored by the measurement of plasma hemoglobin. A
series of 10 experiments revealed that the degree of hemolysis was not
affected by including SNP, TEA or clotrimazole in the blood sample. Besides
that, mechanical stress application did not cause significant alterations in
RBC deformability or cell morphology.

In conclusion, as the calculated shear stress in the capillary tube in the
system was below the hemolytical threshold, the hemolysis was caused
mainly by the roller pump used in the system. The findings of the present
study showed that neither nitric oxide nor potassium channel blockage could
prevent this mechanical damage.

Key words: Shear stres, mechanical trauma, hemolysis, nitric oxide
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GIRIS

Kanin hicresel elemanlari, dolasim sisteminde bulunduklari stre
icinde mekanik etkilere maruz kalir ve bu etkiler kan hdcrelerinin normal
morfolojilerini ve fonksiyonlarini degistirebilir. Normal dolasim kosullarinda,
dolasim sisteminin blydk bir bélimdnde kan hicrelerine etki eden mekanik
kuvvetlerin blyUkligl, hasara yol acabilecek boyutlarda degildir. Ancak kan
hicreleri, kardiyopulmoner bypass, yapay kalp ve kalp kapakg¢igi [1], dolagim
destekleme cihazlari [2, 3], hemodiyaliz ekipmanlari [4] gibi yapay ortamlarda
daha biyltk mekanik kuvvetlerin etkisinde kalirlar. Yiksek kayma gerilimi,
tirbllans, yabanci ylzeylere carpma kanin yapay organlarla temasta oldugu
durumlarda kaginilmazdir ve hemolize neden olabilir [5, 6].

Kan hdcrelerinin yabanci ylzeylerle uzun sireli temasi ve bu
ylzeylere carpmasi kan hicrelerinde cesitli yanitlarin gelismesine neden
olur. Bunlar arasinda eritrositlerin mekanik &zelliklerinde meydana gelen
olumsuz degisimler ve eritrositlerin mekanik olarak yikimi (hemoliz),
|6kositlerin  ve trombositlerin  aktivasyonu, inflamatuar mediyatérlerin
konsantrasyonlarinin artmasi yer almaktadir [7-9].

Vicut disi dolasimda hemolizin baslica nedeni, kan hucrelerinin
mekanik hasaridir. Mekanik hemoliz, eritrosit membraninin, hlcrenin tolere
edebileceginden biylk mekanik kuvvetlerin etkisinde parcalanmasi sonucu
eritrosit igeriginin serbest kalmasidir [10]. Kan htcrelerinin, yapay organlarin
akim alanlarinda maruz kaldigi mekanik kuvvetler arasinda en ¢ok arastirilan
ve bilgi sahibi olunani, kayma gerilimidir. Fizyolojik seviyelerin Ustindeki
kayma kuvvetlerinin eritrosit membraninda hasara neden oldugu
bilinmektedir. Eritrositlerde hemolitik bir hasar ortaya cikmasi icin etki eden
kayma kuvvetlerinin ise 300 dyn/cm? den fazla olmasi gerektigi bildirilmistir
[11].

Literatlre gobre, eritrositlerde hemolitik bir hasar meydana getiren
kayma kuvveti seviyelerinin altindaki kayma gerilimi hemolize neden
olmamakla birlikte, eritrositlerde bir dizi degisiklige neden olmaktadir. “Sub-
hemolitik travma” olarak isimlendirilen bu etkinin, eritrosit metabolizmasinda,
membran organizasyonunda ve iyon tasinmasinda ortaya c¢ikabilen
degisimlere bagl olarak gelistigi vurgulanmaktadir. Bu konuda yapilan c¢esitli
calismalarda, sub-hemolitik travmanin eritrosit membraninda lipid
molekdllerinin  kaybina neden oldugu, eritrosit ici kalsiyum iyon
konsantrasyonunda artis yarattigi ve bu yollarla eritrosit reolojisi Gzerine etkili
oldugu gbsterilmistir [10, 12, 13].



Normal eritrosit fizyolojisi tUzerine etkili olan bir bagka faktér de nitrik
oksittir [14-16]. Endotel htcrelerinde sentezlenen NO, sadece yakinda
bulunan diaz kas huUcrelerini etkilemekle kalmaz ayni zamanda vaskuler
limene de diffiize olarak kan hicreleriyle de etkilesir [17]. Ayrica, insan
kirmizi kan hcreleri, nitrik oksit sentazin indiklenebilir (NOS2 ya da iNOS)
ve sabit (NOS3 ya da eNOS) formlarina sahip olduklari igin kendi NO’larini
sentezleyebilirler [18]. Nitrik oksidin eritrosit mekanigi Uzerine etkileri bir ka¢
arastirmanin konusunu olusturmustur. Bor-Kiiclkatay ve arkadaslari NO’nun
doza badmh bir sekilde, eritrositlerin  mekanik &zellikleri agisindan
dlzenleyici bir role sahip olabilecegini bildirmiglerdir [15, 19]. Bu etkinin
olasilikla guanilat siklazdan bagimsiz mekanizmalarla ve muhtemelen
eritrosit membranindan potasyum gegisinin inhibisyonu araciligiyla
gerceklestigi dastnlilmektedir [15, 19]. Ote yandan, Nitrik oksit'in (NO)
yUksek kayma gerilimine maruz birakilan eritrositlerde meydana gelen
mekanik  bozulmayi  6nleyebilecegi de ileri  sUrGlmektedir  [20].
Laboratuvarimizda yapilan bir calismada sub-hemolitik dizeyde kayma
gerimine maruz birakilan eritrositlerde ortaya c¢ikan deformobilite
bozuklugunun, NO donori olan sodyum nitroprusit (SNP) tarafindan doza
bagimli olarak engellendigi, ayni zamanda non-selektif potasyum kanal
blokeri olan Tetra Etil Amonyum (TEA)'nin da benzer sekilde koruyucu bir
etki gbsterdigi saptanmistir.

Ozellikle klinik uygulamalarda yeri olan hemodiyaliz pompalari, kalp-
akciger pompasi gibi dizeneklerde eritrositlerin mekanik strese maruz kaldigi
ve hemoliz gelistigi yukarida belirtiimistir. Bu yolla ortaya c¢ikan mekanik
stresin eritrosit reolojisi ve hemolizi Gzerine olan olumsuz etkilerinin nitrik
oksit donéri kullanilarak 6nlenebilecegi disindlmis ve bu calisma
planlanmistir. Bu calismada ayni zamanda spesifik ve non spesifik K* kanal
blokérleri kullanilarak nitrik oksidin olasi koruyucu etki mekanizmasinin
aydinlatiimasi da hedeflenmisgtir.



GENEL BILGILER

2.1. Dolasim Sisteminde Etkili Mekanik Kuvvetler

Kan, diger sivilarin prensiplerine benzer sekilde basincin yiksek oldugu
yerden dustk oldugu yere dogru hareket etme egilimindedir. Vicut icinde
kanin hareketi, kalp tarafindan olusturulan ylksek ve disik basinglar
sayesinde gerceklesmektedir. Kalbin bir pompa gibi calisarak kasilmasiyla
olusturdugu itici gi¢, kanin damar sistemi igine firlatiimasini saglar. [21].

Genis elastik ve muskller damarlardan, arteriyollerden ve prekapiller
damarlardan olusan arteryal sistem, kalp tarafindan olusturulan ve
baytkligu, sikligi ve yéni genis dlcide degisen hemodinamik kuvvetlerin
etkisi altindadir [22]. Vicut icinde kan damarlarina etki eden bu hemodinamik
kuvvetler, iki sinifta incelenir : Basing ve kayma gerilimi. Basing, kardiyak
kontraksiyon ile meydana gelir ve damar duvarina dik olarak etki eder.
Kayma gerilimi ise kan akimi ile meydana gelir ve damar duvarina paralel
olarak etki eder. [23-25].

2.1.1. Kayma Gerilimi

Kan akiminin neden oldugu mekanik kuvvetlerden 6nemli bir tanesi
kayma gerilimidir [22]. Kayma gerilimi, laminar akim kosullarinda sivi
tabakalarinin birbirinin Gzerinde kaymasini saglayan kuvvet olarak tanimlanir.
Damar duvarinin intimal ylzeyinde yerlesmis olan endotel hicreleri, strekli
olarak kayma geriliminin etkisi altindadir [22, 26, 27].

Matematiksel sekilde bir vektér olarak ifade edilen kayma gerilimi,
belirli bir blydkliglu ve ydnl olan bir kuvvettir. Silindirik borularda sivi
hareketini saglayan bu kuvvet, dyn/cm? olarak, yani birim alana uygulanan
kuvvet seklinde ifade edilir [28]. (sekil 2.2). Buna gbére p viskozite, Q akim
hizi, 1T sabit sayl ve r damar yaricap! olmak Uzere kayma gerilimi su sekilde
ifade edilebilir: [25].

S.S.=4uQ/mr® (1)



Sekil 2.1. Kayma Gerilimi (SS). Kayma geriliminin bly(kligQ, kan viskozitesi (1) ve kan akim
hizi (Q) ile dogru, damar yari ¢apinin (r) 0g¢Uncl kuvveti ile ters orantilidir.
(Kaynak 25’den alinmistir.)

Kayma gerilimi, formilinden de anlasilacagr gibi énemli &lcide
damarin yariyapina bagldir. Bu nedenle damar yarigapinda meydana gelen
kigUk bir degisim kayma geriliminde 6énemli degisimlere neden olmaktadir
[23]. Arteriyal ve vendz vaskiler sistemlerde etkili olan kayma gerilimi
sevileriyeleri birbirinden farkhidir. Bu farkhlik, yapisal olarak farkli [Gmen
caplarina sahip olmalarinin yani sira farkli akim hizlarina sahip olmalarindan
kaynaklanmaktadir. Arterler, venlere gére daha yiksek kan akim hizina ve
daha dar bir limene sahip olup, bu damarlarda gérilen kayma gerilimi
seviyeleri 10-70 dyn/cm? arasindadir. Oysa daha diisiik akim hizina ve daha
genis capa sahip olan venlerde kayma gerilimi 1-6 dyn/cm?® arasinda
degismektedir [28, 31].

Dogal akim kosullarinda endotel hicresine etki eden kuvvetler ise
duvar kayma gerilimi olarak ifade edilirler. Endotel ylizeyine paralel sekilde
etki eden duvar kayma geriliminin blyUkligi, damar duvarina komsu olan
sivinin hareket hizi (duvar kayma hizi) ile marjinal alandaki sivinin viskozitesi
tarafindan belirlenir. Duvar kayma gerilimini etkileyen en énemli faktérler ise
kanin akiskanlik 6zellikleridir [24, 29-32].

2.1.2. Dolasim Sisteminde Duvar Kayma Gerilimi

Vicut icindeki kan akimi, diz bir boruda meydana gelen akimdan
farkhdir. Bu farkin iki énemli nedeni vardir. ilki, kan akiminin pulsatil
karakterde olmasi ve digeri kan damari geometrisinin dolasim sistemi
boyunca degisiklige ugramasidir [33]. Belirtilen nedenler kan akiminin
dolasim sistemi boyunca degismesine sebep olmaktadir. Bu degisiklikler en
cok damar egimlerinin géruldigu bdlgeler de gbze carpar. Duvar kayma
hizinin damarin kesit alani boyunca degistigi bu bdlgelerdeki kan akim hizi,
egimin oldugu taraftaki damar duvarinda disik iken damarin diger duvarinda
daha yUksektir [24]. Damar eg@imlerinin yani sira, damar dallanmalan da
duvar kayma hizinin dolasim sistemi boyunca degismesine neden



olmaktadir. Bu bélgelerde kan akim hizi dallanmanin oldugu i¢ duvarda en
yUksek iken dis duvarda en dusukttr [34].

Yiksek Kayma Gerilimine
Maruz Kalan Alan

/

Disik Kayma Gerilimine Maruz
Kalan Alan

Sekil 2.2. Damar dallanmalarinin duvar kayma gerilimine etkisi (Kaynak 26’den alinmistir)

Damarlarin dallanma bdlgelerindeki damar sekline bagl olarak kayma
geriliminde gérllen degisikliklere érnek olarak sol ana koroner arter verilebilir
[34]. Burada akimin ayrildigi noktada ortalama kayma gerilimi 50 dyn/cm?
den fazla olabilirken, dis lateral duvarda ortalama kayma gerilimi sifira
yakindir [32].

Kanin akim hizi ve buna bagh olarak duvar kayma gerilimini etkileyen
bir diger faktdr, kardiyak déngaddr. Kardiyak déngu sirasinda kan akim hizi
ve duvar kayma gerilimi sistolde en yiksek seviyelerine ulasirken; diyastolde
daha dislUk seyreder. Kardiyak dénginin 2/3 Gnd olusturmasindan dolayi
déngunin diyastol fazindaki duvar kayma gerilimi seviyesi, hesaplanan
ortalama duvar kayma geriliminin blydk kismini olusturmaktadir. Ayrica sistol
fazi boyunca nabiz basincindaki artisin yani sira duvar kayma geriliminde
g6rilen artis da arter capinda meydana gelen artisa bagh olarak
sinirlandiriimaktadir. Bu etki 6zellikle elastik arterlerde gértlmektedir [35].

Yukarida belirtilen sekil degisiklikleri ve pulsatil kan akimi nedeniyle
vicut icinde duvar kayma gerilimini belirlemek kolay degildir. Vicut igindeki
duvar kayma gerilimi seviyesini tam olarak belirlemek icin, duvara yakin
bdlgedeki kan akim hizi ile bu bdlgede akan kanin viskozitesinin bilinmesi
gereklidir. Ancak, hem kayma hizi hem de kan viskozitesi damar kesitinde
degismektedir. Bu nedenlerden dolay! insanlarda arteryal duvar kayma
gerilimi hesaplamalari, %20-50 arasinda hatal olabilmektedir [36].



2.1.2.1. Kayma Geriliminin Dolasim Sistemine Etkileri

Kayma geriliminin kardiyovaskuler fizyoloji ve patofizyoloji icin 6nemi,
hemodinamik &zellikleri tanimlanmis damar bdlgelerinde ateroskleroz
olusumunun arastirlmasi ile aciga c¢ikmistir [37, 38]. Bu calismalarda
arterlerin diz seyreden bdlgelerinin dizenli laminar akima maruz kaldigi ve
bu bélgelerin aterosklerotik plak gelisiminden korundugu; buna zit olarak,
dallanma, yada eg@imlerin géraldigid damar bdlgelerinde ise laminar akimin
bozuldugu, kayma geriliminin dizensiz bir hal aldigi ve bu bdlgelerin
aterosklerotik plak gelisimine daha yatkin oldugu gdsterilmistir. Bu sonuclar,
kayma geriliminde meydana gelen degisimlerin, aterosklerotik plak gelisimini
de iceren patolojik durumlarda énemli bir rol oynayabilecegini kanitlamistir
[39].

Normal laminar akim kosullarinda olusan fizyolojik kayma gerilimi,
vaskiler fonksiyonun dizenlenmesinde énemli roller oynamaktadir. Kayma
gerilimi, vaskuller tondsin ve ¢apin duzenlenmesi, damar duvari yeniden
yapilanmasi ve inflamatuar cevaplari igceren c¢esitli hiicresel yapi ve
fonksiyonlari dizenlemektedir[40]. Kayma gerilimi, dnemli islevlerini, endotel
hicrelerinden koagllasyon kaskatini direkt yada indirekt dizenleyen
faktorlerin  salgilamasini  uyarak gerceklestirir. Bu faktdrler arasinda
prostasiklin, nitrik oksit, kalsiyum, trombomodulin ve doku plasminojen
aktivatéri bulunmaktadir [39].

Vaskuler sistemde belirtilen énemli rollerinin olmasi nedeniyle, kayma
gerilimi seviyeleri dolasim sistemi boyunca sabit tutulmaya calisilir. Bu
nedenle kayma geriliminde meydana gelen degisikliklere cevap olarak
arterler kayma gerilimi seviyelerini sabit tutmak Uzere adaptasyon sirecine
girerler. Bu adaptasyon ortalama duvar kayma geriliminin belirli sinirlar
dahilinde korunmasinda énemli bir role sahiptir [36, 41].

Kayma geriliminde meydana gelen ani degisiklikler, damar c¢apinda
gecici dluzenlemelere neden olmaktadir. Bu dizenlemeler, vazoaktif
agonistlerin  salinimi ve miyojenik tonisun degisimi aracihd: ile
gerceklesmektedir. Kayma geriliminde gérilen kronik degisimler ise
genellikle patolojik durumlarda gértlmekte ve damar duvarinin seklinde ve
yapisinda genel olarak yeniden yapilanma (vaskiler remodelling) olarak
tanimlanan ve hlcre proliferasyonunu, apoptosisi, matriks sentezini ve
degradasyonunu iceren dnemli adaptif degisimlere neden olmaktadir [17, 40,
42-45].

Damar duvarinda, kan akiminin goérdldigu luminal ylzeye yerlesmis
olan endotel hicreleri, kayma kuvvetini algilayip bu kuvvetlere yanit veren
hicreler arasinda énemli bir yere sahiptir [26]. Kayma geriliminin hlcreler
tarafindan nasil algilandigi, kayma gerilimi algilanmasini takiben aktive olan



hiicre ici yolaklar ve bu yolaklar ile hangi genlerin aktive oldugu konusunda
genis arastirmalar yapilmistir [39]. Endotele direk olarak etki eden kayma
kuvveti, endotel hlcrelerinin gen ekspresyonunu dizenleyen transkripsiyon
faktorlerini etkiler ve bu yolla endotel hicrelerinin yapi ve fonksiyonunu
module eder [26, 39].

2.2. Vicut Disi Dolagsim ve Kan Hiicrelerinin Hasari
2.2.1. Viicut disi dolagim
Vicut disi dolasim, basit olarak kanin vicit disinda bulunan bir
sistemden dolasimi olarak tanimlanir. Modern tipta sik¢a kullanilan bir
yéntem olan vicut disi dolagim teknolojisinde, vicuttan cikan kanin belirli
islemlerden gecerek tekrar viicuda dénmesi amaclanir.

Vicut disi dolasima verilebilecek en iyi érnek, kardiyopulmoner bypass
islemidir. Kanin, vlicut disinda karbondioksitten arindirilip oksijenlendirilerek
kalp-akciger makinasi ile tekrar vicuda pompalanmasi suretiyle kalp ve
akcigerlerin  g0Orevini gegici olarak bir makinanin  Gstlenmesine
kardiyopulmoner bypass denilir. Ac¢ik kalp cerrahilerinde rutin olarak
kullanilan kardiyopulmoner bypass tekniginin ana prensibi, hastadan alinan
kanin oksijenize edilerek tekrar hastaya geri déndurtlmesidir [46].

Kalp akciger makinalarinin bilesenleri ise séyledir:

e Kani kalpten veya blyuk venlerden toplayan venéz kandaller,

e Cerrahi sahadaki kanin aspire edilmesini ve bu kanin tekrar
sisteme kazandiriimasini saglayan emici bir sistem (suction),

e Kalp odalarindaki kanin bosalmasini ve kalbin dekomprese
edilmesini saglayan bir diger emici sistem (vent),

e Vendz kandllerden ve diger emici sistemlerden gelen kanin
toplandigi bir venéz rezervuar,

e Kanin oksijenlenmesini saglayan bir oksijenatér,

e Kanin sogutulup i1sinmasini saglayan bir 1s1 degistirici (heat
exchanger),

e Kalbin pompa iglevini tstlenen bir pompa

e Sisteme karisma olasihgi olan partikillerin temizlendigi bir filtre
sistemi

e Oksijenlenmis ve filtre edilmis kani hastanin arteriyel sistemine
ileten arteriyel kandller,

e Sistem isleyisinin ve kandl basinglarinin izlenebildigi bir monitér
sistemi

Yukarida belirtilen ve bir ¢ok bilesenden olugan kalp akciger
makinalari temel olarak, akciger islevlerini géren bir oksijenatér ve kalp
islevini gdéren bir pompadan ibarettir. Bunlarla birlikte sistemde bulunan ve
hastadan gelen kanin depolandigi rezervuar ve sistemde dolasan kanin



Isisini ayarlamaya yarayan is1 degistirici kalp akciger makinasinin temel
islevlerini agiklar [47]. Kalp-akciger akinasinin sematik gérinimu, sekil
2.3.’de gOralmektir.

filtre

Oksijenator / 1s1 degistirici

Sekil 2.3. Kalp akciger makinasinin sematik gériinimu. (Kaynak 47°den alinmistir)

Vicut disi dolagsima verilebilecek bir diger 6rnek, hemodiyalizdir.
Deneysel olarak ilk hemodiyaliz uygulamasi, 1913 yilinda nefrektomize
kopekler Gzerinde yapilmigtir. insandaki ilk uygulamasi ise, 1944 yilinda
Hollandal bir hekim olan Kolff tarafindan gergeklestirilmistir. Diyaliz, akut ve
kronik bdébrek yetmezligi sonucu kanda metabolik atiklarin ve toksik
maddelerin birikmesi nedeniyle sivi-elektrolit dengesinde meydana gelen
bozulmalarin dizeltiimesinde kullanilan ve yar gecirgen bir membran
araciligi ile hastanin kani ve diyaliz sollsyonu arasinda sivi-solit degisimini
temel alan konservatif bir tedavi yéntemidir.

Hemodiyaliz islemi sirasinda hastanin kani uygun bir yolla (kateter, a-v
fistll yada greftler) damardan alinarak hemodiyaliz makinalari ve hemodiyaliz
solUsyonlari araciligiyla temizlenir ve tekrar hastaya verilir. Hemodiyaliz
mebrani adi verilen zar Uzerindeki porlar, protein ve kan hlcreleri gibi blylk
capli molekullerin membrandan gecmesine izin vermezken; su, sodyum,
potasyum, Ure gibi caplari porlarin capindan daha kiguk olan molekdllerin
porlardan ge¢cmesine olanak saglar. Porlardan gecebilen kicik molekuller
membranin iki tarafindaki konsantrasyonlari esitlenene kadar ylksek
konsatrasyonlu olarak bulundukari taraftan diger tarafa dogru yer degistirir.
Bu kurala gére membran ylizeyinden hasta kani ve diyaliz sivisi arasinda
madde gecisleri baslar. Boylece kanda ylksek oranda bulunan ancak diyaliz
sivisinda bulunmayan Ure, kreatinin, fosfor ve daha bir ¢cok Uremik toksin



membrandan gecerek diyaliz sivisina karigir ve vicuttan uzaklastirilir.
Hemodiyaliz hastanin ihtiyacina gore haftada 2-3 kez ve yaklasik 4’er saat
sureyle uygulanir.
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Basing . "

Monitora | €2 . T,
Anti-koagulan
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Sekil 2.4. Hemodiyalizde viicut disi dolasim devresi (Kaynak 48’den alinmistir)

Hemodiyaliz makinalari esas olarak ekstrakorporeal kan devresi ve
diyaliz sivisi devresi olmak Uzere iki b6limden olusur. Ekstrakorporeal kan

devresi, kanin

arteriyovendéz (AV) fistlinin arteryal tarafindan alinip

diyalizerden gecirildikten sonra AV fistilin vendz tarafina geri verildigi
sistemin adidir (Sekil 2.4.). Ekstrakorporeal kan devresinin elemanlari ise
sOyledir : [47, 48].

Hemodiyaliz seti

Diyalizer

Hemodiyaliz makinasina ait parcalar
Arteryal ve ven6z basing monitorleri
Kan pompasi

Heparin pompasi

Hava kabarcigi dedektérl

Otomatik akim durdurucular (klempler)

2.2.2. Viicut Dis1 Dolagimda Kan Hiicrelerinin Hasari

Kan hucreleri vicut digi dolasim bdélgelerinde pompalar, borular ve
membranlar gibi cesitli vicut disi dolasim bilesenleri ile uzun sireli olarak
temasta bulunur. Bu temas, hlcrelerde bir dizi degisikligin gelismesine neden



olur. Son yillarda bu konuda yapilan calismalar, yapay dolasim alanlarinda
meydana gelen hasarin en aza indirilmesini amaclamaktadir. Ancak bitln
cabalara ragmen, kan hlcrelerinin mekanik travmalari giinimuizde de énemli
bir sorun olmaya devam etmekite ve basta hemoliz olmak Uzere
hiperkoagulasyon, tromboembolizm, kanama, iskemik atak, felc,
hipertansiyon, anemi ve hatta c¢oklu organ vyetmezligi gibi klinik
komplikasyonlarin énde gelen nedenlerinden biri oldugu distntlmektedir

[49-52].

Eritrositlerde hasar mekanizmalarinin aktivasyonuna yol agan travma
cesitleri, subhemolitik ve hemolitik travma olmak Uzere iki farkh grupta
incelenir. Bunlar arasindaki en 6énemli fark meydana getirdikleri hasar
derecesidir. Subhemolitik travma hemolize neden olmazken; hemolitik travma
degisen oranlarda hemolize neden olmaktadir. Her iki travma cesidinin de
gelismesinde en énemli faktér, vicut disi dolasim alanlarinda meydana gelen
fizyolojik olmayan akim kosullardir [20]. Kardiyopulmoner bypass isleminde
yaygin olarak kullanilan kataterler ile yapilan in-vitro ¢aligmalar, hlcrelerin
tolere edebilecegi kayma gerilimi seviyesinin 50 dyn/cm?® oldugunu
gosterilmigti. Bu degerin Ustindeki kayma gerilimi seviyeleri, kan
hiicrelerinde gesitli olumsuz degdisimlere neden olmaktadir. Kayma geriliminin
hemolize neden olan en diisiik seviyelerinin ise 250-300 dyn/cm? oldugu

belirtilmistir [53].

[ ]
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!
600 I
|
Ka}‘/r‘na‘ 500 "
gerilimi [
(dyn/cm?) . |
400 N ,."'I .
200 _= _ Hemoliz
- = = =+ 'Trombosit aktivasvonu
200 . - Trombosit lizisi
Eritrosit membran
deformasyonu
100
Travma esigi
] -
0 0.5 1.0 1.5 2.-

Kan akim hiz1 (It/dk)

Sekil 2.5. CPB isleminde kullanilan kataterlerde deneysel olarak tespit edilen kayma gerilimi
seviyeleri ve neden oldugu hasarlar (Kaynak 53’den alinmistir).
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2.2.3. Vicut Digi Dolagsimda Subhemolitik Kayma Gerilimi

Subhemolitik diizeyde kayma geriliminin neden oldugu travmada, hiicre
membranini tam olarak hasarlanmaz ancak, eritrosit metabolizmasi,
membran organizasyonu ve iyon tasinmasi degisir [54].

Sub hemolitik ya da sublethal travmanin fark edilebilmesi ve
nitelendiriimesi hemolize neden olan hemolitik travmaya gére cok daha
zordur [54]. Bir cok kriter, sub hemolitik mekanik stresin belirlenmesine
yardimci olmaktadir [11, 20]. Buna gore;

1) Mekanik stres uygulamasindan sonra eritrosit stspansiyonlarinda
hemoliz meydana gelmez.

2) Mekanik stres uygulamasindan sonra dille eritrosit sispansiyonlarinin
Istk  mikroskobi  calismalarinda, eritrositler normal  hcre
morfolojisindedir ve géruntide hucre fragmentleri gézlenmez.

3) Mekanik hemoliz, 300dyn/cm® den biyik kayma geriliminin
uygulanmasi ile meydana gelmeye baslar.

Sub hemolitik kayma geriliminin neden oldugu énemli olaylar arasinda,
membran permeabilitesinde artis ve membrana bagl asetilkolinesteraz
aktivitesinde dusus yer almaktadir [55]. Ayrica subhemolitik kayma gerilimi,
plazma proteinlerinin konsantrasyonlarinda digsmeye, serum yag asitlerinde,
trigliseridlerinde ve total lipidlerde ise artmaya neden olmaktadir [54, 55]. Sub
hemolitik kayma gerilimi, eritrositlerin mekanik 6zelliklerinde de degdisimler
meydana getirmektedir [2, 20]. Bunlar arasinda eritrosit deformabilitesi ve
agregasyonunda goérllen degisimler énemli yer tutar. Kan hcrelerini sub
hemolitik dlzeyde etkileyen yapay kalp ve kalp kapakcigi gibi dolasima
destek olan cihazlarin kan viskozitesinde artisa ve eritrosit
deformabilitesinde distse neden oldugu uzun zamandir bilinmektedir [2, 56].
Bunun yaninda bu aracglarin hastalarin eritrosit agregasyonlarinda da artisa
neden oldugu Kameneva ve arkadaslari tarafindan gdéstermistir [2]. Vicuda
implante edilen bu cihazlarin yaninda kalp akciger pompasi gibi vicut digi
ortamlarda meydana gelen subhemolitik kayma geriliminin eritrositlerin
mekanik &zelliklerine olan etkileri de Baskurt ve arkadaslari tarafindan
cahsiimistir. Bu calismada [20] eritrositler kisa sUreli olarak sub hemolitik
diizeyde (120 dyn/cm? kayma gerilimine maruz birakilmis ve sub hemolitik
kayma geriliminin eritrosit deformabilitesine etkileri incelenmistir. Calismanin
bulgularina gére eritrosit deformabilitesi mekanik stresten etkilenmekte ve
sub hemolitik kayma gerilimi eritrosit deformabilitesinin édnemli dizeyde
dismesine neden olmaktadir [20]. Meydana gelen bu reolojik bozulmanin
derecesi ise kayma geriliminin uygulama suresiyle orantilidir ve uygulama
sUresi arttikca eritrositlerin deformabilitelerinde meydana gelen bozulma
derecesi de artmaktadir [20].
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Eritrositlerin  mekanik ve biyokimyasal 6zelliklerinde g&rilen
degisiklikler, bu hicrelerin  mekanik olarak hasarlanmasindan ileri
gelmektedir. Mekanik stresin yukarida belirtilen etkileri, mekanik stres
surecinin hlicrelerde yaslanmaya benzer etkiler yarattigini disindidrmektedir.
Zira eritrosit yaslanma slrecinde de eritrositlerin deformabiliteleri diser,
agregasyonlari ve mekanik frajiliteleri artar [58].

2.2.4.Subhemolitik Kayma  Geriliminin  Eritrositlerin = Mekanik
Ozelliklerine Etkileri
2.2.4.1.Sub Hemolitik Kayma Geriliminin Eritrositlerin  iyon
gecirgenligine Etkisi

Memelilerin diger hicrelerinde oldugu gibi, eritrositlerde de hicre
hacmini belirleyen temel faktér, hicrenin katyon icerigidir. Eritrositlerde
katyon gradienti baslica iyon pompalari tarafindan dtizenlenmektedir. Eritrosit
membraninda iki 6énemli pompa bulunur. Bunlar, sodyum-potasyum
pompasi(Na*/K* ATPaz) ve kalsiyum pompasi(Ca*® ATPaz) dir. Na*/K*
ATPaz hucrede tek degerlikli katyon igeriginin belirlenmesinde rol oynayan
enzimdir. Bu enzim, hiicre icinde yiksek K* konsantrasyonlarinin korunmasi
amaciyla G¢ Na* iyonunu hiicreden ¢ikarip yerine 2 K* iyonunu alan ve
ATP’ye bagimli olarak calisan bir pompadir. Ca*?> ATPaz ise hiicre icinde cift
degerlikli katyon icerigini belirleyen pompadir [20, 59].
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. N/ K*
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/ ./L T T R \
ADP + Pi ATP fa’ "'.* ADP + Pi Ca™ Ca®
Ca?* : Ca?* .’f Nar 2K HI' ' K, o, K
7 “\\ III | K cr O o
ABIET A2318T \ .’II
N A o f -a
H =+ I '-.\\. ) (HCO) (HCO )
/f Efi 0 Eir
PYRUVATE + s GLUCOSE 201 = 210k
\_ ! /

GLUCOSE
Sekil 2.6. Eritrosit iyon tasima yolaklari (Htcre iginde K *dagilimi ile ilgili.) (1) Ca2+-ATPaz;

(2) Na+, K+-ATPaz; (3) Gardos kanali; (4) K+/Cl- birlikte tasinimi; (5) Band 3
anyon degistiricisi; (6) Na*/K*/2CI™ birlikte taginimi; (7) Glukoz tasiyicisi (Kaynak
59’ dan alinmistir.)

12



Kayma geriliminin eritrositlere olan etkileri Gzerine yapilan ilk calismalar,
bu kuvvetin eritrositlerin tek degerlikli ve ¢ift degerlikli katyonlara karsi
gecirgenligini arttirdigini géstermistir [60, 61]. Sub-hemolitik kayma gerilimi,
eritrosit membranindan iki yonli ve konsantrasyon-bagimli bir sekilde iyon
gecisini indiklemektedir [12]. Bu iyon gegisleri, hlicreden potasyum cikigi ile
hicreye kalsiyum ve sodyum girisini icermektedir. Peitersen ve
arkadaslarinin yaptiklari bir calismada eritrositler 130 dyn/cm? siddetindeki
kayma kuvvetine, 2 dakika sireyle maruz birakilmig ve bu sub hemolitik
kayma gerilimi sitozolik kalsiyum miktarinin %50 artmasina neden olmustur
[12]. Takip eden yillarda yapilan arastirmalarla kayma gerilimine cevaben
eritrositlerde hiicreye giren Na* ve hlicreden ¢ikan K*un hemen hemen esit
miktarda oldugu ve hiicreden K* cikisinin kayma geriliminin 200 dyn/cm?
seviyesinden itibaren basladigi kanitlamistir [62]. Yukarida belirtilen ve
eritrositlerin Na*, K* ve Ca*? katyon gegcirgenliginde meydana gelen artislarin
aksine kayma gerilimi bu hiicrelerin anyon degisimini etkilememektedir [63].

2.2.4.2. Subhemolitik Kayma Gerilimi ve Gardos Kanallari
Insan eritrositlerinde K™ un membrandan tasinmasini saglayan doért
farkl yol bulunmaktadir [64-67]. Bunlar

1) Na-K ATPaz,

2) Na'/K*/2CI birlikte taginimi,

3) K'/CI birlikte taginimi,

4) Ca*?ile aktive olan K* kanallaridir.

insan eritrositlerinde K* gecirgenliginin biyiilk oranda Ca*?a bagl olarak
arttigr ilk kez 1958 yilinda Gardos tarafindan belirtilmistir [59, 68]. Daha
sonra yapilan arastirmalar, K* a spesifik bir membran proteininin (gardos
kanali) bu olaydan sorumlu oldugunu kanitlamistir [59].

Gardos kanallarini, yapisal iletkenlikleri, ilaglara olan duyarliliklari ve
voltaja olan bagimliliklarina gére siniflandirmak mimkindir. Buna goére
bugine kadar ylUksek, orta ve disuk iletken olmak Gzere 3 tip Gardos kanali
tanimlanmistir [69, 70].

1) Dusuk iletken gardos kanallari(SK): iletkenlikleri 4-14 pS arasinda
degisir, apamin ile bloke olur ve voltaja duyarli degildir. Bu kanallar
6zellikle sinir sisteminde bulunur.

2) Orta iletken gardos kanallari(IK): 11-40pS iletkenlige sahiptir, voltaj
bagdimsizdir ve klotrimazol ve diger imidazol antimikotikleri ile inhibe
olurlar. Eritrositlerde, I6kositlerde, akciger ve pankreas daha bir ¢ok
dokuda bulunurlar.
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3) Yiksek iletken gardos kanallar (BK): 100-250pS arasinda yapisal
iletkenlige sahiptir, blylk oranda voltaja bagimlidir ve baslica kas ve
sinir hicrelerinde bulunur.

Gardos kanali, 427 amino asitten olusan ve molekdiler agirhigr 47.8 kDa
olan bir iyon kanaldir. Bu kanalin 6 transmembran motifi bulunan bir homo-
tetramer oldugu disindlmektedir. Yapisinda bulunan s5-s6 motifleri arasinda
kalan boélgede bir gukur bulunmaktadir. Bu kanallarin K ’a olan duyarliliklari,
karbonil oksijen atomlarindan kaynaklanmaktadir. Bu protein, 4 sublniteden
olusur, her subunite bir a heliks ve K" iletkenlik diizenleyicisi icermektedir.
[71-73].
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$ekil 2.7. Gados kanalinin monomerik alt tndtesinin yapisi. s1-s6 bélgeleri, 6 transmembran
domeini, p s5-s6 motifleri arasinda yer alan g¢ukur alan. Italik olarak belirtilen
numaralar, belirtilen bdlgede yer alan aminoasit sayisi. (Kaynak 59'dan alinmistir.)

Gardos kanallari, fizyolojik Ca*? konsantrasyonu olan 20-50 nM
seviyelerinde inaktiftir. Bu kanallarin aktivasyonu ise hlcre i¢inde kalsiyumun
artmasina neden olan patolojik ya da deneysel kosullarda gerceklesir.
Mekanik stres de hiicre icinde icinde Ca*? artisina neden olmakta ve gardos
kanallarinin aktive olmasina neden oldugu distnUlmektedir. Eritositlerde
Gardos kanallarinin aktivasyonu icin gereken minimum Ca*? seviyesinin
yaklasik olarak 150nM oldugu bildirilmistir [74, 75].

Hucre icindeki Ca* konsantrasyonunun artmasi ile aktive olan Gardos
kanallari, hizh bir sekilde hicreden K" c¢ikisina neden olur. K*
konsantrasyonunun disik oldugu durumlarda Gardos kanalinin aktivasyonu,
hicreyi ¢ok hizli bir sekilde hiperpolarize ederek, voltaj bagimli yollarla
hicreden CI" ya da HCO3 iyonlarinin tasinimi icin uygun bir gradient
olusturur. K*,CI" ve HCOS3™ In hiicreden cikisl, ayni zamanda osmotik olarak
hicreden su c¢ikigina neden olarak hlcre dehidrasyonuna sebep olur [76].
Ca*®un, Gardos kanali (izerindeki etkisi cesitli faktdrlerle degismektedir.
Pellegrino ve Pellegrini yaptiklari calismayla, Gardos kanallarinin Ca* ‘a

14



olan duyarhliginin endojen protein kinaz A tarafindan dUzenlendigini
gostermislerdir [67]. Hucre igindeki etkisini PKA aracihidi ile goésteren
paratiroid hormon ve prostaglandin E2 (PGE,) de hiicre icinde Ca*™ artisina
neden olarak Gardos kanalinin aktivasyonunu saglamaktadir [77]. Mekanik
stresin eritrositlere etkisini arastiran Oonishi ve arkadaslari 1998 yilinda
yaptiklari  bir arastirma sonunda, mekanik strese maruz birakilan
eritrositlerde de PGE1 ve PGE2 dretiminin arttigini belirtmislerdir [78]. Bu
arastirmalar, mekanik stresin de eritrosit gardos kanalini aktive ettigini
gOstemektedir.

2.2.4.3. Subhemolitik Kayma Gerilimi ve Ca**a Bagli Mekanizmalar

Hlcre membraninin mekanik olarak hasarlanmasi, hiicrelerde gerime
duyarli iyon kanallarinin aktivasyonunu yoluyla iyon akimlarinin baslamasina
neden olur. Yakin gecmiste yapilan c¢alismalar, kayma geriliminin insan
eritrositlerinde de gerime duyarl-Ca*®a gecirgen katyon kanallarinin
acllmasini saglayarak hiicreye Ca* girisine neden oldugunu géstermistir
[79].

Mekanik stres ile aktive olan katyon kanallarindan hlcreye giren
kalsiyum, htcre icinde dlzenleyici mekanizmalarda goérev alan cesitli
proteinleri aktive etmektedir. Bu proteinler arasinda kalmodulin, Ca*?
/kalmodulin bagli protein kinaz, fosfolipaz C (PLC) ve protein kinaz C (PKC)
yer almaktadir. Ca *2, bu proteinler arasindan &zellikle kalmoduline
baglanmak yoluyla hicre membraninin yapisal ve mekanik &zelliklerinin
diizenlenmesinde énemli roller Ustlenir. Ca*? ve kalmodiilin etkilerini baslica
eritrosit membraninda bulunan kalsiyum pompasi ve spektrin Uzerinde
gOsterir [80-83].

Eritrosit yaslanmasi, gerime duyarli-Ca*?a gecirgen katyon

kanallarinin aktivitesinde artis meydana getirirken hiicreden Ca* cikisini
saglayan Ca*® pompasinin aktivitesinde diisiise neden olmaktadir [79].
Cekirdek tasiyan hicrelerde programli hiicre 61imu strecinin tipik belirtegleri,
hicre blzulmesi, membran katlanmasi ve fosfotidilserin asimetrisinin
bozulmasidir. Bu durumlar ayni zamanda Ca*? iyonoforu iyonomisin ile
muamele edilerek hiicre ici Ca*® seviyeleri arttinlan eritrositlerde de
gortlmektedir [84-86]. Son zamanlarda eritrositlerde programli  hiicre
6limandn  baslamasi icin gerekli temel sinyalin non-selektif katyon
kanallarindan Ca*? girisinin oldugu belirtimektedir [87]. Ayrica hiicre icine
Ca* girisi, negatif ylkli membran fosfolipitlerinin lipid tabaka iginde
tasinmasini saglayan bir proteini (scramblase) aktive eder. Bu aktivasyon,
fosfotidilserinin membranin i¢ ylzinden dig ylzine tasinmasini saglar.
Hicre membranin dig ylzeyine yerlesen fosfatidilserin, fagositik hicrelerin
eritrositleri  tanimasini  kolaylastirarak  bu  hicrelerin  dolagimdan
uzaklasmasina neden olmaktadir. Mekanik stres de etkisini, gerime duyarli
katyon kanallarinin aktivasyonu ile hiicreye Ca *? girisine neden olarak
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yapmaktadir. Bu sekilde Gardos kanallari aktive olmakta ve hiicre
dehidrasyonu ve bizilmesi meydana gelmektedir [61, 88, 89].

Membranin mekanik olarak hasarlanmasi ve Ca*® a gecirgen
kanallarin acilmasina bagl olarak hiicre igine ani Ca*® girisi, sadece
yukarida bahsedilen proapoptotik mekanizmayi stimlle etmez; bunun
yaninda aktomiyosin Il kompleksinin olusumu ile hiicre iskeletinin lokal olarak
tamirinin baglamasina da neden olur [90]. Ayrica eritrosit membran proteini
olan spektrinin de mekanik stresin hasar verici etkilerine kargi eritrosit
batanlGginin korunmasinda énemli bir rol Gstlendigi distntlmektedir [91].

2.2.4.4.Subhemolitik Kayma Gerilimi ve NO

GUnUmUzde NO’nun kardiyovaskiler sistem, santral sinir sisemi,
immUn sistem, gastrointestinel sistem basta olmak (zere bir ¢cok organ
sisteminde 6nemli fizyolojik dizenleyici rolleri oldugu bilinmektedir [92-97].
NO, kardiyovaskiler sistemde myokard kontraktilitesinin, trombosit
agregasyonunun, damar tonistiniin ve periferik rezistansin diizenlenmesinde
6nemli rollere sahiptir. Bunlara ek olarak NO, damar diz kas
proliferasyonunun inhibe edilmesinde saglar [92, 95, 98-101]. Santral sinir
sisteminde 6grenme, hafiza, agri, uyku ve beslenmeyi iceren dnemli fizyolojik
fonksiyonlarin diizenlenmesine aracilik eder [92, 93, 98, 102].

Dolasim sisteminde, endotel hiicreleri ve makrofaj gibi hiicrelerin yani
sira eritrositler de NO sentezleyebilecek sistemlere sahiptir [17, 18, 102,
103]. Bu konuda yapilan ilk calismalardan biri, Jubelin ve arkadaslarina aittir.
Bu calismada NOS izoenzimleri olan eNOS ve iNOS’un eritrositlerde de
bulundugu gdsterilmistir [18]. Ancak Kang ve arkadaslari yetiskin insan
eritrositlerden elde edilen INOS ve eNOS izoformlarinin her ikisinin de
katalitik aktivitesinin olmadigini gdéstermislerdir[104].  GUnUimize degin
yapilan bu calismalar, eritrositlerde NOS varligini kanitlamis ancak NOS
aktivitesini ve eritrositlerden NOS’a bagh olarak salinan NO GrUnlerini
belirleyememigtir. Bu konuyla ilgili yapilan son arastirmada (Kelm ve
arkadaslarn)[105] , kanin kendi elemanlarindan kéken alan NO’nun hemen
hemen tamaminin eritrositlerden sentezlendigi gbsterilmistir. Bu ¢calismalarla,
eritrosit fonksiyonu igin NOS’'un &énemli oldugu vurgulanmigtir. Bdylece
eritrositlerde bulunan NOS’un bu hicrelerin sadece olgunlasma slresinde
gorev aldigi ve olgun eritrositte fonksiyonel olmayan bir protein oldugu
go6rist ortadan kalkmigtir. Elektron mikroskop ve immunogold isaretleme
teknikleri kullanilarak yapilan incelemeler, NOS’un eritrositlerde, sitosolde ve
membranin i¢ ylzeyinde lokalize oldugunu gésterilmistir [105].

Son yillarda yapilan bir calismada eritrositlerde NO/cGMP/PKG
yolaginin bir sonraki basamagi olan ¢b6zinebilir guanilat siklazin mevcut
oldugu kanitlanmistir [20, 106]. Bu nedenle eritrositlerde bulunan NOS’un da
baslica guanilat siklaz Gzerinden etki ettigi distntlmektedir. NO, eritrosit
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membranindan iyon tasinmasini blyik Ol¢ide etkilemektedir Bununla ilgili
olarak, insan eritrositlerinde Na/H degisimini ve koyun eritrositlerinde K-CL
birlikte tasinimini aktive ettigi gdsterilmistir [107, 108]. Her iki durumda da
cGMP bagimli yolaklar kullaniimaktadir. Ayrica NO donérleri ile tetiklenen
eritrositlerde Na-K-ATPaz ve Ca ATPaz aktivitesi de artmaktadir [109].

Literatire  gére  NO’nun  normal eritrosit  fonksiyonlarinin
dizenlenmesinde 6nemli rolleri vardir [14, 15, 110, 111]. Baskurt ve
arkadaslari, yaptiklari calismada NO’nun eritrosit mekanik &ézellikleri Gzerine
dizenleyici bir roli oldugunu tesbit etmislerdir [15]. Bu calismanin
bulgularina gdre, normal eritrosit deformabilitesinin saglanmasinda ve
strddrtlmesinde NO’nun belirli  konsantrasyonlarda bulunmasi esastir.
NO’nun bu konsatrasyonun Uzerinde bulunmasi ise, eritrosit mekanik
davranisini olumsuz ydnde etkilemektedir [15]. Bu doza badimh dizenleyici
etkinin buyuUk olasilikla guanilat siklazdan bagimsiz mekanizmalar araciligi ile
oldugu dusindlmektedir. NO’nun eritrosit deformabilitesini  dizenlerken
kullandigi hiicre ici yolaklar tam olarak aydinlatilamamis olsa da NO’nun
etkilerini K* kanallari Gzerinden gercgeklestirdigine dair kanitlar bulunmustur.
NO, eritrosit membranindan K* cikisini inhibe etmekte ve bu yolla eritrosit
deformabilitesi Uzerine dizenleyici etkisini gbéstermektedir [15]. NO’nun
eritrosit mekanik 6zelliklerinde belirtilen dizenleyici etkilerinin - olmasi,
eritrositler Gzerinde olumsuz etki go6sterdigi bilinen mekanik stres
uygulamalarinda da etkilerinin arastirilmasina zemin hazirlamigtir. Yapilan
calismalar, NO’nun mekanik strese maruz birakilan eritrositlerde koruyucu bir
etki goésterdigini kanitlamigtir [20]. Mekanik strese maruz birakilan
eritrositlerde NO sentezinin inhibe edilmesi, eritrosit deformabilitesinde ek bir
bozulmaya neden olmamistir. Bu sonugclar, eritrosit stoplazmasinda NO
miktarini azaltan NOS inhibitérleri ile mekanik stresin hiicre icinde ayni hedef
Uzerinden etki gdsterdigi anlamina gelmektedir (eritrosit membranindan K*
cikisi ). Zira K* kanal blokérli uygulamasi, eritrositlerde mekanik strese bagli
olarak gelisen hasarlanmalara karsi tamamen koruyucu bir etki
gbstermektedir [20].

2.2.5. Vicut Disi Dolagsimda Hemoliz ve Hemolitik Travma

Hemolitik travmanin en énemli sonucu, mekanik hemolizdir. Mekanik
hemoliz, eritrosit membraninin, hicrenin tolere edebilecedinden bulylk
mekanik kuvvetlerin etkisiyle par¢calanmasi sonucu eritrosit iceriginin serbest
kalmasidir [10]. Meydana gelen hemolizin seviyesini belirleyen baslica faktér
ise, eritrositlerden plazmaya serbest birakilan hemoglobinin plazma
konsantrasyonudur.

Vicut disi dolasim alanlarinda gergeklesen hemoliz, mekanik ve
biyokimyasal faktorleri iceren bircok nedenle ortaya ¢cikmaktadir. Bu nedenler
arasinda yuksek kayma gerilimi, tirbdlans, kanin yabanci ylzeylere uzun
sureli olarak temas etmesi ve kanin bu ylzeylere ¢carpmasi yer almaktadir.
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Vicut digi dolagim alanlarinin kullanildi§i kardiyopulmoner bypass ve
hemodiyaliz islemlerinde meydana gelen hemoliz derecesi genis olarak
cahsilmigtir.  Yapilan calismalarda, islem baslangiclarinda ve islem
sonlarinda hemoliz degerlendirmeleri yapilmis (Sekil 2.8.) ve bu islemlerin
hemolize neden olduklari gésterilmistir [53].

Vicut digi dolasim sirasinda meydana gelen hemoliz, eritrositlerden
plazmaya hemoglobin salinmasina neden olmaktadir. Karaciger ve
bdbrekler, plazmada serbest olarak bulunan hemoglobini dolagimdan surekli
olarak uzaklastinr. Ancak, yiksek seviyelerde hemolizin meydana geldigi
durumlarda vicudun hemoglobini uzaklastirma kapasitesi yetersiz kalir ve
dolasimdaki serbest hemogobin miktari blyldk oranda artar [112].
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Sekil 2.8. Kardiyopulmoner bypass baslangicinda (solda), ortasinda (ortada) ve sonunda
(sagda) hastadan alnan kan Orneklerinin  plazmasi. Sagdaki numune
kardiyopulmoner baypas isleminin sonunda rezervuardan alhnmistir. (Kaynak
53’den alinmistir).

Plazmada serbest hemoglobinin artmasi, bir ¢ok fizyolojik fonksiyonu
olumsuz ybénde etkilemekte ve yasami tehdit eden durumlarin olusmasina
neden olabilmektedir. Plazmada bulunan serbest hemoglobin, nitrik oksite
yUksek afinite gdsterir. Hemoglobin, nitrik okside  ylUksek afinite ile
baglanarak dolasimdaki NO seviyesinin ciddi oranlarda azalmasina neden
olur. Dolagimda NO seviyesinin azalmasi ise damarlarda gucli bir sekilde
vazokonstriksiyon gelismesine neden olarak kardiyovaskuler sistem Uzerinde
6nemli zararl etkiler olusturur [113]. Bu etkiler arasinda tromboembolism,
renal hasar ve norolojik disfonksiyon gibi dolasim sistemini ciddi sekilde
etkileyen komplikasyonlar yer almaktadir [114].

Kardiyopulmoner bypass islemi boyunca meydana gelen hemolizin
nedenleri 1969 yilinda Converse Peirce tarafindan tanimlanmistir [53, 115].
Buna gbre nedenler su seklide siralanabilir.
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1) Pompanin hareketi

2) Sistemde bulunan boru ve kanullerin  ani  boyut
degisikliklerinden kaynaklanan kayma kuvvetleri

3) Oksijenatdrlerde meydana gelen yuzey gerilimi

4) Yiksek akim hizlarinda olusan tlrbdlan akimlar.

Son 20 yil boyunca agik kalp ameliyatlarinda ©&l¢ilen plazma
hemoglobin konsantrasyonlari, 1980-1986 vyillari arasinda goérilen ve
kullanilan kandl caplar ve pompa hizlarina bagh olarak meydana geldigi
disindlen bir artisin disinda hemolizin bugine kadar kademeli olarak
azaldigini go6stermektedir [53]. (Sekil 2.9.) Bu azalma, CPB sisteminde
hemolizin ana nedeni olan ve kanin aspire edilmesini ve bu kanin tekrar
sisteme kazandiriimasini saglayan emici bir sistem olan ‘cardiotomy suction’
sisteminde kullanilan kandl boyutlarinin degistiriimesi ve pompa hizinin
dikkatli bir sekilde ayarlanmasi oldugu disundlimektedir [53].

Ancak yine de buglne kadar kan hasarinin mekanizmasi ve tolere
edilebilen gerim yUkleri tam olarak anlasilabilmis degildir. Bu nedenle
fizyolojik akim kosullarina uygun olarak c¢alisan ve hemolize neden olmayan
yapay sistem tasarimlari mevcut degildir [116].
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Sekil 2.9. Agik kalp ameliyatlarinda uygulanan kardiyopulmoner bypass iglemi sirasinda
plazmaya salinan hemoglobin miktari. 1980-1986 vyillari arasinda plazma
hemoglobin konsantrasyonlarindaki artisin ardindan hemoliz giderek azalmistir.
(Kaynak 53 ‘den alinmistir.)

2.3. Hipotez

Kan htcreleri, yapay organlarda ve yapay dolasimin saglandigi vicut
digi dolasimda sdrekli olarak mekanik kuvvetlerin etkisi altindadir. Bu
mekanik kuvvetler, kan hicrelerini subhemolitik yada hemolitik dizeyde
etkilemektedirler.  Literatlrde subhemolitik mekanik kuvvetlerin kan
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hiicrelerine etkileri ve etki mekanizmalari Uzerine yapilan aragtirmalar
mevcuttur [2, 20, 116, 117]. Bunun yaninda, 6zellikle klinik uygulamalarda
6nemli yeri olan vicut digi dolasim alanlarinin neden oldugu hemolitik travma
ile ilgili bir gok ¢alisma yapilmigtir. Ancak vicut disi dolasim alanlarinda
meydana gelen mekanik hlcre travmalarinin énldne gecilememis ve bu
durum tehlikeli komplikasyonlarin gelisimine neden olmustur [116]. Bu
nedenle vicut disi dolasim alanlarinda hemolize neden olan hemolitik
travmanin anlagiimasi ve etkilerinin dnlenmesi blyik énem tasimaktadir.

Subhemolitk kayma geriliminin eritrositlere olan etkilerini inceleyen
arastirmalarda subhemolitik kayma geriliminin eritrosit deformabilitesini
6nemli derecede dusltrdigi ve NO’nun meydana gelen bu mekanik
bozulmayi énledigi ileri strtGlmastir [20]. NO’ya benzer sekilde non-selektif
potasyum kanal blokeri olan Tetra Etil Amonyum (TEA)’nin da eritrositleri bu
mekanik hasardan koruyucu etki gésterdigi saptanmistir [20]. Bu bulgular,
NO'nun belirtilen koruyucu etkilerini, eritrositlerde mekanik stresin neden
oldugu K* cikigini inhibe etmek suretiyle gosterdigini distindirmektedir.
Bahsedilen bulgulardan vyola c¢ikarak NO ‘nun subhemolitik stres
uygulamalarindaki koruyucu etkilerinin  hemolitik strese maruz birakilan
eritrositlerde de gbzlenebilecegi distintlmuis ve bu calisma planlanmistir. Bu
calisma, hemolitik strese maruz kalan eritrositlerde nitrik oksidin ve
potasyum iletkenliginin azaltiimasinin eritrositleri mekanik travmaya karsi
korudugu hipotezini test etmek amaciyla planlanmigtir.
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GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi

Cahsma, 24-53 yas arasi 10 gonulli erkek bireylerden alinan kan
Ornekleri  kullanilarak  yapildi.  Deneklerin ~ 6n kol  venlerinden
etilendiamintetraasetik asit (EDTA)" I (1.5 mg/dl) tlplere alinan kan
Ornekleri, dakikada 2700 devirde bes dakika boyunca santrif(j edilip
plazmalari ayrildi. Plazmasi ayrilan érnekler, izotonik fosfat tamponu (PBS)
ile G¢ kez yikandi ve elde edilen eritrosit paketi hematokriti 0.40 L/L olacak
sekilde otolog plazma ile resuspanse edildi.

3.2. Deney Protokoli
Hematokriti ayarlanmis her érnek bes esit bélime ayrildi. Bu érnekler
asagidaki gibi muamele edildi:

Kontrol

Mekanik stres (
Mekanik stres (
Mekanik stres (
Mekanik stres (

S)
S) + Sodyumnitroprussid (SNP)

S) + Tetraetilamonyum klortr (TEA)
S) + Klotrimazol (CLT)

a0 =

M
M
M
M

Kontrol ve mekanik stres gruplarina herhangi bir kimyasal madde
eklenmedi. Diger gruplar, oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda 10 M
SNP, 107 M TEA, 3x10° M CLT ile oda sicaklifinda bir saat boyunca
inkiibasyona birakildi. inkiibasyonu takiben mekanik stres gruplarindaki kan
Ornekleri, asagida (bélim 3.3.) tanimlanan mekanik stres dizeneginde, 37
°C’de yarim saat slreyle 162 dyn/cm? kayma gerilimine maruz birakild.

Yukarida belirtilen sekilde mekanik strese maruz birakilan mekanik
stres gruplarina ve kontrol grubuna ait kan &érneklerinde hemoliz orani ve
eritrosit deformabilitesi élctldl, tam kan sayimi yapildi ve eritrosit morfolojisi
degerlendirildi.

NO donérii SNP, (10 M) izotonik fosfat tamponunda, non spesifik

potasyum kanal blokdrii TEA, (107 M) distile suda, spesifik potasyum kanali
blokdri klotrimazol (3x107° M) ise etilen iginde ¢dziildi.
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3.2.1.Mekanik Stres Uygulamasi

Kan 6rnekleri, Sekil 3.1’de sematik olarak gésterilen bir mekanik stres
dizenegi icinde kontrolll olarak mekanik stres altinda birakilmasi amaclandi.
Bu mekanik stres diizenegi, kanin belirli bir akim ve basing altinda kapiller bir
borudan gecmesini saglamaktadir. Bu amacla, bir kan haznesi, hazneden
pompaya giden plastik bir kanal, kanin sistem icine itilmesini saglayan bir
pompa, bir adet basing oélcer ve cam kapiller boru kullaniimistir. Kapiller
borudan gecen kanin akim hizi, basinci 200 mmHg da sabit tutacak sekilde
pompa aracihgi ile ayarlanmistir. Bu sekilde kan, belirli bir basing altinda capi
0,06 cm, uzunlugu 33 cm olan kapiller bir borudan gecirilmistir. Bu kosullar
altinda kapiller boruda olusacak kayma kuvveti (S.S.), Q akim hizi, u
viskozite, r kapiller borunun yaricapi ve 1T sabit say! olmak Ulzere, asagidaki
esitlikle hesaplanabilir.

S.S.=4uQ/mr® (1)

Bu esitlikte yer alan parametreler sdyledir: Kapiller borunun yarigapi
0,03 cm, kanin dizenekten gecerken akim hizi 48,6 cm/sec, kanin
viskozitesi ise 0,05 poise. Bu kosullar altinda yukarida belirtilen esitlikle
hesaplanan kayma gerilimi, 162 dyn/cm? dir.

200
mmHg

Pressure

r=0.06 cm
L=33 cm

Sekil 3.1. Mekanik stres diizenegi (RP: pompa, P1: Basing trandiseri)
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3.2.2. Hemoliz Oraninin Saptanmasi

Hemoliz oranlarinin saptanmasi amaciyla, kan érneklerinin hem tam
kan hem de plazma hemoglobin konsantrasyonlari 6l¢ildd. Plazma
hemoglobin konsantrasyonlarinin él¢ilmesi icin, mekanik stres dizeneginden
alinan kan &rnekleri dakikada 2500 devirde bes dakika boyunca santrif(j
edildi ve plazmalari ayrildi. Bu plazmanin 200 pl si 800 ul drabkin ¢ézeltisi
(1,13 mM KH »,PO4 0,6 mM Potasyum fersiyanid 0,8 mM Potasyum siyanid,
500ml %30 Triton X-100 VE 1100 ml distile su) ile kanstinlip karanhk bir
ortamda 15 dakika inkiibe edildi. inkilbasyondan sonra absorbans degeri
spektrofotometrede 546 nm’de okundu. Okunan absorbans degeri, daha
6nceden belirlenen ve hemoglobin konsantrasyonlarina karsi gelen
absorbans degerlerine goére cizilen standart grafikte yerine konuldu. Bu
sekilde absorbans degerine karsilik gelen konsantrasyon miktari hesaplandi.
Tam kan hemoglobin konsantrasyonlarinin élgcimui icin de mekanik stres
dizeneginden alinan kan &rneklerinin 50 pl si ile 2.5 ml drabkin g¢ézeltisi
karistirildi ve tam kan hemoglobin konsantrasyonlari, plazma hemoglobin
Olciminde oldugu gibi daha &nceden cizilmis standart grafige goére
degerlendirildi. Hemoliz orani da her 6érnek igin 6l¢ilen tam kan ve plazma
hemoglobin konsantrasyonlari oranlanarak hesaplandi.

3.2.3. Eritrosit Deformabilitesinin Degerlendirilmesi

Eritrosit deformabilitesi bir ektasitometre (LORRCA, RR Mechatronics,
Hoorn, The Netherlends) kullanilarak, gesitli sivi kayma kuvvetlerinde lazer
difraksiyon analizi ile degerlendi [118]. Eritrositler, izotonik fosfat tamponu
icinde yogunlugu %5, viskozitesi 23 olacak sekilde hazirlanmis polyvinyl-
pyrrolidone (PVP-360) (Sigma, St. Louis, MO, USA) c¢dzeltisi icinde yaklagik
1/200 dilisyonda stspansiyon haline getirildi. Bu sispansiyonun yaklasik bir
mililitresi aralarinda 0,3 mm bosluk kalacak sekilde birbirine uyan iki cam
silindirden olusan bir viskometre sistemine yerlestirildi. iki cam silindirin
arasindaki bosluga doldurulan silspansiyon, distaki cam silindirin sistemi
kontrol eden bilgisayar tarafindan, uygun kayma kuvvetlerini olusturmak
Uzere hesaplanan bir hizda déndurdlmesiyle, bu kuvvetlerin etkisi alinda
birakildi. Belirlenen araliktaki kayma kuvvetlerini olusturacak dénme hizlari
bilgisayar tarafindan izotonik fosfat tamponu-PVP ¢dzeltisinin viskozitesi de
dikkate alinarak hesaplandi. Bu sirada sabit silindirin i¢cinde yer alan bir lazer
kaynagindan cikan isin, eritrosit stispansiyonuna ulagmakta ve sonra bir
ekran Uzerine yansiyan difraksiyon paterni, slspansiyondaki eritrositlerin
seklini  ve dbébnme hareketinin yarattigi akima orientasyonlarini
yansitmaktadir. Artan kayma kuvvetlerine paralel olarak, eritrositler normal
sekilleri olan bikonkav disk formundan elipsoid forma dénlsmektedir. Bu
dénisimin derecesi ise eritrositlerin  sekil degistirme yetenekleri
(deformabilitesi) ile  dogru orantihdir. Bundan yola c¢ikarak -elipsoid
difraksiyon paterninin uzun (A) ve kisa eksenlerinin (B) uzunluklarinin
bilgisayar tarafindan saptanmasiyla EI=A-B/A+B seklinde elongasyon indeksi
(El) hesaplandi. Olglmler 37 °C de yapildi. El de@erleri dokuz kayma kuvveti
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arasinda (0.3-30 Pa) olcildi. Bu degerler kullanilarak her 6&rnek icin
maksimum elongasyon indeksinin yarisi kadar sekil degistirmeye neden olan
kayma kuvveti (SS1/2) Lineweaver- Burke analizi kullanilarak hesaplandi
[119].

3.2.4. Tam Kan Sayimi

Kan 6rneklerinde eritrosit sayisi (ES), hemoglobin (Hb), hematokrit
(Hct), ortalama eritrosit hacmi (OEH) ve ortalama eritrosit hemoglobin
konsantrasyonu (OEHK), elektronik bir hematoloji analizéri (Micros, ABX
Co., Fransa ) kullanilarak saptandi.

3.2.5. Eritrosit Morfolojisinin Degerlendirilmesi
Kan drnekleri 1/10 oraninda otolog plazma ile sulandirilarak, Olympus
BX 50 markali 1sik mikroskobunda morfolojik olarak incelendi.

3.3.Diger Yontemler

Viskozite Olcimleri, mekanik stres dizenedinde meydana gelen
kayma kuvvetini hesaplamak amaci ile Orneklerin bir kisminda
gerceklestirildi. Olgiimler bir rotasyonel viskometre ile (Brookfield DV- Il
Viscometer), 37°C de, 37.5, 75.0, 150, 375, 750 ve 1500 s~ kayma
hizlarinda yapildi.

3.4. istatistiksel Degerlendirmeler

Sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi. Degiskenlerin gruplar
aras! karsilastirmalarinda tek yonlii varyans analizi kullanildi. istatistiksel
olarak dénemli bulunan degiskenler icin gruplarin ikili karsilastirmalarinda
Newman Keuls post hoc testi kullanildi.
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BULGULAR

4.1. Mekanik Stresin Hemolitik Etkisi

Kontrol ve mekanik stres gruplarinda &lgtilen mekanik hemoliz orani,
sekil 4.1 de gdbsterilmigti. Mekanik stres grubunda stres uygulamasini
takiben Olgllen hemoliz orani, mekanik stres uygulanmayan gruba kiyasla
yaklasik olarak 3 kat artmistir. Benzer sekilde, MS+SNP, MS+TEA ve
MS+CLT gruplarinda mekanik stres uygulamasinin ardindan élgtilen mekanik
hemoliz orani da kontrole gdre istatistiksel olarak 6énemli dl¢lide ylksek
bulunmustur. Ancak kimyasal ajan ile muamele edilmis mekanik stres
gruplari olan MS+SNP, MS+TEA ve MS+CLT gruplarn ile M.S. grubu
arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark saptanmamistir.
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Sekil.4.1.Kontrol ve mekanik stres gruplarina ait hemoliz orani degerleri. Sonuglar ortalama
+ standart hata olarak verilmigtir. (n=10) , *: p< 0.001, kontrol grubundan fark.
M.S.+SNP, M.S.+TEA ve M.S.+CLT gruplarinin mekanik stres grubundan
istatistiksel olarak énemlli bir farki yoktur. (p>0.05)

4.2. Mekanik Stres Uygulamasinin Eritrosit Deformabilitesine Etkisi

SSy, degerlerindeki degisiklikler sekil 4.2."de gdsterilmistir. Mekanik stres
uygulamasindan énce ve sonra yapilan eritrosit deformabilite él¢ciimlerinde
mekanik stres eritrosit deformabilitesini kontrole gére &nemli dlctde
degistirmemisti. Bunun yaninda MS+SNP, MS+TEA ve MS+CLT

gruplarinda gerceklestirilen deformabilite 6lcimlerinin kontrol grubundan farki
6nemli degildir.
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Sekil 4.2. Kontrol ve mekanik stres gruplarina ait eritrositlerde maksimum elongasyon
indeksinin yarisi kadar sekil degistirmeye neden olan kayma kuvveti (SSy5)
degerleri. Sonuclar ortalama + standart hata olarak verilmistir. (n=10)

4.3. Tam Kan Sayimi

Kontrol ve mekanik stres uygulanan gruplara ait tam kan sayimi cizelge
4.1’de gOsterilmistir. Yarim saat slireyle 37 °C de yapilan mekanik stres
uygulamasi, kirmizi kan hiicresi sayisi ve hematokrit (Htc) degderini kontrole
gore 6nemli diizeyde distrmistir. Bunun yaninda NO donérii SNP (10M),
non-spesifik K* kanal blokér( tetraetilamonyum kloriir TEA (107M) ve spesifik
K* kanal blokérii klotrimazol (3x10°M) ile inkilbe edilen gruplarda da mekanik
stres grubundan bir fark saptanmamistir. Ayrica mekanik stresin tek basina
veya kimyasal ajanlar ile birlikte uygulanmasi ortalama eritrosit hacmi ve
ortalama eritrosit konsantrasyonunda kontrole gére istatistiksel olarak énemli
bir degisiklige neden olmamistir.
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Tablo.4.1. Kontrol ve mekanik stres gruplarina ait hematolojik parametreler. Sonuglar
ortalama + standart hata olarak verilmistir. OEH, ortalama erirosit hacmi, OEHK,
ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu. (n=10) , *: p< 0.01, kontrol
grubundan fark. Mekanik stres grubu ile kimyasal ajan kullanilan gruplar
arasinda énemli bir fark fark yoktur. (p>0.05)

Kontrol M.S. MS.+SNP | MS4+TEA | M.S.+CLT
Erit:gsit

(1077L) | 4.851+0.065 | 4.393+0.071* | 4.41440.056* | 4.42140.081* | 4.433+0.088"
Hematokrit

(i 0.420+0.712 | 0.38140.736* | 0.385+0.844* | 0.384+0.833* | 0.382+0.552*
OEH

() 87.56:0.973 | 87.22+0.96 | 87.00+0.9428 | 87.22+0.8784 | 87.1140.9782
OEHK

@/d) | 390.941.722 | 393.3t1.764 | 395.741.726 | 394.641.811 | 394.7+1.709

4.4. Mekanik Stres Uygulamasinin Eritrosit Morfolojisine Etkisi

Mekanik stres uygulamasindan sonra kontrol ve mekanik stres
gruplarina ait kan Orneklerinde yapilan morfolojik incelemeler sekil 4.3.de
gosterilmigtir. Isik mikroskobu ile yapilan bu incelemelerde, kontrol ve
mekanik stres gruplari morfolojik olarak farklilik géstermemektedir.

Sekil 4.3. Kontrol ve mekanik stres gruplarina ait érneklerde, rulo formasyonu gdsteren
eritrositler. a) Kontrol, b)M.S., ¢) M.S.+SNP, d) M.S.+TEA, e) M.S.+ CLT
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TARTISMA

Bu calismanin bulgulari, calismada kullanilan dizenek ile uygulanan
mekanik stresin eritrositleri travmaya ugratarak hemolize neden oldugunu
ve meydana gelen hemolizin NO donérii SNP, non spesifik K™ kanal blokdrl
TEA ve spesifik K* kanal blokérd Klotrimazol ile engellenemedigini
gOstermektedir.

Bu mekanik stres diizeneginde kullanilan temel unsurlar, bir peristaltik
pompa ve kanin icinden aktigi bir kapiller borudur. Bu sistemde yer alan
pompa, pek cok vicut disi dolagsim sistemlerinde yer alan pompalarin bir
benzeridir. Kapiller boru ise yine bu sistemde yer alan kandller, her boyuttaki
borular, oksijenatér, diyaliz aparatlari ve benzeri diger donanimiari
modellemektedir. Boru ile pompa arasina yerlestirilen bir basing transdiseri
ile boru girisindeki basing, pompa hizi degistirilerek 200 mmHg’ya
ayarlanmaktadir. Bu durumda hematokriti 0.40 L/L'ye ayarlanmig kanin
yaklasik 50 cm/sn akim hizi ile sisteme pompalanmasi halinde kapiller boru
icinde olusacak duvar kayma kuvveti 162 dyn/cm? olarak hesaplanmistir
(B6lum 3.3). Bu sistemde borunun igindeki duvar kayma kuvveti literatlrde
kayith verilere gbére hemoliz olusturma esigi olarak kabul edilen 300
dyn/cm?®nin altinda oldugu halde, 30 dakikalik pompalama islemi sonrasinda
%3 civarinda hemoliz meydana gelmektedir.

Vicit disi dolasim sistemlerinde kullanilan bilesenlerin kan hlicrelerini
etkiledigi uzun suredir bilinmektedir [120, 121]. 1960 ve 1970’li yillarin
sonlarindan itibaren mekanik kuvvetlerin kan hicrelerine etkilerini incelemek
amaclyla yapilan calismalar, kan hucrelerinin kayma gerilimine belirgin bir
hassasiyetleri olmasina karsin; yapay dolasim sistemlerinde olusan basing,
kanin yabanci ylzeylere carpmasi ve kanin hava ile temasi gibi diger etkilere
karsl yuksek bir toleransa sahip oldugunu gbéstermistir [11, 122, 123]. Bu
sistemlerde kayma geriliminin hicrelere olan hasarlayici etkisi 6zellikle kandl
ve kateter gibi dolasim alaninin daraldidi noktalarda olusmaktadir. Bu
noktalar ayni zamanda kan akim hizlarinin lokal olarak ylkseldigi ve kan
akiminin laminar karakterinin bozulup ttrbllan hale geldigi bélgelerdir [53].
Bugine kadar kan hicrelerinin hasarindan yukarida da belirtildigi sekilde
Ozellikle sistemde kullanilan dar ¢apl kandllerdeki ani boyut degisikliklerinin
sorumlu oldugu dastntlmustir [53]. Ancak, bu konuda yapilan calsmalar,
kanin vicut igine itilmesini saglayan pompalarin da bu hasarda buiytk bir rol
oynadigini ve hemoliz, trombosit aktivasyonu ve trombin olusumuna neden
oldugunu gb6stermistir [53, 124, 125]. Vicut disi dolasim sistemlerinde pompa
kullanimiyla ilgili yapilan calismalar, 6zellikle pompalarin hareketinden ve
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dénme hizindan kaynaklanan mekanik kuvvetlerin, sistem kosullarina bagl
olarak gelisen hemoliz derecesini blylk oranda etkiledigini gd&stermistir.
Ayrica bu sistemlerde kullanilan farkli pompa c¢esitleri de hemoliz derecesini
farkli dizeylerde etkilemektedir [53, 120].

Bu calismada, 6zellikle pompa kullanilan klinik uygulamalara model
olusturmak tzere, hemolize neden oldugu 6n ¢alismalarla belirlenmis olan bir
mekanik stres dizenegi kullaniimistir. Bu dizenekte yarim saat slresince
mekanik strese maruz birakilan kan érneklerinde énemli derecede hemoliz
olustugu gésterilmis ve olusan hemoliz SNP, TEA ve CLT’lin pompalanan
kana eklenmesiyle azaltilamamistir. Daha 6nce laboratuarimizda yapilan bir
calismada subhemolitik dizeyde kayma gerilimi uygulanan eritrositlerin
mekanik stres dncesinde NO ile muamele edilmesinin ve hiicrelerden K*
cikisinin bloke edilmesinin, bu hulcreleri mekanik kuvvetin hasarlayici
etkilerinden korudugu gdsterilmistir [20]. Dolayisiyla bu calismada elde
ettigimiz sonug, olasilikla sistemimize dahil olan pompanin icinde meydana
gelen ylksek mekanik hasardan kaynaklanmis ve SNP, TEA ve CLT
hicreleri mekanik stresin hasarlayici etkilerinden korumakta basarisiz
kalmigtir.

Bu calismada kullanilan mekanik stres diizenedinde, pompa ve cam
kapiller boru olmak Gzere kan hlcrelerinin hasarina neden olabilecek iki farkli
alan mevcuttur. Cam kapiller boruda meydana gelen kayma gerilimi seviyesi,
ortalama 162 dyn/cm? olarak hesaplanmistir. Bu deger kayma geriliminin
hemolize neden olan seviyelerinin altindadir. Yapilan ek bir calismada ayni
sekilde hazirlanan kan 6rnekleri kapiller borunun yer almadidi bir hidrolik
devreden ayni pompa yardimiyla ayni hizda 30 dakika pompalanmis ve
Olclilen hemoliz oranlan kapiller borunun yer aldigi hidrolik devre ile elde
edilen sonugclarla kargilastiriimistir. Bu ek deneyde, kapiller borunun sisteme
dahil olmasi halinde de énemli 6lgiide hemoliz ortaya c¢ikiigr saptanmistir.
(Sekil 5.1.). Bu bulgu, mekanik stres uygulanmasi sonucunda saptanmis olan
hemolizin énemli bir b8Iumunan kapiller icinde dedil, peristaltik pompa iginde
gerceklestigini gdstermektedir.

Mekanik stres, eritrositlerde cesitli hire ici sinyal yolaklarinin
aktivasyonuna ve hicre iskeletinin yeniden dizenlenmesine neden olur. Bu
degisiklikler, plazma membraninin mekanik olarak zedelenmesi ve
membranda bulunan gerime duyarli iyon kanallarinin aktivasyonuna
baglanmaktadir [126]. Bu konuda yapilan ¢alismalar, subhemolitik mekanik
travmanin hicreden iki yonli ve konsantrasyon bagimh bir sekilde iyon
akimlarinin gerceklesmesine neden oldugunu kanitlamistir. Bu iyon akimlari,
hiicreden K* cikisi ve hiicreye Na* ve Ca*? girisini icermektedir. Oonishi ve
arkadaslar, eritrositleri cok kisa sureli olarak ylksek kayma gerilimine (6600
dyn/cm?, 0.6 sn) maruz birakmis ve bu kosullarda meydana gelen hasarin,
hiicrelere Ca*? girisinin engellenmesi ile dnlenebilecegini gdstermistir [127].
Johnson ve Tang ise, mekanik stresin eritrositlerde Ca*? ile aktive olan K*
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kanallarini aktive ettigini ve bu yolla hiicrelerden K cikisina yol actigini
belirlemiglerdir [61].
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Sekil 5.1. Pompanin hemoliz oranina etkisi. Sonuglar ortalama + standart hata olarak
verilmistir (n=2). *: p< 0.001, kontrol grubundan fark. Pompa ve Pompa + kapiller
gruplari arasinda énemli bir fark yoktur (p>0.05).

Mekanik  stresin  subhemolitik  dlzeylerinin  eritrosit mekanik
Ozelliklerinde bozulmaya neden oldugu bilinmektedir. Kamaneva ve
arkadaslar basta olmak Uzere bir ¢ok arastirmacinin farkli dizeylerde ve
farkli uygulama suUrelerine bagli kalarak yaptiklari calismalar, subhemolitik
dizeylerde uygulanan mekanik stresin eritrosit deformabilitesini olumsuz
yonde etkiledigini gbéstermistir [2, 20, 61, 117]. Mekanik strese bagli olarak
ortaya cikan eritrosit deformabilitesindeki azalmanin nedenlerinin basinda
eritrosit ici Ca*™ konsantrasyonundaki artis gelmektedir. Daha &nce de
belirtildigi gibi kayma gerilimi, eritrositte stoplazmik Ca* diizeyini belirgin
dlclide arttirmaktadir. Bu artis, Gardos kanali olarak bilinen Ca*? bagimi K*
kanallarinin aktivasyonuna ve eritrosit disina K* ve buna bagh olarak sivi
sizmasina neden olur. Eritrosit disina K* ile birlikte sivinin da sizmasi,
hicrede sekil bozuklugu olusturmak yoluyla eritrosit deformabilitesini
azaltmaktadir. Bu durum, OEHK’nin ve internal viskozitenin artisi yoluyla
eritrosit deformabilitesinde belirgin azalmayla sonuglanir. Dahasi, eritrosit
icinden K" ile birlikte sivi kaybinin da olusmasi, eritrosit deformabilitesini
belirleyen diger bir 6énemli faktér olan hicre geometrisinde degisiklik
yaratarak deformabilitedeki bozulmaya katkida bulunur. Laboratuvarimizda
daha 6nce yapilan bir calismada, hiicre icinde sentezlenen NO’nun eritrosit
mekanik 6zelliklerinin diizenlenmesinde énemli bir rol oynadigi, doza bagimi
olan bu etkinin guanilat siklazdan badimsiz mekanizmalar aracihgi ile,
ézellikle de eritrositlerden K* ¢ikisinin inhibisyonu ile oldugu gosterilmistir
[15, 20]. Ote yandan K* kanal blokajinin ve/veya NO donéri kullaniminin,
subhemolitik diizeyde mekanik stresin yarattigi eritrosit deformabilitesindeki
bozulmaya karg! koruyucu etkileri de bir baska calismada goésterilmistir [20].

Hemolitik dizeyde mekanik stres uyguladigimiz bu calismada ise
belirgin 6lcide hemoliz olusmus, ancak hemolize ugramayan eritrositlerde
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deformabilite  agisindan  kontrol grubundan  herhangi  bir fark
gosterilememisti. NO donéri  kullaniimasi veya K* kanal blokérlerinin
uygulanmasi da deformabilite Uzerinde ek bir degisiklik yaratmamistir.
Hemoliz olugsmasina ragmen eritrosit deformabilitesinin  dedismemesinin
nedeni tam olarak acik degildir. Takami ve arkadaslari bu konuda yaptiklari
calismada [128], kan &érneklerini 8 saat boyunca akim hizi 5 ml/dk olacak
sekilde ayarlanmis ve girisinde ve cikisindaki basing farki 100 mmHg olan bir
pompadan gecirmisler ve bizim sonuglarimizla uyumlu olarak hemoliz
olusmasina ragmen eritrosit deformabilitesinin degismedigini gdstermiglerdir.
Bu arastirmacilar, pompa icinde eritrosit parcalanmasi gerceklesinceye kadar
eritrosit deformabilitesinin degismeden kaldidi hipotezini ileri strmuslerdir.
Ayrica mekanik kayma kuvveti uygulamasi ile olusan eritrosit membran
rotasyonunun, eritrosit membraninin incelmesine ve olusan mikroporlardan
kademeli olarak Hb c¢ikigina neden olabilecedi ileri striimustir [54, 128]. Bu
nedenle, bizim c¢alismamizda gd6zlenen hemolize radmen eritrosit
deformabilitesinin degismemesi bulgusu bu nedenlerden kaynaklaniyor
olabilir. Bununla birlikte, bizim c¢alismamizda, sistemimiz kosullarinda
uygulanan mekanik stresin eritrosit deformabilitesinin énemli belirleyicileri
olan eritrosit hacmi ve ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonlarinda
6nemli bir degisiklige neden olmadigi saptanmistir. Ayrica mekanik stres
uygulamasindan sonra hucrelerin sekil incelemeleri yapilmis ve mekanik
stresin hilcrelerin seklinde de bir degisiklige neden olmadidi izlenmistir.

Sonuc¢ olarak, bu calismada kullanilan mekanik stres dlzenegi
eritrositlerde, 6zellikle de pompadan gecisleri sirasinda 6nemli dizeyde
hemolize yol agmis, ve bu hemoliz NO donérl veya K* kanal blokdrlerinin
kullaniimasi ile engellenememistir. Pompa iginde nerede ve hangi blyulklikte
olustugu tam olarak bilinmeyen mekanik kuvvetler, bu sistemde g6zlenen
hemolizden ve subhemolitik dizeyde koruyucu etkileri oldugu bilinen
ajanlarin etki gésterememesinden sorumlu olabilir.
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1)

SONUCLAR

Mekanik stres grubunda stres uygulamasini takiben d&lgllen
hemoliz orani, mekanik stres uygulanmayan kontrol grubuna
kiyasla yaklasik olarak 3 kat artmistir. SNP (10*M), TEA (107M)
ve klotrimazol (3x10°M) gruplarinda da mekanik stres
uygulamasinin ardindan 6lcilen mekanik hemoliz orani kontrole
gére o6nemli o&lgide artmis olup belirtilen ajanlar eritrositleri
hemolizden korumakta etkisiz kalmigtir.

Mekanik stres uygulamasindan 6nce ve sonra yapilan eritrosit
deformabilite &6lcimleri, mekanik stresin eritrosit deformabilitesini
kontrole gbére dnemli 6lciide degistirmedigini gbsterilmistir. Ayrica
mekanik stres uygulamasindan sonra SNP, TEA ve Klotrimazol
gruplarinda gerceklestirilen deformabilite dlgiimleri de kontrolden
ve mekanik stres grubundan énemli olarak farkli degildir.

Kontrol ve mekanik stres uygulanan gruplara ait 6rneklerinde
yapilan tam kan sayimlari, mekanik stres uygulamasinin kirmizi
kan hicresi sayisi ve hematokrit (Htc) degerlerini kontrole goére
6nemli dizeyde disirdigu ve hicrelerin SNP, TEA ve klotrimazol
ile muamele edilmesinin bu diglst engelleyemedigi gdsterilmigtir.
Ayrica mekanik stresin tek basina veya kimyasal ajanlar ile birlikte
uygulanmasi ortalama eritrosit hacmi ve ortalama eritrosit
konsantrasyonunda kontrole gére istatistiksel olarak énemli bir
degisiklige neden olmamisgtir.

Calismamizda mekanik stres uygulamasini takiben morfolojik
eritrosit incelemeleri de yapilmigtir. Kontrol ve mekanik stres
gruplarina ait kan &6rneklerinde 11k mikroskobu ile yapilan bu
incelemelerde mekanik stres uygulamasindan sonra hicre
morfolojilerinde degisim saptanmamaistir.

Pompa iginde meydana gelen mekanik kuvvetler, bu sistemde
gbézlenen hemolizden ve subhemolitik diizeyde koruyucu etkileri
oldugu bilinen ajanlarin etki gésterememesinden sorumlu olabilir.
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