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Oz

Eritrositler, kanda sayica en fazla bulunan ve asil gérevi solunum
gazlarmi tagimak olan Ozellesmis hiicrelerdir. Reaktif oksijen
tiirleri, lipitlerin, niikleik asitlerin, proteinlerin, sekerlerin veya
sterollerin  oksidasyonuna neden olarak eritrositlerin veya
onciillerinin yapi ve islevini bozabilir. Ozellikle hiicre zarlarmin
oksidasyonu eritrositlerde kirilganligin artmasina ve dolayisiyla
Omiirlerinin kisalmasina neden olur. Eritrositler, sitoplazmalarinda
bulundurduklari hemoglobin sayesinde bol miktarda oksijeni
baglayabilmelerine  ragmen, oksijeni enerji  {iretiminde
kullanamazlar. Birgok dokuda oksidatif stresin asil kaynagi
mitokondri ve peroksizomlardir, ancak eritrositlerde bu organeller
bulunmaz. Eritrositlerde oksidasyonu katalizleyen bu organellerin
bulunmamasina ragmen, organizmada oksidatif stresten en fazla
etkilenen hiicrelerin baginda eritrositler yer almaktadir.
Eritrositlerde meydana gelen oksidatif stresin temelini icerdikleri
hemoglobin ve demir atomu olusturur. Bu derlemede, eritrositlerin
maruz kaldig1 6zgil oksidatif stres mekanizmalarinin, hiicrede
meydana gelen degisikliklerin ve bu stresi alt edebilecek hiicre igi
koruyucu sistemlerin neler oldugu sistematik olarak tartigilmustir.

Anahtar Kelimeler: Eritrosit, Kirmizi Kan Hiicresi, Oksidatif
Stres

Abstract

Erythrocytes are specialized cells that are the most abundant in the
blood and whose main task is to carry respiratory gases. Reactive
oxygen species can disrupt the structure and the function of
erythrocytes or their precursors by causing oxidation of lipids,
nucleic acids, proteins, sugars, or sterols. In particular, oxidation of
cell membranes causes increased fragility in erythrocytes and thus
shortening their lifespan. Erythrocytes, despite their ability to bind
abundant oxygen due to the hemoglobin they contain in their
cytoplasm, they cannot use oxygen in energy production. The main
source of oxidative stress in many tissues are mitochondrias and
peroxisomes, but these organelles are not found in erythrocytes.
Despite the absence of these organelles catalyzing oxidation in
erythrocytes, erythrocytes are at the head of the cells most affected
by oxidative stress in the organism. The basis of oxidative stress
occurring in erythrocytes are hemoglobins and iron atoms. In this
review, the specific oxidative stress mechanisms that erythrocytes
are exposed to, the changes that occur in the cells, and the
intracellular protective systems that can overcome this stress are
systematically discussed.
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Giris

Oksidatif Stres

Fizyolojik kosullarda oksidanlar ile
antioksidanlar arasinda bir denge vardir. Hiicrenin
yasamast ve fonksiyonlarinin devami igin bu
dengenin saglanmas1 gerekmektedir. Oksidatif stres,
oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik
sonucu ortaya c¢ikan durumdur. Reaktif oksijen
tirleri (reactive oxygen species, ROS), oksijen
molekiiliiniin kismi indirgenmesinden olusan reaktif
molekiilleri ve serbest radikalleri tanimlamak igin
kullanilan bir terimdir (1). ROS’larin artmasi
lipitlerin, niikleik asitlerin, proteinlerin, sekerlerin
ve sterollerin oksidasyonuna neden olabilir. Bu
durum hiicrenin yap1 ve islevinin bozulmasiyla
sonuglanir.

ROS’lar, ultraviyole 1sinlar, iyonize radyasyon,
sigara, hava kirliligi gibi ekzojen maruziyetlerden
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kaynaklanabilecegi gibi, hiicre metabolizmasi
sirasinda, endojen olarak da Tretilebilir (2).
Hiicrelerde en fazla endojen ROS dretimi,
mitokondri ve peroksizom faaliyetleri sirasinda,
lipooksijenaz, NADPH oksidaz ve sitokrom p450
gibi enzimlerin aktivitelerinin arttigi durumlarda
goriliir (3). Hiicreler oksidatif strese maruz
kaldiklarinda, oksidan etkilere kargi kendilerini
korumaya ve redoks dengesini eski haline getirmeye
calisir. Bu hiicresel aktivite sirasinda, savunma
enzimlerini, transkripsiyon faktdrlerini ve yapisal
proteinleri kodlayan genlerin aktivasyonu goriiliir
(4).

ROS’lar, hiicresel savunma mekanizmalari
zayifladiginda, 6zellikle lipit ve proteinlerin hasar
gbormesine, sinyal iletim yollarin1 modiile ederek,
gen ckspresyonundaki degisikliklere ve ardindan
sonucta yaslanmaya veya apoptoza neden olan
hiicresel  tepkilere neden olur (5). Lipit
peroksidasyonu, ROS’lar tarafindan hizlandirilan bir
serbest radikal zincir reaksiyonudur. Hiicre zarlart,
ekstrinsik proteinlere sahip ¢ift katman fosfolipit
yapilardir ve lipit oksidasyonunun agik hedefleridir.
Hiicre zarindaki peroksidasyon, lipit faz ylizey
yiikiinlin polaritesini artirarak lipitlerin molekiiler
hareketliliginde azalmaya, -SH (tiyol) gruplarinin
sayisini azaltarak protein oligomerlerinin olusumuna
ve termo-denatiirasyona karsi direngte azalmaya
neden olur (6). ROS’lar, hiicre zariyla iliskili
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olmayan proteinleri de okside edebilir. ROS
maruziyetinde proteinlerin amino asit kalinti yan
zincirlerinin oksidasyonu, protein-protein ¢apraz
baglantilarinin  olusumu ve protein omurgasinin
oksidasyonu goriilebilir (7). Bu olaylarin bir sonucu
olarak membran akigkanlifinda, proteinlerin ve
enzimlerin  spesifik islevlerinde  bozulmalar
goriilebilir (8).

Oksidatif stresin canli organizmada meydana
getirdigi etkileri ve bu etkilerin hastaliklarla
iligkisini inceleyen caligsmalar popiilerligini uzun
sliredir korumaktadir (9—14). Organizmada oksidatif
stresten en fazla etkilenen hiicrelerin baginda
eritrositler yer almaktadir (6). Bu nedenle,
eritrositlerin maruz kaldig1 6zgiil oksidatif stres
mekanizmalarinin ve bu stresi alt edebilecek hiicre
ici koruyucu sistemlerin iyi bilinmesi, eritrosit

fonksiyonlarimin  etkilendigi  birgok hastaligin
patofizyolojisinin anlagilmasinda fayda
saglayacaktir.
Eritrositler

Eritrositler, kanda en fazla bulunan ve

organizmadan en kolay izole edilebilen hiicre
tiiriidiir. igerdikleri hemoglobin sayesinde solunum
gazlarinimin kanda tasinmasini saglarlar  (15).
Membranlarinin elastik olmast sayesinde, sekil
degistirerek, kendi caplarindan daha kiiciik capli
kilcal damarlardan bile rahat¢a gegebilirler. Olgun
eritrositler, 8 mikron ¢apinda ve 2 mikron
kalinliginda, bikonkav disk seklinde olup, ortalama
120 giinliik bir 6mre sahiptir (16). Yaslanan
eritrositler retikiilo-endotelyal sistem tarafindan
dolasimdan uzaklastirilirken, kaybedilen miktar
kadar, diizenli olarak kemik iliginde hematopoetik
kok hiicreden {iretilir (17). K6k hiicreden olgun
eritrosite giden farklilagsmada, eritroid hiicrelerde
hemoglobin tiretimi giderek artar. Eritroid hiicreler
cekirdek, ribozom ve mitokondri gibi organelleri
kaybederek olgun eritrositlere doniisiirler. Bu
nedenle eritrositler protein sentezi ve oksidatif
fosforilasyon yapamazlar (18).

Olgun eritrositlerin sitoplazmasinda bol miktarda
hemoglobin molekiilii bulunur. Hemoglobin, her biri
+2 degerli demir atomu bulunduran 4 hem
molekiiliiniin ve 4 globulin zincirinin birlesmesiyle
olusmus  biliyik  bir  proteindir.  Yetigkin
eritrositlerinde en fazla bulunan hemoglobin tiiri
hemoglobin A’dir ve globiilin yapisinda 2 adet alfa
ve 2 adet beta globiilin zinciri bulunur. Oksijen,
hemoglobin  molekiilinde  demir  atomuna
baglanarak taginir. Bu sekilde her bir hemoglobin
molekiiliine baglanmis sekilde 4 oksijen molekiilii,
yani 8 oksijen atomu taginir (19).

Cekirdeginin bulunmamas: nedeniyle, olgun
eritrositlerin  protein-enzim sentezleme yetenegi
yoktur. Bu nedenle kirmizi kan hiicresi, yasam
Omriinii siirdiirecek kadar sinirli bir metabolizma
kapasitesine sahiptir (18). Eritrositlerin bu kisith
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metobolizmalar1 onlar1 oksidatif stres maruziyeti
gibi etkilere duyarl yapar.

Eritrositler bol miktarda oksijen tagimalarma
ragmen, mitokondriye sahip olmadiklarindan dolay1
enerjilerini  sadece anaerobik fosforilasyondan
saglar. Eritrosit digindaki diger viicut hiicrelerinde
en 6nemli ROS kaynaklar1 mitokondriyal oksidatif
fosforilasyon ve peroksizom faaliyetleridir (20). Bu
organellerin bulunmamasi oksidatif stres yoniinden
eritrositlere bir avantaj saglar, ancak, prooksidan
etkilere sahip demir iceren hemoglobin tasimalart
onlar1 dezavantajli duruma diisiiriir. Bu derlemede,
eritrositlerde oksidatif stres olusumunda rol oynayan
0zgiil oksidatif stres mekanizmalarinin neler oldugu
ve bu mekanizmalarda {iretilen oksidanlarin
antioksidan sistemler tarafindan nasil bertaraf
edildigi tartigilacaktir.

Eritrositlerde Endojen ROS Kaynaklar

a) Hemoglobinin oksidatif denatiirasyonu

Oksijenli hemoglobin, diger  ismiyle
oksihemoglobin [oksiHb, Hb(Fe*?)O,] nispeten
kararli bir molekiil olarak kabul edilmesine ragmen,
fizyolojik olarak, giinde %0.5-3i kendiliginden
methemoglobine [metHb, Hb(Fe*®)] okside olur
(21). Bu otooksidasyon, hipoksik kosullarda daha
belirgindir (22).

Hb(Fe*?)0, —» Hb(Fe*3) + 0,

Hemoglobinin otooksidasyonu ile iiretilen
stiperoksit iyonlari, spontan veya enzim giidiimlii
dismutasyon yoluyla hizla hidrojen perokside
donistiiriiliir (22,23).

205"+ 2HY - H,0,+ 0,

H20., hem oksiHb hem de metHb ile reaksiyona
girerek sirasiyla  ferrilHb  [Hb(Fe**)=0] ve
oksiferrilHb [ *Hb(Fe**)=0]) haline déniistiiriir
(22,23). OksiferrilHb, hidroksil radikalleriyle ( *OH)

kiyaslandiginda daha giiglii oksidasyon yetenegine
sahiptir (24).

Hb(Fe*2)0, + H,0, » Hb(Fe**) = 0 + H,0 + 0,
Hb(Fe*3) + H,0, » *Hb(Fe**) = 0 + H,0
FerrilHb ve oksiferrilHb daha sonra H,O; ile

reaksiyona girerek metHb olusumunu artirirlar

(22,23).

Hb(Fe**) = 0 + H,0, - Hb(Fe*?) + H,0 + 03~

*Hb(Fe**) = 0 + H,0, » Hb(Fe*3) + H,0 + 0,

Tim bu reaksiyonlar sonunda eritrosit
hiicresinde metHb ve ROS’lar giderek artar (25).
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Hem molekiilii, oksiHb’e kiyasla MetHb’de
globiilinlere daha diisiik bir afiniteye sahiptir; bu da
onun globiilinlerden ayrigmasina artmasina neden
olur (26). Ortamdaki H20,, serbest hem ile
reaksiyona girerek hemin yikimima ve demirinin
serbestlesmesine neden olur (27). Ek olarak,
ferrilHb'nin H,0, ile reaksiyonu sonucu iiretimi
artan 05, hem yikiminin artmasina neden olur (27).

b) Hem ve demir
Demirin gerek serbest formu, gerekse hem veya
hemoglobine bagli formu, son derece reaktif
hidroksil radikalleri iireten Haber—Weiss
dongiisiinde bir Fenton Reaktifi olarak hareket eder
(28).
Fe*? + H,0, > Fe*3+ "OH + OH~

0;7'den farkli olarak, hidroksil radikalleri
enzimatik olarak elimine edilemez ve bu nedenle
oksidatif hasarlanmaya sebep olur (29). Demir
selatorleri ile serum demir miktarinin azaltilmasi
sonucu eritrosit zarlarindaki lipit peroksidasyonunun
azalmasi, ROS artigina bagli oksidan hasarlanmanin
kismen demire bagh oldugunu gostermektedir (30).

Hem molekiilii, demir igeren hidrofobik bir
molekiildiir. Serbest hem, membran lipitlerine ve
proteinlere etki ederek onlarin oksidasyonuna neden

olabilir ~ (31). Dolasimdaki hem, LDL'nin
oksidasyonuna neden olarak lipit hidroperoksitlerini
artirr - (32). Bunun sonucu olarak endotel

hiicrelerinde sitotoksik etkiler goriilebilir. Hem
ayrica, niikleer faktorii-xkB'yi (NF-kB) aktive etme
yetenegine sahiptir. NF-kB reseptorlere, enzimlere
ve  transkripsiyon  faktorlerine  baglanarak
inflamasyonu artirir (33). Dahasi, hem molekiili,
DNA'y1 oksidatif olarak denatiire edebilir, kaspazlari
ve katepsinleri aktive edebilir, mitokondriyal islevi
bozabilir ve glutatyon rediiktaz gibi antioksidan
enzimlerin aktivitesini azaltabilir (22,34).
¢) Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat

(NADPH) oksidaz

Eritrositlerde ROS’lar enzimatik olarak NADPH
oksidaz ile de iretilebilir. NADPH oksidaz, bir
elektronu NADPH'den oksijene aktararak siiperoksit
serbest radikalinin iretimini katalize eden bir
enzimdir. Bu islem sirasinda O hiicre digindan hiicre
igine tagimirken H* hiicre disina aktarilir (35).

NADPH Oksidaz
NADPH +2 0, «—— > NADP* + 2 0;~

+H*

Eritrositlerde NADPH oksidaz aktivitesi Protein
kinaz C, Rac GTPaz ve Cay* sinyalleri ile
diizenlenmekte ve bu aktive TGCB1 ve endotelinl
sitokinleri ile artirilabilmektedir (35).
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Eritrositlerde Oksidatif Strese Bagh Degisiklikler
a) Fosfolipit asimetrisi, fosfatidilserinlerin
sergilenmesi ve eriptoz

Hemoglobinin tam olmayan oksijenasyonu,
hemoglobinde yapisal degisiklikler olugmasina
neden olur. Bu olay sadece artmis otooksidasyon
sonucu degil, ayni zamanda hemoglobinin hiicre
membranina baglanmasindan kaynaklanmaktadir
(36,37). Bu nedenle, kismen oksijenli hemoglobin,
Ozellikle kararsiz ise, eritrosit membraninda iiretilen
ROS’larin ¢ogundan sorumludur (38). Hiicre zarinda
bulunan ROS’lar, sitoplazmik antioksidan sisteme
kolayca erisemediginden, mevcut smirlt membran
antioksidanlarint (6rnegin, E ve C vitaminleri,
glutatyon peroksidaz (Gpx) ve peroksiredoksin (Prx)
gibi) hizla alt ederek, membran lipitlerini ve
proteinlerini  kolayca okside edebilir (38-43).
Lipitlerin peroksidasyonu  ve  proteinlerin
oksidasyonu, membran lipit organizasyonunun
bozulmasina neden olur (39,44). Eritrosit islevi i¢in
plazma membrani ¢ok dnemlidir. Eritrositler, sekil
degistirebilme yetenegi sayesinde kiigiik kilcal
damarlar iginden rahat¢a gegebilir ve bdylece
oksijeni dokulara verimli bir sekilde tasiyabilir (45).

Membran fosfolipitlerinin fizyolojik
asimetrisinin  bozulmasi, membran yiizeyinde
fosfatidilserinin agiga ¢ikmasina neden olur (46).
Fosfatidilserin, makrofajlardaki stiplirme
reseptorleri tarafindan taninan bir sinyaldir (47).
Fosfatidilserinin =~ dis  membran  yiizeyinde
sergilenmesi  sonucunda eritrositler makrofajlar
tarafindan fagositoza ugrar.

Eriptoz, yasl eritrositlerde ortaya ¢ikan bir nevi
apoptoz tiiridiir. Oksidatif stres, hiperosmolarite,
enerji tiikkenmesi, agir metallere maruz kalma, artan
Ca?* konsantrasyonu, kaspazlar ve protein kinaz C
(PKC) ve p38 MAPK (mitojenle aktiflestirilen
protein kinaz) gibi g¢esitli kinazlarin bozulmus
aktivitesi veya ksenobiyotikler gibi ¢esitli faktorlere
bagl olarak baslatilabilir (48). Apoptoz gibi, eriptoz
da hiicre biliziilmesi, membran kabarciklanmasi,
proteazlarin  aktivasyonu ve dig membranda
fosfatidilserinlerin aciga ¢ikmasi gibi siireclerle
karakterizedir.

b) Hemikrom olusumu, bant-3 oksidasyonu ve

yaslanma

Ucgiinciil ve dérdiinciil yapisi etkilenerek
denatiire hale gelmis hemoglobinler ile fazla
miktarda {iretilmis serbest globin zincirleri eritrosit
membranina etki ederek yapisal ve islevsel
degisikliklere neden olabilir. Kararsiz
hemoglobinler oksidasyona ugramaya, denatiire
olmaya ve bdylece hiicre zarinda hemikrom seklinde
¢okmeye egilimlidir (49,50). Hemikrom, histidin
kompleksi olusturmus, daha kararli demir tasiyan
metHb formudur.

Hemikromlar, bir transmembran proteini olan
bant-3'iin sitoplazmik tarafina baglanabilirler. Bant-
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3 anyon transport proteini, tiim eritrositlerin
membranlarinda  bulunur ve kloriirin  (CI")
bikarbonat (HCOy) ile yer degistirmesinde gorev
alir. Hemikromlar, bant-3 proteinine distlfit
baglariyla baglanir. Hemikromlarca aktive edilen
bant-3 proteinin sitoplazmik bélgesi, tirozin kinazlar
ile fosforile olur (49,51). Bu durum bant-3’iin
kiimelenmesine ve ankirin ile olan baglantisinin
bozulmasma yol agar. Bant-3 proteininin hiicre
iskeletini olusturan proteinlerden ayrilmasiyla,
plazma membraninda mikroveziikiiller olusur
(52,53). Bant-3/hemikrom kiimeleri anti-bant-3
antikorlar1  tarafindan  tammir.  Anti-bant-3
antikorlari, bant-3/hemikrom kiimeleri i¢in yiiksek
bir afiniteye sahiptir. Antikorlar baglandiktan sonra,
kompleman sistemini aktive ederler ve makrofajlarin
eritrosit fagositozunu tetikler (52,54). Anti-bant-3
antikorlarinin ~ baglanmasi  ve  kompleman
aktivasyonu, yaslanan eritrositlerin temizlenmesinde
6nemli rol oynar (52,55). Bant-3 proteinin bir diger
islevi, glikolitik enzimleri membrana baglayarak
glikoliz ve pentoz fosfat yolu arasindaki glikoz
akisimi  diizenlemektir.  Glikolitik  enzimlerin,
oksitlenmis  bant-3'ten  ayrilmasi,  glikolizin
aktivasyonuna yol agarken, pentoz fosfat yolunun
baskilanmasina, @ yani NADPH  {iretiminin
azalmasina neden olur (56). NADPH, GSH ve Prx’in
O6nemli bir indirgeyici ajanidir; NADPH oksidatif
strese karst koruma saglar (57). Sonu¢ olarak,
NADPH seviyelerindeki azalma, eritrositlerin
antioksidan kapasitesini azaltir ve oksidatif stresi
daha da siddetlendirir.

€) Hiicre iskeletinde bozulma

Oksidatif stres, sadece hiicre membranini degil,
ayni zamanda hiicre iskelet proteinlerini de
etkilemektedir. Beatty Proteini olarak da bilinen
Protein 4.1, hiicre zarmin mekanik stabilitesini
saglamak ve hiicrenin sekil degistirebilme
kabiliyetini diizenlemek iizere spektrin ve aktin ile
etkilesim i¢indedir. Oksidatif stres, Protein 4.1'in
spektrine baglanmasini ve spektrin-aktin iliskisini
diizenleme yetenegini azaltir (58). Spektrin,
ROS’larin ana hedefidir. Spektrinin oksidasyonu,
aktin gibi hiicre iskelet proteinlerinin veya protein
4.1 gibi membran ile hiicre iskeletini kdpriileyen
proteinlerin etkilesiminde bozulmaya yol agar (58).
Bu olay, membran ve hiicre iskeleti arasindaki
etkilesimde stabilitenin bozulmasina ve dolayisiyla
kirilganligin artmasina neden olur.

Bunlara ek olarak, ROS iiretimi ile iliskili
NADPH oksidaz enziminin aktivitesini artiran PKC
gibi hiicre i¢i haberciler, ayn1 zamanda bir membran
proteini olan o-Adducin’in fosforilasyonunu da
artirirlar - (35,59).  o-Adducin'in  fosforilasyonu,
spectrin'in aktinden ayrilmasina neden olarak hiicre
iskeletinin ~ stabilitesinin  bozulmasina katkida
bulunur.
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d) ROS’un bir sinyal moleKkiilii olarak hemolizi
tetiklemesi

ROS’lar, sadece oksitleyici molekiiller olarak
islev gormekle kalmaz, ayn1 zamanda protein
tiyollerini okside ederek transkripsiyon
faktorlerinin, membran kanallarimin ve metabolik
enzimlerin aktivitelerini etkileyebilir ve bdylece
sinyal yolaklarina entegre olabilir (60,61). ROS,
Kaspaz-3 aktivasyonuna neden olur (62,63).
Kaspaz-3, normal olarak, eritropoez sirasinda
iiretilen bir enzimdir. Eritropoetin seviyesi diisiik
oldugunda hiicre iskeleti ve DNA yapisinda bulunan
GATA-1, Tal-1 ve proteinleri pargalayarak
programlanmis hiicre 6liim siirecini baslatir (64,65).
Kaspaz-3’iin ROS ile aktive olmasi, bant-3 proteinin
sitozolik proteinler ve hiicre iskeleti ile iligkilisini
bozar (66). Membran yapisinin  bozulmasi,
fosfatidilserinlerin ~ dis  membran  yiizeyinde
sergilenmesine neden olur (67).

Oksidatif stresin Ca** ATPaz pompasinin
inhibisyonuna ve Ca?* gecirgen selektif olmayan
katyon kanallarinin aktivasyonuna neden oldugu
gosterilmistir (47,68). Eritrositlerde hiicre i¢i Ca%*
artist kalpain, transglutaminaz-2 ve kaspazlarin
aktivasyonuna yol agarak hiicre iskeletindeki
proteinlerin par¢alanmasina neden olur (69). Buna
ilave olarak, artan hiicre i¢i Ca?*, fosfotirozin
fosfataz1 inhibe ederek bant-3 fosforilasyonunu
artirir ve flippaz aktivitesini azaltir (70,71). Flippaz
enzimi hiicre zarin1 olusturan iki yaprake¢ik
arasindaki fosfolipit molekiillerinin hareketine
yardimc1 olmaktan sorumludur (enine difiizyon veya
"flip-flop" gecisi olarak da bilinir). Bant-3
fosforilasyonunun artmasi ve flippaz aktivitesinin
azalmasi membran  yapisinin  bozulmasina,
fosfatidilserinlerin agiga ¢ikmasina ve sonugta
eriptoza neden olur.

Hiicre i¢i Ca?* artis1, Gardos ad1 verilen kanalin
aktivasyonuna, boylece hiicre i¢i K™’ nin hiicre digina
kaymasina neden olur. Katyon homeostazindaki bu
degisiklikler, suyun hiicre disina ¢ikmasina ve
dolayisiyla eriptoz ile sonuglanan hiicre biiziilmesine
yol agar (48,72-74). Oksidatif stresin, K-CI ko-
transporter (KCC) aktivitesini de etkileyebilecegi
gosterilmistir  (75,76). Artmugs KCC aktivitesi,
K*’nin, eritrositlerden daha fazla ¢ikmasina neden
olur. K”mn artan ¢ikisi, membran boyunca K*
gradyanini azaltabilir ve membran
depolarizasyonuna yol agabilir. Bu durum, Cl”’un
hiicre igine girisine ve sitoplazmanin ozmolaritesinin
artmasina, takiben hiicre ig¢ine su girmesine neden
olur. Asirt deplazmoliz, hiicre zari biitinligiini
bozar ve eritrositlerin hemolizine neden olur (77).
Asir1  oksidatif yaralanma sonucu, eritrositler
yaglanma veya eriptoz gibi kontrollii bir mekanizma
ile temizlenemeden hemolize ugrayabilir (25).

e) Oksidatif stres ve etkisiz eritropoez
Fazla miktarda eslesmemis a-globinlerin
varliginda eritropez bozulur. Bu duruma genetik
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hemoglobin yapim bozukluklarinda sik¢a karsilasilir
(22,78,79).  Eslenmemis a-globinler, yiiksek
miktarda ROS ireterek, hemin ve demirin
oksidasyonuna ve ¢Okelmesine neden olur (22).
Daha dnce bahsedildigi gibi, bu molekiiller, eriptoz
ile sonuglanan bant-3  kiimelenmesine ve
fosfatidilserinlerin ~ sergilenmesine neden olur
(46,52). Hemoglobin yapim bozukluklarinda,
eriptozunun bir gdstergesi olan aktif makrofajlar
kemik iliginde sayica artmaktadir (80,81) Bu durum
oksidatif stresi ve o -globin ¢okelmesini tesvik eden,
biiytime farklilagsma faktorii 11 (GDF11) tarafindan
da indiiklenmektedir (82).

f) Eritroid proliferasyon ve hizlandirilmis

farkhilasma

Kemik iliginde artmus etkisiz eritropoez veya
asir1 hemoliz, anemiye yol agabilir. Anemi, doku
hipoksisine ve eritropoetin iiretiminde artiga neden
olur. Bu durum, hizlandirilmus eritroid farklilagsmasi
ve proliferasyonu ile karakterize mediiller ve
ekstramediiller eritropoeze yol agar (81,83). Eritroid
onciillerinin - hizli ¢ogalmasi ve farklilagmasi
sirasinda, aerobik solunumda, dolayisiyla ATP
seviyelerinde bir artis olur (84). Bu, Ca?*
pompalarmin aktivasyonuna ve hiicre igi Ca®
seviyesinin artisina neden olur. Hiicre i¢i yiiksek
Ca®* seviyesi oksidatif fosforilasyonu uyararak
ATP'nin daha da artmasmma neden olur. ATP,
dogrudan veya dolayli olarak, cAMP veya Ca?*
araciligiyla, PKA, PKB ve PKC gibi birka¢ ERK1/2
efektoriinii etkinlestirebilir. Aerobik
metabolizmanin bir sonucu olarak ROS iiretimi
artarken, hem dogrudan hem de dolayli olarak
ERK1/2’in fosforilasyonu yoluyla ¢ogalma ve
farklilasma uyarilir. Eritroid proliferasyonunda ve
farklilasmasindaki artig, hiicrelerin metabolik
hizlarimin artmasina, dolayistyla hizli ROS artisiyla
giden bir pozitif geri bildirim dongiisiine neden
olabilir (84).

Eritrositlerde Oksidatif Strese Kars1 Koruyucu
Mekanizmalar

a) Antioksidan enzimler ve molekiiller
Eritrositler, mitokondrileri  olmadigi i¢in
oksidatif fosforilasyon yapamazlar (18). Enerji
dretimi i¢in glikoz, anaerobik glikolitik yol ile
parcalanir ve sonunda laktat ortaya ¢ikar. Glikoliz ile
iiretilen NADH, metHb'nin ana indirgeyici ajanidir.
NADH'ye bagli, sitokrom bs rediiktaz (CYBSR,
methemoglobin  rediiktaz) enzimi tarafindan
katalizlenen reaksiyon ile metHb’deki +3 degerli
demir +2 degere donistirilir (85). MetHb
iiretiminin arttig1 kosullarda, yiiksek NADH talebine
bagli olarak glikolizde artis meydana gelir (86).

CYB5R
NADH + Hb(Fe*3) — NAD* + Hb(Fe*?)
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Glikoz, sadece glikoliz yolaginda degil, aym
zamanda NADP'nin NADPH'ye indirgendigi pentoz
fosfat yolunda da kullanilir (57). Glutatyon rediiktaz
(GR) enzimi NADPH’1 oksitlenmis glutatyonun
(glutatyon disiilfit, GSSG) iki glutatyon (GSH)
molekiiliine indirgenmesi i¢in kullanir.

GR
NADPH + GSSG — 2 GSH + NADP*

GSH, glutatyon dongiisiiniin  6nemli  bir
antioksidan molekiiliidiir ve GPx, glutaredoksin
(GRX), glutatyon-S-transferaz (GST) gibi birkag

enzim tarafindan indirgeyici bir ajan olarak
kullanilir (29,87).

GPx’in biyokimyasal islevi, lipit
hidroperoksitlerini (ROOH) onlarin alkollerine,

serbest hidrojen peroksidi de suya indirgemektir.

GP
2 GSH + H,0, — GSSG + 2 H,0
GP:
2 GSH + ROOH — GSSG + ROH + H,0

Oksitlenmis proteinlerdeki sistein kalintilarimni
indirgemek i¢in GRX ve Tiyoredoksin (TRx) sistemi
olarak adlandirilan iki 6nemli yol vardir (88).

GRX, GR tarafindan saglanan GSH ile non-
enzimatik olarak indirgenir. Rediikte GRX [GRX =
(SH),], okside proteinlerin sistein kalintilarin
indirgeyerek disiilfiir baglarin1 koparir (87).

[GRX = (S — S)] + 2 GSH - [GRX = (SH),] + GSSG

[GRX = (SH),] + [Protein = (S — S)] — [GRX = (S — S)] + [Protein = (SH),]

Trx, tiyoredoksin rediiktaz (TrxR) enzimi
tarafindan, NADPH’in indirgeyici ajan olarak
kullanildigi bir reaksiyon ile indirgenir (25,89).
Indirgenmis Trx’in iki 6nemli fonksiyonu vardur.
Bunlardan ilki, okside proteinlerin  sistein
kalintillarint indirgemek ve digeri Prx i¢in elektron
donérii islevi gormektir. Prx hidrojen peroksiti ve
diger hidroperoksitlerin indirgenmesini saglar.

NADPH + [Trx = (S — §)] — [Trx = (SH),] + NADP*
[Trx = (SH),] + [Protein = (S — S)] = [Trx = (S — S)] + [Protein = (SH),]
[Trx = (SH),] + [Prx = (S = $)] = [Trx = (S — S)] + [Prx = (SH),]

[Prx = (SH),] + H,0, - [Prx = (§ = S)] + 2 H,0

GST enzimi, elektrofilik ksenobiyotikleri (R-X,
dogal yollarla iretilmeyen veya organizma iginde
bulunmasi beklenmeyen kimyasal maddelerin genel
ad1) detoksifiye etmek i¢in GSH'yi kullanir (25,90).
GST aktivitesi sonucu ksenobiyotikler ile GSH
kompleks olusturur. Boylece ksenobiyotiklerin
kritik hiicresel proteinler ve niikleik asitlerle
etkilesimleri Onlenir.

GST
(R—X)+GSH — (GS—R) +XH
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Siiperoksit dismutaz (SOD), 0,71 daha az toksik
olan HO,'ye doniistiren enzimdir. Daha sonra
katalaz (CAT), H2O,'yi su ve oksijene nétralize eder
(25).

SOD
20" +2H" > H,0,+0,
CAT
2H202 — 2H02+02

Bunlara ilave olarak, eritrositler, membranlarini
oksidatif hasara karst korumak icin, antioksidan
vitaminler olan C ve E vitaminlerine biiyiik miktarda
gecirgenlik gosterir (40,43).

b) Eritropoezde sitoprotektif mekanizmalar
ROS’larin varliginda, hem iiretim yolagindaki
hiz smirlayici enzim olan §-aminolevulinat sentaz-
2’nin aktivitesi azalirken, Prx aktivitesi artar (91).
Prx esas olarak peroksitleri ve tiyolleri indirgeyen
antioksidan bir enzimdir (86). Bununla beraber,
bant-3’i ve bununla iligkili proteinleri oksidatif
hasardan korumak igin, bant-3’iin sitoplazmik
alanina baglanarak hiicre membranina go¢ edebilir
(8,92,93). Hemikromlar, Prx’in  baglanma
bolgelerini kapatarak bu gocli engeller (8). Prx,
hemoglobinin katlanarak ii¢ boyutlu héale gelmesi
isleminde molekiiler bir saperonu olarak islev
goriirken ayni zamanda hemoglobinin
denatiirasyonunu 6nler (94,95). Dahasi serbest hemi
yiikksek afinite ile baglayarak onun oksidatif
etkilerini onler (91). Prx’in, hemoglobin ve karbonik
anhidrazdan sonra, eritrosit stoplazmasinda en bol
bulunan {i¢ilincii protein olmasi, onun eritrositler i¢in
kayda deger 6nemi oldugunun bir gostergesidir (96).
Eritrositlerde bulunan bir bagka saperon, alfa-
hemoglobin stabilize edici proteindir (AHSP).
AHSP serbest alfa-globin zincirlerini baglayarak
onlarin dogal yapilarimi korur (97). pB-globin
yoklugunda ve oksidan stres varliginda, demirin
redoks reaksiyonlarini katalizleyemeyecegi sekilde
HbA yapisinda degisiklikler meydana getirir
(98,99). B-globin sentezinin bozuldugu
hemoglobinopatilerde, beraberinde AHSP seviyeleri
de azalmissa, bu durumu daha da kétilestirir (100).
Eritroid hiicreler, bir taraftan eritrosit yoniine
nihai farklilagmayr saglamak ve aym zamanda
apoptozdan kaginmak igin oksidatif stresin
iistesinden gelmelidirler. Eritropoezde, eritroidler
olgunlasirken, hemoglobinizasyon sirasinda bazi
eritrositlerde apoptoz goriiliir. Bunun nedeni
oksitleyici bir ajan olan demir ve hemin hiicre igi
konsantrasyonunun aniden artmasidir (101). ROS
artisina bagli bu dliimler, pentoz fospat yolu ile
iiretilen ve dnemli bir indirgeyici ajan olan NADPH
tarafindan bilyiik oranda engellenir (57,102).
Protein translasyonunun hem ile diizenlenen
inhibitéri  (HRI)  bir  bagka  sitoprotektif
mekanizmadir. Hem miktar1 azaldiginda globin
yapimi HRI tarafindan baskilanir. Oksidatif stres
kosullarinda, hem seviyesinden bagimsiz olarak da
HRI aktivasyonu goriilir (103). HRI, okaryotik
translasyon baglatma faktorii 2a'y1 (elF2a) fosforile

175

ederek, globin translasyonunu inhibe eder. Fosforile
elF2a, proteotoksisiteden kaginmak i¢in proteinlerin
translasyonunu inhibe eder ve ayni zamanda bir stres
yanitt kaskadini baglatmak icin ATF4 gibi secici
mRNA’larin  translasyonunu  arttirir ~ (104).
HRI/eIF2a/ATF4 sinyal yolaginin eritropoezde,
ozellikle hemoglobinizasyon asamasinda, oksidatif
stresi azaltmak iizere aktif oldugu gosterilmistir
(105). HRI ile baglatilan sinyal yolagmin yeterli
derecede ¢alisgmadigi durumlarda, etkisiz eritropoez
goriliir (106).

HRI/eIF2a/ATF4 yoluna ek olarak, NRF2 ve
FOXO3, iyi bilinen bir bagka antioksidan koruyucu
sinyal yoludur (107,108). Hiicre i¢i hem
konsantrasyonu  artiginda,  bir  antioksidan
transkripsiyon faktorii olan NRF2 sinyal yolunun
aktivitesi artar (109). NRF2 sinyal yolu hem
yikiminin hiz sinirlayici enzimi olan hemoksijenaz-
1'in (HO-1) ekspresyonunu artirir (110). Oksidatif
stres kosullarinda, HRI / elF2a. / ATF4 yolu da HO-
1’in ekspresyonunu artirir (105). HRI sadece hem
miktarma gore globin sentezini diizenlemekle
kalmaz, aym zamanda HO-1 ekspresyonunu
indiikleyerek, hem seviyesini toksik seviyeye
ulagsmadan azaltir (105). NRF2 ve ATF4’iin HO-1
ekspresyonunu artirmak {izere etkilesim halinde
oldugu goriilmektedir (111). Yukarida
bahsedilenlere ek olarak, NRF2 ve HRI/eIF20/ATF4
yolu, stres yaniti sinyalini arttiran NADPH kinon
oksidorediiktaz 1 (NQO1) ve GST gibi birkag¢ hedefe
daha sahiptir (104,112).

FOXO3"in, eritropoezin bir ara asamasinda
aktive oldugu ve terminal olgunlasmaya kadar aktif
kaldigi  belirlenmigtir. FOXO3, asil olarak
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/Akt sinyal yolunun
kontrolii altindadir (107). Fosforile olmamus, inaktif
formdaki FOXO3, ¢ekirdekte bulunur ve hedef
genlerin transkripsiyonunun devam etmesini saglar.
Eritropoetin ile PI3K/Akt yolunun aktivasyonu,
FOXO3'in fosforilasyonuna neden olur. Bu
fosforilasyon, FOXO3iin ¢ekirdekten dislanmasina
ve bdylece transkripsiyon aktivitesinin durmasina
neden olur. FOXO3 ayrica, ROS varliginda, kiigiik
GTPaz Ral / JNK yolu ile de aktive olur (113).
FOXO3’iin fosforilasyonu DNA hasarin1 onarmak
veya apoptozu indiiklemek icin hiicre dongiisii
yavaglatilir (114-117). Bu dénemde, SOD ve CAT
gibi ¢esitli antioksidan enzimlerin miktart artarken,
eritroid farklilagsmaya zaman saglamak igin eritroid
onciillerinin ¢ogalmasi inhibe olur (107,118,119).
FOXO03, eritroid ¢ogalmayr ve olgunlasmay1
oksidatif stres aracili bir siire¢le senkronize eder.
Eritropoezde oksidatif stresin diizenlenmesi igin
FOXO3 gereklidir (107). Genetik olarak FOXO3
eksikligi etkisiz eritropoeze neden olur (107).

c) Protein kalite kontrol yolaklari

Eritroid hiicreler, protein kalite kontrol yolaklari
(PQC) olarak adlandirilan mekanizmalar yoluyla,
zararli olma potansiyeli olan kararsiz proteinleri
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etkisizlestirir  (120). PQC’nin artmig aktivitesi
ozellikle  alfa-globiilinlerin ~ fazlaca  arttig1
hemoglobinopatilerde olduk¢a o6nemlidir (120).
Kararsiz protein seviyelerinin hiicrenin PQC
kapasitesini astig1 durumlarda, proteinlerin yanlis
katlanmas1 ve birikmesi hiicrede toksisiteye ve
bunun sonucu olarak etkisiz eritropoeze neden
olabilir (121,122).

Eritroid onciilleri, globin seviyelerinindeki olasi
dengesizlikleri, ubiquitin/proteozom sistemi (UPS)
aracili yikim, otofaji veya 1s1 soku saperonlari gibi
PQC yolaklariyla dengeleyebilir (121-124). Bu
yolaklar, sadece a-globinlerin yikimimi degil, aym
zamanda hiicrenin ¢ekirdek atimi igleminden once
sitoplazmasinda bulundurdugu gereksiz proteinlerin
yikimini da saglar (125).

Retikiilosit asamasinda GATA-1 tarafindan
uyarilan otofaji sayesinde mitokondriler ve diger
organeller sitoplazmadan temizlenir (126). o-
Globiilinlerin fazlaca arttigi hemoglobinopatilerde
lizozomlar iginde globin agregatlarinin oldugu tespit
etmistir (127). Bu durum makul miktarda a-globinin,
UPS yoluyla parcalandigini, daha yiiksek
miktarlarin ise ¢okelme egiliminde oldugunu ve
agrezom aracili makro-otofaji yoluyla
temizlendigini gostermektedir (123). Agrezomlar,
¢oziinmeyen proteinlerin PQC mekanizmalar ile
etkilesime girdigi ve anormal proteinlerin yeniden
katlamasi, UPS aracili yikim veya otofaji i¢in ayri
bir ortam saglayan dinamik yapilardir (128).

SONUC

Cesitli fizyolojik ve metabolik siireglerde 6nemli
rol oynamasi ve canlidan izole edilmesi diger
hiicrelere kiyasla daha kolay olmasi nedeniyle,
eritrositler bilimsel deneylerde sik¢a kullanilan bir
ara¢c olmustur. Eritrositlerde oksidatif stres
mekanizmalarinin ve bu oksidatif stresi alt eden
antioksidan sistemlerin neler oldugunu konu eden
caligmalar uzun zamandir popiilerligini
korumaktadir. Bu derlemede, daha once yapilan
calismalar 1s18inda, eritrositlerde oksidatif stres
olusumuna neden olan 0zgiil mekanizmalar,
oksidatif stresin meydana getirdigi degisiklikler ve
oksidatif stresten koruyucu antioksidan sistemlerin
neler oldugu kapsamli sekilde gézden gegirilmistir.

Ozet  olarak,  hemoglobinin  oksidatif
denatiirasyonu sonucu ortaya ¢ikan siiperoksit
radikalleri, bu radikallerin etkisizlestirilmesi
sirasinda ortaya ¢ikan hidrojen peroksitler ve yine
hidrojen peroksitlerin neden oldugu hemoglobinden
methemoglobin ve ferril hemoglobin olusumuyla
sonuglanan kisir dongii; hemin yapisinda bulunan
demirin femton reaktifi olarak hidroksil radikalleri
iretimine neden olmasi; hemikrom olugumuyla
sonuclanan hemoglobin denatiirasyonu ve serbest
globulin  artist  gibi  olaylar eritrositlerin
fonksiyonlarin1 devam ettirebilmesi i¢in 6nemli bir
yapt olan hiicre membranina zarar vererek onun
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yapisinin bozulmasina ve eriptozla sonuglanan
olaylara neden olur. Olgun eritrositte, oksidatif
stresten kaynaklanan hasari en aza indirmek igin
sitoprotektif mekanizmalar mevcuttur. Hemoglobin
ve hem i¢in bir antioksidan enzim ve saperon olan
PRDX2, a -globin i¢in bir saperon olan AHSP, stres-
tepki genlerinin ekspresyonunu diizenleyen bir
antioksidan transkripsiyon faktorii olan NRF2,
antioksidan enzimlerin ekspresyonunu artiran ve
terminal farklilasma igin Onemli olan bir
transkripsiyon faktorii olan FOXO3, stres yaniti
kaskatinin baslaticisi ve terminal olgunlagma igin
6nemli olan protein translasyon inhibitdrii olan HRI
/ elF20 / ATF4 yolu ve PQC olarak bilinen a-globin
seviyelerinin dengesi i¢in 6nemli olan UPS ve
otofaji gibi vyollar, eritrositlerin temel savunma
mekanizmalarina Ornek gosterilebilir. Bunlara ek
olarak, gesitli antioksidan enzimler (6rnegin SOD,
CAT) ve molekiiller (6rn. GSH, E ve C vitamini),
ROS’lar1 noétralize etmek igin eritrositlerde islev
gortr.

Eritrositlerde, oksidatif stres ve antioksidan
mekanizmalar bir denge i¢indedir. Dengenin
oksidatif stres yoniinde bozulmasi, eritrosit
hiicresinin yap1 ve islevlerini olumsuz etkiler. Bu
derlemede tartisilan biyolojik olaylarin iyi bilinmesi,
eritrosit islev bozukluguyla giden birgok hastaligin
patofizyolojisinin anlasilmasini kolaylastiracaktir.
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