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A) GIRIS VE AMAC

Nitrogliserin preparatlan1 uzun yillardan beri vazodilatator etkileti nedeniyle klinikte
yaygmn olarak kullamlmaktadir. Bu ilaglar etkiletini NO mediyatérii aracihg ile
gergeklegtirmektedir. NO’nun temel etki alam endotel hiicreleridir. Bunun yaminda gerek
ilaglar yoluyla viicuda giren, gerekse invivo sentezlenen NO eritrosit igine de girebilmektedir.
Eritrosit ortamma giren NO burada hemoglobine ve SH grubu iceren kiigiik molekiil veya
proteinlere direkt baglanabildigi gibi; nitrit ve nitrat gibi maddelere oksitlencrek te bu vapilara
baglanabilmektedir. Bu yollarla baglandig proteinlerin fonksiyonlanimi bozarak hiicre ici
metabolizmada degisikliklere yol agabilmektedir.

NO’nun eritrosit ortaminda hemoglobinle olan etkilesimi olduk¢a dikkat cekicidir,
Hemoglobine baglanan NO oksijen baglama kapasitesini azaltarak methemoglobinemiye yol
agar. NO i¢in bir yakalayici kapan gibi davranan hemoglobinin yamsira SH grubu iceren
proteinler de eritrositler iginde NO ile etkilesime gitebilirler. Bu proteinlerin arasinda
enzimler oduk¢a onemlidir. Ozellikle eritrositin antioksidan savunmasmda gorev yapan
enzimler NO ile etkilesime girerek aktivitelerinde degisikliklere yol acabilirler.

Eritrosit icinde NO ile meydana gelebilen bu olaylar direkt NO etkilesimi ile ya da NO
yoluyla olusan reaktif nitrojen iirtinleri yoluyla olmaktadir. Reaktif nitrojen iiriinlerinin
eritrosit membram iizerine olan zararh etkileri bilinmektedit.

Bu bilgilerin 151g1nda invitro ve invivo olarak NO donérii olan Nitrogliserinin eritrosit
antioksidan enzimler iizetine olan etkisini veolas: etkinin mekanizmasim belirleyebilmek

amaciyla bu ¢aligmayi planladik




B) GENEL BIiLGILER

B.1) ORGANIK NITRATLAR

Vazodilatér etkileri nedeni ile iskemik kalp hastaligi tedavisinde cok yaygin olarak
kullamtlan organik nitratlanin  etkinligi, ilk olarak 1867 yilinda Brunton tarafindan
tamimlanmugtir (1). Organik nitratlar kimyasal yapilart bakimmdan gliserol gibi polialkolierin
nitrat estetleridir. Baslica kullamm alanini olusturan angina pektoristen baska; diger ilaglara
yardimei olarak ve bazi durumlarda tek baslarina kullamilabilitler. Diger mivokard iskemisi
sendromlarinin, konjestif kalp yetmezliginin ve 6zel hipertansif durumlann tedavisinde;
kontrollii hipotansiyon gerektiren durumlarda da basanli olduklar kanitlanmagtir. Biiyiik arter
ve ven dallarin, arteriyolleri ve ézellikle veniilleri; diiz kas hiicreleti tizerindeki direkt etkileri

yoluyla gevsetirler (1).
B.1.1) HUCRESEL ETKI MEKANIZMALARI:

Bu ajanlar ¢ok lipofilik olduklar igin hiicre membramindan kolayca gegerler. Hiicre
iginde serbest stilfidril yani tiyol (-SH) grubu igeren organik dogal maddelerle { sistein,
asetilsistein gibi ) etkileserek stabil olmayan S-nitrozotiyol tiirevlerine déniisiitler Bu ara
tirtinler, organik nitratlarin nitrik oksit (NO) salivermelerini potansiyelize ederler. Vazodilatsr

ctkileri NO aracilig ile gergeklesir. NO solubl guanilat siklaz enzimini aktive eder. Enzimin
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“hem” kismindaki selektif bir baglanma noktasi NO reseptoriini olusturur. Guanilat sikiazin
aktivasyonu ile GTP’den siklik GMP olusur. Bunun sonucu olarak sitoplazmadaki Ca*™"

diizeyi azalir ve buna bagh olarak vazodilatasyon meydana gelir (Sekil 1).

Sarkolemma Sitoplazma
L NO GIP
Organik Nitratlar Nitzotiol g;;na;Iatl
[sosarbid mononitrat T LN SH ¢ GMP

Isosorbid dinittat 3 R-ONO, NO,

Nitrogliserin —_—— \ T l
__é_,ONOz

Ca™da azalma

Sistein l

Vazodilatasyon

Sekil 1: Organik nitratlarin hiicresel etki mekanjzmasi

B.1.2) ETKI YOLLARI

B 1.2.1) ANTIANGINAL ETKI:

Nitratlar hem arterlerde hem de venlerde vaskiiler diiz kas hiicrelerinin gevsemesine
neden olurlar Diisitk konsantrasyonlarda daha gok venodilatasyon yapmalarina kar sin, vitksek
konsantrasyonlarda arteriyoler dilatasyon yaparlar. Antianginal etkilerini miyokardin oksijen
ihtiyacim  azaltarak ve miyokarda olan oksijen sunumunu diizelterek gdsterirler,
Venodilatasyon preloadda diismeye ve ventrikiller boyutlarda azalmaya yol agar. Sonugta,
miyokard oksijen ihtiyacmin major belitleyicilerinden biri olan sol ventrikiil duvar gerilimi
azalir. Ayrica, pitratlarin neden oldugu arteriyoler dilatasyon da afterload: azaltarak duvar
geriliminin azalmasina katkida bulunur Kalp atis hacminin bu yollatla azalmasi, ortalama kan

basicimn diismesine neden olur. Kalbin aortaya kan: pompalarken yenmesi gereken basincin




ve yaptift mekanik isin azalmas: oksijen tilketiminde diigmeye neden olur (6, 7, 8) Bu olay
sonucunda subendokardial dokularn daha iyi kanlanmas: saglanarak iskemi diizelir (9)

Koroner obstritksiyonlu hayvanlarla yapilan ¢ahgmalarn sonucunda organik
nitratlann, subendokardiumdaki normal perfiize alanlardan iskemik alanlara dogru kan
akiminin redistriibsityonunu sagladiklan anlagilmigt (10).

Hastalardaki koroner kan akimi iizerine Nitrogliserinin etkisi konulu ¢alismalann
sonuglan tartismalidir Bazi galismalar sublingual veya intravendz uygulamadan sonta kan
akumimn artti§im rapor etmislerdir (11, 12). Buna karsi bu tip ilaglanin akim iizerinde
etkisinin olmadifina dair ¢aligmalar da vardir (13).

Xenon-133’tn intrakoraner enjeksiyonu yoluyla gosterildigi tizere; eger iyi gelismis
koroner arter destegi varsa organik nitratlarin uygulamasindan sonra, datalmus koroner arterler
tarafindan beslenen myokardium alanlarindaki kan akimi artar (14) Kronik stabil anginah
hastalarda organik nitratlar, global miyokardial perfizyonu etkilemeden, azalmis perfiizyonlu
alanlara dogru kan akimini arttirarak miyokardial perfiizyonu arttirirlar(11).

Iyi gelismis kollaterallerin varligy, nitratlara karss iyi bir cevabm olusmasinda en
onemli faktdrdiir (14, 15). Sistemik nitratlarin verilmesinden sonra angina éncesi kalp hiz
artabilir. Fakat bu olay intrakoroner uygulamadan sonra olusmaz. Nitratlar ventrikiiler duvar
haraketlerini koroner arter hastalarinda hem istirahat hem de egzersiz sirasinda diizeltii Bu
olay kontrast ventrikiilografi, ekokardiografi ve radyoniiklid ventrikiilografi ile gdsterilmistiz
(16). Nitratlar miyokardial iskeminin yayilmasim da énlerler. Bu durum egzersiz-talyum

tomografik perfiizyon teknigi ile gosterilmistir (17).

B.1.2 2) DIGER EIKILER:

Nitratlar sadece damar diiz kaslarim degil biitiin diiz kaslar: gevsetirler. Oddi sfinkteri
ve safra kanallan tzerindeki bu etkileri belirgindir. Morfinin yaptig1 safra koligine karsi
Nitrogliserin kullanilabir. Mide-barsak kanali, brong ve iireter diiz kaslarinda relaksasyona yol
agarlar Ama bu etkilerinin tedavi yéniinden bir degeri yoktur (18, 19)

Vazodilatdr etkilerine ek olarak, NO yoluyla guanilat siklazin aktivasyonu trombositler
iizerinde inhibitdr etkiyle sonuglanir. Hem anstabil hem de kronik stabil anginali hastalarda

intravendz Nitrogliserinin bu etkisi gésterilmistir (18, 19).
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B.1.3) FARMAKOKINETIK OZELLIKLERI
Bu maddeler ¢ok liposolubl olduklan i¢in deriden ve dzellikle mukozalardan gok kolay

absorbe edilirler. Bu nedenle sublingual, transdermal, oral ve intraven6z uygulanabilitler
Karacigerden ilk gegisleri sirasinda bilyiik oranda hidrolize olarak inaktive edilirler. Buradaki
hidroliz reaksiyonu glutatyon-organik nitrat rediiktaz sistemi tarafindan gergeklestirilir
(denitrasyon) Molekiilden iki nitro grubunun kopariimasi hizli, digerlerinin koparilmasi yavas

olur, Plazmadaki yarilanma 6mrii 2-8 dakikad (20, 21,22)

B.1.4) KLINIK ENDIKASYONLARI (20, 23 24, 25)

A) Koroner kalp hastaligt ( Myokard iskemisi sendromlarr)
1) Stabil angina pektoris
2) Anstabil angina pektoris
3) Sessiz iskemi
4) Akut myokard infarktiisii
5) Koroner vazospazm ( Varyant angina)
B) Konjestif kalp yetmezligi
1) Vazodilatér tedavi
2) Mitral yetmezligi
3) infarktiis sonrasi sol ventrikiil dilatasyonunun dnienmesi
C) Arterial kan basincimin kontrold
1) Hipertansif kriz ve vazokonstritktor ilaca bagli akut hipertansiyon
2) Norosiitirjik, kardiovaskiiler ve ortopedik cerrahi girisimler sirasinda kontrolli
hpotansiyonla kanamanin kontrolii
3) Yaslilann sistolik hipertansiyonu
D) Diger durumlar

Ufiiriimlerin ayirici tanisi




B.1.5) YAN ETKILERI

Oldukga giivenilir ilaglar olmalarina ragmen, cesitli yan etkilere de neden olabirler En
sik goriilenleri vazodilatasyona baglt olan etkilerdiz Bunlar; bagagrisi, bag dénmesi, flushing
ve ortostatik hipotansiyondur. Hipotansiyon, 6zellikle voliim kayb1 ve diisiik sol ventrikiil
dolus basinci olan hastalarda gériiliir. Yiiksek dozda oral nitratlar gastrointestinal intoleransa
neden olabilirler. Pomad ve flasterle yapilan topikal tedavi deride irritasyon olusturabilir.
Uzun siireli uygulamalarda arteriel kandaki oksijen parsiyel basmcinda azalma ve

methemoglobinemi goriilebilir (26, 27)

B.1.6) NITRAT TOLERANSI

Nitratlar uzun siireli olarak devamli kullamildiklaninda, vazodilatér ve diger
hemodinamik etkilerine karsi tolerans gelisebilir. Bunun nedeninin hiicre icinde nitratlarin
etkisinde rol oynayan tiyollii bilesiklerin nitrata maruz kalma sonucunda azalmalarinin neden
oldugu ileri siiriilmiistiir. Tolerans, genellikle siirekli tedavinin ilk birka¢ haftasindan sonra
olugur. Nitrogliserinin stirekli inflizyonu 24 saat icinde tolerasla sonuglanabilir (28, 29). Uzun
etkili nitrat preparatlarmn kesintisiz uygulamalanndan 1-2 hafta sonia antianginal etkilerinde

belirgin bir azalma gériiliir (30)

B.1.7) SINIFLANDIRMA

Nitratlar sublingual veya oral uygulandiklarinda yaptiklan etkilerin devam siiresine
gore kisa etkili ve uzun etkili olmak iizere iki gruba ayrilizlar. Kisa etkili olanlar; Nitrogliserin
ve amil nitrittir Nitrogliserin intravensz ve flaster uygulamalar yoluyla uzun etkili nitratiar
grubuna da  almabilir. Uzun etkili olanlar; izosorbid dinitrat, izosorbid mononitiat,

pentaeritrotol tetranitrat, eritritil tetranitrat ve mannitol hekzanitrattir (22,31).

B.1.8) NITROGLISERIN

Gliseroliin 3 molekiil nitrik asidle yaptig1 esterdir. Molekiil aguligi 227,09 gramdar.
Ucucu bir svidir. Ozellikle sicak ortamlarda hidroliz nedeniyle kolayca bozulur. Sicaktan ve
1siktan korunmas; gerekir Sublingual ve oral uygulanan tabletleri vardn En sik kullanlan
organik nitrat preparati sublingual Nitrogliserindir. Bukkal uygulama icin aerosol sprey
scklinde preparatlan da vardir. Pomad seklinde uygulamalan da etkili bir nitrat uygulama




yoludur. Transdermal veya disk sistemi 24 saat boyunca sabit Nitrogliserin absorbsiyonu
saglar (22, 27).

Anstabil angina veya ciddi konjestif kalp yetmezligi nedeniyle hospitalize edilmis
hastalara 5-10mg/dk ‘dan baslayarak intravendz Nitrogliserin uygulanabilit. Infiizyon hizi
semptomlar kontrol altina alimincaya kadar ya da ortalama sistemik arterial basingta %10’luk

azalma oluncaya kadar arttuilir (21).

B.2) ORGANIK NITRATLARIN ERITROSITLERDEKI
DAVRANISI

B.2.1) YAPILARINDAKI NO’YU BIRAKMA MEKANIZMALARI

NO salmimina yol agan vazodilatatorler ¢ok liposolubl bilesikler oldukiar icin hiicre
membranlanindan dogal olarak ta eritrosit membranindan, rahatlikla gegebilmektedirler.
Elektron paramanyetik rezonans spektroskopi (EPR) metodu yoluyla Nitroprussid,
Nitrogliserin, Hidralazin, Nitritazit ve Hidroksilamin gibi ilaglarin, insan kirmizi kan hiicre
siispansiyonlarninda ve intakt fare eritrositlerinde degisik derecelerde NO’ya déniistiigii
gosterilmistir (32).

NO’nun guanilat siklazin yapisinda bulunan ve enzim cevabi ile ilskili bir “hem”
grubuna veya bu enzimin aktivasyonu i¢in bir cevap olugturabilecek bir enzime baglandig
diigtiniilmektedir. NO’nun ilgili hem grubuna baglanmasi enzimin aktivasyonuna yol agar ve
guanozin 5 trifosfat cGMP’ye doniigtir. Daha sonra bir seri protein kinaz aktivasyonu olur ve

vaskiiler diiz kas relaksasyonu gergeklesir (32).

NO vazodilatatrlerinin etkilerinde kritik “hem” gruplarinin varligi, guanilat siklaz
sistemi ve eritrositler arasindaki bircok benzerlik igin agiklayici olabilir. Ornegin; NO
hemoglobin igin iyi bilinen giligli bir bagdir Hem hemoglobin hem de metilen blue NO
yoluyla olugturulan guanilat siklaz aktivasyonunun inhibitdrleridir. Bazi NO vazodilatatorleri
hemoglobini methemoglobine okside edetler (Nitrit, Hidroksilamin, Nitrogliserin ve Sodyum
nitroprussid gibi) Azid, Nitrit ve Siyanid methemoglobinin ferrik demirine baglanitlar. Hb ve

Sodyum nitroprussid arasindaki reaksiyon sonunda NO salimim gergeklesir. Benzer durumlar

altinda Nitrit te eritrositte NO’ya dontismektedir Azide ve Hidroksilamin ise hidrojen




peroksit tireten sistem varliginda katalaz enzimi tarafindan NO’ya doniismektedir Bazi NO

vazodilatatSrlarin NO’ya ddntigiim mekanizmalar1 ise halen tartismalidir (32, 33).

Gerek  invitro nkiibasyon calisgmalan  gerekse hayvan  deneyleri NO
vazodilatatdilerinin NO salabilmek igin eritrosit i¢inde degisik derecelerde asimetrik
hemoglobin {irtinleri olusturduklarini gostermigstir Bu iiriinler | (rediikte alfa subtiniti ve
okside beta subimiti) ve II (okside alfa subiiniti ve redikie beta subiiniti) olarak
tamimlanmistir.  Bunlar hemoglobinin parsiyel oksidasyonu ve methemoglobinin parsiyel
rediiksiyonu yoluyla olusmaktadiriar (34).

Farkli ilaglar farkli hibritlerin olusmasina neden olur Nitrit uygulanmas: daha ¢ok I
hibridinin olugmasma yol agar. Nitrogliserin ve Hidroksilamin belirgin olarak ve kabaca iki
hibridin artigiyla sonuglamir. NO ve Hidralazin ise tamamen rediikte tetramerin ve diisiik

konsantrasyonlarda I hibridinin artigina yol agar (Tablo 1) (33,34).

Tablo1:Degisik vazodilatatstlerin olusturdugu firiinlerin kompozisyonu

Valans iiriinlerinin yiizdesi

Vazodilatatsr Hb 1 11 MetHb
Nitrit 29 62 1 9
Nitrogliserin 6 14 33 47
Hidroksilamin 70 12 18 0
Hidralazin 94 6 0 0

NO 88 11 1 0

Bu ajanlatin  hemoglobini nitrozile etme derecelerini saptamak icin EPR ve
absorbsiyon spektroskopisiyle kombine izoelektrik focusing gel elekiroforezi (IEF) metodlar
uygun bir yaklasimdir. Valans hibritlerinin absorbsiyon spektrum]ar ¢ok farklr olmasina
tagmen, EPR sinyalleri yiiksek derecede korelasyonlu ve istatistiksel olarak anlamli tek bix
kalibrasyon ile uyumludw. Burada sadace nitrozile olan kistm bir EPR sinyali olusturacag
icin bu metod valans hibritlerinin rediikte ve nitrozile subiinitlerinin total konsantrasyonunu

belirlemek igin elveriglidir (33).

A



Bu yontemlerin kullanilmasiyla degisik vazodilatatétlerin rediikte subiinitleri nitrozile
etme dereceleri belitlenmistit Bu islem Nitrit, Nitrogliserin ve Hidroksilamin i¢in kolaylikla

gerceklestirilmigtiz (Tablo IT) (33, 34)

Table II: Vazodilatatorlerin valans iiriinlerini nitrozile etme dereceleri

Nitrozile Fraksiyon Yiizdesi

Vazodilatatér Hb I I
Nitrit 64 100 0
Nitrogliserin - 100 100
Hidroksilamin 10 12 9
Hidralazin Total pigmentin %1

NO Total pigmentin %94

Hemoglobinin siilfidril gruplan ve “hem” grubu iizerinden NO bagladig1 ve transfer
éttigi bildirilmigtir. Hemoglobin her bir tetrameri tizerinden 2 molekiil NO baglar ve transfer
eder Alfa talessemide goriilen hipertansiyonun nedeni HbH’nin “hem” gruplan tarafindan
NO’nun (dolayistyla vazodilatatdt ilacin ) irreversibl olarak baglanmasidir (33,35).

Jia ve arkadaglar;, NO’nun hemoglobinin reaktif siilfidril gruplarina baglanmakla
beraber, “hem” gruplarina da baglandifini gostermistit. Calismalarinda, 500-700 nm
arasindaki spektrumun; NO vazodilatatorii ile inkiibe edilmis Hb’de artmis oldugunu
saptamiglardir. Bu durumda olusan bu spektrum degigiklikleri NO-hem nedeniyledir. Sekil 2

hemoglobin tarafindan oksijen ve NO transferini géstermektedir.




Sekil 2: Hemoglobin tarafindan gergeklestirilen oksijen ve NO transpot mekanizmas

Oksijenli ortamda ( akcigerlerde ) Hb bir taraftan oksijen baglarken, diger taraftan da
kandaki nitrozotiollerden (nitrozosistein, nitrozoalbiimin gibi) kaynaklanan nitrat ile de bag
yapar. Dokulara gelindiginde, normal fonksiyonu olarak oksijeni birakir. Bu siada baglamis
oldugu nitratlar da dokularda bulunan siilfidril gruplarn ile reaksiyona girerek onlara transfer
eder Daha sonra dokulardan gelen bu yolla saliman NO ile bag yaparak NO’yu bu yolla
yakalar Bunun sonucunda methemoglobin meydana gelir (35) Hemoglobin ve NO arasinda
olusan bu durum Hb’nin oksijen baglama kapasitesini etkiler. Bu durumda methemoglobin

diizeylerinin 6l¢timiiyle ortaya konabilen hipoksik bir durum ortaya ¢ikabilir. Bu tablo basit




anemide goriilenden daha afir bir hipoksidir. Byle olgularda hipoksinin gésterilmesi icin

methemoglobinden ziyade kanin oksijen igeriginin 6lgtilmesi daha iyi bir yaklasimdir (32).

B.2.2) NO’NUN REAKTIF NITROJEN URUNLERINi OLUSTURMASI

Degisik mekanizmalar sonucunda organik nitratlarm  yapisindan salinan NO'
eslesmemis bir elektron ¢ifti tasidigs i¢in serbest radikaldir. In vivo ortamda salinan NO; nitrit
(NOy) veya nitrata (NO3") otookside olabilir. NO’nun hiicrelarden serbest radikal iiriinii
olarak veya diger redoks formlarindan biri olarak [ nitroksil anyonu (NO") veya nitroksil
katyonu (NO™) ] salinmas: konusunda tartigmalar vardir. NO” trtinii, NO ile ilgili biyolojik
etkilerinin bazisi igin bir cevap olabilir. NO gecig metalleri ile etkilesime girdigi zaman NO*
benzeri tiriiniere déniigebilir Bu {iriin tiyol ve amin nitrozilasyonu igin bir cevap olusturabilir
(36)

NO ¢ok reaktif degildir. Ama O, ile reksiyona giterek NO,” formuna déniisit. Bu
proses sirasmnda reaktif intermedier nitrojen oksitler olusur Bu tiriinler NO toksisitesinin bir
nedeni olabilir. Bu intermedier tiriinlerin yapisi halen kesinlik kazanmamistt Ama NO, ve
dinitrojentrioksit (N203) bu gruba dahil edilebilit NO’nun otooksidasyonu &zellikle diigiik
NO konsantrasyonlarinda rélatif olarak yavastir ve biyolojik sistemierde bu olay ¢cok anlamli
degildir. NO ¢ok daha izl olarak Oy ile reaksiyona girer. Bu durumda SOD ile yarisa
girebilir. Bu reaksiyonun biyolojik éneminin daha fazla oldugu diisiiniilmektedir. Clinkt
birgok hiicre aktivasyon sirasinda O, iiretir. Reaksiyon sonunda peroksinitrit (ONOO")
peroksinitrdz asit (ONOOH) anstabildir ve hizli bir sekilde nitrata dekompanze olur. Bu iiriin,
hidroksil radikali ve NO;" veya nitril katyonlu (NO,") intermedier ara iiriinler yoluyla radical
reaksiyonlar: baglatabilir (36, 37)

NO, lipit peroksidasyonu swasinda olusan alkoksil ve peroksil radikalleri ve protein
radikalleri ile de reaksiyona girebilir. Teorik olarak, NO diger biyolojik oksidanlar yoluyla
okside de olabilir(6rnegin hidrojen peroksit veya hipoklorit) Ve nitrojenin yiiksek oksitlerine
doniisebilir (38, 39).

Ozet olarak, biyolojik sistemler degisik nitrojen oksitlere maruz kalirlar Bu oksitler

degisik oksidasyon basamaklarinda nitrojen atomu tasular. Oksidasyon basamaklari (+1)-(+5)
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arasindadir. Bu triinler genellikle “Reaktif Nitrojen Uriinleri” olarak adlandirilmaktadir

(Tablo MI) (36)

Tablo III: Reaktif nitrojen iirimleri

Oksidasvon Basamag; Uriiniin Ad: Sembol

+1 Nitroksil anyonu NO°

+2 Nitrik oksit NO

+3 Nitroksil katyonu NO*
Nitroz asit/ Nitrit HNOQO3/NO,
Peroksiniti6zasit/peroksinitrit ONOOH/ONOO
Dinitrojen trioksit N,0O4

+4 Nitrojen dioksit NO,
Dinitrojen tetraoksit N-Oy

+5 Nitrik asit/Nitrat HNO3/NO;
Nitril katyonu NO,"

ONOO™ ve NO, gigli oksidan &zellikleri nedeniyle proteinlerdeki degisik

aminoasitlerle reaksiyona

modifikasyonuna yol acarlar. Ozellikle tirozin, sistein, triptofan ve metionin bu reaksiyonlara

girerler,

Bu aminoasitleri nitrozile

ederek aminoasit

nitrotrozin stabil bir son tirfindiir ve nitrojen oksitlerin karakteristigini olugturur (36).

B.3) ERITROSITTE NO ILE ETKILESEBILEN SiSTEMLER

B.3.1) ANTIOKSIDAN ENZIMLER

B.31.1) SUPEROKSIT DISMUTAZ: Stiperoksit dismutaz ( SOD; EC:1, 15, 1, I stiperoksid,
stiperoksid oksidorediiktaz ) Aerobik ortamda hiicreleri siiperoksit radikallerinin zarark

etkilerinden koruyan bir enzimdir (40)
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Stiperoksit anyonu oksijenle yasayan tim canlilarda kagmilmaz bir sekilde meydana
gelir. Oy", oksijenin 7t *2p orbitallerinden birine bir elektron girdigi zaman olusur.(41)
Bu radikal bagka organik radikallerin olusumuna neden olarak toksik etki
gosterebilmektedir. Bu tepkimeler agagidaki gibi $zetlenebilir:
1) Organik hidroperoksitlerle alkoksil radikallerinin olugmasi
2) Tiyol radikallerinin olusmasina neden olarak SH gruplarmn distlfitlere
oksitlenmesi
3) Spontan dismutasyon reaksiyonu
4) Oksijen radikallerinin rediiktan szclliginden dolay: Fe"iin Fe**’ye dontistimii
5) Diagil peroksitletle 'O, iiretimi
Olusan reaktif triinlerin hepsi biyolojik yagam i¢in tehlikelidir (40,42).
SOD ilk kez 1968 yilmda McCord ve Fridovich tarafindan tammlandig1 gibi, asagidaki
reaksiyon yoluyla, O, 'nun dismutasyonunu saglayarak H>O, ve molekiiler O, olusturmaktadir
(40).

SOD
0, + 0, +2H* ————— 0, + H,0,

Ionoforez yontemiyle SOD’nin yapist anlagiimugtiz. SOD %16.53 oraminda nitrojen,
%1 05 oraninda kiikiirt ve az miktarda karbohidrat icermektedir. Protein kisminda metionin
yoktur. Heksoz, heksozamin ve siyalik asid ¢ok diigiik; aspartik asid, glutamik asid ve glisin
ise bityitk miktarlarda yapisinda yer almaktadir (43).

Yap1 bakimindan ve aktif merkezindeki gecis metal iyonlar yoniinden enzimin hiicre

i¢inde 2 degisik formu vardir

1) Cu VE Zn ICEREN SOD:

Primer olarak okaryotik hiicrelerin  stoplazmasinda bulunur. Bunun yamnda
mitokondride de yer almaktadir. 32000d (Dalton) molekiil aguhgindadu (44) Distilfid
kopriistiyle baglanmis, birbirinin aym olan iki alt tiniteden olusmustur. Her bir alt Ginite birer
adet Cu** ve Zn™ icermektedir (45). Bu elementler enzim aktivitesi igin mutlaka gereklidir.
Fakat 7Zn®" , Co*, Hg>" veya Cd*" da gegebilir ve bu durumda enzimde aktivite kaybi olmaz
Stiperoksid anyon dismutasyonu Cu®* ile saglanu (46, 47). Eritrositler sadece Cw/Zn-SOD
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igerirler. Cw/Zn-SOD insan nétrofillerinde (sitoplazmik SOD adryla ) total SOD’nin %85 ni
olusturur ve diisiik molektil agulikhidir (44),

Cu/Zn-SOD’lar oldukga kararh enzimlerdir. KCN’ya hassas bir 6zellik tagular.
Siyanid tarafindan tersinit olarak inhibe edilirler Siyanidin C atomu , enzimin Cu’"’m
rediikleyebilir  Ancak 10pM’iin iizerindeki hidrojen peroksit konsantrasyonlarinda enzim
irreversibl olatak inhibe olmaktadur Invivo kosullarda siiperoksit radikalinin kendisi hidrojen

peroksit ile yarisa girerek bu inhibisyonu énlemektedir (48, 49).

2) Min ICEREN SOD (Mn-SOD):
Prostetik grup olarak Mn igerir. Daha ¢ok bakierilerde ve &Skaryotik hiicrelerin

mitokondri mattiksinde bulunur. Bakteriyel enzim esit biiyiiktiikte iki alt birimden olugu:. Her
alt iinite bir Mn+ atomu igerir. Molekiil agithg 40000 d’dur. Mitokondrial enzim ise molekiil
agirhigr 80000d olan bir tetramerdir (50).

Enzim kloroform, etanol ve %2’lik sodyum dodesil siilfat tarafindan inhibe olur.
Siyaniiriin bu tip bir etkisi yoktur (44).

Baz1 hastaliklarda SOD aktivitesinin degistigi gosterilmistiin Down sendromlu
hastalann eritrositlerinde, iiremik ve bébrek yetmezlikli hastalarin serumlarinda Cu/Zn-SOD
aktivitesi yilksek bulunmustur. Fankoni anemili, orak hiicre anemili, Duchen muskiiler
distrofili veya idiopatik pulmoner hemosiderozisli hastalarin eritrositlerinde ise azalmisti (51,
52).

Alkolik karaciger hastalig1 olan kisilerin plazmasinda Mn-SOD artmusken, Cu/Zn-
SOD aktivitesi azalmugtiz. Ankilozan spondilitli ve tomotoid artritli hastalarda PMN
I6kositlerin Mn-SOD  ve total SOD aktiviteleri azalmis ancak Cw/Zn-SOD aktivitesi
ankilozan spondilitte belirgin bir bigimde atrmustir (53).

B3.12) KATALAZ : Katalaz (CAT, EC: 1,11, 16, Hidrojen Peroksit: hidrojen peroksit
oksidorediiktaz) 4 subiinit igeren bir hemoproteindir Peroksidaz aktivitesi disinda bu enzim
bit molekiil hidrojen peroksiti elektron verici bir substrat olarak, digerini de oksidan veya
elektron alicist olarak kullanabilir In vivo kosullarda CAT’in peroksidaz aktivitesi daha
baskindir (54).
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A’H, A

0, » H,0, Katalaz 2H,0

H,0, 0,

Enzim yiiksek konsantrasyonlardaki H,O;’in su ve molekiiler oksijene dniigtimiinii

katalizleyerck ortamdan uzaklastiir. HyO, iirat oksidaz, glukoz oksidaz ve D aminoasid |
oksidaz gibi birgok enzimin katalizledigi reaksiyonlar sonucunda oksijene iki elekiron transfer |

edilmesi ile olugur (54, 55).

olarak bulunwr. Mikro yapilar veya peroksizomlar, karaciger dahil birgok dokuda bulunur.
Bunlar, oksidazlar ve katalaz yéniinden zengindir. Bu yapilar HO, lireten enzimler ile onu
pargalyan enzimleri gruplamada bilyiik avantaj olusturmaktadir. En yiiksek konsantrasyonlara

karaciger ve etitrositte rastlanmaktadur Karacigerin CAT aktivitesinin yiiksek olmasi, olugan

peroksitlerin etkisiz hale getirilmeletine katkida bulunur. Eritrositlerin metabolik hizlarimn
daha diigiik olmasina ragmen buradaki yiiksek CAT aktivitesi, hemoglobin oksidasyonunun
dnlenmesi i¢in gerekmektedir. Eritrositler, HyO;’1 su ve oksijene ¢eviren GSH-Px aktivitesine
de sahiptir. Bu iki enzim birbirinin eksikligini kompanze ettifi i¢in eritrositler oksidatif hasara

kars1 korunmaktadir (56).

Bakterisidal etkileri sirasinda nétrofiller ve monositler fagositler igerisine biyik i
oranda H,O;salgilariar. Salian bu H,O, fagosit hiicre membraninda lipit peroksidasyonunu
baslatarak hasara yol acabilit CAT fagositlerdeki peroksidasyona karsi koruyucu bir
potansiyele sahiptit Bu yolla ekstraselliiler tiretilen H,O,’ye kars1 da fagositler korunmus olur
(59).

Enzim mol basina 4gr Fe igeren tetramerik bir yapiya sahiptir. Protohem grubu aktif

bolgenin temel komponentidir. Fe** igeren her alt birimde bir protoporfirin IX bulunmaktadir
(56, 57).

Asetat, ascorbat, azid, sivanid, siyanojenbromid, 2,4-diklorofenol, etanol, florid,

format, hidroksilamin, metanol, monokloramin ve nitrit CAT inhibitérleridir (58).
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CAT aktivitesinin dokularda ve eritrositlerde konjenital olarak belirgin bir bigimde az
olmasi, klinikte akatalazya adi verilen hastaligin olusmasina neden olur CAT aktivitesinin
belirgin olarak dusik olmasi HyO, nin yikilmasi 6nler ve birikime yol acat. Cogu zaman
asemptomatik seyreden bu tablo sepsisli hastalarda 6nem tasir. Bu tip hastalarda agz iginde
yaralar, dis clirtimeleri ve dislerin kaybedilmesi gibi semptomlar goriiltir. Hemolitik
hastaliklarda ve pankreatitlerin agir formlarinda serum CAT aktivitesinin arttif1 saptanmistir
(59).

B313) GLUTATYON PEROKSIDAZ: (GPx, EC: 1, 11, 1, 9, Glutatyon; H;0,
oksidorediiktaz) 1957 yilinda tanimlanmis bir enzimdir. Dokulardaki ve viicud sivilanndaki
H>0’nin ve lipid hidroperoksidlerinin par¢alanmasini katalizler, Béylelikle viicud dokularini
oksidatif hasara kars1 koruyucu bir rol oynar (55).

Se bagimlt GPx katalitik aktivitesi igin Se’a gereksinim duyar. 23 kd’lik tetramerik bir
proteindir. Mol bagina 4 atom Se igermekte ve aktif bolgesinde selenosistein bulunmaktadir
Enzimin selenolat formu aktiftir. Peroksidleri aikole rediiklerken, kendisi selenenik aside
oksidlenir. Rediikte glutatyonun reaksiyona girmesiyle enzim, selenosiilfid sekline doniisiir.
Ikinei glutatyonun selenostilfide eklenmesiyle glutatyon okside formuna gecer ve enzim aktif
durumuna geti déner. Insan erittositlerinde sadece Se bagimlh GPx’in bulundugu bildirilmistir
(60, 61).

Uzun siireli Se eksikligi tim dokularda GSH-Px aktivitesinin diismesine yol agar
Eritrosit i¢indeki GSH-Px hemoglobinin peroksidasyonunu ve buna baglhi olarak Heinz
cisimeigi seklinde presipitasyonunu engeller. Yine aynt koruyucu etkisini eritrosit membrani
lizetinde de gosterit (55)

Fosfolipid hidroperoksid GPx (PHG-Px) diger selenoproteindir. (62). Molekiil aguligs
20000 d’un iizerinde olan monomerik bir enzimdir. Aktif bolgesinde bir Se atomu
tagimaktadir. Membran bilesikletinin hidroperoksidlerinin rediiksiyonunda primer goérev
yapan sitozolik bir enzimdir Fosfolipidlerin hidroperoksid derivelerini alkol derivelerine
rediikte eder (62).

Hem PHG-Px’in hem de GSH-Px’in lipid peroksidasyonunu inhibe edebilmeleri icin
membranlarda fizyolojik diizeylerde E vitamini bulunmasi gerekmektedir E vitamini PHG-
Px’in eksikliginde lipidlerle bitlikte okside olur Bununla beraber ortamda E vitamini yoksa
PHG-Px serbest radikallerin gogalma hizim sadece yavaslatabilir (62)
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Plazmada bulunan GPx’in eritrosit ve diger hiicrelerde bulunan GPx’ten immunolojik
agidan farkli oldugu bildirilmistir. Bu enzim de Se icermektedir ama glutatyona olan affinites;
10 kat daha azdir. Cu, Hg ve Zn bu enzimi tamamen inhibe eder. Bu enzimin gorevi,
ekstraselliiler H;0,’ye kargt koruma ve glutatyon transportunu saglamaktir (63).

Karaciger , iskelet kasi ve renal kortekste yogun olarak Se bagimsiz GPx
bulunmaktadir. Daha kiigiik molekiil agirhikl: bu enzim bir selenoprotein degildir ve H>0,
diginda difer organik hidroperoksidleri substrat olarak kullanabilir Bu enzimin glutatyon S
transferaz ile iligkili oldugu anlagiimstir (64).

Lokosit ve makrofaj gibi fagositik hiicrelerde GSH-Px yiiksek oranda aktiviteye
sahiptir Bu enzim bu hiicreleri fagositoz sirasinda kendi iirettikleri hidroperosidlere kars:
korur. Kanama bozukluklari ile iligkili olarak trombositlerde azalmis GSH-Px aktivitesi
saptanmistir. Kapiller membianin  peroksidasyonuna bagh olarak gelisen 6demde de
plazmadaki aktivitesi diiser (55).

Karacigerde bulunan yiiksek orandaki GSH-Px aktivitesi H»O;'den ziyade lipid
peroksidlerinin detoksifiye edilmesinde &nemlidir. Lipid hidroperoksidleri iizerine CAT’m
dncelikle etkisi olmaz; dekompanzasyon igin daha sonra devreye girer (55).

Bulgular Se ve GSH-Px aktivitesinin lens dokusunu oksidatif hasara karst korudugunu
gostermistir. Buna bagh olarak katarakt gelisimi dnlenir(55)

GPx inhibitorleri: Adenozin, adenozin 5 -tetrafosfat, ADP; AMP; ATP, Ca, Co, CIP,
Hg, NAD+, NADP+, NADPH, Ni; D-penisilamin ve Zn’diz (65).

B.3.1.4) GLUKOZ 6 FOSFAT DEHIDROGENA?Z, (G-6PD, EC:1, 1, 1, 49) Identifiye edilmis
subtinitlerden olusmus dimerik yapida bir enzimdir Herbir subiinitinin molekiil agirhg 60000
d’dwr. Enzim tetramerik bir yapida da bulunabilir. Bu formu da enzimatik olarak aktiftir
Normal eritrosit G-6PD’nin tiim peptidlerinin sekans analizi yapilmigtn  Iki G-6PD
varyantinin parsiyel aminoasit sekansinda, A tipinde ve Hektoen’de notmal G-6PD’den tek bir
aminoasit farklilg vardir (66).

G-6PD glikoliz ile hegzos monofosfat sant: arasinda, iki reaksiyonu bitbirine baglayici

bir gdrev tagimaktadir (66),

AKDENIL um\."aasim
fokey * SLoRRS
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G-6PD

Glukoz 6-Fosfat

» 6-Fosfoglukonat
|

N

NADP* NADPH+H*

v
Hegzos Monofosfat Sant:

Enzim riboz-5-fosfat tiretiminden sorumlu olan hegzos monofosfat santi (HMP)
metabolik yolunun ilk basamagim olusturdugu i¢in bu metabolik yolun kontroliinii saglar.
Insan viicudunda kan, bébrek, kalp ve iskelet kasinda yaygin olarak; serumda ise az miktarda
bulunmaktadir. Aktif enzim 2 molekii] NADP™ ile baglanmis dimerik sekildedir, NAD"yi de
koenzim olarak kullanabilit, bu durumda enzim aktivitesi normal diizeyinin %4-10°nuna
kadar diiger (67).

HMP yolunun fizyolojik 6nemi biiytiktiir. Niikleotid sentezi i¢in gerekli olan pentoz
fosfatlarin ve hiicreyi oksidatif streslere kargi koruyan ve biyosentezlerde rediiktif dzellik
tagtyan NADPH {iretimini saglar. Hiicreler icin NADPH tiretiminin tek yolu HMP’dir Bunun
yvamnda antioksidan Ozelligi biyik olan rediikte glutatyonun hiicre igindeki varligini
koruyabilmesi i¢in NADPH’a gereksinimi vardir (68).

G-6PD yetmezliginin diinyadaki prevalans yiksektir. Bu yetmezlik X’e bagimli bir
gecls gosterir. Ciddi yetmerliklerde, yenidogan déneminde hemolitik krizler goriiliir. Daha
iimiz formlarinda bakla yenmesi, antimalaryal veya siilfonamid gibi ilaglarin kullanilmas: ile
hemolitik krizle ortaya gikar (69).

G-6PD enzim &lgiimletinde optimal aktivite igin Mg™ iyonlarmna gereksinim
duyulmaktadir Glukozamin-6 fosfat, primakin, stearil-KoA, vanadat dimer, vanadat tetramer

ve meta-vanadat enzimin imhibitorleri arasinda sayilabilir (65).

B.3.2) ANTIOKSIDAN MEKANIZMALARLA ILISKILI OLAN SISTEMLER

B.3.2.1) REDUKTE GLUTATYON (GSH): GSH, SH grubu igeren nonprotein bir tiyoldir

Protein tiyollerinin indirgenmis seklinin saglanmasin; destekleyerek dogrudan bir antioksidan
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etki gosterir. Bu 6nemli gorevinden bagka membranlar boyunca aminoasid transportunda ve
¢esitli detoksifikasyon olaylarinda rolleri vardir. Elektrofilik bilesiklerin konjugasyonunu ve
H,O; ile ROOH’lerin indirgenmesini saglar (54, 70).

GSH eritrositte siirekli sentez edilmektedir Glutamik asit ve sisteinden v-glutamil-

sistein sentetaz yolu ile bir dipeptid olusur. Daha sonra glutatyon sentetaz (GSH-S) ise bir

tripeptid olan y-glutamil-sisteinil-glisin’i yani GSH’1 olusturur (55).

GSH, hemoglobin ve diger kritik eritrosit proteinlerinin peroksidatif hasarina engel
olarak eritrositi zararli etkilerden korur GSHIM metabolik yolunda bir¢ok enzim
bulunmaktadir (55).

Glutamik asit + Sistein

ATP
\ Gama Glutamil Sistein

A/ Sentetaz

ADP
\ 4
Glukoz (Gama Glutamil Sistein
:
: ATP Glisin
|
v ¥~
Glukoz 6 Fosfat / Glutatyon Sentetaz
ADP T |
: NADP GSH 1,0,
I
|
E HMP Glutatyon Glutatyon
{ Rediiktaz Peroksidaz
1
: NADP GSSG H,0
v
Laktat

Sekil 4: Hegzos monofosfat ve glutatyon yollar arasindaki iliski
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GSH’1in hemen hemen tamam hiicre iginde yerlegmigtir Serumda vok denecek kadar
azdir. Normal sattlar altinda hiicrelerde GSH daha ¢ok serbest formdadir. Sitozoldeki okside
glutatyon (GSSG) miktar: ¢cok azdir ve genellikle GSH miktarinin %1-3’linii olusturur (54).

GSH hiicre iginde SH gruplarina disiilfid képriileri ile baghdir. Rat karacigerinde total
hiiere i¢i GSH’m %30’ unun disiilfid formunda bulundugu bildirilmitir (1).

GSH oksidatif strese karst onemli bir role sahiptir. Organik hidroperoksitler,
intraselliler GSH’1n okside forma doniismesiyle zararsiz hale getirilirler. Yine glutatyon,
fosfolipidlerde lokalize olmus ROOH’lerin yikimin da saglayabilir (71).

Organik hidroperoksidlerin uygulandig: rat hepatositleri, intrasellitler NADPH temini
tilkkenene kadar hidroperoksidleri metabolize eder GSSG NADPH tarafindan glutatyon
rediiktaz enzimine bagh olarak GSH’a indirgenir (71).

Eritrositlerde glutatyon yolunu HMP’ye baglayan glutatyon rediiktazda ve/veya
NADPH saglayan G-6PD’de genetik bir yetmezlik olmasi, diisitkk GSH sevivelerine neden
olur. GSH eksikligi ise membran frajilitesine ve ilaca bagimli hemolize yol agar. Bu da klinige
konjenital hemolitik anemi olarak yansi. GSSG’nin pekcok intraselliler olay iizetine
inhibitdr ve geciktirici etkisi vardir. Normal sartlar alinda GSSG’nin konsantrasyonu diisiik
seviyede seyreder ve hiicre digina transport mekanizmalari, karacier ve eritrositte meveuttur

(54, 55).

B322) GLUTATYON S TRANSFERAZ (GST, EC 2, 5, 18, RX: glutathione R-transferase):
GST, insan hiicrelerinde yiiksek konsantiasyonlaida bulunan ¢ok gerekli bir enzimdir.
Hiicresel detoksifikasyon sisteminin major bir komponentidir Elektrofilik kimyasal tiriinlere
kars1 koruyucu bir ajan olarak davranir. GST birgok formda bulunur. En ¢ok hiicrelerin sitozol
kismindan identifiye edilmisti. Bu proteinler sitoplazmadan bagka subselliiler
kompartmanlarda da bulunmasina ragmen genel olarak sitozolik veya solubl GST olarak
tanimlanmaktadw (72, 73)

GST, primer yapt bakimindan genel olarak alfa, mii, pi ve teta seklinde
stuflandinlabilir. Sitozolik GST dimerik bir proteindir. Izoenzimlerin aymnu izoelektrik
fokusing ve kromatofokusing analizler sonucu yapilabilmektedir Bu yollarla kantitatif
degerlendirme yapmak ta mimkiindiz. Eger subiinitlerin kantitatif degerlendirmesi
amag¢lanmiyotsa, izoelektrik fokusing ve sodyum dodesilstilfat/ poliakrilamid jel elektroforezi
de yararh olabilmektedir (74)
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Bu enzim elektrofilik maddelerte karsi hiicresel defans sistemde bliyikk rol
oynamaktadir. Bu maddeler proteinlerle ve niikleik asitletle etkileserck genototoksik etkilere
yol agabilen maddelerdir. GST i¢in substrat olan bu maddeler arasinda polisiklik aromatik
hidrokarbonlann  epoksidleri gibi karsinojenik maddeler yer almaktadnr Bu enzimin
katalizledigi ve glutatyonun yer aldig1 reaksiyonun sonunda toksik ajanlarin inaktivasyonu

gerceklesir (75).

GST
R+ GSH » R-S5-G

R: Elektrofilik ksenobiyotik
GSH: Niikleofilik bilesik

GSH igeren detoksifikasyon reaksiyonlan, GSH'in siilfiir atomlarimn niikleofilik
ozelliklerine dayanir Kimyasal proses kabaca rediiksiyon ve konjugasyon mekanizmalari
seklinde ayrilabilit. GST ile katalizlenen taksiyonlarin ¢ogu konjugasyon reaksiyonlaridir,
Oksidatif prosesle beraber (ilag metabolizmasinda faz I} boyle konjugasyonlar (faz II

reaksiyonlar) lipofilik ve suda zor ¢dztinen organik molekiillerin transformasyonunu saglar
(75,76)

[zoenzimlerinin ¢ok sayida olugu ve bunlarin benzer 6zellikler tasimasi, GST’nin doku

dagilimmin tam olarak belirlenmesinde zorluklar yaratmaktadir Alfa izoenziminin bulundugu

dokular, barsak, bobrek, karaciger ve akcigerdir. M ise beyin, meme, kalp, bobrek, karaciger,

kas ve pankreasta bulunur. Pi izoenzimi basta eritrositler olmak tizere hemen hemen tim

dokularda bulunur. Teta ise sadece karacigerde bulunmaktadir. izoenzimler farkl substratlara

olan afiniteleri ile aynlabilmektedir Herhangi bir dokudaki farkli hiicre tipleri de farkly
izoenzimlere sahip olabilit Ornegim, rat karacigerinin degisik kisimlarinda alfa, mi ve pi
siufinda 7 adet GST subiinitinin degisik sekillerde dagilimi soézkonusudur (74). Renal

GST’nin farkli dagilimi insanlarda da gosterilmistiz. Buna ek olarak insan akcigerinde genetik

faktorler veya sigata igimine bagli olarak GST izoenzimlerinin farkli ekpresyonlan olmaktadir

(77)
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Izoenzimlerin yapisindaki glutatyon baglama bélgeleri (G bolgesi) temelde benzerlik
gostermektedir (Set/Thr ve Lys/A1rg). Farklt substrat spesifitesine sahip olan izoenzimlerin

elektrofilik hidrofobik substratlar igin baglanma bélgelerinin (H bélgesi) yapist farklidir. Bu

bolge fleksibl bir dzellik tasimaktadir ve degisik substratlarla reaksiyona girabilmek icin
aminoasid rezidiilerinin farkh bolgeleri kullamlir (76).
GST dl¢limii i¢in  kullamlan substratlar arasinda, 1-kloro-2-4-dinitrobenzen,

bromsiilfoftalein, 4-nitrobenzil klorid, etakrinik asit, krotonaldehid, 4-vinilpridin sayilabilir

Inhibitorleri arasinda ; bromstilfoftalein, sibacron blue, hematin, etakrinik asit, tributiltin

asetat yer almaktadir.
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C) MATERYAL VE METODLAR

C.1) MATERYAL

Invitro deneyleri gergeklestirmek amaciyla saglkli ve goniilli 30 kigiden heparinli
tiiplere vendz kan ornekleri alindi Bu kisilerin 16s: etkek, 14’4 kadindi Yaslan 35-66
arasmda degismekteydi.

Invivo hasta grubu caligmasi icin; Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Acil ve
Kardiyoloji Servislerine anjina pektoris tamsiyla kabul edilen ve intravendz (IV) Perlinganit
tedavisi uygun bulunan 22 hasta ¢alisma kapsamina alindi. Bu hastalarin 17°si erkek, 57

kadind1 Yaslar1 45-65 arasinda degismekteydi

C.2) METODLAR
C.2.1) INVITRO CALISMA

C211) INKUBASYON DENEYLERI: 30 saphkli kisiden, heparinli tiiplere alinan kan
orneklerinin herbiri once 3000 devirde 10 dak siire ile +4 C® de santrifiij edilerek
plazmalarimin ayrilmasi sagland:. Eritrosit paketi elde edilebilmesi igin eritrositler 3 kez serum
fizyolojik ile yikand: ve dstteki 16kositten zengin tabaka aynldi. eritrosit paketleri tizerine

fizyolojik sartlann tam olarak saglanmasi amactyla plazmalan eklenerek (3/2 oramnda)
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numuneler inkitbasyon i¢in hazirlandi Inkiibasyon, Perlinganit (Izotonik glukoz iginde

¢bziinmiis Nittogliserin preparats), izotonik glukoz (Perlinganit i¢inde butundugu igin), ve

serum fizyolojik (kér deney) ile asagidaki sekilde 37 °C’deki su banyosunda gergeklestirildi

1 saatlik inkiibasyon i¢in

3 saatlik inkiibasyon i¢in

deney tipleri deney tiipleri
1 2 3 1 2 3
Numune (L) 990 990 990 990 990 990
Serum fizyolojik (uL) 10 - - 10 - -
Izotonik glukoz* (uL) - 10 - - 10 -
Perlinganit** (uL) - - 10 - - 10

*: Hastaya uygulanan 10 mg/m!’lik Perlinganit dozuna uygun olacak sekilde 1000 kez sulanduriimug

**: Hastaya uygulanan 10 mg/ml’lik Perlinganit dozuna uygun olacak gekilde

Inkiibasyon sonunda tiim drmeklerin Hb degerleri dlgiilerek GSH dlgtimii yapildi. Daha

sonta drnekler santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi ve daha once tammlandig sekilde eritrosit

paketleri haziland1. Her bir erittosit paketinin Hb degeri &lgiilerek, 1g *lik ve 5g’lik Hb
iceren hemolizatlar hazitlandi. Bu hemolizatlarda GSH-Px, G-6PD, CAT, SOD ve GST enzim

aktiviteleri §l¢tildil.

Petlinganit preparatinin eritrosit igi GSH diizeylerindeki zamana bagli etkisini

belirlemek icin; daha once tarif edildigi sckilde inkiibasyona birakilan 10 Ormekte,

inkiibasyondan énce ve inkiibasyonun 3, 6, 9, 12, 15. dakikalaninda GSH 8lglimii yapildt

C 2.1.2) NITROGLISERININ OLCULEN PARAMETRELER UZERINE OLAN DIREKT
ETKISI: 30 saplikli kontrolden alman kan Orneklerinden eritrosit paketi hazirlanarak,

T R

- —g yontemler igin gerekli olacak sekilde hemolizat hazmlandi Hemolizatlar {izerine Slgiimden
"u:
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hemen 6nce asagidaki sekilde setum fizyolojik, izotonik glukoz ve Perlinganit eklenerek tim

parametrelerin Olglimlen gergeklestirildi.

Deney tiipleri
1 2 3
Numune (pL) 1100 1100 1100
Serum fizyolojik (uL) 100 - -
izotonik glukoz * (uL) - 100 -
Perlinganit ** (uL) - - 100

*: Hastaya uygulanan 10 mg/ml’lik Perlinganit dozuna uygun olacak sekilde 1000 kez sulandirilmis.
**: Hastaya uygulanan 10 mg/ml’lik Perlinganit dozuna uygun olacak sekilde

C.2.2) INVIVO HASTA GRUBU CALISMASI

IV Perlinganit uygulanan hastalardan inflizyon dncesi ve infiizyondan 1 ve 24 saat
sonra alinan kan Srneklerinin 6ncelikle Hb degerleri 8lgiildii ve GSH 6lgiimii yapildi Daha
sonra her kandan eritrosit paketi hazirlanarak Slciimier igin gerekli olan Hb degerlerinde
hemolizatlar olugturuldu. Tiim hemolizatlarda, GSH-Px, G-6PD, CAT, SOD ve GST enzim
aktiviteleri dlgiildii

C.2.3) UYGULANAN YONTEMLER
C.2.3.1) HEMOGLOBIN TAYINI (55):

e _Prensip:

Alkali ortamda Hb’nin ferrisiyantit ile methemoglobine doniismesi ve olusan
methemoglobinin potasyum siyaniir ile siyanmethemoglobin bilesifini olusturmas1 temeline
dayanir. En son olusan bilesigin 546nm’de verdigi absorbans Hb konsantrasyonu ile

orantitidir.
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o  (Cizeltiler:

Drapkin’s ayunact: 1g Sodyum bikarbonat, 0.2g. potasyum ferrisiyaniir ve 005g
potasyum siyaniir, iceren karigim 1000ml distile suda ¢dziiliir Koyu renkli siselerde oda

1s1s1nda 6 ay stabildir.

o  Prosediir:

Numune Kor y
Drapkin’s ayuaci (ml.) 6 6
Eritrosit paketi (uL) 20 20
Numune ve ko1 oda 1sisinda 10 dak. bekletilerek 546 nm’de absorbans okunur
C232)KATALAZ TAYINI (56) :
e Prensip:
H;02’nin CAT tarafindan O, ve HxO’ya pargalanmasi suasinda reaksiyon karisimindaki
240nm’de absorbansin diigmesi esasina dayanan bir yéntemdir (€249: 0.00394+ 0.0002 mmol
L mm™ |
¥
&

o Cozeltiler: ‘
1) Fosfat tamponu (50 mmol/L,pH:7.0) ‘
a) 6. 81g KH,PO,, 1000ml bidistile suda ¢éziiliir.
b) 8,90g Na,HPO,:H,0, 1000ml bidistile suda ¢éziiliir.

Soliisyonlar a ve b’de strast ile 1:1,5 (v/v) oraninda karistirlir.
2) HO; (30mmol/L): 0,34ml %30’ Iuk H,O,, fosfat tamponu ile 100m!’ve tamamlaniz.
Fosfat tamponu 2°C’de stabildir. H,0; ise giinliik hazirlanmahidar
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s Prosediir:

Eritrosit paketinden 1/5 soguk distile suyla hemolizat hazirlanir 1/5 diliisyondaki
hemolizatin hemoglobin degerinin %5g olmas: saglann Bu diliisyondaki hemolizat,

pH:7.0°deki fosfat tamponu ile 1/500 kat diliie edilir

Kér | Numune
Fosfat tamponu (uL) 700 - {
Hemolizat (uL) 1400 1400 @
Hy0; (uL) - 700

Reaksiyon H;O; eklenmesiyle baglatilir Baslangic absorbansimin, A=0.500 civarinda
olmas1 saglanit. 15 sn boyunca absorbanslar kaydedilir. 15 sn’deki AAjsg’in 0 100°den bityiik

ve 0.020’den kiigiik olmamasina dikkat edilir.

¢ Aktivitenin hesaplanmasi:

k=23/At x log (Ag/A;5)

k=2.3/15 x log (Ag/A15) = 0.153 x log (Ag/As) s (ml)

Litredeki k degeri hesaplanacag igin ¢ikan sonug 1000 ile ¢arpilds;

»-':..': oz

K =153 x log (A¢/Ass) s'L!

Numune 2500 defa diliie edildigi i¢in bulunan de@er 25000 ile garpild, ¢ikan sonug
stok hemolizattaki Hb %5g. oldugu i¢in 50°ye boliinerek CAT’m k/g Hb degeri bulundu;

} k/g Hb={ log (A¢/A1s) ] /50 x 382500

Anormal kinetii nedeniyle CAT Unitesi i¢in “First order reaksiyon sabiti (k) “
______ } kullanildi ve eritrosit CAT’inin spesifik aktivitesi hemoglobinle iliskilendirilmis sekilde
| k/g Hb olarak verildi
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¢  Enzimin Stabilitesi:

CAT intakt eritrosit ve konsantre hemolizatta 2°C’de birkac giin, diltie hemolizatta ise 5-
10 dak. satabildir.

e Metodun Degerlendirilmesi:

C.V. Degeri: Eritrosit paketinden hazirlanan hemolizatta arka atkaya yapian olgiimier
sonucunda C.V. degeri % 4.34 olarak bulundu.

CAT Olgiimleri igin C.V: Degeri

Caligilan numune n x+SD C.V.(%)

Hemolizat 12 339.85 %434

* _Yontemin SpesifikliZi:

Bu yontemle H,O;’nin dekompozisyonunu katalizleyen her madde belirlenebilir Ancak
diger “hem” bilesiklerinin aktivitesi ¢ok daha diigiik oldugu igin ( 10'3-10'4) metodun CAT igin
spesifik oldugu disiiniilebilir. Siipheli durumlarda CAT inhibitrlerinin eklenmesi ( 6rnedin,
NaN3; 0.1 mmol/L) H;O, dekompozisyonunn CAT’ami yoksa diger bilesikleremi ait
oldugunu gésterit.

C 2.3.3) G-6PD TAYINI (78):

i

¢ Prensip: 1
“Modifiye Zinkham Yontemi” kullanilarak 6l¢iim yapildi.

G-6PD
G6P + NADP* » 6PG+NADPH + H*

Reaksiyon sonunda agi13a ¢ikan 6-fosfoglukonat (6PG) asagidaki reaksiyona katilir

6PGD
6PG + NADP* » Ribuloz-5-Fosfat + CO,+ NADPH + H*
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Reaksiyonun baglangi¢ sathasinda, yani hizin lineer olaiak artis gosterdigi donemde,
olusan NADPH miktan ile G-6PD enzim miktar orantiidiz Olusan NADPH i 340nm’de

verdifi absorbans artig, kinetik olarak izlenerek G-6PD aktivitesi olgtiliir. Olgiimler pH:
7 4’te yapilamaktadiz.

o  Cozeltiler:

1) Stabilize edici soliisyon: 2,7mM EDTA ve 07 mM 2-merkaptoetanol karisimiyla

hazirianit.
2) NADP* (2mM): 0-4 °C’de 2 hafta, -20°C’de 1 y1l stabildir.
3) G6P (6mM): 0-4 °C’de 2 hafta, -20°C*de 1 yil stabildir
4) MgCl, (0,1M): 0-4 °C’de 2 hafta, 20°C’de 1 y1l stabildir,
5) Tris-HCI tamponu ( 1M, pH:8,0): 121.1 g Tris (hidroksietil aminometan)tartilarak;
tizerine 250 ml distile su ve 650 ml IN HCI eklenir ve ¢dziliir. pI:8.0 olarak ayarlamr

ve voliim 1 litreye tamamlanir. 0-4 °C’de uzun siire stabildir.

Reaksivon katigtmmin hazirlanmasi: Deney tiipleri igerisine; 550 pL distile su, 100uL

NADP?, 100uL Tris-HCl ve 100uL MgCl, pipetlenerek -20°C’de 1yil stabildir.

Numunenin ahnmasi: Numuneler asit-sitrat-dekstroz, EDTA veya heparinli tiiplere alinabilir

Bu sekilde aliman numunelerde enzim; 0-4 °C’de14-20 giin, 25 °C’de 5 glin stabildir

o Prosediir:

Numune Koér
Reaksiyon karisimi (uL) 850 850
Hemolizat (uL) 50 50
G6P (6mM) (nL) 100 -
Distile su (uL) - 100

Kér kiivetine distile su, numune kiivetine G-6P eklenerek reaksiyon baslatilir.

340nm’deki dakikalik optik dansite degerleri 10 dakika boyunca kaydedilir.
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e Aktivitenin hesaplanmasi:

Dakikalik optik dansite artismm ortalamasi (AOD/ dak) hesaplanir. Daha sonra bu
deger agagidaki formiile yerlestirilerek g Hb bagina diisen enzim aktivitesi olarak belirlenir

IU/g Hb = (AOD/At) /[ £ x %g Hb x V/V]

IU/g Hb = [(AOD/dak) x 10° ]/ 6.22 x Hb® x Hemolizat hacmi’

=S

a: Yog. b:mikrolitre hemolizat/ ml reaksiyon karigimm

[U/g Hb = [(AOD/dak) x 10° /311

o  Metodun degerlendirilmesi:

Eritrosit paketinden hazitlanan hemolizatlatla, arka arkaya yapilan dlgiimlerde G-6PD

Sl¢lim yonteminin C V. deZeri %4 23 olarak bulundu

G-6PD Olgiimleri I¢in C.V: Degeri
Calisilan numune n x+SD CV.(%)
Hemolizat 10 8701036 423

C.2.3.4) Se-GSH-Px ENZIM TAYINI (79):

P _ iy

¢ _Prensip:

Se-GSH-Px aktivitesi Paglia ve Valentina’nin  birlesik enzimatik yontemi modifiye
edilerek tayin edildi. Birinci agamada rediikte glutatyon, Se-GSH-Px tarafindan katalizlenen
bir reaksiyonla t-BOOH kullamlarak okside edilir. Ikinci asamada ise ortama eksojen olarak
cklenen GR, yine ortama eksojen olarak eklenen NADPH’1 kullanarak okside glutatyonu
yeniden rediikler. Bu sirada 340nm’de NADPH absorbansindaki azalma 6lgiiliir.

o Cizeltiler:

1) Fosfat tamponu (50mM, pH: 7.2). K;HPO, ve KHPO4 kullamilarak hazirlands.

T'ampon kahverengi sisede , 4 °C’de 1 yil stabildir




2) Reaksiyon kanisimu: 15m! fosfat tamponunda ¢oziitiir
a) EDTA (0 3mM): 0.00221¢g
b) NADPH (0.1mM): 0.001666 g
c) GR(0.5U): 0.014 g
d) NaN; (0.5mM): 0.00065g.
3) Rediikte glutatyon (GSH): 0.0015 g glutatyon 2ml tamponda ¢oziiliir
4) t-BOOH: 54.78 uL / 100ml olacak sekilde distile suyla hazirlanir.

o Prosediir:

B-metkaptaetanoliu stabilize edici ajanla, eritrosit paketinden %1g Hb olacak sekilde

hemolizat hazirlamr.

GSH (+) GSH (-
Reaksiyon karigim (ulL) 750 750
Hemolizat (uL) 50 50
GSH (pL) 100 -
Distile su (uL) - 100
t-BOOH (ul) 100 100

t-BOOH eklenmesiyle birlikte her numunede 340nm’de GSH (+), ve GSH (-) denevlerin
3’er dakikalik 6lgtimleri yapili.

o _Aktivitenin hesaplanmasi:

GSH (+) ve GSH (-) ‘li dlgiimlerin AOD’si bulundu. Aktivite hesaplanmas1 G-6PD

aktivite Slgtimiinde belirtildigi sekilde yapild:

Se-GSH-Px Aktivitesi (U/g Hb): [GSH (H)AOD- GSH (-)AOD/311] x10°

¢ Metodun Degerlendirilmesi:

Aymi erifrosit paketinden hazirlanan hemolizatlarla yapilan arka arkaya olgiimler

sonucunda yontemin C.V: degeri % 5.53 olarak bulundu
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Se-GSH-Px Olgiimleri icin C.V: Degeri

Caligilan numune n x+SD CV.(%)

Hemolizat 10 4.1+0.40 5.53

C.235) Cw/ Zn SOD TAYINI (80):

o Prensip:
Epinefrinin otooksidasyonu sonucu adrenokrom olugur Bu otooksidasyonun , Cu/Zn-SOD

ile inhibisyon yiizdesine gére enzim miktar1 hesaplamr. Adrenoromun maximum absorbans
verdigi 480nm’deki absorbans degisikligi SOD inhibisyonuyla iliskilidir.
o  (Cozeltiler:

1) Na;CO3/NaHCOj3 tamponu. (0 3M, pH:10.2):

2y EDTA (0.75M)

3) Epinefrin (1.8 mM, pH:2): 0.01M HCl ile giinlitk hazirlanir.

*_Prosediir:
Eritrosit paketinden buzlu distile suyla %5g Hb i¢eren hemolizat hazirlanir. Hazirlanan bu

hemolizat daha sonra tamponla 500 kat dilile edilerek 6lgiimde kullanilir,

Kontrol | Numune
Tampon (uL} 550 550
EDTA (uL) 400 400
Hemolizat (uL) - 50
Distile su (uL) 50 -
Adrenalin (pL) 500 500

Ortama en son 0 5mL epineftin eklenerek hemen kaustmilu ve 480nm’de kore kars:

numune ve kontrol tiiplerindeki absorbans degisimi 3 dakika boyunca izlenir.
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¢ Standart hazirlanmasi:

20mM potasyum fosfat tamponu (pH:7.4) iginde 0.0625, 0125, 0.25 ve 0.5 pg/mL

konsantrasyonlarda hazirlanan Cu/Zn-SOD (Bovine eritrosit SOD, Sigma) standartlar
numune gibi ¢ahisildl Tiim standartlar ¢ift ¢aligilarak ortalamalar: alind:. Konsantrasyon

absorbans (%o inhibisyon) degerleri arasinda yapilan regresyon analizinde:

Konsantrasyon (ug/mL)= [ (% inhibisyon x 0.0202)-30.18 } /35 11
Seklinde bir iligki saptandi; korelasyon: r=0 98 olarak bulundu.

¢ Aktivitenin Hesaplanmasi:

Kontrol tiiptinde inaktif enzim kullanildig: igin, epineftin kolayca nonenzimatik olarak
adrenokroma oksitlenir. Bu nedenle kontrol tlipiindeki inhibisyon yiizdesi sifirdir. Standart ve

numune tiiplerindeki inhibisyon yiizdesi Cu/Zn-SOD konsantrasyonuna bagh olarak degisir.

Kontrol tiipliniin AOD/dak 100aktif birim
Standartin AOD/dak X

X=[ (AOD standart/dak) / (AOD kontrol/dak) ] x 100

Standartin % inhibisyon degeri= 100-X

Kontrol tiipiintin AOD/dak 100altif birim
Numunenin AOD/dak Y

Y=[ (AOD numune/dak) / (AOD kontrol/dak) ] x 1

Numunenein % inhibisyon degeri= 100-Y

Numunenin % inhibisyon degeri bulunduktan sonia standart ¢caligmasi ile elde edilen

formiilde yerine konur Sonug¢ %1g Hb cinsinden verilecegi i¢in numunenin son hacmindeki

Hb hesaplanir ve orantt kurularak %1g . Hb i¢in enzim aktivitesi bulunur.
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o  Metodun Degerlendirilmesi:

Eritrosit paketinden hazirlanan hemolizatta arka arkaya yapilan 6iglimlerde C:V: degeri

945.13 olarak bulundu.

Cu/Zn-SOD Olgiimleri I¢in C.V: Degeri

Calisilan numune n x+SD CV.(%)

Hemolizat 11 52.76+10 30 513

¢ Yontemin SpesifikliFi:
Alkalen pH’da Mn-SOD ve bazi SOD gibi davranan maddeler inhibe olmaktadu Bu

nedenle bu metod temel olarak Cu/Zn-SOD i¢in énerilmektedir.

C2.3.6) REDUKTE GLUTATYON TAYINi (55):

e Prensip:

Eritrositlerdeki nonprotein stilfidril gruplarinin hepsi redikte glutatyon formundadu 5,5°-
Dithiobis (2-nitrobenzoik asit), veya DINB bir disiilfid kromojendir ve stilfidril bilesikler ile
indirgenerek koyu sari bit renk verir. Rediikte kromojenin absorbanst 412nm’de 6lgiiliir.

Heparinli tliplere alinan kanlarda &lgiimler aym giin yapilir.

s (Cozeltiler:

1) Presipite edici soliisyon: 1.67g glasiyal metafosforik asit, 0.20g disodyum veya
dipotasyum EDTA ve 30.0 g NaCl tartilir; distile suda ¢oziilditkten sonra hacim 100mL’ye
tamamlanir. Bu soliisyon 4 °C’de 3 hafta dayaniklidir

2) Fosfat soltisyonu (0.3M): 10.65g. Nap,HPOy tartilir ve distile suyla hacim 250 mL’ye
tamamlanir. Soliisyon 4 °C’de uzun siire stabildir.

3) DINB sollisyonu: 40mg 5,5-dithiobis, 1g/dL’lik sodyum sitrat soliisyonu ile
¢oziildiikten sonra hacim 100 mL’ye tamamlanit. Bu soliisyon 4 °C’de 13 hafta dayaniklidir
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4) GSH standartlart: 10 mg. GSH tartilir ve distile suyla 10mL’ye tamamlamr (100mg/dL)
Bu standarttan 2 5-5-7.5-10 mg /dL olacak sekilde diliisyonlar yapilr Bu soliisyonlar giinkiik
taze olarak hazirlanmahidir

o Prosediir:
200 pL tam kan fizerine 1800 pL distile su eklenerek hemolizat hazitlanir. Bu hemolizatin
tizerine 3mL presipite edici soliisyon eklenerek kanstirilu. 5 dak oda isisinda bekletilerek

stire sonunda filtre kagidindan siiziiliir, Elde edilen filtrat ile agagidaki yontem uygula

Kér Numune
Filtrat (uL) - 500
Presipite edici (uL) 300 -
Distile su (L) 200 -
Fosfat tamponu (uL) 2000 2000
DTNB (uL) 250 250

Bundan sonra numune ve kér deney tiipleri li¢ kez kangtirilir ve 4 dak. icinde 412

nm’de absorbanslar okunur. Orijinal tam kanin Hb degeri &lgiliir,

e Standart Calismasi:

Daha once tanimlandifi sekilde hazirlanan standart soliisyonlarla yapilan olgiimler
sonunda elde edilen absorbans degerleri ile konsantrasyon degerleri arasinda yapilan

regresyon analizi sonunda;
Konsantrasyon=1.04 + [ 14.04 x (OD) ]
seklinde bir iliski ortaya konuldu ( korelasyon: 1=0 989 )

Ortamdaki Hb degeri hesaplanarak sonuglar 1g/dLHb basgina olacak sekilde ayarland:
ve GSH mg/g.Hb seklinde belirlendi.
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o Metodun Degerlendirilmesi:

Arka arkaya yapilan l¢limlerde C.V. degeri % 6 88 olarak bulundu

C237) GLUTATYON S TRANSFERAZ TAYINI (81):

e Prensip:
Redtikte glutatyon ve 1-kloro-2,4 Dinitrobenzen substrat olarak kullamldign ve GST

enzimi tarafindan tiyoeter-2,4-dinitrofenil glutatyon bilegiginin olusturulmast ve bu sirada

340nm’deki absorbans degisikliginin GST aktivitesi ile iliskili olmas1 esasina dayani

o Cozeltier:
1) Fosfat tamponu (0. 1M, pH:6 5): 0 8709z K;HPO, ve 0.680g KH,PO, ayr1 ayn S0mL

distile suda ¢oziilerek pH:6.5 olacak sekilde karistinlir 4°C’de uzun siirede stabildir.
2) 1-kloro-2,4 dinitrobenzen (CDNB) (10mM): 1/5 oraninda dnce etanolde eritilerek ayni

oranda {izerine tampon eklenir.

3) GSH (10mM): 0.003070 g GSH 1mL tamponda ¢oztiliir.
¢ _Numune:
Eritrosit paketinden 1g /dL Hb olacak sekilde distile suyla hemolizat hazirlamr. Olgiimde

bu hemolizat kullanilir.

e Prosediir:

Deney
GSH (uL) 100
CDNB (uL) 100
Tampon (UL} 725
Hemolizat (uL) 75
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Ortamin 1s1s1 30 °C olacak sekilde ayarlanir. Deneyden énce tampon 30 °C’de 5 dak.
bekletilit. Substratin (CDNB) eklenmesiyle reaksiyon baslatilarak, 340nm’de 6 dak. Sire ile

absorbans okumasi yapihir.

¢__Aktivitenin Hesaplanmasi:

Absorbans 6l¢iimlerinin AOD’si hesaplanarak, sonuglar AOD/g Hb olatak belirlendi

¢  Metodun Degerlendirilmesi:

Aym eritrosit paketinden haznlanan hemolizatlarla arka arkaya yapilan olglimler

sonucunda yontemin C.V. degeri %6 23 olarak saptand.

GST Olgiimleri I¢in C.V: Degeri

Caligilan numune n x+8D CV.(%)
Hemolizat 12 17.01+2.90 623

C.2.4) KULLANILAN LABARATUVAR MALZEMELERI

C241) GERECLER

1} Fotometreler:

a) Beckman model 26 spectrophotometer
] b) Bohringer Manhaim photometer 4010
- ¢) Shimadzu UV 1600 ﬁ
2) Yazdirici: beckman model 39 printer |

3) Su banyosu:
a)Niive BM 100

4) Santriftij:
a) Heraus (Christ) sogutuculu santrifiij
b)Niive NF 815

5) Hassas terazi: Sartorius 2472

e 6) Derin dondurucu: Karteknik marka dondurucu -20°C’ye kadar inebilen ilave
- motorlu
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7} Test tiipti: 16x160 mm

8) Otomatik pipet: Biohit marka; 5-50, 50-200, 200-1000 uL’lik
9) Cam pipet: 1,2,5 ve 10 mL’lik serolojik

10) 10)Cam balon jojeler ve beherler

C242)KIMYASAL MALZEMELER

Tim kimyasal maddeler “Sigma™ ve “Merck’ten” temin edildi

C.2.5) KULLANILAN ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Tim sonuglar ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi Istatistiksel
deferlendirmeler “SPSS” paket programi kullanilarak gergeklestirildi. Grup igindeki farklar
“Paired Student ¢ Testi” ile karsilastirild1. Inkiibasyonlardaki GSH konsantrasyonunun zamana
gore degigimi “Tekrarlayan Analizlerde Varyans Olgiimii Testi” ile degerlendirildi,
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D) BULGULAR

D.1) INKUBASYON DENEYLERI

D.1.1) 1 SAATLIK INKUBASYON SONUCLARI

Nitrogliserin ile yapilan inkiibasyon sonuglari, hem serum fizyolojik hem de izotonik
glukoz inkiibasyon sonuglart ile kargilagtiriddifr zaman, CAT ve GSH-Px enzim
aktivitelerinde anlamli bir inhibisyon olusturdugu saptandi (Her iki enzim i¢in p<0 001).

Yine aym deney grubunda CAT ve GSH-Px aktivitesi, Izotonik glukoz
inkiibasyonlarinda serum fizyolojik inkiibasyonlar ile karsilagtinldiginda anlamli olarak
yiitksek bulundu (Her iki enzim i¢in p<0.001) (Tablo IV ve V, Sekil 5 ve 6)

Nitrogliserin ile yapilan inkiibasyon sonuglari, hem serum fizyolojik hem de izotonik
glukoz ile yapilan inkiibasyon sonuglar: ile karsilastiildiginda Cu/Zn-SOD, G-6PD, GST
aktivitelerinde ve GSH diizeylerinde anlamh bir farkhilik bulunmad.

Aym parametrelerde ; izotonik glukoz ve serum fizyolojik ile yapilan inkiibasyonlar

sonucunda elde edilen degerler arasinda da anlamli bir farklilik bulunmadi. (Tablo VI)
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Tablo IV: Eritosit tizerine Serum fizyolojik, Izotonik glukoz ve Nitrogliserin eklenmesiyle yapilan
inkiibasyonun 1. saatindeki CAT degerlerinin karsilagtinilmasy

Serum Fizyolojik fzotonik Glukoz Nitrogliserin
n 30 30 30
CAT (k/g.Hb) 5523 + 68.30 673.63 +69.40% 32216 +62.32""

*: Serum Fizyolojik ile karsilagtinldiginda, p<0.001
*:1zotonik glukoz ile karsilastinildiginda, p<0.001

700
600
500
400
300
200
100

CAT (k/gr.Hb)

S Fiz Iz Glu Nitrogl.

Sekil 5: Eritrosit tzerine Serum fizyolojik (S Fiz), lzotonik glukoz (iz Glu) ve Nitrogliserin (Nitrogl )
eklenmesiyle yapilan inkiibasyonun 1 saatindeki CAT degerleri.

Tablo V: Eritrosit tizerine Serum fizyolojik, Izotonik glukoz ve Nitrogliserin eklenmesiyle yapilan inkiibasyonun

1 saatindeki GSH-Px degerlerinin kargilagtiriimas:.

Serum Fizyolojik Izotonik Glukoz Nitrogliserin
n 30 30 30

GSH-Px (U/g Hb) 435+0.58 5.55+0.62° 217 £0.57%P

*: Serum Fizyolojik ile kargilastinldiginda, p<0 001
>:1zotonik glukoz ile kargilagtinldigmda, p<0 001
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GSH-Px {U/gr.Hb)

S Fiz. iz Glu. Nitrogt.

Sekil 6: Eritrosit Uzerine Serum fizyolojik (S Fiz), Izotonik glukoz (iz Glu) ve Nitrogliserin (Nitrogl. )
eklenmesiyle yapilan inktibasyonun 1. saatindeki GSH-Px degerleri

Tablo VI: Eritrosit lizerine serum fizyolojik, izotonik glukoz ve Nitrogliserin eklenmesiyle yapilan inkiibasyonun

1. saatindeki Cw/Zn SOD, G-6PD, GSH ve GST degerleri

Serum Fizyolojik Izotonik Glukoz Nitrogliserin
n 30 30 30
CwZuSOD(U/gHDb) | 4736+ 12.16 47.66 £11.47° 47.06+11.46 *°
G-6PD (U/g.Hb) 6.98 £ 1.76 6.85+ 184 674+186%"
GSH (mg /g.Hb) 25.66 + 5.67 2503 +599° 2520+ 583 %°
GST (A OD) 16.86 + 4 41 17.03 £3.51° 1716 £3.94 %P

*: Serum Fizyolojik ile kargilastirildiginda
":zotonik glukoz ile karsilastuildiginda

D.1.2) 3 SAATLIK INKUBASYON SONUCLARI

Nitrogliserin ile yapilan inkiibasyon ve hem serum fizyolojik hem de izotonik glukoz
ile yapilan inkiibasyonlar karsilastinldiginda CAT ve GSH-Px aktiviteletinde anlamh bir
farklilik bulundu. (Her iki enzim i¢in de p<0 001)
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- Aym deney grubunda CAT ve GSH-Px aktivitesi; izotonik glukoz inkiibasyonunda
‘ﬁ serum fizyolojik inliibasyonu ile karsilastmidiginda anlamli olarak yiiksek bulundu ( Her iki
N enzim i¢in de p<0.001) (Tablo VII ve VIIL, Sekil 7 ve 8)

; Ttim inkiibasyon sonuglar: birbirIe;iyle kargilastirildiginda; Cw/Zn-SOD, G-6PD, GST
- enzim aktivitelerinde ve GSH diizeylerinde anlamls bir farkhilik bulunmads. ( Tablo IX)

Tablo VIL: Eritrosit fizerine Serum fizyolojik, Izotonik glukoz ve Nitrogliserin eklenmesiyle yapilan

“ inkiibasyonun 3. saatindeki CAT degetlerinin karsilastiriimas:
“ Serum Fizyolojik Izotonik Glukoz Nitrogliserin
- n 30 30 30
CAT (Kg.Hb) 550.03 + 623 670.63 £674* | 326,66 + 60.50™"
i *: Serum Fizyolojik ile karsilagtrildiginda, p<0 001
o *:1zotonik glukoz ile karsilagtrildigmda, p<0 001
] 700
= 600
b S 500
T
am g’ 400
- = 300
M S 200

100

0

S Fiz iz Glu Nitrogl.

Sekil 7: Eritrosit Uzerine Serum fizyolojik (S.Fiz), lzotonik glukoz (izGlu) ve Nitrogliserin (Nitrogl.)
eklenmesiyle yapilan inkiibasyonun 3. saatindeki CAT degerleri
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Tablo VIIL: Eritrosit lizerine Serum fizyolojik, Izotonik glukoz ve Nitrogliserin eklenmesiyle yapilan

inkiibasyonun 3. saatindeki GSH-Px degerlerinin karsilastiriimas:

Serum Fizyolojik | Izotonik Glukoz Nitrogliserin
n 30 30 30
GSH-Px (U/g.Hb) 4.00 £ 0.48 5.51+0 54 229+ 050%P

*: Serum Fizyolojik ile karsilastmldigimda, p<0 001
®:izotonik ghukoz ile karsilagtirildiginda, p<0.001.

GSH-Px (U/gr.Hb)

S Fiz. iz Glu

Nitrogl

Sekil 8: Eritrosit Uzerine Serum fizyolojik (S.Fiz), Izotonik glukoz (IzGlu) ve Nitrogliserin (Nitrogl )

eklenmesiyle yapilan inkiibasyonun 3. saatindeki GSH-Px degerleri

Tablo IX: Eritrosit izerine serum fizyolojik, izotonik glukoz ve Nitrogliserin eklenmesiyle yapifan inkiibasyonun
3 Saatindeki Cu/Zn-SOD, G-6PD, GSH ve GSI degerleri

Serum Fizyolojik Izotonik Glukoz Nitrogliserin
Deney sayist 30 30 30
Cw/ZnSOD (U/grHb) 49.86 £11.70 48.31 £12.55 5343 £11.80
G-6PD (U/gr Hb) 598+ 187 6.70+1.72 6.84+179
GSH {mg/g Hb) 2498 £591 2498 +£591 2492+ 491
GST (A OD) 1601 +£402 16.83 £3.76 1720 +363
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D.1.3) INKUBASYONLAR SIRASINDA GSHIN ZAMANA GORE
DEGISIMI
Inkiibasyonun 0., 3 , 6., 9., 12. ve 15. Dakikalarinda yapilan GSH él¢iimlerinde; Serum
fizyolojik, Izotonik glukoz ve Nitrogliserin inkiibasyonlarmda GSH’1n zamana bagli, anlaml
olarak azaldig: saptandi (p<0.001)
Aym dakikalardaki 3 inkiibasyon grubu arasinda GSH degerleni karsilastirnldiginda
anlamli bir farklilik bulunmads. ( Tablo X ,Sekil 9) {

Tablo X: Eritrosit lizerine serum fizyolojik, izotonik glukoz ve Nitrogliserin eklenmesiyle yapilan inkiibasyon

sirasmda GSH konsantrasyonlarmin zamana gore degisimi

GSH (mg/g.Hb)
Dakika 0 3 6 9 12 15
S.Fizyolojik 24.40+4 .64 24 08+4.21 230444 50 22.94+4 40 2342421 | 23 3444 15°

iz.Glukoz 247044 32° | 24 00+498° | 24.04+4 82° | 233124 17° | 23.0343 270 | 23 334,05

Nitrogliserin | 24 60+4.14™¢ | 24 3044 54™° | 24 2644 25™° | 23 07+4 47> { 23 1724 20> | 22 8343 50%°¢
Deney sayisi 10 10 10 16 10 10

% Zamana bagli anlamh olarak azald:, p<G 001
®:Serum fizyolojik ile kargilastirldiginda,
¢ :1zotonik glukoz ile karsilastildiginda anlamh bir degisiklik yok

——— [z Glu w
Nitrogl.

S.Fiz.’e g6re degigim yiizdesi

Sekil 9; [zotonik glukoz ve Nitrogliserin ile yapilan inktibasyonlarda GSH diizeylerinin zamana gére Serum
fizyolojik ile karsilagtirmali degisim yiizdesi
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D.2) HEMOLIZAT UZERINE EKLENEN NiTROGLISERININ
OLCULEN PARAMETRELER UZERINE DIREKT ETKISi

Tim deneylerde Nitrogliserin eklenmesiyle elde edilen CAT, GSH-Px, Cw/Zn-SOD,
G-6PD ve GST enzim aktiviteleri ve GSH diizeyleri ile hem Izotonik glukoz hem de Serum
fizyolojik eklenmesiyle elde edilen degerler arasinda anlamli bir farklilik bulunamadi.

Ayni deneylerde, serum fizyolojik ve izotonik glukoz eklenmesiyle elde edilen

degerler arasinda da anlamli bir farkhilik bulunmadi.(Tablo X1)

Tablo X1:Hemolizat tizetine Serum fizyolojik, Izotonik glukoz ve Nitrogliserin eklenmesiyle elde edilen eritrosit

CAT, GSH-Px, Cu/Zn-80D, G-6PD, GSH ve GST degetleri

Serum Fizyolojik Izotonik glukoz Nitrogliserin
Deney sayisi 30 30 30
CAT (k/g. Hb) 491.13+137 20 50156+141.26 51580+112.92
GSH-Px (U/g Hb) 3.31+1.21 3.2941 13 3.26+1 .31
Cu/Zn-SOD (U/gHDb) 49.46+13 22 48.83+£11.19 49.03£12.19
G-6PD (U/g. Hb) 7.92+1.63 7.30+1.61 8.27+1.81
GSH (mg/g.Hb) 23.53+5.69 23.6045 .32 23.804£5.29
GST (A OD) 16.76£3.30 16 86+3 22 16.73+£3.07

D.3) HASTA GRUBU CALISMASI

Tim hastalarda IV Nitrogliserin infiizyonunun 1. saatindeki CAT ve GSH-Px
aktiviteleri inftizyon oncesi degetlerle karsilastirildiginda anlamli olarak azalmis bulundu
(p<0.001). Bu iki enzimin infiizyonun 24. saatindeki degetleri ile infiizyon dncesi degetleri
kargilastinldiginda; her iki enzimin 24 saatte de anlamli olarak azaldigi saptandi (p<0.001)
Infiizyonun 1. saati ve 24. saati arasindaki degetlerde anlamli bir farklilik bulunmadi. (Tablo
XI1I ve XIII, Sekil 10 ve 11)
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Tablo XII: Nitrogliserin uygulanan hastalarda eritrosit CAT aktivite degerleri

Uygulama Oncesi 1. saat 24. saat
Hasta sayisi 22 22 13
CAT (k/g.Hb) 739.59+92.29 440.13£111.92* | 459.84+130.73 °

% Uygulama dncesi deger ile karsilagtirildiginda, p<0 001

" 1 saatlik deger ile karglagtmitdiginda anlamli farklilik bulunamad:

800

700
600
500
400
300
200
100

CAT (K/gr.Hb)

Once 1 saat

24 szat

Sekil 10: Nitrogliserin uygulamasinin hasta eritrosit CAT aktivitesi itzerine olan etkisi

Table XIII: Nitrogliserin uygulanan hastalarda eritrosit GSH-Px aktivite degetleri

Uygulama Oncesi 1. saat 24. saat
Hasta sayis1 22 22 13
GSH-Px(U/g Hb) 5.84+1.83 3.22+1.70° 3.80+1,13%"

®: Uygulama oneesi deger ile kargilastinldigmda, p<0.001

b 1 saatlik deger ile karsilagtirildigimda anlamh farkhilik bulunamadi
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GSH-Px (Ulgr.Hb)

o
o
; l.:.
=

Once

1 saat

24 saat

Sekil 11: Nitrogliserin uygulamasimm hasta eritrosit GSH-Px aktivitesi tizerine olan etkisi

Cw/Zn-SOD, G-6PD ve GST enzim aktiviteleri ve GSH diizevlerinde infiizyonun hem

1 saatinde hem de 24. saatinde; infiizyon Gncesi degerler ile karsilastirildiginda anlaml bir

farklilik bulunmad:. Yine aym parametrelerin infiizyonun 1. ve 24 Saatindeki degerleri

arasmda da anlamhi bir farklilik saptanmadi ( Tablo XIV)

TabloX1V: Nitrogliserin uygulanan hastalarin eritrosit Cuw/Zn-SOD, G-6PD, GSH ve GST degerleri

Infiizyon dncesi 1. saat 24. saat
Hasta sayisi 22 22 13
Cuw/Zn-SOD (U/g Hb) 80 00£11.14 81.13x16.22 82.42+14.76
G-6PD (U/g. Hb) 7.67+1.39 7.70x1 35 7.70£1.10 !
GSH (mg/g. Hb) 23.36+5.37 24.09+5.46 23.92+5.04
GST (A OD) 24 27+5.47 24 0444 58 24.53+5.56
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E) TARTISMA

Organik nitratlar yapilarindaki NO’yu birakabilmek i¢in degisik mekanizmalar kullamrlar
Endotel hticrelerinde tiyollii bilesiklerle etkileserek stabil olmayan nitrozotiyol bilesikleri
olusturup, bu bilesikler iizerinden ortama NO veritler. Bu reaksiyonda gérev alan tiyollu
vapilar; sistein, N-asetil sistein Ve. glutatyon gibi bilesiklerdir (1). Liposolubl yapilan
sayesinde hiicre membranlarindan, dogal olarak eritrosit membzanindan da kolaylikla gegen
organik nitratlar; eritrosit iginde de farkh mekanizmalan kullanatak yapilanindaki NO’i
ortama burakirlar (32). Bu konuda bagta hemoglobin olmak iizere, yapilarinda “hem” grubu
tagiyan proteinletle olan etkilesimleri olduk¢a dnemlidit. Hemoproteinlerin yapisinda bulunan
Fe, organik nitratlarin NO’i birakabilmek igin gereksinim duydugu oksidasyon-rediiksiyon
reaksityonlarina ¢ok uygun bir ortam vyarati. Bu durum organik nitratlarin hemoproteinlere
kars1 olan agin ilgisinin de bir agiklayicisidir (32,33).

Eritrositlerde Nitrogliserin ile yaptigimiz inkiibasyon deneylerinin sonucunda GSH-Px ve
CAT aktivitesinin , inkiibasyonun 1. saatinde anlamli olarak azaldigmi ve bu diisiik
aktivitenin inkitbasyonun 3 saatine kadar davam ettigini tespit ettik (Tablo IV, V, VII ve VIII,
Sekil 5, 6, 7 ve 8). Bu iki ezimdeki belirgin aktivite azalmasimin, organik nitratlardan
eritrositte degisik mekanizmalarla ortama birakilan NO ile iligkili olabilecegi goriisiindeyiz.
Cinkit aym numunelerin hemolizatlarn tizerine hemen 6l¢iim 6ncesi ayni konsantrasyonlarda
Nitrogliserin ekleyerek gerceklestirdifimiz enzim aktivite Sl¢iimlerinde higbir degisiklik

saptamadik. Bu deney bize Nitrogliserinin hicbir parametre tizerinde gerek enzim gerekse
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substrat diizeyinde inhibitér bir etki olugturmadig sonucunu gosterdi (Tablo XI). Yani CAT
ve Guanilat siklaz arasinda NO baglama konusunda bir kompetisyon oldugu yorumu
yapilabilir. Kruszyna ve arkadaglariin bu konuda daha 6nce yaptiklart ¢aligmalar bizim bu
goriiglerimizi destekler tarzdadwr (34) Organik nitratlardan Hb ile etkilesim yoluyla salman
NO yine Hb tarafindan yakalanmaktadir. Bu olay NO’nun Hb’nin degisik hibrid tirtinlerinin
“hem” Il subiinitleri tizerinden baglanmas: yoluyla ger¢eklesmektedir. Olusan bu nitrozile
{iriinler hava ortaminda IEF yoluyla aymm yapmak igin yeterli stabiliteye sahiptit Ve bu
durumda bile karakteristik EPR sinyallerini {iretmekteditler. Bu arastumacilar deney
hayvanlarina Nitrogliserini inflizyon yolu ile uygulayatak; uygulamadan &nce, uygulamanin 1.
ve 8 saatinde ve uygulamanin bitiminden sonraki 4. saatte kan omekleri alarak HbNO’yu
saptamaya calismislardir. Caligmanin sonunda HbNO’nun en yiiksek konsantrasyonlarimi
uygulamanin 1. saatinde elde ettiklerini bildirmiglerdir. Yani Nitrogliserinden eritrosit iginde
maximum NO salimmi uygulamanin 1. saatinde olmaktadur (34). Bizim deneylerimizde de
GSH-Px ve CAT aktivitelerinde meydana gelen inhibisyonun, uygulamanmn 1. saatinde
olmas1 dikkat cekicidir. Kruszyna ve arkadaglarmin yaptiklart ¢aligmalarin sonuglar1 ve bizim
bulgulanimz beraber degerlendirildiginde ; Nitrogliserin uygulamas1 sonucunda saptanan
eritrosit GSH-Px ve CAT enzimlerindeki aktivite kaybmin, Nitrogliserinden eritrosit iginde
meydana gelen NO saliumuyla iligkili oldugu geklinde bir yorum yapilabilir.

GSH-Px ve CAT enzimlerindeki Nitrogliserin uygulamasina bagh olarak gériilen aktivite
kaybi, Nitrogliserinin yapisindaki NO’yu birakmak igin eritrosit iginde kullandig:
mekanizmalarla iliskili olabilir. Gergekten de Kruszyna ve arkadaglarimn ¢alismalarina gore;
dzellikle CAT hemoprotein yapist nedeniyle bu mekanizmalarda yer almaktadir Bu konuyla
ilgili olarak daha &nce yapilan caligmalar; Azid,Hidroksilamin ve Hidralazin gibi ilaglardan
NO salinabilmesi igin bu ajanlanin 3 elektron tarafindan oksidasyona ihtiyag duydufunu
gbstermistir Nitrit ise daha farkli olarak 1 eclektronla rediikte olarak yapisindaki NO’yu
birakmaktadir Benzer mekanizmalar eger dekompanzasyon basamaklarn nitrit 1yonu
salinmasiyla sonuclanirsa; Nitrogliserin i¢in de gegetlidir.(32)

Hemoglobin redoks reaksiyonlarina katilan énemli bir molekildiir ve eritrosit iginde
yilksek konsantrasyonlarda bulunur, Hemoglobin ile olan direkt kimyasal reaksiyonlar;
Sodyum Nitroprussid, Nitrit, Nitrogliserin, Hidralazin gibi NO yoluyla etkisini gdsteren ilaglar
icin tanimlanmustn. Bu ajanlarn hepsi bu yolu kullanarak hemoglobini methemoglobine
doniistiiriir ve boylelikle hemoglobin fonksiyonlannda bozulmaya neden olur. Hemoglobinin

methemoglobine oksidasyonunda Hidroksilamin ve Hidralazin 1 elektronla rediikte olmak
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yerine, 3 elektronla okside olarak NO iiretir. Hidroksilamin Azid’le beraber CAT iizerinden de
yapisindaki NO’yu birakabilir. Hem Hidroksilamin hem de Azid CAT igin alternatif bir
substrat veya inhibitdrdiir. Eritrosit icinde CAT yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir.
CAT’1n yer aldign ve bu ajanlar tarafindan rat karacigerinde gosterilmis olan guanilat siklaz
aktivasyonu olay1 eritrosit iginde de meydana gelmektedir Bu olay NO salinimimm bir
gostergesi olarak kabul edilebilir (32, 33). CAT"1n hemoprotein yapisi bu ajanlar igin gerakli
olan 3 elektron oksidasyonuna uygundur Nitrogliserin de aymi bu ajanlarda oldugu gibi
yapisindaki NO’yu ortama biakabilmek igin CAT enzimi ile etkilesime girebilir,
Nitrogliserinin hemoglobin ile olan etkilesimi, nasil methemoglobinemi gibi hemoglobin
fonksiyonlarinda bozulmaya yol aciyorsa; CAT ile olan etkilesimi sonucunda da bu enzimin
aktivitesinde bir azalmaya yol agabilit. Biz, ¢aligmamizin sonucunda elde ettigimiz
Nitrogliserin uygulamasi ile olusan CAT aktivitesindeki inhibisyonun bu yolla olabilecegi
gortisiindeyiz. Bu diisiincemiz nitritlerin CAT inhibitérleri arasinda yer almasi konusunda
agiklayici olabilir (58) Ortama salinan NO, ayni hemoglobinde oldugu gibi, CAT tarafindan
yakalanarak ortamdan uzaklastirilabilir Bu diiglincemizi hemoproteinlerin guanilat siklaz
inhibitorleti olmalarina dair bulgular desteklemektedir (34). Ayrica invitro test sistemlerinde;
ortama eklenen hemoproteinlerin bazi organik nitratlarin etkisini inhibe ettigi saptanmistir.
Hemoproteinler hiicre disinda tutuldukiar1 = siitece, ekstraselliller etkili olan NO
vazodiladat&ilerin etkilerinin ortadan kalktig gosterilmistir (32).

Bir bagka taraftan, Nitrogliserin NO salabilmek i¢in endotel hiicrelerinde oldugu gibi,
eritrosit ortaminda da siilfidril grubu tasiyan molekiilerle de etkilesebilir CAT ve GSH-Px
enzimlerinde saptamig oldugumuz bu inhibisyon, bu enzimlerin yapilarindaki stilfidril gruplar
ile Nitrogliserin etkilesimi sonucu da meydana gelebilir. Siilfidril grubu tastyan molekiiller
icinde glutatyon oldukga 6nemli bir yer tutar. Glutatyon eritrositte oldukea vyiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Nitrogliserin ile etkilesim bakimindan diger siilfidrilli yapilar
icin bir ipucu tegkil edebilir Biz bu etkilesimin olup olmadigim belirleyebilmek icin
yaptifimiz deneylerin sonucunda; eritrositlerin Nitrogliserin ile yapilan inkiibasyonlarninda
kisa siireli GSH o6lgiimlerinde zamana bagli, anlamli bir degisiklik saptayamadik. Ama kisa
stireli GSH’ ta konsantrasyon degisiklikleri oldugunu gézlemledik (Tablo X, Sekil 9). Bu
bulgulardan yola ¢ikarak; Nitrogliserinin glutatyondan ziyade hemoproteinler iizerinden NO
saliverdigi diisiincesine ulagtik. Zaten okside glutatyonun rediikte glutatyona déniisiimiind
saglayan glutatyon rediiktaz i¢in gerekli olan NADPH iueticisi G-6PD ve glutatyonu substrat

olarak kullanan GST enzim aktivitelerinde de deneylerimiz sonucunda bir degisiklik
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saptamamistik (Tablo IV, IX ve XIV). Bu bulgular Nitrogliserinin eritrosit i¢inde glutatyon
yolunu kullanmadigim veya kullansa bile bu yolun NO salinimi igin temel olugturmadigim
gosterdi.

Nitrogliserin ile yaptifimiz inkiibasyon deneylerinin sonucunda saptamis oldugumuz CAT
ve GSH-Px inhibisyonu; Nitrogliserinden NO salinmasi sirasinda degil de, salman NO’nun
daha sonra eritrosit i¢inde girdigi bagka reaksiyonlar sonucu da meydana gelebilit. Ciinkii NO
bilinen bu maddeler hiicre iginde ve eritrositte degisik reaksiyonlari baslatabilitler (36) Bu
reaksiyonlar su sekilde 6zetleyebiliriz:

1) NO oksitlenerek nittit ve nitrata doniiglir. Olugan bu ara iiriinler hidrojen peroksitle
birleserek peroksinitriti olusturar. Zang ve arkadaglarimin bu konuda yaptiklan galismalar,
hidrojen peroksitin stiperoksid anyonuna déniisiimil i¢cin bir ara {iriin olarak peroksinitrit
yolunun kullamldigim gostermistir (82).

2) NO’nun kendisi de stiperoksid anyonuyla direkt reaksiyona girerek peroksinitrit
olustuzabilir (83).

NO yoluyla olusan hem peroksinitrit hem de NO, giiglii oksidan maddelerdir Bu
nedenle proteinlerdeki degisik amino asitlerle reaksiyonlara girebilitler NO, thiyi
radikallerine déniigerek sistein, triptofan ve trozin rezidiilerini okside eder. Peroksinifrit
tarafindan sistein rezidilerinin oksidasyonu daha komplekstir. Bu reaksiyon 1 veya 2
oksidasyon basama@i igerir Peroksinitrit tiyol gruplan ile reaksiyona girerek  thiyl
radikallerini olusturur. Bu temelde kiiglik bir yoldur Yapilan ¢alismalar peroksinitritin
tiyolletle nitrozotiyollere (RSNO) déniigmek icin reaksiyona girdigini gdstermistir. Ama bu
yolla RSNO geligimi diigtiktlir (%1°den az). Peroksinitrit metionin ile de hzli bir sekilde
reaksiyona girebilir (36, 83, 86).

Bu konuda yapilan ¢aligmalarin sonuglati oldukg¢a dikkat ¢ekicidir. 1mM peroksinitrit
10mg/mL’lik albiimin soliisyonu i{izerine eklendigi zaman, albiiminin —SH’inin tamamen
tikendigi, triptofan floresansmin %20 oraninda azaldif, tirozin rezidilerinin %10 oraninda
okside oldugu ve ~NI, gruplarnmn %5-10 oraminda azaldigi gozlenmistir. Oksidatif protein
hasarinin bagka bir gdstergesi olan, protein karbonillerinin artmis diizeyleri elde edilmistir
(36).

NO tarafindan olusturulan reaktif nitrojen iiriinlerinin, 6zellikle de peroksinitritin
neden oldufu degisik aminoasit modifikasyonlari, yer aldiklan proteinlerin yapisim ve

fonksiyonunu bozan bit neden olarak goriilmektedir (36). Biz bu ¢alisma ile saptamis
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oldugumuz Nitrogliserin tarafindan meydana gelen GSH-Px inhibisyonunun bu mekanizmalar
sonucu da meydana gelebildigini diisiinmekteyiz.

Bizim bu diisiincemiz Prince ve arkadaglarimin yaptiklari ¢alismalarin sonuglariyla da
desteklenebilir. Bu arastirmacilar peroksidaz, prostaglandin H sentaz ve riboniikleotid
rediiktaz gibi enzimlerin peroksinitrit tarafindan inhibe oldugunu 6ne siirmiislerdir Ciinki bu
enzimlerin yapilarinda bol miktarda tirozin rezidiisii bulunur. Enzim aktive oldugu zaman bu
tirozin rezidiileri tyrosyl radikallerine dontigit. Aktif merkezlerinde tasidiklar: bu tirozin
rezidiileri reaktif nitrojen {rtinleri tarafindan nitrozile oldugu zaman bu enzimlerin
aktivitesinde azalma olmaktadiz. Prince ve atkadaslari bu yolla NO tarafindan riboniikleotid
reditktaz enziminin inaktive oldufunu gostermiglerdir. Olusan bu inaktivasyon peroksinitrit
yoluyla olabilecegi gibi, direkt olarak NO’nun fonksiyonel tyrosyl 1adikali ile etkilesimi
sonucu da olabilmektedir. Bu reaksiyon anstabil intermedier nitrotirozin iirtinleri yolu ile
tirozin 1ejenerasyonuna yol agar. Sonug olarak NO’nun protein radikalleri ile olan reaksiyonu
enzim fonksiyonlarinda en 6nemli diizenleyici mekanizma olarak goriilmektedir (36).

Bu goriisii gliglendiren diger calismalar ise Asahi ve arkadaglarinin yapmis olduklan
¢alismalardir (84). Bu aragtirmacilar nitrik oksit donorleri tarafindan glutatyon peroksidazin
inaktive oldugunu gdsterdiler. Enzimdeki modifiye olmus bolge kiitle spektrometri voluyla
belirlendi. Bu teknikle iki peptid zinciri arasinda bir koprii identifiye edildi. Bir peptidin
katalitik merkezinde selenosistein 45 ve sistein 74 igerdigi diger peptidin sistein 91 igerdigi
saptanmustir. Burada iki olasi kombinasyon vardiz Selenosistein 45 ve sistein 91 veya sistein
74 ve sistein 91. GSH-Px’in yapisinda, Selenosistein 45 ve sistein 91 arasinda bir ¢capraz bag
olmasi daha uygundur. Peroksinitrit yoluyla katalitik merkezde selenosistein 45’in bir serbest
tiyol ile bir selenyl siilfite okside (Se-S) oldugu diisiiniilerek GSH-Px’in bu yolla inhibe
oldugu &ne siiriilmiigtir. Bu ¢aligmalarin sonucunda NO ve onun {iriinlerinin spesifik bir
sekilde selenyl siilfit tiretimi yoluyla GSH-Px’i direkt olarak inaktive ettigi ve bu durumun da
hiicresel hasara yol agan intraselliiler peroksitte bir artisla sonuglandig bildirilmistiz (84, 85).

Diger taraftan nitrit ile hidrojen peroksit arasindaki reaksiyon, peroksinitrit olugumu ile
sonuglanuken siiperoksid anyonu olusumuna da yol agar (82). NO’nun oksidlenerck
olusturdugu NOy’lerin son Uriinii siiperoksit anyonu ise, Nitrogliserin bir yerde O,
prokiirsoriidiir denilebilir. Ortamda artrms olan siiperoksid anyonu, SOD aktivitesinde bir
artisa yol acabilir. Bizim bulgularimiz da bu dislinceyi destekler tarzdadur, Ciinkii
Nitrogliserin ile yapilan eritrosit inkiibasyonlarinda 1. saat ve 3. saatteki SOD aktiviteleri
karsilagtirildiinda istatistiksel olarak anlami: bir farklilik bulunmasa da; 3 saatteki SOD
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aktivitesinde 1 saate gore %13’lik bir artig saptadik (Tablo IV, IX )} SOD aktivitesinde
goriilen bu artis mekanizmalann temelini peroksinitrit olugumunun olusturdugu goriigtinii
kuvvetlendirmektedir.

Gergekten de bizim deneylerimizin sonuglan incelendiginde, Nitrogliserin
inklibasyonunun eritrosit GSH-Px aktivitesinde CAT aktivitesine gére daha fazla inhibisyona
yol agtify gorilmektedir. (GSH-Px’te %60 orammnda, CAT'da %50 oramnda inhibisyon
gbzlendi) Bu dwum GSH-PxX’in Nitrogliserin  tarafindan iki yolla inhibe oldugunu
gostermektedir 1. Yol Nitrogliserinden NO sahnirken enzimin siilfidril gruplanm kullanmast,
2.yol ise salman NO yoluyla olusan reaktif nitrojen {iriinlerinin enzimde aminoasit
modifikasyonuna yol agarak enzimi inhibe etmesidir. CAT’daki inhibisyon ise biiyiik oranda
Nitrogliserin ile yapisindaki “hem” gruplarimin etkilesimi sonucudur,

Inkiibasyon deneyleri yolu ile invitro kosullarda elde ettifimiz bu sonuglarin,
Nitrogliserinin klinik uygulamasi sirasinda hasta eritrositlerinde de olabilecegi biiyiik bir
olasihkt Invivo hasta galigmasmin sonuglan invitro deney sonuglarina olduk¢a benzerdir
Angina pektoris tamsiyla Nitrogliserin uygulanan hastalarin, uygulama Sncesiyle
karsilagtinldiginda 1.saatte eritrosit GSH-Px ve CAT enzim aktivitelerinin anlamli olarak
inhibe oldugunu (p<0001), diger parametrelerin ise etkilenmedigini saptadik Bu durumun
Nitrogliserin infiizyonunun 24 saatine kadar devam ettigini gozledik (p<0.001) Hastalarda
saptanmg oldugumuz GSH-Px ve CAT inhibisyon oranlar1 (GSH-Px icin %45 ve CAT icin
%40) invitro inkiibasyon deneylerinden elde ettigimiz oranlara gére daha dugiktiir. Invivo
kosullant diistinecek olursak bu sonuglar siirpriz depildir Ciinkii invivo ortamda tim
kompanzatuar mekanizmalar devrededir. Bundan dolayl, Nitrogliserinden kaynaklanan
oksidan etkiye karg: hiicte savunmasinin invitro kogullara gore daha baskin olmas nedeniyle
enzimlerdeki inhibisyonun daha az olmas: dogal bir durumdur.

Methemoglobinemi gibi ¢ok 6nemli bir yan etkiye sahip olan Nitrogliserinin,
eritrositlerde oksidan hasara karsi savunmada ¢ok Snemli gérevleri olan GSH-Px ve CAT
enzimleti tizerinde de inhibitér etkiye sahip olmasi oldukga énemlidir NO yoluyla olusan
petoksinitritin eritrosit membram lizerindeki oksidan hasar zaten bilinmektedir (87, 88). Bu
durum {izerine, Nitrogliserinin neden oldugu GSH-Px ve CAT inhibisyonunun cklenmesi
eritrositlerin maruz kalacag1 hasann daha da arttiracaktiz. Hemolizle sonuclanabilecek olan bu
durum normal sartlarda ¢ok onemli klinik sonuglar dogurmayabilir. Ama olaya baska
provakatdr fakitilerin eklenmesi ile ortaya gikabilecek ileri derecede bir hemoliz riski igin

zemin hazirlayabileceginden, bu konudaki énemi artacaktir Bu durumda bizim onerimiz,

53

|1
![,1

il



Nitrogliserin infiizyonu uygulanan veya siirekli Nitrogliserin preparati alan hastalarin ¢ok sik
araliklarla kan prametrelerinin izlenmesi ve bu hastalarda gizli bir hemoliz riskinin olabilecegi
stirekli olarak akilda tutularak hastaya yaklasilmasidir.

Bu konuda yapilabilecek ileri ¢aligmalarin amaci; Nitrogliserinin eritrositler iizerine
olan bu negatif etkisinin ortadan kaldizilmas: veya hafifletilmesi konusuna yoénelik olmahdir.
Nittogliserin  inflizyonunun yam sua hastalara antioksidan bir madde ve/veya NO
salinmasinda etkili olan endojen SH gruplarr veya “hem” igeren molekiiller yerine aym islevi
giren egzojen bir maddenin verilmesinin, belkide GSH-Px ve CAT inhibisyonunu

hafifletebilecegi diistincesindeyiz.
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F) OZET

Vazodilator etkisi nedeniyle klinikte ¢ok yaygm olarak kullanilan Nitrogliserin, esas
etkilerini damar endoteli tizerinden gostermektedir. Endotel hiicrelerinde yapisindaki NO’yu
tiyollii bilesikler ile etkilesime girerek birakir. Ortama sahnan NO guanilat siklaz enzimi
aktivasyonu yoluyla vazodilatasyon etkisini gergeklestirmektedir. Nitrogliserin, infiizyon
seklinde uygulanmas: sirasinda eritrosit membramindan da diffiize olur. Eritrositte de diger
hiicrelerde oldugu gibi yapisindaki NO’yu burakir. Eritrosit ortaminda bunun igin degisik
mekanizmalar kullani. Hemoglobin ile baglanarak, hem yapisindaki NO’yu buakir hem de
hemoglobini degisik valans hibridlerine doniistiirerek methemoglobinemiye yol agar.
Yapisinda Fe bulunduran hemoglobin ve bazi enzimler, eritrosit iginde NO yakalayicisi gibi
davranmaktadir. NO Fe ile reaksiyona girmesinin yamnda bir serbest radikal oldufundan
dolayr bu tip mekanizmalari da baglatabilir Reaktif nitrojen triinleri olarak tanimlanan ve
NO’dan kaynaklanan {riinler bu mekanizmalarda oldukga etkindir. Reaktif nitrojen triinleri
eritrosit membraninda oksidatif hasari baglatabildikleri gibi baz: aminoasitler ile etkileserek
enzimler gibi baz: proteinlerde modifikasyona yol agabilit. Bu nedenle etitrosit uygun bir
ortamdir. Nitrogliserin ile yapilan invitro ve invivo deneylerin sonucunda, inkiibasyon ve
infiizyon 6ncesi ve sonrasi degetler karsilastnldiginda CAT ve GSH-Px aktivitelerinde
anlamli bir diisiis gozlendi (p<0.01). SOD aktivitesinde anlamli bir degisiklik olmasa bile
belirgin bir inhibisyon saptandi G6PD. GST aktiviteleri ile GSH diizeylerinde herhangi bir
degisiklik bulunamadi Nitrogliserinin yukaridaki parametreler iizerine direkt etkisinin
olmadign yapilan deneyletle belilendi Ciinkii enzim aktivite 8lglimlerinin ve GSH
6lciimlerinin hemen dncesinde deney ortamina tedavi dozlarina uygun olacak sekilde eklenen
Nitroglisetinin Slgiilen parametreler tizerinde bir etkisi olmadigi saptandi. Bu sonuglara gore
eritrosit icindeki NO salinma mekanizmalarinin ve/veya NO’nun direkt etkisiyle antioksidan

sistemin etkilendiZi sonucuna varildi..
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H) SUMMARY

Nitroglycerine, a drug used widely in therapy because of its vasodilator effect, shows
its actual effect on vessel endotelium. It releases the NO in its structure by reacting with the
thiol compounds present in the endotelial cells. No, released into the enviroment, shows its
vasodilator effect via activation of the enzyme guanilate cyclase Nitroglycerine can also
diffuse through the erythrocyte membrane while it is applicated by mfusion. It releases the NO
in the erythrocytes, too, just as it does in the other cells. Erthrocytes have various mechanisms
for this process By binding to the hemoglobin, nitroglycerine both releases its NO and also it
converts hemoglobin to methemoglobin. Hemohlobin and some enzymes which comprise Fe
in its structure, behave as NO scavengers in the erthrocytes. Besides reacting with Fe, NO can
initiate such mechanisms since it is a membrane of the free radical family. The product of NO
which are called tective nitrogen products are highly effective in these processes. Reactive
nitrogen products can both initiate the oxidative damage in the erythrocyte membrane and also
can cause modifications in some proteins- like enzymes- via recting with some amino acids;
thus erythrocyte is a good medium In the in vivo and and in vitro experiments, CAT and
GSH-Px enzyme activities were significantly decreased after the incubation with or infusion
of nitroglycerine (p<001). There was an important inhibition in the SOD activity though not
statistically significant. NO difference was observed in the GSH level and in G-6PD and GST
activities. It was determined that nitroglycerine had no direct effect on the paremeters alove. It
was determined that nitroglycerine, which was added at the therapeutic level medium just
before the measurements of the enzyme activities, had no direct effect on the above
parameters. Depending on our results, it was concluded that the antioxidant system is affected

by NO directly or by the NO-releasing-mechanisms in the erythrocyte.

57




KAYNAKLAR

1) Robertson, R M., and Robertson, D.: Drugs used for the treatment of myocardial

ischemia In Hardman, J G, et al: Goodman andGilman’s The Pharmacological Basis of

Therapeutics. 9 th ed New York, McGraw-Hill, pp. 759-780, 1996

2) Muiad, I Cyclic guanosine monophosphate as a mediator of vasodilation. J Clin,
Invest. 78:1, 1986

3) Anderson, T. T, Meredith, I T., Ganz, P, et al Nitric oxideand nitrovasodilators:
Similarities, differences and potential interections. J. Am. Coll. Cardiol. 24: 555, 1994

4) Horowitz, ]. D., Antman, E. M., Lorell, B H., et al Potention of the cardivascular
effects of nitroglycerin by N-acetyl-cysteine. Citculation, 68: 1247, 1983

5) Winnitord, M. D., Kennedy, P. L, Wells, P. J, and Hillis, L. D Potention of
nitroglycerin-induced coronary dilatation by N-acetyl-cysteine Circulation, 73:138,
1986.

6) De Coster, P. M., Chierchia, S., Davies, G. J., Hackett, D., Fragasso, G, Maser, A.
Combined effects of nitrates on the coronary and peripheral circulation in exercise-
induced ischemia. Circulation, 81: 1881-6, 1990

7) Jugdutt, B. I, Warnica, ] W. Inttavenous nitroglycerin therapy to limit myocardial
infarct size, expension, and complications Effect of timing, dosage, and infarct location.
Circulation, 78: 906-919, 1988.

8) Brown, B. G, Bolson, E., Petersen, R, B, et al The mechanisms of nitroglicerin action;
Stenosis vasodilatation as a major componant of the drug response. Circulation, 64:
1089, 1981.

9) Parker, I. O. Nifrates and angina pectoris. Am.J.Cardiol, 72: 3C, 1993

10) Bache, R. J., Ball, R M, Cobb, F. R, et al. Effects of nitroglycerin on transmural

myocardial blood flow in the unanesthetized dog J.Clin Invest, 55:1219, 1975




11) Fallen, E. L., Nahmias, C, Schettel, A, et al. Redistzibition of myocardial blood flow
with topical nitroglycerin in patients with coronary artery disease Circulation, 91:1381,
1995.

12) Sudhir, K, MacGregor, J. S., Batbant, S D., et al. Assessment of coronary
conductance and resistive vessel reactivity in response to nitroglycerine, ergonovine and
adenosine: Invivo studies with simultaneous intravasculer two-dimensional and Doppler
ultrasound. J. Am Coll Cardiol., 21:1261, 1993,

13) Ganz, W, and Warcus, H S. Failure of intracoronary nitroglycerin to alleviate pacing-
induced angina. Circulation, 46:880, 1972

14y Dove, J 1., Shah, P. M, and Schreiner, B. F Effect of suplingually administered
nitroglycerin on left ventriculer wall motion in coronary artery disease. Circulation, 49:
682, 1974.

15) Cohen, M. V., Downey, ] M, Sonnenblick, E, H, and Kirk, E, S The effecys of
nitroglycerin on coronary collaterals and myocardial contractility, J.ClinInvest ,
52:2836, 1973.

16) Dove, I. T., Shah, P., M., Schreiner, B. F. Effects of nitroglycerin on left ventriculer
wall motion in coronary arter disease. Circulation, 49: 662, 1974

17) Mahmerian, I J, Fenimore, N.L., Marks, G. F., et al: ttansdermel nitroglycerin patch
terapy reduced the extent of exercise-induced myocardial ischemia: Results of a double
blind, placebo- controlled trial using quantitative thallium-201 tomogrophy.
J Am.Coll.. Cardiol , 24:25, 1994,

18) Chirkov, Y. Y., Naukalis, I. 1, Sage, E, and Horowitz, ] B Antiplatelet effects of
nitroglycerin in healty subjects and in patients with stable angina pectoris J Cardiovase.
Pharmacol , 21: 384, 1993.

19) Andrews, R, May, J A, Vickers, ], and Hepstintall, S.: Inhibition of platelet
aggegation by ttansdermal glyceryl trinitrate. Br. Heart J.,7:575, 1994,

20) Abrams J.: Nitroglycerin and long-acting nitrates. N Engl: J Med:;302:1234-7, 1980.

21) Harling 1. M: intravenous nitroglycerin: Clinical pharmacology and therapeutic
considerations. Am. Heart J, 108:141-9, 1984,

22) Parker, J. O, Vavkoughnett, K. A, and Farrel, B.: Nitroglycerin lingual spray: Clinical
efficacy and dose-response relation Am. J. Cardiol., 57:1, 1986

23) DeMots, H, Glasser S. P.: Intermittent transdermal nitroglycerin therapy in the
treatment of chronic stable angina J Am. Coll Cardiol, 13: 786-93, 1989.

59




24) Flaherty J. T., Becker L. C.,, Bulkley, B. H: A randomized prospective trial of
intrvenous nitroglycerin in patients with acute myocardial infarction. Circulation, 68:
576-88, 1983

25) Jorden, R. A., Seth, L., Hemry, D. A, Wilen, M. M: Dose requriments and
hemodynamic effects of transdermal nitroglycerin compered with placebo in patients
witf congestive heart failure. Circulation, 71: 980-6. 1985.

26) Jansen, R W., and Lipsitz, L. A.: Postprandial hypotansion: Epidermiolgy,
pathophysiology and clinical management. Ann. Intern. Med., 122: 286, 1995.

27) Hales, C A., and Westphal, D : Hypoxemia following the administration of sublingual
nitroglycerin. Am. J Med., 65: 911, 1978.

28) Elkaya U : Tolerance to organic nitrates: Evidence mechanisms clinical relevance and
strategies for prevention. Ann, Intern, Med., 114-667, 1991.

29) Packer, M., Le, W. I, Kessler, P, et al: Induction nitrate tolerance in heart failure by
continues infusion of nitroglycerin and reversal of tolerance by N-acetylcystein, a
sulfhydryl donor. J.Am.Coll. Cardiol , 7: 27 A, 1996.

30) Abrams, J.: Interval therapy avoid nitrate tolerance: Paradise regainet. Am. J. Caidiol ,
64: 931, 1989,

31) Bassen, M. M: The daylong pattern of the antianginal effect of long term three times
daily administered isosorbid dinitrate. J. Am. Coll Cardiol., 16: 936, 1990

32) Kruszyna, H., Kruszyna R, Smith, R.: Red blood cells generate Nitric oxide from
directly acting, Nitrogenous Vasodilators. Toxicology and Applied pharmacology, 91:
429-438, 1987.

33) Kruszyna, H., Ktuszyna R, Smith, R: generation of valency hybrids and nitrosylated
species of hemoglobin in mice by nitric oxide vasodilators. Toxicology and Applied
Pharmacology, 94: 498-465, 1987

34) Kruszyna, H., Kruszyna R., Smith, R : Nitrite conversion to nitric oxide in Red cells
and its stabilization as a nitrosylated valency hybrid of hemoglobin J. Pharmocology
and Experimental Therapeutics, No:1, 241:307-13, 1986.

35) Reddy, P, Bowie, L., Callistein, S.: Binding of nitric oxide to thiols and hemes in
hemoglobin H: Implications for a-thalassemia and hypertension Clinical Chemistry,
43:8, 1442-1447, 1997.

36) Vielet, A., Eiserich, ], P, Kaur, H : Nittotyrosine as Biomarker for Reactive Nitrogen
Species. Methods in Enzymology, Vol:269, 175-185, 1996.

60




37) Vielet, A., Eiserich, J., P, O’Neill C: Tyrosine modification by reaktive nitrogen
species: A Closer Look. Arch, Biochem Biophys Vol: 319, 341-349, 1995

38) Giorgio, S., linares, E., Copurzo, M de L: Formation of nitrosyl hemoglobin and
nitrotyrosine during murine leishmaniasis. Photochem Photobiol , 63:750-754, 1996.

39) Kaur, H, Whiteman, M, Halliwell, B.: Peroxinitrite- dependent aromatic
hydroxylation and nitration of salicylate and phenylalanine. Is hydroxyl 1adical
involved? Free Radical Res., 26:71-82, 1997.

40) Sun, Y., Oberley, LW, Lu, Y.: A simple method for clinical assay superoxide
dismutase. Clinical Chemistry, 34 (3): 497-500, 1988.

41) Gutteridge, J. M. C.: Lipid peroksidation and antioksidants as biomarkers of tissue
damage. Clinical Chemistry, 41 (12): 1819-1828, 1995.

42) Toshiaki Miura and Taketo Ogisa: Lipid peroksidation of the erythrocyte membrane
caused by stimulated polymorphonuciear leukocytes in the presence of feritin
Chemical and Pharmaceutical Builetin, 39 (6), 1507-1509, 1991.

43) Kimmel, ] R , Markowitz, H.,, Brown, DM.: Some chemical and physical properties of
erythrocuprein. J Biol Chem, 234:46-57, 1959.

44) Saik, L.A, Hsich, HL., Baricos, W.H, Shapira, E: Enzymatic and immunologic
quantitation of erythrocyte superoxide dismutase in adults and in neonates of different
gestational ages. Pediatr. Res:, 16:933-37, 1982.

45)Hartz, JW., Deutsch HF. Subunit structure of human erythrocyte superoxide
dismutase J Biol Chem, 247: 7043-50, 1972.

46) Rotilio G, Calabrase L, Bossa F, Barra D. Properties of the apoprotein and role of
copper and zinc in protein conformation and enzyme activity of bovine superoxide
dismutase Biochemistry, 11: 2182-2187, 1972

47) Waser U, Barth G, Djerassi C. A study on purified apoerythrocuprein. Biochim
Biophys Acta, 278: 28, 1972.

48) Bray RC, Cockle SA, Fielden EW, Roberts PB, Rotilio G. Reduction and inactivation
of superoxide dismutase by hydrogen peroxide. Biochem J, 139: 43-48, 1974.

49) Salin ML, Mc Cord JW. Superoxide dismutase in polymorphonucleer leucocytes. J
Clin Invest, 94: 1005-1009, 1974.

50) Vance PG, Keek BB. Superoxide dismutase from streptococcus mutants. J Biol Chem,

247. 4782-86, 1972,

61




51) Suu W, Oberley LW, Li Y. A simple method for clinical assay of superoxide
dismutase. Clin Chem, 34: 497-500, 1988,

52) Yavuzer S, Ozelgi G, Yildinm G. Hiperoksi ve eritrosit superoksit dismutan (SOD)
aktivitesi, Ankara Tip Biilteni, 5: 47-56, 1983,

53) Fattal A, Spiner Z, Golendir A. Superoxide dismutase activity in the erythrocyte of the
term newborn and premature. Enzyme, 41: 187-190, 1989

54) Horton A. A, Faithurst S. “Lipid peroxidation and mechanisms of toxicity * CRC
Critical Reviews In Toxicology 18 (1) : 27-73, 1987.

55) Fairtbanks, V.F., and Klee, G.G:Biochemical Aspects of Hematology. Tietz N.W: (ED),
Textbook of clinical chemistry. W.B. Soundets Company, Philadelphia, 1986

56) Aebi, HE., Catalase of Enzymatic Analysis. Volume III Enzymes 1: Oxidoreductases,
Transferases. Ed Bergmeyer HU.,, VCH Verlagsggesellschaft, Weinheim, 273-285,
1987.

57) Fita I, Rossmann MG The active center of catalase ] Mol Biol, 185: 21-37, 1985

58) Zollner H. Handbook of Enzyme Inhibitors. Ed. Zollner H, 2™, revised and enlarged
edition, Part A, VCH, Weinheim, 105,1993

59) Goth L., Serum catalase: Reversible formed charge isoform of eryhrocyte catalase.
Clinical Chemistry, 37(12): 2043-2047, 1991.

60) Biochemistry, Ed Strayer L, Third edition. WH Freeman and Company, New york,
397-423, 422, 592-593, 1988.

61) Takahashi, K., Cohen H.J: selenium dependent glutathione peroxidase protein and
activity: Immunological investigations on cellular and plasma enzymes. Blood, 68:640-
645, 1986.

62) Maiorino, M., Grogogolin, C., Ursini, F.: Phospholipid hydroperoxide glutathione
peroxidase. Met Enzimol, 186: 448-457, 1990.

63) Avissar N, Whitin JC , Allen PZ. Plasma selenium-dependent ghutathione peroxidase J
Biol Chem, 264: 15850-15855, 1989.

64) Carmagnoe F, Sinet MP, Jerome H. Selenium-dependent and non-selenium dependent
glutathione peroxidases in human tissue extracts. Biochim Biophys Acta, 759: 49-57,
1988

65) Zollner H. Handbook of Enzyme Inhibitors. Ed. Zollner H, 2™ revised and enlarged
edition, Part A, V CH, Weinheim, 105, 1993.

62




66) Dolunay M. Antalya il merkezinde G6PD yetmezligi prevalansi ve Antalya kokenli
yetmezlikli bireylerde biyokimyasal gériiniim. Uzmanlik tezi. Antalya, 1998

67) Luzzato L. New developments in glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency
Prent, 9: 9-10, 1484-1498, 1973.

68) Kahler SG, Kirkman HN. Intracelluler glucose-6-phosphate dehydrogenase does not
monomerize in human erythrocytes J Biol Chem, 258: 717-718, 1983.

69) Bishop C. Assay of glucose-6-phosphate dehydrogenase (EC 1. 1. 1 49) and 6
phosphogluconate dehydrogenase (EC 1. 1. 1. 43) in red cells J Lab Clin Med, 68. 149-
155, 1966.

70) Siegers C. P. , Younes M., “Clinical significanse of the glutathione-conjugating
system” Pharmacological Research Communications, 15(1): 1-13, 1983.

71) Smith I A, Baker M.S, Weidemann M T, “ Free radical generation in hydroperoxyde-
treated erythrocytes monitored continuosly by luminol-amplified chemiluminescence”
Biochemistry International, 28(6): 1009-1020, 1992

72) Habig, W H, Pabst, M.] : The first enzymatic step in mercapturic acid formation. J.
Biol. Chem. 249: 7130-7139, 1974

73) Buetier, T.M, Eaton, DL : Glutathione S-transferases : Amino acid sequence
compatison, classification and phylogenetic relation ship.Environ Carcinog Ecotoxicol.
Rev., C10:181-203, 1992.

74) Board, P.G. : Biochemical genetics of glutathione-S-transferase in man Am. J Hum.
Genet. , 33 : 36-43, 1981

75) Fahey, RC. , Sundquist, A. R. : Evolution of glutathione metabolism Adv. Enzymol.
Rel. Areas Mol Biol. , 64 : 1-53, 1991.

76) Mannetvik, B. , Danielson, UH : Glutathione transferases-structure and catalytic
activity CRC Crit. Rev Biochem , 23:283-337, 1988.

77) Rozell, B , Hansson, H : Glutathione transferases of classes 4,1 and g show selective
expression in different regions of rat kidney. Xenobiotica, 23 : 835-849, 1993,

78) WHO : Standardization of procedures for the study of G6PD. Techn Rep Ser, 366 : 5-
53, 1967.

79) Paglia DE , Valentine WN . Studies on the quantative and qualitative characterization
of erythrocyte glutathione peroxidase. J. Lab. Clin Med, 70 : 158-69, 1967

80) Mista HP, Fridovich I The role of superoxide anion in the autoxidation of epinephrine

and a simple assay for

63




81) Cohen, A I , Smith, J. N. , Twbert, H. : Comparative detoxication The Enzymatic
conjugation of chloro compounds with glutathione in locusts and other insects. Biochem
1., 90 : 457-464, 1964.

82) Zang LY. , Shi X. , Evidence for superoxide radical production in peroxynitrite
decomposition. Biochem Mol. Biol Tut. 37(2) : 355-60, 1995.

83) Quzjona C , Alvarez B. , Gatti RM , Patways of peroxynitrite oxidation of thiol
groups. Biochem. J.322 (Pt):167-73, 1997

84) Asahi M, Fujii J,Takao 1; The oxidation of selenocysteine is involved in the
inactivation of glutathione peroxidase by nitric oxide donors J. Biol Chem., 272 (32):
19152-7, 1997.

85) Farias R, Chaudhuri G., Fukuto JM: The chemistry and tumuricidal activity of nitric
oxide J Biol Chem. 271 (11): 6144-51, 1996

86) Vatassery GT. Oxidation of vitamin E, vitamin C, and thiols in rat brain synaptosomes
by peroynitrite Biochem. Pharmacol. 52 (4): 579-86, 1996

87) Soszynski M, Baartosz G. Effect of peroxynitrite on erythrocytes. Biochim Biophys
Acta., 1291: 107-114, 1996.

88) Kanematsu M., Takasi K., Sukata Y. Synergistic enhancement of nitrite on
lysophospholipid- mediated cytolysis. Biol Pharm. Bull 17 (1): 78-81, 1994

Gl

64




