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HEMOGLOBIN VE NiTRIT BAGIMLI TiROZIiN NITRASYONU

HEMOGLOBIN AND NITRITE DEPENDENT TYROSINE NITRATION

Hasan KARAGECILI', Kamer KILINC?

OZET

Nitrik  oksit  (NO)  oksihemoglobin  ve
oksimiyoglobin ile tepkimeye girmesi nitrat ve metHb
veya metMb'nin meydana gelmesine neden
olmaktadir. Nitratin tersine, nitrit NO oksidasyonunun
zararsiz bir son iriinii degildir. Hemoproteinlerden
peroksidazlarin H,O, varliginda nitrit oksidasyonuna
neden olduklari gosterilmistir. Hemoproteinlerin
katalizledigi nitrit oksidasyonunda meydana gelen
reaktif nitrojen oksitler, nitritin bakterisid ve
sitotoksik etkilerinin sorumlusudurlar. Bu ¢alismada
Griess metodu ile hemoglobin tarafindan H,O,
varliginda nitritin nitrata oksidasyonu arastirildi.

Hem H,0, hem de hemoglobin yoklugunda nitrit
oksidasyonu goézlenmedi, bu da gdstermektedir ki
nitrit oksidasyonuna neden olan reaktif tiir H,O, ile
hemoglobinin  reaksiyonundan meydana  gelen
oksoferril kompleksidir (bilesik I). Bu ¢alismada,
peroksidaz enzimlerine benzer sekilde, hemoglobinin
tirozin  nitrasyonuna neden oldugu  bulundu.
Hemoglobinin katalizledigi tirozin nitrasyonu pH
bagimli olup, nitrasyonun optimum pH'si 6,0 dir.
Hemoglobin ve H,0O, tirozin nitrasyonu i¢in gerekli
bilesenlerdir. Hemoglobin yoklugunda, caligilan en
diisik pH'de bile tirozin nitrasyonu gozlenmedi.
Bununla beraber H,0, varliginda hemoglobinin
katalizledigi nitrit oksidasyonu esnasinda, nitratlayici
tirler meydana getirilmektedir.

Sonu¢ olarak hemoglobin, H,0, ve nitrit
arasindaki reaksiyon serileri tarafindan nitrojen dioksit
radikali (NO,") ve/veya peroksinitrit benzeri reaktif
tirler meydana getirilmektedir ve bu tiirler tirozin
nitrasyonundan sorumludurlar.

Anahtar Kelimeler: Nitratlar, Hemoglobinler,
Nitritler, Nitrik Oksit.

ABSTRACT

Nitric oxide (NO) reacts with oxyhemoglobin or
oxymyoglobin resulting in the generation of nitrate
and metHb or metMb. Unlike the case of nitrate,
nitrite is not an innocuous end product of NO
oxidation. Hemoproteins including several
peroxidases are shown to cause nitrite oxidation in the
presence of H,O,. Reactive nitrogen oxides generated
in hemoprotein-catalyzed nitrite oxidation are held
responsible for bactericidal and cytotoxic actions of
nitrite. In this study with Griess method the oxidation
of nitrite to nitrate in the presence of H,0, by
hemoglobin were searched.

No nitrite oxidation was observed either in the
absence of H,O, or hemoglobin, showing that the
reactive species causing nitrite oxidation is a oxoferryl
complex (compound I) formed from the reaction of
H,0, with hemoglobin. In this study, similar to
peroxidase enzymes, we found that hemoglobin
causes the nitration of tyrosine. Hemoglobin-catalyzed
tyrosine nitration was pH-dependent with the optimum
pH of 6,0. Hemoglobin and H,0, were essential
components for tyrosine nitration. We have not
observed any tyrosine nitration without hemoglobin
even at the lowest pH studied. However during
hemoglobin-catalyzed nitrite oxidation in the presence
of H,0,, nitrating species are produced.

We conclude that, by the series of reactions
between hemoglobin, H,O, and nitrite, nitrogen
dioxide radical (NO,) and/or peroxynitrite like
reactive species are produced, and these species are
responsible for tyrosine nitration.

Keywords: Nitrates, Hemoglobins, Nitrites, Nitric
Oxide.
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GIRIS VE AMAC

Nitrit (NO;") ve nitrat (NO3’) seviyeleri
dogal  sularimizin  kalitesinin ~ Onemli
gostergeleridirler. Hem NO3;™ hem de NO;
biitiin toprak ve yiiksek bitkilerin nitrojen

dongiisinde  bulunur. NO, ile NO;",
amonyak ve diger nitrojenli organik
bilesiklerin  biyodegredasyonu esnasinda

olusabilir.1 Hem NO, hem de NOj sularin
yaygin kirliligini gosterir ve dogal sularin
kalitesinin onemli bir gostergesidir. NO; '
sularda seviyesinin yiikselmesi Ozellikle
giibrelerin tarimsal uygulamasi nedeniyledir.”
Kendisi zararli olmamasina karsin, NO;"'in
insanlara toksisitesi esas olarak NO,'e
indirgenmesine atfedilir. Yiiksek seviyelerde
kronik NOj; tiiketimi ayrica diger saglik
problemlerine, kanserlere ve teratojenik
etkilere neden olur.’

NO;3  insanlar tarafindan diyetlerinde
tiketilir. Yaklasik gilinlik nitratin = %5'i
tikiiriikteki  bakteriler tarafindan nitrite
indirgenir. NO, ve NOs™"in pek ¢ok tiir igin
toksik oldugu bilinmektedir. Ornegin NO,’
veya NO;'m sindirimi en genel etkileri
methemoglobinemi olmak iizere pek c¢ok
tiirde ciddi zehirlenmelere neden olur. NOy’
ve peroksinitrit  in vitro kosullarda da
toksiktirler. Her iki tiirin  dopamini
proteinlere kovalen olarak baglanan quinon
formuna oksitledigi gosterildi. NOy™ ve NO3’
onemli antimikrobik ajanlardir. Insanlar
tarafindan  tiikketilen et ve baliklarda
tatlandirici, koruyucu ve renklendirici ajanlar
olup bazi aminler ile diisik pH'de
karsinojenik nitrozoaminler olusturmak igin
tepkimeye ~girebilirler.* Viicutdaki NOj”
derisimi, giinliik alman diyet, tiikiirtik
olusumu, bakterilerce bagirsaklardaki NOs
sentezi, denitrifiye karaciger enzimleri ve
atmosferik  nitrojen  oksit  gazlarindan
etkilenmektedir.’

NO;" diger taraftan in vivo da NOj 'e
indirgenebilir. 8-15 g NOs™ alim1 karin agrisi,
gaitada ve idrarda kan, gligsiizliige ve inmeye
neden olabilir. Daha kii¢liik dozlarda alimi
hazimsizliga, mental depresyona ve bas
agrisina neden olabilir. NOs"in ve NO;"'in

yiyecekler ve igeceklerdeki potansiyel
kaynaklar1 topraktaki organik maddeler,
endiistriyel tarimda kullanilan nitrojenli
giibreler, herbisitler, ¢iftlik hayvanlari, insan
diskisi, kimyasal endiistrilerdeki organik ve
yerel atiklardr.’

NO, tiiketildiginde, midenin asidik
kosullar1 altinda (pH 1-2), nitréz asid’e ve
diger reaktif nitrojen tiirlerine (RNS) ¢evrilir.
Asidik nitritten saglanan RNS nitrozatif
strese neden olabilir, bu stresde aromatik
bilesiklerin ornegin tirozinin N-
nitrozasyonuna, DNA bazlarinin
deaminasyonuna, ve aminlerin ~ N-
nitrozasyonuna  yol  acabilir.”  Saghkl
kisilerin serumunda NO;  ve NO;3;™"mn normal
konsantrasyonlar1 sirasi1 ile 0,06-0,60 ve 0,5-
2,8 mg/L arasindadir. Her iki
konsantrasyonun belirtilenden yiiksek oldugu
durumlarda nitrat ve NOj; enflamatuar
isaretler olarak kullanilabilir ve ciddi
rahatsizliklardan, HIV enfeksiyonu, multiple
sklerd6z, alzheimer, astim ve Helicobacter
pylori’nin neden oldugu gastrit hakkinda
bilgi saglanabilir.®

Cesitli peroksidaz enzimleri ve
miyoglobin, NO,™"nin NOj;"'e oksidasyonunu
katalizlerler.” Bu oksidasyon tepkimesi NO,
'nin reaktif formlarinin olusumu {izerinden
gerceklesmektedir. Bu c¢alismada H,O,
varliginda hemoglobin tarafindan nitritin
reaktif nitrojen oksit tiirlerine aktivasyonu,
olusan reaktif tiirlerle tirozin amino asidinin
nitrasyonu, nitrasyonun kosullar
kolorimetrik yontemlerle incelendi. Ayrica
hemoglobin-H,0, bagimli nitrit
oksidasyonuna ve tirozin nitrasyonuna
glutatyon, tiyosinat ve askorbik asit gibi
bilesiklerin olasi inhibitor etkileri arastirildi.
Hb'min oksijenasyonu ve deoksijenasyonu
sirasinda methemoglobin olusabilmektedir.
Oksihemoglobinin NO ile tepkimesi de
methemoglobin olusumuna neden
olmaktadir. Diger taraftan NO,"'de NO'nun
oksidasyon tirinlerinden biridir.
Methemoglobin, NO;" ve H,O,'nin hiicresel
kosullarda bulunmalar1 nedeniyle, bu tiirler
arasindaki tepkime ile olusan reaktif tiirler ve
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mekanizmalarinin aydinlatilmasina katkida
bulunacaktir.

MATERYAL VE METOT

Kimyasallar ve Cihazlar:  Sodyum
dihidrojen fosfat (NaH,PO4.H,0O) Baker and
Adamson products N.J., ABD’den; Potasyum
tiyosiyanat (KSCN), Ortofosforik  asit
(HsPO4) Fisher Scientific Company N.J,

A.B.D’den; disodyum hidrojen fosfat
(Na,HPO4), sodyum  hidroksit (NaOH)
Merck Darmstat Almanya’dan; sodyum

asetat (CH3.COONa.3H,0), L- askorbik asit
BDH Ingiltere’den; L-tirozin, glutatyon
(indirgenmis formu), hemoglobin (insan
hemoglobini),  hidrojen peroksit (H,O,).
sulfanilik  asit, NEDD  (N-(1-naftil)
etilendiamin dihidrokloriir) Sigma Chemical
Company A.B.D den temin edildi.
Absorbsiyon oOl¢timleri i¢in Shimadzu UV
120-02 model spektrofotometre (Japonya)
kullanildi. Bu galisma Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
Aragtirma Laboratuvarlarinda 2004 yilinda
gerceklestirildi.

Nitritin farkl kosullarda  nitrata
oksidasyonu, ortamda kalan NO,- derisimi
tayin edilerek izlendi. Bu amagla nitrozatif

yontem olarak bilinen
stilfanilamid/Naftiletilendiamin dihidroklortir
(SULF/NEDD) karisimi  reaktif olarak

kullanildi. Nitrozatif yontem Griess yontemi
olarak da bilinmektedir. Griess yOdnteminin
reaktifi olan Griess reaktifi hazirlamak i¢in 2
gr siilfanilamid, 100 mL %5 lik H3POy4 iginde
ve 200 mg N-(l-naftil) etilendiamin
dihidrokloriir 100 mL saf su i¢inde ¢oziilerek
buzdolabinda saklandi. Kullanilacagi zaman
iki  ¢ozeltiden esit hacimler alinarak
karistirild1 ve Griess reaktifi hazirlandi.

Griess yontemi ile NO, tayini, asidik
ortamda NO;"'den olusan nitrozolayici reaktif
tiiriin, renkli azo boyasi olusumuna neden
olmas1 prensibine dayanan kolorimetrik bir
yontemdir.' Nétral pH’da  nitrozasyona
neden olan (NO' wverici) bashca grup

N,Os’tiir. Asidik kosullarda ise NO™ ara
tirlinli asagidaki tepkime ile nitritten iiretilir.

NO,+ 2H »NO" +H,0

Griess tepkimesinde, nitrozolayic1 ajan
stlfanilik  asitle tepkimeye girerek
diazonyum iyonu olusturur. Diazonyum
iyonu da ortamdaki NEDD ile tepkimeye
girerek 540 nm  civarinda  yogun
absorpsiyonu olan turuncu renginde bir
kompleks olusturur."’  Olusan kromofor
bilesigin 540 nm’deki molar absorbtivitesi
38.000 M'em™ dir.'? Griess reaktifi nétral
kosullarda nitrik oksitin oksidasyonu ile
olusan reaktif tiirlerin (N,O3 gibi) tayininde
kullanilabilir. Ancak nétral pH’da azo
kompleksinin molar absorbtivitesi asidik
pH’daki molar absorbtivitesinin  yarisi
kadardir. Griess reaktifinin NO,  tayininde
kullanilmast icin ortamin mutlaka
asitlestirilmesi gerekir. NO;"ile kullanildig1
gibi, NO;~ tayini icin de Griess reaktifi
kullanilabilir (Sekil 1). Ancak bu islem igin,
kimyasal ya da enzimatik yontemlerle NOj3
in NO;'ye daha 6nce indirgenmesi gerekir.

Bu caligmada NO;"nin NO;s"e
oksidasyonu, tepkime ortaminda kalan NO,
tayin edilerek izlendi. Tepkime ortaminda
kalan NO,™ derisimini tayin etmek icin, belirli
inkiibasyon siiresi sonunda ortama Griess
reaktifi eklendi ve 20 dakika sonra olusan
rengin absorbsiyonu 540 nm’de dlciildi.
Aksi belirtilmedikce NO, iceren tepkime
ortaminin hacmi 0,5 mL idi. Tepkime her
zaman 0,5 mL Griess reaktifinin eklenmesi
ile sonlandirildi.  Absorbans  OSlgiimleri
kolorimetrik olarak Shimadzu
spektrofotometre kullanilarak yapildi.

Biitiin deneylerde ticari olarak elde edilen
hemoglobinin renginden kaynaklanan
absorbans degeri, son absorbans degerinden
cikarilarak gergek absorbans degeri bulundu.
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Sekil 1. Griess tepkimesi ile nitrit tayininin
mekanizmasi. Reaktif nitrojen oksit (NOx, 6rnegin
N,O;) tiirleri ile nitrozasyona ugrayan siilfanilamid,
NEDD ile tepkimeye girerek kromofor bilesigi
olusturur."!

BULGULAR VE TARTISMA

Peroksidaz enzimleri ve miyoglobine
benzer sekilde, H>,0O, varliginda
hemoglobinin de nitritin nitrata
oksidasyonunu katalizledigi gézlendi. Deney
ortamindaki nitrit derisiminin hemoproteinler
varliginda azalmasimin nedeninin, nitritin
neticede nitrata oksidasyonundan
kaynaklandigt  daha oOnce  gosterilmis
oldugundan.”; ortamdan kaybolan nitritin
nitrata c¢evrildigini gostermek i¢in ayrica
ortamda kalan nitrat tayini yapilmadi.
Hemoglobin bulunmayan ortamda, nitrit ile
H,0, arasindaki tepkime ile nitritin
oksidasyonunun pH 5 civarinda basladigi
goriildii. Deney kosullarinda pH 3’de nitritin
tamami oksitlenmektedir. pH distiikce
hemoglobin tarafindan katalizlenen nitrit
oksidasyonu hizlanmakta ve pH 6,25°de
nitritin tamami1 oksitlenmektedir (Sekil 2).
Bu bulgular, H,O, bulunan ortamda nitritin
nitrata oksidasyonunun etkin bir sekilde
katalizlendigini gostermektedir.
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Sekil 2. Nitritin nitrata oksidasyonuna pH’nin
etkisi. (-0-): Hemoglobin yoklugunda; (-m-): 3,1 uM
Hemoglobin varliginda. Deney ortami1 80 pM Nitrit
ve 2 mM H,0, icermektedir.

Hemoglobin  katalizér  olarak  etkin
derisimi 3,1 puM olarak belirlendi ve diger
calismalarda bu derisim kullanildi. Nitritin
nitrata oksidasyonu sabit hemoglobin, nitrit
ve H,0, derigimleri kullanilarak (sirasi ile 3,1
uM, 80 uM ve 2 mM) farkh iki pH’da ve 3
farkli inhibitoriin varliginda arastirildi. Her
ti¢ farkli inhibitériin 0-2 mM arasindaki
derisimleri kullanmild1 (Sekil 3, 4, 5). Etkileri
test edilen her ii¢ bilesik de derisimlerine
bagli  olarak  hemoglobin  tarafindan
katalizlenen nitrit oksidasyonunu inhibe
ettiler. Etkileri arastirilan bu bilesiklerden
glutatyon ve askorbik asit, reaktif oksidanlar
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ile tepkimeye giren antioksidan bilesikler
olarak bilinirler. Bu bilesiklerin,
hemoproteinlerin H,O, ile tepkimesi sonucu
olusan reaktif ferrik oksitleri veya nitritin
oksidasyonu sirasinda olusan ara liriinleri ile
tepkimeye girerek nitritin nitrata
oksidasyonunu inhibe ettikleri sonucuna
varildt.
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Sekil 3. Nitritin nitrata oksidasyonuna askorbik
asit derigiminin etkisi. (-o-): pH 7,0, (-m-): pH 6,25.
Hemoglobin: 3,1 uM, Nitrit: 80 uM, H,O,: 2 mM.
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Sekil 4. Hemoglobin tarafindan katalizlenen nitrit
oksidasyonuna glutatyon derigiminin etkisi. (-e-): pH
7,0, (-m-): pH 6,25. Deney ortami 3,1 uM hemoglobin,
80 uM nitrit ve 2 mM H,0, igermektedir.
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Sekil 5. Hemoglobin tarafindan katalizlenen nitrit
oksidasyonuna tiyosiyanat derisiminin etkisi. (-e-):
pH 7,0, (-m-): pH 6,25. Hemoglobin: 3,1 uM, Nitrit:
80 MM, HzOzI 2 mM.

Peroksidazlarin ve miyoglobinin nitrit ile
H,0, varliginda tirozin amino asidinin
nitrasyonuna neden oldugu gdsterilmistir."
Bu c¢alismada da nitrit ve H,0O, igeren
ortamda hemoglobinin tirozin nitrasyonuna
neden oldugu gozlendi ve nitrasyon kosullar
arastirildi. Tirozin amino asidinin nitrasyonu
pH 3-8 arasindaki degisik pH’larda 50 mM
asetat tamponu (pH 3,0, 3,25, 3,50, 3,75, 4,0,
4,25, 4,50, 4,75, 5,0, 5,25, 5,50) ve fosfat
tamponu (pH 5,0, 5,25, 5,50, 5,75, 6,0, 6,25,
6,50, 6,75, 7,0, 7,25, 7,50, 7,75, 8,0)
kullanilarak arastirildi. Biitiin  pH’lardaki
tepkime ortam1 3,1 uM hemoglobin, 500 uM
nitrit ve 1 mM H,0,; icermekteydi. Tirozinin
nitrasyonu ayrica hemoglobin igermeyen
ortamda da calisildi. Tepkime ortaminin
hacmi 900 pL idi ve tepkimeler 100 pL 1 N
NaOH ilavesi ile sonlandirildi. Ortama
eklenen NaOH hem nitritin oksidasyonunu
durdurmakta, hem de alkali kosullarda
nitrotirozinin kolorimetrik tayinine olanak
saglamaktadir. Alkali ortamda yogun sar1 bir
renge sahip olan nitrotirozinin absorpsiyonu
430 nm’de Olgiildii. pH’nin hemoglobin ve
nitrit bagimli tirozin nitrasyonuna etkisi
(Sekil 6) verilmistir. En etkili nitrasyon pH 6
civarinda gozlendi. Bu nedenle tirozin
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nitrasyonu ile ilgili diger ¢alismalar pH 6’da
yapildu.

1,2 -
1 &
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Sekil 6. Tirozin nitrasyonuna pH’nin etkisi.
Hemoglobin: 3,1 pM, H,0,: 1 mM, Nitrit: 500 puM,
Tirozin: 1 mM.

Tirozin nitrasyonunun hidrojen peroksit
derisimine baglh ilerleyisini gormek ve
tepkime icin gerekli hidrojen peroksit
derisimini  belirlemek i¢in, 3,1 uM
hemoglobin, 500 uM nitrit ve 1 mM tirozin
igeren ortama 0-2 mM H;0, eklenerek
caligild1 (Sekil 7). Tepkime ortaminda H,O,
yok iken tirozin nitrasyonu gozlenmedi.
Optimal nitrasyon hidrojen peroksit derisimi
2 mM iken gozlendi.

1.2 -

0 1000 2000 3000
H202 ]JM

Sekil 7. Hemoglobin tarafindan katalizlenen
tirozin nitrasyonunun hidrojen peroksit derigsimine
bagimliligr pH 6,0. Hemoglobin: 3,1 pM, Nitrit: 500
puM, Tirozin: 1 mM.
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Hemoglobin  derisiminin  nitrotirozin
olusumuna etkisini gézlemek i¢in pH 6,0’da
2 mM H;0, 1 mM nitrit, 1 mM tirozin ve 50
mM fosfat tamponu iceren tepkime ortamina
belirtilen degerler arasinda hemoglobin (75
nM-3,750 uM) derisimlerinden eklenerek
tepkimeler baglatildi. Hemoglobin derisimi
artiginin tirozin nitrasyonunu artirdigi, diger
bilesikler sabit kalmak iizere bu artisin
hemoglobinin artis1 ile dogrudan ve gii¢lii bir
iliskisi oldugu goézlendi. Hemoglobinin de
diger peroksidaz ezimleri ve hemoproteinler
gibi  tirozin nitrazyonunu  katalizledigi
gozlendi. Hemoglobin yoklugunda yapilan
caligmalarda nitrasyon kaydedilmedi.
Nitrasyon deneyleri icin en etkili hemoglobin
derisiminin 3,1 uM oldugu bulundu (Sekil 8).

1,0 1

 A420

al e

0,2 -

0,0

0 1000 2000 3000 4000
Hemoglobin nM

Sekil 8. Tirozin nitrasyonunun hemoglobin
bagimliligi. pH 6,0, HyO,: 2 mM, Nitrit: 1 mM,
Tirozin: 1 mM.

Tirozin nitrasyonuna nitritin  etkisini
gozlemek icin pH 6,0 da 3,1 uM hemoglobin,
2 mM H;0,, 1 mM tirozin ve 50 mM fosfat
tamponu bulunduran tepkime ortamina farkl
degerlerde nitrit konsantrasyonlar1 (0-1 mM)
eklenerek calisildi. Tepkime ortaminin hacmi
900 pL olup tepkimeler 100 pL. NaOH
ilavesi ile sonlandirildi. Ortama nitrit
eklenmesiyle tirozin nitrasyonunda nitrit
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derisimine bagl bir artis gozlendi. Uygun
nitrit derigsiminin 500 pM olduguna karar
verildi (Sekil 9). Glutatyon, askorbik asit ve
tiyosiyanat (SCN) derisimlerinin tirozin
nitrasyonuna  etkileri  ¢alisildi.  Tirozin
nitrasyonu sabit hemoglobin, nitrit, tirozin ve
hidrojen peroksit derisimleri kullanilarak
(swrast ile 3,1 uM, 500 uM I mM ve 1 mM )
pH 6,0’ da 3 farkli inhibitériin varliginda
arastirildi. Ug farkli inhibitdrden askorbik
asidin 0-1 mM arasindaki, diger ikisinin de
0-2 mM arasindaki derigimleri kullanildi
(Sekil 10, 11, 12). Etkileri degerlendirilen her
tic bilesik de derisimlerine bagli olarak
hemoglobin tarafindan katalizlenen tirozin
nitrasyonunu inhibe etmektedir. Etkileri
arastirilan her ii¢ bilesigin de ortamda kit
bulunmalarinin peroksidazlarca katalizlenen
tirozin nitrasyonuna ortam sagladiklar
bilinmektedir.  Bu  bilesiklerin  etkin
inhibisyon gosterdikleri derigim, askorbik
asitin 0,75 mM, tiyosiyanatin 1 mM ve
glutatyonun 1 mM olarak tespit edildi.
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Sekil 9. Hemoglobin tarafindan katalizlenen
tirozin nitrasyonunun nitrit derisimine bagimliligi. pH
6,0, Hemoglobin: 3,1 uM, H,0,: 2 mM, Tirozin: 1
mM.
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Sekil 10. Hemoglobin-nitrit bagimli tirozin
nitrasyonuna askorbik asit derigiminin etkisi. pH 6,0,
Hemoglobin: 3,1 uM, H,0,: 1 mM, Nitrit: 500 puM,
Tirozin: 1 mM.
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Sekil 11. Hemoglobin-nitrit-hidrojen peroksit
bagimli tirozin nitrasyonuna glutatyon derisiminin
etkisi. pH 6,0, Hemoglobin: 3,1 uM, H,O,: 1 mM,
Nitrit: 500 uM, Tirozin: 1 mM.
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Sekil 12. Hemoglobin-nitrit-hidrojen peroksit
bagiml tirozin nitrasyonuna Tiyosiyanat derigiminin
etkisi. pH 6,0, Hemoglobin: 3,1 uM, H,0,:1 mM,
Nitrit: 500 uM, Tirozin: 1 mM.

NO; ve NOj; sulu ortamlarin yaygin
kirleticilerini temsil ederler ve dogal su
kaynaklarinin kalitesinin onemli
gostergeleridirler.” Nitrat cevreye nitrojenli
giibrelerin kullanildig1 topraklardan sizabilir.
Su kaynaklarinda NO;s™ konsantrasyonunun
artist NOs ayrica NO;'ye
indirgenebildiginden insan saghgr i¢in
potansiyel bir risk olusturur.14 NO," ve NO5y
et ve balikk (drlinlerinin saklanmasinda
koruyucu, tatlandiric1 ve renklendirici olarak
kullanilmakla birlikte diyetle alinmalar1 ciddi
zehirlenmelere neden olmakta ve en genel
etkileri de  methemoglobinemi  olarak
bilinmektedir.* NO, ve NO3;” NO'nun kararli,
inaktif birer son {iriinii olarak diisiiniiliirken
bazi son ¢alismalar NO;™ 'nin tekrar biyoaktif
NO'ya indirgenebildigini  gdstermektedir.
Nitrat tiikiiriikte konsantre olarak bulunur ve
bir kismi bakteriyel NO;3;  rediiktazlar
tarafindan NO; 'ye indirgenir. Nitratin, NO,
'nin sistemik {retimi i¢in siibstrat oldugu

gosterilmistir. " Ginlik alman  NOs
bakteriyel  flora  tarafindan = NO;'ye
metabolize olmakta ve tilikiiriik NOy
konsantrasyonunun  yiikselmesine  neden

olmaktadir. Midenin asidik kosullarinda NO,
giiclii bir nitratlayict ajan olan nitréz asidi
iiretir. Idrar, tiikiirik ve plazma NO;’
seviyelerinde artis olurken NO;'nin sadece
tiktirtikteki konsantrasyonu artmistir.
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Pannala ve ark. yiiksek diyetli NO;j
tiiketiminin 3-nitrotirozinin plazma
konsantrasyonlarinda 6nemli bir kronik
degisime neden olmadigin1 gdstermislerdir.’

Bu calismamizda  oncelikle  NO;
oksidasyonunun belirlenebilmesi i¢in Hb,
NO, ve H;O, bilesikleri farkli pH
degerlerinde ve oda sicakliginda inkiibe
edildi. Peroksidaz enzimleri ve miyoglobine
benzer sekilde, H,O, varliginda Hb'nin NOy’
'nin NOs'e oksidasyonunu katalizledigi
gozlendi. NO,™nin pH bagimli oksidayona
ugradig tespit edildi. Hem Hb tarafindan
katalizlenen NO, oksidasyonu, hem de
Hb'nin olmadigi NOy oksidayonu
gostermektedir ki pH distikce NO;
oksidasyonu  hizlanmakta  ve  deney
kosullarinda pH 3'de NO,;'™nin tamami
oksitlenmektedir. pH 5 ten yukar1 pH'lerde
oksidasyon azalmakta, Hb'nin katalizledigi
tepkime ortaminda az bir oksidayon
gozlenmektedir. Bu da Hbmin H,0O,
varliginda NO,;™'nin NOj;'e oksidasyonunu
katalizledigini gostermektedir. NOy
oksidasyonu zaman bagiml bir
oksidasyondur. Tepkime baslangicinda hizli
bir oksidasyon gozlenirken oksidasyon
hizinin belli bir siire sonunda sabitlendigi
saptanmistir.

NO;"nin oksidasyonu hem pH, hem de
H,0; derisimine son derece bagimlidir. NO,
oksidayonu Hb derisimine bagli olarakta
degismektedir. Hb derisimindeki artisin NO,
oksidayonunu artirdig1 saptanmustir.

Bu calismada NO;"nin NOs™ e
oksidasyonu sabit Hb, NO,  ve H,0,
derisimleri kullanilarak glutatyon, askorbik
asit ve tiosiyanat varliginda arastirildi.
Etkileri arastirilan bu bilesiklerden glutatyon
ve askorbik asit, reaktif oksidanlar ile
tepkimeye giren antioksidan bilesikler olarak
bilinirler. Byun ve ark. fizyolojik
derisimlerdeki askorbatin MPO-H,0,-NO;
sistemi tarafindan olusan lipid
peroksidasyonunu inhibe ettigini
gostermiglerdir.'®  Tiyosiyanatn ~ NO,'nin
oksidasyonunu ve proteinlerde tirozin
residiilerinin  nitrasyonunu  inhibe ettigi
gésterilmistir.17 Bu ¢alismamizda yukaridaki
bilesiklerin NO, oksidasyonunu inhibe
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ettikleri bulundu. Bu bilesiklerin
hemoproteinlerin H,O, ile tepkimesi sonucu
olusan reaktif ferrik oksitler veya NO;"nin
oksidasyonu sirasinda olusan ara iirlinler ile

tepkimeye  girerek  NO;™nin  NO;’e
oksidasyonunu inhibe ettikleri
diistiniilmektedir.

NO; in vivo kosullarda birikmez ve gesiti
hemoproteinlerin gerektigi bir mekanizma ile
NO;s;'e metabolize olur.’ Feng ve ark.
NaNO;’nin pigirilmis sosisler {izerindeki
protein  oksidasyonu  ve  nitrozasyon
etkilerinin depolama stiresi ile iliskili
oldugunu bulmuslardir."® Rocha ve ark.
diyetle alinan nitritin in vivo olarak midede
nitratlayict ajanlar drettigini ve peptik
aktiviteyi belirgin sekilde azalttigini tespit
etmislerdir."

Van der vliet ve ark. H,O, varliginda
hemoperoksidazlarin NO;"in NO-ye
oksidasyonunu katalizleyebildigini ve
bununda in vivo olarak NO, seviyesinin
yeterince yliksek oldugu bolgelerde aromatik
nitrasyona katki sagladigini belirtmislerdir.
Peroksidazlardan, horseradis  peroksidaz
(HRP), myeloperoksidaz ~ (MPO) ve
laktoperoksidaz (LPO)’in H,O, veya H,O,
tireten  sistemlerin  varliginda  fenolik
bilesiklerden tirozin’i nitratlama kabiliyetine
sahip reaktif nitrojen ara lrlinleri iiretmek
i¢in NO;’yi oksitleyebildigini
gostermislerdir.”® Wu ve ark. Eosinofil
peroksidaz (EPO) NO;yi kolayca reaktif ara
tirtinler meydana getirmek i¢in kullandigini
ve bu ara iirlinlerinde serbest ve protein bagh
tirozil residiilerini yiiksek oranda
nitratladigini gostermislerdir.”’ Sampson ve
ark. hem myeloperoksidaz hem de horseradis
peroksidaz NO,  ve H,O,'yi siibstrat olarak
kullanarak proteinlerde tirozin nitrasyonunu
katalizledigini rapor etmislerdir.> Byun ve
ark. insan notrofillerinin MNMPO-H,0,-
NO, sistemini kullanarak reaktif turler
trettigini  ve  bu  tirlerin de  2’-
deoksiguanozini nitratlayabildigini
gostermislerdir.'® Davis ve ark. hem MPO
hem de HRP'min NO, ve H,0,’yi Siirfaktan
Protein A'da tirozin nitrasyonunu
katalizlemek igin siibstrat olarak kullandigini
gostermislerdir. Hem oksidasyonun hem de
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nitrasyonun proteini  bozdugunu, lipid
agregasyonu ve mannoz baglama yetenegini
de inhibe ettiklerini gostermislerdir.”

Tirozin nitrasyonu taninan, yaygin
goriilen, fonksiyonel olarak oOnemli bir
translasyon  sonrasi  modifikasyondur.**
Tirozin nitrasyonu proteinin yapisini ve
fonksiyonunu etkileyebilir. ONOO™ yaninda,
diger reaksiyonlarinda 6rnegin NO,-bagimli
hemo peroksidaz reaksiyonlarinda protein
tirozin nitrasyonunu in vivo da artirdig
bulunmustur. Hemoperoksidaz enzimlerinin
(MPO, EPO, HRP) NO, ve H,0O, varliginda
kalp homojenatlarinda farkli proteinleri
nitratlayabildikleri gosterilmistir. Bu
nitrasyon NO,  ve tirozinin sirasiyla nitrojen
dioksit radikaline ve tirozil radikaline
oksidasyonlariyla meydana gelmektedir. Bu
iki radikalin ardistk reaksiyonlari nitro
tirozine yol agmaktadir. Yukarida tanimlanan
mekanizmalardan farkli mekanizmalar da
vardir. Protein nitrasyon mekanizmalari
olarak, bu mekanizmalar hemoproteinlerin
(miyoglobin ve hemoglobin)
psodoperoksidaz aktivitesi temeline
dayanmaktadlr.25 Kiling ve ark. diger bir
hemo protein olan miyoglobin’in NO, ’nin
oksidasyonunu katalizledigini ve tirozin
nitrasyonunu ilerlettigini bulmuslardir. Hem
NO," oksidasyonu hem de tirozin
nitrasyonunun H,O, bagimli olup ferril (Fe™)
miyoglobinin  olusumunu  gerektirdigini,
bundan baska, NO, oksidasyonu ve tirozin
nitrasyonunun optimum pH 6'da pH
bagimhligini gosterdiler.”

Hb'nin NO, ve H;0, ile (muhtemelen
diger oksidanlarla da) etkilesime girebildigi
ve bu reaksiyonun proteinin kendisini ve
diger proteinlerin nitrasyonuna yol actigi
¢ikan sonuglardan goriinmektedir.
Peroksidazlar proteinlerin tirozil gruplarini
NO;" ve H,O, varliginda nitratlayabilirler.
Acikga, Hb, NO; ile birlikte peroksidazlar
gibi davranir. Peroksidazlarin NO, ile
etkilesimi NO;  in nitratlayict ajan NO, ye

bilesik I  tarafindan  oksidasyonunu
gerektirdigi diistiniilmektedir. Tirozin
nitrasyonu hemoglobin ve diger

psodoperoksidaz aktivitesine sahip hemo
proteinler tarafindan olmaktadir. Ornegin
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miyoglobin, veya sitokrom ¢ tirozin
nitrasyonunun viicuttaki onemli
kaynaklarldlrlar.27 In vivo kosullarda birkag
ajanin nitrasyondan sorumlu olma olasilig
vardir. Bu ajanlar H,O,/peroksidazlarin
varligimda  ONOO™ ve  NO,  dir.
Metmiyoblobin ve methemoglobinin NO,™ ve
H,O, varliginda tirozini nitratlayabildigi
gosterildi.”

Bu calismada da NO, ve H;0, igeren
ortamda Hb'nin tirozin nitrasyonuna neden
oldugu gozlendi. Tirozin amino asidinin
nitrasyonu pH 3-8 arasindaki degisik
pH'lerde calisilmis ve pH'nin Hb ve NO,
bagimli tirozin nitrasyonuna etkisi sekil 6'da
verilmistir. En etkili nitrasyon pH 6 civarinda
gozlendi. Daiber ve ark. ONOO™ un fenolii
nitratlamasini pH 4 ile 8 arasinda en yiiksek
bulmuglar ve bu c¢alismada gozlendigi gibi
fenol nitrasyonunun diisiik aktivitesinin pH
8'de oldugunu gdstermislerdir.”® Pecci ve ark.
nitrotirozin olusumunun diisiik pH'lerde az
oldugunu, noétral pH'den yiiksek degerlerde
ise olusmadigint gostermislerdir. Ayrica
nitrotirozin iriinliniin pH bagimli meydana
gelmesinin, yaklasik olarak pH 6'da
maksimum oldugunu da bulmuslardir.*~°
Bizim c¢aligmada Hb yoklugunda NO,'nin
NOs"'e oksidasyonu gerceklesmedi. Tirozin
nitrasyonunun olmamasi, asidik ortamda
NO,"den olusan nitrozolayic1 ajan (NO")
tirozin  nitrasyonuna neden olmadigini
gostermektedir.

Tepkime ortaminda H,O; yok iken tirozin
nitrasyonu gozlenmedi. Sunulan ¢alismada
oldugu gibi, baska caligmalarda da NO, ya
da H,O, ortamda yok iken nitrotirozin
olusumu gt')zlenmemistir.13 Bian ve ark. sigir
serum  albimininin  nitrasyonunun  ve
oksidasyonunun H,O, bagimli gergeklestigini
géstermislerdir.30 Bu calismada en etkili
nitrasyon H,O; derisimi 2 mM iken gozlendi.
NO;" ve H,0; igeren ortamda Hb'nin tirozin
nitrasyonunu artirdigi, diger bilesikler sabit
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kalmak tizere bu artisin Hb'nin artis1 ile
dogrudan ve gii¢clii bir iliskisi oldugu
gozlendi. Hb yoklugunda yapilan
caligmalarda ise nitrasyon kaydedilmedi.

Farkli hemoproteinler tarafindan iiretilen
ara Uriinlerin kayda deger farkli bir yasam
stiresi olsa da, metHb/ H,O, tepkimesi ger¢ek
peroksidazlardaki gibi ara iiriinler meydana
getirir. Bu calismadaki bulgular NO;'nin
kantitatif olarak NOs"e  oksitlendigini
desteklemektedir. Bununla birlikte az miktara
NO;" hem ile olan reaksiyondan kagmakta ve
nitrotirozin olusumuna neden olmaktadir.

Ortamda NO,  eklenmesiyle tirozin
nitrasyonunda NO;" derisimine bagli bir artis
gozlendi. Yapilan bagka c¢alismalarda ise
diisik NO,- derisiminde insan tiikiiriik
peroksidazinda nitrasyon gozlenmezken NO,
derisimi 0.2 mM'm iizerine ¢ikarildiginda
nitrasyon hizinda sigmoidal bir artig
kaydedilmistir.'”  Tirozin  nitrasyonunun
tirozinin derigsimine direkt bagl oldugu,
kendi derisimi arttikga nitrasyonunun da
arttig tespit edildi. Bu artisin bir noktadan
sonra sabitlendigi gozlendi. Tepkime ortami
icin en etkili tirozin derisimi 1 mM olarak
belirlendi. Tirozin nitrasyonuna etkileri
degerlendirilen glutatyon, askorbik asit ve
tiyosiyanatin derigimlerine bagli olarak Hb
tarafindan katalizlenen tirozin nitrasyonunu
inhibe ettikleri saptandi.

EPO bagimli protein tirozil residiilerinin
nitrasyonunun iz vivo olarak 06zellikle
eozinofil infiltrasyonunun ve  NO
(dolayistyla NO,") iiretiminin yiiksek oldugu
ve askorbat, glutatyon ve SCN” seviyelerinin
sinirlt oldugu bolgelerde meydana gelmesi
olasiligi vardir.?' Glutatyon ve askorbatin
ONOO" ve NO; tarafindan meydana gelen
nitrasyonun inhibitorleri olduklar1 rapor
edilmistir.'”  Askorbik asit, glutatyon ve
tiyosiyanatin sabit derisimlerinde tirozin
nitrasyonuna etkileri gozlendi.
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SONUC VE ONERILER

Bu calismada Hb'nin bir hemoperoksidaz
gibi davranarak NO,; ™ nin NO;s™'e
oksidasyonunu katalizledigi gozlendi. Ayrica
Hb tarafindan katalizlenen bu tepkime
sirasinda olusan reaktif tiirlerin tirozin
nitrasyonuna neden oldugu bulundu. Hb'nin
katalizledigi bu tepkime nedeniyle, NO, ve
NO;™Min bildirilen toksik etkilerinde Hb'nin
peroksidaz benzeri aktivitesinin de payinin
olabilecegi sonucuna varildi. Nitrit ve nitrat

bilesiklerinin in vitro ortamda Hemoglobin
ile girdigi tepkimeler sonucunda meydana
gelen nitrasyon bilesiklerine benzer bilesikler
in vivo ortamda da meydana gelebilir. Bu
giinlerde islenmis etlerin nitrasyona neden
oldugu ve kansere yol agtig1 bilgisi de
eklendiginde yiyeceklerin ve igme suyunun
icerigine dikkat etmek halk sagligi agisindan
yararl olabilir.
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