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FOTOSENSITIZE EDILEN ERITROSITLERDEKI HEMOLIZ KINETIiK MODELI: COK

VURUSLU HEDEF TEORI *

Mehmet Dinger BILGIN ', A.Eser ELCIN’

OZET

Amag: Fotosensitize edilmis eritrositlerdeki hemoliz hiz kinetigini 6rnek sistem olarak kullanarak, hiicre
zaridaki fotosensitizasyon mekanizmasinin agiklanmasi amaglanmistir. Fotohemolizin 1513a bagli olusan hasar
(fotokimyasal satha) ve termal aktivasyonun (termal satha) birlikte olan etkisiyle olustugunu kabul eden “Cok
Vuruslu Hedef Teori” 'de; her sathadaki kinetik diizen 6zel vuru sayilari ile belirlenebilmektedir.

Yéntem: Fotohemoliz hizi (1/¢,,) = gL'C’ formiiliiyle hesaplanmus olup, t,, sistemde %50 hemoliz olmasi igin
gerekli olan karanlik inkiibasyon zamanini, L uygulanan 11k dozunu, C, protoporfirin konsantrasyonu , g
reaksiyon sabitini, £ ve j ise Olgiilen iissel degerleri belirtmektedir. Deneyde, pH 7.4, 10 mM tuzlu fosfat
tamponda hazirlanan insan eritrositleri degisik konsantrasyonlarda protoporfirin IX ile fotosensitif hale
getirilmis ve 1518a maruz birakilarak gecikmis fotohemoliz 6lgtimleri yapilmistir. Ayrica gecikmis fotohemoliz
verileri “Cok Vuruslu Hedef Teori” kullanilarak incelenmistir.

Bulgular: Fotohemoliz egrileri s-seklinde olup, diisiik protoporfirin konsantrasyonu ve 1sinlama zamaninda t,,
degeri daha uzamis olarak 6l¢iilmistiir. Gecikmis fotohemoliz 6lglimlerinde, fotohemoliz hizinin sogurulan
1sinimin karesiyle orantili oldugu belirlenmistir. Deneysel ve modelle hesaplanan fotohemoliz egrileri uyum
icindedir.

Sonu¢: “Cok Vuruslu Hedef Teori” ile, fotohemoliz sonuglarinin karakterize edilmesi ve karsilastirmasi
acisindan 6nemli oldugu gosterilmistir. Bu kinetik modelle belirlenen degisik konsantrasyonda fotosensitif ajan
ve 151k dozunun fotohemoliz egrileri iizerine olan etkisinin, dl¢iilen deneysel verilerle uyum i¢inde olmasi ile
“Cok Vuruslu Hedef Teori” desteklenmektedir.

Anahtar Sozciikler: “Cok Vurulu Hedef Teori”, eritrosit membrani, fotohemoliz, kinetik model, protoporfirin
IX.

Kinetic Model of Photosensitized Homolysis of Erythrocytes: Multihit Target Theory

SUMMARY

Aim: By using rate kinetics of photosensitized hemolysis of erythrocyte as a model system, understanding the
mechanism of photosensitization on the cell membrane was purposed in this work. Photohemolysis required the
combined effect of the light activated (photochemical stage) and thermal (thermal stage) process, and these stages
can be represented by “Multihit Target Theory”, defined with photochemical and thermal hit numbers.

Method: Photohemolysis rate was calculated by using 1/¢,, = g L' C! where t,,is the dark incubation time required
for 50% hemolysis, L is the incident light dose, C. is the bound dye concentration, j and & are the “as measured”
exponents, and g is the reaction constant. Erythrocyte suspension, which was prepared in pH 7.4 10 mM
phosphate buffered saline, was photosensitized with various concentration of protoporphyrin IX and was
irradiated by visible light. Then, delayed photohemolysis was measured for each sample, and data were analyzed
using “Multihit Target Theory”.

Results: Prolonged t,, values were measured on delayed photohemolysis curve (s-shaped) with low
protoporphyrin IX concentration and irradiation time. Delayed photohemolysis measurements are indicative of
second power dependence of the photohemolysis rate on the absorbed light energy. Photohemolysis data
obtained from experiments and kinetic model calculations were in good agreement.

Conclusion: “Multihit Target Theory” is important for characterizing and comparing photohemolysis results.
The effects of various concentrations of photosensitizers and light doses on photohemolysis curve were analyzed
with kinetic model. Thus, experimental data were in good agreement with recent kinetic model, based on
“Multihit Target Theory”.

Keywords: “Multihit Target Theory”, erythrocyte membrane, photohemolysis, kinetic model, protoporphyrin
IX.

Deneysel Arastirma

Fotosensitize edilmis eritrositlerdeki hemoliz
mekanizmas1 son 70 yildir arastirilmaktadir.
Fotohemoliz mekanizmasina ilginin devam etmesinin
nedenleri olarak asagidaki faktorler sayilabilir: (i)
Insan ve hayvan derisinde bircok ilag ve kimyasal
ajanin olusturdugu foto-sensitizasyonun in vitro
olarak eritrositlerdeki fotosensitizasyon ile benzer

ozellik gostermesi, (ii) Hiicre membraninda olusan
foto-oksidatif hasarlarin ve hemoliz kinetiginin
aragtirtlmasinda eritrositlerin tekrarlanabilir ve iyi
karakterize edilmis bir model sistem olusturmast, (iii)
Fotohemolizin, alternatif kanser tedavisi olan
fotodinamik tedavinin (FDT) etki mekanizmasindaki
erken kan akimi durmasinda rol almasi.'”

* Bu ¢alismann bir kismi 4-6 Eylil 2002 tarihindeki 13. Ulusal Biyofizik Kongresinde sozlii bildiri olarak sunulmustur.
" Adnan Menderes Universitesi, Ti ip Fakiiltesi, Biyofizik Anabilim Dali, AYDIN
° Gazi Universitesi, Gazi Egitim Fakiiltesi, Biyoloji Egitimi Béliimii, ANKARA



Cok Vuruslu Hedef Teori

Fotohemoliz mekanizmasi, hiz kinetikleri ve bu
mekanizmay1 etkileyen parametrelerin tiimiiyle
uyumlu olmalidir. Béylece, gelistirilen kinetik model
ile bir¢ok fotodinamik ajan tarafindan olusturulan
deneysel veriler analiz edilebilmektedir.”**
Fotosensitif ajanin, eritrositlerle 1s1§a maruz
kalmadan Once etkilesime girdigi fizyolojik
durumlara benzerlik gosterdiginden bir¢ok ¢aligmada
gecikmis fotohemoliz kullanilmigstir. Gecikmis
fotohemoliz (GFH) deneyinde, eritrosit soliisyonun
fotosensitif ajanla karanlikta bekletilmesini takiben
kontrollu 151k dozuna maruz birakilmakta ve daha
sonra da karanlikta olusan hemoliz hiz1 6l¢lilmektedir.
Bu ¢alismada, eritropoetik porfiri hastalarindaki
gibi in vitro olarak eritrositlerdeki fotohemolizden
sorumlu tutulan kuvvetli hidrofobik bir porfirin tiirevi
olan protoporfirin IX (PPIX) kullanilmistir. PPIX ile
fotosensitize edilen eritrositlerdeki hemolizin hiz
kinetigini incelemek ve deneysel olarak elde edilen
gecikmis fotohemoliz hiz degerlerinin gelistirilen
kinetik model olan “Cok Vuruslu Hedef Teori”
(CVHT) ile uyumunun arastirilmasi amaglanmugtir.

GEREC VEYONTEM

Gecikmis Fotohemoliz Deney Diizenegi

Gonilli saglikli yetigskin erkekten sitrathi tiipe
alman kan 1500 r.p.m.'de 10 dakika santrifiij edildi.
Eritrositler %0.9 NaCl igeren pH 7.4 10 mM fosfat
tamponu (Tuzlu Fosfat Tampon) ile yikandilar.
Eritrosit siispansiyonu hemositometrede 5.5 x 10’
hiicre/ml olacak sekilde sulandirildi ve Ornekler
hazirlandi.  Bu oOrnekler tuzlu fosfat tamponda
hazirlanmis ¢esitli konsantrasyondaki protoporfirin
IX (Sigma Chem. Co., St.Louis, MO, US) ile 37 "C
etiivde 60 dakika inkiibe edildi. Daha sonra, tuzlu
fosfat tamponu ile ornekler yikanarak eritrositlere
bagli olmayan protoporfirin, ortamdan uzaklagtirildi
ve spektrofotometrik (Unicam Model UV-530,
Ingiltere) olarak eritrositlere bagli PPIX
konsantrasyonu belirlendi. Hazirlanan 6rneklerin
once 10 dakika karanlikta oksijenlenmesi saglandi ve
takiben 24 ‘C de degisen siirelerde goriiniir 15132
maruz birakildi. Isik kaynagi olarak Corning C.S.
No.0-52 filtre (>360 nm) ve 2 cm su ile 1gin1 filtre
edilen 200 W yiiksek basingli civa/ksenon ark lambasi
kullanildi. Bu kaynagin kuvveti 360-700 nm arasinda
14 mW/cm’ olarak 6lgiildii. Manyetik karistiricili ve
sicakligr ayarlanabilir 2 x 2 cm cam kiivetteki drnekler
1s1may1 takiben 37 ‘C de karanlikta inkiibasyona
birakildi. Spektrofotometre ile OD,, (750 nm de 151n
saciliminin oldugu optik yogunluk) 6l¢timler yapildi
ve sonra fraksiyonel hemoliz (%100 hipotonik fosfat
tampon referans olarak kullanildi) degerleri
belirlendi. Deneysel olarak belirlenen bu degerler
CVHT ile analiz edildi. Biitiin deney islemleri
minimum 1s1k i¢eren karanlik ortamda
gergeklestirildi. Deney diizeneginin kontroliinde
PPIX igermeyen eritrosit 6rneklerinin ayni islemlere
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maruz birakilmasi sonucu ihmal edilebilir seviyede
fotohemoliz olugmustur.  Elde edilen deneysel
gecikmis fotohemoliz verilerinin analizi i¢cin SPSS
10.0 istatistik programi kullanildi. Non-parametrik
bir test olan Wilcoxon Isaretli Siralar Testi deneysel
veriler ile CVHT ile hesaplanan verileri
degerlendirme i¢in kullanildu.

Kinetik Model

Fraksiyonel hemolizin (f) karanlik inkiibasyon
zamanina (f) gore grafiginde hemoliz egrileri bir
gecikme zamanini takiben sigmoid (s) seklindedir.
Gecikmis fotohemolizde karanlikta inkiibasyon
zamaninin baglangicindan dlgiilen ve /=0.5 olmasi i¢in
gerekli olan t,, hemoliz hizin1 tanimlayan 1/t
parametresi ile karekterizedir. Matematiksel olarak t;,
asagidaki formiille hesaplanmaktadir:

1t,=gL"C] (M

Bu denklemde; ¢,, ile eritrositlerin %50'sinin
hemoliz olmasi i¢in gerekli olan karanlik inkiibasyon
zamani, L ile uygulanan 1s1k dozu, C, ile sistemdeki
fotosensitif ajanin konsantrasyonu, k ve j ile dlgiilen
issel degerler, ve g ile denklem sabiti
tanimlanmaktadir. GFH de £ tissel degeri yukaridaki
denklemde C, sabit olarak tutuldugunda ve j issel
degeri ise L sabit tutuldugunda hesaplanmaktadir.
GFH igin literatiirdeki j ve k degerleri Tablo 1'de
Ozetlenmisgtir.

Tablo I. Deneysel Fotohemoliz Hiz Parametreleri

Fotosensitif Ajan k& J Kaynak
Benzoporfirin 2.00£0.03 1.88+0.03 °
Sodyum Hiperisin ~ 2.06£0.03 1.89+0.14 *
Hematoporfirin 1.99+0.02 1.89+0.03 °
Photofrin™ 1.82£0.03 1.24£0.08 °
Klorin e 2.13 1.42 ’
Floksasin B 2.00 1.40 ’
Lutesyum teksafrin  1.94+0.12 - ¢
Protoporfirin IX ~ 2.08+0.12  1.20%0.10 °
Cok Vuruslu Hedef Teori

Bu teori, fotosensitize edilen eritrositlerdeki
hemoliz olusmasi i¢in fotokimyasal hasar olusturan
termal aktivasyona ihtiya¢ oldugunu ileri stirmektedir.
Fotokimyasal hasar olugsma olasilig1 m vuru sayisi ile
ve fotokimyasal hasardan sonra olusan termal hemoliz
olusma olasilig1 ise g vuru sayist ile tanimlanmaktadir.
CVHT'deki fotokimyasal sathay1 asagidaki denklem
tanimlanmaktadir:

v=m-1
GBCYH=1-¢"" T (BCy) I )
v=0

Bu denklemde, G eritrositte olusan fotokimyasal
pre-hemolitik hasarin olasiligi, B birim fotosensitif
ajan konsantrasyonu bagina etkili 151k dozu oranini, C,



etkili olan ajan konsantrasyonunu, ¢* pre-litik 151na
maruz birakma zamanini, ve m fotokimyasal vuru
sayisin1 gostermektedir. Ayrica BC.¢ terimi ¢ sonrasi
biriken ortalama fotokimyasal vuru sayisi seklinde
tanimlanabilir ve bu etkili olan 151 dozu ile orantilidir.
Termal hemoliz olasiligi denklem (3) ile
tanimlanmigtir;

u=q-1
2 (Gt uu! 3)

u=0
Hp(t) termal inkiibasyon zamani #'den sonra
fraksiyonel hemoliz olusma olasiligini, o
fotokimyasal ve termal sathalar arasindaki eslesme
hiz sabitini, G eritrositte hemolitik fotokimyasal
hasar olasiligint ve ¢ termal vuru sayisini
gostermektedir. Denklem (2) ve (3)'de, sogurulan
diisiik 151k dozu ve kisa karanlik inkiibasyon zamanlari
i¢in limitler BC,t" - 0 ve aGt— 0 tanimlandiginda j
=k =m gosterilir.

Hp(t) = 1-¢*""

BULGULAR

Gecikmis Fotohemoliz

Deney setlerinde 17 UM protoporfirin ile bagl
eritrositlere degisen dozda (13.5, 11.5, 9.6, ve 7.6
Joule/cm®) goriiniir 151k uygulanmasiyla sigmoid
sekilde olan tipik GFH egrileri elde edildi. (Sekil 1,
isaretler). Bu egrilerden hesaplanan 1/t;, lerin 1s1n1im
dozlarina (L) olan logaritmik grafigindeki egimden
deneysel k degeri belirlendi (Tablo 2). Diigiik
fotosensitif ajan konsantrasyonunda deneysel &
degerinin yaklasik 2 oldugu gosterildi. GFH egrilerini
degerlendirmede t,,degerlerinin yaninda, karanlikta %
30 ve 70 hemolizin oldugu zaman hesaplanan t,, ve t,,
degerlerinin t,/t,, olarak tanimlandig1 “bagil egim”
(relative steepness = S) kullanildi (Tablo 2). CVHT'de
herhangi bir fotokimyasal vuru sayis1 degeri i¢in bagil
egim sadece termal vuru sayisina (g) baghdir ve
burada S degeri 1.24 olarak hesaplanmustir.

Denklem (1) deki 151n dozu sabit tutularak deney
yenilendi. Dort degisen konsantrasyonda
protoporfirin IX (6.87, 12, 27,48, ve 41,21 pM) ile
bagl eritrositler 16.8 J/cm’ 1sm dozuna maruz
birakildr (Sekil 2, isaretler). Hesaplanan 1/t;,
degerlerinin konsantrasyona olan logaritmik

Bilgin ve Ark.
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Sekil 1. 17 UM protoporfirin IX ile fotosensitize edilmis
insan eritrositlerinde degisken 151n dozlarinda olusan
gecikmis fotohemoliz egrileri. Isaretler:eL=13.5J/cm’;
BL=11.5J/cm’; ¢ L=9.6J/cm’; A7.6J/cm’. Cizgi: m=2,
q= 25, ve a= 10 dk' olacak sekilde Denklem (2) ve (3)
kullanilarak hesaplanan “Cok Vuruslu Hedef Teori” ile
hesaplanan verilerle hesaplanmistir.
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Sekil 2. Protoporfirin IX ile fotosensitize edilmis insan
eritrositlerinde sabit 151n dozu (L= 16.8 Joule/cm?’)
uygulandiginda olusan gecikmis fotohemoliz egrileri.
Isaretler: e L=41.21 pM; BL=2748uM; ¢ L=12uM;
A 687 UM. Cizgi: m=2, q=25, ve a= 10 dk" olacak sekilde
Denklem (2) ve (3) kullanilarak hesaplanan “Cok Vuruslu
Hedef Teori” ile hesaplanan verilerle hesaplanmistir.

Tablo 2. Protoporfirin ile fotosensitize edilmis insan eritrositlerinde GFH verileri: Deneysel ve kinetik model parametreleri

Deneysel Parametreler

Model Parametreleri ®

C.(ULM) L, (J/em® ke« S.'

1.0 30 2.04+0.16 1.24+0.03
11.6 11 1.97+0.15 1.30+0.02
17 11 1.67+0.10 1.23+0.02
37.8 6 1.52+0.25 1.23+0.03

k S,

2.01+0.17 1.24
1.99+0.25 1.24
1.66+0.11 1.24
1.52+0.25 1.24

" Dért degisik 151n dozunun ortalama degerini igeren 6rnek (3 kez tekrarlanmistir)
* Denklem (1) de sabit fotosensitif ajan konsantrasyonunda hesaplanmustir.

" §=t,/ t,,degerlerinden hesaplanmustir.
* “Cok Vuruslu Hedef Teori” ile hesaplanmistir.



Cok Vuruslu Hedef Teori

grafigindeki egimden deneysel ; degeri 1.3+0.02
olarak belirlendi. Sekil 2 yardimiyla S degeri
1.21+£0.04 olarak hesaplandi.

Gegikmis fotohemoliz deneysel Ol¢limlerinde
denklem (1) kullanilarak hesaplanan =2 ve m=2
sonucu fotohemoliz hizinin sogurulan 1ginimin
karesiyle orantili oldugunu gdsteren parametredir.

Elde edilen gecikmis fotohemoliz verileri ile
CVHT tarafindan hesaplanan veriler arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir. Bu
amagla Wilcoxon Isaretli Siralar Testi ile yapilan
analizde k,,,=1.79%0.23 ve k,,,,=1.79£0.22
(p=0.382) olarak hesaplanirken S,,,,=1.24+0.03 ve

S,0e=1.2420.00 (p=0.644) olarak hesaplanmistir.
Model denklemleri kullanilarak hesaplanan degerlerin
deneysel veriler ile uygunluk icinde olmast CVHT

desteklemektedir.

Kinetik Modelin Verilere Uygulanmasi

Fotosensitize edilen eritrositlerdeki hemoliz
fotokimyasal satha ve termal safhanin birlikte
etkisiyle olusur. GFH deneysel verilerinin kinetik
modele uygunlugu ile ilgili parametreler soyledir: (i)
GFH reaksiyon hizi, eritrositlere bagli fotosensitif
ajan i¢in 151k dozunun karesi ile orantilidir yani 1518a
maruz birakilan safha (fotokimyasal safha) i¢in olan
m=2 degeri yada j=k=2 degeri, sogurulan 1siniminda
fotohemoliz hizinin karesiyle orantili oldugunu
belirtir. (ii) GFH de j degeri k degerine esit olmalidir.
Bu tahminde olusacak farkliliklar deneysel
farkliliklarin modele eklenmediginin gostergesidir.
(iii) Termal vuru sayist deneysel bagil egim (S) ile
iligkilidir ve buradaki S= 1.24 degeri ¢=25 degerine
karsilik gelir. (iv) Denklem (3) kullanilarak, #, = D,/
Go. seklinde tammlandiginda D, terimi termal vuru
sayisina (g) yakin bir say1 olarak belirlenmistir.
Matematiksel analiz sonucu sirasiyla 5, 10, 20, 25, 30
olan ¢ degerleri i¢in D, degerleri sirastyla 4.67, 9.67,
19.67, 24.67, 29.67 olarak  hesaplanmistir. (V)
Eslesme sabiti (o) deneysel verilere uyacak sekilde 10
dk’ belirlenmistir. (vi) Sekil 1 ve 2 de ¢izgi ile
gosterilen egriler CVHT i¢in denklem (2) ve (3)1lin
kullanilmasi ile elde edilen matematiksel verilerle
olusturulmustur.

TARTISMA

Fotohemoliz reaksiyonu, sogurulan 1sik
dozunda dogrusal-olmayan hiz kinetigi ile bircok
fotokimyasal reaksiyondan farklidir. Fotosensitize
edilen eritrositlerde fotokimyasal satha ve termal
sathanin birlikte etkisiyle olusan fotohemoliz
sonuglarini karsilastirmak ve analiz edebilmek icin
niceliksel bir kinetik model gerekliligi iizerine kinetik
model gelistirilmistir. CVHT'nin ana hipotezleri
kompleks bir olgu olan fotohemolizi agiklamada genel
olarak kabul edilen “kolloid-ozmotik™ modelle uyum
icindedir. Kolloid ozmotik modele gore; fotokimyasal

8

hasar eritrosit membranin ozmotik &zelliklerini
degistirerek, termal evre sirasinda hiicrenin sigmesine
ve sonunda parcalanmasma neden olmaktadir.”"”
Kisaca, fotohemoliz mekanizmasini: eritrositlere
bagli fotosensitif ajan tarafindan 1s181n
sogurulmastyla olusan singlet oksijen, membran lipid
ve protein kisimlarmi etkilemektedir. ~ Membran
protein yapisinin degismesi sonucu katyon salinimi ve
takiben hiicre sismesi gergeklesmektedir.
Fotooksidasyona ugramis lipid kisimlarinin birlikte
etkisiyle karanlik donemdeki hemoliz uyarilmaktadir.
Fotokimyasal ve termal sathalar GFH'de birbirlerini
takip etmektedir. Kinetik modelin matematiksel
uygunlugu c¢esitli konsantrasyonlarda kullanilan
fotosensitif ajan ve 1sik dozu igeren deney
gruplarindaki fotohemoliz egrilerinde gosterilmistir.
CVHT ile ayn1 m, ¢, ve a degerlerinin kullanildig1
kosullarda olugturulan gecikmis fotohemoliz egrileri,
deney ortaminda farklt fotodinamik ajanlarca
olusturulan gecikmis fotohemoliz egrileriyle uyum
icinde oldugu bildirilmistir.”* Bu c¢alismada da
deneysel verilerin kinetik model ile uyumlulugu
gosterilmistir.

CVHT ile belirlenen kinetik model
parametreleri deneysel veriler ile uyum i¢indedir. Bu
modelde GFH i¢in j>/ ve degisen C, degerlerinde
olusan hemoliz egrileri ig¢in § sabit olarak
belirlenmistir. Flaksasin B ve klorin ¢, i¢in diisiik j
degeri, bu ajanlarin eritrositler ve hiicre disi sulu ortam
arasinda etkilesime girmesindendir.”*"" Bu tanimlama
eritrositlere tamamen baglanan PPIX i¢in gecerli
degildir. Verilerin model ile tahminine gore
eritrositlere bagli PPIX konsantrasyonu artarken k
degeri 2.0 dan 1.5 dogru diismektedir ¢iinkii diisiik
etkili 1s1nmim degerlerinde (ya diisiik C, ve/veya diisiik
1s1n dozu) k=2 degeri uygulanabilir. Yani bu durumda
denklem (1) 'de hesaplanan £ degeri fotokimyasal vuru
sayisina (m) esit olacaktir. Diger durumlarda k<m
denklemi gecerli olacaktir. Daha karmasik olan j
degeri hesaplamalarinda PPIX konsantrasyonu rol
oynamaktadir. Eritrositlerin intrensek fotohemoliz
mekanizmasi lizerine karanlikta PPIX ile baglanma
etkisi bu calismada hesaplanan ;=1.2 degeri
aciklayabilir. Eritrositlere PPIX ve merocyanin 540
baglanmasinin, eritrosit seklinin diskoidden ekinoide
degismesi, hiicrelerin sismesi, K salinim1 ve ozmotik
hemolize karst korunma gibi ters etkilere neden
oldugu belirtilmistir.” Grossweiner ve ark. PPIX ile
baglanmanin insan eritrositlerinin ozmotik
frajilitesini azalttigin1 gostermislerdir.” PPIX igin hiz
kinetigi karanlikta eritrositlere baglanma sathasindaki
etkilesimlerle degismektedir. Bu modelle
aciklanmaya ¢alisilan fotohemoliz mekanizmast
membran yapisint bozan veya fotosensitif iiriin
olusturan fotosensitifajanlar igin degisik olabilir.
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