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Amag: Bu calismalarda protoportfirinle fotosensitize edilmis eritrositlerdeki hemoliz mekanizmasina sicakligin etkisi
ile etitrosit/protopotfitin/insan serum albimini sisteminin sogrulma ve floresans spektrumlarinin incelenmesi
amacladt.

Gereg ve Yontem: Protoporfirinle fotosensitif hale getirilen insan eritrositleri, ¢esitli sicakliklarda (5-35°C) g6rtniir
1sina maruz birakilip, takiben karanlikta degisik inkiibasyon sicakliklarinda (5-42°C) bekletilerek olusan gecikmis
fotohemoliz Sl¢timleriyle birlikte protoporfirinin eritrosit ve serum albiimin soliisyonundaki sogrulma ve emisyon
spektrumlari Slctilerek eritrosit/ protoportfirin/insan serum albiimini sistemi incelendi.

Bulgular: Protoportfirin ile fotosensitize edilmis eritrositlerde goriiniir 151k uygulanmasi ve takip eden karanlik
devredeki sicakliklarin artmasiyla, gecikmis fotohemolizin hizlandigi gortildu. Spektrometrik incelemelerde eritrosit/
protopotfitin/ insan setum albumini sisteminde 632 nm’de kuvvetli ve 700 nm civatinda ise zayif emisyon bandt
izlendi. Protoporfirin ile insan serum albiimini bulunan ortamda eritrositlerin varligindan bagimsiz olarak 648 nm’de
olusan foto-trin, uygulanan stk dozu artttkca azalmaktadir. Bu 648 nm’deki emisyon bandinn varhfinin
eritrositlere baglt protoporfirinin tampon iginde insan serum albiiminiyle reaksiyona girdigini gosterdi.

Sonug: Gecikmis fotohemoliz hizt 15tk dozunun karesine olan iliskisinin sicaklik degisimi sonucu arttigt ve sicakliga
bagimli  fotohemoliz  egrilerinin =~ “Cok ~ Vuruslu =~ Hedef Teori” ile uyumlu oldugu saptand:
Eritrosit/protopotfirin/insan serum albimini sisteminin spektral ve fotohemolitik 6zellikleri, eritropoietik porfiri
hastalarinin eritrositleriyle benzetlik gésterdigi belitlendi.

Anahtar Kelimeler: Protoporfirin, Fotosensitizasyon, Insan serum albiimini, Eritrosit

The Effect of Temperature on Photosensitization of Erythrocyte Hemolysis by Protoporphyrin and
Evaluation of Erythrocyte/ Protopotphyrin/ Human Serum Albumin System

Objectives: In this study, we aimed to investigate the effect of temperature on photosensitization of erythrocyte
hemolysis by protoporphyrin. We also investigated absorption and fluorescence spectra of
erythrocyte/protoporphyrin/human serum albumin system.

Material and Methods: Delayed photohemolysis measurements were made in photosensitized erythrocytes by
protoporphyrin at irradiation temperatures from 5°C - 35°C and post-irradiation incubation temperatures from 5°C
- 42°C. By measuring absorption and emission spectra of protoporphytin on erythrocyte and human serum
albumin (HSA) solutions, erythrocyte/protoporphyrin/HSA system was investigated.

Results: Delayed photohemolysis were accelerated at higher irradiation temperature and higher post-irradiation
incubation temperature in photosensitized erythrocytes by protoporphyrin. By using spectrometric investigations,
strong emission band at 632 nm and a weaker band near 700 nm were determined on
erythrocyte/protoporphyrin/HSA system. A 648 photoproduct band was obtained when protoporphytin was
irradiated in the presence of HSA without erythrocyte and this band continued to decrease with increasing
irradiation. The formation of the 648 nm band with HSA alone strongly suggests that protoporphyrin bound to
erythrocyte reacts with HSA in the buffer.

Conclusion: Delayed photohemolysis rate were increased with the square of the light dose over this range of
temperature. These temperature dependent photohemolysis curves are consistent with a kinetic model based on
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multihit target theory. The spectral and
photohemolysis properties of the
erythrocytes/protopotphytin/HSA  system
have been of interest in connection with
erythrocyte from erythropoietic porphytia
patients.

Key Words: Protoporphyrin, Photosensiti-
zation, Human serum Albumin, Erythrocyte

+Bu calrsmanin bir kismr 8-12 Ekim 2003 taribi
Kongresinde poster bildiri olarak sunulmugtur.

deki 15. Ulnsal Biyofizi

Eritrositlerdeki gecikmis (1stna maruz kalindiktan
sonra  olugan) fotohemoliz arastirmalarinda
cogunlukla fotosensitif ajan olarak protoporfirin IX
(PpIX) kullanilmaktadir.’? Bu arastirmalarda eritrosit
solisyonu PpIX ile karanlikta inkiibe edilip pre-
hemolitik 151n dozuna maruz tutulmaktadir ve takiben
%100 hemoliz gerceklesmesine kadar tekrar karanlikta
birakilmaktadir. Eritrosit membraninda olusan
fotokimyasal hasar, eritrositlere baglt bulunan
fotosensitif ~ ajanlarin  151§a  maruz  kalmasiyla
tetiklenmektedir.! Hemolize yol agan membran
hasarina;! eritrosit membranindaki hedeflere 1sikla
uyarilan fotosensitif ajanin dogrudan etkisi 2 eritrosit
membranindaki hedeflere singlet oksijen veya aktif
oksijen ara uriinlerinin etkisi ve 3 eritrosit membranin
butinligiini bozan foto-ytkim triinlerinin olusmast
yol acabilmektedir.’ Gecikmis fotohemoliz egrileri,
fraksiyonel hemolizin karanlik inkiibasyon zamanina
karsilik olan grafiginden elde edilirler ve sigmoid
sekildedir. Hiicrelerin %50 sinin hemoliz olmast i¢in
gereken zaman (tso), gecikmis fotohemoliz hizint
degetlendirmede  kullamilan ~ bir  parametredir.
Deneysel olarak degisik konsantrasyonlardaki PpIX
veya 1sin dozu ile ortam sicakliginin fotohemoliz
egrilerine olan etkisi, kinetik bir model olan “Cok
Vuruslu Hedef Teori” (CVHT) sonuglartyla uyum
gostermektedir.»?

Klinikte eritropoietik porfirili (EPP) hastalardaki
derinin 1182 duyarliiginda, 1s18a  bagh olarak
eritrositten serum  proteinlerine PpIX  transferi
olmakta ve takiben PpIX’un endotel hiicrelerin
membranina transferi olmaktadir. EPP’li hastalarin
eritrositleri ortamda albimin bulunmadiginda hizla
fotohemolize ugramakta fakat bu fotohemoliz
ortamda insan serum albimini bulundugunda inhibe
edilmektedir.>” EPP’li hastalara karaciger naklinden
o6nce hem-albimin verilmesi ve plazmaferez
uygulanmast ile plazma ve eritrosit PpIX diizeylerinde
digiis gozlenmis ve hastalarda 15182 duyarlilik
belirtileri olusmadigt izlenmistir.® EPP’li hastalardaki
deri belirtileri, protoporfirinin endotel hiicrelerinde
birikmesi ve giines 1s131na maruz kalma sonucu foto-
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hasar olusturmast seklinde goézlenmektedir. Burada,
PpIX’un plazmadaki albiminden veya
lipoproteinlerden endotel hucrelerin - membranina
transferi gergeklesmektedir.® Bu transfer islemini 1s18a

maruz kalma hizlandirmaktadir. Bu  calismada
yukarida  6zetlenen  bulgular, PpIX ile insan
eritrositlerinin = 7z wvitro  etkilesmesi  bakimindan
karsilagtirilds.

Bu c¢alismada; PpIX ile fotosensitize edilmis
eritrositlerdeki hemoliz mekanizmasina sicakligin
etkisiyle  eritrosit/PpIX/insan  serum  albiimini

sisteminin sogrulma ve floresans spektrumlarinin
incelenmesi amacladi.

GEREC VE YONTEM
Spektrometrik Olgiimler

PplX, insan serum albiimini, metanol ve Triton X-
100 (TX100) Sigma Chem. Co. (St.Louis, MO, ABD)’
den satin alind. PpIX’un metanol ve %1’lik TX100
iceren tuzlu fosfat tamponundaki (%0.9 NaCl iceren
10mM  fosfat tamponu, pH 7.4) sogrulma
spektrumlart  Unicam  (Model UV-530, Ingiltere)
spektrofotometre ile olgildi.  PpIX’ in degisik
sistemlerdeki  (Eritrosit/  PpIX/ Insan  Serum
Albumini Sistemi) emisyon spektrumlart Hitachi
floresans spektrometresiyle (Model FL-2500, ABD)
Olctildi. Bu sistemlerde uyarilma dalga boyu 400 nm
olarak  kullaniddi.  Floresansin  siddetine  gore
spektrometredeki aralik mesafesi 2.5 nm veya 10 nm
olarak secildi. Bitun islemleri minimum stk iceren
karanlik ortamda gergeklestirildi.

Gecikmis Fotohemoliz Deney Diizenegi

Gonilla sagliklt yetiskin erkekten sitratlt tipe alinan
kan 1500 r.p.m 4°C’de 10 dakika santrifij edildi.
Serumdan ayrian eritrositler, 10 mM tuzlu fosfat
(PH  7.4)  yikandiar.  Eritrosit
sispansiyonu hemositometrede 5.0 * 0.2 x 107
hiicre/cm? olacak sekilde sulandirildi ve ornekler
hazitlandi.  Bu o6rnekler tuzlu fosfat tamponda

tamponuyla

hazirlanmis cgesitli konsantrasyondaki PpIX ile 37°C
etivde, 60 dakika inkiibe edildi. Daha sonra, tuzlu
fosfat tamponu ile 6rnekler yikanarak eritrositlere
bagli olmayan PpIX ortamdan uzaklastriddi ve
spektrofotometrik olarak eritrositlere bagh PpIX
konsantrasyonu belirlendi.

Hazitlanan Orneklerin 6nce 10 dakika karanlikta
oksijenlenmesi saglandi. Bu o6rneklerden ik grup
24°Cde ve ikinci grup degisen sicakliklarda (5°C,
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12°C, 24°C, ve 35°C) 180 sn goriinlr 1s1a maruz
birakildr. Istk kaynagi olarak Corning C.S. No. 0-52
filtre (>360 nm) filtre edilen 200 W ytksek basingh
ctva/ksenon ark lambast kullanildi.  Bu kaynagin
kuvveti 360-700 nm arasinda 14 mW/cm? olarak
olcildi. Manyetik karistirictlt ve sicakligt ayarlanabilir
2 x 2 cm cam kivetteki 6rneklerden 1simayi takiben
ilk gruptaki 6rnekler degisen sicakliklarda (5°C, 24°C,
37°C, ve 42°C) ve ikinci gruptaki 6rnekler ise 24°C’de
karanlikta inkiibasyona birakildi.  Spektrofotometre
ile OD7s50 (750 nm de 1510 sagtliminin oldugu optik
yogunluk) o6lctimler yapildi ve sonra fraksiyonel
hemoliz (%100 hipotonik fosfat tampon referans
olarak kullanildi) degetleri belirlendi. Deneysel olarak
belirlenen bu degetler ekte aciklanan CVHT ile analiz
edildi. Bu teoriyi aciklayan matematiksel denklemlerde
1$1¢a maruz kalma sirasindaki fotokimyasal vuru sayisi
(m) ve karanhk evredeki termal vuru sayist (q)
kullamldi.®> Bu c¢alismada degisken sicakliklarda
hesaplanan 6l¢timler Tablo 2’ de verildi ve kinetik
model parametreleri CVHT ile hesaplandi.  Btiin
deney islemleri minimum 15tk iceren karanlik ortamda
gerceklestirildi.  Deney diizeneginin  kontrolinde
PpIX icermeyen eritrosit 6rneklerinin ayni islemlere
maruz birakilmast sonucu ihmal edilebilir seviyede
fotohemoliz olustugu izlendi.

Istatistiksel Analiz
Degisen 1siga  maruz birakma ve karanlikta
inkiibasyon sicakliklarinda elde edilen deneysel

gecikmis fotohemoliz verilerinin analizi icin SPSS
12.0 istatistik programi kullamildi. Non-parametrik
bir test olan Kruskal-Wallis  testi  sicaklik

Tablo 1. Protoporfirinin degisik sistemlerdeki floresans degerleri

uygulamalarinin deneysel verilerinin degerlendirilmesi
icin  kullamild1. Deneysel verilerle CVHT ile
hesaplanan verileri ise Wilcoxon Tsaretli Stralar Testi
ile degerlendirildi.

BULGULAR

Protoporfirinin Floresans

Spektrumlari

Sogrulma ve

PpIX’un metanol ve %1’lik TX100 igeren tuzlu fosfat
tamponundaki soliisyonlar1 sogrulma spektrumunda
monomer yap:t gostermektedir. Bu spektrumlarda
PpIX 408 nm’ de kuvvetli soret bandi ile uzun dalga
boylarinda azalan zayiflikta 4 adet Q bandi izlendi
(Sekil 1). Buna karsilik gelen floresans spektrumunda
631-635 nm’de kuvvetli, 700 nm yakininda da zayif
emisyon bandi gozlendi (Sekil 2). PpIX’un degisik
sistemlerde Olglilen floresans emisyon tepe dalga
boylari Tablo 1’de verilmektedir.  Insan serum
albiimini ve eritrositlere bagh PpIX’un emisyon
spektrumundaki tepe noktalarinin, PpIX’un metanol
ve TX100’daki degerleriyle benzerlik tasimasi, PpIX
monomerlerinin - baskin floresans ajan  oldugunu
gostermektedir.

Flotesans spektrometrik incelemelerde, insan serum
albtimini/ PpIX/ eritrosit sisteminde 632 nm’de
kuvvetli ve 700 nm civarinda ise zayif emisyon band1
belirlendi. Bu emisyon bantlarinda floresans
siddetinin birbirine orani 4:1 seklindedir. Tablo 1’de
gorilen emisyon tepe dalga boylarindaki floresans
siddet degerleri i¢in de, bu oran yaklasik olarak
aynudir.

Sistem * Aralik Emisyon tepe dalga boylar1 ve floresans siddet degerleri
mesafesi (arbitrary unit; a.u.)
PpIX / Metanol 25cm 631£0.2 nm 699+0.6 nm
1800100 350£40
PpIX / %1’lik TX100 / Tuzlu fosfat tamponu 2.5 cm 632+0.4 nm 700+0.2 nm
) 2600£200 500160
PpIX / Insan serum albimini / Tuzlu fosfat 2.5 cm 633+1 nm 70342 nm
tamponu 404 11£2
10 cm 633+1 nm 69942 nm
400 +20 120425
PPIX / Eritrosit solisyonu / Tuzlu fosfat 2.5 cm 636+1 nm 70543 nm
tamponu 2542 613
10 cm 635+1 nm 703+1 nm
22018 50+5

* 5 uM PpIX ve 30 pM insan serum albimini kullamlmistir. Tepe noktasinda floresans siddet degeri = %10 igerisindedir. Her bir durum icin

deney 3 kere tekratrlanmustir.
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Sekil 1. PPIX’un %1’lik TX100 iceren tuzlu fosfat tamponundaki
sogrulma spektrumu

Absorbans

Dalga boyu, nm

Sekil 2. PpIX’un (1 puM) %71lik TX100 iceren tuzlu fosfat
tamponundaki floresans emisyon spektrumu
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300 +
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PpIX ile insan serum albimini bulunan ortamda,
floresans spektrumunda eritrositlerin ~ varligindan
bagimsiz olarak 648 nm’de olusan foto-iriin, maruz
birakiddigt 1sin dozu arttitkea azaldig izlendi. Bu
emisyon  bandmm  vath§l,  eritrositlere  bagh
protopotfirinin  tampon  icindeki insan  serum
albtiminiyle reaksiyona girdigini géstermektedir.

Gecikmis Fotohemoliz Olgiimlerinde Sicaklhigin Etlkisi

Insan eritrosit soltisyonlart 24 saat karanlk ortamda,
10 uM PpIX wvatrlg veya yoklugunda, 24°C veya
37°C’de bekletildiginde anlamli bir diizeyde hemoliz
gostermedigi izlendi. PpIX ile fotosensitif hale
getirilen insan eritrositleri, cesitli sicakliklarda (5°C-
35°C) 15132 birakilip, takiben
karanhkta degisik inkiibasyon sicakliklarinda (5°C-

gorunir maruz
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42°C) bekletildiginde olugan gecikmis fotohemoliz hiz
parametresi olan tso degetleri belirlenerek bu degetler
Tablo 2’de verildi. Gecikmis fotohemoliz hiz
sabitinin, ¢esitli fotosensitif ajanlar icin
1/ t50= atin (1)

tssel formili ile hesaplandigt gosterilmektedir.!#
Burada ti 1sina maruz birakma siresi ve k ise
hesaplanan tssel degerdir.  PpIX icin k dssel
degerinin, Tix= 24°C ve Tin= 37°C sartlarinda 2
olarak  hesaplandi. Bu ¢alismada, PpIX ile
fotosensitize edilmis gecikmis fotohemoliz
reaksiyonlarindaki k=2 degerine, Tir veya Tiak
sicakliklarinin 6nemli etkisinin bulunmadigt belirlendi.

Log (1/ts0)” a karsilik 1/Tin grafigi ve Atrrhenius
denklemi kullanildiginda, termal aktivasyon enetjisinin
(AE) 9.9£0.7 kcal/mol oldugu hesaplandt (Sekil 3).
Protoportfirin ile fotosensitize edilmis eritrositlerde,
151¢a maruz birakilma sirasinda veya bunu takip eden
karanlik  devredeki sicakligin = artmasiyla  olusan
gecikmis  fotohemolizin hizlandigt tso degerlerinin
incelemesi ile Tablo 2’ de gorilmektedir. Sabit
inkiibasyon sicakliginda, sabit 1s1n dozu, sabit PpIX
konsantrasyonunda, ve degisken gbriiniir 1s1ga maruz
birakma sicakliginda gerceklesen gecikmis
fotohemoliz egrileri Sekil 4’de verilmektedit.

Sekil 3. Gecikmis fotohemoliz hizinin inkibasyon sicakligina
10 uM
PpIX iceren eritrosit soliisyonu 24°C 1sina maruz birakidmustir.
Regresyon  ¢izgisinin  egimi 9.9 kcal/mol olarak aktivasyon
enerjisine karsilik gelmektedir.

(°Kelvin) baglhligt Arrhenius denklemi ile gosterilmistir.

0.1

0.01 I

0.001

0.0031 0.0032 0.0033 0.0034

uT

0.0035 0.0036 0.0037
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Tablo 2. Sicakligin gecikmis fotohemoliz hizi tizerine etkisi !

Tire Tink tier ts0 Cok Vuruslu Hedef Teoriye gére hesaplanan parametreler
©C)2 €0 (dakika) (dakika) 3 m q [ (dakika')

24 5 3 680%60 (3) 2 3 0.4£0.1

24 24 3 260£40 (3) 2 7 3.0£0.5

24 37 3 11510 (3) 2 7 6.940.6

24 42 3 8545  (3) 2 7 9.4+0.2

5 24 3 5644 (3) 2 6 13.840.1

12 24 3 5122 (3) 2 15.240.2

24 24 3 3043 (3) 2 16.7+0.3

35 24 3 152 (3) 2 2 15.240.5

! Isina maruz birakma sicakligs, Ti; Karanhkta inkibasyon sicakligi, Tin; Isina maruz birakma stresi, ti; Ortamdaki eritrositlerin %50’sinin
hemoliz olmast i¢in gegen siire, tso; Fotokimyasal vuru sayisi, m; Termal vuru sayisi, q; Eslesme sabiti, [].

2 Istna maruz birakma sicakligt (Tix) sabitken 10 uM PpIX + eritrosit solisyonu kullanilmistir. Isina maruz birakma sicakliklari degisken yani
karanlikta inkiibasyon sicakligi (Tin) sabiten iken 5 uM PpIX + eritrosit solisyonu kullanilmustir.

3 Tekrarlanan deney sayisi parantez i¢inde verilmistir.

Kruskal-Wallis testi ile yapilan analizde; (1) sabit
sicaklikta 151§a maruz kalan ve degisik sicakliklarda
karanlikta inkiibe edilen (p=0.016) ve (2) degisik
sicakliklarda 1s1ga maruz kalan ve sabit sicaklikta
karanlikta inkiibe edilen (p=0.019) O6rneklerde,
gecikmis fotohemoliz ile sicaklik arasindaki iliskinin
istatistiksel ~olarak anlamli oldugu saptanmustir.
Wilcoxon Isaretli Siralar Testi ile Sekil 4°deki deneysel
veriler ile onlara uygun CVHT ile hesaplanan verilerin
degerlendirmesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
gbzlenmedi (deneysel 5°C — teorik 5°C i¢in p= 0.069;
deneysel 24°C — teorik 24°C icin p=0.655; deneysel
37°C — teortik 37°C icin p=0.180; deneysel 42°C -
teotik 42°C icin p=0.285).

EPP’ li hastalarin hicrelerinde oldugu gibi, 5 uM
PPIX + 30 uM insan serum albiimini ile inkiibe edilen

eritrositler, 5 dakika sireyle 24°C 15mna maruz

birakilmalarini  takiben 24 saat 24°C  karanlikta
bekletildiginde, belirgin bir hemolitik  degisiklik
g6zlenmedi.

Protoporfirinin “Photobleaching” Etkisi

Eritrositlere baglt 5 pM PpIX’ in, 3 dakika isina
maruz birakilmastyla %6 “photobleaching’ olusurken,
floresans foto-Urin olusmadi. Bu etki porfirin
halkalarinin yikimiyla olugmaktadir ve olugan goriinir
“photobleaching’ hizt 30 pM insan serum alblimini
bulundugunda da yaklasik olarak benzer saptandi.
Insan serum albiiminine bagli PpIX (ortamda eritrosit
olmadiginda),isiga maruz birakildiginda olusan foto-
iriin spektrumunun, PpIX/insan serum
albumini/eritrosit sistemine benzerlik gosterdigi ve
sonugta her iki sistemde de, PpIX’un insan serum
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albiimini ile reaksiyona girdigi izlendi.

Sekil 4. Gecikmis fotohemoliz egrileri; Sekiller: 10 pM PpIX’ un
eritrosit soliisyonunda 3 dakika stireyle ® 5°C; ¢ 24°C; A 37°C; m
42°C 1sina maruz brrakilmis takiben sabit 24°C inkibasyon
sicakliginda karanhkta olusan deneysel gecikmis fotohemoliz
vetileti Noktals Cizgi: m=2, q=7 (5°C de 3), ve [] degeri sicaklik
sirastyla 0.4, 3, 6.9, ve 9.4 dk' olacak sekilde Denklem (1) ve (2)
kullanilarak “Cok Vuruslu Hedef Teori” ile hesaplanan veriler

1
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Insan serum albimini, disiik konsantrasyonlarda
PplX ile duyarhlastirilmug hiicreleri fotohemolize karst
korumaktadir. Bu etkili korumadan insan serum
albimin molekilintn yapisinin sorumludur.’ Ayrica
insan serum albimini ile eritrositlerin baglanmasi,
PpIX’un insan serum albiminine ve PpIX’un insan
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serum albiimini varhginda eritrosite baglanmasinin,
aynt foto-urtini  olusturmastyla desteklenmektedir.

PpIX’un insan serum albiiminine baglanmast,
yapisindaki  triptofan  kalintilarinin  intrinsik

floresanslarint sondurmektedir.!'® Bu etkilesim insan
serum alblimine baglt PpIX’un zayif floresans
etkinligini actklamaktadir. “Photobleaching’ reaksiyonu
PpIX’un azalmasina yol acan intramolekiler islemleri
icermektedir ve bu tir reaksiyonlar triarilmetan
boyalart ile sigir  serum  albimini  arasinda
gOsterilmistir.!! Eritrositlere bagh PpIX (insan serum
albtimini olmadig1 ortamda) dustk floresans etkinligi
baglanma bélgesi etkilesiminin sonucunda olusabildigi
gibi, bagli PpIX’un biytik kisminin floresans
vermeyen yaptda bulunmasindan da kaynaklanabilir.

PpIX/insan serum albumini/eritrosit sistemine 131310
etkisi EPP’li hastalardaki deri fotosensitizasyonu ile
iliskili olup, bu hastalardan alinan eritrositler PpIX’un
hemoglobin (veya globin) tiitlerine bagli olmasiyla
iliskili ~ olarak 626 nm’de  floresans  1stma
vermektedirler.!? EPP’li hiicreler morétesi 11ga maruz
birakildiginda 626 nm’de bulunan emisyon bandi 636
nm’ye floresans siddeti azalarak kaymaktadir.6!> Bu
PpIX’un globinden lipid yapilarina hiicre ici
transferini gOsteren bir etkidir ve EPP’li hastalarda
benzer reaksiyonlar 7z vivo olarak olmaktadir. Sonugta
aralikli 1510 uygulamalarinin eritrositlerdeki PpIX*un
once serum albiiminine takiben de derinin endotel
htcrelerine transferi saglanmaktadir.!?

Bu c¢alismada insan serum albimininin eritrosit/PpIX
sisteminin  floresans  degerine  karanlkta etkisi
bulunmadigi gosterildi. PpIX’a bagli eritrositler ve
insan  serum  albumininin  benzer fluoresans
spektrumu  vermesi, EPP mekanizmasindaki 1s18a
baglt olarak insan
protoportfirinin
aciklayamamaktadir.

Gecikmis fotohemoliz mekanizmasinda ana pre-
hemolitik fotokimyasal hedef eritrosit membraninda
bulunan band 3 proteinidir. Bu sonug; band 3
proteini fotosensitif ajan olan eosin izotiyosiyanat ile
kovalent olarak baglandiginda olugan  gecikmis
fotohemoliz hizinin serbest oldugu duruma gore 50-
100 kere fazla olmasiyla desteklenmektedir.!* Insan
eritrositleri 37°C ve daha distk sicakliklarda en az 30
saat inkibe edildiginde hemoliz gdzlenmedigi
bildirilmektedir.!> Hipertermi (46°C ile 54°C arasinda)
tek bagina 59 kcal/mol aktvasyon enetjisi ile K*
iyonunun htcre digina ¢ikmasina neden olmakta ve
bunu hemoliz takip etmektedir.!® Prinsze ve ark. 15132
maruz kalma sonrasi devredeki hipertermi 15132
duyarli hale gelmis band 3 proteinindeki yapisal

serum albiimininden

ortama transferini tam  olarak
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degisikliklerin K* hiicre disina ¢itkmasinin artmasina
yol actigini bildirmektedir.1¢

Bu ¢aligmadaki gecikmis fotohemolizin termal
aktivasyon enetjisinin (Qiur) 9.970.7 keal/mol olmast,
Qink sabit T, degerinde 6lculdigt icin aktiflestirilen
islemlerin sicakliga baglt olarak band 3 proteinindeki
degisikliklere baglanamaz. Gecikmis fotohemoliz hizi
tzerine arttiridmis olan Ti. etkisi band 3 proteininde
yaptsal degisiklik ve/veya membran butunluginde
degisikliklere neden olmaktadir.

Gecikmis fotohemoliz hiz sabitinin 151tk dozunun
karesine olan bagliligs, 1s18a maruz birakma sonucu
olusan lizis icin hlcre membranindaki iki hedefin
(band 3 proteini ve fosfolipitler) fotokimyasal hasarin
olmasinin  gerekli oldugunu isaret etmektedir.#
Gecikmis fotohemolizin analizinde, 1sina maruz
kalma sirasindaki fotokimyasal safha ve takiben
karanliktaki ~ termal  saftha, hiicrenin  alacagt
fotokimyasal vuru sayist (m) olasiligi ile orantilt olan 1.
derece eslesme sabiti («) ile iliskilidir. Sabit Ti ve Tink
sicakliklarinda ~ gecikmis  fotohemoliz  egrileri,
fotokimyasal vuru sayist (m), termal vuru saysi(q) ve
eslesme sabiti () ile uyum icinde bulunmaktadir.* Bu
calismada degisken sicakliklarda hesaplanan Slgiimler
ve CVHT ile hesaplanan kinetik model parametreleri
ile degisken Tir ve Tiak sicakliklarinda k=2 olarak
kalmasi,  termal  aktivasyonun  sadece  ara
basamaklarinin hizint etkiledigini, fakat baslangictaki
fotokimyasal ~ olaylarin  kinetik  reaksiyonlarini
etkilemedigini isaret etmektedir. Eslesme sabitinin (o)
ile Tin birlikte artmasi, fotokimyasal hasarin lizise
dontsmesindeki hiz sabitini tanimlanmasinda tutarl
oldugu izlenimi vermektedir.

Isik enerjisi; EPP hastalarinin dokularinda olusan
foto-hasar mekanizmasinda rol oynadig  gibi,
dokulara toksik PpIX salinimint arttirarak hastaligin
patogenezinde de rol alir!” ve olusan serbest oksijen
radikalleri  fotodinamik  hticte  hasarini  da
arttirmaktadir. EPP’li hastalarda primer olarak
yuzeyel deri kapilletlerinin  endotel hiicrelerinde
gergeklesen  hasar, insan serum albumini  gibi
ortamdaki  protoporfirini  baglayan  ajanlar  ile
azaltilabilir. EPP tedavisinde, klinikte kullanilan -
karoten, deride olusan fotosensitizasyon belirtilerini
bazi hastalarda azaltmasina karsin porfirin diizeyini
etkilememektedir.? Askorbik asit ve o-tokoferol ile
bitlikte B-karoten kullanilmastyla bazt hastalarda daha
etkili ~ antioksidan  inhibisyon  saglamakta  ve
semptomlar azaltilabilmektedir.!® EPP tedavisinde
kullanilan  tedavi segenckleri heniiz semptomlart
tedavi edici 6zelliktedir ve arastirmalar sirmektedir.!®



Protoporfirinle Fotosensitize Edilmig Eritrositlerdeki Hemoliz Mekanizmasina Sicakligin Etkisi Ve Eritrosit/ Protopotfirin/ Insan
Serum Albiimini Sisteminin Incelenmesi

EK: Cok Vuruslu Hedef Teori (CVHT)

Bu teori, fotosensitize edilen eritrositlerde 6nce
fotokimyasal ve takiben termal hasar olugmasiyla
hemoliz meydana geldigini ileri stirmektedir ve bunu
matematiksel olarak aciklamaktadir.  Fotokimyasal
hasar olusma olasiligt “m” fotokimyasal vuru sayist ve
takiben termal hasar olusma olasiligt ise “q” termal

vuru sayist ile agtklanmaktadir.

Fotokimyasal sathayr tanimlamak icin kullanilan
denklem;
v=m-1
G (fCet)=1-€%Y 5 (ACat)N! (1)
v=0

G :Eritrositte olusan fotokimyasal pre-hemolitik
hasarin olasilig

B :Birim fotosensitif ajan konsantrasyonu
basina etkili 151k dozu miktari

Cc :Etkili olan fotosensitif ajan
konsantrasyonunu

t'  :Pre-litik 1518a maruz birakma zamanint
seklinde ifade edilmektedir.
Termal hemoliz olasihigt asagidaki denklem ile
tanimlanmigtir;

u=g-1
Hp(t) =1-e“CY ¥ (aGt)ulu! 2)
u=0

¢t :Termal inkiibasyon zamani
Hp(#)Termal  inktbasyon
fraksiyonel ~ hemoliz olusma

zamani  sonra

olasiligini
a  Fotokimyasal ve termal safhalar arasindaki
eslesme hiz sabiti
G :Eritrositte hemolitik fotokimyasal hasar
olasiligini

Bu denklemler sogurulan dustk 1stk dozu ve kisa

karanlik inktibasyon zamanlart icin limitler fCat”— 0

ve aGt— 0 olarak tanimlandigt zaman j =k =m
esitligini gosterir.
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