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Koroner arter hastalarinda eritrosit katalaz
ve karbonik anhidraz enzim aktivitelerinin

belirlenmesi
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0ZET

Serbest oksijen radikalleri veya reaktif oksijen tiirlerinin koroner arter hastaliginin
patogenezinde rol oynadigi kabul edilmektedir. Koroner arter hastalarinda kata-
laz (CAT) ve karbonik anhidraz (CA) aktivitelerini belirlemek amaciyla yapilan bu
calismaya 10 kadin ve 25 erkek olmak izere 35 koroner arter hastasi katildi.
Kontrol grubu anjiyogrami normal olan yedi kadin ve 26 erkek olmak tzere 33
bireyden olugturuldu. Hasta ve kontrol gruplarinin eritrosit 6rneklerinde CAT en-
zim aktivitesi Aebi yontemine gore spektrofotometre ile, CA enzim aktivitesi ise
karbondioksid hidrasyon yontemiyle dlcildii ve istatistiksel olarak kargilastinldi.
Koroner arter hastalari ve kontrol bireylerinin CAT degerleri sirasiyla 13.09+4.74
EU/gHb ve 21.3017.99 EU/gHb™ iken, CA enzim aktiviteleri ise 0.75+0.28
EU/gHb ve 2.06+0.24 EU/gHb olarak tespit edildi. Hasta gruptaki bireylerin erit-
rosit CAT ve CA enzim aktiviteleri kontrol bireylere gore anlamli derecede disik
bulundu (p=0.015, p<0.001). Bu sonuglara gore, koroner arter hastalarinin CA
enzim aktivitelerinin diismesiyle eritrositlerdeki asid-baz dengesinin bozuldugu
sdylenebilir. Koroner arter hastalarninda serbest radikal hasarina karsi koruyucu
bir enzim olan CAT enzim aktivitesinin normalden diigik bulunmasinin hastalik
sirecinde hastalarin oksidatif strese maruz kalmasina bagl olabilecegi, bu stresi
ortadan kaldirabilecek girisimlerin hastaligin dnlenmesinde ve tedavisinde etkili
olabilecegi sonucuna varildi.
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SUMMARY

Determination of erythrocyte catalase and carbonic anhydrase activities in
patients with coronary artery disease

Free oxygen radicals or reactive oxygen species are accepted to have an
active role in the patogenesis of coronary artery disease. Thirty five patients
with coronary artery disease including 10 women and 25 men were enrolled in
this study performed in order to determine the activities of catalase (CAT) and
carbonic anhydrase (CA) in patients with coronary artery disease. Control group
included 33 individuals, seven women and 26 men, with normal angiograms.
CAT and CA enzyme activities in red blood cell samples of patients and control
subjects were measured with spectrophotometry (with Aebi method) and
carbon dioxide hydration method, respectively, and compared statistically. CAT
values were 13.09+4.74 EU/gHb and 21.30+17.99 EU/gHb™" and CA enzyme
activities were 0.75+0.28 EU/gHb and 2.06+0.24 EU/gHb in patients with
coronary artery disease and control subjects, respectively. The erythrocyte
CAT and CA enzyme activities in the patient group were statistically significantly
lower than those of the control group (p=0.015, p<0.001). It may be concluded
that acid-base balance in the erythrocytes is disordered with the decreasing CA
enzyme activities of patients with coronary artery disease. The lower levels of
CAT enzyme activity which is a protective enzyme against free radical damage
may be due to the oxidative stress from which the patients suffered, and
manipulations toward erasing this stress may be effective in the prevention and
treatment of the disease.
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Girig

Koroner arter hastaligi (KAH) gelismis tlkelerde
morbidite ve mortalitesi yiiksek bir hastaliktir (1).
Koroner arterlerde ateroskleroz gelismesi sonucu or-
taya ¢ikan KAH, miyokardin oksijen ve besin ihtiya-
cinin yeterince karsilanamamasindan dolay: ortaya
cikar (2). Mekanizmasi tam olarak aciklanamamasina
ragmen, oksidatif stresin aterosklerozun baslamasi
ve ilerlemesinde en 6nemli faktorlerden birisi oldu-
gu soylenebilir (3). Oksidatif stres, 6zellikle de diisiik
yogunluklu lipoproteinlerin (LDL-kolesterol) oksida-
tif modifikasyonlari, KAH'nin patogenezinde énemli
rol oynayabilir (4). Baz1 arastirmacilar prooksidan-an-
tioksidan dengesizligi ve koroner lezyonlarin siddeti
arasinda bir baglanti oldugunu belirtmislerdir (5-7).
Stiperoksid dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GPX) ve katalaz (CAT) enzimleri baslica antioksidan
savunma birimleridir. CAT ve GPX, SOD’un trettigi
toksik hidrojen peroksidi su ve oksijene donistirir
(8,9). Daha oOnceki calismalar, plazma antioksidan
kapasitesinin KAH’da distigini gostermistir (10).
Hiperkolesterolemi ise KAH’y1 énemli derecede tes-
vik eder (11). Karbonik anhidraz (CA) en az 14 fark-
I1 izoenzimi bulunan c¢inko metalloenzim ailesidir.
Bu izoenzimlerin bazilar sitozolik (CA1, CA2, CA3,
CA7, CA13), bazilar1 membrana bagh (CA4, CA9,
CA12 ve CA14) ve bir kismi ise mitokondriyaldir
(CAS) (12). CA enzimi karbondioksidin geri donii-
simli hidrasyon-dehidrasyon reaksiyonuna Katilir:
CO,+H,0<HCO;+H"*. Bu enzim pH regiilasyonu ve
iyonik dengenin devamliligi gibi pek cok fizyolojik
siirecte rol alir (13,14).

Bu calismanin amaci koroner arter hastalarinda
eritrosit CAT ve CA enzim aktivitelerini arastirmaktir.

Gereg ve Yontem

Bu c¢alismaya Van Yiksek Ihtisas Hastanesi
Kardiyoloji Kliniginde koroner anjiyografi ile KAH
tanis1 konulmus 35 hasta (10 kadin ve 25 erkek) ve
anjiyogrami tamamen normal olarak degerlendirilen
33 saglikli birey (7 kadin ve 26 erkek) olmak tizere



toplam 68 birey katildi. Hasta ve kontrol gruplarinda
diyabetes mellitus ve KAH aile hikayesi yoktu. Her iki
grup da sigara kullanmamaktaydi. Koroner EDTA'l1
tiplere alinan kan ornekleri 3000 g’'de 15 dakika
santrifiij edildi. Stipernatan kisim atildi. Altta kalan
pellet kadar %0.09'luk NaCl ¢ozeltisi ilave edildi ve
santrifiij edildi. Iki kez yikama islemi tekrar edildik-
ten sonra eritrosit paketleri elde edildi. Olciimler
yapilincaya kadar -80 derecede steril tiipler icinde
saklandi. CAT aktivite tayini Aebi ydontemine gore
belirlendi (15). Hidrojen peroksid substrat olarak kul-
lanildi. Potasyum fosfat tampon c¢ozeltisi (0.05 M,
pH 7.00) icerisinde hazirlanmis substrat (2.95 ml, 19
mmol/l H,O,) iceren kuvartz kiivet tizerine 0.1 ml en-
zim (eritrosit) ilave edildi. Absorbans degisimi (5 dk)
spektrofotometre (Shimadzu UV-1201, Japan) ile 240
nm’de okundu. CA aktivite tayini Maren yontemine
gore yapildi (13). Bu yontem, CO,'nin hidratasyonu
sonucu agiga ¢cikan H* iyonu sebebiyle pH'nin 10’dan
7.4’e dismesi icin gecen stirenin Olc¢iilmesi esasina
dayanmaktadir. pH 7.4’de renk degisimi gosterdigin-
den dolay1 fenol kirmizisi indikator olarak kullanildi.
Tampon olarak ise pH’s1 10 olan karbonat tamponu
kullanildi. Aktivitelerin tespiti su prosediire gore ya-
puldi: Reaksiyon tiiptine once 2 ml indikator (Fenol
kirmizisi) ve 1.5 ml doygun CO, ¢ozeltileri konuldu.
Bu karisima 0.1 ml enzim ¢6zeltisi eklendi. Ayni anda
bu ¢ozelti karisimina 0.4 ml karbonat tamponu kati-
larak kirmizi rengin saritya donmesi icin gecen siire
kronometre ile 6l¢iildi ve Tc olarak belirlendi. Kor
olarak kullanilan tiipe 0.1 ml enzim ¢ozeltisi yerine
saf su katildi. Ayni islemler tekrarlanip To belirlen-
di. Bu yontemde CA enzim aktivitesi i¢in bir enzim
tinitesi (EU), enzimsiz olarak meydana gelen CO,

hidrasyonu siiresini yariya indiren enzim miktar1 ola-
rak tarif edilmektedir. Istatistik analizlerinde SPSS-18
programi kullanildi. Gruplar arasinda bagimsiz 6r-
neklem t-testi yapildi. p<0.05 istatistiksel anlamlilik
sinir1 olarak kabul edildi (16).

Bulgular

KAH ve saglikli grubun Kklinik 6zellikleri Tablo I'de
gosterilmistir. Tabloda gorildiiga gibi gruplar arasin-
da yas, kilo, trigliserid, disiik yogunluklu lipoprote-
in (LDL-kolesterol), yiiksek yogunluklu lipoprotein
(HDL-kolesterol), kreatinin ve hematokrit degerleri
bakimindan istatistiksel farklilik bulunmadi (p>0.05).
Diyabetes mellitus ve KAH aile hikayesi her iki grupta
da yoktu. KAH ve saglikli bireylerin CAT enzim akti-
viteleri sirastyla 13.09+4.74 EU/gHb ve 21.30+17.99
EU/gHDb olarak bulundu (Tablo II). Hasta ve saglikli
bireylerin CA enzim aktiviteleri ise sirasiyla 0.75+0.28
EU/gHb ve 2.06+0.24 EU/gHb olarak tespit edildi
(Tablo II). KAH grubunda CAT aktivitesi saglikli bi-
reylere gore istatistiksel olarak anlamli derecede dii-
stik bulundu (p=0.015) (Tablo II). CA aktivitesi KAH
grubunda saglikli bireylere gore istatistiksel olarak
daha distik bulundu (p<0.001) (Tablo II).

Tartisma

KAH gerek gelismis iilkeler, gerekse tilkemizde mor-
talite ve morbidite nedeni olarak ilk siralarda yer alan
hastaliklardandir. Koroner arterlerde ateroskleroz ge-
lismesi sonucunda KAH ortaya ¢ikar. KAH miyokar-
din oksijen ve besin ihtiyacinin karsilanmasinda bo-
zukluga neden olur (2). Oksidatif stres ve serbest radi-
kallerin kalp hastaliklarinin ortaya ¢ikmasinda énemi
oldugu bilinmektedir. Viicutta meydana gelen anti-

Tablo I. Calisma gruplarinin klinik 6zellikleri

Koroner arter hastaligi grubu (n=35) Kontrol grubu (n=33) p degeri
Yas (yil) 4746.0 48.96+5.2 0.16
Kilo (kg) 78.68+8.5 79.81+7.9 0.574
Trigliserid (mg/dl) 188.06+86.18 168.83+66.39 0.306
LDL kolesterol (mg/dl) 123.06+48.02 110.7429.55 0.209
HDL kolesterol (mg/dl) 39.09+5.84 41.849.9 0.178
Kreatinin (mg/dl) 0.89+0.16 0.89+0.14 0.925
Hematokrit (%) 44.1145.53 43.81+3.3 0.791

Tablo II. Koroner arter hastalari ve kontrol grubunun katalaz ve karbonik anhidraz diizeyleri

Koroner arter hastaligi grubu (n=35) Kontrol grubu (n=33) p degeri
Katalaz (EU/gHb)** 13.09+4.74 21.30£17.99 0.015
Karbonik anhidraz (EU/gHb)** 0.75+0.28 2.06+0.24 <0.000

*: Degerler ortalamazstandart sapma olarak verilmistir
**: EU: Enzim Unitesi, Hb: Hemoglobin
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oksidan-prooksidan dengesizligi de bu patolojilerin
gelismesinde 6nemli rol oynamaktadir (5-8). Serbest
radikallerin yol actig1 hiicre hasarinin derecesi, hiic-
re icindeki koruyucu sistemlerin etkinlik dereceleri-
ne baghdir. SOD, GPX ve CAT gibi bazi antioksidan
enzimler serbest radikallerin olusmasini engeller (17).
Oksidatif stresin viicuttaki savunma mekanizmala-
rindan birisi olan CAT enzimi, bu ¢alismada koroner
arter hastas1 ve kontrol gruplarinin eritrositlerinde
Olctildi. Hasta gruplarindaki CAT aktivitesi kont-
rol grubuna gore anlamh derecede diisiik bulundu.
Serdar ve ark.nin yaptig1 ¢calismada ise koroner arter
hastalarinda SOD ve GPX enzimleri saglikli bireylere
kiyasla daha disiik, plazma malondialdehid seviye-
si ise daha yiiksek bulunmustur (18). Bu calismada,
hasta gruplarindaki CAT aktivitesinin diisiik olmasi
Serdar ve ark.nin calismasiyla paralellik gostermekte-
dir. Demirbag ve ark. koroner arter hastalarinin total
antioksidan kapasitesinin anjiyogrami normal olan
bireylere gore distiigiinii ve DNA zararinin arttigini
gostermislerdir (19). Baska bir calismada hipertansif
bireylerde serbest radikal ve DNA zararinin ytikseldigi
belirtilmistir (20). Literatiirde asir1 oksidatif stres ile
yetersiz antioksidan savunma sisteminin kardiyovas-
kiiler hastaliklarin olusumunda etkili oldugu belirtil-
mistir (3,21). Yaptigimiz bu calismada KAH’da CAT
enzim aktivitesi dnemli derecede diisiik bulunmus-
tur. Ciinkii CAT cok giic¢lii bir antioksidan enzimdir.
Toksik hidrojen, peroksidin uzaklastirilmasinda kul-
lanilir ve bu yilizden KAH'nin patogenezinde 6nemli
rol oynayabilir.

Calismamizda eritrosit CA aktivite degerleri ince-
lendiginde KAH grubunda kontrol grubuna gore ista-
tistiksel olarak anlamli bicimde diistikliik tespit edildi
(Tablo II). Karbondioksid ve sudan karbonik asidin
olusumunu saglayan CA enzim aktivitesinin KAH
grubunda diisiik olmasi, bu patolojik siirecte asid-baz
dengesinin bozuldugunun ve eritrositlerdeki hipok-
sinin gostergesidir (22). CA II enzim eksikligi olan {i¢
Japon hasta {izerinde yapilan bir calismada kalp atim
hizi, viicut sicakligi, solunum hizi saglikli bireylere
gore daha ytiksek iken, arteriyel kandaki pH ve karbo-
nik asid daha diisiik bulunmustur. Ayrica karbondi-
oksidin uzaklastirilmasinda orta dereceli aksamalarin
oldugu rapor edilmistir (23). Viicuttaki asid-baz den-
gesinin diizenlenmesi hiicre dis1 pH’'nin 7.4 olmasi te-
meline dayanmaktadir. Bu ise Henderson-Hasselbach
esitligiyle gosterilen karbonik tampon bilesikleri olan
karbondioksid ve bikarbonatin derisimlerine baglidir.
Asidin bashica kaynaklari ise karbondioksid ve laktik
asid tireten aerobik ve anaerobik hiicresel solunum
sistemidir. Eger asidler hiicrede birikirse hiicre i¢i pH
tehlikeli derecede diisebilir. Bu durum ise hiicrenin
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fonksiyonlarinda sorunlara yol acar. Yapilan baz ¢a-
lismalarda tiimorlesme siirecinde CA’daki disisiin
onemli bir etken oldugu belirtilmistir (24,25).

Oksidatif stres kardiyovaskiiler hastalik insidansini
artirmaktadir (9). Hidrojen peroksidi detoksifiye eden
CAT enzimi hidrojen peroksidin zararhi etkilerini
peroksidazlar yardimiyla biiyiik Olc¢iide azaltmakta-
dir (8). Reaktif oksijen radikali veya serbest oksijen
radikali tarafindan olusturulan oksidatif stres ya da
lipid peroksidasyonu baslica ateroskleroz, kanser, di-
yabetes mellitus ve nérodejeneratif sinir sistemi has-
taliklar1 gibi pek cok hastaligin gelisimi ile iligkilidir.
Oksidatif stresin lipidler, proteinler ve DNA tizerinde-
ki biyolojik oksidatif etkileri C vitamini, E vitamini
ve fenolik bilesikler gibi disaridan diyetle alinan an-
tioksidanlar ve icerden alinan antioksidanlarla (SOD,
CAT ve GPX) kontrol altinda tutulur. Yine ek olarak
serbest radikal hasarindan Koruyucu savunma sistemi
olarak vitamin E, vitamin C, beta-karoten, glutatyon,
arik asid, bilirubin ve cesitli metalloenzimler; GPX
(selenyum), CAT (demir) ve SOD (bakir, ¢inko, man-
ganez) ve Ornegin seruloplazmin (bakir) gibi bazi pro-
teinleri icerir. Serbest radikal olusumu ile antioksidan
aktivite arasindaki denge oksidatif strese bagli bozuk-
luklarin patogenezinde énemli rol oynar. KAH hasta-
larinda klinik olarak stabil olsalar bile, oksidatif stre-
sin ytiksek oldugu gosterilmistir (26,27). Yine Aparna
ve ark.nin yaptig1 calisma bizim bulgularimiza para-
lellik gostermektedir (28). Yapilan baska caligmalarda
KAH grubunda CAT enzim aktivitesi saglikli kontrol
grubuna gore diisiik bulunmustur (29,30). KAH gru-
bunda CAT enzim aktivitesinin normale gore diisiik
olmasi, hastaligin olusumunda veya ileri siirecinde
bireyin yiiksek derecede oksidatif strese maruz kaldi-
gin1 gostermektedir. Bununla birlikte KAH’da reaktif
oksijen tiirleri ve antioksidan savunma kapasitesi ara-
sinda dengesizlik oldugu rapor edilmesine ragmen,
sebebi tam olarak anlasilamamuistir. Antioksidan sis-
temde aksakliklarin olmasi hastaligin prognozunu
daha da kotiilestirebilir. Diger yandan, CA'in KAH’da
diisiik seviyede olmasi hastalik siirecinde pH denge-
sizligini akla getirmektedir.

Sonug olarak ortaya ¢ikan oksidatif stresi ve asid-
baz dengesizligini ortadan kaldirabilecek girisimlerin,
hastaligin 6nlenmesinde ve tedavisinde etkili olabile-
cegi soylenebilir.
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