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Ozet

Bazi ilaglarin glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi (izerinde etkileri incelenmediginden bu ¢alismada, dopamin
hidroklordr, dipyrone, digoksin, heparin sodyum, lidokain HCI, hyosin-N-butil bromr, teofilin etilendiamin, cytosine
arabinoside, siklofosfamid ve franeksamik asid ilaglarinin insan eritrositlerinden saflagtirilan glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz (izerinde in vitro etkileri aragtiriidi. Bu amagla 6nce eritrosit glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi,
2'5-ADP Sepharose 4B jelinin kullanildidi afinite kromatografisi vasitasiyla % 28 verimle 13.654 kat saflagtirildi.
Saflagtirma esnasinda sicaklik +2 °C'de kontrol altinda tutuldu. Enzim aktivitesi Beutler metoduna gére 340
nm'de spektrofotometrik olarak belirlendi. Butln kinetik ¢alismalarda bu metod kullanildi. Bu ilaglardan dopamin
hidroklorir, dipyrone, digoksin, heparin sodyum’'un séz konusu enzim Uzerinde inhibisyon etkileri oldugu tesbit
edildi. inhibisyon etkisi gésteren bu ilaglar igin % aktivite-[1] grafikleri gizilerek Iso degerleri bulundu. Bu ilaglarin
yaklasik kan konsantrasyonlari hesaplanarak, dipyrone'nun enzimi % 3 oraninda; dopamin hidroklordr; digoksin,
heparin sodyum’un %1 oraninda inhibe ettikleri belirlendi. Diger ilaglarin enzimi inhibe etmedikleri goriildl. Buna
gére dipyrone ilacinin glukoz 6-fosfat dehidrogenaz eksikligi olan hastalarda kullaniimasinin sakincali oldugu
sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz, Eritrosit, llaglar

Summary

Since the effects of some drugs have not been analyzed on glucose 6-phosphate dehydrogenase, in the
present study, the in vitro effects of dopamine hydrochloride, dipyrone, digoxin, heparin sodium, lidocain HCI,
hyosin-N-butil bromide, theophylline ethylenediamine, cytosine arabinoside, cyclophosphamide and tranexamic
acid on glucose 6-phosphate dehydrogenase purified from human erythrocytes were investigated. For this
purpose, at the begining, erythrocyte glucose 6-phosphate dehydrogenase was purified 13.654 times in a yield of
28% by using 2',5'-ADP Sepharose 4B affinity gel. Temperature of +2°C was maintained under control during the
purification process. Enzyme activity was determined with Beutler method by using spectrophotometer at 340 nm.
This method was utilized for all kinetic studies. The drugs such as ; dopamin hydrochloride, dipyrone, digoxin, and
heparin sodium indicated the inhibitory effects on the enzyme. lso values of the drugs exhibiting inhibitory effects
were determined by plotting activity % vs [I]. By calculating approximate blood concentration of this drugs, it was
observed that dipyrone inhibited the enzyme in the ratio of 3 % and dopamin hydrochloride, digoxin, heparin
sodium inhibited in the ratio of 1%. The other drugs did not show any inhibition effects on the enzyme. Therefore,
the dipyrone must not be taken by patients who has deficiency of glucose 6-phosphate dehydrogenase enzyme.
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Kullanilarak 5 Farkli inhibitér Konsantrasyonunda Elde
Edilen % Aktivite-[l] Grafigi

Giris

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (D-glukoz 6-fosfat:
NADP+ oksidoreditktaz, E.C. 1.1.1.49, G6PD), pentoz
fosfat  metabolk  yolunun ik  basamagini
katalizlemektedir (1,2). Eritrositlerde NADPH olugumu
icin tek kaynak, pentoz fosfat metabolik yoludur ve
GBPD eksikliginde NADPH &nemli dlglide azalrr.
NADPH'In eritrositlerdeki en dnemli rolli ise okside
glutatyonun indirgenmesini saglamaktir. Glutatyonun
indirgenmis formu, serbest tiyol grubu ihtiva eden bir
tripeptiddir (& -glutamil sisteinil glisin). Serbest tiyol
grubu, hemoglobin ve eritrosit proteinlerini indirgenmis
halde tutarak stlthidril tamponu gérevini gérdr; ayni
zamanda hidrojen peroksit ve organik peroksitlerle
reaksiyona girererek detoksifikasyon olaylarinda rol
alir (2-4). G6PD enzim eksikligi kalitsaldir. Bugin
diinyada 400 milyondan daha g¢ok insan G6PD
eksikliginden etkilenmektedir (5). G6PD eksikligi olan
insanlarda asetanilid, metilen mavisi, primaquin,
fenilhidrazin, stiifapiridin gibi bazi ilag ve kimyasal
maddelerin enzim (zerindeki inhibisyonundan dolay,
NADPH (retimi azaldigindan alyuvarlarin hemolizi
artar ve gok ciddi problemler ortaya gikabilir (6,7). Bu
galismada, kalp-damar hastaliklarinin  tedavisinde
kullanilan bazi ilaglar ile bazi agri kesicilerin eritrosit
GB6PD enzimi lzerindeki inhibisyon etkileri in vitro
olarak aragtiriimistir.

Kullanilarak 5 Farkli Inhibitér Konsantrasyonunda Elde
Edilen % Aktivite-[l] Grafigi

Gereg ve Yontem

Hemolizatin hazirlanmasi: EDTA'll torbalara alinan
saglam taze insan kani (yas:34, erkek), 10 mllik
tiplere konuldu ve 15 dakika 2500 xg'de santrifilj
edildi. Tuplerin st kismindaki plazma ve I6kosit
tabakalarl damlalikia alindi. Daha sonra eritrositler,
0,16 Mlk KCI gozeltisiyle 3 defa yikandi. Her
defasinda 2500 xg'de santriflij edilerek, stpernatant
atildi, Elde edilen efitrositler, hacimlerinin 5 kati kadar
buzlu su ile hemoliz edildi. Bundan sonra hicre
zarlarinin uzaklagtirimasi igin 10.000 xg ‘de 4 °C
sicaklikta 30 dakika santriftij edildi. Béylece hemolizat
elde edilmis oldu (8-10). Amonyum siilfat ¢bktirmesi
ve diyalizz Hemolizatta degdisk amonyum siilfat
doyguniuklarinda ¢oktlirme yapilarak, en uygun
doygunluk konsantrasyonu olarak % 35-65 arasl
tesbit. edildi. Bu arallkda kati amonyum siilfatla
goktlrllen enzim, 5000 xg'de 15 dakika santrifilj
edilerek ayrildi. Elde edilen gokelek, 50 mM fosfat
tamponunda (pH=7,0) ¢6z(ldi. Enzim gdzeltisi diyaliz
torbalarina konarak 2'ser saat slreyle 2 defa
degistirilmek suretiyle, 50 mM K-asetat/ 50 mM K-fosfat
(pH=7,0) tamponuna karg! diyaliz edildi. Biitlin bu
islemler +4 °C'da yapildi (8). Afinite kolonuyla enzimin
saflagtiniimasi: Kuru haldeki 2',5-ADP Sepharose 4B
jeli, 0,1M K-asetat/ 0,1M K-fosfat (pH=6,0) tamponu
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icinde stspanse edildi. Jel 1x10 cm boyutlarinda paketiendi ve  ayni - tamponla  dengelendi.

sogutmall ve kapali sistem olusturucu bir kolona

Amonyum stilfat g6ktirmesi ve diyaliz iglemlerinden
sonra elde edilen enzim ¢Ozeltisi bu kolona tatbik
edildi. Yikamalar sirasiyla, 25 ml 0,1M K-asetat/ 0,1M
K-fosfat (pH=6,0), 25 ml 0,1M K-asetat/ 0,1M K-fosfat
(pH=7,85) ve 25 ml 0,1M KCI/ 0,1M K-fosfat (pH=7,85)
gozeltileriyle yapildi. Dengeleme ve yikama iglemleri
sirasinda kolon akis hizi 50 mi/saat'a ayarlandi.

Yikama  iglemine, 280 nm'de  absorbans
fosfat dehidrogenaz enzimi aktivitesi 6lglimii: Enzim
akfivitesi  spektrofotometrede ~ 37°C'de  Beutler

metoduna gére yapildi. Bu metod NADP*nin
‘indirgenmesinden dolayi olugsan NADPH'In 340 nm'de
~ absorbans vermesi esasina dayanir (8,12).inhibitor
galismalari: llag olarak dopamin hidroklortr, dipyrone,
digoksin, heparin sodyum, lidokain HC!, hyosin-N-butil
bromiir, teofilin etilendiamin, cytosine arabinoside,
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$ekil 3. insan G6PD Enzimi igin Dopamin Hidrokloriir flaci
Kullanilarak 5 Farkli Inhibitér Konsantrasyonunda Elde
Edilen % Aktivite-[l]- Grafigi

Bulgular

Bu caligmada ilag olarak dopamin hidroklordr,
dipyrone, digoksin, heparin sodyum, lidokain HCI,
hyosin-N-butil bromiir, teofilin etilendiamin, cytosine
arabinoside, siklofosfamid ve franeksamik asid
kullanildi. Bu ilaglar igin, 6n denemelerle miimkdn olan
en ylksek inhibitér konsantrasyonlarinda aktivite
Ollim  yapilarak, dopamin hidroklordr, dipyrone,
digoksin ve heparin sodyum ilaglari, G6PD enzimi
Uzerinde inhibisyon etkisi gosterirken; lidokain HCI,

gorlilmeyinceye kadar devam edildi. Daha sonra
kolona tutunmus olan G6PD enzimi, 80 mM K-fosfat +
80 mM KCI +0,5 mM NADP++ 10 mM EDTA (pH=7,85)
gozeltisiyle eliie edildi. Ellsyon sirasinda kolon akig
hizi 20 mi/saat'e ayarlandi. Eltiatlarda NADP+nin de
280nm'de absorbans vermesinden -dolayi, sadece
enzim akfiviteleri  belirlendi.  Akfivite  g6steren
fraksiyonlar  birlestiriidi  (  8,11).  Glukoz  6-
siklofosfamid ve traneksamik asid kullanildi. Bu ilaglar
igin, 6n denemelerle miimk{in olan en yiiksek inhibitor
konsantrasyonlarinda  aktivite ~ 6lglimii  yapild.
Inhibisyon etkisi gosteren ilaglar icin  inhibitérsiz
ortamda ve 5 farkli inhibitér konsantrasyonunda
aktivite tayini yapildi. Daha sonra % aktivite-[l] grafikleri

gizilerek,grafiklerden  lso  degerleri  hesapland..
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Sekil 4. Insan G6PD Enzimi lgin Digoxin llaci
Kullanilarak 5 Farkli Inhibitér Konsantrasyonunda Elde
Edilen % Aktivite-[] Grafigi

hyosin-N-butil bromiir, teofilin® etilendiamin, cytosine
arabinoside, siklofosfamid ve traneksamik asid
ilaglarinin herhangi bir inhibisyona sebep olmadiklari
gozlendi. Inhibisyon etkisi gosteren ilaglar igin
inhibitérstiz ~ ortamda ve 5  farkli  inhibitér
konsantrasyonunda aktivite tayini yapilarak gizilen %
aktivite-l] grafikleri Sekil 1-4'de gésterildi. Bu
grafiklerden elde edilen Iso degerleri Tablo 1'de verildi.
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Tablo 1. Degisik llaglar igin % Aktivite-[I] Grafiklerinden Elde Edilen lso Deerleri

ilag adi (inhibitor)

l50

dipyrone

heparin sodyum
dopamin hidroklorir
digoxin

lidokain HCI
hyosin-N-butil bromar
teofilin etilendiamin
cytosine arabinoside
siklofosfamid
traneksamik asid

17 mM
16mM . .
85 mM
0.11 mM
inhibisyon gostermedi
inhibisyon géstermedi
inhibisyon géstermedi
inhibisyon géstermedi
inhibisyon géstermedi
inhibisyon géstermedi

Tartigma

inhibisyon calismalarinda  kullanilan  ilaglardan
dopamin hidroklortir, dipyrone, digoksin ve heparin
sodyum; glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi (izerinde
inhibisyon etkisi gésterirken, lidokain HCI, hyosin-N-
butil bromdr, teofilin etilendiamin, cytosine arabinoside,
siklofosfamid ve franeksamik asid ilaglari herhangi bir
inhibisyona neden olmadi.

Tablo 1'den goriildiga gibi, dopamin hidroklor(r,
dipyrone, digoksin, heparin sodyum ilaglari igin elde
edilen lso degerleri sirasiyla 85mM, 17mM, 0,11mM,
1,6 mM ‘dir. Bu degerlere gére bu ilaglarin inhibisyon
etkilerinin buytkten kiiglige dogru sirasi; digoksin
(0,11mM), heparin sodyum (1,6 mM), dipyrone (17mM)
ve dopamin hidroklorir (85mM) seklindedir. S6z
konusu inhibisyon gdsteren ilaglar direkt olarak adale
veya damar igi uygulandidindan, bir dozun
uygulanmasi  sonrasinda yaklaglk  kan
konsantrasyonlari gdyledir; digoksin : 0.00128 mM,
heparin sodyum; 0.0032 mM, dipyrone: 0.568 mM ve
dopamin hidroklor(ir: 0.262 mM. Buna gdre s6z konusu
konsantrasyonlarda ilaglarin sebep olduklari %
inhibisyon, % aktivite-[l] grafiklerinden (Sekil 1-4)
hesaplandiginda, dipyrone ilacinin 1 dozu glukoz 6-
fosfat dehidrogenaz (izerinde % 3 oraninda
inhibisyona sebep olurken, diger 3 ilag (digoksin,
heparin sodyum ve dopamin hidroklorir) % 1 oraninda
inhibisyona  yol  agmaktada oldugu deneysel
bulgularimizdan  anlaglimaktadir.  Bu  inhibisyon
degerlerine gére glukoz 6-fosfat dehidrogenaz eksikligi
olmiyan saglikl kisilerde bu ilaglarin kullaniimasi bu
enzim agisindan fazla sakincall gérlinmemektidir.
Ancak dipyrone grubu adri kesicilerin hemolize sebep
olan ilaglar arasinda zikredilmemesine ragmen (6),
glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzim eksikligi olan
kisilerde, hem enzim yetersizligi hem de séz konusu

ilacin enzimi %3 oraninda inhibe etmesi dolayisiyla
tedavide kullanimamasinin daha uygun olacag
kanisindayiz.
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