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Ozet: Bu calismanin amaci, glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) iizerine bazi
sitotoksik kimyasallarin in vitro etkilerini arastirmaktir. Baslangicta, G6PD enzimi
insan eritrositlerinden amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile kismi olarak ve bunu takiben
afinite kromatografisi ile saflastirildi. Inhibisyon etkisi gosteren ilaglarin Isy degerleri
%aktivite - ilag konsantrasyonu grafigi ile belirlendi. Saflastirilan enzim {izerinde
arastirilan iki ilacin (2,4-dihidroksi-5-floropirimidin ve sodyum 2-sulfaniletansulfonat)
enzimi inhibe ettigi belirlendi.

Anahtar kelimeler: Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz, afinite kromatografisi, saflastirma,
enzim inhibisyonu

EFFECT OF SOME CYTOTOXIC CHEMICALS ON GLUCOSE 6-
PHOSPHATE DEHYDROGENASE

Abstract: The objective of this study was to determinate in vitro effects of some
cytotoxic  chemicals  (2,4-dihydroxide-5-fluoropirimidine  and  sodium  2-
sulfanylethanesulfonate) on glucose—6-phosphate dehydrogenase (G6PD). Initially,
G6PD was purified from human erythrocyte by using ammonium sulphate precipitation
and affinity chromatography. Isy values of the drugs exhibiting inhibition effects were
determined by means of [drug]-activity% graph. The drugs investigated on the purified
enzyme inhibited the enzyme activity.

Key words: Glucose-6-phosphate dehydrogenase, affinity chromatography,
purification, enzyme inhibition

GIRIS

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD, EC 1.1.1.49), Pentoz Fosfat Yolunda (PFY)
NADP’nin NADPH’a indirgendigi ilk reaksiyonu kataliz eder. PFY, eritrositlerde
NADPH’1n tek kaynagidir. NADPH, niikleik asitler, proteinler ve membran lipidleri
gibi pek ¢ok molekiil {izerinde serbest radikallerin olusturdugu oksidatif stresden
hiicreyi korumak amaciyla hayati bir 6neme sahiptir (AMES vd. 1993, MCCORD
1993). G6PD eksikligi en yaygin metabolik hastaliklardan birisidir. Bu hastalarda,
belirli ilaglar, yiyecekler veya enfeksiyonda serbest radikallerin asir1 iiretimi hayati
tehdit eden hemolitik krize sebep olur (MEHTA vd. 2000, SCHLORFF vd. 1999).
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Serbest radikallerin indirgenmesinde rol alan indirgenmis glutatyon (GSH) kendisi
yiikseltgenir ve GSSG olusur, bu yiikseltgenmis (okside) glutatyonun indirgenmesinde
ve tekrar antioksidatif reaksiyonlarda rol almasi i¢in NADPH tarafindan indirgenmesi
gerekir. Peroksitlere karsi eritrositlerin korunmasi i¢in NADPH’in iiretimi esastir
(JENKINS & GOLDFARB 1993).

Reaktif oksijen tiirlerinin elimine edilmesi, okside glutatyonun ve NADP ’nin
indirgenmesi reaksiyonlarinda G6PD enziminin yanisira; superoksid dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), gluatatyon rediiktaz (GR) enzimleri de rol
alirlar (HALLIWELL & GUTTERIDGE 1989, MATES vd. 1999). Eger hiicrede serbest
radikallerin tiretimi, bu enzimlerin elimine etme kabliyetini asarsa antioksidan savunma
sistemi bozulur ve oksidatif stres ortaya ¢ikar. Pekcok ila¢ ve kimyasal viicudun spesifik
organlarinda serbest radikallerin oranin1 artirabilir (MATES vd. 1999).

G6PD eksikligi genetik bir hastaliktir ve tarif edilebilen 400 varyanti vardir. Enzim
eksikligi eritrositlerde hemolitik anemiye sebep olur (MEHTA vd. 2000). Ilag
etkilesimli hemoliz aragtirmacilarin oldukca ilgisini ¢ekmektedir. Ciinkii pekcok ilag
terapilerde kullanilmaktadir ve ilaglarin hemolitik anemiye sebep olduguna dair pekcok
calisma mevcuttur (MELONI vd. 1991). Cinde yapilan bir arastirmada ebegdmeci,
tavsankulagi kokii gibi bir takim halk ilaglarinin enzim eksikligi bulunan sahislarin
eritrositlerinde olumsuz etkiye sahip oldugu belirlenmistir (KO vd. 2008). Bununla
birlikte G6PD eksikligi olan kisilerin sitma hastaligina kars1 daha direngli oldugu tespit
edilmistir (BEUTLER & DUPARC 2007). Bir calismada, Tip-I glikojen depolama
hastaliginin, G6PD eksikligi ile ortaya c¢ikan otozomal resesif bozukluk oldugu
belirlenmistir. (LEE vd. 2007). Bu ¢aligmada, G6PD {izerinde iki sitotoksik ilacin (2,4-
dihidroksi-5-floropirimidin ve sodyum-2-merkaptoetan sulfonat) etkisi arastirilmistir.
Literatiirlerde bu iki ilacin G6PD {izerine olumlu ya da olumsuz etkisini arastiran bir
calismaya rastlanmamustir.

2,4-dihidroksi-5-floropirimidin ~ sitotoksik ilaglardandir ve antimetabolit olarak
fonksiyon goriir. Farkli kanser formlarinin palyatif tedavisinde tek basina veya
kolorektal ve meme kanserlerinin tedavisinde kombine olarak, ayrica pankreas,
karacigerin malign tiimorlerinde, karaciger metastazinda ve analkanserde, over
kanserinde, servikal kanserde, mesane ve prostat kanserinde endikedir. Damar yoluyla
ve bazi viicut bosluklarina uygulanabilmektedir. Yan etkileri, bulanti, kusma, agizda
yara (stomatit-mukozit) olusumu, yemek borusunda yaralar ve mide iilserleridir. Diisiik
16kosit sayis1 goriiliir, sa¢ kayb1 ve tirnaklarda renk degisimi olusur. Cilt glinese duyarh
hale gelir. Bas agris1, gébrme bozukluklar1 ve yiiriirken denge kaybi (serebellar ataksi)
gibi yan etkiler nadir goriiliir. Gogiis agrisi, ani 6liim ve diizensiz kalp atiglar1 seklinde
bildirilen kalp hasar1 vakalari mevcuttur. Ayrica deride kabarma ve kizarmaya neden
olur (TIK 2001).

Sodyum 2-sulfaniletansulfonat, kanser tedavisinde ¢ok kullanilan alkilleyici ilaglardan
ifosfamide ile birlikte kullanilir. Ifosfamide DNA’y1 zedeleyerek hiicrenin
replikasyonunu bozar. Pek c¢ok sitotoksik ilaglarla ortak olan yan etkilerinin yan1 sira,
uzun siireli kullanimda gametogenez ciddi olarak etkilenir. Ayrica, yogun radyoterapi
ile birlesince, akut lenfositler olmayan 16semi insidansinda belirgin bir artig
goriilmesidir. Ifosfamid, sodyum 2-sulfaniletansulfonat beraber verilmediginde %100
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oraninda hemorajik sistit gelisir. Sodyum 2-sulfaniletansulfonat idrar yollarinda 6zgiil
olarak bu metabolit ile reaksiyona girerek toksik etkinin meydana gelmesini engeller.
Ifosfamide kullanimiyla {irotelyal etki goriilen hastalarda rutin olarak sodyum 2-
sulfaniletansulfonat kullamlir (TIK 2001). Hastalarda santral sinir sistemi depresyonu
(somnolans, konfiizyon, haliisinasyon, psikoz ve koma) gelisebilir ve bu durum
ozellikle tek seferde yiliksek doz uygulanan kisilerde o6liimciil olabilir. Kemik iligi
depresyonu doza baghdir ve o6zellikle nétropeni goriiliir (VERSCHRAGAEGEN vd.
2002).
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2,4-dihidroksi-5-floropirimidin sodyum 2-sulfaniletansulfonat

Sekil 1. 2,4-dihidroksi-5-floropirimidin ve sodyum 2-sulfaniletansulfonat maddelerinin
kimyasal yapis1

MATERYAL VE METOT
Materyaller

2'5" ADP-Sepharose 4B Pharmacia Firmasindan alindi. Diger biitiin kimyasallar Sigma
Chem. Co. ve Merck’ten analitik saflikta alindi. Ilaglar g¢esitli hastanelerden temin
edildi.

Hemolizat Hazirlanmasi

Saglikli kisiden alinan taze kan 15 dakika 2500xg’de santrifiij edildi. Eritrositler 0.16
M’lik KCl ¢ozeltisi ile yikandi. Elde edilen eritrositler hemoliz edildi. Hiicre zarlarimi
uzaklastirmak i¢in +4°C’de 10.000xg’de 20-30 dakika santrifiij edildi. (NINFALI vd.
1990, SHREVE & LEVY 1977). Biitiin deneysel islemler +4°C’de gerceklestirildi.

Protein miktarlarinin ve enzim aktivitelerinin él¢iimii

Kantitatif protein miktarlar1 Bradford metodu ile o6lgiildi (BRADFORD 1976). Bu
yontemde boya olarak kullanilan Coomassie brillant blue G-250, negatif bir yiike
sahiptir ve protein iizerindeki pozitif ylike baglanir. Boyanin kirmizt (Aynax=465 nm) ve
mavi (Amax=595 nm) formu mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmizi formun mavi
forma dontigimiinii saglar. Sodyum dodesil siilfat (SDS) ve Triton X-100 gibi
deterjanlar reaksiyonu interfere ederler.
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Standart grafik hazirlandiktan sonra alinan kanlardan enzim saflastirma basamaklarinda
elde edilen enzim ¢ozeltilerinden 80’er pul alinarak saf su ile 100 pl’ye tamamlandi ve
tizerlerine 5’er ml renklendirme reaktifi ilave edildi. On dakikalik bir inkiibasyondan
sonra 595 nm’de absorbans degerleri okundu. Standart grafikten yararlanilarak protein
miktarlart belirlendi.

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enziminin aktivite ol¢iimii

G6PD aktiviteleri Beutler tarafindan tariff edildigi gibi 340 nm’de absorbsiyon
degisikligi ol¢iilerek belirlendi (BEUTLER 1984).

Enziminin aktivitesinin tayini i¢in reaksiyon sonunda olusan NADPH g6z 6niine alinir.
1 mM NADP' indirgendiginde (1 ml hacimde ve 1 cm 15tk yolunda),
spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda okundugunda 6,22 OD (optik dansite) verir.
(BEUTLER 1984).

Amonyum siilfat coktiirmesi ve diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz islemleri Ninfali’ye gore yapildi (NINFALI vd.
1990). Proteinler ¢ok degerlikli elektrolitler oldugundan iyonlara benzer sekilde hareket
ederler. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda, protein molekiillerini ¢evreleyen ve ¢oziiniir
halde tutan su molekiilleri, tuzdaki iyonlar tarafindan g¢ekilir ve proteinler ¢oker. Bu
cokmede molekiill agirligt ve iyonik siddet etkilidir. Dolayisiyla degisik tuz
konsantrasyonlarinda degisik proteinler ¢oker (LEHNINGER vd. 1993).

Hemolizat, kat1 (NH4),SO4 ile 35-65% arasinda doygunluga getirildikten sonra
5.000xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen ¢okeltiler yeteri kadar 50 mM fosfat
tamponunda (pH=7) ¢6zilildii. Enzimin i¢inde bulundugu karisim (50 mM K-asetat/50
mM K-fosfat) (pH=7) tamponuna kars1 2 saat siireyle 2 defa degistirilerek diyaliz edildi
(NINFALI vd. 1990).

G6PD’nin saflastirilmasi

10 mI’lik yatak hacmi i¢in 2 g kuru 2', 5" ADP Sepharose 4B jeli tartildi. 400 ml destile
su ile birka¢ defa yikandi. Sismis jelin havasi alindiktan sonra %25 dengeleme tamponu
(0.1 M K-asetat/0.1 M K-fosfat pH=6) ve %75 jel olacak sekilde 1x10 cm’lik kapali
sistem olusturucu ve sogutmali —yine ayni tamponu igeren-kolona paketlendi. Jel
coktiikten sonra dengeleme tamponuyla (0,1 M K-asetat/0,1 M K-fosfat pH=6) yikandi.
Dengeleme ve yikamada akis hiz1 50 ml/saat olarak uygulandi (NINFALI vd. 1990).

Numune kolona yiiklendikten sonra sirasiyla 25 ml 0,1 M K-asetat/0,1 M K-fosfat
pH=6,25 ml 0,1 M K-asetat/0,1 M K-fosfat (pH=7,85) ve 25 ml 0,1 M KCI1/0,1 M K-
Fosfat (pH=7,85) ¢ozeltileriyle yikandi. Daha sonra 25 ml 80 mM K-fosfat + 80 mM
KCI + 0,5 mM NADP" + 10 mM EDTA (pH=7,85) ¢dzeltisi kolona uygularak enzim
eliie edildi. Enzim aktivitesi her fraksiyonda belirlendi. Ayrica hemolizat, amonyum
stilfat ¢oktiirmesi ve enzim ¢dzeltisinde spesifik aktiviteler ayr1 ayri belirlenerek yiizde
saflastirma hesaplandi. Saflastirilan enzim ¢ozeltisi 50 mM K-asetat/50 mM K-fosfat
(pH=6) ¢ozeltisiyle diyaliz edildi. (MORELLI vd. 1978, NINFALI vd. 1990).
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SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Enzimin saflastirilmasindan sonra %3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat (SDS-PAGE)
poliakrilamid jel elektroforezi Laemmli tarafindan anlatildig1 gibi yapilarak enzimin
saflik derecesi kontrol edildi (LAEMMLI 1970).

In vitro inhibitor Calismalar

Bu calismada, G6PD enzimi iizerine etkilerini belirlemek amaciyla 2,4-dihidroksi-5-
floropirimidin ve sodyum 2-sulfaniletansulfonat kimyasallar1 secildi. Isy degerlerini (Iso;
%350 inhibisyona sebep olan inhibitér konsantrasyonlar1) belirlemek i¢in 0,6 mM
substrat konsantrasyonunda ve bes farkli ilag konsantrasyonlarinda elde edilen enzim
aktivite degerleri kullanildi. Enzim aktiviteleri, 2,4-dihidroksi-5-floropirimidin ig¢in
0,038 M, 0,046 M, 0,053 M, 0,065 M ve 0,076M kiivet konsantrasyonlarinda, sodyum
2-sulfaniletansulfonat i¢in 0,061 M, 0,12 M, 0,18 M, 0,24 M and 0,31 M Kkiivet
konsantrasyonlarinda 6l¢iildii. Kontrol grubu olarak ilagsiz enzim aktivitesi ol¢iildii ve
grafikte aktivite %100 olarak alind1. ilag konsantrasyonlarina karsi inhibisyon grafigi
cizilerek Isydegerleri hesaplandi.

TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, in vitro sartlarda G6PD ilizerine bazi sitotoksik ilaglarin etkileri
arastirildi. Enzim insan eritrositlerinden amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve bunu takiben
afinite kromatografisi metotlar1 kullanilarak saflastirildi. Enzim %42,4 oraninda 9.11
kat saflagtirildi. Saflastirilan enzim SDS-PAGE elektforezine tabi tutularak enzim
saflig1 kontrol edildi (Sekil 2).

Sekil 2. Insan eritrositlerinden saflastirilan G6PD enziminin SDS-poliakrilamid jel
elektroforezi. A; standart proteinlerin karisimi (mol agirliklar; B-galaktozidaz, E, coli;
116.000, fosforilaz B, tavsan; 97.400, albumin, bovine; 66.000, ovalbumin, chicken;
45.000, karbinik anhidraz, bovine; 29.000), B ve C; Insan eritrositlerinden saflastirilan
G6PD enziminin bantlari
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Enzim iizerine ilaglarin etkileri arastirilirken etkili olan en diisiik konsantrasyonda
calisildi. Enzim i¢in bu kimyasallarin Isy degerleri arastirildi. %50 inhibisyona sebep
olan konsantrasyon 2,4-dihidroksi-5-floropirimidin i¢in 0.043 M, sodyum 2-
sulfaniletansulfonat icin 0,18 M olarak grafikten ve elde edilen denklemden hesaplandi.
Dolayist ile c¢alisma sonunda bu ilaglarin G6PD enzimi iizerinde inhibisyon etkisi
gosterdigi belirlendi. Elde edilen degerler Sekil 3 gosterildi.

100
s I o 751 &
T8 T~ e £
Z 50+ T2, Z %]
£ 25 A \’* X 25 4
0 T T T 0 T T
0 0,025 005 0075 01 0 0,2 0,4 0,6
1[M] | [M]
a b

Sekil 3. 2,4-dihidroksi-5-floropirimidin (a) ve sodyum 2-sulfaniletansulfonat(b) icin %
aktivite-[I] regresyon analizi grafikleri

Bu calisma sonunda 2,4-dihidroksi-5-floropirimidin ve sodyum 2-sulfaniletansulfonat
etken maddelerinin bu enzimi inhibe ettigi belirlenmistir. Bu enzimin yetersiz ¢alismast,
hiicrede NADPH’1n eksik tiretilmesi anlamina gelir. Bu durumda serbest radikallerin
indirgenmesinde rol alan antioksidan enzimlerin verimli calisabilmesi i¢in yeterli
NADPH hiicrede bulunmuyor demektir (FRIDOVICH 1978). Bu durumu daha ayrintili
belirtmek gerekirse; serbest radikaller ¢ok aktif olarak reaksiyona girebilen bilesiklerdir.
Ozellikle hiicre membranlari ve DNA ile etkilesebilirler. Baslatilan zincirleme
reaksiyon ile hiicrenin hizli bir sekilde zarar gérmesine yol agarlar (HUSAIN &
SOMANI 1997). Bu radikalleri elimine ederek H,O, olusmasini saglayan baslica enzim
SOD enzimidir. Olusan H,O,, CAT ve GPx enzimleri tarafindan suya doniistiiriilerek
tamamen zararsiz hale getirilir. GPx, bu reaksiyonu kataliz ederken Indirgenmis
glutatyona (GSH) ihtiya¢ duyar ve GSH reaksiyon sonunda yiikseltgenmis glutatyona
(GSSG) doniisiir. GSSG, detoksifikasyon reaksiyonlarinda rol almaz. Bu nedenle tekrar
GSH’ a doéniismesi gerekir. Bu islem, NADPH bagimli olarak ¢alisan GR enzimi
tarafindan gerceklestirilir. NADPH’ta bizim bu c¢alismamizda arastirdigimiz G6PD
enzimi tarafindan NADP" nin indirgenmesi sonucu olusur (SOMANI 1996). G6PD’nin
bloke olmasi durumunda NADPH iiretilemeyecegi i¢in zararli serbest radikallerin
ortadan kaldirilmas1 miimkiin olmayacak ve radikaller tarafindan hiicre membranlarinin
zarar gdrmesi sonucu hemoliz ortaya ¢ikacaktir (OZMEN vd. 2004) (Sekil 4).
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Sekil 4. G6PD, GR, GP, CAT ve SOD tarafindan kataliz edilen reaksiyonlar

Bu calismanin sonuglarina gore; normal ve G6PD eksikligi olan kisilerin bu ilaglari
doktor kontroliinde kullanmalidir. Artmis serbest radikal miktarindan dolayr enzim
miktart olumsuz etkileniyor olabilir. G6PD eksikligi, yeni doganlarda hemoliz ve
sariliga sebep olur. Metabolizma bir ila¢ olarak kullanilan bu kimyasallarin hemolitik
etksine karst direng gosterirse hemoliz goriilmeyebilir. Baz1 durumlarda ise, bir kisim
ilaglar eritrositlerin Oomriinii kisaltsa bile, hemolizin derecesi klinik anlamda belirti
gostermeyebilir (FRANK 2005).

Caligmadan bu kimyasallarin antioksidan savunma sistemi lizerine yan etkilere sahip
oldugu agiktir. G6PD enzim seviyesinin yapilan tahlilerden diigiik oldugunu bilen
hastalar doktor ila¢ yazarken bu konuda doktoru bilgilendirmelidir. Yeterli enzim
tiretilmeyen kisilerde bu ilaglarin kullanim1 yiiksek oranda kanin hemoliz olmasina ve
baska arzu edilmeyen yan etkilere sebep olabilir.
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