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Ozet: Bu calismada 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (E.C.1.1.1.44;6PGD) enzimi insan eritrositlerinden saflastirildi. Saflastirma
islemi hemolizatin hazirlanmasi, amonyum siilfat ¢oktliirmesi ve 2’,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi yontemi ile
gergeklestirildi. Enzimin saflik derecesi SDS-PAGE elektroforez yontemi ile belirlendi. Enzim zerine ketoprofenin in vitro ve
in vivo etkisi arastirildi. Tim saflastirma islemleri sonunda insan eritrosit 6PGD enzimi 742 kat saflastirildi. Eritrosit 6PGD
enzimi %50 verimle, spesifik aktivite 0.46 U/mg olarak elde edildi. Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak 340 nm’de
Beutler metoduna gore olgildi. Galismada kullanilan ketoprofen ilacinin in vitro sartlarda enzim aktivitesini inhibe ettigi
gozlendi. In vitro inhibe eden bu ilaca ait /Cso degeri diisiik olarak belirlendi. Daha sonra ketoprofenin in vivo inhibisyon
etkisini belirlemek amaciyla Yeni Zelanda albino tiirii tavsanlar ile galismalar yapildi. ilacin 6PGD enzim aktivitesi {izerine in
vivo etkisi incelendiginde I. saatte (P<0.01) ve lll. saatte (P<0.01) ketoprofen ilacinin enzim aktivitesini istatistiksel olarak

onemli derecede inhibe ettigi gozlendi.

Anahtar kelimeler: 6 fosfoglukonat dehidrogenaz, Eritrosit, ilag, inhibisyon.

In Vitro and In Vivo Effect of Ketoprofen on 6-Phosphogluconate
Dehydrogenase Enzyme Activity

Abstract: In this study, 6-phosphogluconate dehydrogenase (E.C.1.1.1.44; 6PGD) was purified in human erythrocytes. This
process was carried out by the preparation of hemolysate, precipitation by (NH4),S04 and 2',5'-ADP Sepharose 4B affinity
chromatography . The degree of purity of the enzyme was determined with SDS-PAGE electrophoresis. The effect of
ketoprofen on the enzyme was investigated in vitro and in vivo. Human erythrocyte 6PGD was purified in 742-fold at the
end of all purification processes. The recovery of 6PGD was 50%, and its specific activity was 0.46U/mg in erythrocytes.
Enzyme activity was spectrophotometrically measured using the Beutler method at 340 nm. Ketoprofen inhibited the
enzyme activity in in vitro conditions. ICs value of the drug inhibition in vitro was determined. For the drug having low ICso
value (drug concentrations which produce 50% inhibition) (ketoprofen), in vivo studies were performed in New Zealand
albino rabbits. In the evaluation of the in vivo effect of drug on 6PGD activity, it was observed that ketoprofen given at the
first (P<0.01) and third hour (P<0.01), significantly inhibited the 6PGD activity.

Key words: 6-phosphogluconate dehydrogenase, Drug, Erythrocyte, Inhibition.
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GiRiS

T

toplumda antibiyotiklerle birlikte en sik kullanilan

edavide agri kontrol yodntemlerinin basinda

analjezik grubu ilaglar gelmektedir. Analjezikler
ilaglarin basinda gelmektedir. Yaygin kullanilan
analjeziklerden olan ketoprofen, akut ve kronik agri
sendromlarinda  agrinin  kontrolinii  saglama
amaciyla tercih edilmektedir (Williams ve Upton,
1998).
Ketoprofen; antienflamatuvar, analjezik,
antipiretik etkili bir ilagtir. Gastrointestinal sistemde
bozukluk gibi yan etkisinin yani sira santral sinir
sistemini (SSS) deprese eder, ayni zamanda laterji ve

unutkanlik yapabilmektedir (Beutler, 1971).

Canli sistemlerde enzim aktiviteleri bazi
kimyasallar, oksidatif stres, genetik hastaliklar,
cevresel sartlar gibi c¢esitli durumlarda belirli

varyasyonlar gosterir. Enzim aktivite degisiklikleri ile
ilgili bir ¢ok literatlir mevcuttur. Bunlarin birgogunun
insan ve hayvan doku enzim aktivitelerini azalttig
veya ylkselttigi gosterilmistir (Beydemir ve ark.,
2000).

Uzerine bazi anti-kanser ilaglarinin in vitro ve in vivo

Bunlara ilaveten 6PGD enzim aktivitesi

etkileri laboratuvarimizda calisilarak s6z konusu
ilaclarin inhibisyon etkisi gosterilmistir (Ozabacigil ve
ark., 2008).

6PGD pentoz fosfat metabolik yolunun ikinci
oksidatif bir
enzimdir. 6PGD eksikligi yaygin olarak gorilen bir

basamagini  katalizleyen o6nemli

hastallk olmamakla birlikte enzim eksikliginde
gorilen agir hemolitik vakalar seyrekte olsa rapor
edilmistir (Walzem ve ark., 1991). 6 fosfoglukonat,
fosfoglukoz izomerazin bir inhibitoriidiir ve hiicrede
birikimi, glikoliz yolunu inhibe eder (Barrett, 1997).
6PGD rediiktif biyosentezlere NADPH, niikleotit
5-fosfat

icin

sentezine riboz saglamasi bakimindan
son derece Onemlidir
2003). 6PGD eksikliginde

hemolitik anemi olusur (Caprari ve ark., 2001).

bircok organizma

(Tandogan ve Ulusu,

Biitlin bunlardan dolay1 6PGD canli organizmalar igin
hayati dneme sahiptir.
in vivo olarak

Bu calismada in vitro ve

ketoprofenin insan eritrosit enzimi 6PGD (izerine in

vitro, tavsan eritrosit 6PGD enzimi Gizerine de in vivo
etkisi arastirildi. Ketoprofen igin Ki degerleri ve
Lineweaver-Burk grafikleri ile

inhibisyon tipi

belirlendi.

MATERYAL ve METOT

Kimyasal ve reaktifler; ketoprofen Atatirk
Universitesi Tip Fakiiltesi-Erzurum’dan temin edildi.
2',5'-ADP Sepharose 4B Pharmacia’dan satin alindi.
NADP*, 6-fosfoglukonat, protein 6l¢iim reaktifleri
Sigma’dan temin edildi. Diger kimyasallar Sigma ve
Merck edildi.

calismalarda kullanilan Yeni Zelanda albino tipi

firmalarindan  temin In  vivo
tavsanlar Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarindan temin

edildi.

Hemolizat Hazirlanmasi ve Hemoglobin Tayini

Saglikh bireylerden alinan taze kan o6rnekleri
EDTA'l 15 dakika 2500xg’de

santrifij edildi. Santrifijden sonra tiplerin Ust

tiplere konuldu.

kismindaki plazma ve lokosit tabakalari dikkatli bir
sekilde ayrilip atildi. Altta kalan eritrositler 0.15
M’lik KCl ile 3 defa yikandi. Her defasinda 2500xg’de
santriflij edilerek slipernatan kisimlari uzaklastirildi.
Altta hacimlerinin

kalan eritrositler bes misli

0°C’deki distile su ile hemoliz edildi. Bundan sonra

hicre  zarlarini  uzaklastirmak i¢in  +4°C'de
10.000xg’de yarim saat sireyle santriftj edildi.
Hicre zarlari atiip Gstteki slpernatan  kismi

hemolizat eldesi olarak dikkatli bir sekilde alindi.
Boylece hemolizat hazirlanmis oldu. Hemolizatta
(Hb)
metoduna gore Olcildi (Beutler, 1971; Shreve ve
Levy, 1977; Ninfali ve ark., 1990; Ozabacigil, 2005).
Tum ¢alismalar +4°C de gergeklestirildi.

hemoglobin tayini  siyanomethemoglobin

Amonyum Siilfat Céktiirmesi ve Diyaliz

Proteinler cok degerlikli elektrolitler

olduklarindan iyonlara benzer sekilde hareket

ederler. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda, protein

174



Ketoprofenin 6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz...

Giir ve ark.

molekiillerini ¢evreleyen ve ¢odzliniir halde tutan su
molekiilleri, tuzdaki iyonlar tarafindan cekilir ve
proteinler ¢oker. Bu ¢okmede molekll agirhgr ve
etkilidir.

konsantrasyonlarinda

iyonik siddet Dolayisiyla degisik tuz

degisik proteinler
¢6kmektedir. Amonyum sulfat ¢oktiirmesi deneyleri
proteinlerin bu &zelliklerinden faydalanilarak yapildi
2004;
Ozabacigil, 2005). Onceden elde edilen hemolizatta
% 35-65 araligindaki

¢okturmesi sonucu olusan cokeltide oldugu daha

(Lehninger, 1993; Keha ve Kufrevioglu,

enzimin amonyum silfat

onceki ¢alismamizda gosterildiginden yine bu

aralikta kati amonyum siilfatla ¢oéktirme islemi

yapildi. Amonyum silfat ¢oktlirmesi sirasinda
hemolizata kati (NH4)2SOs vyavas yavas katild
(+4°C’'de). Her defasinda daha o6nce katilan

(NH4)2S04'In ¢6zlinmis olmasina dikkat edildi. Bu
islem bir saat kadar sirdid. Amonyum silfatin
hemolizatta ¢éziinme islemi magnetik karistirici ile
yapildi. islemi tamamlandiktan
hemolizat 5.000 xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Elde
kadar 50 mM fosfat

¢6zildi. Amonyum

Cozinme sonra

edilen c¢okeltiler vyeteri
(pH=7)

sonucu elde edilen karisim diyaliz

tamponunda silfat
¢Oktlirmesi
torbasina yerlestirildi. Enzimin iginde bulundugu
karisim, 50 mM KCH3COO/50 mM KsPOs (pH=7)
tamponuna karsi 2 saat boyunca 2 defa tampon
yenilenip degistirilerek diyaliz edildi (Ninfali ve ark.,
1990; Ozabacigil, 2005). Diyaliz islemi +4°C’de
buzdolabi
yapild.

icinde manyetik karistirici  Gzerinde

Diyaliz isleminden sonra hazrlanan
diyalizatta aktivite ve protein tayini yapildi (Segel,

1968; Beutler, 1971; Ozabacigil, 2005).

Enzim Aktivite Ol¢iimii

6PGD enzim aktivitesinin Olgim prensibi
NADPH’In 340
absorbans artisinin 6lg¢llmesi ile rutin olarak ifade

edilmektedir (Beutler, 1971; Ozabacigil, 2005).

reaksiyon (rlnd olan nm’de

2’,5’-ADP Sepharose 4B Afinite Kolonunun

Hazirlanmasi

Afinite kolonu Beydemir ve ark. inin galismalarina

gore hazirlandi (Beydemir ve ark., 2004; Ozabacigil,
2005). Amonyum silfat ¢oktiirmesinden elde edilen
diyalize numune 2’,5'-ADP Sepharose 4B afinite
kolonuna tatbik edildi. Daha sonra kolona yikama
tamponu tatbik edildi. pH=7.85’deki EDTA’li ellisyon
tamponu ile kolondan ellatlar alindi. Aktivite
gosteren fraksiyonlar birlestirildi. Tiim bu calismalar

+4°C’de yapildi.

Protein Olgliimii

Saflastirma basamaklari  boyunca protein

Bradford

yontem, proteine

miktarlari  spektrofotometrik  olarak
metoduna goére belirlendi. Bu
Coomassie Blue G-250’nin baglanmasi

dayanmaktadir (Bradford, 1976; Ozabacigil, 2005).

esasina

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Enzimin safliginin kontroli Laemmli tarafindan
%3-8 kesikli

poliakrilamid

gelistirilen sodyum dodesil siilfat

jel elektroforezi

yapildi (Laemmli, 1970; Ozabacigil, 2005).

yontemine gore

In Vitro ilag Calismalari

insan eritrosit 6 fosfoglukonat dehidrogenaz
enzimi Uzerine ketoprofenin etkisini gostermek igin
saf enzim iceren tlpte kontrol olarak % Aktivite
hesaplandi. Daha sonra 6 farkl konsantrasyonda

hazirlanan ilag ¢ozeltileri saf enzim iceren tipe ilave

edildi. Bu ilaglarin % Aktivite-[I] grafigi cizildi.
Grafikteki egrinin  denkleminden ICso degeri
hesaplandi.

In Vivo ilag Calismalar

Bu ¢alismada agirliklari 1200-1500 gr arasinda
degisen 20 adet Yeni Zelanda albino tiri tavsan
kullanildi. Kontrol ve ilag igin olusturulan gruplarda
10 tane denek kullanildi. Hayvanlara uygulanmasi
gereken tedavi ilag dozlari belirlendi. Hayvanlara
uygulanmasi gereken terépatik ilag dozlari mg/kg
olacak sekilde hesaplandi. Bu amagla ketoprofen 2-5
mg/kg (Mulcahy ve ark., 2003) olacak sekilde
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hayvanlara i.p. olarak uygulandi. 1.,3. ve 5.inci saflastinildi.  Spesifik aktivite 0,46 U/mg olarak
saatlerde alinan kan orneklerinde (Akyuz ve ark., bulundu ve enzim % 50 saflastirildi. Sonuglar Sekil
2004) 6PGD aktivitesi spektrofotometrik olarak 1’de gosterildi.

tespit edildi  (Beutler, 1971). Hemolizatta

hemoglobin tayini siyanomethemoglobin
yontemiyle bakildi (Beutler, 1971; Shreve, 1977;
Ninfali, 1990). in vivo ¢alisma sonuglari EU/gHb

0.4
0,3

olarak hesaplandi. 021

Aklivite (EU/ml)

0.1

istatistiksel Analiz 0 Looass ‘ ‘ ‘ o000

istatistiksel analiz icin paired t testi kullanildi. Tup sayist

Sonuglar + SD olarak verildi ve P<0.05 anlamli kabul

L Sekil 1. insan eritrosit 6PGD enziminin 2',5'- ADP
edildi. Sepharose 4B afinite kromatografisi yontemi ile
saflastiriimasi grafigi.

Figure 1. Purification graph of human erythrocytes

6PGD by method of 2 ', 5'-ADP Sepharose 4B affinity

BULGULAR

insan eritrosit 6-Fosfoglukonat dehidrogenaz

L ) . chromatography.
enzimi saflastirma calismasinda ilk olarak in vitro
incelemelerde  kullanilmak  (zere  hemolizat insan eritrosit 6PGD enziminin saflastirilmasi
hazirlandi. Hemolizatta 6PGD aktivitesi tayini yapildi. calismalarinda uygulanan her bir yéntem sonucunda
Enzimi saf elde edebilmek icin %35-65 amonyum elde edilen o6rneklere ait protein ve aktivite
silfat ¢oktlirmesi ve 2’,5’-ADP Sepharose 4B afinite degerleri hesaplanarak olusturulan saflastirma
jel kromatografisi teknikleri kullanildi. Enzim 742 kat tablosu Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. insan eritrosit 6PGD enziminin saflastirilmasi basamaklari.
Table.1. Purification schemes of the enzyme of 6PGD from human erythrocytes.

L Total . Total Total Spesifik .
Aktivite . Protein . . . Verim Saflastirma
Saflastirma Basamaklari (EU/mL) Hacim (mg/mL) protein aktivite aktivite (%) Katsayls|
(]
(mL) (mg) (EU)  EU/mg)
Hemolizat 0.0035 25 5.63 140.75 0.0875 0.00062 100 1
Amonyum silfat
¢okturmesi 0.0048 15 0.220 3.3 0.072 0.022 82 35.5
(35-65)%
2',5"- ADP Sepharose 4B g5 g 0.019 0.095 0.044  0.46 50 742
kromatografi
SDS-PAGE metodu ile saflastirilan saf enzim Sekil 2’'de gosterilmistir.
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Sekil 2. Afinite kromatografisi ile insan kanindan
saflastirilan 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enziminin
SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi fotografi [(1)
insan 6PGD Enzimi, (2) Standart Proteinler: karbonik
anhidraz (Bovin, 29.000), Ovalbumin (Tavuk, 45.000)
ve Albumin (Bovin, 66.000).

Figure 2. SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of
6PGD purified by affinity gel. [(1) Human 6PGD
Enzyme, (2) Standard proteins; bovine carbonic
anhydrase (29.000), chicken ovalbumin (45.000) and
bovine albumin (66.000).

Ketoprofenin inhibitor etkisi in vitro olarak
Olglldi. Daha sonra % aktiviteye bagh ilag
konsantrasyon grafiginden ICso degeri elde edildi
(Tablo 2). Bu deger ketoprofen icin 3.68 mM olarak
bulundu.

Bunlara ilaveten ketoprofen igin Lineweaver-
Burk grafigi cizilerek Ki degeri hesaplanarak Tablo

2’de gosterilmistir.

Tablo 2. insan eritrosit 6PGD enzimi igin bulunan
ICso, Ki degerleri ve inhibisyon tipi.

Table 2. The ICso, Ki values and inhibition types for
ketoprofen of human erythrocyte 6PGD.

inhibitsr Iso [1(mM)  K(mM) Ortalama Inhibisyon

(mM) Ki (mM) Tipi
1.9 3.14
Ketoprofen 3.68 3.9 1.95 2.48 Yarismasiz
6.86 2.35

Ki degeri ketoprofen icin 2.48 mM olarak
hesaplandi. Ketoprofenin in vivo etkisi Tablo 3’te
gosterildi.

Kontrol icin enzim aktivitesi 1.15 + 0.13 U/gHb

olmasina ragmen,ilag verilen grupta 1., 3. ve 5.

saatlerde sirasiyla 0.61 + 0.20 U/gHb, 0.56 +
0.23U/gHb, 1.35 + 0.21U/gHb olarak elde edildi.

Tablo 3. Tavsan eritrosit 6PGD enzimi Uzerine
ketoprofen ilacinin in vivo etkisi (n=6).

Table 3. In vivo effects of ketoprofen on human red
blood cell 6-phosphogluconate dehydrogenase
activity (n=6).

Uygulama siresi X + SD (n=6) P
Kontrol 1.15+0.13 -
1 0.61+0.20 <0.01
3 0.56 +0.23 <0.01
5 1.35+0.21 >0.05
TARTISMA ve SONUC

Bir ¢ok kimyasalin disuk dozlarinin bile
ozellikle spesifik enzimlerin inhibisyonuna sebep
olarak normal enzim aktivitesini degistirdigi ve canli
metabolizmaya etki ettigi bilinmektedir (Beydemir
ve ark., 2000). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda insan
eritrositleri dahil farkli doku ve kan numunelerinde
farkli enzimler Gzerine bazi ilag ve kimyasallarin in
vivo ve in vitro etkileri arastirilmistir. Mesela “Akyiz
ve ark., (2004) insan eritrosit 6PGDH enzimi Uizerine
bazi  antibiyotiklerin inhibe  edici etkisini
gostermistir”. Baska bir ¢alismada C vitaminin 6PGD
aktivitesini artirdigi gosterilmistir (Puskas ve ark.,
2000). Bunlara

¢alismamizda kanser tedavisinde kullanilan sisplatin

ilaveten daha onceki bir

ve 5-Fluorouracil ajanlarinin 6PGD aktivitesini
disltrdugint gostermistik (Ozabacigil ve ark., 2008).
Tedavide kullanilan vanadatla yapilan bir ¢alismada
ilacin kuzu karacigeri enzimini inaktive ettigi tespit
edilmistir  (Bergamini ve ark., 1995). Sican
eritrositlerinde  yapilan  enzim  ¢alismalarinda
amikasin, ampisilin ve netilmisin silfatin enzimi
inhibe ettigini ve metamizol’in enzim aktivitesi
Gzerine etkisinin olmadigi tespit edilmistir (Akylz ve
ark., 2004).

Bircok kimyasal ve tedavide kullanilan ilaglarin
6PGD enzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi

incelenmesine ragmen c¢alismada kullandigimiz
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analjezik ilagla ilgili herhangi bir literatiir bilgisi
bulunmamaktadir. 6PGD enzimi heksozmonofosfat
6-
fosfoglukonatin ribuloz 5 fosfat ve CO2’e oksidatif
Bu

indirgenir.

metabolik yolunun 3. Onemli enzimidir.

dekarboksilasyonunu  kataliz  etmektedir.
reaksiyon esnasinda NADP* NADPH’a
indirgenen bu NADPH rediikte glutatyon (reterek
hucreleri oksidatif hasara karsi korumasi bakimindan
NADPH

sistemlerde rediikte glutatyon azalarak hucrenin

oldukga 6nemlidir. eksikliginde canh

olimine sebep olmaktadir. NADPH ayrica yag

asitleri, steroid ve bazi aminoasitler gibi birgok

biyomolekillerin  sentezinde goérev alan bir
koenzimdir.
Calismamizda 6PGD enzimi insan

eritrositlerinden 2’,5'-ADP Sepharose 4B Afinite
kromatografisi yontemi ile % 50 verimle 742 kat
saflastirildi. Daha sonra ketoprofenin enzim lzerine
in vitro kinetik etkisi incelendi. 6PGD enzimi i¢in bu
ilacin ICso ve Ki parametreleri hesapland. ilacin
enzim {zerine inhibisyon etkisine gore inhibisyon
Elde

ilac molekdllerinin enzimin aktif

tipi  belirlendi. edilen tim bu ¢alisma
sonuglarindan
bolgesine baglandigl disinlldi. Tavsanlarla yapilan
in vivo calismalarda ketoprofenin enzim aktivitesini
o6nemli miktarda inhibe ettigi goraldi. Yapilan tim
bu c¢alismalar sonucu in vivo ve in vitro ¢alisma
sonuglarinin birbirini dogruladigini gérmis olduk.

Bu sonuglara gore diyebiliriz ki hastalara so6z
konusu ilaglar uygulanmadan 6nce kisilerin 6PGD
eksikliginin olup olmadig arastiriimasi
gerekmektedir. Ozellikle 6PGD eksikligi olan bircok
hasta icin bu ilaglarin kontrolsiiz kullanimi tehlikeli
olabilir. Ayrica enzimi inhibe eden s6z konusu bu
ilaglarin insan vicudundaki diger enzimler Gzerinde
de etkisi olabilecegi diisinuldiigiinde ketoprofenin
tedavi-doz araliginin yeniden goézden gegirilmesi

gerektigini disinmekteyiz.
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