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Koyun Dalak Dokusundan Saflastirilan Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz ve Glutatyon Rediiktaz Enzimi
Uzerine Diklofenak Sodyumun In Vitro Etkileri

Cigdem COBAN?, Yusuf TEMEL?, Mehmet CIFTCI?*

OZET: Bu calismada, artrit ve akut yaralanmalarda enflamasyonu 6nlemek ve agriy1 dindirmek icin kullanilan
diklofenak sodyumun, koyun dalak dokusundan saflastirilan glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi (G6PD; E.C.
1.1.1.49) ve glutatyon rediiktaz enzimi (GR; E.C. 1.8.1.7) tizerine in vitro etkileri arastirildi. Calismanin ilk
asamasinda G6PD ve GR enzimleri koyun dalak dokusundan, amonyum siilfat (NH4)2SO4 ¢Oktiirmesi ve 2', 5'
ADP-Sepharose-4B jel afinite kromatografisi ile saflastirildi. Enzimlerin saflik dereceleri sodyum dodesilsiilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) metodu ile kontrol edildi. Calismanin ikinci agamasinda saf olarak
elde edilen enzim aktiviteleri tizerine diklofenak sodyumun etkileri aragtirildi. Enzimler {izerinde inhibisyon etkisi
gosteren diklofenak sodyumun i¢in % Aktivite-[I] grafigi ¢izilerek 1Cso degerleri hesaplandi. Ayrica bes farkli
substrat konsantrasyonu ve tii¢ farkli inhibitér konsantrasyonlariyla Olglimler yapilarak Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izildi. Elde edilen bu grafiklerden diklofenak sodyumun G6PD enzimini 0.51 mM, ICso degeri ve 0.48
+ 0.01 mM Ki degeri ile yarigsmasiz olarak inhibe ettigi belirlendi. GR enzimini ise 6.55 mM ICsp degeri ve 15.69
+ 0.84 mM Ki degeri ile yarismasiz olarak inhibe ettigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: G6PD, GR, diklofenak sodyum, inhibisyon

In Vitro Effects of Diclofenac Sodium on Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase and
Glutathione Reductase Enzymes Purified from Sheep Spleen Tissue

ABSTRACT: In this study, in vitro effects of diclofenac sodium, which is used to prevent inflammation and
alleviate pain in arthritis and acute injuries, on glucose-6-phosphate dehydrogenase enzyme (G6PD; EC 1.1.1.49)
and glutathione reductase enzyme (GR; EC 1.8.1.7) purified from sheep spleen tissue were investigated. In the
first stage of the study, G6PD and GR enzymes were purified from sheep spleen tissue by ammonium sulfate
(NH.4)2SO, precipitation and 2', 5' ADP-Sepharose-4B gel affinity chromatography. The purity levels of the
enzymes were checked by the sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) method. In the
second stage of the study, the effects of diclofenac sodium on the pure enzyme activities were investigated. 1Cso
values were calculated by plotting the % Activity-[I] graph for diclofenac sodium, which has an inhibitory effect
on enzymes. In addition, Lineweaver-Burk graphs were drawn by making measurements with five different
substrate concentrations and three different inhibitor concentrations. From these graphs, it was determined that
G6PD enzyme inhibited with 0.51 mM ICs value and 0.48 + 0.01 mM Ki value non competitively, by diclofenac
sodium. It was determined that the GR enzyme inhibited with an 6.55 mM ICs value of and 15.69 + 0.84 mM Ki
value non competitively.
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GIRIS

Oksidatif reaksiyonlarda indirgenmis halde bulunan glutatyon (GSH) molekiilii ¢ogunlukla
peroksitlerin par¢alanmasinda enzimatik reaksiyonlarla okside glutatyon (GSSG)’a doniisiir (Knapen et
al., 1999; Gill et al., 2013). Bu doniisiimde cesitli enzimler gérev yapmaktadir. GSSG’nin GSH’a
doniistiiriilmesini katalizleyen, hiicre i¢i savunma sisteminde yer alan enzim GR’dir. Hiicre i¢in hayati
oneme sahip GSH/GSSG orani bu enzim sayesinde belirli seviyede kalir. GSSG ve GSH olmak iizere
iki formda bulunan glutatyon molekiilii yapisinda tripeptit iceren 6nemli bir tiyol (—SH)’dur. Bu
molekiil, yapisinda hiicre i¢i serbest —SH gruplarini biiylik boliimiinii bulundurdugundan dolay1 6zellikle
serbest radikallere kars1 hiicreyi koruyucu antioksidan etki yapmaktadir (Knapen et al., 1999; Demir ve
ark., 2006). Ayrica deoksiribo niikleik asit (DNA) ve protein sentezi, aminoasit taginmasi, bazi
antineoplastik ilaglarin ve baz1 metabolik son iiriinlerin detoksifikasyonunu yapmasi, hiicrede sistein
deposu halinde olmasi, disiilfit baglar1 iceren insiilin gibi bazi1 proteinlerin disiilfit yapilarinin
koparilmasi ve bazi enzimlerin metabolik reaksiyonlarinda rol oynamasi seklinde siralanabilecek birgok
gorevi bulunmaktadir Bu 6nemli gorevlerden dolayi hiicre i¢indeki glutatyon konsantrasyon eksikligi
sonucu metabolizmada bozukluklar meydana gelebilmektedir. Eritrosit hiicrelerinde bu oranin diismesi
ile hemoliz gerceklesmektedir (Carlberg and Mannervik., 1981; Ciftci ve ark., 2000; Keha ve
Kiifrevioglu.,2010).

Glutatyonun indirgenebilmesi ic¢in nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH)’a ihtiyag
vardir. Gerekli olan NADPH pentoz fosfat yolundan elde edilir (Akkemik ve ark., 2011; Adem ve Ciftci.,
2012). Pentoz fosfat yolunun ilk enzimi olan G6PD enzimi nikotinamid adenin diniikleotid (NAD+)
varliginda NADPH {iretimiyle beraber riboz fosfatlarini da sentezleyen Onemli bir enzimdir.
Reaksiyonda NADPH’a ihtiya¢ duyulmasi glutatyon rediiktaz ile glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi
arasindaki iligskiyi de ortaya koymaktadir. Riboz fosfatlari, adenozin trifosfat (ATP), flavin adenin
diniikleotit (FAD), riboniikleik asid (RNA), asetil koenzim A (CoA), NAD* ve DNA gibi hayati 6neme
sahip biyomolekiillerin bilesenidir (Ciftci ve ark., 2000; Adem ve Ciftci, 2012). NADPH ise; glutatyon
molekiiliinde oldugu gibi baska bir antioksidan olan tiyoredoksinin (Trx) indirgenmesinde de koenzim
gorevi gormektedir (Kose ve ark., 2015). NADPH iiretiminden sorumlu olan G6PD enziminin
inhibisyonundan dolayr GSH {iretimi olumsuz sekilde etkilenebilmektedir. Tiyoredoksin sistemi, DNA
sentezinde, hiicresel biiyltimede, oksidatif stresin ve peroksitlerin hasarinin 6nlenmesinde, apoptozda ve
transkripsiyon faktor aktivitesinin uyarilmasinda nemli bir role sahiptir (Carlberg and Mannervik.,
1981; Ciftci ve ark., 2000; Altikat ve ark., 2002; Keha ve Kiifrevioglu.,2010). Bu nedenle NADPH
tiretimini saglayan G6PD enzimi ayn1 zamanda in direkt antioksidan enzim olarak da bilinir (Ciftci ve
ark., 2000; Altikat ve ark., 2002; Keha ve Kiifrevioglu.,2010).

Metabolik reaksiyonlarin her basamaginda yer alan enzimler giiniimiizde biyokimyasal
calismalarin ¢ogunlugunu olusturmaktadir ve yaklasik 2000 kadar enzim saflastirilmig ve tanimlanmistir
(Ciftci ve ark., 2000). Ayrica metabolizmanin 6zellikle kilit noktalarinda yer alan enzimler iizerinde
inhibisyon calismalarina 6nem verilmistir. Bir enzimin aktivitesini azaltan veya tamamen ortadan
kaldiran bilesiklere inhibitdrler denmektedir. Inhibitdrler enzimlere déniisiimlii veya déniisiimsiiz
baglanabilir ve bir enzimin aktif bolgesine substratin baglanmasini engelleyebilir ya da reaksiyonun
katalizlenmesini 6nleyebilir. Insan ve hayvan tedavisinde kullanilan antibiyotik ve ilaglarin cogunlugu
enzim inhibitdrleri oldugu i¢in farmokolojik calismalarda aktif bir sahay1 olusturmaktadir (Ciftci ve ark.,
2000; Adem ve Ciftci., 2012). Enzim inhibisyonu canli hiicrelerde 6nemli bir kontrol mekanizmasi
olusturdugundan dolay: ilag ve antibiyotikler fonksiyonlarim1 bu yolla gerceklestirirler. Dolayisiyla
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metabolizmanin kilit enzimlerinde meydana gelebilecek bir inhibisyon metabolik bir bozuklugun
diizeltilmesini saglayabilir.

Hayvanlarin nesillerini tehdit eden nedenler arasinda habitatin tahribati, kontrolsiiz avlanma,
cevresel 1sinma ve cevresel toksinler 6zellikle 6nemlidir. Cok yaygin olarak hayatiyetini siirdiiren
herhangi bir hayvan tiirii yukarida sayilan nedenlerden dolayi kisa bir zaman dilimi i¢inde yok olma ile
kars1 karstya kalabilir. Ornegin ABD’nin dogusundaki habitatin tahribat1 burada yasayan giivercinlerin
yok olmasina sebep olmustur. 1990 yilinda 6nce Hindistan’da 40 milyon civarinda bir popiilasyona sahip
olan akbabalarin sayis1 kisa siirede %99,9 oraninda azalmis ve sadece Bengal akbabalar1 hayatta
kalabilmislerdir. Yapilan arastirmalarda bunun sebebinin antienflamatuar olarak kullanilan bir ilag¢ olan
diklorofenilaminofenilasetik asit (diklofenak) oldugu tespit edilmistir.

Yapilan litaratiir taramalarinda G6PD ve GR enzimlerinin birgok dokudan saflastirilip
karakterizasyonunun yapildigi, ayrica birgok ilacin bu enzimlerin aktiviteleri iizerinde inhibisyon
calismalarinin gergeklestirildigi, fakat bu enzimlerin koyun dalak dokusundan saflastirilmadigr ve
diklofenak sodyum ilacinin bu enzimler {izerinde inhibisyon ¢alismalarinin yapilmadig: tespit edildi
(Danner et al., 1977; Ciftci ve ark., 2000; Adem ve Ciftci., 2012). Bu ¢alismada metabolizmadaki 6nemi
vurgulanan G6PD ve GR enzimlerinin ve koyun dalak dokusundan saflastirilmas: ve saflastirilan bu
enzimlerin aktiviteleri iizerine diklofenak sodyumun etkilerinin arastirilmasi amaglanmaistir.

MATERYAL ve METOT

Materyal

Calismamizda kullanilan 2', 5' ADP-Sepharose-4B afinite jeli Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO),
dikloron sodyum ilact piyasadan, NADPH, NADP*, GSSG, GSH, TEMED, EDTA, elektroforez
kimyasallar1, protein standartlari ve diger kimyasallar Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO) veya
Merck’den (Darmstadt, Germany) temin edildi.

Homojenatin Hazirlanmasi

Calismamizda kullanilan koyun dalak dokusu Bingél ili Et ve Siit Kurumundan temin edilerek
soguk zincir kuralina gore laboratuvara getirildi. G6PD enzim homojenati hazirlamak i¢in 10 gram
koyun dalak dokusu kiiglik pargalara boliindii. Daha sonra tizerine 30 mL 1 M Tris-HCI (pH= 8,0)
tamponu ilave edildi ve bu doku homojenizatorle stispanse edildi. Elde edilen siispansiyon 10.000xg de
1 saat stlireyle santrifiij edilerek ¢okelek atildi ve bdylece homojenat olusturuldu. GR enzimi i¢in ise;
dalak dokusundan 15 gram alind1 ve kiiclik parcalara boliindii. Daha sonra parcalanan doku 45 mL 50
mM KH2PO4 (pH= 8,0) tamponunda homojenizator ile siispanse edildi. Bu slispansiyon 10.000xg de 1
saat santrifiij edilerek pelet atilip homojenat olusturuldu. Hazirlanan homojenatlarda enzim aktiviteleri
spektrofotometrik olarak 6l¢iildii (Keha ve Kiifrevioglu, 2010; Temel ve ark., 2017a).

Enzimlerin Aktivitesi Ol¢iimleri

Glutatyon rediiktaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik metod kullanilarak, GSSG substrati
varliginda NADPH'm yiikseltgenmesi sonucu azalan NADPH'in 340 nm’de maksimum absorbansi1 esas
alinarak belirlendi (Carlberg ve Mannervik, 1981). G6PD enzim aktivitesi 6l¢iimii ise bu enziminin
katalizledigi reaksiyonda koenzim olan NADP*’nin GSH substrati vasitasiyla indirgenmesi sonucu
olusan NADPH’in 340 nm’de maksimum absorbans vermesi esas alinarak Ol¢iildii (Keha ve
Kiifrevioglu, 2010; Ungprasert et al., 2015, Temel and Kocyigit, 2017).
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Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz

GR ve G6PD enzimlerinin amonyum stilfat tuzu ile ¢oktiirme islemi salting-out metoduna gore
yapildi. GR enzimi i¢gin en uygun ¢oktiirme araligi % 20-70 olarak tespit edilirken, G6PD enzimi i¢in en
uygun aralik % 40-70 olarak belirlendi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrast elde edilen c¢okelek
homojenat tamponunda ¢oziilerek 2 saat boyunca 50 mM K-asetat / 50 mM K-fosfat (pH= 7.0) tamponu
ile diyaliz edildi. Ayn1 sekilde GR enzim ¢okelegi de 50 mM KH2PO4 (pH = 8,0) tamponunda ¢oziilerek
2 saat siireyle 10 mM K-fosfat, 1 mM EDTA pH=7.5 tamponu ile diyaliz edildi (Temel ve ark., 2018;
Keha ve Kiifrevioglu, 2010).

2', 5'-ADP Sepharose-4B Afinite Kromatografisi ile Koyun dalak G6PD ve GR Enzimlerinin
Saflastirilmasi

Amonyum siilfat ¢oktiirmesiyle kismen saflagan enzimler i¢in afinite kolonu kullanilarak ayr1 ayr1
saflastirma islemleri yapildi. Oncelikle 10 mL’lik kolon hacmi igin 2 g 2', 5'-ADP Sepharose-4B jeli
tartilarak ve 500 mL deiyonize su ile birka¢ defa yikandi. Yikama siiresince sisirilmis olan jelde olusan
hava su trompu vasitast ile alind1 ve jel paketleme tamponu ile afinite jeli siispanse edildi. Siispanse
edilen afinite jeli kolona paketlendikten sonra yikama ve dengeleme tamponu ile peristaltik pompa
kullanilarak yikandi. Daha sonra amonyum siilfat ¢6tiirmesi ve diyaliz sonrasi elde edilen homojenat
kolona yiiklendi ve kolon sirasi ile 25 mL 0,1M KH2PO4 +0,1M K-asetat (pH= 6,0), 25 mL 0,1 M
KH2PO4 +0,1M K-asetat (pH= 7,85) ve 25 mL 0,1M KH2PO4 + 0,1M KCI (pH= 7,85) ¢ozeltileriyle
yikandi. Yikama islemi spektrofotometrede takip edilerek absorbans degerinin 0,05 olmasiyla
sonlandirildi. Ardindan G6PD enzimi, eliisyon tamponu (80 mM KH2PO4 + 80 mM KCI + 0,5 mM
NADP* + 10 mM EDTA pH= 7,85) ile afinite kolonundan eliie edildi. Bu asamadan sonra kolon 0,1 M
Na-asetat, 0,5 M NaCl, pH=4,5 tamponu ve 0,1 M Tris/ HCI, 0,5 M NaCl, pH=8,5 tamponu ile rejenere
edildi. Kolon rejenere edildikten sonra homojenat kolona yiiklendi ve kolon dengelendi. Dengelenen
kolon 25’er mL sirasiyla 0,1 M K-asetat / 0,1 M K-fosfat,( pH=6,0) tamponu, 0,1 M K-fosfat/0,1 M KCl,
(pH=7,85) tamponu ve 50 mM KH2POs; /1 mM EDTA (pH=7,0) tamponu ile yikandi. Yikama
isleminden sonra GR enzimi, eliisyon tamponu (50 mM KH2PO4 /1 mM EDTA, 1ImM GSH ve 0,5 mM
NADPH, pH 7,3) ile eliie edildi (Bradford, 1976; Demir ve ark., 2006; Keha ve Kiifrevioglu, 2010;
Temel ve ark., 2017b Temel ve Taysi, 2019; Temel ve ark., 2020).

SDS-PAGE ile Enzim Safliginin Kontrolii
Enzimlerin saflik kontrolii %3-8 kesikli sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) kullanilarak Laemmli metoduna gore yapildi (Laemmali, 1970).

Protein Tayini
Enzim homojenatlarinda, amonyum siilfat ¢okeltileri ve saf enzim numunelerinde ayr1 ayri

Bradford Metodu kullanilarak proteini tayini gergeklestirildi. Standart olarak sigir serum albiimini
(BSA) kullanildi (Bradford, 1976).

Kinetik Calismalar

Kinetik ¢alismalarda diklofenak sodyum ilacinin hem GR hem de G6PD enzim aktiviteleri iizerine
etkileri arastirildi. flacin her iki enzim aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi, yapilan aktivite 6l¢iimleriyle
belirlendi ve farkli inhibitér konsantrasyonlarinda Slgiimler yapilarak % Inhibisyon - [I] grafikleri
olusturuldu ve bu grafikler yardimiyla ICso degerleri hesaplandi. Ayrica bes farkli substrat ve ii¢ farkl
inhibitdr konsantrasyonlarinda dl¢limler yapilarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi ve Ki sabitleri ile
inhibisyon tipleri de tespit edildi (Keha ve Kiifrevioglu, 2010; Temel ve ark., 2017c¢).
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BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada koyun dalak dokusundan G6PD ve GR enzimleri amonyum siilfat tuzu kullanilarak
salting out metodu ve 2', 5'-ADP-Sepharose-4B afinite kromatografisi ile iki basamakta saflastirildi.

Enzimlere ait saflagtirma basamaklar1 Cizelge 1 ve Cizelge 2’de gosterildi.
Cizelge 1. Koyun dalak dokusu G6PD enziminin saflastirma basamaklari.

Toplam L . Toplam Spegif_ik
Saflagtirma Hacim Aktivite Protein Protein Toplam Aktivite %\erim Saflagtirma
Basamag (EUmL?Y) (mgmL?) Aktivite  (EU mg 0 Kat sayisi
(mL) (mg) protein)
Homojenat 25 1.205 108.62 2715 30.125 0.0111 100 1
Amonyum
siilfat
e . 11 1.414 109.87 1208 15.554 0.013 51.63 1.171
c¢oktiirmesi
(%40-70)
Afinite
Kromatog 7.5 1.272 0.093 0.70 9.54 13.65 31.66 1052.2
rafisi
Cizelge 2. Koyun dalak dokusu GR enziminin saflagtirma basamaklari
Toplam Toplam Spesifik
Saflastirma HapCim Aktivite Protein PI’(F))tein Toplam Aktivite % Saflastirma
Basamag (EUmL?Y) (mgmL?) Aktivite  (EUmg  Verim  Kkatsayist
(mL) (mg) in
protein)
Homojenat 25 0.522 43.125 1078 13.05 0.0121 100 1
Amonyum
sulfac 13 0.688 56.125 730 8.944 0.0123 6853 1.02
coktiirmesi
% (20-70)
Afinite 7.5 0.589 0.031 0.232 4.41 19.07 33.79 1589.1

Kromatografisi

Enzimlerin saflik dereceleri SDS-PAGE yontemiyle kontrol edilerek SDS-PAGE fotograflar

Sekil 1 ve Sekil 2°de gosterildi.

Sekil 1. 1. 2 ve 3. kuyu: afinite kolonundan eliie edilen saf G6PD enzimi. 4. kuyu: standart proteinler (14kDa - 175 kDa).
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Sekil 2. 5. kuyu: afinite kolonundan eliie edilen saf GR enzimi. 4. kuyu: standart proteinler (14kDa - 175 kDa).

Kinetik calismalarda G6PD ve GR enzim aktiviteleri iizerine farkli konsantrasyonlarda diklofenak
sodyumun etkileri arastirildi. G6PD enzimi tizerine 0.39, 0.58, 0.78, 1.17 ve 1.56 mM; GR enzimi
tizerine ise 0.39, 0.78, 1.56, 3.9, 7.8, 11.7 ve 15.6 mM derisimlerine sahip diklofenak sodyum kullanildi
ve % Aktivite-[I] grafikleri gizilerek ICso degerleri bulundu. Ayrica 3 farkli inhbitor (diklofenak
sodyum) ve 5 farkli substrat konsantrasyonlarinda her iki enzim i¢in Linevawer-Burk grafikleri (Sekil.
4 ve 6) cizilerek diklofenak sodyum icin K; sabitleri ve inhibisyon tipleri belirlendi. Her iki enzim i¢in

elde edilen ICso degerleri ve K sabitleri Tablo 3’te gosterildi.
Cizelge 3. Koyun dalak G6PD ve GR enzimlerini inhibe eden diklofenak sodyum i¢in elde edilen ICsq degerleri ve Ki

degerleri.
Enzim ICs0 (MM) Ki inhibisyon Tipi
G6PD 0.51 0.481+0.015 Yarigmasiz
GR 6.55 15.686+0.849 Yarismasiz
120 +
100
y = 100e-1:346x
R?=10,8764
80 -
3
=
X 60 -
<
S
40 -
20
0 T T T
0 0,5 1 15

[Diklofenak sodyum] mM

Sekil 3. Koyun dalak G6PD enzimi igin 5 farkli diklofenak sodyum konsantrasyonunda ¢izilen [Diklofenak sodyum]-
%Aktivite grafigi.
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Sekil 4. Koyun dalak G6PD enzimi i¢in 5 farkli substrat ve 3 farkli diklofenak sodyum konsantrasyonunda ¢izilen
Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 5. Koyun dalak GR enzimi i¢in 6 farkli diklofenak sodyum konsantrasyonunda ¢izilen [Diklofenak sodyum]-
%Aktivite grafigi.
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Sekil 6. Koyun dalak GR enzimi i¢in 5 farkli substrat ve 3 farkli diklofenak sodyum konsantrasyonunda ¢izilen
Lineweaver-Burk grafigi.

Hayvanlarin nesillerini tehdit eden nedenler arasinda habitatin tahribati, kontrolsiiz avlanma,
cevresel 1sinma ve g¢evresel toksinler 6zellikle 6nemlidir. Cok yaygin olarak hayatiyetini siirdiiren
herhangi bir hayvan tiirii yukarida sayilan nedenlerden dolay1 kisa bir zaman dilimi i¢inde yok olma ile
kars1 karsiya kalabilir. Ornegin ABDnin dogusundaki habitatin tahribat: burada yasayan giivercinlerin
yok olmasina sebep olmustur. 1990 yilinda 6nce Hindistan’da 40 milyon civarinda bir popiilasyona sahip
olan akbabalarin sayis1 kisa siirede %99,9 oraninda azalmasinin ve sadece Bengal akbabalar1 hayatta
kalabilmesinin diklofenak ilaci ile iliskili oldugu tespit edilmistir (Beutler, 1971; Zhang et al., 2017).

Diklofenak diinyada regeteli ve recetesiz olarak en ¢ok kullanilan, nonsteroidal analjezik,
antipiretik ve antienflamatuvar ilaglardan biridir. Antiinflamatuvar ilaglar diinyada en ¢ok kullanilan
ilaclar arasinda yer alir (Zhu and Zhang, 2012). Diklofenak agr1 kesici ve iltihap giderici olarak yaygin
bir sekilde insanlarda ve hayvanlarda kullanilan bir ilagtir. Diklofenak ve benzeri ilaglar analjezik ve
prostaglandin (PG) sentezinin baskilanmasi yoluyla ates diisiiriicii etki yapar (Zhu and Zhang, 2012).
Diklofenak sodyumun yan etkileri arasinda gastrointestinal sikayetler, kan olusumundaki bozukluklar,
bas donmesi, yorgunluk, mide kanamasi, karaciger degerlerindeki artig, bobrek hasarlari ve uzun siireli
kullanimda kalp krizi gibi yan etkiler sayilabilir.

Bu ¢aligmada amonyum siilfat tuzu kullanilarak salting out metodu ve 2', 5'-ADP Sepharose-4B
afinite kromatografisi kullanilarak, 13.65 EU mg™.protein spesifik aktivitesine sahip koyun dalak G6PD
enzimi %31.66 verimle yaklasik olarak 1052 kat (Tablo 1), 19.07 EU mg™.protein spesifik aktivitesine
sahip koyun dalak GR enzimi %33 verimle yaklagik olarak 1589 kat saflastirilmis (Tablo 2) ve saflik
dereceleri SDS-PAGE ile kontrol edilmistir (Sekil 1 ve 2). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda G6PD ve
GR enzimleri farkli hayvan dokularindan ve insan dokularindan saflagtirilmis ve diklofenak sodyumun
ve diger ilaglarin ¢esitli enzimler iizerine inhibisyon etkileri arastirilmistir. Melatonin hormonunun insan
alyuvarlar hiicrelerinden saflagtirilan GR enzim aktivitesi iizerine etkilerinin incelendigi bir ¢calismada
GR enzimi insan alyuvarlarindan % 24 verimle, 5.823 kat saflagtirilmistir (Erat ve Ciftci, 2006). Farkli
bir caligmada hindi karacigerinden GR enziminin %10.75 verimle ve 2476 kat saflastirilmasi
gerceklesmistir (Taser ve Ciftci, 2012). Saflastirma sonuglar literatiir bilgileri ile karsilastirildiklarinda
onceki caligmalara gore daha kisa bir zamanda ve yiiksek saflikta enzim elde edildigi belirlenmistir
(Danner et al., 1977; Keha ve Kiifrevioglu, 2010; Adem ve Ciftci, 2012).
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Calismanin ikinci sathasinda diklofenak sodyumun koyun dalak dokusu G6PD ve GR enzimleri
izerine inhibisyon etkisi arastirildi (Tablo 3). Elde edilen sonuglar ICso degerleri sirasiyla 0.51mM ve
6.55 mM, K; sabitlerinin ise 0.481+0.015 mM ve 15.686+0.849 mM seklinde oldugunu gostermektedir.
Sicanlarla yapilan bir ¢aligmada siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzimlerinin diklofenak
tarafindan inhibe edildigi ve GSH miktarinin 6nemli derecede azaldigi tespit edilmistir (Zhu and Zhang,
2012). Farelerle yapilan diger bir ¢alismada da 50 mg kg dozundaki diklofenak sodyumun P450
rediiktaz enzim aktivitelerinde c¢cok Onemli derecede inhibisyona neden oldugu tespit edilmistir
(Bayramoglu Akkoyun et al., 2018). GR enziminin insan eritrosit hiicrelerinden saflastirildig1 bir
calismada enzim lizerine baz1 analjezik ve anastetik ilaglarin etkileri arastirilmistir. Bu ilaglar diklofenak
sodyum, tenoxicam, etomidat, ketoprofen, lornoxicam, morphine ve propofol’dur. Arastirma sonucunda
propofol yarigmasiz inhibisyon gosterirken digerlerinin yarigmali inhibisyon gosterdigi belirlenmistir
(Sentiirk ve ark., 2009). Baska bir calismada G6PD, 6PGD ve GR enzimleri sican kalp ve akciger
dokularindan saflastirilarak aktiviteleri lizerine bazi ilaglarin etkileri aragtirllmistir. Bu ilaglar;
sefuroksim, metilprednisol, teikoplanin furosemid, gentamisin, seftazidim, digoksin, dopamin,
furosemidin, adrenalin, lidokain, metoprolol tartarat, verapamil HCI, levofloksasin, sefazolin ve
kotin’dir. Sican akciger dokusu GR enzimini bu ilaglardan sefazolin, seftazidim, sefuroksim furosemid,
gentamisin, levofloksasin, metilprednisol, teikoplanin inhibe etmistir (Adem and Ciftci, 2016). Farkli
bir calismada yeni sentezlenen rodanin tiirevlerinin rat eritrositlerinden saflastiritlan G6PD enzimini 6.57
+2.03 ICs0 ve 91.60 + 9.25 uM Ki degerleriyle inhibe ettigi belirlenmistir (Karaman et al., 2021). Coban
ve Ciftci tarafindan yapilan bir ¢alismada koyun dalak dokusundan saflastirilan G6PD enzim aktivitesi
lizerine iveral, linkomisin, gentamisin, amoksisilin, ampisilin, streptomisin siilfat, novamizol, ketojezik,
sefuroksim, sefazolin sodyum ve tylosin ilaglarinin etkileri arastirilmistir. Arastirma sonuglari, iveral,
gentamisin, streptomicin siilfat ve linkomisin ilaglarinin sirasiyla 0.62 mM, 21.6 mM, 173.2 mM ve 231
MM ICso degerleri ile enzimi inhibe ettikleri belirlenmistir (Coban ve Ciftci, 2022).

SONUC

Bu calisma sonuglari, tiim diinyada regeteli ve recetesiz olarak en ¢ok kullanilan, nonsteroidal
analjezik, antipiretik ve antienflamatuvar ilaglardan biri olan diklofenak sodyum’un her iki enzimin
aktivitesini dnemli derecede inhibe ettigini, 6zellikle G6PD enzim aktivitesi iizerindeki inhibisyon
derecesinin ¢ok daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla tedavide diklofenak sodyum ilacinin
kullanilmast durumunda bu degerlerin g6z oniinde bulundurularak doz ayarlamasinin yapilmasinin
faydali olacagi degerlendirilmektedir.

Cikar Catismasi
Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan ederler.

Yazar Katkisi
Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduklarin1 beyan eder.
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