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OZET

Dihidrodigeksin, digoksinin bir metabolizma diriiniidiir. Bu gabgmada, DEAE-Sephadex
LH-20 dekstran jeli sentezlenerek yaplan siitun kromatografisinde, bu metabolitin digok-
sinden ayirnm saglanmstrr. Bu yéntemin biyolojik indirgenme firiméniin digoksinden ayr-
rmu ve izolasyonu igin uygun oldugu saptaznmgtir. Indirgenme olayimmn organizmadali ye-
ririn belitlenmeri amacyla bir NADP-H iireten invitro sistem ile ¢ahsilmstir. Bu sistemde
gesitli hitere fraksivonlarmda, dihidrodigokein clugmadif: saptanmig, sonuclar irdelenmigtir.
Digoksin verilen iki sujenin idrar &rneklerinde, gaz-kromatografisi ile yapilan dihidrodi-
goksin miktar tayinleri sonucu, bu metabolitin, drog alimgindan itibaren yedinci ginde
bir artis, daha sonra haflif bir azalma giisterdigi saptanmugtir. Gaz-kromatografik miktar
tayininde, hassasiyeti arturmak amaayla bir temperatiir programlamasi yintemi denen-

mig, alinan sonuclar tartiglmagtir,

GIirRiS

Dihidrodigoksin, organizmada, digoksinin bir metabolizma tiranidir.
Stz konusu drun f lakton halkasmm C-20(22) pozisyonundaki ¢ifte baZin
indirgenmesi ile olnsmaktadir. Dihidroksigeninin biyolojik sistemlerle varhgt,
ilk olarak Luchi ve ark.! tarafindan gosterilmis, daha sonra Watson ve ark.?,
kombine gaz kromotografisi-kiitle spektroskopisi vontemi ile bu metaboliti
insanda saptanuglardir, Birgok kitap ve dergilerde, hala, digoksinin orga-
nizmadan ¢ofunlukla degismeden atildigy one siiritlmesine karsm®~°, son za-
manlarda yapilan ¢aligmalar, dihidrodigoksinin insanda sik rastlanan bir me-
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tabolit oldugunu ortaya koymustur®®, Digoksinin § lakton halkasiun doyma-
simn kardiyak aktivitede azalmaya neden olduju da gésterilmis, kimyasal yin-
temlerle C-20(22) deki cifte bag: indirgenmis digoksin ile yapilan calismalarda,
bu bilesigin, yani dihidroksinin, ana drogun ancak onda biri kadar aktiviteye
sahip oldugu sal:otammlﬁtu-9 1%, Insanda dihidrodigoksin olusumu kisiden kisi-
ye degisiklik gistermekte®™®, s6z konusu biyolojik in dirgenme reaksiyonunun
mekanizmas: heniiz bilinmemek tedir.

Bu az rastlanan metabolik olayin mekanizmas iizerinde yaplan ¢alis-
malarin azhifimin nedenlerinden biri, gok diisiik miktarlarda rastlanan di-
hidrodigoksinin tanmabilmesi ve miktar tayini igin gerekli hassas yontemlerin
kolaylhkla bulunamamasidir. Gelistirilen gesitli kromatografik yontem ler
ancak aglikon durumundaki digoksigenin ve dihidroksigenin birbirinden
ayirimnt saglayabilmektedir' ™2, Glikozitlerin aymm igin énerilen bir ince
tabaka kromatografisi yon’cemmm1 ise, nanogram diizeyindeki bilesiklerin
biyolojik materyalde varliklarimin saptanmasima hassasiyet yoniinden olanak
vermedigi gorillmektedir. Biyolojik materyelde dihidrodigoksin miktar tayini
igin Waison ve Clark tarafindan hassas bir gaz-kromatografik yéntem gelis-
tirilmistir'*. Bu yéntemde, glikozitler biyolojik materyalden kismen saf olarak
elde edildikten sonra, pargalanarak ugucu tiirevleri hazirlanmakta olan ve
elekiron yakalayier bir detektér yardimiyla gaz kromatografisinde analiz
edilmektedir. Ancak bu yéntemlerden highiri, biyelojik sistemlerde olusan
metabolitin par¢alanmadan, glikozit halinde ayirimma olanak vermemekte-
dir. Sentetik dihidrodigoksinin, yani kimyasal olarak indirgenmis digoksinin
iki stereoizomer karigimi oldugu bilinmektedir'®. Bivolojik olarak meydana
gelen metabolitin hangi izomer gekli oldugu heniiz saptanamamstir. Sente-
tik indirgeme diriiniiniin, ana drogun onda hiri olarak bulunan kardiyak ak-
livitesi, bu iki izomer kangicunin aktivitesidir. Biyolojik metabolitin gergek
aktivitesinin saptanmasi, ancak, bu maddenin yapisi bozulmadan digoksin-
den ayirim ve izolasyonu saglayacak yiontemlerin gelistirilmesi ile olanakh-
dir. Bu ¢alismada, bu amaca yénelik olarak. bir iyon degistirici Sephadex
dekstran jeli sentezi yapilarak séz konusu amag igin denendi, kromatografik
bir yéntem ve bazi uy gulamalar iizerine ¢ahsild.

Digoksinin organizmadaki indirgenme yveri de heniiz bilinmemekted ir.
Karaclgerm bu metabolik hasamakta ba§hca rolii oynaya bilecegini gosteril-
mig'®, bazi ekstrahepatik vollar da ileri siriilmiistiic'"’’. Bu ¢ahsma da,
ayrica digoksinin indirgenme yerinin belirlenmesi amaaiyla, bir NADP-H
dreten in vitro sistem kurularak fare ve siganlarda, cesitli dokular ve hiicre
fraksiyonlar: bu yénden incelendi.

i
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Son olarak, digoksin verilen iki sijjenin idrar érneklerinde dihidrodigok-
sin miktar tayini, gaz-kromatografik yontem kullamlarak yapilmig ve helirli

.. siirelerde dihidro olusumu kantitatif olarak saptanmaya ¢ahsilmustir,

YONTEM VE GERECLER

DEAE - Sephadex LH-20 dekstran jelinin sentezi: DEAE - Sephadex
LH-20, ilk olarak DEAE-seliiloz hazirlanmas igin kurulmus bir yénteme gire
yapildi'®'*. 60 g. Sephadex LH-20’ye (Pharmacia Fine Chem.), 170 ml.
suda ¢oziinmiis 40 g. NaOH eklendi. Karisim, arada karistirdarak 30 dakika
su banyosunda bekletildi. Uzerine, 45 ml. %85°lik 2-klorotrietilamin HCI
siirekli karistinlarak eklendi, Bu karisim, 85°C lik yag banyosunda 35 dakika
bekletildi. Buz banyosunda sofutulduktan sonra iizerine 230 ml. 2 M NaCl
cozeltisi eklenerek filire edildi. Cékelti, sira ile 250 ml N NaOH, 250 ml.
N HCI ¢ézeltileri ve distile su ile yikandi. Bu g¢okelti 250 ml. N NaOH ile
tekrar suspansiyon haline getirilip yikands, siiziildii ve 200 ml. hik pargalar
halinde mutlak alkol ve dietileter ile yikanarak 60°C da iig saat siire ile kuru-
tuldu.

Stitun Kromatografisi: 40x0.9 cm. boyutlarindaki bir cam sutun, ha-
zirlanmug olan DEAE-Sephadex LH-20 jeli paketlendi. Bu siituna, digoksin,
dihidrodigeksin, 12 a - °*H digoksin (New England Nuclear Co), 12 -a°H
dihidrodigoksin, ayri ayrn veya kartsimlar halinde tatbik edildi. Elusyon igin,
kloroform:metanol, 83:15, 90:10, 95:5 (h/h) ¢oziicii sistemleri dakikada
0.25 ml. akig izt ile uygulandi. Elde edilen fraksiyonlar, sivi-sintilasyon
spektrometresinde trityum igin sayilarak, digoksin ve dihidrodigoksin pikleri
tespit edildi.

Siitundan elde edilen fraksiyonlar ayrica, gaz- krematografik véntem
ile analiz edildi.

Idrar érneklerinde digoksin ve dihidrodigoksin miktar -tayini: Digoksin
(Lanoxin®, 0.125 mg) alan iki kisiden, drog alimundan itibaren birinei, yedin-
¢i ve ondordiincii giinde, 24 saatlik idrar alindi. Ayrica. aym giinlerde saat
18.00 de 25-30 ml. idrar alndi. Biitiin éracklerde, digoksin ve dihidrodigok-
sin tayinleri gaz-kromatografik yéntem ile yapidi. Bu amagla dikloro-

-metan ile ekstre edilen glikositleri Slhka gel G plaklarinda, benzen:metanol,

4:1 (h/h) c¢éziici sistemi kullamlarak yapilan preparatif ince tabaka kroma-
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tografisinde kismen saflastinldi. Glikozitlerin uguen tiirevleri, heptafloro-
butirik asit anhidrit kullamlarak hazirlands, Sentez sonucu olusan digoksigenin
heptaflorobutirat ve dihidrodigoksigenin heptaflorobutirat, ikinei hir prepara-
tif ince tabaka kromatografisi ile kirliliklerinden kurtarilds. Bu amagla Silika
gel GF plaklar: ve ¢oziici sistemi olarak etil asetat:henzen, 7:3 {(h/h) kulla-
mldi. Plaktan asctonla ckstre edilen tiirevler, Ni-elektron vakalayicr detek-
térii olan bir gaz kromatografla (Tracer MT 220) tatbik edildi. Gaz kromatio-
grafi kolonu, Gaschrom Q lizerinde %3 OV 101 tasiyan, 12 cm x 2 mm
i¢ gapmda U seklinde bir kolon, kolon temperatiiri 235°C, helyum akis him
70 mljdakika idi. T¢ standart olarak digitoksigenin heptafiorobutirat kullansl-
d1. Glikozitlerin islemler sonucundaki veriminin tayini, dikloromstan ekstrak-
sivonundan fnce idrara eklenen trityum digoksinin, islemmler sonucu sivi-
sintilasyon spektrometresinde dl¢ilmesi ile yapilds.

Doku homojentzailarinin haznrlanmast:  Farc ve siganlardan, karaciger ve
hobrekler alinarak®®, —4°C de kiigitk pargalar halinde kesildi. Tris-sukroz
tamponu, 0.15 M, pH 7.4 ile %,50 (a/h) homojenizatlar hazirlandi. 10.000xg
de 10 dakika santrifiijle Gistteki kisim alinarak tiim homojenizat elde edildi.
Tiim homojenizat, 100.000xg de hix saat siive ile santrifij edilerek 100.000xg
fraksiyon (gbziiniir fraksiyon) ve mikrosomal pellet naziland)®®,

Inkubasyon: Inkubasyonlarda in viire NADP-H drcter sistem olarak
25 p M glukoz-6-fosfat, 5 M NADH, 2p M NADP, 50 u M nikotinamid
tagtyan 0.15 M Tris-salin tamponu, pH 7.4 kallandd. Bu kofaktir-tampon
karisimma, substrat olarak trityum digoksin ve enzim kaynaf olarak cesitli
hiiere fraksiyonlarimin cklenmesiyle baglatlan inkubasyonlar, 37°C lik su
banyosunda 30 dakika siire iie yapﬂdlzo. Bu siire sonunda metilen kloriir ile
ekstre edilen glikozitler, DEAE-Sephadex LH-20 siitun kromatografisine
tahi tatuldu.

BULGULAR VE TARTISMA

Digoksia ve dihidrodigoksin birbirinden ayrrimim saflamak amaciyla
DEAE-Sephadex LI-20 dekstran jeli sentezlendi. Bu jel kullanilarak yapilan
siitun kromatografisinde, kloroform:metancl, 85:15 ve 90:10 cbHzlicit sistem-
lerinde, hilesiklerin ayrilmadisn gorildd. Kloroform:metanol, 95:0 ¢oziici
sisteminde, digoksin ve dihidrodigoksin birbirinden ayrild: ve total hacma
kars: sabit elusyon hacimlar (V/V,) elde edildi (Sekil : 1). Elde edilen

T o

siwghinne
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fraksiyonlarin gaz kromatografik analizi ile, maddeler tanmmmdi ve safliklar:
gosterildi (Sekil : 2). Gelistirilen bu yontem ile, dihidrodigeksinin digoksin-
den glikozit bagimn par¢alanmadan ayrilmas: miimkiin olmustur. Bu yéntem
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Sekil : 1 3H digoksin ve H dihidrod\igoksinin, DEAE-Sephadex LH-20 kolon kromateg:
rafisi ile ayirzmi. Elusyon solvam: Kloroform-metanol, 95:5; akg huzr, 0.25 ml/min.
(DOX: digoksin, H,DOX: dihidrodigoksin).

ile, biyolojik metabolitin digoksinden aymm ve izolasyonunun saglanmasi,
boylece gergek kardiyotonik aktivitesinin blgiilmesi olanakh gérillmektedir.
Bu yintem, digoksinin organizmada indirgenme yerinin belirlenmesi galis-
malarinda, doku homojenizatlarinda bu glikozitlertn tayini amaeci ile nygu-

. lanmastir.

Digoksinin organizmada indirgenme yerinin belirlenmesi amaciyla, NADPH
ireten in vitro bir sistem kullamlarak fare ve siganlarda gesitli hiicre frak-
styonlar1 incelendi. Karaciger ve bobrek homojenizatlarinda, karaciger
100.000xg fraksiyonu ve mikrosomal fraksiyonda digoksinin indirgenmedigi
saptand:. Aym sistemde, fare karaciger homoj enizatmda, anaerobik ortamda
da dihidrodigoksin olusumu giozlenmedi. Karacigerin bu metabolik basamakta
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rol alabilecegi, daha nce yapilan in vivo deneylerde gosterilmis'®, ancak bu
indirgenme olayimmn in vitro olarak gisterilebilmesi miimkiin olmamgtir.
Indirgenmenin, anaerobik ortamda barsak florasi tarafindan yapildifn 6ne
siriilmiisse de'’, olusan dihidrodigoksinin tammnmas: igin kullamlan ince

n

’UL

Sekil: 2 DEAE-Sephadex LH-29 siitun kromatografisinden elde edilen fraksiyonlarin gas-
kromatografik amalizi, A: Kanpm siituna tatbik edilmeden énce; B: Dihidrogoksin frak-
giyonu; C: Digoksin fraksiyonu. 1: Dihidrodigoksigenin heptaflorobutirat; 2: Digoksige-
nin heptaflorobutirat; 3: Digitoksigenin heptaflorobutirat.

kromatografisi sonuglarimm, dogrudan glikozitlerin ayirimim saglayan hassas
yontemlerle pekistirilmesi gerekmektedir. Ayrica yiiz kigi iizerinde yapilan
bir aragtirmada, antibiyotik tedavisi uygulanan kisilerde dihidro elusumunun,
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normalden daha az olmadifn gozlenmistir’ . Bu veri, barsak florasimn bu
olayda rolii olabilecegi kamsim dogrular nitelikte degildir. Digoksinin orga-
nizmadaki indirgenme yerinin belirlenmesi igin, uzun sireli inkubasyonlar,
degisik kofaktor sistemleri ve nikotinamid kullammindan kaginarak, dogrudan
NADP-H igeren in vitro sistemlerin denenmesiyle, bu mekanizmadan sorum-
li-olabilecek dokularm yeniden gdzden - gegirilmesi gerektigi kamsindayiz.

Giinde-0.125 mg digoksin verilen iki siijede, birinei, vedinei ve dérdiineii
ginde alman idrar Srocklerinde digoksin ve dihidrodigoksin miktar tayinleri
gaz-kromatografik yontem ile yapildi. Orneklerdeki I{2DOX/H2DOX+DOX
degerleri Tablo 1’de verilmigtir. Bulgular siijelerden birinin yiiksek oranda

ldrar srnegi H,DOX/H,DOX + DOX

Table : 1 Idrar omeklerinin gaz-kro-

1. giin 7. gin 14, giin
& € & matografik analiz sonuglar. a, 24 saat-

la 10 16 11 . o a
lik; b, saat 18 sroekleri; H,DOX, di-
1b 1 19 13 o e T2
hidrodigoksin; DOX, digoksin.
2a 4 14 10
2b 2 15 12

dihidro metaboliti olusturdugunu gostermektedir. Her iki trnekte de, dihidro-
digoksin olusumunun yedinci giinde arttif, onddrdiincii ginde ise hafif bir
azalma oldugu saptanmustir. Saat 18.00 idrar ornckleri deZerleri de aym
bulguyu dogrulamaktadir. Dihidrodigoksinin olugum siiresi ile ilgili olarak
saptanan bu ézellik, bu mekanizmamn agiklanmasi bakinindan onemli go-
riilmiigtiir. Bu bulgunun, bagka analitik yontemlerle ve ¢ok sayida drnek ile
pekistiritmesi gerekmektedir.

Digoksin ve dihidrodigoksinin gaz-kromatografik analizinde ayrica,

bir temperatiir programlamasi denendi. Ornek tatbikinden itibaren 5 da-

dakika siire i¢inde 225 - 245°C arasinda yapilan ngramlama ile, daha
iyi O noktalar1 ve daha hassas kantitatif sonuglar veren uzun pikler elde
edildi. Temperatiir progranﬂamammn, szchikle ¢ok diigilk miktarlarda gli-
kozit tagiyan biyolojik materyal ile yapilan cahgmalarda yararh olacaf

kamsina varild.
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SUMMARY
STUDIES ON DIGOXIN METABOLISM

Dibydrodigoxin is known to be a metaholite of digoxin. In this study, separation of this
metabolite from digoxin was achieved by using DEAE-Sephadex LH-20 column chromato-
graphy. The site of reduction in various tissues was investigated. In urine samples of two
subjects, the rate of metabolite was determined in a two weeks period by using a programmed
temperatare gas chromatographic teehnique and results were discussed.
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