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In vitro effects of calcium gluconate, potassium chloride and sodium bicarbonate on human erythrocyte glucose 6-phosphate
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. o . Tedavide siklikla kullanilan bazi elekrolitlerin insan eritrosit glukoz 6-fosfat dehidro-
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afinite kromatografisi ile saflagtirildi. Enzim aktivitesinin tayini Beutler metoduna gore
spektrofotometrik olarak 340 nm’de yapildi. Calismanin sonuglarina gore enzim aktivite-
sini % 50 inhibe eden ilag konsantrasyon (I, ) deZerleri kalsiyum glukonat igin 19.4 mM,
sodyum bikarbonat i¢in 160 mM oldu. Buna kargin potasyum kloriiriin herhangi bir etkisi
goriilmemistir.

J. Exp. Clin. Med., 2013; 30: §137-S140

ABSTRACT

Effects of some electrolytes which are frequently used for treatment, on erythrocyte
glucose 6-phosphate dehydrogenase enzyme (G6PD) activity were investigated in in
vitro conditions. G6PD was purified by affinity chromatography. Enzyme activity was
determined according to the Beutler method by using a spectrophotometer at 340 nm.
According to the results of study. 50% inhibator drug concertration values (I, ) were 19.4
mM for calcium glukonat and 160 mM for sodium bikarbonat in in vitro study. There
was not observed any inhibitor effect of potassium chloride on glucose 6-phosphate
dehydrogenase activity. The result of this study revealed that calcium gluconate and
sodium bicarbonate but not potassium chloride have significiant inhibititory effect on the
activity of G6PD enzyme in in vitro.
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1. Giris

Hemolilik anemilerle birlikte seyreden eritrosit enzim
defektleri ilk kez glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ek-
sikliginin tanimlanmasi ile giindeme gelmistir. Eritrositlerde
yaklagik olarak 15 enzim defekti tanimlanmis olup, diinya-
da en sik goriilen, hemolilik anemiye neden olan ve klinik
acidan en onemlisi GOPD eksikligidir. GOPD eksikligi aynt
zamanda primakin duyarlilig1 veya favizm seklinde de isim-
lendirilmektedir. Diinyada yaklagik olarak 400 milyon kisi
bu hastaliktan etkilenmektedir (Litz ve ark., 1996). X e bagh
olarak tagian ve resesif karekterde olan bu hastalik erkekler-
de ve homozigot kadinlarda tam olarak, heterozigot kadmn-
larda ise degisik sekillerde goriilmektedir. Normal eritrositte,
stirekli olarak glukozun % 90’1 aerobik yoldan yikilirken %
10’1 heksoz monoposfat (HMP) yolu ile metobolize edilir
ve NADPH elde edilmis olur. Glokuz 6-fosfat dehidrogenaz
(G6PD) pentoz yolunun ilk basamagin katalizleyen anahtar
bir enzimdir [EC.1.1.149] (Telefoncu ve Telefoncu, 1989).
Eritrositlerde NADPH olusumu icin tek kaynak pentoz fos-
fat metobolik yolu olup, G6PD eksikliginde NADPH tiretimi
onemli ol¢iide azalir.

HMP metabolik yolu normalde inaktif olup, stres hallerin-
de veya oksitleyici ajan varliginda stimiile olur. Bu yolakdaki
eksiklerin ortaya c¢ikabilmesi i¢in genellikle oksidan bir mad-
de ile temas gerekir. Ortaya ¢ikan hemolizin siddeti enzim ek-
sikliginin diizeyine gore degismektedir. Baz1 kisilerde enzim
eksikligi hayat boyu siiren bir anemiye neden olacak kadar
agirdir.

Oksidan madde ile temas edildikten 2-3 giin sonra hemog-
lobinemi, hemoglobiniiri ve hematokrit diigmesi ile karekte-
rize intravaskiiler hemoliz meydana gelir (Berkow, 1992).
Anemi, sarilik ve retikiilositoz ortaya ¢ikar. Zencilerde erit-
rosit kitlesinin % 25’1 etkilenirken, beyazlarda eksiklik daha
agir olup, derin hemoliz, hemoglobiniiri ve akut bobrek yet-
mezligi gelisebilir (Andrews ve Mooney, 1994). Siklikla en
iyi tant koydurucu bulgu, periferik kandaki hiicrelerde dalak
tarafindan Heinz cisimciklerinin uzaklagstirilmas: nedeniyle
olusan bir yada daha fazla 1sirik ( 1 gm’lik ) bulunmasidir
(Andrews ve Mooney, 1994). G6PD eksikligi esas olarak Af-
rika, Akdeniz bolgesi, Orta Dogu, Giineydogu Asya, Kafkas
halklarinda ve onlarin soylarindan gelenlerde goriilmektedir
(Kayaalp, 1998; Beutler, 1994). 1spany01 Yahudileri, Yunan-
lilar, Cinliler, Filipinliler, 1nd0nezyahlar ve Hintlilerde %
5-40 oraninda bu enzim eksikliginin goriildiigii belirlenmistir
(Fairbanks ve ark., 1994). Tiirkiyedeki olgular daha ¢ok Cu-
kurova ve Van’in Bagkale il¢esinde bulunmaktadir. Eti Tiirk-
lerinde % 11.4, Cukurova bolgesinde % 8.2, Kibrislilar’da %
3.5 G6PD eksikligine rastlanmistir (Kayaalp, 1998).

Bir ¢cok metabolik hastaliklarin seyrinde elektrolit ve
asit-baz denge bozukluklart gozlenebilmektedir. Bu patolo-
jik durumlarin diizeltilmesinde oral veya parental elektrolit
preparatlar1 da kullanilmaktadir. Kalsiyum glukonat osteo-
poroz, rasgitizm, osteomalazi, tetani ve diger hipokalsemi ile
seyreden hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Sodyum
bikarbonat ise metabolik veya renal tubuler asidozda diyabe-
tik ketoasidozda ve bikarbonat kaybinin oldugu durumlarda
kullanilmaktadir. Potasyum kloriir cesitli nedenlerle olugan
hipopotasemilerin diizeltilmesi amaciyla tercih edilmekte-
dir. Siklikla kliniklerde kullanilan bu ilaglarin G6PD tiizerine
olan etkilerinin bilinmesi 6nem tagimaktadir. Bu nedenle
calismamizda bu ii¢ ilacin G6PD enzim aktivitesi lizerine
olan in vitro etkilerini inceledik.

2. Gereg ve yontem

2’, 5° ADP-sepharose 4B pPharmacia’dan, NADP+ ve
GO6P Sigmadan diger kimyasallar ise Sigma ve Merck’ten
temin edildi. Kalsiyum glukonat Adeka A.S.’den, potasyum
kloriir Haver A.S.’den ve sodyum bikarbonat Drogsan
A.S.’den temin edildi.

Insan eritrositlerinden G6PD enziminin saflastirilmasi

Hemolizat taze insan kanindan hazirlandi. EDTA’1 tiiplere
alman kan ornekleri kiiclik ependorf tiiplerine konuldu ve 15
dakika 2500 xg’de santrifiij edildi. Tiiplerin tist kismindaki
plazma ve 1okosit tabakalar1 damlalikla alindi. Daha sonra
elde edilen eritrosit peleti 0.16 m KCL cozeltisi ile ti¢ defa
yikandi. Her defasinda 2500xg’de santrifiij edilerek siiper-
natant atildi. Elde edilen eritrositlerden bir hacim alinip bes
hacim buzlu su eklenerek hemoliz edildi. Daha sonra hiicre
zarlarinin uzaklagstirilmast i¢in 10000 xg’de 30 dakika sant-
rifiij edildi. Boylece hemolizat hazirlanmig oldu. Elde edilen
hemolizatta % 35-65 araliginda amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapildiktan sonra ve 4°C’ta 50 mM K-asetat /50 mM K-fosfat
(pH: 7) tamponuna kars1 iki saat siireyle iki defa degistirile-
rek diyaliz iglemi uygulandi. Elde edilen enzim ¢okeltisinden
2;5 ADP-sepharose 4 b jeli kullanilarak afinite kromotografi-
si ile G6PD enzimi saflagtirildi.

SDS poliakrilamid jel elektroforezi

Saflastirilan enzimin safligi SDS poliakrilamid jel elekt-
roforeziyle kontrol edildi. Elektroforez sirasinda yigma jel
icin % 4, yiiriitme jel i¢in % 10 akrilamid konsantrasyonu
kullanildi. Elektroforez Laemmli’nin tanimladigi metoda
gore yapildi (Laemmli, 1970).

Inhibitér calismasi

Bu c¢aligmada kalsiyum glukonat, potasyum kloriir ve
sodyum bikarbonat kullanildi. Kalsiyum glukonati¢in 4, 8, 16,
32 ve 64 mM kiivet konsantrasyonlarinda, potasyum klortir
icin 40, 80, 160, 320 ve 400 mM kiivet konsantrasyonlarinda,
sodyum bikarbonat i¢in ise 40, 80, 160, 240, 320 mM kiivet
konsantrasyonlarinda aktivite 6lgiimleri yapildi. Her bir ilag
icin 5 farkli konsantrasyonda [ilag]-%Aktivite grafikleri
cizildi. Ilagsiz kiivetin aktivitesi % 100 kabul edildi. % 50
inhibisyona neden olan ilag konsantrasyonu (I, ) grafiklerden
hesaplandi.

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz aktivitesinin 6lciimii

Enzim aktivitesinin 6l¢iimii spektrofotometrede 37 °C’ta
Beutler metoduna gore yapildi. Bu metod NADP+’nin G6PD
tarafindan glukoz 6-fosfat varliginda indirgenmesi esasina
dayanir. NADPH’nin olusum oran1 G6PD aktivitesine
bagimli olup 340 nm’deki absorbans artistyla 6l¢iilmiistiir.

3. Sonuclar

G6PD enzime amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve 2°.5’-ATP
Sepharose 4B afinite jeli ile ve % 51.6 verim ile 9300 kat
saflagtirllmigtir. Regrasyon analizlerinden elde edilen I
degerleri kalsiyum glukonat i¢in 19.4 mM ve sodyum bikar-
bonat i¢in 160 mM olmustur. Potasyum kloriir ise inhibisyon
olusturmadi. Kalsiyum glukonat, potasyum klortir ve sodyum
bikarbonatin 5 farkli konsantrasyonu kullanilarak elde edilen
Yoaktivite-[ilag] grafikleri Sekil 1, 2 ve 3’te gosterilmisgtir.
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Sek. 1. Kalsiyum glukonatin 5 farkli konsantrasyonunu kullanilarak
elde edilen % aktivite-[I] grafigi.

4. Tartisma

Elektrolit ve asid-baz denge bozukluklari, viicutta hemostazi
saglayan olaylarin birbiriyle yakindan ilgili olmalar
nedeniyle ¢ogunlukla karma bozukluklardir. Elektrofil ve
asid-baz denge bozukluklar1 bazen fatal sonuglanabilecek
kadar agir seyredebilir. Boyle durumlarda hasta kisilere acil
miidahale zorunlulugu vardir.

Eritrosit yaslanmasinin muhtemel mekanizmalarindan
bir tanesininde ATP kaybi, kalsiyum birikimi ve oksijen
radikallerinin birikimi ile iliskili oldugu iddia edilmistir
(Tang, 1997). G6PD eksikligi olan kisilerin eritrositlerinin
kalsiyuma bagli vezikiil olusumuna duyarliliginin normal
kisilerden daha fazla oldugu belirlenmigtir (Tsai ve ark.,
1996). Diger yandan G6PD eksikligi bulunan kisilerin er-
itrositlerinde kalsiyum konsantrasyonunun belirgin sekilde
artt1g1 gosterilmistir (Devi ve Anandaraj, 1995; Demonte ve
ark., 1992). Cogunlukla norolojik belirtilerde ortaya ¢ikan
hipokalseminin tedavisinde baslangicda kalsiyum tuzlari
kullanilmaktadir (Berkow, 1992; Rang ve ark., 1999). Bu
amagla en sik kullanilan Ca-glukonat damar digina ¢iktig1 za-
man oldukg¢a tahrig edici bir madde olup, kas i¢i injeksiyon
lokal nekroza neden olabilmektedir. Calismamizin sonuglari
Ca-glukonatin eritrosit G6PD enzimini in vitro olarak in-
hibe ettigini ortaya koymustur. Eritrosit yaslanmasina bagh
olarak kalsiyum birikiminin olmasi ve yine G6PD eksikligi
olan kisilerin eritrositlerinde kalsiyum miktarlarinin normal
kisilerden farkli oldugunun bulunmasi, G6PD eksikligi bu-
lunan kisilerin oksidan maddeye maruz kaldiklarinda 6nce
yagh eritrositlerin pargcalanmasinin nedenini aciklayabilir.
Yukarida belirtilen ¢aligma sonuglari, eksikligi olan kisilerde
dikkatle kullanilmasii gerektirir. Ciinkii var olan eritrosit
ici ytiksek kalsiyum diizeyi daha da artarak hiicrenin lizisine
neden olacaktir.

Metabolik asidoz bobrek bozukluklari, zehirlenmeler,
endokrin hastaliklar ve gastrointestinal sistemden alkali
kaybina neden olan durumlarda ortaya ¢ikmaktadir. Boyle
durumlarda esas tedavi primer nedenin diizeltilmesi olup
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Sek. 2. Potasyum klortiriin 5 farkli konsantrasyonunu kullanilarak
elde edilen % aktivite-[I] grafigi.

siddetli asidoz durumlarinda tedavi amaciyla intravendz olara
NaHCO, verilmesi halen degerini korumaktadir (Berkow,
1992).

Yukarida belirtigimiz nedenlerden dolayr ortaya c¢ikan
elektrolit veya asid-baz denge bozukluklarina ilaveten Ca-
glukonat veya NaHCO, 1n verilmesine bagl olarak hemoliz
gelisimi hastanin durumunu daha da iginden c¢ikilmaz bir
sekle sokabilir. Bu nedenle G6PD eksikligi olan kisilerde her
iki ilacin dikkatle kullanilmasi gereklidir. G6PD eksikligi
bulunan kisilerde bu iki ilacin kullanilmasi gerekiyor ise doz
diizenlenmesinin ¢ok dikkatli yapilmasti, tedavi siiresince kan
ve idrar tetikleriyle hastalarin siirekli takibinin uygun olacag1
diisiiniiyoruz. Potasyum kloriiriin G6PD enzimine etkisinin
olmamas1 nedeniyle, hekimlerin G6PD eksikligi olanlarda
kisilerde bu ilaci rahatlikla kulana bileceklerini soyleye
biliriz. Her ii¢ ilagla ilgili ayrintili in vivo caligmalarinin
yapilmasi gerekli olup, bu ¢aligma sonuglarinin klinisyenlerin
ufkunu aydinlatacagini umuyoruz.

5 Bikarbonat

] L1} 100 150 200 250 300 350

(T mM

Sek.3 Sodyum bikarbonatin 5 farkli konsantrasyonunu kullanilarak
elde edilen % aktivite-[I] grafigi.
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