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GIRIS ve AMAC

Eritrogitler, nikleus mitokondri wve riborzom gibi cok
énemli iig hilcre organeline gahip bulunmadiklari igin
oksidatif fosforilasvon, Krebs siklusu, protein wve lipit
gentezi gibi enzimatik mekanizmalardan voksundurlar.
Eritrositlerin yvagamlari icin gerekli enerjii valnizaa
anaerocbik glikoliz ile (Embden-Meverhof volu)
saglanir(1,2,6). Olgun eritrosit 120 ginlilk vasam suresi
boyvunca, vapisi ve fonksivonlari ig¢in gerekll protein wve
lipit igeriklerini korumak zorundadir. Bu igerikler
anaerobik glikolitik volun enzimleri, eritrosit membranini
olusturan lipoprotein kompleksi ve hemoglobindir (1,2,3,4).

Bu igeriklerin vapilarini ve fonksivonlarin:
vitirmelerine neden clabilen en onemli faktbr eritrositlerin
otooksidasyonudur(2,3,4). Yiksek oksidasyon potansiveline
sahip eritrositlerin otooksidasvondan korunmalariyi glukozun
Heksoz Monofosfat (HMP) gant: lizerinden vikilmasi ile
saglanirken, ATPaz'a bagimla katyvon pompasi ve
eritrogitlerin vasamlari icin gerekli enerii, anaerobik
glikoliz ile temin edilmektedir (1,2,3,4,5,86).

Pirdvat kinazin (PK) metabolik ©nemi, eritrositlerin
vagamlari:i igin gerekli olan ATP'nin Uretilmesinde rol almas:
ve glikolizin regiilasvonunda hiz kisitlayvic: bir enzim
clarak gbrev vapmasindan kavnaklanir (4,5,6,7).

PK'nin kalitsal ve edinsel metabolik hatalar sonucu
aktivite gobstermemesi veva o¢ok az aktivite gostermesi, PK
vetmezligi olarak bilinen anormal &zellikte mutantlarain

ortava cikmasina neden olmaktadir (3,6,8,9,10,11).



Dinvada oldukca vayvgin ve gerektiginde 8lilmciil olabilen
G-6-PD vetmezliginden sonra ikinci siklikta PK vetmezligi
gtrilmektedir (1,3,6,10). Ayrica konjenital non-sferositik
hemolitik anemive neden olabilen anaerocbik glikelitik volun
enzimopatileri icinde PK vetmezligi % 95 oraninda sorumlu
tutulmaktadir (1,6}

Antalva'da vagavan populasvonda G~6-PD ve
hemoglobinopatiler gibi hematolociik kalitsal hastaliklarin
frekansinin viiksek olmas: (12,13}, buna ilaveten akraba
evliliklerinin oraninin viksekligi (14) dikkate alinarak,
"Antalva il merkezinde piriivat kinaz yetmezligi prevalansi
ve enzimin normal degerleri” konulu ve Akdeniz Universitesi
Arastirma Fonunca desteklenen bir aragstirma projesi (Proje
No : 91.02 .0102.06) planianmigstir. Projenin tamamini
kapsavan bu caligmada ;

a - Antalya il merkezinde PK vyetmezligi prevalansinin ve
enzimin normal degerlerinin belirlenmesi,

b - Yetmezlikli odaklarin ve risk altindaki gruplarin
belirlenmesi,

c ~ Toplum taramasinda elde edilecek sonuclara gbre, PK
vetmezliginin Antalva 1ili ig¢gin onemli bir saglik
gorunu olup olmadiginin acikliga kavusturulmas:,

d - PK vetmezligi prevalansinin viikaek bulunmasi
durumunda, gerekli kurumlara bilgi verilerek, gerekli
tedbirlerin alinmasina katkida bulunulmasi.

e -~ Yetmezlikli birevlierin egitilmesi,

f - Antalva oriilinli vetmezlikli birevlerin PK kantitatif
aktiviteleri d&lgiilerek, vOremizde PK vetmezliginin
bivokimvasal gdrinimil igin ilerive vdnelik calismalara

191k tutulmas: amaclanmigtir.



GENEL BILGILER

Piridvat kinaz (ATP : pvruvate rhosphotransferase
E.C.2.7.1.40) sgekil 1'de godriilddgit gibi Embden-Meverhof
santinin son kademesinde gorev vapar. Bu enzim anaerobik
glikolizin regilasyonundaki allosterik enzimlerden biridir.
Piridvat kinaz PEP'in piriivata, ADP'nin AIP've doniigimiing
katalizlemektedir {(1,3,4,6). PEP'in 3.karbonuna bir H+
baglanmasi1 ortamin pH'inin vilkselmesine neden olmaktadir
{4), Bu pH degigiminden vararlanilarak potansivometrik

vontemle PK aktivitesi tayin edilebilmektedir (15}

1
g AGY = -7 & keal/mol.
ADP ATP
0 = ¢c - o 0 =¢C -0
t i '
C - OPO, > c =0
{ PIRUVAT KINAZ *
H - C - H CH
3
PEP Piriivat

PK'nin katalizledigi bu reaksivon egzergonik 8Hzellikte
oldugundan fizveoloiik olarak irreversbildir (4,5). Anaercbik
glikoliz 60" 1u ve 3C'1u olmak lizere iki safhada
gerceklegmektedir (Sekil 1). Tablo I'de ATP'nin vikimi wve
sentezini, Table 1II'de anaerobik glikolizde rol alan
enzimatik reaksivonlar: gérmekteviz (4).

G6F, glukoz fosfat izomeraz ve G-6-PD enzimlerinin
ortak substratidir (Sekil 1). Nermal sgartlarda eritrositler
G&6P'nin % 90'ini1 anaercbik glikolizde, cgokaz miktarini ise

HMP gentinda kullanirlar (3,4,5).
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Sekil 1 : Glikoliz ve HMP ganti ile bhaglantis: (Tietz'den).
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TABLO I : Glikolizde ATF Yikaimi ve Sentezi

| | }
Sira : Reaksivon | Enzim | *® AGOS ; # A5
| . | ! }
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] } ] i
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| | | |
f J i
3 :Fruktoz~6~fosfat+ATP-m>Frukt$z"1?6 |Fosfofruku | =34 | =573
bifosfat+ADP+H tokinaz = e
i | | |
! e s o ! !
4 lFruktoz--l_.6-b1f<€>sfatm»>d1h1drok31~ { Aldolaz | +57 | -0,3
iasetonfosfat+gllseraldehid-3-fosfat[ | l
., . . b, . ] |
5 !D1h1drok51asetonfosfat --> glise~ 'Trlozfosfatl Y18 1406
| raldehid~3~fosfat | izomeraz | |
+ Fliseraldew-
lGliser‘aldahid--f)-fosfat+Pi+NAD -2 l . el !
& | . rs , + |hid=-3fosfat] + 1.5 | - 0.4
1.3 bifosfogliserat+NADH+H .
! | dehidrogenaz ]
7 :1,3~Bifosfogli3erat + ADP === 3= l Fosfogli~ : - 45 : + 03
] fosfogliserat + ATPfserat kinazI T |
: IFosfoqli e-l !
8 | 3-Fosfogliserat-~> 2-fosfoyliserat!| 4419 | + 1,1 { + 0,2
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TABLO II : Glikolizdeki Enzimatik Reaksivon Sirasi.



*¥ AGC' ve AG kcal/mecl olarak ifade edilmektedir.
AGe tipik figyvolojik sartlardaki serbest enerii
degisimi (C = 1 mol/L, pH = 7, 25°C, 1 atmosfer basingta)

AG,reaksivon sirasindaki serbest enerii degigimi(4,16).

Glikeoclizde rol alan allosterik enzimler hekzokinasz,
fogfofriktokinaz ve piridvat kinazdir (3,4,5) .PK,bu metabolik
yvolun sonuncu allosterik enzimidir Allosterik enzimlerde
birden fazla substrat baglama bdlgesi (n) bulunmaktadir. Ilk
baZlanan substrata gbfre enzimin diger substrat baglavan
b8lgelerine baglanacak substratlara karsi enzimin afinitesi

degismektedir. degeri degismektedir)(3,4,5,10).

(KOHSS

nH (Hill coefficienti) kooperasyon parametresi olarak
kabul edilir (10). Michaelis Menten kinetigi gidsteren
enzimlerde nH degeri 1'e egittir (5,10,95).Yani enzime
substrat baglanmasi ile enzimin substratina karsi afinitesi
degismez. Allosterik enzimlerde nH degeri 1'den blvik
clmaktadir. Bu durumda enzim ve substrat arasinda pozitif
kooperasvon kinetigi sozkonusudur. nH degeri 1'e esit
oldugunda nonkocoperasyvon,l'den kiigiik oldugunda ise negatif
kooperasvon kinetigfi gerceklegmektedir(10).PK varvantlarinda
enzimin allosterik bzelliklerinin degigmesi gonucu
nonkooperasyon veva negatif kooperasvon davranis:
gserceklesmektedir (10,11, 17,18). Michaelis-Menten egrisinin
sigmoidal verine hiperbeolik sgeklinde olmasi, alleosterik
Gzelliklerin degigtigini kanitlamaktadir (10,11,19,51). PK
vetmezlikli heterozigot olgularda normal ve mutant enzim
karisimindan dolavi miks kooperasyon kinetigi

gergeklesmektedir (10,11, 19)>. Miks kooperasvonda, dugiik



substrat konsantrasvonlarinda pogitif, vilksek  substrat
kongantrasveonlarinda negatif kooperasvon kinetigi
gergeklesir (10,19).

PK vetmezligi, normal enzimin voklugSu veva sentezinin

azalmas:

olusudur.

de&il, varvant enzimin vapisal olarak anormal

Hemoglobinopatilerde oldugu gibi PK wvarvantlarinda

da genellikle monomeri olugturan amincasitlerden birinin

nokta mutasyvonla ver degigtirmesi sonucu, enzimin fiziksel

dzellikleri, bivolejik aktivite ve klinik gOriintimiinde

belirein farkliliklar ortava cgikmaktadir (20,21,22).

PK,

PK'nin Yapisal ve EKinetik Ozellikleri

amincasit diziligi birbirine benzeven 4 monomerden

clugan bir allosterik enzimdir. NH2 ucunda pro-Lys-pro,

karboksil

gcunda valin-prolin aminocasitleri bulunur (23).

Son caligmalar R~PK'min meolekiil agirliginin 240.000 Dalton

oldugunu

gostermektedir. Enzimin aktif formu tetramer

vaplsindadir (23,24,25,28,48).

4 tip PK izoenzimi vardir ;

M1 =
M2 =

Iskelet kasi, kalp ve bevine spesifik,

Ozellikle lokosit, trombosit, bibrek adipoz doku
ve baz1 tumbrlerde izole edilmistir,

Eritrositlere spesifik,

Karaciger, ince bagirsak ve renal kortekse

spesifik (23,24,25,26,27,28,29,48).

1, -PK PEP'e karsl hiperbolik kinetik (Michaelis-Menten

kinetigi)

ve R~PK

gbsterir. F-1,6-BP ile etkilesmez {(1,26,27,28). L

PEP ile reaksivonunda kooperasvon kinetigi

gésterirler. F-1,6-BP L ve R~-PK'nin allosterik aktivatdriidir



(1,10,26) . L wve R-PK'nin kinetik, elektroforetik ve
imminoleoiik &Gzellikleri Ml ve MZ-PK'dan farklay oldugu
pildirvilmigtir (1,26,28,29,30).

Mi vea M2~PK monomerlerinin intrensek kinaz aktivitesine
sahip olmasiyvla birlikte sitozelik tiroid hormon baglavan
proteine (TBG) identik oldugu, fakat tetramerik M1 ve M2
PK'nin tiroid hormon baglama aktivitesinden vyoksun oldufu
bildirilmistir {(31,32,33).

Proeritroblast devrede PE izoenzimleri arasinda MZ—PK

dominantdir. Eritrosit maturasvonu ile M_ tip azalarak L

2
gsubliniteleri artmaktadir (34), (bazofilik ve polikromatik
eritroblastlarda). Matiir hiicreler farklz 2 tip L
gubniteleri ligerirler (L wve L'). Bunlar tek bir genle

kodlanmaktad:ir, ancak mRNA'lar: farklidir (1,35, geng

eritrogsitlierde 4 tane L subiinitesi ihtiva eden R

i
izoenzimi, matiir hicrelerde Rz ile ver degistirmesi sonuoy
heteroctetramer vapidaki RiR” (L'Lz) izoenzimine

P
déniismektedir (1,34.36). In vitro sgartlarda R1 Ve RZ

izeenzimleri proteclize ugratilarak LA izoenzimine doniistiigil
gézlenmistir (1,36,37) .

M Ve MZ-PK izaenzimleri farkli genler tarafindan

1
kedlanmaktadir (26,29,46). M1~PK hiperbolik kinetik
gdsterir, dolavisiyla F-1,6-BP ile aktivitesinde art:ig

olmaz. M2~PK, R~PK gibi allosterik Ozellik gdsterir wve
F-1,6-BP ile aktiviteéi artmaktadir (1,23,38).

L-PE'nin aktivitesi, karbonhidrat ‘dan zengin bir divet
alindiginda artarken.,aglik ve divabette azalmaktadir (5,50},
engimin sentesgi glukokortikoidler ve tiroid hormonu

tarafindan arttirilmaktadir (39,40.,41)., AMP, F~6-P, F-1,6-BP



enzimin allosterik aktivatorleridir {(4,6,38,47,49,81).
sitrat (vag asitleri, keton eisimceikleri) AIP, glukagon
(cAMP), alanin enzimin inhibitdrleridir <(4,5). 1Insiilin
hormonu g2lukoz ile birlikte gen transkripsivenunu arttirarak
enzimin aktivitesini arttirmaktadir (39,40,50).

PK, protein kinaz'la fosforile edildiginde enzimin
katalitik aktivitesl azalirken,defosforile formunda aktivite
artmaktadir (Sekil 2)(4,5,42,43,44). Mieskes ve arkadaslar:i,
glikolizde rol alan anahtar enzimlerin cAMP'a bagiml:
protein kinaz ile foaforile edildigi gibi CaM-PK tarafindan
da fosforile edilebildiklerini kanitlamiglardir {(42). Avni
arastirmacilar, L-PK'nin, bu iki protein kinazla beraber va
da herhangi birisivle reaksiyona sokuldugunda
fosforilasvonun 4 mol fosfat/mol tetramer oldugunu, avrica
iki protein kinazla fosforile edilen bolgenin identik

oldugunu bildirmiglerdir {(42).

Fosforile PK

( Inaktif )

B0 ADP

(=3 (+)

Protein fosfataz 3] «= Hipoulisemi —> Y ¢ Protein kinaz
Pi ATP
Defosforile PK
+ .
PEP + ADP + H CARYIE ) L birivat + ATP
;
F-1,6-BP ATRP. Alanin

Sekil 2 : PK'nin enzimatik olarak fosforile ve defosforile

edilmesi.
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Yapilan plrifikasyon g¢aligmalarinda, R-PK'vi 40,000 ke=z
;pﬁrifiye etmek mimkin olmustur (45). L' s=subidnitesinin mol
;aélrllél 63.000, L sublnitesinin ise 60.000 Dalton oldugu
:bildirilmistir (25,46)., R-PK'nin PEP wve ADP gubstratlarina
 karsi affinitesi sirasiyla Ky go = 0.40-1.20, 0.12-0.22
pmol/L'dir (10).
L-PEK ve R-PE'nin molekiiler vapilari birbirine oldukga
;5benzer bulunmusgtur, vapilan immunodiffiizvon testlerinde
:¥ (anti-eritrosit PK serumuyla) iki iZoenzim arasinda
. antijenik farkin olmadifi gézlenmistir (30),bulgular her iki
.'enzimin ayni genle kodlandigini tevid etmektedir (1,26,
35,46) .

Lokogit orijinli M2-PK ve hiperaktivite gdsteren DK
vetmezlikli hastalarin eritrositlerindeki MZMPK'nln kinetik
sonuglari mukayvese edildiginde birbirine o©ldukga benzer

bulunmugtur (26), F-1,6-BP ile, her iki enzimin PEP'e

afinitegi artmigstir {(hiperbelik kinetik)., normalde MZ-PK’nln

PEP ile reaksivonunda sigmoidal kinetik godzlenmektedir,
eritrogit oriiinli MZ-PK‘nln Hill Ceefficienti {nH) 1
civarinda olmaktadir (26). Her iki MznpK'nln nikleotid

gpegifitesi sirasivia, ADP > GDP > UDP » CDP seklindedir.

Termostabilite degerleri ise birbirine oidukca vakin
degerlerde bulunmustur (&0 dak. 50°C'de % 66 civarinda).
Normalde eritrositler MszK icermezler. Hiperaktivite
gEdsteren hasta birevlierde kompansatuar mekanizmavla
MZ-PK‘nln arttig: diislinilmektedir (26,37,52,54,62).

PEP'1n artan konsantrasvonlarinda purifive R-PK
sigmoidal kinetik ozelligi gdstermektedir, F-1.4-BP, enzimin
PEP bagBlavan bélgelerini direkt etkileverek siemcidal egfrivi

hiperbolifge dénistiirmektedir (1,24).
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ATP, PK'nin kompetitif inhibitoriadir (Ki = 3,5.10 M),
Afizyolojik ATP konsantrasyonu vaklasik 1 mmol dizevindedir,
ianlece enzimin aktivitesi ATP tarafindan 0Onemli derecede

nhibe edilmektedir (1,4,5,6,55).

+ ++ + + L.
K , Mg NHA’ Na enzimin aktivasvonunu
“grttirmaktadirlar (43,53). Berry ve arkadaslari, PK'nin

;enzim kinetiginden vararlanarak Serum K+ degerlerini
;énzimatik olarak tavin edebildiklerini bildirmiglerdir (53).
Bir takim faktorler (sicaklik, pH, iire, uzun siire
bekletilme) enzimin post-translasvonal modifikasyonuna neden
olmaktadir,bu faktorler F-1,6-BP'a duvarli sigmoidal kinetik
ve hiperbolik kinetik arasindaki degigsmeleri etkilemektedir-
ler, in vitro denevlerde, enzimin vaslanmasi FBP've duyvarl:
konformasyona gegigil kolavlastirmaktadir (1,25,37,54).

Ure, pH=8.0 (0°C) de enzimin aktivitesini
azaltmaktadir, avrica pH=5.,9? ve 25°C'de enzim Ureve kargi
stabil kalmaktad:ir, pH=5,9 ve 25°C'de F-1,6-BP enzimi
stimiile etmez, fakat pH=5,9 ve 0°C'de stimiilasvon

gerceklesmektedir, pH=8,2 (6°()'de, pH=8,2 (25°C)'ve gdre nH

degerinde biraz yiikselme olmaktadir. Bu bulgular enzimin
iki konformasyon vaplsinda oldugunu kanitlamaktadir

(1,24,25) .

Re&e—=T

28°C'de wve diigiik pH {(6,9)'da esitlik sol tarafa
kavmaktadir (hiperbolik kinetik, F-1,6-BP tarafindan
stimiilasvon gerceklesmez), ancak boC ' 'de stimidlasyon

olmasina kargsin, hiperbolik kinetik devam etmektedir.
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7Esitliéin tizerine 1s:inin etkisi, pH etkisinden daha az
F;IdUEU anlasg:lmaktadirr (24,25, Enzimnin T formu, lreve karg:
ié;formundan daha labildir. Isinin dismesivle egitlik saga
':Eéymaktadlr, pH = 8,2'de, 1g1 26°C'den 5°C'ye getirildiginde
fﬁg degeri 1,6'den 2.0've vikselmektedir (24,25).

Enzimin tivel (-8H) gruplarinin oksidasyonuvla birlikte
‘kinetik degZismeler gdzlenmigtir, parachloromercuribenzoate
;(PCMB) enzimi inhibe etmektedir. In wvitro sartlarda baz:
reaktiflerin enzimin tiyol gruplariniy modifive etmesivle
f.prK'nln PEP'e karg: afinitesi artti1g: gibi termostabilitevi
de azalttif:i bildirilmistir (6,55,56) Eritrositler okside
glutatvona maruz kaldiginda va da uzun sire bekletildiginde
PK'da, vetmezlikli olgularda oldugu gibi kinetik
degigiklikler olmaktadir, bu degigiklikler gsulfidril
reaktifleri ile reversbl olarak normala doniigstugSi gibi,
hemolitik anemili vetmezlikli hastalardaki kinetik
degismeleri de diigeltebilecegi bildirilmistir (56,57).
Yapilan calismalarda, sulfidril gruplarinin enzimin PEP
baglama boSlgesinde bulunduklarin: disindirmektedir (57,58).
Baz1 mutantlarda ise tiyel gruplarinin ocoksidasvonu kinetik
degigmelerin nedeni olmad:igi bildirilmistir (6,59).

Iik kez 1961'de Valentine ve arkadaslar: tarafindan
bildirilen PK vetmezliginde, veterli ATP sentezi vapllama-~
vacak ve glikoliz ara metabolitleri birikecektir, 2,3-BPG'1n
artmas: Hb'nin 02'e kares afiﬁitezinin azalmasina neden
olup, bovlece dokulara 02 salinim1l kelavlasacakt:r (1,3,6).
Glikoliz ara metabolitlerinden F-1,6-BP nermal
konsantrasvonlarda, G-6P 0,5 mmol dizevde, pilrifive PK'1

aktivite ederken, diger metabolitlerin etkisi gdrilmemistir
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f5,19,24)" Tricz fosfatlarin asir: biriktigi durumlarda
--ﬁisardan piriivat va da difer oksidan maddeler verildiginde
bu metabolitler normale dénmektedir (61), NAD' ve NADH
'ﬁiktarlarl PK vetmezlikli eritrositlerde diisik olmaktadir,
'éaze hiicrelerde NAD+ konsantrasyonu normaldir, in wvitro
Vbekletilmekle hizl: bir sgekilde NAD+ miktari azalmaktadair
“ }(1,61), PK vetmezlikli eritrositlerde 2,3-BPG normalin 3
  kat1na cirkmaktadir, retikillosit savisi bu hastalarda % 25'e
';yﬁkseldiéinde ATP normal diizeyde tutulabilmektedir (1,6,10).
PK vetmezlikli eritrositler sivanir ile inkibe edildi-
ginde ATP sentezi azalmaktadir, oysa kontrol retikilosit-
lerinde AIP sentezi gercgeklegmektedir. Fakat flor ilavesivle
normal retikiilositlerde ATP sentezi azalmaktadir (1,63).
Yapilan ferrokinetik galigmalarda PK vetmezlikli
birevlerde hemolizin asil nedeninin, veni gentezlenen
eritrositlerin karaciger ve dalakta parcalanmasi sonucu
oldugunu godstermektedir {(1,64), kemik iliginden salinan
retikiilositler derhal dalakta vikilmaktadir, bu durum
splenektoml vapilan hastalarda paradoksal retikilositozun

nedenini aciklamaktadir (1,6,10).

PE Yetmezliginin Genetigi

Otozomal regesif kalitaal Gzellik gosteren PE
vetmezligi, her iki cinste egit slkllkta gdriilmektedir (1,6,
8.10) Miwa ve arkadaslari (65),cegitli lOsemi ve preldsemili
olgularda edinsel PK vyetmezligi goriilduigiinli bildirirken,
Etiemble ve arkadaglarai ise (66), kemoterapi sonrasi bircok

molekiiler mekanizmalarin PK vetmezliSine neden olabilecegini
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1 ;11dirmi$lerdirn

S PK vetmezliginin kalitsal gecigi 3 sekilde olmaktadir ;

)i; Heterozigot vetmezlik : Normal ve mutant PE allelinin
neden oldugu kalitsal vetmezlik.

. Compound-Heterozigot vetmaezlik : Ebeveynleri arasinda
kanbagi bulunmayvan ve farkl:i iki mutant PK alleli tagivan
olgulardaki kalitsal vetmezlik.

3- Homozigot vetmezlik : Ebevevnleri arasinda kanbagi

bulunan ve avni 6zellikte iki mutant PK alleli tasivan

olgulardaki kalitsal vetmezlik (6,10,62,67,68).

Dinvada vaklasik 400'Gn {lzerinde vetmezlikli hasta
vakalar: bildirilmigtir. NEHA'va neden olan eritrosit
enzimopatileri icinde PK vetmezligi, G-6-PD vetmezliginden
sonra 2. siklikta gdrilmektedir (1.3.,6,8,10).

Vakalarin cogu, Kuzev Avrupa iilkelerinde vagsavanlarda
bildirilmistir, sporadik vakalara Amerika'da vasavan =zenci-
lerde, Japonva, C(Cin, Meksika, Giiney Avrupa Ulkelerinde ve
Surive 1le Suudi Arabistan halkinda rastlanmaktadir (1.3.6).

Almanva'da saglikli genclerde vapilan bir caligmada,
heterozigot PEK vetmezligi prevalans: % 1,4, Hong Kong'da %
3,7,Kanada‘nin Quebec bdlgesinde %1,22 bulunmustur(l,69,70).

ispanya‘'da vapilan epidemiveloiik caligmada G-6-PD
vetmezligi erkeklerde % 0,79, bavanlarda % O. , PK
vetmezligi ise % 0,24 bulunmustur (71). Suudi Arabistan'in

defisik bbleelerinde vapilan calismalarda PE vetmezligi

praevalansi % 0,8-6,6 arasinda tesbit edilmisgtir (72).
baha sonraki villarda Suudi Arabistan'ain dogu

bolgesinde vyeni doZan 513 bebegin kordon kaninda floresans
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EOt testi ile heterozigot PK vetmezligi prevalans: % 3,12
Qlunmustur (73).

Literatir taramasinda hugiine kadar Tirkive'nin herhangi
':bir bélgesinde epidemivolojik PK prevalans calismasina

  fast1an1lamad1‘
Yetmezlikli Eritrositlerin Bivokimyvasal Defekti

ATP konsantrasvonu normal dizeyde tutulamadig: icin

ATP've ba&imli katvon pompasgl eritrosit icine veterli K ‘'u
: pompalayvamaz., PK vetmezlikli eritrositlerde net K+ kavbi
- 0,2-6,3 mEg/1Hx1L eritrosit, arasinda olmaktadir, bu K
kavbi bekletilmekle AlP azalmasi sonucy 20 mEg'a
vikselmektedir. Bovlece net katvon kaybivla birlikte ozmotik
basing dismesivle, hiicre volumii azalacaktir, eritraosit
membranlarinda dikensi c¢ikintilar mevdana gelecek, ayrica
vigkositenin artmasivla eritrositlerde erken parcalanma
meyvdana gelecektir, avrica enzimin katalitik etkiniiginin
bozulmasivla, eritrositlerde hizl:i parcalanma meydana
geldigi bildirilmistir (1,74,75,76,77).

Fizvolojik sartlarda eritrosit PK'nin vaklasik % 4'i

hiicre membranlarina baglidir. Bu bagl: PK, ATPaz ve diger
ATP tiiketen membran sistemlerinin ATP ihtivacinin
karsilanmasinda ©&nemli rol oynamaktadir. PE vyetmeszlikli
olgularda hemolizin siddeti, membrana bagli mutant PE

oranivla iligkilidir (77,78,79,80).
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PE Yetmezliginin Elinigi

Baz1 istisnai wvakalar haricinde heterozigot birevlerde

1inik ve hematoleljik bulgular normaldir. Homozigotlarda

_51du§u gibi Compound-heterczigotlarda da aneminin giddeti
?farkll derecede olmaktadir (46,8,10).

: PEK vetmezligi infantlarda EKNSHA. cocuk ve erigkinlerde
fé;k araliklarla kan transfizvonunu, bazen de splenektomivi
- gerektirecek derecede kronik hemolitik anemi ‘'ve
(hepatosplenomegalil, sarilaik, retikiilosit, safra kegesi
taglari) neden olmaktadir (9,60,82). Bildirilen vakalarin
goZu siit gocuklugu, ¢ocuk ve eriskin vasta, kompanse yetmez-
liklilerde valnizca sarilik gérilmektedir (1,9, 23,84).

Yasam bovu anemisi olanlarda, infeksivonlari takiben,
eritroid serinin hipoplazisi nedenivle aneminin gsiddeti
artmaktadir. RKronik bacak iilserleri digsinda, hematopoetik
sistem haricinde, klinik bulgulara rastlanilmamaktadir (1,
82). Hastalarin % 1i0'unda rastlanilan safra kesesi taslarlna
genellikle ilk 8 vasta rastlan:lmaktadir (1,9.23,84).

Periferik vayvmada, makrositoz, bazen de akantozis ve iE
sekl inde eritrositlere rastlanilmaktadzr, lokosgit ve
trombositlerin savi ve morfolojileri normaldir (1)

PE vetmezlikli birevlerde, plazma 1lipit sevivelerinde
Snemli bir degisiklik gézlenmemigtir, vetmezlikli birevlerde
daha Sncede belirttigimiz gibi, splenektomi sonrasi
paradoksal retikiilositoz olmaktadir. Ozmotik frajilite taze
ve bekletilmis eritrogitlerde normaldir, ctohemoliz
artmigtir ve glukoz ilavesivlie dizelmemektedir (1, 6.
Yetmezlikli birevierde retikilogit savisi % 2B'e

yikseldiginde, eritrositler glukozla inkiibe edildiZinde

AKDENIZ ONIVERSITES)
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oksidatif fosforilasyonun inhibe olmasi sonucu, Onemli
derecede hemoliz mevdana gelmektedir, bu fenomene Crabtree

otkisi denilmektedir (1),
PK Yetmezliginin Tanisi

Kalitatif tarama testi olarak Beutler'in (85) floresans
 spot testi ile vetmezlikli bireyler belirlenir, kesin tani
?épektrofotometrik olarak enzim aktivitesinin belirlenmesi
“ile konulmaktadir. PK aktivitesi normalin % 10 - 30'u
:ara91nda olanlar homozigot, normal deferlere gdre % 40 - 60
;aktivite gdsterenler heterozigot PK vetmezlikli kabul

:edilmektedir (10,11,19,71,72,77,86} .

PK Yetmezliginin Tedavisi

Biliribin diizevi viiksek hastalarda kan transfiizvonlari
vapilmaktad:ir. 81k si1k  kan trangfliizvonuna ihtivag duvan
hastalarda splenektomi cnerilmektedir (1,9,82,87,961).
Simdilik komplikasvonlarindan dolay: kemik iligi
transplantasvonlar: disiniilmemektedir (1,6). Baz:i: wvakalarda
riboflavin ve folik asit tedavisinin hematolojiik sikavetleri
nispeten diizelttigi bildirilmistir (1,86). PK vyetmezlikli
hastalarin retikiilogitlerinde oksidatif fosforilasvonla ATP
sentezlenmektedir. Aspirin ATP sentesini azaltacagindan
dolay:i bu hastalara gerekmedikge agpirin verilmemelidir
(88,89,

Heterczigot birevlerin aile taranmas: vapilarak, diger
vetmezlikliler belirlenmeli ve genetik danismanlik hizmeti

verilmelidir,
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GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma, i1lgili makamlarin izni ile, Nisan 1992 -

Mart 1994 tarihleri arasinda Antalva Il Merkezinde bulunan
.'1, 2. 3 ve 4 nolu Saglik Ocaklarina bagli mahallere ait ev
halki tegbit tigslerinden favdalanilarak vapilian 17200
oraninda sistematik Hdrnekleme véntemivle belirlenen 1190
birey uUzerinde vapildil (20},

Caligmamizin 1lk bir ayvinda kalitatif ve kantitatif
enzim tavinleri test edildikten sonra, alti avlik perivodlar
halinde sirasivlia 1, 2, 3 ve 4 nolu Saglik Ocaklarinda
belirlenen birevler ile tek tek gorisulerek, gosval
dzelliklerine (adi-soyad:, ocingiveti, vagi, aile kSkeni,
akraba evliligi durumu) ve ailede olas: PE vetmezligine
yvonelik sorular: iceren anket formlari dolduruldu, ve ayni
zamanda birevlerin rizasi ile en az 2 ml venoz kan alinarak
heparinli tiplere aktarildi. kullanilan anket formlarinain
bir Srnegi ek 1'de sunulmaktadir.

Prensip olarak iki kez arandiZi halde adreslerinde
bulunamavan 42 birevy wve kan vermek 1gtemeven 65 birey
yerine, CGrnekleme cizelgesinde belirlenen vedek birevlerden
numune alindi.

Enzim aktivitesinde kavbin. engellenmesi icin heparinli
tuplere alinan OJrnekler, test edilene kadar asi1 nakil
kutusunda buz icinde muhafaza edildi Her drnegin<bulundugu

tipe. 0 birevin anket formundaki kigi sitra numaras: va=zildi.
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Giinde vaklagik 10-15 arasinda toplanan kan Ornekleri

gAkdeniz Universitesi Tip Fakiltesi Biyokimya Anabilim Dal:
:?Laboratuvarlna getirilerek, miumkiin oldugunca avni giin icinde
fLalitatif P tavinleri vapildi. Kalitatif enzim aktiviteleri
“normal bulunan birevlerin arasindan., eistematik &rnekleme
~ygntemi (90 ile belirlenen drneklerde enzimin normal

fdeéerlerini bulmak igin, kantitatif enzim tavinleri vapild:

- (3,26,86),
Kalitatif PK Tavini

KEalitatif PK olclumiinde Beutler tarafindan tanimlanan

"Floresansz Bpot Testi™ uygulandi (8512,
Prensip

PK ve LDH'in birlestirilmig reaksivonlari sonucu olusan
pirtivatin LDH tarafindan laktata indiregenmesivle birlikte
NADH'1in NAD+'a oksitlenmesi oraninda filtre kagidina
emdirilmis reaksivon karigimi uzun dalga UV 15181 ile aktive
edildiginde NADH'in wverdigi floresansin azalmas: esasina

dayvanmaktadir (853 .

ADP + PEP +

—> ATP + Piriivat

¥ 3
Piriivat + NADH (Floresans +) -—-EEE——é Laktat + NAD (Floresans ~) + H
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Aviraclar

1 - PEP, 0,1 M . 40,1 mg Phosphoenolpvruvate Mono
(Cyclohexvlammonium) salt (Sigma P-3637) tartilarak
1 ml bidistile suda ¢dziildi.

2 - ADP, 0,03 M : 12,8 mg Adenosine Diphosphate
Potassium ealt (Sigma A-5285) tartilarak 1 ml

bidistile suda ¢dziildi.

3 - NADH*, 0,06 M : 44,5 mg redikte {-Nicotinamide
Adenczine dipotassium gsalt (Sigma N-4B08)
tartilarak 1 ml % 1'1lik gsodvum bikarbonat
(NaHCOEJ cbzeltisinde ¢dziildi.

4 - MgSOAn?HzO, 0,08 M : 1972 mg maghezyum sulfat ?HZO

tartilarak 100 ml distile suda ¢ézuldi.

E - Fosfat tamponu, 0,26 M, pH : 7,4,

K2 HPG& anhvdrouas (Meraok) 34.8 g, KHpoA (Merak) 5,8 g

tartilarak 800 ml digtile suda ¢dzildia, pH kontroli

vapillarak, eger gerekivorsa 1 M HCl veva 1 M NaOH ile pH
7,4'e avarlandiktan sonra distile su ile hacim 1 litreve

tamamlandi.

¥ : NADH stabil olmadigindan dolavi (27 % 1'1lik NaHCOS'da
gdziildil, reaksivon karisiminda 0,015 M/L kullanilacagindan,
konsantrasvyon aAyari spektrofotometrede ( 340 nm'de )
molar extinction coefficient tinden** vararlanarak

gerceklestirildi (27).

£% ' = &. 103 om'di .
. NADH'1in 63@ 6.3 .103/mol cm'dir (91)



e

Gerecler

1 - Test tipa 8 3 1006 ml'lik.
2 - Pipet v 20 mikreolitrelik , sahli tipi, 1

ml'lik seroloiik.

3 - Filtre Kagid: : Whatman No : 1.

4 - Bu banvosu : Niive BM 100 marka.

5 - Bogutma santrifiij : Heraeus Christ Minifuge 2 model

& =~ Hassas terazi : Sartorious 2472 marka.

7 - pH metre : Model 407 A, Oricn marka.

8 - Derin dondurucu: Karteknik marka ( -~ 20°C ‘ve
inebilen ilave motorlul.

¢ ~ Vakum pompasi : Beckman model, 260 wvacum pomnp.

10~ Ultraviole lambas: : Model UVSL-25 Mineralight Lamp

Multiband, UV-254/366 NM.

Yontem
a - Reaksivon karisiminin hazlrlanisi ;
Son Konsantrasvon

PEF 8,15 M 0,3 ml 4,5 mM
ADP 0.03 M 1,0 ml 3 mM
NADH 0,016 M 1,0 ml 1,5 mM
MgSOan?Hzﬁ 0,488 M 1,0 ml a8 mM
Fosfat tamponu 0.2 M 0,5 ml 12,5 mM
pH: 7.4

Distile su - 6,2 ml -



et Lot

25 ml lik balon joje iginde vukaridaki gekilde

hazirlanan reaksiyon Kkarigimi: Kkiglk test tiplerine 0,2 ml
Zfﬁacimde dagitilarak -20°C‘'de donduruldu. Reakgivon karigimi

pu 1s5ida en az 10 giln stabildir (85).

b - Numunenin hazirlanig:i ;

2 ml  heparinli kan +4°C'de 18500xg/dak 10 dakika
santrifiij edilerek plazma ve bevaz hiicre tabakasi dikkatle
aspire edildi, en az 4 kez 10 hacim soguk izotonik sodyum
kloriir ile wvikand:r (32)., B8Bon vikamadan sonra dipte kalan
eritrogit paketinden 20 mikrolitre alinarak 80 mikrolitre
izotonik NaCl ile % 20'lik eritrosit siispansivonu hagzirland:
(8b6), geri kalan eritrosit paketi kantitatif ezim tavinle-

rinde kullanilmak icin buzdolabindae 4°C'de sakland: (3,27).
¢ - Denevin vapilisi ;
Deney vapilacagi giin c¢aligsilacak ©&rnek savyie: kadar

reaksivon karigsimi igeren test tiipii dondurucudan c¢ikarilarak

oda 1sisinda erimeve birakildyr. Bu sirada, % 20'1ik drnek

eritrosit slispansivonlar:i, test tipleri ve dikdértgen
seklinde ( 3 ® 4 cm? kesilmig filtre kagitlar:
numaralandir:iidy. Reaksivon karigimlar: oda igisina

geldikten sonra her bir test tiupilhe karisik olan numarali 20
mikrolitre eritrosit sidspasivonu konuldu (85). Berrak bir
hemclizat elde elde edilinceve kadar tiipler karigtirilda.
Karisimdan filtre kagidinin bir k8sesine 1 com capinda daire

gseklinde bir damla emndirilerek g1fiyr =zaman: " oclarak
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' isaretlendi, tipler 37°C'de 10 dakika enkiibe edildikten
T sonra3 ornek igin avni Ffiltre kaBaidinain ikinci k8gesine bir
- damla daha emdirildi ve "10 dakika"™ olarak isaretlendi, ayni
"iglemlex 20. ve 30. dakikada tekrarlanilarak filtre
kagidinin 3. ve 4. kdgesine uygulandi ve "20. ve 30.dakika"
clarak isaretlendi. Damlalar tamamen kuruduktan sonra

degerlendirilmeye gegildi.

d - Degerlendirilme

Filtre kagitlari karanlik bir ortamda wuzun dalga UV
1318y altinda gézlendi. "Sifir zamani" kontrel olarak kabul
edildi. KEalitatif PK aktiviteleri Beutler tarafindan

onerilen sekilde vapild: (853.

Floresans 8Siddeti

Si1fir Zamani Cok parlak Cok parlak
10. dakika Hafif Cok parlak
20, dakika Cok hafif Cok parilak
30. dakika Yok Cok parlak

Degerlendirme { &+ ) ¢ -

30 dakika iginde floresansin kavbolmasi durumunda PK

aktivitesi (+) olarak kabul edilmektedir (85).

e ~ Reaksivon karigiminin stabilitesi ;

Reaksivon karisimi +4°C'de 4 gilin, ~20°C'de 10 gin
stabildir (85, N9 ile livofilize edildiginde +4°C wve
-20°C'de en az 3 ay stabil oplduBu bildirilmektedir (85). PK

ise tam kan halinde +4°C'de en az 6 gin stabildir {(27).



EANTITATIF PE TAYINT

Eritrosit hemolizatlarinda kantitatif PK aktivitesi

ICSH tarafindan dnerilen vontemle Slcoiildli (863,

Prensgip

PK ve LDH'in enzimatik reaksivonlarinin birlestirilmesi

+
sonucu, PK aktivitesi ile corantili olarak olusan NAD 'in 340
nm‘de absorbans azalisinin kinetik olarak izlenmesi esasina

dayanmaktadir (3,27,86).

PK
ADP + PEP + » pirtvat + ATP =1-

. LDH + +
Piridvat + NADH » Laktat + NAD + H -

Olasi: LDH vetmezligi durumunda valanc:i: negatif PK
vetmeglifi, reaksiveon karigimina 0,1 ml LDH (&0 ii/ml) ilave

edilmesivie Snlenmektedir.

A - HEMOLIZATIN HAZIRLANISI

Aviraglar

1 - Izotonik sodyvum klorir : 2.0 gr HNaCl (Merck?

tartilarak 1000 ml distile suda o¢Ozildii. 4°C'de

saklanda.
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2 - Btabilize edici golisven : 2,7 nM EDTA, 0,7 mM

Z2-mercaptoetancl.

100 mg Ethylenedinitrilotetraacedic acid (Merck) ve 5

;;mikrolitre Z2-mercaptoetancl icinde 50 ml distile su bulunan
;5100 ml'lik balon jojeve konuldu. EDTA gdzulinceve kadar 10 M
iiKOH damla damla eklenerek karigtiriidi. pH : 7,0've
. ayarlandiktan sonra hacim distile su ile 100 ml‘ye

.tamamlandlu Kovu renkli gise iginde +4°C'de saklandi{(27).
Geregler

1 - Socgutmali santriflj : Heraeus Christ Minifuge 2 model,

2 - Derin Dondurucu : Karteknik marka dondurucu, (-209C've
inebilen ilave motorlu),

3 - Su banvosu : Nive BM 100 marka,

4 - pH metre : Meodel 407 A Orion marka,

5 Santrifidi tipd : 15x 100 mm dibi konik,

6 - Otomatik pipet : B0 - 250 mikreolitrelik Socorex marka,

7 - Pipet @ 0,2 ml. 1 ml. 2 ml ve 10 ml'lik serocloiik.

Yontem

Kalitatif PK tavinleri i¢in hazirlanan ve +4°C'de
saklanilan eritrogit paketli 1 hacim izotonik NaCl 1ile % 60
siigpanse edildi. Eritrosit slgpansivonundan (G,2 ml alinarak
izerine 1,8 ml stabilize edici sgsolusvon ilave edildi.
Karigstirildiktan sonra derin dondurucuda -20°C "de

donduruldu Tamamen dondurulduktan sonra oda 1gl1sinda su



banyosuna alinarak eritildi. Bu islemden sonra 1/20 oraninda
giite edilmis hemolizat hazirland: (2,3). Sayet hemolizatta
LEulanlkllk oldugu zaman 2250 xg/dak 30 dakika 4°C'de
“santrifuj edildi (3). Hemcolizat diger iglemler

‘ramamlanincava kadar buzlu su banvosu ig¢inde bekletildi.

B - HEMOLIZAIT HEMOGLOBIN ICERIGI OLCUMU

Prensip
Alkalen pH da poetasyun ferrisivaniir varl:ginda
hemoglcbin ve sulfhemoslobin haricindeki hemoglobin

deriveleri methemoglobine cksitlenir. Methemoglobin potasyvum
sivaniir ile sivanmethemoglobin bilegigini olusturur. Bu son
bilegigin maksimum absorbsivon verdigi 540 dalga boyundaki

renk siddeti hemoglcobin kongantrasvonu ile orantilidir(2,3).

Aviraglar

1 - Drabkin avirac:i, stok : 1 gr sodvum bikarbonat, 200 mgr
potasyum ferrisivaniivr ve 50 mgr potasvum sgivanlir iceren

kuru karigsim oda r1sisinda ve karanlikta saklandzi.

2 =~ Drabkin solijsyonu : Stok, Drabkin avirac: 1000 ml
distile suda c¢ozlildi. Ivice karistirildiktan sonra kovu
renkli sigede oda 1si1sinda saklandi. Bu 1si1da en az 4 ay

stabildir (Z,3).
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Gerecler

spektrofotometre : Bausch-Lomb, Spectronic 21.

Test tlpl : 16 x 160 mm'lik.

Makro kuartz kivetler : Hellma marka, 10 mm'lik 1i1sik
voluna sahip i06-Q8 tipindeki kuartsz kiivetler
kullanailda.

Gtomatik pipet : BO0-2B0 mikrolitrelik Socorex marka.

Pipet : 10 mm'lik seroleoiik.

Yontem

galisilacak Grnek savisindan blr fazla test tipii, kér,
Ornek 1 ve Ornek 2 geklinde isaretlendi.

Butun tuplere 4. 9 ml Drabkin solisvonu pipetlendi.

KSr deneve 100 mikrolitre distile su, oOrnek tiplere 1060
mikrolitre hemolizat 1ilave edildi. ZXKaristairilarak 15
dakika oda 1sisinda beklendi.

540 nm'de kbOre karsi Grneklerin absorbansi kavdedildi .

¢ -~ HEMOLIZAT PK AKIIVITESININ OLCUMU

Aviraclar

PEP 50 mM : 66,8 mneg Fhogsphoenoclpvruvate Mono
(cvelohexylampeonium) salt (Sigma P-3637) tartilarak 5 ml
bidistile suda g¢dzildu (~20°C'de 3 ay stabildir)(3).

ADP 30 mM : 64 mg Adenczine Diphosphate potassium salt
(Sigma A~5Z85) tartilarak 5 ml bidistile suda goziildd

{-20°C'de 3 av stabildir) (3.



-2 8-

. NADH 2 mM : pB-Redikte Nicotinamide Adenine Dinuclectide
dipotassium galt (Sigma N-45085) 5.93 me tartilarak 1 ml
Yo 1'1ik NaHCOS'ﬂa goziildi, Bu gartlarda HNADH' 1in
konsantrasyonu 8 mM'e esit olmaktad:ir. Olgiim sirasinda
NADH konsantrasyonu spektrofotemetrede (340 nm) molar
extinction ceoefficient'tinden vararlanilarak 2 mM'e
avarlandyr (27,91).

LDH 60 i4/ml ;16 mikrolitre Lactate Dehvdrogenase
{(Sigma~L~-Z2881) 2 ml bidistile suda cgoziuildl., +4°C'de bir
hafta stabiidir (3.27).

KCL 1 Ms/L . 7,486 gr potasyum klorur (Merck) tartilarak
100 mil distile suda ¢cdzilddl.

MgC12 .1 M/L ¢ 2032,1 mg MgﬂlzuﬁHzﬁ {(Merak) tartilarak
100 ml distile suda g¢ozilda.

Tris-HC! tamponu 1 M/L, pH : 8,0 : 121,14 gr Tris
(hydroxmethyl- aminomethan) tartilarak 1 litrelik balen
jojeve kondu. Uzerine 800 ml distile su ile ivice
cdzuldly, damla damla HCL (1 Mol/L) eklenerek ve glrekli
karistirilarak pH : 8.0'e avarlandiktan sonra hacim 1
litreve tamamiandi ve kovu renkli slgede +4°C ' de
buzdolabinda saklandil (2,3).

F-1,6-BP 0,01 M/L . 34,84 me D-Fructose 1,6-Biphosphate
Tetra {cvolohexvlammonium) galt {(Sigma F-Qv752)
tartilarak 5 ml bidistile suda c¢dzuldu -20°C'de 1 ay

stabildir (3).



9 - Stek aviraca : CGlculecek numune gavyisgil

4. 2 3
Tris tamponu 0,92 ml 1,2 ml 2.1 ml
MgClz (0.1 ML) 0,9 ml 1,3 ml 2,1 ml
KC1 {1 ML) 0,7 ml 1,3 mi 2,1 mil
Distile Su 2,97 ml 4,29 ml 6,93 ml

Stok aviraci 1, 2 ve 4 numunelik avri avri hazirlanip

plastik tiplerde -20°C'de donduruldu, bu 1isida en az 1 ay

stabildir (37.

Geregler

1 - Spektrofotometre : Beckman model Z6 Spectrophotometer.
2 -~ Yazdiriglr : Beckman model 39 printer.
3 - Derin dondurucu : Karteknik marka dondurucu, {(-20°C'ye

inebilen ilave motorlul.

4 - Mikro kuartz kiivetler : 10 mm'lik 181k voluna sahip, 9Q

tipinde kuartz kiivetler kullan:ild:.

5 Test tipl : 16 = 160 mm.

£ - Pipet @ 1 ve 2 ml'lik sercleiik.

7 -« Otomatik pipet : HBO0-250 mikrolitrelik Soccorex marka.
8 - Hassas terazi : Bartoricus 2472 marka.

9 - pH metre : Model 407A Orion marka.

10~ Coulter eslektronik cihazir  Cobas Mines Stex marka.
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Yydntem
Diisiik Diisiix Substret
Standart Substratla +FBP'11
| Aviraglar Kar Olciim t1ciia Oiciim Son Konst
|

1 2 3

| Stok Ayiraci 0,630 m¢ 0,630 ml 0,638 ml 0,638 ml -

NADH 0.100 ¢ G.1o0 v g,100 " g.108 » 0.2 mM
. *AGP - 0,050 ¢ 0,020 " 0,020 0,13 mit(2) 0,06 oM(3-4)
¥LLH 0,100 ™ o,100 ™ o,108 v 0.100 ™ & i/nl {
*FBP - - - 0.05e " ¢.5 mi
Hemolizat oozt " 0.020 " 0.0z " 0,020 @ -
Hzﬁ .00 " - G328 ¢ 0,075 " -
e e 1 B e 2 1 e e i e e |
* PEP g.100 v 0.tog ™ §.005 " 0,005 " o m {4 0,25 mit (2,331
| e i b1 4 A = e £ e B e i o
1Total Hacim 1.0 ml 1,0 ml 1.0m} 1,0 ml 1,0 ml i

¥ Aviraclar &Slculecek numune savisina karsilik gelecek

sekilde G,1, 0.2, 0,3, 0.4, 0,5, ml'lik hacimler halinde

-20°C'de donduruldu.

Denevin Yapi1lisi

Olaim vapllacaga gEidn cerektigi kadar dondurulmus
aviraglar, oda i1sisinda erimeve birakildi, test tipleri kor,

Ornek 1, 2., 3 olarak isaretlendi. PEP haric Yontemde



gelirtildiéi miktarlarda ayviraglar +test tuplerine ilave
edildi. Test tipleri parafilm ile kapatilarak iki kez alt
et edildikten scnra 37°C'de 10 dakika enkiibe edildi. Kor ve
Grnek 1 tiplerine 0,1 ml PEP ilave edildi. Tipler
.ikarlstlrlldlktan sonra, kKarigim kare kuartz mikrokivetlere
-Qkonularak spektrofotometreve verlestirildi. Absorbans 0,b5'e
.iayarlandl. 340 nm'deki optik dansite (0.D) degerleri 15

..dakika boyvunca 60 sanivede bir vazdiriciva kaydedildi. Daha

'_ sonra sirasivla diisiik substrat (Ornek 2) ve dugiik substrat +

~ FBP (Ornek 3) sartlarinda, benzer gekilde optik dansite

degerleri kaydedildi (3).
Degerlendirme

Yazdiricide, elde edilen sonuglarin grafik analizi ile
reaksiven hizinin en lineer ¢ldugu aralik bulundu. Bu aralik
0.D. farkinin zaména bdlinmesi ile dakikadaki 0.D.
azaligsinin ortalama degeri {( OD/dak) bulundu. Bulunan deger
agsafidakl formile uygulanarak gram Hb basina diisen enzim

aktivitesi hegaplandi (3).

804 OD/dak.

PK IU/gHb =

%4 . FHb**
Ao s *

¥ ;. Hemolizatta &dlgilien Hb 'nin absorbans deferi,

%% ; Sivanmethemoglobin faktorii = 5, 48
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ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Elde edilen wverilerin bilr boliimd savimla belirtilen

arakterler oldugundan, iki veva daha c¢ok grup arasinda fark
ﬁlunup bulunmadigini belirlemek igin, parametrik olmavan
@hemlilik testlerinden ki Lkare {(gerekli verlerde Yates
fﬁﬁzeltmeai vapildi) wve Fisher'in kesin ki kare testi
uygulandl.

: Verilerin Slcumle belirtilen ve parametrik varsayimlar:
'&erine getiren bolumunde 1ki ortalama arasindaki farkin

dnemlilik testi uyguland:.



BULGUI.AKR

Antalva il merkezinde oturan 11920 denegin c¢insivete,
vag gruplarina, aile kdkenine ve akraba evliligi gérilme
si1kligina goére dagilimi Tablo 1, Table 2 ve Tablo 3'de

gosterilmistir.

Tablo 1 : Deneklerin cinsivete ve vas gruplarina gbre

dagilimz.

I | | :
|Yas grubulBErkek | % | Kadin | % IToplami %
i | ; | l | | |
| | i | | i o i
, 0 - 14 202 52,19 ~ 185 47,81 387 100,00
:15 - 44 ; 246 2a5,22 f 298 {54,?8 : 544 :100,00 :
45 ve 1 op dug26 ! 134 's1,74 ' 259 400,00 !
| lzeri | { | | | f f
| 1 { | | | | |
{ Toplam | 573 148,15 | 617 151,85 1| 1190 1100,00 |
t | | ! | i | |

incelenen deneklerin % 48.15'i erkek, % 651,85'i
kadindi. Deneklerin % 32,52's1i 0-14 vag grubunda, % 45,72'si
15-44 vas egrubunda ve % 21,76's1 45 ve lUzeri vas grubunda

bulunuvordu.



- Tablo 2

|
!
|
!
I
!
{
!
|
|
i
i
|
i
!
i
}
!
|
|
i
I
I
I
j
!
|
!
|
i
!
|

-3y -

Deneklerin aile kdkenine gore dagilimi.

| J |
Alle ktkeni | Denek savisi | % J
{ | i
. } i !
Merkez 1ilge | 508 | 42,68 |
. ! | |
Serik | A4 ! 3,69 (
- i i |
Manavgat | 24 | 2,03 1
' | | ;
Alanya i 8 | 0,68 |
. } i , |
Gazipasa | g | 0,76 :
.. — | i i
Gindogmusg : 11 l 0,93 |
. } ! l
Akseki | 24 | 2,03 |
] | f
Kumluca | 32 | 2,69 |
Elmal:z : 28 : 2,34 :
. I i l
Korkutelid | 50 | 4,20 |
s | ! |
Finike 8 0,67

| | |
i ! !
Kasg | & | 0,50 |
Antalya Dis: i 438 ; 36,80 :
{ ! !
T opl anmnm [ 1190 | 100,00 |
| | |

Aragtirilan 1190 denek aile kokenine gore, B08 kigil

Merkez (% 42,68), 244 kisi difer ilgeler (% 20.52) ve 438

kisi Antalva dis:

(% 36,803

olmak ilizere dagilim Eosterdi.



Tablo 3 : Deneklerin aile kBkeni ve akraba evliiligfine gore

dagi1limz.

P hile kékeni Bkraba evliligd Toplam |
; ] .
z © | Olan | % | Olmavan | Y | “oF-enm
Antalys merkez 112 | 4s5.88 | 396 | 41,64 | 508
1lce [ | ! | J
| | |
: Diger ilceler 51 21,33 193 : 20,29 : 244 :
| | o ! | | . |
Antalva diga 75 31.79 362 38,07 438
| | ] | | | !
1 1 { | | 1 i
Toplanm . 239 100,00 | 951 | 100.00 | 1150
Nisan 1992 - Mart 1994 tarihleri arasinda Antalva il

merkezinde oturan deneklerde akraba evliligi sikligi % 20,08
(229711903 bulundu. Ebeveynleri akraba olan toplam 239 denek
aile kbkenine gdre, 112 Merkez (% 46,88), B1 diger ilceler
(% 21.,33) wve 76 Antalva digi (% 31,79) olarak dag:ilim
gosterdi.

Alile kdkeni merkez ilge olan deneklerde akraba evliligi
s1klig: % 22,04 (212/508), diger ilgelerdeki deneklerde

% 20,90 (B51/244) ve Antalva disi clanlarda % 17,35 (76/438)

saptandl.

A ~ KALITATIF OLCUMLERE AIT BULGULAR

573 erkek ve 617 kadindan olusan 1190 denegin vendz kan
orneklerinin floresans (853 spot test ile incelenmesi
sonucunda, 7'si erkek ve &6'si kadin olmak lzere toplam 13
clguda PK vetmezligi saptand:. Bu 13 denegin kantitatif
enzim aktiviteleri &leiildiigiinde tam vetmezlik bulgularina

rastlanilmady.



Heterozigot vetmezlik saptanan 13 denekte 10, 20. wve
30. dakikada floresans kavbi gdzlenmadi . Heterozigot
vetmezlik gdsteren bu olgularda spot test (-} olarak
degerlendirildi (851},

566 erkek ve 611 kadinin 10.dakikadan itibaren
spotlarinda floresans kavbi: gdzlendi. 20, ve 30. dakikalar
arasinda floresansin tamamen kavboldugu belirlendi. Normal
aktivite gdsteren bu clgularda spot test (+) clarak
degerlendirildi (85).

Deneklerin PK aktivitegi ve c¢ingivete gdre dagilimi

Tablo 4'te gdsterilmistir.

Tablo 4 : Deneklerin PK aktivitesi ve ginsivete gbre

dagilim: .

} ] !
% Topl %

PK Bktivitesi lprke] % lkaginl *TOPRAT, !
| Homo?lgot (tam) vetmezlik | o I 0,00 | 0 | 0.0 ! 0 ! 0.00 |
{ gdsteren olgular i ] t ! ! ! l
! Betepozigot vetmezlik i 7 I1 o t 6 f 0. 98t 13 t 1,10 l
] gosteran dlgular | | I | j { !
I Normal olgular 'se6 | om.8 'e11 ! oo o2'1izr ! ose 0!
| | 1 | J } f {
| f |
| T o p 1 a m ‘573 :100 00|617 :100 00:1190 :IOD,DOi

Heterozipot PK vetmezligi si1kli1E: erkeklerde % 1,20,
kadinlarda % 0,98 wve toplam olgularda % 1,10 olarak
gaptandi. Erkek wve kadin denekler arasinda vetmezlik
gbriilime g1kliga aglsindan istatistiksel olarak fark

bulunmadi: (Tablo B1}.



Tablo 5 . Deneklerin PK aktivitesi ve cinsivete gore

dagilimi1 {(Hnemlilik kentrolul.

i P K B K I I vV ITES®STI

| s l s

| Cinsivet [Heterozigot vetmezliki . | Hormal | . | Toplam | %

| | gdsteren olgular ] i i olgular | T | I

1 Erkek : 7 i 53,84 : 566 ; 48,08 i 573 1 48,15 ;

i [ | | i } ! }

i Kadin | & | 46,16 | 611 | 51,92 I £17 | 51,83 i

| i ! i ! | i !

'T opla m; 13 | 160,00 | 1177 | 100,00 | 1190 | 100,00

o= 0,05 Xi = {,078 Xi = (0,095 2&?= 1,73 p » 0,08
Arastirmava gdre Nisan 19222 - Mart 1994 tarihleri arasinda

Antalva il merkezinde oturan kigilerde homeozigot PK
vetmezligi prevalansi % 0,0, heterozigot PK vetmezligil
prevalanelr % 1,10 bulundu.

Yag gruplarina gdbre hetercozigot vetmezlik gorilme
s1klig1., 0 - 14 vag grubunda % 1,03, 158 - 44 yag grubunda %

1,28, 45 ve lgzeri vag grubunda % 0,77 saptand: (Tablo &).

Tableo & : Deneklerin PFK aktivitesi ve vas gruplarina gére

dagilimz.

l i Y a s G r u b u | I
I 10~141 % 115-441 % 145-zeri! 4% |Toplam |
IHeterozigot yvetmezlik| ! | | | i |

1,03 7 1.28 2 G.77 13
! gtsteren olgular | I o ] R | | |

|
Nermal ologular I383 |

| | | 98,97i B37 98,72 257 92,23 1177
H l l |
|

| T o p 1l a m !387 I100,00 544 100,00 259 1190

i
!
: 1C0, 00

| i
! f
| !
! |

l
!
i
f




bt

Hetercziget vetmezlik gosteren 13 olgunun % 30,78°1

! 0~1ﬁ‘ % B3,84'4G 15-44, % 15,3871 45 wve dzeri vag grubunda
olup, birbirleri ile karsilastirildifinda vetmezlik gériilme
siklig: acgisindan vag gruplari arasindan istatistiksel

. olarak fark bulunmadi (Tablo 7).

Tablo 7 : Deneklerin PK aktivitesi ve vag gruplarina gore

daZilimi (Snemlilik kontrolu).

i F K A k £t i v i1 t e g i i
| v o |Yetmezlik gbs~| % | Normal | : | Topl |
| ag grubu |teren olgular | | elgular | ’ | opiam !
{

: 0 - 14 ; 4 : 30.78 : 383 : 32,54 : 387 !
i t | ] t , f i
} 15 - 44 ; 7 | £3.84 : B37 : 45,63 : B4

i . i | 1 ' | | |
| 45 - UzellI 2 | 15,38 | 257 | 21,83 | 259

l l \ = ! Loy, t l |
| Toplam i 13 | 100.00 ; 1177 ( 100,00 | 1190 ;
ol=006 X =002 XZ = (1,168 xi = 0,040 Zx% = 0230 p > 0,05

Yas gruplarina gore erkeklerde heterozigot vetmezlik
gorilme sikligi. G-14 wvag grubunda % 0,99, 15-44 wvasg
grubunda % 1,465, 45 wve {zeri wvas grubunde % 0,80 bulundu

(Tablc 83.



Tablo B : Erkek deneklerin PK aktivitesi ve vas gruplar:

g26re dagilim:.

I‘ P aktivitessi I Y B 3 G R U B U IToDl“m}
| S mhavate 10-141 % 115441 % (45-Uzeril % |~ I
I Hetero%igot vetmezlik | 5 f 9”9?! 4 | 1 655 1 ! D,BO] = i
| gbsteren olgular | | { { I | I f

| | } ]
; Normal oloular §200 : 99:011242 : 98:351 124 : 99,202 B&G |
| (T S ! r !
1 Toplaam 1202 |100,00’24b IiOO,OOl 125 1100,00[ 73 |

Heterozigot vetmezlik gbsteren 7 erkek olgunun %
28,68"1 0-14, % 657,14'0 1b-44, % 14,28'1 45 ve {zeri vas
grubunda olup, birkbirleri ile karsilastirildiginda vag
gruplar: arasinda vetmezlik egdriilme giklig: acisindan

istatistiksel olarak fark bulunmadi (Tablo 9}).

Tablo 9 : Erkek deneklerin PK aktivitesi ve vag gruplarina

g0re dagirlimi (Snemlilik kontrolu).

|
!

P K Aktivitesi

! l !
! l !
I Yag grubu | Heterozigot vetmez | y I Nermal ! Toplam |
i |lik a8steren olgulari ’ | olgular i ' ] i

i
: 0 - t4 : 2 : 25,58 : 200 : 35,33 : 202 |
! { ( _ l ! ! t
|15 - 44 : 4 | 57.14 | 242 | 42,75 | 246 :
! Lo i , | . ! l ! , !
|45 ve uzer 1 | 14,28 | 124 | 21.92 | 125 |
| ! ! ! , ! ! ; !
| Topiam | 7 | 106,60 | 566 l100,00 | 573 |

I 2 oo 2 - 2

o{= 0.05 ¥ = 0 1B0 £,= 0,337 K3: 6,333 Zx“=0,820 p>0.05

AKDENIZ ONIVERSITES!
MERKEZ XUTUPHANES)




Yag gruplarina gore kadinlarda heterozigot vetmezlik
gorilme s:klig:z, O0-14 vyas grubunda % 1,08, 15-44 vas
grubunda % 1,00, 45 ve izerl vas grubunde % 0,74 bulundu

(Tabloc 10).

Tablo 10 : Kadin deneklerin PK aktivitesi ve vag gruplarina

gdre dagilim: .

o L _ | Y a s G r u b u | |
, PR albivitesi 10-141 % 116-441 %  l4b-Uzeril w  orlam,
rozligot ik
| HeFeLo igot vetmezlik | 2 | . i 3 ! . ODI , [ 0.74 ! 6
I adsteren clgular ! | I i | ] ] |
i f ! !
: Mormal ologular 1183 : 98 . 9a! 295 | 92, 001 133 199,26 : 611 :
! ] i t ! [ 1 f 1
i Toplanm 1155 IlOO OOl 298 1100 OOl 134 ]100”001 617 |

Yetmezlik gbsteren 46 kadin olgunun % 33,33'u 0-14, %
50,0081 15-44, % 146,67'si 45 ve dgeril vag grubunda olup,
birbirleri ile kargsilastirildiZinda aralarinda istatistiksel

olarak fark bulunmadi: {Table 113}.

Table 11 : Kadin deneklerin PK aktivitesi ve vag gruplarina

gore dagilimi (Snemlilik kontrolu)d.

[ P K Bktiwvitesi

! f |
i Yag grubu iHeterozigot Yetmezlik | Normal | " | Toplam |
E iGosteren Olguiar! %  t Olgular |~ | !
I 0 - 14 : 2 : 33.33 : 183 ; 29,95 : 185 j
| i ! { ! i |
| 15 = 44 | 3 : 5G,00 ; 295 | 48,28 | 298

! " , ! | | ) I | {
I 4% ve fzeri | 1 , 16,67 | 133 | 21,77 | 134

: Toplam : G :100 00 i 611 :100:00 : 617 i

2 2 2 2
ol = 0.05 X[= 0,024 K= 0,036 X.=0.073 2X"=0,133 p>0,05



Yetmezlik gosteren 13 elgunun % 76,92'si  Antalva
kdkenli ve % 23.08°1 Antalveae digi kdkenli olup, aralarindaki

fark istatistiksel olarak &nemsiz bulundu (Tablo 12).

Table 12 : Deneklerin PK aktivitesi ve aile kdkenine glre

dagilim: {(Bnemlilik kontrolu’.

i i 2K Aktiwvitesgi ] H
| Aile kokeni | Yetmezlik agbs-| . i Hormal | y | Taplam |
| | teren olgular | ' | clgular | ) J f
: Antalya : 10 i 76,92 : 742 i 63,04 E 752
: Antalva disa : 3 i 23,08 : 435 : 36,96 f 438 1
| | | i i | I
, Toplam | 13 I10{}.00 : 1177 ]100,00 | 1190
2
ol = 0,05 SX"=1,082 p > 0,05

Table 12'deki verilere gfre PK vetmezligi Antalva
kokenli deneklerde % 1,32 {(10/782) olup, Antalva disa

kokenli deneklerde % 0,69 (3/438) bulundu.

Antalva 11 Merkezinde oturan 1190 denegin 239'unda
anne-baba arasinda akrabalik bulundugu saptandi (% 20,08).
Akraba evliligine rastlanan olgularda PE vetmezligi siklig:
{% 2,51) akraba evliligi gdrilmeyen olgulardan (% 0,73)
vidksek ve aradaki fark istatistiksel olarak Snemli bulundu

(p < 0,05 (Tableo 13).



Table 13 : Deneklerin PK aktivitesine wve akraba evliligine

rastlanma sikligZina gdre dagilimi.

Bkraba Evliligi

{ . . ! | i
K Bktivit Topl
P F +Vitesd | Qlan | % [ Olmavan | % | opiam j
| Yetmezlik gdsteren | 6 ! 251 ] 2 ! 0.73 | 13 }
| clgular I ] | | i }
: Normal olgular : 233, : Q7. 49 : Qa4 : 99, 27 : 1177 :
| | | ! | | i
; Toplam | 239 ' 100,00 | 981 I100,00 | 1190 :

B - KANTITATIF OLCUMLERE AIT VERILER

Florezans sgpot test 1ile PK vetmezligi saptanan 13

olguva ait veriler Tablo 14'de toplu halde gosterilmistir.

Tablo 14 : PK vetmezlikli deneklere ait degerler (olgular
standart &loiimdeki PK aktivitelerine gére

siralanmigtir).

| Denelt ! [ Aile |5tendart clgimde [Dustik S'1i olctm-iDisik S + FBP'li |
[ Sira | Seks | Yas | |PK agktivitesi |de PK aktivitesi | Glclimde PK akti-l
I Ne | I I kokeni | ( IU/grHp) i (I4/2rHh) i vitesi (JU/grHb)t
| 1 L E I 40 | Antelya | 7.48 i 1,94 | 6,12 !
| 2 1 ¥ | 34 | Antalya | 8,73 | 1,82 i 5,93 l
I 3 | E 1 53 | Eskigehir | 9.10 | 2,50 | 6,82 1
| 4 1 E { 18 | Finike ] 9.36 ] 2,71 ! 6,89 1
5 1 E { 372 | Mersin | 9.66 i 2,9 ] 6,94 J
| 6 t+ K | 33 | Antalya | 9,42 ] 2.14 i 6,56 i
I 7 1 K | 53 | Korkuteli | 10,80 l 2.82 § 6,80 !
I8 I K | 47 | Antalva | 11,27 i 2,97 | 7,10 {
P9 L E L 14 f Antalva | 11.50 | 2,40 | 7.44 |
[ 16 | K 1 12 | Alanva ] 11,79 ! 2.90 | 6,40 ]
i 1 1 E 42 | Korkutell | 11,80 ] 2,60 ! 6,70 I
| 12 I E t 25 | Konva | 12.10 ] 3.32 t 7.15 I
i 13 | K i 1.5 Antalva | 12,20 ] 3.12 | 7,20 I
| Mormal i 19,80 £ 4,10 | 3,4%1.3 t 7.9 £0,8 |
|Deferler i n =100 ] n = 10 | g = 10 |




PE enziminin standart Olgumde normal degerleri 14.8 -
25.7 IU/grHb, ortalama enzim aktivitesi 19.80 % 4.10 IU/grHb
olarak bulundu (Tablo 15). Disuk substratl: olgumde ortalama
enzim aktivitesi 3,4 f 1,3 IU/grHb digiik substrat 4+ FBP'li
olgimde ortalama enzim aktivitesi 7,9 & 0,8 IU/grHb olarak

bulundu (Tableg 14)

I+

Table 1% : Neormal deneklerin PK aktiviteleri Ort SD

minimum ve maksimum degerleri.

PE Aktivitesi {(IU/grHb)

Minimum = 14,8
Maksimum = 25,7
Ortalama = 19,8
5D = 4,1
I = 100

Sekse go0re PK aktivitesinde istatistiksel olarak fark

bulunmad: p > 0,08 (Taklo 16

P E Aktiwvitesi ( IU/grHb )

! f

| |
! | t !
| | Kadin | Erkek |
! . | ! _ ' |
| Minimum | 18,70 | 14,80 l
! . | | |
| Maksimum | 25,70 [ 24,20 |
! ! i |
| Ortalama | 20,44 : 12.67 :
f | I i
| 5D i 4,02 I 3,77 |
| [ | |
| n | 50 [ 50 |

Tabio: {6



Ortalama enzim aktivitesi: 0-14 vas grubunda 22,8 * 3,6
IU/grHbk (n=21), 15-44 vas grubunda 20,9 *+ 3,2 IU/grHb
{n=30), 4% ve iizeri vag grubunda 19,0 + 3,0 IU/grHb (n=21:;
ve tum deneklerde 19,80 t 4,10 IU/grHb olarak bulundu. Her
ikl cinste de vag gruplarina gdre enzim aktiviteleri kivas-
landiginda 0-i4 ve 15-44 vas gruplarinda, 45 ve iizeri vas
gruplarina gdre enzim aktivitesi vuksek bulundu {(p < 0,083

Klinik olarak anemi gikaveti bulunmavan vetmezlikli
deneklerin Hbh ve hematekrit degferleri normal diizevdevdi. vas
gruplandirmas1l vapililmakgizin, bavanlarda ortalama Hb ve
hematokrit degerleri 14,8 gr/dl, % 42, erkeklerde 15,3
gr/dl, % 48 bulundu. Seks ayvrimi1 vapllimaksiz:in vetmezlikli
deneklerde retikiilosit savisi % 1-4, indirekt bilGribin
dizeyvi 0.2 - 0,7 mg/dl arasinda degismekteydi (Tablo 17).

tTablo 17 : Yetmezlikli olgularin hematoloiik degerleri.

|Denek{Seks Yag |Hb (gr/dl)IHematokrit {Retikiilogit iIndirekt Bilii~

[ ' i
18=13,8~ 171E= 37-53
1K= 12 - 16iK= 36-46

Normal Dederler

i !
I No | f ] ] (%) } % Ilribin (mg/di) |
|
! 1 ! E ! 40 : 15,3 48 ! 2.5 ! 0.4 !
i | | J ] f ! i
; ! ! ] | J |
{ 2 K 12 13,4 41 3.0 0.5
J f | | i | | }
| I !
: 3 | E : B : 14,0 | 42 | 3,5 ; 0.6 :
S
i ) : E 1 37 : 14,4 : 45 : 3.0 : 0,4 :
! l |
; G | E , 14 1 15,0 | 46 : 3.0 : g.2 ;
| I { i } | ! |
? '3 e 4 '-!‘q ':9 . B
| | K : 33 , iz } 3 | 4,0 | O,.6 |
{ | I | ) | ] i !
a8 K &3 12,7 40 3.0 0.8
| | | | | | | |
I | J ! J | | |
£ f Z . .
. ¥ | 47 i 13, ; 41 | 4.0 | 0.7 |
J ! i i . j ! ! }
| 10 | K | 34 | 13,8 f 42 | 1.0 | .3 |
!
! 11 E ! 10 ! 14.3 | 44 ! 2.5 ! 6.5 |
{ | | | | } | ]
!
; 12 E ! 25 ! i4,7 : 43 : 2.5 : 0,5
| § | { | i i |
: 13 : ¥ : 1,5 ! 14.8 l 41 : 1.5 : 0.4 i
f } I }
| ! } i




Alle kokeni Merkez 1lge olan heterozigeot vetmezlikli
olgularin ortalama enzim aktivitesi, aile kidkeni diger
ilgeler clan vetmezlikli olgularin ortalama enzim aktivitesi
ile Kkivaslandiginda aralarinda istatistiksel olarak fark

bulunmadi (Tablo 18).

Tablo 18 : Heterczigot veitmezlikli olgularin aile kdkenine

ve ortalama PK aktivitesine gdre dagilimi.

P K aktivitesi ¢ TU/grHb 3

Merkez ilce Diger ilgeler

|
J
|
!
!
f
f
!
|
[

| i
f j
i |
ort | ©,80 | 10,62
f ]
ab. | 1,82 | 1,22
n. ; & i 4
e(: 0,05h t = 0,348 p > 4,05

Kantitatif olarakda heterozigot vetmezlikli olduklar:
belirlenen 13 olsunun eritrosit enzim aktivitesl ve

cinsivete gdre dagilimi Tableo 19'da gdsterilmistir.

Tablo 19 : Heteroczigot vetmezlikll olgularin eritrosit PK
aktiviteleri Ort + SD degerleri ve cinsivete gdre

dagilaimi .

PK aktivitesi (IU/grHb

i ! |
| | i
i | Ort = 2.63 i
] Erkek olgular (n = 7J) | sh = 1,37 |
! | cv = 14,22 i
| } Crt = 10,27 |
| Kadin colgular (n = &) | sD = 1,20 i
| | oV = 11,48 I

o= 0,05 t = 0,771 o » 0,08




Heterozigot vetmezlikli erkeklerin crtalama enzim
aktivitesi, heterczgigot vetmezlikli kadinlarin ortalama
enzim aktiviteleri ile Lkarsilagtirildiginda, aralarinda

istatistiksel olarak fark bulunmadi (Tablc 19).
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Eritrosit enzimopatileri arasinda, herediter hemolitik
anemi G-6-PD'den sonra ensik PK vetmezliginde gériilmektedir
(1,464,8,10,15y. Baz: toplumlarda ©Onemli bir saglik sorunu
clan PR vetmezliginin tanisi icin tarama testleri gelisti-
rilmistir (69,85). Antalva 11 merkezinde PEK vetmezligi
prevalansin: saptamak 1gin Beutler'in floresans spot testini
kullandik (853, Bu test ig¢in kan ©Ornekleri heparin, EDIA wve
ASD gibi antikeoagiilanlar 1le alinabilmektedir (85) Biz
calismamizda kan draeklerini heparinli tuplere aldik ve ag:
nakil kutusunda buz igerisinde saklavarak, enzim
inaktivasyeonunu minimuma indirerek valanci <(+) sonuglarin
gilkmasini engelledik (69,71,72).

PK vetmezligil taramasinda Beutler'in spot testini
tercih etmemizin baslica nedenleri gunlardir
1 -~ PK vetmezligi prevalans calismalarinda aragtirmacilarin

cogunun bu testi kullanmalar:,

3

Testln ekonomik olmasi. Buglinki fivatlarla bir testin

maliveti 1.000.-7 (0,05 DM) civarindadir,

3 - Uygulanmasi basit olup, lokosit uzaklastirma isleminden
gseonra vaklasgsik 40 dakikada denevin tamamlanmasi,

4 - Reaksivon karisimainin -20°9C'de en az 10 gin stabil
kalmasi (853 Bizim gdzlemlerimize gore reaksivaon
karigimi -20°C'de 7 giune kadar stabil kalmaktadir,

5 - Bekletilmis kan ornekleri ile calisilabilir.

Antikoagiilanli: kan #6rnekleri +4°C'de saklandiginda., PK

aktivitesi en az alti glin, +25°C'de bir gin stabildir

(27 . Hemolizatlardaki PK aktivitesinin 0°C'de en a=z
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sekiz saat stabil kaldigEa bildirilmigtir (8& .
Arastirmamizda kan Srneklerinin +4°C'de en fazla bes gin
stabil kaldigini gézledik.

Hb wve aneminin neden oldugu interferans bu testte
minimum dUzevde olmaktadir. NADH 1n verdigl floresans:
aktive etmek igin kullanilan U.V dalga boyvunun Hb'nin
maksimum absorbsivon bandinin {(Soret bolgesi) altinda
kalmasi ve reaksivon karigiminin filtre kagitlarina
damlatilmas: ile bir milktar Hb'nin NADH'den
kramatografik olarak avrilmas:, Hb'nin baskilavica
etkisini azaltmaktadir (85).

Anemik Orneklerde enzim miktarindaki azalmava
bagl: olarak NADH'in tliketilmesi azalacaktir. Ancak
Srnegin Hb miktarinin da ayni oranda azalmasi ile bu
durum dengelenmekte ve gdzlenen floresansg giddetinde
Snemli bir degisiklik olmamaktadir (85).

Cok az miktarda eritrosit paketi Ornekleri ile
caligilabilir. Floresans spot testte kullanilan numune
hacmi sadece 20 mikrolitredir (8b). Bu, dzellikle kitle
taramasi ve venidoBanlar Uzerinde bluyvik avanta] saglar
(69,73,

Test gonuglars:, kantitatif aktivite &lcimleri ile,
normal ve vetmezlikli olgularin belirlenmesinde ivi bir
korelasveon gdsterir. 8pot teste gifir, on, virmi wve
otuzuncu dakikada gozlenen floresang sgiddetinin enzim
aktivitegine ba&gimlz ve gbrecelil oclarak degismesi
sonuglarin semikantitatif degerlendirilmesine clanak
verir. Bovlece, vetmezlikli ve normal aktivite gésteren

olgular spot test 1lle avirtedilebilir (6%,71.72,73,85).



Bitiin bu avantajlara ragmen spot testin PK vetmezligi
tanlisinda iki Snemli dezavantail vardir. Birincisi
eritrositlerin lokositlerden izole edilmesi isleminin
zahmetli ve bir saate vakin wakit almasgi, ikincisi ise yvakin
bir zamanda hemolitik atak gegirmis ve retikilosit savisi %
25'1in tzerindekil olgularin tanisidir (1,6,10,19,92).
Retikilosit PX aktivitesinin eritrositlere gdre daha viksek
olmas: (1,6.,10,19,82,%2), hemolizden dolavi dolagimdaki
aktivitesi azalmis vasli eritrositlerin azalmasi (2,93,94)
ve artan retikiilosit savisi ile ortalama ervitrosit vasinin
azalmagl bazi P nmnutantlarinda aktivitenin normal, hatta
normalden vilkeaek bulunmasina neden olmaktadzir
(1,6,10,19,927.

Heterozigot vetmezlik gdsteren olgularda normal ve
mutant enzim karigsimi vardir (6,10,1%9,78,92). Heterozigot
vetmezliklerin % 507'sinde ara sira nispeten viksek enzim
aktivitegine rastlaniry ve birgek heterczigotlarda bu durum
artmig retikillosit savisir 1le agiklanabilir (1,6,10,19,92)
Bovlece heterozigot bir olgu tamamen normal veya vetmezlikli
bulunabilir (46,10,19,92). Bu nedenle heterozigot olgular
tarama testinde ve hatta kantitatif vontemlerde dahi
kolavlikla gczden kacabilir (10,885,861 .

Lakemek wve arkadaslari (10}, hetercozigot vetmezlikli~
lerin belirlenmesinde rezidiel enzim aktivitesinin
Slglilmesine llaveten retikillosit savisinin ve eritrositlerde
G-6P miktarinin tavin ediimesini ve avrica PK ile PER‘in
reaksivon kinetiginin gbzlenmeseini oSnermektedirler. Avn:
arastirmacilar heterozigeot vetmezlikli olgularda retikilosit
savisinin % 5'e kadar ciktiZini, G-6P miktarinin ise normale
gore iki kat viikseldigini ve bu olgularda miks kooperasvon

kinetiginin gerceklestigini gbzlemislerdir (6,8,10,19,69).




Sl R

PE vetmezlikli clgularda, lokositlerin PEK aktivitesi
normal duzevde oldugundan (6,26,81,85) aktivite
Slgcimlerinden onge iokositlerin uzaklagtirilmasi igin
eritrosit paketini 4 kez serum fizvolelik solusvonu ile
vikadik (3,71,72). G-&6~-PD wve glutatvyon reduktazin floresans
spot test karisimlarinda kullanilan digitonin veva saponin
gibi deterianlara kullanmadik. Zira bu deterjanlarin
kullanilmas:i lokositlerden tnemli miktarlarda PK salinmasina
vol acmaktadir {851 . Bu nedenle kalitatif oOlcimlerde
hipoctonik liziz ile eritrositlerden PK salinmasi saglanmisg
ve bu volla lckositlerden ihmal edilebilir oranda PK
salindiZr bildirilmigtir (885).

Reakslivon karigiminda digitonin veva saponin
kullanildig:inda va da reaksivon karisiminin hizl:i bir
sekilde deondurulup 25°C'de su banvosunda c¢bzilmesi sonucu
lokocsitlerden avni oranda PE enzimi salinmaktadir (85). Bu
bulsuyu vakin zamanda Feng ve arkadaslar: vaptiklar:
caligsmada dogrulamislardir (69). Bu aragtirmacilar hipotonik
liziz verine reaksivon karigsimini dondurup cozdikten sonra
vaptiklar: gletimlerde, enzim aktivitesindeki artigin
lokositlerden kavnaklandigini tespit etmiglerdir (69).

PK vetmezligi prevalans calismalarinda Beutler'in
onerdigi gekilde (85), normal aktivitenin % 60~40':1 arasinda
aktivite gdesteren olgular heterczigot PK vetmezlikli, normal
aktivitenin % 30-10'u arasinda aktiviteve sahip o¢lgular
homozigot vetmezlikli olarak tanimlanmaktadir (69,71,72,85).
Bizim calismamizda floresans spot testle vakalavabildigimiz
olgularda kantitatif PK aktiviteleri normal degerin %
61-38°71 arasinda bulundu. Floresans gpot test ile

vakaladifZimiz heterozigot olgulara ait en viiksek enzim
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aktivitesinin kantitatif clarak 12.20 IU/grHb (normal
degerin % 61'1) bulunmas: vakalavamadiZim:iz heterozigotlarin
enzim aktivitelerinin blUvik olasilikla daha viksek olduZunu
ve normal fenotipe kavdigZini dislindiriir. Floresans spoct test
ile vakaladigimiz vetmezlikli olgularin tamaminda kantitatif
enzim aktivitesi % 30'un altinda bulunmad:igindan dolavi bu
olgulardan hicbirisgini homozigot vetmezlikli olarak kabul
edemedik (10,19,86,92).

ICS8H (86) normal ve vetmezlikli olgularin daha saglikl:
bir gekilde avirt edilebilmesi igin, 1 ) Standart vontemle,
2 ) Dusidk 5'li ortamda. 2 ) Disik 5 + FBP'li ortamda PK
aktivitelerinin tavin edilmesini Onermektedir. Homozigot
vetmezlikll olgular 2 ve 3 nolu OJdlglimlerde normale gbre
olduke¢a dusiik aktivite gO0sterirken heterozigot olgular
normale gbre % B0 -~ 100 arasinda degisen oranda aktivite
gostermektedir (3,.15,560,68,85) .

Arastirmamizda standart vontemle vetmezlikli olarak
belirledigimiz olgularin tanisini desteklemek icin 2 ve 3
nolu oleimlerle enzim tavinlerini wvaptik (60,86). Elde
ettigimiz gonuclara gire bu olgular: heterczigot PK
vetmezlikli olarak kabul etitik. Bu Ug¢ vontemle elde
ettigimiz PK normal degerlerinin sonraki galismalara oldukega
vararlil verller olacagil kanisindaviz.

Dusgilk substratii Slcimlerde belirledifimiz heterozigot
olgularda enzim aktiviteleri normal degSerin (3,4 + 1.3
TU/grHb) % B4-92'si arasinda, disik substrat + FBP'l:
Slguimlerde enzim aktiviteleri normal degerin (7.9 £ 0,8
IU/grHb) % T5-94'4G arasinda degismektevdi. Bulunan bu
degerler heterozigot vetmezliklilerin diigiik substrat

konsantrasyvoeonunda pezitif kooperasyon kinetigi gdsterdigini




ve normal PE'nin FBP tarafindan allesterik olarak aktive
edildigini dogZrulamaktadir (10,11 . 861).

Bugiine Lkadar vdremizde PK vetmezligzil prevalansina
vonelik epidemivelciik bir galigsmava rastlanilamadi. Aksu ve
arkadaslar: Antalva il merkezinde G-&-PD vetmezligi
prevalansinil gaptamak amacilvia vaptiklari epidomiveloiik
calismada G~46-PD vetmezligini erkeklerde % 7.4, bavanlarda
% 1.8 bulmuglardir (13).

Eritrosit enzimopatilerl arasinda G-6-PD'den sonra en
g1k BX vetmezligine rastlanilmaktad:r (1,6,10,153 . Bu
bilgilere davanarak, Antalva 1l merkezinde PE vetmezligi
prevalansin: saptamak amacivla vaptigimiz epidemivoloiik
calisgmada vetmezlik prevalansini % 1.10 olarak saptadik. PK
vetmezliginin cinsivyete gbre dagilimi incelendiginde,
prevalans erkeklerde % 1.2Z20, kadinlarda % 0.98 olarak
bulundu. Erkek ve kadinlar arasinda PK vetmezlifi prevalanst
agisindan aniaml: bir fark bulunmadi ( p » 0.053. Bu sonug,
FE vetmezligi kal:timinin otozomal resegif olmasl nedenivle
bekledigimiz bir bulsgudur (1,6,8). Tablec 20'de defisik
arastirmacilarin tespit ettikleri PE vetmezliZi prevalans

oranlar: gbsterilmistiy
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Tablo 20 : Bu calisma ve diger galismalardaki floresans spot

test sonuglar:.

Heterozigot PK

| ) { " i f I !
| Havnak | Bélge lSeks [ Numune savisi | vetmezligi (%) |
| J | B 573 t 1.2 !
i“Bu calisma : Antalya | K 617 { 0,98 |
, _ ! I E 190 ! 3.0 !
| El~-Hazmi ve ark. Ei-Bafouf & I 120 i 0,0 f
| | [ B 784 I 6.0 !
~Hazmi k. Riyadh '

| El-Bazmi ve ark p ave | K 678 i 1,5

| _ i , I E | 457 1 6,6 !
| El-Hazmi ve ark“! Khaiber [ K 206 ] 5.0 !
i _ b I B 1 119 i 0.8 !
, El-Hazmi ve ark. Jaizan | K i 147 | 0.9 |
b o1 Hems . b naiea | E I 267 | 0,8 f
| azmi ve ar I ajiran i K 162 | 0,0 R

|

: Garcia ve ark. ; Madrid iToplam 1636 | 0.24 j
| l ! ' ;
| Feng ve ark. I Hong Kong ’Toplam 619 i 3.7 !

Homoziget PK vetmezliginin si1k goriildiigid Glkelerde

aragtirmacilar PK vetmezligi prevalans caligmalarindan

zivade preband ve ailelerinde PK varyvantlarinin
karakteristik czelliklerini belirlevici aragtirmalara
yvdneldiklerinden, bu populasvonlarda PK vetmezligi

prevalansinin muhtemelen vilksek olabilecegini dilginiiyoruz.
Taramada, her 1iki c¢insin vag gruplarinda vetmezlik.
gériilme siklig: kivaslandiginda anlamli bir fark gdzlenmedi
( p > 0,05). Genig capl: literatir taramasinda vag gruplara
arasinda bu kivaslamavla ilgili detavl: bir bilgive
rastlanilmadigindan, tim vas gruplarinda avni oranda PE

vetmezligi goriilebilecegi kanisina vardik.



Arastirmamizda PEK vetmezlikli olgularin % 63,04'0Gni
teskil eden Antalya kokenli deneklerde vetmezlik sikli&i %
1.32, vetmezliklilerin % 36,%96'siny olusturan Antalva disi
degisik kékenli olgularda ise siklik % 0,69 bulunmasina
ragmen, istatistiksel olarak anlamli bir fark gdzlenmedi
{ o> 0,08, Yetmezligin Antalva kokenli deneklerde
digerlerine gdre daha viksek bulunmasinin nedeni de bu
grubun Srnekte savica daha fazla olmasindan kavnaklanabilir.
Bu durum hakkinda kesin bir kaniva varabilmek igin
Tirkive 'nin cegitli bélgelerinde bernzer caligmalarin
vapllmas1l gerekir,

Denekler arasinda anne ve babas:i akraba olanlarin orani
% 20,08 olarak saptandi. Hacettepe Universitesi'nin Nifus
Etiitleri Enstitlsinin 1987 vilinda Tilrkive ¢apinda vyaptig:
arastirmada akraba evliligi crani, nifusu 50.000'den faszla
olan verlesim verlevinde % 19.04 bulunmustur (97). Glz'in
vaptig1l aragtirmada Antalvae voresinde akraba evliligi oran:
% 28.33 clarak tespit edilmistir {(14). Arastirmamiz Antalya
merkezlni kapsadiZ: igin buldugumuz oran, Hacetepe
Universitesi Nifus Etitleri Enstitiisiiniin tespit ettifi orana
vakindir.

Genetik bozuklugun kalitimla, sonraki nesillere
aktarilmasinda akraba evliliginin bivik rold olduBu bilinen
bir gercektir. Cal:igmamizda akraha evliligine rastlanan
deneklerde PK vetmezligi si1kliginin (% 2.81), akraba
evliligi gdérdlmeyen deneklerden (% 0.73) belirgin olarak
viksek bulunmas:i: ( » < §,05), akraba evliliklerinde kalitsal
hastaliklarin goriilme si1kliginin arttigs fikrini

desteklemektedir.
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Yetmezlikli olgularin % 80'inde, diger arastirmacilarin
da belirledigi sekilde (6,10,15,19) ,hematoloiik parametre-
lerden sadece retikilosit savisinin % 4°'e varan oranlarda
arttigin: gbzledik. Retikiilositlerin enzim aktivitesi
eritrositiere gore oldukga vilkksek oldugu bilinmektedir
(6,10,15,28) . Yetmezliklilerde enzim aktivitesindeki
azalmavi kompanse etmek icin retikiilosit savisinin arttifin:
distinmekteviz. Lakomek wve arkadaglar: {10), heterczigot
olgularin % 90'inda retikiilosit savisinda % 5'e kadar hafif
bir artisin olabilecegini vurgulamaktadirlar (6,9,15,83).
Heterozigot vetmezliklerin belirlenmesinde enzim aktivitesi
ile birlikte, bu eclsgularda retikiilosit savis:i 0Olciilmesinin
tnemli bir hemateloiik bulgu olacagi kanisindayiz.

PX variant c¢aligsmalarinda ICSH eritrositlerin «-seliiloz
ve mikrokristal seliilozdan filtre edilerek lokositlerden
izole edilmesini onermektedir (86)"Ara$t1rm5m1z1n bir
prevalans ¢alismasi olmasi nedenivle eritrositleri %0,9'luk
NaCl c¢bzeltisi 1ile 4 kez vikavarak lokositlerden izole
ettik. Bu l1gslemden sonra eritrosit engimlerinin kantitatif
tavinlerinde belirtildigi sekilde hazirlanan hemolizatlarda
kantitatif enzim aktivitelerini belirledik (3,69,71,72).

Bu vontemde uygulanan vikama iglemlerinin, vasli
eritrositlerin hemolizine neden oldugu ve bu hemolize bagl:
olarak geng eritrositlerin sayica arttigsi, bunun da
aktivitenin gergek degerden daha viksek bulunmasina vol
agtigl belirtilmigtir {(2,93,74). Santrifugasyon iglemi
sirasinda dansite gradientine bagla olarak tUpln alt
kisminda toplanan vasli: eritrositleri almava Gzen gbsterdik.

Hemoliz islemi asamasinda ortama kenulan
Z-merkaptoetanol sulfidril {-SH) gruplarini koruvarak

enzimin inaktivasvonunu Onlemektedir (3,27,88). Yetmexzlikli



bireylerde enzimin var: Smriniin gok kisa oldusu distuniilerek
Z~merkaptoetancl igeren stabilize edici solusvonla
hazirladigimiz hemelizatlarda aktivite &lgumlerini sekiz
gaat iginde tamamladik.

Enzim aktivitesi Olgmeden ©&dnce bulaniklik olmadiginda
hemolizatlari. santrifij etmedik. Beutler wve arkadaslar:
(863, hemolizatta stroma bulunmasinin interferansa neden
olmadigini bildirmiglerdir. Bu nedenle stroma varllélnln
enzimin in vivo kosullarina daha uyvgun olacgagi diginiilerek
santrifigasyondan kagindik.

Hipotonik sok vyaratilarak elde edilen hemolizatlarda
kismen membrana bafli bulunan PK'nin rezoliisyonu veterli
olmadiZindan, eritrosit paketini =-20°C'de dondurup 25°C'de
cézerek elde ettigimiz hemolizatlarda kantitatif aktivite
tavini vaptik (3,27,86).

ICS5H PK referans degerlerinin tavininde aktivite

Slcumlerinin 37°C'de vapilmasinil Onermektedir (86). Bigz
Hlotmlerimizi 30°C'de vaptik ve dizeltnme faktoranid
(30°C/37°C = 0,578 kullanarak 37°C'deki PK referans

degerlerini elde ettik (27

Antalya bdlgesinde bugiine kadar olasilikli Ornek segimi
vapirlarak PK aktivitesinin normal diizevlierinin
belirienmesine yonelik bir galigsma vapilmamistir. Bu nedenle
vetmezliklerin belirlenmesi ve daha sonra vapllacak
galismalara i1gi1k tutmasi: amacivla Antalva 11 merkezinde
enzim aktivitesi referans deéerlérini tespit ettik.

Kavrin ve arkadaslari (98), Adana bhdlgesinde vaptiklar:
calismada ag etnik grupta ortalama PK aktivitelerini
sirasivla, 18.74t4.61, 18,694,853 wve 14,8414.00 IU/grHb
plarak bulmuslardir. Sekse gOre enzim aktivitesinde

anlaml:i bir fark olmadifSini bildirmislerdir (98). Mossa ve



arkadaslar: (15), kadinlarin erkeklere gdre daha viksek
enzim aktivitesine sahip olduklarini tespit ettikleri ig¢in,
PK referans degZerlerinin c¢ins olarak 2 grupta tavin
edilmesini Onermiglerdir.

Bu nedenle biz de ¢aiigmamizda, her 1kl c¢inste PK
referans degerlerini belirledik. Kadinlarin ortalama enzim
aktivitesini daha viiksek bulmamiza ragmen, iki seks arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulamadik (p > 0,05),

Tablo 21'de arastirmamizda ve bazl ¢alismalarda elde
edilen PK kantitatif aktivitelerin ortalama * SD deBerleri

verilmistir.

Tablo 21 : Bu ¢aligma ve diger gallgmalardaki normal PK

aktiviteleri (kantitatif olgum).

IPK aktivitesi(IU/grHb)|

L3.L18MAanln voresi ( Optalama + SD )

Calismacilar

t !
| i i |
i | | ]
I Bu galisma i Antalva ] 19.80 + 4,10 #
I ] ] _ |
| | Grup I I 18.74 t 4.61 * |
} Kayrin ve arkadaslari | Adana Grup II | 18.69 t 4.8B3 }
! ‘ i Grup I1I | 14.84 + 4.00
| [ I |
! Mossa ve arkadaslari: | Madrid [ i7.80 £+ 2.40 * }
i i | I
| f ! |
| Beutler ve arkadaglari] California j 15,00 £ 1,99 = i
i ! | I
| ! | !
| Feng ve arkadaslari |  Hong Kong I 15.20 + B, 20 # ]
i i ! }
[ | ! !
} Corrons ve arkadaglari] Barcelona ! 10.10 £ 1,30 3¢ |
I i | |
! ] ] !
| Schroter ve arkadaslari Gottingen ! 11.03 + 1.589 #¢ |
} i | i
* 37°C'de ortalama enzim aktivitesi,

* % 259C 'de ortalama enzim aktivitesi.
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Tablo 22'de normal deneklerde disiik substrat wve dilsik
substrat + FBF'l: 0Olclmlerde elde edilen PK kantitatif

aktivitelerin ortalama * 8D degerleri verilmigtir.

Tablo 22 : Bu g¢alisma ve difer c¢alismalardaki dlsik 5 vwve
dugiik 5 + PFBP'1l1 &lgUmlierdeki PK aktiviteleri

(normal deneklerde kantitatif Slgim?.

Digiik 5'1: SlcimiDigik 5 + FBP'1il

{ ! . o

; Caligmacilar — Caligma Yoresi (IU/grHb) | &lcim (IU/grHb)|

: Bu caligma : Antalva : 3.40 £ 1.30 i 7.90 = 0,80 ;

I Mogsa ve ark. l Madrid i 3.10+ 1.13 ’ 7.42 £ D.58 :

| ] i i !
|

: Beutler ve ark. | California : 2.258 1 0.3 : 6.25 £ 0.36 :

Standart 4&lgimle normal deneklerde elde ettigimiz
ortalama PK aktivitesini, daha ©&nceki villarda diger
arastirmacilar tarafindan elde edilen sonuglarilia
kivasladigimizda, Kayrin ve arkadaslarinin (98) sonuclarivla
bizim sonuglarimizin vakin olmasina ragmen, difer sonuclara
gdre biraz vilksek oldugunu gbzledik. Akdeniz bdlgesinde
PK degerlerinin, kiyasladigimiz populasyonlardaki PX

degerlerine gdre daha yiksek olabilecegini ve bu yiiksekligin

alle wvapisi, beslenme sartlar:i, 8rf wve ddetler gibi
bélgemizin spesifik Hzelliklerini vansittigini
digiinmekteviz. Kavrin ve arkadagslari kendi sconuclarinin

yviiksekligini wve gruplar arasindaki farki, toplumun beslenme
gsartlaraina etnik grup varligina ve pirivat kinaz

varvantlarinin varligi ile izah etmigslerdir (98).
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Diislik § ve diisiik 8§ + EFBP’'li ©dlgiimlerde elde ettigimiz
ortalama PEK aktiviteleri, diger arastirmacilarin elde
ettikleri degferlere gdre, standart Slclmde oldufu gibi bira:z
viksek bulundu {(Tablo 22).

Kayrin ve arkadaslari vas artigiyla birlikte enzim
aktivitesinin de arttifini, ancak bunun anlamli olmadigini
gbzlemislerdir (98). Bu bulguva paradoks olarak galismamizda
her iki cinste O0O~14 ve 15-44 yvas gruplarinda, 45 ve iuzeri
vas grubuna gdre aktivitenin arttigini gbzledik ( p < 0,05).
Literatiir taramasinda detayl:i bir bilgive rastlavamadigimiz
igin, bu konu hakkinda kesin bir vorum vapamamaktaviz.
Muhtemelen vaslanmavla paralel ¢larak in wvitro sartlarda
olduBu gibi, enzimin I formuna geciginin kolavlastigina (1,
37, 54) wve oksijen radikallerinin proteln sentezi {zerine
olumsuz etkisini disinmekteyiz.

Calismamizda enzim aktivitelerini IU/erHb seklinde
ifade ettik (3,27,843. Eritrosit PK aktiviteleri Hb
. konsantrasyonundan ¢ok eritrosit sayisi 1ile orantilaidir.
Eritrosit sSaylsinin "Counter™ ile vapilmadiga
laboratuvarlarda aktivitenin gram Hb basina ifade edilmesi
dnerilmektedir (2,15). Mossa ve arkadaslari farkli tipte
anemisi oclanlar ve normal birevierin PK aktivitesini
tavin ettiklerinde, en viiksek PX aktivitesinin
hemolitik aneminin nedeni belli olmavan ve vetersiz Hb
sentezi nedenivie mikrositozu bulunan birevierde
gbzlemiglerdir. Ayni aragstirmacilar enzinm aktivitesini
IU/grHb 'den bagka bir birimle ifade edildiBinde, bu artisin
muhtemelen gdze daha az carpici gelecefini bildirmiglerdir
(1582, Arastirmamizda deneklerin higbirinde belirgin
anemi bulgular: olmadigindan, enzim aktivifelerini IU/grHb

seklinde ifade ettik.




Calismamizda Merkez ilce kokenli ve vetmezlikli
cleularin ortalama enzim aktivitesi (9 80 * 1.52 IU/grHb) wve
aile kokeni Antalva'nin diger ilceleri olan vetmezlikli
olgularin ortalama enzim aktiviteleri (10.62%1.22 IU/srHb)
arasinda anlamli bir fark gérﬁimedi (o > 0,08),. Merkez ilge
disindakil ilgelerden ayrica Srnek segmedigimiz igin
vetmezlikli deneklere ait enzim aktivitesi wve aile kdkeni
arasindakil iliski hakkinda kesin bir vargiva varamad:ik.

Heterozigot vetmezlikli erkeklerin ortalama enzim
aktivitesi (9.63 * 1.37 IuU/grHb) wve vetmezlikli kadinlarain
ortalama enzim aktivitesi (10.27 * 1 20 IU/grHb) kivaslan-
digZinda, erkek ve kadinlarin ortalama normal enzim aktivite-
lerinde oldugu gibi anlamla bir fark gdéridimedi ( p > 0,083
Enzimin ortalama normal degerleri agisindan erkek ve kadin-
larda belirgin bir farkin olmamas: nedenivie vetmezlikli
erkek ve kadin eclgularin enzim degerleri arasinda anlamlz
bir farkin olmamasi beklenen bir bulgudur. Arastirmamizda
elde ettigimiz bulgular. bizi su scnuclara gdtiirmektedir

Yoremizde G-6-PD vetmezliginde oldugu gibi, PK
vetmezliginin cok Snemli bin saglik sorunu oldugunu
diglinmiiyoruz . Ancak, akraba evliligi sikliginin viksekligi
ve PE vetmezligli prevalansinin da % 1.10 dizevinde clmasz:,
vetmezlikli clgularda aile taramasl vapilarak diger
fertlerdeki vetmezliklilerin belirlenmesini ve genetik
danismanlik hizmeti verilmesini gerekli kilmaktadair

Yoremizde akraba evlilikleri oraninin viiksek olmasinin,
otozemal resesif kalitsal gecig gbsteren PK vetmezliginin
sonraki nesillere aktarilmaginda oOnemlil roli olacaktir,
Gelecekte saigliklil bir topluma kaQU$mamlz gok ivi planlanmisg

genetik danigmanlik hizmeti ile saglanabilir. Orf ve




ddetlerine g¢ok siki bagl: olan etnik gruplarda akraba
evliligini azaltmak ve genetik defekti clan bireyler
arasinda evlienmevi engellemek oldukga glictidr. Genetik
tavsiveler killtiirel faktorler gdztniunde bulundurularak
vapllmalidir.

Deneklerin istatistiksel vontemle secilmesi (90) ve PK
vetmezligl prevalansinin % 1.10 olarak bulunmasi nedenivle,
vaptilgimiz bu epidenmivoloiik galismanin Antalya il
merkezinde PK vetmezlifi prevalansinl sger¢ege en vakin bir
bigimde vansitabildigini diglinmeknmeviz. Antalva ilini
kapsavacak sekilde PK vetmezligi prevalansin:i saptamak igin
vapilacak epidemivolojik ¢aligmanin maddi kayvip diginda bir
varar tasivacagini diisinmemekteviz.

Calismamizin sonunda elde ettigimiz kalitatif wve
kantitatif sonuglar, 1 ) NBHA'lilerin aviricil tanisi ig¢in
kantitatif vontemle PK aktivitelerin tayvinine, 2) Aile
kEékenine g0re vetmezlik prevalansinin ve kantitatif
aktivitelerin degisip degigmedifinin incelenmesine, 3 )

Muhtemelen sonraki villarda teghis edilecek homogzigot

vetmezlikli clgularzin enzim kinetik Gzelliklerinin
belirlenmesine vonelik galigmalara 1g1k tutacag:
inancindaviz.

Arastirmada kazandiZimiz denevimlere gdre, bundan sonra
vapllacak calismalarda arastirmacilara tavsive
edebilecegimiz Snerilerimiz sunlardir ;

1 - Yetmezlikli olsgularda varvant galigmast
planlandiginda, eritrositlerin o-seliloz ve
mikrokristal sellilozdan fiitre edilerek izole
edilmesi {(86).

Z - Heterozigot vetmezlikli olgularin teghisinde enzim

aktivitesi ve retikiilosit sayisinin belirlenmesine
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ilaveten, eritrositlerde G-6-P miktarinain Glgililmesi
ve enzim ile PEP arasinda miks kooperasyon
kinetiZinde belirlenmesi (10,19).

Hb'nin eritrositlere nazaran daha ¢ok azaldig:
hemclitik anemili olgularda aktivite {nitesini

. ) . 9
IU/grHb'den =zivade mU/ml eritrosit wveva mU/10

eritrosit gseklinde ifade edilmesi (15).
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Bu g¢aligmada 1190 (B73 erkek, 617 Lkadin) denekten
heparinli tiplere alinan intravendgz kan Ornekleri Beutler'in
floresans spot tegti ile tarandi. Erkekler arasinda % 1.20,
kadinlar arasinda % 0.98 olmak uUzere, ortalama % 1.10
oraninda PK vetmezligi saptandi.

| Ebeveynleri akraba olan olgularda PK vetmezligi
s1kl1€1, anne babasi akraba olmavan olgulara gbre belirgin
bir gekilde yiksek bulundu ( p < 0,05).

Hetercozigot vetmezlikli 13 olzuda standart &Slciimle
kantitatif enzim aktiviteleri 7,48 - 12,20 IU/grHb arasinda
degismektevdi .

Spot testleri pozitif 100 d8rnekte, standart olciimle
kantitatif enzim tavinleri vapild:. Ortalama PK aktivitesi,
kadinlarda 20.44, erkeklerde 19.67, her 1ki cinste 19.80C
IU/grHk, PK referans degerleri 14.80 - 25.70 IU/grHb olarak
bulundu.

Ortalama enzim aktivitesi 0-14 vas erubunda 22.801+3.6.
i8-44 vas grubunda 20.90%f3 2, 45 wve izeri vas grubunda
19.0£3.0, tim clgularda 19.8014.10 IU/srHb bulundu. Her iki
cinste 0-14 wve 15-44 vag gruplarinda, 45 wve idzeri vas
gruplarina gfre enzim aktivitesi vilksek bulundu ( p < 0,05).

Diguk S wve diguk 8 + FBP'li ortamda normal PK
aktivitesi siraesivlia 3.4 * 1,3, 7,9 = 0,8 Iu/grHb olarak
tegpit edildi.

Floresans spot test sonuglar: ve kantitatif enzim
aktiviteleri arasindaki uyumun oldukca ivi cldugunu
gbzlaedik. Aktiviteleri 12.20 IU/grHb ve daha az olan

vetmezlikli olgulari spot test ile vakalavabildik.



Ek 1 : Antalva ilinde PK yetmezligi prevalansi anket formu.

TANITIM KODU
Kigi sira no
Adir ve sovadi

Ev adresi

A ) Cinsiveti

1 - Erkek 2 - Kadin
B ) Yasz: { )
i - 0-14 Z ~ 1B-44 3 -~ 45 wve Uzert

C ) Aile kbkeni

1 ~ Merkez 8 - Kumlucsa

2 - SBSerik % - Elmal:

3 - Manaveat 10- Korkuteli

4 - Alanva 1i- Finike

5 -~ Gazipasa 12~ Kas

6 - Gindogmus 13- Antalva digi ¢ }
7 - Akseki

D ) Anne baba arasinda akrabalik olup olmadig:

1 - Var 2 - Yok 3 - Bilinmivor
E ) Simdive kadar sarilik gecirip gecirmedigi
1 - Evet 2 - Havir 3 - Hatairlamivor

F ) Ne kadar siirdigi ( gin olarak) ?



ADP
ABD
ATP
2,3-BPG
CaM-PK
a-AMP
CDp
EDTA
FBP
GDP
G-5P
G-6-PD
Hb

HMP
ICSH

KNSHA
LDH
NAD
NADH
PEP
PK

- 8H
TBG
UDP

Kisaltmalar

Adenozin difosfat

Asit ~ sitrat - dekstroz

Adenoczin trifosfat

2.3-bifosfogliserat

Kalsivum/kalmodiline bagimli preotein kinaz
Siklik adenczin monofosfat

Sitidin difosfat

Etilendinitrilo tetraasetik asit

Fruktoz - 1,6 ~ bifoafat

Guanidin difosfat
Glikoz -~&6-fosfat
Glikoz~-6~fosfat dehidrogsenaz '}

Hemoglobin

Heksoz monofosfat

Hematoclojide gstandardizasvonu belirleven
Uluslararas: komite.

Konjenital non-sfercositik hemolitik anemi
Laktat dehlidrogenaz

Nikotin adenin dintkleotit

Rediikte nikotin adenin diniikleotit
Fosfoenopirivat

Piriivat kinaz

Substrat

Rediikte giilfidril grubu

Tirockein baglavan protein

Uridin difosfat
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