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OZET

G6PD Aktivitesi Referans Degerleri Altinda Olan Bireylerde Gen
Ekspresyonlarinin Karsilastirilmasi

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz pentoz fosfat yolunun ilk basamagim
katalizleyen Kkilit bir enzimdir. Eritrositlerde NADPH olusumu icin tek kaynak
pentoz fosfat yolu olup, G6PD eksikliginde NADPH iiretimi onemli olciide
azalmaktadir. G6PD enzim eksikligi enfeksiyonlar sirasinda, bazi ilaclarin
kullanimiyla, yeni dogan donemde, bakla tiiketimiyle ve stres kosullarinda
hemolitik anemiyle sonu¢lanabilir. Enzim aktivitesi diisiik olan olgularin oksidatif
ajanlara maruz kalmasi durumunda bazilarimin eritrositlerinin etkilendigi,
bazilarmin etkilenmedigi goriilmiistiir. Bu duruma acikhik getirebilmek icin G6PD
aktivitesi referans degerleri altinda olan bireylerde G6PD enziminin Kkinetik
ozellikleri, genotipi ve G6PD geninin mRNA ekspresyon seviyeleri arasindaki
iliskinin degerlendirilmesi amaclanmstir.

Calismamiz, G6PD enzim aktivitesi referans arah@indan diisiik veya sifir
olan 3’ii kadin 7’si erkek 10 olgudan olusmaktadir. G6PD aktivitesi Beutler yontemi
ile tayin edilmistir. G6PD enzimi DE-52 anyon degistirici recine ile kismi olarak
saflastirilarak kinetik ozellikleri calisilmistir. Tiim olgularda Mboll enzim kesimi ve
sekans analizi ile Gd Akdeniz mutasyonu genotiplendirilmistir. G6PD geninin
ekspresyon seviyesi 2"4ACt formiiliine gore hesaplanmistir. Elde edilen degiskenler
Korelasyon testi ile degerlendirilmistir.

Calismamizda 4 hastada Gd Akdeniz mutasyonu belirlenmis ve bunlardan 2
olgunun hemizigot, 2 olgunun da heterozigot oldugu bulunmustur. Genin
ekspresyon seviyeleri ile diger degiskenler degerlendirilmistir. Buna gore G6PD
geninin ekspresyon diizeyi ile Kmnapp arasinda yiiksek diizeyde, anlaml pozitif bir
iliski oldugu, Kmcer arasinda orta diizeyde, anlamh pozitif bir iliski oldugu
belirlenmistir Bu da G6PD enziminin substrat baglanma bdlgesinin post-
transkripsiyonel veya post-translasyonel modifikasyon gecirmis olabilecegini
diisiindiirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz, Gen Ekspresyonu, Enzim
Kinetigi
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ABSTRACT

Comparison of Gene Expressions in Subjects With G6PD Activity Below
The Reference Values

Glucose 6-phosphate dehydrogenase is the key enzyme which catalyzes first
step of pentose phosphate metabolic pathway. Unique source of NADPH in
erythrocyte is the pentose phosphate metabolic pathway and synthesis of NADPH
decreases in G6PD deficiency. The deficiency of G6PD deficiency may result in
hemolytic anemia due to drug toxicities, infections during the neonatal period,
consumption of beans and stress conditions. Reported that if exposed to these
conditions, while some case has been affected, some of which has not been affected.
In order to clarify this situation G6PD enzyme Kinetics were studied from cases
GO6PD activity below the reference values. The aim of this study was to evaluate the
relationship between G6PD gene expression and G6PD enzyme Kinetics parameters
and genotype.

Ten cases (7 male and 3 female) of low or null G6PD enzyme activity were
enrolled in this study. Enzyme activity was determined with the Beutler method.
G6PD was partially purified DE-52 anion exchange resin and then enzyme Kinetics
were studied. G6PD Mediterranean mutation was genotyped by sequencing analysis
and Mboll restriction enzyme. G6PD gene expression levels were analyzed by using
the 2-*ACt formula. Variables were evaluated by correlation test.

In this study G6PD Mediterranean mutation were identified in 4 cases two of
hemizygote and two of heterozygote. We evaluated relationship of G6PD gene
expression with other variables. There was statistically significant high positive
correlation with G6PD gene expression levels and Kmnapp, statistically significant
moderate positive correlation with G6PD gene expression levels and Kmcep. This case
is suggested to have different specifications in the substrate binding site as a result
of post-translational or post-transcriptional modifications.

Key Words: Glucose-6-phosphate Dehydrogenase, Gene Expression, Enzyme
Kinetic
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1. GIRIS

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD, EC: 1.1.1.49, B-D-Glukoz-6-Fosfat,
NADP oksidorediiktaz) enzimi pentoz fosfat yolunun ilk ve hiz siirlayicit enzimidir.
G6PD eksikligi bilinen en yaygin kalitsal enzim hastalifidir ve diinyada 500 milyondan
fazla insam etkilemektedir!. Pentoz fosfat yolunun (PFY) temel gorevi organizmaya
NADPH ve riboz fosfatlar1 saglamaktir. PFY hiicrenin sitozoliinde gerceklesir ve her bir
G6PD’ye karsilik 2 mol NADPH iiretilir'.

G6PD geni insanda X kromozomunun uzun kolunun 28nci band bolgesinde
(Xq28) bulunmaktadir. G6PD geni 13 ekson ve 12 introndan olugmaktadir. Enzim 515
amino asit tarafindan kodlanmaktadir. mRNA’s1 20.114 baz ¢ifti (b¢) uzunlugundadir.
Insan G6PD enziminin agirlig1 59.265 daltondur (Da) ve 2 ya da 4 alt birimden olusur?.

Diinya Saglik Orgiitii Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Eksikligi Calisma Grubu
(WHO-G6PD) olciitlerine gore (biyokimyasal, kinetik, klinik), 400’{in iizerinde G6PD
varyant1 tanimlanmigtir. G6PD enzim eksikligi diinya genelinde yaygin oldugu i¢in en
cok calisilan kalitsal hastaliklardan birisidir’. Cukurova bolgesinde yapilan tarama
caligmalar1 sonucunda bu bdlgedeki G6PD eksikliginin oraninin % 8,2 oldugu
bildirilmigtir*. Bolgemizden Adana, Balcali ve Samandag isimleriyle rapor edilen
varyantlar elektroforezde kat ettikleri yol, optimum pH, Kw degerleri, substrat
analoglarini kullanabilme yetenekleri, inhibitorleri ve sicaklik kararliliklart normal enzim
ile karsilastirilarak saptanmistir®,

Enzimin tiim popiilasyon gruplarinda ¢aligilmis olan en genel tipi Gd B’ dir. Gd
Akdeniz (Gd Mediterranean, Gd Med), % 0 ile 10 arasinda bir aktivite gosteren ve
Akdeniz bolgesindeki beyazlarda daha sik rastlanan bir varyanttir. Bu varyantin kinetik
ozellikleri Gd B*, Gd A" ve Gd A” varyantlarindan biiyiik farklilik gdstermektedir?.

G6PD enzim eksikligi, salt enzim yoklugu anlamina gelmemektedir. Enzim
sentezinde rol alan transkripsiyon veya post translasyonel kademelerde bozukluk s6z
konusu olmaktadir. Bu durum, G6PD enzim aktivitesinde azalma, kinetik ve

elektroforetik verilerde degisiklik ile kendini gostermektedir’.



G6PD enzim eksikligi, enfeksiyonlar sirasinda, bazi ilaglarin kullanimiyla, yeni
dogan doneminde, bakla tliketimiyle ve stres kosullarinda hemolitik anemiyle
sonuclanabilir.

Enzim aktivitesi diisiik olan hastalarin, oksidatif ajanlara maruz kalmasi
durumunda bazilarinin etkilendigi, bazilariin etkilenmedigi goriilmiistiir. Bu durumu
acikliga kavusturabilmek amaciyla ¢alismamizda, enzimin kinetik 6zellikleri belirlenmis
ve Gd Akdeniz mutasyonu agisindan degerlendirilmistir. Daha ileri bir ¢alisma olarak da
genin mRNA’sinin gen ifadesi diizeyleri belirlenmeye ¢alisiimistir.

Bu tez ile G6PD enzim aktivitesi referans degerlerinden diisiik olan kisilerde
G6PD enziminin kismi olarak saflastirilmis ve enzim kinetigi ¢calisilmigtir. Daha sonra
DNA’lar izole edilen olgularda Gd Akdeniz mutasyonu taranmigtir. Son asama olarak
tam kandan l6kosit ayrilmis ve olgularin mRNA ekspresyon diizeyleri arasindaki iliski
irdelenmistir. Daha 6nce iilkemizde bu konuda yapilmis benzer bir ¢alisma olmamasi,

teze bir 6zglinliik kazandirmaktadir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PD)

PFY’nin ilk ve kilit enzimi olan Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD; EC:
1.1.1.49, B-D-Glukoz-6-Fosfat, NADP oksidorediiktaz) bakteri, protozoa, mantar, sinek,
balik ve memelileri iceren genis bir canli toplulugunda bulunmaktadir®. Bu nedenle, her
canlida var olan anlamina gelen “ubiquitous” enzim olarak tanimlanmaktadir. Buna
ilaveten, istlendigi biyokimyasal rol nedeniyle yasam i¢in gerekli olan anlamina gelen
“housekeeping” enzim olarak da isimlendirilmektedir’. Enzimin dogal substarati: glukoz-
6-fosfattir (G6P). G6PD tarafindan Nikotinamit Adenin Diniikleotit Fosfatlar (NADP)
iiretilmektedir. NADPH’ler hiicre i¢in ¢esitli rediiktif biyosentezlerde kullanilmaktadir.
NADPH nin eritrositlerdeki en 6nemli rolii, okside glutatyonu (GSSG) rediikte glutatyon
(GSH) haline doniistiirmektir®.

G6PD enzim eksikligi, diinyada en sik rastlanan enzim eksikligidir. Eksikligi
1950’1i yillarda antimalaryal bir ila¢ olan primakinin hemolitik etkisinin arastirilmasi
sonucunda tanimlanmistir. Bu yillardaki ¢alismalar, G6PD enzim eksikliginin X’e bagli
kalitildigmi ve yasl eritrositlerin enzim eksikliginden daha c¢ok etkilendigini

gdstermistir’.

2.2. G6PD Enziminin Tarihcesi

Milattan oOnceki donemlerde Yunanli matematik¢i “Pythagoras”un bakla
tarlasindan gecerek kacmayi reddettigi i¢in Oldiriildigli diisiintilmektedir. Bakla
bitkisinin polenlerinin solunmasi bile baz1 kisilerde hemolize yol agabilmektedir'® !,

G6PD ilk kez, 1931 yilinda Warburg ve Christian tarafindan at eritrositlerinde
tanimlanmis ve “Zwishenferment” olarak isimlendirilmistir'> '°.

1936 yilinda enzim kismen saflastirilmis ve cesitli organizmalarda calismalar
yapilmistir. Daha sonra Lipman, Dickens, Horecker ve Racker tarafindan PFY’de G6PD
enziminin gorevini tantmlamuslardir!>14,

195011 yillarda G6PD enziminin X kromozomuyla kalitildig1 saptanmistir. Yine
ayni yillarda G6PD enzim eksikligi primakin denen sitma ilacinin alimindan sonra

hemolitik kriz geciren hasta grubunda ilk defa tanimlanmustir'>,



1960’11 yillarin baglarinda ise enzimin g¢esitli elektroforetik varyantlari
gosterilmistir. GOPD enziminin degisik 6zellikler gosteren 400’iin lizerinde varyantinin
oldugu bulunmustur!> 1°,

1967 yilinda toplanan Diinya Saglik Orgiitii - Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz
Eksikligi Calisma Grubu (WHO - G6PD) eritrosit G6PD enzim aktivitesini, elektroforetik
analiz ve inhibitdrlere yanit gibi degiskenlerin varyantlarini1 tanimlamada kullanilmasina
karar vermistir'’"°.

G6PD’nin ilk defa primakin kullananlarda belirlenmesinden dolay1 bu genetik
eksiklik onceleri “primakin duyarliligr” ismini almigtir. Daha sonra Fava fasulyesinin
(Fava beans; Vicia fava) yenilmesi ile de ortaya ¢iktig1 i¢in de bu enzim eksikligine
“favizm”de denilmektedir? 2% 2!,

G6PD geni 1986 yilinda klonlanarak niikleotit ve amino asit dizisi
tanimlanmistir> 22*.Chen ve arkadaslar1 1991°de, G6PD geninin tam dizi analizini
belirleyerek, insan G6PD geninin DNA’sindaki 20.114 kilobaz’dan (kb) olustugunu
ortaya koymuslardir®.

Tang ve arkadaslar1 1992°de, Cin’de G6PD eksikliklerinin molekiiler temelini
arastirmiglardir. Yine ayni tarihte Bautista ve ark. ile Maeda ve ark. tarafindan G6PD
enzimi farkli kaynaklardan degisik yontemler kullamlarak birgok kez saflastiriimigtir®®
27

Miwa ve Fujii 1996 yilinda G6PD mutasyonlarindan sorumlu 78 varyanti
listelenmislerdir. Diinya ¢apinda 400 milyon kisinin G6PD eksikliginin; kronik hemolitik
anemi, uyusturucu ya da enfeksiyonun neden oldugu akut hemolitik anemi ile iliskili

oldugunu belirtmislerdir’®-!. Giiniimiizde ise 500 milyondan fazla insanin G6PD enzim

eksikliginden etkilendigi belirtilmistir*.

2.3. G6PD Enziminin Yapisal Ozellikleri

Insan G6PD enzimi monomeri 515 amino asitten olusur. Molekiil agirhig
mikrobiyal tiirlerde 50.000 - 60.000 Da, memeli tiirlerinde ise 58.000 - 67.000 Da
arasinda degisiklik gostermektedir®® 3333,
Tiim dokularda bulunan enzim, ayni1 tip monomerlerin biraraya gelmesi ile olusan,

dimerik, tetramerik ve hekzamerik yapilar seklinde bulunabilir. Bu yapilarin olugmasin;



pH, ortamdaki Mg*? derisimi, protein derisimi ve iyonik kuvvet etkilemektedir®® 3% 37,

Enzim genellikle etkin olarak dimerik yap1 gdsterir (Sekil 2.1.). Insan G6PD enzimi, her
alt birim iki molekiil NADP" ile baglanmuis sekilde yaklasik 59.265 Da molekiil agirligina
sahiptir® 3840,

Enzimin dimerik ya da tetramerik formunu sicaklik, enzim, NADPH derigimi gibi
cesitli etmenler etkilemektedir. Yiiksek pH ve iyonik kuvvet dimer, diisiik pH ve iyonik
kuvvet ise tetramer olusumuna neden olur. Monomerlerin amino asit siralarinda tiirler
arasi benzerlik olmakla beraber birincil, ikincil ve tli¢iinciil yapilar1 arasinda farkliliklar
vardir. G6PD’nin 515 amino asitten olusan birincil yapisinin 64 amino asiti, bakteriden
insana kadar her tiirde aynidir® *!. Enzimin karboksil ucunda hemolitik anemiye neden
olan mutasyon bolgeleri (362. ve 446. amino asitler arasi) bulunmaktadir. Klinik olarak

hafif seyreden mutasyonlar ise enzimin amino ucuna yakin bdlgelerde toplanmaktadir?.

Yapisal NADP*

Koenzim “domain”

Substrat
bolgesi

.....
.......
........
-----
,,,,,,,,
e

Koenzim
boélgesi

B+a “domain”

Sekil 2.1. Insan G6PD enziminin dimerik yapis1*

Insan G6PD’sinin yapisinda bulunan yapisal NADP* nin, enzimin kararliligini
saglamak ve katalitik etkinlik icin substrat olarak gorev almak ftizere 2 islevi
bulunmaktadir. Bu yapisal NADP*’nin, enzimdeki 41inci amino asit olan Glisin ve 42nci
amino asit olan Aspartik asit ile etkilesime girdigi tahmin edilmektedir. Yapisal
NADP*’deki Adenin molekiiliiniin Tirozin 503 ve Arginin 487 arasinda; nikotinamit

molekiiliiniin ise Triptofan 509 ile Tirozin 401 arasinda enzime baglandigi



diistiniilmektedir. Biitiin bu etkilesimler géz Oniinde bulunduruldugunda, yapisal
NADP*’nin ortamdan ayrilmasiyla enzimin alt birimlerinin hepsinde yapisal biitiinligiin

bozulabilecegi diisiiniilmektedir*> +.

2.4. Pentoz Fosfat Yolu

PFY, heksoz monofosfat yolu veya fosfoglukonat oksidatif yolu olarak da
isimlendirilmektedir** %°. PFY, oksidatif ve non-oksidatif olarak 2 yolda gerceklesir.
Oksidatif fazin son fiiriinli riboz-5-fosfattir ve niikleotit sentezinde goérev alir. Olgun
eritrositlerde, antioksidan tamir sistemlerinin ¢aligmasi i¢in gerekli olan NADPH’yi
tireten seceneksiz yol olmasindan dolay1, bu yolagin saglikli isleyisi, eritrositlerin yagami
acisindan kritik éneme sahiptir'> 4% 47, Temel gereksinimi NADPH olan eritrositlere
benzer dokularda, non-oksidatif fazda riboz-5-fosfattan 6nceki ara iiriin ribiiloz-5-fosfat
ise transketolaz ve transaldolaz enzimleriyle yeniden glukoz-6-fosfata katalizlenir*® 4,

Glukoz-6-fosfatin, riboz-5-fosfata katalizlenmesi sekil 2.2°de gosterilmektedir.

Non-oksidatif faz Olcsidatt faz

[ 1 | |
J— Ghukoz-6-fosfat

| —— NADP*
Glokoz-6-fosfat-dehudrogenas

- - NADPH

| transketolaz
transaldolaz 6-F osfoglukonat

- NADP®
&-Fostoglokonat-dehidrogenaz

COz ™~ - NADPH

— Ribilloz-5-fosfat

\ Ketoizomeraz

Riboz-5-fosfat

Niikleotit, koenzim,
DNA RNA

Sekil 2.2. Glukoz-6-fosfatin, riboz-5-fosfata katalizlenmesinde rol alan PFY’ye genel bakis*.



PFY’nin temel gorevi,

Yag asitlerinin biyosentezi ve zincir uzatma reaksiyonlarinda,

Steroitlerin biyosentezinde,

Bazi aromatik amino asitlerin biyosentezinde,

Okside glutatyonun (GSSG) indirgenmesinde,

DNA  sentezi  sirasinda  riboniikleotitlerin ~ deoksiriboniikleotitlere
doniistiiriilmesinde,

Norotransmitter sisteminde,

Peroksitlerin, ilaglarin ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda,
Methemoglobinin hemoglobine doniisiimiinde,

Glukuronik asit yolunda,

L-askorbik asit sentezinde,

Hiicre zarmin biitiinliigiiniin  korunmasinda, kullanilacak NAPDH’leri

uretmektir.

Bunlara ek olarak, niikleik asitlerin de novo sentezinde gerekli riboz-5-fosfatin

eldesinde de 6nemli bir kaynaktir

50, 51

Normal eritrositlerde glukozun % 90’1 glikolizle yikilir iken, % 10’luk bir kismi1
da PFY yoluyla NADPH elde edilmesinde kullanilir'> >3, Glukoz-6-fosfatin 1 no’lu

karbonunun dehidrogenasyonuyla PFY baslar. Bu tepkime G6PD enzimi tarafindan

katalizlenir. Tepkime sonucu 6-fosfoglukonolakton olusur. PFY ve diger sentez yollari

ile baglantist sekil 2.2 ve sekil 2.3°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.3. PFY ve yolagin diger sentez yollar: ile baglantisi>*.

Sonug olarak, PFY’de bes karbonlu karbohidratlar ve NADPH molekiilii sentez
edilir. Bunlar; karbohidrat, ATP, CoA, NAD, FAD, RNA ve DNA gibi 6nemli
biyomolekiillerin yapitasi olarak kullanilir. Bu yolda iiretilen NADPH molekiilleri ise
metabolizmadaki indirgeyici tepkimelere hidrojen saglayict kaynaktir>. Olgun
eritrositlerde antioksidan tamir sistemlerinin c¢alismasi i¢cin gerekli olan NADPH’yi
iireten seceneksiz yol olmasindan dolayi, PFY ’nin saglikli isleyisi, eritrositlerin yasami

agisindan kritik dneme sahiptir®.

2.5. G6PD Enziminin Genetik Ozellikleri

G6PD geni insanda X kromozomunun uzun kolunun 28inci band bélgesinde
(Xq28) bulunmaktadir. G6PD geninden bagka hemofili (faktor 8 ve 9), renk korligi,
kirllgan X (FRAX) gen bélgeleri de bu kromozomal bdlgededir (Sekil 2.4)°. G6PD geni
20,1 kb ve genin kodladigi mRNA ise 2.269 baz cifti (b¢) uzunlugundadir. Gen, 13 ekson
ve 12 intron igerir (Sekil 2.5)*. En kisa ekson 38 bg’den olusan 3iincii ekson, en uzunu
771 bg’den olusan 13iincii eksondur. Ikinci intron disindaki biitiin intronlarin uzunlugu

300 bg’den kisadur. Ikinci intron 11 kb uzunlugundadir. Ekson 1’in tamami, ekson 2’ nin



ilk 8 be, ekson 13’iin ilk 88 b¢ ve 3" ucundan 608 bg proteine doniistiiriilmez®” 8. G6PD
geninin promotoru, ‘“housekeeping” genlerin promotorunun bir¢ok karakteristik
ozelliklerini gostermektedir. Bunlar, ¢esitli Sp1 baglanma yoreleri, tanimlanamayan CAAT
kutusu yaninda, Martini ve arkadaglarinin numaralamasina gore -202’de atipik TATA
(ATTAAAT) kutusudur®®. Genin -1.200 b¢’den linci intronun i¢ine kadar uzanan tiim bélge
GC dizisinden ¢ok zengindir ve HTF adalari (“Hpa II tiny fragments”) olarak tanimlanmustir.
Bu adalarmn transkripsiyonu diizenleyici dizilimler oldugu ve inaktif X kromozomundaki
G6PD geninin sessizlesmesinin bu adalarin tiimiiniin metillenmesi sonucu oldugu
diistiniilmektedir 3! 6% 61

G6PD geninin niikleotit sayis1 20.114 b¢’dir. Amino asitlere karsilik gelen
niikleotit dizilerinin uzunlugu 1.545 bg¢ olup, 515 amino asitlik bir polipeptit zincirini
tamimlar’®: % 63, G6PD proteini siilfidril gruplarinca zengindir ve her alt birim 11 siilfidril

grubu icerir®
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Sekil 2.4. G6PD enziminin kromozom iizerindeki konumu?®
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Sekil 2.5. G6PD geninin intron ve ekson bolgeleri?
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G6PD’nin molekiiler 6zellikleri cizelge 2.1°de belirtilmektedir* 6.

Cizelge 2.1. G6PD’nin molekiiler 6zellikleri

DNA
Gen uzunlugu (kb) 20,1
Ekson sayis1 13
Kodlanan eksonlar 12
mRNA
Niikleotit sayis1 (bg) 2.269
5 kodlanmayan bdlge (bg) 69
Kodlanan bolge (bg) 1.545
3’ kodlanmayan bolge (bg) 655
Protein
Amino asit sayist 515
Molekiiler agirlik (Da) 59.265
Aktif enzimin molekiillerinin alt birim say1s1 2 veya 4
Her alt birimdeki NADP’ye baglanan molekiil sayisi 1
Molekiiler spesifik aktivite (U/g Hb )(Eritrositlerde) 7-13*
*83+33

* WHO’ya gore

2.6. G6PD Enziminin Kalitimi

G6PD enzimi X kromozomuna bagli resesif gec¢is gostermektedir. Disi bireyler
iki X kromozomu tasidiklarindan dolay: hastaligin ortaya ¢ikabilmesi i¢in disi bireylerin
her iki mutant X kromozomunu da tagimalari gereklidir. Erkeklerde ise tek X kromozomu
oldugundan resesif karakterli mutasyon fenotipik olarak kendini gosterebilmektedir. Bu
nedenle X kromozomuna bagl resesif hastaliklar genellikle erkeklerde goriiliir. Buna
gore, GOPD enzim kalitimi; erkeklerde hemizigot normal (Gd*) veya hemizigot eksiklik
(Gd"), disilerde ise homozigot normal (Gd*/Gd*), homozigot eksiklik (Gd/Gd") veya
heterozigot eksiklik (Gd*/Gd~) bigiminde goriilebilmektedir (Sekil 2.6)> 3166,

10
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Sekil 2.6. G6PD Enziminin Kalitim Semasi

X kromozomuna bagl resesif kalitimda kiz ¢ocuklarinin hasta olabilmesi i¢in,
mutant geni hem anneden hem de babadan almasi, bunun i¢in de babanin hasta, annenin
ise en azindan tastyici olmasi gereklidir. X kromozomuna bagli resesif hastaligin kiz
cocuklarinda gériilmesini agiklayan diger bir durum ise Lyon hipotezidir®’. Bu hipoteze

gore;

e Disi bireylerde bulunan iki X kromozomundan sadece biri aktif digeri
naktiftir.

e Embriyonun erken gelisim asamalarinda iki X kromozomunun hangisinin aktif
kalacag rastgele tayin edilir.

e Aym inaktif X kromozomu tasiyan her bir hiicrenin ¢ogalmasinda X

kromozomu inaktif kalir.

Bu nedenle, G6PD geni bakimindan kadinlarin iki ve erkeklerin bir kopya
tasimalarina karsin, her iki cinste de G6PD enzim diizeyleri ayn1 bulunur. Babast normal
enzim aktivitesi gosteren, hemizigot G6PD eksikligi olan bir erkek g¢ocuga sahip
heterozigot disiler, normal enzim aktivitesi gosterebilirler. Boyle bireylere zorunlu
heterozigot adi1 verilir. G6PD eksikligi, hemizigot erkeklerde ve homozigot disilerde

ortaya ¢gikmaktadir® 8.

11



2.7. G6PD Eksikligi

G6PD enzim eksikligi en yaygin enzimopatilerden birisidir. G6PD enzim
eksikliginin siklig1 Akdeniz iilkelerinde, Afrika’da ve Cin’de daha yiiksek olmakla
birlikte biitiin 1rklarda ve etnik gruplarda tanimlanmistir®® %, Bu eksikligin tanimlanmasi
i¢in, enzim aktivitesinin kantitatif dl¢iimde referans araligindan (7-13 U/g Hb) diisiik
olmas1 gerekmektedir®.

Enzim eksikligi; eritrositler, karaciger ve Iokositler gibi c¢esitli dokularda
goriilebilmektedir. Karacigerde enzim eksikligi daha c¢ok yenidogan sariligina yol
acmaktadir. Eritrositlerde enzim eksikligi c¢esitli seviyelerde hemolitik tablolara yol
acmaktadir. Epidemiyolojik ve in vitro ¢aligmalar, G6PD enzim eksikliginin
“Plasmodium falciparum” enfeksiyona karst korunmada bir avantaj oldugunu

gdstermigtir®® 70 71

. G6PD eksikliginin oldugu eritrositlerdeki malarya parazitinin
gelisiminin normal eritrositlerden daha yavas oldugu goriilmiistiir’ 2. Bu enzim
eksikliginin en 6dnemli belirtileri neonetal sarilik, favizm ve hemolitik anemi oldugu ve
enzimin siddetli eksikliginde kronik nonsferositik hemolitik anemi goriildigi
bildirilmistir'® 7. G6PD eksiklige sahip hastalarda bazi ilaglar, yiyecekler ve enfeksiyon
ile hiicre icin tehlikeli olan serbest radikallerin asir1 iiretimi hemolitik krize neden

olmaktadir*® 747>,

2.8. G6PD Varyantlan

Yapilan arastirmalarda yaklasgitk 500 milyondan fazla kisinin G6PD enzim
eksikligi tasidig1 saptanmistir’ 267577 Dahas1 bdyle bir yaygimliga sahip olan G6PD’nin
degisik kinetik oOzellikler gosteren 400’iin lizerinde varyanti oldugu bilinmektedir.
Molekiiler diizeyde ¢ok farkli olmayan bu varyantlarin biyokimyasal 6zelliklerinin
birbirinden farkli oldugu goézlenmistir. Varyantlarin ¢ogu, dengeli bir polimorfizm
gostermesi sebebiyle herhangi bir oksidan ajanla karsilasip akut hemoliz atagi
gosterinceye kadar asemptomatik olarak kalirlar’® 7,

1967 yilinda toplanan Diinya Saglik Orgiitii-Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz
Eksikligi Calisma Grubu (WHO-G6PD) eritrosit G6PD enzim aktivitesini, elektroforetik

analiz ve inhibitorlere yanit gibi degiskenlerin varyantlarini tanimlamada kullanilmasina

karar vermistir. WHO’nun amaci; degisik laboratuvarlarda tanimlanan ¢ok sayida
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varyantin birbirleriyle karsilastirma zorlugunu ortadan kaldirmak ve yeni varyant
standartlarini olusturmaktir®,

WHO G6PD Calisma Grubu, G6PD enzim eksikliklerini hemoliz diizeyine gore
5 smifa ayrrmustir®®,

Smif I: G6PD aktivitesi normalin % 10 kadar altinda ve kronik hemolitik anemiye
neden olan varyantlar,

Sinif II: Enzim aktivitesi % 10’un altinda olan, siddetli enzim eksikligi gdsteren,
fakat hemolitik anemi goriilmeyen varyantlar,

Siuf III: Enzim aktivitesi % 10 — 60 arasi1 olan, ilaglarla ve enfeksiyonla birlikte
tliml1 hemoliz goriilen varyantlar,

Siif IV: Enzim aktivitesi % 60 — 100 aras1 olan, bir enzim eksikligi gostermeyen
veya cok hafif gosteren varyantlar,

Smif V: Enzim aktivitesi yiiksek olan varyantlar.

Sinif IV ve V varyantlar1 biyologlarin, genetikgilerin ve antropologlarin ilgisini
cekmistir. Clinkii, hem 400°den fazla varyant1 bulunan, hem de bu kadar fazla ¢esitliligi
olan G6PD eksikliginin bu siifina giren varyantlarinin ¢ogunda, klinik bozukluk veya
hemolitik anemi goriilmez.

En yaygin gorilen G6PD varyantlarmin kinetik ozellikleri c¢izelge 2.2°de

verilmistir®! %,

Cizelge 2.2. Yaygin Goriilen G6PD Varyantlari

Kinetik 6zellikler Gd B* Gd A* Gd A~ Gd Akdeniz
% Eritrosit Aktivitesi 100 90+10 14+6 <10
Elektroforetik Gog 100 110 110 100
KiNapp (LM) 2944 2,9-4.4 2,9-4.4 1,4+0,2
Kincep (LM) 60+10 60+£10 60+10 22,5+3,5
Analog Kullanim1

2dG6P <4 <4 <4 25+2

Gal6P 7-15 - - 20

dNADP 55-60 55 55 350
Sicaklik kararliligt Normal Normal Normal Diisiik
Kinapp 9 6,7 13 16
Optimum pH Normal Normal Normal Bifazik
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G6PD B*: Enzimin dogal formudur ve diger diger varyantlarin belirlenmesinde
kullaniir. G6PD B'ye cogunlukla Beyaz Irkta, Asyalilarda, ve Zencilerde
rastlanmaktadir. Aktivitesi normal olup hemoliz goriilmez®* *.

G6PD A*: Normal enzim aktivitesi gosterir ve G6PD B*'ye gore elektroforetik
olarak daha hizli go¢ eder. Bu varyantin olusumunda 376nc1 niikleotitteki A—G degisimi
sonucu Aspartik asitin Asparajine doniisiimii neden olmaktadir™* 8687,

G6PD A~: G6PD’nin en ¢ok goriilen varyantidir. Afrikali zencilerde % 20-30
oraninda goriiliir. Normal katalitik 6zelliklere sahiptir, hemolize neden olmaz. G6PD
B*’den en 6nemli farki elektroforetik olarak hizli go¢ etmesidir. G6PD A*’dan ise yapisal
olarak farklidir. G6PD A*’nin 126nc1 amino asiti asparajin yerine aspartat gegmistir. Bu
tip varyant zencilerde primakine kars1 hassasiyet olusturmustur. Ilimli hemoliz goriliir.
Afrika asilli Amerikalilarda % 10-15 oraninda goriiliir. Bu oran Orta ve Bat1 Afrika’da
da aynidir. Ayrica ltalya, Ispanya gibi Giiney Avrupa, Giiney Dogu Asya, Orta Dogu, ve
Giiney Amerika kokenli beyazlarda da goriilmektedir. GOPD A~ varyant1 tagiyan kisilerin
kemik iligi hiicreleri ve retikiilositleri normal kisilere yakin oldugu halde yash eritrosit
sayilar1 azalmistir. Hem enzim hem de aktivitesi sabit degildir®- 839,

G6PD Akdeniz: G6PD Akdeniz varyant1 536nc1 niikleotitdeki C—T degisimi
sonucu, Serinin Fenilalanin’e doniismesiyle meydana gelir. Beyaz Irkta ve Akdeniz
kokenli insanlarda en ¢ok rastlanan varyanttir. Enzim aktivitesi oldukg¢a azalmistir ve
siddetli hemolize neden olur. Elektroforetik hareketi normaldir. Kinetik 6zellikleri ise
G6PD B*, A” ve A"’ dan oldukga farklidir® 891,

Bazi kisilerde tek bir B bandi, diger bir grupta tek bir A" band1 varken, bir
kisminda da A* ve B* bandlar1 birarada bulunmaktadir. 400°den fazla varyanti bulunan
ve bu kadar ¢ok olan ¢esitliligin, mutasyon nedeniyle ortaya ¢ikan G6PD eksikliginin
cogunda, klinik bozukluk veya hemolitik anemi goriilmez. En sik goriilen varyant G6PD
B* tipidir ve “Wild-type” (dogal tip) allel olarak kabul edilir> 7°.

Ayrica G6PD A™’nin ilaca bagli hemolitik anemiyle de yakin iligkisi vardir. GO6PD
A" ve A varyantlar sitma hastaliginin yaygin olarak goriildiigii Afrika’ya has olarak
tanimlanmasina ragmen, Italya, Ispanya, Giineydogu Asya, Orta Dogu ve Giiney Amerika
kokenli beyazlarda da goriilmektedir. Ayrica enzim aktivitesi ¢cok diisiik olan Mahidol ve
Union varyantlar1 Glineydogu Asya’da en yaygin varyantlardandir. Chicago varyantinda

ise dmiir boyu oldukga siddetli hemolitik anemi goriilmektedir®? 662 %3,
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Sik goriilen G6PD varyantlarinin diinyadaki dagilimu sekil 2.7°de gosterilmistir’’.

G6PD Eksikliginin Frekans: Polimorfik G6PD Varyantlan

<05% [ 7.090%% @ 2A-{202a) () Chatham () Mediterranaan @ Taipei
[] 0.5-2.9%3% 0 10.0-14.9%% () A4{968C) @ Coimbra @ Mahidol @ Union
M 3.0-6.9%% M 15.0-126.0%% ® Aurss @ Cosenza @ Santamaria @ Viangchan
@ Canion @ Kaiping @ Secattle @ Local variant

Sekil 2.7. G6PD Varyantlarinin Diinyadaki Dagilimi

DNA diizeyinde meydana gelen cesitli nokta mutasyonlar genelde G6PD
enziminin substrat baglanma bdlgesinde yer alan amino asitleri etkilemekte ve enzimin
aktivite gdstermesi i¢in protein katlanmalarina ve dimerizasyonuna engel olmaktadir®.
Afrika’da goriilen G6PD A* varyantinda en ¢ok 202A, 376G bdlgesinde mutasyonlar
goriilmektedir. G6PD Akdeniz tipindeyse 563T, Giiney Avrupa, Orta Dogu ve
Hindistan’da da 563 T bélgesinde mutasyonlar goriilmektedir®.

Insan G6PD geni iizerindeki cesitli intron ve ekson bdlgelerinde nokta
mutasyonlar meydana gelmektedir. Mutasyonlarin gerceklestigi bdlgeler ve yaygin

goriilen mutasyonlar sekil 2.8’de gosterilmistir®.
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G6PD Geni Uzerindeki Mutasyonlar
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Sekil 2.8. G6PD Geninde Mutasyonlarin Gergeklestigi Bolgeler ve Yaygin Goriilen Mutasyonlar

G6PD enzim eksikliginin diinyada yaygin varyant ve mutasyonlarinin dagilima,
WHO’nin smiflamasi ve yaygin olan bdlgeler cizelge 2.3’de verilmistir. Bir takim
mutasyonlar bulunduklar1 yerlerde farkli isimlerle adlandirilmislardir ve alt alta yazilmis
isimler aynt mutasyonun degisik bolgelerindeki farkli isimlendirmelerinden

olusmaktadir® %,
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Cizelge 2.3. G6PD enzim eksikliginin diinyada yaygin varyant ve mutasyonlarinin dagilimi

67,95

Variyat ismi Exon Niikleotit Amino asit WHO Yaygin yerler

Gaohe Ex2 95 A>G 32 His>Arg 2 Cin

Gaozhou

Sunderland Ex2 105-107 del 35 Ile del 1 Ingiltere

Aures Ex3 143 T>C 48 Ile>Thr 2 Cezayir, Arabistan,
Ispanya

Asahi Afrika, Italya, Ispanya,

Castilla Ex4 202 G >A 68 Val>Met 3 Kanarya Adalari,

Alabama Meksika

Ferrara

Ube Ex4 241 C>T 81 Arj>Cys 3 Japonya

Konan

A Ex5 376 A>G 126 Asn>Asp 4 Afrika, Ispanya,
Kanarya Adalar1

Mahidol Ex6 487 G>A 163 Gly>Ser 3 G.Asya, Cin, Tayvan

Chinese-3 Ex6 493 A>G 165 Asn>Asp 2 Filipinler

Taipei

Santamaria Ex6 542 A>T 181 Asp>Val 2 Kosta Rika, Italya,
Kanarya Adalar1

Mediterranean Ex6 563 C>T 188 Ser>Phe 2 Italya, Yunanistan,

Dallas Arabistan, Iran,

Birmingham Tiirkiye, Irak, Israil,

Sassari Misir, Yahudiler,

Caglari Yahudi Kiirtleri

Panama

Seattle Ex8 844 G>C 282 Asp>His 2 Italya, Ispanya,

Modena Sardinya, Kanarya

Ferrarall Adanalar1

Athenslike

Mexico

'Viangchan Ex9 871 G>A 291 Val>Met 2 Hindistan, Cin,
Filipinler, Laos

Kalyan Ex9 949 G>A 317 Glu>Lys 3 Hindistan

S.Antioco Ex11 1342 A>G 448 Ser>Gly ? Sardinya

Union Ex11 1360 C>T 454 Arg>Cys 2 Laos, Filifinler, Cin,

Maewo Japonya, Ispanya,

Chinese-2 Italya

Canton Ex12 1376 G>T 459 Arg>Leu ? Cin, Taywan

Kaiping Ex12 1388 G>A 463 Arg>His 2 Laos
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2.8.1. Tiirkiye’de Saptanan G6PD Varyantlar1

G6PD enzim eksikligi diinya genelinde yaygin oldugu i¢in en ¢ok calisilan kalitsal
hastaliklardan birisidir. Tiirkiye’de G6PD iizerine ilk caligmalar 1949 yilinda Demirag,
1951 yilinda Fakacelli ve Konstantinidu tarafindan yapilmis ve favizm olgular1 olarak
bildirilmistir. Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz eksikligi ile ilgili tarama g¢aligmalarinda
Tiirkiye genelinde enzim eksikligi % 0,5 ve Eti Tiirklerinde ise % 8,2 olarak saptanmaistir.
Sipahioglu Ege bolgesinde enzim eksikliginin % 2 - 9 oraninda oldugunu rapor etmistir.
Cukurova’da 1979 yilinda sitmanin yayginlagmasiyla 30.000 dolayinda sitma olgusu
goriilmesi sonucu, hastaliga karst koruyucu bir ilag olan primakinin kullanimiyla ortaya
¢ikan hemolitik anemili bireyler, dikkati GOPD enzimi lizerine ¢ekmistir. Bolgede yapilan
kalitatif tarama c¢aligmalarinda G6PD enzim eksikliginin yaygin oldugu gézlenmistir.
Bugiine kadar degisik arastirma gruplarinin yaptigi tarama c¢alismalarinda enzim
eksikliginin frekansi farkli olarak rapor edilmistir. Yiiregir ve arkadaslarinin sayica biiyiik
bir grup iizerinde yaptig1 ¢aligmada ise GO6PD eksikliginin % 8,2 oldugunu bildirilmistir.
Tufanbeyli’de % 3,7 ve Ceyhan’da % 1,2 gibi diisiik bir oranda olan enzim eksikliginin,
Tarsus ve Antakya’da % 17’ye vardigr saptanmistir. Akoglu ve arkadaglar1 tarafindan
yiiriitiilen ¢alismalarda da benzer sonuglar alinmistir* %7,

Aksoy ve arkadaslar1 1987°de Cukurova bolgesinde yaptiklar1 kinetik ¢alismada
Gd Adana, Gd Samandag ve Gd Balcali varyantlarini tarif etmislerdir. Daha sonra Gd
Adana varyantinin Gd Akdeniz ve 1311 polimorfik ydre mutasyonu tasidigini
gostermiglerdir®™. Aym calisma grubu birisi 1stya dayamikli ii¢ yeni varyant daha
tanimlamistir®. Tiirkiye’de ve Tiirk ailelerinde saptanan varyantlar cizelge 2.4’te

gosterilmigtir’® 1%,
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Cizelge 2.4. Tiirkiye’de bulunmus olan G6PD varyantlari.

Varyant Yil Yazar
Go6PD B* 1967 Berkal
G6PD B~ 1973 Altay
G6PD Ankara 1975 Kohn
G6PD Tarsus 1976 Gahr
G6PD Antalya 1979 Sipahioglu
G6PD Mersin 1981 Akoglu
GO6PD Samandag 1987 Aksoy
G6PD Balcali 1987 Aksoy
G6PD Adana 1987 Aksoy
G6PD Antakya 1988 Aksoy
Istya dayanikli G6PD 1988 Aksoy
G6PD Hacettepe 1989 Kus
G6PD Korkuteli 1989 Alicigiizel
G6PD Aksu 1989 Alcigiizel
G6PD Serik 1989 Yiicel
G6PD Corum 1989 Kus
Gal6P kullanimi yiiksek 1989 Dikmen
G6PD Siirt 1992 Dikmen
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullamlan Cihazlar
1. Kan Sayim Cihazi

2. Santifiyj

. pH Metre

. Normal Terazi

. Hassas Terazi

AN U B~ W

. Spektrofotometre

7. DNA Izolasyon Cihaz1

8. Gii¢ Kaynagi

9. Elektroforez Tanki1
10. Otomatik Pipetler
11. “Thermal Cycler”
12. “ Real Time Thermal Cycler”
13. Etiiv

14. Buz Makinesi

15. Derin Dondurucu
16. Mikrodalga Firin
17. Fotograf makinesi
18. UV Kaynag1

19. Yazic1

20

Sysmex KX-21N
Eppendorf mini-Spin (plus)
WTW pH 525

METTLER P1210
METTLER AJ100
Shimadzu UV-260 ve
EPOCH BioTek

ROCHE MAGNA PURE
LCPG 0747

BIO-RAD POWER PAC 300
BIO-RAD SUB-CELL GT
Gilson Pipetman

AIB Applied Biosystems
Light Cycler 480 Roche
Memert

Scotsman AF-10

Bosch GSD30N12

Argelik MD551

Nikon 5100

U2 LAMP

HP Lazerjet 1080



3.1.2. Kullanmilan Kimyasal Malzemeler
. DE-52 regine
. Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)

. Nikotinamid adenin diniikleotid (NAD)
. Beta-Nikotinamid diniikleotid Fosfat (B-NADP) Sigma
. D-Glukoz-6-fosfat (G6P)

. deamino NADP (dNADP)

. D-Galaktoz-6-fosfat (Gal6P)
. 2-deoksi-glukoz-6-fosfat (2dG6P)

O o0 N N U B~ WD =

[\ I N T NS I NS R N e e T e e e e e e
W NN = O O 0NN N R W N = O

. Dijitonin

. 2-merkaptoetanol
. NaHPO42H>0

. NaH,PO42H,0

. MgCL.6HO

. Tris-HC1

. Tris-Baz

. NaCl

. KCl

. Ethidium Bromdir
. Taq Polimeraz

. Primer

. Mboll Enzimi

. Agaroz

. G6PD Gen Ekspresyon Kiti
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Whatman
Sigma

Sigma

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Sigma

Sigma

Thermo SCIENTIFIC
Sigma

Roche


http://tr.wikipedia.org/wiki/Asetik_asit

3.2. Ornek Toplama ve Deney Akisi

Kan 6rnekleri, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji Bilim
Dalindan saglandi. EDTA’I1 tiiplere alinan 10 mL kanlar, soguk zincir kurallarina
uyularak laboratuvara getirildi ve 6rnekler bekletilmeden kantitatif G6PD tayini yapildi.

Degisik enzim aktivitesine sahip 6rnekler DE-52 iyon degistirici kolondan kismi
olarak saflastirildi. Saflastirilan enzimler, kinetik ¢alisma i¢in —20°C’de saklandi.

Ormneklerin DNA’lar1 izole edilip molekiiler diizeyde c¢alisilmak {izere
buzdolabinda bekletildi.

Gen ekspresyonu analizi i¢in kanlardan yarim saat i¢inde lokositler ayrildi.
Hemen ardindan gen ekspresyonu i¢cin mRNA’lar izole edilerek cDNA eldesine kadar —
70 °C’de muhafaza edildi.

Enzimatik ve molekiiler c¢aligmalarda izlenen deneysel basamaklar1 sema

gostermektedir. (Sekil 3.1)

Ornek (10 mL tam kan EDTA'l ttip)

b

Tam kan saymm

R

Kar_ltitati_f G6_P_D enzim Lakosit eldesi
aktivitesi tayini (_-——-' ﬁ
Kismi saflastirma DNA eldesi mRNA ecldesi
-20 C'de saklama Mutasyon analizi cDNA eldesi
G -70 C'de saklama
Kinetik ¢alisma

G6PD gen ekspresyonu

Sekil 3.1. Calisma Akis Semasi
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3.3. Yontemler

3.3.1. Hematolojik Analiz

3.3.1.1. Prensip

Olgiim yapilacak otomatik kan sayim cihazina siispanse halde verilen parcaciklar,
iletken sivi bir ortamda bulunan iki elektrot arasinda daralip genisleyebilen lobiil
yardimiyla biiyiikliik ve yogunluklarina gore genisletmeleri sonucu bir potansiyel enerji
farki olusturmaktadirlar. Bu enerji farkinin sonucu olusan atomlarin biiyiikligii ve sayisi
ile hiicrelerin sayisi, tipi ve biiyiikliigli arasinda dogru orant1 vardir. Bu prensibe gore
sistemdeki pargaciklarin taninmasi ile olusan degerlerin ya aynen ya da bir takim
hesaplamalarin otomatik olarak yapilmasindan sonra istenen hematolojik degerler elde

edilmektedir®.

3.3.1.2. Aymraglar

Deterjan (Cellclean)

Diliiyent (Cellpack)

“WBC/HGB lyse” ayirac1 (STROMATOLY SER)

3.3.1.3. Yontem
EDTA’l1 tiiplere alinan 10 mL kanin hematolojik verileri Sysmex KX-2IN

otomatik kan sayim cihazi kullanilarak belirlenmistir.

3.3.2. Kinetik Calisma

3.3.2.1. G6PD Enzim Aktivitesinin Kantitatif Ol¢iimii

3.3.2.1.1. Prensip

Enzim aktivitesi tayininde Beutler yontemi kullanilmistir. Yontem, G6P’nin
G6PD enzimi varhiginda 6-fosfoglukolaktona doniisiimii sirasinda indirgen NADP " nin

340 nanometre (nm)’deki absorbans artisinin 5 dakika (dk) boyunca 6l¢iimii temeline

dayanmaktadir. Tepkime 37 °C’de, 1 cm 151k yoluna sahip kuvartz kiivette
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gerceklesmektedir. Absorbans artisinin 5 dk boyunca dogrusal oldugu zaman araligindaki

Optik Dansite (OD) degerleri dikkate alinarak hesaplama yapilir'®!,

3.3.2.1.2. Ayrraglar
1. Sodyum Fosfat Tamponu 50 mM, pH 7,0 (Stok ¢ozelti)
2. Sodyum Fosfat Tamponu 5 mM pH 7,0

Sodyum Fosfat Tamponu (Stok ¢ozelti) 100 mL

Na-EDTA 0,372 g

B-NADP 0,0157 g

2-merkaptoetanol 0,07 mL

Son hacim 1 litre ve pH 7,0 olacak sekilde saf suda ¢oziiniir.

3. Dijitonin % 0,02

4. MgClh 0,1 M

5. Tris Tamponu 1 M, pH 8,0
6. D-G6P 6 mM

7. B-NADP 2 mM
3.3.2.1.3. Yontem

3.3.2.1.3.1. Hemolizat Hazirlanmasi

Santrifiij tiiplerine, Na-EDTA’l1 tiipten alinan 1 mL kan 3.000 devirde (rpm) 10
dk santrifiij edilerek plazmasi atilir. Eritrosit pelleti tizerine 1/5 oraninda serum fizyolojik
(SF) eklenir, yavasca altiist edilir ve tekrar santrifiij edilip {ist faz atilir. Bu islem 3 defa

tekrarlandiktan sonra hemolizat asagidaki gibi hazirlanir!!2,

Eritrosit pelleti 50 uL
Sodyum fosfat tamponu (5 mM, pH 7,0) 100 uL
Dijitonin (% 0,02) 650 uL

Taze hemolizattan G6PD aktivitesi tayin edilip; aktiviteyir hesaplamak i¢in
hemolizatin hemoglobin miktar1 Sysmex KX-21N kan sayim cihazi ile dl¢iiliir.
G6PD enzim aktivitesinin kantitatif tayini i¢in gerekli olan c¢ozeltiler ve

derigsimleri ¢izelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. G6PD enzim aktivitesinin kantitatif tayini i¢in gerekli olan ¢dzeltiler ve derigsimleri

Ayrraclar Ornek (mL) Kor (mL)
Saf su 1,95 3,0
0,1 M MgCl: 0,3 -

1 M Tris Tamponu 0,3 —

6 mM D-G6P 0,3 -

2 mM B-NADP 0,3 -
Hemolizat 0,15 -
Toplam hacim 3,0 3,0

Hazirlanan 6rnek tliptindeki tepkime, 1 cm 151k yollu kuvars kiivetlerde, 37 °C’de,
spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda, 5 dk boyunca takip edilir. Kor olarak saf su
kullanilir. Olusan NADPH’nin yarattig1 OD farkindan yola ¢ikarak her bir 6rnekte G6PD

aktivitesi saptanir.

AOD Toplam Hacim 1
Zaman (dk) Hemolizat/Eliisyon Hacmi 6,22*

Enzim Aktivitesi (U/mL) =

Yukaridaki formiilden hesaplanan G6PD enzim aktivitesi U/g Hb olarak bulunur.

* 1 uM NADP; 1 cm 151k yoluna sahip kiivette, 340 nm dalga boyu 6l¢iimiinde
6,22 OD degeri vermektedir.

3.3.3. G6PD Enziminin Kismi Olarak Saflastirilmasi

3.3.3.1. Prensip
Iyon degistirici recine ile saflagtirma islemi, iyonik yiiklerin isaret ve biiyiikliikleri
farkina dayanir. G6PD enziminin kismi saflagtirilmasinda kullanilan anyon degistirici,

dietilaminoetil (DEAE)’in islevsel grubu CH2CH>NH(C:Hs): olup zayif iyon

degistiricidir.!0% 103
3.3.3.2. Ayiraglar
1. Sodyum Fosfat Tamponu 50 mM pH 7,0 (Stok ¢ozelti)
2. Sodyum Fosfat Tamponu SmM pH 7,0
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Sodyum Fosfat Tamponu (Stok ¢ozelti) 100 mL

Na-EDTA 0372 ¢g
B-NADP 0,0157 g
2-merkaptoetanol 0,07 mL

Son hacim 1 litre ve pH 7,0 olacak sekilde saf suda ¢ozliniir.

3. NaCl % 0,9

4. Dijitonin % 0,02

5. Sodyum Fosfat + KC1 Tamponu pH 7,0
Sodyum Fosfat SmMpH 7,0
KCl1 0,25M

3.3.3.3. Yontem

3.3.3.3.1. Anyon Degistirici Recinenin (DE-52) Hazirlanmasi
5 mM sodyum fosfat tamponunda bir gece sisirilen 25 g DE-52 anyon degistirici

recine pH’si 7,0 olana kadar tamponla yikanir.

3.3.3.3.2. Hemolizatin Re¢ineden Sokiilmesi
Hazirlanan hemolizat ile anyon degistirici regine 1:3 oraninda karigtirilarak +4

°C’de, bir gece boyunca diisiik devirli calkalayici ile karistirilir.

3.3.3.3.3. Baglanmayan Proteinlerin Recineden Sokiilmesi
Hemolizat ve anyon degistirici recine karigimina ait {ist faz her defasinda protein
aktivitesi Olciilerek (280 nm’deki OD’si okunarak) siipernatan uzaklastirilir. Protein

aktivitesi sifir olana kadar 5 mM sodyum fosfat tamponu ile devam edilir.

3.3.3.3.4. Baglanan Proteinlerin Recineden Sokiilmesi

Hemolizat ve anyon degistirici re¢ine karisimi, ucuna cam pamugu yerlestirilmis
kolona aktarilir. Kolon 0,25 M KCI iceren 5 mM sodyum fosfat tamponuyla yikanir.
Eliisyonlar toplanarak protein derisimleri Olgiiliir. Protein derisimi yiiksek olan
elisyonlarin G6PD aktiviteleri olgiiliir. En yiliksek aktiviteye sahip eliisyonun G6PD
kinetigi calisilir.
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3.34. Kismi Saflastirlan G6PD Enziminin Kinetik Ozelliklerinin

Incelenmesi

3.3.4.1. Prensip

Glukoz-6-fosfatin, 6-fosfoglukonata doniisiimii sirasinda olusan NADPH miktari,

tepkimeyi katalizleyen G6PD aktivitesi ile dogru orantilidir. Enzim aktivite 6l¢iimii, in

vitro kosullarda gergeklestirilen tepkime sirasinda olusan NADPH’nin 340 nm dalga

boyundaki OD farkinin hesaplanmasi esasina dayanir

3.3.4.2. Ayiraclar
1. MgCl»

2. Tris Tamponu
3. B-NADP

4. B-NADP

5. D-G6P

6. D-G6P

7. deamino-NADP
8. D-Gal6P

9. NAD

3.3.4.3. Yontem

0,1 M

1 M, pH 8,0
2 mM

400 uM

6 mM

2 mM

2 mM

6 mM

2 mM

3.34.3.1. Kismi Saflastirllan G6PD Enzimine Ait Kmnapp Degerinin

Hesaplanmasi

G6PD enzimine ait Km napp degerinin hesaplanmasi igin gerekli olan ¢ozeltiler ve

derigimleri Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. GOPD enzimine ait K, napp degerinin hesaplanmasi igin gerekli olan ¢ozeltiler ve derisimleri

Ayraclar (mL) 1 2 3 4 5 6 7 8
Saf su 1,75 1,80 1,85 1,90 1,95 1,975 2,0 2,025
0,1 M MgCl. 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
1 M Tris Tamponu 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
6 mM D-G6P 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
400 uM NADP 0,3 0,25 0,2 0,15 0,10 0,075 0,050 0,025
Eliisyon* 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05

* Eliisyon, kismi saflagtirilan G6PD enzimidir.

Hazirlanan 6rnek tliptindeki tepkime, 1 cm 151k yollu kuvars kiivetlerde, 37 °C’de,
spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda, 5 dk boyunca takip edilir. Kor olarak saf su
kullanilir. Olusan NADPH nin yarattig1 OD farkindan yola ¢ikarak her bir 6rnekte G6PD
aktivitesi saptanir. Hesaplanan enzim aktiviteleri arasindaki fark, her tiipiin farkli NADP*
derisimine sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Lineweawer-Burke grafigine

dondistiiriilen bu degerlerle K napp degeri saptanir.

3.3.4.3.2. Kismi Saflastirllan G6PD Enzimine Ait Kmcer Degerinin
Hesaplanmasi
G6PD enzimine ait Kmcep degerinin hesaplanmasi icin gerekli olan ¢ozeltiler ve

derigimleri cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3. GOPD enzimine ait Kingep degerinin hesaplanmasi igin gerekli olan ¢ozeltiler ve derisimleri

Ayrraclar 1 2 3 4 5 6 7 8
Saf su 1,75 1,80 1,85 1,90 1,95 1,975 2,0 2,025
0,1 M MgCl. 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
1M Tris Tamponu 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
2 mM B-NADP 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
2 mM D-G6P 0,3 0,15 0,12 0,09 0,075 0,060 0,050 0,045
Eliisyon* 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050

* Eliisyon, kismi saflagtiritlan G6PD enzimidir.
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Hazirlanan 6rnek tiipiine Kmnapp 0l¢lim yonteminin aynist uygulanr.

3.3.4.3.3.Kismi Saflastirilan G6PD Enziminin Analog Calismasi
G6PD enziminin analog caligmasi i¢in gerekli olan ¢ozeltiler ve derigimleri

cizelge 3.4’te gosterildigi bicimde hazirlamigtir.

Cizelge 3.4. G6PD enziminin analog ¢aligsmasi igin gerekli olan ¢ozeltiler ve derisimleri.

Ayrraclar (mL) 1 2 3 4
0,1M MgCl: 0,3 0,3 0,3 0,3
IM Tris Tamponu 0,3 0,3 0,3 0,3
2mM B-NADP - - 0,3 0,3
6mM D-G6P 0,3 0,3 - -
2mM d-NADP 0,3 - - -
2mM NAD - 0,3 - -
6mM D-Gal-6-P - - 0,3 -
6mM 2-d-G6P - - - 0,3
Eliisyon* 0,050 0,050 0,050 0,050

* Eliisyon, kismi saflastirilan G6PD enzimidir.

Hazirlanan 6rnek tiipiine Kmnapp 0l¢lim yonteminin aynist uygulanir.

3.3.4.3.4. Kismi Saflastirnlan G6PD Enziminin Sicakhk Kararhhgimin
Incelenmesi

Sicaklik kararlilig1 ¢alisilacak olan eliisyon, 46 °C’ye ayarlanmis su banyosunda
bekletilir. Sifirmei, 10uncu, 20nci ve 60mct dk’lerdeki eliisyonlarin G6PD aktivitesi
saptanir. Sifirinct dk’de enzim aktivitesi % 100 kabul edilir ve diger dk’lerdeki yiizde

degisim, eliisyonun sicaklik kararliligini belirler.

3.3.4.3.5. Kismi Saflastirllan G6PD Enziminin Optimum pH’sinin
Belirlenmesi

Optimum pH’si calisilacak olan eliisyonun pH 7,5’deki enzim aktivitesi % 100
olarak kabul edilir. pH 5, 6, 7, 8, 9 ve 10°daki aktiviteler % olarak hesaplanir.
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3.3.5. Molekiiler Calisma

3.3.5.1. DNA Eldesi

3.3.5.1.1. Prensip

DNA’lar MagNA Pure LC otomatik DNA izolasyon cihazinda izole edilmistir.
Ornekler, kaotropik tuz ve Proteinaz K iceren 6zel bir tampon ile inkiibe edilip,
parcalanmaktadir. Ortama manyetik cam pargaciklar eklenir ve 6rnekte bulunan total
niikleik asitler, bu pargaciklarin yiizeyine baglanirlar. Baglanmayan kisimlar cesitli
yikama basamaklari ile ortamdan uzaklastirilirlar ve saflastirilan niikleik asitler diisiik
derisimli tuz tamponu ile ayrigtirihir. Sistem, MagNA Pure LC Cihaz1 ve bilgisayar

kisimlar icermektedir!®> 196,

3.3.5.1.2. Ayiraglar

1. Proteinaz K

2. Pargalayic1 Tampon

3. Manyetik cam parcaciklar
4. Izopropanol

5. Yikama Cozeltileri

6. Eliisyon Tamponu

3.3.5.1.3. Yontem
MagNA Pure LC DNA izolasyonu yontemi asagidaki basamaklardan

olusmaktadir:

1. DNA izole edilecek 6rnekten 500 pL 6rnek kartusuna yerlestirilir.
2. Lizis/baglanma tamponu ilavesiyle hiicreler parcalanarak DNA aciga c¢ikar,
proteinler denatiire olur.

3. Orneklere Proteinaz K ilavesiyle hiicresel proteinlerin par¢alanmasi gerceklesir.
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4. Yiksek iyonik giicteki lizis/baglanma tamponu, ¢esitli tuz derigimleri ve
izopropanol varliginda DNA, eklenen manyetik parcaciklarin silika ytizeylerine
baglanir.

5. Manyetik pargaciklara baglanan DNA manyetik olarak lize ugramis diger
kisimdan ayrilir.

6. Manyetik parcaciga baglanmis DNA yikama tamponlariyla tekrar tekrar
yikanarak protein (niikleazlar), hiicre membranlari, heparin veya hemoglobin
gibi PCR inhibitorlerinden uzaklagtirilir. Boylece tuz derisimi diiser.

7. DNA ile baglh manyetik pargaciklar yikama tamponundan manyetik olarak
uzaklastirilirlar.

8. Saflastirilan DNA eliisyon kartusunda 70°C’de 100 pL elde edilir.

9. Elde edilen DNA’larin derisimi EPOCH spektrofotometre ile 6lgtildii.

3.3.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

3.3.5.2.1. Prensip

PCR, genel anlamda in vitro sartlarda DNA cogaltma yontemidir. PCR ile
l16kositlerden, degisik doku ve organizmalardan elde edilen DNA’nin kopyalanmasi sonucu
in vitro olarak niikleik asitler cogaltilir. Bu yontemde istenilen DNA parcasinin kopyalanarak
cogaltma islemi, bu DNA par¢asina komplemanter 20 - 30 baz uzunlugunda sentetik olarak
sentezlenmis iki 6ncii DNA yani primer yardimi ile olmaktadir. Birinci asamada, ¢ogalacak
dizilimi igeren DNA pargasinin zincirleri yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmaktadir
(denatiirasyon). Daha sonra 1sinin diisiiriilmesi ile de primerler kendine komplementer DNA
parcasina yapismaktadir (annealing). Ikinci olarak, komplementer DNA parcasina yapisan
primerlerin 3' OH’sine, ortamda bulunan deosikniikleozit trifosfatlar (ANTP), 1s1ya dayanikl
bir bakteri tiirlinden (7hermus aquaticus) elde edilen DNA polimeraz enzimi yardimiyla 3’
5" fosfodiester bagi ile baglanarak zincir uzamasini (extansion) saglamaktadir. Bu sekilde
denatiirasyon, annealing ve extansion basamagindan olusan her bir dongii sonunda, istenen

DNA pargasi 2" olarak ¢ogalmaktadir (n; gogaltma isleminde uygulanan dongii sayisidir)*
38,43
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3.3.5.2.2. Ayiraglar
1. 20X Tris Tamponu, pH 8,8

Tris.HCI1 680 mM

Amonyum stilfat 166 mM

MgCl» 68 mM

BSA 1.700 pg/mL olacak sekilde

10 mL hazirlanir.
2. dNTP Karigim1 6 mM
100 mM stok dATP, dCTP, dGTP, dTTP’den son derisim 6 mM olacak sekilde her

dNTP’lerden esit hacimde alinarak hazirlanir.

3. Dimetilsiilfoksit (DMSO) % 50
4. Genomik DNA 1 ng/100 pL
5. Primer

Primer F — 5-ACTCCCCGAAGAGGGGTTCAAGG
Primer R —» 5~ CCAGCCTCCCAGGAGCGCGGAAG
6. Tag Polimeraz Enzimi (5 U/mL)

3.3.5.2.3. Yontem

Tag DNA polimeraz eklenmeksizin son hacim 100 pL olacak sekilde
amplifikasyon tiipii icerisinde hazirlanan PCR karigim1 vorteks yardimiyla karistirilir ve
santrifiij edilir. Bu karisim 6 dk 99 °C’de inkiibe edilerek DNA’nin denatiirasyonu
saglanir. Sicaklik 56 °C’ye ulasinca 7ag DNA polimeraz ilave edilir. Her bir dongii 94
°C’de 45 saniye, 56 °C’de 45 saniye, 72 °C’de 45 saniye olacak sekilde uygulanir. PCR

karigimi ¢izelge 3.5°te verilmistir.
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Cizelge 3.5. PCR karisimi

Ayrrag Miktar (uL) Son Derisim
20X Tris Tampon 5 1X Tris Tamponu
dNTP (6 mM) 2,8 0,6 mM
DMSO (% 50) 10 % 5

DNA Degisken 1 pug/100 puL
Primer (150 ng/pL) 1 150 ng/100 uL
Primer (150 ng/pL) 1 150 ng/100 pL
Tagq Polimeraz (5 U/uL) 0,4 2 U/100 uL
Steril saf su 100 pL’ye tamamlanir

Amplifiye DNA; % 2’lik agaroz jelde, 150 miliAmper (mA) akimda, 30 dk
yirttilir. Jel, etidiyum bromiir (0,5 pg/mL) ile boyanarak fazla etidiyum bromiir saf su
ile yikanarak jelden uzaklastirilir. Boyanan jel, UV 1s1k altinda incelenerek fotografi

cekilir.

3.3.5.3. Amplifiye G6PD Gen Uriiniiniin Restriksiyon Endoniikleaz ile
Kesimesi (RFLP)

3.3.5.3.1. Prensip
Restriksiyon endoniikleazlar, genom i¢inde var olan kesim yerlerini ortadan

kaldirir veya yeni kesim yerleri olustururlar. Bu degisim, agaroz jel elektroforezi ile

gosterilir’® %6,
3.3.5.3.2. Ayiraglar
1. 10X Tris Tamponu, pH 7,5
Tris.HCl1 6 mM
NaCl 50 mM
MgCl> 6 mM
DTT I mM

2. Mboll Restriksiyon Enzimi
Enzimin son derisimi 0,5 U/20 pL olacak sekilde kullanilir. Enzimin tanidig

0zgiin dizi ve kesim yeri asagidaki gibidir.
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5'...GAAGA(N)s...3’
3'...CCTTCT(N);...5"
3. Amplikon

3.3.5.3.3. Yontem
G6PD geninin istenilen bolgesi PCR ile cogaltildiktan sonra, DNA {iriini

mutasyon aranacak bolgeye 0zgii restriksiyon enzimi olan Mboll ile kesilmistir. RFLP

icin gerekli olan ¢ozeltiler cizelge 3.5°te verilmistir.

Cizelge 3.6. RFLP i¢in gerekli olan ¢ozeltiler

Ayrrag Miktar (uL) Son Derisim
10X Tampon 2 1X tamponu
Amplikon 10 6 ng/20 pL
Mboll Enzimi 1 0,5 U/20 uL
Steril saf su 7

Cizelge’deki karisim 37 °C’de bir gece inkiibe edilir. % 3’lik agaroz jelde, 150
mA akimda, 70 dk yiiriitiiliir. Daha sonra agaroz jel, 0,5 pg/mL derisimde etidyum bromiir

ile muamele edilir. Saf suda yikanan jel UV 151k altinda incelenilerek fotografi ¢ekilir.
3.3.5.4. Dizi Analizi

3.3.5.4.1. Prensip

Otomatize DNA dizi analizinde, Sanger ve Coulson’un zincir sonlandirilmasi
prensibine dayali yontem kullanilmistir. Bu yontemde, DNA polimeraz enzimi
dNTP’lerin yaninda deoksiribozin 3' pozisyonunda OH grubu tasimayan ddNTP’leri de
substrat olarak kullanmaktadir. Sentezlenen DNA iplik¢igine INTP eklendiginde uzama
devam ederken, ddNTP’ler eklenince zincir uzamasi durmaktadir. Otomatize DNA dizi
analizinde reaksiyonlarin baglangicinda floresans veren madde ile isaretli primer veya

niikleotidler kullanilarak baz dizilimi gdzlenebilir hale getirilmektedir'®,
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3.3.5.4.2. PCR Asamasi

3.3.5.4.2.1. Prensip

Dizi analizi i¢in Oncii sablon olusturacak amplikonun sentezlenmesidir.

3.3.5.4.2.2. Ayraclar
1. 10X Tris Tamponu (3.3.5.3.2 bashigindaki gibi hazirlanir.)
2. ANTP Karisimi 6 mM
100 mM stok dATP, dCTP, dGTP, dTTP’den son derisim 6 mM olacak sekilde her
bir ANTP’den esit hacimde alinarak hazirlanir.
3. Dimetilsiilfoksit (DMSO) % 50
4. Amplikon
5. Primer
Primer F - 5'-~ACTCCCCGAAGAGGGGTTCAAGG
Primer R — 5-CCAGCCTCCCAGGAGCGCGGAAG
6. Tag Polimeraz Enzimi (5 U/mL)
7. “ExoSAP”

3.3.5.4.2.3. Yontem

10X Tris Tampon 2,5
dNTP (6 mM) 0,7
DMSO (% 50) 2,5
Amplikon Degisken
Primer F (150 ng/uL) 2

Primer R (150 ng/uL) 2

Tag Polimeraz (5 U/uL) 0,1

Steril saf su ile 25 pL’ye tamamlanur.

Amplifikasyon kontrolii i¢in, % 1,5’luk agaroz jel dokiiliir. 150 mA akimda, 30
dk yiirtitiiliir. Daha sonra agaroz jel, 0,5 pg/mL derisimde etidyum bromiir ile muamele
edilir. Saf suda yikanan jel UV 1sik altinda incelenir. Amplifikasyon istenilen bigimde

yapilmis ise piirifikasyon yapilir. Piirifikasyon islemi; 8 pL amplikasyon {irliniine, 2 pL
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“ExoSAP” eklenip vorteklenerek, 37 °C’de 30 dk, 85 °C’se 15 dk bekletilmesiyle
gercgeklesir.

3.3.5.4.3. “Cycle Sequencing” Asamasi

3.3.5.4.3.1. Prensip
Cogaltilmis DNA’nin, floresans veren madde ile isaretlenerek baz diziliminin

gozlenebilir hale getirilmesine esasina dayanr.

3.3.5.4.3.2. Ayiraclar
1. “BigDye ReadyReaction Mix”
2. 10X Sekans Tamponu
3. Primer (F veya R) (5 pmol/ puL)
Primer F—5-ACTCCCCGAAGTTGGGTTCATTG
Primer R—5-CCAGCCTCCTTGGAGCGCGGAAG
4. ExoSAP ile islenmis Amplikon

3.3.5.4.3.3. Yontem
EksoSAP ile saflastirilan G6PD geninin PCR f{iriinii tek iplik¢ik haline getirilerek
kapiler elektroforezde dizinin okunmasi iglemidir.

Yontemin agamalart asagidaki gibidir:

“BigDye Ready Reaction” karisimi 2 uL
10X Sekans tamponu 1 uL
Primer (F veya R) (10 pmol/ uL) 1 uL
PCR Uriinii 2ulL
Saf su 4 uL
Toplam 10 uL

Hazirlanan PCR karisimina 96 °C’de 1 dk denatiirasyonun ardindan, 96 °C’de 10
dk ve 50 °C’de 5 s olacak sekilde 30 dongii, 60 °C’de 4 dk 1 dongii uygulandiktan sonra
isleme kadar +4 °C’de bekletilir.

Elde edilen tek iplik¢ik DNA, sefadeks kolonla asag1 tanimlandigi gibi temizlenir:
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1. Sefadeks kolonlarinin igerisine 600 pL saf su konur, vortekslenip 30 dk
bekletilir.

2. 5.400 rpm’de 2 dk santrifiij edilir.

3. Santrifiij sonrasi sefadeksli kolonlarin alt kismi1 ¢ikarilir ve siiziintiiler dokiiliir,
diplerine 5’er pL distile su konur.

4. 10 pL “Cycle Sequencing” iirlinii sefadeks iizerine (kolona temas etmeden)
birakilir.

5. 5.400 rpm’de 1 dk santrifiij edilir.

Sefadeks protokolii ardindan Grnekler otomatik dizi analizi cihazi tabagina
konularak yiiriitme baglatilir. Yiiriitme sonras1 gen dizisinin okuma islemi sekans yazilim

programi ile yapilir.

3.3.5.5. Gen Ekspresyonu
Istenen genin ekspresyon diizeyinin, uygun “housekeeping” gen ekspresyonu ile
oranlanmasina dayanan yontemdir. Caligmamizda “housekeeping” gen olarak kullanilan

referans gen B-Aktin’dir.

3.3.5.5.1. Tam Kandan Lékosit izolasyon

3.3.5.5.1.1. Prensip
“Red Blood Cell Lysis Buffer” ile taze tam kandan eritrositlerin pargalanarak,

16kositlerden mRNA ’larin elde edilmesidir®>.

3.3.5.5.1.2. Ayrraclar
1. “Red Blood Cell Lysis” Tamponu
2.SF % 0,9

3.3.5.5.1.3. Yontem
1. Tam kandan ne kadar alacagimizi hesaplamak i¢in 16kositleri ayiracagimiz kan
orneklerinin 16kosit sayis1 bulunmustur (Sysmex KX 21N kan sayim cihazinda

Olgiilerek). Elde edilen lokosit sayist 1.000 ile carpilir ve bulunan deger
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3.000.000’a boluniir. Alinacak kan miktar1 = [3.000.000 / (WBC x 1.000)]
formiiliinden pL olarak hesaplanir.

2. 1,5 mL ependorf tiip igerisine buldugumuz deger kadar kan 6rnegi ve kan
orneginin 2 kat1 kadar “Red Blood Cell Lysis” ekleyip 15-25 °C ortamda
calkalayici ya da elimizde 10 dk boyunca altiist edilir.

3. Elde edilen kan ve “Red Blood Cell Lysis” karisimi 2.500 rpm de 5 dk veya 13.000
rpm de 30 s santrifiij edilir.

4. Steril bir pipetle dipteki beyaz pellete zarar vermeyecek bir sekilde kirmizi ve
seffaf olan iist faz atilir ve tekrar Red Blood Cell Lysis eklenir. 1 dk boyunca ters
cevrilip inkiibasyona birakilir.

5. Tekrar 2.500 rpm de 5 dk veya 13.000 rpm de 30 s santrifiij edilir.

6. Ust faz tiipiin dibindeki beyaz pellete zarar vermeyecek sekilde atilir.

7. Ust fazin iizerine 450 pL SF ekleyip, 1 dk boyunca elimizde ters ¢evrip 2.500 rpm
de 5 dk veya 13.000 rpm de 30 s santrifiij edilir.

8. Steril bir pipet ile dikkatlice iist faz atilir.

9. Son asamada 300 pL “Red Blood Cell Lysis” Tampon eklenir. Elde edilen

16kositlerden mRNA izole edilene kadar ornekler —20 °C’de saklanir.

3.3.5.5.2. mRNA izolasyonu

3.3.5.5.2.1. Prensip

“High Pure” RNA Izolasyon Kit’i kullanilarak yapilan mRNA izolasyonu, oligo

(dT) bagli manyetik partikiillerle mRNA nin saflastirilmas: prensibine dayanmaktadir'®’,

3.3.5.5.2.2. Ayrraclar
Lokositten mRNA izolasyonu icin, “High Pure” RNA Izolasyon Kit’i kullanilds.

3.3.5.5.2.3. Yontem

1. Hiicre ¢6zeltisinden 200 pL steril bir eppendorf tiiptine alinir.
2. 400 pL “Lysis Binding” Tamponu eklenir. 15 s vortekslenir.
3. Karisim filtreli tiipe aktarilir.
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4. 8.000 rpm de 15 s santrifiij edilir. Alttaki toplama tiipii atilir, yerine yenisi
konur.

5. Steril bir tiipte, 90 pL DNAz Inkiibasyon Tampon ve 10 pL DNAz I karisimi
hazirlanir. Filtreli tiipe pipetlenir ve 15 dk inkiibe edilir.

6. 500 pL Yikama Tamponu I filtreli tiipe eklenir. 8.000 rpm de 15 s santrifiij
edilir. Alttaki toplama tiipii atilir, yerine yenisi konur.

7. 500 puL Yikama Tamponu II filtreli tiipe eklenir. 8.000 rpm de 15 s santrifiyj
edilir. Alttaki toplama tiipii atilir, yerine yenisi konur.

8. 200 pL Yikama Tamponu II filtreli tiipe eklenir. 13.000 rpm de 2 dk santrifijj
edilir. Alttaki toplama tiipii atilir, yerine yenisi konur.

9. Filtreli tiip steril bir eppendorf tiipiine alinir.

10. 100 pL Eliisyon Tampon eklenir. 8000 rpm de 1 dk santrifiij edilir. Alttaki

toplama tiiptindeki izole edilen mRNA’lar steril bir eppendorf riipiine alinir.

3.3.5.5.3. cDNA eldesi

3.3.5.5.3.1. Prensip

mRNA’dan ters transkriptaz enzimi ile cDNA’larin sentezlenmesidir.

3.3.5.5.3.2. Ayrraclar
cDNA eldesi “Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis” Kit ile yapildi.

3.3.5.5.3.3. Yontem

1. Asama

mRNA SuL
Random Hexamer Primer 2 ul
Su 6 uL
Toplam 13 uL

PCR karisimi, 65 °C’de 10 dk inkiibasyon programina konur. “Thermal Cycler”
cDNA I program1 uygulanir.
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2. Asama

5X “Transkriptor Reverse Transcriptase” Tamponu 4 pL

“Protector RNAse Inhibitor” 0,5 uL

Deoksintikleotit karisimi 2 uL

“Transkriptor Reverse Transkriptase” 0,5 uL.

Toplam 7 uL olacak sekilde linci asamada elde edilen iiriinden cDNA

eldesi saglanir. Bu asamada karisima, 25 °C’de 10 dk, 65 °C’de 60 dk, 85 °C’de 5 dk
olacak sekilde cDNA 2 PCR programina uygulanir.

3.3.5.5.4. Gen Ekspresyonu Analizi

3.3.5.5.4.1. Prensip

Hiicre yap1 ve islevlerinin temel elemanlar1 olan proteinlerin ekspresyon
diizeylerindeki degisiklikleri incelemek i¢in mRNA diizeylerinin Gergek Zamanli Ters
Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time RT-PCR) ile kantifikasyonu ve
profillenmesidir. RT-PCR’1n temel prensibi, izole edilen mRNA’larin ters transkriptaz
enzimleri ile cDNA’ya ¢evrilmesiyle kantifiye edilir. RT-PCR’da normal PCR’1n aksine,

amplikon birikimi, floresan bir boya yardimiyla her déngiiniin sonunda belirlenir'®®.

3.3.5.5.4.2. Ayraclar
G6PD enziminin gen ekspresyonu “RealTime ready Singe Assay” kiti ile yapildi.

3.3.5.5.4.3. Yontem

RT-PCR’nin amplifikasyon agamasinda, reaksiyon karisiminda denatiire DNA
primerleri ve problar bulunmaktadir. Annealing agamasinda primerlerin ortamda bulunan
hedef DNA kompenenti ile birlesmesi ve tekrar ayrismasi sonrasinda, ¢ok az boya
molekiilii ¢ift zincire baglanabilir. DNA’ya baglanma sonucunda uyarima bagl olarak
prob molekiillerinin 15181 yaymasinda 6dnemli bir artis olur. Elongasyon siirecinde, daha
cok prob yeni sentezlenen DNA’ya baglanir. Gelecek 1sitma dongilisii icin DNA
denatiirasyonuna bagli olarak prob molekiilleri salinirlar ve flouresans 1sima sinyali

diiser. Her PCR dongiisiiniin elongasyon basamagimin sonunda flouresans 1sik siddeti
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6l¢iimii amplifiye olmus. Her bir erime piki DNA {iriin partikiiliiniin karakteristik erime
sicakligint (Tm) gosterir. Tm sicakliginda DNA’nin % 50°si ¢ift zincirli % 50°si tek

zincirlidir.

cDNA’lar1 yapilan her bir 6rnek i¢in asagidaki PCR karigim1 hazirlandi:

Su 4 uL
LightCycler 480 Probes Master 2X 10 uL
RealTime ready Assay 20X 1 uL
Toplam hacim 15 uL

Pipetlemeler 96 kuyucuklu LightCycler tabagina yapildi ve lizerine 5 pL ¢cDNA
eklendi. Tabagin iizeri plaka ile kapatilarak 4.000 rpm de 4 dk santrifiij edildi ve 6rnek
tabagi RT-PCR’a yiiklendi. LightCycler 480 (Roche, Germany) cihazina, ¢izelge 3.7’ deki
G6PD gen ekspresyon programi girildi.

Cizelge 3.7. Light Cycler 480 RT-PCR Cihazi G6PD Gen Ekspresyon Programi

Son hacimi 20 pL olan PCR karigimi 96°lik tabaga yiiklenir.

Programlar
Program Adi Dongii
Inkiibasyon Oncesi 1
Amplifikasyon 45
Soguma 1
Sicaklik (°C) Siire
inkiibasyon Oncesi
95 10 dk
Amplifikasyon
95 10s
60 30s
72 Is
Soguma
40 30s
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3.3.5.5.5. p-Aktin Protokolii

3.3.5.5.5.1. Prensip

RT-PCR uygulamalarinda, ilgilenilen genin ekspresyon diizeyinin incelenebilmesi
icin dokuda ekspresyonu degismeyen bir diger genin {iriinii olan mRNA ile standardize
edilmesi gereklidir (normalizasyon). Bu amagla ¢esitli doku ve hiicre tiplerinde kullanilan
ve ekspresyonu minimal farklilik gosteren “housekeeping” genler kullanilmaktadir.
Ilgilenilen genin ekspresyon diizeyi, referans gen olarak kullanilan “housekeeping” genin
ekspresyon diizeyine oranlanir.

Hedef genlerin ekspresyon diizeyinin kantitatif olarak belirlenmesi amactyla
yapilan calismalarda, 6nce referans olarak kullanilacak “housekeeping” genin dogru
secilmesi gereklidir. Calismalarda kullanilacak “housekeeping” genin ekspresyon diizeyi,
ne kadar az degiskenlik gostererek sabit kalirsa, hedef genin ekspresyon diizeyinin

belirlenmesi i¢in o kadar giivenilir bir referans olacaktir.

3.3.5.5.5.2. Ayiraclar

B-Aktin Primer 1 pL
B-Aktin Prob 1 uL
Master Karigimi 10 uLL
cDNA SuL
Su 3ulL

3.3.5.5.5.3. Yontem

Hazirlanan B-Aktin karisimlar1 RT-PCR tabagina 15’er pL dagitild1 ve tizerine 5
pL cDNA’lar eklendi. Tabagin {izeri jelatin ile kapatilarak 4.000 rpm de 4 dk santrifiij
edildi. Light Cycler 480 cihazina yerlestirlen tabaga B-Aktin programi uygulanda.

3.4. Istatistiksel Analiz
G6PD aktivitesi referans araligindan diisiik veya sifir olan olgularin mRNA

ekspresyon seviyeleri 272" ydéntemine gore hesaplandi!®

. Hesaplama sonucunda
olgularin ekspresyon seviyeleri ile; GOPD enziminin diistikligi, kinetigi ve Gd Akdeniz

mutasyonu arasindaki iligki SPSS 20.0 Windows Programi kullanilarak saptandi.
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4. BULGULAR

Calismamizda kan oOrnekleri, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Hematoloji Bilim Dalindan saglandi. Olgularin hematolojik verileri, Sysmex KX-21N
kan sayim cihaziyla belirlendi. Taze kandan G6PD enzim aktivitesi Olgiilerek referans
araligindan diisiik veya sifir olan 6rneklerden olusan ¢alisma grubu 3’i kadin 7’si erkek
10 olgudan olustu. Calismamiza katilan 6rnekler, DE-52 anyon degistirici regine ile kismi
olarak saflastirilarak kinetik ¢alismasi yapildi. “Red Blood Cell Lysis” tamponu ile
ayristirilan 16kositlerden, MagNA Pure LC cihaz1 ile DNA izolasyonu yapildi. Izole
edilen DNA’lardan G6PD Akdeniz mutasyonuna bakildi. Ayrica Ekson 6’nin dizi analizi
yapildi. “High Pure RNA Isolation” kit ile I0kositlerden mRNA izole edilip,
“Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis” kit kullanilarak ¢cDNA eldesi yapildi.
“LightCycler 480” cihazi kullanilarak, bu orneklerin G6PD gen ekspresyonu diizeyleri
belirlendi. Sonuglar 222! formiiliiyle hesaplandi. Bulgular arasindaki istatistiksel iligki

SPSS 20.0 programi kullanilarak irdelendi.

4.1. Hematolojik Bulgular

G6PD enzim aktivitesi referans araligindan (7-13 U/g Hb) diisiik veya sifir olan
10 olgu incelendi. Calismanin ilk agsamasinda, G6PD enzim aktivitesi referans araligindan
diisiik veya sifir oldugu daha once belirlenen 3’1 kadin 7°si erkek 10 olgudan EDTA’ I1
tiiplere 10 mL kan alindi.

Olgularin hematolojik verilerine kan sayim cihazinda bakildi. WBC 6,0 —
10,9X10°/L, RBC 3,89 — 6,74X10'%/L, Hb 10,7 — 14,4 g/dL, Hct 28,5 — 43,3 %, MCV
75,4 — 95,6 fL, MCH 21,1 — 29,1 pg, MCHC 29,6 — 37,5 g/dL aralifinda bulundu.
Olgulara ait hematolojik bulgular ¢izelge 4.1’°de toplu olarak gosterildi.
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Cizelge 4.1. Olgularin hematolojik verileri

Olgu Cinsiyet Yas WBC RBC Hb Hct MCV MCH MCHC
10°/L 10'%/L g/dL % fL pg g/dL
E.S. 4 ay 10,9 4,06 11,2 32,2 79,3 27,6 34,8
Cc.0. E 15 6,6 4,66 13,7 38,8 83,3 29,4 35,3
K.E.K. E 12 5,4 4,74 13,3 37,0 78,1 28,1 35,9
S.S. K 34 6,0 431 13,9 41,2 95,6 32,3 33,7
Z.K. K 48 6,9 6,23 10,5 37,6 76,8 21,1 29,6
S.A. K 41 8,8 4,15 11,7 39,8 75,4 27,8 31,7
M.E. E 35 8,1 3,89 10,7 28,5 71,6 26,9 37,5
AK. E 17 7,9 6,73 13,0 37,7 79,1 22,3 30,5
FFA. E 49 7,6 5,22 14,2 41,4 86,7 24,1 31,9
FA. E 58 10,4 4,89 14,4 433 88,5 29,4 33,3
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4.2. Kinetik Bulgular

G6PD enzim aktivitesi referans araligindan diisiik veya sifir olan olgularda,
kantitatif enzim aktivite tayini yapildi. Olgiim sonucunda tiim Orneklerde enzim
aktiviteleri 0 - 3,2 U/g Hb araliginda, X + SD degeri 1,62 + 1,27 olarak bulundu. G6PD
enzimi kismi olarak saflastirildiktan sonra kinetik 6zellikleri ¢alisildi.

DE-52 anyon degistirici regineden kismi olarak saflagtirilan G6PD enzimi, Kn
¢aligmasinda kullanildi. Enzimin substratlar1 olan NADP" ve G6P’ye ilgisine bakild.
Kmnapp' ve Kmagep degerlerinin saptanmasinda Lineweaver-Burk egrisinden yararlanildi.
Farkli G6PD enzim aktivitesine sahip olgularin, farkli substart derisimlerinde degisen
enzim aktivitesi esas alinarak, Kn degerleri hesaplandi. Hesaplama sonuglarina gore
olgularin Kmnapp ’leri 1,8 — 67,5 uM arasinda, Kmgep’leri 16,8 — 106 uM arasinda
bulundu.

Analog kullanimlar1 ¢alismasinda enzimin dogal substratlari olan NADP" ve G6P
ile verdigi aktivite % 100 olarak esas alindi. Diger deney kosullari sabit tutularak, ortama
enziminin substartlar1 yerine analoglart olan dNADP, NAD, Gal6P, 2dG6P eklendi.
Enzim aktiviteleri % olarak degerlendirildi. Degerlendirme sonuglarina gore substrat
kullanim oranlari; ANADP % 42,4 — 196, NAD % 4,3 — 36, Gal6P % 2,4 — 19,2, 2dG6P
% 0 — 29 arasinda bulundu.

Enzimin sicaklik kararliligi belirlenmesinde, G6PD enzimleri 47 °C’de 2 saat
inkiibe edilerek ve belirli araliklarla aktivite tayini yapildi. Enzimin baglangic aktivitesi
ile aralikli 6l¢timlerin % olarak degisimi hesaplandi. Optimum sicaklik ¢alismasinda ise
yine enzimin baglangic aktivitesi % 100 alinip; 35, 45, 50, 55, 60, 65 ve 70 °C’deki
enzimatik aktivite ile oranlandi. Bu orana gore G6PD enziminin optimum calisma
sicakligi 40-50 °C arasinda bulundu.

Kinetik calisma asamasinda son olarak enzimin aktivite gosterdigi optimum
pH’sine bakildi. G6PD enziminin pH 7,5’deki aktivitesi % 100 alinarak ve pH 5, 6, 7, 8,
9 ve 10°daki aktivitesi % olarak oranlandi. Calismada optimum pH, 6 - 8 arasinda
bulundu.

Tiim kinetik ¢alisma verileri ¢izelge 4.4’de verildi. Bu ¢izelgedeki kinetik ¢caligsma
degerlerinin; sonuglari, verileri ve hesaplamalar tek bir olgu (Z. K.) lizerinden gidirilerek

gorsellestirildi.
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Cizelge 4.2. Olgularin kinetik 6zellikleri ve diger varyantlar ile karsilistirilmasi

No Olgu G6PD Km (uM) Analog Kullanimi (%) Optimum | 47°C’de | Optimum
aktivite pH Ilk 20 dak.| Sicakhik
(U/g Hb) Degisim (°O)
(%)
G6P NADP | dNADP| NAD Gal6P | 2dG6P
1 ES. 0 93 2,8 61 12,7 19,2 18 7 1 45
2 C.0. 1,7 72 4,1 72,2 4,7 3,2 14,5 7 s 1 40
3 K.E.K. 0 16,8 1,8 96 16,3 11,8 20 6-8 12 ) 40
4 S.S. 2,7 51,9 9,9 84 11,1 14,7 21,8 7 4 55
5 Z.K. 3,2 39,8 3,62 194 21 2,6 27,7 7-8 41 } 50
6 S.A. 1,6 105,3 16,6 103 13,5 9 29 8 16 } 50
7 M.E. 3,2 34,5 18,2 59 36 8,8 0 8 3 4 40
8 AK. 2,3 106 67,5 97,4 8,5 2,4 4,7 7-9 10 4 40
9 F.F.A. 1,5 92,6 18,1 42,4 4,2 3.9 0 8 8 | 45
10 F.A. 0 449 34 86,7 4,3 17 16,2 6-8 30 | 45
Gd B* 7-13 50-70 2-4 55-60 <1 7-15 <4 - - —
Gd Akdeniz 0-7 19-26 1,2-1,6 350 - 20 23-37 Bifazik 20 -
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4.2.1. Z.K.ye Ait Kinetik Bulgular
G6PD enzim aktivitesi: 0 U/g Hb olarak bulunan Z.K.’nin G6PD enzimi DE-52

recine ile kismi olarak saflastirildi ve kinetik ¢aligsmasi yapildi.

4.2.1.1. G6PD Enzimine Ait Kmnapr* ve KmGer Degerinin Saptanmasi

K degeri Michaelis-Menten sabitidir. Her enzimin kendine 6zel K degeri vardir
ve substratina 6zeldir. Bu da enzimin substrata olan ilgisini yansitir. K, sayisal olarak,
reaksiyon hizinin 2 Vmax’a esit oldugu noktadaki substrat derisimidir. Km, enzim
derigimi ile degismez ve enzimin substratina karsi gosterdigi ilgiyi ifade eder. Sayisal
olarak kii¢iik K, enzimin substratina karsi ilgisinin yiiksek oldugunu gosterir. Clinkii %2
Vmax hizina erismek icin diisiik derisimde substrat yeterli olmaktadir!!”.

G6PD enziminin substratlar1 olan NADP" ve G6P’ye karst ilgisini degerlendirmek
icin K degerleri dl¢glimiinde Lineweaver-Burk grafiginden yararlanildi.

Kmnapp' degerleri, degisik NADP' derisimlerinde degisen G6PD enzimatik
aktivite esas alinarak hesaplandi. Farkli substrat derisimlerinde 5 dk doyunca elde edilen
G6PD aktivitelerinin dogrusal olarak arttigi aralik hesaba katildi. G6PD enziminin
NADP’ye ilgisini belirlemek icin, elde edilen hiz (V) ve substrat (S) derisimleri 1/V ve
1/S’ye cevrilip Lineweaver-Burk grafigine dontistiiriildii. Tiim ¢alisma grubunun Kmnapp
degerleri; x = SD degeri 14,6 £ 19,75 uM’dir. En diisiik Km~napp degeri 1,8 uM olarak
K.E.K. olgusunda, en yiliksek Kmnapp degeri 67,5 pM olarak A K. olgusunda goriildii.
Z.K. olgusunun Kmnapp degeri, matematiksel olarak egriden elde edilen y = 38,152x +
10,53 formiiliinden y = 0, x =—1/Kn degerlerinin yerine konulmasiyla Kin=3,6 uM olarak
hesaplandi.
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Sekil 4.1. Z.K.nin G6PD Kmnapp Analizi Igin Yararlanilan Lineweaver-Burk Grafigi

Kmacep degerleri, degisik GO6P derisimlerinde degisen enzimatik aktivite esas
alinarak hesaplandi. Farkli substrat derisimlerinde 5 dk doyunca elde edilen G6PD
aktivitelerinin dogrusal olarak arttig1 aralik hesaba katildi. G6PD enziminin G6P’ye
ilgisini belirlemek i¢in, elde edilen hiz (V) ve substrat (S) derisimleri 1/V ve 1/S’ye
cevrilip Lineweaver-Burk grafigine doniistiiriildi. Tim c¢alisma grubunun Kungep
degerleri; x = SD degeri 65,68 + 32,25 uM’diir. En diisiik Kmgep degeri 34,5 uM olarak
M.E. olgusunda, en yiiksek Kmgep degeri 105,3 pM olarak S.A. olgusunda goriildi. Z. K.
olgusunun Kmnapp degeri, matematiksel olarak egriden elde edilen y = 287,05x + 7,2012
formiiliinden y = 0, x = —1/Kn degerlerinin yerine konulmasiyla Kn=39,86 uM olarak

hesaplandi.
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Sekil 4.2. Z.K.nin G6PD Kmgep Analizi Igin Yararlanilan Lineweaver-Burk Grafigi

4.2.1.2. G6PD Enzimine Ait Analog Calisma

G6PD enziminin dogal substratlari olan NADP" ve G6P ile verdigi aktivite % 100
kabul edilerek, G6PD enziminin substratlar1 yerine substrat analoglar1 ayn1 derisimde
verildi. Diger deney kosullar1 ayni tutulup enzim aktiviteleri % olarak hesaplandi.

Tiim olgularin; ANADP kullanma oranlar1 % 42,4 ile 194 arasinda olup, x = SD
degeri % 89,57 £ 41,5°dir. ANADP kullanma orani en diisiik % 42,4 ile F.F.A.’da, en
yiiksek % 194 ile Z.K.’de bulundu.

Olgularim NAD kullanma oranlar1 % 4,2 ile 36 arasinda olup x + SD degeri %
13,23 £ 9,71’dir. NAD kullanma orani1 en diisiik % 4,2 olarak F.F.A. olgusunda saptanir
iken, en yiiksek % 36 olarak M.E. olgusunda saptandi.

Gal6P kullanma oranlar1 % 2,6 ile 19,2 arasindadir. x = SD degeri % 12,77 + 10,97
olup, Gal6P kullanma oran1 en diisiik % 2,4 olarak A.K. olgusundaydi, en yiiksek % 19,2
olarak K.E.K. olgusunda goriildii.

2dG6P kullanma oranlart % 0 ile 29 arasinda olup x + SD degeri % 15,19 + 10,51
olarak bulundu. M.E. ve F.F.A. olgularinin 2dG6P’yi analog olarak kullanmadigi, en
yiiksek de % 29 olarak S$.A. olgusunun kullandig1 goriildii.

Z K. olgusunun substrat analoglarin1 kullanma oram cizelge 4.3’te verildigi gibi

aktiviteleri ANAD, NAD, Gal6P, 2dG6P i¢in sirasiyla % 196, 21, 2,6 ve 27,7 bulundu.
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Ayrica Z.K.’nin dNADP analogunu digerlerine gore daha yiiksek oranda kullandig:

saptandi.

Cigelge 4.3. Z.K.’nin Substrat Analoglarini Kullanma Orani

% Aktivite
Eliisyon 100
dNADP 196
NAD 21
GaleP 2,6
2dG6P 27,7

4.2.1.3. G6PD Enziminin Sicaklik Kararlihg:

G6PD enzimi 47 °C’de iki saat inkiibe edildi. Farkli siirelerde enzimlerin
aktivitesi ol¢iiliip baslangic aktiviteleri % 100 olarak alinip aktivite degisimleri % olarak
oranlandi. Ilk 20 dk’deki degisim esas alindi. Olgulardan ilk 20 dk’da en fazla degisim
orant % 41 azalan Z.K., en az degisim ise % 1 ile E.S. oldugu goézlendi. Z.K.’nin G6PD
enziminin sicaklik kararlig1 deneyinde G6PD aktivitesini ilk 20 dk’de % 41 oraninda
kaybettigi gozlendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Z.K’nin 47°°de sicaklik kararlilig1 grafigi

4.2.1.4. G6PD Enziminin Optimum pH’si

G6PD enziminin farkli pH’lerdeki aktivite degisimleri incelenerek, G6PD
enziminin optimum ¢alisma pH’si bulundu. Olgularda optimum c¢alisma pH’si 6-9
arasinda bulundu. Z.K.’nin G6PD enziminin optimum ¢alisma pH’si grafigi sekil 4.4’te
goriildiigii gibi bifazik 6zellik gosterdigi, pH 8 ve 9°da en yiiksek aktiviteyi gosterdigi

saptandi.

UmL

0,09
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0,05
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0,03
0,02
0,01

0 1 2 3 4 2 b 7 8 9 10 11

Sekil 4.4. Z.K’nin Optimum pH Grafigi
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4.2.1.5. G6PD Enziminin Optimum Calisma Sicakhig:

Kismi saflagtirilan G6PD enziminin optimum c¢alisma 1sisinin belirlenmesi igin,
enzimin 25 °C ve pH 8,0°deki aktivitesi % 100 olarak alindi. Daha sonra 37, 45, 50, 60,
65 ve 70 °C’deki aktiviteleriyle % olarak oranlanip enzimin optimum ¢aligma sicakligi
belirlendi. Olgularin optimum ¢alisma sicakligi 40 - 55 °C arasinda bulunmustur. En
yiiksek optimum ¢alisma sicaklig1 55 °C olarak S.S. olgusunda gézlendi. Z.K.’nin G6PD

enziminin optimum ¢aligma sicaklig sekil 4.5.’te goriildiigii gibi 50 °C oldugu bulundu.

Aktivite (%)

Sicaklik (°C)

Sekil 4.5. Z.K’nin Optimum Calisma Sicaklig1 Grafigi

4.3. Molekiiler Bulgular
G6PD enziminin geninin molekiiler diizeyde ¢alisilmasi i¢in, tam kandan izole

edilen DNA’lar ve 16kositlerden elde edilen mRNA’larin cDNA’lar1 kullanildi.

4.3.1. PCR Bulgulan

In vitro sartlarda cogaltilan G6PD geni, % 2’lik agaroz jel elekroforezi ile
gortintiilendi (Sekil 4.6). Cogaltilmis gen, Mboll restriksiyon enzimi ile kesilerek olgularda
G6PD Akdeniz mutasyonu bulunup bulunmadigina bakildi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. G6PD Geninin Enzim Kesimi Oncesi % 2’lik Agaroz Jel Elektroforez Goriintiisii.
Marker olarak ®X174 Haelll Markeri kullanildi. Orneklerin amplikon biiyiikl{igii 547 bg uzunlugundaydi.

G6PD geninin 6nc1 eksonunda 563iincii niikleotidin C—T degisimi sonucu olusan
Gd Akdeniz mutasyonunu saptamak i¢in ekson 6 - 7 bolgesi cogaltilmis, 6rnekler Mboll
restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Mboll restriksiyon endoniikleaz enzimiyle kesim
isleminden sonra % 3’liik agaroz jelde goriintiilendi (sekil 4.7). Enzim ile kesim sonucu
ormek C—T degisimi igermiyor ise amplifiye DNA’da 377 ve 119 b¢’lik iki bant
goriilecektir. 563 mutasyonu yoniinden hemizigot ya da homozigot bir genotipe sahip ise
amplifiye DNA enzim ile kesildiginde 277, 119, 100 b¢’lik bant verecektir. Eger 6rnek
mutasyonu heterozigot olarak tasiyor ise bir X geni normal bir X geni de mutant

oldugundan jelde 377, 277, 119 ve 100 bg’lik 4 bant halinde goriilecektir; (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Mboll Restriksiyon Endoniikleaz Enzimiyle Kesim Isleminden Sonra % 3’liik Agaroz Jeldeki
Goriintimii. Marker olarak ®X174 Haelll Markeri kullanildi (M: “Marker”).

Calisma sonucunda 3ncii, Sinci, 6nct ve 10uncu oOrneklerin G6PD Akdeniz
mutasyonunu; 3 ve 10 numarali olgularin hemizigot, 5 ve 6 numarali olgularin ise

heterozigot olarak tasidig: belirlendi.

4.3.2. Dizi Analizi Sonuclar
Gd Akdeniz’e neden olan, G6PD enziminin 6. eksonunun 563. niikleotidindeki
C—T dontisimii dizi analiziyle gosterildi. Boylece, enzim kesimiyle tanimlanan 4

olgunun G6PD Akdeniz mutasyonu tasidigi bir ileri agamayla dogrulandi.
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Sekil 4.8. G6PD Akdeniz mutasyonu gozlenmeyen $.S. olgusunun DNA Dizi Analizi goriintiisti
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Sekil 4.9.:G6PI.) Akdeniz mut:_zlsy(.)rllu g-t')z.lénén Z.K. olgusunun DNA Dilzi Anail-izi gérﬁntﬁsi.i..
Ok, 563iincii niikleotiddeki C—T degisimini gdstermektedir.

4.3.3. Gen Ekspresyonu

Tiim olgularin G6PD geninin mRNA ekspresyonlari ¢aligildi. Daha sonra kontrol
amagcli iki tekrar daha yapildi. Olgularin mRNA’larinin Cp degerleri 30,15 — 40 arasinda,
x £ SD degeri 34,2 + 3,7 bulundu. Toplamda {i¢ kez calisilan mRNA ekpresyonlarinin

ortalamasi aliarak degerlendirme yapildi. Ikili olarak ¢alisilan mRNA ekspresyonlarinin

RT-PCR goriintiisii sekil 4.10°da verildi.

55

l4az 148



Amplification Curves Sele m

L

i Te)

tha|
& 1483
§ 1285
f e

5 10 15 'R k3 1] 3 [ 45

Sekil 4.10. Tiim olgularmn ¢ift ¢alisilan G6PD Geninin Ekspresyonunun RT-PCR Goriintiisii

G6PD geninin ekspresyon diizeyinin kantitatif olarak belirlenmesi amaciyla
yapilan calismalarda, 6nce referans olarak kullanilacak “housekeeping” genin dogru
secilmesi gereklidir. Caligmada referans gel olarak B-Aktin kullanildi. Referans genin

ekspresyon goriintiisii sekil 4.11°de verildi.

Amplification Curves
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Sekil 4.11. Referans Genin Ekspresyonunun RT-PCR Goriintiisii
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G6PD enzim aktivitesi referans araligindan diigiik veya sifir olan olgularin mRNA
ekspresyon seviyeleri 2724 formiiliine gore hesaplanmustir. 2724 degerleri 0,2 — 17,02
arasinda, x £ SD degeri 3,33 £+ 5,39 bulundu. Hesaplama sonunda elde edilen veriler

cizelge 4.4’°te verildi.

Cizelge 4.4. Olgularin mRNA Ekspresyonlarinin 224 Sonuglar.
Olgu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
2-4A¢t 11,09 0,32 0,2 0,26 0,31 5,06 0,82 17,02 | 7,01 0,63

Korelasyon analizi ile, G6PD enzim aktivitesi referans araligindan diisiik veya
sifir olan olgularin; enzim aktivitesi, dogal substatlarina olan ilgileri (Km), analog
kullanimlari ile gen ekspresyonlari arasindaki iligki irdelendi.

Buna gore, 224 degeri ile Kmnapp arasinda yiiksek diizeyde, anlamli pozitif bir
iliski oldugu, 222 degeri ile Kmep arasinda orta diizeyde, anlamli pozitif bir iligki
oldugu belirlendi. Korelasyon tablosu (Cizelge 4.5) ve Regresyon grafigi (Sekil 4.12 ve
sekil 4.13) asagida verildi.

Cizelge 4.5. Olgularin 222t degeri ile; Kmaep ve Kmnapp nin korelasyon verileri

Kmcer Kmnaop
Pearson Correlation ,682° ,947*
2-AACt Sig. (2-tailed) ,030 ,000
N 10 10

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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5. TARTISMA

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD; EC 1.1.1.49 ), PFY 'nin ilk ve diizenleyici
enzimi olup, glukoz-6-fosfatin 6-fosfoglukonalaktona doniisiimiinii NADP" varliginda
geri donlislimsiiz olarak kataliz etmektedir. PFY ’nin iki temel islevi bulunur: birincisi yag
asidi ve steroit biyosentezleri (adipoz doku, karaciger, adrenal korteks ve siit veren meme
bezi) gibi indirgeyici 6zellikteki sentezler i¢in NADPH {iretmek, ikincisi ise niikleotit ve
niikleik asit biyosentezi i¢in riboz saglanmaktir**,

G6PD enzim eksikliginin siklig1 cografi bolgelere gore degismekte olup, Akdeniz
tilkelerinde goriilme orani yiiksektir. G6PD enzim eksikligi diinyada yaygin olmakla
birlikte en sik Afrika ve Akdeniz cevresi iilkelerde % 12,8 oraninda goriilmektedir.
Tiirkiye’de 6zellikle Akdeniz kiyilarinda yer alan Arap, Kiirt, Eti Tiirkii, Tiirckmen ve
Bulgar gogmenlerinde daha sik rastlanmaktadir. Ulkemizde Cukurova bdlgesinde bu oran
% 5,8 ile % 8,5 arasinda degismektedir'!" 12, Yapilan bir calismada G6PD eksikligi orani
% 12, uzamis sariliklar1 inceleyen bir baska calismada ise % 1,2 olarak saptanmustir.
Kanada’da yapilan calismada ise G6PD eksikligi % 5,4 oraninda saptanmustir'!3,

Bu ¢alismada, G6PD enzim eksikligi referans araligindan diisiik veya sifir olan
bireylerin, herhangi bir oksidatif ajanla karsilagiimas1 durumunda bir kisminin etkilenip
bir kisminin etkilenmemektedir. Bu cergevede, eksikligi olan bireylerde goriilen kismi
etkilenmeye, G6DP gen ekspresyonu diizeyleri irdelenerek yorum getirilmeye
calisiimistir.

Calismamizda G6PD enzim aktivitesi eritrositlerde calisilmistir.  Olgiim
sonucunda tiim drneklerde enzim aktiviteleri 0 - 3,2 U/g Hb araliginda, x = SD degeri
1,62 = 1,27 U/g Hb olarak bulunmustur.”®. Iki olguda G6PD aktivitesinin 0 U/g Hb oldugu
belirlenmistir. Elde edilen degerlerin, WHO’nun belirledigi Gd B" enzim aktivitesinin
referans degerlerinden diisiik oldugu belirlenmistir.

Gd B" ve Gd Akdeniz aktivitesi iizerine Homosistein, Sistein ve N-Asetil Sistein
etkilerinin in vitro kosullarda incelendigi calismada Homosistein’in normal enzim
aktivitesini etkilemedigi fakat ¢ok diisiik derisimlerde dahi Gd Akdeniz mutant enzimini

% 50 oraninda inhibe ettigi gosterilmistir. Sistein ise normal enzim aktivitesini
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etkilemezken, ¢ok yiiksek derisimlerde mutant enzimi % 80 inhibe etmistir. Homosistein
ve benzieri tiyol bilesiklerindeki derisim artislarinin, Gd Akdeniz mutant enzimi inhibe
etmesi, eritrositlerde hemolize kadar giden yogun oksidan etkiye bu molekiillerin de
katkida bulunabilecegini diisiindiirmiistiir''4.

G6PD enziminin varyant analizi i¢in bircok degisken kullanilmaktadir.
Bunlardan; kismi saflastirilan G6PD enziminde kinetik ¢aligmalar, substrat analoglarinin
kullanimi, optimum pH, sicaklik kararliligi ve optimum sicaklik en c¢ok kullanilan
kriterlerdir' 1>,

WHO tarafindan, G6PD enziminin substatlarina ilgisini Olgmek i¢in Ky
degerlerinin 6lgiilmesi 6nerilmis ve Gd B*’nin normal degerlerinin Kmnapp™ 2 — 4 uM,

116 Ttalya’da yapilan bir calismada Kmcep

Kmcep 50 — 70 uM arasinda oldugu bildirilmistir
60 — 95 uM, Kmnappr' 2,9 — 4,4 uM bulunmustur!!'’. Hindistan’da Kmcep normal sinirlar:
60 — 75 uM oldugu bildirilmistir''®. Almanya’da yapilan bir calismada, Kmaep 62,3 £ 13,2
UM, Kmnapp' 5,2 £ 2,1 uM olarak verilmistir'!®. Japonya’daki bir calismada belirtilen
degerler Kmgep 31 — 71 uM, Kmnapp™ 2 — 3,2 uM arasindadir'?®. Cukurova’da yapilan
calisma sonucunda ise Kmcep 67 M, Kmnapp™ 6 uM olarak bulunmustur®’.
Calismamizda G6PD enziminin dogal substratlarina karsi ilgisini degerlendirmek
icin Km degerleri ol¢iildiigiinde, olgularin K.napp degerleri 1,8 — 67,5 uM arasinda x +
SD degeri 14,6 + 19,75 uM, Kmasp degerleri Kmgep’leri 16,8 — 106 uM arasinda x + SD
degeri 65,68 + 32,25 uM bulundu. Gd Akdeniz mutasyonunun belirtilen degerleri
Kmnapp' 1,2 — 1,6 uM, Kmcep 19 —26 uM’diir. Gd Akdeniz mutasyonu saptanan 4 olgudan
sadece K.E.K.’nin Kmnapp™ ve Kmgep degerlerinin referans degerlerde oldugu goriildii.
Kmaep ve Kmnapp” degeri, K.E.K disindaki tiim olgularda Gd Akdeniz’den yiiksek olarak
saptandi. Diger tiim olgularin Kmcep ve Kmnapp™ kullanimi, Gd B*'ya daha fazla yakilik
gosterdi. G6PD enzim aktivitesi sifir olan A.K.’nin G6P’yi yiiksek oranda kullandig:
goriilmiistiir. Yine diger Gd Akdeniz mutasyonu oldugu bilinen 3 olgunun Kmnapp®
kullanimi, Gd Akdeniz mutasyonun kullanim araligina uymadigi goriildii. Bu durum, Gd
Akdeniz mutasyonunun molekiiler incelemede nokta mutasyonu sonucu olustugunu
belirtse de, Gd Akdeniz’in molekiiler heterojeniteye sahip oldugunu gostermektedir.
G6PD enziminin kinetik 6zelliklerinin belirlenmesinde ayrica substrat analoglari

olarak ANADP, NAD, Gal6P ve 2dG6P kullanildi. Bu kinetik 6zellikler, WHO’nun Gd
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B" ve Gd Akdeniz ile ve diger G6PD enzim eksikligi saptanan ¢aligmalarda belirlenen
kinetik 6zellikler ile karsilastirildi.

Gd B"’nin dNADP kullanim yiizdesinin % 55-60 ve Gd Akdeniz’de % 350 oldugu
bildirilmistir'?’. Calismamizda dNADP kullanim oran1 dNADP % 42,4 — 196 arasinda
bulundu. dANADP’nin analog kullanim1 Gd Akdeniz’li 4 olguda referans degerden diisiik
oldugu belirlendi. Ayrica, G6PD enzim aktivitesi 1,5 U/g Hb olan F.F.A.’nin dANADP’yi
diisiik oranda (% 42,4) kullandig1 gézlendi.

WHO tarafindan, Gd B™”nin NAD kullanim oran1 % 1’in altinda oldugu
115

belirtilmistir' °. Gd Akdeniz’in NAD’yi kullanim ile ilgili referans bildirilmemistir.

Papua Yeni Gine’deki ¢aligmalar, G6PD enzim eksikligi olan olgularin NAD substratinin

121 Calismamizda NAD kullanim oran1 %

kullanim oraninin % 3 oldugunu gostermistir
NAD 4,3 — 36 arasinda bulunmugtur. Substrat analogu olarak NAD’yi, M.E. olgusunun
yiiksek oranda (% 36) kullandig1 belirlendi

WHO tarafindan, Gd B"’nin Gal6P kullanim oran1 % 7 — 15, Gd Akdeniz’in ise
% 20 olarak belirtilmistir''®. Enzim eksikligi olan kisilerde, Hindistan’da yapilan bir
calismada G6PD enziminin Gal6P kullanom oram1 % 5 olarak bildirilmistir'2.
Japonya’daki ¢alismada ise Gal6P kullanim1 % 4,3 — 12,7 arasinda bulunmustur'?’. Eber
ve ark.’nin Almanya’da referans degerlerden diisiik bireylerde yaptiklari calismada

124 " Calismamizda

enzimin Gal6P’yi % 10,6 + 3,1 oranda kullandigin1 gostermislerdir
Gal6P kullanim oranm1 Gal6P % 2,4 — 19,2 arasinda bulunup genel dagilima uydugu
gbzlenmistir. Gd Akdeniz mutasyonu olan olgularin Gal6P’y1 diisiik oranda kullandig1
gozlendi.

WHO tarafindan Gd B*’nin 2dG6P kullanim orani1 % 4’iin altinda, Gd Akdeniz’in
ise % 23-37 arasinda oldugu belirtilmistir'’>. Bu analogun kullanimmin Gd Akdeniz
varyatinin tanimlanmasinda 6nemli oldugu ve 2dG6P kullaniminin Gd Akdeniz’in 6n
tanisin1  belirlemede ©nemli bir belirteg oldugu Ferraris ve ark. tarafindan One
siiriilmiistiir'?!. Calismamizda 2dG6P kullanim oran1 2dG6P % 0 — 29 arasinda bulundu.
Substart analogu olarak 2dG6P’yi en fazla oranda kullanan olgu, % 29 ile Gd Akdeniz
mutasyonu olan $.A. oldugu, M.E. ve F.F.A. olgularinin % O ile hi¢ kullanmadig1 gortildii.
Gd Akdeniz mutasyonu olan 4 olgunun 2dG6P’yi substrat analogu olarak kullanma orant,

WHO’nun belirledigi araliklara uyum gostermektedi. Gd Akdeniz mutasyonu olmadig:
halde S.S. olgusunun 2dG6P’yi analog olarak % 21,8 oraninda kullandig1 gozlendi.
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Calisgmamizda olgular, yalniz Gd Akdeniz mutasyonu yoniinden degerlendirildiginden
diger olgularin substrat analoglarin1 kullanma oran1 G6PD genlerindeki mutasyonlarin,
mutasyonlariin 6zelligine gore degisiklik gostermektedir.

Sicaklik kararliligi, eritrosit G6PD 6zelliklerinin arastirilmasinda kullanilan diger
bir degiskendir. WHO, sicaklik kararliligi caligmalarinda 20 dk’de, aktivitede % 20 kayba

neden olan sicaklik derecesinin saptanmasini &nermistir!!® 120,

Bunun yaninda
arastirmacilar tarafindan, G6PD enzim eksikligi referans degerden diisiik olan bir grupta
yaptig1 calismalarda, 47 °C’de inkiibasyon ile enzim aktivitesinin % 50 azaldig:
belirtilmistir'?*. Bir kisim arastirmacilar ise G6PD enzimini 46 — 52 °C arasindaki belirli
bir 1sida 20 dk beklettikten sonra enzimdeki aktivite degisimini % olarak
kaydetmislerdir'?°. Japonya’da 47 °C’de yapilan galigmalarda, normal G6PD enziminin
20nci dk’de aktivitesinin % 77,5, 60inc1 dk’de ise % 59 olarak aktivitesinin devam ettigini
belirtmislerdir'?°.

Bizim ¢aligmamizda, olgularin G6PD enzimlerinin sicaklik kararliliginin % 1 ile
41 arasinda olup, oldukga degisken oldugu gozlendi. ik 20 dk’de Z.K. olgusu, % 41 ile
en ¢ok aktvite diisiisii gosterdi. En az degisiklik gosteren olgu ise ilk 20 dk’de enzim
aktivitesinde sadece % 1’lik bir diisiis olan E.S.’dir.

G6PD enziminin optimum calisma sicaklig: ile ilgili literatiirde herhangi bir
deneysel ¢alisma bulunamamustir. Olgularimizin optimum sicakliklar1 40 - 55 °C arasinda
bulundu. Gd Akdeniz mutasyonunu tasiyan Z.K.’nin sicaklik kararliliginin diisiik
olmasina ragmen, 50 °C sicaklikta en 1yi aktivite gosterdigi goriildii.

WHO tarafindan G6PD enziminin aktivite gosterdigi optimum pH, Gd B"’lerde
belirtilmemis olup, Gd Akdeniz’lerde bifazik dzellikte oldugu bildirilmistir'?. Luzzatto
ve Battistuzzi tarafindan varyant analizinde optimum pH’nin G6PD enziminin Kn ve
analog ¢alismalari kadar dnemli olmadig1 belirtilmistir®. Fakat calismamizda Gd Akdeniz
mutasyonu bulunan 4 olgunun, bifazik olarak optimum pH gosterdigi belirlendi®. Bizim
calismamizda bifazik 6zelligin Gd Akdeniz mutasyonun bir 6zelligi oldugu ve Gd
Akdeniz oldugu belirlenen olgularin WHO’nun belirttigi optimum pH’ye uydugu
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gozlendi °. Gd Akdeniz mutasyonu bulunmayan diger olgularin optimum pH’lerinin 6 -

9 arasinda oldugu bulundu.
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Bildirilen Gd Akdeniz kinetik 6zellikleri ile ¢alismamizda saptanan Gd Akdeniz
olgular1 baz1 farklilik gosterse de molekiiler analizler ile 4 olgunun G6PD genetik
yapisinin Gd Akdeniz oldugunu gosterildi.

Kinetik ve molekiiler 6zellikleri irdelenen olgulara ait bulgular, G6PD enziminin
gecirmis olabilecegi post-transkripsiyonel veya post-translasyonel modifikasyonlar
sonucu farkli 6zellikler kazandigini diistindiirmektedir. Bu olgularda diger bir olasilik da
Gd Akdeniz disinda baska bir mutasyonun taranmasi sonucu farkli bir sense ya da
missense mutasyonlarinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Daha fazla olgu ¢alisilmasi
yaninda, genin diger bolgelerindeki SNP (“Single Niikleotide Polymorphism”)’lerin
varliginin saptanmasina ek olarak, genin diizenlenmesinde bir katkist olup olmadiginin
aragtirtlmasi, G6PD eksikligi olan olgularda klinik izlemdeki farkliliklara agiklik
getirecektir.

G6PD enzim eksikligi, ilk kez 1950’11 yillarin ortasinda kesfedildiginde, nigin
bazi insanlarin antimalarial bir ilag olan primakinin etkisine hassas oldugu merak
edilmistir. Daha sonra etkilenenlerin ¢ogunun asemptomatik oldugu goriilmiistiir.
Bununla beraber eksiklik, bireylerde bazi ilaglarin aliminda, bazi enfeksiyonlar
esnasinda, favizmde, yenidogan sariligi ile akut hemolitik anemi seklinde ortaya
¢ikmaktadir. G6PD enzim eksikligi diinya genelinde en yaygin enzimopati olma 6zelligi
ile hemoglobinopatilerden sonra ikinci siklikla goriilen kalitsal bir hastaliktir ve daha ¢cok
sitmanin endemik oldugu bélgelerde saptanmaktadir® 12!,

140’1n lizerindeki bu mutasyonu bulunan G6PD geninin bugiine kadar en detayl
ve en fazla iizerinde ¢alisilan1 Gd Akdeniz’dir. Ik kez Vulliamy ve arkadaslar1 tarafindan
Gd Akdeniz varyantina enzimin 6nc1 eksonunda 563iincii niikleotitteki C—T
doniisiimiiniin neden oldugu bildirilmistir®’. Diinya’da en yaygim olarak gozlenen Gd
Akdeniz varyantinin Tirkiye’de de, Cukurova ve Antalya bolgesinde yaygin oldugu
molekiiler diizeydeki ¢alismalar ile gosterilmistir'®.

Italya’da yapilan G6PD mutasyon arastirmalarinda Gd Akdeniz (563 C—T)
mutasyonu tiim mutasyonlara oranla % 84, San Antioco (1342 A—G ) % 2,8, Union
(1360 C—T) ise % 8,5 olarak tespit edilmistir. Bununla birlikte Gd Akdeniz (563 C—T)
mutasyonu Kuzey Italya’da % 66,6, Giiney Italya’da % 41,5, Suudi Arabistan, Irak, Iran,
Urdiin, Liibnan ve Israil kokenli ailelerde yapilan galigmalarda biitiin varyasyonlara

oranla % 95,2 oraninda bulunmustur!>63-6883,
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Bu ¢alismamizda, Mboll restriksiyon enzimi ile kesilerek olgularda Gd Akdeniz
mutasyonu bulunup bulunmadigina bakildi. G6PD geninde 10 olgunun 4’iinde (% 40) Gd
Akdeniz mutasyonu tespit edildi. Gd Akdeniz mutasyonunu, 3 ve 10 numarali olgularin
hemizigot, 5 ve 6 numarali olgularin ise heterozigot olarak tasidigi belirlendi.
Buldugumuz mutasyonlarin Gd Akdeniz mutasyonu oldugu, dizi analiziyle dogruland.
Elde edilen bu veriler Tuli ve ark. Cukurova yoresinde yaptig1 ¢alismalarin sonuglariyla
karsilastirildiginda; Tuli, Gd Akdeniz mutasyonunu tiim mutasyonlar igerisinde % 53
oraninda bulmustur®* 4. Acikbas ve ark. Antalya’da 50 G6PD enzim eksikligi olan olgu
tizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada % 70 oraninda Gd Akdeniz mutasyonu tespit
etmisler®. Keskin ve ark. Denizli’de 1950 olgudan 24’{inde G6PD enzim eksikligi (%
1,23) ve PCR-RFLP yontemiyle yaptiklar1 ¢alismada Gd Akdeniz mutasyonunun tiim

127 Bu verileri kendi sonuglarimizla

mutasyonlara oraninin % 79 oldugunu bulmuslardir
karsilastirdigimizda farklilik oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi arastiricilarin farkl
bolgelerde caligsmasi ve farkli sayilarda olgular tizerinde sonuglar elde etmesidir. Ancak,
calismamizda elde edilen sonuglar Tiirkiye’nin farkli bolgelerindeki verilerle paralellik
gostermektedir. Tirkiye’de en sik gorilen Gd Akdeniz mutasyonunun bizim
calismamizda da en sik goriilen mutasyon oldugu tespit edildi.

Elde edilen bulgular, bulunan mutasyonlarin Tiirkiye’de goriilen mutasyonlarla
ozgillik gosterdigine ve Gd Akdeniz’in iilkemizde en sik bulunan varyant olduguna
isaret etmektedir.

Kalitsal metabolik hastaliklar, insan yasaminda dogrudan veya kosullara bagh
olarak degisik diizeylerde saglik sorunlarina yol agmaktadir. Ancak, kalitsal hastaliklarla
ilgili giincel bilimsel bilgi ve teknolojinin dogru birlesimi olusturulup uygulandiginda, bu
saglik sorunlarinin ortaya c¢ikmasit Onlenmektedir. G6PD eksikligi bu tiir kalitsal
metabolik hastaliklardan biridir. G6PD enzimi eksik olan kisilerin biiyiik bir kismi
asemptomatiktir. Klinik bulgu saptananlarda, en sik karsilagilan yenidogan sariligi
disinda hemolitik anemidir. Bazi ilaglarin ve besinlerin alinimiyla 6liimciil olabilen akut
hemolitik krize yol agar. Ayrica dogum sonrasi gelisen ciddi yenidogan sariliginin
nedenlerinden biridir. Bununla beraber G6PD enzim eksikliginin yol ac¢tig1 bu saglik
sorunlar1, risk altindaki aileler dogum oOncesinde veya sonrasinda erken tani ile

saptandiginda 6nlenebilmektedir’™ '°,
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Gelisen molekiiler tan1 yontemleri sonucu DNA diizeyindeki ¢aligmalar ¢ok hizli
kullanim alan1 bulmustur. G6PD enzim eksikligi genetik olarak heterojeniteye sahiptir.
Ayn1 mutasyon farkli kisilerde farkli klinik belirti gosterdigi i¢cin bazi mutasyonlar
hemolitik anemiye neden olurken, bazi olgularda ise hemoliz goriilmemektedir®’ 1?8,

PFY kilit enzimi olan G6PD geni X kromozomunun 28 bolgesinde yer almakta
ve 13 eksondan olusmaktadir. Genin transkripsiyon veya translasyona bagli hatali sentezi
veya posttranslasyonel donemdeki bozuklugu enzim eksikligine neden olmaktadir. Bu
durum o6zellikle eritrositlerde oksidan ila¢ ve maddelere maruz kalindiginda hemolitik
anemiye neden olmaktadir** ®. G6PD enzim aktivitesi diisiik olan hastalarin oksidan
ajanlara maruz kalmasi durumunda bazilarimin etkilendigi, bazilarinin etkilenmedigi
goriilmiistiir. Bu durumu agiklifa kavusturabilmek amaciyla tetikleyici faktorler olan
mRNA’larin gen ekspresyon diizeyleri irdelenmistir.

Calismamizda G6PD enzim aktivitesi referans degerlerden diisiik veya sifir olan
olgularda gen ekspresyonu yapildi ve mRNA ekspresyon seviyeleri 224 formiiliine gore
hesaplandi. Buna gore bu degerler 0,2 — 17,02 arasinda, x + SD degeri 3,33 + 5,39
bulundu. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda ise, 22" degeri ile Kmnapp arasinda
yiiksek diizeyde, anlamli pozitif bir iliski oldugu, 222" degeri ile Kmgep arasinda orta
diizeyde, anlamli pozitif bir iliski oldugu belirlendi'”. Bu durum, G6PD enziminin
substrat baglanma bolgelerinde meydana gelebilecek degisikligin, genin ekspresyonda da
birtakim farkliliga neden oldugunu diisiindiirmektedir.

Tiim bu bilgiler, bize G6PD enziminin canlilar i¢in hayati bir 6nem tasidigini ve
inhibisyonu durumunda ¢ok ciddi saglik problemleri ortaya ¢iktigini1 gésterir. Bu durum
yaptigimiz ¢alismanin 6nemini ortaya koymaktadir.

Bizim c¢alismamizdaki sonuglarla diger ¢alismalarin sonuglarindaki farkliliklar
hasta se¢im kriterlerine bagli olabilecegi gibi bolgemize spesifik mutasyonlarin da
olabilecegini diislindiirmektedir. Bu sebeple calismamizin devaminda olgularimizin
G6PD genlerinde mutasyonlarin1 belirleyip daha sonra gen ekspresyonu yapilmasi

diistiniilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

. G6PD enzim aktivitesi referans degerlerden diisiik veya sifir olan olgularda
yapilan Gd Akdeniz mutasyonu tarama sonucunda 10 olgudan 4'linde Gd Akdeniz
mutasyonu bulunmustur.

. Gd Akdeniz mutasyonu olan olgularin kinetik bulgularinin WHO-G6PD
tarafindan verilen referans aralifina yakin degerlerde oldugu goézlenmistir. Gd
Akdeniz’in bildirilen kinetik 6zelliklerine, Gd Akdeniz mutasyonu olup G6PD
aktivitesi 0 olan K.E.K. olgusu uyum saglamistir.

. Olgularin; enzim aktivitesi, dogal substatlarina olan ilgileri (Km), analog
kullanimlari ile gen ekspresyonlari arasindaki iligki incelenmistir.

. Olgularin G6PD enzim aktivitesi ile kinetik ozellikleri arasinda bir iligki
bulunamamustir.

. G6PD gen ekspresyonu sonucu elde edilen 2724t degeri ile, enzimin dogal
substrati olan NADPye ilgisi olan Kmnapp arasinda yiiksek diizeyde, anlamli
pozitif bir iliski oldugu belirlenmistir.

. G6PD gen ekspresyonu sonucu elde edilen 2724t degeri ile enzimin diger bir
dogal substrati olan G6P’ye ilgisi olan Kmcep arasinda orta diizeyde, anlamli
pozitif bir iliski oldugu belirlenmistir. Bu iliski Korelasyon analizi ile bize neden
sonug bilgisi vermeyip, degiskenlerimiz arasindaki iligkinin miktar1 ve yonii
hakkinda bilgi vermektedir. Daha ileri ¢aligma olarak daha fazla drnek sayisi ile
G6PD gen ekspresyonlart irdelenecektir.

. Oksidatif ajanlara maruz kalma durumunda, bir kissm G6PD enzim eksikligi olan
kisilerin etkilenip, bir kisminin etkilenmemesi durumunu G6PD geninin
mRNA’larinin  ekspresyonu boyutunda inceleyerek farkli bir bakis acis1
kazandirilmigtir. G6PD enziminin substrat baglanma bdolgesinin  post-
transkripsiyonel veya post-translasyonel modifikasyon geg¢irmis olabilecegini
diistindiirmektedir.

. Daha ileri ¢aligma olarak daha fazla olguda 6nce G6PD mutasyon tayini yapip

daha sonra G6PD gen ekspresyonlari arasindaki iligki incelenmelidir.
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EKLER

Ek-1 Etik Kurul Onay Formu

T.C. CUKUROVA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI GIRISIMSEL OL
KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

Toplant: Sayist
14
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Ek-2 Denek Bilgilendirme ve Riza Olur Formu

Arastirmanin Yiiriitiiciileri:

Prof. Dr. Abdullah TULI

Yiiksek Lisans Ogrencisi Basak SANNA

Prof. Dr. Abdullah TULI ve Yiiksek Lisans Ogrencisi Basak SANNA tarafindan
yiriitilen “G6PD Aktivitesi Referans Degerleri Altinda Olan Bireylerde Gen
Ekspresyonlarinin Karsilastirllmas1” bagliklt calismamizda katilimcr olarak yer
alacaksiniz.

Bu calisma gercevesinde sizden alinacak kanlarin G6PD aktivite tayini yapilip
G6PD gen ekspresyon diizeyleri RT-PCR yontemi ile belirlenecektir. Sizden alinacak kan
yukarida bahsedilen amaclarin disinda bir amag i¢in kullanilmayacaktir. Calisma bilimsel
bilgi birikimine katki saglamayir amaglamakta olup, katilimciya dogrudan bir yarar
saglamayacaktir. Elde edilen sonuglar sadece bilimsel amag i¢in kullanilacak, kigisel
bilgiler gizli tutulacaktir. Caligmaya katilmama hakkiniz ve istediginiz zaman ¢alismadan
¢ekilme hakkiniz bulunmaktadir.

Yukarida, bana arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Arastirma hakkinda yeterli yazili ve sozlii agiklama yapildi. Bu kosullarda s6z
konusu Klinik Arastirma’ya rizamizla, higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1
kabul ediyoruz.

Goniilliiniin:

Ad1 Soyadi

Imzas1

Adresi

Tel

Ac¢iklamay1 yapan arastirmacinin:

Ad1 Soyadi

imzam
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