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ÖZET 

 

 

G6PD Aktivitesi Referans Değerleri Altında Olan Bireylerde Gen 
Ekspresyonlarının Karşılaştırılması 

 

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz pentoz fosfat yolunun ilk basamağını 
katalizleyen kilit bir enzimdir. Eritrositlerde NADPH oluşumu için tek kaynak 
pentoz fosfat yolu olup, G6PD eksikliğinde NADPH üretimi önemli ölçüde 
azalmaktadır. G6PD enzim eksikliği enfeksiyonlar sırasında, bazı ilaçların 
kullanımıyla, yeni doğan dönemde, bakla tüketimiyle ve stres koşullarında 
hemolitik anemiyle sonuçlanabilir. Enzim aktivitesi düşük olan olguların oksidatif 
ajanlara maruz kalması durumunda bazılarının eritrositlerinin etkilendiği, 
bazılarının etkilenmediği görülmüştür. Bu duruma açıklık getirebilmek için G6PD 
aktivitesi referans değerleri altında olan bireylerde G6PD enziminin kinetik 
özellikleri, genotipi ve G6PD geninin mRNA ekspresyon seviyeleri arasındaki 
ilişkinin değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 

Çalışmamız, G6PD enzim aktivitesi referans aralığından düşük veya sıfır 
olan 3’ü kadın 7’si erkek 10 olgudan oluşmaktadır. G6PD aktivitesi Beutler yöntemi 
ile tayin edilmiştir. G6PD enzimi DE-52 anyon değiştirici reçine ile kısmi olarak 
saflaştırılarak kinetik özellikleri çalışılmıştır. Tüm olgularda MboII enzim kesimi ve 
sekans analizi ile Gd Akdeniz mutasyonu genotiplendirilmiştir. G6PD geninin 
ekspresyon seviyesi 2-ΔΔCt formülüne göre hesaplanmıştır. Elde edilen değişkenler 
Korelasyon testi ile değerlendirilmiştir.  

Çalışmamızda 4 hastada Gd Akdeniz mutasyonu belirlenmiş ve bunlardan 2 
olgunun hemizigot, 2 olgunun da heterozigot olduğu bulunmuştur. Genin 
ekspresyon seviyeleri ile diğer değişkenler değerlendirilmiştir. Buna göre G6PD 
geninin ekspresyon düzeyi ile KmNADP arasında yüksek düzeyde, anlamlı pozitif bir 
ilişki olduğu, KmG6P arasında orta düzeyde, anlamlı pozitif bir ilişki olduğu 
belirlenmiştir. Bu da G6PD enziminin substrat bağlanma bölgesinin post-
transkripsiyonel veya post-translasyonel modifikasyon geçirmiş olabileceğini 
düşündürmüştür. 

 

Anahtar Kelimeler: Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz, Gen Ekspresyonu, Enzim 
Kinetiği 
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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 
G6PD 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 MboII restriction enzyme. G6PD gene expression levels were analyzed by using 
the 2-ΔΔCt 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 KmNADP, statistically significant 
moderate positive correlation with G6PD gene expression levels and KmG6P. 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 



1 

1. GİRİŞ 

 

 

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD, EC: 1.1.1.49, -D-Glukoz-6-Fosfat, 

NADP oksidoredüktaz) enzimi pentoz fosfat yolunun ilk ve hız sınırlayıcı enzimidir. 

G6PD eksikliği bilinen en yaygın kalıtsal enzim hastalığıdır ve dünyada 500 milyondan 

fazla insanı etkilemektedir1. Pentoz fosfat yolunun (PFY) temel görevi organizmaya 

NADPH ve riboz fosfatları sağlamaktır. PFY hücrenin sitozolünde gerçekleşir ve her bir 

G6PD’ye karşılık 2 mol NADPH üretilir1.  

G6PD geni insanda X kromozomunun uzun kolunun 28nci band bölgesinde 

(Xq28) bulunmaktadır. G6PD geni 13 ekson ve 12 introndan oluşmaktadır. Enzim 515 

amino asit tarafından kodlanmaktadır. mRNA’sı 20.114 baz çifti (bç) uzunluğundadır. 

İnsan G6PD enziminin ağırlığı 59.265 daltondur (Da) ve 2 ya da 4 alt birimden oluşur2. 

Dünya Sağlık Örgütü Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Eksikliği Çalışma Grubu 

(WHO-G6PD) ölçütlerine göre (biyokimyasal, kinetik, klinik), 400’ün üzerinde G6PD 

varyantı tanımlanmıştır. G6PD enzim eksikliği dünya genelinde yaygın olduğu için en 

çok çalışılan kalıtsal hastalıklardan birisidir3. Çukurova bölgesinde yapılan tarama 

çalışmaları sonucunda bu bölgedeki G6PD eksikliğinin oranının % 8,2 olduğu 

bildirilmiştir4. Bölgemizden Adana, Balcalı ve Samandağ isimleriyle rapor edilen 

varyantlar elektroforezde kat ettikleri yol, optimum pH, Km değerleri, substrat 

analoglarını kullanabilme yetenekleri, inhibitörleri ve sıcaklık kararlılıkları normal enzim 

ile karşılaştırılarak saptanmıştır4.  

Enzimin tüm popülasyon gruplarında çalışılmış olan en genel tipi Gd B+’dir. Gd 

Akdeniz (Gd Mediterranean, Gd Med), % 0 ile 10 arasında bir aktivite gösteren ve 

Akdeniz bölgesindeki beyazlarda daha sık rastlanan bir varyanttır. Bu varyantın kinetik 

özellikleri Gd B+, Gd A+ ve Gd A- varyantlarından büyük farklılık göstermektedir2.  

G6PD enzim eksikliği, salt enzim yokluğu anlamına gelmemektedir. Enzim 

sentezinde rol alan transkripsiyon veya post translasyonel kademelerde bozukluk söz 

konusu olmaktadır. Bu durum, G6PD enzim aktivitesinde azalma, kinetik ve 

elektroforetik verilerde değişiklik ile kendini göstermektedir5. 
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G6PD enzim eksikliği, enfeksiyonlar sırasında, bazı ilaçların kullanımıyla, yeni 

doğan döneminde, bakla tüketimiyle ve stres koşullarında hemolitik anemiyle 

sonuçlanabilir. 

Enzim aktivitesi düşük olan hastaların, oksidatif ajanlara maruz kalması 

durumunda bazılarının etkilendiği, bazılarının etkilenmediği görülmüştür. Bu durumu 

açıklığa kavuşturabilmek amacıyla çalışmamızda, enzimin kinetik özellikleri belirlenmiş 

ve Gd Akdeniz mutasyonu açısından değerlendirilmiştir. Daha ileri bir çalışma olarak da 

genin mRNA’sının gen ifadesi düzeyleri belirlenmeye çalışılmıştır. 

Bu tez ile G6PD enzim aktivitesi referans değerlerinden düşük olan kişilerde 

G6PD enziminin kısmi olarak saflaştırılmış ve enzim kinetiği çalışılmıştır. Daha sonra 

DNA’ları izole edilen olgularda Gd Akdeniz mutasyonu taranmıştır. Son aşama olarak 

tam kandan lökosit ayrılmış ve olguların mRNA ekspresyon düzeyleri arasındaki ilişki 

irdelenmiştir. Daha önce ülkemizde bu konuda yapılmış benzer bir çalışma olmaması, 

teze bir özgünlük kazandırmaktadır. 
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2.GENEL BİLGİLER 

 

 

2.1. Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PD) 

PFY’nin ilk ve kilit enzimi olan Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD; EC: 

1.1.1.49, -D-Glukoz-6-Fosfat, NADP oksidoredüktaz) bakteri, protozoa, mantar, sinek, 

balık ve memelileri içeren geniş bir canlı topluluğunda bulunmaktadır6. Bu nedenle, her 

canlıda var olan anlamına gelen “ubiquitous” enzim olarak tanımlanmaktadır. Buna 

ilaveten, üstlendiği biyokimyasal rol nedeniyle yaşam için gerekli olan anlamına gelen 

“housekeeping” enzim olarak da isimlendirilmektedir7. Enzimin doğal substaratı glukoz-

6-fosfattır (G6P). G6PD tarafından Nikotinamit Adenin Dinükleotit Fosfatlar (NADP) 

üretilmektedir. NADPH’ler hücre için çeşitli redüktif biyosentezlerde kullanılmaktadır. 

NADPH’nin eritrositlerdeki en önemli rolü, okside glutatyonu (GSSG) redükte glutatyon 

(GSH) haline dönüştürmektir8.  

G6PD enzim eksikliği, dünyada en sık rastlanan enzim eksikliğidir. Eksikliği 

1950’li yıllarda antimalaryal bir ilaç olan primakinin hemolitik etkisinin araştırılması 

sonucunda tanımlanmıştır. Bu yıllardaki çalışmalar, G6PD enzim eksikliğinin X’e bağlı 

kalıtıldığını ve yaşlı eritrositlerin enzim eksikliğinden daha çok etkilendiğini 

göstermiştir9. 

 

2.2. G6PD Enziminin Tarihçesi 

Milattan önceki dönemlerde Yunanlı matematikçi “Pythagoras”un bakla 

tarlasından geçerek kaçmayı reddettiği için öldürüldüğü düşünülmektedir. Bakla 

bitkisinin polenlerinin solunması bile bazı kişilerde hemolize yol açabilmektedir10, 11. 

G6PD ilk kez, 1931 yılında Warburg ve Christian tarafından at eritrositlerinde 

tanımlanmış ve “Zwishenferment” olarak isimlendirilmiştir12, 13.  

1936 yılında enzim kısmen saflaştırılmış ve çeşitli organizmalarda çalışmalar 

yapılmıştır. Daha sonra Lipman, Dickens, Horecker ve Racker tarafından PFY’de G6PD 

enziminin görevini tanımlamışlardır12-14. 

1950’li yıllarda G6PD enziminin X kromozomuyla kalıtıldığı saptanmıştır. Yine 

aynı yıllarda G6PD enzim eksikliği primakin denen sıtma ilacının alımından sonra 

hemolitik kriz geçiren hasta grubunda ilk defa tanımlanmıştır15. 
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1960’lı yılların başlarında ise enzimin çeşitli elektroforetik varyantları 

gösterilmiştir. G6PD enziminin değişik özellikler gösteren 400’ün üzerinde varyantının 

olduğu bulunmuştur15, 16.  

1967 yılında toplanan Dünya Sağlık Örgütü - Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz 

Eksikliği Çalışma Grubu (WHO - G6PD) eritrosit G6PD enzim aktivitesini, elektroforetik 

analiz ve inhibitörlere yanıt gibi değişkenlerin varyantlarını tanımlamada kullanılmasına 

karar vermiştir17-19. 

G6PD’nin ilk defa primakin kullananlarda belirlenmesinden dolayı bu genetik 

eksiklik önceleri “primakin duyarlılığı” ismini almıştır. Daha sonra Fava fasulyesinin 

(Fava beans; Vicia fava) yenilmesi ile de ortaya çıktığı için de bu enzim eksikliğine 

“favizm”de denilmektedir2, 20, 21. 

G6PD geni 1986 yılında klonlanarak nükleotit ve amino asit dizisi 

tanımlanmıştır2, 22-24.Chen ve arkadaşları 1991’de, G6PD geninin tam dizi analizini 

belirleyerek, insan G6PD geninin DNA’sındaki 20.114 kilobaz’dan (kb) oluştuğunu 

ortaya koymuşlardır25. 

Tang ve arkadaşları 1992’de, Çin’de G6PD eksikliklerinin moleküler temelini 

araştırmışlardır. Yine aynı tarihte Bautista ve ark. ile Maeda ve ark. tarafından G6PD 

enzimi farklı kaynaklardan değişik yöntemler kullanılarak birçok kez saflaştırılmıştır26, 

27. 

Miwa ve Fujii 1996 yılında G6PD mutasyonlarından sorumlu 78 varyantı 

listelenmişlerdir. Dünya çapında 400 milyon kişinin G6PD eksikliğinin; kronik hemolitik 

anemi, uyuşturucu ya da enfeksiyonun neden olduğu akut hemolitik anemi ile ilişkili 

olduğunu belirtmişlerdir28-31. Günümüzde ise 500 milyondan fazla insanın G6PD enzim 

eksikliğinden etkilendiği belirtilmiştir32. 

 

 

2.3. G6PD Enziminin Yapısal Özellikleri 

İnsan G6PD enzimi monomeri 515 amino asitten oluşur. Molekül ağırlığı 

mikrobiyal türlerde 50.000 - 60.000 Da, memeli türlerinde ise 58.000 - 67.000 Da 

arasında değişiklik göstermektedir26, 33-35.  

Tüm dokularda bulunan enzim, aynı tip monomerlerin biraraya gelmesi ile oluşan, 

dimerik, tetramerik ve hekzamerik yapılar şeklinde bulunabilir. Bu yapıların oluşmasını; 
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pH, ortamdaki Mg+2 derişimi, protein derişimi ve iyonik kuvvet etkilemektedir33, 36, 37. 

Enzim genellikle etkin olarak dimerik yapı gösterir (Şekil 2.1.). İnsan G6PD enzimi, her 

alt birim iki molekül NADP+ ile bağlanmış şekilde yaklaşık 59.265 Da molekül ağırlığına 

sahiptir2, 38-40. 

Enzimin dimerik ya da tetramerik formunu sıcaklık, enzim, NADPH derişimi gibi 

çeşitli etmenler etkilemektedir. Yüksek pH ve iyonik kuvvet dimer, düşük pH ve iyonik 

kuvvet ise tetramer oluşumuna neden olur. Monomerlerin amino asit sıralarında türler 

arası benzerlik olmakla beraber birincil, ikincil ve üçüncül yapıları arasında farklılıklar 

vardır. G6PD’nin 515 amino asitten oluşan birincil yapısının 64 amino asiti, bakteriden 

insana kadar her türde aynıdır29, 41. Enzimin karboksil ucunda hemolitik anemiye neden 

olan mutasyon bölgeleri (362. ve 446. amino asitler arası) bulunmaktadır. Klinik olarak 

hafif seyreden mutasyonlar ise enzimin amino ucuna yakın bölgelerde toplanmaktadır2. 

 

 

  
Şekil 2.1. İnsan G6PD enziminin dimerik yapısı39 

 

 

İnsan G6PD’sinin yapısında bulunan yapısal NADP+’nin, enzimin kararlılığını 

sağlamak ve katalitik etkinlik için substrat olarak görev almak üzere 2 işlevi 

bulunmaktadır. Bu yapısal NADP+’nin, enzimdeki 41inci amino asit olan Glisin ve 42nci 

amino asit olan Aspartik asit ile etkileşime girdiği tahmin edilmektedir. Yapısal 

NADP+’deki Adenin molekülünün Tirozin 503 ve Arginin 487 arasında; nikotinamit 

molekülünün ise Triptofan 509 ile Tirozin 401 arasında enzime bağlandığı 
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düşünülmektedir. Bütün bu etkileşimler göz önünde bulundurulduğunda, yapısal 

NADP+’nin ortamdan ayrılmasıyla enzimin alt birimlerinin hepsinde yapısal bütünlüğün 

bozulabileceği düşünülmektedir42, 43. 

 

2.4. Pentoz Fosfat Yolu 

PFY, heksoz monofosfat yolu veya fosfoglukonat oksidatif yolu olarak da 

isimlendirilmektedir44, 45. PFY, oksidatif ve non-oksidatif olarak 2 yolda gerçekleşir. 

Oksidatif fazın son ürünü riboz-5-fosfattır ve nükleotit sentezinde görev alır. Olgun 

eritrositlerde, antioksidan tamir sistemlerinin çalışması için gerekli olan NADPH’yi 

üreten seçeneksiz yol olmasından dolayı, bu yolağın sağlıklı işleyişi, eritrositlerin yaşamı 

açısından kritik öneme sahiptir15, 46, 47. Temel gereksinimi NADPH olan eritrositlere 

benzer dokularda, non-oksidatif fazda riboz-5-fosfattan önceki ara ürün ribüloz-5-fosfat 

ise transketolaz ve transaldolaz enzimleriyle yeniden glukoz-6-fosfata katalizlenir48, 49. 

Glukoz-6-fosfatın, riboz-5-fosfata katalizlenmesi şekil 2.2’de gösterilmektedir. 

 

 

 

Şekil 2.2. Glukoz-6-fosfatın, riboz-5-fosfata katalizlenmesinde rol alan PFY’ye genel bakış44. 
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PFY’nin temel görevi, 

 Yağ asitlerinin biyosentezi ve zincir uzatma reaksiyonlarında, 

 Steroitlerin biyosentezinde, 

 Bazı aromatik amino asitlerin biyosentezinde, 

 Okside glutatyonun (GSSG) indirgenmesinde, 

 DNA sentezi sırasında ribonükleotitlerin deoksiribonükleotitlere 

dönüştürülmesinde, 

 Nörotransmitter sisteminde, 

 Peroksitlerin, ilaçların ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda, 

 Methemoglobinin hemoglobine dönüşümünde, 

 Glukuronik asit yolunda, 

 L-askorbik asit sentezinde, 

 Hücre zarının bütünlüğünün korunmasında, kullanılacak NAPDH’leri 

üretmektir. 

Bunlara ek olarak, nükleik asitlerin de novo sentezinde gerekli riboz-5-fosfatın 

eldesinde de önemli bir kaynaktır50, 51. 

Normal eritrositlerde glukozun % 90’ı glikolizle yıkılır iken, % 10’luk bir kısmı 

da PFY yoluyla NADPH elde edilmesinde kullanılır52, 53. Glukoz-6-fosfatın 1 no’lu 

karbonunun dehidrogenasyonuyla PFY başlar. Bu tepkime G6PD enzimi tarafından 

katalizlenir. Tepkime sonucu 6-fosfoglukonolakton oluşur. PFY ve diğer sentez yolları 

ile bağlantısı şekil 2.2 ve şekil 2.3’de gösterilmektedir. 
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Şekil 2.3. PFY ve yolağın diğer sentez yolları ile bağlantısı54. 

 

 

Sonuç olarak, PFY’de beş karbonlu karbohidratlar ve NADPH molekülü sentez 

edilir. Bunlar; karbohidrat, ATP, CoA, NAD, FAD, RNA ve DNA gibi önemli 

biyomoleküllerin yapıtaşı olarak kullanılır. Bu yolda üretilen NADPH molekülleri ise 

metabolizmadaki indirgeyici tepkimelere hidrojen sağlayıcı kaynaktır55. Olgun 

eritrositlerde antioksidan tamir sistemlerinin çalışması için gerekli olan NADPH’yi 

üreten seçeneksiz yol olmasından dolayı, PFY’nin sağlıklı işleyişi, eritrositlerin yaşamı 

açısından kritik öneme sahiptir56. 

 

2.5. G6PD Enziminin Genetik Özellikleri 

G6PD geni insanda X kromozomunun uzun kolunun 28inci band bölgesinde 

(Xq28) bulunmaktadır. G6PD geninden başka hemofili (faktör 8 ve 9), renk körlüğü, 

kırılgan X (FRAX) gen bölgeleri de bu kromozomal bölgededir (Şekil 2.4)6. G6PD geni 

20,1 kb ve genin kodladığı mRNA ise 2.269 baz çifti (bç) uzunluğundadır. Gen, 13 ekson 

ve 12 intron içerir (Şekil 2.5)2. En kısa ekson 38 bç’den oluşan 3üncü ekson, en uzunu 

771 bç’den oluşan 13üncü eksondur. İkinci intron dışındaki bütün intronların uzunluğu 

300 bç’den kısadır. İkinci intron 11 kb uzunluğundadır. Ekson 1’in tamamı, ekson 2’nin 
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ilk 8 bç, ekson 13’ün ilk 88 bç ve 3′ ucundan 608 bç proteine dönüştürülmez57, 58. G6PD 

geninin promotoru, “housekeeping” genlerin promotorunun birçok karakteristik 

özelliklerini göstermektedir. Bunlar, çeşitli Sp1 bağlanma yöreleri, tanımlanamayan CAAT 

kutusu yanında, Martini ve arkadaşlarının numaralamasına göre -202’de atipik TATA 

(ATTAAAT) kutusudur59. Genin -1.200 bç’den 1inci intronun içine kadar uzanan tüm bölge 

GC dizisinden çok zengindir ve HTF adaları (“Hpa II tiny fragments”) olarak tanımlanmıştır. 

Bu adaların transkripsiyonu düzenleyici dizilimler olduğu ve inaktif X kromozomundaki 

G6PD geninin sessizleşmesinin bu adaların tümünün metillenmesi sonucu olduğu 

düşünülmektedir3, 31, 60, 61. 

G6PD geninin nükleotit sayısı 20.114 bç’dir. Amino asitlere karşılık gelen 

nükleotit dizilerinin uzunluğu 1.545 bç olup, 515 amino asitlik bir polipeptit zincirini 

tanımlar58, 62, 63. G6PD proteini sülfidril gruplarınca zengindir ve her alt birim 11 sülfidril 

grubu içerir64, 65. 

 

 

Şekil 2.4. G6PD enziminin kromozom üzerindeki konumu6 

 

 

Şekil 2.5. G6PD geninin intron ve ekson bölgeleri2 
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G6PD’nin moleküler özellikleri çizelge 2.1’de belirtilmektedir4, 6. 

 

 

Çizelge 2.1. G6PD’nin moleküler özellikleri 

DNA   

     Gen uzunluğu (kb)  20,1 

     Ekson sayısı  13 

     Kodlanan eksonlar  12 

mRNA   

     Nükleotit sayısı (bç) 2.269 

     5' kodlanmayan bölge (bç)  69 

     Kodlanan bölge (bç) 1.545 

     3' kodlanmayan bölge (bç) 655 

Protein   

     Amino asit sayısı  515 

     Moleküler ağırlık (Da) 59.265 

     Aktif enzimin moleküllerinin alt birim sayısı 2 veya 4 

     Her alt birimdeki NADP’ye bağlanan molekül sayısı 1 

     Moleküler spesifik aktivite (Ü/g Hb )(Eritrositlerde) 7-134 

*8,3 ± 3,3 

* WHO’ya göre  

 

 

2.6. G6PD Enziminin Kalıtımı 

G6PD enzimi X kromozomuna bağlı resesif geçiş göstermektedir. Dişi bireyler 

iki X kromozomu taşıdıklarından dolayı hastalığın ortaya çıkabilmesi için dişi bireylerin 

her iki mutant X kromozomunu da taşımaları gereklidir. Erkeklerde ise tek X kromozomu 

olduğundan resesif karakterli mutasyon fenotipik olarak kendini gösterebilmektedir. Bu 

nedenle X kromozomuna bağlı resesif hastalıklar genellikle erkeklerde görülür. Buna 

göre, G6PD enzim kalıtımı; erkeklerde hemizigot normal (Gd+) veya hemizigot eksiklik 

(Gd), dişilerde ise homozigot normal (Gd+/Gd+), homozigot eksiklik (Gd/Gd) veya 

heterozigot eksiklik (Gd+/Gd) biçiminde görülebilmektedir (Şekil 2.6)2, 31, 66. 
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Şekil 2.6. G6PD Enziminin Kalıtım Şeması 

 

 

X kromozomuna bağlı resesif kalıtımda kız çocuklarının hasta olabilmesi için, 

mutant geni hem anneden hem de babadan alması, bunun için de babanın hasta, annenin 

ise en azından taşıyıcı olması gereklidir. X kromozomuna bağlı resesif hastalığın kız 

çocuklarında görülmesini açıklayan diğer bir durum ise Lyon hipotezidir67. Bu hipoteze 

göre; 

 

 Dişi bireylerde bulunan iki X kromozomundan sadece biri aktif diğeri 

inaktiftir. 

 Embriyonun erken gelişim aşamalarında iki X kromozomunun hangisinin aktif 

kalacağı rastgele tayin edilir. 

 Aynı inaktif X kromozomu taşıyan her bir hücrenin çoğalmasında X 

kromozomu inaktif kalır. 

 

Bu nedenle, G6PD geni bakımından kadınların iki ve erkeklerin bir kopya 

taşımalarına karşın, her iki cinste de G6PD enzim düzeyleri aynı bulunur. Babası normal 

enzim aktivitesi gösteren, hemizigot G6PD eksikliği olan bir erkek çocuğa sahip 

heterozigot dişiler, normal enzim aktivitesi gösterebilirler. Böyle bireylere zorunlu 

heterozigot adı verilir. G6PD eksikliği, hemizigot erkeklerde ve homozigot dişilerde 

ortaya çıkmaktadır2, 68. 
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2.7. G6PD Eksikliği 

G6PD enzim eksikliği en yaygın enzimopatilerden birisidir. G6PD enzim 

eksikliğinin sıklığı Akdeniz ülkelerinde, Afrika’da ve Çin’de daha yüksek olmakla 

birlikte bütün ırklarda ve etnik gruplarda tanımlanmıştır20, 69. Bu eksikliğin tanımlanması 

için, enzim aktivitesinin kantitatif ölçümde referans aralığından (7-13 Ü/g Hb) düşük 

olması gerekmektedir4.  

Enzim eksikliği; eritrositler, karaciğer ve lökositler gibi çeşitli dokularda 

görülebilmektedir. Karaciğerde enzim eksikliği daha çok yenidoğan sarılığına yol 

açmaktadır. Eritrositlerde enzim eksikliği çeşitli seviyelerde hemolitik tablolara yol 

açmaktadır. Epidemiyolojik ve in vitro çalışmalar, G6PD enzim eksikliğinin 

“Plasmodium falciparum” enfeksiyona karşı korunmada bir avantaj olduğunu 

göstermiştir66, 70, 71. G6PD eksikliğinin olduğu eritrositlerdeki malarya parazitinin 

gelişiminin normal eritrositlerden daha yavaş olduğu görülmüştür20, 72. Bu enzim 

eksikliğinin en önemli belirtileri neonetal sarılık, favizm ve hemolitik anemi olduğu ve 

enzimin şiddetli eksikliğinde kronik nonsferositik hemolitik anemi görüldüğü 

bildirilmiştir16, 73. G6PD eksikliğe sahip hastalarda bazı ilaçlar, yiyecekler ve enfeksiyon 

ile hücre için tehlikeli olan serbest radikallerin aşırı üretimi hemolitik krize neden 

olmaktadır46, 74, 75. 

 

2.8. G6PD Varyantları 

Yapılan araştırmalarda yaklaşık 500 milyondan fazla kişinin G6PD enzim 

eksikliği taşıdığı saptanmıştır1, 26, 76, 77. Dahası böyle bir yaygınlığa sahip olan G6PD’nin 

değişik kinetik özellikler gösteren 400’ün üzerinde varyantı olduğu bilinmektedir. 

Moleküler düzeyde çok farklı olmayan bu varyantların biyokimyasal özelliklerinin 

birbirinden farklı olduğu gözlenmiştir. Varyantların çoğu, dengeli bir polimorfizm 

göstermesi sebebiyle herhangi bir oksidan ajanla karşılaşıp akut hemoliz atağı 

gösterinceye kadar asemptomatik olarak kalırlar78, 79. 

1967 yılında toplanan Dünya Sağlık Örgütü-Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz 

Eksikliği Çalışma Grubu (WHO-G6PD) eritrosit G6PD enzim aktivitesini, elektroforetik 

analiz ve inhibitörlere yanıt gibi değişkenlerin varyantlarını tanımlamada kullanılmasına 

karar vermiştir. WHO’nun amacı; değişik laboratuvarlarda tanımlanan çok sayıda 
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varyantın birbirleriyle karşılaştırma zorluğunu ortadan kaldırmak ve yeni varyant 

standartlarını oluşturmaktır80. 

WHO G6PD Çalışma Grubu, G6PD enzim eksikliklerini hemoliz düzeyine göre 

5 sınıfa ayırmıştır80.  

Sınıf I: G6PD aktivitesi normalin % 10 kadar altında ve kronik hemolitik anemiye 

neden olan varyantlar, 

Sınıf II: Enzim aktivitesi % 10’un altında olan, şiddetli enzim eksikliği gösteren, 

fakat hemolitik anemi görülmeyen varyantlar, 

Sınıf III: Enzim aktivitesi % 10 – 60 arası olan, ilaçlarla ve enfeksiyonla birlikte 

ılımlı hemoliz görülen varyantlar, 

Sınıf IV: Enzim aktivitesi % 60 – 100 arası olan, bir enzim eksikliği göstermeyen 

veya çok hafif gösteren varyantlar, 

Sınıf V: Enzim aktivitesi yüksek olan varyantlar. 

Sınıf IV ve V varyantları biyologların, genetikçilerin ve antropologların ilgisini 

çekmiştir. Çünkü, hem 400’den fazla varyantı bulunan, hem de bu kadar fazla çeşitliliği 

olan G6PD eksikliğinin bu sınıfına giren varyantlarının çoğunda, klinik bozukluk veya 

hemolitik anemi görülmez. 

En yaygın görülen G6PD varyantlarının kinetik özellikleri çizelge 2.2’de 

verilmiştir81-83. 

 

 

Çizelge 2.2. Yaygın Görülen G6PD Varyantları 

Kinetik özellikler Gd B+ Gd A+ Gd A‒ Gd Akdeniz 

% Eritrosit Aktivitesi 100 90±10 14±6 <10 

Elektroforetik Göç 100 110 110 100 

KmNADP (μM) 2,9-4,4 2,9-4,4 2,9-4,4 1,4±0,2 

KmG6P (μM) 60±10 60±10 60±10 22,5±3,5 

Analog Kullanımı 

     2dG6P <4 <4 <4 25±2 

     Gal6P 7-15 ‒ ‒ 20 

     dNADP 55-60 55 55 350 

Sıcaklık kararlılığı Normal Normal Normal Düşük 

KiNADP 9 6,7 13 16 

Optimum pH Normal Normal Normal Bifazik 
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G6PD B+: Enzimin doğal formudur ve diğer diğer varyantların belirlenmesinde 

kullanılır. G6PD B+’ye çoğunlukla Beyaz Irkta, Asyalılarda, ve Zencilerde 

rastlanmaktadır. Aktivitesi normal olup hemoliz görülmez84, 85. 

G6PD A+: Normal enzim aktivitesi gösterir ve G6PD B+’ye göre elektroforetik 

olarak daha hızlı göç eder. Bu varyantın oluşumunda 376ncı nükleotitteki AG değişimi 

sonucu Aspartik asitin Asparajine dönüşümü neden olmaktadır54, 86, 87. 

G6PD A‒: G6PD’nin en çok görülen varyantıdır. Afrikalı zencilerde % 20-30 

oranında görülür. Normal katalitik özelliklere sahiptir, hemolize neden olmaz. G6PD 

B+’den en önemli farkı elektroforetik olarak hızlı göç etmesidir. G6PD A+’dan ise yapısal 

olarak farklıdır. G6PD A+’nın 126ncı amino asiti asparajin yerine aspartat geçmiştir. Bu 

tip varyant zencilerde primakine karşı hassasiyet oluşturmuştur. Ilımlı hemoliz görülür. 

Afrika asıllı Amerikalılarda % 10-15 oranında görülür. Bu oran Orta ve Batı Afrika’da 

da aynıdır. Ayrıca İtalya, İspanya gibi Güney Avrupa, Güney Doğu Asya, Orta Doğu, ve 

Güney Amerika kökenli beyazlarda da görülmektedir. G6PD A- varyantı taşıyan kişilerin 

kemik iliği hücreleri ve retikülositleri normal kişilere yakın olduğu halde yaşlı eritrosit 

sayıları azalmıştır. Hem enzim hem de aktivitesi sabit değildir65, 88-90. 

G6PD Akdeniz: G6PD Akdeniz varyantı 536ncı nükleotitdeki CT değişimi 

sonucu, Serinin Fenilalanin’e dönüşmesiyle meydana gelir. Beyaz Irkta ve Akdeniz 

kökenli insanlarda en çok rastlanan varyanttır. Enzim aktivitesi oldukça azalmıştır ve 

şiddetli hemolize neden olur. Elektroforetik hareketi normaldir. Kinetik özellikleri ise 

G6PD B+, A‒ ve A+’dan oldukça farklıdır62, 89, 91. 

Bazı kişilerde tek bir B+ bandı, diğer bir grupta tek bir A+ bandı varken, bir 

kısmında da A+ ve B+ bandları birarada bulunmaktadır. 400’den fazla varyantı bulunan 

ve bu kadar çok olan çeşitliliğin, mutasyon nedeniyle ortaya çıkan G6PD eksikliğinin 

çoğunda, klinik bozukluk veya hemolitik anemi görülmez. En sık görülen varyant G6PD 

B+ tipidir ve “Wild-type” (doğal tip) allel olarak kabul edilir2, 70. 

Ayrıca G6PD A‒’nın ilaca bağlı hemolitik anemiyle de yakın ilişkisi vardır. G6PD 

A+ ve A‒ varyantları sıtma hastalığının yaygın olarak görüldüğü Afrika’ya has olarak 

tanımlanmasına rağmen, İtalya, İspanya, Güneydoğu Asya, Orta Doğu ve Güney Amerika 

kökenli beyazlarda da görülmektedir. Ayrıca enzim aktivitesi çok düşük olan Mahidol ve 

Union varyantları Güneydoğu Asya’da en yaygın varyantlardandır. Chicago varyantında 

ise ömür boyu oldukça şiddetli hemolitik anemi görülmektedir32, 66, 92, 93. 
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Sık görülen G6PD varyantlarının dünyadaki dağılımı şekil 2.7’de gösterilmiştir77. 

 

 

Şekil 2.7. G6PD Varyantlarının Dünyadaki Dağılımı 

 

 

DNA düzeyinde meydana gelen çeşitli nokta mutasyonlar genelde G6PD 

enziminin substrat bağlanma bölgesinde yer alan amino asitleri etkilemekte ve enzimin 

aktivite göstermesi için protein katlanmalarına ve dimerizasyonuna engel olmaktadır94. 

Afrika’da görülen G6PD A+ varyantında en çok 202A, 376G bölgesinde mutasyonlar 

görülmektedir. G6PD Akdeniz tipindeyse 563T, Güney Avrupa, Orta Doğu ve 

Hindistan’da da 563T bölgesinde mutasyonlar görülmektedir95. 

İnsan G6PD geni üzerindeki çesitli intron ve ekson bölgelerinde nokta 

mutasyonlar meydana gelmektedir. Mutasyonların gerçekleştiği bölgeler ve yaygın 

görülen mutasyonlar şekil 2.8’de gösterilmiştir59. 
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Şekil 2.8. G6PD Geninde Mutasyonların Gerçekleştiği Bölgeler ve Yaygın Görülen Mutasyonlar 
 

 

G6PD enzim eksikliğinin dünyada yaygın varyant ve mutasyonlarının dağılımı, 

WHO’nın sınıflaması ve yaygın olan bölgeler çizelge 2.3’de verilmiştir. Bir takım 

mutasyonlar bulundukları yerlerde farklı isimlerle adlandırılmışlardır ve alt alta yazılmış 

isimler aynı mutasyonun değişik bölgelerindeki farklı isimlendirmelerinden 

oluşmaktadır95, 96. 
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Çizelge 2.3. G6PD enzim eksikliğinin dünyada yaygın varyant ve mutasyonlarının dağılımı67, 95. 

Variyat ismi  Exon  Nükleotit  Amino asit  WHO Yaygın  yerler  

Gaohe 

Gaozhou 

Ex2 95 A>G 32 His>Arg 2  Çin 

Sunderland Ex2 105-107 del 35 Ile del 1  İngiltere 

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

İspanya 

Asahi  

Castilla 

Alabama 

Ferrara 

 

Ex4 

 

202 G >A 

 

68 Val>Met 

 

3 

Afrika, İtalya, İspanya, 

Kanarya Adaları, 
Meksika 

Ube 

Konan 

Ex4 241 C>T 81 Arj>Cys 3 Japonya 

A Ex5 376 A>G 126 Asn>Asp 4 Afrika, İspanya, 
Kanarya Adaları 

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

Chinese-3 

Taipei 

Ex6 493 A>G 165 Asn>Asp 2 Filipinler  

Santamaria Ex6 542 A>T 181 Asp>Val 2 Kosta Rika, İtalya, 
Kanarya Adaları  

Mediterranean 

Dallas 

Birmingham 

Sassari 

Caglari 

Panama 

Ex6 563 C>T 188 Ser>Phe 2 İtalya, Yunanistan, 
Arabistan, İran, 
Türkiye, Irak, İsrail, 
Mısır, Yahudiler, 
Yahudi Kürtleri 

Seattle 

Modena 

Ferrarall 

Athenslike 

Mexico 

Ex8 844 G>C 282 Asp>His 2 İtalya, İspanya, 
Sardinya, Kanarya 

Adanaları 

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

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

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

Union 

Maewo 

Chinese-2 

Ex11 1360 C>T 454 Arg>Cys 2 Laos, Filifinler, Çin, 
Japonya, İspanya, 
İtalya 

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

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

G6PD enzim eksikliği dünya genelinde yaygın olduğu için en çok çalışılan kalıtsal 

hastalıklardan birisidir. Türkiye’de G6PD üzerine ilk çalışmalar 1949 yılında Demirağ, 

1951 yılında Fakacelli ve Konstantinidu tarafından yapılmış ve favizm olguları olarak 

bildirilmiştir. Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz eksikliği ile ilgili tarama çalışmalarında 

Türkiye genelinde enzim eksikliği % 0,5 ve Eti Türklerinde ise % 8,2 olarak saptanmıştır. 

Sipahioğlu Ege bölgesinde enzim eksikliğinin % 2 - 9 oranında olduğunu rapor etmiştir. 

Çukurova’da 1979 yılında sıtmanın yaygınlaşmasıyla 30.000 dolayında sıtma olgusu 

görülmesi sonucu, hastalığa karşı koruyucu bir ilaç olan primakinin kullanımıyla ortaya 

çıkan hemolitik anemili bireyler, dikkati G6PD enzimi üzerine çekmiştir. Bölgede yapılan 

kalitatif tarama çalışmalarında G6PD enzim eksikliğinin yaygın olduğu gözlenmiştir. 

Bugüne kadar değişik araştırma gruplarının yaptığı tarama çalışmalarında enzim 

eksikliğinin frekansı farklı olarak rapor edilmiştir. Yüreğir ve arkadaşlarının sayıca büyük 

bir grup üzerinde yaptığı çalışmada ise G6PD eksikliğinin % 8,2 olduğunu bildirilmiştir. 

Tufanbeyli’de % 3,7 ve Ceyhan’da % 1,2 gibi düşük bir oranda olan enzim eksikliğinin, 

Tarsus ve Antakya’da % 17’ye vardığı saptanmıştır. Akoğlu ve arkadaşları tarafından 

yürütülen çalışmalarda da benzer sonuçlar alınmıştır4, 97. 

Aksoy ve arkadaşları 1987’de Çukurova bölgesinde yaptıkları kinetik çalışmada 

Gd Adana, Gd Samandağ ve Gd Balcalı varyantlarını tarif etmişlerdir. Daha sonra Gd 

Adana varyantının Gd Akdeniz ve 1311 polimorfik yöre mutasyonu taşıdığını 

göstermişlerdir98. Aynı çalışma grubu birisi ısıya dayanıklı üç yeni varyant daha 

tanımlamıştır4. Türkiye’de ve Türk ailelerinde saptanan varyantlar çizelge 2.4’te 

gösterilmiştir98, 100. 
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Çizelge 2.4. Türkiye’de bulunmuş olan G6PD varyantları. 

Varyant Yıl  Yazar 

G6PD B+ 1967  Berkal 

G6PD B‒ 1973  Altay 

G6PD Ankara 1975  Kohn 

G6PD Tarsus 1976  Gahr 

G6PD Antalya 1979  Sipahioğlu 

G6PD Mersin 1981  Akoğlu 

G6PD Samandağ 1987  Aksoy 

G6PD Balcalı 1987  Aksoy  

G6PD Adana 1987  Aksoy 

G6PD Antakya 1988  Aksoy 

Isıya dayanıklı G6PD 1988  Aksoy 

G6PD Hacettepe 1989  Kuş 

G6PD Korkuteli 1989  Alıcıgüzel 

G6PD Aksu 1989  Alıcıgüzel 

G6PD Serik 1989  Yücel 

G6PD Çorum 1989  Kuş 

Gal6P kullanımı yüksek 1989  Dikmen 

G6PD Siirt 1992  Dikmen 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

3.1. Gereçler 

 

3.1.1. Kullanılan Cihazlar 

1. Kan Sayım Cihazı Sysmex KX-21N 

2. Santifüj Eppendorf mini-Spin (plus) 

3. pH Metre WTW pH 525 

4. Normal Terazi METTLER P1210 

5. Hassas Terazi METTLER AJ100 

6. Spektrofotometre Shimadzu UV-260 ve 

 EPOCH BioTek 

7. DNA İzolasyon Cihazı ROCHE MAGNA PURE 

 LCPG 0747 

8. Güç Kaynağı BIO-RAD POWER PAC 300 

9. Elektroforez Tankı BIO-RAD SUB-CELL GT 

10. Otomatik Pipetler Gilson Pipetman 

11. “Thermal Cycler” AIB Applied Biosystems 

12. “ Real Time Thermal Cycler” Light Cycler 480 Roche 

13. Etüv Memert 

14. Buz Makinesi Scotsman AF-10 

15. Derin Dondurucu Bosch GSD30N12 

16. Mikrodalga Fırın Arçelik MD55I 

17. Fotoğraf makinesi Nikon 5100 

18. UV Kaynağı U2 LAMP 

19. Yazıcı HP Lazerjet 1080 
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3.1.2. Kullanılan Kimyasal Malzemeler 

1. DE-52 reçine Whatman 

2. Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) Sigma 

3. Nikotinamid adenin dinükleotid (NAD) Sigma 

4. Beta-Nikotinamid dinükleotid Fosfat (-NADP) Sigma 

5. D-Glukoz-6-fosfat (G6P) Sigma 

6. deamino NADP (dNADP) Sigma 

7. D-Galaktoz-6-fosfat (Gal6P) Sigma 

8. 2-deoksi-glukoz-6-fosfat (2dG6P) Sigma 

9. Dijitonin Sigma 

10. 2-merkaptoetanol Sigma 

11. NaHPO4.2H2O Merck 

12. NaH2PO4.2H2O Merck 

13. MgCl2.6H2O Merck 

14. Tris-HCl Sigma 

15. Tris-Baz Sigma 

16. NaCl Merck 

17. KCl Merck 

18. Ethidium Bromür Sigma 

19. Taq Polimeraz Sigma 

20. Primer 

21. MboII Enzimi Thermo SCIENTIFIC 

22. Agaroz  Sigma 

23. G6PD Gen Ekspresyon Kiti Roche 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Asetik_asit
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3.2. Örnek Toplama ve Deney Akışı 

Kan örnekleri, Çukurova Üniversitesi Tıp Fakültesi Çocuk Hematoloji Bilim 

Dalından sağlandı. EDTA’lı tüplere alınan 10 mL kanlar, soğuk zincir kurallarına 

uyularak laboratuvara getirildi ve örnekler bekletilmeden kantitatif G6PD tayini yapıldı. 

Değişik enzim aktivitesine sahip örnekler DE-52 iyon değiştirici kolondan kısmi 

olarak saflaştırıldı. Saflaştırılan enzimler, kinetik çalışma için ‒20°C’de saklandı. 

Örneklerin DNA’ları izole edilip moleküler düzeyde çalışılmak üzere 

buzdolabında bekletildi. 

Gen ekspresyonu analizi için kanlardan yarım saat içinde lökositler ayrıldı. 

Hemen ardından gen ekspresyonu için mRNA’lar izole edilerek cDNA eldesine kadar ‒

70 °C’de muhafaza edildi. 

Enzimatik ve moleküler çalışmalarda izlenen deneysel basamakları şema 

göstermektedir. (Şekil 3.1) 

 

 

 

Şekil 3.1. Çalışma Akış Şeması 
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3.3. Yöntemler 

 

3.3.1. Hematolojik Analiz 

 

3.3.1.1. Prensip 

Ölçüm yapılacak otomatik kan sayım cihazına süspanse halde verilen parçacıklar, 

iletken sıvı bir ortamda bulunan iki elektrot arasında daralıp genişleyebilen lobül 

yardımıyla büyüklük ve yoğunluklarına göre genişletmeleri sonucu bir potansiyel enerji 

farkı oluşturmaktadırlar. Bu enerji farkının sonucu oluşan atomların büyüklüğü ve sayısı 

ile hücrelerin sayısı, tipi ve büyüklüğü arasında doğru orantı vardır. Bu prensibe göre 

sistemdeki parçacıkların tanınması ile oluşan değerlerin ya aynen ya da bir takım 

hesaplamaların otomatik olarak yapılmasından sonra istenen hematolojik değerler elde 

edilmektedir4. 

 

3.3.1.2. Ayıraçlar 

Deterjan (Cellclean) 

Dilüyent (Cellpack) 

“WBC/HGB lyse” ayıracı (STROMATOLYSER) 

 

3.3.1.3. Yöntem  

EDTA’lı tüplere alınan 10 mL kanın hematolojik verileri Sysmex KX-21N 

otomatik kan sayım cihazı kullanılarak belirlenmiştir. 

 

3.3.2. Kinetik Çalışma 

 

3.3.2.1. G6PD Enzim Aktivitesinin Kantitatif Ölçümü 

 

3.3.2.1.1. Prensip 

Enzim aktivitesi tayininde Beutler yöntemi kullanılmıştır. Yöntem, G6P’nin 

G6PD enzimi varlığında 6-fosfoglukolaktona dönüşümü sırasında indirgen NADP+’nin 

340 nanometre (nm)’deki absorbans artışının 5 dakika (dk) boyunca ölçümü temeline 

dayanmaktadır. Tepkime 37 °C’de, 1 cm ışık yoluna sahip kuvartz küvette 
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gerçekleşmektedir. Absorbans artışının 5 dk boyunca doğrusal olduğu zaman aralığındaki 

Optik Dansite (OD) değerleri dikkate alınarak hesaplama yapılır101.  

 

3.3.2.1.2. Ayıraçlar  

1. Sodyum Fosfat Tamponu 50 mM, pH 7,0 (Stok çözelti) 

2. Sodyum Fosfat Tamponu 5 mM pH 7,0 

    Sodyum Fosfat Tamponu (Stok çözelti) 100 mL 

    Na-EDTA 0,372 g 

    -NADP 0,0157 g 

    2-merkaptoetanol 0,07 mL 

    Son hacim 1 litre ve pH 7,0 olacak şekilde saf suda çözünür. 

3. Dijitonin % 0,02 

4. MgCl2 0,1 M 

5. Tris Tamponu 1 M, pH 8,0 

6. D-G6P 6 mM 

7. β-NADP 2 mM 

 

3.3.2.1.3. Yöntem  

 

3.3.2.1.3.1. Hemolizat Hazırlanması 

Santrifüj tüplerine, Na-EDTA’lı tüpten alınan 1 mL kan 3.000 devirde (rpm) 10 

dk santrifüj edilerek plazması atılır. Eritrosit pelleti üzerine 1/5 oranında serum fizyolojik 

(SF) eklenir, yavaşça altüst edilir ve tekrar santrifüj edilip üst faz atılır. Bu işlem 3 defa 

tekrarlandıktan sonra hemolizat aşağıdaki gibi hazırlanır112. 

Eritrosit pelleti 50 L 

Sodyum fosfat tamponu (5 mM, pH 7,0) 100 L 

Dijitonin (% 0,02) 650 L 

Taze hemolizattan G6PD aktivitesi tayin edilip; aktiviteyi hesaplamak için 

hemolizatın hemoglobin miktarı Sysmex KX-21N kan sayım cihazı ile ölçülür. 

G6PD enzim aktivitesinin kantitatif tayini için gerekli olan çözeltiler ve 

derişimleri çizelge 3.1’de verilmiştir. 
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Çizelge 3.1. G6PD enzim aktivitesinin kantitatif tayini için gerekli olan çözeltiler ve derişimleri 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hazırlanan örnek tüpündeki tepkime, 1 cm ışık yollu kuvars küvetlerde, 37 °C’de, 

spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda, 5 dk boyunca takip edilir. Kör olarak saf su 

kullanılır. Oluşan NADPH’nin yarattığı OD farkından yola çıkarak her bir örnekte G6PD 

aktivitesi saptanır. 

Enzim Aktivitesi (Ü/mL) = ∆OD
Zaman (dk)

× Toplam Hacim
Hemolizat/Elüsyon Hacmi

× 16,22∗  
 

Yukarıdaki formülden hesaplanan G6PD enzim aktivitesi Ü/g Hb olarak bulunur. 

* 1 M NADP; 1 cm ışık yoluna sahip küvette, 340 nm dalga boyu ölçümünde 

6,22 OD değeri vermektedir. 

 

3.3.3. G6PD Enziminin Kısmi Olarak Saflaştırılması 

 

3.3.3.1. Prensip 

İyon değiştirici reçine ile saflaştırma işlemi, iyonik yüklerin işaret ve büyüklükleri 

farkına dayanır. G6PD enziminin kısmi saflaştırılmasında kullanılan anyon değiştirici, 

dietilaminoetil (DEAE)’in işlevsel grubu CH2CH2NH(C2H5)2 olup zayıf iyon 

değiştiricidir.102, 103 

 

3.3.3.2. Ayıraçlar  

1. Sodyum Fosfat Tamponu 50 mM pH 7,0 (Stok çözelti) 

2. Sodyum Fosfat Tamponu 5 mM pH 7,0 

Ayıraçlar Örnek (mL) Kör (mL) 
Saf su 1,95 3,0 

0,1 M MgCl2 0,3 ‒ 

1 M Tris Tamponu 0,3 ‒ 

6 mM D-G6P 0,3 ‒ 

2 mM β-NADP 0,3 ‒ 

Hemolizat 0,15 ‒ 

Toplam hacim 3,0 3,0 
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    Sodyum Fosfat Tamponu (Stok çözelti) 100 mL 

    Na-EDTA 0,372 g 

    -NADP 0,0157 g 

    2-merkaptoetanol 0,07 mL 

    Son hacim 1 litre ve pH 7,0 olacak şekilde saf suda çözünür. 

3. NaCl % 0,9 

4. Dijitonin % 0,02 

5. Sodyum Fosfat + KCl Tamponu pH 7,0 

    Sodyum Fosfat 5 mM pH 7,0 

    KCl 0,25 M 

 

3.3.3.3. Yöntem 

 

3.3.3.3.1. Anyon Değiştirici Reçinenin (DE-52) Hazırlanması 

5 mM sodyum fosfat tamponunda bir gece şişirilen 25 g DE-52 anyon değiştirici 

reçine pH’si 7,0 olana kadar tamponla yıkanır. 

 

3.3.3.3.2. Hemolizatın Reçineden Sökülmesi 

Hazırlanan hemolizat ile anyon değiştirici reçine 1:3 oranında karıştırılarak +4 
oC’de, bir gece boyunca düşük devirli çalkalayıcı ile karıştırılır. 

 

3.3.3.3.3. Bağlanmayan Proteinlerin Reçineden Sökülmesi 

Hemolizat ve anyon değiştirici reçine karışımına ait üst faz her defasında protein 

aktivitesi ölçülerek (280 nm’deki OD’si okunarak) süpernatan uzaklaştırılır. Protein 

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

 

3.3.3.3.4. Bağlanan Proteinlerin Reçineden Sökülmesi 

Hemolizat ve anyon değiştirici reçine karışımı, ucuna cam pamuğu yerleştirilmiş 

kolona aktarılır. Kolon 0,25 M KCl içeren 5 mM sodyum fosfat tamponuyla yıkanır. 

Elüsyonlar toplanarak protein derişimleri ölçülür. Protein derişimi yüksek olan 

elüsyonların G6PD aktiviteleri ölçülür. En yüksek aktiviteye sahip elüsyonun G6PD 

kinetiği çalışılır. 
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3.3.4. Kısmi Saflaştırılan G6PD Enziminin Kinetik Özelliklerinin 

İncelenmesi 

 

3.3.4.1. Prensip 

Glukoz-6-fosfatın, 6-fosfoglukonata dönüşümü sırasında oluşan NADPH miktarı, 

tepkimeyi katalizleyen G6PD aktivitesi ile doğru orantılıdır. Enzim aktivite ölçümü, in 

vitro koşullarda gerçekleştirilen tepkime sırasında oluşan NADPH’nin 340 nm dalga 

boyundaki OD farkının hesaplanması esasına dayanır95, 104. 

 

3.3.4.2. Ayıraçlar 

1. MgCl2 0,1 M 

2. Tris Tamponu 1 M, pH 8,0 

3. β-NADP 2 mM 

4. β-NADP 400 M 

5. D-G6P 6 mM 

6. D-G6P 2 mM 

7. deamino-NADP 2 mM 

8. D-Gal6P 6 mM 

9. NAD 2 mM 

 

3.3.4.3. Yöntem 

 

3.3.4.3.1. Kısmi Saflaştırılan G6PD Enzimine Ait KmNADP Değerinin 

Hesaplanması 

G6PD enzimine ait Km NADP değerinin hesaplanması için gerekli olan çözeltiler ve 

derişimleri Çizelge 3.2’de verilmiştir. 
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Çizelge 3.2. G6PD enzimine ait Km NADP değerinin hesaplanması için gerekli olan çözeltiler ve derişimleri 

 

 

Hazırlanan örnek tüpündeki tepkime, 1 cm ışık yollu kuvars küvetlerde, 37 °C’de, 

spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda, 5 dk boyunca takip edilir. Kör olarak saf su 

kullanılır. Oluşan NADPH’nin yarattığı OD farkından yola çıkarak her bir örnekte G6PD 

aktivitesi saptanır. Hesaplanan enzim aktiviteleri arasındaki fark, her tüpün farklı NADP+ 

derişimine sahip olmasından kaynaklanmaktadır. Lineweawer-Burke grafiğine 

dönüştürülen bu değerlerle Km NADP değeri saptanır. 

 

3.3.4.3.2. Kısmi Saflaştırılan G6PD Enzimine Ait KmG6P Değerinin 

Hesaplanması 

G6PD enzimine ait KmG6P değerinin hesaplanması için gerekli olan çözeltiler ve 

derişimleri çizelge 3.3’te verilmiştir. 

 

 

Çizelge 3.3. G6PD enzimine ait KmG6P değerinin hesaplanması için gerekli olan çözeltiler ve derişimleri 

 

 

Ayıraçlar (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 MgCl2 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 M NADP 0,3 0,25 0,2 0,15 0,10 0,075 0,050 0,025 

Elüsyon* 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 

* Elüsyon, kısmi saflaştırılan G6PD enzimidir. 

Ayıraçlar 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 MgCl2 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 

2 mM β-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 

Elüsyon* 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 

* Elüsyon, kısmi saflaştırılan G6PD enzimidir. 
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Hazırlanan örnek tüpüne KmNADP ölçüm yönteminin aynısı uygulanır. 

 

3.3.4.3.3.Kısmi Saflaştırılan G6PD Enziminin Analog Çalışması 

G6PD enziminin analog çalışması için gerekli olan çözeltiler ve derişimleri 

çizelge 3.4’te gösterildiği biçimde hazırlamıştır. 
 

Çizelge 3.4. G6PD enziminin analog çalışması için gerekli olan çözeltiler ve derişimleri. 
Ayıraçlar (mL) 1 2 3 4 

0,1M MgCl2 0,3 0,3 0,3 0,3 

1M Tris Tamponu 0,3 0,3 0,3 0,3 

2mM β-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 

Elüsyon* 0,050 0,050 0,050 0,050 

* Elüsyon, kısmi saflaştırılan G6PD enzimidir. 

 

 

Hazırlanan örnek tüpüne KmNADP ölçüm yönteminin aynısı uygulanır. 

 

3.3.4.3.4. Kısmi Saflaştırılan G6PD Enziminin Sıcaklık Kararlılığının 

İncelenmesi 

Sıcaklık kararlılığı çalışılacak olan elüsyon, 46 °C’ye ayarlanmış su banyosunda 

bekletilir. Sıfırıncı, 10uncu, 20nci ve 60ıncı dk’lerdeki elüsyonların G6PD aktivitesi 

saptanır. Sıfırıncı dk’de enzim aktivitesi % 100 kabul edilir ve diğer dk’lerdeki yüzde 

değişim, elüsyonun sıcaklık kararlılığını belirler. 

 

3.3.4.3.5. Kısmi Saflaştırılan G6PD Enziminin Optimum pH’sinin 

Belirlenmesi 

Optimum pH’si çalışılacak olan elüsyonun pH 7,5’deki enzim aktivitesi % 100 

olarak kabul edilir. pH 5, 6, 7, 8, 9 ve 10’daki aktiviteler % olarak hesaplanır. 
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3.3.5. Moleküler Çalışma 

 

3.3.5.1. DNA Eldesi 

 

3.3.5.1.1. Prensip 

DNA’lar MagNA Pure LC otomatik DNA izolasyon cihazında izole edilmiştir. 

Örnekler, kaotropik tuz ve Proteinaz K içeren özel bir tampon ile inkübe edilip, 

parçalanmaktadır. Ortama manyetik cam parçacıklar eklenir ve örnekte bulunan total 

nükleik asitler, bu parçacıkların yüzeyine bağlanırlar. Bağlanmayan kısımlar çeşitli 

yıkama basamakları ile ortamdan uzaklaştırılırlar ve saflaştırılan nükleik asitler düşük 

derişimli tuz tamponu ile ayrıştırılır. Sistem, MagNA Pure LC Cihazı ve bilgisayar 

kısımları içermektedir105, 106. 

 

3.3.5.1.2. Ayıraçlar 

1. Proteinaz K 

2. Parçalayıcı Tampon 

3. Manyetik cam parçacıklar 

4. İzopropanol 

5. Yıkama Çözeltileri 

6. Elüsyon Tamponu 

 

3.3.5.1.3. Yöntem 

MagNA Pure LC DNA izolasyonu yöntemi aşağıdaki basamaklardan 

oluşmaktadır: 

 

1. DNA izole edilecek örnekten 500 µL örnek kartuşuna yerleştirilir. 

2. Lizis/bağlanma tamponu ilavesiyle hücreler parçalanarak DNA açığa çıkar, 

proteinler denatüre olur. 

3. Örneklere Proteinaz K ilavesiyle hücresel proteinlerin parçalanması gerçekleşir. 
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4. Yüksek iyonik güçteki lizis/bağlanma tamponu, çeşitli tuz derişimleri ve 

izopropanol varlığında DNA, eklenen manyetik parçacıkların silika yüzeylerine 

bağlanır. 

5. Manyetik parçacıklara bağlanan DNA manyetik olarak lize uğramış diğer 

kısımdan ayrılır. 

6. Manyetik parçacığa bağlanmış DNA yıkama tamponlarıyla tekrar tekrar 

yıkanarak protein (nükleazlar), hücre membranları, heparin veya hemoglobin 

gibi PCR inhibitörlerinden uzaklaştırılır. Böylece tuz derişimi düşer. 

7. DNA ile bağlı manyetik parçacıklar yıkama tamponundan manyetik olarak 

uzaklaştırılırlar. 

8. Saflaştırılan DNA elüsyon kartuşunda 70ºC’de 100 µL elde edilir. 

9. Elde edilen DNA’ların derişimi EPOCH spektrofotometre ile ölçüldü. 

 

3.3.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

 

3.3.5.2.1. Prensip 

PCR, genel anlamda in vitro şartlarda DNA çoğaltma yöntemidir. PCR ile 

lökositlerden, değişik doku ve organizmalardan elde edilen DNA’nın kopyalanması sonucu 

in vitro olarak nükleik asitler çoğaltılır. Bu yöntemde istenilen DNA parçasının kopyalanarak 

çoğaltma işlemi, bu DNA parçasına komplemanter 20 - 30 baz uzunluğunda sentetik olarak 

sentezlenmiş iki öncü DNA yani primer yardımı ile olmaktadır. Birinci aşamada, çoğalacak 

dizilimi içeren DNA parçasının zincirleri yüksek ısı ile birbirinden ayrılmaktadır 

(denatürasyon). Daha sonra ısının düşürülmesi ile de primerler kendine komplementer DNA 

parçasına yapışmaktadır (annealing). İkinci olarak, komplementer DNA parçasına yapışan 

primerlerin 3′ OH’sine, ortamda bulunan deosiknükleozit trifosfatlar (dNTP), ısıya dayanıklı 

bir bakteri türünden (Thermus aquaticus) elde edilen DNA polimeraz enzimi yardımıyla 3′‒

5′ fosfodiester bağı ile bağlanarak zincir uzamasını (extansion) sağlamaktadır. Bu şekilde 

denatürasyon, annealing ve extansion basamağından oluşan her bir döngü sonunda, istenen 

DNA parçası 2n olarak çoğalmaktadır (n; çoğaltma işleminde uygulanan döngü sayısıdır)3, 

38, 43. 
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3.3.5.2.2. Ayıraçlar 

1. 20X Tris Tamponu, pH 8,8 

    Tris.HCl 680 mM 

    Amonyum sülfat 166 mM 

    MgCl2 68 mM 

    BSA 1.700 g/mL olacak şekilde 

10 mL hazırlanır. 

2. dNTP Karışımı 6 mM 

100 mM stok dATP, dCTP, dGTP, dTTP’den son derişim 6 mM olacak şekilde her 

dNTP’lerden eşit hacimde alınarak hazırlanır. 

3. Dimetilsülfoksit (DMSO) % 50 

4. Genomik DNA 1 g/100 L 

5. Primer 

    Primer F  5ʹ‒ACTCCCCGAAGAGGGGTTCAAGG 

    Primer R  5ʹ‒CCAGCCTCCCAGGAGCGCGGAAG 

6. Taq Polimeraz Enzimi (5 Ü/mL) 

 

3.3.5.2.3. Yöntem 

Taq DNA polimeraz eklenmeksizin son hacim 100 L olacak şekilde 

amplifikasyon tüpü içerisinde hazırlanan PCR karışımı vorteks yardımıyla karıştırılır ve 

santrifüj edilir. Bu karışım 6 dk 99 °C’de inkübe edilerek DNA’nın denatürasyonu 

sağlanır. Sıcaklık 56 °C’ye ulaşınca Taq DNA polimeraz ilave edilir. Her bir döngü 94 

°C’de 45 saniye, 56 °C’de 45 saniye, 72 °C’de 45 saniye olacak şekilde uygulanır. PCR 

karışımı çizelge 3.5’te verilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 



33 

Çizelge 3.5. PCR karışımı 

Ayıraç Miktar (L) Son Derişim 

20X Tris Tampon 5 1X Tris Tamponu 

dNTP (6 mM) 2,8 0,6 mM 

DMSO (% 50) 10 % 5 

DNA Değişken 1 g/100 µL 

Primer (150 ng/L)  1 150 ng/100 L 

Primer (150 ng/L) 1 150 ng/100 L 

Taq Polimeraz (5 Ü/L) 

Steril saf su 

0,4 

100 L’ye tamamlanır 

2 Ü/100 L 

 

 

Amplifiye DNA; % 2’lik agaroz jelde, 150 miliAmper (mA) akımda, 30 dk 

yürütülür. Jel, etidiyum bromür (0,5 μg/mL) ile boyanarak fazla etidiyum bromür saf su 

ile yıkanarak jelden uzaklaştırılır. Boyanan jel, UV ışık altında incelenerek fotoğrafı 

çekilir. 

 

3.3.5.3. Amplifiye G6PD Gen Ürününün Restriksiyon Endonükleaz ile 

Kesimesi (RFLP) 

 

3.3.5.3.1. Prensip 

Restriksiyon endonükleazlar, genom içinde var olan kesim yerlerini ortadan 

kaldırır veya yeni kesim yerleri oluştururlar. Bu değişim, agaroz jel elektroforezi ile 

gösterilir38, 96. 

 

3.3.5.3.2. Ayıraçlar 

1. 10X Tris Tamponu, pH 7,5 

    Tris.HCl   6 mM 

    NaCl   50 mM 

    MgCl2    6 mM 

    DTT    1 mM 

2. MboII Restriksiyon Enzimi 

Enzimin son derişimi 0,5 Ü/20 L olacak şekilde kullanılır. Enzimin tanıdığı 

özgün dizi ve kesim yeri aşağıdaki gibidir. 
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5′…GAAGA(N)8…3′ 

3′…CCTTCT(N)7…5′ 

3. Amplikon 

 

3.3.5.3.3. Yöntem 

G6PD geninin istenilen bölgesi PCR ile çoğaltıldıktan sonra, DNA ürünü 

mutasyon aranacak bölgeye özgü restriksiyon enzimi olan MboII ile kesilmiştir. RFLP 

için gerekli olan çözeltiler çizelge 3.5’te verilmiştir. 

 

 

Çizelge 3.6. RFLP için gerekli olan çözeltiler 

Ayıraç Miktar (L) Son Derişim 

10X Tampon 2 1X tamponu 

Amplikon 10 6 g/20 L 

MboII Enzimi 1 0,5 Ü/20 L 

Steril saf su 7  

 

 

Çizelge’deki karışım 37 °C’de bir gece inkübe edilir. % 3’lik agaroz jelde, 150 

mA akımda, 70 dk yürütülür. Daha sonra agaroz jel, 0,5 μg/mL derişimde etidyum bromür 

ile muamele edilir. Saf suda yıkanan jel UV ışık altında incelenilerek fotografı çekilir. 

 

3.3.5.4. Dizi Analizi 

 

3.3.5.4.1. Prensip 

Otomatize DNA dizi analizinde, Sanger ve Coulson’un zincir sonlandırılması 

prensibine dayalı yöntem kullanılmıştır. Bu yöntemde, DNA polimeraz enzimi 

dNTP’lerin yanında deoksiribozin 3′ pozisyonunda OH grubu taşımayan ddNTP’leri de 

substrat olarak kullanmaktadır. Sentezlenen DNA iplikçiğine dNTP eklendiğinde uzama 

devam ederken, ddNTP’ler eklenince zincir uzaması durmaktadır. Otomatize DNA dizi 

analizinde reaksiyonların başlangıcında floresans veren madde ile işaretli primer veya 

nükleotidler kullanılarak baz dizilimi gözlenebilir hale getirilmektedir103. 
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3.3.5.4.2. PCR Aşaması 

 

3.3.5.4.2.1. Prensip 

Dizi analizi için öncü şablon oluşturacak amplikonun sentezlenmesidir. 

 

3.3.5.4.2.2. Ayıraçlar 

1. 10X Tris Tamponu (3.3.5.3.2 başlığındaki gibi hazırlanır.) 

2. dNTP Karışımı 6 mM 

100 mM stok dATP, dCTP, dGTP, dTTP’den son derişim 6 mM olacak şekilde her 

bir dNTP’den eşit hacimde alınarak hazırlanır. 

3. Dimetilsülfoksit (DMSO) % 50 

4. Amplikon 

5. Primer 

    Primer F  5ʹ‒ACTCCCCGAAGAGGGGTTCAAGG 

    Primer R  5ʹ‒CCAGCCTCCCAGGAGCGCGGAAG 

6. Taq Polimeraz Enzimi (5 Ü/mL) 

7. “ExoSAP” 

 

3.3.5.4.2.3. Yöntem 

10X Tris Tampon 2,5 

dNTP (6 mM) 0,7 

DMSO (% 50) 2,5 

Amplikon Değişken 

Primer F (150 ng/µL) 2 

Primer R (150 ng/µL) 2 

Taq Polimeraz (5 Ü/µL) 0,1 

Steril saf su ile 25 µL’ye tamamlanır. 

Amplifikasyon kontrolü için, % 1,5’luk agaroz jel dökülür. 150 mA akımda, 30 

dk yürütülür. Daha sonra agaroz jel, 0,5 μg/mL derişimde etidyum bromür ile muamele 

edilir. Saf suda yıkanan jel UV ışık altında incelenir. Amplifikasyon istenilen biçimde 

yapılmış ise pürifikasyon yapılır. Pürifikasyon işlemi; 8 µL amplikasyon ürününe, 2 µL 



36 

“ExoSAP” eklenip vorteklenerek, 37 °C’de 30 dk, 85 °C’se 15 dk bekletilmesiyle 

gerçekleşir. 

 

3.3.5.4.3. “Cycle Sequencing” Aşaması 

 

3.3.5.4.3.1. Prensip 

Çoğaltılmış DNA’nın, floresans veren madde ile işaretlenerek baz diziliminin 

gözlenebilir hale getirilmesine esasına dayanır. 

 

3.3.5.4.3.2. Ayıraçlar 

1. “BigDye ReadyReaction Mix” 

2. 10X Sekans Tamponu 

3. Primer (F veya R) (5 pmol/ µL) 

    Primer F→5′‒ACTCCCCGAAGTTGGGTTCATTG 

    Primer R→5′‒CCAGCCTCCTTGGAGCGCGGAAG 

4. ExoSAP ile işlenmiş Amplikon 

 

3.3.5.4.3.3. Yöntem 

EksoSAP ile saflaştırılan G6PD geninin PCR ürünü tek iplikçik haline getirilerek 

kapiler elektroforezde dizinin okunması işlemidir. 

Yöntemin aşamaları aşağıdaki gibidir: 

“BigDye Ready Reaction” karışımı 2 µL 

10X Sekans tamponu 1 µL 

Primer (F veya R) (10 pmol/ µL) 1 µL 

PCR Ürünü 2 µL 

Saf su 4 µL 

Toplam 10 µL 

Hazırlanan PCR karışımına 96 °C’de 1 dk denatürasyonun ardından, 96 °C’de 10 

dk ve 50 °C’de 5 s olacak şekilde 30 döngü, 60 °C’de 4 dk 1 döngü uygulandıktan sonra 

işleme kadar +4 °C’de bekletilir. 

Elde edilen tek iplikçik DNA, sefadeks kolonla aşağı tanımlandığı gibi temizlenir: 
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1. Sefadeks kolonlarının içerisine 600 µL saf su konur, vortekslenip 30 dk 

bekletilir. 

2. 5.400 rpm’de 2 dk santrifüj edilir. 

3. Santrifüj sonrası sefadeksli kolonların alt kısmı çıkarılır ve süzüntüler dökülür, 

diplerine 5’er µL distile su konur. 

4. 10 µL “Cycle Sequencing” ürünü sefadeks üzerine (kolona temas etmeden) 

bırakılır. 

5. 5.400 rpm’de 1 dk santrifüj edilir. 

 

Sefadeks protokolü ardından örnekler otomatik dizi analizi cihazı tabağına 

konularak yürütme başlatılır. Yürütme sonrası gen dizisinin okuma işlemi sekans yazılım 

programı ile yapılır. 

 

3.3.5.5. Gen Ekspresyonu 

İstenen genin ekspresyon düzeyinin, uygun “housekeeping” gen ekspresyonu ile 

oranlanmasına dayanan yöntemdir. Çalışmamızda “housekeeping” gen olarak kullanılan 

referans gen β-Aktin’dir. 

 

3.3.5.5.1. Tam Kandan Lökosit İzolasyon 

 

3.3.5.5.1.1. Prensip 

“Red Blood Cell Lysis Buffer” ile taze tam kandan eritrositlerin parçalanarak, 

lökositlerden mRNA’ların elde edilmesidir62. 

 

3.3.5.5.1.2. Ayıraçlar 

1. “Red Blood Cell Lysis” Tamponu 

2. SF % 0,9 

 

3.3.5.5.1.3. Yöntem 

1. Tam kandan ne kadar alacağımızı hesaplamak için lökositleri ayıracağımız kan 

örneklerinin lökosit sayısı bulunmuştur (Sysmex KX 21N kan sayım cihazında 

ölçülerek). Elde edilen lökosit sayısı 1.000 ile çarpılır ve bulunan değer 
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3.000.000’a bölünür. Alınacak kan miktarı = [3.000.000 / (WBC x 1.000)] 

formülünden µL olarak hesaplanır. 

2. 1,5 mL ependorf tüp içerisine bulduğumuz değer kadar kan örneği ve kan 

örneğinin 2 katı kadar “Red Blood Cell Lysis” ekleyip 15-25 °C ortamda 

çalkalayıcı ya da elimizde 10 dk boyunca altüst edilir. 

3. Elde edilen kan ve “Red Blood Cell Lysis” karışımı 2.500 rpm de 5 dk veya 13.000 

rpm de 30 s santrifüj edilir. 

4. Steril bir pipetle dipteki beyaz pellete zarar vermeyecek bir şekilde kırmızı ve 

şeffaf olan üst faz atılır ve tekrar Red Blood Cell Lysis eklenir. 1 dk boyunca ters 

çevrilip inkübasyona bırakılır. 

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

6. Üst faz tüpün dibindeki beyaz pellete zarar vermeyecek şekilde atılır. 

7. Üst fazın üzerine 450 μL SF ekleyip, 1 dk boyunca elimizde ters çevrip 2.500 rpm 

de 5 dk veya 13.000 rpm de 30 s santrifüj edilir. 

8. Steril bir pipet ile dikkatlice üst faz atılır. 

9. Son aşamada 300 μL “Red Blood Cell Lysis” Tampon eklenir. Elde edilen 

lökositlerden mRNA izole edilene kadar örnekler ‒20 °C’de saklanır. 

 

3.3.5.5.2. mRNA İzolasyonu 

 

3.3.5.5.2.1. Prensip 

“High Pure” RNA İzolasyon Kit’i kullanılarak yapılan mRNA izolasyonu, oligo 

(dT) bağlı manyetik partiküllerle mRNA’nın saflaştırılması prensibine dayanmaktadır107. 

 

3.3.5.5.2.2. Ayıraçlar 

Lökositten mRNA izolasyonu için, “High Pure” RNA İzolasyon Kit’i kullanıldı. 

 

3.3.5.5.2.3. Yöntem 

1. Hücre çözeltisinden 200 μL steril bir eppendorf tüpüne alınır. 

2. 400 μL “Lysis Binding” Tamponu eklenir. 15 s vortekslenir. 

3. Karışım filtreli tüpe aktarılır. 
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4. 8.000 rpm de 15 s santrifüj edilir. Alttaki toplama tüpü atılır, yerine yenisi 

konur. 

5. Steril bir tüpte, 90 μL DNAz İnkübasyon Tampon ve 10 μL DNAz I karışımı 

hazırlanır. Filtreli tüpe pipetlenir ve 15 dk inkübe edilir. 

6. 500 μL Yıkama Tamponu I filtreli tüpe eklenir. 8.000 rpm de 15 s santrifüj 

edilir. Alttaki toplama tüpü atılır, yerine yenisi konur. 

7. 500 μL Yıkama Tamponu II filtreli tüpe eklenir. 8.000 rpm de 15 s santrifüj 

edilir. Alttaki toplama tüpü atılır, yerine yenisi konur. 

8. 200 μL Yıkama Tamponu II filtreli tüpe eklenir. 13.000 rpm de 2 dk santrifüj 

edilir. Alttaki toplama tüpü atılır, yerine yenisi konur. 

9. Filtreli tüp steril bir eppendorf tüpüne alınır. 

10. 100 μL Elüsyon Tampon eklenir. 8000 rpm de 1 dk  santrifüj edilir. Alttaki 

toplama tüpündeki izole edilen mRNA’lar steril bir eppendorf rüpüne alınır. 

 

3.3.5.5.3. cDNA eldesi 

 

3.3.5.5.3.1. Prensip 

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

  

3.3.5.5.3.2. Ayıraçlar 

cDNA eldesi “Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis” Kit ile yapıldı. 

 

3.3.5.5.3.3. Yöntem 

1. Aşama 

mRNA 5 μL 

Random Hexamer Primer 2 μL 

Su 6 μL 

Toplam 13 μL 

PCR karışımı, 65 °C’de 10 dk inkübasyon programına konur. “Thermal Cycler” 

cDNA I programı uygulanır. 
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2. Aşama 

5X “Transkriptor Reverse Transcriptase” Tamponu 4 μL 

“Protector RNAse Inhibitor” 0,5 μL 

Deoksinükleotit karışımı 2 μL 

“Transkriptor Reverse Transkriptase” 0,5 μL 

Toplam 7 μL olacak şekilde 1inci aşamada elde edilen üründen cDNA 

eldesi sağlanır. Bu aşamada karışıma, 25 °C’de 10 dk, 65 °C’de 60 dk, 85 °C’de 5 dk 

olacak şekilde cDNA 2 PCR programına uygulanır. 

 

 

3.3.5.5.4. Gen Ekspresyonu Analizi 

 

3.3.5.5.4.1. Prensip 

Hücre yapı ve işlevlerinin temel elemanları olan proteinlerin ekspresyon 

düzeylerindeki değişiklikleri incelemek için mRNA düzeylerinin Gerçek Zamanlı Ters 

Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time RT-PCR) ile kantifikasyonu ve 

profillenmesidir. RT-PCR’ın temel prensibi, izole edilen mRNA’ların ters transkriptaz 

enzimleri ile cDNA’ya çevrilmesiyle kantifiye edilir. RT-PCR’da normal PCR’ın aksine, 

amplikon birikimi, floresan bir boya yardımıyla her döngünün sonunda belirlenir108. 

 

3.3.5.5.4.2. Ayıraçlar 

G6PD enziminin gen ekspresyonu “RealTime ready Singe Assay” kiti ile yapıldı. 

 

3.3.5.5.4.3. Yöntem 

RT-PCR’nin amplifikasyon aşamasında, reaksiyon karışımında denatüre DNA 

primerleri ve problar bulunmaktadır. Annealing aşamasında primerlerin ortamda bulunan 

hedef DNA kompenenti ile birleşmesi ve tekrar ayrışması sonrasında, çok az boya 

molekülü çift zincire bağlanabilir. DNA’ya bağlanma sonucunda uyarıma bağlı olarak 

prob moleküllerinin ışığı yaymasında önemli bir artış olur. Elongasyon sürecinde, daha 

çok prob yeni sentezlenen DNA’ya bağlanır. Gelecek ısıtma döngüsü için DNA 

denatürasyonuna bağlı olarak prob molekülleri salınırlar ve flouresans ışıma sinyali 

düşer. Her PCR döngüsünün elongasyon basamağının sonunda flouresans ışık şiddeti 
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ölçümü amplifiye olmuş. Her bir erime piki DNA ürün partikülünün karakteristik erime 

sıcaklığını (Tm) gösterir. Tm sıcaklığında DNA’nın % 50’si çift zincirli % 50’si tek 

zincirlidir. 

 

cDNA’ları yapılan her bir örnek için aşağıdaki PCR karışımı hazırlandı: 

Su 4 µL 

LightCycler 480 Probes Master 2X 10 µL 

RealTime ready Assay 20X 1 µL 

Toplam hacim 15 µL 

 

Pipetlemeler 96 kuyucuklu LightCycler tabağına yapıldı ve üzerine 5 µL cDNA 

eklendi. Tabağın üzeri plaka ile kapatılarak 4.000 rpm de 4 dk santrifüj edildi ve örnek 

tabağı RT-PCR’a yüklendi. LightCycler 480 (Roche, Germany) cihazına, çizelge 3.7’deki 

G6PD gen ekspresyon programı girildi. 

 

 

Çizelge 3.7. Light Cycler 480 RT-PCR Cihazı G6PD Gen Ekspresyon Programı 

Son hacimi 20 µL olan PCR karışımı 96’lık tabağa yüklenir. 

Programlar 

Program Adı Döngü 

İnkübasyon Öncesi 1 

Amplifikasyon 45 

Soğuma                    1 

Sıcaklık (°C) Süre 

İnkübasyon Öncesi  

95 10 dk 

Amplifikasyon  

95 10 s 

60 30 s 

72 1 s 

Soğuma  

40 30 s 
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3.3.5.5.5. β-Aktin Protokolü 

 

3.3.5.5.5.1. Prensip 

RT-PCR uygulamalarında, ilgilenilen genin ekspresyon düzeyinin incelenebilmesi 

için dokuda ekspresyonu değişmeyen bir diğer genin ürünü olan mRNA ile standardize 

edilmesi gereklidir (normalizasyon). Bu amaçla çeşitli doku ve hücre tiplerinde kullanılan 

ve ekspresyonu minimal farklılık gösteren “housekeeping” genler kullanılmaktadır. 

İlgilenilen genin ekspresyon düzeyi, referans gen olarak kullanılan “housekeeping” genin 

ekspresyon düzeyine oranlanır. 

Hedef genlerin ekspresyon düzeyinin kantitatif olarak belirlenmesi amacıyla 

yapılan çalışmalarda, önce referans olarak kullanılacak “housekeeping” genin doğru 

seçilmesi gereklidir. Çalışmalarda kullanılacak “housekeeping” genin ekspresyon düzeyi, 

ne kadar az değişkenlik göstererek sabit kalırsa, hedef genin ekspresyon düzeyinin 

belirlenmesi için o kadar güvenilir bir referans olacaktır. 

 

3.3.5.5.5.2. Ayıraçlar 

β-Aktin Primer 1 μL 

β-Aktin Prob 1 μL 

Master Karışımı 10 μL 

cDNA 5 μL 

Su 3 μL 

 

3.3.5.5.5.3. Yöntem 

Hazırlanan β-Aktin karışımları RT-PCR tabağına 15’er μL dağıtıldı ve üzerine 5 

μL cDNA’lar eklendi. Tabağın üzeri jelatin ile kapatılarak 4.000 rpm de 4 dk santrifüj 

edildi. Light Cycler 480 cihazına yerleştirlen tabağa β-Aktin programı uygulandı. 

 

3.4. İstatistiksel Analiz 

G6PD aktivitesi referans aralığından düşük veya sıfır olan olguların mRNA 

ekspresyon seviyeleri 2‒ΔΔCt  yöntemine göre hesaplandı109. Hesaplama sonucunda 

olguların ekspresyon seviyeleri ile; G6PD enziminin düşüklüğü, kinetiği ve Gd Akdeniz 

mutasyonu arasındaki ilişki SPSS 20.0 Windows Programı kullanılarak saptandı. 



43 

4. BULGULAR 

 

 

Çalışmamızda kan örnekleri, Çukurova Üniversitesi Tıp Fakültesi Çocuk 

Hematoloji Bilim Dalından sağlandı. Olguların hematolojik verileri, Sysmex KX-21N 

kan sayım cihazıyla belirlendi. Taze kandan G6PD enzim aktivitesi ölçülerek referans 

aralığından düşük veya sıfır olan örneklerden oluşan çalışma grubu 3’ü kadın 7’si erkek 

10 olgudan oluştu. Çalışmamıza katılan örnekler, DE-52 anyon değiştirici reçine ile kısmi 

olarak saflaştırılarak kinetik çalışması yapıldı. “Red Blood Cell Lysis” tamponu ile 

ayrıştırılan lökositlerden, MagNA Pure LC cihazı ile DNA izolasyonu yapıldı. İzole 

edilen DNA’lardan G6PD Akdeniz mutasyonuna bakıldı. Ayrıca Ekson 6’nın dizi analizi 

yapıldı. “High Pure RNA Isolation” kit ile lökositlerden mRNA izole edilip, 

“Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis” kit kullanılarak cDNA eldesi yapıldı. 

“LightCycler 480” cihazı kullanılarak, bu örneklerin G6PD gen ekspresyonu düzeyleri 

belirlendi. Sonuçlar 2‒ΔΔCt formülüyle hesaplandı. Bulgular arasındaki istatistiksel ilişki 

SPSS 20.0 programı kullanılarak irdelendi. 

 

4.1. Hematolojik Bulgular 

G6PD enzim aktivitesi referans aralığından (7-13 Ü/g Hb) düşük veya sıfır olan 

10 olgu incelendi. Çalışmanın ilk aşamasında, G6PD enzim aktivitesi referans aralığından 

düşük veya sıfır olduğu daha önce belirlenen 3’ü kadın 7’si erkek 10 olgudan EDTA’ lı 

tüplere 10 mL kan alındı. 

Olguların hematolojik verilerine kan sayım cihazında bakıldı. WBC 6,0 – 

10,9X109/L, RBC 3,89 – 6,74X1012/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 aralığında bulundu. 

Olgulara ait hematolojik bulgular çizelge 4.1’de toplu olarak gösterildi.
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Çizelge 4.1. Olguların hematolojik verileri 

 

Olgu Cinsiyet Yaş 
WBC 

109/L 

RBC 

1012/L 

Hb 

g/dL 

Hct 

% 

MCV 

fL 

MCH 

pg 

MCHC 

g/dL 

E.S. E 4 ay 10,9 4,06 11,2 32,2 79,3 27,6 34,8 

C.Ö. 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 

Ş.S. K 34 6,0 4,31 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 

Ş.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 

A.K. E 17 7,9 6,73 13,0 37,7 79,1 22,3 30,5 

F.F.A. E 49 7,6 5,22 14,2 41,4 86,7 24,1 31,9 

F.A. E 58 10,4 4,89 14,4 43,3 88,5 29,4 33,3 
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4.2. Kinetik Bulgular 

G6PD enzim aktivitesi referans aralığından düşük veya sıfır olan olgularda, 

kantitatif enzim aktivite tayini yapıldı. Ölçüm sonucunda tüm örneklerde enzim 

aktiviteleri 0 - 3,2 Ü/g Hb aralığında, 𝑥 ± SD değeri 1,62 ± 1,27 olarak bulundu. G6PD 

enzimi kısmi olarak saflaştırıldıktan sonra kinetik özellikleri çalışıldı. 

DE-52 anyon değiştirici reçineden kısmi olarak saflaştırılan G6PD enzimi, Km 

çalışmasında kullanıldı. Enzimin substratları olan NADP+ ve G6P’ye ilgisine bakıldı. 

KmNADP
+ ve KmG6P değerlerinin saptanmasında Lineweaver-Burk eğrisinden yararlanıldı. 

Farklı G6PD enzim aktivitesine sahip olguların, farklı substart derişimlerinde değişen 

enzim aktivitesi esas alınarak, Km değerleri hesaplandı. Hesaplama sonuçlarına göre 

olguların KmNADP
+’leri 1,8 – 67,5 µM arasında, KmG6P’leri 16,8 – 106 µM arasında 

bulundu. 

Analog kullanımları çalışmasında enzimin doğal substratları olan NADP+ ve G6P 

ile verdiği aktivite % 100 olarak esas alındı. Diğer deney koşulları sabit tutularak, ortama 

enziminin substartları yerine analogları olan dNADP, NAD, Gal6P, 2dG6P eklendi. 

Enzim aktiviteleri % olarak değerlendirildi. Değerlendirme sonuçlarına göre substrat 

kullanım oranları; dNADP % 42,4 – 196, NAD % 4,3 – 36, Gal6P % 2,4 – 19,2, 2dG6P 

% 0 – 29 arasında bulundu. 

Enzimin sıcaklık kararlılığı belirlenmesinde, G6PD enzimleri 47 °C’de 2 saat 

inkübe edilerek ve belirli aralıklarla aktivite tayini yapıldı. Enzimin başlangıç aktivitesi 

ile aralıklı ölçümlerin % olarak değişimi hesaplandı. Optimum sıcaklık çalışmasında ise 

yine enzimin başlangıç aktivitesi % 100 alınıp; 35, 45, 50, 55, 60, 65 ve 70 °C’deki 

enzimatik aktivite ile oranlandı. Bu orana göre G6PD enziminin optimum çalışma 

sıcaklığı 40-50 °C arasında bulundu. 

Kinetik çalışma aşamasında son olarak enzimin aktivite gösterdiği optimum 

pH’sine bakıldı. G6PD enziminin pH 7,5’deki aktivitesi % 100 alınarak ve pH 5, 6, 7, 8, 

9 ve 10’daki aktivitesi % olarak oranlandı. Çalışmada optimum pH, 6 - 8 arasında 

bulundu. 

Tüm kinetik çalışma verileri çizelge 4.4’de verildi. Bu çizelgedeki kinetik çalışma 

değerlerinin; sonuçları, verileri ve hesaplamaları tek bir olgu (Z. K.) üzerinden gidirilerek 

görselleştirildi. 
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Çizelge 4.2. Olguların kinetik özellikleri ve diğer varyantlar ile karşılıştırılması 

No Olgu G6PD 

aktivite 

(Ü/g Hb) 

Km (µM) Analog Kullanımı (%) Optimum 

pH 

47 °C’de 
İlk 20 dak. 

Değişim 
(%) 

Optimum 

Sıcaklık 
(°C) 

   G6P NADP dNADP NAD Gal6P 2dG6P    

1 E.S. 0 93 2,8 61 12,7 19,2 18 7 1 45 

2 C.Ö. 1,7 72 4,1 72,2 4,7 3,2 14,5 7 8 40 

3 K.E.K. 0 16,8 1,8 96 16,3 11,8 20 6-8 12 40 

4 Ş.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 Ş.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 40 

8 A.K. 2,3 106 67,5 97,4 8,5 2,4 4,7 7-9 10 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 44,9 3,4 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 Ü/g Hb olarak bulunan Z.K.’nin G6PD enzimi DE-52 

reçine ile kısmi olarak saflaştırıldı ve kinetik çalışması yapıldı. 

 

4.2.1.1. G6PD Enzimine Ait KmNADP+ ve KmG6P Değerinin Saptanması 

Km değeri Michaelis-Menten sabitidir. Her enzimin kendine özel Km değeri vardır 

ve substratına özeldir. Bu da enzimin substrata olan ilgisini yansıtır. Km sayısal olarak, 

reaksiyon hızının ½ Vmax’a eşit olduğu noktadaki substrat derişimidir. Km, enzim 

derişimi ile değişmez ve enzimin substratına karşı gösterdiği ilgiyi ifade eder. Sayısal 

olarak küçük Km, enzimin substratına karşı ilgisinin yüksek olduğunu gösterir. Çünkü ½ 

Vmax hızına erişmek için düşük derişimde substrat yeterli olmaktadır110.  

G6PD enziminin substratları olan NADP+ ve G6P’ye karşı ilgisini değerlendirmek 

için Km değerleri ölçümünde Lineweaver-Burk grafiğinden yararlanıldı. 

KmNADP
+

 değerleri, değişik NADP+ derişimlerinde değişen G6PD enzimatik 

aktivite esas alınarak hesaplandı. Farklı substrat derişimlerinde 5 dk doyunca elde edilen 

G6PD aktivitelerinin doğrusal olarak arttığı aralık hesaba katıldı. G6PD enziminin 

NADP’ye ilgisini belirlemek için, elde edilen hız (V) ve substrat (S) derişimleri 1/V ve 

1/S’ye çevrilip Lineweaver-Burk grafiğine dönüştürüldü. Tüm çalışma grubunun KmNADP 

değerleri; 𝑥 ± SD değeri 14,6 ± 19,75 µM’dir. En düşük KmNADP değeri 1,8 µM olarak 

K.E.K. olgusunda, en yüksek KmNADP değeri 67,5 µM olarak A.K. olgusunda görüldü. 

Z.K. olgusunun KmNADP değeri, matematiksel olarak eğriden elde edilen y = 38,152x + 

10,53 formülünden y = 0, x = ‒1/Km değerlerinin yerine konulmasıyla Km=3,6 µM olarak 

hesaplandı. 
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Şekil 4.1. Z.K.’nin G6PD KmNADP Analizi İçin Yararlanılan Lineweaver-Burk Grafiği 

 

 

KmG6P değerleri, değişik G6P derişimlerinde değişen enzimatik aktivite esas 

alınarak hesaplandı. Farklı substrat derişimlerinde 5 dk doyunca elde edilen G6PD 

aktivitelerinin doğrusal olarak arttığı aralık hesaba katıldı. G6PD enziminin G6P’ye 

ilgisini belirlemek için, elde edilen hız (V) ve substrat (S) derişimleri 1/V ve 1/S’ye 

çevrilip Lineweaver-Burk grafiğine dönüştürüldü. Tüm çalışma grubunun KmG6P 

değerleri; 𝑥 ± SD değeri 65,68 ± 32,25 µM’dür. En düşük KmG6P değeri 34,5 µM olarak 

M.E. olgusunda, en yüksek KmG6P değeri 105,3 µM olarak Ş.A. olgusunda görüldü. Z. K. 

olgusunun KmNADP değeri, matematiksel olarak eğriden elde edilen y = 287,05x + 7,2012 

formülünden y = 0, x = ‒1/Km değerlerinin yerine konulmasıyla Km=39,86 µM olarak 

hesaplandı. 
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Şekil 4.2. Z.K.’nin G6PD KmG6P Analizi İçin Yararlanılan Lineweaver-Burk Grafiği 

 

 

4.2.1.2. G6PD Enzimine Ait Analog Çalışma 

G6PD enziminin doğal substratları olan NADP+ ve G6P ile verdiği aktivite % 100 

kabul edilerek, G6PD enziminin substratları yerine substrat analogları aynı derişimde 

verildi. Diğer deney koşulları aynı tutulup enzim aktiviteleri % olarak hesaplandı. 

Tüm olguların; dNADP kullanma oranları % 42,4 ile 194 arasında olup, 𝑥 ± SD 

değeri % 89,57 ± 41,5’dir. dNADP kullanma oranı en düşük % 42,4 ile F.F.A.’da, en 

yüksek % 194 ile Z.K.’de bulundu. 

Olguların NAD kullanma oranları % 4,2 ile 36 arasında olup 𝑥 ± SD değeri % 

13,23 ± 9,71’dir. NAD kullanma oranı en düşük % 4,2 olarak F.F.A. olgusunda saptanır 

iken, en yüksek % 36 olarak M.E. olgusunda saptandı. 

Gal6P kullanma oranları % 2,6 ile 19,2 arasındadır. 𝑥 ± SD değeri % 12,77 ± 10,97 

olup, Gal6P kullanma oranı en düşük % 2,4 olarak A.K. olgusundaydı, en yüksek % 19,2 

olarak K.E.K. olgusunda görüldü. 

2dG6P kullanma oranları % 0 ile 29 arasında olup 𝑥 ± SD değeri % 15,19  ± 10,51 

olarak bulundu. M.E. ve F.F.A. olgularının 2dG6P’yi analog olarak kullanmadığı, en 

yüksek de % 29 olarak Ş.A. olgusunun kullandığı görüldü. 

Z.K. olgusunun substrat analoglarını kullanma oranı çizelge 4.3’te verildiği gibi 

aktiviteleri dNAD, NAD, Gal6P, 2dG6P için sırasıyla % 196, 21, 2,6 ve 27,7 bulundu. 
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Ayrıca Z.K.’nin dNADP analoğunu diğerlerine göre daha yüksek oranda kullandığı 

saptandı. 

 

 

Çigelge 4.3. Z.K.’nin Substrat Analoglarını Kullanma Oranı 

 % Aktivite 

Elüsyon 100 

dNADP 196 

NAD 21 

Gal6P 2,6 

2dG6P 27,7 

 

 

4.2.1.3. G6PD Enziminin Sıcaklık Kararlılığı 

G6PD enzimi 47 °C’de iki saat inkübe edildi. Farklı sürelerde enzimlerin 

aktivitesi ölçülüp başlangıç aktiviteleri % 100 olarak alınıp aktivite değişimleri % olarak 

oranlandı. İlk 20 dk’deki değişim esas alındı. Olgulardan ilk 20 dk’da en fazla değişim 

oranı % 41 azalan Z.K., en az değişim ise % 1 ile  E.S. olduğu gözlendi. Z.K.’nin G6PD 

enziminin sıcaklık kararlığı deneyinde G6PD aktivitesini ilk 20 dk’de % 41 oranında 

kaybettiği gözlendi (Şekil 4.3). 
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Şekil 4.3. Z.K’nin 47°’de sıcaklık kararlılığı grafiği 

 

 

4.2.1.4. G6PD Enziminin Optimum pH’si 

G6PD enziminin farklı pH’lerdeki aktivite değişimleri incelenerek, G6PD 

enziminin optimum çalışma pH’si bulundu. Olgularda optimum çalışma pH’si 6-9 

arasında bulundu. Z.K.’nin G6PD enziminin optimum çalışma pH’si grafiği şekil 4.4’te 

görüldüğü gibi bifazik özellik gösterdiği, pH 8 ve 9’da en yüksek aktiviteyi gösterdiği 

saptandı. 

 

 

Şekil 4.4. Z.K’nin Optimum pH Grafiği 
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4.2.1.5. G6PD Enziminin Optimum Çalışma Sıcaklığı 

Kısmi saflaştırılan G6PD enziminin optimum çalışma ısısının belirlenmesi için, 

enzimin 25 °C ve pH 8,0’deki aktivitesi % 100 olarak alındı. Daha sonra 37, 45, 50, 60, 

65 ve 70 °C’deki aktiviteleriyle % olarak oranlanıp enzimin optimum çalışma sıcaklığı 

belirlendi. Olguların optimum çalışma sıcaklığı 40 - 55 °C arasında bulunmuştur. En 

yüksek optimum çalışma sıcaklığı 55 °C olarak Ş.S. olgusunda gözlendi. Z.K.’nin G6PD 

enziminin optimum çalışma sıcaklığı şekil 4.5.’te görüldüğü gibi 50 °C olduğu bulundu.   

 

 

Şekil 4.5. Z.K’nin Optimum Çalışma Sıcaklığı Grafiği 
 

 

4.3. Moleküler Bulgular 

G6PD enziminin geninin moleküler düzeyde çalışılması için, tam kandan izole 

edilen DNA’lar ve lökositlerden elde edilen mRNA’ların cDNA’ları kullanıldı. 

 

4.3.1. PCR Bulguları 

In vitro şartlarda çoğaltılan G6PD geni, % 2’lik agaroz jel elekroforezi ile 

görüntülendi (Şekil 4.6). Çoğaltılmış gen, MboII restriksiyon enzimi ile kesilerek olgularda 

G6PD Akdeniz mutasyonu bulunup bulunmadığına bakıldı (Şekil 4.6). 
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Şekil 4.6. G6PD Geninin Enzim Kesimi Öncesi % 2’lik Agaroz Jel Elektroforez Görüntüsü. 

Marker olarak ΦX174 HaeIII Markeri kullanıldı. Örneklerin amplikon büyüklüğü 547 bç uzunluğundaydı. 
 

 

G6PD geninin 6ncı eksonunda 563üncü nükleotidin C→T değişimi sonucu oluşan 

Gd Akdeniz mutasyonunu saptamak için ekson 6 - 7 bölgesi çoğaltılmış, örnekler MboII 

restriksiyon enzimi ile kesilmiştir. MboII restriksiyon endonükleaz enzimiyle kesim 

işleminden sonra % 3’lük agaroz jelde görüntülendi (şekil 4.7). Enzim ile kesim sonucu 

örnek C→T değişimi içermiyor ise amplifiye DNA’da 377 ve 119 bç’lik iki bant 

görülecektir. 563 mutasyonu yönünden hemizigot ya da homozigot bir genotipe sahip ise 

amplifiye DNA enzim ile kesildiğinde 277, 119, 100 bç’lik bant verecektir. Eğer örnek 

mutasyonu heterozigot olarak taşıyor ise bir X geni normal bir X geni de mutant 

olduğundan jelde 377, 277, 119 ve 100 bç’lik 4 bant halinde görülecektir; (Şekil 4.7). 

 

 

 

547 bç 
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Şekil 4.7. MboII Restriksiyon Endonükleaz Enzimiyle Kesim İşleminden Sonra % 3’lük Agaroz Jeldeki 

…………..Görünümü. Marker olarak ΦX174 HaeIII Markeri kullanıldı (M: “Marker”). 
 

 

Çalışma sonucunda 3ncü, 5inci, 6ncı ve 10uncu örneklerin G6PD Akdeniz 

mutasyonunu; 3 ve 10 numaralı olguların hemizigot, 5 ve 6 numaralı olguların ise 

heterozigot olarak taşıdığı belirlendi. 

 

4.3.2. Dizi Analizi Sonuçları 

Gd Akdeniz’e neden olan, G6PD enziminin 6. eksonunun 563. nükleotidindeki 

C→T dönüşümü dizi analiziyle gösterildi. Böylece, enzim kesimiyle tanımlanan 4 

olgunun G6PD Akdeniz mutasyonu taşıdığı bir ileri aşamayla doğrulandı. 
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Şekil 4.8. G6PD Akdeniz mutasyonu gözlenmeyen Ş.S. olgusunun DNA Dizi Analizi görüntüsü 

 

 

Şekil 4.9. G6PD Akdeniz mutasyonu gözlenen Z.K. olgusunun DNA Dizi Analizi görüntüsü. 

                Ok, 563üncü nükleotiddeki C→T değişimini göstermektedir. 
 

 

4.3.3. Gen Ekspresyonu 

Tüm olguların G6PD geninin mRNA ekspresyonları çalışıldı. Daha sonra kontrol 

amaçlı iki tekrar daha yapıldı. Olguların mRNA’larının Cp değerleri 30,15 – 40 arasında, 𝑥 ± SD değeri 34,2 ± 3,7 bulundu. Toplamda üç kez çalışılan mRNA ekpresyonlarının 

ortalaması alınarak değerlendirme yapıldı. İkili olarak çalışılan mRNA ekspresyonlarının 

RT-PCR görüntüsü şekil 4.10’da verildi. 
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Şekil 4.10. Tüm olguların çift çalışılan G6PD Geninin Ekspresyonunun RT-PCR Görüntüsü 

 

 

G6PD geninin ekspresyon düzeyinin kantitatif  olarak belirlenmesi amacıyla 

yapılan çalışmalarda, önce referans olarak kullanılacak “housekeeping” genin doğru 

seçilmesi gereklidir. Çalışmada referans gel olarak β-Aktin kullanıldı. Referans genin 

ekspresyon görüntüsü şekil 4.11’de verildi. 

 

 

Şekil 4.11. Referans Genin Ekspresyonunun RT-PCR Görüntüsü 
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G6PD enzim aktivitesi referans aralığından düşük veya sıfır olan olguların mRNA 

ekspresyon seviyeleri 2‒ΔΔCt formülüne göre hesaplanmıştır. 2‒ΔΔCt değerleri 0,2 – 17,02 

arasında, 𝑥 ± SD değeri 3,33 ± 5,39 bulundu. Hesaplama sonunda elde edilen veriler 

çizelge 4.4’te verildi. 

 

 

Çizelge 4.4. Olguların mRNA Ekspresyonlarının 2‒ΔΔCt Sonuçları. 
Olgu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

2‒ΔΔCt 1,09 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 aralığından düşük veya 

sıfır olan olguların; enzim aktivitesi, doğal substatlarına olan ilgileri (Km), analog 

kullanımları ile gen ekspresyonları arasındaki ilişki irdelendi.  

Buna göre, 2‒ΔΔCt değeri ile KmNADP arasında yüksek düzeyde, anlamlı pozitif bir 

ilişki olduğu, 2‒ΔΔCt değeri ile KmG6P arasında orta düzeyde, anlamlı pozitif bir ilişki 

olduğu belirlendi. Korelasyon tablosu (Çizelge 4.5) ve Regresyon grafiği (Şekil 4.12 ve 

şekil 4.13) aşağıda verildi.  

 

 

Çizelge 4.5. Olguların 2‒ΔΔCt değeri ile; KmG6P ve KmNADP’nin korelasyon verileri 

 KmG6P KmNADP 

2‒ΔΔCt 

Pearson Correlation ,682* ,947** 

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. TARTIŞMA 

 

 

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD; EC 1.1.1.49 ), PFY’nin ilk ve düzenleyici 

enzimi olup, glukoz-6-fosfatın 6-fosfoglukonalaktona dönüşümünü NADP+ varlığında 

geri dönüşümsüz olarak kataliz etmektedir. PFY’nin iki temel işlevi bulunur: birincisi yağ 

asidi ve steroit biyosentezleri (adipoz doku, karaciğer, adrenal korteks ve süt veren meme 

bezi) gibi indirgeyici özellikteki sentezler için NADPH üretmek, ikincisi ise nükleotit ve 

nükleik asit biyosentezi için riboz sağlanmaktır44. 

G6PD enzim eksikliğinin sıklığı coğrafi bölgelere göre değişmekte olup,  Akdeniz 

ülkelerinde görülme oranı yüksektir. G6PD enzim eksikliği dünyada yaygın olmakla 

birlikte en sık Afrika ve Akdeniz çevresi ülkelerde % 12,8 oranında görülmektedir. 

Türkiye’de özellikle Akdeniz kıyılarında yer alan Arap, Kürt, Eti Türkü, Türkmen ve 

Bulgar göçmenlerinde daha sık rastlanmaktadır. Ülkemizde Çukurova bölgesinde bu oran 

% 5,8 ile % 8,5 arasında değişmektedir111, 112. Yapılan bir çalışmada G6PD eksikliği oranı 

% 12, uzamış sarılıkları inceleyen bir başka çalışmada ise % 1,2 olarak saptanmıştır. 

Kanada’da yapılan çalışmada ise G6PD eksikliği % 5,4 oranında saptanmıştır113. 

Bu çalışmada, G6PD enzim eksikliği referans aralığından düşük veya sıfır olan 

bireylerin, herhangi bir oksidatif ajanla karşılaşılması durumunda bir kısmının etkilenip 

bir kısmının etkilenmemektedir. Bu çerçevede, eksikliği olan bireylerde görülen kısmi 

etkilenmeye, G6DP gen ekspresyonu düzeyleri irdelenerek yorum getirilmeye 

çalışılmıştır. 

Çalışmamızda G6PD enzim aktivitesi eritrositlerde çalışılmıştır. Ölçüm 

sonucunda tüm örneklerde enzim aktiviteleri 0 - 3,2 Ü/g Hb aralığında, 𝑥 ± SD değeri 

1,62 ± 1,27 Ü/g Hb olarak bulunmuştur.95. İki olguda G6PD aktivitesinin 0 Ü/g Hb olduğu 

belirlenmiştir. Elde edilen değerlerin, WHO’nun belirlediği Gd B+ enzim aktivitesinin 

referans değerlerinden düşük olduğu belirlenmiştir. 

Gd B+ ve Gd Akdeniz aktivitesi üzerine Homosistein, Sistein ve N-Asetil Sistein 

etkilerinin in vitro koşullarda incelendiği çalışmada Homosistein’in normal enzim 

aktivitesini etkilemediği fakat çok düşük derişimlerde dahi Gd Akdeniz mutant enzimini 

% 50 oranında inhibe ettiği gösterilmiştir. Sistein ise normal enzim aktivitesini 
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etkilemezken, çok yüksek derişimlerde mutant enzimi % 80 inhibe etmiştir. Homosistein 

ve benzieri tiyol bileşiklerindeki derişim artışlarının, Gd Akdeniz mutant enzimi inhibe 

etmesi, eritrositlerde hemolize kadar giden yoğun oksidan etkiye bu moleküllerin de 

katkıda bulunabileceğini düşündürmüştür114. 

G6PD enziminin varyant analizi için birçok değişken kullanılmaktadır. 

Bunlardan; kısmi saflaştırılan G6PD enziminde kinetik çalışmalar, substrat analoglarının 

kullanımı, optimum pH, sıcaklık kararlılığı ve optimum sıcaklık en çok kullanılan 

kriterlerdir52,115. 

WHO tarafından, G6PD enziminin substatlarına ilgisini ölçmek için Km 

değerlerinin ölçülmesi önerilmiş ve Gd B+’nin normal değerlerinin KmNADP
+ 2 – 4 µM, 

KmG6P 50 – 70 µM arasında olduğu bildirilmiştir116. İtalya’da yapılan bir çalışmada KmG6P 

60 – 95 µM, KmNADP
+ 2,9 – 4,4 µM bulunmuştur117. Hindistan’da KmG6P normal sınırları 

60 – 75 µM olduğu bildirilmiştir118. Almanya’da yapılan bir çalışmada, KmG6P 62,3 ± 13,2 

µM, KmNADP
+ 5,2 ± 2,1 µM olarak verilmiştir119. Japonya’daki bir çalışmada belirtilen 

değerler KmG6P 31 – 71 µM, KmNADP
+ 2 – 3,2 µM arasındadır120. Çukurova’da yapılan 

çalışma sonucunda ise KmG6P 67 µM, KmNADP
+ 6 µM olarak bulunmuştur97. 

Çalışmamızda G6PD enziminin doğal substratlarına karşı ilgisini değerlendirmek 

için Km değerleri ölçüldüğünde, olguların KmNADP değerleri 1,8 – 67,5 µM arasında 𝑥 ± 

SD değeri 14,6 ± 19,75 µM, KmG6P değerleri KmG6P’leri 16,8 – 106 µM arasında 𝑥  ± SD 

değeri 65,68 ± 32,25 µM bulundu. Gd Akdeniz mutasyonunun belirtilen değerleri 

KmNADP
+ 1,2 – 1,6 µM, KmG6P 19 – 26 µM’dür. Gd Akdeniz mutasyonu saptanan 4 olgudan 

sadece K.E.K.’nin KmNADP
+ ve KmG6P değerlerinin referans değerlerde olduğu görüldü. 

KmG6P ve KmNADP
+ değeri, K.E.K dışındaki tüm olgularda Gd Akdeniz’den yüksek olarak 

saptandı. Diğer tüm olguların KmG6P ve KmNADP
+  kullanımı, Gd B+’ya daha fazla yakınlık 

gösterdi. G6PD enzim aktivitesi sıfır olan A.K.’nin G6P’yi yüksek oranda kullandığı 

görülmüştür. Yine diğer Gd Akdeniz mutasyonu olduğu bilinen 3 olgunun KmNADP
+ 

kullanımı, Gd Akdeniz mutasyonun kullanım aralığına uymadığı görüldü. Bu durum, Gd 

Akdeniz mutasyonunun moleküler incelemede nokta mutasyonu sonucu oluştuğunu 

belirtse de, Gd Akdeniz’in moleküler heterojeniteye sahip olduğunu göstermektedir. 

G6PD enziminin kinetik özelliklerinin belirlenmesinde ayrıca substrat analogları 

olarak dNADP, NAD, Gal6P ve 2dG6P kullanıldı. Bu kinetik özellikler, WHO’nun Gd 
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B+ ve Gd Akdeniz ile ve diğer G6PD enzim eksikliği saptanan çalışmalarda belirlenen 

kinetik özellikler ile karşılaştırıldı. 

Gd B+’nin dNADP kullanım yüzdesinin % 55-60 ve Gd Akdeniz’de % 350 olduğu 

bildirilmiştir120. Çalışmamızda dNADP kullanım oranı dNADP % 42,4 – 196 arasında 

bulundu. dNADP’nin analog kullanımı Gd Akdeniz’li 4 olguda referans değerden düşük 

olduğu belirlendi. Ayrıca, G6PD enzim aktivitesi 1,5 Ü/g Hb olan F.F.A.’nın dNADP’yi 

düşük oranda (% 42,4) kullandığı gözlendi. 

WHO tarafından, Gd B+’nin NAD kullanım oranı % 1’in altında olduğu 

belirtilmiştir115. Gd Akdeniz’in NAD’yi kullanımı ile ilgili referans bildirilmemiştir. 

Papua Yeni Gine’deki çalışmalar, G6PD enzim eksikliği olan olguların NAD substratının 

kullanım oranının % 3 olduğunu göstermiştir121. Çalışmamızda NAD kullanım oranı % 

NAD 4,3 – 36 arasında bulunmuştur. Substrat analoğu olarak NAD’yi, M.E. olgusunun 

yüksek oranda (% 36) kullandığı belirlendi  

WHO tarafından, Gd B+’nin Gal6P kullanım oranı % 7 – 15, Gd Akdeniz’in ise 

% 20 olarak belirtilmiştir116. Enzim eksikliği olan kişilerde, Hindistan’da yapılan bir 

çalışmada G6PD enziminin Gal6P kullanım oranı % 5 olarak bildirilmiştir123. 

Japonya’daki çalışmada ise Gal6P kullanımı % 4,3 – 12,7 arasında bulunmuştur120. Eber 

ve ark.’nın Almanya’da referans değerlerden düşük bireylerde yaptıkları çalışmada 

enzimin Gal6P’yi % 10,6 ± 3,1 oranda kullandığını göstermişlerdir124. Çalışmamızda 

Gal6P kullanım oranı Gal6P % 2,4 – 19,2 arasında bulunup genel dağılıma uyduğu 

gözlenmiştir. Gd Akdeniz mutasyonu olan olguların Gal6P’yi düşük oranda kullandığı 

gözlendi. 

WHO tarafından Gd B+’nin 2dG6P kullanım oranı % 4’ün altında, Gd Akdeniz’in 

ise % 23-37 arasında olduğu belirtilmiştir115. Bu analoğun kullanımının Gd Akdeniz 

varyatının tanımlanmasında önemli olduğu ve 2dG6P kullanımının Gd Akdeniz’in ön 

tanısını belirlemede önemli bir belirteç olduğu Ferraris ve ark. tarafından öne 

sürülmüştür121. Çalışmamızda 2dG6P kullanım oranı 2dG6P % 0 – 29 arasında bulundu. 

Substart analoğu olarak 2dG6P’yi en fazla oranda kullanan olgu, % 29 ile Gd Akdeniz 

mutasyonu olan Ş.A. olduğu, M.E. ve F.F.A. olgularının % 0 ile hiç kullanmadığı görüldü. 

Gd Akdeniz mutasyonu olan 4 olgunun 2dG6P’yi substrat analoğu olarak kullanma oranı, 

WHO’nun belirlediği aralıklara uyum göstermektedi. Gd Akdeniz mutasyonu olmadığı 

halde Ş.S. olgusunun 2dG6P’yi analog olarak % 21,8 oranında kullandığı gözlendi. 
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Çalışmamızda olgular, yalnız Gd Akdeniz mutasyonu yönünden değerlendirildiğinden 

diğer olguların substrat analoglarını kullanma oranı G6PD genlerindeki mutasyonların, 

mutasyonlarının özelliğine göre değişiklik göstermektedir. 

Sıcaklık kararlılığı, eritrosit G6PD özelliklerinin araştırılmasında kullanılan diğer 

bir değişkendir. WHO, sıcaklık kararlılığı çalışmalarında 20 dk’de, aktivitede % 20 kayba 

neden olan sıcaklık derecesinin saptanmasını önermiştir116, 120. Bunun yanında 

araştırmacılar tarafından, G6PD enzim eksikliği referans değerden düşük olan bir grupta 

yaptığı çalışmalarda, 47 °C’de inkübasyon ile enzim aktivitesinin % 50 azaldığı 

belirtilmiştir124. Bir kısım araştırmacılar ise G6PD enzimini 46 – 52 °C arasındaki belirli 

bir ısıda 20 dk beklettikten sonra enzimdeki aktivite değişimini % olarak 

kaydetmişlerdir120. Japonya’da 47 °C’de yapılan çalışmalarda, normal G6PD enziminin 

20nci dk’de aktivitesinin % 77,5, 60ıncı dk’de ise % 59 olarak aktivitesinin devam ettiğini 

belirtmişlerdir120. 

Bizim çalışmamızda, olguların G6PD enzimlerinin sıcaklık kararlılığının % 1 ile 

41 arasında olup, oldukça değişken olduğu gözlendi. İlk 20 dk’de Z.K. olgusu, % 41 ile 

en çok aktvite düşüşü gösterdi. En az değişiklik gösteren olgu ise ilk 20 dk’de enzim 

aktivitesinde sadece % 1’lik bir düşüş olan E.S.’dir. 

G6PD enziminin optimum çalışma sıcaklığı ile ilgili literatürde herhangi bir 

deneysel çalışma bulunamamıştır. Olgularımızın optimum sıcaklıkları 40 - 55 °C arasında 

bulundu. Gd Akdeniz mutasyonunu taşıyan Z.K.’nin sıcaklık kararlılığının düşük 

olmasına rağmen, 50 °C sıcaklıkta en iyi aktivite gösterdiği görüldü. 

WHO tarafından G6PD enziminin aktivite gösterdiği optimum pH, Gd B+’lerde 

belirtilmemiş olup, Gd Akdeniz’lerde bifazik özellikte olduğu bildirilmiştir123. Luzzatto 

ve Battistuzzi tarafından varyant analizinde optimum pH’nin G6PD enziminin Km ve 

analog çalışmaları kadar önemli olmadığı belirtilmiştir6. Fakat çalışmamızda Gd Akdeniz 

mutasyonu bulunan 4 olgunun, bifazik olarak optimum pH gösterdiği belirlendi6. Bizim 

çalışmamızda bifazik özelliğin Gd Akdeniz mutasyonun bir özelliği olduğu ve Gd 

Akdeniz olduğu belirlenen olguların WHO’nun belirttiği optimum pH’ye uyduğu 

gözlendi116. Gd Akdeniz mutasyonu bulunmayan diğer olguların optimum pH’lerinin 6 - 

9 arasında olduğu bulundu.  
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Bildirilen Gd Akdeniz kinetik özellikleri ile çalışmamızda saptanan Gd Akdeniz 

olguları bazı farklılık gösterse de moleküler analizler ile 4 olgunun G6PD genetik 

yapısının Gd Akdeniz olduğunu gösterildi. 

Kinetik ve moleküler özellikleri irdelenen olgulara ait bulgular, G6PD enziminin 

geçirmiş olabileceği post-transkripsiyonel veya post-translasyonel modifikasyonlar 

sonucu farklı özellikler kazandığını düşündürmektedir. Bu olgularda diğer bir olasılık da 

Gd Akdeniz dışında başka bir mutasyonun taranması sonucu farklı bir sense ya da 

missense mutasyonlarının olabileceğini düşündürmektedir. Daha fazla olgu çalışılması 

yanında, genin diğer bölgelerindeki SNP (“Single Nükleotide Polymorphism”)’lerin 

varlığının saptanmasına ek olarak, genin düzenlenmesinde bir katkısı olup olmadığının 

araştırılması, G6PD eksikliği olan olgularda klinik izlemdeki farklılıklara açıklık 

getirecektir. 

G6PD enzim eksikliği, ilk kez 1950’li yılların ortasında keşfedildiğinde, niçin 

bazı insanların antimalarial bir ilaç olan primakinin etkisine hassas olduğu merak 

edilmiştir. Daha sonra etkilenenlerin çoğunun asemptomatik olduğu görülmüştür. 

Bununla beraber eksiklik, bireylerde bazı ilaçların alımında, bazı enfeksiyonlar 

esnasında, favizmde, yenidoğan sarılığı ile akut hemolitik anemi şeklinde ortaya 

çıkmaktadır. G6PD enzim eksikliği dünya genelinde en yaygın enzimopati olma özelliği 

ile hemoglobinopatilerden sonra ikinci sıklıkla görülen kalıtsal bir hastalıktır ve daha çok 

sıtmanın endemik olduğu bölgelerde saptanmaktadır4, 121.  

140’ın üzerindeki bu mutasyonu bulunan G6PD geninin bugüne kadar en detaylı 

ve en fazla üzerinde çalışılanı Gd Akdeniz’dir. İlk kez Vulliamy ve arkadaşları tarafından 

Gd Akdeniz varyantına enzimin 6ncı eksonunda 563üncü nükleotitteki C→T 

dönüşümünün neden olduğu bildirilmiştir67. Dünya’da en yaygın olarak gözlenen Gd 

Akdeniz varyantının Türkiye’de de, Çukurova ve Antalya bölgesinde yaygın olduğu 

moleküler düzeydeki çalışmalar ile gösterilmiştir126. 

İtalya’da yapılan G6PD mutasyon araştırmalarında Gd Akdeniz (563 C→T) 

mutasyonu tüm mutasyonlara oranla % 84, San Antioco (1342 A→G ) % 2,8, Union 

(1360 C→T) ise % 8,5 olarak tespit edilmiştir. Bununla birlikte Gd Akdeniz (563 C→T)  

mutasyonu Kuzey İtalya’da % 66,6, Güney İtalya’da % 41,5, Suudi Arabistan, Irak, İran, 

Ürdün, Lübnan ve İsrail kökenli ailelerde yapılan çalışmalarda bütün varyasyonlara 

oranla % 95,2 oranında bulunmuştur15,65,68,83. 
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Bu çalışmamızda, MboII restriksiyon enzimi ile kesilerek olgularda Gd Akdeniz 

mutasyonu bulunup bulunmadığına bakıldı. G6PD geninde 10 olgunun 4’ünde (% 40) Gd 

Akdeniz mutasyonu tespit edildi. Gd Akdeniz mutasyonunu, 3 ve 10 numaralı olguların 

hemizigot, 5 ve 6 numaralı olguların ise heterozigot olarak taşıdığı belirlendi. 

Bulduğumuz mutasyonların Gd Akdeniz mutasyonu olduğu, dizi analiziyle doğrulandı. 

Elde edilen bu veriler Tuli ve ark. Çukurova yöresinde yaptığı çalışmaların sonuçlarıyla 

karşılaştırıldığında; Tuli, Gd Akdeniz mutasyonunu tüm mutasyonlar içerisinde % 53 

oranında bulmuştur84, 4. Açıkbaş ve ark. Antalya’da 50 G6PD enzim eksikliği olan olgu 

üzerinde yapmış oldukları çalışmada % 70 oranında Gd Akdeniz mutasyonu tespit 

etmişler85. Keskin ve ark. Denizli’de 1950 olgudan 24’ünde G6PD enzim eksikliği (% 

1,23) ve PCR-RFLP yöntemiyle yaptıkları çalışmada Gd Akdeniz mutasyonunun tüm 

mutasyonlara oranının % 79 olduğunu bulmuşlardır127. Bu verileri kendi sonuçlarımızla 

karşılaştırdığımızda farklılık olduğu görülmektedir. Bunun sebebi araştırıcıların farklı 

bölgelerde çalışması ve farklı sayılarda olgular üzerinde sonuçlar elde etmesidir. Ancak, 

çalışmamızda elde edilen sonuçlar Türkiye’nin farklı bölgelerindeki verilerle paralellik 

göstermektedir. Türkiye’de en sık görülen Gd Akdeniz mutasyonunun bizim 

çalışmamızda da en sık görülen mutasyon olduğu tespit edildi. 

Elde edilen bulgular, bulunan mutasyonların Türkiye’de görülen mutasyonlarla 

özgüllük gösterdiğine ve Gd Akdeniz’in ülkemizde en sık bulunan varyant olduğuna 

işaret etmektedir. 

Kalıtsal metabolik hastalıklar, insan yaşamında doğrudan veya koşullara bağlı 

olarak değişik düzeylerde sağlık sorunlarına yol açmaktadır. Ancak, kalıtsal hastalıklarla 

ilgili güncel bilimsel bilgi ve teknolojinin doğru birleşimi oluşturulup uygulandığında, bu 

sağlık sorunlarının ortaya çıkması önlenmektedir. G6PD eksikliği bu tür kalıtsal 

metabolik hastalıklardan biridir. G6PD enzimi eksik olan kişilerin büyük bir kısmı 

asemptomatiktir. Klinik bulgu saptananlarda, en sık karşılaşılan yenidoğan sarılığı 

dışında hemolitik anemidir. Bazı ilaçların ve besinlerin alınımıyla ölümcül olabilen akut 

hemolitik krize yol açar. Ayrıca doğum sonrası gelişen ciddi yenidoğan sarılığının 

nedenlerinden biridir. Bununla beraber G6PD enzim eksikliğinin yol açtığı bu sağlık 

sorunları, risk altındaki aileler doğum öncesinde veya sonrasında erken tanı ile 

saptandığında önlenebilmektedir95, 116. 
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Gelişen moleküler tanı yöntemleri sonucu DNA düzeyindeki çalışmalar çok hızlı 

kullanım alanı bulmuştur. G6PD enzim eksikliği genetik olarak heterojeniteye sahiptir. 

Aynı mutasyon farklı kişilerde farklı klinik belirti gösterdiği için bazı mutasyonlar 

hemolitik anemiye neden olurken, bazı olgularda ise hemoliz görülmemektedir27, 128. 

PFY kilit enzimi olan G6PD geni X kromozomunun q28 bölgesinde yer almakta 

ve 13 eksondan oluşmaktadır. Genin transkripsiyon veya translasyona bağlı hatalı sentezi 

veya posttranslasyonel dönemdeki bozukluğu enzim eksikliğine neden olmaktadır. Bu 

durum özellikle eritrositlerde oksidan ilaç ve maddelere maruz kalındığında hemolitik 

anemiye neden olmaktadır44, 68. G6PD enzim aktivitesi düşük olan hastaların oksidan 

ajanlara maruz kalması durumunda bazılarının etkilendiği, bazılarının etkilenmediği 

görülmüştür. Bu durumu açıklığa kavuşturabilmek amacıyla tetikleyici faktörler olan 

mRNA’ların gen ekspresyon düzeyleri irdelenmiştir.  

Çalışmamızda G6PD enzim aktivitesi referans değerlerden düşük veya sıfır olan 

olgularda gen ekspresyonu yapıldı ve mRNA ekspresyon seviyeleri 2‒ΔΔCt formülüne göre 

hesaplandı. Buna göre bu değerler 0,2 – 17,02 arasında, 𝑥 ± SD değeri 3,33 ± 5,39 

bulundu. Yapılan istatistiksel analiz sonucunda ise, 2‒ΔΔCt değeri ile KmNADP arasında 

yüksek düzeyde, anlamlı pozitif bir ilişki olduğu, 2‒ΔΔCt değeri ile KmG6P arasında orta 

düzeyde, anlamlı pozitif bir ilişki olduğu belirlendi109. Bu durum, G6PD enziminin 

substrat bağlanma bölgelerinde meydana gelebilecek değişikliğin, genin ekspresyonda da 

birtakım farklılığa neden olduğunu düşündürmektedir. 

Tüm bu bilgiler, bize G6PD enziminin canlılar için hayati bir önem taşıdığını ve 

inhibisyonu durumunda çok ciddi sağlık problemleri ortaya çıktığını gösterir. Bu durum 

yaptığımız çalışmanın önemini ortaya koymaktadır. 

Bizim çalışmamızdaki sonuçlarla diğer çalışmaların sonuçlarındaki farklılıklar 

hasta seçim kriterlerine bağlı olabileceği gibi bölgemize spesifik mutasyonların da 

olabileceğini düşündürmektedir. Bu sebeple çalışmamızın devamında olgularımızın 

G6PD genlerinde mutasyonlarını belirleyip daha sonra gen ekspresyonu yapılması 

düşünülmektedir. 
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6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

 

 

1. G6PD enzim aktivitesi referans değerlerden düşük veya sıfır olan olgularda 

yapılan Gd Akdeniz mutasyonu tarama sonucunda 10 olgudan 4'ünde Gd Akdeniz 

mutasyonu bulunmuştur. 

2. Gd Akdeniz mutasyonu olan olguların kinetik bulgularının WHO-G6PD 

tarafından verilen referans aralığına yakın değerlerde olduğu gözlenmiştir. Gd 

Akdeniz’in bildirilen kinetik özelliklerine, Gd Akdeniz mutasyonu olup G6PD 

aktivitesi 0 olan K.E.K. olgusu uyum sağlamıştır. 

3. Olguların; enzim aktivitesi, doğal substatlarına olan ilgileri (Km), analog 

kullanımları ile gen ekspresyonları arasındaki ilişki incelenmiştir. 

4. Olguların G6PD enzim aktivitesi ile kinetik özellikleri arasında bir ilişki 

bulunamamıştır. 

5. G6PD gen ekspresyonu sonucu elde edilen 2‒ΔΔCt değeri ile, enzimin doğal 

substratı olan NADP+’ye ilgisi olan KmNADP arasında yüksek düzeyde, anlamlı 

pozitif bir ilişki olduğu belirlenmiştir. 

6. G6PD gen ekspresyonu sonucu elde edilen 2‒ΔΔCt değeri ile enzimin diğer bir 

doğal substratı olan G6P’ye ilgisi olan KmG6P arasında orta düzeyde, anlamlı 

pozitif bir ilişki olduğu belirlenmiştir. Bu ilişki Korelasyon analizi ile bize neden 

sonuç bilgisi vermeyip, değişkenlerimiz arasındaki ilişkinin miktarı ve yönü 

hakkında bilgi vermektedir. Daha ileri çalışma olarak daha fazla örnek sayısı ile 

G6PD gen ekspresyonları irdelenecektir. 

7. Oksidatif ajanlara maruz kalma durumunda, bir kısım G6PD enzim eksikliği olan 

kişilerin etkilenip, bir kısmının etkilenmemesi durumunu G6PD geninin 

mRNA’larının ekspresyonu boyutunda inceleyerek farklı bir bakış açısı 

kazandırılmıştır. G6PD enziminin substrat bağlanma bölgesinin post-

transkripsiyonel veya post-translasyonel modifikasyon geçirmiş olabileceğini 

düşündürmektedir. 

8. Daha ileri çalışma olarak daha fazla olguda önce G6PD mutasyon tayini yapıp 

daha sonra G6PD gen ekspresyonları arasındaki ilişki incelenmelidir.  
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