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ÖZET 

 
DĐYARBAKIR BÖLGESĐNDE G6PD ÖZELLĐKLERĐ BĐLĐNMEYEN KĐŞĐLERDE 

G6PD CANTON, KAĐPĐNG VE GAOHE MUTANT ALLELLERĐNĐN 
BELĐRLENMESĐ 

 
YÜKSEK LĐSANS TEZĐ 
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DĐCLE ÜNĐVERSĐTESĐ 

FEN BĐLĐMLERĐ ENSTĐTÜSÜ 
BĐYOLOJĐ ANABĐLĐM DALI 

 

2011 

 

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (D-glucose 6-phosphate: NADP+ oksidoredüktaz, EC 
1.1.1.49; G6PD) pentoz fosfat yolunun ilk basamağını katalizleyen kilit bir enzimdir.  
Eritrositlerde NADPH oluşumu için tek kaynak pentoz fosfat metabolik yolu olup, G6PD 
eksikliğinde NADPH üretimi önemli ölçüde azalmaktadır.  G6PD eksikliği, X’e bağlı ve resesif 
olarak geçiş gösteren bir hastalıktır.  Bu hastalığın dünyada oldukça geniş yayılımı olup, 400 
milyondan fazla insanı etkilemektedir.  Böyle bir yaygınlığa sahip enzimin, değişik kinetik 
özellik gösteren 400’ün üzerinde varyantı olduğu bildirilmektedir.  G6PD enzimi eritrositteki 
indirgenmiş glutatyon düzeyinin devamlılğını sağlamak için gereklidir.  Böylece bu hücreler 
oksidatif strese karşı korunmuş olur.  G6PD enzim eksikliği enfeksiyonlar sırasında bazı 
ilaçların kullanımıyla, yenidoğan dönemde, bakla tüketimiyle ve stres koşullarında hemolitik 
anemiyle sonuçlanabilir.   

Bu çalışmada G6PD özellikleri önceden bilinmeyen kişilerden tam kan örnekleri 
alınmıştır ve bu kanlar içerisindeki DNA’lar DNA saflaştırma kitleri kullanılarak izole 
edilmiştir.  G6PD genotipleri Real Time PCR ve G6PD mutasyon kitleri kullanılarak 
belirlenmiştir.  Bu çalışmada, elektroforetik olarak incelenebilen enzim eksikliği ile ilişkili 
varyantlara rastlanmamıştır.  

Anahtar Kelimeler: Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, G6PD, Hemolitik anemi, PCR, Real Time 
PCR, Mutasyon 
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ABSTRACT 

 

G6PD PROPERTIES UNKNOWN PEOPLE IN DIYARBAKIR DETERMINE OF 
THE MUTANT ALLELES G6PD CANTON, KAIPING AND GAOHE  

 
MSC THESIS 

 
Kadir Sinan ASLAN 

 
DEPARMENT OF BIOLOGY 

INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES 
UNIVERSITY OF DICLE 

2011 

Glucose 6-phosphate dehydrogenase (D-glucose 6-phosphate: NADP+ oxidoreductase, 
EC 1.1.1.49; G6PD) 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. G6PD deficiency is 
disease inherited X-linked recessive. This disease is the most common human enzyme defect, 
being present in more than 400 million people worldwide. In turn, the enzyme displays nearly 
400 variants, showing different kinetic properties. G6PD enzyme is necessary to maintain to 
reduced glutathione level in erythrocytes. Thus these cells are protected against oxidative stress. 
The deficiency of G6PD deficiency may result in hemolytic anemia due to drug toxication, 
infections during the neonatal period, consumption of beans and stress conditions. 

In this study, blood samples were taken from people previously unknown properties of 
G6PD and the blood in the DNA was isolated using DNA purification kits. G6PD genotypes 
were determined using real time PCR kits for the G6PD mutation. G6PD genotypes were 
determined by using Real Time PCR and G6PD mutation kits. In this study, electrophoretic 
variants related with enzyme deficiency were not observed. 

Keywords: Glukoz-6-phosphate dehydrogenase, G6PD, Hemolytic anemia, PCR, Real Time 
PCR, Mutation 
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1. GĐRĐŞ  

Hemolitik anemilerle paralel giden eritrosit enzim eksiklikleri ilk kez Glikoz 6-

fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzim eksikliğinin tanımlanmasıyla gündeme gelmiştir.  

Dünyada en sık görülen ve hemolitik anemiye neden olan G6PD enzim eksikliği, 

eritrositlerde tanımlanmış olan 15 enzim defekti içinde klinik açıdan en önemlisidir 

(Sodeman 1985).   

G6PD enzim eksikliği en yaygın enzimopatilerden birisidir. 1950’li yıllarda 

G6PD enziminin X kromozomuyla kalıtıldığı saptanmış ve 1960’lı yılların başlarında 

ise enzimin çeşitli elektroforetik varyantları gösterilmiştir.  G6PD enziminin değişik 

özellikler gösteren 400’ün üzerinde varyantının olduğu bulunmuştur (Vulliamy ve 

ark.1988).  Ayrıca Human Gene Mutation Database (AGMD) verilerinde G6PD enzim 

eksikliğinin 150 tane mutasyonu belirtilmiştir (AGMD 2010).  

G6PD enzim eksikliğine 1950’li yıllarda primakin denen sıtma ilacının 

alımından sonra hemolitik kriz geçiren hasta grubunda ilk defa tanımlanmıştır (Schloff 

ve ark. 1999). 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 denilmektedir (Persico ve ark.1986, Beutler ve ark. 1991) 

G6PD eksikliğe sahip hastalarda bazı ilaçlar, yiyecekler ve enfeksiyonla hücre 

için tehlikeli olan serbest radikallerin aşırı üretimi hemolitik krize neden olmaktadır 

(Schloff ve ark. 1999, Mehta ve ark.2000).   

Genel olarak ülkemizin Doğu Anadolu ve Güney bölgelerinde görülen bu enzim 

eksikliğinden dolayı meydana gelen sağlık sorunları önemli hale gelmiştir.  Bir Akdeniz 

ülkesi olmamız ve G6PD eksikliğinin Akdeniz ülkelerinde çok fazla görünmesinden 

dolayı bölgemizin de ne derecede etkilendiğinin belirlenmesi gereğini doğurmuştur.

 Diyarbakır’da bugüne kadar G6PD enzim eksikliği üzerinde çalışma yapılmamış 

olması ve enzim eksikliğine neden olan mutasyonlarının moleküler düzeyde 

araştırılmaması bizim bu eksikliğin bölgemizdeki dağılımını belirlemeye yöneltmiştir.
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Geniş bir alana yayılım gösteren G6PD enzim eksikliğinin yol açtığı sağlık 

sorunlarının önlenebilir olması, Diyarbakır bölgesinde G6PD enzim eksikliğine yol 

açan varyantların moleküler temelinin bilinmemesi ve bölgemizdeki mutasyonların 

belirlenmesi amacıyla bu çalışma yapılmıştır. Bölgemizdeki mutasyonların tespiti ile 

dünya G6PD enzim eksikliği mutasyon haritasının tamamlanmasına katkı sağlayacağı 

düşünülmüştür. Ayrıca bu çalışmayla bölgemizdeki yaşayan insanların başka illere 

gitmesine gerek kalmayacağına ve bölge ekonomisine katkı sağlamasının yanı sıra yeni 

doğan çocuklarda yapılacak çalışmalara da katkı sunacağına inanmaktayız. 

Bu düşünceden hareket ederek mutasyonlarının varlığının tespiti için, Dicle 

Üniversitesi Hematoloji Kliniği’ne G6PD özellikleri bilinmeyen rastgele başvuran 96 

kişinin rızaları alınarak 2 ml kan alınıp genel tarama yapılmıştır ve bu kanlar 

içerisindeki DNA’lar DNA saflaştırma kitleri (ROCHE MagNA Pure Compact Nucleic 

Acid Isalation Kit I) kullanılarak izole edilmiştir. G6PD genotipleri de Real Time PCR 

ve G6PD mutasyon kitleri kullanılarak belirlenmiştir. Bu yöntemin kullanım amacı; 

mevcut mutasyonların kısa sürede tespitini yapılabilmesi ve olası yeni varyantların 

keşfedilmesinin de mümkün olacağı düşüncesidir.  Böylelikle bölgemizdeki 

mutasyonların insidansını belirleyebileceğiz. 

1.1. G6PD Enzim Eksikliğinin Dünyadaki Dağılımı 

G6PD enzim eksikliğinin dünyada 400 milyondan fazla insanı etkileyen ve en 

fazla rastlanılan eritrosit enzim eksikliğidir (Wolfe ve ark.2006). 

G6PD enzim eksikliği Akdeniz ülkelerinde, Afrika’da, Ortadoğu’da, Güneydoğu 

Asya’da, Kafkas halklarında ve onların soylarından gelenlerde görülmektedir (Leurence 

ve ark. 1997, Kayaalp 2000).  Yunanlılar, Çinliler, Filipinliler, Endonezyalılar, Đspanyol 

Yahudileri ve Hintliler’de de G6PD enzim eksikliğinin % 5-40 oranında görüldüğü 

belirtilmiştir (Cotron ve ark. 1999).  G6PD enzim eksikliğinin dünyadaki dağılımı şekil 

1.1. de gösterilmiştir (WHO 1989). 
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Türkiye’de ise G6PD enzim eksikliğinin Çukurova ve Van’ın Başkale ilçesinde 

daha çok görüldüğü belirtilmiştir.  Ayrıca Eti Türklerinde % 11.4, Çukurova bölgesinde 

% 8.2, Kıbrıslılarda % 3.5 oranında G6PD eksikliği tespit edilmiştir (Tamer ve 

ark.1998). Yüreğir ve arkadaşlarının (1987) yaptığı çalışmalarda Tarsus ve Hatay 

yöresinde enzim eksikliğini % 17 oranında bulmuşlardır. Türkiye’de bulunmuş olan 

G6PD varyantları Çizelge 1.1 de verilmiştir (Yalın ve ark. 1987, Aksoy ve ark. 1987, 

Aksoy 1990). 

 Çizelge 1.1.’de 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  

Şekil 1.1. G6PD enzim eksikliğinin dünyadaki dağılımı (WHO 1989). 
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1.2. G6PD Enzimi 

G6PD enzimi, pentoz fosfat yolunda rol oynayan ilk ve kilit enzimdir (Persico 

ve ark.1986). G6PD enzimi daha çok sitoplazmada bulunuyorsa da peroksizom, 

endoplazmik retikulum, lizozom, kloroplast ve mitekondri gibi çeşitli organellerde de 

bulunduğu saptanmıştır (Antonenkov 1989).  

Bakteri, protozoa, mantar, sinek, balık ve memelilerin de içinde bulunduğu geniş 

bir canlı topluluğunda bulunan G6PD enzimine geniş bir canlı topluluğunda 

bulunmasından dolayı “ubiquitous” enzim de denilmektedir.  Ayrıca enzim üstlendiği 

biyokimyasal rolden dolayı da yaşam için gerekli anlamına gelen “housekeeping” enzim 

olarak ta adlandırılmıştır (Persico ve ark.1986, De Angioletti ve ark.2001).  

1.3. G6PD Enziminin Genetik Özellikleri 

G6PD enziminin yapısını oluşturan G6PD geni, X kromozomunun uzun kolu 

üzerinde q28 bölgesinde bulunmaktadır.  Bu gen 20114 baz çifti (bç) uzunluğunda olup, 

12 intron ve 13 exondan oluşmaktadır. 3. exon 38 bç’den oluşan en kısa exondur.  En 

uzun exon ise 771 bç’den oluşan 13. exondur.  Genin sadece 2. intronu 300 bç çiftinden 

uzundur ve 11 kb (kilobaz) uzunluğundadır. NADP+ enzimde 386. ve 387. 

aminoasitlere bağlanır (Persico ve ark.1986, Chen ve ark. 1991).  G6PD geninin X 

kromozomundaki bulunduğu yer Şekil 1.2. de şematik olarak gösterilmiştir (Szabo ve 

ark. 1984, Trask ve ark. 1991). 

 Şekil 1.2.  
 

G6PD Geninin Şematik Gösterimi. HPRT: Hiposantin Quanin Fosforibozil Transferaz, 
Faktör VIII-IX FBC: Hemofili, Fragile site FRAXD: Fragile, Colour Vision CBBM: Renkli 
görme (Szabo ve ark. 1984, Trask ve ark. 1991) 
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G6PD enziminin dimer yapısında 2 koenzim ve 2 substrat bağlanma bölgesi 

bulunmuştur. Enzimin dimer yapısı Şekil 1.3.’te gösterilmiştir (Au ve ark. 2000, Kotaka 

ve ark. 2005). 

 
Şekil 1.3. G6PD Enziminin Dimer Yapısı (Au ve ark. 2000, Kotaka ve ark.2005) 

G6PD enziminin fonksiyonunu belirleyen G6PD geninin kodladığı mRNA 

aminoasit dizisi ve büyüklüğüdür.  G6PD geni 18.5 kb ve genin kodladığı mRNA ise 

2269 bç uzunluğundadır (Luzatto 1987, Beutler ve ark. 1995).  G6PD geninin kodlama 

dizilimi 1545 baz çifti uzunluğunda olup 515 aminoasitlik G6PD proteinini meydana 

getirmektedir.  G6PD enziminin aktif formu her biri 59.265 kDa molekül ağırlığa sahip 

2 veya 4 aynı alt birimden oluşmaktadır.  Đnsan G6PD enziminin moleküler özellikleri 

Çizelge 1.2.’de gösterilmiştir (Luzatto 1995). 

Çizelge 1.2. G6PD’nin moleküler özellikleri (Luzatto 1995) 
DNA 

Gen uzunluğu            18.5     

Ekzon sayısı   13 
Đntron sayısı   12 

mRNA 
Nükleotit sayısı        2269 

5' kodlanmayan bölge   69 

Kodlanan bölge        1545 

3' kodlanmayan bölge          655 

Protein 
Aminoasit dizisi          515 

Moleküler ağırlık            59.265  

Aktif enzim moleküllerinin subünite sayısı 2 veya 4 

Her subünitedeki NADP’ye bağlanan molekül 
sayısı 

   1 
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Enzimin molekül ağırlığı mikrobiyal türlerde 50-60 kDa, memelilerde 58-67 

kDa arasındadır.  Enzimin insandaki molekül ağırlığı ise 59 kDa’dur.  G6PD enziminin 

dimerik veya tetramerik yapısı genelde aktif olan yapılarıdır.  Bu aktif formlarını 

sıcaklık, NADP+ , NADPH gibi çeşitli faktörler etkilemektedir.  Düşük pH ve iyonik 

kuvvet enzimin tetramer, yüksek pH ve iyonik kuvvet de enzimin dimer yapı oluşumuna 

neden olmaktadır (Levy 1979). 

1.4. Pentoz Fosfat Yolu 

Pentoz fosfat yolunun ilk ve kontrol enzimi G6PD (EC 1.1.1.49)’dir (Mehta ve 

ark. 2000). Temel görevi NADPH’ları üretmek olan pentoz fosfat yoluna heksoz 

monofosfat yolu (HMP) da denilmektedir.  Üretilen NADPH’lar genellikle, indirgenmiş 

glutatyon, steroidler, birtakım aminoasitler, yağ asitlerinin sentezi ve DNA sentezi için 

ribonükleotidlerin deoksiribonükleotidlere dönüşmesi gibi birçok reaksiyonda 

kullanıldığı bildirilmiştir (Scot ve ark. 1991, Yalın ve ark. 2001, Nelson ve Cox 2005, 

Özmen ve ark.2005). 

  Eritrositlerde NADPH oluşumu için tek kaynak pentoz fosfat yoludur ve G6PD 

eksikliğinde NADPH üretimi azalacağı belirtilmiştir (Telefoncu 1989).  Hücreyi iç ve 

dış kaynaklı toksik bileşiklerden ve reaktif oksijen türlerinden (ROS), redükte glutatyon 

(GSH) ve GSH’a bağımlı enzimlerin koruduğu belirtilmiştir (Siems 2000).  HMP 

yolunda üretilen NADPH’ın eritrositlerdeki en önemli rolü oksitlenmiş glutatyonu 

(GSSG) indirgenmiş glutatyon haline dönüştürmektir (Şekil 1.4.1.).  Glutatyon redüktaz 

enzimi tarafından bu reaksiyon katalizlenir (Telefoncu 1989).  

Fagositlerde oksijen tüketimi ve H2O2 oluşumu fazla olduğundan PFY’nun 

aktivitesi de yüksektir (Hollenberg 1992).  Normal eritrositlerde daima glukozun % 90’ı 

aerobik glikolizle yıkılırken, % 10 luk bir kısmı da HMP fosfat yoluyla metabolize 

edilir ve NADPH’lar elde edilmiş olur (Weksler ve ark. 1990, Fairbanks ve ark. 1994).  

 Glukoz-6-fosfatın 1 nolu karbonunun dehidrogenasyonuyla pentoz fosfat yolu 

başlar.  G6PD enzimi tarafından bu reaksiyon katalizlenir.  Reaksiyon sonucu 6-

fosfoglukano δ-lakton oluşur. 

 

“Glukoz 6 - fosfat + NAD(P) ——> 6- fosfoglukono-δ-lakton + 2NAD(P)H + H”
G6PD 
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Devam eden basamakta 6-fosfoglukano δ-lakton’un laktanaz enzimi katalizörlüğünde 6-

fosfoglukonat oluşur.  Oluşan bu 6 karbonlu şeker daha sonra oksidatif 

dekarboksilasyonla ribulaz-5 fosfata dönüşür.  Bu reaksiyonda koenzimi NADP+ olan 

6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzimi görev alır.  Sonuç olarak pentoz fosfat yolu 

reaksiyonlarında bir glukoz molekülünden 2 NADPH ve 1 riboz 5-fosfat oluşmaktadır 

(Beutler ve ark.1991, Nelson 2005). Pentoz fostat yolu Şekil 1.4.1.’de 

gösterilmiştir(Luzatto ve ark.2001).   

 

 

 

Bu olayın total reaksiyonu;   

Glukoz 6 fosfat + 2NADP ——> Riboz 5-fosfat + 2NADPH + 2H + CO
2
 

Pentoz fosfat yolu oksidatif ve non-oksidatif olarak 2 yoldan gerçekleşir.  

Oksidatif fazın son ürünü riboz-5 fosfattır ve birçok dokuda yol burada noktalanır.  

Oluşan riboz 5 fosfat nükleotit sentezinde görev alır. Primer ihtiyacı, NADPH olan 

eritrositlere benzer dokularda ise non-oksidatif fazda riboz-5 fosfattan önceki ara ürün 

riboloz 5-fosfat ise transketolaz ve trans aldolaz enzimleriyle yeniden glukoz 6 -fosfata 

katalizlenir.  Şekil 1.4.2.’de pentoz fosfat yolunun oksidatif ve non-oksidatif yolu 

gösterilmiştir (Nelson 2005). 

Şekil 1.4.1. Pentoz posfat yolu. Cat: Katalaz, GPx: Glutatyon peroksidaz, GR: Glutatyon 
redüktaz,    G6PDD: Glikoz 6 fosfat dehidrogenaz, 6PGD: 6-fosfoglukonat 
dehidrogenaz, GSH: Redükte glutatyon, GSSG: Okside glutatyon (Luzatto ve 
ark.2001)   
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Şekil 1.4.2. Pentoz fosfat yolunun oksidatif ve non-oksidatif gösterimi(Nelson 2005). 

 

1.5. Glutatyon Yolu 

Glutatyon (GSH); glutamat, glisin ve sistein aminoasitlerden oluşan, kolay bir 

şekilde hidrojen verebilen düşük molekül ağırlıklı bir tripeptittir. Glutatyonun bu üçlü 

yapısı şekil 1.5.’de gösterilmiştir (Champe 1997).  

 
Şekil 1.5.1. Glutatyonun yapısı (Champe 1997) 
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Glutatyonun; DNA ve protein sentezi, enzim aktivitelerinin düzenlenmesi, hücre 

içi ve dışı transportlar gibi hücresel faaliyetlerinin dışında antioksidan olarak hücre 

savunmasında da önemli bir rolü vardır. Đndirgenmiş glutatyon (GSH) yapısında 

bulunan aminoasitlerin içerdiği tiyol grubu (-SH) aracılığıyla hücreyi oksidatif 

hasarlardan korur.  Glutatyon peroksidaz (GPx) enzimin katalizörlüğünü yaparak 

hidrojen peroksidi (H2O2) metabolize eder (Meister ve Anderson 1983, Deneke ve 

Fanburg 1989, Ambrosio ve ark.1992, Meister 1994). 

Hidrojen peroksidin (H2O2) ve diğer peroksitlerin glutatyon peroksidazın 

etkisiyle etkisiz duruma getirilmesi sırasında GSH yükseltgenir ve GSSG haline 

dönüşür. GSSG glutatyon aracılığıyla indirgenerek yeniden kullanılabilir hale 

dönüşmesi için de NADPH gerekmektedir.  Glutatyon yolu Şekil 1.5.2 de gösterilmiştir 

(Scot ve ark. 1991, Izawa v ark. 1998, Bilmen ve ark. 2001, Çiftçi ve ark. 2001, Özmen 

ve ark. 2005).  

 
Şekil 1.5.2. Glutatyon yolu (Nelson ve Cox 2005). 
 

Mitekondriyal solunum, iyonize radyasyon, 
sülfanomidler, herbisitler, antimalaryaller, 

divisin 

 

Süperoksit 
anyonu 

Hidrojen 
peroksit 

Serbest 
hidroksil 

radikalleri 

Oksidatif hasarlı lipitler, 
proteinler, DNA 

G6PD 

                  Glutatyon peroksidaz 

Glikoz 6- Fosfat 
(G6P) 

6-fosfo-glukano- 
δ-lakton 

Glutatyon 
redüktaz 
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Son yıllarda yapılan çalışmalarda çeşitli stres modellerinin reaktif oksijen 

ürünlerinin (ROS) oluşumunu hızlandırdığı gözlenmiştir.  ROS’un oluşturduğu oksidatif 

hasar oksidatif stres olarak tanımlanmıştır (Das ve Banerjee 1993, Goldin ve ark. 1997).  

Hücre yüksek miktarda oksidana maruz kaldığında, yükseltgenmiş glutatyon (GSSG) 

oluşumu sınır düzeyini aşmakta ve oksidatif stres meydana gelmektedir.  Detoksifiye 

(toksinlerden arındırma) olamayan oksidanlar membran lipidlerinin ve çeşitli hücrelerin 

fonksiyonel ve yapısal proteinlerinin bozulmasına sebep olmaktadır. Çeşitli oksidatif 

ajanlardan kaynaklanan H2O2, süperoksit anyonu O- ve serbest hidroksil radikalleri 

hücre için çok toksiktir (Cochrane 1991, Ambrosio ve ark.1992).  Ayrıca glutatyonun 

eritrositlerde hemoglobinin yapısındaki demirin (Fe+2) indirgenmiş halde tutulmasında 

da rolü bulunmaktadır. Fonksiyonel olmayan methemoglobinin yapısındaki 

yükseltgenmiş demirin (Fe+3) indirgenmesi sırasında glutatyon tüketilmektedir.  Bu 

nedenle eritrositler indirgenmiş glutatyona çok fazla gereksinim duymaktadırlar 

(Szweda ve Stadtman 1992). Eritrositlerdeki görevi glutatyonu indirgemek olan 

NADPH’ın üretimi G6PD eksikliğinde önemli ölçüde azalır.  Hemolize neden olan 

maddelerin G6PD eksikliği olan kişilere verilmesi durumunda o maddelerin kendisi 

veya metabolitleri hemolize karşı dayanıklılığı sağlayan GSH’yi oksitleyerek inaktive 

ederler.  Bunun neticesinde eritrositlerde hemoliz meydana gelir (Şekil 1.5.3).   

 
Şekil 1.5.3. PFY ve Glutatyon yolu ile Hemoliz mekanizması (Szweda ve Stadtman 1992). 
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Eritrosit GSH düzeyi hemoliz oluşumundan hemen önce azalır ve GSSG artış 

gösterir. Hücre içi toplam GSH miktarı GSSG’nin hücreden dışarı çıkmasıyla 

azalmaktadır. Eritrositlerin membranlarında bulunan sülfidril gruplarının oksidasyonu 

membranın fonksiyonunu bozar ve dalakta, daha da ağır durumlarda karaciğerde 

eritrositlerin erken yıkımına neden olduğu bulunmuştur (Sodeman 1985). 

1.6. G6PD Enzim Eksikliğinin Kalıtımı 

G6PD enzim eksikliği X kromozomuna bağlı resesif geçiş gösteren bir enzim 

eksikliği olarak tanımlanmıştır. Buna göre G6PD enzim eksikliğine sahip erkekler 

hemizigot normal (Gd+) veya hemizigot yetmezlikli (Gd¯) ; dişiler ise homozigot 

normal(Gd+/Gd+), homozigot yetmezlikli (Gd¯/Gd¯)  veya heterozigot yetmezlikli 

(Gd+/Gd¯)  olabilirler.  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.  Bu erkeklerin anneleri taşıyıcıdır.  Hasta bir 

baba erkek çocuklarına sadece Y kromozomunu vereceğinden, hastalığı erkek 

çocuklarına geçirmez ama kız çocuklarına zorunlu olarak mutant geni taşıyan X 

kromozomunu vereceğinden, böyle bir babanın tüm kız çocukları taşıyıcı olacaklardır.  

Bu kız çocukları ise taşımakta oldukları mutant geni kendi erkek çocuklarına % 50 

olasılıkla geçirecekler, kız çocukları ise % 50 olasılıkla normal, % 50 olasılıkla taşıyıcı 

olacaklardır. X kromozomuna bağlı resesif kalıtım gösteren bir aile ağacı Şekil 1.6.’da 

gösterilmiştir (Apak ve Semerci 2005). 

 
Şekil 1.6. X kromozomuna bağlı resesif kalıtım gösteren aile ağacı(Apak ve Semerci 2005) 
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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 

taşıyıcı olması gereklidir. X kromozomuna bağlı resesif hastalığın kız çocuklarında 

görülmesini açıklayan diğer bir durum ise Lyon hipotezidir (Vulliamy ve ark. 1996). 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. 

 X kromozomunda G6PD eksiklik geni taşıyan erkek klinik bulgu verir ve 

hemizigot G6PD yetmezlikli olarak tanımlanır.  Dişi bireylerde XX genotipi normal,  

X-X- genetopi homozigot ve X-X genotipi heterozigot G6PD yetmezlikli olarak 

tanımlanırlar.  Heterozigot yetmezlikli dişiler az veya çok klinik etki gösteren 

yetmezlikli hücrelere sahiptirler.  Dişilerin tüm hücrelerinde sadece bir X 

kromozomunun aktif olmasından dolayı dişi heterozigotlar normal (sağlıklı) ve enzim 

eksikli olmak üzere iki eritrosit populasyonuna sahiptirler (Battistuzzi ve ark 1985, 

Beutler 1994, Hansen ve ark. 1996, Gürbüz 2003, Yan ve ark. 2006, Guindo ve ark. 

2007). 

 1.7. G6PD Enzim Eksikliği 

1950’li yılların başlarında ilk olarak Amerikalı zencilerde antimalaryal ilaçların 

araştırılması esnasında ortaya çıkan hemolitik tablolar ile G6PD yetmezliği 

tanımlanmıştır.  Đlerleyen çalışmalarda da Akdeniz yöresinde bu eksikliğin yaygın 

olarak bulunduğu tespit edilmiştir.  Bu bölgelerin bir diğer ortak özelliği sıtma 

hastalığının görüldüğü bölgeler olması ve G6PD yetmezlikli bireylerin de sıtmaya karşı 

dirençli olmalarıdır (Beutler 1994, Martini ve Ursini 1996, Luzatto 1999, Pietropetrosa 

ve ark. 2001).  G6PD enzim eksikliğinin plazmodiumlara karşı dayanıklılık sağlaması 

ile ilgili bir seleksiyon olayına bağlı olduğu ileri sürülmüştür (Kayaalp 1998). 

P.falciparum’a karşı immünite gelişiminde G6PD eksikliğinin oluşması, malaryanın 

yaygın olduğu bölgelerde G6PD sıklığının artmasıyla açıklanabilmiştir.  
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G6PD eksikliğinin olduğu eritrositlerdeki malarya parazitinin gelişiminin normal 

eritrositlerden daha yavaş olduğu görülmüştür (Beutler 1994).  

G6PD enzim eksikliği insidansı Akdeniz ülkelerinde, Afrika’da ve Çin’de daha 

yüksek olmakla birlikte bütün ırklarda ve etnik gruplarda tanımlanmıştır (Calabro ve 

ark. 1990, Beutler ve ark. 1992). Bu enzim eksikliğinin en önemli belirtileri neonetal 

sarılık, favizm ve hemolitik anemi olduğu ve enzimin şiddetli eksikliğinde kronik 

nonsferositik hemolitik anemi görüldüğü bildirilmiştir. (Rang ve ark.1999). 

1.7.1. Neonatal Sarılık 

Akdeniz ve Asya’da sıklıkla görülen neonatal sarılık, G6PD enzim eksikliğinin 

ve buna bağlı olarak gerçekleşen hemolizin önemli bir sonucudur. Yenidoğan 

bebeklerde tedavi edilmediği zaman kernikterusa sebep olmaktadır (Salvati ve ark. 

1999). 

1.7.2. Favizm 

G6PD enzim eksikliği olan hastalarda görülen, güçlü oksidan özelliği olan Fava 

fasulyesi veya baklasının (Vicia fava) yenilmesinden veya polenlerinin inhale 

edilmesinden sonra ortaya çıkan ve şiddetli hemoliz görülen bir hastalıktır (Rang ve 

ark.1999).  Çoğunlukla Fava alımından 24 saat geçtikten sonra hemoliz başlar. G6PD 

enzim eksikliği olanlarda favizmin görülmesi kişinin genetik yapısı ve Fava’nın 

içeriğinin metabolizmasıyla ilgilidir. G6PD eksikliği olan hastaların hepsinde favizm 

görülmemektedir fakat favizmi olan kişilerde her zaman G6PD enzim eksikliği 

görülmektedir. G6PD Akdeniz (Mediterranian) varyantında fava fasulyesinin 

tüketilmesine bağlı akut ve çok şiddetli hemoliz görülmektedir (Fairbanks ve ark 1994). 

1.7.3. Hemolitik Anemi 

Kronik hemolitik anemiye sebep olan nokta mutasyonlarının incelenmesi 

sonucunda G6PD geninin 10. ekzonu tarafından kodlanan, 361-428 aminoasitlerinin 

arasındaki bir bölgede yoğunlaştığı saptanmıştır. G6PD’nin stabilitesi ve aktivitesi için 

gereken aktif dimer oluşumunda bu bölge görev almaktadır (Hunsdoerfer ve ark 2002). 
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G6PD enzim eksikliği görülen eritrositler ozmotik şok ve oksidatif strese karşı 

daha duyarlı olduğundan Heinz cisimcikleri oluşumu sebebiyle hemoliz ve bunun 

sonucunda da anemi oluşmaktadır (Long ve ark. 2002). 

1.7.4. Kronik Nonsferositik Hemolitik Anemi 

Kronik nonsferositik hemolitik anemi G6PD enziminin şiddetli eksikliğinde 

oluşmaktadır. Bu anemiyle ilişkili 80’den fazla genetik varyant tanımlanmıştır. G6PD-

Portici varyantında G-A değişimi şeklindeki tek nokta mutasyonu polipeptid 

zincirindeki histidin aminoasidinin arjinin-393 ile yer değiştirmesine ve buna bağlı 

olarak enzimin üç boyutlu yapısının bozulmasına sebep olur. Bu varyantın bulunduğu 

eritrositlerde küresel yapının bozulması, anemi, retikülosit ve bilirubin değerlerinde 

artma gibi belirtiler göstermektedir (Filosa ve ark.1992). 

1.8. G6PD Varyantları  

 Yapılan araştırmalarda yaklaşık 400 milyondan fazla kişinin G6PD enzim 

eksikliği taşıdığı saptanmıştır.  Dahası böyle bir yaygınlığa sahip olan G6PD’nin 

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

Moleküler düzeyde çok farklı olmayan bu varyantların biyokimyasal özelliklerinin 

birbirinden farklı olduğu gözlenmiştir.  Varyantların çoğunun dengeli bir polimorfizm 

göstermesi sebebiyle herhangi bir oksidan ajanla karşılaşarak akut hemoliz atağı 

gösterinceye kadar asemptomatik olarak kalırlar(Vulliamy ve ark. 1998, Cappelini ve 

ark. 1996). 

1967 yılında toplanan Dünya Sağlık Örgütü (WHO) eritrosit G6PD enzim 

aktivitesini, elektroforetik analiz ve inhibitörlere yanıt gibi değişik parametrelerin 

varyantlarını tanımlamada kullanılmasına karar vermiştir. WHO’nun amacı; değişik 

laboratuarlarda tanımlanan çok sayıda varyantın birbirleriyle karşılaştırma zorluğunu 

ortadan kaldırmak ve yeni varyant standartlarını oluşturmaktır. Tanımlanan bu 

varyantların oluşturduğu enzim eksikliğinin tablosu, bulunan deneysel verilere ve klinik 

bulgulara göre beş ana grupta toplanmıştır: 
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1. Kronik nonsferositik hemolitik anemi gösteren grup, 

2. Enzim aktivitesi % 10’un altında olan, şiddetli enzim eksikliği gösteren fakat 

hemolitik anemi görülmeyen grup, 

3. Enzim aktivitesi % 10 – 60 arası olan orta derecede enzim eksikliği gösteren 

grup, 

4. Enzim aktivitesi % 60 – 100 arası olan hiç enzim eksikliği göstermeyen veya 

çok hafif gösteren grup, 

5. Enzim aktivitesi artmış grup (WHO 1967) 

Đnsanlarda elektroforetik olarak G6PD’nin 3 ayrı tipi mevcuttur. Bazı kişilerde tek 

bir B bandı, diğer bir grupta tek bir A bandı varken, bir kısmında da A ve B bandları bir 

arada bulunmaktadır. 400’den fazla genetik 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 (vahşi tip) allel olarak kabul edilir.  

Beyazlar arasında yaygın olarak görülen enzim defekti G6PD Mediterranian 

tipidir ve bu tip G6PD B- olarak ta adlandırılır.  G6PD Mediterranian varyantında 

enzim aktivitesi normalin % 1’inden daha azdır ve daha çok Akdeniz’deki beyazlarda 

daha fazla yaygındır. Ayrıca klinik bakımdan hemolize neden olan varyantlardan biridir. 

G6PD Akdeniz (Mediterranian) tipi Orta Doğu’da yaygın olarak bulunmaktadır ve bu 

tipte enzim aktivitesi % 10’dan daha azdır. 

G6PD A tipi; Afrikalılarda görülen ve normal aktivite gösteren A tipinde 

hemoliz görülmez ve B tipine göre yalnız bir aminoasit farklılığı vardır.  Ayrıca A tipi 

B tipine göre elektroforezde daha hızlı yürür.  Siyah Amerikan erkeklerinin yaklaşık % 

20’lik bir kısmında G6PD A alleli vardır.  A- olarak isimlendirilen tip klinik olarak 

önemli olan anormal G6PD tipidir ve siyah Amerikan erkeklerinde % 11 oranıyla en sık 

görülen tiptir.   

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 Đtalya, Đspanya, Güneydoğu Asya, Orta Doğu ve Güney 

Amerika kökenli beyazlarda da görülmektedir. Ayrıca enzim aktivitesi çok düşük olan 
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Mahidol ve Union varyantları Güneydoğu Asya’da en yaygın varyantlardandır. Chicago 

varyantındaysa ömür boyu oldukça şiddetli hemolitik anemi görülmektedir (Beutler ve 

ark. 1991, Beutler 1994, 1996, Tishkoff ve ark. 2001, Kurdi-Haidar ve ark. 1990, 

Beutler ve Vulliamy 2002, Martinez ve ark. 1997). Sık görülen G6PD varyantlarının 

dünyadaki dağılımı şekil 1.8.1. de gösterilmiştir(WHO 1989, Tan ve Boey 1989). 

 
Şekil 1.8.1. G6PD Varyantlarının Dünyadaki Dağılımı (WHO 1989, Tan ve Boey 1989). 
 

DNA düzeyinde meydana gelen çeşitli nokta mutasyonlar genelde G6PD 

enziminin substrat bağlanma bölgesinde yer alan aminoasitleri etkilemekte ve enzimin 

aktivite göstermesi için protein katlanmalarına ve dimerizasyonuna engel olmaktadır 

(Cochrane 1991). Afrika’da görülen G6PD A varyantında en çok 202A, 376G 

bölgesinde mutasyonlar görülmektedir.  G6PD Mediterrenean tipindeyse 563T, Güney 

Avrupa, Orta Doğu ve Hindistan’da da 563 T bölgesinde mutasyonlar görülmektedir 

(Beutler 2002). 

 Polimorfik G6PD Varyantları G6PD Eksikliğinin Frekansı 
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Đnsan G6PD geni üzerindeki çeşitli intron ve ekson bölgelerinde nokta 

mutasyonlar meydana gelmektedir. Bu mutasyonların gerçekleştiği bölgeler ve yaygın 

görülen mutasyonlar şekil 1.8.2. de gösterilmiştir (Martini ve ark.1986).  

 
Şekil 1.8.2.  Đnsan G6PD geni. (A.Đntron ve ekson bölgeleri; B.Mutasyonların bulunduğu bölgeler)      

(Martini ve ark.1986). 

G6PD enzim eksikliğinin dünyada yaygın varyant ve mutasyonlarının dağılımı, 

WHO’nın sınıflaması ve yaygın olan bölgeler Çizelge 1.3.’te verilmiştir. Birtakım 

mutasyonlar bulundukları yerlerde farklı isimlerle adlandırılmışlardır ve alt alta 

yazılmış isimler aynı mutasyonun değişik bölgelerindeki farklı isimlendirmelerinden 

oluşmaktadır (Beutler 1994, Beutler ve Vulliamy 2002, Martinez 1997, Luzatto 1999).

G6PD Geni Üzerindeki Mutasyonlar 
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Çizelge 1.3. G6PD enzim eksikliğinin dünyada yaygın varyant ve mutasyonlarının dağılımı. 
(Beutler 1994, Beutler ve Vulliamy 2002, Martinez 1997, Luzatto 1999) 

Variyat ismi Exon Nükleotit Amino asit WHO  Yaygın  yerler 

Gaohe* 
Gaozhou  

Ex2 95 A>G 32 His>Arg  2 Çin  

Sunderland  Ex2 105-107del 35 Ile del 1 Đngiltere 

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

Asahi 
Castilla  
Alabama 
Ferrara  

 
Ex4 

 
202G >A 

 
68 Val>Met 

 
3 

Afrika, Đtalya, 
Đspanya, Kanarya 
Adaları, Meksika 

Ube, Konan  Ex4  241 C>T 81 Arj>Cys 3 Japonya  
A  Ex5 376 A>G 126 Asn>Asp 4 Afrika, Đspanya, 

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, Đtalya, 
Kanarya Adaları 

Mediterranean 
Dallas, 
Birmingham 
Sassari 
Caglari 
Panama  

 
 
Ex6 

 
 
563 C>T 

 
 
188 Ser>Phe 

 
 
2 

Đtalya, Yunanistan, 
Arabistan, Đran, 
Türkiye, Irak, Đsrail, 
Mısır, Yahudiler, 
Yahudi Kürtleri 

Seattle 
Modena 
Ferrarall 
Athens-
like,Mexico 

 
 
Ex8 

 
 
844 G>C 

 
 
282 Asp>His 

 
 
2 

Đtalya, Đspanya, 
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, Đspanya, 
Đtalya 

Canton* Ex12 1376 G>T 459 Arg>Leu ? Çin, Taywan 
Kaiping* Ex12 1388 G>A 463 Arg>His 2 Laos 

       *: Çalışmamıza konu olan mutasyon tipleri. 

1.9. G6PD Eksikliğinin Tanısı Đçin Uygulanan Yöntemler   

1.9.1. Kalitatif Floresan Spot Test 

Kalitatif floresan spot test G6PD enziminin aktivitesiyle oluşan NADPH’ın 

tayini esasına dayanır. NADPH aktive edilerek ultraviyole ışığı ile floresan oluşum 

miktarı gözlenir. Bu test niteliksel olarak enzimin varlığını gösterir fakat enzimin 

miktarına yönelik bilgiler vermemektedir. Kalitatif bir test olduğundan dolayı da sayısal 
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bir değer verilememektedir. Enzimin tanısı için yapılan diğer testlerle 

karşılaştırıldığında uyumluluk görülmektedir. Tarama amaçlı enzim tayinleri için 

kullanılabilen bu test basit, ucuz ve hızlıdır.  

 1.9.2. Kantitatif Spektrofotometrik Yöntem 

Bireyin enzim miktarını tam olarak gösterebilen bu testler spektrofotometrik 

olarak yapılmaktadır. Bu test ile hemizigot, heterozigot ve homozigot bireylerin hepsi 

belirlenebilmektedir. Yöntem NADPH’ın 340 nm (nanometre)’de verdiği absorbans 

değerinin ölçümüne dayanır. Genellikle biyokimya laboratuarlarında kullanılan bir 

yöntemdir. Enzim aktivitesi; 25 oC’de 1 dk da 1 mM NADP’yi NADPH’a katalizleyen 

enzim miktarı olarak tanımlanır ve değerlendirilir (Tabata ve ark 2002, Altikat ve ark. 

2002). 

1.9.3. PCR-RFLP 

Nükleik asit zinciri içerisinde yalnızca belirli bir baz dizisini tanıyıp zinciri bu 

diziden hidrolitik olarak kesen enzimler restriksiyon endonükleaz enzimleridir. Bu 

endonükleazlar ile genin içindeki mutasyonlar kesilerek var olan kesilmemiş parçaların 

yapısından farklı olacaklardır. Agaroz jel elektroforezinde bu değişim gösterilerek 

mutasyon noktasının meydana çıkarılması sonucu moleküler düzeyde hastalık tanısı 

konulabilmektedir. 

PCR işlemiyle incelenecek olan G6PD gen bölgesi çoğaltılır. Daha sonra 

mutasyon bölgesini tanıyan restriksiyon enzimleriyle uygun ölçülerde karıştırılarak, 

enzimin aktif olduğu sıcaklık ve sürede inkübasyon yapılmaktadır.  DNA’nın kesilip 

kesilmediği inkübasyon ürününün % 2’lik agaroz jelde yürütülülüp kontrol örneklerle 

karşılaştırılarak değerlendirme yapılmaktadır (Martini ve ark. 1986, Özmen ve ark. 

2004, Noori ve ark. 2004, Gürbüz ve ark. 2005). 

1.9.4. PCR- SSCP  

Molekül içi etkileşim nedeniyle tek zincirli DNA’da her bir zincir farklı formda 

katlanıp kıvrılır ve zincirde değişik konformasyonlar oluşur.  PCR- SSCP, değişik 

konformasyonlar içeren aynı uzunluktaki baz dizilerinin poliakrilamid jel 

elektroforezinde farklı hızla hareket etmesine dayanan bir yöntemdir. Mutasyon içeren 
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DNA molekülü normal diziden farklı bir yapıda olduğundan, jel elektroforezinde 

normalden farklı yerde bant verecektir. Đncelenen örneğin ve normalin beraber jele 

yüklenip karşılaştırıldığında normalden farklı bantların bulunması örnekte mutasyon 

varlığını göstermektedir.  

 PCR işlemiyle incelenecek olan G6PD gen bölgesi çoğaltılır. Amplikonlar 

PCR’da 90-95 oC’ye kadar ısıtıldığı zaman DNA hidrojen bağlarından ayrılarak tek 

zincir haline gelir. Ortamın hızla 0 oC’ye kadar soğutulduğunda zincirler tekrar 

birleşemeyerek ve kendi içlerinde kıvrılıp katlanarak ayrı ayrı iki yapı oluştururlar.  

Mutasyon içeren DNA molekülü normal halinden farklı bir konformasyon oluşturup 

elektroforezde farklı hızla yürüdüğünden jel elektroforezde normalinden ayırt 

edilebilmektedir. DNA fragmentinde baz değişiminin bulunduğu bu yöntemle 

belirlenebilmektedir fakat mutasyon türü tespit edilememektir (Beutler 1995, Menounos 

ve ark. 2000, 2003). 
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  2. KAYNAK ÖZETLERĐ 

Carson ve arkadaşları (1956), primakin ilaçlarla yaptıkları çalışmada G6PD 

enzim eksikliğinin teşhisini koymuşlardır.  

Childs ve arkadaşları (1958), G6PD enzim eksikliğinin kromozomal yapısını 

bildirmişlerdir.  

Zinkham (1961), primakin duyarlı eritrositlere sahip bireylerde G6PD aktivite 

eksikliği olduğunu bildirmiştir. 

Porter ve arkadaşları (1964), G6PD enziminin Afrika, Akdeniz ve Asya 

topluluklarında farklı varyantlarının olduğunu bildirmişlerdir. 

Boyer ve arkadaşları (1965) yaptıkları çalışmalarda G6PD enzim eksikliğinin 

elekroforetik varyantlarını bildirmişlerdir. 

McCurdy ve arkadaşları (1966), G6PD Kanton varyantını güney Çin’de % 1.7 

bir gen frekansına ulaşan ve en sık görülen G6PD eksikliği olarak bulmuşladır. 

Yoshida (1967), tek bir aminoasit mutasyonu sonucu G6PD molekülünde 

değişim olabileceğini bildirmiştir. 

Beutler ve arkadaşları (1968), eritrosit enzim eksikliğinin favizm, primakin 

duyarlılık ve bazı ilaç duyarlı hemolitik anemi, anemi ve yenidoğan sarılığı ve kronik 

nonspherositik hemolitik anemi temeli olduğunu bildirmişlerdir.  

Luzzatto ve arkadaşları (1969) G6PD enzimin eksikliğinin sıtmaya karşı bir 

avantaj sağladığını bildirmişlerdir. 

Yoshida (1971), Beutler (1978) ve arkadaşları G6PD varyantlarının çeşitliliğini 

gösteren tablolar yayımlamışlardır. 

Du ve arkadaşları (1985) G6PD Gaohe varyantını tanımlamışlardır.   

Takizawa ve arkadaşları (1986), G6PD geninin 58 dalton moleküler ağırlığa 

sahip ve 531 aminoasitten oluştuğunu bildirmişlerdir. 

Aksoy ve arkadaşları (1987) Türkiye’de G6PD Adana, G6PD Samandağ, ve 

G6PD Balcalı varyantlarını tanımlamışlardır.  Enzimler için DEAE-52 selüloz pH 7.0 

kolon kromatografisi ve amonyum sülfat kullanarak kan örneklerinden saflaştırılmıştır.
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Du ve arkadaşları (1988) tarafından Çin’de görülen varyant olan G6PD 

Kaiping’i tanımlamışlardır. 

Chen ve arkadaşları (1991), G6PD geninin tam dizi analizini belirlemişler ve 

G6PD geninin insan DNA'sındaki 20.114 bç sırasını belirlemişlerdir.  

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

araştırmışlardır.  Yaptıkları çalışmalarda 21.271 (11.400 erkek, 9.871 kız) yenidoğan 

bebeklerinde G6PD aktivitesini belirlemişlerdir ve düşük G6PD aktivitesi olan kız 

bebekleri incelemişleridir.  Rastgele seçilen kişilerden PCR ile restiriksiyon 

enzimleriyle (RE) sindirim yöntemi kullanılarak G6PD geni çoğaltılmıştır. Onların 

sonuçlarına göre Tayvan’da G6PD poliformizminden sorumlu en az dört çeşit mutasyon 

olduğunu bildirmişlerdir.  Bu mutasyonların ilk türü 487. nükleotidte G ile A’nın yer 

değiştirmesi ile Ser den Gly oluşan yeni bir tip bulmuşlardır.  Đkinci tip mutasyon daha 

önce bildirilmemiş olan 493. nükleotitte A ile G değişmesidir.  Đki mutasyonu tespit 

etmek için PCR/RE sindirim yöntemi ile sırasıyla Alu I ve II Ava tanıma siteleri 

oluşturulmuştur.  Üçüncü mutasyon 1376. nükleotitte G ile T değişmesini tespit 

etmişlerdir.  Dördüncü mutasyon türü olarak da 1388. nükleotidde G ile A değişimi 

saptanmıştır.  

Bautista ve ark. (1992) ile Maeda ve ark (1992) tarafından G6PD enzimi farklı 

kaynaklardan değişik yöntemler kullanılarak birçok kez saflaştırılmıştır. 

Saha ve arkadaşları (1994) Singapur’da yaşayan Çinli erkeklerde Mediterranean 

(563 C-T), Canton (G>T, 1376) ve Kaiping (1388G>A) ve Chinese-5 (1024C>T) 

variantlarını belirlemişlerdir.  Spesifik oligonükleotidler ile restiriksiyon enzimleri ile 

DNA dizilerini açıklamışlardır.  Bütün varyant çeşitlerinde enzim aktivitelerinin düşük 

olduğunu (0.2-0.6 IU/g Hb) belirtmişlerdir. 

Huang ve arkadaşları (1996) Çin’de G6PD eksikliği olan 50 kadın ve 112 

erkekte moleküler mutasyonlar ve yenidoğanlarda neonatal sarılık klinik bulguları 

araştırmışlardır.  % 50 oranında nükleotit 1376 (G>T), % 16.1 oranında nükleotit 1388 

(G > A), % 8.0 oranında nükleotit 493 (A>G), % 6.2 oranında nükleotit 1024 (C>T), % 

5.4 oranında nükleotit 95 (A>G), % 1.8 oranında nükleotit 392 (G>T), % 1.8 oranında 

nükleotit 487 (G > A), % 0,9 oranında nükleotit 871 (G > A) ve % 0,9 oranında 

nükleotit 1360 (C>T) mutasyonlarını bulmuşlardır. Nükleotit 1376 mutasyonunun 
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Tayvan ve Çin’ de yeni doğanlarda daha yaygın olduğunu bildirmişlerdir. Tüm 

kordon kanı örneklerinde G6PD aktivitesinin kantitatif olarak ölçülmüş ve bilinen 

dokuz oligonükleotid ile doğal ve mutasyonlu primerler hazırlanarak DNA sentezleyici 

de sentezleyip saflaştırmışlardır.  Bu bilinen mutasyonların hızlı tespiti için, tam kandan 

direkt PCR ile modifiye edilmiştir. 

Miwa ve Fujii (1996) G6PD mutasyonlarından sorumlu 78 varyantı 

listelenmişlerdir.  Onlar tahminen dünya çapında 400 milyon kişinin G6PD eksikliğinin 

kronik hemolitik anemi ve uyuşturucu yada enfeksiyonun neden olduğu akut hemolitik 

anemi ile ilişkili olduğunu belirtmişlerdir.  

Iwai ve arkadaşları (2001) güneydoğu Asya’daki G6PD dağılımını incelemek 

için G6PD varyantları üzerinde moleküler çalışmalar yapmışlardır.  Bu çalışma için 16 

etnik gruptan 4317 kişi (2.019 erkek, 2.298 kadın) taranmıştır. Tarama sonucunda; 

(1291 G>A) G6PD Surabaya, 383 T>C (G6PD Vanua Lava), 487 G>A (G6PD 

Mahidol), 871 G>A (G6PD Viangchan), 592 C>T (G6PD Coimbra), 95 A>G (G6PD 

Gaohe), 1003 G>A (G6PD Chatham), 1360 C>T (G6PD Union), 1376 G>T (G6PD 

Canton), ve 1388 G>A (G6PD Kaiping) varyantları tespit edilmiştir.  Bu çalışma için 

Tek Adım Tarama Yöntemi (a single-step screening method), PCR ve SSCP analiz 

yöntemi kullanılmıştır.  

Nuchprayoon ve arkadaşları (2001) Tayland’da G6PD eksikliği için kantitatif 

G6PD yöntemi kullanmışlardır.  Alınan kordon kanı örneklerinde G6PD eksikliğinin 

Tai erkeklerinde % 11.1 olduğu ve kadınlarda % 5.8 olarak bildirilmiştir.  G6PD 

Viangchan (871 G>A) tanımlamak için PCR-restriksiyon enzim tabanlı bir yöntem 

geliştirmişler ve G6PD eksikliği olan kan örneklerindeki DNA için mutasyonlar 

aramışlardır.  G6PD Viangchan (871 G>A) varyantının Asya’nın güneydoğundaki 

toplumda en sık görülen tür olduğunu bildirmişlerdir.  

Çiftçi ve arkadaşları (2001) metamizol ve eritrosit G6PD enzim aktivitesi 

üzerine magnezyum sülfat etkileri in vitro ve in vivo koşullarda incelenmişlerdir.  

Metamizol ve magnezyum sülfatın in vitro ve in vivo G6PD enzim aktivitesini inhibe 

edeceğini öne sürmüşlerdir.  Çalışmalarını 340 nm dalga boyunda bir spektrofotometre 

kullanılarak Beutler yöntemine göre yapmışlardır. 
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Yusoff ve arkadaşları (2002) Malezya’da yaptıkları çalışmada G6PD 

mutasyonlarını taramak için MPTP ve PCR yöntemini kullanmışlardır.  G6PD geninin 

3, 4, 5, 6, 7, 9, 11 ve 12 ekzon bölgesindeki mutasyonlar MPTP ile taranmıştır. 9 

mutasyon tespit edilmiştir. G6PD Viangchan, G6PD Mediterranean (C563T), G6PD 

Vanua Lava (T383C), G6PD Coimbra (C592T), G6PD Kaiping (G1388A), G6PD 

Orissa (C131G), G6PD Mahidol (G487A), G6PD Canton (G1376T), and G6PD 

Chatham (G1003A) varyantlarını bulmuşlardır.  

Ainoon ve arkadaşları (2004) 128 Çinli yenidoğan bebeklerin kordon kanından 

PCR restriksiyon enzimleri ve SSCP (Single Stranded Conformation Polymorphism)  ve 

DNA dizi analizi yapılmıştır.  G6PD Canton 1376 G>T, Kaiping 1388 G>A, G6PD 

Gaohe 592 G>A, Chinese-5 1024 C>T, Nankang 517 T>C, Mahidol 487 G>A, Quing 

Yang 392 G>T, Union 1360 C>T, Viangchan 871 G>A ve Chatham 1003 G>T 

varyantlarını bulmuşlardır.  

Laosombat ve arkadaşları (2006) G6PD eksikliği olan 210 erkek ve 15 kadın 

oluşan 225 kişi üzerinde Tayland'ın güneyindeki Songklanagarind Hastanesi'nde 

çalışma yapmışlardır.  Bu hastaların % 85 inde Neonatal sarılık, % 17.3 ünde 

enfeksiyonuna bağlı akut hemoliz, % 3.6 sında ilaça bağlı G6PD eksikliği, % 1.8 de 

akut hemoliz bağlı favism saptamışlardır.  Numunelerden mutasyonları karakterize 

etmek için PCR-RFLP yöntemini kullanmışlardır.  MTPT ve DNA dizi analizleri ile 

bandlar elde etmişlerdir.  Taylandlılar arasında G6PD varyantlarının ve heterojen G6PD 

Viangchan, Kaiping, Mahidol ve Kanton ve türevleri olan vakaların yaklaşık % 78'ini 

hesaplamışlardır.  Onların bulgularına göre Güneydoğu Asya da G6PD Viangchan ve 

Mahidol varyantlarının ortak olduğu teorisini kanıtlayan teoriler ortaya sunmuşlardır.  4. 

ekzonda 196. kodonda TTC>ATC değişiminin olduğunu ve basit bir aminoasit olan 

Phe66Ile bulmuşlardır ve bunu G6PD Songklanagarind sınıf II varyantı olarak 

belirlemişleridir. 

Kawamoto ve arkadaşları (2006) yaptıkları çalışmada Endonezya'nın doğusunda 

Doğu Nusa Tenggara eyaletinde Flores Adası’nda sıtma ve G6PD eksikliği için arazi 

çalışmaları yapmışlardır.  642 erkek, 466 kadın gönüllü bu çalışmaya katılmışlardır ve 

38 erkek ve 17 kadında toplam 55 kişide G6PD eksikliği olan bireyler saptamışlardır. 

G6PD Chatham (1003 G>A), G6PD Coimbra (592 C>T), G6PD Kaiping (1388 G>A), 
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G6PD Vanua Lava ile 282 Asp>Tyr aminoasit değişikliği olan, ekson 8 (844 G>T) yeni 

bir mutasyonu bildirmişlerdir.  Bu işlemler için basit yeni ve hızlı bir tarama yöntemi 

olan Tantular ve arkadaşları (1999) ile Matsuoka ve arkadaşlarının (2003) yöntemi 

kullanılmıştır, hemoglobin miktarı Hemo Cue makinesi kullanılarak ölçülmüştür. 

Jiang ve arkadaşları (2006) Çin’de G6PD yapısı ve varyasyon fonksiyonu 

üzerine sistematik bir çalışma gerçekleştirmişlerdir. Toplam 155.879 kişide 

G6PD/6PGD oranı yöntemi ile G6PD eksikliği için taranmış ve 6683 olgu tespit 

edilmiştir.  11 etnik temelli gruplar içinden 1004 olgu moleküler analiz tabi tutulmuştur 

ve şu sonuçlara varmışlardır:  

• G6PD varyantlarının, geleneksel etnik sınırları tutarlıdır ancak, Çin nüfusunun 

etnik temelli gruplarında frekansları değiştiğini, 

• Çin toplumunda G6PD varyantları, Afrika, Avrupa farklı olduğunu, 

• Yeni bir G6PD eksikliği mutasyonu olan 274 C>T tespit edilmiştir 

• Denatüre yüksek performanslı sıvı kromatografi tanı ve genetik çalışma için 

G6PD eksikliği olan mutasyonları tespit için büyük bir avantaj olduğunu 

bildirmişlerdir.  

• G6PD Kaiping ve G6PD Canton varyantlarının Çin popülasyonunda en sık 

gözlenen varyantlar olduğu bildirilmiştir. 

Doğan (2007), yeni doğan hemolitik anemi teşhisi konmuş hastalarda G6PD 

enzim genindeki Mediterranean, Seattle, San Antioco ve Union olmak üzere 4 G6PD 

mutasyon tipi taranmıştır.  G6PD enzim aktiviteleri 4.00 U/grHb nin altında olan (21 

kız, 39 erkek) 60 olgu mikroarray yöntemi ile mutasyon analizine alınmıştır.  

Olgulardan periferik kan alınarak DNA izole edilmiş, incelenecek bölgeler PCR ile 

çoğaltılmış ve mikroarray teknolojiyle SNP (Single Nucleotide Polymorphism-Tek 

Nükleotid Değişimi) analizi yapılmıştır. Yapılan analizler sonucunda, G6PD 

Mediterranean (563 C→T) mutasyonunu tespit etmiştir. 

Chun ve arkadaşları (2007) Çinin Güney-batısında yeni doğanlarda G6PD 

eksikliği olan 240 hastada G1388A, G1376T, A95G mutasyonlarının analizini 

yapmışlardır. 190 G1388A, 48 G1376T ve iki A95G mutasyonunu bulmuşlardır.  G6PD 

enzim eksikliği için Sigma Diagnostic Kit ve PCR kullanılmıştır.  Wang ve arkadaşları 
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(2010) yaptıkları çalışmada Kuzeydoğu Çin'de Liaoning Eyaletinde ilk defa ağır kronik 

anemi gösteren, 3 yaşında bir çocukta G6PD eksikliği bulunmuştur.  Bulunan bu 

eksikliğin Çin’de ilk defa bulunan G6PD Santiago de Küba olduğunu bildirmişlerdir.  

Dünya Sağlık Örgütü sınıflamasına göre, bu hasta çocuk sınıf I olarak kategorize 

edilmiştir (çok şiddetli G6PD eksikliği).  Wang ve ark bu hastadaki G6PD genini 

incelendiğinde ekson 11 de 1339. nükleotidde A’nın G ile değişmesini bulmuşlardır.  

Bunun sonucunda molekülün 447. pozisyonunda aminoasit (Gly-arg) değişikliği 

meydana gelmiş olduğunu belirtmişlerdir.  Ayrıca Çin’de yaygın olarak gözlenen G6PD 

Kaiping (1388G>T) varyantını da bildirmişlerdir.   

Xiaowen Chen ve arkadaşları (2010) Çin’de Shenzhen Çocuk Hastanesi’nde  

yaşları 0.1 ila 12 arasında değişen 104 çocuk üzerinde Çin’de görülen 17 mutasyonu 

araştırmışlardır. Bu araştırma için RT-PCR ve denatüre gradient jel elektroforezi 

(DGGE ) yöntemini kullanmışlardır. Sonuç olarak 95A>G (G6PD Gaohe), 392G>T 

(G6PD Chinese-4), 517T>C (G6PD Nankang), 871G>A (G6PD Viangchan), 1024T>C 

(G6PD Chinese-5), 1360C>T (G6PD Union), 1376G>T (G6PD Canton), 1388G>A 

(G6PD Kaiping) mutasyonları bulunmustur. Toplam mutasyon belirleme sıklığı % 84,6 

olarak bulunmuştur. 
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  3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Kan Örneklerinin Elde Edilmesi ve Saklanması 

Yapılan çalışmada G6PD enzim eksikliğine neden olan Canton 1376 G>T    

(p.Arg459Leu), Kaiping 1388 G>A (p.Arg463His), Gaohe 95 A>G (p.His32Arg) 

mutasyonlarının varlığının tespiti için, Dicle Üniversitesi Hematoloji Kliniği’ne G6PD 

özellikleri bilinmeyen rastgele başvuran 96 kişinin rızaları alınarak 2 ml kan alınıp 

genel tarama yapılmıştır.  Toplanan kan örnekleri EDTA’lı tüplerde +4 oC de 

beklemede tutulmuştur. 

3.2 Kan Örneklerinden DNA’ların Saflaştırılması 

Toplanan tam kan örneklerinden DNA’lar, ROCHE MagNA Pure Compact adı 

verilen DNA saflaştırma cihazı (Şekil 3.1.) ve bu cihazla uyumlu çalışan ROCHE 

MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isalation Kit I isimli saflaştırma kiti yardımı ile 

üretici firma talimatlarına uygun olarak saflaştırma işlemi yapılmıştır.  Saflaştırma kiti 

bir kerede 8 tam kan örneğinden DNA saflaştırabilme özelliğindedir. Toplanan tam kan 

örneklerinden 200 µl alındı ve saflaştırma kitine bırakıldı.  Set halinde alınan 32 

izolasyonluk kit ile 96 tam kan örneğinin saflaştırma işlemine başlandı.  Kit saflaştırma 

cihazına yerleştirildi ve saflaştırma işlemi yapıldı.  Cihazın çalışmasından 25-30 dk 

sonra 100 µl izole edilmiş DNA elde edildi.  Saflaştırma işlemi bittikten sonra elde 

edilen saf DNA’lar Real Time PCR işlemleri için -20 oC’de beklemeye alındı. 

Saflaştırmada kullanılmış olan ROCHE MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation 

Kit I kitinin içeriği Çizelge 3.’te verilmiştir.  

 

Şekil 3.1. ROCHE MagNA Pure Compact Cihazı (ROCHE 2007) 
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Çizelge 3. ROCHE MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I (ROCHE 2007)  

 
 
 
    Reagent Cartridge 

- 32 sealed cartridge 
- contains reagents sufficent for one isolation 

run ( well 1: proteinase K, well 2: Lysis 
Buffer, well 3: MGPs, well 4,5: Wash Buffer 
1, well 6: Wash Buffer 2, well 7: Wash Buffer 
3, well 8: Elution Buffer 

 
    Tip Tray 

- 32 disposable Tip Trays 
- contains Reaction Tips (2 large and 1 small) 

and Piercing Tool 
 
    Sample Tube 

- 32 tubes, 2.0 ml 
- to be placed into the Tube Rack of MagNA 

Pure Compact Instrument 
 
    Elution Tube 

- 32 barcoded tubes, 2.0 ml 
- to be placed into the Elution Tube Rack of 

MagNA Pure Compact Instrument 
 
    Elution Tube Cap 

- 35 tube caps 
- to seal the Elution Tubes 
 

3.3.  G6PD Canton, Kaiping ve Gaohe Mutant Allellerin Belirlenmesi 

G6PD mutasyon taraması için yaptığımız bu çalışmada LightCycler® 480 II 

(ROCHE Diagnostic) cihazı ve bu cihaz ile 96 örneğin analizi aynı anda yapılabilen 

LightSNip G6PD mutasyon kitleri (TIB MOLBIOL) kullanılmıştır. Bu cihaz ve kitin 

kullanımından önce Real Time PCR yöntemini açıklamanın yapılan işlemleri daha 

anlaşılır düzeye getireceği düşünülmüştür. 

3.3.1 Real Time PCR 

Real-time PCR; DNA’nın çoğaltımını ve ürünlerini tek bir tüpte belirlemeye 

olanak sağlayan yakın bir zamanda uygulamaya konulmuş popüler bir metotdur (Gibson 

ve ark. 1996). Gen anlatımının analizini değiştiren bu yöntem ile geleneksel olarak 

yapılan PCR yöntemi ve gen analizi birleştirilmiştir.  PCR çoğaltımını görünür hale 

getiren ve bir bilgisayar monitöründen izlenebilen floresan isaretli prob ve boyaların 

kullanıldığı, floresanın oluşan DNA ile doğru orantılı olarak arttığı bir çoğaltma 

yöntemidir. Birçok adlandırmayla anılan bu teknolojiye bazı yayınlarda “kinetik PCR”, 

“homojen PCR”, kantitatif Real-time PCR” gibi çeşitli adlarla da isimlendirilmektedir 

(Bustin 2000).  
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Real Time PCR yönteminde amplifikasyon ve analiz aynı anda yapılır ve örnek 

transferi, reaktif eklenmesi ve jel ayrımı yoktur.  Real time PCR yöntemi kapalı bir 

sistem olduğundan devam eden reaksiyonlarda ürünün kontamine olma riski büyük 

ölçüde azaltılmıştır (Persing ve ark. 2006). Örneklerden elde edilen DNA’nın kopya 

sayısını sayısal verilere dönüştürme ve mRNA’nın düzeyini sayısal olarak 

belirleyebilme en çok kullanılan alanlarıdır.  Bu amaçlarla kullanımının yanı sıra tek 

nokta mutasyonlarını belirleme, patojen tespiti, DNA hasarı tespiti, metilasyon tespiti, 

SNP analizi ve kromozom bozukluklarının tespiti gibi çalısmalarda da kullanım alanları 

vardır (Kubista ve ark. 2006). 

Real Time PCR floresan okuma yapılmaktadır.  Okunan bu değer floresan 

primer veya probun taşıdığı floresan madde sayesinde çeşitli dalga boylarında 

oluşmaktadır.  Real time PCR sistemleri floresan bir boyayı belirleyerek reaksiyonun 

oluşması sırasında PCR ürününün miktarı ile meydana gelen floresan sinyal arasında bir 

ilişki kurduğu belirtilmiştir. (Wittwer ve ark. 2001, Roche 2005, Herrmann ve ark. 

2006).  

3.3.2. Real Time PCR Genel Kullanım Alanları  

Klasik PCR yöntemlerinin uygulanabildiği her durumda Real-Time PCR 

uygulanabilir.  Aşağıdaki uygulamalar örnek olarak verilmiştir; 

•••• Gen ekspresyonunun belirlenmesi (Giulietti 2001) 

••••    Viral quatifikasyon (Niesters 2001, Mengelle 2003) 

•••• Biyoemniyet ve genetik stabilite testleri (Lovatt 2002) 

•••• Real-Time Immuno-PCR (IPCR) (Adler 2003, Barletta 2004, Lind ve Kubista 

2005)  

•••• Patojen araştırmaları (Belgrader 1999, Uhl 2002, Mackay 2004, Perandin 2004, 

Watzinger 2004)  

•••• Streptococcus pneumoniae (Kearns 2002)  

•••• Mycobacterium tuberculosis ve dirençli türleri (Kraus 2001, Torres 2003, Cleary 

2003, Hazbon 2004)  

•••• DNA hasarının (microsatellite instability) belirlenmesi (Dietmaier 2001)  

•••• Mitokondriyal DNA çalışmaları (He 2002, Liu 2003, Alonso 2004)  
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•••• Metilasyon araştırmaları (Trinh 2001, Cottrell 2004, Thomassin 2004)  

•••• Solid organ transplantasyonu sonrası sonuçların izlenmesi (Sabek 2002, Gibbs 

2003)  

•••• Hematopotik Kök hücre transplantasyonu sonrası minimal residual hastalığın 

izlenmesi (Elmaagacli 2002, Cilloni 2002, Sarris 2002, Gabert 2003,Van der 

Velden 2003)  

•••• Hematopotik Kök hücre transplantasyonu sonrası kimerizmin izlenmesi 

(Elmaagacli 2002, Alizadeh 2002, Thiede 2004, Harries, 2004)  

•••• Floresan melting-curve analizi (FMCA) veya High-resolution melting analizi 

(HRMA) ile genotipleme (Von Ahsen 2000, Donohoe 2000, Lyon 2001, 

Waterfall ve Cobb 2002, Bennett 2003, Zhou 2005,  Palais 2005)  

•••• Spesifik prob/beacon ile genotipleme (Tapp 2000, Mhlanga 2001, Solinas 2001, 

Gupta 2004) 

•••• Tek-gen kopya sayısı (Bieche 1998, Mocellin 2003, Barrois, 2004, Linzmeier 

2005).  

•••• Mikrodelesyonlar (Laurendeau 1999, Kariyazono 2001, Covault 2003, Coupry 

2004)  

•••• Haplotip araştırmaları (Von Ahsen 2004)  

•••• Kuantitatif mikrosatellit araştırmaları analizi (Ginzinger 2000)  

•••• Kuantitatif allelik ayrım (Abbas 2004, Quesada 2004)  

•••• Maternal kandan tek hücre izolasyonu ile prenatal tanı / cinsiyet belirleme 

(Abbas 2004, Quesada 2004) 

•••• Hemaglobinopatilerin prenatal tanısı (Kanavakis 1997, Vrettou 2003, Vrettou 
2004)  

•••• Đntraoperatif kanser tanısı (Raja 2002)  

•••• Linear after the exponential (LATE)-PCR: Klinik tanı, biyosavunma, araştırma 

ve DNA dizilemeye uyarlanabilen, yüksek doğrulukta ve küçük örneklerle 

çalışılabilen yeni bir metod (Sanchez, 2004). 
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3.3.3. Real Time-PCR’da Kullanılan Prob Sistemleri Ve Boyalar 

A. Özgül Floresan Đşaretli Problar (Dizi Spesifik Problar)  

Taqman (Hidroliz probları) 

Molecular Beacon 

Scorpion Primerleri 

Hibridizasyon Probları (Tek işaretli problar, Simple prob,) 

B. Özgül Olmayan Floresan Đşaretli Problar 

Syber Green I (Tüm çift iplikli DNA’lar belirlemek için boya ) 

Etidyum Bromid (Sayitoğlu 2005) 

G6PD mutasyon taraması için yaptığımız bu çalışmada sıcak hava akımıyla 

ısınan kapalı bir sistem olan LightCycler® 480 II Real Time PCR cihazı (ROCHE 

Diagnostic) cihazı kullanılmıştır (Şekil 3.2). Bu cihaz ile 96 örneğin analizi aynı anda 

yapılabilmektedir. Cihazda gerçekleşen örnek erime eğrisi Şekil 3.3.’de gösterilmiştir.   

 

Şekil 3.2 LightCycler® 480 II Real Time PCR cihazı (ROCHE 2005) 

 

 

 

 

 

Şekil 3.3.  LightCycler® 480 II Örnek erime eğrisi grafiği. Grafikteki her bir pik 
bir PCR döngüsünü göstermektedir. 
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Ayrıca mutasyon kiti olarak LightSNip G6PD mutasyon kitleri (TIB 

MOLBIOL) kullanılmıştır.  Yapılan bu çalışmada kullanılan kitlerin içerisindeki probun 

türü dizi-spesifik problardan hibridizasyon problarından simple probtur. Bu simple 

prob, mutasyon ve SNP’lerin varlığını belirleyebilen özelleştirilmiş bir tiptir. Bu probun 

formatı sadece bir florofor ile işaretlenmiş bir adet hibridizasyon probu içerir.  Böyle bir 

prob SNP içeren hedef bir diziyi hibridize etmek için tasarlanmıştır.  Hedef diziye bir 

kez hibridize olan simple prob bağlanma olmadan önceki duruma göre daha fazla 

floresan ışık yaymaya başlar ve bu ışıma Real Time PCR cihazı ile görülür.  Simple 

probun formatları şekil 3.4., 3.5., şekil 3.6.’ de ayrıntılı olarak gösterilmiştir (Wittwer 

ve ark. 2001, Sohoeli ve Samiei 2005, Roche 2009).  

 
Şekil 3.4. Simple prob formatı (a). (A): Simple Probun nasıl çalıştığını göstermektedir. 

Simple prob 3’ veya 5’ ucundan işaretlenir. (B): Prob hedef diziye bağlandığı 
zaman LightCycler® 480 II cihazının LED ışığının uyarıcı etkisiyle yeşil 
floresan yaymaya başlar (Roche 2005) 

 
 
 

 
Şekil 3.5. Simple prob formatı (b). SNP analizi için LightCycler® 480 II cihazı Simple 

Probun melting davranışını görüntüler.  Sıcaklık arttıkça hedef probun erimesi 
floresan ölçümüyle algılayabilir. Prob ve hedef arasında ne kadar çok 
hibridizasyon olursa melting sıcaklık da o kadar belirgin olur (ROCHE 2005) 
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Şekil 3.6. Simple Probe Format (c) (Melting Curve Analysis). Şekilde floresan 

sinyalin sıcaklık arttığında azaldığı görülmektedir. Çünkü sıcaklık arttıkça 
prob hedef bölgeden ayrılır buda floresansı düşürmektedir.  Melting 
Peaks’in olduğu alttaki grafik ise bulunan mutasyonun wild-type, 
homozigot ya da heterozigot olduğunu gösteren kısımdır (Roche 2005). 

 

SNP belirlemesinde simple problar oldukça iyi sonuçlar vermektedirler. Çünkü 

simple problar hızlı bir şekilde wild-type, mutant ve heterozigotluğu belirlemektedirler 

(Lohman ve ark. 2000, Wittwer ve ark. 2002, Fraga ve ark. 2008). 

3.3.4. LightCycler® 480 II Real Time PCR Cihazında Mutasyon 

Analizlerinin Yapılması 

3.3.4.1  Hazırlık Aşaması 

Bu aşamada Real Time cihazında mutasyon analizleri yapılmadan önce bir ön 

hazırlık yapılmıştır.  Gerekli malzemeler ve PCR karışımı elde edilmiştir.  Yapılan bu 

hazırlık aşaması işleminde öncelikle G6PD mutasyon kitleri içindeki primer ve prob 

(Reagent Mix) liyofilize olduğundan her kitin içerisine 100 µl PCR-grade water ekleyip 
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oluşan sölüsyonu 5-10 saniye kadar vortex cihazında karıştırıldı.  Böylelikle reagent 

mix optimize edilmiş oldu.  Her bir hasta için reaksiyon karışımı oluşturuldu. Bu 

karışım içerisindeki maddeler ve miktarları şu şekildedir: 

Çizelge 3.1 Hazırlık Aşaması 

 

 

 

 

 

*: LightCycler Fastart DNA Master HybProbe (ROCHE Diagnostic) 

 Hazırlanan bu karışıma 5 µl saflaştırılmış DNA’dan eklenerek 20 µl hacimde 

PCR mix elde edilir.  Hazırlanan bu PCR mix G6PD mutasyonları için 96 örnek 

belirtilen miktarlarda hazırlandı.  Her PCR mixte sadece kullanılan reagent mixi bakılan 

mutasyon tipine özgül olarak konulmuştur (Çizelge 3.2.).   

Çizelge 3.2. Reaksiyon Karışımı Hazırlanması. 

Preparation of the reaction mix: 

20 µl reaction mixture 

H2O                                      14.4 – 10.4 µl 

Reagent Mix                                      1.0 µl 
FastStart DNA Master                      2.0 µl 
MgCl2 (25 mM)                                1.6 µl 

DNA                                         1.0 – 5.0 µl (~ 50 ng) 
Final MgCl2 conc.:                          3.0 Mm 

3.3.4.2.  Mutasyon Belirleme Aşaması 

 Bu aşamada 96 örnek için hazırlanmış PCR mixi 96’lık plate üzerindeki 

kuyucuklara, örneklerde verilen numara sırasına göre yüklenmiştir.  Daha sonra bu 

plate Real Time PCR cihazındaki hazneye yerleştirildi ve LightCycler® 480 II cihazı 

için gerekli cihaz ayarlamaları yapıldıktan sonra çalıştırıldı.  Elde edilen verilerdeki 

Melting Curve eğrileri ve Melting Peakleri ekrandan izlenmiştir.  Cihazın çalışması için 

gerekli döngüler ve zaman ayarlamaları Çizelge 3.3. gösterilmiştir. 

H2O   : 10.4 µl  

Reagent mix  :   1    µl 
Fastart DNA Master* :   2    µl (DNA polimeraz içerir) 
MgCl2   :   1.6 µl 

Toplam Hacim  : 15.0    µl 
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           Çizelge 3.3. LightCycler 480 II cihazının ayarlanması 

 

LightCycler® 480 II cihazı ile analizi yapılan mutasyonlar varlığında oluşması 

beklenen Melting Curve eğrileri, Melting Peakleri ve Tm (Melting Temperature) 

değerleri Şekil 3.7. ve Şekil 3.8 de gösterilmiştir. Melting Peaks değerlerinin göründüğü 

ekranda oluşan pik sadece sağda ise homozigot mutant allele, oluşan pik hem sağ hem 

sol tarafta ise heterozigot mutant allele eğer sadece solda pik oluşmuş ise homozigot 

wild-type allele sahip olduğu göstermektedir. 

DNA saflaştırılması, LightSNip G6PD mutasyon kitlerinin kullanıma 

hazırlanışı, PCR mix hazırlanması ve Real Time PCR cihazının kullanımı, verilerin 

okunması ve değerlendirme işlemi üretici firmanın talimatlarına göre yapılmıştır.  
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 Şekil 3.7. LightSNiP rs72554665 (1376 G>T>C arg459leu & arg459pro 

mutasyonlarının kiti) kitinin Melting Curve eğrileri, Melting 
Peakleri ve Tm değerleri (Roche 2005). 
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Şekil 3.8. LightSNiP rs72554664 (1388 G>A (arg463his) mutasyon 
kiti) kitinin Melting Curve eğrileri, Melting Peakleri ve Tm 
değerleri(Roche 2005) 
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 

G6PD geninin primer yapısının bilinmesi, mutasyon saptama yöntemindeki 

gelişmeler, PCR teknolojisinin etkin mutasyonları belirlemede kullanılabilmesi, G6PD 

geninin farklı bölgelerinin çoğaltılmasında kullanılan spesifik primerlerin tasarlanıp 

geliştirilmesi gibi bu alandaki gelişmeler G6PD varyantlarını moleküler düzeyde 

tanımlanmasına olanak sağlamıştır. Bu bakımdan biyokimsayal düzeyde saptanan 

farklılıkların gen düzeyinde geçerli olup olmadığı, farklılıkları yansıtıp yansıtmadığı 

veya mutasyonlarla G6PD enzim eksikliğinin yol açtığı sağlık sorunları arasındaki 

bağlantılar açısından son derece önemli bulgulara ulaşılmıştır. 1980’li yıllardan 

başlayarak biyokimyasal varyantların oluşumuna yol açan DNA düzeyindeki 

değişiklikler üzerinde çalışılmaya başlamıştır. 442 biyokimyasal varyantın kökende 60 

moleküler varyanttan köken aldığı saptanmıştır (Beutler 1994).  

G6PD varyantlarının DNA teknolojisini kullanarak moleküler düzeyde 

tanımlanan biyokimyasal teknolojilere üstünlüğünün, DNA örneklerinin kandaki 

enzimden daha stabil olması ve varyantların daha doğru ve güvenilir şekilde 

saptanabilmesi olduğu açıklanmıştır. Bunun yanı sıra G6PD enzim eksikliği saptanan 

olgular, enzim eksikliği düzeyine, bulundukları coğrafik bölgeye ve soy ağacına ilişkin 

veriler doğrultusunda bu eksikliğe yol açan mutasyonlar belirlenebilmektedir (Beutler 

1992, 1994). 

G6PD geninde oluşan mutasyonların tanımladığı varyantlar, değişik düzeylerde 

sağlık sorunlarına yol açar. Tanımlanan mutasyonların çoğunu nokta mutasyonlar ve 

delesyonlar oluşturmaktadır.  

Epidemiyolojik verilere göre, G6PD eksikliğinin yaygın olduğu bölgelerde sıtma 

hastalığının daha sık görüldüğünü gösterilmektedir. Ayrıca talesemi ve orak hücreli 

aneminin bulunduğu bölgelerde de, G6PD enzim eksikliğine daha sık rastlanılması bu 

üç rahatsızlığın birlikte görüldüğünü göstermiştir. Bundan dolayı çoğu çalışmalar bu üç 

kalıtsal hastalıkla birlikte taranarak, aralarında ilişki saptanmaya çalışılmıştır (WHO 

1985, Oppenheim ve ark. 1993). 

α-Taleseminin G6PD eksikliği olan bebeklerde hiperbilirubinemiye eğilimi 

arttıran bir etken olabileceği düşünülmüştür. Ancak α-talesemi ile birlikte G6PD 
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eksikliği olan bebeklerin serum bilirubin düzeyleri ve hiperbilirubinemi sıklığının 

sadece G6PD eksikliği olan bebeklerden farksız olduğu da saptanmıştır (Meloni ve ark. 

1980).  

Uzakdoğu mutasyonlarından en fazla bilineni G6PD Canton’dur ve 1376. 

nükleotitde bir mutasyon içermektedir (Stevens ve ark. 1990, Beutler 1992). Farklı 

biyokimyasal varyantlar olarak tanımlanan Taiwan-Hakka, Agrigento ve Gifu tiplerinin 

hepsinin G6PD Canton ile aynı mutasyonu taşıdıkları bulunmuştur. Aynı şekilde sınıf-2 

grubu enzim eksikliğine yol açan Kaiping, Anant, Dhon varyantlarının hepsi ortak tek 

bir mutasyon taşıdıkları bulunmuştur Beutler 1994). Ayrıca G6PD Canton’un tehlikeli 

düzeyde hiperbilirubinemi nedeni olduğu bildirilmiştir (Bienzle ve ark. 1976).  

Çalışmamız D.bakır’da G6PD özellikleri bilinmeyen kişilerde enzim 

eksikliğinin mutant allellerinin belirlenmesi yönünde yapılan ilk moleküler çalışmadır.  

Diyarbakır bölgesinde G6PD enzim eksikliğine yol açan varyantların moleküler 

temelinin bilinmemesi, yapılan çalışmanın bölgeye ekonomik anlamda katkı 

sağlayacağı düşüncesi ve bölgede G6PD konusunda ilerde yapılacak çalışmalara da 

önemli bir katkı sağlayacağı düşüncesiyle bu çalışma yapılmıştır. 

 LightCycler® 480 II cihazı ile analizi yapılan mutasyonlar varlığında oluşması 

gereken Melting Curve eğrileri, Melting Peakleri ve Tm (Melting Temperature) 

değerleri şekil 4.1. ve şekil 4.2.’de gösterilmiştir (Roche 2005).  Bulduğumuz eğrilerde 

pik değerleri gözlenmemiştir (Şekil 4.3.).  Yapılan bu çalışma sonucunda bölgemizde 

Canton 1376G>T (p.Arg459Leu), Kaiping 1388G>A (p.Arg463His) ve Gaohe 95A>G 

(p.His32Arg) mutasyonlarına rastlanmamıştır. 
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Şekil 4.1. LightSNiP rs72554665 (1376 G>T>C arg459leu & arg459pro 

mutasyonlarının kiti) kitinin Melting Curve eğrileri, Melting 
Peakleri ve Tm değerleri (Roche 2005) 
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Şekil 4.2. LightSNiP rs72554664 (1388 G > A (arg463his) mutasyon 

kiti) kitinin Melting Curve eğrileri, Melting Peakleri ve Tm 
değerleri (Roche 2005) 
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Şekil 4.3. Çalışmada bulunan Melting Curve eğrileri, Melting Peakleri ve Tm değerleri 

 

Kalıtsal metabolik rahatsızlıklar, insan yaşamında doğrudan veya koşullara bağlı 

olarak değişik düzeylerde sağlık sorunlarına yol açmaktadır. Ancak kalıtsal hastalıklarla 

ilgili güncel bilimsel bilgi ve teknolojinin doğru kombinasyonunu 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 kesin olarak önlenebilmektedir (WHO 1989, Beutler 1994). 

 Bu nedenlerden dolayı bölgemizde ciddi düzeydeki G6PD eksikliğini moleküler 

düzeyde çalışmak, hastalığın zararlı ve ölümcül etkilerini önlemek için bilimsel 

verilerden yola çıkarak, ilgili alandaki güncel teknolojik gelişimi bölgeye kazandırmak 
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üzere bu çalışma yapılmıştır. Ayrıca bölgemizde bu tür bir çalışmanın yapılmamış 

olması da bu tercihi, uygulama alanına koymanın gerekliliğini göstermiştir.  

Enzim eksiklikleri içerisinde en yüksek insidansı gösterdiği bilinen G6PD enzim 

eksikliğinin, yeryüzünde 400 milyondan fazla insanı etkilediği rapor edilmiştir. Başta 

sıtmanın yaygın olduğu tropikal bölgeler olmak üzere Afrika ve Akdeniz bölgesinde 

yoğunlaştığı görülmektedir. Dünyada bu güne kadar 400’ün üzerinde varyantı rapor 

edilmişken Ülkemizde bunların 20’ye yakını tespit edilmiş olup, büyük bir kısmı 

Çukurova ve Antalya bölgesinde saptanmıştır (WHO 1989, Beutler 1990). 

Görüldüğü gibi G6PD enzimi canlılar için hayati bir önem taşımaktadır ve 

inhibisyonu durumunda çok ciddi sağlık problemleri ortaya çıkmaktadır. Dolayısıyla 

yaptığımız bu çalışmanın önemi açıktır.  

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 

kronik hemolitik anemiye neden olurken bazı olgularda ise hemoliz görülmektedir 

(Bruggen ve ark. 2002, Maffi ve ark. 2002). 

Ching-Shan Huang ve arkadaşları (1996) bilinen dokuz mutasyonun tespiti için 

4277 erkek ve 3771 kadın üzerinde G6PD aktivite taraması yapmışlardır ve bu taramada 

112 erkek ve 50 kadında G6PD enzim eksikliğine rastlamışlardır. Bu örneklerden alınan 

tam kan örnekleri PCR ile modifiye edilmiştir. PCR amlifikasyonları DNA termal 

cycler aletiyle gerekli prosedürlere uyularak yapılmıştır. PCR-SSCP yöntemi ile nt-871 

mutasyonunu bulmuşlardır. Bunun yanı sıra 112 erkek üzerinde yaptıkları çalışmalarda 

çeşitli mutasyonların frekanslarını bulmuşlardır.  

Ainoon ve arkadaşları (2002) Malezya’da 86 yenidoğan erkeğin kordon kan 

örneklerinden G6PD tanısı için DNA analizleri yapılmıştır. Bu analizler için PCR 

teknikleri, SSCP ve DNA dizi analizi kullanmışlardır. High Pure PCR Template 

Prepation Kit (Roche) ile üretici firmanın talimatlarına göre örneklerin periferik 

kanlarından DNA izole edilmiştir. DNA amlifikasyon ve restriksiyon enzim analizi için 
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DNA termal cycler cihazı kullanmışlardır. Bu işlemler sonunda 871G>A (G6PD 

Viangchan), 563 C>T (G6PD Mediterranean), 487G>A (G6PD Mahidol), 1376G>T 

(G6PD Canton), 383T>C (G6PDVanua Lava), 592C>T (G6PD Coimbra), 1388G>A 

(G6PD Kaiping), 1360C>T (G6PD Union), 1003G>A (G6PD Chatham), 131C>G 

(G6PD Orissa) ve 1361G>A (G6PD Andalus) mutasyonlarını bulmuşlardır. 

Chen ve arkadaşları (2010) Çin’de Shenzhen Çocuk Hastanesi’nde  yaşları 0.1 

ila 12 arasında değişen 104 çocuk üzerinde Çin’de görülen 17 mutasyonu 

araştırmışlardır. Bu araştırma için RT-PCR ve denatüre gradient jel elektroforezi 

(DGGE ) yöntemini kullanmışlardır. Sonuç olarak 95A>G, 392G>T, 473G>A, 

517T>C, 871G>A, 1024T>C, 1360C>T, 1376G>T, 1388G>A mutasyonları 

bulunmuştur. 

Bizim çalışmamızda Real-Time PCR yöntemi kullanılmıştır. Bizim bu yöntemi 

kullanmadaki amacımız G6PD genindeki mutasyonları moleküler düzeyde genetik 

olarak incelemek ve bu gen mutasyonlarının bölgemizdeki dağılımını doğru bir şekilde 

tespit etmektir. Kullanılan yöntem hızlı ve güvenilir olup, sonuçlar kısa sürede 

alınabilmektedir. Çalışmamızda G6PD enzim eksikliğinin moleküler boyutu 

araştırılmıştır. Çalışmada Çin’de görülen Canton 1376 G>T (p.Arg459Leu), Kaiping 

1388 G>A (p.Arg463His) ve Gaohe 95 A>G (p.His32Arg) mutasyonlarına 

rastlanmamıştır. 

Bizim çalışmamızdaki sonuçlarla diğer çalışma sonuçları arasındaki 

farklılıkların nedeni, çalışmamızda sınırlı sayısa mutasyonun çalışılmış olması,  hasta 

seçim kriterine bağlı olabileceği gibi diğer mutasyonların çalışılmamış olması ve 

bölgemize spesifik mutasyonların da olabileceğini düşündürmektedir. Bu sebeple 

çalışmamızın devamında çalışılmamış mutasyonların tespiti planlanmaktadır.  
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5. SONUÇ VE ÖNERĐLER 

Dünyada oldukça yaygın şekilde görülen G6PD eksikliğine, Orta Doğu ve 

Akdeniz ülkesi olan Türkiye’de özellikle doğu ve güney kesimlerde rastlanmaktadır. Bu 

hastalığı taşıyanların belirlenmesi ve bu kişilerin tedavisinde oksidan özelliği bulunan 

ilaçların kullanımından sakınılması veya dikkatle kullanılması önemlidir.  

Yapılan araştırmalarda G6PD enzim eksikliğinin neden olduğu yenidoğan 

sarılıklarında kernikterus riskinin arttığı görüşü ortaya çıkmıştır. Ülkemizde yapılan bir 

çalışmada, G6PD enzim eksikliği kernikterusla sonuçlanan indirekt hiperbilirubinemiye 

yol açan bir enzim eksikliğidir, sonucuna da varılmıştır (Atay ve ark. 2005). Oman’da 

yapılan bir çalışmada G6PD eksikliğinin kernikterus riskini arttırdığı da saptanmıştır 

(Nair ve Al Khusaiby 2001). 

Yapılmış olan bu proje tanımlanan sınırlar içerisinde Dünya Sağlık Örgütü 

G6PD Eksikliği Çalışma Komitesi’nin güncelleştirilmiş uluslar arası standartlarına ve 

bilimin evrensel kriterlerine uyularak yürütülmüştür. Yapılan bu çalışma sonucunda 

bölgemizde G6PD Canton, Kaiping, Gaohe mutasyonlarına rastlanmamıştır. Ayrıca bu 

çalışma bölgemizde moleküler düzeyde yapılan ilk çalışmadır.  

Çalışmamızda gen seviyesinde bir mutasyon olup olmadığı araştırılmıştır. 

Çalışmamızın G6PD enzim eksikliğinin tedavi yaklaşımı ve ailelere genetik 

danışmanlık açısından oldukça önemli olduğu düşüncesiyle birlikte daha fazla olgu 

saptanarak diğer mutasyonların da araştırılmasının gerekliliğini ve bu çalışmanın, 

ileride yapılacak daha geniş kapsamlı çalışmalara önemli bir katkı sağlayacağını 

düşünmekteyiz. Yine ülkemizde G6PD eksikliği hastalığının yayılımının belirlenmesi 

önemli olup bu amaçla ciddi edipemiyolojik araştırmaların yapılması gerekmektedir. 

Çünkü ülkemizde daha çok bölgesel ve dar kapsamlı çalışmalar vardır. 
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