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OZET

DIYARBAKIR BOLGESINDE G6PD OZELLIKLERI BILINMEYEN KiSILERDE
G6PD CANTON, KAIPING VE GAOHE MUTANT ALLELLERININ
BELIRLENMESI

YUKSEK LISANS TEZI
Kadir Sinan ASLAN

DICLE UNiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJI ANABILIM DALI

2011

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (D-glucose 6-phosphate: NADP+ oksidorediiktaz, EC
1.1.1.49; G6PD) pentoz fosfat yolunun ilk basamagini katalizleyen kilit bir enzimdir.
Eritrositlerde NADPH olusumu icin tek kaynak pentoz fosfat metabolik yolu olup, G6PD
eksikliginde NADPH iiretimi onemli dl¢iide azalmaktadir. G6PD eksikligi, X’e bagli ve resesif
olarak gecis gosteren bir hastaliktir. Bu hastaligin diinyada olduk¢a genis yayilimi olup, 400
milyondan fazla insani etkilemektedir. Boyle bir yayginliga sahip enzimin, degisik kinetik
ozellik gosteren 400’{in {izerinde varyant1 oldugu bildirilmektedir. G6PD enzimi eritrositteki
indirgenmis glutatyon diizeyinin devamlilgin1 saglamak icin gereklidir. Bdylece bu hiicreler
oksidatif strese karst korunmus olur. G6PD enzim eksikligi enfeksiyonlar sirasinda bazi
ilaglarin kullanimiyla, yenidogan dénemde, bakla tiiketimiyle ve stres kosullarinda hemolitik
anemiyle sonuclanabilir.

Bu calismada G6PD o6zellikleri onceden bilinmeyen kisilerden tam kan ornekleri
almmistir ve bu kanlar icerisindeki DNA’lar DNA saflastirma kitleri kullanilarak izole
edilmistir.  G6PD genotipleri Real Time PCR ve G6PD mutasyon kitleri kullanilarak
belirlenmistir. Bu c¢alismada, elektroforetik olarak incelenebilen enzim eksikligi ile iligkili
varyantlara rastlanmamaistir.

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. GOPD 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. GIRIS

Hemolitik anemilerle paralel giden eritrosit enzim eksiklikleri ilk kez Glikoz 6-
fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzim eksikliginin tanimlanmasiyla giindeme gelmistir.
Diinyada en sik goriilen ve hemolitik anemiye neden olan G6PD enzim eksikligi,

eritrositlerde tanmimlanmis olan 15 enzim defekti i¢inde klinik agidan en Onemlisidir

(Sodeman 1985).

G6PD enzim eksikligi en yaygin enzimopatilerden birisidir. 1950°1i yillarda
G6PD enziminin X kromozomuyla kalitildigi saptanmis ve 1960’11 yillarin baslarinda
ise enzimin cesitli elektroforetik varyantlart gosterilmistir. G6PD enziminin degisik
ozellikler gosteren 400’iin iizerinde varyantinin oldugu bulunmustur (Vulliamy ve
ark.1988). Ayrica Human Gene Mutation Database (AGMD) verilerinde G6PD enzim
eksikliginin 150 tane mutasyonu belirtilmistir (AGMD 2010).

G6PD enzim eksikligine 1950’li yillarda primakin denen sitma ilacinin
alimindan sonra hemolitik kriz geg¢iren hasta grubunda ilk defa tanimlanmistir (Schloff
ve ark. 1999). G6PD’nin ilk defa primakin kullananlarda belirlenmesinden dolay1 bu
genetik eksiklik Onceleri “primakin duyarliigr” ismini almistir. Daha sonra Fava
fasulyesinin (Fava beans; Vicia fava) yenilmesi ile de ortaya ¢iktigi icin de bu enzim

eksikligine favizm de denilmektedir (Persico ve ark.1986, Beutler ve ark. 1991)

G6PD eksiklige sahip hastalarda bazi ilaclar, yiyecekler ve enfeksiyonla hiicre
icin tehlikeli olan serbest radikallerin asir1 iiretimi hemolitik krize neden olmaktadir

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

Genel olarak iilkemizin Dogu Anadolu ve Giiney bolgelerinde goriilen bu enzim
eksikliginden dolay1 meydana gelen saglik sorunlari 6nemli hale gelmistir. Bir Akdeniz
ilkesi olmamiz ve G6PD eksikliginin Akdeniz iilkelerinde ¢ok fazla goriinmesinden
dolay1 bolgemizin de ne derecede etkilendiginin belirlenmesi geregini dogurmustur.

Diyarbakir’da bugiine kadar G6PD enzim eksikligi iizerinde ¢calisma yapilmamis
olmasi ve enzim eksikligine neden olan mutasyonlariin molekiiler diizeyde

aragtirilmamast bizim bu eksikligin bolgemizdeki dagilimini belirlemeye yoneltmistir.



1.GIRIS

Genis bir alana yayilim gosteren G6PD enzim eksikliginin yol actigi saglik
sorunlarinin Onlenebilir olmasi, Diyarbakir bolgesinde G6PD enzim eksikligine yol
acan varyantlarin molekiiler temelinin bilinmemesi ve bolgemizdeki mutasyonlarin
belirlenmesi amaciyla bu ¢alisma yapilmistir. Bolgemizdeki mutasyonlarin tespiti ile
diinya G6PD enzim eksikligi mutasyon haritasinin tamamlanmasina katki saglayacagi
disiiniilmiistiir. Ayrica bu calismayla bolgemizdeki yasayan insanlarin bagka illere
gitmesine gerek kalmayacagina ve bolge ekonomisine katki saglamasinin yani sira yeni

dogan cocuklarda yapilacak ¢aligmalara da katki sunacagina inanmaktay1z.

Bu diisiinceden hareket ederek mutasyonlarinin varliginin tespiti icin, Dicle
Universitesi Hematoloji Klinigi’'ne G6PD o6zellikleri bilinmeyen rastgele basvuran 96
kisinin rizalar1 alimarak 2 ml kan alinip genel tarama yapilmistir ve bu kanlar
icerisindeki DNA’lar DNA saflagtirma kitleri (ROCHE MagNA Pure Compact Nucleic
Acid Isalation Kit I) kullanilarak izole edilmistir. GOPD genotipleri de Real Time PCR
ve G6PD mutasyon kitleri kullanilarak belirlenmistir. Bu yontemin kullanim amaci;
mevcut mutasyonlarin kisa siirede tespitini yapilabilmesi ve olasi yeni varyantlarin
kesfedilmesinin de miimkiin olacag diisiincesidir. Boylelikle bolgemizdeki

mutasyonlarin insidansini belirleyebilecegiz.

1.1. G6PD Enzim Eksikliginin Diinyadaki Dagilimi

G6PD enzim eksikliginin diinyada 400 milyondan fazla insanm etkileyen ve en

fazla rastlanilan eritrosit enzim eksikligidir (Wolfe ve ark.2006).

G6PD enzim eksikligi Akdeniz iilkelerinde, Afrika’da, Ortadogu’da, Giineydogu
Asya’da, Kafkas halklarinda ve onlarin soylarindan gelenlerde goriilmektedir (Leurence
ve ark. 1997, Kayaalp 2000). Yunanllar, Cinliler, Filipinliler, Endonezyalilar, Ispanyol
Yahudileri ve Hintliler’de de G6PD enzim eksikliginin % 5-40 oraninda goriildiigii
belirtilmistir (Cotron ve ark. 1999). G6PD enzim eksikliginin diinyadaki dagilim sekil
1.1. de gosterilmistir (WHO 1989).
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Sekil 1.1. G6PD enzim eksikliginin diinyadaki dagilimi (WHO 1989).

Tiirkiye’de ise GO6PD enzim eksikliginin Cukurova ve Van’in Baskale il¢cesinde

daha ¢ok goriildiigii belirtilmistir. Ayrica Eti Tiirklerinde % 11.4, Cukurova bolgesinde
% 8.2, Kibrishlarda % 3.5 oraminda G6PD eksikligi tespit edilmistir (Tamer ve
ark.1998). Yiiregir ve arkadaslarimin (1987) yaptigi calismalarda Tarsus ve Hatay
yoresinde enzim eksikligini % 17 oraninda bulmuslardir. Tiirkiye’de bulunmus olan
G6PD varyantlar1 Cizelge 1.1 de verilmistir (Yalin ve ark. 1987, Aksoy ve ark. 1987,
Aksoy 1990).

Cizelge 1.1.’de Tiirkiye’de bulunmus olan G6PD varyantlar

Varyant
G6PD B-
G6PD B -
G6PD-Ankara
G6PD-Tarsus
G6PD-Antalya
G6PD-Mersin

G6PD-Samandag
G6PD-Balcali

G6PD-Adana
G6PD-Antakya

Isiya dayanikli G6PD
G6PD-Hacettepe
G6PD-Korkuteli
G6PD-Aksu
G6PD-Serik
G6PD-Corum
Gal6P-kullanimi yiiksek
GO6PD-Siirt

Yil

1967
1973
1975
1976
1979
1981

1987
1987

1987
1988
1988
1989
1989
1989
1989
1989
1989
1992

Yazar
Berkal
Altay
Kohn
Gahr
Sipahioglu
Akoglu
Aksoy
Aksoy
Aksoy
Aksoy
Aksoy
Kusg
Alicigiizel
Alicigiizel
Yiicel
Kusg
Dikmen
Dikmen
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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 cok sitoplazmada bulunuyorsa da peroksizom,
endoplazmik retikulum, lizozom, kloroplast ve mitekondri gibi ¢esitli organellerde de

bulundugu saptanmistir (Antonenkov 1989).

Bakteri, protozoa, mantar, sinek, balik ve memelilerin de i¢cinde bulundugu genis
bir canli toplulugunda bulunan G6PD enzimine genis bir canli toplulugunda
bulunmasindan dolay1 “ubiquitous” enzim de denilmektedir. Ayrica enzim ustlendigi
biyokimyasal rolden dolay1 da yasam i¢in gerekli anlamina gelen “housekeeping” enzim

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

1.3. G6PD Enziminin Genetik Ozellikleri

G6PD enziminin yapisin1 olusturan G6PD geni, X kromozomunun uzun kolu
tizerinde q28 bolgesinde bulunmaktadir. Bu gen 20114 baz cifti (b¢) uzunlugunda olup,
12 intron ve 13 exondan olugsmaktadir. 3. exon 38 b¢’den olusan en kisa exondur. En

uzun exon ise 771 b¢’den olusan 13. exondur. Genin sadece 2. intronu 300 bg ciftinden

uzundur ve 11 kb (kilobaz) uzunlugundadir. NADP* enzimde 386. ve 387.
aminoasitlere baglanir (Persico ve ark.1986, Chen ve ark. 1991). G6PD geninin X

kromozomundaki bulundugu yer Sekil 1.2. de sematik olarak gosterilmistir (Szabo ve

ark. 1984, Trask ve ark. 1991).

DR
Hypeecanthine Gery
Phosphoribosyltransferase  Factor ¥ Fragile Site Colowr Vision Factor Vil
HPRT Fa FRAXD CBEM F2C
| |
T Wq26 [ [ ¥q28 ) Telamere
FaC -7 GEeD cenm
1 S
5'_.--""----- GEPD gene ---"-___3'
— 0l T T Im———

Sekil 1.2. G6PD Geninin Sematik Gosterimi. HPRT: Hiposantin Quanin Fosforibozil Transferaz,
Faktor VIII-IX FBC: Hemofili, Fragile site FRAXD: Fragile, Colour Vision CBBM: Renkli
gorme (Szabo ve ark. 1984, Trask ve ark. 1991)
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G6PD enziminin dimer yapisinda 2 koenzim ve 2 substrat baglanma bolgesi
bulunmustur. Enzimin dimer yapis1 Sekil 1.3.’te gosterilmistir (Au ve ark. 2000, Kotaka

ve ark. 2005).

Coenzyme domain

Substrate
site

Coenzyme

B+ o domain

Sekil 1.3. GO6PD Enziminin Dimer Yapist (Au ve ark. 2000, Kotaka ve ark.2005)

G6PD enziminin fonksiyonunu belirleyen G6PD geninin kodladigi mRNA
aminoasit dizisi ve biiyiikliigiidiir. G6PD geni 18.5 kb ve genin kodladigt mRNA ise
2269 b¢ uzunlugundadir (Luzatto 1987, Beutler ve ark. 1995). G6PD geninin kodlama
dizilimi 1545 baz cifti uzunlugunda olup 515 aminoasitlik G6PD proteinini meydana
getirmektedir. G6PD enziminin aktif formu her biri 59.265 kDa molekiil agirliga sahip
2 veya 4 aym alt birimden olusmaktadir. Insan G6PD enziminin molekiiler 6zellikleri

Cizelge 1.2.’de gosterilmistir (Luzatto 1995).

Cizelge 1.2. G6PD’nin molekiiler 6zellikleri (Luzatto 1995)

DNA

Gen uzunlugu 18.5
Ekzon sayis1 13
Intron sayisi 12
mRNA

Niikleotit sayist 2269

5' kodlanmayan bolge 69
Kodlanan bolge 1545

3' kodlanmayan bolge 655
Protein

Aminoasit dizisi 515
Molekiiler agirlik 59.265
Aktif enzim molekiillerinin subiinite sayisi 2 veya 4
Her subiinitedeki NADP’ye baglanan molekiil |
sayis1
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Enzimin molekiil agirhigi mikrobiyal tiirlerde 50-60 kDa, memelilerde 58-67
kDa arasindadir. Enzimin insandaki molekiil agirligi ise 59 kDa’dur. G6PD enziminin

dimerik veya tetramerik yapisi genelde aktif olan yapilaridir. Bu aktif formlarim

sicaklik, NADP* , NADPH gibi cesitli faktorler etkilemektedir. Diisiik pH ve iyonik
kuvvet enzimin tetramer, yiiksek pH ve iyonik kuvvet de enzimin dimer yap1 olusumuna

neden olmaktadir (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 gorevi NADPH’lan1 iiretmek olan pentoz fosfat yoluna heksoz
monofosfat yolu (HMP) da denilmektedir. Uretilen NADPH’lar genellikle, indirgenmis
glutatyon, steroidler, birtakim aminoasitler, yag asitlerinin sentezi ve DNA sentezi i¢in
riboniikleotidlerin ~ deoksiriboniikleotidlere ~doniismesi gibi  bircok reaksiyonda
kullanildig1 bildirilmistir (Scot ve ark. 1991, Yalin ve ark. 2001, Nelson ve Cox 2005,
Ozmen ve ark.2005).

Eritrositlerde NADPH olusumu i¢in tek kaynak pentoz fosfat yoludur ve G6PD
eksikliginde NADPH iiretimi azalacagi belirtilmistir (Telefoncu 1989). Hiicreyi ic ve
dis kaynakl1 toksik bilesiklerden ve reaktif oksijen tiirlerinden (ROS), rediikte glutatyon
(GSH) ve GSH’a bagimli enzimlerin korudugu belirtilmistir (Siems 2000). HMP
yolunda iiretilen NADPH’1n eritrositlerdeki en onemli rolii oksitlenmis glutatyonu
(GSSG) indirgenmis glutatyon haline doniistirmektir (Sekil 1.4.1.). Glutatyon rediiktaz

enzimi tarafindan bu reaksiyon katalizlenir (Telefoncu 1989).

Fagositlerde oksijen tiiketimi ve H,O, olusumu fazla oldugundan PFY nun

aktivitesi de yiiksektir (Hollenberg 1992). Normal eritrositlerde daima glukozun % 901
aerobik glikolizle yikilirken, % 10 luk bir kism1 da HMP fosfat yoluyla metabolize
edilir ve NADPH’lar elde edilmis olur (Weksler ve ark. 1990, Fairbanks ve ark. 1994).

Glukoz-6-fosfatin 1 nolu karbonunun dehidrogenasyonuyla pentoz fosfat yolu
baglar. G6PD enzimi tarafindan bu reaksiyon katalizlenir. Reaksiyon sonucu 6-

fosfoglukano §-lakton olusur.

G6PD
“Glukoz 6 - fosfat + NAD(P) ——> 6- fosfoglukono-é-lakton + 2NAD(P)H + H”
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Devam eden basamakta 6-fosfoglukano 8-lakton’un laktanaz enzimi katalizorliigiinde 6-

fosfoglukonat olusur. Olusan bu 6 karbonlu seker daha sonra oksidatif

dekarboksilasyonla ribulaz-5 fosfata doniisiir. Bu reaksiyonda koenzimi NADP* olan
6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzimi gorev alir. Sonug¢ olarak pentoz fosfat yolu
reaksiyonlarinda bir glukoz molekiiliinden 2 NADPH ve 1 riboz 5-fosfat olusmaktadir
(Beutler ve ark.1991, Nelson 2005). Pentoz fostat yolu Sekil 1.4.1.°de

gosterilmistir(Luzatto ve ark.2001).

H!:Iz H!:I
GSH G556
NADP NADPH
Glucose-G-phosphate \\" ‘j * G-phosphogluconolactone
&-P-phosphogluconolactone
— MADP 'I‘--.:Xa-* G5H ‘-—-K--— Ha03
&mp—-—-' —— GS5G 4 TR Hy0
R bulorse-ﬁ-pl'-::s'pha.téh“‘--____ ——,
- —»{ 0 )
o L.
t______.-
.‘NCI}'cDI}'sisj-
4 Ribose-5-phosphate

Sekil 1.4.1. Pentoz posfat yolu. Cat: Katalaz, GPx: Glutatyon peroksidaz, GR: Glutatyon

rediiktaz, G6PDD: Glikoz 6 fosfat dehidrogenaz, 6PGD: 6-fosfoglukonat
dehidrogenaz, GSH: Rediikte glutatyon, GSSG: Okside glutatyon (Luzatto ve
ark.2001)

Bu olayin total reaksiyonu;
Glukoz 6 fosfat + 2NADP ——> Riboz 5-fosfat + 2NADPH + 2H + CO2

Pentoz fosfat yolu oksidatif ve non-oksidatif olarak 2 yoldan gergeklesir.
Oksidatif fazin son iriinii riboz-5 fosfattir ve bir¢ok dokuda yol burada noktalanir.
Olusan riboz 5 fosfat niikleotit sentezinde gorev alir. Primer ihtiyaci, NADPH olan
eritrositlere benzer dokularda ise non-oksidatif fazda riboz-5 fosfattan onceki ara iiriin
riboloz 5-fosfat ise transketolaz ve trans aldolaz enzimleriyle yeniden glukoz 6 -fosfata
katalizlenir. Sekil 1.4.2.°de pentoz fosfat yolunun oksidatif ve non-oksidatif yolu

gosterilmistir (Nelson 2005).
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Nonoxidative Oxidative
rhase rhase

| . I

Glucose 6-phosphate

J- NADP?
: NADPH
transketolase,

transaldolase S—Phosphégluconate
NADP!
COy :NADPH

Ribulose 5-phosphate

».

Ribose 5-phosphate

MNucleotides, coenzyvmes,
DINA, RINA

Sekil 1.4.2. Pentoz fosfat yolunun oksidatif ve non-oksidatif gosterimi(Nelson 2005).

1.5. Glutatyon Yolu

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

sekilde hidrojen verebilen diisiik molekiil agirlikl bir tripeptittir. Glutatyonun bu ti¢lii

yapist sekil 1.5.de gosterilmistir (Champe 1997).

(|:00'
Glisin (Gly) [|3H1

NH

s
0:[|3
Sisten (Cys) HC—CH,-SH

NH

o

0=[|3
(K,

Glutamat (Glu) < |

- Coo

Sekil 1.5.1. Glutatyonun yapisi (Champe 1997)
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Glutatyonun; DNA ve protein sentezi, enzim aktivitelerinin diizenlenmesi, hiicre
ici ve dist transportlar gibi hiicresel faaliyetlerinin disinda antioksidan olarak hiicre
savunmasinda da onemli bir rolii vardir. Indirgenmis glutatyon (GSH) yapisinda
bulunan aminoasitlerin icerdigi tiyol grubu (-SH) araciligiyla hiicreyi oksidatif
hasarlardan korur. Glutatyon peroksidaz (GPx) enzimin katalizorligiinii yaparak

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

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

Hidrojen peroksidin (H,O,) ve diger peroksitlerin glutatyon peroksidazin

etkisiyle etkisiz duruma getirilmesi sirasinda GSH yiikseltgenir ve GSSG haline
dontigiir.  GSSG  glutatyon aracilifiyla indirgenerek yeniden kullanilabilir hale
doniigsmesi icin de NADPH gerekmektedir. Glutatyon yolu Sekil 1.5.2 de gosterilmistir
(Scot ve ark. 1991, Izawa v ark. 1998, Bilmen ve ark. 2001, Cift¢i ve ark. 2001, Ozmen
ve ark. 2005).

Mitekondriyal solunum, iyonize radyasyon,
stilfanomidler, herbisitler, antimalaryaller,

n:.o. "‘_r\:.o

Siiperoksit divisin
anyonu
2H+ e
Hidrojen Glutatyon peroksidaz
peroksit H,0, AL » 2H;0
B +
H e / \
H,O 2GSH GSSG
]
1
i
Serbest y ’
hidroksil 11 e Q
radikalleri -« Glutatyon
l® rediiktaz
+
Oksidatif hasarh lipitler, ~ NVADP NADPH + H*

proteinler, DNA

s

Glikoz 6- Fosfat

6-fosfo-glukano-
(G6P) G6PD

o-lakton

Sekil 1.5.2. Glutatyon yolu (Nelson ve Cox 2005).
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Son yillarda yapilan calismalarda cesitli stres modellerinin reaktif oksijen
tiriinlerinin (ROS) olusumunu hizlandirdig1 gézlenmistir. ROS’un olusturdugu oksidatif
hasar oksidatif stres olarak tamimlanmistir (Das ve Banerjee 1993, Goldin ve ark. 1997).
Hiicre yiiksek miktarda oksidana maruz kaldiginda, yiikseltgenmis glutatyon (GSSG)
olusumu smir diizeyini asmakta ve oksidatif stres meydana gelmektedir. Detoksifiye
(toksinlerden arindirma) olamayan oksidanlar membran lipidlerinin ve cesitli hiicrelerin
fonksiyonel ve yapisal proteinlerinin bozulmasia sebep olmaktadir. Cesitli oksidatif
ajanlardan kaynaklanan H,O,, siiperoksit anyonu O~ ve serbest hidroksil radikalleri
hiicre i¢in cok toksiktir (Cochrane 1991, Ambrosio ve ark.1992). Ayrica  glutatyonun
eritrositlerde hemoglobinin yapisindaki demirin (Fe*2) indirgenmis halde tutulmasinda
da rolii bulunmaktadir. Fonksiyonel olmayan methemoglobinin yapisindaki
yiikseltgenmis demirin (Fet3) indirgenmesi sirasinda glutatyon tiiketilmektedir. Bu
nedenle eritrositler indirgenmis glutatyona c¢ok fazla gereksinim duymaktadirlar
(Szweda ve Stadtman 1992). Eritrositlerdeki gorevi glutatyonu indirgemek olan
NADPH’1n iiretimi G6PD eksikliginde onemli ol¢iide azalir. Hemolize neden olan
maddelerin G6PD eksikligi olan kisilere verilmesi durumunda o maddelerin kendisi
veya metabolitleri hemolize kars1 dayanikliligi saglayan GSH’yi oksitleyerek inaktive

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

Sekil 1.5.3. PFY ve Glutatyon yolu ile Hemoliz mekanizmasi (Szweda ve Stadtman 1992).
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Eritrosit GSH diizeyi hemoliz olusumundan hemen 6nce azalir ve GSSG artis
gosterir. Hiicre ici toplam GSH miktar1 GSSG’nin hiicreden disar1 ¢ikmasiyla
azalmaktadir. Eritrositlerin membranlarinda bulunan siilfidril gruplarinin oksidasyonu
membranin fonksiyonunu bozar ve dalakta, daha da agir durumlarda karacigerde

eritrositlerin erken yikimina neden oldugu bulunmustur (Sodeman 1985).
1.6. G6PD Enzim Eksikliginin Kalitim

G6PD enzim eksikligi X kromozomuna bagl resesif gecis gOsteren bir enzim

eksikligi olarak tamimlanmistir. Buna gore G6PD enzim eksikligine sahip erkekler
hemizigot normal (Gd¥) veya hemizigot yetmezlikli (Gd") ; disiler ise homozigot
normal(Gd*/Gd*), homozigot yetmezlikli (Gd/Gd") veya heterozigot yetmezlikli
(Gd*/Gd") olabilirler. Disi bireyler iki X kromozomu tagidiklarindan dolay1 hastaligin
ortaya cikabilmesi icin disi bireylerin her iki mutant X kromozomunu da tasimalari
gereklidir. Erkeklerde ise tek X kromozomu oldugundan resesif karakterli mutasyon
fenotipik olarak kendini gosterebilmektedir. Bu nedenle X kromozomuna bagl resesif
hastaliklar genellikle erkeklerde goriiliir. Bu erkeklerin anneleri tasiyicidir. Hasta bir
baba erkek c¢ocuklarina sadece Y kromozomunu vereceginden, hastaligi erkek
cocuklarina gecirmez ama kiz ¢ocuklarina zorunlu olarak mutant geni tasiyan X
kromozomunu vereceginden, boyle bir babanin tiim kiz cocuklar tasiyici olacaklardir.
Bu kiz ¢ocuklar ise tasimakta olduklar1 mutant geni kendi erkek cocuklarina % 50
olasilikla gecirecekler, kiz cocuklart ise % 50 olasilikla normal, % 50 olasilikla tasiyict
olacaklardir. X kromozomuna bagh resesif kalitim gosteren bir aile agac1 Sekil 1.6.’da
gosterilmistir (Apak ve Semerci 2005).

I ® 0
I O 0O eorO
m O e O .
v O m

Sekil 1.6. X kromozomuna bagl resesif kalitim gosteren aile agaci(Apak ve Semerci 2005)
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X kromozomuna bagl resesif kaliimda kiz ¢ocuklarinin hasta olabilmesi i¢in, mutant
geni hem anneden hem de babadan almasi, bunun i¢in de babanin hasta, annenin ise
tagiyict olmast gereklidir. X kromozomuna bagli resesif hastaligin kiz ¢ocuklarinda
goriilmesini aciklayan diger bir durum ise Lyon hipotezidir (Vulliamy ve ark. 1996). Bu

hipoteze gore;
¢ Disi bireylerde bulunan iki X kromozomundan sadece biri aktif digeri inaktiftir.

¢  Embriyonun erken gelisim asamalarinda iki X kromozomunun hangisinin aktif
kalacag rastgele tayin edilir.
e Aym inaktif X kromozomu tasiyan her bir hiicrenin c¢ogalmasinda X

kromozomu inaktif kalir.

X kromozomunda G6PD eksiklik geni tasiyan erkek klinik bulgu verir ve

hemizigot G6PD yetmezlikli olarak tanimlanir. Disi bireylerde XX genotipi normal,

XX~ genetopi homozigot ve X-X genotipi heterozigot G6PD yetmezlikli olarak
tanimlanirlar.  Heterozigot yetmezlikli disiler az veya ¢ok klinik etki gosteren
yetmezlikli hiicrelere sahiptirler. Disilerin tiim hiicrelerinde sadece bir X
kromozomunun aktif olmasindan dolay1 disi heterozigotlar normal (saglikl) ve enzim
eksikli olmak {iizere iki eritrosit populasyonuna sahiptirler (Battistuzzi ve ark 1985,
Beutler 1994, Hansen ve ark. 1996, Giirbiiz 2003, Yan ve ark. 2006, Guindo ve ark.
2007).

1.7. G6PD Enzim Eksikligi

1950’11 yillarin baslarinda ilk olarak Amerikali zencilerde antimalaryal ilaglarin
arastirllmas1 esnasinda ortaya ¢ikan hemolitik tablolar ile GO6PD yetmezligi
tammlanmistir.  Ilerleyen calismalarda da Akdeniz yoresinde bu eksikligin yaygin
olarak bulundugu tespit edilmistir. Bu bolgelerin bir diger ortak ozelligi sitma
hastaliginin goriildiigii bolgeler olmasi1 ve GO6PD yetmezlikli bireylerin de sitmaya kars1
direncli olmalaridir (Beutler 1994, Martini ve Ursini 1996, Luzatto 1999, Pietropetrosa
ve ark. 2001). G6PD enzim eksikliginin plazmodiumlara karsi dayaniklilik saglamasi
ile ilgili bir seleksiyon olaymna baghi oldugu ileri siiriilmistir (Kayaalp 1998).
P.falciparum’a karst immiinite gelisiminde G6PD eksikliginin olugmasi, malaryanin

yaygin oldugu bolgelerde G6PD sikliginin artmasiyla agiklanabilmistir.
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G6PD eksikliginin oldugu eritrositlerdeki malarya parazitinin gelisiminin normal

eritrositlerden daha yavas oldugu goriilmiistiir (Beutler 1994).

G6PD enzim eksikligi insidanst Akdeniz iilkelerinde, Afrika’da ve Cin’de daha
yiikksek olmakla birlikte biitlin irklarda ve etnik gruplarda tanimlanmistir (Calabro ve
ark. 1990, Beutler ve ark. 1992). Bu enzim eksikliginin en 6nemli belirtileri neonetal
sarilik, favizm ve hemolitik anemi oldugu ve enzimin siddetli eksikliginde kronik

nonsferositik hemolitik anemi goriildiigii bildirilmistir. (Rang ve ark.1999).

1.7.1. Neonatal Sarihk

Akdeniz ve Asya’da siklikla goriilen neonatal sarilik, G6PD enzim eksikliginin
ve buna bagli olarak gerceklesen hemolizin 6nemli bir sonucudur. Yenidogan
bebeklerde tedavi edilmedigi zaman kernikterusa sebep olmaktadir (Salvati ve ark.

1999).

1.7.2. Favizm

G6PD enzim eksikligi olan hastalarda goriilen, gii¢lii oksidan 6zelligi olan Fava
fasulyesi veya baklasinin (Vicia fava) yenilmesinden veya polenlerinin inhale
edilmesinden sonra ortaya ¢ikan ve siddetli hemoliz goriilen bir hastaliktir (Rang ve
ark.1999). Cogunlukla Fava alimindan 24 saat gectikten sonra hemoliz baglar. G6PD
enzim eksikligi olanlarda favizmin goriilmesi kisinin genetik yapis1 ve Fava’nin
iceriginin metabolizmasiyla ilgilidir. G6PD eksikligi olan hastalarin hepsinde favizm
goriilmemektedir fakat favizmi olan kisilerde her zaman G6PD enzim eksikligi
goriilmektedir. G6PD Akdeniz (Mediterranian) varyantinda fava fasulyesinin

titketilmesine bagh akut ve ¢ok siddetli hemoliz goriilmektedir (Fairbanks ve ark 1994).

1.7.3. Hemolitik Anemi

Kronik hemolitik anemiye sebep olan nokta mutasyonlarinin incelenmesi
sonucunda G6PD geninin 10. ekzonu tarafindan kodlanan, 361-428 aminoasitlerinin
arasindaki bir bolgede yogunlastigi saptanmistir. G6PD’nin stabilitesi ve aktivitesi i¢in

gereken aktif dimer olusumunda bu bolge gorev almaktadir (Hunsdoerfer ve ark 2002).
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G6PD enzim eksikligi goriilen eritrositler ozmotik sok ve oksidatif strese karsi
daha duyarli oldugundan Heinz cisimcikleri olusumu sebebiyle hemoliz ve bunun

sonucunda da anemi olugmaktadir (Long ve ark. 2002).
1.7.4. Kronik Nonsferositik Hemolitik Anemi

Kronik nonsferositik hemolitik anemi G6PD enziminin siddetli eksikliginde
olugmaktadir. Bu anemiyle iliskili 80’den fazla genetik varyant tanimlanmistir. G6PD-
Portici varyantinda G-A degisimi seklindeki tek nokta mutasyonu polipeptid
zincirindeki histidin aminoasidinin arjinin-393 ile yer degistirmesine ve buna bagl
olarak enzimin ii¢ boyutlu yapisinin bozulmasina sebep olur. Bu varyantin bulundugu
eritrositlerde kiiresel yapinin bozulmasi, anemi, retikiilosit ve bilirubin degerlerinde

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

1.8. G6PD Varyantlari

Yapilan arastirmalarda yaklasik 400 milyondan fazla kisinin G6PD enzim
eksikligi tasidigr saptanmistir. Dahasi boyle bir yayginliga sahip olan G6PD’nin
degisik kinetik ozellikler gosteren 400’iin iizerinde varyanti oldugu da bilinmektedir.
Molekiiler diizeyde cok farkli olmayan bu varyantlarin biyokimyasal o6zelliklerinin
birbirinden farkli oldugu gozlenmistir. Varyantlarin ¢ogunun dengeli bir polimorfizm
gostermesi sebebiyle herhangi bir oksidan ajanla karsilasarak akut hemoliz atagi
gosterinceye kadar asemptomatik olarak kalirlar(Vulliamy ve ark. 1998, Cappelini ve

ark. 1996).

1967 yilinda toplanan Diinya Saghik Orgiiti (WHO) eritrosit G6PD enzim
aktivitesini, elektroforetik analiz ve inhibitorlere yanit gibi degisik parametrelerin
varyantlarim tanimlamada kullanilmasina karar vermistir. WHO’nun amaci; degisik
laboratuarlarda tamimlanan ¢ok sayida varyantin birbirleriyle karsilastirma zorlugunu
ortadan kaldirmak ve yeni varyant standartlarin1 olusturmaktir. Tanimlanan bu
varyantlarin olusturdugu enzim eksikliginin tablosu, bulunan deneysel verilere ve klinik

bulgulara gore bes ana grupta toplanmustir:
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1. Kronik nonsferositik hemolitik anemi gosteren grup,

2. Enzim aktivitesi % 10’un altinda olan, siddetli enzim eksikligi gosteren fakat
hemolitik anemi goriilmeyen grup,

3. Enzim aktivitesi % 10 — 60 arasi olan orta derecede enzim eksikligi gosteren
grup,

4. Enzim aktivitesi % 60 — 100 aras1 olan hi¢ enzim eksikligi gdstermeyen veya

cok hafif gosteren grup,
5. Enzim aktivitesi artmig grup (WHO 1967)

Insanlarda elektroforetik olarak G6PD’nin 3 ayn tipi mevcuttur. Baz1 kisilerde tek
bir B bandi, diger bir grupta tek bir A bandi varken, bir kisminda da A ve B bandlar bir
arada bulunmaktadir. 400’den fazla genetik varyanti bulunan ve bu kadar ¢ok olan
cesitliligin, mutasyon nedeniyle ortaya cikan G6PD eksikliginin c¢ogunda, klinik
bozukluk veya hemolitik anemi goriilmez. En sik goriilen varyant G6PD B tipidir ve

Wild-type (vahsi tip) allel olarak kabul edilir.

Beyazlar arasinda yaygin olarak goriilen enzim defekti G6PD Mediterranian

tipidir ve bu tip G6PD B- olarak ta adlandirllir. G6PD Mediterranian varyantinda
enzim aktivitesi normalin % 1’inden daha azdir ve daha ¢ok Akdeniz’deki beyazlarda
daha fazla yaygindir. Ayrica klinik bakimdan hemolize neden olan varyantlardan biridir.
G6PD Akdeniz (Mediterranian) tipi Orta Dogu’da yaygin olarak bulunmaktadir ve bu

tipte enzim aktivitesi % 10’dan daha azdir.

G6PD A tipi; Afrikalilarda gorillen ve normal aktivite gosteren A tipinde
hemoliz goriilmez ve B tipine gore yalniz bir aminoasit farklilig1 vardir. Ayrica A tipi

B tipine gore elektroforezde daha hizli yiiriir. Siyah Amerikan erkeklerinin yaklasik %
20’1lik bir kisminda G6PD A alleli vardir. A~ olarak isimlendirilen tip klinik olarak
onemli olan anormal G6PD tipidir ve siyah Amerikan erkeklerinde % 11 oraniyla en sik
goriilen tiptir.

Ayrica G6PD A~ nin ilaca bagli hemolitik anemiyle de yakin iliskisi vardir.
G6PD A ve A~ varyantlan sitma hastalifinin yaygin olarak goriildigi Afrika’ya has

olarak tanimlanmasina ragmen ltalya, Ispanya, Giineydogu Asya, Orta Dogu ve Giiney

Amerika kokenli beyazlarda da goriilmektedir. Ayrica enzim aktivitesi ¢ok diisiik olan
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Mahidol ve Union varyantlar1 Giineydogu Asya’da en yaygin varyantlardandir. Chicago
varyantindaysa omiir boyu oldukc¢a siddetli hemolitik anemi goriilmektedir (Beutler ve
ark. 1991, Beutler 1994, 1996, Tishkoff ve ark. 2001, Kurdi-Haidar ve ark. 1990,
Beutler ve Vulliamy 2002, Martinez ve ark. 1997). Sik goriilen G6PD varyantlarinin
diinyadaki dagilimi sekil 1.8.1. de gosterilmistirfl WHO 1989, Tan ve Boey 1989).

G6PD Eksikliginin Frekansi : Polimorfik G6PD Varyantlari
<0.5% [17.0-0.9%% @ A(2024) () Chatham () Mediterranzan @ Taipei
[ 05-2.9%% 7 10.0-14.9%% () A{(968C) @ Coimbra © Mahidol ® Union
B 3.06.0%% B 15.0-126.0%% ® Aures © Cosenza ® Santamaria @ Viangchan
@ Canion @ Kaiping ® Seatile ® Local variant

Sekil 1.8.1. G6PD Varyantlarimn Diinyadaki Dagilimi (WHO 1989, Tan ve Boey 1989).

DNA diizeyinde meydana gelen cesitli nokta mutasyonlar genelde G6PD
enziminin substrat baglanma bolgesinde yer alan aminoasitleri etkilemekte ve enzimin
aktivite gostermesi icin protein katlanmalarina ve dimerizasyonuna engel olmaktadir
(Cochrane 1991). Afrika’da gorillen G6PD A varyantinda en cok 202A, 376G
bolgesinde mutasyonlar goriilmektedir. G6PD Mediterrenean tipindeyse 563T, Giiney
Avrupa, Orta Dogu ve Hindistan’da da 563 T bolgesinde mutasyonlar goriilmektedir
(Beutler 2002).
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Insan G6PD geni iizerindeki ¢esitli intron ve ekson bolgelerinde nokta
mutasyonlar meydana gelmektedir. Bu mutasyonlarin gerceklestigi bolgeler ve yaygin

goriilen mutasyonlar sekil 1.8.2. de gosterilmistir (Martini ve ark.1986).

G6PD Geni Uzerindeki Mutasyonlar

= & :
|QE$|3 48|4,;ﬁ7 qim)h'giﬂ% aé?l‘{(ﬁjg?%% wQT |?jg£2|13|
TTER VI E

) Union; (©) Canton; M Medterranean; (&) A<(202A); (k) Kaiping; () Taipei; (V) Viangchen; @ Mahidol
B . Chatham; (ﬁ} Coimbra; . Seattle; s Santamaria; . Aures; (2) Cosenza; (A A7(968C).

Sekil 1.8.2. Insan G6PD geni. (A.Intron ve ekson bolgeleri; B.Mutasyonlarin bulundugu bolgeler)
(Martini ve ark.1986).

G6PD enzim eksikliginin diinyada yaygin varyant ve mutasyonlarimin dagilima,
WHO’nin smiflamasit ve yaygin olan bolgeler Cizelge 1.3.’te verilmistir. Birtakim
mutasyonlar bulunduklar1 yerlerde farkli isimlerle adlandirilmiglardir ve alt alta
yazilmis isimler ayni mutasyonun degisik bolgelerindeki farkli isimlendirmelerinden

olusmaktadir (Beutler 1994, Beutler ve Vulliamy 2002, Martinez 1997, Luzatto 1999).
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Cizelge 1.3.

GO6PD enzim eksikliginin diinyada yaygin varyant ve mutasyonlarinin dagilimi.
(Beutler 1994, Beutler ve Vulliamy 2002, Martinez 1997, Luzatto 1999)

Variyat ismi Exon Niikleotit Amino asit WHO Yaygm yerler

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

Gaozhou

Sunderland Ex2 105-107del 35 Ile del 1 Ingiltere

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

Asahi Afrika, Italya,

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

Alabama Adalar1, Meksika

Ferrara

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

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

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

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

Taipei

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

Mediterranean Italya, Yunanistan,

Dallas, Arabistan, Iran,

Birmingham Ex6 563 C>T 188 Ser>Phe 2 Tiirkiye, Irak, [srail,

Sassari Maisir, Yahudiler,

Caglari Yahudi Kiirtleri

Panama

Seattle Italya, Ispanya,

Modena Sardinya, Kanarya

Ferrarall Ex8 844 G>C 282 Asp>His 2 Adanalar1

Athens-

like,Mexico

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

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

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

Union Laos, Filifinler, Cin,

Maewo Ex11 1360 C>T 454 Arg>Cys 2 Japonya, Ispanya,

Chinese-2 Ttalya

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

Kaiping* Ex12 1388 G>A 463 Arg>His 2 Laos

*; Calismamiza konu olan mutasyon tipleri.

1.9.  G6PD Eksikliginin Tams: i¢cin Uygulanan Yéntemler

1.9.1. Kalitatif Floresan Spot Test

Kalitatif floresan spot test G6PD enziminin aktivitesiyle olusan NADPH’1n

tayini esasina dayanir. NADPH aktive edilerek ultraviyole 15181 ile floresan olusum

miktar1 gozlenir. Bu test niteliksel olarak enzimin varligimi gosterir fakat enzimin

miktarina yonelik bilgiler vermemektedir. Kalitatif bir test oldugundan dolay1 da sayisal
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bir deger verilememektedir. Enzimin tams1 i¢in yapilan diger testlerle
karsilastirildiginda uyumluluk goriilmektedir. Tarama amagh enzim tayinleri igin

kullanilabilen bu test basit, ucuz ve hizlidir.

1.9.2. Kantitatif Spektrofotometrik Yontem

Bireyin enzim miktarim1 tam olarak gosterebilen bu testler spektrofotometrik
olarak yapilmaktadir. Bu test ile hemizigot, heterozigot ve homozigot bireylerin hepsi
belirlenebilmektedir. Yontem NADPH’in 340 nm (nanometre)’de verdigi absorbans

degerinin Olc¢iimiine dayanir. Genellikle biyokimya laboratuarlarinda kullanilan bir

yontemdir. Enzim aktivitesi; 25 ©C’de 1 dk da 1 mM NADP’yi NADPH’a katalizleyen
enzim miktart olarak tanimlanir ve degerlendirilir (Tabata ve ark 2002, Altikat ve ark.

2002).

1.9.3. PCR-RFLP

Niikleik asit zinciri igerisinde yalnizca belirli bir baz dizisini taniyip zinciri bu
diziden hidrolitik olarak kesen enzimler restriksiyon endoniikleaz enzimleridir. Bu
endoniikleazlar ile genin i¢indeki mutasyonlar kesilerek var olan kesilmemis parcalarin
yapisindan farkli olacaklardir. Agaroz jel elektroforezinde bu degisim gosterilerek
mutasyon noktasinin meydana ¢ikarilmasi sonucu molekiiler diizeyde hastalik tanisi

konulabilmektedir.

PCR islemiyle incelenecek olan G6PD gen bolgesi cogaltilir. Daha sonra
mutasyon bolgesini taniyan restriksiyon enzimleriyle uygun olgiilerde karistirilarak,
enzimin aktif oldugu sicaklik ve siirede inkiibasyon yapilmaktadir. DNA’nin kesilip
kesilmedigi inkiibasyon iiriiniiniin % 2’lik agaroz jelde yiiriitiiliiliip kontrol 6rneklerle
karsilastirilarak degerlendirme yapilmaktadir (Martini ve ark. 1986, Ozmen ve ark.

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

1.9.4. PCR- SSCP

Molekiil ici etkilesim nedeniyle tek zincirli DNA’da her bir zincir farkli formda
katlanip kivrilir ve zincirde degisik konformasyonlar olusur. PCR- SSCP, degisik
konformasyonlar igeren aynmi uzunluktaki baz dizilerinin poliakrilamid jel

elektroforezinde farkli hizla hareket etmesine dayanan bir yontemdir. Mutasyon igeren
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DNA molekiilii normal diziden farkli bir yapida oldugundan, jel elektroforezinde
normalden farkli yerde bant verecektir. Incelenen 6rnegin ve normalin beraber jele
yiiklenip karsilastirildiginda normalden farkli bantlarin bulunmasi 6rnekte mutasyon

varligim gostermektedir.

PCR islemiyle incelenecek olan G6PD gen bolgesi cogaltilir. Amplikonlar
PCR’da 90-95 ©C’ye kadar 1sitildigt zaman DNA hidrojen baglarindan ayrilarak tek

zincir haline gelir. Ortamin hizla 0 9C’ye kadar sogutuldugunda zincirler tekrar
birlesemeyerek ve kendi iclerinde kivrilip katlanarak ayri ayri iki yapi olustururlar.
Mutasyon igeren DNA molekiilii normal halinden farkli bir konformasyon olusturup
elektroforezde farkli hizla yiiriidiigiinden jel -elektroforezde normalinden ayirt
edilebilmektedir. DNA fragmentinde baz degisiminin bulundugu bu yontemle
belirlenebilmektedir fakat mutasyon tiirii tespit edilememektir (Beutler 1995, Menounos

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

Carson ve arkadaglart (1956), primakin ilaclarla yaptiklar1 ¢alismada G6PD
enzim eksikliginin teshisini koymuslardir.

Childs ve arkadaslar1 (1958), G6PD enzim eksikliginin kromozomal yapisini
bildirmislerdir.

Zinkham (1961), primakin duyarl eritrositlere sahip bireylerde G6PD aktivite
eksikligi oldugunu bildirmistir.

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

topluluklarinda farkli varyantlarinin oldugunu bildirmislerdir.

Boyer ve arkadaglan (1965) yaptiklar1 calismalarda G6PD enzim eksikliginin

elekroforetik varyantlarimi bildirmislerdir.

McCurdy ve arkadaslar1 (1966), G6PD Kanton varyantin1 giiney Cin’de % 1.7

bir gen frekansina ulasan ve en sik goriillen G6PD eksikligi olarak bulmugsladir.

Yoshida (1967), tek bir aminoasit mutasyonu sonucu G6PD molekiiliinde
degisim olabilecegini bildirmistir.
Beutler ve arkadaglar1 (1968), eritrosit enzim eksikliginin favizm, primakin

duyarlilik ve bazi ila¢ duyarli hemolitik anemi, anemi ve yenidogan sarilig1 ve kronik

nonspherositik hemolitik anemi temeli oldugunu bildirmislerdir.

Luzzatto ve arkadaglar1 (1969) G6PD enzimin eksikliginin sitmaya karsi bir

avantaj sagladigini bildirmislerdir.

Yoshida (1971), Beutler (1978) ve arkadaslar1 G6PD varyantlarinin ¢esitliligini

gosteren tablolar yayimlamiglardir.
Du ve arkadaslar1 (1985) G6PD Gaohe varyantini tanimlamiglardir.

Takizawa ve arkadaslar1 (1986), G6PD geninin 58 dalton molekiiler agirliga

sahip ve 531 aminoasitten olustugunu bildirmislerdir.

Aksoy ve arkadaslar1 (1987) Tirkiye’de G6PD Adana, G6PD Samandag, ve
G6PD Balcali varyantlarim tamimlamiglardir. Enzimler i¢cin DEAE-52 seliiloz pH 7.0

kolon kromatografisi ve amonyum siilfat kullanarak kan orneklerinden saflastirilmigtir.
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Du ve arkadaslart (1988) tarafindan Cin’de goriilen varyant olan G6PD

Kaiping’i tamimlamislardir.

Chen ve arkadaglar1 (1991), G6PD geninin tam dizi analizini belirlemisler ve

G6PD geninin insan DNA'sindaki 20.114 bg sirasini belirlemislerdir.

Tang ve arkadaslan (1992), Cin’de G6PD eksikliklerinin molekiiler temelini
arastirmiglardir.  Yaptiklar calismalarda 21.271 (11.400 erkek, 9.871 kiz) yenidogan
bebeklerinde G6PD aktivitesini belirlemislerdir ve diisiik G6PD aktivitesi olan kiz
bebekleri incelemisleridir. Rastgele secilen Kkisilerden PCR ile restiriksiyon
enzimleriyle (RE) sindirim yontemi kullanilarak G6PD geni ¢ogaltilmistir. Onlarin
sonuglarina gore Tayvan’da G6PD poliformizminden sorumlu en az dort ¢esit mutasyon
oldugunu bildirmislerdir. Bu mutasyonlarin ilk tiirii 487. niikleotidte G ile A’nin yer
degistirmesi ile Ser den Gly olusan yeni bir tip bulmuslardir. ikinci tip mutasyon daha
once bildirilmemis olan 493. niikleotitte A ile G degismesidir. Iki mutasyonu tespit
etmek icin PCR/RE sindirim yontemi ile sirasiyla Alu I ve II Ava tanima siteleri
olusturulmustur.  Ugiincii mutasyon 1376. niikleotitte G ile T degismesini tespit
etmiglerdir. Dordiincii mutasyon tiirii olarak da 1388. niikleotidde G ile A degisimi

saptanmugtir.

Bautista ve ark. (1992) ile Maeda ve ark (1992) tarafindan G6PD enzimi farkli

kaynaklardan degisik yontemler kullanilarak bircok kez saflastirilmistir.

Saha ve arkadaslar (1994) Singapur’da yasayan Cinli erkeklerde Mediterranean
(563 C-T), Canton (G>T, 1376) ve Kaiping (1388G>A) ve Chinese-5 (1024C>T)
variantlarim1 belirlemislerdir. Spesifik oligoniikleotidler ile restiriksiyon enzimleri ile
DNA dizilerini aciklamiglardir. Biitiin varyant ¢esitlerinde enzim aktivitelerinin diisiik

oldugunu (0.2-0.6 IU/g Hb) belirtmislerdir.

Huang ve arkadaslar1 (1996) Cin’de G6PD eksikligi olan 50 kadin ve 112
erkekte molekiiler mutasyonlar ve yenidoganlarda neonatal sarilik klinik bulgular
arastirmislardir. % 50 oraninda niikleotit 1376 (G>T), % 16.1 oraninda niikleotit 1388
(G > A), % 8.0 oraninda niikleotit 493 (A>G), % 6.2 oraninda niikleotit 1024 (C>T), %
5.4 oraninda niikleotit 95 (A>G), % 1.8 oraninda niikleotit 392 (G>T), % 1.8 oraninda
niikleotit 487 (G > A), % 0,9 oraninda niikleotit 871 (G > A) ve % 0,9 oraninda

niikleotit 1360 (C>T) mutasyonlarini bulmusglardir. Niikleotit 1376 mutasyonunun
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Tayvan ve Cin’ de yeni doganlarda daha yaygin oldugunu bildirmislerdir. Tiim
kordon kami 6rneklerinde GO6PD aktivitesinin kantitatif olarak Olciilmiis ve bilinen
dokuz oligoniikleotid ile dogal ve mutasyonlu primerler hazirlanarak DNA sentezleyici
de sentezleyip saflagtirmislardir. Bu bilinen mutasyonlarin hizli tespiti i¢in, tam kandan

direkt PCR ile modifiye edilmistir.

Miwa ve Fujii (1996) G6PD mutasyonlarindan sorumlu 78 varyanti
listelenmiglerdir. Onlar tahminen diinya ¢capinda 400 milyon kisinin G6PD eksikliginin
kronik hemolitik anemi ve uyusturucu yada enfeksiyonun neden oldugu akut hemolitik

anemi ile iliskili oldugunu belirtmislerdir.

Iwai ve arkadaglar1 (2001) giineydogu Asya’daki G6PD dagilimini incelemek
icin GOPD varyantlar iizerinde molekiiler calismalar yapmislardir. Bu calisma icin 16
etnik gruptan 4317 kisi (2.019 erkek, 2.298 kadin) taranmistir. Tarama sonucunda;
(1291 G>A) G6PD Surabaya, 383 T>C (G6PD Vanua Lava), 487 G>A (G6PD
Mabhidol), 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) varyantlan tespit edilmistir. Bu ¢alisma igin
Tek Adim Tarama Yontemi (a single-step screening method), PCR ve SSCP analiz

yontemi kullanilmistir.

Nuchprayoon ve arkadaslar1 (2001) Tayland’da G6PD eksikligi icin kantitatif
G6PD yontemi kullanmiglardir. Alinan kordon kani 6rneklerinde G6PD eksikliginin
Tai erkeklerinde % 11.1 oldugu ve kadinlarda % 5.8 olarak bildirilmistir. G6PD
Viangchan (871 G>A) tamimlamak i¢in PCR-restriksiyon enzim tabanli bir yontem
gelistirmisler ve G6PD eksikligi olan kan oOrneklerindeki DNA icin mutasyonlar
aramiglardir. G6PD Viangchan (871 G>A) varyantinin Asya’nin giineydogundaki

toplumda en sik goriilen tiir oldugunu bildirmislerdir.

Ciftci ve arkadaslar1 (2001) metamizol ve eritrosit G6PD enzim aktivitesi
izerine magnezyum siilfat etkileri in vitro ve in vivo kosullarda incelenmislerdir.
Metamizol ve magnezyum siilfatin in vitro ve in vivo G6PD enzim aktivitesini inhibe
edecegini One siirmiiglerdir. Calismalarini 340 nm dalga boyunda bir spektrofotometre

kullanilarak Beutler yontemine gore yapmiglardir.
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Yusoff ve arkadaglann (2002) Malezya’da yaptiklari calismada G6PD
mutasyonlarimi taramak i¢in MPTP ve PCR yontemini kullanmiglardir. G6PD geninin
3,4,5,6,7,9, 11 ve 12 ekzon bolgesindeki mutasyonlar MPTP ile taranmistir. 9
mutasyon tespit edilmistir. 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) varyantlarim1 bulmuslardir.

Ainoon ve arkadaglar1 (2004) 128 Cinli yenidogan bebeklerin kordon kanindan
PCR restriksiyon enzimleri ve SSCP (Single Stranded Conformation Polymorphism) ve
DNA dizi analizi yapilmigtir. 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

varyantlarini bulmuslardir.

Laosombat ve arkadaslar1 (2006) G6PD eksikligi olan 210 erkek ve 15 kadin
olusan 225 kisi iizerinde Tayland'in giineyindeki Songklanagarind Hastanesi'nde
caligma yapmislardir. Bu hastalarin % 85 inde Neonatal sarilik, % 17.3 iinde
enfeksiyonuna bagli akut hemoliz, % 3.6 sinda ilaca bagli G6PD eksikligi, % 1.8 de
akut hemoliz bagh favism saptamiglardir. Numunelerden mutasyonlar karakterize
etmek icin PCR-RFLP yontemini kullanmislardir. MTPT ve DNA dizi analizleri ile
bandlar elde etmislerdir. Taylandlilar arasinda G6PD varyantlarinin ve heterojen G6PD
Viangchan, Kaiping, Mahidol ve Kanton ve tiirevleri olan vakalarin yaklasik % 78'ini
hesaplamislardir. Onlarin bulgularina gére Giineydogu Asya da G6PD Viangchan ve
Mahidol varyantlarinin ortak oldugu teorisini kanitlayan teoriler ortaya sunmuslardir. 4.
ekzonda 196. kodonda TTC>ATC degisiminin oldugunu ve basit bir aminoasit olan
Phe66lle bulmuslardir ve bunu GO6PD Songklanagarind smif II varyanti olarak

belirlemigleridir.

Kawamoto ve arkadaslar (2006) yaptiklar1 ¢alismada Endonezyanin dogusunda
Dogu Nusa Tenggara eyaletinde Flores Adasi’nda sitma ve G6PD eksikligi icin arazi
calismalan yapmislardir. 642 erkek, 466 kadin goniillii bu ¢aligmaya katilmiglardir ve
38 erkek ve 17 kadinda toplam 55 kiside GOPD eksikligi olan bireyler saptamislardir.
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 degisikligi olan, ekson 8 (844 G>T) yeni
bir mutasyonu bildirmislerdir. Bu islemler icin basit yeni ve hizli bir tarama yontemi
olan Tantular ve arkadaslar1 (1999) ile Matsuoka ve arkadaslarinin (2003) yontemi

kullanilmistir, hemoglobin miktart Hemo Cue makinesi kullanilarak ol¢iilmiistiir.

Jiang ve arkadaslar1 (2006) Cin’de G6PD yapisi ve varyasyon fonksiyonu
izerine sistematik bir calisma gerceklestirmiglerdir. Toplam 155.879 kiside
G6PD/6PGD orami yontemi ile G6PD eksikligi icin taranmis ve 6683 olgu tespit
edilmistir. 11 etnik temelli gruplar icinden 1004 olgu molekiiler analiz tabi tutulmustur

ve su sonuglara varmiglardir:

e GOPD varyantlarinin, geleneksel etnik sinirlar tutarlidir ancak, Cin niifusunun

etnik temelli gruplarinda frekanslar degistigini,
e Cin toplumunda G6PD varyantlari, Afrika, Avrupa farkli oldugunu,
® Yeni bir G6PD eksikligi mutasyonu olan 274 C>T tespit edilmistir

e Denatiire yiiksek performansli sivi kromatografi tan1 ve genetik ¢alisma igin
G6PD eksikligi olan mutasyonlar1 tespit igin bilyiikk bir avantaj oldugunu

bildirmislerdir.

e GO6PD Kaiping ve G6PD Canton varyantlarinin Cin popiilasyonunda en sik

gozlenen varyantlar oldugu bildirilmistir.

Dogan (2007), yeni dogan hemolitik anemi teshisi konmus hastalarda G6PD
enzim genindeki Mediterranean, Seattle, San Antioco ve Union olmak iizere 4 G6PD
mutasyon tipi taranmistir. G6PD enzim aktiviteleri 4.00 U/grHb nin altinda olan (21
kiz, 39 erkek) 60 olgu mikroarray yontemi ile mutasyon analizine alinmistir.
Olgulardan periferik kan alinarak DNA izole edilmis, incelenecek bolgeler PCR ile
cogaltilmis ve mikroarray teknolojiyle SNP (Single Nucleotide Polymorphism-Tek
Niikleotid Degisimi) analizi yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda, G6PD

Mediterranean (563 C—T) mutasyonunu tespit etmistir.

Chun ve arkadaslar1 (2007) Cinin Giiney-batisinda yeni doganlarda G6PD
eksikligi olan 240 hastada GI1388A, G1376T, A95G mutasyonlarinin analizini
yapmiglardir. 190 G1388A, 48 G1376T ve iki A95G mutasyonunu bulmugslardir. G6PD

enzim eksikligi i¢in Sigma Diagnostic Kit ve PCR kullamilmistir. Wang ve arkadaslar
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(2010) yaptiklar ¢alismada Kuzeydogu Cin'de Liaoning Eyaletinde ilk defa agir kronik
anemi gosteren, 3 yasinda bir ¢ocukta G6PD eksikligi bulunmustur. Bulunan bu
eksikligin Cin’de ilk defa bulunan G6PD Santiago de Kiiba oldugunu bildirmislerdir.
Diinya Saghik Orgiitii simiflamasina gore, bu hasta cocuk simif I olarak kategorize
edilmistir (cok siddetli G6PD eksikligi). Wang ve ark bu hastadaki G6PD genini
incelendiginde ekson 11 de 1339. niikleotidde A’nin G ile degismesini bulmuslardir.
Bunun sonucunda molekiiliin 447. pozisyonunda aminoasit (Gly-arg) degisikligi
meydana gelmis oldugunu belirtmislerdir. Ayrica Cin’de yaygin olarak gbzlenen G6PD
Kaiping (1388G>T) varyantini da bildirmislerdir.

Xiaowen Chen ve arkadaslar1 (2010) Cin’de Shenzhen Cocuk Hastanesi’nde
yaslart 0.1 ila 12 arasinda degisen 104 cocuk iizerinde Cin’de goriillen 17 mutasyonu
arastirmiglardir. Bu arastirma icin RT-PCR ve denatiire gradient jel elektroforezi
(DGGE ) yontemini kullanmiglardir. Sonug 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) mutasyonlar1 bulunmustur. Toplam mutasyon belirleme siklig1 % 84,6

olarak bulunmustur.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kan Orneklerinin Elde Edilmesi ve Saklanmasi

Yapilan ¢alismada G6PD enzim eksikligine neden olan Canton 1376 G>T
(p-Arg459Leu), Kaiping 1388 G>A (p.Arg463His), Gaohe 95 A>G (p.His32Arg)
mutasyonlarmin varligmin tespiti igin, Dicle Universitesi Hematoloji Klinigi’ne G6PD

ozellikleri bilinmeyen rastgele bagvuran 96 kisinin rizalar1 alinarak 2 ml kan aliip

genel tarama yapilmistir. Toplanan kan ornekleri EDTA’Il tiiplerde +4 ©C de

beklemede tutulmustur.

3.2 Kan Orneklerinden DNA’larin Saflastiriimas:

Toplanan tam kan érneklerinden DNA’lar, ROCHE MagNA Pure Compact adi
verilen DNA saflagtirma cihaz1 (Sekil 3.1.) ve bu cihazla uyumlu ¢alisan ROCHE
MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isalation Kit I isimli saflagtirma kiti yardimi ile
tiretici firma talimatlarina uygun olarak saflagtirma islemi yapilmistir. Saflastirma kiti
bir kerede 8 tam kan 6rneginden DNA saflagtirabilme 6zelligindedir. Toplanan tam kan
orneklerinden 200 ul alindi ve saflagtirma kitine birakildi. Set halinde alinan 32
izolasyonluk kit ile 96 tam kan 6rneginin saflastirma islemine baslandi. Kit saflastirma
cihazina yerlestirildi ve saflastirma islemi yapildi. Cihazin ¢alismasindan 25-30 dk
sonra 100 ul izole edilmis DNA elde edildi. Saflastirma islemi bittikten sonra elde
edilen saf DNA’lar Real Time PCR islemleri i¢cin -20 9C’de beklemeye alindi.
Saflagtirmada kullanilmis olan ROCHE MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation

Kit I kitinin icerigi Cizelge 3.’te verilmistir.

Sekil 3.1. ROCHE MagNA Pure Compact Cihazi (ROCHE 2007)
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Cizelge 3. ROCHE MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I (ROCHE 2007)

- 32 sealed cartridge

- contains reagents sufficent for one isolation
run ( well 1: proteinase K, well 2: Lysis

Reagent Cartridge Buffer, well 3: MGPs, well 4,5: Wash Buffer
1, well 6: Wash Buffer 2, well 7: Wash Buffer
3, well 8: Elution Buffer

- 32 disposable Tip Trays

Tip Tray - contains Reaction Tips (2 large and 1 small)
and Piercing Tool

- 32 tubes, 2.0 ml

Sample Tube - to be placed into the Tube Rack of MagNA
Pure Compact Instrument

- 32 barcoded tubes, 2.0 ml

Elution Tube - to be placed into the Elution Tube Rack of
MagNA Pure Compact Instrument
- 35 tube caps
Elution Tube Cap - to seal the Elution Tubes

3.3. G6PD Canton, Kaiping ve Gaohe Mutant Allellerin Belirlenmesi

G6PD mutasyon taramasi i¢in yaptigimiz bu calismada LightCycler® 480 II
(ROCHE Diagnostic) cihazi ve bu cihaz ile 96 6rnegin analizi ayni anda yapilabilen
LightSNip G6PD mutasyon kitleri (TIB MOLBIOL) kullanilmistir. Bu cihaz ve kitin
kullanimindan 6nce Real Time PCR yontemini aciklamanin yapilan islemleri daha

anlasilir diizeye getirecegi diisiiniilmiistiir.

3.3.1 Real Time PCR

Real-time PCR; DNA’nin ¢ogaltimini ve iiriinlerini tek bir tiipte belirlemeye
olanak saglayan yakin bir zamanda uygulamaya konulmus popiiler bir metotdur (Gibson
ve ark. 1996). Gen anlatimimin analizini degistiren bu yontem ile geleneksel olarak
yapilan PCR yontemi ve gen analizi birlestirilmistir. PCR ¢ogaltimin1 goriiniir hale
getiren ve bir bilgisayar monitdriinden izlenebilen floresan isaretli prob ve boyalarin
kullanildigi, floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak arttigi bir ¢ogaltma
yontemidir. Bircok adlandirmayla anilan bu teknolojiye bazi yayinlarda “kinetik PCR”,
“homojen PCR”, kantitatif Real-time PCR” gibi ¢esitli adlarla da isimlendirilmektedir
(Bustin 2000).
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Real Time PCR yonteminde amplifikasyon ve analiz ayni anda yapilir ve 6rnek
transferi, reaktif eklenmesi ve jel ayrimi yoktur. Real time PCR yontemi kapali bir
sistem oldugundan devam eden reaksiyonlarda iiriiniin kontamine olma riski biiyiik
olciide azaltilmistir (Persing ve ark. 2006). Orneklerden elde edilen DNA’nin kopya
sayisin1  sayisal verilere doniistirme ve mRNA’nmin diizeyini sayisal olarak
belirleyebilme en ¢ok kullanilan alanlaridir. Bu amaglarla kullaniminin yani sira tek
nokta mutasyonlarin1 belirleme, patojen tespiti, DNA hasar1 tespiti, metilasyon tespiti,
SNP analizi ve kromozom bozukluklarinin tespiti gibi ¢calismalarda da kullanim alanlar1

vardir (Kubista ve ark. 2006).

Real Time PCR floresan okuma yapilmaktadir. Okunan bu deger floresan
primer veya probun tasidigi floresan madde sayesinde cesitli dalga boylarinda
olusmaktadir. Real time PCR sistemleri floresan bir boyay1 belirleyerek reaksiyonun
olusmasi sirasinda PCR iiriintiniin miktar1 ile meydana gelen floresan sinyal arasinda bir
iliski kurdugu belirtilmistir. (Wittwer ve ark. 2001, Roche 2005, Herrmann ve ark.
2006).

3.3.2. Real Time PCR Genel Kullanim Alanlari

Klasik PCR yontemlerinin uygulanabildigi her durumda Real-Time PCR
uygulanabilir. Asagidaki uygulamalar 6rnek olarak verilmistir;

® Gen ekspresyonunun belirlenmesi (Giulietti 2001)

e Viral quatifikasyon (Niesters 2001, Mengelle 2003)

e Biyoemniyet ve genetik stabilite testleri (Lovatt 2002)

e Real-Time Immuno-PCR (IPCR) (Adler 2003, Barletta 2004, Lind ve Kubista
2005)

e Patojen arastirmalar1 (Belgrader 1999, Uhl 2002, Mackay 2004, Perandin 2004,
Watzinger 2004)

e Streptococcus pneumoniae (Kearns 2002)

® Mycobacterium tuberculosis ve direncli tiirleri (Kraus 2001, Torres 2003, Cleary
2003, Hazbon 2004)

e DNA hasarinin (microsatellite instability) belirlenmesi (Dietmaier 2001)

e Mitokondriyal DNA caligmalar1 (He 2002, Liu 2003, Alonso 2004)
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e Metilasyon aragtirmalari (Trinh 2001, Cottrell 2004, Thomassin 2004)

e Solid organ transplantasyonu sonrasi sonuglarin izlenmesi (Sabek 2002, Gibbs
2003)

e Hematopotik Kok hiicre transplantasyonu sonrast minimal residual hastaligin
izlenmesi (Elmaagacli 2002, Cilloni 2002, Sarris 2002, Gabert 2003,Van der
Velden 2003)

o Hematopotik Kok hiicre transplantasyonu sonrasi kimerizmin izlenmesi
(Elmaagacli 2002, Alizadeh 2002, Thiede 2004, Harries, 2004)

e 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)

e Spesifik prob/beacon ile genotipleme (Tapp 2000, Mhlanga 2001, Solinas 2001,
Gupta 2004)

e Tek-gen kopya sayis1 (Bieche 1998, Mocellin 2003, Barrois, 2004, Linzmeier
2005).

e Mikrodelesyonlar (Laurendeau 1999, Kariyazono 2001, Covault 2003, Coupry
2004)

e Haplotip arastirmalari (Von Ahsen 2004)

e Kuantitatif mikrosatellit aragtirmalari analizi (Ginzinger 2000)

e Kuantitatif allelik ayrim (Abbas 2004, Quesada 2004)

e Maternal kandan tek hiicre izolasyonu ile prenatal tani / cinsiyet belirleme
(Abbas 2004, Quesada 2004)

¢ Hemaglobinopatilerin prenatal tanis1 (Kanavakis 1997, Vrettou 2003, Vrettou
2004)
e intraoperatif kanser tanis1 (Raja 2002)

e Linear after the exponential (LATE)-PCR: Klinik tani, biyosavunma, aragtirma
ve DNA dizilemeye uyarlanabilen, yiiksek dogrulukta ve kiiciik Orneklerle

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

A. Ozgiil Floresan Isaretli Problar (Dizi Spesifik Problar)
Tagman (Hidroliz problar1)
Molecular Beacon
Scorpion Primerleri
Hibridizasyon Problar (Tek isaretli problar, Simple prob,)
B. Ozgiil Olmayan Floresan Isaretli Problar
Syber Green I (Tiim cift iplikli DNA’lar belirlemek icin boya )
Etidyum Bromid (Sayitoglu 2005)

G6PD mutasyon taramasi icin yaptigimiz bu calismada sicak hava akimiyla
1sinan kapali bir sistem olan LightCycler® 480 II Real Time PCR cihazi (ROCHE
Diagnostic) cihaz1 kullanilmistir (Sekil 3.2). Bu cihaz ile 96 6rnegin analizi ayn1 anda

yapilabilmektedir. Cihazda gerceklesen ornek erime egrisi Sekil 3.3.’de gosterilmistir.

Sekil 3.2 LightCycler® 480 II Real Time PCR cihazi (ROCHE 2005)

Temperature History

%%E ERARAAARA TR TARTRARNRARAARARRRARARNNFARR

000 15 459 500 127 1521 1913 2307 700 305
Time (himm:ss)

Sekil 3.3. LightCycler® 480 II Ornek erime egrisi grafigi. Grafikteki her bir pik
bir PCR dongiisiinii gostermektedir.
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Ayrica mutasyon kiti olarak LightSNip G6PD mutasyon kitleri (TIB
MOLBIOL) kullanilmistir. Yapilan bu ¢caligmada kullanilan kitlerin igerisindeki probun
tirii dizi-spesifik problardan hibridizasyon problarindan simple probtur. Bu simple
prob, mutasyon ve SNP’lerin varligini belirleyebilen 6zellestirilmis bir tiptir. Bu probun
format1 sadece bir florofor ile isaretlenmis bir adet hibridizasyon probu icerir. Boyle bir
prob SNP iceren hedef bir diziyi hibridize etmek i¢in tasarlanmistir. Hedef diziye bir
kez hibridize olan simple prob baglanma olmadan 6nceki duruma gore daha fazla
floresan 151k yaymaya baslar ve bu 1sima Real Time PCR cihazi ile goriiliir. Simple
probun formatlar1 sekil 3.4., 3.5., sekil 3.6." de ayrintili olarak gosterilmistir (Wittwer
ve ark. 2001, Sohoeli ve Samiei 2005, Roche 2009).

R
5 3 -p R = Raportar (Fluorascain}
Q = Cueanchear
A
[=]
prirmear QE' 3 -p
3 . 5
B

Sekil 3.4.  Simple prob formati (a). (A): Simple Probun nasil ¢alistigin1 gostermektedir.
Simple prob 3’ veya 5’ ucundan isaretlenir. (B): Prob hedef diziye baglandig1
zaman LightCycler® 480 II cihazimn LED i1s18mmin uyarici etkisiyle yesil
floresan yaymaya baslar (Roche 2005)

T

@,

a W
Sekil 3.5.  Simple prob formati (b). SNP analizi i¢in LightCycler® 480 II cihazi Simple
Probun melting davranisini goriintiiler. Sicaklik arttikca hedef probun erimesi

floresan Olciimiiyle algilayabilir. Prob ve hedef arasinda ne kadar ¢ok
hibridizasyon olursa melting sicaklik da o kadar belirgin olur (ROCHE 2005)
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Melting Curves

45 50 a5 60 B5 7o ?IS aa a5 S0 85
Temperature (*C)

-

KMelting Peaks

0.138
0119-
0.098-
0.079
0.058
0,038

-(d/dT) Fluorescence (530)

0.0158-

-0.001-

45 50 5 B0 65 70 75 B0 85 90 95
Temperature (*C)

Sekil 3.6.  Simple Probe Format (c) (Melting Curve Analysis). Sekilde floresan
sinyalin sicaklik arttiginda azaldig1 goriilmektedir. Ciinkii sicaklik arttikga
prob hedef bolgeden ayrilir buda floresans: diisiirmektedir.  Melting
Peaks’in oldugu alttaki grafik ise bulunan mutasyonun wild-type,
homozigot ya da heterozigot oldugunu gosteren kistmdir (Roche 2005).

SNP belirlemesinde simple problar oldukga iyi sonuglar vermektedirler. Ciinkii
simple problar hizli bir sekilde wild-type, mutant ve heterozigotlugu belirlemektedirler

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

3.3.4. LightCycler® 480 II Real Time PCR Cihazinda Mutasyon

Analizlerinin Yapilmasi

3.3.4.1 Hazirhk Asamasi

Bu asamada Real Time cihazinda mutasyon analizleri yapilmadan once bir 6n
hazirlik yapilmistir. Gerekli malzemeler ve PCR karisimi elde edilmistir. Yapilan bu
hazirlik asamasi isleminde oncelikle G6PD mutasyon kitleri i¢indeki primer ve prob

(Reagent Mix) liyofilize oldugundan her kitin igerisine 100 ul PCR-grade water ekleyip
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olusan soliisyonu 5-10 saniye kadar vortex cihazinda kanstirildi. Boylelikle reagent
mix optimize edilmis oldu. Her bir hasta icin reaksiyon karigimi olusturuldu. Bu

karisim igerisindeki maddeler ve miktarlar1 su sekildedir:

Cizelge 3.1 Hazirlik Asamasi

H>O :10.4 ul

Reagent mix N Y|

Fastart DNA Master* : 2 pl (DNA polimeraz igerir)
MgCly . Loyl

Toplam Hacim :15.0 pl

*: LightCycler Fastart DNA Master HybProbe (ROCHE Diagnostic)

Hazirlanan bu karigima 5 pl saflastirilmis DNA’dan eklenerek 20 pl hacimde
PCR mix elde edilir. Hazirlanan bu PCR mix G6PD mutasyonlar1 i¢in 96 6rnek
belirtilen miktarlarda hazirlandi. Her PCR mixte sadece kullanilan reagent mixi bakilan

mutasyon tipine 0zgiil olarak konulmustur (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Reaksiyon Karigimi Hazirlanmasi.

Preparation of the reaction mix:

20 pl reaction mixture

H>0 14.4-10.4 ul

Reagent Mix 1.0

FastStart DNA Master 20wl

MgCl, (25 mM) 1.6 ul

DNA 1.0 = 5.0 pl (~ 50 ng)
Final MgCl, conc.: 3.0 Mm

3.3.4.2. Mutasyon Belirleme Asamasi

Bu asamada 96 oOrnek icin hazirlanmis PCR mixi 96’lik plate iizerindeki
kuyucuklara, orneklerde verilen numara sirasina gore yiikklenmistir. Daha sonra bu
plate Real Time PCR cihazindaki hazneye yerlestirildi ve LightCycler® 480 II cihazi
icin gerekli cihaz ayarlamalar1 yapildiktan sonra calistirildi. Elde edilen verilerdeki
Melting Curve egrileri ve Melting Peakleri ekrandan izlenmistir. Cihazin ¢aligmasi igin

gerekli dongiiler ve zaman ayarlamalar Cizelge 3.3. gOsterilmistir.
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Cizelge 3.3. LightCycler 480 II cihazinin ayarlanmasi

Program: Denaturation Cycling Melting Cooling
Parameter

Analysis Mode Nong Quanifcation Melting Curves None
Cycles { 4 f {
Seqment { f ! 3 f ! ] {
Target €] ] | O N O O B O |
Hold [ mmsg] 001000 | 00:00:10 | 00:00:10 | 00:00:15 | 00:00:30 | 00:02.00 {00:00:00 | D0:00:30
Ramp Rate [Ts] 384 46 46 | 24 | 46 | 46 | 20 | - 2
Ramp Rate [Ts] 96 4 | 2| 13- ]
Acquistion Made Noe | None | Singe | None | None | None | Confinu. | None
Acquisitons [per ] 3

LightCycler® 480 II cihazi ile analizi yapilan mutasyonlar varliginda olugmasi
beklenen Melting Curve egrileri, Melting Peakleri ve Tm (Melting Temperature)
degerleri Sekil 3.7. ve Sekil 3.8 de gosterilmistir. Melting Peaks degerlerinin goriindiigii
ekranda olusan pik sadece sagda ise homozigot mutant allele, olusan pik hem sag hem
sol tarafta ise heterozigot mutant allele eger sadece solda pik olugmus ise homozigot

wild-type allele sahip oldugu gostermektedir.

DNA saflagtirilmasi, LightSNip G6PD mutasyon kitlerinin kullanima
hazirlanis;, PCR mix hazirlanmasi ve Real Time PCR cihazinin kullanimi, verilerin

okunmasi ve degerlendirme islemi iiretici firmanin talimatlarina gére yapilmustir.
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Melting Curves
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59,542@
55,0425
50,542@
45,042@
41 ,5425

a7 0424

Fluorescence (465-510)

3z 5421
73042
23 542

190421

an 50 E0 70
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WP Tm3 [eo.2a H aueie (o)

Melting Peaks Zoom
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m

]
2.

{didT) Fluorescence (465-510)

40 45 50 55 E0 5 70
Temperature [C]

=l

5

Manual TM

M~ Tm1 |59,62 B alieie [c]
E < Tm2 |6|:|,15 B =a11e1e [T]
WP Tm3 [o,2: | M auieie (o)
Sekil 3.7.  LightSNiP rs72554665 (1376 G>T>C arg459leu & arg459pro

mutasyonlarinin kiti) kitinin Melting Curve egrileri, Melting
Peakleri ve Tm degerleri (Roche 2005).
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Melting Curves
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Sekil 3.8.

LightSNiP rs72554664 (1388 G>A (arg463his) mutasyon

kiti) kitinin Melting Curve egrileri, Melting Peakleri ve Tm

degerleri(Roche 2005)
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4. BULGULAR VE TARTISMA

G6PD geninin primer yapisinin bilinmesi, mutasyon saptama yontemindeki
gelismeler, PCR teknolojisinin etkin mutasyonlar1 belirlemede kullanilabilmesi, G6PD
geninin farkli bolgelerinin cogaltilmasinda kullanilan spesifik primerlerin tasarlanip
gelistirilmesi gibi bu alandaki gelismeler G6PD varyantlarim molekiiler diizeyde
tanimlanmasina olanak saglamistir. Bu bakimdan biyokimsayal diizeyde saptanan
farkliliklarin gen diizeyinde gecerli olup olmadigi, farkliliklar yansitip yansitmadigi
veya mutasyonlarla G6PD enzim eksikliginin yol ac¢tigi saglik sorunlar arasindaki
baglantilar agisindan son derece ©nemli bulgulara ulasilmistir. 1980°li yillardan
baslayarak biyokimyasal varyantlarin olusumuna yol acan DNA diizeyindeki
degisiklikler iizerinde calisilmaya baglamistir. 442 biyokimyasal varyantin kokende 60

molekiiler varyanttan koken aldig1 saptanmistir (Beutler 1994).

G6PD varyantlarmmin DNA teknolojisini  kullanarak molekiiler diizeyde
tanimlanan biyokimyasal teknolojilere iistiinliigiiniin, DNA 6rneklerinin kandaki
enzimden daha stabil olmasi ve varyantlarin daha dogru ve giivenilir sekilde
saptanabilmesi oldugu ac¢iklanmistir. Bunun yani1 sira G6PD enzim eksikligi saptanan
olgular, enzim eksikligi diizeyine, bulunduklar1 cografik bolgeye ve soy agacina iliskin
veriler dogrultusunda bu eksiklige yol acan mutasyonlar belirlenebilmektedir (Beutler

1992, 1994).

G6PD geninde olusan mutasyonlarin tanimladigl varyantlar, degisik diizeylerde
saglik sorunlarina yol agar. Tamimlanan mutasyonlarin ¢ogunu nokta mutasyonlar ve

delesyonlar olugturmaktadir.

Epidemiyolojik verilere gore, G6PD eksikliginin yaygin oldugu bolgelerde sitma
hastaliginin daha sik goriildiigiinii gosterilmektedir. Ayrica talesemi ve orak hiicreli
aneminin bulundugu bolgelerde de, G6PD enzim eksikligine daha sik rastlanilmasi bu
tic rahatsizligin birlikte goriildiiglinii gostermistir. Bundan dolay1 cogu c¢alismalar bu ti¢
kalitsal hastalikla birlikte taranarak, aralarinda iliski saptanmaya calisilmistir (WHO
1985, Oppenheim ve ark. 1993).

a-Taleseminin G6PD eksikligi olan bebeklerde hiperbilirubinemiye egilimi

arttiran bir etken olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak a-talesemi ile birlikte G6PD
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eksikligi olan bebeklerin serum bilirubin diizeyleri ve hiperbilirubinemi sikliginin
sadece G6PD eksikligi olan bebeklerden farksiz oldugu da saptanmistir (Meloni ve ark.
1980).

Uzakdogu mutasyonlarindan en fazla bilineni G6PD Canton’dur ve 1376.
niikleotitde bir mutasyon icermektedir (Stevens ve ark. 1990, Beutler 1992). Farkli
biyokimyasal varyantlar olarak tanimlanan Taiwan-Hakka, Agrigento ve Gifu tiplerinin
hepsinin G6PD Canton ile ayn1 mutasyonu tasidiklari bulunmustur. Aym sekilde sinif-2
grubu enzim eksikligine yol acan Kaiping, Anant, Dhon varyantlarinin hepsi ortak tek
bir mutasyon tasidiklar1 bulunmustur Beutler 1994). Ayrica G6PD Canton’un tehlikeli

diizeyde hiperbilirubinemi nedeni oldugu bildirilmistir (Bienzle ve ark. 1976).

Calismamiz D.bakir'da G6PD o6zellikleri bilinmeyen kisilerde enzim
eksikliginin mutant allellerinin belirlenmesi yoniinde yapilan ilk molekiiler caligmadir.
Diyarbakir bolgesinde G6PD enzim eksikligine yol acan varyantlarin molekiiler
temelinin bilinmemesi, yapilan calismanin bolgeye ekonomik anlamda katki
saglayacagn diisiincesi ve bolgede G6PD konusunda ilerde yapilacak caligsmalara da

onemli bir katki saglayacag diisiincesiyle bu ¢alisma yapilmistir.

LightCycler® 480 II cihaz ile analizi yapilan mutasyonlar varliginda olusmasi
gereken Melting Curve egrileri, Melting Peakleri ve Tm (Melting Temperature)
degerleri sekil 4.1. ve sekil 4.2.’de gosterilmistir (Roche 2005). Buldugumuz egrilerde
pik degerleri gozlenmemistir (Sekil 4.3.). Yapilan bu ¢aligma sonucunda bdlgemizde
Canton 1376G>T (p.Argd59Leu), Kaiping 1388G>A (p.Arg463His) ve Gaohe 95A>G

(p-His32Arg) mutasyonlarina rastlanmamaisgtir.
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Melting Curves
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Sekil 4.1.  LightSNiP rs72554665 (1376 G>T>C arg459leu & arg459pro
mutasyonlarinin kiti) kitinin Melting Curve egrileri, Melting
Peakleri ve Tm degerleri (Roche 2005)
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LightSNiP rs72554664 (1388 G > A (arg463his) mutasyon

kiti) kitinin Melting Curve egrileri, Melting Peakleri ve Tm

degerleri (Roche 2005)
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Sekil 4.3. Calismada bulunan Melting Curve egrileri, Melting Peakleri ve Tm degerleri

Kalitsal metabolik rahatsizliklar, insan yasaminda dogrudan veya kosullara bagl
olarak degisik diizeylerde saglik sorunlarina yol agmaktadir. Ancak kalitsal hastaliklarla
ilgili giincel bilimsel bilgi ve teknolojinin dogru kombinasyonunu olusturulup
uygulandiginda, bu saglik sorunlarinin ortaya ¢ikmasi onlenmektedir. G6PD eksikligi
bu tiir kalitsal metabolik hastaliklardan biridir. G6PD enzimi eksik olan kisilerin biiyiik
bir kismi asemptomatiktir. Klinik bulgu saptananlarda en sik karsilasilan yenidogan
sarilifi disinda hemolitik anemidir. Bazi ilaclarin ve besinlerin almimiyla 6liimciil
olabilen akut hemolitik krize yol agar. Ayrica dogum sonrasi gelisen ciddi yenidogan
sariliginin nedenlerinden biridir. Bununla beraber G6PD enzim eksikliginin yol agtigi
bu saglik sorunlari, risk altindaki aileler dogum 6ncesinde veya sonrasinda erken tani ile

saptandiginda kesin olarak onlenebilmektedir (WHO 1989, Beutler 1994).

Bu nedenlerden dolay1 bolgemizde ciddi diizeydeki G6PD eksikligini molekiiler
diizeyde calismak, hastaligin zararli ve Oliimciil etkilerini 6nlemek i¢in bilimsel

verilerden yola cikarak, ilgili alandaki giincel teknolojik gelisimi bolgeye kazandirmak
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tizere bu calisma yapilmistir. Ayrica bolgemizde bu tiir bir calismanin yapilmamis

olmasi da bu tercihi, uygulama alanina koymanin gerekliligini gostermistir.

Enzim eksiklikleri icerisinde en yiiksek insidansi gosterdigi bilinen G6PD enzim
eksikliginin, yeryiiziinde 400 milyondan fazla insan1 etkiledigi rapor edilmistir. Basta
sitmanin yaygin oldugu tropikal bolgeler olmak iizere Afrika ve Akdeniz bolgesinde
yogunlastig1 goriilmektedir. Diinyada bu giine kadar 400’{in iizerinde varyanti rapor
edilmisken Ulkemizde bunlarin 20’ye yakim tespit edilmis olup, biiyiik bir kismi
Cukurova ve Antalya bolgesinde saptanmistir (WHO 1989, Beutler 1990).

Goriildiigi gibi G6PD enzimi canlilar i¢in hayati bir 6nem tasimaktadir ve
inhibisyonu durumunda ¢ok ciddi saglik problemleri ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla

yaptigimiz bu ¢alismanin 6nemi agiktir.

Gelisen molekiiler tan1 yontemleri sonucu DNA diizeyindeki ¢alismalar ¢cok hizli
kullanim alan1 bulmustur. G6PD enzim eksikligi genetik olarak heterojeniteye sahiptir.
Ayn1 mutasyon farkli kisilerde farkli klinik belirti gosterdigi i¢in bazi mutasyonlar
kronik hemolitik anemiye neden olurken bazi olgularda ise hemoliz goriilmektedir

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

Ching-Shan Huang ve arkadaslar1 (1996) bilinen dokuz mutasyonun tespiti i¢in
4277 erkek ve 3771 kadin iizerinde G6PD aktivite taramas1 yapmislardir ve bu taramada
112 erkek ve 50 kadinda G6PD enzim eksikligine rastlamiglardir. Bu 6rneklerden alinan
tam kan Ornekleri PCR ile modifiye edilmistir. PCR amlifikasyonlari DNA termal
cycler aletiyle gerekli prosediirlere uyularak yapilmistir. PCR-SSCP yontemi ile nt-871
mutasyonunu bulmuslardir. Bunun yani sira 112 erkek iizerinde yaptiklar ¢calismalarda

cesitli mutasyonlarin frekanslarini bulmuslardir.

Ainoon ve arkadaglann (2002) Malezya’da 86 yenidogan erkegin kordon kan
orneklerinden G6PD tanis1 i¢cin DNA analizleri yapilmistir. Bu analizler icin PCR
teknikleri, SSCP ve DNA dizi analizi kullanmislardir. High Pure PCR Template
Prepation Kit (Roche) ile iiretici firmanin talimatlarina gore Orneklerin periferik

kanlarindan DNA izole edilmistir. DNA amlifikasyon ve restriksiyon enzim analizi i¢in
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DNA termal cycler cihazi kullanmislardir. Bu islemler sonunda 871G>A (G6PD
Viangchan), 563 C>T (G6PD Mediterranean), 487G>A (G6PD Mabhidol), 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) mutasyonlarini bulmuslardir.

Chen ve arkadaslar1 (2010) Cin’de Shenzhen Cocuk Hastanesi’nde yaslar1 0.1
ila 12 arasinda degisen 104 cocuk {iizerinde Cin’de goriillen 17 mutasyonu
arastirmiglardir. Bu arastirma icin RT-PCR ve denatiire gradient jel elektroforezi
(DGGE ) yontemini kullanmiglardir. Sonu¢ olarak 95A>G, 392G>T, 473G>A,
517T>C, 871G>A, 1024T>C, 1360C>T, 1376G>T, 1388G>A mutasyonlar

bulunmustur.

Bizim calismamizda Real-Time PCR y6ntemi kullanilmistir. Bizim bu yontemi
kullanmadaki amacimiz G6PD genindeki mutasyonlar1 molekiiler diizeyde genetik
olarak incelemek ve bu gen mutasyonlarinin bolgemizdeki dagilimim dogru bir sekilde
tespit etmektir. Kullanilan yontem hizli ve giivenilir olup, sonuglar kisa siirede
almabilmektedir. Calismamizda GO6PD enzim eksikliginin molekiiler boyutu
arastirilmistir. Calismada Cin’de goriillen Canton 1376 G>T (p.Arg459Leu), Kaiping
1388 G>A (p.Argd63His) ve Gaohe 95 A>G (p.His32Arg) mutasyonlarina

rastlanmamustir.

Bizim c¢alismamizdaki sonuglarla diger c¢alisma sonuglar1 arasindaki
farkliliklarin nedeni, calismamizda sinirli sayisa mutasyonun calisilmis olmasi, hasta
secim kriterine bagl olabilecegi gibi diger mutasyonlarin calisilmamis olmasi ve
bolgemize spesifik mutasyonlarin da olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu sebeple

calismamizin devaminda ¢alisilmamis mutasyonlarin tespiti planlanmaktadir.
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5. SONUC VE ONERIiLER

Diinyada olduk¢a yaygin sekilde goriillen G6PD eksikligine, Orta Dogu ve
Akdeniz iilkesi olan Tiirkiye’de 6zellikle dogu ve giiney kesimlerde rastlanmaktadir. Bu
hastalig1 tasiyanlarin belirlenmesi ve bu kisilerin tedavisinde oksidan 6zelligi bulunan

ilaglarin kullanimindan sakinilmasi veya dikkatle kullanilmas1 énemlidir.

Yapilan arastirmalarda G6PD enzim eksikliginin neden oldugu yenidogan
sariliklarinda kernikterus riskinin artti1 goriisii ortaya cikmistir. Ulkemizde yapilan bir
calismada, G6PD enzim eksikligi kernikterusla sonug¢lanan indirekt hiperbilirubinemiye
yol agan bir enzim eksikligidir, sonucuna da varilmistir (Atay ve ark. 2005). Oman’da
yapilan bir ¢alismada G6PD eksikliginin kernikterus riskini arttirdigi da saptanmistir

(Nair ve Al Khusaiby 2001).

Yapilmis olan bu proje tamimlanan smirlar igerisinde Diinya Saglik Orgiitii
G6PD Eksikligi Calisma Komitesi’nin giincellestirilmis uluslar aras1 standartlaria ve
bilimin evrensel kriterlerine uyularak yiiriitiilmiistiir. Yapilan bu calisma sonucunda
bolgemizde G6PD Canton, Kaiping, Gaohe mutasyonlarina rastlanmamistir. Ayrica bu

calisma bolgemizde molekiiler diizeyde yapilan ilk ¢aligmadir.

Calismamizda gen seviyesinde bir mutasyon olup olmadigi arastirilmistir.
Calismamizin G6PD enzim eksikliginin tedavi yaklasimi ve ailelere genetik
damismanlik agisindan oldukca onemli oldugu diislincesiyle birlikte daha fazla olgu
saptanarak diger mutasyonlarin da arastirilmasinin gerekliligini ve bu calismanin,
ileride yapilacak daha genis kapsamli caligmalara Snemli bir katki saglayacagini
diigiinmekteyiz. Yine iilkemizde G6PD eksikligi hastaliginin yayiliminin belirlenmesi
onemli olup bu amagcla ciddi edipemiyolojik arastirmalarin yapilmas1 gerekmektedir.

Ciinkii iilkemizde daha cok bolgesel ve dar kapsamli caligsmalar vardir.
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