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OZET

Anamur Bélgesinin Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz Enzim Yapis1 ve Molekiiler
Ozelligi

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzimi pentoz fosfat yolunun ilk ve
hiz sinirlayici enzimidir. G6PD eksikligi bilinen en yaygin kalitsal enzim defektidir
ve diinyada 400 milyondan fazla insami etkilemektedir. Bugiin genetik olarak
tanimlanmig yaklasik 140 G6PD varyanti bulunmaktadir. Cukurova bolgesinde
yapilan tarama caligmalann ile G6PD eksikliginin = %8,2 orammmda oldugu
bildirilmistir.

Bu ¢alismada Anamur bolgesinin G6PD enziminin haritasimin ¢ikarilmasi
amaci ile G6PD enzimin aktivitesi, kinetik ve molekiiler 6zellikleri ¢calisilmistir.
G6PD aktivitesi Beutler yontemi modifiye edilerek ol¢iilmiig, enziminin kinetik
ozellikleri Diinya Saghk Orgiitii’niin kriterleri kullamlarak cahsilms, Gd Akdeniz
mutasyonu molekiiler diizeyde RFLP yontemi ile saptanmistir.

Anamur boélgesinin G6PD enzim aktivite diizeyi 0-77,5 U/gHb arasinda
saptanmis ayrica MDA ve membran proteinleri de ¢ahsilmistir. G6PD aktivitesi
sifir ve yiiksek olan 5 ailenin kinetik ¢calismas1 yapildiginda biitiin olgularin Gd B
ve Gd Akdeniz varyantindan farkl kinetik ¢zelliklere sahip oldugu, ayni olgularn
membran proteini, MDA diizeyleri ve Kkinetik oOzellikleri arasmnda iligki
bulunamamstir. Enzim aktivitesi 5,1-7,1 U/gHb arasinda olan 5 olgunun Gd
Akdeniz mutasyonu icerdigi bulunmustur. Ayrica enzim aktivitesi 0,0 U/g Hb olan
bir kadin 6lgunun Gd Akdeniz mutasyonu a(;ismdan homozigot oldugu

gozlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Enzim eksikligi, Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, G6PD

Akdeniz varyanti, molekiiler analiz
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ABSTRACT

Molecular Features and Sturucture of the Glucose-6-phosphate Dehydrogenase

Enzyme in Anamur Region

Glucose-6-phosphate dehydrogenase enzyme is the fist and rate limiting
enzyme of pentose phosphate pathway. Deficiency of G6PD is the most common
inherited. enzyme defect which affects more than 400 million people worldwide.
There are about 140 variants of G6PD which is genetically described. The
incidence of G6PD deficiency is reported as 8,2% according to population surveys
investigated in Cukurova region.

The aim of this study is to get a genetic map of G6PD enzyme in Anamur
Region in order to study kimetic and molecular properties of ‘G6PD enzyme.
Enzyme activity of G6PD was determined by modifying Beutler methods and
variants were analysed by RFLP methods and kinetic properties of G6PD were
determined according criteria used in WHO.

We studied on Kinetic properties of five families whose G6PD activities were
zero or high and kinetic properties in all cases were different from Gd B and Gd
Mediterranean. In addition, there was no relationship among membrane
proteines, MDA levels and kinetic properties. Five cases the enzyme activity of
which is between 5,1-7,1 U/gHb contains G6PD Mediterranean mutation. Besides, -
in one fémale case, enzynie activitiy was determined 0,0 U/gHb and she was found

to be G6PD Mediterranean homozigous.

Key words: Enzyme deficiency, glucose-6-phosphate dehydrogenase,

G6PD Mediterranean variant, molecular analysis
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1.GIRIS ve AMAC

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzimi pentoz fosfat-yolunun ilk ve hiz
smirlayict enzimidir. G6PD eksikligi bilinen en yaygin kalitsal enzim defektidir ve
diinyada 400 milyondan fazla insani etkilemektedir. G6PD enzimi eritrositlerin
stabilitesinin ve yasama kabiliyetinin teminatidir. Eritrositlerde G6PD enzim
eksikliginin ortaya ¢ikarilmas: hematoloji adma 1950°li willarda atilmig biiyiik bir
adimdur. Eritrositlerin temel enerji kaynag: glukozdur. Glukoz heksokinaz ile fosfatlamp
glukoz-6-fosfat1 olusturduktan sonra iki metabolik yoldan birini seger':

a) Embden-Meyerhof Yolu
b) Pentoz Fosfat Yolu

Embden-Meyerhof Yolu, eritrositlere iyon pompalarini aktif hale gegirebilmeleri
ve membran proteinlerini fosfatlayabﬂmeleri icin gerekli olan enerjiyi ATP olarak
saflar ve ayrica hemoglobini indirgenmis halde koruyabilmeleri igin NADH’yi
saplar.Ayrica bu yolla hemoglobinin oksijene baglanma 6zelligini de allosterik olarak
etkileyerek 2,3difosfogliserat olusumunu saglar®.

Pentoz Fosfat Yolunun temel gorevi organizmaya NADPH ve riboz fosfatlan
saglamaktir. Oksidatif ve non oksidatif olmak tizere iki kisimdan olugur ve bu metabolik
yolda ne ATP iiretimi ne de kullanim1 vardir. Pentoz fosfat yolu hiicrenin sitozoliinde
gergeklesir ve her bir glukoz-6-fosfata kargilik 2 mol NADPH tiretilir®>.

G6PD enzim eksikligi, eritrositlerin genel Ozellikleri ile gevresel faktorlerin
birbirini  etkileyerek hemolize nasil yol agtiklarmi aragtimlmasinda bir model
olusturmaktadr. ﬁag: . ahmina (6r: antimalaryal iiaglai') bagh hemolitik -anemi,
enfeksiyona bagli hemolitik anemi ve yenidogan sarihig, G6PD enzim eksikligi ile ilgili
patolojilerdir.Bunlardan bagka gocuklarda yetiskinlere gére daha sik goriilen favizm,
G6PD enzim eksikligine bagli olarak gelisiyorsa da her G6PD enzim eksikligi favizme
yol agmaz. Yenidogan sariligni G6PD enzim eksikliginin yagsami tehdit eden
sonuglarindan birisidir. Kinetik ¢aligmalar, G6PD enzim eksikligi olan yeni doganlarda
siddetli hiperbilirubinemiye egilim oldugunu gostermektedir”,

G6PD enzim eksikligi olan bireylerde 6liimle sonuglanan hemolitik krizlere yol
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acan ilaglarin ortak &6zelligi oksidan ajan olmalanidir. Bu durum eritrositlerin G6PD
enzim eksikliginde oksidatif strese kars1 koyamadiklarini diger bir deyisle rediiktan ajan
iiretme mekanizmalarinda bir sorun yagandigimi gostermektedir.

Diinya Saglik Orgiitiintin kriterlerine gore (biyokimyasal, kinetik ve klinik) 442
farklt G6Pvaarya.nt1 tanimlamustir. Yapilan tarama ¢aligmalari ile Cukurova bélgesinde
G6PD eksikliginin %8,2 oraninda oldugu bildirilmigtir. Adana, Balcali ve Samandag
isimleriyle rapor edilen varyantlar elektroforezde kat ettikleri yol, optimum pH, K,
degerleri, substrat analoglarimi kullanabilme yetenekleri, inhibitdrleri ve sicaklik
stabiliteleri normal enzim ile kargilagtirilarak saptanmistir. Ancak son wllarda bu
yontemlere ilaveten enzimin amino asit dizisinden ve oligoniikleotit problarin
hazirlanmasi ile cDNA dizisindeki niikleotit farklilifindan yararlamilarak molekiiler
diizeyde varyant analizi yapilimaya baglanmigtir’.

G6PD geni 13 eksondan ve 12 introndan olugmaktadir. Enzimin fonksiyonunu
belirleyen G6PD genini 515 amino asit kodlamakta olup mRNA’s1 18 500 baz ¢ifti
uzunlugundadir. Genel olarak birden fazla alt birimden olusan G6PD’nin sentezinden
yalmz bir yapisal gen sorumlu oldugu igin enzim tek tip alt birim igermektedir. Insana
ait G6PD enziminin aktif formda iken molekiiler agirliklari 59 265 dalton olan 2 veya 4
alt birimden olusmaktadir *°.

G6PD geni insanda X kromozomunun 28 bandinda yer almaktadir. Daha kesin
olarak ise G6PD enzimini sifreleyen gen, telomerden 2 megabaz uzaklikta Faktor-8’i
kodlayan F8C genine proksimal, kirmizi yesil opsin genlerine (R/G-CV) distal olacak
sekilde yerlesmistir. G6PD geni X kromozomuna yerlesmis oldugu igin G6PD enzim
eksikligi daha g¢ok erkek bireyleri etkilemektedir. ki X kromozomuna yani iki tane
G6PD sentezleyen gene sahip olmalarina ragmen disilerde erkeklere gore iki kat fazla
G6PD enzim aktiﬁtesi gozlenmez’. |

Diinyada eﬁ yaygm olarak bu]unéh enzim tipi diger varyantlann
tammlanmasinda 6lgiit olarak kullamlan GdB*dir. Tiim populasyon gruplarinda
calisilmis en genel enzim tipidir. Gd Mediterranean (Gd Med) elektroforetik olarak
normal bir hareketlilige sahip %0-10 arasinda bir aktivite gésteren ve Akdeniz
bolgesindeki beyazlarda daha sik olarak gbzlenen bir varyanttir. Bu varyantin kinetik
szellikleri Gd B, Gd A" ve Gd A" varyantlarindan biiytik farkliik gostermektedir®.

Tiirkiye’nin ¢esitli yorelerinin G6PD enzim diizeyleri ve yapilan konusunda
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birgok arastirma yapilmistir. Yapilan bu arastirmalarda Tirkiye’de bir ¢ok G6PD
varyantin oldugu saptanmigtir. Anamur bélgesi G6PD enzim diizeyi ve yapisi
bakimindan bu giline kadar hi¢ aragtinlmamigtir. Ayrica Anamur bélgesi sosyal yapi
olarak kapal bir toplum 6zelligi gbstermektedir. Bu nedenlerden dolay: tez kapsamina
Anamur bﬁlgesi alinarak G6PD enzim aktivite diizeyi ile enzimin kinetik ve molekiiler

yapis1 incelenmisgtir.



2. GENEL BIiLGIi

2.1. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Enziminin Gorevi

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz ( G6PD, E.C: 1.1.1.49, B-D-Glukoz-6-Fosfat,
NADP oksidorediiktaz ) pentoz fosfat yolunun ilk ve hiz kisitlatici enzimidir (Sekil
2.1.). G6PD enzimi ilk defa 1931 yilinda Warburg ve Cristian tarafindan kegfedilmis ve
»Zwischenferment’’ olarak adlandirilmugtir. Enzimin tamimlanmas: daha sonraki
yillarda koenzim nikotinamid adenin diniikleotit fosfatn (NADP") kesfine neden
olmustur 10,

Sekil 2.1. Insan G6PD’sinin 3 boyutlu yapist

G6PD enzim eksikligi ilk tammlanan enzim eksikligidir. G6PD enzim eksikligi
1950°li yillarda antimalaryal ilaglardan primakinin hemolitik etkisinin araghnimasi
sonucunda tammlanmustir. Bu yillardaki galigmalar G6PD enzim eksikliginin X’e bagh
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kahtildigim ve yagh eritrositlerin daha ¢ok etkilendigini gostermistir. G6PD enzim
eksikligi Akdeniz, Afrika ve Dogu Asya kokenli kisilerde daha ¢ok goriilmektedir.
Diinyada 400 milyondan fazla insamin G6PD enzim eksikliginden -etkilendigi
diigtiniilmektedir ',

G6PD enzim eksikligindén bazi toplumlarda halkin % 20’sinden fazlasi
etkilenmektedir. G6PD A", G6PD Akdeniz ve G6PD Kanton gibi bazi polimorfik
formlar enfeksiyon, oksidanlara maruz kalma ve bakla yenilmesinden sonra hemolize
ugramaktadir. Bilirubin konjugasyonundaki bir defekt nedeni ile meydana gelen yeni
dogan sariifn G6PD eksikliginin en ciddi klinik komplikasyonudur. G6PD enzim
eksikligi olan hastalarin bir kism1 da non-sferositik hemolitik anemi ile karg1 karsiya
kalmaktadir. G6PD enzim ecksikligi eritrositlerin genetik oOzellikleri ile ¢evresel
faktorlerin birbirini etkileyerek hemolize nasil yol agtiklarinin aragtirilmasinda bir

model olusturmaktadir®>®! L1Z

2.2. Pentoz Fosfat Yolu

Pentoz fosfat yolu, heksozmonofosfat yolu ve fosfoglukonat yolu olarak da
bilinmektedir. Pentoz fosfat yolunun temel amaci, rediikleyici giice sahip olan
NADPH-+H" molekiillerini tiretmektir. Ayrica bu yolda iiretilen D-riboz-5-fosfat ve D-
deoksiriboz-5-fosfat niikleik asitlerin sentezinde kullanilir. Pentoz fosfat yolunda
iiretilen NADPH+H™ ve D-riboz-5-fosfattan  birgok  molekiiliin  sentezi
gergeklesmektedir. Bunlari agagidaki gibi siralayabiliriz (Sekil2.2.). L1314

1. Yag asiti sentezi

Rediikte glutatyon sentezi
Methemoglobin redﬁkéiyonu
Kolesterol sentezi
Steroid hormon sentezi

Bazi amino asitlerin sentezi

N o n s W

Niikleik asit, niikleotit yapili koenzim ve hiicre duvar: sentezi



2.2.1. Yag Asiti Sentezi
Yag asiti biyosentezi yapilirken baglica iki kademede B-ketoagilrediiktaz ve

enoil rediiktaz kademelerinde NADPH+H'molekiilleri rediiktér molekiil olarak
kullanilmaktadir'*,

Asetoasetil-CoA Xetoslediesr - 3 pigroksibutiril CoA
NADPH+H" NADP*

Trans-Ap-butenoil-CoA _Eril™diez o Butiril CoA

.
NADPH+H' NADP

2.2.2.Rediikte Glutatyon Sentezi

Hiicrede bulunan glutatyon (GSH), cevresel oksidan ajanlarm etkisini kendi
iizerine gekerek hiicrenin fonksiyonel proteinlerini okside olmaktan korur. Bu sirada
glutatyonun kendisi oksitlenir ( GSSG ) ve iki glutatyon molekiilii disiilfit bag ile
birbirine baglanir. Bu molekiilin fonksiyonunu yapabilmesi i¢in ancak rediikte
NADPH+H"larin kullanilmasi ve glutatyon rediiktaz enziminin araciligs ile

glutatyonun tekrar rediikte hale gegmesi ile miimkiindiir'”,

GSSG M’L‘ml‘ﬁ) 2GSH

NADPH+H'  NADP"

2.2.3.Methemoglobin Rediiksiyonu

Eritrositler tizerinde bulunan methemoglobin oksijeni yiizeyine baglayamaz ve
tagiyamaz. Ancak reditkte NADPH+H"lar harcanarak methemoglobin rediiktaz enzimi
tarafindan rediiklendikten sonra oksijen tagiyabilir duruma gelmektedir. Hiicre ve

dokularin oksijen gereksinimleri ancak bu sayede karsilanmaktadir'S,
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M Ct-Hb-(F e3+) Methemoglobin rcdilktaz> Hb-(F e2+)

NADPH+H® NADP*

Hb(Fe") p Oksijen baglanmasi

2.2.4. Kolesterol Biyosentezi

Kolesterol sentez edilirken basilca ii¢ basamakta hidroksimetilglutaril CoA
rediiktaz, skualen sentetaz ve desmosterol’iin kolesterole doniistiigli kademelerde yine
reditktér molekiil olarak NADPH+H " lar kullaniimaktadir'’.

3-Hidroksil-3-metilglutaril CoA Hidroksitmetilglutaril CoA Redaktaz o 15y elonik Asit

NADPH+H" NADP*

Skualen Sentetaz
NADPH+H"™  NADP'

Farnesilpirofosfat 5 Skualen

2.2.5. Steroid Hormon Sentezi

Steroid hormon sentezinde yine birgok basamaklarda NADPH+H rediiktor
molekill olarak  kullanilmaktadir. Omegin 11deoksikortikosteron NADPH+H
molekiilleri aracihifl ile kortikosterona, pregesteron ise 21 hidroksiprogesterona

doniismektedir.

11deoksikortikosteron » Kortikosteron

NADPH+H* NADP*



Pregesteron p 21 Hidroksiprogesteron
NADPH+H" NADP*

2.2.6. Baza Amino Asitlerin Sentezi

o-ketoglutarik asite amonyum grubunun eklenmesi reaksiyonu glutamat
dehidrogenaz tarafindan gerceklestirilirken yine NADPH+Hlar kullamilmakta ve
glutamik  asit  sentezlenmektedir. ~Aromatik amino asitlerden fenilalanin
NADPH+H"nin harcanmasi ve fenilalanin hidroksilaz enziminin aracilig1 ile tirozine
déniismektedir. Bu reaksiyonda ortaya ¢ikan dihidrobiyopterin, dihid:robiyopterin
rediiktaz enzimi yardimiyla ve NADPH+H "larin rediikleme 6zelligi sayesinde tekrar
rediikte hale yani tetrahidrobiyopterin haline doniigmektedir. Bunlara ilave olarak
NADPH-+H" prolin-5-karboksilik asitin proline déniismesini saglayarak prolin amino
asitinin sentezine de katilmaktadir, Ayrica hidroksifolik asitin sentezine de eslik ettigi

bilinmektedir“.

Glutamat dehidrogenaz
p Glutamat

NADPH+H' NADP*

o-ketoglutarat

Prolin-5-karboksilat _ Profm-Serboksilat sentelaz | prolin
57 xS
NADPH+H" NADP*

Fenilalanin + O, _Feridlannhidroisilaz | Tirozin + H0
NADPH+H' NADP*

2.2.7. Niikleik Asit, Koenzim ve Hiicre Duvar1 Sentezi
Pentoz fosfat yolunda sentezlenen riboz, deoksiriboz ve ribitol niikleik asitlerin,
niikleotit yapidaki koenzimlerin ve bazi organizmalarmn hiicre duvarmn sentezine
katilmaktadir. Biitiin bu  faaliyetlerin aksamadan diizenli bir gekilde bagarilmasi
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bir yerde bu metabolik yolun ilk ve diizenleyici enzimi olan G6PD enziminin faaliyetine
baglidir. Bu biyosentez olaylart hiicrenin canlilifini saglamak bakimindan son derece
onemlidir. Enzimin faaliyeti NADP / NADPH+H" oramina baglhdir. Eger oran NADP*
lehine ise glukoz-6-fosfat, ribuloz-5-fosfata ve CO;’ye yikilmaktadir. Eger hiicrede
G6PD bozuklugu varsa NAD'I.’.H+H+ sentezi ve buna bagh olarak metabolik olaylar
yavaglar. Bu durum hiicrenin harabiyetine neden olur. Ornegin enzim bozuklugu olan
eritrositlerde yeteri kadar NADPH+H' sentezi yapilamadig: igin rediikte glutatyon
seviyesi diiser. Glutatyonu kofaktdr olarak kullanan glutatyon rediiktaz enzimi az
caligir, katalaz diizeyi diiger. Eritrositlerde diisiik oranda da olsa devam eden lipit
sentezi tamamen durur veya ¢ok azalir. Rediikte glutatyon azlif1 nedeni ile hemoglobin
korunamaz -SH gruplan okside olur. Protein denatiire olarak Heinz cisimcikleri halinde
sferik inkliizyonlar olusur ve sonunda eritrositler daha fazla hayatta kalamayarak

hemoliz oturlar'®.

2.3. Pentoz Fosfat Yolu Reaksiyonlari

Pentoz fosfat yolu, heksozmonofosfat yolu yada fosfoglukonat metabolik
yolunun temel amaci rediikleyici 6zelligi olan NADPH+H" molekiiliinti tiretmektir.
(Sekil 2.3.). Bu metabolik yolda kullamilan glukoz-6-fosfat iki sekilde meydana
gelmektedir. Besinlerle alinan glukoz, ATP varliginda heksokinaz enzimi aracihg ile
G6P’ye doniismektedir. Olay bir transfosforilasyondur. ATP’nin son fosfat grubu
glukozun 6. karbonundaki hidroksil grubuna transfer edilmektedir'’.

Glukoz + ATP %‘j“, G6P + ADP

Glukoz, glikojen seklinde depo edilmektedir. Metabolik denge glikojenin yrkim1
yoniine kaymnca glikojen baslica fosforilaz a ve a-1,6-amiloglikozidaz tarafindan
yikilmaktadir. Pargalanmadaki ilk kademe fosforilaz a tarafindan katalize edilmekte ve
glikojen polimerinin nonrediikte ucundan glukoz initeleri fosforik asit kullamlarak

hidrolize edilmektedir. Bu reaksiyon sonunda gkuloz-1-fosfat olusur. Ancak fosforilaz a



tek basina glikojeni pargalayamaz. Ciinkii fosforilaz a glikojen molekiiliiniin o-1,6
dallanma noktasina kadar etki eder. Geri kalan kisim limit dekstrini olusturur. Bu
dallanma noktasinda glukozun bir numarali karbonundaki hemiasetalden ana zincirdeki
glukozun 6 numarali karbonuna glikozidik bag ile baglanmustir, Bu sirada o-1,6
aminoglikozidaz devreye girer, limit dekstrine etki ederek dallanma noktasinda bulunan
bir tek iinitelik glukozun al-6 bagm kirarak molekiilii limit dekstrinden uzaklastirir.

Geriye ana zincir iizerinde o1-4 glikozidik bagli glukoz iiniteleri kalir'®,

(Glikojen), + HaPO4 Sikdienfosforiz g G5k ojen)n.s + Glukoz-1- fosfat
AG™= +0,73 kcal / mol

(Glikojen), -2i-Semiloghkozidery, (Giikoien),.; + Glukoz

Olusan glukoz-1- fosfat, fosfoglukomutaz enzimi tarafindan glukoz-6- fosfata

déniigtiiriilmektedir.
Fosfoglukomutaz

Glukoz-1- fosfat <i————= Glukoz-6- fosfat

Bu noktaya kadar glikolitik yol ve pentoz fosfat yolu ortaktir. Bu noktadan sonra
her iki metabolik yol farkli bir gekilde islemektedir. Pentoz fosfat yolunun ilk
reaksiyonu G6P’den hidrojenler alinarak 6-fosfoglukonalaktonun olusumudur.

G6PD
Glukoz-6- fosfat <i———— = 6-fosfoglukonalakton
NADP® NADPH+H" AG"=-0,1 kcal / mol

6-fosfoglukonalakton, spesifik bir laklonaz ile 6-fosfoglukonata doniismektedir.

Laktonaz
6-fosfoglukonalakton =~ <-———r~, 6-fosfoglukonat

AG"=-5,0 kcal / mol
Bir basamak sonra 6-fosfoglukonat, 6-fosfoglukonatdehidrogenaz tarafindan
oksidasyona ve dekarboksilasyona ugratilarak karboksil grubu CO; haline getirilmekte
ve D-ribuloz-5-fosfat olugmaktadir.
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6-fosfoglukonatdehidrogenaz

6-fosfoglukonat <_—————""—">  D-ribuloz-5-fosfat
£ 2>
NADP" NADPH+H'

Bu basamaktan sonra D-ribuloz-5-fosfat, fosfopentoz izomerazenzimi tarafindan

D-riboz-5-fosfata dontigmektedir.

Fosfopentoz izomeraz

D-ribuloz-5-fosfat <<s————= > D-riboz-5-fosfat

Olusan D-riboz-5-fosfat, ribulozfosfat-3-epimeraz enzimi ile D-ksiloz -5-fosfata
doniigiir. Burada 3. karbonda bulunan hidroksil grubu sag taraftan sol tarafa transfer
edilmektedir.

D-ribuloz-5-fosfat ibulozostat-3-epimeraz o 1y poiloz-5-fosfat

Transketolaz enzimi yiizeyine sikica baglanmus tiaminpirofosfat igermektedir.
Ortamda magnezyum varliginda D- ksiloz-5-fosfattan glikolaldehit grubunu D-riboz-5-
fosfata transfer ederek D-sedoheptuloz-7-fosfat ve D-gliseraldehit-3-fosfat

sentezlenmesine neden olmaktadir'®,

Bilindigi gibi gliseraldehit-3-fosfat glikolitik yolun ara metabolitlerinden
birisidir. Bu reaksiyonda glikolaldehit grubu énce D- ksiloz-5-fosfattan enzime bagh
tiamin pirofosfatin tiazol halkasina transfer edilerek tiamin pirofosfatn o, hidroksietil
tiirevi olusur. Tiamin pirofosfat bu reaksiyonda araci molekiil rolii oynamakta ve glikol
aldehit grubunu D-riboz-5-fosfata tasimaktadir. Transketolaz enzimi aym zamanda
bagka bir ketoz geker olan D-riboz fosfatin glikolaldehit grubunu bagka bir seker olan
D- ksiloz-5-fosfatin 1. karbonuna da tasima 6zgiilliiiine sahiptir'®.

Transaldolaz enzimi, D-sedoheptuloz-7-fosfattan ve D-gliseraldehit-3-fosfattan
6 karbonlu D-fruktoz-6-fosfat ve D-eritroz-4-fosfati sentez etmektedir. Bu reaksiyonda
D-sedoheptuloz-7-fosfatin 1,2 ve 3 numarali karbonlarma bagli olan dihidroksiaseton
grubu D-gliseraldehit-3-fosfatin  1.karbonuna transfer edilerek D-fruktoz-6-fosfat
meydana gelmekte ve geriye D-eritroz-4-fosfat kalmaktadir*,

Transketolaz enzimi tarafindan katalizlenen diger bir reaksiyonda D- ksiloz-5-
fosfat ve D-eritroz-4-fosfattan, D-fuktoz-6-fosfat ve D-gliseraldehit-3-fosfat sentez

edilmektedir. Yani pentoz fosfat yolunun ara metabolitleri sonunda glikolitik yolun ara
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metabolitlerine doniigmektedir ™.

Transaldolaz ve transketolaz reaksiyonlarindan sonra olusan fruktoz-6-fosfatlar
fosfoglukoizomeraz tarafindan glukoz-6-fosfata déniismektedir.

Fruktoz-6-fosfat F°Sf°g'“k°iz°m°m?> Glukoz-6-fosfat

Olusan G6P tekrar pentoz fosfat yoluna girerek NADPH+H" ve riboz-5-fosfat

sentezlemektedir. G6P’nin bir karbonunun CO; haline doniismesi durumunda

2NADPH+H" sentezlenmektedir. 6 karbonlu glukozun bu yolda tamamen harcandig
diistiniiliirse 12NADPH+H" sentezlenmektedir',

iIki hiicre grubu almip birine 1. karbonundan radyoaktif isaretli glukozl-”C
digerine ise 6. karbonundan radyoaktif isaretli glukoz6-'“C verildiginde glikolitik ve
sitrik asit dongiileri sonundaki reaksiyonlarda hem birinci hem de 6. karbondan igaretli
14C0,’lerin yaklasik esit oranda ortaya ¢iktif1 goriilmistiir. Fakat pentoz fosfat yolunda
meydana gelen 14CO,’lerin glukozun 1. karbonundan orijin aldif1 ortaya gikmugtir. O
halde glikolitik yol ve sitrik asit déngiisiinde hem 1. hem de 6. karbonlar "*CO, halinde
¢ikarken, pentoz fosfat yolunda sadece glukozun 1. karbonunun CO, halinde ortaya

¢iktig1 goriilmiistiir'®,
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CHO CH ,0H
l t=o
| HO—C—H
CH,OFO;? .

D-Gliseraldehit-3-fosfat
H—C—0H
LI:H,U POt

CH ,0H
%=0 D-Sedoleptulez-7-Fosfat
HO—C—3
H— F—OH
H—(—0H
cL,H,O PO, ] e
3
H—C—0H I
D-Frultoz -§-Fostat . T
I CH,0P0,*
CH,0P0;7 D-Gliseraldehit-3-fosfat
D-Fritroz-4-fosfat

Sekil 2.3, Pentoz fosfat yolu (non-oksidatif yol)
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2.3.1. Pentoz Fosfat Yolunun Diizenlenmesi

Pentoz fosfat yolu, eritrositler, karacier, yag dokusu ve bébrek igin ¢ok
énemlidir.  Pentoz fosfat yolu reaksiyonlar1 sitoplazmada olusur. Bu yolun
diizenlenmesi baglica D-glukoz-6-fosfat dehidrogenaz tarafindan saglanir. G6PD enzimi
diyet biiylik miktarlarda karbonhidrat igeriginde artar. Karacigerde 10 kez artis kisiler
bir aglik déneminden digerine gegerken artan karbonhidratin yag asitine déniistiigiinde
izlenmigtir. Bu kaba diizenleme yarismal inhibitér gibi hareket eden k,=7umol/L
NADRP ile enzim aktivitesinin kontrolii ile ger¢eklesir. NADPH nin konsantrasyonunun
NADP" konsantrasyonuna orami 10°dan biiyiik olursa inhibisyon %90’dan fazladir.
Inhibisyon sadece NADPH’nin NADP*’ya oksidasyonuyla degil spesifik olarak hareket
eden okside glutatyon ile de saglanir. Bu g6zlem neden G6PD enziminin NADPH
konsantrasyonunun NADP"dan 100 kez fazla oldugunu karacigerde aktif oldugunun
aciklanmasinda énemlidir. D-glukoz-6-fosfatin hiicresel konsantrasyonu yaklasik olarak
Immol/L’dir. Bu mikromolar diizeyde Km’e sahip dehidrogenaz aktivitesi iizerinde
kiigtik bir sinirlama koyar. Hiicrenin ihtiyacina bagli olarak pentoz fosfatin heksoz
fosfata gevrilmesi zorunlu olmayabilir Hi8

Reaksiyonun fosfogliseritlerin veya triagilgliseroliin biyosentezi veya pentoz
fosfat yolunun ¢ok belirgin oldugu eritrositlerde trioz fosfatin, 2,3bifosfogliserata
¢evrilmesi i¢in gliserol-3-fosfat olugturmaya egilimi olabilir. Hiicrenin ihtiyacina bagli
olarak glikolitik ve pentoz fosfat yollarmdaki ara bilesiklerin akisinin kombinasyonu;
NADPH, riboz-5-fosfat veya 2,3 bifosfogliseratin uygun miktarlarm tiretebilir®,
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2.4. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Enziminin Onemi ve Ozellikleri

2.4.1. G6PD’nin Klinik Ozellikleri
G6PD enzim eksikliginin en énemli etkisi hemolitik anemidir. Genelde hemoliz
ilag alimina, bakla yenilmesine, enfeksiyona, yeni dofan periyoduna ve diyabetik

ketoasidoza baglidir®'%?°,

2.4.1.1. Ila¢c Alimna Bagh Hemolitik Anemi

Ilaglarin bir kismu ve bazi kimyasallar G6PD enzim eksikligi olan bireylerde
hemolitik anemiye yol agmaktadir (Cizelge 2.1). Kloramfenikol gibi bazi ilaglar GGPD
Akdeniz varyantinda ilimli hemolize neden olurken G6PD A" ve G6PD Kanton
varyantlarinda etkisizdir. Yani farkli G6PD varyant:1 tagiyan bireylerde ayn: ilag farkh-
reaksiyon gostermektedir. G6PD enzimi eksik olan bireylerde ilag alimina bagh olarak
hemoliz, ilag alumindan 1-3 giin sonra baglar. Eritositlerde oksidan varlifinda 6z‘ellikle
hemoglobin ve stromal proteinlerin denatiirasyonu sonucu Heinz cisimcikleri goriiliir,
Hemoglobin diizeyi izl bir sekilde azalr. Idrar rengi koyulagtr hatta siyah olabilir.4-6
giin sonra retikiilosit sayisinda artis olur?',
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Cizelge 2.1.Hemolize yol agan ilag ve kimyasallar

Akotanilid Nitrofurantian
Anilin Nitrofurazon
Antistin Pamakin
Asetil salisilik asit Paraaminobenzoik asit
Asetofenitidin Paraaminofenol |
Askorbik asit ( 1500mg ) Parahidroasetanilid
Bakla Pentakuin
Benemid Pnimakin
Daraprim Primakin
Diaminodifenilsiilfan Salisilazostilfapiridin
Dimerkaprol Siilfametoksipiridazin
Fenilhidrazin Siilfadiazin
Furaltadone Siilfamerazin
Furazoladon Stilfametaksazol (Bactrim )
Kinakrin ( Atabrin ) Siilfanitamid
Kinin Siilfapiridin
Kloramfenikol Siilfasetamid
Klorokin Siilfisoksazol
Kuinidin Siilfokzon
Kuinosidin Siilfotiozol
Metilen mavisi Tiazolsiilfan
Naftalan Trinitrotoluen
Nitrit Vitamin K;

2.4.1.2. Favizm

Bakla ( vicia faba ) bitkisinin neden oldugu hemolitik anemi favizm olarak
adlandinlir ve G6PD enzim eksikligi olan bireylerde hemolitik anemiye yol agan tek
bitkidir. M.O. 2000 yillarinda Heredot’un yazdigma goére ‘istenmeyen bir takim
etkilerinden dolayr bakla yenilmesi Misirhi rahipler tarafindan yasaklanmustir.” Hatta
Yunanli matematik¢i Pythagoras’un bakla tarlasindan gegerek kagmayr reddettigi igin
6ldiiriildiigii diisiiniilmektedir. Bakla bitkisinin polenlerinin teneffiisii bile bazi lﬁ$ilerde
hemolize yol agabilmektedir. Favizm olusumuna ozellikle ilkbaharda Akdeniz
lilkelerinde rastlanmaktadir. Siit veren annelerin bebeklerinde de hemoliz rapor
edilmigtir. Favizm’li tiim bireyler G6PD enzim eksikligine sahipken, her G6PD enzimi
eksik olan bireyde bakla yenilmesi sonrasinda hemoliz gériilmeyebilir. Hemolitik krize
neden olan G6PD enzim eksikligi ile birlikte genetik faktérlerin varligl s6z konusudur.

Favizm sadece Akdeniz tipini etkiler, Afrika tipi genelde etkilenmez. Yetiskinlere gére
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gocuklarda daha sik favizm olgusuna rastlanmaktadir' %2427,

Bakla, kuru agurlgimin yaklasik % 2’sini olusturan iki glikozidik bilesik olan
visin ve konvisinden zengindir. Bakla yenilmesinden sonra glikozidler enzimatik olarak
hidroliz olur, pirimidin aglikon, divisin ve izouramil olusur. Favizm nedeni olarak
‘Gnerilen mekanizmada bu yeni bilesikler redoks sikliisiine girip rediikte glutatyonu

tiiketir, bu sayede serbest radikal ve H,O, olusumuna yol agar' %%,

2.4.1.3. Enfeksiyona Bagh Hemolitik Anemi

G6PD enzim eksikligi olan hastalarda spontan veya enfeksiyona bagli hemolizin
mekanizmast ¢ok anlasilir degildir. Bu hemolitik reaksiyonlarin bu tipinde rol alan
16kositlerin fagositozu ile H>O,’in olusumu tartismalidir’.

G6PD enzim eksikligi gézlenen bireylerde atesli hastalik sonrasi ilimli anemi
aniden gelisebilir hatta bazi olgularda agir anemi yani hemoglobin diizeyi 3-4g/dL’ye
diigebilir. Birgok viriis ve bakterinin hemolize neden oldugu rapor edilmisse de en .
onemli olanlar1 hepatit, pnémoni ve tifodur. Ust solunum yollah veya sindirim sistemini
etkileyen viral enfeksiyonlarin G6PD enzim eksik olan g¢ocuklarda bakteriyel
enfeksiyonlara gore daha siddetli hemolize neden oldugu rapor edilmistir®’.

2.4.1.4. Herediter Non-sferositik Hemolitik Anemi

Herediter non-sferositik hemolitik anemi, G6PD enzim eksiklifinin olduk¢a
nadir gézlenen bir sonucudur ve.'nadi‘r mutasyonlara sahip bireylerde ortéya gikmugtr..
flk defa yeni dogan ve c;oéﬁkluk ¢aginda rapor edilmigtir. G6PD Akdeniz varyantini
tasiyan bazi hastalarda da herediter non-sferositik hemolitik anemiye rastlanms ve
bazilarinda da hemoliz gdzlenmigtir. Oldukg¢a hafif seyreden olgularin olmasina ragmen
transflizyona bagimli hastalar da rapor edilmistir. Morfolojik olarak anemi, normokrom
ve normositerdir. Retiikiilositoz gézlenirken agir1 miktarda sferosite rastlanmadig: igin

herediter non-sferositik hemolitik anemi adin almugtir 13136,
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2.4.1.5. Yeni dogan Sanhg:

Yeni dogan sarilif tiim yeni dogan da gériilebilir fakat kalict oldugunda G6PD
bundan sorumlu tutulabilir. Yeni dogan sarilig 15 mg/dL’den yiiksek serum bilirubin
diizeyi ile tammlanmistir. Klinik ¢alismalar G6PD enzim eksikligi olan yeni doganlarda
siddetli hiperbiluribinemiye egilim olugunu géstermistir. Sarilik oldukga ciddidir ve
eger tedavi edilmezse kernikterus ile sonuglanabilir. Yeni dogan sarilif 6liime veya
kalic1 nérolojik hasarlara neden olabilmektedir 2'27°,

G6PD enzim eksikligi olan yeni doganm immatur karacigerleri bilurubini
yetersiz olarak metabolize eder. Bu yeni doganda anemi gériilmez, CO diizeyinde artig
ve eritrosit &miirleri kisalir. Yeni doganda iiridindifosfoglukuronatglukuronosil
transferaz 1 (UDPGT-1) geninin promotor yoresindeki bir mutasyoh yetiskinlerde

Gilbert sendromu ile iliskilidir >*.

2.4.1.6. Diyabetik Ketoasidoz

Diyabetik ketoasidozun G6PD enzim eksikligi olan bireylerdeki hemolizin bir
nedeni olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak G6PD enzim eksikligi olan diyabetik
ketoasidozlu 36 olgudan sadece 10’unda hemoliz goriilmiistiir’.

2.4.1.7. Diger Dokular

G6PD Akdeniz, G6PD A™ gibi ¢ok rastlanan G6PD varyant: tagtyan bireylerin
16kosit sayilar ve fonksiyonlarinda bir defekt oldugu birkag olguda bildirilmistir. GGPD
enziminin diisiik aktivite gostermesi veya bozuk sentezine bagh olafak gﬁzde katérakt
olusumuna neden olmaktadir. G6z mercegi siilfidril gubu bakimmdan zengin bir protein
icermektedir. Okside ajanlar tarafindan rediikte glutatyon diizeyinin azalmasi veya
enzimin yeterince g¢aligmamasi géz mercegi proteinlerinin okside olmasina yol
agmaktadir, Bu proteinlerin ~SH gruplanmn okside edilmesiyle proteinler denatiire
olmakta ve inkliizyon cisimcikleri halinde ¢Okerek katarakt olusumuna neden

404
olmaktadir 4%,
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ACHT stimiilasyonu sonras1 kortizol seviyesindeki artigin ve insulin
salimmindaki azalmanin G6PD enzim eksikli§i olan erkeklerde goriildiigii rapor
edilmigtir. Ayrica zencilerde yapilan bir arastirmada ise hipertansiyonun G6PD A ve
GO6PD A’ varyantim tagiyan bireylerde daha sik oldugu bildirilrnistirzf

2.5. G6PD’nin Genetik Ozellikleri
G6PD’nin yapisiu olusturan gen X kromozomunun subtelomerik y6resinde q28

lokusunda yerlesmistir. G6PD geninin X kromozomu iizerindeki genel yerlesimi Sekil

2.4’de gosterilmistir™™.

pl22s 3

Hp224+2
RF22+1

I LI T < T 5 O O
| A § 5 & 0 [THI2B

Sekil 2.4. Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz geni

G6PD geni 13 ‘eksondan ve 12 introndan olugur. Enzimin fonksiyonunu
belirleyen G6PD geninin bu genin kodladigt mRNA amino ésit dizisi ve biiyiikliigiidiir.
G6PD geni 18,5 kb ve genin kodladign mRNA ise 2269 baz ¢ifti uzunlugundadir*®>',

Kodlama dizisi ekson 2’den baslar, ekson 2 ve 3 arasindaki intron 9857 baz
¢iftinden olusmus olup ¢ok uzundur.Bir diizenleme fonksiyonu oldugu diisiiniilen
sitidinlerin metilasyonu 3' ucunda gergeklesmektedir. Genin kodlama dizilimi 1545 baz

¢ifti uzunlugunda olup 515 amino asitlik G6PD proteinini {iretmektedir. Aktif enzim
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formunda her biri 59,265dalton molekiiler agirlifa sahip 2 veya 4 aym alt birimden
olugabilir. G6PD enzimi siilfidril gruplarinca zengindir ve her alt birim 11 siilfidril

grubu igerir >34,

Cizelge 2.2, Insan G6PD’sinin Molekiiler Ozellikleri

DNA
Gen uzunlugu 18,5
Ekson sayisi 13
Kodlanan eksonlar 12
MRNA
Niikleotit sayist 2269
5" kodlanmayan bolge 69
Kodlanan bolge 1545
3' kodlanmayan bolge 655
Protein
Amino asit sayisi 515
Molekiiler agirhik 59,265
Aktif enzimin molekiillerinin subiinit sayisi 2 veya 4
Her subiinitteki NADP’ye baglanan molekiil sayist 1
Molekiiler spesifik aktivite ( IU/ nmol ) 13

2.6. G6PD’nin Yapisal Ozellikleri

Aktif G6PD enzimdeki dimer<>tetramer formlar1 denge halindedir. Yiiksek pH
ve iyonik siddet yapiyr dimer haline gegirirken diisiik pH tetramer yapinin olugmasim
saglar. Ayrica EDTA, NADPH ve G6P dimer yapinin olusumuna engel olurken NADP
ve metal iyonlari tetramer yapmmn olusumunu saglar (Se'alki1'2.5.)5.5 . |

Dimer ve tetramer formlarinin katalitik bolgeleri iginde inaktif monomerlerin
birikimi NADP’nin varligma ihtiyag duymaktadir. B6ylece NADP’nin hem bir yapisal
komponent hem de reaksiyonun bir substrat: olarak enzime baglandif1 goriilmektedir.
Leuconostoc mesenteroides’ten izole edilen G6PD’nin kristal yapisinda 386-387.
bolgelerinden 36A uzaktaki baflanma bolgesinin histidin 201 oldugu rapor
edilmigtir®’,
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Sekil 2.5. a) G6PD’nin tetramer yapis1 b) Tuz képriileri

Insan G6PD’si ve diger tiirlerin G6PD dizisi karsilastirildiginda %30 homoloji
" bulundugu gézlenmistir. Bu dizilerden ancak iki siramin korundugu rapor edilmigtir>’.

1.198-205 rezidiisii ( RIDHYLGK )

2. 38-44 rezidiisti ( GxGDLy )

38-44 rezidiisti diniikleotit baglanma bélgesidir ve parmak izi bolgesi olarak
adlandintlir. Leuconostoc mesenteroides’ten izole edilen G6PD’nin ii¢ boyutlu yapisi
insan G6PD’si ile homoloji gésterdigi igin model olarak segilmigtir™®.

G6PD’nin kristal yapis1 asimetrik yapida olan 8 monomerden ( tetramer ABCD
ve EFGH ) olusur. Koenzim domaininin ¢ogu rezidiisii ve p+o domaininin hemen
hemen biitlin rezidiileri nonkristalografik simetri (NCS) ile belirlenmigtir, C
terminalindeki 4 rezidiiniin, koenzim domainindeki 10 rezidiinlin ve N terminal
bdlgenin diizensiz oldugu belirlenmigtir. Ayrica her dimer ve tetramer yapida asimetrik
yapilarin ( AB,AC,AD,EF,EG,EH gibi ) aym oldugu da gosterilmistir®.

Klasik bir B-o-B diniikleotit baglanma domaini olarak kabul edilen 31-200
rezidlisii, B ucundaki GASGDLA parmak izi dizisinden katlanmaktadir. f+o. domaini
ise ( 201-515 fezidﬁ ) antiparele]l B tabakanin 9 kere katlanmastyla olusmaktadir. Lis
.(20AS)’in insan G6PD’sinin katalizlenmesi igin esansiyel oldugu ve 201. (His)’in de
Leuconostoc mesenteroidesten izole edilen G6PD enziminde substrat baglanma bélgesi
igin dnemli oldugu bildirilmigtir*%.

Insan G6PD’sinin dimer uzama bélgesi A ve B subunitlerinin B+oc domainleri
arasmdadir. Dimer sekli toplam 2856 A’ dir ve monomer ylizeyinin % 13’tinii

olusturmaktadir. 3171 hidrofilik rezidii olmak tizere toplam 57 rezidii igerir.Bu rezidiiler
yiiksek oranda yapilarin1 koruyamazlar. Hidrofilik ve yiiklii ylizey, B tabakamin N
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terminaline katilan 421.Asp ile hidrojen bag: olugturur. Yiizey dimerlerinin her birinde
Glu (206)- Lys (407) ve Glu (419)-Arg (427) arasinda tuz kopriisii vardir. Bunlardan

sadece 407.Lys tamamen korunmugtur™.

2.6.1. NADP Baglanmasi

Iyi diizenlenmis NADP®, her bir subunitin C terminal bolgesiyle p tabakasi
arasinda bulunan B+o domainine oturmaktadir. Bu atomlardan herbiri aktif bélgeye 16
A uzakliktadir. NADP’nin baglanma bélgesi yapisal olarak 6nem tasimasina ragmen
koenzim olarak ¢nemli degildir. Proteinin hemen hemen tamamen pozitif yiiklii olan
baglanma bdlgesi %50 hidrofilik ve %50 hidrofobik yiizeyden olusur ve NADP protein
icine %77 oraninda gémiiliidiir. Proteine baglanan bir niikleotit parmak izi dizisi yoktur
ve hepsi bir subunitin yan zincir atomlarindan yapilmistir. NADP min aromatik halkasi 7
elektron bulutlar1 arasinda sandevig yapidadir. Adenin bazi (Tyr) 503 ve (Arg) 487
arasinda, nikotinamid ise (Try) 509 ve (Try) 401 arasinda yer alir. 2' fosfat ise (Arg)
487, (Arg) 357, (Lys) 238 ve (Lys) 366 amino asitlérine hidrojen baglar ile baghdir.
Nikotinamitin amid fonksiyonu ile (Arg) 393 ve (As) 421 interaksiyondayken bifosfat
diger arjinin ile interaksiyona girer. (Arg) 487°nin rolii birkag enzimdeki NADP"
baplanma bolgesinde oldugu gibi tipiktir. Her bir NADP'bir subunite tamamen baghdir.
Bununla birlikte ikinci subunitin protein rezidiistinden sadece 7A, dimerden ise 14 A
uzaktadir. NADP" ligantlarindan birisi olan 421.Asp dimer yiizeyinin merkezinde yer
alir. NADP yerinden g¢ikarildiginda subunitin konformasyonu kadar subunitlerin

fonksiyonlan da etkilenir’ 61,

2.6.2. N-Terminal Bolge ve Disiilfit Kopriisii

Insan G6PD’sinin ilk 30 rezidiisiinde yogunluk gézlenmemistir. Siirekli elektron
yogunlugu N-terminal bolgeden ¢ok uzakta olmayan 446.Cys rezidiistinde gézlenmistir.
Bu elektron yogunlugu elektron haritalamasinda kolaylikla goriilebilmektedir. Biitiin

subunitlerdeki 7 rezidiiden 3’ii bu yogunluk igindeki bir polialanin zincirini olugturur.
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Cys(13) ile bir distilfit képriistiniin C,D,E,F ve H subunitleri arasinda oldugu agiktir.
Kristalografik ¢aligmalar N-terminal bolgesinin simetri gdstermedigi icin tetramer
ylizeyine ulagmadif1 ve bundan dolayr tetramerin geri kalan kismiyla temas etmedigi
gosterilmigtir. Rezidiilerin arasindaki distilfit kopriilerinin birgok hastalifa zemin
olusturabilecegi konusu taﬁlsmalldlr. Fakat ' subunitlerdeki sistein rezidiiléri aktif
molekiildeki distilfit kopriisiinii olusturmaktadir. Glisinle yer degistiren hem 13.Cys
hem de 446.Cys enzim aktivitesini diislirmektedir ve bu da bazi mutasyonlarda
gosterilmistir. Fakat N-terminal ugundaki ilk 25 rezidiideki mutasyonlarda normal
enzim aktivitesi ve artan termostabilite gosterilmigtir. Disiilfit kdpriisiiniin, enzimin
katalitik aktivitesine veya dimerizasyonuna etki ederek mobil N-terminal bdlgeyi
onledizi diigtiniilmektedir’.

2.6.3. Koenzim Baglanma Bolgesi

Koenzim baglanma domaininin B tabakasinin C terminalindeki genel koenzim
baglanma bolgesi Arg(72) igermektedir. Bu bolgedeki mutasyonlarin kinetik ve yapisal
analizleri etkiledigini gostermisti. NADP"’nin fosfatinin G6PD’ye baglandigi ve
koenzimin spesifitesinde kritik bir rolii oldufu gosterilmistir. Yapilan aragtirmalar
sonucunda parmak izi peptidinden baglanma olduguna dair baz: kamtlar vardir. Aym
zamanda subunit E’nin 72.Arg yakmlarindaki 4c seviyesindeki elektron yogunlugu

farki NADP’nin bu bélgeye baglanabilecegini gdstermektedir >*%.

2.6.4. G6PD Eksikligi ve U¢ Boyutlu Yapis

G6PD enzim eksikliginin biyokimyasal 6zellikleri ile molekiiler 6zellikleri
arasinda bir iligki oldugunun anlagilmast ¢ok énemlidir. Mutasyon bélgelerinin biiyiik
gogunlugu ( yaklasik 60 tanesi ) sinif 1 olarak bilinen enzim eksikligini kapsamaktadir.
Simif 1°deki enzim eksikliginde diigiik stabilite ve aktivite gozlenir. Buradaki

varyantlarin eksternal looptan 2-7 rezidii ¢ikarilmasi ile olustugu diisiiniilmektedir®®®,
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2.6.5. Dimer Yiizeyindeki Sinif 1 Mutasyonlari

Daha 6nceki ¢alismalar, NADP*’nin her tetramer yap1 icin en fazla 8 ve en az 4
baglanma bolgesinin oldugunu gdstermistir. Ayrica ekson 10°daki mutasyonlarin dimer
yiizeyi ile yakindan iliskili oldufu disiiniilmiistiir. B6ylece dimer yiizeyinin enzim
aktivitesi ‘igin ¢ok Onemli oldugu kabul edilmistir. X Ray yapisi ylizeye yakin
subunitlerin her birinin iginde NADP" oldugunu géstermistir. Dimer yiizeyine yakin
mutasyonlar bu yapilanmay: etkilemektedir Simf 1°deki dimer yiizeyinde olan 14
mutasyon NADP" molekiiliiniin yapistyla ¢ok yakindan iliskilidir. E274K tetramer
yiizeyinde olmasma ragmen E389G, R393G, R393H, V394L ve E398K her iki
kategoriye de girer’ %,

Hidrofobik etkilesimler, hidrojen baglart ve tuz kopriileri biiylik gruplarn
baglanmasimi engeller. Bu giine kadar saptanan mutasyonlar genellikle K386E ve
R387H, [ tabakasinda oldugu gézlenmistir. Ana zincirdeki atomlar dimer yiizeyin
olusumunu saglamaktadir. Bu varyantlar NADP"’den 8A uzakta olmasma ragmen
diisik NADP® konsantrasyonuna kars: sensitiftir. Farkli yiikler dimer yiizeyini
etkileyerek ana zincir tizerinde modifikasyonlara neden olabilirler. L, BM ve BN hem
NADP' baglanma rezidiisi hem de yiizey olarak hareket ettigi icin, NADP'
konsantrasyonu ile stabilite arasinda bir iligki oldugunu diistindiirmektedir.

BM ve BN, M405SF ve E416K arasmdaki smmf 1 mutasyonlart NADP" den
uzakta, u¢ kisimdaki dimer yiizeyinin bir béliimiinde bulunmaktadir. Hem yan zincir
hem ana zincir atomlariyla dimer olugsturabilen bu bdoige, ¢esitli mutasyonlarla
engellenmektedir™.

BM ve BN déniigii igindeki G410C ve G410D mutasyonlar da dimer ylizeyinde
bulunmaktadir. Bliyiik rezidiiler gizlenmis durumdadir ve bu varyantlann disik
termostabilitesi ana zincir konformasyonundaki glisinin yer degisimiyle olustugunu ve
bunun da stabiliteyi etkiledigini diistindiirmiistiir.

X-Ray yapist NADP™nin dogrudan baglandig rezidiilerin mutasyonlariyla simf
1 enzim eksikliklerinin nedenini agiklayabilmektedir. K238R’nin arjinini, 2-fosfatla bag
yapabilir ve R393H’nin histidini NADP® ile zayif interaksiyon yapar. aO-BO
d6niisiindeki G488V, G488S ve P489L smuf 1 mutasyonlar, adenin ve 2-fosfatla
Arg(487) arasindaki interaksiyondaki glisin ve prolinin konformasyonel 6zelliklerinin
énemini géstermektedir®.
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2.6.6. Disiilfit Kopriisii ile iligkili Mutasyonlar

13-446 distilfit kopriisii ile komgu rezidiilerin bilinen {i¢ mutasyonu vardir.
G447R smf 1 mutasyonudur. a-heliksin sonundaki kii¢iik ve fleksible glisin olmaksizin
kdpril olusamaz. N-terminal ucundaki G14R’ye komsu 13.Cys mutasyonu, 447°deki
ayn: mutasyondan daha az etkilidir. Bu varyant siuf 2’ye girer. Aym sekilde simf 3
varyant1 olan V12L terminal bdlgedeki mutasyon da aymdir. Béylece enzim daha az
stabil hale gelmektedir. Disiilfit képriisiiniin sonundaki sterik etkilesimlerin daha az
oldugu konusu tartismalidir™.

2.7. Genetik Polimorfizm, Populasyon Genetigi ve Sitma

G6PD enzim eksikligi eritrositlerin en genel metabolik hastaligidir. Diinyada
400 milyondan fazla insanin etkilendigi diisiintilmektedir. G6PD enzim eksikliginin
dagilimi kiiresel olmasina ragmen tropikal ve subtropikal bolgelerde daha fazla
rastlanmaktadir. Ilk arastirmalar Beutler tarafindan Yunanistan, Giiney Cin ve Kanarya
Adalarmda yapilmigtir. Haplotip analizleri ise orijin belirlemede 6nemli bir yer

tutmaktadir (Sekil2.6.).28:66-68

& Union; @ Canton; 8 Mediterrancan; @ A-(2024); B Kaiping; O Aures;  §p Cosenza;
@ Taipei; & Viangchan; & Mahidol; £3 Chatham; & Coimbra; @ Local variant.

& Seattie, # Santamaria, and @& A- (968C).

Sekil 2.6. G6PD varyantlarimn diinya tizerindeki dagilum
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G6PD enzim eksikligi Afrikali Bantu erkeklerinde %20, Afrika asilli
Amerikalilarda %12 ve Brezilya zencilerinde %8 oraninda gézlenmektedir. Afrika asilli
Amerikalilarda kadinlarin %22’sinin heterozigot ve %1’inin de homozigot oldugu
belirlenmistir. Sardinya’nin bazi bélgelerinde bu oran %35’e kadar gikarken Ispanyol
musevilerindeA %60-70 orammnda GO6PD enzim eksikligi gc'iriihnéktedir. Asy‘a
populasyonundaki erkeklerde o6rnegin Kambogya’da %14, Kuzey Cin’de %S5,5
Hindistan’da %2,6, Japonya’da %0,lve Amerikan yerlilerinde de ender olarak
rastlanmaktadir (Sekil2.7 )2 16571

i
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Sekil 2.7. G6PD eksiklZinin diinya tizerindeki dagllﬁm

G6PD enzim eksikligi sitmanin yaygm oldugu bdlgelerdeki hemizigot erkek ve
ozellikle heterozigot kadinlarda incelenmis ve bu kisilerin p falciparum’un neden

25,72

oldugu sitmaya kars: direngli olduklar1 saptanmugtir. Ciinkii eritrosit igine giren

parazit oksidatif stresi indiikleyebilir. Enfekte hiicre oksidatif pentoz fosfat yolundaki
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G6P’nin artis1 ile bu stresi kompanze edemez. Béylece GSH diizeyi diiger. G6PD
normal ve defektif hiicrelerin daha iyi korunmasi ve heterozigotlardaki makrofajlarin
yliksek kapasitesi, G6PD mozaizmindeki artisin bir nedenidir. Bunun tersi olarak
hemizigotlardaki makrofajlarinin diisiik oksidatif kapasiteleri nedeniyle enfekte hiicreler
yetersiz bir sekilde disan atilirlar. Ayrnca .FG6PD geninin polimorfizm dengesinin bu

mekanizmada Snemli oldugu diisiiniilmektedir (Sekil2.8.).”7*.

G6P (2 NaDP GSH A B0

6PG NADPH ’ & GSSG H,0
GSSG Rediiktaz Glutatyon Peroksidaz

Sekil 2.8 . Eritrositlerdeki G6PD’nin oksidan ajanlara kars: ana metabolik rolii

2.8. G6PD Enzimi ve Varyantlar

Monomerik G6PD enzimi 515 amino asit igerir ve 59 000 Dalton agirhga
sahiptir. In vivo G6PD’nin aktif formu NADP ile sikica baglanmmg bir dimer
formundadir. G6P baglanma bélgesi 205. amino asit, NADP’nin baglanma bdlgesi ise
386-387. amino asitlerdir’®”,

Uluslararas1 anlagmalarla enzim varyantlari, biyokimyasal ozellikleri (kinetik
aktivite, elektroforetik mobilite, Km G6P ve NADP, fakl: analoglarm kullanimi, 1s1
stabilitesi ve optimum pH) standardize ySntemlerle belirlenmistir. Bugiine kadar 442
varyant bildirilmesine ragmen birgok varyantin molekiiler diizeyde aym oldugu ve bu
mutasyon saylsmln 140 kadar oldugu blldmhmgtlr Bunlardan gogu missense
mutasyonu tagimaktadir. Cok bityiik delesyonlar ve gergeve kaymast mutasyonlan hlg;
rapor edilmemigtir. Enzimin G6P ve NADP baglanma bolgesinde mutasyon var ise
bunun kronik hemolize neden oldugu bildirilmistir ( Cizelge 2.3.).7678,

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), G6PD enzim eksikliklerini hemoliz diizeyine gdre
bes simfa ayrmugtir’”

Suuf I : G6PD aktivitesi normalin %10 kadar altinda ve kronik hemolitik

anemiye neden olan varyantlar
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Smf II : Siddetli enzim eksikligi olan ve 1limli hemoliz goriilen varyantlar

Smif I : Normalin %10-60’mm altinda aktiviteye sahip, ilaglarla ve
enfeksiyonla birlikte 1limli hemoliz gériilen varyantlar

SmufIV : Enzim eksikligi olan fakat hemoliz goériilmeyen varyantlar

Smuf V: Enzim aktivitesi yiiksek olan varyantlar

Suuf IV ve V varyantlan klinik olarak belirti vermezler. Bunun igin daha ¢ok
biyologlarn, genetikgilerin ve antropologlarin ilgisini gekmistir.

G6PD B': Enzimin dogal formudur ve diger varyantlarim belirlenmesinde
kullamlir. G6PD B® ‘’ye ¢ogunlukla Kafkaslarda, Asyalilarda ve zencilerde
rastlanmaktadir, Aktivitesi normal olup hemoliz gériilmez ™.

G6PD A" : ik kez 1966 yihinda saptanan G6PD A", normal enzim aktivitesi
gosterir ve G6PD B™*ye gére elektroforetik olarak daha hizh gb¢ eder. Bu varyantin
olusumuna 376. niikleotitteki A—>G degisimi sonucu aspartik asitin asparajine
déniigtimii neden olmaktadir®®3,

G6PD A" : G6PD’nin en ¢ok goriilen varyanti G6PD A™“dir. Afrikali zencilerde
%20-30 oraninda goriiliir. Normal katalitik 6zelliklere sahiptir, hemolize neden olmaz
(Suuf IV). G6PD B’den en 6nemli farki elektroforetik olafak hizl1 gog etmesidir. G6PD
A™dan ise yapisal olarak farklidir. 126. amino asitinde asparajin yerine aspartat
gecmistir. G6PD A’zencilerde primakine karsi hassasiyetten sorumludur. Imli hemoliz
goriiliir (Simuf 3). Bu varyant Afrika asilli Amerikalilarda %10-15 oraminda gériiliir. Bu
oran orta ve bati Afrika da da aynidir. Ayrica Italya, Ispanya gibi Giiney Avrupa, Giiney
Dogu Asya,Orta Dogu ve Giiney Amerika kdkenli beyazlarda da gériilmektedir. GGPD
A’ varyant1 tagiyan kisilerin kemik iligi hiicreleri ve retikiilositleri normal kigilere yakin
oldugu halde yagh erirosit sayilan azalmigtir. Hem enzim hem de aktivitesi
unstaBildirso’s“'gl; - | )

G6PD Akdeniz: G6PD Akdeniz varyant: 563. nikleotitdeki C—T
(Serin—>Fenil alanin) degisimi sonucu meydana gelir ve ilk defa 1988 yilinda rapor
edilmigtir. Kafkaslarda ve Akdeniz kékenli insanlarda en ¢ok rastlanan varyanttir,
Enzimin aktivitesi olduk¢a azalmigtir ve siddetli hemolize neden olur. Elektroforetik
mobilitesi normaldir ( Sumuf 2 ). Kinetik 6zellikleri ise Gd B, Gd A” ve A’ dan olduk¢a

farklidir >,
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Cizelge 2.3. En yaygin gbzlenen G6PD varyantlarinin kinetik 6zellikleri

Kinetik

+ . .
Ozellikler GdB Gd A" Gd A Gd Akdeniz
% Eritrosit aktivitesi 100 90+10 14+6 <10
Elektroforetik gt¢ 100 110 110 100
Km NADP (uM) 2,9-4,4 2,9-4,4 2,9-4,4 1,4+0,2
Km G6P (uM) 60£10 6010 60=10 22,5+3,5
Analog kullanimi
2dG6P <4 <4 <4 25+2
Gal6P 7-15 - - 20
dNADP 55-60 55 55 350
Ki NADP 9 6,7 13 16
Is1 kararlilig Normal Normal Normal Diisiik
pH kararlilig Normal Normal Normal Bifazik

2.9. Tiirkiye’de Saptanan G6PD Varyantlari

G6PD enzim eksikligi diinya genelinde yaygin oldugu igin en ¢ok galisilan
kalitsal hastaliklardan birisidir. Tiirkiye’de G6PD iizerine ilk ¢alsimalar 1949 yilinda
Demirag, 1951yihinda Fakacelli ve Konstantinidu tarafindan yapilmig ve favizm olgulan
olarak bildirilmistir. G6PD eksikligi ile ilgili tarama ¢aligmalarinda Tiirkiye genelinde
enzim' eksikligi %0,5, Eti Tirklerinde ise %8,2 olarak saptanmstir. Sipahioglu Ege
bolgesinde enzim eksikliginin %2-9 oraninda oldugunu rapor etmistir. Cukruova’da
1979 yilinda sitmanin yayginlasmasi ve 30 000 dolayinda sitma olgusunun gériilmesini
takiben hastalifa karst koruyucu bir ilag olarak primakinin kullamim: sonucu ortaya
¢ikan hemolitik anemi olgulan dikkati G6PD enzimi iizerine ¢gekmistir. Bélgede yapilan
kalitatif tarama ¢aligmalarinda G6PD enzim eksikliginin yaygin oldugu gézlenmistir.
Bu giine kadar degisik aragtma gruplarmm yaptifi tarama gahsmalarinda enzim
eksikliginin frekansi farkli olarak rapor edilmistir. Yiregir ve arkadaslanmin sayica
biiyiik bir grup iizerinde yaptig1 calismada ise G6PD eksiklifinin %8,2 oldugunu
bildirilmigtir. Tufanbeyli (%3,7) ve Ceyhan (%1,2) yorelerinde oran diisiik olmasmna
kargilik Tarsus ve Antakya’da %17’ye varan enzim eksikligi saptanmustir. Akoglu ve
arkadaglan tarafindan yiirtitiilen ¢aligmalarda da benzer sonuglar almmustir’.

Aksoy ve arkadaglar1 1987°de Cukurova bélgesinde yaptiklar kinetik galigmada
Gd Adana, Gd Samandag ve Gd Balcali varyantlarim tarif etmiglerdir. Daha sonra Gd
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Adana varyantimin Gd Akdeniz ve 1311 polimorfik ySre mutasyonu tagidigim
gostermislerdir. Aym ¢alisma grubu 1989 yilinda birisi 1stya dayanuikli ii¢ yeni varyant
daha tamimlanustir. Tiirkiye’de ve Tiirk ailelerinde saptanan varyantlar Cizelge 2.4’de

gosterilmigtir >*%%°,

Cizelge 2.4, Tiirkiye’de saptanan G6PD varyantlan

Varyant Yil Yazar
G6PD-B” 1967 Berkal
G6PD-B” 1973 Altay
G6PD-Ankara 1975 Kohn
G6PD-Tarsus 1976 Gahr
G6PD-Antalya 1979 Sipahioglu
G6PD-Mersin 1981 Akoglu
G6PD —~Samandag 1987 Aksoy
G6PD-Balcali 1987 Aksoy
G6PD-Adana 1987 Aksoy
G6PD-Antakya 1988 Aksoy
Isiya dayanikli G6PD 1988 Aksoy

- G6PD —Hacettepe 1989 Kus
G6PD-Korkuteli 1989 Alicigiizel
G6PD-Aksu 1989 Alicigiizel
G6PD-Serik 1989 Yiicel
G6PD-Corum 1989 Kus
Gal6P- kullanim yiiksek 1989 Dikmen
G6PD-Siirt 1992 Dikmen

2.10. G6PD Enziminin Patofizyolojisi

Normal enzim (G6PD B), in vivo sartlarda 62 giin yarilanma mrilne sahiptir.
Enzim aktivitesi azaldigi zaman bile yash eritrositler yeterli G6PD aktivitesine sahiptir
ve oksidatif strese karst GSH diizeyleri korunur. Ancak hemoliz gériilen G6PD
varyantlarimn yarilanma Smrii kisalmigtir. Retikiilositlerdeki G6PD A™nin aktivitesi
normaldir ancak yarilanma 6mrii 13 giine kadar diigmiistiir. GGPD Akdenizin stabilitesi
diistiktiir ve yarilanma 6mrii saatlerle ifade edilebilir™.

G6PD enzimi eksik olan eritrositler enfeksiyon, ilaglar ve bakla gibi oksidanlarla
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kargilastifn zaman GSH’1 hizla tiiketir. Bu reaksiyon hiicre yaralanmasimin merkezini
olugturmaktadir. Stilfidril grubu igeren proteinlerin oksidasyonda gérev aldigi ve GSH
diizeyini diiglirdtigii rapor edilmistir. Denatiire siilfohemoglobin veya globinin olusumu
hemoglobin fiizerindeki siilfidril gruplarmnin okside olmasma yol agar. Daha sonra
insoluble yapllar, Heinz cisimcikleri ve distilfit kopriileri hiicre. membranina 'yaplélr.
Hemoglobiﬁ oksidasyonuna ek olarak spektrin dimerleri ve spektrin ile diger proteinler
arasinda disiilfit kopriilerinin olugmas: nedeni ile membran polipeptit agregatlarmin
birikmesi, membran  siilfidril  gruplanmin = direkt oksidasyonuna  zemin
olugturmaktadnm’wo'm.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Geregler

3.1.1. Cihazlar
1. Kan Sayim Aleti Coulter Counter 1-890
2. Spektrofotometre Shimadzu UV 260, Shimadzu UV 1601, 120-02

3. Hassas terazi Mettler AJ100

4. Normal terazi Mettler P1210

5. Calkalayici Kéttermann, IRMA-Shaker

6. Derin dondurucu Bosch

7. Buz makinasi Scotsman AF-10

8. PAGE sistemi BIO-RAD

9. Manyetik kanistirict  Cambiamag RCD

10. Vorteks Niive NM 110, Electromag m16
11. Santrifiij Eppendorf 5403, Sorvall GLC-2
12. Gii¢ Kaynag1 Shandon Southern, Gelman Hawksley
13. Mikrosantrifiij Beckman Microfuge E

14. Mikrodalga firin Argelik
15. Elekroforez Tanki Gelman, Pharmacia LKB,Bio-Rad

16. Etiiv Niive EN500

17. pH metre Hannalnstruments HI 8521

18. Otomatik pipetler Gilson 0-10plL, 0-20pL, 0-100pL, 0-200pL O-
1000uL

19. Yiiksek hizli santrifiij Sorvall RC5C

20. Isisal dongii cihazi Pelkin Elmer Cetus DNA Thermal Cycler
21. DNA elektroforez sistemi BIO-RAD

22. Fotograf makinas1 Polaroid MP4

23. Filmler Polaroid/siyah-beyaz Tip 52, 57
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24. UV kaynag FotoDyne
3.1.2. Kimyasal Maddeler

1) DE-52 Whatman

2) Na,HPO4,2H,0 Merck

3) NaH,P04,2H,0 Merck

4) EDTA Sigma

5) NAD BDH Chemicals
6) 2- Merkaptoetanol Sigma

7) Dijitonin Sigma

8) B-NADP Sigma

9) D-glukoz-6-fosfat Sigma

10) deamino NADP Sigma

11) D-galaktoz-6-fosfat Sigma
12) 2-deoksi-glukoz-6-fosfat Sigma

13) MgCL.6H,0 Merck
14) Tris-HCl Sigma
15) Tris-Baz Sigma
16) MTT Sigma
17) PMS Sigma
18) KCl Merck
19) NaCl Merck
20) NH4ClI Sigma
21) NH4HCO; Sigma
22) Proteinaz K Sigma
23) Fenol Merck
24) Klor&form Merck
25) Sodyum Dodesiil Siilfat Sigma
26) TEMED Merck
27) APS Sigma
28) Agaroz Sigma
29) Akrilamid Merck
30) Bisakrilamid Sigma
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31) Ethidium bromiir
32) Gliserol

33) Hidroklorik asit

34) Sigr serum albumini
35) Taq polimeraz

36) Niikleotid karisimi
37) Primer B

38) PrimerJ

39) Taq DNA Polimeraz
40) Mboll Enzimi

Bochringer
Merck
Merck
Sigma
Boehringer

Promega

Boehringer
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3.2. Ornekleme

Kan &mekleri Igel ili Anamur ilqesi 2 nolu saglik ocaf ile ortaklaga tarama
amagl olarak toplanmistir. Kan dmekleri yaklasik SmLx2 EDTA’h tiiplere alinmus ve
laboratuvara transfer edilmistir. Laboratuvara gelen kan 6rneklerine protokol numarasi
verilerek kan -sayimlari, hemoglobin elektoforezleri Hb A, ve Hb F ve G6PD enzim
diizeyleri belirlenmigtir.

Enzim diizeyi diisiik olan &rnekler DE-52 iyon degistirici kolonuyla kismi
olarak saflastirilip kinetik calisma yapilmigtir.Ayrica saflastirilan 6rneklerin DNA’lan
izole edilerek molekiiler diizeyde ¢aligilmugtr.

3.3. Yontemler

3.3.1. Hematolojik Calisma

3.3.1.1.Hemoglobin Elektroforezi

Alkali pH’ da hemoglobin molekiilii negatif ylikliidlir ve elektriksel alanda
anoda dogru gog eder. Yiizey yiik degisikligi olan yapisal varyantlar ise farkli g6¢ eder.
Alkali ortamda seliiloz asetat kagidi {izerine uygulanan kan drneklerine, elektriksel gii¢

uygulanarak hemoglobin tiplendirilmesi yapilir 103,

3.3.1.1.1. Aymraglar

1.Katot tamponu pH 8.6
Na- barbital 515¢g
Barbital 092¢g

Bir miktar distile suda ¢6ziiliir, pH’s1 8,6’ya ayarlanarak 1 litreye distile su ile
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tamamlamir.

2. Anot tamponu pHO.1

Tris 252¢g

EDTA 25g

Borik asit 19g

Bir miktar distile suda ¢oziiliir, pH’st 9,1°e ayarlanarak 1 litreye distile su ile
tamamlanir..

3. Boya

Smg Ponceau S 100mL %5’lik trikloroasetik asitte ¢oziiliir.

4.Y1ikama ayiraci

Asetik asit %5°1ik

5. Elektoforez kogullari

Stire 45dk

Voltaj 190-200 volt
Amper 0.75 mA/ cm
3.3.1.1.2. Yontem

1.Hemolizat hazirlanmasi: EDTA’ll tiiplere alinan kan &rnekleri santrifiij
edilerek plazmasindan ayrilir.

2. Eritrositler serum fizyolojik ile ii¢ defa yikanur.
| 3. Hémoliz edici olafak 800 pl saf su, 60 pl eritrosit ﬁzeriné eklenerek
kanigtinlir. ‘

4.Esit hacimde anot ve katot tamponu ( 100mL + 100mL ) igerisinde selliiloz
asetat kagidi 1slatilir.

5. Filtre kagidinin arasinda hafif¢e kurutularak tizerine hemolizat tatbik edilir.

6.Numune katotik olarak uygulanir,

7.Elektroforez bitiminde kagitlar 5 dk ponceau S igerisinde boyanur.

8.Boya artiklar1 %5°1ik asetik asit ile temizlenir.
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9.Fraksiyonlarin miktarlarini bulunmak i¢in dansitometrede degerlendirilir.

3.3.1.2. Mikrokolon Kromatografisi ile Hb A, Ol¢iimii

Mikrokolon kromatografisi ile Hb A, fraksiyonunun ayirimu hemoglobin
molekiili ﬁzerindeki yiiklii gruplar ile iyon" degistirici rezin iizerindeki ytikldi gruplar
arasindaki etkilesime dayanir.

Hemolizat rezin iizerine adsorbe edildiginde 6zel hemoglobin komponenti
spesifik pH’da ve / veya iyonik giicli olan tampon (gelistirici) kullanilarak kolondan
stiziiliir. Geligtiricinin pH ve iyonik giicii degistirilerek diger komponentlerin sliziilmesi
saglanir. Bdyle bir sistemde Hb komponentlerinin ayirimi; gelistiricinin pH yada iyonik
giicii, rezin tipi, 6rnek miktari, kolon boyutlari, gradyan ve akim hizi gibi faktorlere
bagl olarak gergeklestirilir.

Kolon kromatografisi yontemi ile Hb A, nin uygun pH’da gilsin- KCN

gelistiricileri kullanilarak kantitatif olarak 6lgiilmesi esasina dayanir. P

3.3.1.2.1. Aymwraclar
1.Geligtirici A:

Glisin 0.2M
KCN 0.01 M
1litre saf suda ¢oziiliir.
2.Gelistirici A 200

Glisin 02M
KCN 0.01M
NaCl 02M

1litre saf suda ¢dziiliir.

3.3.1.2.2. Yontem
1.Bir birim DE-52 ilizerine yaklasik olarak ii¢ birim gelistirici A eklenerek

karistrihr ve siipernatan atilir. Bu iglem en az 3-4 kez tekrarlamir. Regine kullanima
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hazirdir. Regine 3-4 hafta saklanabilir.

2.Regine ile kolon doldurulur.

3.Kolon dengelenir.

4.Regine kurumaya baslamadan 60 pL hemolizat aplike edilir.

5.Hemolizatin regineye adsorbe olmast igin 4-5dk beklenir.

6.Kolona gelistirici A eklenir. Kolon, siizlintii 8m1 olana kadar yikanur.

7.Geriye kalan hemoglobinler gelistirici A200 eklenerek bagka bir temiz tlipe
toplanir. Bu stiziintii daha sonra gelistirici A200 ile 25mL’ye tamamlanur.

8.1ki ayr tiipte toplanan fraksiyonlarin absorbansi 415nm’de saf suya karsi
spektrofotometrik olarak Slgiiliir. Asagidaki hesaplama yapilir.

ODAz x100
% HbA,= x0OD Total

ODA,+3,125

3.3.1.3. Modifiye Betke Yontemiyle Fetal Hemoglobin ( Hb F) Ol¢iimii

Hemoglobinler i¢inde alkaliye kargi en direngli olam1 Hb F’dir. Bu 6zelliginden
faydalamlarak Hb F miktan belirlenmektedir. NaOH ile denatiirasyondan sonra diger
hemoglobinler amonyum siilfatla goktiiriilerek filtre kagidindan siiziiliir. Hb F igeren
berrak siipernatant soliisyonunun absorbansi 540nm'de okunur. Daha sonra total

hemoglobinin absorbansi ile kargilastinlarak yiizdesi hesaplanir.

3.3.1.3.1. Ayiraclar
1.Siyaniir ayiraci

K3Fe; (CN)s 0.2g
KCN 0.2g
1litre saf suda ¢oziiliir.
2.Doymug amonyum siilfat
(NH3);S04 70g
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1 litre saf suda ¢&ziiliir.

3.3.1.3.2. Yontem

1.Tiim ayiraglar kullanim 6ncesi oda sicakligina getirilir.

2. 0.2 mL hemolizat iizerine siyaniir ayiraci eklenerek vortekslenir ve 10dk
bekletilir. |

3.Bu kanigimdan 2.8 mL alinarak iizerine 0.2 mL. NaOH eklenir ve vortekslenir.
Tam 2dk bekletilir.

4.Jki dakika sonunda bu ayiragnin tizerine 2mL doymus (NH4),SO;, eklenir ve
vortekslenir.15-20dk bekletilerek filtre kagidindan gegirilerek stiziiliir.

5. Stiziintii 540nm’de okunur.

6.Total hemoglobinin belirlenmesi i¢in ilk karistmdan 0.4 ml alinarak iizerine
6.75mL saf su eklenip kanstnlir ve yine 540nm’de okunur. Hb F oram agafidaki gibi

hesaplanir.

OD F/ OD Total
HbF= - x 100
10,1 ‘

3.3.1.4. Siyanomethemoglobin Yontemi ile Hemoglobin Ol¢iimit

Drabkin ayiracinda bulunan ferrisiyaniir, hemoglobindeki +2 degerlikli demiri
+3 degere yiikseltgeyerek, hemoglobini methemoglobine déniistiiriir. Bu ise potasyum
siyantir  ile  birleserek  stabil olan  siyanomethemoglobini  olusturur.
Siyanomethemoglobinin' 540 nm dalga boyunda verdigi optik dansite Slgiilerek

hemoglobin miktar: saptanir'’.

3.3.14.1. Ayirag

1. Drabkin ayiraci

KsFe (CN)s 020¢g
KCN 005¢
NaHCO; 1 g
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Saf'su ile 1000 mL' ye tamamlanir.
3.3.1.4.2. Yontem
Ayiraglar tiiplere agagidaki sekilde konulur (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Hemoglobin §l¢ilimii

Ayirag Kor Ornek
Hemolizat (uL) - 20
Drapkin ayiract (mL) 5 5

15 dakika oda 1sisinda bekletilip spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda
transmitans okunarak standart egriden degerlendirilir.

3.3.2. Oksidatif Hasarm Ol¢iimii

3.3.2.1. Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii

Malondialdehit lipit peroksidasyonunun sekonder bir {iriinii olup, lipitlere ait
peroksidasyonun belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir parametredir. MDA, aerobik
sartlarda, pH 3.4'te tiyobarbitiirik asit (TBA) ile 95°C'de inkiibasyonu sonucu pembe
renkli bir kompleks olusturur, bu kompleks spektrofotometrede 532nm’de lgiiliir '%.

3.3.2.1.1. Ayiraglar

1. %8.1'lik Sodyum Dodesiil Siilfat ( SDS )
2. %20'ik Asetik Asit ( CH;COOH )
Doymus NaOH ile pH:3.5'e ayarlanir.

3. %0.8'lik Tiyobarbitiirik asit (TBA)
Doymus NaOH ile pH: 3.5' e ayarlanir
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4. n-Butanol/Piridin (nBu/Pri) Ayiraci (15/1)

n-Butanol 14 mL
Piridin 1 mL
Glinliik olarak hazirlanir.

5. Stok Standart
1,1, 3,3 tetramethoksipropan ( yogunluk= 0.99 g/mL ).

3.3.2.1.2. Standart Egri Cizimi
Stok standarttan 6.6 pL alimp 100 mL’ye saf su ile tamamlanarak giinliik

standart hazirlanir. 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 nmol/ml. konsantrasyonunda g¢alisma
standartlari hazirlanir. (Cizelge 3.2)

Cizelge 3.2. MDA standart egrisi

Ayiraclar 0 1 2 3 4 5 6
Konsantrasyon
(amol/ mL.) 0 10 20 40 60 80 100
Standart (mL) - 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
%8.1 SDS (mL) 0.2 0.2 0.2 0.2 02 - 02 0.2
%20 HAc (mL) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
%0.8 TBA (mL) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Saf Su (mL) 0.8 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7

95°C'de 30 dakika inkiibe edildikten sonra sogutularak {izerine n-butanol/ piridin

ilave edilip vortekslenir.

Saf su (mL) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
nBu/Pri (mL) 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0

4000 rpm'de 10 dakika santrifij edilir {istteki organik kisim almip 532 nm'de
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absorbans okunur. Standart egri grafigi ¢izilir (Sekil 3.1 ).

04

0,35 +
03+
o,és +
02 4
0,15 +
014

Optik dansite (532nm)

0,05 +

0 20 40 60 80 100 120
nmol/mL

Sekil 3.1. Malondialdehit standart egrisi.

3.3.2.1.3. Yontem
Ornek galismasi igin ayiraglar asagdaki gizelgede belirtildigi sekilde hazirlamr
( Cizelge 3.3 ).

Cizelge 3.3. MDA 6l¢iimii
Ayrraclar Kor (mL) Standart (mL) Ornek (mL)
Std (10 nmol/uL) - 0.1 -
Plazma (mL) - - 0.1
%8.1 SDS (mL) 0.2 0.2 0.2
%20 Asetik asit (mL) 1.5 15 ‘ 1.5
%0.8 TBA (mL) 1.5 1.5 1.5
Saf su (mL) 0.8 0.7 0.7

95°C'de 30 dakika inkiibe edilip, sogutulur.

Saf su (mL) 1.0 1.0 1.0
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nBu/Pri (mL) 5.0 5.0 5.0

Ayraglar vortekslenir. Daha sonra 4000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilip tistteki

organik kisim alinarak 532 nm'de absorbans okunur.

Hesaplama

Optik dansite standart egriden karsilagtirilarak MDA diizeyi nmol/mL olarak
hesaplanir.

3.3.3. Kinetik Calisma

3.3.3.1. G-6-PD Enzim Aktivitesinin Kantitatif Ol¢iimii

G6P, G6PD enzimi varhifinda 6-fosfoglukolaktona doniismektedir.Yéntem bu
doniigiim strasmda indirgenen NADP’nih340nrh’deki absorbans degisikliginin belirli bir
siire (5dak) &lgiimii temeline dayanmaktadir. Reaksiyon 37 "C’de, 151k yolu lcm olan
kuvartz kiivetlerde gergeklestirilmekte ve hesaplamalar absorbans artisinin 5 dakika
boyunca dogrusal oldugu zaman araliginda OD degerleri dikkate alinarak yapilir g

3.3.3.1.1. Hemolizat Hazirlanmasi
1. EDTA’L tiipe aliman 5 mL kan, 5 dakika boyunca 2500-3000 devirde
santrifiij edilir. '
2. Plazma atilir, serum fizyolojik eklenir ve yavagga karigtinilir. 5 dakika daha
2500-3000 devirde santrifiij edilir. Islemler iki kere daha tekrarlamr.
3. 1 hacim eritrosit pelleti
2 hacim 5 mM sodyum fosfat tamponu
1 hacim % 0,02 Digitonin

Eritrositler hemoliz edilir.



4. Hazirlanan hemolizata ait G-6-PD enzim aktivitesi saptanir ve hemoglobin

igerigi siyanmethemoglobin yntemi ile 6lgtiliir.

3.3.3.1.2. Yontem: G-6-PD enzim aktivite tayini ( Cizelge 3.4 ).

Cizelge 3.4. G6PD 6l¢iimii

Ayirag Ornek (mL) Kér (mL)
Saf su 1,95 3,0

1 M Tris tamponu 0,3 r

0,1 M MgCl, 0,3 -

2 mM NADP 0,3 _

6 mM G6P 0,3 _
Hemolizat 0,15 _

Toplam Hacim 3,0 3,0

Hazirlanan 6rnek tiiptindeki tepkime, 1 cm 1sik yollu kuvars kiivetlerde,
37°C’de, spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda 5 dakika boyunca takip edilir.
Olusan NADPH’ 1 olusturdugu optik dansite farkindan yola gikilarak 6rnegin G-6-PD

enzim aktivitesi saptanir.

AOD toplam hacim 1

Enzim aktivitesi (U/mL) = X - — x -
Zaman (dk) hemolizat/eliisyon hacmi 6,22
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Bu formiile gére hesaplanan G-6-PD enzim aktivitesi U/gHDb olarak verilir.

*1umol NADP, 1cm 151k yoluna sahip kiivette 6,22 ODs40 degeri vermektedir.

3.3.3.2. G-6-PD Enziminin Kismi Saflastiriimasi
Iyon degistirici kromatografi, iyonik yiiklerin isaret ve biiyiiklilk bakimindan

gosterdikleri farkliliklar saflagtirma igleminde esas alinir. Bu teknik inorganik iyonlarin,
amino asitlerin, niikleotitlerin ve proteinlerin ayristirilmasinda yaygin olarak kullanilir.
Katyonlar1 ayirmada kullanilan materyallere katyon-degistirici regine denilir ve negatif
yiiklii gruplarin varhig: ile karakterize edilir. Bunlar, stilfonat iyonlar1 gibi giiclii asidik
gruplar olabilecegi gibi zayif asit 6zelligi de gosterebilirler. Anyon-degistirici regineler
ise pozitif yiiklii trietilaminoetil gruplar gibi gliglii bazik kuaterner aminlerin veya
aminoetil, dietilaminoetil (DEAE) veya guanidoetil gibi zayif bazik gruplardan
olusurlar. Regineler {izérindeki zayif asidik veya bazik gruplarin varlifn matriksin asit-
bai ‘'segiciligini - arttirirken pH degisiklikleri sadece saflagtirilmaya ¢ahsilan bilesigin
degil reginenin de yiikiinii etkiler. G-6-PD enziminin kismi saflastiriimasinda kullanilan
anyon degistirici dietilaminoetil (DEAE)’in fonksiyonel grubu CH,CH,NH(C,Hs), olup

zayif iyon degistiricidir '°7'%,
3.3.3.2.1. Ayrwraclar
1.50 mM Sodyum Fosfat Tamponu : pH 7,0
NaHPO42H,0 3,12¢g
NaH2PO4.2H20 5,34 g

Son hacim 1litre ve pH 7,0 olacak gekilde saf suda ¢6ziiniir.

2. 5 mM Sodyum Fosfat Tamponu : pH 7,0
50 mM Sodyum Fosfat Tamponu: pH 7,0 100 mL
Na-EDTA 0372 ¢g
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B-NADP 0,0157 g
2-merkaptoetanol 0,07 mL

Son hacim 1 litre ve pH 7,0 olacak sekilde saf suda ¢6ziiniir.

3. % 0,9 NaCl

NaCl 9¢g

Son hacim 1litre olacak gsekilde saf suda ¢&ziiniir.

4. % 0,02 digitonin

Digitonin 02¢g

Son hacim 1 litre olacak sekilde saf suda ¢éziiniir.

5. 0,25 M KCl igeren 5 mM Sodyum Fosfat Tamponu pH 7,0
KCl | 18,64 g

Son hacim 1 litre ve pH 7,0 olacak sekilde 5 mM Sodyum Fosfat tamponunda

¢Oziiniir,

3.3.3.2.2. Yontem

Anyon Degistirici Reg:iﬁenin | (DE-SZ) Hazirlanmasi: 5 mM sodyum fosfat
tamponunda bir gece sisirilen 25 g DE-52 anyon-degistirici re¢ine pH’s1 7,0 olana kadar
tamponla yikanir.

Hemolizatin anyon degistirici regineye baglanmasi

Hazirlanan hemolizat ile anyon degistirici regine 1:3 oraninda kangtirilarak
+4°C’de, bir gee boyunca diigiik devirli ¢alkalayici ile kangtirilr.

Baglanmayan proteinlerin anyon degistirci regineden sokiilmesi

1.Hemolizat ve anyon degistirici regine karnisimina ait siipernatan her seferinde
protein aktivitesi Sl¢iilerek (280 hm’deki optik dansite okunarakj-‘ aspire edilir. |

2.Karigim, protein aktivitesi sifir olana kadar 5 mM sodyum fosfat tamponu ile
yikanir.

Baglanan proteinlerin anyon degistirici recineden sokiilmesi

1.Hemolizat ve anyon degistirici regine karisimi, ucuna cam pamufu
yerlestirilmis kolona aktarilir.
2.Kolon 0,25 M KCl igeren 5 mM sodyum fosfat tamponu ile yikanir.
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3.Eliisyonlar toplanarak protein konsantrasyonlan &lgiiliir.

4. Protein konsantrasyonu yiiksek olan eliisyonlarin G-6-PD enzim aktiviteleri

Olgiiliir. En yiiksek aktiviteye sahip eliisyonun G-6-PD enzim kinetigi ¢aligilir.

3.3.3.3. Kismi saflastirilan enziminin kinetik 6zelliklerinin incelenmesi

Glukoz-6-fosfatin 6-fosfoglukonata dontistimii sirasinda olugan NADPH miktari,
tepkimeyi katalizleyen G-6-PD enziminin aktivitesi ile dogru orantihdir. In vitro
kosullarda gergeklestirilen tepkime sirasinda olusan NADPH’a ait 340 nm dalga
boyundaki optik dansite farkindan hesaplanur.

3.3.3.3.1. Aymraglar
1. 0,1 M MgCl,
MgCl,.6H,0 2,033 g

Son hacim 100 mL olacak sekilde saf suda ¢oztiniir.

2. 1 M Tris tamponu: pH 8,0

Tris-HCl 884¢g
Tris Baz 530¢g
Son hacim 100 mL olacak gekilde saf suda ¢oziinir.
3.2 mM NADP |

B-NADP 15,3 mg
Son hacim 10 mL olacak sekilde saf suda ¢6ziiniir.
4. 400 uM NADP

B-NADP 3,06 mg
Son hacim 10 mL olacak sekilde saf suda ¢oziiniir.
5.6 mM G6P

D-glukoz-6-fosfat 16,9 mg
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Son hacim 10 mL olacak sekilde saf suda ¢6ziiniir.
6.2 mM G6P
D-glukoz-6-fosfat 5,6 mg

Son hacim 10 mL olacak sekilde saf suda ¢6ziiniir.

- 7.2 mM deamino-NADP

Deamino-NADP 15,8 mg
Son hacim 10 mL olacak sekilde saf suda ¢6ziiniir.
8.6 mM Galaktoz-6-P

D-galaktoz-6-fosfat 18,2 mg
Son hacim 10 mL olacak sekilde saf suda ¢oziiniir.
9.2 mM NAD

NAD 13,3 mg
Son hacim 10 mL olacak sekilde saf suda ¢oziiniir.

Kismi saflagtinlan G-6-PD enizimine ait Km"AP? deg erlmn saptanmasi

Hazirlanan mek tiipindeki tepkime, 1 cm 1stk  yollu kuvars kiivetlerde,
37°C’de, spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda 5 dakika boyunca takip edilir. Kér
olarak saf su kullamilir. Olusgan NADPH’m yarattifi optik dansite farkindan yola

¢ikilarak her bir Ornefin G-6-PD enzim saptamir. Hesaplanan enzim aktiviteleri

arasindaki fark, her tiiplin farklh NADP konsantrasyonuna sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir. Lineweawer-Burke grafigine doniistiiriilen bu degerlerle KmNAPF

degeri saptamir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Kismi saflagtirilan G-6-PD enizimine ait Km™" deerinin saptanmast

Ayrraclar 1 2 3 4 5
Saf su 1,75 1,80 1,85 1,90 1,95
0,iMMgCl, 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
1M Tris 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
tamponu

6mM G6P 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
400 uM 0,3 0,25 0,2 0,15 0,10
NADP

6
1,975
0,3
0,3

0,3
0,075

7

2,0
0,3
0,3

0,3
0,050

8
2,025
0,3
0,3

0,3
0,025
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Eliisyon 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050

Tiim hacimler mL olarak verilmisgtir.

Kismi saflastirilan G-6-PD enzimine ait Km®® degerinin saptanmasi

Hazirlanan 6rnek tiipﬁndéki fepk_ifne, 1 cm 151k yollu kuvars kiivetlerde,
37°C’de, spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda 5 dakika boyunca takip edilir. Kor
olarak saf su kullanilir. Olusgan NADPH’in yarattigi optik dansite farkindan yola
¢ikilarak her bir 6rnegin G-6-PD enzim aktivitesi saptanir. Hesaplanan enzim
aktiviteleri arasindaki fark, her tliplin farkli NADP konsantrasyonuna sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir. Lineweawer-Burke grafigine déniistiiriilen bu degerlerle Km®F
degeri saptanir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. Kismi saflagtirilan G-6-PD enizimine ait Km®® degerinin saptanmast

Ayiraclar 1 2 3 4 5 6 7 8

Su (mL) 1,75 1,80 1,85 1,90 1,95 ‘1,975 2,0 2,025
0,1M MgCl, (mL) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
IM Tris tamponu (mL) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
2mM NADP (mL) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
2mM G6P (mL) 0,3 0,15 0,12 0,09 0,075 0,060 0,045 0,050
Eliisyon (mL) 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050

Kismi saflastirilan G-6-PD enzimine ait analog calismasi

Hazirlanan &rnek tiipiindeki tepkime, 1 cm itk yollu kuvars kiivetlerde,
37°C’de, spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda 5 dakika boyunca takip edilir. Kér
olarak saf su kullanilir. Olusan optik dansite farkindan yola ¢ikilarak her bir &rnegin G-
6-PD enzim aktivitesi tespit edilir. Hesaplanan enzim aktiviteleri arasindaki fark, her

tipiin farkli substrat icermesinden kaynaklanmaktadir. Analog g¢alismasi yapilan
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eliisyonun bilinen G-6-PD enzim aktivitesi % 100 kabul edilerek, diger analoglarn ne

6lgtide kullanmildigy yiizde olarak hesaplamir (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. Kismi saflagtirilan G-6-PD enizimine ait analog galigmasi

Ayiraglar 1 2 3 4

Su (mL) 1,75 1,80 1,85 1,90
0,IM MgCl, (mL) 0,3 0,3 0,3 0,3
IM Tris tamponu (mL) 0,3 0,3 0,3 0,3
2mM NADP (mL) -- -- 0,3 0,3
6mM G6P (mL) 0,3 0,3 - -
2mM d-NADP (mL) 0,3 - - -~
2mM NAD (mL) - 0,3 - -
6mM Gal-6-P (mL) - - 0,3 -
6mM 2-d-G6P (mL) - - 0,3
Eliisyon (mL) 0,050 0,050 . 0,050 0,050

Kismi saflastirilan G-6-PD enziminin pH stabilitesinin incelenmesi

pH stabilitesi calisilacak olan eliisyondan yaklagik 200’er pl membranlara
aktarilir. Membranlar farkhh pH’lara ayarlanmis 5 mM sodyum fosfat tamponu
icerisinde, bir gece boyunca, +4°C’de diyaliz edilir ve diyaliz sonucunda G-6-PD enzim

aktivitesi saptanir.

Kismi saflagtirilan G—6-‘PD enziminin 1s1 stabilitesinin inceleﬁinesx
Is1 stabilitesi ¢ahigilacak olan eliisyon, 46°C’ye ayarlanmug su banyosunda bekletilir. 0.,
10.,, 20. ve 60. dakikada, ellisyonun G-6-PD enzim aktivitesi saptanir. Sifirnci
dakikadaki enzim aktivitesi % 100 kabul edilir ve diger dakikalardaki ylizde degisim,

eliisyonun 1s1 stabilitesini belirler.
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3.3.4. Elekroforetik Caliyma

3.3.4.1. Eritrosit Membranimin Dodge Yéntemine Gore Hazrlamis

Eritrositler izotonik ortamda yikanip, hipotonik solusyonla hemoliz edildikten

sonra yiiksek devirde santrifiij islemiyle hemoglobinden arindinlmasi esasina

dayanir'®.

3.3.4.1.1. Aymraclar

1. 310 mOsm pH 7.4 Fosfat Tamponu
NaH,P04.2.H,0 8,324¢g
Na; HPO, 9,589g
Saf su ile 1000mL’ye tamamlanir.

2. 20 mOsm pH 7,4 Fosfat Tamponu

l.ayrragdan 64,48mL alinarak litreye saf su ile tamamlamnr.

3.3.4.1.2. Yontem

Tam kan 310 mOsm pH 7.4 tamponuyla kangtirilip. 2000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edilerek eritrositler ¢oktiiriilerek plazma kismm aspire edilir. Eritrosit pelletleri
izotonik 310 mOsm’lik fosfat tamponu ile ti¢ defa yikamir. Her yikama sonunda tiipler
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20 dakika 2000 rpm’de santrifiij edilir ve {istiindeki siipernatant kismi aspire edilir. Bu
islemden sonra yikanmug eritrositlerden 2 mL alinip 40 mL’lik biiyiik santrifiij tiiplerine
konularak iistiine 28 mL 20 mOsm fosfat tamponu eklenir. Bu tiipler 4°C’de 11 000
rpm’de 40 dakika santrifiij edilir. Her yikamada tstteki siipernatant kismu ¢ok dikkatli
bir §éki1de aspire edilir ve geri kalan kisma tekrar 28 mL 20 mOsm fosfat tamponu
eklenir. Bu islem siipernatant renksiz veya gok hafif pembe olana kadar yaklagik dort

defa devam tekrar edilir.

3.3.4.1.3. Solubilizasyon

3.3.4.1.3.1. Aymraclar

1.8 M Ure

48g tire 100 mL’ye saf su ile tamamlanir.

2. % 2’lik 2-merkapto-etanol:

% 98°lik 2-merkapto-etanolden 2 mL alinip 100 mL’ye saf su ile tamamlanir.

3. %2 SDS

% 20°lik SDS’den 1 mL alinip 10 mL’ye saf su ile tamamlanir.

3.3.4.1.4.1.Yontem

Eritrosit membran proteinlerinin solubilizasyonunda 8 M iire, % 2 SDS ve
%2’lik 2-merkapto-etanol karigimi kullamilir. Solubilizasyon isleminde, eritrosit
membran hacmi kadar solubilizasyon solusyonundan (1/1 oraminda) ilave edildikten
sonra kaynar su banyosunda 5 dakika bekletilir. Béylece SDS-PAGE yontemi i¢in

gerekli 6rnek hazirlanir.
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3.3.4.2. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

SDS anyonik bir deterjan olup membran proteinlerini lipid tabakasmndan
aynstlrmak amactyla kullamlir. SDS amfipatik 6zellik gésterip membran proteinlerinin
solubilizasyonunda oldukga etkili bir deterjandir. SDS, proteinlerin yapisin
degistirmeden molekiilii sararak dis yiizeyi (-) yikkle kaplamaktadir. Bdylece
poliakrilamid jel elektroforeziyle (PAGE) membran proteinleri anota gé¢ ederek

molekiiler agirhiklarina gore ayrigtirilirlar.

3.3.4.2.1. Aymraglar

1.Akrilamid Ayirac:
Akrilamid 40¢g

N,N-Metilen-bis-Akrilamid 1.5 g
Saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.

2.Elektroforez Tampon (10xBuffer) Ayiraci
1.0 M Tris

60.57 g tris-baz 500 mL’ye saf su ile tamamlanir.

2.0 M Sodyum Asetat

27.2 g sodyum asetat 100 mL ye saf su ile tamamlanr.
0.2 M EDTA

7.4448 g EDTA 100 mL’ye saf su ile tamalanir.

Bu ayiraglar hazirlandiktan sonra:

1 M Tris 400 mL
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2 M Sodyum Asetat 100 mL
0.2 M EDTA 100 mL

almir, Karnigimin pH’s1 7.4’e asetik asitle ayarlandiktan sonra 1000 mL’ye saf su ile

tamamlanir.
3.Sodyum Dodestil Siilfat (SDS) (% 20’1ik)
20 g SDS 100 mL. ye saf su ile tamamlanur.

4. Amonyum persiilfat (15 mg/mL)
30 mg amonyum persiilfat 2 mL saf suda ¢&ziiliir (glinliik olarak hazirlanir).

5. TEMED

30 mL/20 mL jel olmak {izere ayarlanir.

6. Boya Ayiraglan

Coomassie Brillant Blue

1.25 g coomassie brillant blue % 50°lik 454 mL etanol ve 46 mL glasiyel asetik
asitte ¢oziiliir. |

Bromfenol Mavisi

5 mg bromfenol mavisi 100 mL’ye saf su ile tamamlanir.

7. Arindirma Solusyonu:

Metanol, asetik asit ve saf su (5:1:5 oraninda) karigtirilir.

3.3.4.2.2. Jelin Hazirlamsy
Jel Ayiract )
Akrilamid solusyonu 4 mL
10xBuffer 3mL
% 20 SDS 1 mL
H,0 10 mL
Amonyum persiilfat 2mL

55



TEMED 30 uL

Disk seklindeki tiipler alkolle temizlenip kurutulduktan sonra tiiplerin boylari
ayarlanip alt kisimlan parafilmle kapatilir. Jel ayiraci hava kabarcig olmayacak sekilde
tiiplere doldurulur. Uzerine saf su eklenerek jel yiizeyinin diizgtin bir sekilde polimerize
olmasi saglanlf ve jelin kurumasi engellenir. Bir gece oda 1sisinda pdlimeriz'é,syon i¢in
bekletilir.

3.3.4.2.3. Yontem

Elektroforez tankina yeteri kadar tampon konulduktan sonra tanka jeller
yerlestirilir. 100 pL ghost, 10 pL bromfenol mavisi ve bir damla gliserol karsimimn
100 pL’si jellerin iizerine aplike edilir. Materyalin jele adsorbe olmas: igin birkag
dakika beklendikten sonra pastdr pipeti ile tiiplerin {izerine tampon eklenir ve tankin iist
kism1 da tampon ile doldurularak tankin kapagi kapatilir. Her tiipe 6 mAmp diisecek
sekilde akim verilir ve elektroforez 2.5-3 saatlik bir siirede gergeklesir. Bromfenol

mavisi jelin alt ucuna yaklasik 1 cm kalana kadar elektroforez devam ettirilir.

Elektroforez bitiminde jeller tiipten ¢ikartilip Coomassie Brillant Blue’da oda
1s1smda bir gece inkiibe edilerek boyanir. Jeller arindirma ayiracinda 6 saat tutulur ve
daha sonra % 7.5’luk asetik asitte muhafaza edilir. Jellerin absorbsiyon pikleri

dansitometrede 545 nm ¢izilir.

3.3.4.3. G6PD Enzim Aktivitesinin PAGE ile Kontrolii
Ornekler, % 6,5°luk poliakrilamid jel elektroforeziyle kontrol edilir.
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3.3.4.3.1. Ayiraclar
1.% 6,5 Akrilamid soliisyonu
14,4 g akrilamid
0,43 g N-N-Metilen bisakrilamid
Bir miktar saf suda eritilip 100 mL"ye tamam]lamr.
2.Jel tamponu
0,24 M Tris-HC1 pH 8,0
3. Elektroforez tamponu
0,08 M Tris-HC1 pH 8,0
4. Amonyum persiilfat (15 mg/mL)
5. TEMED
1,5uL/ mL jel olmak iizere ayarlanir
6. Bromfenol mavisi
5 mg bromfenol mavisi bir miktar saf snda eritilip 100 mL'ye tamamlanir.
7.Jel boya ayiraci
17,6 mM G6P
1,6 mM NADP
28mM MTT
0,3mM PMS

3.3.4.3.2. Yontem
A) Jelin hazirlanigi:
9 mL akrilamid soliisyonu

10mL jel tamponu
1 mL amonyum persulfat

30 uL TEMED

bir erlene konulup karigtirihir.
1. Disk seklindeki tiipler alkolle temizlenip kurutulur.
2. Tliplerin boylar: ayarlanip alt tarafi parafilmle kapatilir.
3. Jel ayiract hava kabarcig1 olmayacak sekilde tiiplere doldurulur.
4. Tiiplerin iizerine saf su konularak hava ile temasi kesilir.

5. Polimerizasyon olugmasi igin tiipler +4°C’de bir gece bekletilir.
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B) Numune hazirlanigi:
1. 0,5 mL’lik bir eppendorf tiip igerisine
100 pL enzim
10 pL bromfenol mavisi
1 damla gliserol
konulup vorteks ile karigtirilir.

2. Elektroforez tankina 0,08 M Tris-HCI pH 8,0 tamponu konulup jeller tanka
yetlestirilir. Jel tiiplerine hazirlanan 6rnekden 100 pL aplike edilir.Her bir jel igin 5 mA
akim verilerek elektroforez oda 1sisinda yaklasik 3 saat devam ettirilir.Elektroforez
bitiminde j.eller tiipten saf su dolu bir enjektdr ile ¢ikartilir. 37°C’de 30 dakika jel boya

ayiraci igerisinde inkiibe edilir. Boya artiklan saf su ile temizlenir.

3.3.4. Molekiiler Calisma

3.3.4.1. DNA Eldesi

DNA'’s1 izole edilmek istenen kan 6megi EDTA’h tiipe alinp &nce plazmas:
uzaklagtirthir ve daha sonra sekilli elemanlar yikanir. Eritrositleri hemoliz edilerek saf
Iokositler elde edilir. Lokosit pelleti siispanse edilir. Sodyum dodesiil siilfat (SDS) ve
Proteinaz K ile hiicre zarlan ve proteinler hidroliz edilir. Bir gece inkiibe edildikten
sora, bu homojen kanisim fenol ile ekstre edilir ve sulu fazda bulunan DNA alkol

varhginda ¢oktiiriiliir ''°.

3.3.4.1.1. Aywraglar

1. Pargalayic1 Tampon

NH,C1 131 mM
NH4HCO; 0,9 mM
2.Na(Cl 4 mM

3. Na,EDTA 0,5 mM pH 7,5
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4. SDS ayiraci % 10°luk

5. Proteinaz K Img/mL

6.Doymus fenol aymraci: 250 g kristalize fenol 50 mL saf suda ¢&ziiniir. Son
derisimi % 0,1 olacak sekilde 8-hidroksikinolin ilave edilir. Esit hacimda 0,5 M Tris-
HCI tamponu (pH 8,0) eklenerek manyetik karigtiricida 15 dakika galkalanir. Ayrrag iki
faza aynldigida iist faz aspire edilir. Uzerine esit hacimde 'O,l M Tris-HCl tamponu
eklenerek aym iglem tekrarlanir. Bu isleme fenol fazimin pH’s1 8,0 olana kadar devam
edilir. En son % 0,2’lik B-merkaptoetanol igeren 0,1 M Tris-HCI tamponu (pH 8,0)
eklenir.

7.Saf, soguk etanol

8.% 70’lik etanol

3.3.4.1.2. Yontem

1. EDTA’l1 tiipe alinan kanin plazmas atilir.

2.5 mL’lik tiipe aktarilan cokeltiye esit miktarda 4mL pargalayict tampon
eklenir. | ’

3. Tiipler 10 dakika buzda bekletildikten sonra +4°C’de 5000 rpm’de santrifiij
edilir. Lékosit tabakasina dikkat edilerek iist faz aspire edilir.

4. Pargalayici tampon ile yikama islemi iki kere daha tekrar edilir.

5. Elde edilen lokosit pelleti, iizerine % 10’luk SDS ayiracindan 300 pL ve
Proteinaz K ayiracindan 75 pL ilave edilerek 37 °C’de bir gece inkiibe edilir.

6. Ertesi giin vizk6z bir hal alan ayiraca 1 mL fenol eklenir.

7. 10 dakika boyunca siddetle calkalanan kangim, +4 °C’de 5000 rpm’de 10
dakika santriftij edilir. -

8. Dipteki berrak faz atilir. Fenol ekleme asamasi tekrarlanir.

9. Ayirag iizerine 1mL kloroform eklenir.

10. Kanigtirilir +4 °C’de 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.

11.Dipteki berrak faz atilir. Kloroform ekleme agamasi tekrarlanir.

12. Ustteki berrak faz ile soguk etanol igine aktarilir ve DNA’min hava
kabarciklar seklinde presipite oldugu gézlenir.

13. DNA’lar bir ependorf tiipiine alinp 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir.
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14.Elde edilen DNA pelletine 100 pL steril saf su ilave edilerek bir gece 37°C’de
bekletilir.
15.Ertesi giin, 20 pL. DNA ayiract 980 pL steril saf su ile ¢6ziilerek 260 ve 280
nm dalga boylarindaki optik dansiteleri spektrofotometrede okunur.
16.Elde edilen DNA’tin derisimi-agagidaki formiil kullamlarak hesaplanur.
DNA derisimi (ug / mL) = ODx¢p x sulandirma faktorii (50) x50 *
*1cm 151k yollu kiivette 1 OD’ye karsilik gelen pg / mL biriminden DNA miktari.

3.3.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu
PCR, in vitro sartlarda DNA ¢ogaltma y6ntemidir.'!!

3.3.4.2.1. Ayiraclar

1. 20X PCR Tamponu (pH: 8,8)
Tris-HCI 680 mM
Amonyum siilfat 166 mM
MgCl, 68 mM
BSA 1700 pg/mL

2. 2,5 mM dNTP Karigmmu
100 mM stok dATP, dCTP, dGTP, dTTP’de son derisim 2,5 mM olacak sekilde
dNTP karigimui hazirlanir.
3. % 50 Dimetilsiilfoksit (DMSO)
4. Genomik DNA | N _ _
Genomik DNA’lar amplifikasyonda son derisimi 1ug/100 pL olacak sekilde
kullanilir.
5. Taq Polimeraz Enzimi (5 U/ mL)
Niikleotit dizileri verilmis olan B ve J primerleri G-6-PD genine ait ekson 6’yi
amplifiye etmek amaciyla kullanilmaktadir.
Primer B = ACTCCCCGAAGAGGGGTTCAAGG-
Primer ] = CCAGCCTCCCAGGAGCGCGGAAG-
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Taqg DNA polimeraz eklenmeksizin son hacim 100 pL olacak sekilde
amplifikasyon tiipii i¢erisinde hazirlanan PCR karisimi vorteks yaridimiyla kangtirilir
ve santrifiij edilir. =~ Bu kanigim 6 dakika 99 °C’de inkiibe edilerek DNA’nin
denatii;asyonu saglanir. Sicaklik 56 °C’ye ulasinca Taq DNA polimeraz ilave edilir Her
bir dongii i¢in asagidaki sicakliklar uygulanir. ‘

94 °C 45 saniye
56 °C 45 saniye
72°C 45 saniye

Cizelge 3.8’de PCR karigimu verilmigtir.

Cizelge 3.8. PCR karigim

Ayrirag Miktar(uL) Son Derisim
10X Tampon 5 1XPCR tamponu
dNTP (2,5mM) 10 - 0,250 ;M
DMSO (%50) _ 10 %35
DNA Degisken 1 puL
Primer (150ngl/pL) 1 150ng/100puL
Primer (150ng/pL) 1 150ng/100puL
Taq Polimeraz (SU/uL) 0,4 20/100puL
Steril distile su 50pL’ye tamamlanir
Toplam hacim (uL) 50 pL
3.3.4.2.1. Amplifiye G6PD Gen Uriiniiniin Restriksiyon Endoniikleaz ile
Kesilmesi (RFLP) ‘ ‘ '

Restriksiyon endoniikleazlar, genom iginde var olan kesim yerlerini ortadan
kaldirir veya yeni kesim yerleri olusturur. Bu deBisim jel elektroforezi ile

gosterilir'12!13,
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Ayiraclar
1. 10X PCR Tamponu (pH: 8,8)

Tris-HCI 6 mM
NaCl 50 mM
MgCl, 6 mM
DIT 1mM

2. Mboll Restriksiyon Enzimi

Enzimin son derigimi 0,5 U / 20pL olacak sekilde kullanilir.Enzimin tardign
6zgiin dizi ve kesim yeri agagidaki gibidir,

5’...GAAGA(N)g...3’

3’...CTTCT(N),...5’

3.Amplifiye Genomik DNA
Cizelge 3.9. RFLP kangim
Ayirag Miktar(uL) Son Derisim
10X Tampon 2 1XPCR tamponu
Amplifiye DNA 10 6 ng/ 20uL
Mboll Enzimi (0,50/mL) 1 0,5 U/20uL
Steril distile su 7

Cizelge 3.9°daki karisim37°C’de bir gece inkiibe edilir.

3.3.4.2.2. Agaroz Jel Elektroforezi
DNA molekiiliintin tanimlanmasi igin agaroz jel kullanilarak niikleotidin baz

¢ifti sayisinin logaritmasi ile ters orantih olarak anoda dogru gé¢ etmesidir' 1.
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3.3.4.2.2.1. Aymraglar
1. 5X Tris —Borat ( TBE ) Tamponu (pH: 8,3)

Tris-Baz S4g
Borik Asit 275¢g
0,5 M EDTA pH :8,0 20 mL

Bir miktar distile suda ¢6ziiliip pH’s1 8,3’e ayarlanarak 1000mL.’ye distile su ile
tamamlanir.
2. 1X Tris —Borat ( TBE ) Tamponu (pH: 8,3)

5X TBE Tamponu 200mL
Distile su 800mL
3. Yiikleme Tamponu

Bromfenol mavisi % 0,25
Ksilen Siyano! FF % 0,25
Sukroz %40

Distile suda ¢6ziiliilerek +4 °C’de saklamr.

4. %?2’lik agaroz jel _

2g agaroz tartilarak 100 mL distile su eklenerek mikrodalga firnda homojen bir
aywra¢ olana kadar isitilar.

5. Stok Etidiyum Bromiir (EtBr) Ayiraci

10 mg/ mL olacak sekilde EtBr tartitip distile suda ¢oziilerek oda sicakliginda
koyu renkli sisede saklanir.

6. Etidiyum Bromiir Cozeltisi

0,5 pg/mL olacak sekilde stok EtBr distile su i¢inde ¢6ziiliir.

7. ¢ X 174 Haelll Markeri

Jel kuyusuna 100-500 ng/10 uL derisiminde uygulanir.

3.3.4.2.2.2. Yontem
%2 oraninda hazirlanan agaroz jel aywraci elekroforez kaplarmna dokiilerek
polimerize olmasi saglanir.Elektroforez = taraklart yardimi ile olugsan kuyulara

restriksiyon enzimi ile kesilen PCR f{iriintinden 20 pL. DNA ve 2 pLyiikleme tamponu
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kanistirilip agaroz jele yiiklenir.

Elektroforez 1-5 V/cm (elektrotlar arasindaki uzaklik) akim siddetinde yiikleme
tamponundaki bromfenol mavisi ve ksilen siyanol FF uygun uzaklia erisinceye kadar
ytrtitiiliirElektroforez bitiminde jeller EtBr ile oda sicakliginda boyarur ve boya artiklan

distile suyla temizlenerek UV 1$1k altinda degerlendirme yapilir.
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4. BULGULAR

4.1. Hematolojik ve Kinetik Bulgular

Anamur bélgesinden bu ¢aligma igin,toplam 133 olgudan kan &rnegi alinmugtir.
Tiim olgularin 83’1 kadmn, 50°si erkek olup yas sinirlar1 3-73 yil arasinda degismektedir.
Tarama galigmasina katilan toplam 133 olgudan EDTA’l: tiiplere 5’er mL kan érnekleri
almarak tiim olgularin hematolojik bulgulari, elektroforez tipleri, Hb A; ve Hb F
diizeyleﬁ ile G6PD enzim aktivitesi Slgiilmiistiir (Cizelge 4.1). Bu ¢izelgede gbzlendigi
gibi 6 olgunun G6PD aktivitesi 0,0 U/gHb, 3 olgunun G6PD aktivitesi 5,0 U/gHb’nin
altinda (3,9-4,4 U/g Hb ), 80 olgunun 5,1-12,0 U/gHb arasmdé ve diger 44 olgunun da
G6PD aktivitesi 12,0 U/gHb’nin iizerinde (12,2-77,5 U/gHb ) bulunmustur. Olgularin
hemoglobin tipleri incelendiginde 1 olgunun Hb AE ve 1 olgunun da Hb EF oldugu
digerlerinin ise Hb AA oldugu gézlenmistir. MCV degeri 79,0 fl’den diisiik ve Hb A,
diizeyi %3,7°den yiiksek olan olgularm hematolojik verileri ise ¢izelge 4.2°de
verilmistir.

G6PD aktivitesi 0,0 U/gHb olan 4 aile ile G6PD aktivitesi 20,0 U/gHb’den
yiiksek olan 1 ailenin ve ulagilabilen aile bireylerinin kan Grnekleri alimarak 5 ailenin
soy agaci ¢izilmistir. Soy agacindaki baz1 olgularin G6PD enzimi, DE-52 anyon
degistirici regineyle kismi olarak saflagtirilarak enzim aktivitesi PAGE elektroforezi ile
kontrol edildikten sonra enziminin kinetik 6zellikleri ¢alisilmistir. Yine aym olgularin
membran proteinleri, MDA diizeyleri ve Gd Akdeniz mutasyonu molekiiler diizeyde
caligiimgtir. (Sekil 4.1-4.37.)
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Cizelge 4.1. Olgularn hematolojik verileri

No

RBC

Hb

Hct

MCV

MCH

MCHC

oty @) o @ e e D ThATpE o 8D
25670 531 155 453 852 292 342 AA 25 1,0 00
25209 4,87 14,9 459 943 306 325 AA 27 12 00
25208 4,10 12,1 373 908 295 324 AA 31 06 00
25124 571 12,0 393 689 209 304 AA 54 07 00
25536 4,48 12,4 451 1006 276 274 AA 3,0 2,0 0,0
25148 5,37 11,1 37,0 689 208 302 AA 5,6 1,3 0,0
25181 424 12,8 399 941 30,1 32,0 AA 2,6 0,6 3,9
25201 4,35 12,8 397 90,5 294 325 AA 2,8 0,4 4,3
25173 423 12,5 39,1 924 29,6 32,0 AA 2,5 0,6 4,4
25169 4,34 12,3 382 88,0 283 322 AA 2,8 0,4 3,1
25535 4,57 11,5 419 91,6 252 27,5 AA 2,8 2,0 5,5
25178 4,11 114 36,5 889 27,9 313 AA 1,7 0,5 5,6
25183 446 122 425 954 275 28,8 AA 34 1,2 5,7
25176 4,19 11,0 35,1 83,7 262 31,3 AA 2,5 0,5 5,8
25718 4,83 15,0 443 91,6 31,2 340 AA 3,1 1,8 5,9
25189 4,63 144 450 97,0 31,1 32,0 AA 2,6 0,4 6,1
25190 5,11 15,1 46,1 90,2 29,6 32,8 AA 3,0 0,4 6,2
25182 4,43 12,8 40,5 91,5 29,0 31,7 AA 2,8 0,5 6,3
25191 443 13,2 41,0 92,7 299 322 AA 2,9 0,4 6,3
25120 6,81 13,0 43,3 63,5 190 30,0 AA 4,2 1,4 6,3
25144 4,73 104 345 73,0 21,9 30,1 AA 5,0 0,5 6,3
25207 4,99 15,1 472 946 30,3 32,0 AA 2,3 1,2 6,5
25132 5,54 11,3 37,8 682 203 298 AA 48 1,9 6,5
25192 4,45 13,4 42,0 942 30,1 32,0 AA 2,7 0,6 6,7
25153 424 132 394 93,1 31,2 336 AA 2,8 0,5 6,8
25108 5,28 10,8 359 68,0 204 30,0 AA 3,8 1,3 6,9
25180 4,78 13,1 41,1 86,1 274 31,8 AA 2,3 0,6 7,0
25675 4,47 11,6 357 798 259 325 AA 2,7 2,0 7,0
25171 4,10 11,5 37,3 909 28,0 30,8 AA 2,2 2,1 7,1
25170 4,13 11,9 369 893 28,7 322 AA 2,5 2,6 7,1
25210 4,07 12,3 382 939 302 32,1 AA 2,6 05. 71
25166 4,63 136 424 91,5 293 320 AA 18 08 72
25164 4,63 11,9 386 833 256 308 AA 2,7 0,4 7,3
25193 6,06 17,1 54,0 90,4 281 31,1 AA 29 12 7,3
25130 5,78 12,1 41,6 72,1 21,0 29,1 AA 5,1 1,1 7,3
25194 447 12,6 39,3 87,9 283 222 AA 1,8 1,3 7.4
25198 496 13,2 414 833 265 31,8 AA 2,9 0,6 7,4
25167 4,08 12,1 383 938 29,7 31,6 AA 2,3 0,2 7,7
25168 4,47 12,7 40,1 89,8 255 31,5 AA 3,0 0,3 7,8
25172 433 11,9 37,3 862 27,6 320 AA 2,7 0,2 8,0
25162 446 11,7 372 835 262 314 AA 2,5 0,2 8,1
25146 457 109 36,5 79,7 23,8 299 AA 24 0,9 8,2
25125 441 91 307 695 207 29,7 AA 3.8 0,6 8,2
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No

25187
25114
25141
25679
25196
25165
25195
25188
25118
25185
25131
25123
25126
25177
25203
25202
25143
25211
25138
25184
25151
25134
25128
25666
25667
25152
25137
25150
25160
25145
25139
25119

25129.

25668
25686
25200
25186
25157
25111
25199
25140
25683
25133
25158

RBC
(10'4L)

4,59
6,03
6,23
5,40
4,63
3,78
4,20
4,96
5,25
4,71
6,73
5,16
5,26
3,71
5,33
4,23
4,72
4,31
5,37
4,70
4,85
4,84
5,41
4,72
4,93
4,53
5,66
4,89
6,42
5,00
4,32
5,63
4,76
524
4,71
4,78
4,50
6,33
5,78
4,42
6,13
4,46
5,40

5,30

Hb
(g

14,9
12,4

13,7

11,3
12,1
9,6
11,6
13,9
11,1
14,0
13,5
11,2
11,4
8,9
14,7
13,0
14,4
12,6
11,1
14,9
13,2
10,1
15,6
14,2
14,9
12,7
11,3
10,7
13,9
10,9
9,9
10,0
10,0
15,4
12,6
13,2
9,7
12,9
11,8
12,1
12,7
14,1
10,8

10,8

Het
(%)

44,8
40,5
44,8
35,8
38,3
32,2
35,6
43,7
36,5
44,3
45,7
36,6
36,0
30,3
47,5
39,1
40,0
38,8
37,2
455
41,0
33,9
48,7
40,6
43,1
38,4
37,8
37,2
45,9
36,6
32,5
34,3
33,2
44,5
37,7
41,4
33,9
42,4
39,7
37,2
41,6
41,3
36,8

36,3

MCV
@)

97,6
67,2
71,9
66,3
82,8
85,2
84,8
88,3
69,7
94,0
68,0
71,0
68,5
81,8
89,0
92,3
93,2
90,1
69,3
96,9
84,5
70,0
90,0
86,0
87,4
84,7
66,8
76,0
71,5
73,2
75,2
61,0
69,7

84,9

80,0
86,7
75,3
67,0
68,8
84,2
67,7
92,7
68,1

68,4

MCH
®2)

32,5
20,5
22,0
20,9
26,1
25,4
27,6
28,0
21,2
29,7
20,0
21,6
21,7
24,2
27,6
30,8
30,5
29,2
20,6
31,8

272

20,9
28,9
30,1
30,2
28,1
20,0
22,0
21,7
21,9
22,8
17,7
21,0
29,4
26,9
27,5
21,6
20,4
20,5
27,5
20,7
31,7
20,1

20,4

MCHC
(g/d})

33,3
30,5
30,5
31,5
31,5
29,8
32,6
31,8
30,4
31,6
29,4
30,5
31,7
29,5
31,0
33,4
32,7
32,4
29,7
32,8

322

29,8
32,1
35,0
34,5
33,2
29,9
29,0
30,4
29,9
30,3
29,0
30,1

34,7

33,5
31,7
28,6
30,5
29,8
32,6
30,5
34,2
29,4

29,8

e}
o
g
é

444444444444 444494444494444444949494999494999<

G6PD
(U/gHb)

8,3
8,3
8,3
8,4
8,5
8,5

8,6
8,6
8,7
8,7

8,9
9,0
9,2
9,2
9,3
9.3
9,5
9,7
9,7
9,7
9,9
10,0
10,0
10,0
10,0
10,3
10,4
10,6
10,7
10,8
10,9
11,0
11,0
11,0
11,0
11,2
11,3
11,3
11,3
11,5
11,5

11,7
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No

25671
25147
25719
25174
25688
25672
25687
25695
25159
25112
25127
25155
25197
25692
25175
25117
25149
25121
25691
25154
25142
25674
25347
25122
25104
25669
25115
25677
25685
25690
25161
25109
25678
25106
25156
25110
25105
25684
25689
25113
25107
25682
25136

RBC
10'/L)

4,47
6,38
6,32
3,39
5,07
4,83
4,56
4,55
5,79
6,69
5,26
6,45
3,26
4,52
3,60
6,57
6,32
5,32
3,99
5,25
5,87
4,23
6,59
5,39
5,48
4,03
4,03
5,68
4,32
4,00
5,99
5,25
5,54
5,80
3,94
6,14
4,92
4,72
4,58
6,47
6,06
5,49

3,72

Hb
(g/d})

12,9
12,7
12,8
8,3

12,8
13,8
13,7
12,9
11,0
13,8
11,3
12,6
9,5

12,1
9,4

13,0
11,7
12,1
12,2
11,3
12,4
9,6

12,8
11,3
11,4
10,5
9,2

15,8
13,0
11,6
14,0
10,8
12,0
12,0
7,5

12,7
11,1
12,0
12,2
13,4
10,6
11,4

8,3

Het
(%)

382
43,1
41,8
29,8
38,9
40,0
39,4
37,2
36,7
452
37,1
41,6
30,2
36,0
31,4
438
40,1
39,9
35,5
37,9
41,2
36,1
432
35,9
37,3
30,9
31,1
47,1
38,2
34,3
45,9
35,2
38,4
39,9
27,9
41,8
37,3
36,0
37,1
45,4
36,0
36,1

28,1

Mcv
m

85,6
67,5

66,1

88,0
76,7
82,9
86,3
81,7
63,4
67,5
70,6
64,5
92,6
79,7
87,3
66,7
63,5
75,1
88,8
72,2
70,2
85,3
65,5
66,7
68,1
76,8
71,2
83,0
88,5
85,9
76,6
67,2

69,2

68,8
70,9
68,0
75,8
76,3
81,1
70,2
59,3
65,8

75,5

MCH
(pg)

28,9
20,0
20,3
24,4
25,4
28,5
30,0
28,4
19,0
20,6
21,5
19,5
29,2
26,9
26,0
19,7
18,5
22,8
30,5
21,5
21,1
22,8
19,5
21,0
20,9
26,0
22,9
27,9
30,2
29,0
23,3
20,7
21,7
20,6
19,0
20,7
22,6
25,3
26,6
20,7
17,4
20,8

224

MCHC
(g/dD)

33,8
29,6
30,7
27,8
33,1
34,4
34,7
34,7
30,0
30,5
30,5
30,3
31,5
33,7
29,8
29,6
29,2
30,4
34,2
29,8
30,0
26,8
29,8
31,5
30,6
33,9
29,7
33,6
34,1
33,8
30,5
30,7
31,3
30,0
26,9
30,5
29,8
33,2
32,7
29,5
29,4
31,7

29,7

Elek

4444444444 449494444994949494994994999999999 949444«

Hb A,
%

2,7
4,7
4,9
4,4
3,0
2,5
3,5
3,2
5,5
1,5
4,7
5,1
2.4
3,1
5,4
2,8
5,1
3,1
3,6
5,3
5,1
2,5
5,0
3,7
5,0
2,1
2,0
2,7

4,4
5,6
3,5

5,0 -

3,7
2,2
5,0
4,1
3,0
2,3
4,2
4,4
3,8
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HbF
%

1,8
0,8
1,7
5,6
1,3
0,7
0,7
1,8
0,3
0,9
2,7
0,7
0,5
1,6
2,2
0,9
0,9
1,3
2,0
2,0
1,5
1,3
1,8
1,2
0,9
1,4
1,7
2,0
0,4
1,1
1,7
1,0

10,6

1,2
0,4
1,4
1,5
1,9
1,9
1,8
1,0

0,7

G6PD
(U/gHb)

11,8
12,0
12,2
12,3
12,5
12,6
12,6
12,7
12,8
12,9
12,9
12,9
13,0
13,0
13,0
13,1
13,1
13,3
13,4
13,5
14,0
14,1
14,1
14,2
14,3
14,5
15,0
15,0
15,2
15,2
15,4

(15,8
16,0

16,3
16,7
17,0
17,2
17,3
17,5
17,5
18,1
20,0

21,3
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Ni RBC Hb Hi MCV MCH MCHC
T @ e @ o @a Bk WA Oy
25179 3,39 50 209 61,9 147 238 AA 1,8 1,0 23,8
25345 3,74 69 22,5 581 178 306 EF 491 76 49,1
25680 4,33 7,5 244 565 174 307 AE 420 29 715
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Cizelge 4.2. MCV diizeyi 79fI’nin altmda ve Hb A, diizeyinin de 3,7°den yiiksek olan olgularin

hematolojik verileri
No RBC Hb Het MCV MCH

0 g 0 ® 69 @D me WA HF O
25345 3,74 69 225 581 178 306 EF 49,1 76 49,1
25680 433 7,5 244 565 174 30,7 AE 42,0 29 77,5
25140 6,13 12,7 41,6 67,7 20,7 30,5 AA 59 06 11,3
25150 4,89 10,7 372 760 220 29,0 AA 58 1,0 10,3
25148 537 11,1 37,0 689 208 30,2 AA 56 1,3 0,0
25161 5,99 14,0 459 766 233 30,5 AA 56 1,7 15,4
25159 5,79 11,0 36,7 634 190 300 AA 55 03 128
25157 6,33 129 424 67,0 204 305 AA 55 0,9 11,2
25160 6,42 13,9 459 71,5 21,7 304 AA 55 0,4 10,4
25133 5,40 10,8 36,8 68,1 20,1 294 AA 54 05 11,5
25124 571 12,0 393 689 209 304 AA 54 07 0,0
25139 432 99 325 752 228 303 AA 54 08 10,7
25154 525 113 379 722 21,5 298 AA 53 2,0 13,5
25136 3,72 83 281 755 224 29,7 AA 53 0,7 21,3
25137 566 11,3 378 668 200 299 AA 52 0,9 10,0
25149 6,32 11,7 40,1 63,5 185 292 AA 51 0,9 13,1
25155 6,45 126 416 645 195 303 AA 5.1 0,7 12,9
25138 537 11,1 372 693 206 297 AA 5.1 0,6 9,5
25142 587 124 41,2 702 21,1 30,0 AA 5.1 1,5 14,0
25130 5,78 12,1 416 72,1 21,0 29,1 AA 5.1 1,1 7,3
25145 5,00 109 36,6 732 21,9 299 AA 51 1,3 10,6
25347 6,59 12,8 432 655 1955 298 AA 50 1,8 14,1
25679 5,40 11,3 358 663 209 31,5 AA 50 1,8 8,4
25110 6,14 12,7 418 680 20,7 30,5 AA 50 1,4 17,0
25104 548 114 373 681 209 306 AA 50 09 14,3
25678 5,54 12,0 384 692 21,7 313 AA 50 0,6 16,0
25144 4,73 104 345 730 219 301 AA 50 05 6,3
25719 632 12,8 41,8 661 203 30,7 AA 49 1,7 12,2
25131 6,73 13,5 457 68,0 20,0 294 AA 49 1,1 8,7
25158 530 108 363 684 204 298 AA 49 06 11,7
25132 554 11,3 378 682 203 298 -AA 48 1,9 65
25147 6,38 12,7 43,1 675 200 296 AA 47 08 12,0
25126 526 11,4 36,0 685 21,7 31,7 AA 47 04 8,9
25129 4,76 10,0 332 697 21,0 301 AA 47 08 10,9
25127 526 11,3 37,1 706 21,5 305 AA 47 27 12,9
25134 484 10,1 339 70,0 209 298 AA 46 05 9,7
25141 623 13,7 448 71,9 220 30,5 AA 45 08 8,3
25107 6,06 10,6 360 593 174 294 AA 44 1,0 18,1
25120 6,81 13,0 433 635 190 300 AA 42 1,4 6,3
25114 6,03 124 40,5 67,2 20,5 30,5 AA 42 0,8 8,3
25113 6,47 13,4 454 702 20,7 29,5 AA 42 1,8 17,5
25105 492 111 373 758 226 298 AA 4l 1,5 17,2
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No RBC Hb Het MCV MCH CH
w0hD @ e 69 @a)  E SO A
25119 5,63 10,0 343 61,0 17,7 29,0 AA 40 0,8 10,8
25186 4,50 9,7 33,9 753 21,6 286 AA 40 0,9 11,0
25682 549 114 36,1 658 208 31,7 AA 3,8 1,5 20,0
25108 5,28 10,8 359 68,0 204 30,0 AA 38 1,3 6,9
25125 4,41 91 30,7 69,5 20,7 29,7 AA 38 0,6 8,2
25118 525 11,1 36,5 69,7 21,2 304 AA 38 0,9 8,6
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N. AILESI

G6PD aktivite diizeyi 0,0 U/gHb olan N ailesinin 3 kugagindan toplam 7
olgudan kan ornegi alimarak enzim diizeyleri dl¢iilmiis ve ailenin soy agaci ¢izilmistir
(Sekii 4.1.). Ailenin ikinci kusaginda bir kadin ve bir erkek bireyde enzim aktivitesi 0,0
U/gHb olarak bulunmus diger 4 olgunun aktiviteleri ise 5,5 — 14,1 U/gHb arasinda

O

saptanmugtir.
AN M.AN I
G6PD=5,5 U/gHb G6PD=0,0 U/gHb
H.T IN ZN I
G6PD=0,0 U/gHb G6PD=0,0 U/gHb

Sekil 4.1. N Ailesinin Soyagaci

G6PD=14,1 U/gHb

K.N
G6PD=12,7 U/gHb
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P.N
G6PD=7,0 U/gHb



N ailesinden H.T ve ILN’nin G6PD enzimi DE-52 reginesiyle kismi olarak
saflagtirilmis ancak H.T°nin saflagtirldiktan sonra aktivitesi elde edilemedigi igin
kinetik calismasi yapilamamistir. M.AN’ye tekrar ulagilamadifi i¢in g¢ahgmaya
alimmanugtir. i.N’m'n kismi saflagtirma aktivitesi oldugu i¢in kinetik ¢aligmasi yapilmig
veriler gizelgede 4.3’de '\"erilmisti'r. (Sekil 4.2-4.6) 1. N’nin kinetik bulgularimin Gd B* ve-
Gd Akdenizden farkl: oldugu gézlenmistir. Her iki olgunun da membran proteinleri
calisilmis ve bulgular ¢izelge 4.4’de sunulmustur. Her iki olgunun da bariz olarak
ankrin eksikligi icerdigi saptanmustir.

Cizelge 4.5°de gozlendigi gibi enzim aktivitesi 0,0 U/ gHb olan 3 olgunun da
Gd Akdeniz mutasyonu igerdigi, A.N’nin enzim aktivitesinin 5,5 U/gHb ve P.N’nin
enzim aktivitesinin de 7.0 U/gHb olmasmma ragmen bu olgularin da Gd Akdeniz
mutasyonu igerdigi saptanmistir. Z.N’nin G6PD enzim aktivitesi normal olmasma

ragmen MDA diizeyinin yliksek oldugu gézlenmistir.

Cizelge 4.3. IN’nin kinetik verileri

| G6PD | Km (uM) ' Analog kullanim k20
Olgu |aktivitesi Opm;;mn ak deg
(U/sHb) | G6P |NADP*|dNADP| NAD | Gal6P | 2dGep | P (%)
iN 00 | 113 | 100 | 339 | 104 | o0 0 7 50
GdB" | 83+33 | 5070 | 2-4 | 55-60 | <1 7-15 | <4
Gd | o7 | 1926 |1216] 350 20 | 23-37
Akdeniz >
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Cizelge 4.4. 1.N ve H.T’nin_membran proteinleri verileri

G6PD
Olgu aktivitesi Spektrin Ankrin
(U/gHb)
IN 0,0 24 2
HT 0,0 26 2
Referans
aralik 8,3+3,3 21+£2 5+1

Bant 3 Bant 4.1

24 4
25 2
2142 5+1

Bant 4.2

5+1

Cizelge 4.5. N ailesinin Gd Akdeniz mutasyon verileri

G6PD G6PD MDA
(U/gHb)  mutasyonu  nmol/mL
IN 0,0 Med 1,0
M.AN 0,0 Med =
HT. 0,0 Med 2,3
AN 5,5 Med -
P.N 7,0 Med 2,0
KN 12,7 N 1,3
ZN 14,1 N 6,0

N: Gd Akdeniz mutasyonu tagimiyor

Hematolojik bulgular incelendiginde biltiin olgularin Hb AA tipinde oldugu ve

Hb A, diizeylerinin normal oldugu saptanmustir (Cizelge 4.6.).
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Cizelge 4.6.N. Ailesinin hematolojik bulgulan

K.N
H.T
M.AN
AN
PN
LN
ZN

RBC

(1012/L)

4,55
4,10
4,48
4,57
4,47
5,31
4,23

Hb
(g/d)
12,9
12,1
12,4
11,5
11,6
15,5
9,6

Het
(%)
37,2
37,3
45,1
41,9
35,7
45,3
36,1

MCV
)
81,7
90,8
100,6

91,6

79,8
85,2
85,3

MCH
(r2)
28,4
29,5
27,6
25,2
25,9
29,2
22,8

MCHC
(/dD)
34,7
32,4
274
27,5
32,5
34,2
26,8

Elektrofor
ez

444444

Hb A2
%

3,2
3,1
3,0
2,8
2,7
2,5
2,5

HbF
%

1,8
0,6
2,0

2,0

2,0
1,0
1,3
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I.N’nin Kinetik Bulgular

Hemolizat aktivitesi : 0,0 U/ mL

,2 /\
A
\

™\ [\ |

123 45 6 7 8 910 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21

o
[$)]

OD (280 nm)

o

(=)
3
Y

Fraksiyon No

Sekil 4.2. I.N’nin G6PD enzimin saflagtiriimas: grafigi

Yiiksek OD’li fraksiyon G6PD enzim aktivitesi:
11. fraksiyon: 0,0079 U/ mL

12. fraksiyon: 0,0115 U/mL

13. fraksiyon: 0,0052 U/mL

G6PD enzim kinetigi caligmalarinda 12. fraksiyon kullanilmigtir.
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Sekil 4.3, I.N’nin G6P kinetik caligmast

Y=4426,4x+39,222

Y=0, X=1/Km
Km®" = 113 uM
1V

U U T T T T T T T

-0,02 0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

0,16
1/ [S]

Sekil 4.4. 1.N’ nin NADP" kinetik galigmasi
Y=6372,7x+63,883
Y=0, X=-1/Km

Km™P =100 uM
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Cizelge 4.7. . N’nin _analog kullanim

V(U/mL) %
12. Fraksiyon 0,0115 100
dNADP 0,039 339
NAD 0,012 104
2dG6P 0,0 0
Gal6P .0,0 0
0,06 /\
0,04
7\
d \/—0
0 : "// . : ,
SS 2 6 8 10 12
0,02
pH
Sekil 4.5. LN’nin G-6-PD enziminin pH stabilitesi
120
=]
S 100 1\
¥ s
©
N 40 -
)
L 20
O T T T T R 1
0 10. 30 40 50 -60 70 ,
t(dk)

Sekil 4.6.I.N’nin G-6-PD enziminin 1s1 stabilitesi
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B. AILESI

B ailesinin 3 kusagindan toplam 6 olgudan kan 6rnegi alinarak enzim diizeyleri
Olgtilmiis ve ailenin soy agaci ¢izilmistir (Sekil 4.7.). Ailenin iigiincii kugaginda bir
erkek bireyde enzim aktivitesi 0,0 U/gHb olarak bulunmus diBer 5 olgunun aktiviteleri
ise 5,9-16,0 U/gHb arasinda saptanmistir. '

O I

F.H D.H
G6PD=12,2 U/gHb G6PD=5,9 U/gHb

I

O O

AyB YKB
G6PD=84 U/gHb | G6PD=15,0 U/gHb

OO OO

SB AB
G6PD=16,0U/gllb  G6PD=0,0 U/gHb

Sekil 4.7.B. Ailesinin soyagact
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B ailesinden A.B’nin G6PD enzimi DE-52 reginesiyle kismi olarak saflagtirilmis
ve kinetik ¢alismas: yapilmistir. A.B’nin DE-52 saflagtirma grafisi, K., G6P ve NADP"
grafigi, analog kullanimi, pH ve 1s1 stabilite grafigi sekil 4.8-4.12 arasinda ve kinetik
bulgular da toplu olarak gizelge 4.8’de verilmistir. Kinetik bulgularin Gd B ve Gd
Akdeﬁz bulgularindan farkli oldufu goézlenmistir. A.B’nin membran proteinleri
¢alisilmis ve en belirgin eksiklik Band 4.1°de saptanmustir (Cizelge 4.9.). Gd Akdeniz
mutasyonu higbir olguda gozlenmemis ve MDA diizeylerinin de normal oldugu

saptanmustir (Cizelge 4.10.).

Cizelge 4.8. A.B’nin kinetik verileri

G6PD Km (uM) Analog kullamm : Ik 20’
Olgu | aktivitesi Opgg‘“m ak deg
(U/gHb) | G6P |NADP"|dNADP| NAD | Gal6P | 2dG6P (%)
AB 0,0 116 | 476 | 223 0 0 0 7 0
| GAB* | 8,333 .| 50-70 | 2-4 | 55-60 | <l 7-15 <4
Gd 0-7 | 19-26 [1,2-1,6 | 350 20 | 23-37
Akdeniz o
Cizelge 4.9. A B’nin membran proteinleri verileri
G6PD
Olgu aktivitesi Spektrin Ankrin Bant 3 Bant 4.1 Bant 4.2
(U/gHb) |
AB 0,0 23 7 24 3 4
Referans — g3,34 2142 511 2142 5£1 541
aralik
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Cizelge 4.10. B ailesinin Gd Akdeniz mutasyon verileri

G6PD Gd Akdeniz MDA
(U/gHb) mutasyonu nmol/mL

AB 0,0 N 0,6
D.H 5,9 N
AyB 8,4 N -

F.H 12,2 N 2,6

YK.B 15,0 N 0,0
S.B 16,0 N -

N: Gd Akdeniz mutasyonu tagimiyor

Ailenin hematolojik verileri incelendiginde biitiin olgularin Hb AA oldugu, A.B,
Ay.B, S.B ve F.H’nin Hb A, diizeylerinin yiiksek olduBu gzlenmistir (Cizelge 4.11.).

Cizelge 4.11. B. Ailesinin hematolojik bulgulan
RBC

Hb Het MCV MCH MCHC
wr gy o @ oo @ S A2 HF
AB 571 120 393 689 209 304 AA 54 07
AyB 540 113 358 663 209 315 AA 50 18
SB 554 120 384 692 21,7 313 AA 50 06
FH 632 128 418 661 203 307 AA 49 17
DH 483 150 443 91,6 312 340 AA 31 18
AA 27 20

YKB 568 158 471 83,0 27,9 33,6
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A.B’nin Kinetik Bulgular
Hemolizat aktivitesi : 0,0 U/ mL

——

OD (280 nm)

0 T T w T T T T

05? 12 3 456 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19 20 21

Fraksiyon No

Sekil 4.8. A.B’nin G6PD enzimin saflagtiriimas: grafigi

Yiiksek OD’li fraksiyon G6PD enzim aktivitesi:
10, fraksiyon: 0,013 U/mL
11. fraksiyon: 0,010 U/mL
12. fraksiyon: 0,009 U/mL
13. fraksiyon: 0,005 U/mL

G6PD enzim kinetigi ¢alismalarinda 10. fraksiyon kullamlmugtir.
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Sekil 4.9.A.B’nin G6P kinetik ¢aligmas:

Y=1857,5+16,018
Y=0, X=-1/Km
Km® =116 uM

AN

/

r

ags b

T

0,05

0,1

T

0,15

0,2

0,25

0,3

0,35

100
half R¥AViV)

17[s]

Sekil 4.10.A.B’nin NADP" kinetik ¢alismas1

Y=17161x + 36,003
Y=0, X=-1/Km
Km"A%" = 476 uM
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Cizelge 4.12. A.B’nin analog kullanim

- V(U/mL) %
10. Fraksiyon 0,0013 100
dNADP 0,029 223
NAD 0,0 0
2dG6P 0,0 0
Gal6P 0,0 0
0,04
0,03 /A\
0,02 / \
o A N e,
0 , . ‘
0 2 6 8 10 12
pH
Sekil 4.11.A.B’nin G-6-PD enziminin pH stabilitesi
120
2 100
% 80
E ool \
; \
o - - t T T vl xl
0 10 30 40 50 60 70
t(dk)

Sekil 4.12. A.B’nin G-6-PD enziminin 1s1 stabilitesi
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D. ATLESI

G6PD aktivite diizeyi 0,0 U/gHb olan V.D’nin ailesinin 2 kusagindan toplam 4
olgudan kan 6rnegi alinarak enzim diizeyleri Slgiilmiis ve ailenin soy agaci ¢izilmistir
(Sekil 4.13). Ailenin ilk kusaginda bir erkek bireyde enzim aktivitesi 0,0 U/gHb olarak
bulunmus diger 3 olgunun aktiviteleri ise 5,1-7,1 U/gHb arasinda saptanmugtir.

O . :

GD vV.D
G6PD=7,1 U/gHb G6PD=0,0 U/gHb

O O y

ED G6.D
G6PD=6,9 U/gHb G6PD=35,1 U/gHb

Sekil 4.13 . D Ailesinin soyagact

D ailesinden V.D’nin G6PD enzimi DE-52 reginesiyle kismi olarak
saflagtmlarak kinetik galigmas yapilmigtir. V.D’riin DE-52 saflastirma grafisi, K G6P
" ve NADP* grafigi, analog kullanimi, pH ve 1s1 stabilite grafigi sekil 4.14-4.18 arasinda
ve kinetik bulgular da itoplu olarak gizelde 4.13’de verilmigtir. Kinetik bulgularinin Gd
B* ve Gd Akdenizden farkli oldugu gézlenmistir. Ayrica V.D’nin membran proteinleri
¢alisilmis ve en belirgin eksiklik Band 4.1°de bulunmustur (Cizelge 4.14.).

Gd Akdeniz mutasyonu molekiiler dlizeyde ¢alisildiginda G.D harig ailenin tiim
bireylerinin Gd Akdeniz mutasyonu igerdigi bulunmustur. V.D’nin MDA diizeyi de
normal bulunmugtur (Cizelge 4.15.).
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Cizelge 4.13. V.D’nin kinetik verileri

G6PD Km Analog kullanimi i ik 20’
Olgu aktivitesi (M) . s Optimum ak.deg
(U/gHb) G6P NADP" dNADP NAD GaléP 2dG6P PH  “qp
V.D 00 434 5 28 41 28 41 7 41
GdB* 83433 50-70 24 5560 <l 7-15 <4 ~
Gd
Akdeniz 07 1926 12-16 350 20  23-37
Cizelge 4.14. V.D’nin membran proteinleri verileri
G6PD
Olgu aktivitesi ~ Spektrin Ankrin Bant 3 Bant 4.1 Bant 4.2
(U/gHb)
V.D 0,0 23 7 24 3 5
Referans ¢ 4,5 5 212 51 212 541 541
aralik

Cizelge 4.15. D ailesinin Gd Akdeniz mutasyon verileri

G6PD Gd Akdeniz MDA
(U/gHb) mutasyonu nmol/mL

vV.D 0,0 Med 1,0
Go6.D 5,1 Med -
ED 6,9 Med --
GD 7,1 N --

N: Gd Akdeniz mutasyonu tagimiyor

Ailenin hematolojik verileri incelendiginde biitiin bireylerin Hb AA oldugu ve
V.D. ile E.D’nin Hb A, diizeylerinin yiiksek oldugu bulunmustur (Cizelge 4.16.).

Cizelge 4.16. D. Ailesinin hematolojik bulgulan

RBC Hb Hct MCV MCH MCHC Hb
L S S S < S S A FRE
VD 537 11,1 370 689 208 302 AA 56 13
ED 528 108 359 680 204 300 AA 38 13
GsD 434 123 382 880 283 322 AA 28 04
GD 410 11,5 373 90,9 280 308 AA 22 2]
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V.D’nin Kinetik Bulgular:

Hemolizat aktivitesi : 0,0 U/ mL

T H
SINEN ;]\
° 0——r—\>—0=-o—o——¢<a/, o rw

_0591 2 3 45 6 7 8 910 11 1213 14 15 16 17 18 19

Fraksiyon No

Sekil 4.14. V.D’nin G6PD enzimin saflagtinnimasi grafigi
Yiiksek OD’li fraksiyon G6PD enzim aktivitesi:
9. fraksiyon: 0,0032 U/ mL

10. fraksiyon: 0,0028 U/mL

G6PD enzim kinetigi ¢aligmalarinda 9. fraksiyon kullanilmigtir.
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Sekil 4.15.V.D’nin G6P" kinetik galigmas:
Y=91511x+210,68

Y=0, X=-1/Km

Km®F =434 uM

1500 1N
LEA%AY

-0,3 -0,2 -0,1 ( 0,1 0,2 0.3 0.4
1/ [S]

Sekil 4.16.V.D’nin NADP" kinetik galigmast
Y=2582,7x+526,99

=0, X=1/Km
Km™ PP = 5 yM
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Cizelge 4.17. V.D’nin analog kullanim

V(ﬂ/mL) %
9. Fraksiyon 0,0032 100
dNADP 0,0009 28
NAD 0,0013 41
Gal6P 0,0009 28
2dG6P 0,0013 41
0,015
0,012 //*\
[\
0,006 // \
0,003 // \ .
0 . ; r \\ / .
0 2 4 oH 6 8 10 12

Sekil 4.17.V.D’nin G-6-PD enziminin pH stabilitesi

% enzim aktiv

120
100
80
60
40
20

) 10 20 30 40 50 60

t(dk)

70

Sekil 4,18.V.D’nin G-6-PD enziminin 1s1 stabilitesi
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T. AILESI

G6PD aktivite diizeyi 0,0 U/gHb olan T ailesinin 3 kugagindan toplam 14
olgudan kan 6rnegi alinarak enzim diizeyleri dlgtilmiis ve ailenin soy agaci ¢izilmigtir
(Sekil 4.19.).  Ailenin ikinci kusaginda bir kadin ve tgiincii kusaginda da bir erkek
Bireyde enzim aktivitesi O,Q U/gHb olarak bulunmus diger 12 olgunun aktiviteleri ise
5,8 — 12,6 U/gHb arasinda saptanmugtir. |

T ailesinden H.T ve A.O.T* nin G6PD enzimi DE-52 reginesiyle kismi olarak
saflagtinlmis ancak H.T’nin saflagtinldiktan sonra aktivitesi elde edilemedigi halde
A.Q.T’nin aktivitesi elde edilebilmis ve kinetik galigmas: yapilabilmistir. A.O.T” nin
DE-52 saflagtrma grafisi, Km G6P ve NADP" grafigi, analog kullanimi, pH ve 1s1
stabilite grafigi sekil 4.20-4.24 arasinda ve kinetik bulgular da toplu olarak ¢izelde
4.18’da verilmistir. Kinetik bulgular Gd B* ve Gd Akdenizden farkli bulunmustur.
Ayrica A.O.T’ nin membran proteinleri ¢alisldiinda Band 4.1 ve 4.2°de bariz
yiikseklik saptanmustir (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.20°de gozlendigi gibi H.T ve A.O.T’ nin enzim aktivitesi 0,0 U/gHb
olup Gd Akdeniz mutasyonu igerdikleri ve Ay.0.T’nin de enzim aktivitesinin normal
olmasma ragmen Gd Akdeniz mutasyonu igerdigi gdzlenmistir. MDA diizeyleri ise

normal saptanmamustir.

Cizelge 4.18. A.O.T.nin kinetik verileri

G6PD Km (uM) | Analog kullanym Optitaum ilk 20
Olgu |aktivitesi N H ak.deg
(U/gHb) | G6P |NADP'|dNADP| NAD | Gal6P | 2dG6P | P %)
AOT 0,0 | 140 24 256 121 40 34 7 - 93
- GdB" | 8,333 | 50-70 | 2-4 | 55-60 | <1 7-15 <4 . T
Gd
Akdeniz| %7 19-26 | 1,2-1,6 | 350 20 | 23-37
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Cizelge 4.19. A.0Q.T.’nin membran proteinleri verileri

Olgu akc‘fi6in)£si Spektrin Ankrin Bant 3 Bant 4.1 Bant 4.2
) (UlgHb)
AOT 0,0 22 5 22 8 9
R:f:fins 8,3+3,3 2142 5% 212 51 5e1
Cizelge 4.20. T ailesinin Gd Akdeniz mutasyon verileri
G6PD Gd Akdeniz MDA
(U/gHb) mutasyonu nmol/mL
AOT 0,0 Med 1,6
HT 0,0 Med 2,3
F.T 5,8 N 0,0
BA.T 6,5 N 4
Ay.O.T 7,1 Med =
M.T 7.4 N 23
C.T 8,5 N -
M.E.T 8,6 N -
Hs.T 9,3 N -
Su.T 10,0 N 0,3
' SaT 10,6 N 2,0
HO.T 11,3 N -
K.T 11,8 N -
Se.T 12,6 N 2,0

N: Gd Akdeniz mutasyonu tagimyor
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Ailenin hematolojik verileri incelendiginde biitiin olgularin Hb AA oldugu ve
Sa.T.’nin Hb A,’sinin yiiksek oldugu gézlenmistir (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21. T. Ailesinin hematolojik bulgulan

RBC Hb Het MCV MCH MCHC

oLy @ o) @ e (@ P HRA2 . IbF
SaT 500 109 366 732 219 299 AA 51 13
HT 410 121 373 908 295 324 AA 31 06
HsT 431 126 388 90,1 292 324 AA 30 06
HOT 442 121 372 842 275 326 AA 30 13
SuT 472 142 406 8,0 301 350 AA 29 09
CT 463 121 383 828 261 31,5 AA 28 09
AOT 487 149 459 943 306 325 AA 27 12
KT 447 129 382 856 289 338 AA 27 18
AQ}O' 407 123 382 939 302 321 AA 26 05
FT 419 1,0 351 87 262 313 AA 25 05
SeT 483 138 400 89 285 344 AA 25 07
BAT 499 151 472 946 303 320 AA 23 12
MET 420 116 356 - 848 276 326 AA 23 08
MT 447 126 393 879 283 222 AA 18 13
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A.0.T’nin Kinetik Bulgular

Hemolizat aktivitesi : 0,0 U/ mL

OD (280 nm)

0123456789 101121314151617 18192021 2223

Fraksiyon No

Sekil 4.20. A.O.T’nin  G6PD enzimin saflastirilmas: grafigi

Yiiksek OD’li fraksiyon G6PD enzim aktivitesi:
12. fraksiyon: 0,048 U/ mL
13. fraksiyon: 0,055 U/mL
14. fraksiyon: 0,041 U/mL

G6PD enzim kinetigi ¢aligmalarinda 13. fraksiyon kullamlmustir.
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T , T T n
-0,02-——0,04+—100-0 0,04 0,02 0;03 6,04
1/ [S]
Sekil 4.21.A.0.T'nin G6P kinetik ¢caligmasi
Y=14735x+105,19
=0, X=-1/Km
Km®F =140 uM
2500 L
2000 .
1500 /
1000 /
500
I 7/0 ) T 1 1 T T 1
01 005 0 005 01 015 02 025 03 . 035
17181

Sekil 4.22.A.0.T nin NADP" kinetik ¢aligmast
Y=5851,6x+240,89

Y=0, X=-1/Km

KmMNAPP — 94 uM
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Cizelge 4.22. A.O.T’ nin analog kullanim

V(0/mL) %
13.
Fraksiyon 0,055 100
dNADP 0,0141 256
NAD 0,0067 121
Gal6P 0,0022 40
2dG6P 0,0019 34
0,04
0,035
0,03
0,025 // \
0,02 \
0,015 / \
0,01 4 \
0,005 pd e
) o ] /
0 2 4 6 8 10 12
pH
Sekil 4.23. A.O.T" niin G-6-PD enziminin pH stabilitesi
120
@ 100 e ————————— I
-é 80
[+
£ 60
£ 40 -
s 20
O T 1 ' T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
t(dk)

Sekil 4.24.A.0.T’ nin G-6-PD enziminin 1s1 stabilitesi
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E. AILESI
G6PD aktivite diizeyi 20,0 U/gHb’den yiiksek olan E ailesinin 2 kusagindan

toplam 3 olgudan kan 6rnegi almarak enzim diizeyleri 6lgiilmiis ve ailenin soy agaci
¢izilmigtir (Sekil 4.25.). Ailenin 3 kadin bireyinin enzim aktivitesi 20,0-77,5 U/gHb

- arasinda Slgiilmuigtiir.

O ‘
HBE
G6PD= 20,0 U/gHb

O O O =

HE F.E
G6PD= 77,5 U/gHb G6PD= 49,1 U/gHb

Sekil 4.25. E. Ailesinin soyagaci

E ailesinden H.B.E, H.E ve F.E’in G6PD enzimi DE-52 re¢inesiyle kismi olarak
saflagtinlmis ve kinetik ¢aligmalan yapilmistir. H.B.E, F.E ve H.E’in DE-52 saflagtirma
grafisi, Km G6P ve NADP" grafigi, analog kullammu, pH ve 1s1 stabilite grafigi gekil
426 ile sekil 4.40 arasmda ve kinetik bulgﬁlar da toplu olarak . izelde 4.23'de
verilmigtir. Her 3 olgunun da kinetik bulgulanmin Gd B* ve Gd Akdenizden farkli
oldugu g6zlenmistir. Ayrica H.B.E, F.E ve H.E’in membran proteinleri ¢alisilmig
bulgular ¢izelge 4.24’de sunulmugtur. F.E. ve H.B.E’nin membran proteinlerindeki en
biiyiik farklilik Ankrin yiiksekligi olarak saptanmigtir.

Cizelge 4.25°de gozlendigi gibi H.B.E, F.E ve H.E’in enzim aktivitesi 20,0-
77,5 U/gHb arasinda Olgiilmiistiir. Gd Akdeniz mutasyonu molekiiler diizeyde
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calisildifinda ailenin higbir ferdinin GdAkdeniz mutasyonu igermedigi ve MDA’ ’nin
sadece H.E’de yiiksek oldugu bulunmustur.

Cizelge 4.23. E.ailesinin kinetik verileri

G6PD Km (uM) Analog kullanimu . ik 20’
Olgu | aktivitesi Optn;lmm ak.deg
(U/gHb) | G6P |NADP'|dNADP| NAD | Gal6P | 2dGéP | P (%)
HB.E 20,0 446 9 85 73 0 0 7 90
F.E 49,1 196 6 27 28 5 5 6 93
H.E 71,5 731 3 133 117 0 0 8 60
GdB* | 83+3,3 | 50-70 | 2-4 | 55-60 | <1 =15 <4
Gd | 07 | 1926 |12-1,6| 350 20 | 2337
Akdem'z =
Cizelge 4.24. E.ailesinin membran proteinleri verileri
Olgu Spektrin Ankrin Bant 3 Bant 4.1 Bant 4.2
HE 20 6 22 4 5
F.E 22 14 27 2 3
HBE 23 12 27 5 3
Referans 2142 5+1 2142 5+1 511
aralik
Cizelge 4.25. Cizelge. E ailesinin Gd Akdeniz mutasyon verileri
G6PD G6PD MDA
(U/gHb) mutasyonu nmol/mL
HB.E 20,0 N 2,0
F.E 49,1 N 0,6
HE 77,5 N 6,0
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4.26.).

Cizelge 4.26. Cizelge E. Ailesinin hematolojik bulgulan

Ailenin elektroforez tipleri incelendiginde F.E’nin Hb EF ve H.E’nin Hb AE
oldugu bunun i¢in de Hb A; degerlerinin ¢ok yiiksek oldugu gozlenmistir (Cizelge

F.E

H.E

H.B.E

RBC
(10%/1)

3,74
4,33

5,49

Hb
(&/d)

6,9
7,5

11,4

Hct
(%)

22,5
24,4

36,1

MCV
@)

58,1
56,5

65,8

MCH
©s)

17,8
17,4

20,8

MCHC
(&/d)

30,6
30,7

31,7

Elektrofo

EF

B

Hb A,
%
49,1
42,0

3,8

Hb F
%
7,6
2,9

1,5
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H.B.E’nin Kinetik Bulgular

Hemolizat aktivitesi : 20,0 U/ mL

b,

OD (280 nm)
<
\

0 1 2 3 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Fraksiyon No

Sekil 4,26, H.LB.E’nin G6PD enzimin saflagtirilmas: grafigi

Yiiksek OD’li fraksiyon G6PD enzim aktivitesi:
5. fraksiyon: 0,1196 U/ mL
6. fraksiyon: 0,1160 U/ mL
7. fraksiyon: 0,1107 U/ mL
8. fraksiyon: 0,0660 U / mL

G6PD enzim kinetigi ¢aligmalarinda 5. fraksiyon kullamimsgtir.
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X=-1/Km

Km® = 446 uM

-0,
929,7x+2,0837

Sekil 4.27. H.B.E’nin G6P kinetik ¢aligmasi

Y=0,

Y:

»]

=009
101

4.

=01

X=-1/Km

-0,15—
55,242x+6,1559
Km"“APF =9 yM

Sekil 4.28. H.B.E’ nin NADP" kinetik galismas:

Y:
Y=0,



Cizelge 4.27. H.B.E’nin _analog kullanim

V(U/mL) %
5 . Fraksiyon 0,1196 100
dNADP 0,1013 85
NAD 0,0868 73
2dG6P 0,0 0
Gal6P 0,0 0
0,08
0,06 //\\
0,04 o
-
0,02
0 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
pH
Sekil 4.29.H.B.E’nin G—6~PD enziminin pH stabilitesi
120
£ 100 \ "
% 80
[
E 60
[
e 40
R 20
0 T T I. - T l. g T 1
0 10 20 30 40 . B0 60 70
t(dk)

Sekil 4.30.H.B.E'nin G-6-PD enziminin 1s1 stabilitesi
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F.E’nin Kinetik Bulgular

Hemolizat aktivitesi : 49,1 U/ mL

2 Vi

[\

I\ \\

O’Z-M ; M

?1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20
-0,5

OD (280 nm)

Fraksiyon No

Sekil 4.31. F.E’'nin G6PD enziminin saflagtiriimas: grafigi

Yiiksek OD’li fraksiyon G6PD enzim aktivitesi:
8. fraksiyon: 0,1683 U/ mL

9. fraksiyon: 0,1930 U/ mL

10. fraksiyon:0,1377 U/ mL

G6PD enzim kinetigi ¢alismalarinda 9. fraksiyon kullamlmistir.
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-0,01 0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
Sekil 4.32. F.E’ nin G6P" kinetik aligmas:
Y=450,82x+2,296
Y=0, X=-1/Km
Km®* = 196 uM
18— ANV
16 /
14
12 /
10
8
//i.’
— 2
T |/| 0 : T T T |
03 =0;2 =04 2-0 01 0;2 6;3 1 /[s?'d"

Sekil 4.33. F.E’ nin NADP" kinetik ¢aligmas:

Y=34,581x+6,1759

Y=0, X=-1/Km
Km"APF = 6 uM
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Cizelge 4.28. F.E'nin analog kullammu

V(U/mL) %
9. Fraksiyon 0,1930 100
dNADP 0,0521 27
NAD 0,0540 28
Gal6P 0,097 5
2dG6P - 0,0097 5

- /-\/7
0,12 ®
0,09
0,06
0,03
O T T T T 1
0 2 | 4 pH 6 10 12
- Sekil 4.34.F E’nin- G-6-PD enziminin pH stabilitesi
120
5 100 ~— ™
% 80
£ w0
N
§ 40
(]
& 20
: 0 T L T T - 13 L}
o 10 20 30 40 80 60 70
t(dk)

Sekil 4.35.F E’nin G-6-PD enziminin 1s1 stabilitesi
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H.E’nin Kinetik Bulgular:

Hemolizat aktivitesi : 77,5 U/ mL

25

—

ks
— ]

|

OD (280 nm)
|

o

T T T Ll T T T T T

123 4567 8 9 10111213 14 1516 17 18 19 20 21 22

(=]

Fraksiyon No

Sekil 4.36. H.E’nin G6PD enzimin saflagtmlmas: grafigi

Yiiksek OD’li fraksiyon G6PD enzim aktivitesi:
9. fraksiyon: 0,0267 U/ mL
10. ﬂaksiyon: 0,0289 U / mL
11. fraksiyon: 0,0183U/mL

G6PD enzim kinetigi cahsmalarinda 10. fraksiyon kullaniimigtir.
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15N
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100
|AYAY]
- //
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[ T T 1
-0,01 - 0,01 0,02 0,03 0,04
-50
Sekil 4.37.H.E’ nin G6P" kinetik ¢aligmas1
Y=2929,4x+4,004
Y=0, X=-1/Km
Km®* =731 M
1V
50
40
20
20
‘ / 19 .
T |/ T T 0 T 1l [sl]
-0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0 0,1 0,2

Sekil 4.38. H.E’ nin NADP" kinetik ¢aligmasi
Y=86,832x+29,55

Y=0, X=-1/Km

Km"A%F =3 uM
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Cizelge 4.29. H.E'nin _analog kullanim

V(U/mL) %
10. Fraksiyon 0,0289 100
dNADP 0,0386 133
NAD 0,0338 117
2dG6P 0,0 0
Gal6P 0,0 0
0,03
0,01
0 T T T T T T T )
0 1 2 3 4 5 6 7 10
pH
Sekil 4.39, H.E’nin G-6-PD enziminin pH stabilitesi
120
= 100
E \
£ 80
®
E 60 \e .
. '§ o
€ 40
R 20
0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
t (dk)

Sekil 4.40. HE’nin G-6-PD enziminin 1s1 stabilitesi
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G6PD enzimi DE-52 kolonuyla saflastinlan 7 olgunun kinetik verileri ¢izelge
4.30°da toplu olarak verilmis ve hepsinin kinetik &zellikleri Gd B ve Gd Akdeniz’den

farkl oldugu g6zlenmistir.

Cizelge 4.30. G6PD enzim aktivitesi eksik ve yiiksek olan olgularm kinetik verileri

G6PD . Ik 20’
Olgu |aktivitesi Km (M) py Analog faullamm: OptnIfImm ak.deg
(U/gHb) | G6P | NADP" | dNADP| NAD | Gal6P | 2dG6P p (%)
Vv.D 0,0 434 5 28 41 28 41 7 41
AQ.T 0,0 140 | 24 256 121 40 34 7 93
IN 0,0 113 100 339 104 0 0 7 50
AB 0,0 116 476 223 0 0 0 7 0
HB.E 20,0 446 -9 85 73 0 0 7 90
F.E 49,1 196 6 27 28 5 5 6 93
HE 77,5 731 3 133 117 0 0 8 60
GdB" | 8,3+3,3 | 50-70 | 2-4 55-60 <1 7-15 <4
Gd
Akdeniz 0-7 19-26 | 1,2-1,6 | 350 20 23-37

Membran proteinleri incelenen olgularin verileri toplu olarak incelendiginde I.N
ve H.T’de ankrin eksikligi, A.B ve V.D’de bant 4.1 eksikligi, A.O.T’nin bant 4.1 ve 4.2
yiiksekligi, HB.E ve F.E’nin ankrin yiiksekligi gosterdigi gozlenmistir. H.E’de
membran proteinlerinin normal oldugu fakat MDA diizeyinin oldukga yiiksek oldugu
gozlenmistir (Cizelge 4.31).
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Cizelge 4.31. G6PD enzim aktivitesi eksik ve yiiksek olgularin membran protein verileri

Olgu

IN
H.T
A.G.'l_‘
AB
VD
HB.E
FE
HE
Referans
Aralik

G6PD
aktivitesi
(U/gHb)

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
20,0
49,1
77,5

8,3+£3,3

pektri

24
26
22
23
23
23
22
20

21£2

Ankrin

ke
E
5
7
7

1%
14%*

6

5+1

Bant 3

24
25
22
24
24
27
27
22

21£2

MDA
Bant4.1 Bant4.2 (nmol/ mL)(

4 4, 1,0
2 7 2,3
{** B 1,6
3 4 0,6
3% 5 1,0
5 3 2,0
2 3 0,6
4 5 6,0

541 5+1 2,240,7

* : Diisiik diizey

** : Yiiksek diizey

Olgular Gd Akdeniz mutasyonu bakimindan incelendiginde I.N, M.A.N, H.T,
V.D ve A.O.T G6PD aktivitelerinin 0,0 U/gHb ve bu mutasyonu igerdikleri fakat MDA
diizeylerinin referans araligy iginde bulundugu gozlenmistir - (Cizelge 4.32). Ancak
G6.D, AN, ED, P.N. ve Ay.0.T’nin G6PD enzim dﬁzeyinih normal olmasina karsihik
Gd Akdeniz mutasyonunu igerdigi saptanmistir. G6PD enzim aktivitesi 0- 77,5 U/gHb
arasinda olan 23 olgunun ise Gd Akdeniz mutasyonunu igermedigi fakat Z.N ile
H.E’nin MDA aktivitelerinin yiiksek oldugu saptanmistir(Cizelge 4.33).

Cizelge 4.32. Gd Akdeniz mutasyonu iceren olgulann verileri

G6PD G6PD MDA
v (U/gHb)  mutasyonu  nmol/mL

IN 0,0 Med 1,0 °
M.AN 0,0 Med -
H.T 0,0 Med 2,3
VD 0,0 Med 1,0
AQT 0,0 Med 1,6
G6.D 5,1 Med -
AN 5,5 Med -
ED 6,9 Med -
P.N 7,0 Med 2,0
Ay.0.T 7,1 Med -
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Cizelge 4.33. Gd Akdeniz mutasyonu icermeyen olgularin verileri
G6PD G6PD MDA
(U/gHb)  mutasyonu  nmol/mL

AB 0,0 N 0,6
F.T 5.8 N 0,0
DH 5.9 N -
BAT 6,5 N -
GD 7,1 N -
M.T 7,4 N 2,3
AyB 8,4 N -
C.T 8,5 N -
M.E.T 8,6 N -
H.T 9,3 N -
Su.T 10,0 N 0,3
Sa.T 10,6 N 2,0
HO.T 11,3 N -
K.T 11,8 N -
FH 12,2 N 2,6
Se.T 12,6 N 2,0
KN 12,7 N 1,3
ZN 14,1 N 6,0
YXB 15,0 N 0,0
SB 16,0 N -
HB.E 20,0 N 2,0
F.E 49,1 N 0,6
HE 77,5 N 6,0
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4.2 Molekiiler Bulgular

N, B, D, T ve E ailelerinin Gd Akdeniz mutasyonlari molekiiler diizeyde
caligilmigtir. Bu amagla tam kandan lokositler ayrigtinlarak DNA elde edilmis Gd
Akdeniz mutasyonu molekiiler dﬁzeyde aragtirilmigtir. Ekson 6’daki 563. nt’deki C—»T
degisimi sonucu olusan Gd Akdeniz mutasyonunu saptamak icin ekson 6 yoresi
amplifiye edilmis, Mboll enzimi ile amplifiye DNA kesilerek olusan pargaciklar jel
elektroforezinde incelenmisgtir.

547 be’lik amplifiye geni Mboll enzimi ii¢ farklt yerden keserek 377, 119, 26 ve
25 bg’lik dort pargaya bolmektedir. Mutasyonun varhginda ise dordiincii bir kesim yeri
olusmaktadir. Dérdiincli kesim yeri 377 b¢’lik parganin i¢inde oldugundan 277 ve 100
bg’lik iki parga olusmaktadir. Ormek hemizigot yada homozigot yap: igeriyorsa
amplifiye gen toplam dort yerden kesilerek 277, 119, 100, 26 ve 25 b¢’lik bes parca
olusmaktadir. Eger olgu genetik olarak heterezigot ise amplifiye gen iiriinii 377, 277,
119, 100, 26 ve 25 b¢’lik alti pargaya ayrnilmaktadir. %3’lik agaroz jelde 26 ve 25 bg’lik
pargalarm gosterimi jelin bu derigiminde olasi olmadigindan mutasyon igermeyenlerin 2
bant, homozigot yada hemizigot olanlarm 3 bant, heterozigotlarn ise 4 bant
vermektedir. ' B

N, B, D, T ve E ailelerinin Gd Akdeniz Mutasyon ¢aligmas: sekil 4.41-4.45

arasinda verilmistir.
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{119
100

Sekil 4.41. N ailesinin Gd Akdeniz mutasyonunun agaroz jel elektroforez goriintimii

1.AN, (kadin) heterozigot
2.M.AN, (erkek) hemizigot
3.H.T, (kadmm) homozigot
4.1N, (erkek) hemizigot
5.ZN, (kadin) normal
6.K.N, (erkek) normal
7.PN, (kadin) heterozigot
8B.Marker
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B Ailesi

ekil 4.42. B ailesinin Gd Akdeniz mutasyonunun agaroz jel elektroforez goriiniimii

F.H, (kadin) normal

D.H, (erkek) normal

Ay.B, (kadin) normal

Y .K.B. (erkek) normal

S.B. (kadn) normal

A.B. (erkek) normal

Marker ' : :
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D AILESI

kil 4.43. D ailesinin Gd Akdeniz mutasyonunun agaroz jel elektroforez goriiniimii

30.D, (kadin) heterozigot
31.D, (kadin) heterozigot
1.D, (kadmn) normal

V.D, (erkek) hemizigot
viarker

115



Sekil 4.44. T ailesinin Gd Akdeniz mutasyonunun agaroz jel elektroforez gériintimii

A.0.T,(erkek) hemizigot
H.T, (kadin) homozigot
F.T, (kadin) normal
B.A.T, (erkek) normal
Ay.0.T, (kadin) heterozigot
M.O.T, (erkek) normal
C.T, (kadmn) normal
M.E.T, (erkek) normal
Hs.T,(erkek) normal
Su.T , (kadin) normal
Sa.T , (kadin) normal
H.0.T, (erkek) normal
K.T, (erkek) normal
Se.T, (kadin) normal
Marker
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E AILESI

377
277

Sekil 4.45. E ailesinin Gd Akdeniz mutésyonﬁiiun agaroz jel elektroforez goriiniimii

1.H.B.E, (kadin) normal
2.F.E, (kadin) normal
3.H.E, (kadin) normal

4 Marker
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5. TARTISMA

G6PD, pentoz fosfat yolundaki ilk basamag: katalizleyen ve NADPH iiretimini
saglayan bir enzimdir. Aynca- biitlin hiicrelere dagilmis, sitoplazmik bir enzimdir.
Pentoz fosfat yolunda iiretilen NADPH’lar yag asiti, kolesterol, steroid, amino asitlerin,
niikleik asitlerin, niikleotit yapili koenzimlerin ve de methemoglobin ile rediikte
glutatyon, rediiksiyonunda gérev yapmaktadir ¢,

GO6PD’nin aktif enzim formu 2 veya 4 subunit igermektedir. Yaklagik molekiiler
agirhg 59kDa’dur.cDNA analizi ile primer dizisinin 515 amino asitteh olustugu
belirlenmigtir. Gen X kromozomunun uzun kolu {izerinde Xq28 bandinda yer
almaktadir.Buras1 konjenital diskeratozis lokusu ile GD1 mental retardasyon lokusu
arasindadir. Kadinlarda G6PD’nin iki allelinden birisi inaktive durumdadir. G6PD geni
13 eksondan ve 12 introndan olusmaktadir"#,

G6PD  eksiklifinden diinyada yaklagtk 400 milyon insanm etkilendigi
diistiniilmektedir. Akdeniz’in baz: bélgeleri, Papua Yeni Giné,‘ Tropikal ve subtropikal
Asyada yiiksek oranda G6PD eksikligi gériilmektedir. G6PD eksikligi plasmodium
falciparum’un neden oldugu sitmanm cografik dagilimina benzerlik géstermektedir.
G6PD eksik kisilerin eritrositlerinde sitma paraziti yagayamadig1 ve bu tip eritrositlerin
sitmaya kars daha direngli oldugu varsayiimaktadir®%%7,

G6PD eksikliginin en belirgin klinik belirtileri yenidogan sarithf ve hemolitik
anemidir. Bazi yeni dofan sarihfinda siirekli nérolojik hasar hatta &ltim bile
gergeklesebilmektedir. Bu yiizden G6PD eksiklginin yeni doganlarda tanimlanmasi ve
yenidogan sanhiginda ortaya gikan bilirubin ile iliskileri bityiik énem tagimaktadir.
Akut hemolitik anemiye bazi ilaglar, enfeksiyon ve bakla yenmesi neden dlmaktadlr.
Bugiin hala hemolizin mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir. G6PD eksik
eritrositlerde direkt veya indirekt olarak oksidatif hasarin olustugu diistiniilmektedir. Bu
akut hemoliz olaylarinda eritrositlerin yikim: hemoglobiniiriye neden olmaktadir. G6PD
enzimi eksik olan kigilerin biiyiik bir kismi asemptomatiktir. Ancak bazi G6PD’si eksik
kisilerin kronik hemolitik anemisi oldugu bilinmektedir®'2*3*36:3,
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Gelisen molekiiler tam y6ntemleri sonucu DNA diizeyindeki ¢alismalar ¢ok hizli
kullanim alam bulmustur. G6PD eksikligi genetik olarak heterojeniteye sahiptir. Aym
mutasyon fakli kisilerde farkli klinik belirti gosterdigi igin bazi muatasyonlar kronik
hemolitik anemiye neden olurken bazilarinda hemoliz gézlenmemektedir®?®7.

Ulkemizde G6PD enzim eksikligine, sitmanm yaygin oldugu Cukurova ve
Antalya bﬁlgelerihde sikga rastlanmaktadir.  Yapilan arastirmalar G6PD enzim
eksikliginin bslgemizde bir halk saghig: sorunu olduBunu géstermistir. Ayrica enzimin
kinetik 6zelliklerinin birbirinden farkli oldugu durumlarda molekiiler yapmin aym
olabilecegi molekiiler galismalarla gosterilmistir™’ >,

Anamur bolgesi kapali bir toplum &zelligi g&stermektedir ve bugiine kadar
G6PD enzim diizeyi ile molekiiler yapist hi¢ incelenmemistir. |

Bu ¢alismada Anamur bélgesinde farkli kinetik 6zellikler g6steren G6PD enzim
aktivitesi eksik ve yilksek olan olgularin molekiiler yapilar1 incelenerek, G6PD
eksikliginde genotip ve fenotip iligkisi kurulmaya caligilmigtir. Bu amagla 83’ii kadin,
50°si erkek toplam 133 olgudan kan 6megi alinmigtir, Bu kan 6rneklerinden hemolizat
hazirlanarak G6PD enzim aktivitesi 6l¢lilerek enzim aktivitesi eksik ve yiiksek olgular
saptanﬁustlr. Daha sonra G6PD aktivitesi eksik 've yiiksek olgularin kihetik caligmasi
yapilmistir. Bu amagla anyon degistirici regine kullanilarak G6PD enzimi kismi olarak
saflagtinlmis, saflagtirma sonunda G6PD enzimi 0,0 U/gHb olarak saptanan 6 olguda
kinetik ¢alisma yapilirken bir olguda saflagtirma sonras: hi¢ aktivite elde edilemedigi
i¢in kinetik ¢alisma yapilamamistir (Cizelge 4.3, 4.8, 4.13, 4.18 ). Bu olgunun G6PD
enziminin ¢evresel faktdrlerden etkilendigi diistiniilmiigtiir. NADPH molekiiliiniin
major olarak pentoz fosfat yolunda iiretildigi ve bu yoldaki hiz kisitlayicr kilit enzimin
G6PD enzimi oldugu disiiniiliirse, enzimin 8lgiilen bu degerinin gergekten 0,0 U/gHb
olup olmadif sorusuhu -akla getirmektedir.,Klsmi olarak ‘saf.lastmlan G6PD enziminin
elde edilen kinetik bulgulan WHO’nun Gd Akdeniz varyanti 'ig:in bildirdigi verilerle
karsilastirildiginda farkli oldugu gézlenmistir.

G6PD enziminin varyant analizlerinde birgok parametre kullanilmaktadir;
bunlardan eritrosit G6PD aktivitesi, kismi saflagtirilan enzimde kinetik g¢aligmalar,
substrat analoglarmim kullamm ve 1s1 inaktivasyonu en gok kullanilan kriterlerdir”.

G6PD enziminin substratlarina kars: ilgisini degerlendirmek i¢in Km degerleri
slgtldiigiinde, olgularin K, °F degerleri 113-731 mM arasinda K APF degerleri ise 3-
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476 mM arasmda bulunmugtur. K,,°F degeri tiim olgularda Gd B* ve Gd Akdenizden
yiiksek olarak saptanmustir. Ki"“*F degeri ise bir olguda (H.E) referans aralikta
olmasina ragmen diger olgularda yiiksek olarak belirlenmistir (Cizelge 4.30).

G6PD enziminin kinetik &zelliklerinin belirlenmesinde ayrica substrat analoglan
olarak dNADP, NAD, Gal6P ve 2dG6P kullanilmustr. |

WHO’ya gére GdB"’nin dNADP kullanim yiizdesinin %55-60 arasinda oldugu
belirtilmistir. Ancak V.D ve F.E’nin dNADP kullanim yiizdesi bu siirlarin altinda,
A.O.T, IN, A.B, H.B.E ve H.E’nin ise belirtilen arahfn iizerinde oldugu saptanmugtir
(Cizelge 4.30).

WHO’ya gére GdB"nin NAD kullamm yiizdesinin %1’in altinda oldugu
belirtilmigtir. Olgularimizdan A.B’nin NAD’yi hi¢ kullanmadii diger olgularin ise
NAD’yi yiiksek oranda kullandig1 gozlenmisgtir (Cizelge 4.30).

WHO tarafindan Gal6P kullanim yiizdesi 7-15 olarak belirtilmistir. ILN, A.B,
H.B.E ve H.E’nin Gal6P’yi hi¢ kullanmadigi ve V.D ile A.O0.T’nin Gal6P kullanim
degerlerinin belirlenen araliktan oldukga yiiksek oldugu saptanmugtir. Kinetik olarak
incelenen biitiin olgularmizin Gal6P kullanim: % 0-40 arasinda oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.30). '

WHO tarafindan 2dG6P kullaniminin % 4’iin altinda oldugu belirtilmistir. V.D,
A.O.T ve F.E’nin 2dG6P kullammmn yitksek oldugu, I.N, A.B, H.B.E veH.E’nin ise
2dG6P’yi hi¢ kullanmadigr saptanmugtir. Caligmamizin biitiintinde 2dG6P kullaniminin
% 0-41 arasinda oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.30).

Is1 stabilitesi, eritrosit G6PD enziminin 6zelliklerinin aragtirilmasinda kullanilan
diger bir parametredir. A.B’nin 1s1ya dayaniksiz oldugu bunun yaminda A.O.T, H.B.E ve
F.E’nin 1s1ya olduk¢a dayamkl oldugu saptanmustir (Cizelge 4.30).

Olgularin optimum pH araliginin 6-8 arasinda ve monofazik 6zellik g6stefdi§i
bulunmugtur (Cizelge 4.30).

E ailesinde G6PD enzim aktivitesi ve HbA , diizeyi ¢ok yliksek olarak
gozlenmistir. Ailede iki olgu Hb E igerdigi i¢in kolon kromatografisi ile Hb A, ve Hb E
ayrimu yapilamadigindan dolayr yitksek bulunmustur. Olgularin kinetiginin Gd B” ve
Gd Akdeniz varyantindan oldukga farkli oldugu gézlenmistir. Bu iki olgunun (H.B.E ve
F.E) membran proteinlerinden Ankrin diizeyinin yiiksek oldugu bulunmugtur. H.E’nin
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membran proteinleri normal iken MDA diizeyinin yiiksek oldugu gozlenmistir
(Cizelgen 4.31).

Membran proteinleri genel olarak integral ve periferal membran proteinleri
olarak iki ana sinifta incelenmektedir. Integral proteinler lipit tabakasim boydan boya
gecerken membran iskeletinin, membranla baglaﬁtlsml saglar. Major integral proteinler
Glikoforin ve Bant 3°tiir. Calismamizda higbir olguda Bant 3 eksikligi gézlenmemisgtir
(Cizelge 4.31).

Membran iskelet yapisint olugturan periferal membran proteinleri, membranin
sitoplazmik yiizeyinde yer alir ve integral proteinler ya da lipitlerle etkilesime girer.
Baslica periferal proteinler Spektrin, Ankrin, Bant 4.1 ve Bant 4.2°dir. Periferal
membran proteinleri membran stabilitesinin ve eritrosit hiicresinin gekil degistirebilme
Ozelliginin diizenlenmesinde Gnemli goérev alirlar. Membran iskeleti ile membran
arasindaki baglantilarda herhangi bir anormallik eritrosit membran yapisimn
bozulmasina neden olur. Eritrosit membraninda gelisen oksidatif hasar membran
proteinlerini de etkileyerek lipit peroksidasyonu sonucu MDA diizeyleri
yiikselmektedir®!'**!43 (Cizelge 4.31).

Serbest radikal reaksiyonlarmmn &ncelikli hedeﬁ membran lipitleri i¢indeki
doymamus baglardir. Serbest radikal hasan ile ¢oklu doymamis yag asitlerinden olugan
MDA gibi bazi aldehitler lipit, protein ve niikleik asitlerde ¢apraz baglanmalara neden
olabilir. Bu c¢alismada G6PD enzim diizeyi eksik ve yiksek olgulanin MDA ve
membran proteinleri bulgular kargilagtirilarak G6PD enziminin eksik oldugu olgularin
oksidatif hasar1 degerlendirilmeye ¢alisilmustir (Cizelge 4.31).

Kinetik olarak galigma grubuna alinan olgularin membran protein verileri toplu
olarak incelendiginde I.N ve H.T’de belirgin Ankrin eksikligi, A.B veV.D’de Bant 4.1
‘eks1khg1 gozlenmistir. HB.E ve F.E’nin Ankin, A.O.T’nin ise Bant 4.1 ve 4.2 -
diizeyinin yiiksek oldugu gozlenmigtir. Fakat bu olgularm higbirisinde MDA diizeyi
yiiksek olmadign bunun yaminda H.E’nin membran protein verileri normal olmasina
ragmen MDA’smin yiiksek oldufu saptanmistir. Bu verilerin 15181 altinda membran
proteinleri ile oksidatif hasar etkisiyle olusan lipit peroksidasyonu sonucunda
membranda meydana gelen bozukluklar arasmnda net bir iligki kurulamamigtir'*

(Cizelge 4.31).
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Bugiine kadar biyokimyasal yontemler kullanilarak 400’iin {izerinde varyant
bildirilmigtir. Yapilan molekiiler analizler sonucu yaklagik olarak 140 tane G6PD
varyantinin molekiiler mutasyonu rapor edilmigtir. Molekiiler galisma sonucunda bazi
varyantlarin molekiiler diizeyde aym mutasyonu igerdigi gosterilmistir. Oregin Gd
Akd¢niz ile Gd Adana molekiiler diizeyde ayn1 mutasyonu tagimaktadir. Ancak bazen
de bunun tam tersi gézlenmistir. Tek varyant olarak diisiiniilen Gd A™ genetik olarak
heterojen bir yapr gostermektedir. Ayrica enzim eksikligi olmaksizin birkag¢ tane de
yapisal varyant gosterilmigtir %,

G6PD eksikligi diinyada X’e bagh gegis gbsteren en yaygin enzimopatidir.
Molekiiler diizeyde 140’1in iizerinde varyant bulunmus ve bunlarm Hindistan’dan
Sardinya’ya kadar uzanan genis bir cografik dagilim gosterdigi gdézlenmistir.
Boélgemizde en sik rastlanan Gd Akdeniz varyant: ileri derecede enzim eksikligine
neden olmasina ragmen bazen hemoliz gériilmektedir. Bu nedenle bu galigma sirasmda
G6PD enzim diizeyi diisiik olan olgular molekiiler diizeyde incelenerek &zellikle ekson
6’daki 563. niikleotitdeki C—>T mutasyonunu tasiyanlarin fenotip-genotip iliskisi
kuruhnayagahg‘llmlstlrz’ﬂ’28..

140’1n iizerindeki bu mutasyonlardan bugiine kadar en detayh ve en fazla
iizerinde cahisilam Gd Akdeniz’tir. Ilk kez Vulliamy ve arkadaglan tarafindan Gd
Akdeniz varyantina 563. niikleotitteki C—T doniisimiiniin neden oldugu bildirilmistir.
Gd Akdeniz varyantimin hem NAPD’ye hem de G6P’ye kars: diisiik Ky, degerine sahip
oldugu bilinmektedir. Ayrica Gal6P ve dNADP gibi analoglan yiiksek oranda
kullanmaktadir. Yeterince sentezlenebilen ancak in vivo sartlarda stabilitesini
koruyamayan Gd Akdeniz varyanti elektroforetik olarak da Gd B gibi hareket
etrncktedirs'zg’gs.

. Gd Akdeniz mutasyonunun ( 563 C—T ) ARMS _yontemi-ile saptanmasi, bu

genetik defektin molekiiler taramasi bakimindan olduk¢a yaygin bir yontemdir. ARMS
ySntemi PCR’ya dayal diger yontemlere gére birgok avantaja sahiptir. Yontem hizh ve
glivenilir olup radyoaktif madde igermez. Sonuglar bir giin iginde kolayhkla elde
edilebilir. Internal kontrollii iki tepkimenin kullanimi yalanci pozitif sonuglarn elde
edilmesini 6nler. ARMS yodntemi genelde herhangi bir mutasyonun saptanmasi igin
gelistirilmis olmasmn yamnda ¢esitli genetik polimorfizmlerin saptanmasinda da
kullanilmaktadir' ' 12,
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Bu calismada G6PD aktivitesi 0,0 U/ gHb ve 77,5 U/gHb olan toplam 34
olgunun Gd Akdeniz mutasyonu molekiiler diizeyde incelenmigtir. Lékosit DNA’lan
Poncz y6ntemiyle izole edilmis ve 6. eksondaki 563. niikleotitteki C—»T degisimini
gosterebilmek igin uygun primerler segilerek Srnekler ARMS ybntemiyle amplifiye
edilmistir. Elde edilen amplifiye DNA’lar Mbo II enzimi ile kesilerek jel
elektroforeziyle olusan iirlin kontrol edilmistir. Molekiiler diizeydeki aragtirma
grubumuza toplam 5 aileden 34 olgu almmistir. Incelenen 34 olgudan 11’inde Gd
Akdeniz varyant: belirlenmigtir (Cizelge 4.32, 4.33).

Bu calismada ilk defa kadin bir olguda ( H.T ) G6PD enzim diizeyi 0,0 U/gHb
olarak bulunmus ancak kolon kromatografisi ile enzim saflagtirildiginda hi¢ aktivite
elde edilemedignden dolayr kinetik ¢aligmasi yapilamamuigtir, Molekiiler incelemeler
sonucunda bu olgunun Gd Akdeniz mutasyonu igin homozigot bir 6rnek oldugu
gozlenmistir (Sekil 4.41).

Ayrica G6.D, AN, ED, PN ve Ay.0.T’nin G6PD enzim diizeyleri 5,1-7,1
U/gHb arasinda olmasmma ragmen bu olgularin da Gd Akdeniz mutasyonu tagidigi
gozlenmistir (Sekil 4.41, 4.43, 4.44, gizelge 4. 32)

Bu g¢alismada gézlendigi gibi olgularin kinetik &zellikleri birbirinden farkl
olmasina ragmen D, T ve N ailelerinin Gd Akdeniz mutasyonu tasidigi, E ve B
ailelerinin ise tasimadif1 gézlenmistir. (Cizelge 4.31, 4.32, 4.33).
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6. SONUC ve ONERILER
SONUCLAR

. G6PD diizeyi 0,0 U/gHb ve Gd Akdeniz mutasyonu homozigot olan bir kadin
olgu belirlenmigtir.

. Bir olgunun G6PD diizeyi 0,0 U/gHb olmasina ragmen Gd Akdeniz mutasyonu
icermedigi belirlenmistir,

. G6PD diizeyi normal olmasma ragmen Gd Akdeniz mutasyonu igeren 5 olgu
gozlenmistir.

. G6PD diizeyi ¢ok yliksek ( 20,0-77,5 U/gHb ) ve Hb E tagiyicisi olan bir aile
saptanmigtur.

. G6PD enzim diizeyi ve membran protein eksiklizi ile MDA diizeyi arasinda

kesin bir iligki bulunamamugtir.
ONERILER

. G6PD’nin genotip ve fenotip iligkisini aydinlatabilmek igin kapahi toplum
6zelligi gosteren Cukurova’nin diger yorelerinden de 6rnek toplanarak verilerin
istatiksel olarak karsilastirilmasi

. Gd Akdeniz mutasyonuna neden olan serin—fenilalanin amino asit degisiminin
fonksiyonel yapi tizerindeki etkisinin bilgisayar ortaminda sanal tasarmmmm

yapilmas: diistiniilmiitir.
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EK 1: DNA Diizeyinde Karekterize Edilen G6PD Varyantlar
Bugiine kadar molekiiler diizeyinde belirlenen yaklagtk 140 G6PD varyant: cizelge
1°de gosterilmistir' '*'%,

Cizelge 1. DNA diizeyinde karekterize edilen G6PD varyantlar

Varyant Ad1 c¢DNA Niikleotit Genomik Niikleotit | Amino Asit Simif
: Substitiisyonu Substitiisyonu Substitlisyonu
Sinnai 34GoT 34T 12 Val-Leu 3
Lages 40G—>A 40A 14Gly—>Arg 1veya3
Gaohe 95A—G 95G 32His—>Arg 3
Gaozhou 3
Sapporo-like
Ube
Bodia-like
Honiara 99A-G 99G 33lle—>Met 1
1360C—>T 13763T 454Arg—Cys
Sunland 105-107 del 105-107 del 35 veya 36lle del 1
Gidra 110T>C 110C 37Met—>Thr NA
Orissa 131C»G 9988G 44Ala—>Gly 3
Aures 143T—>C 10000C 148Tle—»>Thr 2
Kozukata 159G—C 10111C 53TiP—>Cys 1
Samogawa 169C—»T 10121T 57Arg—>Tip 2
Vetaponto 172G—A 10124A 58Asp—Asn 2
Vlusashino 185C>T 10137T 62Pro—Phe 3
Asahi 202G—A 10154A 68Val->Met
A- 202G—A 10154A 68Val->Met 3
JistritoFederal 376A>G 10877G 126Asn->Asp 3
Viatera 3
Castilla 3
Alabama 3
3etica 2
Tepic 3
‘erara 2
.aghouat 3
{abyle 3
Jamouru 208T—>C 10160C 70Try—>His 2
Jurcia 209A-G 10161G 70Try—>Cys 1
jwansea 224T—>C 10176C 75Leu—Pro 1
Toe 241C>T 10193T 81Arg—>Cys 3
{onan
.agosanto 242GHA 10194A 81Arg—His 13
Jrayasu 281-283 del 10782-10784 95Lys del 2
7ancouver 317C—»G 10818G 106Ser—>Cys 1
544C—>T 182Arg—>Trp
592C-»T 198 Arg—>Cys
lammersmith 323T—A 10824A 108Val->Glu 3
/a0 Borja 337G>A 10838A 113Asp—>Asn 4
N 376A—G 10877G 126Asn—>Asp 4
Tanua Lava 383T—»C 10884C 128Leu—Pro 2
Juing Yan 392G—->T 10893T 131Gly—»Val 3
Jairo 404A—~C 10905C 135Asn—>Thr 2
alladolid 406C—>T 10907T 136Arg—>Cys 2
wcrokorinthos | 436C— A | 10964T 155His—>Asp 2
376A—G 10887G 155Asn—>Asp
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Varyant Adi cDNA Niikleotit Genomik Niikleotit | Amino Asit Smf
Substitiisyonu Substitiisyonu Substitlisyonu
esha 466GoA 10967A 156Glu—Lys 3
Viahidol 487G>A 11658A 163Gly—Ser 3
2lymouth 488G—A 11659A 163Gly—>Asp 1
Taipei 493A-5G 11664G 165Asn—>Asp 2
Naone 497G—>A 11668A 166Arg—>His 2
volendam 1514C>T 11684T. '172Pro—>Ser 11
Nankang 517T5C 11687C [173Phe—>Leu 2
Viiaoli 519C—>G 11689G 173Phe—Leu NA
Shinsbu 527A-G 11698G 176Asp—>Gly 1
“hikugo 535A->T 11706T 179Ser—Cys 1
Vialaga 542A—T 11713T 181Asp—»Val 3
Santamaria 542A-T 11713T 181Asp—>Val 2
376A—>G 10877G 126 Asn—>Asp
vialaga 542 A>T 11713T 181 Asp—~Val
[sukui 561-563del 11732-11734 188veyal89Serdel |1
viediterranean 563C—-»>T 11734T 188Ser—Phe 2
Jallas 2
3irmingham 1
Sassari 2
Cagliari 2
Yanama 1
Zoimbra 592C—>T 11763T 198Arg—Cys 2
shunde
jantiago 593G—C 11764C 198 Arg—Pro 1
3ibari 634A->G 11805G 212Met—>VaL 3
vlinnesota 637G->T 11808T 213Val-Leu 1
viarion 1
Jastonia 1
€ Jeune 1
1arilaou 648T—>G 11996G 216Phe—> Leu 1
Radlowo 679C—>T 12027T 227A1g—>Try NA
vexico City 680G—>A 12028A 227Arg—Glu 3
A- 680G—>T 12028T 227Arg— Leu 3
376A-G 10877G 126Asn—>Asp
Vorth Dallas 683-685 del 12031-12033del 229Asn del 1
\sahikawa 695G—>A 12043A 232Cys—Try 2
Jurham 713A->G 12061 238Lys—Arg 1
Stonybrook 724-729 12072-12077 1242-243. 1
GGCACT del Gly ve Thr del
Nayne 769C—G 12117G 257Arg—>Gly 1
Aveiro 806G—>A 12519A 269Cys—Try 1
“leveland 820G—A 12533A 274Glu—->Lys 1
Jorum 1
suago 826 C—»T 12539C 276Pro—»Ser
.aJolla 832 T>C 12545C 278Ser—Pro 1
Nexham 833C»T 12546T 278Ser—>Phe 1
“hinese 1 835A—T 12548T 279Thr—>Ser 2
Jaikou 835A5G 12548G 279Thr—Ala
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Varyant Adi c¢DNA Niikleotit Genomik Niikleotit | Amino Asit Simf
Substitiisyonu Substitiisyonu Substitiisyonu
Seattle 844G—C 12557C 282Asp—>His 3
Lodi 3
Modena 3
Ferrara 11 3
Athens-like 2 veya 3
Mexico 3 :
Papua 849C—A 12562A 283Asp—>Glu NA
Dsaka 853C—-»>T 12566T 285A1g—>Cys 2
Montalbano 854G—->A 12567A 285Arg—His 3
Viangchan 871G—>A 13031A 291Val—»>Met 3
Jammu 2
West Virginia 910G->T 13070T 303Val—Phe 1
Seoul - 916G—>A 13076A 306Gly—>Ser 2
Drniya 921G->C 13081C 307GIn—His 1
Ludhiana 929G—>A 13089A 310 Gly -»Glu 2
Lalyan 949G A 13109A 317Glu—Lys 3
{erala 3
Nara 953-976 del 13113-13136 del 319-326 del 1
Vianhattan 962G—>A 13142A 321Gly—»>Ghu 1
Rehovot 964T—>C 13124C 322Try—His
A- 968T—C 13128C 323Leu—Pro 3
3etica 376A—G 10877G 126Asn—>Asp 2
3elma 3
Suantanamo 3
Famoupitha 977C—>A 13137A 326Pro—His 2 veya 3
“hatham 1003G—A 13163A 335Ala—>Thr 3
ushan 1004C—A 13164A 335Ala—>Asp 2
Torun 1006 A>G 13166G 336Thr—Ala 1
“hinese-5 1024C>T 13184T 342Leu—>Phe 3
Vlira d’Aire 1048G—>C 13208C 350Asp—>His 4
’artenope 1052G—>T 13351T 351Gly—»>Val 2
erapetra 1057C—~T 13356T 353Pro—Ser 2
watsuki 1081G—>A 13380A 361Ala—>Thr 1
Serres 1082C—>T 13381T 361Ala—>Val 1
\achen 1089C—»G 13388G 363Asn—Lys 1
.oma Linda 1089C—>A 13388A 363Asn—Lys 1
lenri 1096A—G 13395G 366Lys—Glu 1
Cavo Mackenna | 1138A-G 13437G 380Ile—»>Val 1
dley 1139T—C 13438C 380Ile—>Thr 1
Jew York 1141T—»A 13440A 381Phe—>lle
dlomouc 1141T>C 13440C 381Phe—Len 2
Tomah 1153T->C 13452C 385Cys—Arg 1
Jynwood 1154G—>T 13453T 385Cys—Phe 1
vadrid 1155C—>G 13454G 385Cys—>Trp 1
owa 1156A—G 13455G 386Lys—>Glu 1
Walter Reed 1
owa City 1
springfield 1
juadalajara 1159C—>T 13458T 387Arg—>Cys 1
At.Sinai 376A—>G 13458T 387 Arg—>Cys 1
10877G 126Asn—>Asp 1
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Taryant Adi c¢DNA Niikleotit Genomik Niikleotit | Amino Asit Simf
Substitiisyonu Substitiisyonu Substitiisyonu
severly Hills 1160G—>A 13459A 387Arg—His 1
jenova 1
Vorcester 1
7amaguchi 2
wate 1
lijigate , 1
Tartford 1162A->G | 13461G 388Asn—>Asp 1
'raba 1166A>G- 13465G 389Glu-->Gly 1
Visconsin 1177G—>C 13476 393Arg—Gly 1
lashville 1178G—A 13447A 393Arg—>His 1
snaheim 1
Calgary 1
‘ortici 1
slhambra 1180G—>C 13479C 394Val—>Leu 1
Yari 1187C>T 13486T 396Pro—Leu 1
'uerto Limon 1192G—>A 13491A 398Glu—Lys 1
inadia 1193A-G 13492G 398Glu—Gly 2
“linic 1215G—>A 13514A 405Met—1Ile 1
ibeno 1220A—C 13519C 407Lys—>Thr 2
liverside 1228G—>T 13527T 410Gly—>Cys 1
apan 1229G—A 13529A 410Gly—>Asp 1
thinagawa
Aunich 1231A-G 13530G 411Met—>Val
‘okyo 1246G—A 13545A 416Glu—Lys 1
‘ukushima 2
jeorgia 1284C—HA 13560A 428Try—End 1
Tansdorf 3' intron 10 splice { 13689-13690 del N/A 1
site del
urabaya 1291G—>A 13694A 431Val->Met
‘umare 1292T->G 13695G 431Val—>Gly 1
'awnee 1316G—C 13719C 439Arg—>Pro 2
‘eti 1318C—»T 13721T 440Leu—>Phe 1
~obe 1
lantiago de Cuba | 1339G—A 13742A 447Gly—>Arg 1
Aorioka ' 1
. Antioco 1342A—>G 13745G 448Ser—>Gly 2
>assano 1347G—>C 13750C 449GIn—>His 2
Iermoupolis 1347-C 13750C 449GIn—His
1360—T 13763T 454Arg—>Cys
Tarima 1358T—HA 13761A 453Val>Glu 1
“hinese-2 1360C—T: ‘13763T | 454Arg—>Cys 2
Jnion ' ' 2.
Aaewo 2
zalo
\ndalus 1361G—>A 13764A 454Arg—>His 2
"iguera da foz 1366G—>C 13874C 456Asp—His 2
Josenza 1376G—-C 13884C 459Arg—>Pro 2
Santon 1376G—T 13884T 459Arg—>Leu 3
“aiwan-Hakka 2
sifu-like 2
\grigento-like 3
3angkok Noi 1376G—>T 13884T 459Arg—Leu 1
1502G>T 14107G 501Phe—>Cys
{amiube 1387C—>T 463Arg—Cys 3
leelung
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/aryant Adi cDNA Niikleotit Genomik Niikleotit | Amino Asit Suuf
Substitiisyonu Substitiisyonu Substitiisyonu
{aiping 1388G—>A 13896A 463Arg—>His 2
\nant 3
Shon 2
‘etrich-like 2
yapporo 1
Vosera NA
Jeapolis 1400C->G 13908G 467Pro—>Arg 3.
ukaya 1462G—A 14067A 488Gly—Ser 1
~ampinas 1463G—>T 14068T 488Gly—»Val 1
srakawa 1466C—»T 14071T 489Pro—Leu 1
3righton 1488-1490 del 14093-14095 del 497 Lys del 1
Jangkok Noi 1502T—>G 14107G 501Phe—-Cys 1
1376G>T 13884T 459Arg—Leu
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