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KISALTMALAR

: Adenin veya adenozin

: Adenozin 5’-mono-, di-, trifosfat
: Asit-sitrat-dekstroz

: Aspartatamino transferaz

: Adenozin trifosfataz

: Interlokin 3

: Sitozin veya sitidin

. 3', 5'-siklik AMP

: Komplementer DNA

: Eritropoetin

: Dalton

: Deoksiriboniikleik asit

: 2,3- difosfogliserat

: Diinya Saghk Orgiitii

: Enzim Komisyonu

: Etilendiamintetraasetik asit

: Eritrosit progenitér hiicre

: Guanin veya guanozin

: Gliseraldehit 3-fosfat

: Glukoz 6-fosfat

: Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz

: Glutatyon ve okside formu

: Hemoglobin, methemoglobin, sulﬂlemogiobin
: Klinik Kimya Uluslararas1 Federasyonu

: Michaelis - Menten sabiti
: Koenzim A

: Laktat dehidrogenaz



: Molekiiler agirlik

MAxADPH : NADPH molar absorbsivitesi
MCH : Ortalama eritrosit hemoglobini
MCV : Ortalama eritrosit hacmi ,
MMT : 3(4,5 Dimetilthiazolil) 2,5 difenil tetrazolyum bromid
NAD', NADH : Nikotinamid adenin diniikleotid ve rediikte formu
NADP*, NADPH : Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat ve rediikte formu
NCCLS : Klinik Laboratuvar Standartlar1 Ulusal Komitesi
nt : Niikleotid
pH : log 1[H']
RBC : Eritrosit
T : Timin veya timidin

Amino Asit Kisaltmalar:
A Al : Alanin
D, Asp : Aspartat
H, His : Histidin
I, Ile : 1zolésin
K, Lys : Lizin
M, Met : Metiyonin
N, Asn : Asparajin
R, Arg : Arginin
S, Ser : Serin
V, Val : Valin
Y, Tyr : Tirozin



GIiRiS VE AMAC

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (D-glukoz 6-fosfat NADP" oksidorediiktaz,
G6PD) tiim bitkisel ve hayvansal dokularda bulunan adaptif bir enzimdir. Hiicreye
glukozun oksidasyonu ile NADPH formunda indirgen gii¢ saglayan pentoz fosfat
yolunun ilk tepkimesini katalize eder. Eritrositlerde yetersizligi, oksidan ajanlarla
kargilagildiginda hemoglobin denatiirasyonuna ve hemolize yol agabilmektedir.” %>

1926 yihinda Cordes sitma tedavisi amaciyla primakin alan bazi hastalarda
Olimle sonuglanan hemolitik anemi gozlemlemigtir. 1931 yilinda Christian ve
Warburg enzimi izole etmis ve tanimlamiglardir.®’ Giiniimiize dek yaklagik 400
G6PD varyanti saptanmistir.*” Genetik heterojenite enzim eksikliginde goriilen
klinik tablolarin da gesitlilifine yol agmaktadir.

G6PD genomu X kromozomunun q28 bolgesinde lokalizedir. Bu nedenle
enzim kusurunun tam ifadesi erkek hemizigot bireylerde goriiliir. Heterozigot digi
bireylerde ise normal ve enzim eksiklifi olan iki farkli eritrosit populasyonu
vardir*°

G6PD eksiklifi eritrosit enzim kusurlari iginde en yiiksek prevalansa
sahiptir.'>'"'? G6PD kusurunun diinya iizerinde yaklastk 400 milyon insam
etkiledigi diigiiniilmektedir. Tirkiye genelinde sikhf % 0.5 olarak bulunmugtur
ancak cofirafi bolgelere ve etnik kokene gore ¢memli farkhiliklar géstermektedir.
G6PD eksikligi Cukurova bélgesinde % 8.2, Tarsus ve Hatay yéresinde % 11.4,
Antalya’da % 9.2 oramnda goriilmektedir.*'*

G6PD eksikligi tarama ¢aligmalarinda siklikla nitel y6ntemlerle saptanmaya
¢ahigilmigtir,. Ancak nitel yéntemler enzim aktivitesinin kismen azaldi) varyantlarin
ve aktivitenin diigiikk oldugiu varyantlarda da heterozigot bireylerin saptanmasina
olanak tanimamaktadir.'* Bu nedenle ¢alismamzda nicel G6PD analizi tercih
edilmigtir. Yontemi kolaylagtiran ve sonuglarin degerlendirilmesinde hata oramini
azaltt@ digiiniilen baz1 modifikasyonlar uygulanmigtir.



G6PD eksikliginde goriilebilen akut hemolitik krizlerden korunma, hastalifin
bilinmesi ve buna yol agan oksidan ajanlardan kaginmakla miimkiin olabilmektedir.
Bu nedenle G6PD eksikligi halk saghif: agisindan 6nem tasir. Gaziantep il
merkezinde 306 birey iizerinde yaptigimiz GGPD eksikligi sikhifi ¢aligmasinin bu
konuda ¢alisacak arastirmacilara yardimci olacagina inantyoruz.



GENEL BiLGILER
ERITROSITLER
Tanmmm ve Islevi

Eritrositler (RBC) i¢erdikleri hemoglobin (Hb) ile dokular arasi oksijen (O;)
ve karbondioksit (CO,) transferini gergeklestiren kan hiicreleridir. Onciil eritrositer

hiicrelerde iiretilen hemoglobini tasir ve islev gérmesi igin uygun ortam: saglarlar. °
Eritrositlerin Yapis1

Eritrositler bikonkav sekilli ortalama 7 pum ¢apmda kan hiicreleridir.
Kalinlhiklar1 merkezde 1 pm veya altinda, kahnhifin en fazla oldugu kisimda
2.5 pm’dir.”

Insan eritrositleri gekirdek, mitokondri, ribozom, endoplazmik retikulum ve
diger i zar sistemlerini igermezler. En énemli bilegenleri homojen dagilim gosteren
hemoglobindir. Eritrosit i¢i difer maddeler sitozolik enzimler, ara metabolizma
tiriinleri ve elektrolitlerdir. > '¢

Eritrosit membram yapisindaki amfipatik fosfolipid molekiilleri iki tabakal
bir yap1 olugturmaktadir. Bu molekiiller bulunduklan: tabaka iginde kolaylikla yer
degigtirirken, difer tabakaya gegisleri (flip-flop hareketi) seyrek olarak
gergeklesmektedir, Cift tabakali lipid yapimmn akigkanhg bilesimiyle ilgilidir.
Kolesterol kiigiik molekiillii, suda ¢oziilebilir maddelere gegirgenligi kisitlamakla ve
hiicre deformabilitesini azaltmakla birlikte hidrokarbon zincirlerinin kristallegmesini
de engellemektedir. Eritrosit membran lipidleri agirlik olarak % 23 kolesterol, % 18
fosfatidiletanolamin, % 18 sfingomyelin, % 17 fosfatidilkolin, % 7 fosfatidilserin ve
% 7 glikolipidlerden olusmaktadir."”



Insan eritrosit membran proteinlerinin sodyum dodesil siilfat poliakrilamid-
jel elektroforezi ile incelenmesi sonucu molekiiler aguhiklann (MA) 5000 - 250 000
Da arasinda degigen 15 protein bandi izlenmigtir (Sekil 1). Bu proteinlerden
spektrin, glikoforin Qe band 3 proteini afirhik olarak total membran proteinin %
60’11 olugturmaktadir. '” '3

Spektrin eritrosit membraminin protein iskeletini olugturur. Cift tabakal: lipid
membranin sitoplazmik yiiziinde yer alan bu protein, hiicrenin yapisal biitiinlagiiniin
ve bikonkav seklinin siirdiiriilmesini saglar. Spektrin molekiilleri birbirine kisa aktin
filamanlar1 ile plazma membranina ankrin kopriileri ile tutunmaktadir. Ankrin
molekiilleri spektrini band 3 proteininin sitoplazmik boliimiine baglamaktadir.
Band 4.1 proteini de spektrin ve aktin molekiillerini glikoforin ve band 3 proteinine
baglayarak deformabilitesi yiiksek membran protein iskeletinin yapisina katkida
bulunur. Eritrosit membran proteinlerinin modeli Sekil 2°de goriilmektedir.'” 1®

Gliforin glikoprotein yapisinda kiigiik bir molekiildiir. % 90’m siyalik asit
gruplarinin olugturdugu yiizey karbonhidratlanimin ve yiizey negatif yiikiiniin biiyiik
bir kismu glikoforin yapisinda bulunmaktadur.

Band 3 proteini membram yaklagik 14 kez katedecek gekilde katlanmus bir
transmembran proteinidir. Eritrosit membramnda kloriir (CI') ve bikarbonat (HCO5))
iyonlarinin Kargilikli deBigimini saglar. HCO;s iyonlarma gegirgenlifi artiran bu
anyon transport proteini, kamn akcigerlere tagtyacagi CO, miktarim artirmaktadir.

Eritrosit membram yapisinda bulunan Na* - K™ pompasi ATP az aktivitesiyle
elektrokimyasal gradiyente karst hicre igine K', digma Na’ aktarimim
gergeklestirmektedir. Bu igleviyle membran potansiyeli, hiicre i¢i osmolalite ve
dolayh olarak hiicre hacmi iizerinde etkili olabilmektedir.'” '®
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molecular
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- o spectrin
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100,000 —-: band 3
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Sekil 1. Insan eritrosit membran proteinlerinin sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid-jel elektroforezi.'”
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dimer

band 4.1
tropomyosin

spectrin \N :
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Sekil 2. Eritrosit membran proteinlerinin modeli."”



Eritrosit Uretimi

Pluripotent kok hiicrenin bazi mikrogevresel etkilerle eritroid progenit6r
hiicreye (EP-h) doniigtigii diigiinilmektedir. EP-h, interlékin 3 ve eritropoetin
aktivitesi ile morfolojik olarak taninabilir eritroid hiicreler ve normoblastlar iiretir.
Interlékin 3 ve eritropoetinin etkileri in vitro kiiltiir sistemlerindeki davraniglarina
gére deneysel olarak gosterilmis ve sirasiyla burst forming units-eritroid (BFU-E)
ve colony forming units-eritroid (CFU-E) olarak tammlanmgtzr, >'™ '°

Ik eritroid énciili pronormoblastir. Mitoz bélinmeyle iki bazofilik
normoblasta doniigiir. Sitoplazmanin bazofilik olusu bol miktarda RNA igermesine
baghdir. Bazofilik normoblastin mitoz boliinmesinden sonra, hemoglobin sentezi,
iki yavru hiicrenin sitoplazmasinin polikromazi gostermesiyle goriiniir hale gelir. Bu
hiicrelere polikromatofilik normoblastlar denilir. Bir veya iki mitoz béliinme sonrast
¢ekirdek kiigiilerek ortokromatik normoblast evresine gelinir. Artik bu eritroid
hiicrelerin mitoz bélinmesi miimkiin degildir. Sitoplazmik kontraksiyonlarla
gekirdek hiicre digina atilarak retikiilosit meydana gelir. Retikiilosit mevcut RNA ile
kemik iliginde bir kag gin protein ve hem sentezini sirdiirebilir. RNA ve
mitokondrisini kaybettikten sonra dolagima verilir. Dolagimda ribozomlarim ve
diger organellerini kaybederek olgun eritrosit formunda yaklagik 120 giin kalir
(Sekil 3). °

Dolagimdaki eritrosit sayist iiretim hizinin degigimi ile diizenlenir. Doku
hipoksisi liretim hizim arttiric1 bashica faktérdiir.



Pluripotent kok hiicre

/
Lenfoid kék hiicre
I

B hiicresi

I
Plazma hiicresi

T hiicresi

H\ematopoetik kok hiicre
IHematop;etik mikrquirqeve\sel etkiler|
BFIIJ-E NIc")trcI)ﬁl ve \ Eozinofil Trombosit
CFU-E monositler
Pronortlnoblast

I
Bazofilik normoblast

I

Polikromatofilik normoblast
I

Ortokromatik normoblast
I

Retikiilosit

|
Eritrosit

Sekil 3. Hematopoez ve normoblastik olgunlagmanin evreleri. °
BFU-E: interlékin 3, CFU-E: Eritropoetin.

Eritrosit Yikumm

Eritrositler 120 giinliikk yagam siireleri boyunca gesitli metabolik degigiklikler
gosterirler. Hiicre yaglandikga bazi sitozolik enzimlerin aktivitesi azalir, hiicre yiizey
alam darlagir ve membrandaki siyalik asit gruplanim kaybederek antijenik bir yapt
agifa ¢ikanirlar (Ganzoni, 1971). Asiyaloglikoforin denilen bu yapiya kargi olugan
otoantikorlarin baglanmasi ile hiicre retikiiloendotelyal sistem (RES) tarafindan
dolagimdan uzaklastinhr (Alderman 1980 ve 1981).° Band 3 proteininin proteolitik
par¢alanma veya agregasyonu ile modifikasyonunun da hiicre yiizeyinde Ig G
birikimine yol agan antijenik bir yap1 agifa ¢ikardifs gosterilmigtir (Turrini ve ark.
1991, Kay ve ark. 1983). Low ve arkadaslan (1985) denatiire hemoglobinden olugan
hemikromlarin band 3 proteininin sitoplazmik kismina baglandifini, membranda
kiimelenerek otolog Ig G baglanmasim kolaylastirdigim ileri siirmiistiir. Bu modele
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gore antijen baglanmasim baglatan olay hemoglobin oksidasyon iiriinlerinin
olusumudur. Yagh eritrositlerde glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz, G6PD ve
siiperoksit dismutaz gibi enzimlerin miktarindaki azalma hemikrom artiginin nedeni
olarak diiiniilmektedir (Clark, 1988).%

Eritrosit membran proteinlerinin fosforilasyonu sonucu membranin mekanik
6zelliklerinin etkilenmesi de dolasimdaki yasam siirelerini etkileyebilmektedir. Band
4-1 proteinlerinin cAMP bagimh kinaz veya sitozolik protein kinaz ile
fosforilasyonu spektrin ile etkilesimini bozmaktadir, Spektrin molekiillerinin
fosforilasyonu ile eritrosit membrammn mekanik ozelliklerinin  degistigi
gosterilmigtir (Manno ve ark., 1995). Siirfaktan yogunluk gradiyentinde ayrilan
insan eritrositlerinde, eritrosit yag: arttikga cAMP bagimh protein kinaz ve sitozolik
protein kinaz aktivitelerinde azalmanin gosterilmesi yaslanma eyleminin sanmilandan
daha karmagik oldugunu diisiindirmektedir. Bu ¢alismada insan eritrositlerinde
laktat dehidrogenaz (LD), fosfogliserat kinaz, piriivat kinaz ve asit fosfataz
aktivitelerinin eritrosit yagam boyunca degismedigi de gosterilmistir. %°

Patolojik durumlarda duyarlanmmg veya anormal yapisal 6zellik gosteren geng
hiicreler de pargalanmakta veya RES tarafindan dolasimdan uzaklagtinlmaktadir. °

Eritrosit Metabolizmasmm Ozellikleri

Insan eritrositleri gekirdek, mitokondria, ribozom, endoplazmik retikulum ve
diger i¢ zar sistemlerini icermezler. Bu nedenle niikleik asit, protein, fosfolipid veya
karbonhidrat sentezleyemezler.

Eritrosit metabolizmas1 hemoglobinin iglevini optimal kosullarda
siirdiirmesine ve kendi biitiinliiginii korumaya y6neliktir.



Eritrositlerde Enerji Saglanmas:

Eritrositler gerekli enerjinin yaklagik % 90’m glikolizden (Embden-
Meyerhof Yolu) saglar. Bu nedenle glukoz, eritrositlerin gereksinim gosterdigi ana
metabolizma yakitidir. Glukoza duyarh, insiilinden bagmsiz hiicreler olan
eritrositlere glukoz girigi hiicre membraninda yer alan glukoz tasiyic1 molekiiller
(Glu T-1 ve Glu T-3) aracilif1 ile gergeklesir. Glukoz igin diisiik Michaelis-Menten
sabitine (Km) sahip olan bu tagtyicilar hiicreye diigilk kan insiilin ve glukoz
diizeylerinde de glukoz girigine olanak tamrlar.?!

Hiicrenin sitozoliinde meydana gelen ve anaerobik kogullarda gergeklesebilen
glikoliz ile 1 molekiil glukoz 2 molekiil piruvata doniigiirken, net 2 molekil ATP
sentezlenir ve 2 molekiil NAD" indirgenir (Reaksiyon 1).

Glukoz + 2ADP + 2Pi + 2NAD"_, 2Piruvat + 2ATP + 2NADH + 2H" + 2H,0 (1)

Aerobik kogullarda piruvat 6zgiin bir transport sistemiyle mitokondri igine
taginir. Burada piruvat dehidrogenaz enzim kompleksi ile asetil koenzim A’ya (asetil
KoA) dekarboksile olur (Reaksiyon 2).

Piruvat + NAD" + KoA ——, Asetil KoA + NADH +H' + CO, (2)

2 molekiil asetil KoA’nin Krebs déngiisii ve mitokondrial elektron transport
zincirinde CO, ve H,O’ya ileri oksidasyonu sonucu 1 molekiil glukozun yikimindan
net 38 molekiil ATP elde edilebilir. %

Anaerobik kosullarda ise piruvat LD ile laktata doniigiirken 1 molekiil NADH
okside olur (Reaksiyon 3). '

LD
Piruvat + NADH + HY —— Laktat + NAD" (3)



Eritrositler i¢inde glikoliz aerobik kosullarda bile daima laktat olusumuyla
sonlanir, ¢iinkii piruvatin oksidasyonu igin gerekli enzim sistemlerini igeren
mitokondri yoktur. Eritrositlerin Krebs dongiisii ve oksidatif fosforilasyon
aktivitelerinden yoksun olugu, swrasiyla piruvat ve NADH'm H,O ve CO’e
oksidasyonunu ve daha fazla ATP sentezlenebilmesini engeller. NADH piruvatin
laktata rediiksiyonu ile eglegerek reokside olur ve bdylece glikolizin devami
saglanabilir (Sekil 4), 2% |

Glukoz

|
Trioz tosfat - Trioz‘tosiat

Sekil 4. Anaerobik kosullarda veya mitokondria yoklugunda glikolizin
igleyisi.? m Bloke olan metabolik yollar.

Sonug olarak belirli bir miktar enerjiyi saglamak igin daha fazla glukoz
glikolize ugramak zorundadur. *'%%

Glikolizden saflanan ATP membrandan aktif katyon transportu, membran
deformabilitesinin siirdiiriilmesi ve hiicrenin bikonkav seklinin korunmas: gibi enerji
gerektiren reaksiyonlarda kullanlir, > '6
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2,3-Difosfogliserat Sentezlenmesi

Eritrositlerde glikolizin diger fonksiyonu da 2,3-difosfogliserat (2,3-DPG)
sentezlenmesidir. 2,3-DPG hemoglobine baglandiginda oksijene afinitesini azaltarak
dokularin daha iyi oksijenlenmesini saglar. Eritrosit 2,3-DPG konsantrasyonu kan
hemoglobin konsantrasyonu ile ters orantili olarak degisir ve anemilerde 6nemli bir
kompansasyon mekanizmasi olusturur. '*

2,3-DPG sentezi, glikolizde fosfogliserat kinazin kataliz ettifi reaksiyonun
atlanmasi ile olur (Sekil 5).

Glukoz

(2)1,3-difosfogliserat———-—_
difosfogliserat

ADP \ Xnutaz

(/ fosfogliserat 2,3 DPG
ATP kinaz
v 2,3 DPG
(2) 3-fosfogliserat <—/ fosfataz
Pi

Sekil 5. Rapaport Luebering sant1. %

1,3~difosfogliserat, mutaz enzimi ile 2,3-DPG’ye doniigiirken yapisindaki
yilkksek enerjili fosfat bafi, serbest enerjiyi 1s1 olarak ortama verir, ATP
gereksiniminin minimal oldugu kogullarda da glikolizin siirdiiriilmesini ve
2,3-DPG sentezini saglayan bu yola Rapaport Luebering sant1 adi verilir. 2
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Hemoglobin ve Hiicre Zarmmm Oksidasyondan Korunmasi

Biyolojik sistemlerde serbest radikallerin fazla iiretimi veya antioksidan
savunma sistemlerindeki zayiflama hiicresel hasara yol agabilmektedir. Serbest
radikal eslesmemis elektronu olan atom veya molekiil olarak tammlanmaktadir. Bu
olusumlarin termodinamik stabilitesi, lokal kinetik reaktiviteleri ve fiziksel
ozellikleri hiicresel toksisitelerini etkilemektedir,

Molekiiler oksijenin suya doniigiimii siiperoksit anyon radikali (O,), hidroksil
radikali (OH ) gibi radikal olan ve hidrojen peroksit (H,O, ) gibi radikal olmayan
reaktif oksijen metabolitlerinin olugumlarin1 igeren sirali, tek elektron eklenmesiyle
seyreden dért basamakli bir reaksiyonlar dizisidir (Harber ve Willistatler, 1931)
(Sekil 6). %

Oksijen molekiilii 0O,
e

Siiperoksit radikali 0, H' , HO; Perhidroksil radikali
|

Peroksit iyonu 0> _2H" , H20, Hidrojen peroksit

O _2H" H0 su

v H*

Oksen iyonu 0" » OH  Hidroksil radikali
e 2H

Oksit iyonu o> -+ H,0 Su

Sekil 6. Molekiiler oksijenin sirals, iinivalan rediiksiyonu. *
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Serbest radikallerin eksojen kaynaklar1 iyonizan radyasyon, sigara tiiketimi,
pestisitler ve bazi medikasyonlardir. Hiicre iginde de cesitli serbest radikal
kaynaklar: vardir. Katekolaminler, flavinler, tiyoller ve kinonlarin otooksidasyonu
O2’nin  rediiksiyonu ile reaktif oksijen metabolitlerinin olusumuna yol
agabilmektedir. Ksantin oksidaz ve aldehit dehidrogenaz gibi sitoplazmik enzimlerin
katalitik dongiisii, lokotrien, tromboksan ve prostaglandin  sentezlerinde
lipooksijenaz ve siklooksijenaz enzimlerinin kataliz ettifi reaksiyonlar da reaktif
oksijen metabolitlerinin olugumuyla ilgilidir. Mitokondrial elektron transport sistemi
ve mikrozomik elektron transport sistemi O7 ve H,0, iiretimine yol agmaktadir. 2> 2

Serbest radikallerin yiiksek reaktivitesi hem yar1 Omiirlerinin hem de
aktivasyon yarigaplarinin kisa olmasina neden olur. Bu molekiiller non radikal
bilesiklerle Dbirleserek yeniden reaksiyona girebilecek serbest radikaller
olugturabilirler. Boylece ilk radikali olugturan sistemden uzak biyolojik etkiler
ortaya gikabilmektedir. Bunun bir émegi ikincil radikallerin ve yikim iiriinlerinin
son derece hasar verici etkiler gosterdigi lipid peroksidasyonudur.

Tiim hiicresel bilesenler; yaglar, proteinler, niikleik asitler ve karbonhidratlar
reaktif oksijen metabolitlerinin reaksiyonlariyla metabolik ve hiicresel kusura yol
agacak gekilde hasar gérebilirler.

Yaglar : Hidroksil ve hidroperoksil radikaller énemli hiicre membram
bilesenleri olan fosfolipidlerin ve poliansatiire yaglarin oksidasyonuna yol
agabilmektedir.

3 veya fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin peroksidasyonu ile olusan
malondialdehidin de membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve g¢apraz baglar
olusumuna yol agtif1 g6sterilmigtir.

Lipid peroksidasyonu membran yapisinda ¢nemli hasara neden olmakta
akaigkanligmi ve fonksiyonunu bozmaktadur. *

Proteinler : Genel olarak proteinlerin oksidasyonu proteolize duyarliligin1 da
artirmaktadir. Intra ve inter molekiiler disiilfit baglanmn olusumuyla agregasyon

fenomenine, gapraz baglar olujumuna ve yapisal bozukluklara yol agmaktadir.
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Peptid baglan, serbest oksijen radikalleri etkisi ile hidroliz olarak protein
fragmantasyonu ile sonuglanabilmektedir. *

Niikleik asitler ve karbonhidratlar da reaktif oksijen metabolitlerinin hedef
molekiilleri arasindadir. Bu molekiillerin oksidasyonu ile ilgili ¢aligmalar
siirmektedir. %

Reaktif oksijen metabolitlerinin hasar verici etkilerine karg: hiicresel savunma
sistemleri de vardir. Siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz, DT-diaphoraz gibi enzimler, glutatyon, askorbik asit, iirik asit ve taurin
gibi kiigiikk molekiiller birincil savunma sistemlerini olugturmaktadir. Peroksidaz
aktivitesi gosterilebilen glutatyon transferaz enzimleri, hasarl: molekiillerin yikimim
gergeklegtiren proteolitik enzimler v¢ DNA onaran niikleik enzimlerin yam sira
a-tokoferol, B-karoten ve bilirubin ikincil savunmada etkili olmaktadir. **

Hemoglobin: Hemoglobin yapisindaki iki degerlikli demir atomlarmnn
(Fe?"), iig degerlikli ferrik iyonlara (Fe’*) oksidasyonu ile methemoglobin (MetHb)
olugur. (Reaksiyon 4). **

(Fe*H)+H,0, —, (Fe*)+OH +OH" 4)

MetHb, O, veya CO, baglama o6zelligini kaybetmistir. Saglikli bireylerde
toplam hemoglobinin % 1.5 veya daha azzm (ortalama % 0.78+0.37, 95. persantil :
% 1.28) olusturan MetHb oraninin artigi fonksiyonel anemiye yol agmakta, % 60
iizerinde olmas: 6ldiiriicii seyredebilmektedir. > '*

Fe** iyonlarmmn oksidasyonu ile MetHb olusumu eritrositlerde simmirh bir
diizeye kadar geri doniigebilir. Oksidasyonun siirmesi geri doniigiimsiiz
konformasyonel degisimlere, sulfhemoglobin (SHb) olusumuna, hemoglobinin
denatiire olarak eritrosit iginde presipitasyonuna yol agmaktadir (Sekil 7).

Akciferler Oksidasyon
Hb «———> HbO; «——— MetHb—, SHb ____, Denatiire Hb
dokular NADH-sitokrom (Heinz cisimcikleri)
bs reditktaz

Sekil 7. Hemoglobinin oksidasyonu.'® HbO, : oksihemoglobin.
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Sulfhemoglobin presipitatlar hiicre membranindaki -SH gruplan ile disilfit
baglart olugturabilir. Siklikla hiicre membranina baghi goriilen bu presipitatlara
Heinz cisimcikleri denilir. > %

Normal kogullarda eritrosit i¢inde az miktarda olugan MetHb, enzim
sistemlerince indirgenir. En 6nemlisi NADH bagimli MetHb rediiktaz (NADH
sitokrom bs rediiktaz) sistemidir (Reaksiyon 5). Digerleri rezerv sistemleridir;
askorbik asit, rediikte glutatyon, NADPH bagimli MetHb rediiktaz (Reaksiyon 6,7).
NADPH MetHb rediiktaz sistemi dogal bir kofaktér veya metilen mavisi gibi
otooksidasyona ugrayan bir boya gerektirir. > %

Sitokrom bs
rediiktaz
MetHb (Fe *") / » Hb (Fe*') === HbO, (Fe*'-0,) (5)

NADH+H® NAD"

NADPH MetHb
rediiktaz

MetHb (Fe**) /\ Hb (Fe*" ) === HbO, (Fe*"-0,) (6)

NADPH+H" NADP*

MetHb (Fe**) » Hb (Fe?" ) ==HbO, (Fe*-0,) (7)

/)

2G-SH  GS-SG

NADPH+H" NADP*

Glutatyon N-terminal glutamatin o peptidil olmayan bir bag aracilig: ile
sisteine baglandif atipik bir tripeptiddir (Sekil 8). 22
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I | |
C CH N
/ ..
ch, N \ﬁ/ \CH3
|
(l:Hz H o] CO0 -~
H-C-NH3+

]
COO0 -~

Sekil 8. Glutatyon (y-glutamil-sisteinil-glisin). %

Sistein kalintisinin siilfiir atomunun rediikte (-SH) oldugu durumda molekiil
rediikte glutatyon (G-SH) olarak adlandirilir. 2 molekiil G-SH disiilfit bag ile
birleserek 1 molekiil okside glutatyonu (GS-SG) olugturur. Bu reaksiyon glutatyon
peroksidaz enzimi ile katalize edilir. Glutatyon peroksidaz G-SH'm H' atomunu
H,0, ve organik serbest hidroperoksitlerin rediiksiyonu i¢in kullamr (Reaksiyon 8
ve 9). Katalitik aktivitesini saglayan 4 selenyum atomu igeren bu enzim, ﬁkalyoﬁk

hiicrelerde sitoplazmada bulunur ve yiiksek substrat afinitesi gosterir. **

Glutatyon peroksidaz
2 G-SH + H,0, » GS-SG +2 Hy,O (8)

Glutatyon peroksidaz
2 G-SH + R-OOH * GS-SG + R-OH + H,O (9)

Okside glutatyondan rediikte glutatyonun rejenerasyonu bir flavoprotein olan
glutatyon rediiktaz enzimi ile olur. Bu reaksiyon NADPH gerektirir (Reaksiyon 10).

Glutatyon rediiktaz
GS-SG » 2 G-SH (10)

NADPH+H" NADP*
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Son galigmalar eritrosit H;O,'nin yikiminda katalaz enziminin daha aktif bir
rol oynadifim glutatyon peroksidazin asil iglevinin organik peroksitlerin yikimi
oldufunu gostermektedir. Katalaz, 2 molekiil H,Onin 1 molekiil oksijen ve
2 molekiil suya doniigiimiinii kataliz eder (Reaksiyon 11). %> %

Katalaz
2 H,0, — 2H,0+ 0O, (11

Tetramerik formu aktif olan bu enzim yapisinda 4 molekiil siki bagli NADPH
tagimaktadir. Katalaz ilk H,O, molekiilii ile birlestiginde bilegik I ad: verilen enzim-
substrat kompleksini olusturur. Ikinci H,O, molekiili ile reaksiyon katalazi
baslangi¢ durumuna getirir. NADPH yoklugunda bilesik I katalazin inaktif formu
olan bilesik II'ye doniigmekte ve siirekli H,0, 'ye maruz kaldiginda geri doniisiimsiiz
inaktivasyona yol agabilmektedir. > %

G-SH methemoglobinin rediiksiyonu yam sira katalaz ile birlikte hiicre iginde
H,0; ve organik peroksitlerin birikimini engelleyerek de eritrositleri korur. Ciinkii
hiicrede peroksitlerin artigi hemoglobinin methemoglobine déniisiimiine yol agar,
membran lipidlerini ve hiicre igin yasamsal olan enzim yapisindaki proteinleri
okside eder.*”? Hemoglobin presipitatlarinin membrana baglanmasi, membran
lipidlerinin oksidasyonu eritrosit stabilitesini bozar, membran rijiditesini, gekil
degisikliklerine direncini arttirir ve damar igi hemolize yahut hasarh hiicrenin RES
tarafindan yikilmasina yol agar, > %3

Sonug olarak eritrosit biitiinliigiiniin ve hemoglobin iglevlerinin siirdiiriilmesi
i¢in rediikkte glutatyona, siirekli tiiketilen rediikte glutatyonun rejenerasyonu,
NADPH bagimh MetHb rediiktaz sisteminin ve katalazin iglevi i¢in NADPH'a

gereksinim vardar.
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Pentoz Fosfat Yolu ve NADPH Uretimi

Eritrositlerde aktif olan metabolik yollardan birisi de pentoz fosfat yoludur
(Fosfoglukonat yolu, Heksoz monofosfat yolu).'***? Glukozun birinci karbonundan
dekarboksilasyonu ile pentoz fosfatlar ve NADPH iiretilir. Memelilerde pentoz
fosfat yolu eritrositler diginda yag asidi ve steroid yapidaki bilesikleri sentezleyen
dokularda da yiiksek aktivite gésterir; karaciger, yag dokusu, adrenal korteks, testis
ve siit veren meme bezi indirgeyici sentezlerde NADPH kullanirlar. Niikleotid ve
niikleik asit sentezleri igin gerekli ribozun dnciilleri ise tiim dokularda saglanabilir.
Bu, muhtemelen pentoz fosfat yolunun oksidatif olmayan fazinin tersine doniisii ile
bagarilr. 21,22, 23

Pentoz fosfat yolunun enzimleri, glikolizde oldugu gibi hiicrenin sitozolik
kompartimaninda bulunur. Oksidasyon dehidrojenasyon ile saglamr, hidrojen alicist
olarak NADP* kullamlir. Bu yoldaki reaksiyonlar dizisi oksidatif ve oksidatif
olmayan iki faza aynilabilir.

Oksidatif Faz : ilk reaksiyon glukoz 6-fosfatin (G6-P) G6PD tarafindan
enzimatik dehidrojenasyonu ve 6-fosfoglukano -6- lakton olugumudur. Bu
reaksiyonda elektron alicist NADP"dir ve denge NADPH olusumu yoniindedir.
Sonraki basamakta 6-fosfoglukano -8- lakton spesifik bir laktonaz ile serbest bir asit
olan 6-fosfoglukonata hidroliz olur. 6-Fosfoglukonat, 6-fosfoglukonat dehidrogenaz
ile dehidrojene ve dekarboksile olarak D-ribiiloz 5-fosfati olugtururken bir molekiil
NADP" daha indirgenir. Eger dokunun niikleik asit biyosentezi igin pentoz fosfat
gereksinimi varsa D-ribilloz 5-fosfat fosfopentoz izomeraz ile aldoz izomerine;
D-riboz 5-fosfata doniiserek oksidatif faz tamamlanms olur (Sekil 9).” Net sonug
indirgen biyosentez reaksiyonlar i¢in NADPH ve niikleotid sentezinde 6nciil olarak
riboz 5-fosfat iiretimidir. Glukozun birinci karbonu CO; geklinde agia ¢ikmstir.

Glukoz 6-fosfat + 2NADP* + H,0 —— Riboz 5-fosfat + CO, + 2NADPH +2H"  (12)
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HEOH

HCOH

HOCH Gluko
Z"
H?OH 6-fosfat
HC
<I:H20Po§’

Glukoz-6-fosfat NADE*
[ Mgt

dehidrogenaz )

o

NADPH +H*

{0 |

H(IJOH

HO&H
H oK
He

I
CH,0PO3"

H,0
M +

o 0
\ e
HJIOH
HOCH
HCOH 6-Fosfo-
HCOH glukonat
H,0P03~
NADP*

6-Fosfoglukonat <

dehidrogenaz NADPH + H*
CO,

CH,OH"

(=0
H(|JOH D-Ribuloz-
HCOH 5-fosfat

(I.3H30P03"
Fosfopentoz ”
" CHO

6-Fosfo-
glukano-5-lakton

Laktonaz .

izomeraz

HGOH °  pRiboz-
HCOH 5-fosfat
HCOH

H,0PO}"

Sekil 9. Pentoz fosfat yolunda oksidatif faz reaksiyonlar. %
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Non-oksidatif Faz : Riboz S5-fosfattan ¢ok NADPH gereksinimi olan
dokularda ribiiloz 5-fosfat bir seri reaksiyonla yeniden G6-P'a doniisiir. Once
ribilloz 5-fosfat, ksilil6z 5-fosfata epimerize olur, daha sonra seker fosfat ara
maddelerinin karbon iskeletlerindeki diizenlemeyle 6 tane 5 karbonlu seker fosfat,
5 tane 6 karbonlu geker fosfata doniigir. Doéngii ilave bir glukoz 6-fosfat

molekiililyle yeniden baglayarak glukozun oksidasyonu ve NADPH iiretimi
siirdiirilebilir.? (Sekil 10).

|<— oksidatif faz

non-oksitadif faz -——.l

6¢C

Sekil 10. Pentoz fosfat yolunun oksidatif fazinda olugan pentoz-fosfatlar non-
oksidatif fazda yeniden heksoz fosfatlara do6niiserek oksidatif reaksiyonlarin

siirmesini saglarlar.

Pentoz fosfat yolunun non-oksidatif fazinda tiyamin pirofosfat bagimli bir
enzim olan transketolaz ksililloz 5-fosfatin 1. ve 2. karbonunun  ribiiloz 5-fosfata

transferini gergeklestirerek 7 karbonlu sedoheptiiloz 7-fosfati olusturur, Ksiliilozun
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geri kalam 3 karbonlu gliseraldehit 3-fosfattir (GA 3-P). Daha sonra transaldolaz
benzer bir reaksiyonla sedoheptiiloz 7-fosfatin 3 karbonlu bir kismim GA 3-P ile
kondanse ederek fruktoz 6-fosfati meydana getirir. Sedoheptiiloz 7-fosfatin geri
kalan 4 karbonlu kismu eritroz 4-fosfattir. Transketolaz ikinci bir reaksiyonda eritroz
4-fosfat ve ksililloz 5-fosfattan, fruktoz 6-fosfat ve GA 3-P sentezini saglar. Bu
reaksiyon dizisinin iki tekran ile olusan iki GA 3-P molekiilii de fruktoz 6-fosfata
déniigebilir (Sekil 11). Boylece dongii tamamlanmig 6 tane pentoz fosfat 5 tane
23,31

heksoz fosfata déniigmiig olur (Reaksiyon 13).
6 Ribiiloz 5-fosfat ______ | 4 Fruktoz 6-fosfat + 2 GA 3-P

4 Fruktoz 6-fosfat +2 GA 3-P + H,O ———— 5 G6-P + Pi (13)
Ribulose-5- Sedoheptulose-7- Fructose-6 Gluco
-6- ucose-6-
phosphate phosphate phosphate o “phosphate
n Phosphohexose
transketolase transaldolase 5 T
Xylulose-5- Glyceraldehyde-3- Erythrose-4
-4- Fructose-6-
phosphate phosphate phosphate phosphate
fructose-1,6-
bisphosphatase
/‘ . aldolase
transketolase triose phosphate
Xylu]ose-5- isomerase

phosphate Glyceraldehyde-3-
phosphate

Sekil 11. Pentoz fosfat yolunun non-oksidatif fazi.

MC igaretli GA 3-P kullamlarak yapilan galismalarda '*CO, olugumunun
minimal diizeyde gergeklesmesi GA 3-P olusumu yoluyla déngiiye girigin 6nemsiz
miktarda oldufunu go6stermektedir. Olugan GA-3P'in biiyitk kismmmn laktata
doniistiigii sonucuna varilmaktadir. Gergekte dongiiye giren 6 mol glukozun 1 moli
CO, seklinde okside olmakta, 1 molii laktata doniigmekte ve sadece 4 tanesi yeniden
kullamlmaktadr.
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Dokunun NADPH gereksinimi fazla oldugunda 6 karbonlu bir glukoz 6-P
molekiiliiniin pentoz fosfat yolunda tamamen yikilmas: ile 6 CO, yam sira
12 NADPH + 12 H' olugacaktir (Reaksiyon 14).>'

Glukoz 6-fosfat+12 NADP*+7 H;0 ——» 6 CO,+ 12NADPH + 12 H" +Pi  (14)

Karbondioksit Tasmmas: ve Tamponlama

Doku hiicrelerinin solunumu O, tiiketirken, CO, ve organik asit metabolitler
agifa c¢ikarir. Metabolizmanin asit iiriinleri tamponlanir veya g¢esitli yollarla
uzaklagtirlarak viicut ekstraseliller stvi pH’ 1 siirdiiriiliir. En 6nemli ekstrasiiler
tampon sistemi fiziksel olarak ¢6ziinmiis CO, ( d CO, ) ile etkilesen bikarbonat
sistemidir. >

Dokularda ag13a ¢ikan CO,, eritrositlerde su ve hemoglobinin amino gx'uplan
arasindaki reaksiyonlarla etkin bir gekilde akciferlere tagimir. Bu reaksiyonlarin
dengesi karbonik anhidraz enziminin varlif1 ve igleviyle diizenlenir (Sekil 12).

Periferik doku hiicresi Plazma Eritrosit

)

0, O, «— 0,
{internal
Respiration) HHBCO, HHb
dco, Dissolved j® () Hoo;

PICO,

ol P9
o, »CO s CO, + H,0 2, H* + HCO;
(Metabolism) .

Sekil 12. Eritrositlerin CO, tasimasi ve tamponlama. >
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CO, eritrositlere difiizyon sonrasi su molekiilii ile birleserek karbonik asidi
(H; CO;) meydana getirir. H,CO; , H' ve bikarbonata (HCO5') aynigir. H'  bityiik
olgiide hemoglobinin histidin amino asidi ile tamponlanirken HCO;5 plazma kloriirii
(CI) ile yer degistirir. Buna izohidrik klor kaymas: denilir. Deoksihemoglobinin
tamponlama giicii daha fazla oldugundan H* alim CO,’in yiiksek O, ise diigiik
oldufu ven kaninda o&zellikle kolaylagir. CO, ’in hemoglobine baglanmas: da
deoksihemoglobin molekiiliinde daha kolaydir.*?

Sonugta CO, ve HCO; ~ verimli bir gekilde akciferlere taginmig olur. Burada
diisiik parsiyel CO, basmnc: ve yiiksek parsiyel O, basimnci ile eritrositlerden CO,
salimir ve hiicre igine O, girer. Kandan CO,’nin uzaklagtinlarak oksijenasyonu
ventz kanin arteriel kana doniigiimiindeki major faktordiir, '**2
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GLUKOZ 6-FOSFAT DEHIDROGENAZ

Tammu ve iglevi

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (D-glukoz 6-fosfat: NADP" oksido- rediiktaz,
E.C. 1.1.1.49) tiim bitkisel ve hayvansal dokularda bulunan adaptif bir enzimdir.
Hiicreye glukozun oksidasyonu ile NADPH formunda indirgen gii¢ saglayan pentoz
-fosfat yolunun birinci ve hiz kisitlayic1 tepkimesini katalizler. Hiicrenin sitozoliinde
meydana gelen reaksiyonla D-glukoz 6-fosfat, 6-fosfoglukano 3-laktona déniigiirken
bir molekiil NADP" indirgenmektedir (Sekil 13).

0
H u
HOCIZ-——— (I;__ﬂ
HCOH H?OH
I
HOCH O + NADP' HOCH O + NADPH + H'
l
HCOH HCOH
|
HC —- HC —
|
CH,0PO3H, CH,0PO,H,
D-GLUKOZ- 6-FOSFOGLUKANO
6-FOSFAT 5-LAKTON

Sekil 13. G6PD’nin kataliz ettigi reaksiyon.?

Molekiiler Yapis:

G6PD es subiinitelerinden olugan dimerik yapida sitozolik bir enzimdir.> > %

Katalitik fonksiyonu igin dimerik yapmin gerekliligi, tetrametik formunun da aktif
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oldugu gosterilmigtir, NADP" veya NADPH Katalitik olarak aktif G6PD molekiiliinii
stabilize etmektedir. > **

Enzimin birincil yapisim olugturan amino asit igeriginin ve diziliginin tiirler
aras1 farkhihk gosterdigi bilinmektedir. Insan eritrositlerinden elde edilen G6PD
monomerlerin komplementer DNA (cDNA) incelenmesi sonucu molekiil agirhginin
58.000- 60.000 Da oldugu ve 479 ile 531 aminoasit igerdigine dair farkli yaymnlar

mevcuttur, > > 1834

Son cahigmalarda insan G6PD’i ile 6nemli homoloji (% 33.1) gosteren
Leuconostos mesenteroides bakteri enziminin kristal yapisindan yararlanilarak
molekiiliin 3 boyutlu yapisina agiklik kazandiran bir model olusturulmugtur.> ’ Bu
G6PD B'modeline gére her monomer 1-198’inci amino asit kalintilarindan meydana
gelen koenzim boliimii ve 199-515’inci amino asit kalintilarini igeren B + o
béliimlerinden olusmaktadir. GASGDLA dizisi (38-44. amino asit kalintilari)
koenzim baglamaktadir. Glukoz 6-fosfat baglayan aktif merkez tiim tiirlerde biiyiik
oranda korunan 9 amino asitlik (198-206’1nct amino asit kalintilar1 ) RIDHYLGKE
dizisini igermektedir. B + o boliimiiniin B diizlemini olusturan komsu peptit dizileri
(389-425’inci amino asit kalintilar1) molekiiliin dimerik yiiziinii meydana getirir.
Dimer yapisindaki iki aktif merkez, dimerik yiizleri olusturan antiparalel
diizlemlerin karsihkli gelmesiyle, tiip geklindeki boslukla birbirinden 50 A°
uzakliktadr (Sekil 14).°

Bu model, aktif merkezi olugturdugu diigiiniilen 9 amino asitlik dizideki farkl
mutasyonlarin benzer biyokimyasal fenotipler tagimasiyla da desteklenmektedir. ’
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koenzim bélimii

aktif merkez
B + o béliimi

Sekil 14. Insan G6PD’sinin dimer modeli. Bu sekilde p subiinitesi kirmiz,

yesil, sar1 q subiinitesi mavi, pembe, beyaz renklerle gosterilmigtir.
G6PD’m Biyokimyasal Ozellikleri

Tiim populasyon gruplarinda en sik gériilen (normal) G6PD enzimi Gd B”
olarak adlandinlir. Difer enzim varyantlarinin biyokimyasal, klinik ve genetik
ozellikleri Diinya Saglik Orgitii'nim (DSO) onerdigi standartlara gére Gd B ile
kargilagtirilarak degerlendirilmektedir. Yari 6mrii 62 giindiir. >

Aktivitesi : Eritrosit enzim aktivitesi analiz yontemine gore farkliik
gosterdigi i¢in her laboratuvar kendi referans siirlarini saptamakta, bu deger % 100
olarak kabul edilmektedir. Beutler referans degerleri 12.1 £ 2.05 IU/gHb olarak
bildirmigtir. Yiiregir ve ark ise Cukurova bolgesinde referans degerleri 8.6 + 3.3
IU/gHb  olarak saptamuglardir.'? Eritrosit GdB"’sinin  immunolojik olarak
degerlendirilmesiyle spesifik aktivitesi ortalama 183+18.5 (146-200) U/mg protein
olarak saptanmugtir, >
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Elektroforetik Mobilitesi : G6PD varyantlanmin elektroforezi nisasta jel
elektroforezi ile Tris-EDTA-borat (TEB) tampon sisteminde pH 8.6°da, fosfat
tampon sisteminde pH 7.0°de, Tris HCl tampon sisteminde pH 8.8’de ve
poliakrilamid jel elektroforeziyle (PAGE) Tris-HCI tampon sisteminde pH 8.0’de
yapimaktadir (Davies 1964, Kirkman ve Hendrickson 1963, Mathai ve ark. 1966,
DSO 1967). ' **" Bu sistemlerdeki Gd B* mobilitesi varyantlarla kiyaslanabilmesi
amaciyla % 100 kabul edilmektedir.

NADP' ve G6PD icin Michaelis sabitleri : G6PD glukoz 6-fosfatin
B anomerine yiiksek 6zgiinliik gosterir. G6-P sudaki g6zeltilerinde % 38 oraninda a,
%62 oraninda B anomeri geklinde bulunmaktadir. Kismi olarak saflastinlmig Gd B*
enzim preparatlarimin Michaelis sabiti G6-P i¢in 30 ile 80 uM arasmmda, NADP"
igin 1.2 ile 8uM arasinda bildirilmigtir."*"'*¥*4%4! incan eritrosit G6PD’inin
NADP"ye afinite egrisinin hiperbolik degil sigmoidal olusu iki koenzim baglanma
yiiziiniin pozitif kooperatif etkilegim gosterdigini diisiindiirmektedir.

Substrat Analoglariem Kullammu : G6PD varyantlarinin  analizinde
deamino NADP" ve enzimin diisiik diizeyde reaktif oldugu 2-deoksi G6-P ve
galaktoz 6-fosfat kullamm da degerlendirilmektedit. Gd B™nin bu analoglan
kullamminin G6-P ve deamino NADP kullannmmin NADP* kullanimlarina oram
strastyla % 1.6-7.9, % 2.2-6 ve % 40-69 arasindadir, '%11383%4041 NAD* kosubstrat
olarak kullamldiginda enzimin aktivitesi % 95 oraninda azalmaktadir. *3

KCl Gradyanmnda Eliisyonu : Gd B”nin DEAE Sefadex A 50 kolonundan
eliisyon piki 227-230 mmol/L KCl konsantrasyonunda gergeklesmektedir. > *°

Sicakhk Stabilitesi ve Optimal Sicakhik : Gd B™nin 46 °C’da 20 dakika
inkiibasyonu sonras: baglangi¢ aktivitesine oranla % 66 - 99 oraninda stabil kaldig
gozlenmigtir (Sekil 15). Enzimin maksimum aktivitesi 50 °C’da 10 dakika
inkiibasyonu ile elde edilmektedir ($ekil 16).'* 442
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Sekil 15. Gd B"’nin sicaklik stabilitesi.Yirmi dakika inkiibe edildikten sonra
enzim aktivitesi saptanmigtir.*?

Sekil 16. Gd B**nin 25, 37, 45, 50, 60 °C’lerde 10 dakika inkiibasyon sonrasi
aktivitesi. 25 °C’daki aktivitesi % 100 kabul edilmistir.*?

Optimal pH Egrisi : Gd B” optimal pH egrisi maksimum aktivitenin pH
8.0’de gergeklestizi monofazik bir patern gostermektedir (Sekil 17). ' *>*

150

Enzim Aktivitesi (%)
e

Lh
(=1
e

5 6 7 8 9 10 pH

Sekil 17. Gd B™nin optimal pH egrisi. pH 8.0’deki aktivitesi % 100 kabul
edilmistir. ' 42

Ki NADPH : NADPH G6PD’a baglanmakta NADP" ile yangarak inhibitor
etki gostermektedir. NADPH’1n Ki’si 4.9 - 12.9 uM olarak saptanmigtir.*
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Aktivator ve inhibitér Etkili Maddeler : Optimal G6PD aktivitesi Mg
gerektirir. Aktivasyon, kismi saflagtirilmig enzimde 50 mM, hemolizatta 100 mM
Mg konsantrasyonlarmda gergeklesirken 200 mM Mg?* konsantrasyonunda her iki
grupta da inhibisyon gorilmektedir’ Ca®, Mn® ve Ba® iyonlan da diiik
konsantrasyonlarda  aktivatér, yilksek konsantrasyonlarda inhibitor etki
gostermektedir. Ag’, Hg*, Cu®, Zn* iyonlarmn ve p-kloromerkiiribenzoatin
G6PD i¢in inhibit6r maddeler oldugu saptanmigtir.*

Doku Dagilimm

G6PD enziminin tiim memeli dokulan igin yasamsal gereklilii bilinmekle
birlikte klinik sonuglari nedeniyle eritrosit G6PD aktivitesi 6nem kazanmustir,
Bunun yaninda 16kosit {'e fibroblast enzim aktiviteleri de aragtirilmigtir.

North ve ark. (1975) saglikli bireylerde eritrosit; 16kosit ve trombosit G6PD
aktivitelerini saptammglardir.®?

Eritrosit; 6.110.70 IU/gHb

Lokosit: 0.68+ 0.19 IU/mg protein

Trombosit: 0.19+ 0.04 IU/mg protein.

Mamlok ve ark. (1985) eritrosit, l6kosit ve fibroblastlardaki G6PD
aktivitelerini aragtirmiglardir. Saghikli bireylerde G6PD aktiviteleri;

Eritrosit: 7.2 - 6.3 IU/gHb

Lokosit: 0.76 1U/mg protein

Fibroblast: 0.124 IU/mg protein
olarak saptanmigtrr, *°

Gen Haritas:

Insan G6PD enziminin X kromozomunun g bolgesinde yer alan gen lokusu
tarafindan sifrelendigi anlagilmigtr. G6PD genomuna komsu bolgelerde frajil X
sendromu, hemofili A, manik depresif hastalik, renk korliigii ve adrenolékodistrofi
ile ilgili genler bulunmaktadir (Sekil 18).> %4
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Sekil 18. Insan X kromozomu iizerinde genlerin yerlegimi. °

G6PD c¢DNA'sinin ve geninin klonlanmast genomun 3751 niikleotid
uzunlugunda 13 ekzon ve 12 introndan olustugunu gostermigtir (Sekil 19). Her
intron GT nitkleotidleri ile baslayip AG niikleotidleri ile sonlanmaktadir.>® %

Ekson 1 2 ;‘ 3 4 5 6 7 8 g 10 112 13

numarast —

Sekil 19. G6PD genomunun yapisi.’

10. ekzonun fonksiyonel bir alan oldufu, koenzim ve olasihkla substrat
baglayan kisimlan sifreledigi diigiiniilmiistiir. 10. ekzondaki mutasyonlarin enzimin
stabilitesi i¢in yiiksek konsantrasyonlarda NADPH gerektiren varyantlarda
goriilmesi ile bu goriig desteklenmistir. 613 Ancak bu sav Luzzatto ve arkadaglarmn
3 boyutlu insan G6PD modeline uyum gostermez. 3

Insan G6PD geninin baz dizisi analiz edilmis ve G+C igerigi % 61 olarak
bulunmustur (Sekil 20). >* |
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Insan glukoz-6-fosfat dehidrogenaz geni

Dizi BILGIsi

+ Gen Bankasi Girisi : M65234

* Dizi Uzunlugu : 3751 baz G+C igerii: % 61

* Kod Dizisi : 179..1618

- Uriin: PID Q182890; glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
DiZi VERILERI

>M65234 Insan glukoz-6-fosfat dehidrogenaz geni

CCCCGGAAACGGTCGTACACTTCGGGGCTGCGAGCGCGGAGGGCGACGACGACGAAGCGC
AGACAGCGTCATGGCAGAGCAGGTGGCCCTGAGCCGGACCCACGTGTGCGGGATCCTGCG
GGAAGAGCTTTTCCAGGGCGATGCCTTCCATCAGTCGGATACACACATATTCATCATCAT
GGGTGCATCGGGTGACCTGGCCAAGAAGAAGATCTACCCCACCATCTGGTGGCTGTTCCG
GGATGGCCTTCTGCCCGAAAACACCTTCATCATGGGCTATGCCCGTTCCCGCCTCACAGT
GGCTGACATCCGCAAACAGAGTGAGCCCTTCTTCAAGGCCACCCCAGAGGAGAAGCTCAA
GCTGGAGGACTTCTTTGCCCGCAACTCCTATGTGGCTGGCCAGTACGATGATGCAGCCTC
CTACCAGCGCCTCAACAGCCACATGGATGCCCTCCACCTGGGGTCACAGGCCAACCGCCT
CTTCTACCTGGCCTTGCCCCCGACCGTCTACGAGGCCGTCACCAAGAACATTCACGAGTC
CTGCATGAGCCAGATAGGCTGGAACCGCATCATCGTGGAGAAGCCCTTCGGGAGGGACCT
GCAGAGCTCTGACCGGCTGTCCAACCACATCTCCTCCCTGTTCCGTGAGGACCAGATCTA
CCGCATCGACCACTACCTGGGCAAGGAGATGGTGCAGAACCTCATGGTGCTGAGATTTGC
CAACAGGATCTTCGGCCCCATCTGGAACCGGGACAACATCGCCTGCGTTATCCTCACCTT
CAAGGAGCCCTTTGGCACTGAGGGTCGCGGGGGCTATTTCGATGAATTTGGGATCATCCG
GGACGTGATGCAGAACCACCTACTGCAGATGCTGTGTCTGGTGGCCATGGAGAAGCCCGC
CTCCACCAACTCAGATGACGTCCGTGATGAGAAGGTCAAGGTGTTGAAATGCATCTCAGA
GGTGCAGGCCAACAATGTGGTCCTGGGCCAGTACGTGGGGAACCCCGATGGAGAGGGCGA
GGCCACCAAAGGGTACCTGGACGACCCCACGGTGCCCCGCGGGTCCACCACCGCCACTTT
TGCAGCCGTCGTCCTCTATGTGGAGAATGAGAGGTGGGATGGGGTGCCCTTCATCCTGCG
CTGCGGCAAGGCCCTGAACGAGCGCAAGGCCGAGGTGAGGCTGCAGTTCCATGATGTGGC
CGGCGACATCTTCCACCAGCAGTGCAAGCGCAACG?.GCTGGTGATCCGCGTGCAGCCCAA
CGAGGCCGTGTACACCAAGATGATGACCAAGAAGCCGGGCATGTTCTTCAACCCCGAGGA
GTCGGAGCTGGACCTGACCTACGGCAACAGATACAAGAACGTGAAGCTCCCTGACGCCTA
CGAGCGCCTCATCCTGGACGTCTTCTGCGGGAGCCAGATGCACTTC6TGCGCAGCGACGA
GCTCCGTGAGGCCTGGCGTATTTTCACCCCACTGCTGCACCAGATTGAGCTGGAGAAGCC
CAAGCCCATCCCC’I‘ATA’I'I'I’ATGGCAGCCGAGGCCCCACGGAGGCAGACGAGC’I‘GATGAA
GAGAGTGGGTTTCCAGTATGAGGGCACCTACAAGTGG6TGAACCCCCACAAGCTCTGAGC
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CCTGGGCACCCACCTCCACCCCCGCCACGGCCACCCTCCTTCCCGCCGCCCGACCCCGAG
TCGGGAGGACTCCGGGACCATTGACCTCAGCTGCACATTCCTGGCCCCGGGCTCTGGCCA
CCTGGCCGCCCCTCGCTGCTGCTACTACCCGAGCCCAGCTACATTCCTCAGCTGCCAAGC
ACTCGAGACCATCTTGGCCCCTCCAGACCCTGCCTGAGCCTAGGAGCTTGAGTCACCTCC
TCCACTCACTCCAGCCCAACAGAAGGAAGGAGGAGGGCGCCCATTCGTCTGTCCCHGAGC
TTATTGGCCACTGGGTCTCGCTCCGAGTGGGGCCAGGGTGGGAGGGAGGGTCAGGGGGAG
GAHAGGGGCGAGCACCCACGTGAGAGAATCTGCCTGTGGCCTTGCCCGCCAGCCTCAGTG
CCACTTGACATTCCTTGTCACCAGCAACATCTCGAGCCCCCTGGATGTCCCCTGTCCCAC
CAACTCTGCACTCCATGGCCACCCCGTGCCACCCGTAGGCAGCCTCTCTGCTATAAGAAA
AGCAGACGCAGCAGCTGGGACCCCTCCCAACCTCAATGCCCTGCCATTAAATCCGCAAAC
AGCCACAGCGTCATGGCAGAGCAGGTGGCCCTGAGCCGGACCCACGTGTGCGGGATCCTG
CGGGAAGAGCTTTTCCAGGGCGATGCCTTCCATCAGTCGGATACACACATATTCATCATC
ATGGGTGCATCGCCCCGGAAACGGTCGTACACTTCGGGGCTGCGAGCGCGGAGGGCGACG
ACGACGAAGCGCAGCGACGAGCTCCGTGAGGCCTGGCGTATTTTCACCCCACTGCTGCAC
CAGATTGAGCTGGAGAAGCCCAAGCCCATCCCCTATATTTATGGCAGAACGTGAAGCTCC
CTGACGCCTACGAGCGCCTCATCCTGGACGTCTTCTGCGGGAGCCAGATGCACTTCGTGC
GCAGGGGTGCCCTTCATCCTGCGCTGCGGCAAGGCCCTGAACGAGCGCAAGGCCGAGGTG
AGGCTGCAGTTCCATGATGTGGCCGGCGACATCTTCCACCAGCAGTGCAAGCGCAACGAG
CTGGTGATCCGCGTGCAGCCCAACGAGGCCGTGTACACCAAGATGATGACCAAGAAGCCG
GGCATGTTCTTCAACCCCGAGGAGTCGGAGCTGGACCTGACCTACGGCAACAGATACAAG
GTCAAGGTGTTGAAATGCATCTCAGAGGTGCAGGCCAACAATGTGGTCCTGGGCCAGTAC
GTGGGGAACCCCGATGGAGAGGGCGAGGCCACCAAAGGGTACCTGGACGACCCCACGGTG
CCCCGCGGGTCCACCACCGCCACTTTTGCAGCCGTCGTCCTCTATGTGGAGAATGAGAGG
TGGGATGGGACGTGATGCAGAACCACCTACTGCAGATGCTGTGTCTGGTGGCCATGGAGA
AGCCCGCCTCCACCAACTCAGATGACGTCCGTGATGAGAAGATTTGCCAACAGGATCTTC
GGCCCCATCTGGAACCGGGACAACATC6CCTGCGTTATCCTCACCTTCAA6GAGCCCTTT
GGCACTGAGGGTCGCGGGGGCTATTTCGATGAATTTGGGATCATCCGAGGCTGGAACCGC
ATCATCGTGGAGAAGCCCTTCGGGAG6GACCTGCAGAGCTCTGACCGGCTGTCCAACCAC
ATCTCCTCCCTGTTCCGTGAGGACCAGATCTACCGCATCGACCACTACCTGGGCAAGGAG
ATGGTGCAGAACCTCATGGTGCTGAGGCCACCCCRGA6GAGAAGCTCAAGCTGGAGGACT
TCTTTGCCCGCAACTCCTATGTGGCTGGCCAGTACGATGATGCAGCCTCCTACCAGCGCC
TCAACAGCCACATGGATGCCCTCCACCTGGGGTCACAGGCCAACCGCCTCTTCTACCTGG
CCTTGCCCCCGACCGTCTACGAGGCCGTCACCAAGAACATTCACGAGTCCTGCATGAGCC
AGATGTGGCTGTTCCGGGATGGCCTTCTGCCCGAAAACACCTTCATCATGGGCTATGCCC
GTTCCCGCCTCACA6TGGCTGACATCCGCAAACAGAGTGAGCCCTTCTTCAAGGGTGACC
TGGCCAAGAAGAAGATCTACCCCACCATCTG

Sekil 20. Insan G6PD geninin baz dizisi.
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X'e Bagh Kahtin flkeleri

X'e bagh genlerin ifadesi genetik bilimcileri ig¢in uzun yillar bir soru
olugturmugtur. Disi bireyler X'e bagh genleri erkeklerin 2 kati miktarda tagimalarina
ragmen her iki cinste olugan iiriin miktar1 estir. Agiklanamayan diger bir gézlem
X kromozomuna bagh genlerin fenotipik ifadesinin aym bireyin hiicrelerinde
farklihik gosterebilmesidir. Bu sorular 1961'de Mary Lyon'un X inaktivasyon (Lyon)
hipotezi ile yanit bulabilmigtir. X inaktivasyon hipotezinin temel ilkeleri kisaca
asafidaki gibi 6zetlenebilir;

1. Memeli tiirlerinde disilerin her somatik hiicresinde iki X kromozumundan
sadece 1 tanesi aktiftir.

2. [Inaktivasyon embriyonik hayatin erken evresinde gergeklesir.
Fertilizasyondan yaklagik ii¢ giin sonra morula evresinde baglar, embriyo
geligiminin 1. haftas1 sonunda tamamlanir.

3. Her hiicrede hangi X kromozomunun (anne veya baba kaynakl) inaktive
olacag rastgeledir ve kahcidir. O hiicre ve ondan ¢ogalan kusaklar aym inaktif
X kromozomunu tagir. Ancak X kromozomlarindan birisi yapisal bozukluk
gosteriyorsa siklikla bu kromozom inaktive olur.

X inaktivasyonu genetik ve klinik olarak énem tastyan 3 sonuca yol agar.
Bunlar doz kompansasyonu, mozaisizm ve digi bireylerde ifadenin degiskenligidir
(Sekil 21). 1% 4445
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X'e Bagh Kahtimin Ozellikleri

Doz Kompansasyonu : Inaktif X kromozomunun yaklagik tiimii kondanse
oldugundan genlerin gounlugu transkripsiyona ugramaz. Bu nedenle erkek ve disi
bireylerin somatik hiicrelerinde X kromozomu iizerindeki genler es miktarda ifade
edilirler.

Inaktive olan kromozomun baz genleri aktif kalrr. Yalanci otozomal
kromozom denilen aktif bélgede mayoz béliinme sirasinda X ve Y kromozomlarinin
paylagtif1 genler bulunmaktadir. Genomu bu bélgede yer alan steroid siilfataz
digilerde erkeklerdekinin yaklagik iki kat: bulunmaktadir.

Mozaisizm : Disiler farkli X kromozomlarinin aktif oldugu iki somatik hiicre
populasyonuna sahiptirler (Sekil 21). Buna bagka bir ifadeyle X'e bagh genlerde

mozaisizm denilebilir,

Heterozigotlarda ifadenin Degiskenligi : Heterozigot disilerde belirli bir
allelin aktif oldufu hiicrelerin orami bireyler arasi farklilik gosterir. Rasgele
inaktivasyon embriyonik geligimin erken bir evresinde embriyo sadece 16-64
hiicreden olusurken meydana geldiginden ve her hiicreden gogalan kusaklarda aym
X kromozomu inaktive oldugundan dolay: klinik degiskenlik u¢ boyutlara varabilir.
Hatali genomu tastyan heterozigot bireyde kusurun tam ifadesi goriilebildifi gibi,
tiimiiyle saghikh da olabilir.?

Neumova ve arkadaglar1 (1996) saghkli 365 kadimin lenfositlerinde androjen
reseptor geni metilasyon analizi ile yaptiklan galigmada bireylerin % 27.4’iinde
ayn1 X kromozomu inaktif hiicre oranint % 50 olarak saptamglardir ($ekil 22).%
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Sekil 22. 365 saghkli kadinin lenfositlerinde X inaktivasyon fenotipine gére
siklik dagilim, * '

X'e bagl bir gende mutasyon tasiyan bireylerde ise artmig proliferasyon veya
yasam omriine yol acan geni tasiyan kromozom daha az oranda inaktive olmaktadir
(Migeon 1993).%

G6PD Eksikliginin Genetik Aktarmm

G6PD eksikligi X'e bagh kalitimin klasik 6zelliklerini tagir. Enzim eksikligi
hatah genomu tagtyan hemizigot erkek bireylerde tam olarak ifade edilir. Bireyin
tim eritrositlerinde enzim kusuru s6z konusudur ve fenotipik olarak enzim
aktiviteleri diigiiktiir. Heterozigot kadinlarda ise enzim kusuru olan ve olmayan iki
eritrosit popiilasyonu vardir. Iki eritrosit popiilasyonunun orami dig faktorlerle
etldlenmédigi sitrece her birey igin sabittir. Degigkenlik gostermekle birlikte normal

847 Heterozigot bireylerin fenotipik

enzimi tagtyan eritrositlerin oran1 daha yiiksektir.
ozellikleri tasidiklan varyantin 6zelliklerine ve varyanti tagtyan eritrositlerin oranina

gore degisir. Cogunlukla saghkhidirlar veya hafif-orta derecede hastalik belirtileri

gosterirler, **
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Hemizigot baba ile saglikh annenin erkek ¢ocuklar saglikli iken tiim kiz
¢ocuklan heterozigot olurlar. Heterozigot anne ve saglikh babanin kiz ¢ocuklarinin
heterozigot veya saglikh, erkek ¢ocuklarmin hemizigot veya saghkli olma

olasiliklan ise esittir.

G6PD Eksikliginin Genetik Degiskenligi

G6PD eksikliginde gorillen klinik tablolarm, bu bireylerdeki enzim
aktivitelerinin, enzimin biyokimyasal 6zelliklerinin ¢esitliligi aragtirmacilara G6PD
eksikliginin birden fazla genetik nedene bagl gergeklesebilecegini digiindiirmiigtiir.
Hastaligin klinik goriiniimiine ve enzimin biyokimyasal 6zelliklerine gore giiniimiize
dek 400 farkh enzim G6PD varyant: olarak tamimlanmigtir.>*”%!* DNA diizeyindeki
analizlerin miimkiin olmastyla bir varyantin gesitli sayida genetik degisiklikten
kaynaklanabilecegi anlagilmigtir, Bu da G6PD eksikliginde genetik degiskenlifin
tahminlerin iizerinde olduunu diigindiirmektedir.”

G6PD Varyantlarimn Patogenezi

Spesifik bir enzim eksikliginin nedeni olarak diigiiniilebilecek ilk patoloji
enzimin sentezlenmemesi olabilir. Bu da gen delesyonuna, ilgili veya komsu genin
eksiltme olugturan mutasyonuna baglanabilir. Ancak G6PD aktivitesi giivenililir
kantitatif yontemlerle sifir bulunan kan 6meklerinde bile kismi saflagtirma sonras:
enzim aktivitesinin gosterilebilmesi ve bu enzimlerin kinetik &zelliklerinde,
elektroforetik mobilitesinde ve termostabilitesinde kalitatif degisikliklerin
saptanmasi aragtirmacilan farkh bir patogeneze  yonlendirmigtir.>>'*'"*® Bunun
bir istisnast 1973'de Gray ve arkadaglarinin yaptifi bir aile ¢aligmasidir. Bu
aragtirmacilar 3 erkek kardesin eritrosit, 16kosit ve fibroblastlarinda saflagtirma
sonrasinda da G6PD aktivitesi olmadigin1 gozlemislerdir.'® Ancak bu ¢aligmanin

G6PD varhigimin immunolojik yontemlerle saptanmasimi igermedifi goz Oniine
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alinmahdir. Erkek fare embriyojenik kok hiicresindeki G6PD geninin fonksiyonlari
durdurularak, homolog rekombinasyon ile elde edilen hiicre klonlarinin etkinliginin
azalmas1 da GO6PD aktivitesinin yasamsal zorunlulufunu desteklemektedir.
Giiniimiizde G6PD eksiklii olan bireyler enzimden yoksun degil yapisal olarak
modifiye bir enzim (varyant) tastyan kisiler olarak diigiiniilmektedir.>>*’ Yapisal
bozukluk enzimin genetik kodundaki bir hatadan kaynaklanabilecegi gibi
posttranslasyonel bir bozukluk da enzim eksikligine yol agabilmektedir.” **

Yapisal bir bozukluk ¢esitli yollarla enzim eksiklifine neden olabilir. 1965'de
Itano anormal yapi nedeniyle sentez hizinin dﬁsecegini ileri siiren yapi-hiz
hipotezini ortaya koymustur. G6PD varyantlant igin ise en sik neden enzim
stabilitesinin diigiik olmas: diger bir deyisle yikim hizinin artmasidar, %% %%

Marks ve Gross (1959) yash eritrositlerde G6PD diizeyinin daha diigiik
oldugunu ilk defa géstermistirr GdA’, Mediterranean, Mahidol ve Seattle-like
varyantlarinda yagh eritrositlerde enzim aktivitesindeki diisiigiin normal enzime gore
daha belirgin olmas: artms yikimu desteklemektedir. % *°

Yapisal degisikligin aktif enzim molekiilii say1sim etkilememesi ama katalitik
etkinligini diigiirmesi de s6z konusu olabilir (Rosa ve ark., 1970).>* G6PD
eksiklifine yol agabilecegi diigiinillen genetik, yapisal degisiklikler ve biyokimyasal
sonuglar1 Tablo 1’de goriilmektedir.

Tablo 1. G6PD eksikliginin olas1 biyokimyasal nedenleri.”

Mutasyon Enzimin 1° - Eksikligin Biyokimyasal ~ Ornek
Yeri Yapist Temeli
Yapisal Gen Hatal T Yikim Gd A
Yapisal Gen Hatah { Katalitik Aktivite Gd Port Royal
Diizenleyici gen  Normal { Sentez hizi —_
Igisiz Gen Normal T Yikim KGH'da 16kosit
G6PD'si

KGH: Kronik graniilomatoz hastalik
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Katalitik aktiviteyi ve enzim miktarim etkilemeyen varyantlar klinik 6nem
tasimamaktadir. Ornegin G6PD Baltimore-Austin elektroforetik olarak farkl, enzim
aktivitesi olarak normale yakindir. G6PD Barbieri, G6PD Seattle varyantlarinda ise
enzim aktivitesinde belirgin azalma olmasina ragmen onemli klinik bulgular
goriillmemektedir. > 4

G6PD Varyantlarim Tammlanmas:

G6PD varyantlan klinik gériiniimlerine ve aktivitelerine gore 5 sinifa
ayrilarak tammlanmustir (Yoshida ve ark. 1971, Beutler ve Yoshida 1973).'54!

Sinif 1 : Kronik non-sferositik hemolitik anemi (KNSHA) ile birlikte 6nemli
derecede enzim eksikligi; enzim aktivitesi normalin % 10’undan diisiik (Gd Sikago).

Sumf 2 : KNSHA ile birlikte olmayan 6nemli derecede enzim eksikligi; enzim
aktivitesi normalin %10'undan diigiik (Gd Mediterannean, Gd Mahidol, Gd Union).

Smmf 3 : Orta-hafif derecede enzim eksiklifi; enzim aktivitesi normalin
%10-60'1 (Gd A").

Sif 4 : Enzim eksikligi ¢ok hafif ya da yok; enzim aktivitesi normalin
%60-100'i (Gd A").

Smif § : Artrug enzim aktivitesi. Bu smifa giren yalmz bir varyant
tammlanmugtir (Gd Hektoen). '* *-%!

Bu varyantlarin ¢esitli kinetik, elektroforetik ve dayamikhilik 6zellikleri de
bildirilmigtir. 1967'de DSO kanigikligxs 6nlemek amaciyla G6PD analiz y6ntemlerine
bir standardizasyon getirmistir. Buna gore yeni bir varyantin tammlanmasi
hemizigot erkeklerde, eritrosit enzim aktivitesi, elektroforetik mobilitesi, G6-P ve
NADP" igin Michaelis sabiti, substrat analoglarimn kullammimn rélatif oran,
sicaklik stabilitesi, optimal pH ozelliklerine ve klinik goriiniimlerine gore

yapilmaktadir. Bunlarin yam sira enzimin aktivasyon sicaklifinimn, inhibitorlere
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yamitimn ve kromatografik ortamdaki gé¢iiniin aragtinlmasi ve aile ¢aligmalarinin
yapilmasi 6nerilmektedir.’" 3% %

G6PD geninin klonlanmasi ve analizinin miimkiin olmasiyla gok sayida
varyantin genetik temeli aragtinnlmig ve 80 farkli nokta mutasyonu, 3 farkli delesyon
mutasyonu saptanmistir. > 7 Gd Nara bu giine dek bulunan 2 den fazla amino asitin
delesyona ugradif tek varyant olmasi nedeniyle ilgingtir. 318. - 325. amino asitleri
delesyona ufrayan bu varyant aktivite gostermekle birlikte stabilitesi azalmigtir,
Delesyonlarm 3 boyutlu insan G6PD modeline gore aktivite i¢in zorunlu bolgelerde
bulunmamasi bu modeli desteklemektedir. > ‘

Bir mutasyon ile tek bir biyokimyasal varyantin iligkili olacag:
diigiiniilmiigtir. Yapilan g¢aligmalarla aym1 mutasyonun farkh biyokimyasal
varyantlara yol agabilece§i ve aym vanyanta yol agan farkli mutasyonlar
bulunabilecegi anlagiimigtir, &7 1

Giiniimiizde varyantlar DNA diizeyindeki kusurlara gére tanimlanmakta ayni
mutasyonu tagtyan farklh biyokimyasal ve klinik varyantlar tek bir ad altinda
tammlanmaktadir.”

Diinya Saghk Orgiiti 1967'de G6PD varyantlarnin adlandirlmasina bir
standardizasyon getirmigtir. Buna g6re enzimin fenotipi ve genotipi Gd ve
G simgeleriyle belirtilmektedir.

Tim populasyon gruplarinda en sik goriillen (normal) G6PD varyanti
Gd B"dir.

DSO'ye gore yeni varyantlara cografik yorenin ad1 verilmektedir.’

Sik Goriilen G6PD Varyantlan
Gd A" : Gd B’ ile yaklasik aym aktiviteyi gosterir. pH 8.0'de elektroforetik

olarak Gd B™"den daha hizli hareket eden Gd A" varyantimin prevalansi zenci
erkeklerde %20 oraninda bildirilmistir. > '®
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DNA diizeyindeki galigmalarda bu varyantin niikleotid (nt)376 A—G nokta
mutasyonu ile meydana geldigi, bu mutasyonun amino asit dizisinde 126 Asn—>Asp
degisimine yol agtifn anlagihmigtir.>®’ Bu mutantin aktivitesi normal diizeylerde
oldugu i¢gin tagtyan bireyler saglikli olmaktadur.

Gd A" : Aktivitesi normalin %S5-15'1 olan bu varyant Gd A" ile es
elektroforetik mobiliteye sahiptir. Amerika Birlesik Devletleri'nde yagayan zenci
erkeklerde prevelans1 % 11 olarak bildirilmigtir.

DNA analizi ile bu varyantta Gd A™ya yol agan nt 376 A—G mutasyonunun
ve ilave bir mutasyonun varhigi gosterilmigtir. 2. mutasyon 3 farkli konumda
olabilmektedir; nt 202 G—A, nt 680 G—>T, nt 986 T—C. En sik nt 202 G—>A
mutasyonu goériilmekte 68. amino asitin Val->Met degisimiyle sonuglanmaktadir. nt
376 A—>G mutasyonu olmadan enzim aktivitesinin etkilenmedigi saptanmugtir.>> >’
Bu varyantin biyolojik sistemlerde spontan olarak inaktivasyona agik formlara
doniistiigii dusiiniilmektedir (Babalola ve ark, 1972). In vivo yan omriiniin
12-13 giin oldugu saptanmugtir.>

Hemizigot ve heterozigot olarak Gd A’ tagiyan bireylerin dolagiminda
G6PD'si yeterli yeni sentezlenmis ve enzim aktivitesi azalmig yash eritrositlerden
olusan hiicre karigtmu bulunmaktadir. Enzim aktivitesi sitolojik olarak
methemoglobin eliisyon testi ile saptandifinda gorillen G6PD yeterli ve azalmig
hiicre gruplarinin olusturdugu histokimyasal artefakta, heterozigot kadinlardaki
genetik mozaisizmden ayirt etmek igin pseudomozaisizm denilmektedir, *” *°

Gd Mediterranean (Gd B", Gd Akdeniz): Aktivitesi normalin % 0-5'i olan
bu varyanta Akdeniz toplumlarinda sik rastlanilmaktadir. Elektroforetik mobilitesi
Gd B' ile aymdir. G6-P ve NADP® igin diigiik Km degeri oldugu, substrat
analoglarim1 yiiksek oranda kullandifi, sicaklik stabilitesinin  diigik, pH
optimumunun bifazik oldugu saptanmugtir.'

DNA analizinde 2 farkh nokta mutasyonu saptanmigtir. Ekson 6'daki nt 563
C—T missense mutasyonu 188. serin amino asitinin fenil alanine doniigmesine yol

agmaktadir. Ekson 11'de polimorfik oldufu saptanan nt 1311 C—T mutasyonu ise
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Mediterranean varyantinda % 97, Akdeniz bélgesinde yasayan saglikh bireylerde
% 20 oraninda gorillen sessiz bir mutasyondur. Bu mutasyona Orta Dogu
tilkelerinde de sik rastlamlmaktadir.

DNA analizleri Gd Mediterranean’in heterojen bir grup enzim kusuru
oldufunu, benzer biyokimyasal &zellik gosteren farkh mutasyonlardan
kaynaklanabildigini gostermektedir (Gd Coimbra, Gd Dallas, Gd Birmingham).’
Bunun aksine sadece KCl gradiyentinden eliisyon piklerinin farklilifzs ile bu
varyanttan ayrilan Caglari ve Sassari varyantlarinin da nt 563 C—T mutasyonu
tasidiklan anlagilmstir. > 7 G6PD Adana olarak tammlanan varyant da ayni
mutasyonu tagimaktadir,'

Gd Mediterranean tagtyan eritrositlerde azalmig aktiviteden katalitik olarak
kusurlu enzim ve artrmg yikimimn sorumlu oldugu diigiiniilmektedir. > % %

Bu varyanti tagtyan bireyler infeksiyon veya oksidan ajanlara bagh olarak
akut hemolitik krizlere maruz kalmaktadir. Bir kisminda hafif diizeyde kronik
hemolitik anemi, yaklagik %15'inde favizm goriilmektedir. Uzamig yeni dogan
sarihigr ve Gd Mediterranean arasindaki ilgi de bilinmektedir.

Tiirkiye'de Saptanan Varyantlar

Tiirkiye'de en sik gorillen G6PD varyantinin Mediterranean tipinde oldugu
bildirilmigtir (DSO, 1981). Diger G6PD varyantlarmm goriilme sikhifimn diisik
oldugu samlmaktadur.*

Tiirkiye’de ilk kez 1967 yilinda Berkal ve ark. Gd Mediterranean varyantimi
saptamiglardir. Fransa’da (Kahn ve ark., 1975) ve Almanya’da (Gahr M. ve ark.,
1976) yasayan iki Tiirk ailesinde sirasiyla G6PD Ankara ve G6PD Tarsus
varyantlani biyokimyasal olarak saptanmgtir. >4

Aksoy K. ve arkadaglart 1987'de Cukurova Bolgesinde yaptiklan galiymada
Gd Adana, Gd Samandag, Gd Balcali biyokimyasal varyantlarim saptamislardir. '
Daha sonra Gd Adana'nin Gd Mediterranean ve nt 1311 polimorfik mutasyonu
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tasidifn anlagilmgtir, Aymi galigmacilar 1989 yilinda birisi 1stya dayamikli 3 yeni
biyokimyasal varyant daha tammlamglardir.®® * 1990'da Gd Antakya ad1 verilen
varyant biyokimyasal ve genetik olarak saptanmugtir.’? Tiirkiye’de ve Tiirk
ailelerinde saptanan varyantlar ve biyokimyasal 6zellikleri Tablo 2 ve 3’de
goriilmektedir. 1

Tablo 2. Tiirkiye’de saptanan G6PD varyantlar.'*

Tiirkiye’dé Saptanan Varyantlar

G6PD Mediterranean 1967 Berkal
G6PD Mediterranean 1973 Altay

G6PD Ankara 1975 Kahn A.
G6PD Tarsus 1976 Gahr M.
G6PD Antalya 1979 Sipahioglu
G6PD Mersin 1981 Akoglu T.
G6PD Samandag 1987 Aksoy K.
G6PD Balcal 1987 Aksoy K.
G6PD Adana 1987 Aksoy K.
G6PD Antakya 1988 Aksoy K.
Istya Dayamkli G6PD 1988 Aksoy K.
G6PD Hacettepe 1989 Kus S.
G6PD Korkuteli 1989 Alicigiizel Y.
G6PD Aksu 1989 Alcigiizel Y.
G6PD Serik 1989 Yiicel G.
G6PD Corum 1989 Kus S.

Gal 6P Kullanimi yiiksek 1989 Dikmen N.

G6PD Siirt 1992 Dikmen N.
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Tablo 3. Tiirkiye’de saptanan G6PD varyantlanmn biyokimyasal 6zellikleri.'*

Enzim Km Substrat Analoglarinin Kullamm  Optimal ~ Sicaklik
Varyant aktivitesi % ™) Oram ( %) E{g)ii Stabilitesi
G6P  NADP 2dG6P Gal 6P d NADP NAD

GD B+ 100 50-70 2,94,1 4 7-15 5560 - N N

Gd Med. <10 19-26 1,2-16 23-37 20 350 - Bifazik Diigiik

Gd Adana 0 210 13 38 27 147 - 58 0
Bifazik

Gd Samandag 0 25 18 5 - - - 7.9 67
Bifazik

Gd Balcah 93 38 3 0 - - - 57 80
Bifazik

G6 PD Antakya 51 667 25 5 2 53 - 49 110
Bifazik

G6PD Korkuteli 0 41.2 27 - - - - 9,0 27
Bifazik

G6PD Serik 0 6,8 - - - - - 48 0
Bifazik

Gd Hacettepe 0,5 78 0,74 60 47 257 32  Bifazik Azalmug

Gd Siirt 47 33 53 N N N 18 8,1 -
Bifazik

Gd Corum 1 34,7 1,3 14,8 75 453 25,2 Bifazik Normal

G6PD Eksikliginin Patogenezini Etkileyen Faktorler

1. Olgun Eritrositler Yeni Enzim Sentezleyemez : Bilindigi gibi eritrositler

biyosentez tepkimeleri igin gerekli organeller ve enzim sistemlerinden yoksundur.
Bu nedenle
eritrositlerde enzim miktarimi belirleyen baglica faktor yikimdir., Diger dokularda ise
enzim miktarindaki azalma yeniden sentezle kompanse edilebilir ve eritrositlerdeki
kadar diigik aktivite gozlenmez.® G6PD eksikliginde lens dokusu, bobrekler,

Cesitli nedenlerle inaktive olan enzimlerini yenileyemezler.



karacifier, trombositler, siit ve tiikiirikte de enzim aktivitesinin azaldig
saptanmstir. Ancak bu diisiis eritrositlerdekinden daha azdir.*!

2. Eritrosit Yasam Omrii Géreceli Olarak Uzundur: Dokularin G6PD
aktivitesinin farklilif1 hiicre yasam 6mrii ile de ilgilidir. Eritrositlerin normal yagam
omriiniin goéreceli olarak uzun olmasi1 enzim eksikliginin klinik 6nemini
arttirmaktadir. Omegin yari o6mrii 16kosit yarn omriinden uzun olan Gd A
varyantinda 16kosit G6PD aktivitesi etkilenmezken, eritrositlerde normalin % 5- 15’1
oranindadir. Gd Mediterranean varyantinda ise G6PD yan omrii, 16kosit yar
émriinden kisadir. Bu bireylerde G6PD aktivitesi, 16kositlerde normalin % 20’si
eritrositlerde ise % 0-5’1 oranindadir.

Eritrosit ve 16kosit G6PD enziminin eg oldugu ve biyokimyasal farkliliklarin
saflagtirma sirasindaki proteolitik degisikliklerden kaynaklandig diisiiniilmektedir.>

3. Bazal Kosullarda Eritrositlerin Gereksinimlerini Saglayabilen G6PD
Diizeyleri Diigiiktiir : Eritrositler yaglandikca G6PD diizeyleri de azalir. Saglikh
bireylerde bu azalma eritrositlerin yagayabilmesi igin smirlayic1 degildir. Gd B”
tagiyan en yagh eritrositlerin enzim aktivitesi toplam eritrosit popiilasyonunun
aktivitesinin yaris1 kadardir. Bu deger ¢ofu varyantin toplam eritrosit
popiilasyonunda goériilenden daha yiiksektir (Gd A" igin %15, Gd Mediterranean igin
% 0-5). Sonug olarak eritrositlerin bazal kosullarda gereksinimlerini saglayabilen
enzim diizeyi gok diisiiktiir ve mutantlara gore farkhilik gosterebilmektedir.”

4. Analitik Yéntemlerde Kogullar In Vive Kosullardan Farkhdir : Bazal
kosullarda hiicre i¢i NADP'/NADPH oram NAD/NADH orammna gére ¢ok
disiiktiir. Kobay karaciger hiicresinde bu oranlar sirasiyla 0.014 ve 700'diir. Eritrosit
iginde 1 uM olan NADP® konsantrasyonlarinda G6PD enzimi bityiikk oranda
inaktiftir ve iiriinii NADPH tarafindan inhibe edilmektedir. G6PD aktivitesi analizi
ise optimal substrat konsantrasyonlarinda gerc¢eklestirildiginden enzimin in vivo
davranis1 hakkinda dogru bir gésterge olmayabilir (Luzzatto, 1967). **" %
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5- Sadece Enzim Diizeyi Degil Ozgiin Enzimatik Ozellikler de Etkili
Olmaktadir : Varyantlann 6zellikle NADPH ve NADP' baglama 6zellikleri normal
enzimden farkliik goésterir (Afalayan ve Luzzatto 1971, Luzzatto 1973). Bazal
kosullarda eritrosit NADP/NADPH oranlarmin diiiik olmasi nedeniyle hiicresel
G6PD aktivitesini belirleyen faktér enzimin bu metabolitlere afinitesidir. Kinetik
ozellikleri olumlu (Km NADP"si diisiik, Ki NADPH" yiiksek) varyantin ¢ok az
miktan hiicre gereksinimlerini karsilamakta yeterli olacaktir. Mutant enzimlerde ise
NADP"ye ilginin azalmas: yahut NADPH ile inhibasyona duyarhlifin artmas:
oksidan stres olmadan da antioksidan sistemlerin fonksiyonu igin yeterli NADPH
iiretilememesine ve kronik hemolize yol agmaktadir. Cogu varyantin Km NADP" ve
Ki NADPH degerleri arasinda resiprokal bir korelasyon vardir ; NADP"'ye afinitesi
azalmig enzimler NADPH ile daha kolay inhibe edilmektedir. Ancak G6PD eksikligi
olgularmda NADPH konsantrasyonlarinin normal eritrositlerden diisiikk olmas1 bu
bireylerde NADPH inhibisyonunun 6nemli olmadifim diisiindiirmektedir.

Km NADP"si diigiik olan Gd A" varyanti, enzim miktar1 sinirhi olmasina
ragmen hiicresel kogullarda kolayhikla aktive olabilmektedir. Gd Oklahama ise
hiicrede saglanabilenden yiiksek konsantrasyonlarda NADP® gerektirmekte, bazal
kosullarda dahi yeterli NADPH saglanamamakta ve kronik hemolizle seyretmektedir
(Kirkman ve ark., 1960). G6PD Mediterranean’m NADP" ve G6-P igin diigikk Km
degeri olmast varyant1 tagiyan eritrositlerin ¢ok diisikk enzim konsantrasyonlarina
ragmen bazal kosullarda yasamim siirdiirebilmesini saglamaktadir. 4>

6- Redoks Stres Altinda Enzim Miktarn Onem Kazamr : Redoks stres
alinda NADP® konsantrasyonu artarken NADPH tiiketilecek hiicresel G6PD
aktivitesi maksimum hiza yikselecektirr Bu durumda enzimin kinetik
ozelliklerinden ¢ok NADPH iiretimi igin saflanabilen enzim miktann &nem
kazanacaktir, Yapisal bozukluk ne olursa olsun az miktarda G6PD igeren hiicreler
hemoliz olacaktir (Tablo 4).%°
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Tablo 4. G6PD’nin kinetik 6zelliklerinin eritrosit yasamsallifna etkisi.*®

Aktivite Kinetik Ozelligi  Hemoliz Ornek
Normal Normal Yok G6PD B*
Diisiik (%15) Olumsuz Kronik, ciddi G6PDOklahama
Cok diigiikk (%5) Normal Kronik, ciddi G6PDNewYork
Diigiik Olumlu * Sadece redoks

stresle indiiklenen G6PD A
Cok diisiik Olumlu * Sadece redoks G6PD

stresle indiiklenen Mediterranean

* Bu varyantlarda da eritrosit yasam 6mrii kisalmaktadir ancak
kronik hemoliz minimal diizeydedir.

7- G6PD Eksik Hiicrelerde Bazal Kosullar da Degisir: G6PD eksik
eritrositlerde mevcut NADPH glutatyon rediiktazin kataliz ettii reaksiyonla
titketilir. Hiicre igi NADP'/NADPH orammin yitkselmesi G6PD aktivitesinin
azalmasmna uyumlu bir ortam yaratarak az miktarda ve olumsuz kinetik 6zellik
tagtyan varyantlarla bile hiicre yagammnm siirdiiriilmesini saglar.*

8- Varyantlarda Enzim Stabilitesi Azalmustir : Eritrositlerde Gd B’
varyantiniiin miktar1 62 giinlilk yart 6miir ile logaritmik olarak azalmaktadir.
Varyantlarda ¢ogu kere enzim stabilitesi azalmig oldugu i¢in aktivitenin digiisii daha
belirgin olmakta ortalama eritrosit Omriiniin kisalmasina yol agabilmektedir
(Sekil 23).2
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Sekil 23. G6PD miktarinm eritrosit yagtyla degisimi. y ekseni RIA ile
saptanan G6PD proteini, katalitik aktiviteye oranlanarak elde edilen spesifik
aktiviteyi gOstermektedir.’

9. Kemik Iliginin Kompansasyonu : Kronik hemolize bagli anemi
geligtiginde yahut akut hemolitik krizi takiben, doku hipoksisi kemik iliginde
eritropoezi indiiklemekte, retikiilositoz meydana gelmekte ve ortalama eritrosit yasi
azalmaktadir. G6PD eritrosit yagina bagh bir enzim oldufu igin dolagimdaki
eritrositlerin yag1 varyantin yari émriiniin altina distiigiinde (6rnegin akut hemolitik
kriz sonrasi) eritrosit G6PD aktivitesi normalden yiiksek bile bulunabilmektedir.

G6PD Eksikligi ile ilgili Klinik Tablolar

G6PD eksikligi genetik heterojenite, X'e bagh kaltim, dig faktérlerin
degiskenligi ve doku dagilim 6zellikleri nedeniyle degisken klinik gériiniimlere yol
acgabilmektedir. Baz1 bireylerde rastlantisal olarak saptanirken bazi olgular Sliimle
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sonuglanmaktadir.*>** Digi heterozigotlar genellikle semptomsuz olarak yasamlarim
siirdiirmektedir. *®

Akut hemolitik krizler G6PD eksikliginin en tipik klinik goriiniimiinii
olusturur. Etkilenen bireylerde bazal kogullarda azalmig enzim aktivitesi diginda
hematolojik bozukluk saptanmamigtir.”> Favizm baz1 dzellikleriyle diger etkenlerle
olugan akut hemolizden farklilik gésterir. G6PD eksikligi kronik hemolitik anemiye
ve kronik graniilomatéz hastalida da yol agabilmektedir. Yeni dogan sanihiimn
insidansi ve seyrinin G6PD eksik bebeklerde farklilik gésterdigi bilinmektedir.

1- Akut Hemolitik Kriz : G6PD eksiklifi olan bireylerde eritrosit
antioksidan sistemleri hassas bir denge ile saglanir. Bu denge hiicre oksidan bir
stresle kargilagtiginda bozulabilir. Oksidan stres viral veya bakteriyel bir infeksiyon,
kendisi veya metaboliti oksidan 6zellik gésteren bir medikasyon, diabetik ketoasidoz
gibi metabolik bir tablo olabilir. Akut hemolitik krizlerin en sik nedeninin
infeksiyonlar oldugu bildirilmigtir.®® Oksidan stres, bazal kosullarda hiicre igin
yeterli olan NADPH gereksiniminin artmasityla hemoglobin, hiicre membran
bilegenleri ve sitozolik fonksiyonel molekiillerin oksidasyonuna yol agmaktadir.
Hemoglobin denatiirasyonu ve Heinz cisimciklerinin olusumu, membran lipidlerinin
peroksidasyonu, intravaskiiler hemoliz ve eritrositlerin RES tarafindan dolagimdan
alinmasityla sonuglanmaktadir,

Gd A’ varyantinda akut hemolitik krizlerin kendini smurlayici 6zellikte
oldugu goriilmiigtiir. Bu, geng hiicrelerin yeterli diizeyde enzim igermesine ve
hemolizin yagh eritrositlerle sirlanmasma baghdir*®**® Gd Mediterranean
varyantinda ise geng hiicrelerin de enzim diizeylerinin diigiik olmasi, hemolizin
kendini smurlayic: ozellikte olmamasina yol agmaktadir’” Gd A” varyantinda
hemolize yol agmayan ilaglar da hemolitik kriz nedeni olabilmektedir. Cinlilerde sik
goriilen Gd Canton varyant: da akut hemolitik krizlerle seyretmektedir. °

Akut hemolize yol agan medikasyonlar Tablo 5'de goriillmektedir.” > !
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Tablo 5. G6PD eksikliginde hemolize yol agan ilaglar." > *!

Ila¢ Gurubu Hafif Siddetle Hemolize  Ciddi Seyreden Akut
Yol Acabilenler Hemolize Yol Acabilenler
Analjezik ve Asetil Salisilik Asit*
Antipiretikler Antipirin Asetanilid
Aminopirin
Asetofenatidin*
(fenasetin)
Sitma laglan Klorokin Primakin
Primetamin Pamakin
Kinin" Kinosit
Silfonamidler Siilfadiyazin Siilfacetamid
ve Siilfonlar Siilfamerazin Siilfametoksazol
Siilfametoksipiridazin Silfanilamid
Sulfisoksazol Siilfapiridin
Siilfaguanidin Tiyazolsiilfon
Diger antibak- Kloramfenikol” Furazolidon
teriyel ajanlar Nitrofurantoin
Nitrofurazon
Nalidiksik asit
Antihelmintik Nidazol
ajanlar Sebopan
B-Naftol
Diger Maddeler  Probenesid Naftalin
K vitamini ve analoglan Fenil hidrazin
Kinidin" Tolidin mavisi
Askorbik asit® Metilen mavisi
Fenazopiridin
Izobutil nitrit
Urat oksidaz

* Gd A" da sadece yiiksek dozlarda hafif hemoliz.

# Gd Mediterranean’da hemolitik, Gd A" veya Gd Canton’da degil.

+ Gd Mediterranean’da hemolitik Gd A™" da degil.
8 Sadece masif dozlarda hemolitik.
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Akut hemolitik krizlerde tablo, hastanin fark edemedifi gegici hafif
anemiden, st ve karmn agnsi, sanlik, idrar renginin koyulagmasi ile kendini
gosteren siddetli hemolize kadar degigebilmektedir. Eritrosit sayist ve hemoglobin
konsantrasyonunun diigiigiiyle izlenen anemi ve retikiilositozun yan1 sira nadiren
hepatosplenomegali goriilebilmektedir. Periferik kan yaymasinda anizositoz,
poikilositoz, sferositler ve koyu boyanmug diizensiz  kontrakte eritrositler
goriilebilir. Akut hemolitik krizin erken déneminde supravital boyama ile Heinz
cisimcikleri  gozlenebilir. Bunun aksine morfolojik  degisiklikler
saptanmayabilir.>**® Plazma bilirubin diizeyi hemolizin derecesine ve karacigerin
indirekt bilirubini kullanmasina bagh olarak artmig veya normal olabilir. Siddetli
hemoliz serum hemoglobininde artig, haptoglobin diizeyinin diigiisii ve
hemoglobiniiriye de yol agabilmektedir. >

2- Kronik Hemolitik Anemi : G6PD eksikligi olan bir grup hastada akut
hemolitik krizlerin yam sira veya yalmzca kronik hemolizle seyreden anemi
goriilmektedir.

G6PD eksikliginde goriilen kronik hemolitik anemi -eritrosit i¢inde bazal
kogullarda da enzim aktivitesinin yetersiz kalmas1 sonucu meydana gelmektedir.
Enzimin NADP" ve/veya G6-P'a afinitesinin azalmasi, NADPH inlﬁbisyonuna
duyarhgmn artmasi, diigik NADP konsantrasyonlarinda inaktivasyonu, artmig
instabilitesi veya bu faktérlerin kombinasyonuyla sonuglanan kinetik kusurlar bu
yetersizlige yol agabilir.”®

Bu gruptaki hastalarda kronik retikiilositoz ve/veya kronik anemi
goriilmektedir. Dikkatli bir anamnezle genellikle yeni dofan doneminde
hiperbilirubinemi Oykiisii varhigi saptanmaktadir. Splenektomi hastalifin seyrini
degistirmekte etkili degildir. *
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3- Favizm : Favizm G6PD eksikliginin 6ldiiriicii potansiyeli olabilen bir
klinik tablosudur ve bu genetik kusurun sik oldugu bélgelerde bir halk saghig
problemidir. G6PD eksikligi olan bireylerin yaklagik %20'sinde bakla (vicia faba 1.)
yenmesinden sonra anemi, hemoglobiniiri ve sanlikla seyreden akut hemolitik
krizler gelismekte ve buna favizm adi verilmektedir. > % Baklaya duyarhilik daha
¢ok Akdeniz Bélgesi, Ortadogu ve Giiney Asya toplumlarinda goriilmekte, Gd Med
geni ile ilgili oldugu diigiiniilmektedir.’* ® Ancak diger G6PD mutasyonlarinda da
(Gd A", Gd Aures) sporadik olgular bildirilmistir.”*

Baklanin igerdigi visin ve konvisin adh iki glikozidik madde favizmde
hemolitik krizlerin nedeni olarak gosterilmigtir. Bu bilesikler glukoz ve ‘OH
arasindaki 8 glukozidik bagin ayrigmasiyla divisin ve isouramil adli metabolitlerine
déniigmekte H,O, olugumunu arttirmaktadir. Divisin ve isouramilin in vitro
kosullarda GS-H ve NADP" diizeyini diigiirdiigii, hiicre membraninda gapraz baglar
ve Heinz cisimcikleri olusumuna yol agti Ca>* ATPaz ve katalazi inhibe ettigi
gosterilmistir 2*®  Isbir ve Topgu bakla ekstreleriyle yaptigi ¢alismada
Na" K'/Mg"” ATPaz enziminin istatistiksel olarak anlamli olmayan etkilenigini
gostermigtir. Bakla. bilegeni olan L-Dopa'min GS-H"1 okside etme 6zelligi diger iki
alkaloidden az olmakla birlikte sadece bakla yapragi ve geng bakla gekirdeklerinde
bulunmasi, kuru baklanin L-Dopa igeriginin diisikliigii 6nemlidir.5

Favizm gocuklarda daha sik goriilmektedir. italya'da yapilan bir ¢aligma
favizm olgularinin %70' ini pediatrik hastalarin olusturdufunu gostermigtir. Favizm
erkek cinste daha sik goriilmektedir. ** !

Hemolitik krizlerin en stk Mayis ve Haziran aylarinda ve % 94 oraninda taze
bakla yenmesini takiben gelistigi kuru baklanin siklikla Ocak ve Subat aylarinda
etken oldufu gosterilmigtir. Bakla yiyen annelerin siitii ile beslenen bebeklerde
favizme rastlamlmamgtir. Dogumdan 5 giin 6nce bakla yiyen bir annenin bebeginde
hemolitik anemi saptanmug anne ve bebegin G6PD eksikligi i¢in heterozigot oldugu
anlagiimigtir.®!
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Ilagla indiiklenen hemolitik krizlere oranla (4-5 giin sonra), favizmde klinik
bulgular ortaya daha erken (24-48 saat sonra) ¢ikmaktadir. Bu grupta serum
a; globulin diizeyi diigiik, bilirubin diizeyleri yiiksek bulunmustur. %79.5 oraninda
anhaptoglobinemiye rastlamlmigtur. °*

Ayni mutant1 tagtyan bireylerin tiimiinde favizm gériilmemesi, olgularin bazi
ailelerde siklif1 bir otozomal genin favizmde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.
Visin ve konvisini toksik metabolitlerine déniigtiiren B-glukozidaz diizeylerinin olasi
etkisi aragtirnlmig; saghikli, favizm géstermeyen ve gosteren G6PD eksik bireylerin
ince bagirsak B glukozidaz aktiviteleri arasinda anlamli fark bulunamamigtir.*® Bakla
duyarhilifs olan erkek hemizigot bireylerde genel populasyona oranla eritrosit asit
fosfataz geninin p® ve p° allellerini tagima oraminin yitksek oldufu gosterilmistir
(Biottini ve ark., 1971). Bakla duyarliligx olan bireylerde 0 kan grubu insidansinin
% 45 oldugu saptanmugtir.>*

G6PD eksikligi i¢in heterozigot bireylerde bakla mevsiminde oksidan
ajanlara duyarli eritrositlerin oranindaki azalma favizm gostermeyen bireylerin
gogunda (6/8) baklaya duyarliligin oldugunu ancak hemolizin subklinik diizeyde
seyrettigini diisindiirmektedir,*’

4- Yenidogan Sarmhg : Yenidogan sanhif pediatride sik kargilagilan bir
problemdir. Sikhiinin G6PD eksiklifi olan bebeklerde yiikksek oldugu
bilinmektedir.*® Singapur, Hindistan, Yunanistan ve Nijerya'da yapilan ¢ahsmalarda
G6PD eksikligine bagh olarak goriilen yenidogan sarihgi sikligs etnik gruplara gore
farklilik gdsterdigi saptanmugtir,®* 5> %667

G6PD Mediterranean ile yenidogan sanlhig: arasindaki ilisgki gosterilmigtir.
G6PD Mahido! ve G6PD Canton'un tehlikeli diizeyde hiperbilirubinemi nedeni
oldugu bildirilmigtir. Bienzle ve arkadaglarn (1967) G6PD A" varyantim tagiyan
bebeklerde etnik kokene gore yenidofan sanhi@ insidansimn  degistiini
gostermistir. Bu degigimin, fizyolojik yenidogan sarhiginda serum bilirubin
diizeylerinin etnik gruplar arasindaki farkhlhfindan kaynaklanabilecegi
diigiiniilmektedir.®’
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Cesitli c¢aligmalarda G6PD eksiklifi olan ve olmayan bebeklerde
hiperbilirubinemi sikhig1 sirastyla % 22 ve % 9.5, kernikterus sikhig1 % 8 ve % 0.3
olarak bildirilmigtir.**®® Klinik olarak sariik G6PD eksikligi olmayan bebeklere
gore daha erken ortaya gikabilmekte (1. giin), daha uzun siirmekte (yaklagik 3 hafta)
ve daha ciddi seyretmektedir.® ®® Serum bilirubin diizeyleri saglikh, tam ve kismi
G6PD eksikligi olan bebekler arasinda farklihik gostermektedir (Sekil 24).5

Plazma Bilirubin diizeyi (mg/dl)
[«
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Sekil 24. G6PD aktiviteleri normal, kismi ve tam yetmezlikli yenidoganlarin

plazma bilirubin diizeyleri.*®

Yenidogan sariliginda hiperbilirubinemiden sorumlu mekanizma agiklik
kazanmamgtir. G6PD eksikligi olan bebeklerin tiimiinde yenidogan sarihf
gelismemesi bu  komplikasyona yol acan ilave faktorlerin  varligim
digtindiirmektedir.

Valaes ve ark. (1969), Tan (1981) bu bebeklerde Hb degerlerinin diisiik,
retikiilosit oranlar ve serum indirekt bilirubin diizeylerinin yiiksek olmas: nedeniyle

hiperbilirubinemi nedeni olarak hemolizi ileri siirmiitiir. > %
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G6PD eksikligi olan bireylerde eritrosit yasam omriiniin kisa olmasi oksidan
stres olmadify kogullarda da goriilen yenidofan sanhfmm artrms hemolizden
kaynaklandifim1 desteklemektedir. Ancak olgularin ¢ogunda artms hemolizi
gosteren bulgular saptanmamus veya hiperbilirubineminin derecesi ile ilgili
bulunmamigtir.**%*™ Brown ve ark. (1968) direkt bilirubin fraksiyonundaki artig
nedeniyle yetersiz hepatik klirensin etkili olabilecepini ileri siirmiistiir. > Malaka ve
ark. (1973) G6PD eksiklifi ve yenidogan sariligi olan bebeklerde karacigerin
salisilamid glukuronidasyonunda 6nemli azalma oldugunu gostermistir.”® Aym
calismacilar bu bebeklerde idrarla D-glukarik  asit athmmm azaldigm ve
glukuronik asit metabolizmasinda rol alan karacier mikrozomal enzimlerin
aktivitesindeki diigiikliige bagh olabilecegini ileri siirmiislerdir.”

Yenidogan sarilifs olan G6PD eksik bebeklerin yaklagik yarisinda oksidan bir
ajan veya infeksiyon gibi oksidan bir stres saptanamamstir.’*®® Bu bebeklerde
hiperbilirubinemi nedeni olabilecek diger bir etken de tespit edilememistir.

Farkli etnik gruplarda fizyolojik yenidogan sarilifinda serum bilirubin
diizeylerinin farklilik gostermesi de etkili olabilmektedir.®®

a-Talaseminin G6PD eksikligi olan bebeklerde hiperbilirubinemiye egilimi
arttiran bir etken olabilecegi diigiiniilmiigtiir. Ancak o-talasemi ile birlikte G6PD
eksikligi olan bebeklerde serum bilirubin diizeyleri ve hiperbilirubinemi sikliginin
sadece G6PD eksikligi olan bebeklerden farksiz oldugu saptanmstir.”*

G6PD yam sira glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon peroksidaz (GP)
enzimleri de H,O; ve organik peroksitlerin zehirsizlestirilmesinde rol aldigindan bu
enzimlerin olasi eksikliklerinin varligz aragtinlmugtir. GR, G6PD eksikliginde artis
gostermektedir. G6PD eksiklii olan normo ve hiperbilirubinemili bebeklerde
GR aktiviteleri anlamh fark gostermezken G6PD eksikligi olmayan bebeklerde
hiperbilirubinemili grupta GR aktiviteleri diigiik bulunmugtur. GR aktivitesi geng
eritrositlerde daha yiiksek oldugu igin diisiik GR aktivitesinin yenidogan sanliginda
sonu¢ degil neden olmasi olasidir. Yenidoganlarda katalaz diizeyinin erigkinlerden
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diigik olusu da diger antioksidan sistemlerin yetersizligini belirgin hale
getirmektedir.®*

G6PD Eksikliginin Cografi Dagilhim ve Prevalans:

Eritrosit G6PD eksikliginin yeryiiziinde yaklagik 400 milyon insam etkiledigi
dugiiniilmektedir. Dagilimin cografi ve etnik farkliliklar géstermesi ilave genetik
veya gevresel faktorlerin varigm: diigindiirmektedir, 3038

Cografik veriler, saha c¢aligmalann ve in vitro kiiltiir ¢aligmalan G6PD
eksikliginin sitma paraziti Plasmodium falciparuma kars: rolatif koruma sagladigini
ve sitmanm endemik oldugu boélgelerde prevalansinin yitksek oldugunu
gostermektedir,”> ™

G6PD eksikligine Afrika, Giiney Avrupa, Ortadogu, tropikal ve subtropikal
Asya toplumlarinda sik rastlamlmaktadir®® Akdeniz toplumlarinda: italya,
Yunanistan, Suriye, Misir, Suudi Arabistan ve Tirkiye'de G6PD eksikligi
prevalansmnimn yiiksek oldugu bilinmektedir,> '* 3% 4% 66

G6PD eksikligi prevalanst Amerikali zenci erkeklerde % 11-15, kadinlarda
% 2 tam ve % 5 kismi yetmezlik olmak iizere toplam % 7 oranlarinda
saptanmmgtir.”* 7

Singapur'da yenidogan dénemindeki bebeklerde yapilan bir ¢aliymada G6PD
eksikligi prevansinin etnik gruplara gore degistigi gosterilmig, Cinlilerde % 1.36,
Malezyalilarda % 1.34 ve Hintlilerde % 0.48 oraninda bildirilmigtir.%

Fujii (1978) Japonya'da G6PD eksik varyantlann sikhigimi % 0.1 olarak
saptamigtir. Nakatsuji ve Miwa (1979) 3000 kisilik bir grupta yaptiklan ¢alismada
benzer bir sonug elde etmislerdir (% 0.5).%

Valeas ve arkadaglann (1979) erkek yenidofan bebeklerle yapilan bir
¢aliymada Yunanistan'da G6PD eksiklifi prevalansimn cografi bélgelere gore
onemli farkhliklar gosterdigini saptamigtir. Enzim eksiklifine Alexandra bolgesinde
% 2.92, Lesbos bolgesinde % 4.93 ve Rodos'ta % 12.5 oraninda rastlamlmigtir.
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Smith Yunanistan'da 400 yenidogan bebekte G6PD eksikligi prevalansim % 4.3
olarak saptamiglardir, Erkek bebeklerin % 2.9'unda enzim diizeyi diigiik, % 0.5'inde
hafif diisiik iken, kiz bebeklerin % 5.2'sinde hafif diigiik olarak bulunmugtur. **

Bir Akdeniz iilkesi olan ve farkli etnik gruplarin yasadify ywirdumuzda da
G6PD eksikligi prevalans: aragtirillmig ve cografi ve etnik gruplar arasinda farklilik
gosterdigi saptanmugtir. Tiirkiye'de bu konuda ilk ¢aligmalar Say ve arkadaglan
tarafindan gergeklestirilmistir. 1963 yilinda Ankara'da 1000 erkek yenidogan
bebekte yapilan galigmada G6PD eksikligi prevalans1 % 0.5 olarak bulunmugtur.
Aksoy M. ve ark. (1980) Tiirkiye genelinde G6PD eksikliginin prevalansim % 0.6
olarak bildirilmigtir.”®

Say ve arkadaglan etnik ve cografi gruplar iizerinde yaptiklan g¢aligmada
Istanbul'da yasayan Rum (n:107), Ermeni (n:101), Kiirt (n:93) etnik gruplarinda
G6PD eksikligine rastlamamglardir. G6PD eksikligi insidans1 Diyarbakir'da
yasayan Kiirtge konusan Tiirk’lerde (n:203) % 1.92, Kibris'h Tiirk’lerde (n:200)
% 3.5, Dogu Karadeniz Boélgesi'nde (n:152) % 0, Adana ve Tarsus bolgesinde
yasayan Eti Tiiuklerinde (n:158) % 8.2 ve Izmirde (n:212) % 0.94 olarak
belirtilmigtir."?

Aksoy M. ve arkadaslan ¢ogunlugu Giimiilcine, Selanik ve Iskege'den gog
eden Bati Tirk’lerinde G6PD eksikligine % 5 oraminda rastlanmildigim
bildirmislerdir.”

Yiiregir ve arkadaglan (1989) Cukurova Bolgesinde yaptiklan ¢aligmada
G6PD eksiklifi prevalansim bolge genelinde erkek populasyonda % 8.4
bulmuslardir. Bu olgularin % 3.8'inin tam yetmezlikli, % 4.6'simin hafif yetmezlikli
oldugu saptanmugtir. Cukurova Bolgesinde kiigiik yerlegim birimleri arasinda da
G6PD eksiklii prevalansi farklilik gostermekte ve % 1.2 ile % 21.2 arasinda
degismektedir. ' 1% 3

Tarsus ve Hatay yoresinde G6PD eksikligi prevalans1 % 10-17 olarak
saptanmigtir. Ozgiir ve arkadaslan Ege Boélgesinde eksikligin % 2.3 oraninda
goriildugiini bildirmistir.’ Gaziantep Bélgesinde G6PD eksikligi ile ilgili galigmalar
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bu giine dek 18 kisilik bir grubun aragtiriimasiyla simrh kalmigtir Bu grupta enzim
eksikligi saptanmamugtir (Vurugkan E).

Tirkiye’de G6PD eksikliginin bolgesel ¢aligmalarda saptanan sikliklan
Tablo 6’da goriilmektedir. '*

Tablo 6. Tiirkiye’de bolgesel caligmalarda saptanan G6PD eksikligi

sikliklar:, '
Yil  Arastirmaci Bolge veya etnik grup G6PD eksikligi
| orani

1965 Say ve ark. Bat1 Anadolu % 1,5
Eti Tiirklerinde % 8,2
Ankara % 1’den az
Tiirkiye genelinde % 0,5

1966 Ozgiir ve ark. Ege % 2,3

1968 Aksoy M ve ark. Tiirkiye genelinde % 0,6

1972 Aksu Erzurum % 1’den az

1975  Ozsoylu ve Sahinoglu  Tarsus % 10

1977  Ozsoylu ve ark. Cukurova % 21,2

1978 Akoglu ve ark. Eti Tiirklerinde % 16,5

1979 Sipahioglu Ege Bolgesi % 2,9

1980 Aksoy M ve ark. Manavgat-Serik-Boztepe % 5-20

1981 Akoglu ve ark. Cukurova | % 5,8

1982 Kiling Cukurova % 20,2

1984 Yiiregir ve ark. Cukurova % 8,2

1985 Aksoy M ve ark. Bati1 Trakya Tiirkleri %5

1990 Aksoy M ve ark. Antalya %9,2

1992 Aksoy ve ark. Adaﬂa Yegsilkoy % 7,8

1994  Aksoy ve ark. Igel Kazanlh % 3,8

1997 Sekeroglu ve ark. Van Yéresi %0
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Sitma Endemisinin G6PD Eksikligi Prevelansma Etkisi

Genetik gegis  gosteren GO6PD eksiklifi prevalansiin  Plasmodium
falciparuma bagli sitmanin endemik oldugu bélgelerde yiikksek olmasi dikkat
gekmektedir.* " G6PD eksikliginin Plasmodium falciparum varhginda segici bir
avantaj saflayabilecedi diigiincesi ilk kez Allison (1960) ve Motultsky (1960)
tarafindan ileri siiriilmiig, baza saha galigmalartyla da desteklenmistir (Luzzatto ve
ark. 1969, Siniscalco ve ark. 1966, Luzzatto 1979, Guggenmoos-Holzmann ve ark.
1981). Martin ve ark. (1979), Bernstein ve ark. (1980) tarafindan ise kabul
gbrmemistir.”> "’

G6PD  eksikligi olan bireylerin eritrositlerinde artan GS-SG
konsantrasyonunun protein sentezini inhibe ettifi ve parazit proliferasyonunu
yavaglatarak sitma varlifinda segici bir avantaj sagladig ileri siiriilmiigtiir (Kosower
ve Kosower 1970). Friedman (1979) serbest radikal iireten kaynaklara maruz
kalmanin parazit ¢ogalmasimi inhibe ettigini gostermigtir. Hiicresel GS-H ve
membran tiyol gruplant diamid ile okside edildiginde hemoglobin ve hiicre
membram serbest radikal hasarina ugramadan da G6PD eksikligi olan hiicrelerde
parazit ¢ogalmasinin yavagladifi saptanmmgtir. Sitmaya kargi direncin kismi artisi
endemik bolgelerde G6PD polimorfizmini agiklamaktadur.”

G6PD  eksikliginin sitmaya karst koruyuculufu fenomeninin sadece
heterozigot disi bireylerde goriildiigii ileri siiriilmiistiir.’ Usanga ve Luzzatto (1985)
parazitin Onceki ireme dongiisiiniin gergeklestifi konak hiicre tipine uyum
sagladifim ve G6PD eksik hiicre kiiltiirlerinde tiretilen parazitlerin G6PD genlerinin
aktif hale gectigini gostermiglerdir. Bu teoriye goére heterozigot bireyin infekte
eritrositinde gogalan parazitin sonraki gizogonik dongiiyii siirdiirme sans1 % 50
oraninda azalmaktadir. Normal veya varyant bir G6PD geni i¢in hemizigot veya
homozigot olan bireyde ise sitmaya karst koruyuculuk fenomeni
gergeklesmemektedir.” Ruwende ve arkadaglan (1995) ise 2000 Afrikali gocuk
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iizerinde yaptiklani galigmada Gd A" geninin ciddi sitma infestasyonuna Karg:
“koruyuculugunun % 46-58 oraminda oldugunu, disi heterozigot ve erkek hemizigot
bireylerde degismedigini bildirmiglerdir.

G6PD Eksikligi Tam1 Yontemleri

G6PD eksikliginin tamisi, G6PD aktivitesinin nitel veya nicel analizi,
immunokimyasal olarak enzim varhiginin gosterilmesi veya NADPH m indirgen
ozelligine dayal yéntemlerle konulabilir.

Hemizigot erkeklerde tarama testleri veya nicel enzim analizleri yeterli
olmaktadir. Akut hemolitik kriz sonrasinda ise, yash eritrositlerin dolagimdan
uzaklagmas1 nedeniyle, G6PD aktivitesinin hekzokinaz veya AST gibi eritrosit
yagina bagimhi bir enzim aktivitesi ile oranlanmasi1 veya daha yogun, yash
eritrositlerin analizi ¢nerilmektedir.*" ™

Heterozigotlarda da G6PD eksikliginin tanis1 baz1 zorluklar gostermektedir.
Gelencksel tarama testleri yeterli olmazken nicel analizlerin sonucu varyantin
aktivitesine, normal ve G6PD eksik eritrositlerin oranina bagh olarak degisir. Bu
kosullarda, az sayida G6PD eksik eritrositlerin gosterilmesini saglayan o6zel
teknikler kullanitmaktadir. 2>

G6PD eksiklifinin tamisinda kullamilan yontemler ana basliklar halinde
asagidaki gibi dzetlenebilir.

A) Tarama testleri

- Heinz cisimcikleri olugturma testi
- G-SH dayaniklihik testi
- Boya kullamilan tarama testleri
Brillant krezil mavisi
Dikloroindofenol
MMT [3(4,5 dimetilthiazolil) 2,5 difenil tetrazolyum bromid]

- Metilen mavisini indirgeme testi
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- Methemoglobin rediiksiyon testi
- Askorbat-siyanit testi
- Floresans spot testi
B) Normal ve G6PD eksik eritrositlerin oranini1 belirleyen testler
- Methemoglobin Eliisyon Testi
- Tetrazolyum sitokimyasal yéntemi
C) Nicel enzim analizleri
- Spektrofotometrik olarak NADPH olugum hizinin saptanmasi
- Glock ve Mc Lean analizi
- Florometrik olarak NADPH olugum hizinin saptanmasi
- Kiyaslamah kantitatif enzim elektroforezi
D) G6PD’nin kalitatif karakterizasyonu
Enzimin kismi saflagtinlmas1 sonrasi biyokimyasal 6zelliklerinin
saptanmasim1 (Km, substrat analoglarim kullamim orami, elektroforetik mobilite,
optimal pH, optimal sicaklik, sicaklik stabilitesi ve kromatografik gé¢ gibi)
igermektedir.

E) G6PD varyantlarimn genetik diizeyde tanimlanmasi
- DNA dizi analizi
- ¢ DNA analizi
- Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve tek sarmal konformasyon
polimorfizm analizi (SSCP)
- Restriksiyon fragmani uzunluk polimofizmi (RFLP)
- Haplotip analizi
- Klonlama Y6ntemi

Giintimiizde tarama testlerinin ¢ogu o6zginlikk, ve/veya duyarhihiklarmin
diisikk, uygulamanmin zor, zaman alici olmasi nedeniyle kullanilmamaktadir.
DSO (1979) tarama testi olarak floresans spot testini 6nermistir.” Giiniimiizde saha
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aragtirmalarinda floresans spot testi, klinik laboratuvarlarda NADPH olusum hizim
6lgen nicel enzim analizleri tercih edilmektedir. G6PD’nin kalitatif karakterizasyonu
ve genetik analizler aragtirma laboratuvarlarinin konusudur.

1- Heinz Cisimciklerinin Gésterilmesi : Metil moru veya kristal moru ile
supravital boyama sonras1 Heinz cisimcikleri koyu mor renkte 1-4 pm ¢apmda ve
genellikle hiicre membranina birlesik olarak goériiliirler. Heinz cisimcikleri G6PD
eksikligi yam sira saglikli kigilerde antioksidan sistemleri agan miktarda oksidasyona
maruz kahindiginda, dayamksiz hemoglobin veya talasemi varhginda da goriilebilir
(Dacie 1975).°

2- Heinz Cisimcikleri Olugturma Testi : Eritrositler asetilfenilhidrazinle
inkiibe edildiginde normal eritrositlerde 1-2 tane hiicre membramna birlesik 1-2 pm
¢apinda Heinz cisimcigi goriiliir. G6PD eksik duyarl: eritrositlerde ise ¢ok sayida,
kiigiik ve hiicre igine serpigtirilmis sekildedirler, ** 8

3- Beutler’in Glutatyon Stabilite Testi : G6PD eksikligi olan bireylerin kani
asetilfenilhidrazinle inkiibe edildiginde eritrosit G-SH diizeyleri hizla diiger.
Eritrosit G-SH diizeylerinin kolorimetrik 6l¢iimityle birlikte bu test G6PD
eksikliginin tamsinda yararh olabilmektedir.”®’"7

4- Motulsky’in Boya Rediiksiyon Testi : G6P, NADP', brillant krezil
mavisi ve tampon kansimmn hemolizatla inkiibasyonu sonrasi 6rnekte G6PD
varhginda agiga ¢ikan NADPH’mn boyay: indirgeyerek renksizlegtirmesi esasina
dayanir. Bu rediiksiyonun gergeklesmesi igin gerekli siire enzim aktivitesiyle ters
orantihdir. Beklemis orneklerde uygulanabilen bu test 6zgiindiir ve az miktarda
ornek gerektirir ancak heterozigotlarda ve akut hemolitik kriz sonras1 kompansasyon
doneminde yanhs negatif sonuglar verebilmektedir (Fairbanks, 1969).> % ¢

S- Diklorindofenol (DCIP) Dekolorizasyon Testi : NADPH’in DCIP’yi
renksizlegtirmesi esasina dayali bir tarama testidir. Fenazin metosiilfat NADPH ve

DCIP arasinda elektron transferini gergeklestirmesi amaciyla test ortamima eklenir.*>
75
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6- Beutler’in Spot Testi : Bu test fenazin methosiilfat varhiginda NADPH’mn
MMT boyasim indirgeyerek mor renk olugturmas: esasmna dayanir. Hemoglobin
MMT ile non spesifik reaksiyon olusturdugu igin ortamdan uzaklagtinlmaktadir. Bu
yéntem heterozigotlarin tams igin yeterli olmamaktadir.”*”

7- Metilen Mavisini Indirgeme Testi : Glukoz varlifinda normal hiicreler
metilen mavisini renksiz l6kometilen mavisine indirgerler. Hiicre i¢inde yaklagik
4 saatte boya yeniden okside olarak mavilesir. G6PD eksik hiicreler metilen
mavisini indirgeyemezler, okside boya hiicre igine giremez. Heparinli
mikrohematokrit tiiplerine alinan kan satrifiij sonras1 metilen mavisi ile inkiibe edilir
ve yayma hazirlamr. Saglikli bireylerin eritrositlerinin yaklasik %10’u mavi
boyanirken G6PD eksikliginde bu oran % 0.0 - 0.2 arasindadir.*®

8- Methemoglobin Rediiksiyon Testi : Hemoglobin sodyum nitrit ile
metHb’e okside olur. Metilen mavisi veya Nil siilfat boyas: varlifinda, metHb
methemoglobin rediiktaz sistemince hemoglobine indirgenirken NADPH kullanilr,
G6PD eksik hiicrelerde yeterli NADPH olmadigs igin kahverengi renkli metHb
indirgenmez. Ornek tipii kontrol tipit ile gorsel olarak karsilagtirilarak
degerlendirilir (Brewer, 1962).>>® Bu testin nicel formunun duyarlihg
spektrofotometrik yontem ile kargilagtinlabilir diizeydedir. Heterozigot bireyler
% 70-80 oraninda taninabilmektedir.*

9- Jacob ve Jandl’in Askorbat-Siyanit Testi : Sodyum siyanit ve sodyum
askorbatla inkiibe edilen kanda askorbik asit ve hemoglobinin egli oksidasyonu ile
H,0, olusur. Test kogullar1 iginde katalaz, siyanit ile inhibe oldugu i¢in H,O,
hemoglobin ile reaksiyona girerek kahverengi renkli metHb olugur. (Jacob, 1966).
Tarama testleri i¢inde en duyarlis1 olan bu test 6zgiin degildir. Intakt hiicreler
kullanilarak heterozigotlarda ve akut hemolitik kriz sonrast dénemlerde de tam
olanagim1 saglarken piriivat kinaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz
eksikligi, paroksismal nokturnal hemoglobiniiri ve dayamiksiz hemoglobinler ile
yanlis pozitif sonuglar vermektedir (Fairbanks, 1969). > > %
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10- Floresans Spot Testi : Filtre kagadi iizerinde G6-P,NADP’, saponin,
GS-SG ve tampon kangimmna eklenen tam kan, uzun dalga ultraviole 1s1inda
gozlenir. G6PD varhifinda olusan NADPH floresans verecektir. Hafif yetmezlikli
olgularda olusan az miktardaki NADPH glutatyon rediiktaz tarafindan okside
edilereck testin  heterozigotlarda  giivenilirligini arttrmak  amaglanmigtir
(Beutler 1979, Beutler 1984).'3%°%%% <Yine de heterozigotlarn tamisinda
(G6PD aktivitesi %20’nin iizerinde oldugunda) ve akut hemolitik krizler sonras,
tamda yeterli olmadifn ve anemilerde yanhiy negatif sonu¢ verdigi
diigiiniilmektedir. >-%

11- Methemoglobin Eliisyon Testi : Siyanmethemoglobinin (HbFe"”CN)
segici eliisyonu ve oksihemoglobin tagtyan eritrositlerin boyanmasi esasina dayali
sitokimyasal bir testtir. Teorik olarak heterozigot G6PD eksikliginin kesin tamisi
G6PD analizleri ile konulamadigindan bu yontem onem tagimaktadir. **° MetHb
rediiksiyon testindeki gibi dnce oksijen satiirasyonu arttirilan daha sonra sodyum
nitrit ve Nil mavisi siilfat ile inkiibe edilen tam kana, KCN eklenerek metHb,
HbFe"™*CN’e déniistiiriilir. HbFe™CN’in segici eliisyonundan sonra HbO, igeren
hiicreler hemotoksilen eozin ile boyanarak mikroskopta incelenir. Disi
heterozigotlarda hayalet (boyanmamig) hiicrelerin oram1 genellikle % 40-60
arasindadir. Baz1 olgularda % 2 - 3 kadar diigiik bulunabilmektedir, %

12- G6PD Tetrazolyum Sitokimyasal Yintemi: Intakt hiicrelerdeki
hemoglobin, sodyum nitrit ile metHb’e déniistiiriiliir. Pentoz fosfat yolunun ve
NADPH-bagimli met Hb rediiktazin aktivasyonu sonrasi ortama MMT eklenir.
G6PD eksik hiicrelerde methemoglobin MMT’yi mor renge déniigtiiremez. Renkli
graniilasyonu igermeyen hiicrelerin oram tespit edilir (Fairbanks). ***!

13- G6PD Aktivitesinin Nicel Spektrofotometrik Analizi : G6PD glukoz
6-fosfatin 6-fosfoglukanolaktona doniigiimiinii kataliz ederken 1 molekill NADP"
indirgenir.

G6PD
G6-P + NADP" —* 6-fosfoglukanolakton + NADPH + H*



Reaksiyon ortaminda NADPH konsantrasyonu artig mzi G6PD aktivitesi ile
koreledir. NADP" ultraviyole 1s18a gegirgen iken NADPH ultraviyole 15181 siddetle
absorbe eder. 340 nm’deki absorbans artis hiz1 ile enzim aktivitesi saptamr.

Bu yontemle G6PD ve 6-fosfoglukanat dehidrogenaz (6-PGD)
reaksiyonlarinda olusan NADPH olgiilmektedir. Ciinkii tiiketilen bir G6-P
molekiiliine kargilik 2 molekiil NADPH ag1ga ¢ikmaktadir.'®%

14- Glock ve Mc Lean Analizi : Sadece 6-PGD reaksiyonu ile olugan
NADPH’In saptanmasi ve toplam aktiviteden ¢ikarnlmasim Ongéren bir
yontemdir.'*™  6-fosfoglukonat ve 6-fosfoglukonat+G6-P igeren iki ilave kiivet
kullanimi ile bu analiz gergeklestirilmektedir. Ancak hemolitik anemi nedeni olarak
eritrosit 6-PGD eksikligi olgusu bildirilmemis olmasi ve normal 6-PGD aktivitesinin
G6PD eksiklifini maskelememesi rutin amaglarla Glock ve Mc Lean analizi
uygulanmasi geregini ortadan kaldirmaktadir.'®

Dror ve ark. ortama 6-PGD ilavesinin okside olan her G-6-P molekiilii igin
2 molekill NADPH olusumunu sabit hale getirdigini ve analizin kararliligim
arttirdifimi ileri siirmiiglerdir. Nicholson ve ark. (1974) bunu dogrulamis ve
santrifugal bir analizére otomatize bir yontem olarak adapte etmislerdir. >

15- G6PD Aktivitesinin Nicel Florometrik Analizi : Florometrik analiz de
NADPH olusum hizina dayahh bir yéntemdir. Ancak kantitasyon NADPH’in
floresansinin dlgiimii ile yapilmaktadir. Spektrofotometrik yonteme gore duyarlilig:
yiiksektir, daha az Omek gerektirir, bu nedenle hemoglobin interferansi
minimumdur. Tan ve ark. otomatize florometrik bir yéntem tanimlamiglardir. Lowe
(1972), Glock ve Mc Lean analizi yaklagimim florometrik olarak uygulamiglardir.*

16~ Kiyaslamah Nicel Enzim Elektroforezi : Hemolizatin pH: 9.1°de
selilloz asetat elektroforezini takiben G6PD ve 6-PGD reaksiyonlarmin ayn ayn
gergeklestirilmesi, olusan NADPH’in MTT’yi indirgemesi ve enzim aktivitelerinin
dansitometre ile kantitatif analizi esasina dayali bir yéntemdir. Smith ve ark. (1975)
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G6PD aktivitesini 6-PGD aktivitesine oranlayarak ifade etmig ve heterozigotlarda da
giivenilir tamsal degeri oldugunu saptamuslardir,*®

17- G6PD’m Solid Faz Radyo immun Analizi (RIA) : BrCN ile aktive
agaroza adsorbe ettirilen tavsan kaynakh saflagtirilmig insan G6PD B' IgG
antikorlar ile radyoiyonize G6PD (***I-G6PD) arasmndaki reaksiyonun hemolizattaki
enzimle inhibisyonu esasma dayal: bir yontemdir. Morelli ve arkadaslar1 (1978) bu
yontemi kinetifi olumsuz varyantlarda enzim varlifimi immunolojik olarak

gostermek amaciyla uygulamiglardir.”



GEREC VE YONTEM
Orneklerin Saglanmas:

Calismamiza Gaziantep Universitesi Sahinbey Aragtirma ve Uygulama
Hastanesi’'ne ve Sehitkamil ve Sahinbey Saglik Grup Bagkanbiklarina bagh alt
saglik ocagina kontrol ya da hastalik nedeniyle bagvuran ve Gaziantep il merkezinde
ikamet eden 1-80 yaglan arasinda (ort: 39.5) 306 birey (166 K, 140 E) dahil edildi.
Siit ¢ocuklarinda eritrosit G6PD aktivitesinin gesitli faktorlerle degiskenlik
gosterebilecegi diigiiniilerek bu yas grubu ¢aligmaya dahil edilmedi.*

Bireyler akut hemolizi diigiindiirebilecek sikayet ve bulgulann yéniinden
sorgulanarak retikiilositozun yamltici etkisinden kagimlmaya ¢alisildi.

Kimyasal Maddeler
* Etilen Diamin Tetraasetik Asit Disodyum Tuzu Dihidrat,
(Ci0H14N2NayOs. 2H0, Titriplex III) (Merck 8421)
* 2- Merkapto Etanol, (C;HsOS) (Fluka RO1812)
* Sodyum Kloriir, (NaCl) (Merck 6406)
* Heparin (Roche)
* B-Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat Sodyum Tuzu,
(C21H27N70,7P3 Na) (Sigma N 3886)
* D-Glukoz 6-Fosfat Dipotasyum Tuzu Hidrat,
(C¢H;,04PK;, ortalama 2-4 H;O/M) (Sigma G7375)
* Magnezyum Kloriir Hekzahidrat, (MgCl, - 6H,0) (Merck 5833)
* Tris (hidroksimetil)- Aminometan, (C4H;;NOs) (Merck 8382)
* Hidroklorik Asit % 37°lik, (HC1) (Merck 314)
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Geregler

Tam Kan Sayim Cihazi Medonic CA 610

Sogutmal Santrifiij Jouan MR 1822

Spektrofotometre Sclavo

Manyetik Karigtiric Janke and Kunkel RH

Vorteks Kangtiric Janke and Kunkel VF2

Terazi Sartorius Basic

pH Metre Hanna

Derin Dondurucu Argelik 2020 D

Otomatik Pipet Socorex, 100-1000 pul
Socorex, 20-1000 pl

Dispensor Socorex, 1-10 ml

Ayiraglar

1- Izotonik Sodyum Kloriir Cézeltisi (NaCl 0,156 M)

9 g NaCl saf suda ¢6ziinerek 1 litreye tamamlanir, +4 °C’da saklanir.

2- Stok EDTA Cézeltisi (EDTA 0.27 M, pH 7.0)

10 g disodyum EDTA.2H,0 (M.A: 372.24) iizerine yaklagik 80 ml distile su
eklenerek ¢oziiliir. 0.1 M sodyum hidroksit ¢6zeltisi ile pH 7.0’ye ayarlanir. Hacim
distile su ile 100 ml’ye tamamlanir. Bu ¢ozelti amber sisede, +4 °C’da, bir yil
stabildir.

3- Stabilizasyon Cozeltisi (EDTA 2.7 mM, 2-Merkapto etanol 0.7 mM,
pH 7.0)

0.25 ml 2-Merkapto etanol iizerine S ml stok EDTA ¢ozeltisi eklenir. pH
7.0’ye ayarlanarak distile su ile 500 ml’ye sc;.yreltilir. Bu g¢ozelti amber sisede,
4°C’da bir yil stabildir.
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4- TRIS-HC1 Tamponu (Tris (hidroksimetil)-aminometan, TRIS 1 M, pH 8.0)

12.12 g TRIS (MA :121.14) iizerine 25 ml distile su ve 65 ml IN HCI
eklenerek ¢dziiniinceye kadar kanigtirilir. pH 8.0’e ayarlandiktan sonra hacim distile
su ile 100 ml’ye tamamlamr. Bu ¢6zelti +4 °C’da bir y1l stabildir.

5- Magnezyum Kloriir Cozeltisi (MgCl, 0.1 M)

2 g MgCl,.6H,0 (MA : 203.31) bir miktar distile su ile ¢oziilerek son hacim
100 ml’ye tamamlamr, Bu ¢6zelti +4 °C’da bir yil stabildir.

6- NADP Cozeltisi NADP 2 mM)

0.1539 g B-NADP.Na (MA:765.4) bir miktar distile su ile ¢oziilerek son
hacim 100 ml’ye tamamlanir. +4 °C’da bir hafta stabildir.

7- Reaksiyon Karigimi

TRIS-HCI Tamponu (1 M, pH 8.0) 100 ml
NADP Cozeltisi (2 mM) 100 ml
MgCl, Cozeltisi (0.1 M) 100 ml
Distile Su 570 ml
TOPLAM 870 ml

Reaksiyon karigimi hazirlandiktan sonra dispensér ile deney tiiplerine
870’er ul hacminde dagitilr, Analiz tarihine kadar - 20°C’da saklanir. Bu karigimin
-20°C’da stabilitesi bir yildur,

8- Substrat Cozeltisi (Glukoz-6-Fosfat 6 mM)

0.202 g D-G6-PK, (MA:336.3) bir miktar distile su ile ¢oziilerek son hacim
distile su ile 100 ml’ye tamamlamr. Porsiyonlar halinde -20 °C’da saklanur.
Stabilitesi - 20 °C’da bir yildur.
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Yintem Belirlenmesinde Hazirlik Cahsmalari, Yorum ve
Modifikasyonlar

Antikoagiilant Se¢imi ve Tam Kanda G6PD Stabilitesi

Asit-Sitrat-Dekstroz (ASD) ¢ozeltisi ile eritrosit G6PD’sinin +4 °C’da iig
hafta boyunca aktivite kaybi olmaksizin saklanabilecegi bazi kaynaklarda
bildirilmistir.*>*” Ortamda glukoz varligimin stabiliteyi azaltigim ileri siiren yeni
yaymlar da vardir. '* Bu nedenle antikoagiilant segimi ve stabilite konusunda bir 6n
¢aliyma yapildi. Normal degerlerde G6PD aktivitesi olan 10 vendz kan 6rneginde
antikoagiilant olarak heparin ve ASD gozeltileri denendi. Heparin 20 IU/ml kan ve
ASD ¢obzeltisi 2 ml/1 ml kan oranlarinda kullamldi. Saklama sicaklif: eritrosit
metabolizmasim yavaglatmak amaciyla +4 °C olarak segildi. 0 °C altindaki
sicakliklar hemolize yol agacafindan denenmedi. +4 °C’da saklanan tam kan
orneklerinin ve eritrosit siispansiyonlarin 1., 2., 3. ve 7. giinlerde G6PD
aktiviteleri olgiildii. 1k giin aktivitesi % 100 kabul edilerek degerlendirildi. Ug giin
+4 °C’da saklanan heparinli tam kan ve heparinli tam kandan hazirlanan eritrosit
paketinde enzim aktivitesindeki diisiigiin 6nemsiz diizeyde oldugu kabul edildi
(Tablo 7).

Tablo 7. Eritrosit G6PD’sinin +4 °C’da stabilitesi.

G6PD Aktivitesi (%)
+4°C de Bekleme Heparinli Tam ASD’li Tam Eritrosit
Siiresi (giin) Kan Kan Paketi
1 100 100 100
2 100 75 100
3 100 60 100
7 90 56 90
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Bu ¢aligma sonrasi antikoagiﬂant olarak heparin segildi ve omekler ii¢ giin
iginde analiz edildi.

Hemolizatta G6PD Stabilitesi

Hemolizatta G6PD aktivitesinin +4 °C’da bir ile sekiz saat arasinda stabil
olduguna dair farkli yayinlar vardir."®* Bu nedenle, G6PD aktivitesi normal olan
10 venéz kan 6meginde yapilan ¢alismada +4 °C’da bekletilen hemolizatlarin
1., 30., 60. ve 120. dakikalarda aktivitelerini analiz ederek 120 dakika boyunca
enzim aktivitesinde degisiklik olmadifim saptadik (Sekil 25).

G6PD 100
aktivitesi 75—
(%) 50
25—
0 : ; } { , Siire (dak.)

30 60 90 120

Sekil 25. Hemolizatta G6PD stabilitesi. Birinci dakika aktivitesi % 100 kabul
edilmigtir,

Eritrosit Paketinin Hazirlanmasi

Mikrokristal yapisinda selliillozdan filtrasyon yontemi ile 16kositlerin % 99’u
ve trombositlerin % 90’1 uzaklagtirtlirken eritrositlerin % 97°si korunur ve
retikiilositlerin segici bir gekilde kaybi 6nlenir. Ancak bu yéntem zaman ahicidir ve
uygulanmas1 zordur. Caliymamizda plazmanin ayngtirilmasindan sonra eritrosit
paketleri 2 kez sopuk izotonik NaCl ¢ozeltisi ile yikandi.'®®  Lokosit ve
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trombositlerin ne oranda uzaklastigini gormek amaciyla eritrosit siispansiyonunda
bu hiicrelerin sayim1 yapildi. Yiiksek oranda 16kosit (ort + SD: 1.30 + 1.33 10°/ul)
ve trombosit (ort + SD: 15.9 + 1.11 10*/ul) igeren ornekler galigmamza dahil
edilmedi.

Hemoliz Edici Cozeltinin Segimi

Cesitli yontemlerde hemoliz digitonin, Triton X-100, saponin veya
EDTA-2-merkapto etanol ¢ozeltileri ile gergeklestirilmigtir.>'®*>***" EDTA, enzimi
iki degerlikli metal iyonlarmn etkisinden korur. 2- merkapto etanol, enzimin -SH
gruplanm koruyarak monomerlerine ayrigmasim ve inaktivasyonunu onler.’
Caligmamizda stabilize edici etkisi nedeniyle EDTA-2-merkapto etanol ¢ozeltisi
kullamildi. Bu konuyu teyit etmek amaciyla deneysel ¢aligma yapilmads.

Ko6r Hazirlanmasi

Nicel G6PD analiz y6ntemlerinin tiimii reaksiyon ortamimn bilesenlerini
igeren bir kér kullantmimi 6ngériir. Kér, enzim (hemolizat) veya substrattan birisini

3182557 Reaksiyon kogullarina es ortama maruz birakilan korin

igermez.
340 nm’deki optik dansite (OD) degisimi Ornek tiipiindeki OD degisiminden
¢ikanlarak hesaplamalar yapilir, Caligmamizda 10 6mek igin 6rmek ve substrat
korleri denendi. Her iki grupta da kor tiplerinde OD degigimine rastlanmadi. Bu
gbzleme dayanarak hem zaman hem de maliyet agisindan avantaj saglayan su
koriinii kullandik (Tablo 8).

Baz1 varyantlarda farklh sonuglar bulunabilecegini diigiinerek enzim aktivitesi
normal olmayan O6rneklerde .ﬁmek korii kullanilarak sonuglar1 teyit ettik. Bu

6rneklerde de kor tiiplerinde OD degigimine rastlanmada.
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Tablo 8. Nicel spektrofotometrik G6PD analizinde alternatif kér tiiplerinin

bilegimi.
Ornek  Ornek Korii Substrat Kéri  Su Kirii
(uh) () () (ml)
Reaksiyon Karigim 870 870 870 -
Hemolizat 30 30 - -
Substrat Cozeltisi 100 - 100 -
Distile Su | - 100 30 1
Reaksiyonun Baglatilmasi

Nicel G6PD analizinde reaksiyon ortama enzim igeren hemolizatin veya
substratin ilavesiyle baglatilabilir. '®*>*"*® Bilindigi gibi NADP enzimin dimer ve
tetramer yapisi igin monomerler baglamakta, enzimin monomerlerine ayrilmasmi
Onleyerek disosiye edici ajanlara kargi korumakta ve aktif yapiy1 stabilize
etmektedir. pH 7.0’nin iizerinde enzim dimer ve tetramer yaprylr koruma egilimi
gostermektedir. 100 mM konsantrasyonunda Mg?* iyonlan maksimum G6PD
aktivitesi saglamaktadir. >** Caligmamizda preinkiibasyon siiresinde enzim ve
kofaktériin ideal konformasyonal degisimini ve aktivasyonunu saglamak amaciyla
reaksiyon substrat ilavesiyle baglatildi.

Reaksiyon Sicakligi
Nicel G6PD analizi farkh yontemlerde 25 °C, 30 °C ve 37 °C’larda
yapilabilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii, standardizasyon saglanmasi amaciyla

25 °C’1 6nermektedir. Reaksiyonun sicaklik bagimh olmasi termal kontrolii zorunlu
hale getirmektedir. Tiim laboratuvarlarda oda sicakhfinn 25 °C oldugunu
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varsaymak hataya yol agabileceginden kabul edilen yaygin goriis G6PD aktivitesi
sonuglarinin reaksiyon sicaklipy belirtilerek verilmesidir, >18-233:4%57

Ortam sicaklifinin artis1 eksergonik olmayan kimyasal reaksiyonlarin hizim
arttirir. Ancak sicaklik arisg NADPH nin molar absorbtivitesini olumsuz etkileyerek
diigirmekte ve absorbsiyon piklerinin  geniglemesine yol agmaktadir.'®
Caligmalarimizda hem reaksiyonun yeterince hizli, hem de NADPH’nin molar

absorbtivitesinin yiiksek oldugu 30 °C reaksiyon sicaklig1 olarak segildi. %
Reaksiyon Siiresi

Nicel G6PD analizinde reaksiyonun baslangicindan itibaren 3 ile 30 dakika
arasinda degisen siirelerde OD degigimi izlenir. *>™* Bu yoéntemlerden bazilant
enzim aktivitesinin dogrusal oldufu zaman aralifindaki bazilann da ortalama
OD degisimini degerlendirmektedir. Caligmamizda 10 érnegin OD degisimi (AOD)
30 saniye araliklarla 10 dakika siiresince izlendi. Aktivitenin kismen diigiik oldugu
ilk 90 saniyeden sonra 10 dakika boyunca dogrusal oldugu gézlemlendi. Bu gézlem
sonucunda reaksiyon siiresini toplam 240 saniye olarak kisaltip ilk 90 saniye
sonrasinda 30 saniye ara ile toplam altt okuma gergeklestirdik. Boylece enzim
aktivitesinin dogrusallifs 150 saniye gbzlemlenmis oldu. Bu ¢aligma grubunda ve
tarama amaciyla G6PD aktiviteleri tespit edilen orneklerde OD artiginin sabit
oldugu saptandi.

Glock ve Mc Lean Analizi Gerekli mi ?

Nicel G6PD analizi hem G6PD hem de 6-fosfoglukanolakton dehidrogenazin
(6-PGD) kataliz ettigi reaksiyonlar sonucu olugsan NADPH’1 yansitir. Yani tiiketilen
bir mol G6-P sonucu iki mol NADPH olugur.'®*>*®™ Glock ve Mc Lean analizinde
6-fosfoglukonat ve 6-fosfoglukonat + G6P igeren iki ilave tiip ile hem ger¢gek G6PD
aktivitesi hem de 6-PGD aktivitesi Olgiiliir. Ancak tanisal amagla bu ilave 6l¢iim ve
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hesaplamalan yapma geregi yoktur. Ciinkii giiniimiize dek hemolitik anemi nedeni
olarak bildirilmig hi¢ eritrosit 6-PGD eksikligi yoktur. Normal 6-PGD aktivitesi
olmasi da analitik olarak G6PD eksikligini maskelememektedir. '*

Orneklerin Saklanmas: ve Calisma Tablosu

60 IU heparin igeren tiiplere iiger ml ven6z kan 6megi alindi. Ornekler
¢aligma tarihine dek +4 °C’da sakland: ve ii¢ giin igerisinde ¢ahigild: (Sekil 26).

Tam Kan ( 20 IU heparin / ml kan)

Santrifiij (6000 rpm, 10 dak., +4 °C)
v L 8
Eritrosit Paketi Plazma

l

Yikama (2 kez)
v

Eritrosit Stispansiyonu Hazirlanmasi
|

v 3
Hemolizat Hazirlanmasi Eritrosit Sayimi ve
l Hemoglobin Analizi

Eritrosit G6PD aktivitesinin
Saptanmas1

Sekil 26. Caligma tablosu.

Eritrosit Siispansiyonun Hazirlamg:

Uger ml heparinli venéz kan 6rnegi igeren tiipler +4 °C’da 6000 rpm’de

10 dakika santrifiij edilerek plazma ve 16kosit tabakasi dikkatle aspire edildi.

Eritrosit paketleri 2 kez 10 ml soguk izotonik NaCl ¢ozeltisi ile yikandi. Yikamalar

sonrasi +4 °C’da, 6000 rpm’de, 10 dakika satrifij edildi. Son yikamadan sonra dipte
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kalan eritrosit paketinden 300 pl alinarak 250 pl izotonik NaCl ¢6zeltisi ile siispanse
edildi. Bu sekilde hazirlanan eritrosit siispansiyonunun eritrosit sayist 5-6 x 10%pl
ve hemoglobin konsantrasyonu 13-16 g/dl olmaktadur.

Eritrosit Siispansiyonunun Hemoglobin ve Eritrosit iceriginin

Saptanmasi

Daha 6nce hazirlanan eritrosit siispansiyonu uygun sekilde kanigtinldiktan
sonra tam kan saymm cihazinda hemoglobin, eritrosit, 1okosit, trombosit igerigi ve

eritrosit indisleri saptandi.

Hemolizat Hazirlanis:

Uygun sekilde kangtinilan eritrosit siispansiyonundan 100 pl alinarak iizerine
900 ul stabilizasyon ¢6zeltisi eklendi. Voteks karigtirici ile hemolizin tam olmasi
saglandi. Pargalanmamug eritrositlerin varlifi mikroskopla aragtirildi. Bu agamadan
sonra G6PD aktivitesi 60 dakika i¢inde saptandi.

Hemolizatta G6PD Aktivitesinin Nicel Analizi

fIke : G6PD, glukoz 6-fosfatin 6-fosfoglukanolaktona déniigiimiinii kataliz
ederken bir molekiil NADP" indirgenir. Reaksiyonun gergeklesmesi igin kofaktor
olarak magnezyum iyonlarina gereksinim duyar.

G6PD
G6-P + NADP* - » 6-fosfoglukanolakton + NADPH + H"
Mg

Reaksiyon ortaminda NADPH konsantrasyonun artig hiza G6PD aktivitesi ile
koreledir. NADP" ultraviyole 1513a gegirgen iken NADPH ultraviyole 1151 siddetle
absorbe eder. 340 nm deki absorbans artig hizi ile enzim aktivitesi saptanir.
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islem : Kullanilan gozeltilerin stabilitesinin kisa siireli olmas: nedeniyle ve
kolaylik saglamasi amaciyla reaksiyon karigtmu hazirlandi. Deney tiiplerine
dagitilarak galigma giiniine kadar -20 °C’da saklandi.

L. Deney Tiiplerinin Hazirlanigi :

TRIS HCI tamponu (1 M, pH.: 8.0) 100 pl

MgCl, ¢ozeltisi (0.1 M) 100 ul

B-NADP-Na ¢6zeltisi (2 mM) 100 ul

Distile su 570 pl
veya,

Reaksiyon karnigimi (eritilip karistirlmas ) 870 ul

IL. Analiz igin gerekli sayida deney tiipii oda 1sisinda eritildi. 30 pl hemolizat
eklenerek 10 dakikada oda 1si1sinda inkiibe edildi (25 + 3 °C).

IIL Distile su ile kor ayan yapilda.

IV. Reaksiyon, ortama substrat eklenerek baglatildi. 6 mM glukoz 6- fosfat
¢ozeltisinden 100 pl ilave edildi.

V- 30 °C’de 90 saniye inkiibe edildi. (Bu asama spektrofotometrenin
kiivetinde gergeklestirildi).

VI- Sonraki 150 saniye siiresince 340 nm’deki absorbans artig1 30 saniye
araliklarla kaydedildi. Isik yolu bir cm olan spektrofotometre kullamldi.
Hesaplamalar optik dansite artiginin dogrusal oldufu zaman g6z 6niine alinarak
yapildi.

Eritrosit G6PD Aktivitesinin Hesaplanmasi

NADPH’mn maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu 340 nm’dir ve bu
dalga boyundaki molar absorbsivitesi (MAyappr) 6220 L x mol” x cm™dir.'
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Calismamizda her 6rnegin enzim aktivitesini (EA) mU/10° RBC ve U/g Hb
cinsinden hesaplayarak karsilagtirdik.

AAsq /dakika 1000° 1
EA (mU/10° RBC) = x 1000® x X x 1000°
MANADPH 30 10° RBC/ml hemolizat
AAs49 /dakika 1000 1
EA (U/g Hb) = x 1000 x X
MAnabrH 30 g Hb/ml hemolizat

a: 1 mol/1 NADPH’1n absorbsivitesini 1 pmol/ml’ye doniigtiirme faktorii
b: 30 ul hemolizattaki aktiviteyi 1 ml’dekine doniigtiirme faktorii
¢ : Uniteyi mili iiniteye doniistirme faktorii

Bir ml Hemolizatin Eritrosit Igeriginin Hesaplanmasi

Eritrosit siispansiyonundaki eritrosit sayist (10%/ul) x 10" iglemi ile 10%ml
cinsinden bulunur.

* Eritrosit siispansiyonundan hemolizat hazirlanmasi asamasindaki seyrelme
faktorii

Bir ml Hemolizatin Hb I¢eriginin Hesaplanmas: :

Eritrosit siispansiyonunun Hb konsantrasyonu (g/dL) x 10> iglemi ile g/ml
cinsinden bulunur.

* Eritrosit siispansiyonundan hemolizat hazirlanmasi agamasindaki seyrelme
faktorii (10") x dI’yi ml’ye doniigtiirme faktori (102).

Sonug olarak ;
AA3y / dakika
EA (mU/10° RBC) = x 5359
10° RBC / ml hemolizat
AA;4 /dakika
EA (U/g Hb) = x 5359 olarak hesaplanir.
g Hb/ml hemolizat
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Verilerin Analizinde Kullamlan Istatistiksel Yéntemler

G6PD aktivitelerinin dagiliminda tantmlayici (definitive) istatistikler, normal
dagilima uygunlufunun aragtirilmasinda Ki-kare testi, gruplar arast 6nemlilik
testlerinde iki ortalama arasindaki farkin 6énemlilik testi ve Wilcoxon eglestirilmig
iki 6rnek testi, ilintilerin saptanmasinda korelasyon, kismi korelasyon ve regresyon
analizleri kullamlmigtir.'®?'  fistatistikler Microsoft Excel ve Statgraphics
programlarinda gergeklestirilmigtir.
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BULGULAR

1- Gaziantep il Merkezi Orneklem Grubunda Eritrosit G6PD Aktivitesi
Dagihm

Gaziantep il merkezinde G6PD eksikligi sikligimin saptanmasi amaciyla
saglik ocaklarma ve Gaziantep Universitesi $ahinbey Aragtirma ve Uygulama
Hastanesi’ne bagvuran 1-80 yaglari arasinda 306 bireyin (166 K, 140 E) eritrosit
G6PD aktiviteleri saptanmigtir. Orneklem grubunun, hemoglobin konsantrasyonu ve
eritrosit sayisna oranlanarak ifade edilen G6PD aktivitelerinin dagilim
Sekil 27- a ve b’de goriilmektedir.

Bu dagilimlara ait istatistiksel veriler Tablo 9°da 6zetlenmistir.

Tablo 9. Gaziantep il merkezi 6meklem grubunda eritrosit sayist ve
hemoglobin konsantrasyonuna oranlanan G6PD aktivitelerinin dagilimina ait

istatistiksel veriler.

G6PD Aktivitesi G6PD Aktivitesi
i (m( / 10° RBC) (U /g Hb)
Ortalama (X) 249 8.8
Standart sapma (SD) 53 23
Standart hata (SE) 3.0 0.1
Ortanca (Ort) 249 8.6
Tepe degeri (TD) 257 83
Sivrilik (kurtosis) 5.7 12.0
Asimetri (skewness) -0.3 1.6
Olgu says1 306 306
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Siklik

Sikhk

100 7 - 100.00%
90 + 1 90.00%
80 + 1 80.00%
70 1 1 70.00%
60 - 60.00%
50 + + 50.00%
40 1 + 40.00%
30 + 1 30.00%
20 1 o 1+ 20.00%
10 1 . + 10.00%

¢ -5 - 0.00%
(=] [ L4 o o [=] (= [~ (=]
8 88 RB8ZIREEF 88 IS
Enzim Aktivitesi (mU/10°RBC)
Sekil 27-a. Omneklem grubunda eritrosit sayisma oranlanan G6PD
aktivitelerinin dagilim ve kiimiilatif siklig. '
140 ¢ + 100.00%
120 | 1 90.00%
1 80.00%

100 1 1 70.00%

80 + + 60.00%
1 50.00%

60 - i11B + 40.00%
40 | Ll | 1 30.00%
20 i | 1 20.00%

1 I R 1 10.00%
0 - 'i’ ' i - m— } t } f— 0.00%
© v ® 1 © B O W N V¥ W 0 W N = O A
- ¥ = g% ¢" e e%q-"
Enzim Aktivitesi (U/g Hb)

Sekil 27-b. Orneklem grubunda hemoglobin konsantrasyonuna oranlanan
G6PD aktivitelerinin dagilim1 ve kimiilatif siklig.
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Tablo 9°da goriildiigii gibi Gaziantep il merkezi 6rneklem grubunda eritrosit
sayisina oranlanan G6PD aktivitesi dagihmimin ortalama, ortanca ve tepe degerleri
sirasiyla 249, 249 ve 257°dir. Cok hafif asimetri gostermekte (asimetri: -0.3) ve
yiiksek sivrilik degeri (sivrilik: 5.7) tagimaktadir.

Hemoglobin konsantrasyonuna oranlanan G6PD aktivitesi dagilimi daha
yiiksek sivrilik degeri (sivrilik: 12.0) ve asimetri (asimetri: 1.6) gostermektedir. Bu
dagilimda ortalama, ortanca ve tepe degerleri sirastyla 8.8, 8.6, 8.3’tiir ve sola
carpik asimetriyi desteklemektedir: X > ort > TD (Tablo 9).

Orneklem grubunda her iki dagilimin normal (Gaussian) dagilima uygunlugu
aragtirilmugtir (Tablo 10-a ve b).

Tablo 10-a. Orneklem grubunda eritrosit sayisina oranlanan G6PD aktivitesi
dagilimimin normal dagilim ile kargilagtirtimast.

Ormneklem Grubunda G6PD Aktivitesi Normal Dagilim
Sinirlar Denek Sayis: Oran Oran
(mU/10° RBC) (n) (%) (%)
X+1SD 196-302 203 82.67 > 86.26
X+2SD 143-355 290 94.77 > 95.44
X+3SD 90 - 408 299 97.72 > 99.74
x> 39.51%
* p <0.001

Tablo 10-b. Orneklem grubunda hemoglobin konsantrasyonuna oranlanan
G6PD aktivitesi dagilimmin normal dagilim ile kargilagtiriimas.

Omeklem Grubunda G6PD Aktivitesi Normal Dagilim
Sirlar Denek Sayist Oran Oran
(U/g Hb) () (%) (%)
X+1SD 11.1-6.5 264 85.62 > 86.26
X+2SD 134-42 292 95.42 >95.44
X+3SD 157-1.9 300 98.03 >99.74
x> 98.09 *
* p<0.001
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Tablo 10-a ve b’de goriildiiii gibi 6meklem grubunda eritrosit sayist ve
hemoglobin konsantrasyonlarina oranlanan G6PD aktivitesi dagilimlari normal
dagilhma uygunluk gostermemektedir. (Serbestlik derecesi (sd) :7, x*> 24.32,

p <0.001).
2- Gaziantep Il Merkezi Toplumu i¢in Eritrosit G6PD Aktivitesi
Referans Smirlarmmn Belirlenmesi

a) Omeklem Grubunun Segimi: Orneklem grubunun segiminde G6PD
aktivitesini etkileyebilecegi diisiiniilen klinik durum ve fizyolojik degigkenlerden
kagmilmaya ¢ahgsilmustir. Bu amagla yeni dofan ve siit gocuklari, gebeler, akut
hemolitik krizi diigiindiirebilecek sikayetleri olan bireyler g¢aliyma kapsamina
alimmamugtir.

Indirekt drnekleme ile segilen 1-80 yaslar1 arasinda 306 birey (166 K, 140 E)
6rneklem grubunu olusturmugtur.

b) Yiiksek Sapma Gosteren (ug) Degerlerin Atilmasi: Bu amagla kullanilan
istatistiksel yontemler dagilimin Gaussian tipinde oldugunu veya tek bir ug deger
oldugunu ongormektedir.'® Bu kosullar yapilan c¢aliymaya uygun olmadifi igin
sadece enzim aktivitesi sifir olan ii¢ ve megaloblastik anemisi oldugu saptanan iki
bireye ait veriler referans smirlarinin belirlenmesinde 6rneklem grubu diginda
birakilmagtir.

¢) Altgruplarin Analizi: G6PD aktivitesi dagilimlarinin {inimodal oldugu
gozlenmekle birlikte gizli bir non-homojenitenin varlifi enzim aktivitesinin
cinsiyetler aras1 6nemlilik ve yasla korelasyon analizleri ile aragtirlmigtir.

Cinsiyete gore ayrilan altgruplarda G6PD aktivitelerine ait istatistiksel veriler
Tablo 11°de goriilmektedir.
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Tablo 11. Kadin ve erkek altgruplarinda G6PD aktivitelerinin istatistiksel
verileri (X £ SD, 2.5 ve 97.5’inci persantiller, f ve t degerleri).

KADIN ERKEK
X +SD 250 + 46 248 + 60
G6PD Aktivitesi % 97.5 338 365
(mU/10° RBC) %2.5 182 177
f 1.72%
t 0.41%*
X+SD 9.0+2.1 8.6 +2.4*
G6PD Aktivitesi % 97.5 13.2 13.7
(U/g Hb) % 2.5 6.7 59
f 1.33%%*
t 1.92%*
*p < 0.001
**¥p > 0.05
i < 0,05

Tablo 11°de goriildiigii gibi eritrosit sayis1 ve hemoglobin konsantrasyonuna
oranlanan G6PD aktivitesi kadm (X + SD; 250+ 46 mU/10° RBC ve
9.0 £ 2.1 U/gHb) ve erkek (X + SD; 248+ 60 mU/10° RBC ve 8.6+ 2.4 U/gHb)
altgruplarinda homojen varyans géstermektedir ( f: 1.72, p < 0.001 ve f: 1.33,
p < 0.05). Gruplara iki ortalama arasindaki farkin 6nemlilik testi uygulanmig, kadin
ve erkek gruplan arasinda eritrosit sayist ve hemoglobin konsantrasyonuna
oranlanan G6PD aktivitelerinin fark gostermedigi sonucuna vanlmistir (t: 0.41,
p>0.05vet: 1.92, p>0.05).

G6PD aktivitesinde yasa bagh bir degigim varhif korelasyon analizi ile
aragtirilmig, anlamh bir ilinti saptanmamugtir (r: 0.0023, p>0.5). Orneklem grubunu
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olusturan bireylerde enzim aktivitesinin yaga gore dagihmi  Sekil 28’de
goriilmektedir.

Bireylerin Yag: (yil)

Sekil 28. Omeklem grubunda eritrosit G6PD aktivitesinin bireylerin yagina

gore dagilimi.

Bu veriler 1giginda 6meklem grabunda G6PD aktivitesinin homojen dagiim
gosterdigi sonucuna varilmug, her iki cinsiyet ve bir yag lizeri bireyler i¢in tek
referans aralik belirlenmesinin yeterli olacag: diigtiniilmigtiir.

d) Referans Simurlarmin  Belirlenmesi: Uluslararast Klinik Kimya
Federasyonu (IFCC) referans sirlarm belirlenmesinde ‘interpersantil arabk’
yontemini onermektedir. Interpersantil aralik Gaussian dagilimlarinda parametrik
olarak saptana‘t)ilmektedir.18’21 Calismamizin ozellikleri nedeniyle non-parametrik
y6ntemle, % 95°lik aralif1 saptadik. Bu amagla referans grup G6PD aktivitesi
dagilim egrilerinin her iki kuyrugunda, 2.5 ve 97.5 persantillerin diginda kalan
degerler atilmigtir. Sonuglar Tablo 12’de gorilmektedir.
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Tablo 12. Gaziantep il merkezi toplumunda bir yas iizeri bireyler igin

saptanan referans G6PD aktivitesi sinirlar.

G6PD Aktivitesi Alt Sir Ust Smur
mU/10° RBC 178 354
U/g Hb 6.4 13.2

Gaziantep il merkezi toplumunda bir yag iizeri bireyler igin referans G6PD
aktivitesi smuirlan Tablo 12°de gorildiigi gibi 178 -354 m(/ 10° RBC veya

6.4-13.2 U/gHD olarak saptanmugtir.

3. Gaziantep il Merkezi Toplumu Orneklem Grubunda G6PD Eksikligi

Oram ve Beklenen Sikhig:

306 bireyden olusan 6meklem grubunda G6PD aktivitesi 178 mU(/10°
RBC’nin altinda olan yedi birey saptanmugtir. Bu olgulara ait diger veriler

Tablo 13’de goriilmektedir.

Tablo 13. G6PD aktivitesi, referans simrmm altinda bulunan yedi olguya ait

veriler.
Olgu Cinsiyet Yas G6PD Aktivitesi  G-6 PD Aktivitesi Sikayeti
(mU/10° RBC) U/g Hb
1 E 9 0 0 yok
2 E 16 0 0 yok
3 E 35 0 0 yok
4 K 40 86 29 yok
5 E 43 92 3.7 yok
6 K 41 131 5 cay rengi idrar
7 K 44 152 4.6 cay rengi idrar

D



G6PD aktivitesi aragtirilan 140 erkek bireyden dordiinde enzim aktivitesi
referans siinn altinda bulunmugtur. Bu olgulardan iigiinde enzim aktivitesinin sifir
oldugu gozlenmistir. Gaziantep il merkezi émeklem grubunda, erkeklerde G6PD
eksikligi oran1 %2.9 olarak saptanmgtir. Orneklem grubundaki 166 kadin bireyden
iigiinde G6PD aktivitesi referans smirin altinda bulunmus ve kadinlarda G6PD
eksikligi oram1 %1.8 olarak saptanmstir. 306 kisilik Gaziantep il merkezi 6rneklem
grubunda eritrosit G6PD eksikligi oram1 % 2.3 olarak saptannmgtir (Tablo 14).

Tablo 14. Gaziantep il merkezi 6rneklem grubunda eritrosit G6PD eksikligi

orani.
Olgu sayisi Eritrosit G6PD eksikliZi

oram

K 166 % 1.8

E 140 %2.9

T 306 %2.3

Bu veriler Gaziantep il merkezi toplumunda eritrosit G6PD eksikligi
sikhiinin % 2.3 + 1.0 oraninda oldugunu géstermektedir.

4. G6PD Aktivitesini Belirleyen Faktdrlerin Aragtiriimasy

Eritrosit G6PD aktivitesi, tam kan hemoglobin konsantrasyonu, eritrosit
say1s1 veya hematokrit yiizdesine oranlanarak ifade edilebilmektedir. Giiniimiizde
¢ogu arastuma ve klinik biyokimya laboratuvarlari enzim aktivitesini hemoglobin
konsantrasyonuna oranlayarak ifade etmektedir. Caligmamizda, bu yaklagimin
dogrulugunu sorgulamak, eritrosit G6PD aktivitesini belirleyici ana faktérii
saptamak amaci ile diger bir bilesene (Hb konsantrasyonu veya RBC sayisi)

oranlanmamig (direkt) enzim aktivitesinin bu parametreler ile olan korelasyonu

aragtirtlmugtir,
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Parametreleri metodolojik agidan incelenen 242 olguda, direkt enzim
aktivitesi ile eritrosit siispansiyonunun eritrosit ve hemoglobin igerikleri arasindaki
ilinti Tablo 15’te gériilmektedir.

Tablo 15. G6PD aktivitesi ile eritrosit sayis1 ve hemoglobin konsantrasyonu

arasindaki korelasyon katsayilar.
Cinsiyet Olgu sayis1 G6PD aktivitesi (mU) ile korelasyon katsayilan (r)
RBC (10%pl) Hb (g/dl)
K 123 0.48* 0.14
E 119 0.57* -0.19
T 242 0.53* -0.01
* p<0.001

Tablo 15°te goriildiidii gibi eritrosit sayis: ile direkt enzim aktivitesi arasinda
pozitif yonde, anlamli bir korelasyon (r: 0.53, p<0.001) bulunmaktadir.
Hemoglobin konsantrasyonu ile direkt enzim aktivitesi arasinda ise anlamh bir ilinti
saptanmamugtir (r: -0.01, p > 0.05).

5. G6PD Aktivitesinin Etkileyen Faktorlerin Arastiriimas:

Eritrosit G6PD aktivitesi analizinde yamltici olabilecek, istenmeyen etkilerin
varligi ve nedenlerini aragtirmak. amaci ile eritrosit siispansiyonunda difer kan
hiicreleri (16kosit ve trombosit) analiz edilmig, eritrosit morfolojisi aragtirlmugtir,
Direkt enzim aktivitesi ile eritrosit indisleri (ortalama eritrosit hacmi: MCV,
ortalama eritrosit hemoglobini: MCH) ve eritrosit siispansiyonunun lékosit (WBC)
ve trombosit igerigi arasindaki ilinti Tablo 16’da goriillmektedir.
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Tablo 16. G6PD aktivitesi ile eritrosit indisleri, eritrosit siispansiyonunun

16kosit ve trombosit igerigi arasindaki korelasyon katsayilar.

Cinsiyet Olgu say1st G6PDAKktivitesi (mU) ile Korelasyon Katsayilar (r)
MCV (fl) MCH(g/dl) WBC(10*/ul) Trombosit(10*/ul)

K 123 ~0.41* -0.29* 0.28* 0.30*
E 119 -0.47%* -0.29* 0.11 0.28*
T 242 -0.44%* -0.29%* 0.17%* 0.29%*
*p< 0.0\1
** p <0.001

Tablo 16’da goriildigii gibi direkt enzim aktivitesi MCV ve MCH ile negatif
yonde, anlamli korelasyon gostermektedir (r:-0.44 ve r: -0.29, p < 0.001). Direkt
enzim aktivitesi ile 16kosit ve trombosit sayilan arasinda ise anlamli, pozitif yénde
zayif bir korelasyon varli: saptanmigtir  (r: 0.17 ve r: 0.29, p< 0.001).

Calismamizda MCV ve MCH degerleri arasinda da anlamli bir korelasyon
saptanmig olmasi (r : 0.61, p< 0.05) direkt enzim aktivitesi ile eritrosit indisleri
arasindaki ilintilerin dolayli olabilecegini diigiindiirmiistiir. Bu nedenle direkt enzim
aktivitesi ile MCV arasindaki korelasyona MCH’nin, direkt enzim aktivitesi ile
MCH arasindaki korelasyona MCV’nin etkisini ortadan kaldirmak amagclanarak
kasmi korelasyon analizi uygulanmmgtir. Sonuglar Tablo17’de goriilmektedir.

Tablo 17. Direkt enzim aktvitesi ile eritrosit indisleri ve eritrosit

siispansiyonlarimn trombosit igerigi arasindaki kismi korelasyon katsayilar.

Olgu sayist G6PDAKtivitesi (mU) ile Kismi Korelasyon Katsayilar1 (1)
MCV (fl) MCH (g/dl) Trombosit (10/ul)
242 -0.35% 20.02 0.01

*p<0.01
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Tablo 17°de goriildiigii gibi direkt enzim aktivitesi ile MCV arasindaki
gergek ilinti negatif yénde ve anlamlidir. (r : -0.35, p<0.01). Direkt enzim aktivitesi
ile MCH degerleri ise anlamh bir korelasyon gostermemektedir (r: -0.02, p>0.5).

Eritrosit siispansiyonunun RBC ve trombosit igerikleri arasinda da anlaml
bir korelasyon saptanmustir (1:0.48, p < 0.05). Direkt enzim aktivitesi ile trombosit
sayis1 arasindaki gergek ilintinin saptanmasi amaciyla uygulanan kismi korelasyon
analizinde anlamh bir ilintinin olmadig1 gérillmiistiir (r: 0.01, p > 0.5) (Tablo 17).

Istenmeyen bu etkilerin hemoglobin konsantrasyonu ve RBC sayilarina
oranlanan enzim aktivitelerine ne oOlgiide yansidigi aragtinlmgtir. Hemoglobin
konsantrasyonu ve eritrosit sayisina oranlanarak ifade edilen enzim aktiviteleri ile
eritrosit indisleri ve eritrosit siispansiyonunun lokosit ve trombosit igerikleri
arasindaki ilinti Tablo 18’de goriilmektedir.

Tablo 18. Hemoglobin konsantrasyonu ve eritrosit sayisina oranlanarak ifade
edilen G6PD aktiviteleri ile eritrosit indisleri, eritrosit siispansiyonun 16kosit ve

trombosit igerigi arasindaki korelasyon katsayilar.

Olgu G6PDALktivitesi ile Korelasyon Katsayilan (r)
Says MCV(fl) MCH(g/dl) WBC(10*/ul) Trombosit(10*/ul)
242 m0/10°RBC  -0.03 -0.11 0.15* 0.04
242 U/g Hb -0.61** -0.44** 0.25%* 0.33**
*p<0.01
** p<0.001

Tablo 18’de goriildiigii gibi hemoglobin konsantrasyonuna oranlanan enzim
aktivitesi MCV ve MCH degerleri ile negatif yonde anlamli bir korelasyon
gostermektedir (r: -0.61 ve r: -0.44, p<0.001). Bu korelasyon direkt enzim
aktivitesinde saptanan korelasyondan daha belirgin hale gelmistir. Eritrosit sayisina

oranlanan enzim aktivitesi ise eritrosit indisleri ile anlamli bir korelasyon
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gostermemektedir (p>0.05). Hemoglobin konsantrasyonuna oranlanan G6PD
aktivitesinin MCV’ye gore dagilimi Sekil 29°da goriilmektedir.
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Sekil 29. Hemoglobin konsantrasyonuna oranlanan G6PD aktivitesinin
MCV’ye gore dagilimi. ‘

Eritrosit siispansiyonunun 16kosit ve trombosit igeriginin enzim aktivitesine '
etkisi, aktivitenin hemoglobin konsantrasyonu veya eritrosit sayisina oranlanmasi ile
farklilik géétermektedir (Tablo 18). Hemoglobin konsantrasyonuna oranlanan G6PD
aktivitesi lokosit ve trombosit sayilan ile anlamli, pozitif yonde korelasyon
gostermektedir (r: 0.25 ve r: 0.33, p < 0.001). Eritrosit sayisina oranlanan enzim
aktivitesinin ise trombosit sayisi ile etkilesimi ortadan kalkmakta (1:0.04, p >0.05),
16kosit sayis1 ile korelasyonu ise azalmaktadir (1 0.15, p <0.01).
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6. G6PD Aktivitesi Hemoglobin Konsantrasyonuna ve Eritrosit Sayisma
Oranlandiginda Elde Edilen Degerlerin Karsilastirilmas:

Parametreleri metodolojik agidan incelenen 242 olgunun eritrosit sayis1 ve
hemoglobin konsantrasyonuna oranlanan G6PD aktiviteleri arasindaki iliski
Sekil 30°da goriilmektedir.
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Sekil 30.‘ Eritrosit sayist ve hemoglobin .konsantrasyonuna oranlanan G6PD
aktiviteleri arasindaki iligki.

Bu iliski dogrusallaghmildiginda ( p < 0.001) elde edilen veriler asagida
belirtilmigtir.

Egim : 0.032 +0.002, p <0.001.

Dogrunun x eksenini kestigi nokta: 0.77 £ 0.59, p > 0.05.

G6PD Aktivitesi (U/g Hb) = [0.032 x G6PD Aktivitesi ( m{J/10° RBC) ] + 0.77.
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Yukarida belirtilen matematiksel iligki ile eritrosit sayisina oranlanan enzim
aktiviteleri (mU/10°RBC), hemoglobine oranlanan enzim aktivitelerine
dénistirilmiigtiir. Bu sekilde hesaplanan enzim aktivitesi (8.8 £ 1.8 U/gHDb), analiz
ile saptanan gergek enzim aktivitesi (8.8 + 2.3 U/gHb) ile anlamli, pozitif yonde
korelasyon gostermektedir (r: 0.67, p<0.01). Omeklem grubunda hesaplanarak
bulunan ve ger¢ek enzim aktiviteleri arasindaki iligki Sekil 31°de goriilmektedir.
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Sekil 31. Regresyon esitligi ile hesaplanarak bulunan ve gergek enzim
aktiviteleri afasmdaki iligki. |

Hesaplanarak bulunan ve gergek enzim aktiviteleri arasindaki fark, onemlilik
testi ile analiz edilmis ve iki grup birbirinden farksiz bulunmustur (t: -3.49 104,
p>0.1).

Hesaplanarak bulunan ve gergek enzim aktiviteleri araémdaki farklarm MCV
ile ilintisi aragtirilomg; negatif yonde, anlamli bir korelasyon saptanmigtir (r: -0.79,
p<0.01). Farklarin MCV’ye gore dagihim $ekil 32°de gorilmektedir.
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Sekil 32. Regresyon esitligi ile saptanan ve gergek enzim aktiviteleri
arasindaki farklarin MCV’yé gore dagilimi.
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TARTISMA

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz doku ve kan hiicrelerinde yaygin olarak
bulunan ve koruyucu rol istlenen bir enzimdir. Eritrositlerde eksikligi hemolitik
anemi ile sonuglamirken komplikasyonlarindan koruyucu bir yaklagimla kaginilmasi
miimkiin olabilmektedir. Diinyada yaklagik 400 milyon bireyi etkiledigi diigiiniilen
G6PD eksikligi genetik polimorfizm gostermekte, bu yoniiyle hemoglobino-
patilerden sonra ikinci siray1 almaktadur.

Enzim aktivitesi i¢in saptanan referans degerlerin yontemsel (sicaklik,
konsantrasyon v.b.) ve bolgesel farkliliklar gdstermesi toplumsal referans degerlerin
olusturulmasm gerekli kilmaktadar. '>'*#

G6PD eksikliginin siklig1 da etnik gruplar ve cografi yoreler arasinda farklihk
gosterir.'**®"2 Gaziantep, iklim ozellikleri, cografi konumu ve etnik yapist ile
Akdeniz ve Giineydogu Anadolu kentleri arasinda bir gegis toplumudur. Ozellikle
1980 yillar1 sonrasinda dogudan batiya goglerin etkisi altinda kalmigtir. Batisinda
yer alan Adana, Antakya gibi komsu kentlerde G6PD eksikligi goriilme oraninin
yiiksek olugu Gaziantep yﬁresinde bu enzime olan ilgiyi artirmaktadir.

Bu nedenlerle, ¢alismamizda y6resel G6PD aktivitesi referans degerlerinin ve
enzim eksikligi siklifinin saptanmas1 amaglanmigtir.

G6PD aktivitesinin aligilagelmis gekilde hemoglobine oranlanarak ifadesi,
farkh ¢evresel, fizyolojik ve genetik etkenlerle diizenlenen hemoglobin
konsantrasyonundaki deigimlerin, enzim aktivitesine yansimasma yol agabilir.
Demir eksikligi, talasemi sendromlari ve hemoglobinopatiler gibi anemi ile seyreden
hastaliklarin yurdumuzda sik goriilmesi, bizce eritrosit G6PD aktivitesinin
hemoglobin  konsantrasyonuna  oranlanmasmin  en 6nemli  sakincasin
olusturmaktadir. Bu nedenle ¢aligmamizda alternatif olarak G6PD aktivitesi eritrosit
say1sina oranlanarak, sonuglar kargilagtinlmistir.
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G6PD eritrositlerin yam sira 16kosit ve trombosit gibi difer kan hiicrelerinde
de bulunmaktadir. Eritrosit G6PD aktivitesi analiz ortaminda bu hiicrelerin
varhnin yamltic: olabilecegi diigiinillmiistiir. Bu amagla eritrosit siispansiyonunda
l6kosit ve trombosit sayilar saptanarak enzim aktivitesine etkileri aragtinlmigtir,

Gaziantep il Merkezi Orneklem Grubunda G6PD Aktiviteleri Dagihim

Egrilerinin Irdelenmesi

Caligmamiz 6meklem grubunda hemoglobin konsantrasyonu ve eritrosit
sayisina oranlanarak tamimlanan G6PD aktiviteleri dagilimlari iinimodal 6zellik
gostermektedir. ( Sekil 27-a ve b ). Ancak Gaussian dafilimma gore piklerin daha
sivii oldugu ve histogramlarin her iki ucunda kuyruklanmalarin varlifi dikkat
¢ekmektedir,

Eritrosit sayisina oranlanan G6PD aktivitesi dafihm egrisi Tablo 9’da
gorildigi gibi birbirine yakin ortalama, ortanca ve tepe degeri (sirastyla 249, 249,
257) ve ¢ok hafif asimetri gostermesi (asimetri; -0.3) ile Gaussian dagilimina
benzemekte, farkhh olarak yiiksek sivrilik degeri (sivrilik; 5.7) tagimaktadir. Bu
veriler G6PD aktivitesinin dar simirlar iginde yogunlaghgim diigiindiirmektedir.

Hemoglobin konsanstrasyonuna oranlanan G6PD aktiviteleri dagihmi daha
yiiksek sivrilik degeri (sivrilik:12.0) ve asimetri (asimetri: 1.6) gostermektedir. Sekil
27-b incelendifinde sola garpik bu asimetrinin Gaussian tipteki dafihmindan uzak
birkag olgudan kaynaklanabilecegi goriilmektedir. Bu dagihmda da ortalama,
ortanca ve tepe degerleri (sirasiyla 8.8, 8.6, 8.3) birbirine yakindir ve sola garpik
asimetriyi desteklemektedir : X > Ort > TD (Tablo 9). Tablo 10-a ve b’de goriildigii
gibi 6rneklem grubunda eritrosit say1s1 ve hemoglobin konsantrasyonuna oranlanan
G6PD aktivitesi dagilimlar1 normal dagihima uygunluk gostermemektedir. (sd: 7,
x%>24.32, p < 0.001). Cogu analitin normal dagilima uygun olmadig1 bilindiginden
bu sonug sasirtic: degildir.?* Her iki dagilimda da sivrilik degerinin yiiksek olugu
genetik eksiklifi disinda eritrosit G6PD aktivitesinin bireyler arasinda o6nemli
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farkhlik gOstermediBini, ¢evresel, fizyolojik ve patolojik kogullara bagli olarak
kolaylikla degismedigini diisiindiirmektedir.

Yiregir ve ark. 1994'tc Cukurova bolgesinde yaptiklan ¢alismada
hemoglobine oranlanan G6PD aktivite dagiliminin, Gaussian dagihmma uygun
oldugunu saptamiglardur.'?

Orneklem Grubunda Altgruplarin Analizi

G6PD aktivitesi dagilimlarnin iinimodal oldugu gézlenmekle birlikte gizli bir
non-homojenitenin varlif aragtirilmigtir. Bu amagla kadin ve erkek  altgruplarinda
enzim aktivitesinin farkliifis ve yag ile enzim aktivitesinin korelasyonu
incelenmigtir.

Yeni dogan ve siit gocuklarinda hematolojik parametrelerin dinamik bir
degisim gosterdigi bilinmektedir. Fetal yasamdan dig diinyaya uyumu saglayan bu
slireg, aktif eritropoez odaklarmin degisimi yam sira dolagimda nispeten geng
hitcrelerin bulunmas: ile de karakterizedir. >*'

Fetits, yeni dogan ve siit gocugu kanlarinda eritrosit enzim aktiviteleri
araghirilmg ve erigkinlerden farkl: bulunmugtur. Vetrella ve Barthelman (1971) fetus
ve yenidoganda eritrosit sayisina oranlanan G6PD aktivitelerinin birbirinden
farksiz, eriskinlerdekinden yiiksek oldufunu saptamiglardir. Bu farkhlifin geng
eritrosit oram ile ilgisinin aragtmlmasim 6nermislerdir.*®> Konrad ve ark. (1972)
eritrositlerin ayinci sedimantasyonu sonrasi yaptiklan caligmada yenidogan ve
kordon kamindaki yiiksek G6PD aktivitesinin, sadece ortalama eritrosit yagmin
kiigiik veya eritrosit hacminin bilyiitk olmasi ile agiklanamayacagm bildirmislerdir.®*
Travis ve ark. (1980) PK aktivitesine oranlanan G6PD aktivitesinin dogumda
erigkinlerden yiiksek oldugunu, 11. aya kadar erigkin diizeylerine diigtiigiinii
saptamuglardir. 11-12. aylarda goriilen artigin ise olasilikla bu yag grubunda sik
rastlamlan demir preparatlarimin kullanimi ve buna bagh gelisen retikiilositozdan
kaynaklanabilecegini belirtmiglerdir. >**'
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Bu ¢aligmalann 1sifinda eritrosit G6PD aktiviteleri ve yas arasindaki
korelasyon arastirihirken 0-1 yas grubu 6meklem grubuna dahil edilmemistir. Bir
yas lizeri ¢ocuklar ve erigkinlerde ise enzim aktivitesinin yasa bagh degigimi
beklenen bir sonug degildir.® Caligmamizda Sekil 28’de goriildiigii gibi bir yas
tizeri bireylerde yas ve enzim aktiviteleri arasinda anlamli bir korelasyon
saptanmamigtir (r: 0.023, p>0.5). Benzer bulgular Yiiregir ve ark. (1994) tarafindan
da saptanmigtir.'?

Steele ve Migeon (1973) kiiltire edilen fetal akciger fibroblastlarinda
X kromozomu inaktivasyonuna ragmen digi fetuslarda G6PD aktivitesinin % 45
oraninda yiiksek oldugunu, dogumdan bir ka¢ hafta sonra erkek bebeklerde
aktivitenin hizl yiikselisi ile farkin kayboldugunu saptamuslardir.® Erigkinlerde ise
eritrosit G6PD aktivitesinin cinsiyete bagh degisim gostermedigi bilinmektedir.'>*
Caligmamizda G6PD aktiviteleri igin ortalama + SD degerleri kadin (250 * 46
mU/10° RBC ve 9.0 £ 2.1 U/g Hb) ve erkek (253 £ 60 mU / 10° RBC ve 88124
Ulg Hb) altgruplannda farkhilik gostermemektedir (p>0.05). Bu veriler 6rneklem
grubunda G6PD aktivitesinin homojen dafildigim, her iki cinsiyet ve bir yas
iizeri bireyleri igin tek referans aralik belirlenmesinin yeterli oldugunu
gostermektedir.

Eritrosit G6PD Aktivitesi licin Saptanan Referans Smurlarmm
Degerlendirilmesi.

Klinik Laboratuvar Standartlar1 Ulusal Komitesi (NCCLS) bir yéntem igin
referans simrlarin belirlenmesinde en az 120 referans bireyin analiz edilmesini
onermektedir. % 99’luk giivenlik igin ise 198 birey gerekmektedir.?’ Omeklem
grubumuzun (n: 306; 166 K, 140 E) biiyiikligii referans sinirlarin saptanmast igin
yeterlidir.

Hematolojde Standardizasyon Uluslararas1 Komitesi (ICSH) eritrosit G6PD
aktivitesi igin referans degerleri ortalama 8.34, SD 1.59 U/g Hb, 30 °C olarak
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bildirmigtir.”* Caliymamizda kullandigimz yontem, ICSH yéntemi ile hemolizat
icerifi ve su korii kullamlmasi diginda diger reaksiyon bilesenlerinin
konsantrasyonlar, pH, sicaklik, inkiibasyon ortam1 ve siiresi gibi kogullar agisindan
estir. Bu nedenle yéresel G6PD aktivitesinin bu referans degerlerle kiyaslanmasi
dogru olacaktir. Ortalama 8.8, SD 2.3 U/g Hb, 30 °C olarak saptadigimiz degerler
ICSH referans degerleri ile benzesmektedir. Geligsmekte olan diger iilkeler gibi
yurdumuzda da demir eksikligi anemisi sik goriilmektedir. Yoéresel G6PD
aktivitesinin ICSH degerlerinden hafif¢e yiiksek olmasinin érneklem grubundaki
anemik olgularda hemoglobine oranlanan aktivitenin yalanci artigindan
kaynaklanabilecegini diigiiniiyoruz.

G6PD igin referans degerleri (ortalama * 2 SD), Beutler 12.1 + 4.1 U/g Hb
37 °C, Fairbanks ve arkadaglar1 13.0 + 5.0 U/g Hb 37 °C olarak bildirmigtir.'>'®
Yiiregir ve arkadaglari G6PD aktivitesini Cukurova bolgesinde ortalama : 8.6,
SD: 3.3 U/g Hb, 37 °C olarak saptamig, bulgulanin 37°C igin referans degerlerden
digiikligiinii bolgede enzim eksikligi prevalansiin yiiksek olmasi ve G6PD
polimorfizmi ile agiklamiglardar.'?

Referans smirlarimin saptanmasinda kabul edilen yaygin goriis ortalamadan
2 SD uzakliktaki degerlerin alt ve iist sinirlar olarak belirtilmesidir. IFCC ise
% 95°lik giivenlik arah@ smirlarinin referans aralign belirlemesini 6nermektedir.'*?!
Birinci goriigiin G6PD eksikligi orammn yiiksek oldugu bélgelerde dogru bir
yaklagim olacagim, ikinci gériigiin ise dagilim egrisinin asimetrisini ihmal etmedigi
igin enzim eksiklii prevalansinin diigiik beklendii yorelerde tercih edilmesi
gerektifini diigiinityoruz. Biz ¢alismamizda u¢ degerlerin atilmasimi takiben % 95
givenlik araliy yontemini kullandik. Bu yaklagimla eritrosit G6PD aktiviteleri
referans smirlan 6.4-13.2 U/g Hb, 30 °C olmaktadir. Bu degerler ICSH’nin referans
degerlerinden (X £ 2 SD ; 5.2 - 11.5 U/g Hb, 30°C) yiiksektir.> ICSH hemoglobin
konsantrasybnunun hemolizattan analiz edilmesini 6nermektedir (Hb =2g / dl).
Diisiikk konsantrasyondaki hemoglobin 6lgiimii seyrelme faktorii ile diizeltildiginde
gergek konsantrasyondan (+) yone hafif bir sapma gostermesi beklenir.
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Calismamzda ise hemoglobin konsantrasyonu eritrosit siispansiyonunda
(Hb=14 g/dl) gergeklestirilmigtir. Anemik olgularimizin varhigz yam sira hemoglobin
analizi ve istatiksel yaklagim farkhiliklarni referans siirlanmizin yiiksekligini
agiklamaktadir.

Bauer, DSO yéntemi ile eritrosit G6PD aktivitesini 5.9 - 12.0 U/g Hb veya
200 - 400 U/10'2 RBC, 30 °C olarak bildirmistir. Bu ahsmada, preinkiibasyon
sicakhifn (30 °C), siiresi (5 dakika) ve reaksiyon bilesenlerinin konsantrasyonlan da
farklidir. Hemoglobine oranlanan aktivitenin yéresel degerlerimizden ( 6.4 - 13.2
U/g Hb veya 178 - 354 m(/10° RBC, 30 °C) diisiik olugu yurdumuzda anemilerin
siklif1, eritrosit sayisina oranlanan aktivitenin yiiksekligi ise farkli preinkiibasyon
sicaklify ve difer yontemsel farklardan kaynaklanabilir. Bauer referans degerleri
hangi yaklagimla saptadigmi da bildirmemistir. >’

Klinik diizeyde hemolizin normal eritrosit oraninin % 50’nin altina distiigi
olgularda goriildigi ileri siriilmektedir.'® Bu da aktivitesi sifira yakin varyantlarda
4.4 U/g Hb degerlerine kargihk gelir. Ancak bilindigi gibi heterozigot bireylerde bu
oran genellikle % 50°nin iizerindedir.**” Heterozigot bireylerde subklinik hemolitik
krizlerin ve hafif diizeyde kronik bir aneminin sakincalartm1 ihmal etmemek
agisindan ortalama G6PD aktivitesinin yaklagik % 75 ine kargilik gelen 6.4 U/gHb
alt smimmizin klinikte de hekim ve hastalar agisindan dogru bir yaklagim
getirecegini diisiinmekteyiz.

Gaziantep Il Merkezi Orneklem Grubunda G6PD Eksikligi Oram ile
figili Yorumlar

Gaziantep Il Merkezinde ikamet eden 1-80 yaslari arasinda (X: 39.5)
306 bireyden olugan orneklem grubunda yedi bireyde eritrosit G6PD aktivitesi
saptadigimiz referans degerin altmda (178 mU/10° RBC veya 6.4 U/g Hb)
bulunmug ve G6PD eksikligi oram1 % 2.3 olarak saptanmugtir. Niifusu 604.000
olan Gaziantep il merkezi toplumunda % 95 lik giivenlik sinirlan iginde G6PD
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eksiklifi prevelansinin  saptanmast yaklapk 1100 bireyin aragtirilmasim
gerektirmektedir. Caliymamiz Orneklem grubu yeterli biyiikliikkte olmamasina
ragmen Gaziantep il merkezi toplumunda G6PD eksiklii sikhfnin yaklagik
% 2.3 + 1 oraminda oldugunu disiindiirmekte ve bu bolgede yapilacak diger
aragtirmalar i¢in baglangi¢ niteligi tagimaktadar,

Tirkiye genelinde beklenen G6PD eksiklifi prevalansi % 0.5
diizeylerindedir. Ancak G6PD eksiklifi prevalansinin bolgelere goére degisiklik
gosterebildigi bilinmektedir. Gaziantep’e komgu iller olan Adana sitmanin endemik
olarak (1979) goriilmesi, Antakya ise farkli etnik yapisi ile dikkat ¢ekmektedir. Her
iki kentte de G6PD eksiklifi oram yiiksek olarak bulunmugtur (sirastyla % 8.2,
% 11.4). Gaziantep cofrafi konumu ve etnik yapisi ile Akdeniz ve Giineydogu
Anadolu kentleri arasinda bir gegis toplumudur. Bu nedenle Gaziantep il
Merkezinde saptadigimiz Tiirkiye genelinden yiiksek % 2.3 oram beklentilerimizle
uyumludur.

Bu oran, yoremizde klinik laboratuvarlarda G6PD analizinin rutin bir test
olarak uygulanmasinin ve hekimlerin tam ve tedavi yaklagimlarinda G6PD
eksiklifini g6z 6niinde bulundurmalarinin gerekliligini géstermektedir.

DSO (1981) Tiirkiye’de en sik gorillen G6PD varyantinin Gd Mediterranean
oldugunu bildirmistir.>* Enzim aktivitesi 0 olarak saptanan ii¢ hemizigot olgunun
yam sira, enzim aktiviteleri 86-152 m(/10° RBC veya 2.9 - 4.6 U/g Hb arasinda
olan ii¢ bireyin heterozigot olduklann varsayilarak, Gd Mediterranean varyantim
tasidiklan disgiiniilebilir. Ancak enzim aktivitesi 92 mU/10° RBC veya 3.7 U/g Hb
olarak saptanan erkek olgunun varh@ yurdumuzda dier varyantlarin da
bulunabilecegini géstermektedir.

Eritrosit G6PD aktiviteleri diigiik bulunan olgularin bagvuru sikayetleri
incelenmigtir. Aktiviteleri 0 bulunan olgularin sirastyla kemik yag: tespiti, kontrol ve
bobrek tagp takibi, difer olgularin ellerde uyusma ve agn tedavisi, kardiyomiyopati
takibi, iist solunum yolu infeksiyonu, bogiir agnsi ve kanl idrar gikayetinin
incelenmesi amaci ile saghk kurumlarina bagvurduklan goriilmiigtiir. Bu olgulardan
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ikisi dikkatli bir anamnezle G6PD eksikligi ile ilgili olabilecek ara sira gay rengi
idrar ¢ikarma gikayetleri oldugunu belirtmiglerdir. Enzim aktivitesi 0 bulunan
olgularda bile G6PD eksikligi ile ilgili olabilecek 6nemli sikayetlerin olmayigi
dikkati gekmekte ve G6PD eksikliginin bazi bolgelerde fizyolojik bir varyasyon
kadar sik goriilebilmesini agiklamaktadur.

G6PD Aktivitesi Hangi Parametreye Oranlanarak Tanmmlanmalidir ?

G6PD aktivitesi hemolizatta 6lgiilen hemoglobin konsantrasyonuna veya tam
kanda saptanan eritrosit sayisina oranlanarak tanimlanmaktadir.'** Bu sekliyle her
iki yaklaggm da analitik hataya agiktir. Hemolizatta hemoglobin o6lgiimii diigiik
absorbans degerlerinin yol agabilecefi sapmalar, tam kanda eritrosit saymm da
yikama sirasinda meydana gelebilecek kayiplar nedeniyle yamltici olabilir. Biz
¢absmamizda uyguladiZimiz gibi, hemoglobin konsantrasyonu ve eritrosit sayisi
Olgiimlerinin eritrosit siispansiyonunda yapilmasimin analitik hatayr en aza
diisiirecek yaklagim oldugunu diigimiiyoruz.”’

Bu analitik yaklagim yami sira G6PD aktivitesini hangi parametreye
oranlanmasi gerektifi de saptanmalidir. Ideal kosullarda bu parametre G6PD
aktivitesini belirleyici, diger faktorlerden ise bagimsiz olmalidir,

Cahymamizda direkt enzim aktivitesi ile hemoglobin konsantrasyonu ve
eritrosit sayis1 arasindaki iligki aragtinlmigtr. Tablo 15°te goriildiigii gibi eritrosit
sayisi ile direkt enzim aktivitesi arasinda pozitif yénde anlamhi bir korelasyon
(r: 0.53, p<0.001) bulunmugtur. Hemoglobin konsantrasyonu ile direkt enzim
aktivitesi arasinda ise anlamli bir iligki saptanmamugtir (r: -0.01, p > 0.05). Bu
veriler G6PD aktivitesi igin eritrosit sayisinin belirleyici bir faktér hemoglobin
konsantrasyonunun ise bagimsiz bir eritrosit bilegeni oldugunu diisiindiirmektedir.
Gergekten de hemoglobin konsantrasyonu farkh genetik, fizyolojik etkenlere bagh
olarak diizenlenmekte, gevresel etkilerle degiskenlik gosterebilmektedir. *'®
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G6PD aktivitesine 16kosit ve trombosit kirliliklerinin etkisi aragtinlmig ve
direkt enzim aktivitesi ile pozitif yonde, zayif bir korelasyon varlify saptanmigtir
(sirastylar: 0.17 ve r: 0.29, p<0.001). Eritrosit siispansiyonunun RBC ve trombosit
igerikleri arasinda anlaml bir korelasyon varlif (r:0.48, p< 0.05) bu ilintinin dolayh
olabilecegini diigiindiirmektedir. Bu nedenle uygulanan kismi korelasyon analizinde,
direkt enzim aktivitesi ile trombosit sayis1 arasinda ilinti olmadifi saptanmigtir
(r:0.01, p>0.5).

G6PD aktivitesi ile eritosit indisleri arasindaki iligki aragtirilmigtir, Direkt
enzim aktivitesi MCV (r: - 0.44, p <0.001) ve MCH (r:- 0.29, p < 0.001) ile negatif
yonde anlamh korelasyon goéstermektedir. MCV ve MCH’nin azalan degerlerine
kargilik artan G6PD aktivitesi bize gore eritrosit morfolojisi veya diigiik MCV’ye
yol acan patolojilerden kaynaklanmamaktadir.  Yontemimizde eritrosit
stispansiyonunun hematokrit oram yaklagik olarak sabit tutulmugtur (X £SD: 44-50).
Sabit hematokrit oranlarinda azalan MCV degerleri aym zamanda eritrosit sayisinin
artist anlamim tagimakta ve G6PD aktivitesini belirleyici faktoriin eritrosit sayisi
oldugunu desteklemektedir. MCH ile enzim aktivitesi arasindaki negatif iligki ise
demir eksiklifi anemisi ve talasemi sendromlan gibi patolojik durumlarda diigiik
MCV ve diisik MCH’nin birlikteliginden kaynaklanmaktadir.>'**' Caliymamzda da
MCV ve MCH degerleri ilintili bulunmugtur (r:0.61; p<0.05). MCV ve MCH
arasindaki korelasyonun, MCH ve direkt enzim aktivitesi arasindaki korelasyona
etkisini ortadan kaldirmak igin kismi korelasyon analizi uygulandifinda MCH ve
direkt enzim aktivitesi arasinda ilinti olmadify saptanmgtir (r:-0.02; p> 0.5).

Aksu 1972’de yaptign ¢ahgmada MCH ile G6PD arasindaki ilgiden
bahsetmigtir. Kordon kam, yenidogan ve eriskin eritrositlerinde hemoglobine
oranlanan enzim aktivitelerini (sirasiyla 3.93 + 1.53, 4.3140.93, 4.76+1.16)
saptamigtir. Aksu erigkinlerde hemoglobine oranlanan G6PD aktivitesinin rolatif
yiiksekligini diigiik MCH degerleri ile agiklamg, ger¢ekte kordon ve yenidogan
kaminda daha yiiksek oldugunu belirtmistir. *
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Enzim aktivitesi eritrosit sayist ve hemoglobin konsantrasyonlarina
oranlanarak ifade edildiginde eritrosit indisleri ile iligkinin ne yonde degistigi
aragtinlmgtir, Tablo 18°de goriildiigii gibi hemoglobin konsantrasyonuna oranlanan
enzim aktivitesi MCV ve MCH degerleri ile negatif yonde anlamhi bir korelasyon
gostermektedir (r: -0.61 ve r: -0.44, p < 0.001). Bu korelasyon direkt enzim
aktivitesinde saptanan korelasyondan daha belirgin hale gelmigtir.

Bize gore ters yondeki bu ilintinin kuvvetlenisi demir eksikligi anemisi ve
talasemi sendromlan gibi patolojik ve 1 - 12 yag aras1 gocuklarda goriildiigi gibi
fizyolojik nedenlerle, diigik MCV ve MCH degerleri ile diisik hemoglobin
konsantrasyonlanmin birlikte bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Bu veriler G6PD
aktivitesinin hemoglobin konsantrasyonuna oranlanmasmin her iki grupta enzim
aktivitesinin yalanci artigina yol agabilecegini diigiindiirmektedir. Eritrosit sayisina
oranlanan enzim aktivitesi ise eritrosit indisleri ile anlamli bir korelasyon
gostermemektedir. Bu 6zelligi ile eritrosit morfolojisini etkileyebilecek patolojik ve
fizyolojik durumlarda da giivenilir sonuglar elde edilecegi diisiiniilebilir.

Eritrosit siispansiyonunda 16kosit ve trombosit kirlilifinin enzim aktivitesine
etkisi, aktivitenin hemoglobin konsantrasyonu veya eritrosit sayisina oranlanmasi ile
farkhhk gostermektedir. (Tablo 18). Hemoglobin konsantrasyonuna oranlanan
G6PD aktivitesi 16kosit ve trombosit sayilan ile anlamli, pozitif yénde korelasyon
gostermektedir (r:0.25 ve r: 0.33, p < 0.001). Eritrosit sayisina oranlanan enzim
aktivitesinin ise trombosit sayisi ile etkilegiminin kalktig1 ( r: 0.04, p > 0.5), 16kosit
sayist ile korelasyonunun zayifladifn (r: 0.15, p < 0.01) goriilmektedir. Trombosit
sayis1 ile korelasyonun bu degisimi trombositlerin enzim igeriklerinden ¢ok,
ortamda trombosit yogunlufunun eritrosit yofunlugu ile birlikte olmasindan
kaynaklanan bir etkilesimi diigiindiirmektedir. Kismi korelasyon analizi ile trombosit
sayis1 ve direkt enzim aktivitesi arasindaki ilintinin ortadan kalkmasi bu diisiinceyi
desteklemektedir (1:0.0076, p>0.5). Bilindifi gibi G6PD spesifik aktivitesi
eritrositlerde (180 U/mg protein), 16kosit (0.86 U/mg protein) ve trombositlerden
(0.19 U/mg protein) daha yiiksektir.'®* Caligmamz, eritrosit sayis1 ve hemoglobin
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konsantrasyonuna oranlanan G6PD aktivitesinin her iki kosulda da eritrosit
siispansiyonun 16kosit i¢eriinden etkilendigini, bu etkilesimin 16kositlerin enzim
igeriginden kaynaklandifim diisiindiirmektedir. Bu da 16kosit kirliliginin yiiksek
diizeyde olmasinin analitik hata nedeni olabilecegini gostermektedir.

Regresyon esitligi ile hesaplanarak bulunan ve gergek enzim aktiviteleri
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunmugtur (p>0.1). Ancak MCV’si
diigiikk olgularda bu farkin énemli boyutlarda oldufu goriilmektedir. Bu nedenle
regresyon esitlifinin pratik kullamminin her zaman dogru sonug¢ vermeyebilecegi
dikkate alinmahdir. Hesaplanarak bulunan ve gergek enzim aktiviteleri arasindaki
fark MCYV ile negatif yénde anlamli korelasyon gostermektedir (r:-0.79, p<0.01). Bu
ilinti de sabit hematokrit oranlarinda diigiik MCV degerlerinin analitik ortamda
eritrosit sayisi artigi, fizyopatolojik olarak da diigiik hemoglobin konsantrasyonlan
ile birlikte goriilmesinden kaynaklanmaktadur.

Bu veriler saglikli bireylerde eritrosit G6PD aktivitesini belirleyici ana
faktoriin eritrosit sayis1 oldugunu, eritrosit sayisina oranlanan G6PD aktivitesinin
16kosit igerigi diginda, eritrosit siispansiyonunundaki hiicre kirlilifinden ve eritrosit
morfolojisinden etkilenmedigini géstermektedir.

G6PD aktivitesi hemoglobin konsantrasyonuna oranlandifinda ise eritrosit
siispansiyonunun l6kosit ve trombosit igerifi ile ilintili olarak degisebilmekte,
eritrosit morfolojisini ve bitylik olasilikla tam kan hemoglobin diizeyini etkileyen
fizyolojik ve patolojik durumlarda yamltici sonuglar verebilecegi diisiiniilmektedir.
Caligmamizda, demir eksikligi anemisi, talasemi sendromlar1 ve hemoglobinopatiler
gibi hemoglobin konsantrasyonu ve eritrosit morfolojisini etkileyen hastaliklarin sik
goriildiigii yurdumuzda G6PD aktivitesinin RBC sayisina oranlanmasmmn 6nem
kazandif, analitik ortamda l6kosit kirliliginin yamltict olabilecegi sonucuna
varitmgtir. %
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SONUCLAR

1- +4 °C’da bekletilen eritrosit paketi ve heparinli tam kanda, eritrosit G6PD
aktivitesinin, {i¢ giin boyunca degismedifi, antikoagiilant olarak ASD ¢ozeltisi
kullanilmasinin enzim stabilitesini olumsuz etkiledigi saptanmugtir.

2- EDTA -2- merkapto etanol ¢ozeltisi ile elde edilen hemolizatlarda
+4 °C’da, 120 dakika boyunca enzim aktivitesinin degismedigi g6zlenmigtir.

3-Nicel spektrofotometrik G6PD analizinde su korii kullanilmasi, 6rnek korii
veya substrat kérii kullanimi ile eg sonuglar vermektedir.

4- Gaziantep il merkezi Orneklem grubunda eritrosit sayisi1 veya Hb
konsantrasyonuna oranlanan G6PD aktivite dagilimlari, normal dagilima uygun
degildir, yiiksek sivrilik degeri gostermektedir.

5- Eritrosit G6PD aktivitesi cinsiyetler arasi farkhilik (p>0.05) ve yasa bagh
bir degisim géstermediginden (p>0.5) bir yas iizeri bireyler igin tek referans aralik
saptanmasi yeterli bulunmugtur.

6- Gaziantep il merkezinde eritrosit G6PD aktivitesi referans degerleri
6.4-13.2 U/g Hb veya 178-354 mU/10° RBC, 30°C olarak belirlenmigtir.

7- Gaziantep il merkezinde G6PD eksikligi sikhf yaklasik % 2.3 + 1
oranindadur,

8- G6PD aktivitesi ile hemoglobin konsantrasyonu ilintisiz bulunmusg
(p>0.05), eritrosit sayisinin enzim aktivitesinin belirlenmesinde etkili oldugu
(r: 0.53, p<0.001) sonucuna varilmigtir.

9- Enzim aktivitesi, analiz ortammn 16kosit (r:0.53, p<0.001) ve trombosit
igerigi ile korele bulunmug ancak trombosit sayisi ile ilintinin dolayl: oldugu
anlagilmgtir.

10- Enzim aktivitesinin MCV (r: -0.44, p<0.001) ve MCH ile negatif yénde
korele oldugu, fakat MCH ile korelasyonun dolayl oldugu saptanmigtir.
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11- Hb konsantrasyonuna oranlanan G6PD aktivitesi MCV (r: -0.61), MCH
(r: -0.44), I6kosit sayisi (r: 0.25) ve trombosit sayis1 (r: -0.44) ile etkilesim
gostermektedir (p<0.001).

12- Eritrosit sayisina oranlanan G6PD aktivitesi sadece 16kosit sayisindan

etkilenmektedir (r: 0.15, p<0.01).

13- Eritrosit sayisina ve Hb konsantrasyonuﬁa oranlanan enzim aktiviteleri
regresyon eyitligi ile birbirine déniigtiiriilebilmektedir (p<0.001).

EA (U/g Hb): [0.032 x EA(mU/10° RBC)] +0.77

14- Regresyon egitligi ile hesaplanan ve gergek enzim aktiviteleri istatistiksel
olarak farksiz bulunmugtur ( p>0.1). Ancak bu aktiviteler arasindaki fark MCV ile
negatif yonde korelasyon gﬁstermektédir (r: -0,79, p<0.01).
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OzZET

G6PD eksikligi, oksidan strese baglh gelisen akut hemolitik krizlerle karakterize bir
eritrosit enzim kusurudur. Genetik polimorfizm gostermekte, siklifn cografi bolgeler ve
etnik gruplar arasinda degigebilmektedir.

Caliymamizda, Gaziantep il merkezinde yagayan 1-80 yaglari arasinda 306 bireyin
(166 K, 140 E) eritrosit G6PD aktiviteleri nicel spektrofotometrik yontemle saptanmugtr.
G6PD aktivitesinin analizinde ve tammlanmasinda dogru yaklagimin belirlenmesi amaciyla
bazi yontemsel modifikasyonlar denenmis, enzim aktivitesine analitik ortam bilegenlerinin
etkisi (RBC, hemoglobin, 16kosit, trombosit) ve eritrosit morfolojisinin (MCV, MCH) olasi
etkileri aragtinlmugtir.

G6PD aktivitesinin cinsiyetler arasi farkhiik (p>0.05) ve yasa bagh bir degigim
(p>0.5) gostermedigi anlagilmuy, bir yag iizeri bireyler igin tek referans aralik belirlenmesi
yeterli bulunmugtur. Yiiksek sapma gosteren degerlerin atilmasindan sonra % 95
interpersantil aralik ile referans sirlar 6.4 - 13.2 U/g Hb veya 178-354 mU/10° RBC, 30 °C
olarak saptanmugtir. Enzim aktivitesi alt simirdan diigik bulunan 7 olgu Gaziantep il
merkezinde G6PD eksikliginin % 2.3 + 1 oraminda goérildigiinii diigiindiirmektedir.

Parametreleri analitik agidan incelenen 242 olguda, enzim aktivitesinin hemoglobin
konsantrasyonu ile ilintisinin olmadii (p>0.05), belirleyici faktoriin RBC sayisi oldugu (r:
0.53, p<0.001) anlagilmigtir. Hemoglobin konsantrasyonuna oranlanarak tanimlanan enzim
aktivitesi analitik ortamda lokosit, trombosit varligi ve eritrosit indisleri (p<0.001) ile ilintili
bulunmustur, RBC sayisina oranlanan enzim aktivitesi ise sedece lokosit kirliliginden
(p<0.01) etkilenmektedir.

G6PD eksikligi prevalansinin yiksek oldugu Akdeniz bolgesine komsulugu
nedeniyle, Gaziantep’te saptadifimiz Tirkiye genelinden yiksek % 2.3 * 1 oram
beklentilerimizle uyumludur, Calismamiz G6PD aktivitesinin RBC sayisina oranlanmasinin

eritrosit morfolojisini etkileyen kosullarda da giiveniler sonuglar verdigini gostermektedir.

Anahtar sézciikler: G6PD sikhify, eritrosit sayis1, hemoglobin konsantrasyonu, MCV.
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SUMMARY

G6PD deficiency is an erythrocyte enzyme defect characterized with acute hemolytic
episodes on an exposure to oxidative stress. G6PD manifests genetic polimorfism and
deficiency prevalance varies among geographic regions and ethnic groups.

In this study 306 subjects (166 F, 140 M) between 1-80 years old were analyzed for
erythrocyte G6PD activity with quantitative spectrophotometric method. To attain the true
approach for analyzing and expressing G6PD activity, some methodological modifications
were tested and the probable effect of analytical medium components (RBC; hemoglobin,
leucocyte, platelet) and erythrocyte morphology (MCV, MCH) were investigated.

As neither a difference between sex groups (p>0.05) nor a relation with age (p>0.5)
was observed, unique reference interval was established for subjects over one year old.
After excluding highly deviating outliers, 95 % interpercentil interval was accepted as
referance limits: 6.4-13.2 U/g Hb or 178-354 mU/10° RBC, 30 °C. Seven subjects whose
enzyme activity is below the lower reference limit indicate that G6PD deficiency fregency is
2.3 + 1 % in Gaziantep.

Investigation of 242 samples indicated that G6PD activity is not related to
hemoglobin concentration (p>0.05), where RBC count is the *  determining factor (r:
0.53, p<0.001). Enzyme activity as a ratio of hemoglobin concentration was correlated to
leucocyte and platelet content of analytical medium and to erythrocyte indices (p<0.001).
But enzyme activity as a ratio of RBC count was only affected with leucocyte
contamination (p<0.01).

Because of neighbouring with Mediterranean region, G6PD deficiency frequency in
Gaziantep, higher than the mean for Turkey, is in accordance with our expectancy. Our
results also indicate that G6PD activity expressed as a ratio of RBC count is reliable even in
conditions that affect erythrocyte morphology.

Key words: G6PD frequency, RBC count, hemoglobin concentration, MCV.
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