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OZET

Kalitsal Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (GsPD; EC 1.1.1.49) eksikli§i
en yaygin eritrosit enzim bozukluklarindan biridir ve diinyada 400
milyondan fazla insan etkilemektedir.

GePD enzimi pentoz fosfat metabolik yolunun ilk basamadini
katalizleyen ve kontrol noktasini olusturan enzimdir. Bu enzimin
ana gorevi oOzellikle eritrositlerde indirgenmis halde glutatyon
saglamak icin gerekli olan antioksidan NADPH Uretmektir.

(Xq28) 13 ekson ve 12 introndan olusur. Cok sayida varyantinin
bulunmas: siklikla karsilasilan genetik bozukluklara yol acmaktadir.
Varyantlann her biri gesitli siddetlerdeki enzim eksikligine neden
olmaktadir. Gende meydana gelen mutasyonlar sonucunda
hiicrelerde NADPH eksikligi bas gostermektedir. Bu durum NADPH
bagimh  glutatyon redlktaz enziminin gbrevini yapmasini
engelleyerek hiicrelerde ic ve dis kaynakli oksidan maddelerin
birikimine neden olmaktadir. Byle bireylerde GsPD eksikliginin en
Onemli belirtisi olan hemolitik anemi gorilmektedir. Hemoliz; ilac
kullanimi, bakla yenmesi, enfeksiyon gibi cok cesitli nedenlerden
kaynaklanabilir.

GePD eksikligi ile ilgili calismalar 19501 yillarda enzim diizeyinde
baslamistir. Son yillarda ise enzimi etkileyen mutasyonlar DNA
diizeyinde arastinimaya baslanmustir. Giinimlizde Gg¢PD genindeki
mutasyonian arastirmak icin PCR, Restriksiyon Fragment Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP) Analizi, DNA Dizi Analizi gibi ybdntemler
kullaniimaktadir.
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Sunulan bu calismada GsPD genindeki mutasyonlarin saptanmasi
icin DNA dizi analizi yéntemi uygulanmistir. GgPD eksikligine neden
olan mutasyonlan PCR’a dayali enzim kesimi ile saptamak
mimkindir. Ancak 13 tane eksonu olan GgPD geninde, pek cok
mutasyonun saptanabilmesi icin DNA dizi analizi yapilmasi
gerekmektedir. Laboratuvarnimizda 59 aileden 98 birey (izerinde
calisimis ve enzim kesimi ile 79 bireyde Akdeniz mutasyonu
bulunmus ve 5 bireyin de A* oldugu saptanmistir. Enzim kesimi
ile mutasyonu bulunamayan bireyler bu tez calismasinin konusunu
olusturmustur. Dizi analizi teknidinin oturtulabilmesi icin ilk olarak
mutasyonu bilinen bireylere ait DNA’larla, DNA dizi analizine
baslanmistir. Ekson 6’da bulunan Akdeniz tipi 563 C-T
mutasyonu, ekson 5°te bulunan polimorfik 376 A-G doniisimi
DNA dizi analizi ile goésterilmistir. Daha sonra mutasyonu
bulunamayan 14 bireyin dizi analizleri mutasyonlann en yogun
oldugu eksonlardan baslanarak yapilmustir. Ekson 5te bulunan
polimorfik 376 A—»G donlisimd ile link oldugu distnllen ekson
4'te bulunan 202 G-»>A mutasyonu dizi analizi ile gosterilmistir.
Ayrica iki hastada ekson 9'da bulunan Chatam 1003 G-A
mutasyonu da DNA dizi analizi ile gdsterilmigtir.



ABSTRACT

Hereditary Glucose-6-phosphate dehydrogenase (GgPD; EC
1.1.1.49) deficiency is one of the most common erythrocyte
enzyme defects with more than 400 millions of people affected
worldwide.

GsPD is the enzyme which catalyzes the first step of the pentose
phosphate pathway and this step is the control point of that
pathway. The main function of GgPD, particularly in erythrocytes, is
to produce potent antioxidant NADPH which is essential for
maintaining glutathion in the reduced form.

The gene for GgPD is localized on the X chromosome (Xq28) and it
has 13 exons and 12 introns. It has many variants which causes
enzyme deficiency with different severity. Due to the mutations in
the GsPD gene NADPH deficiency is seen in the cells. As a result,
NADPH dependent glutathion reductase enzyme is blocked and
oxidant substances accumulate in the cells. Hemolytic anemia, the
most important symptom of GsPD deficiency, is seen in the GePD
deficient individuals. Hemolysis is originated from various reasons
like ; using drugs, infections or eating fava beans.

The studies about G¢PD deficiency was started in 1950s in the
protein level. But in recent years the mutations that affects the
enzyme activity is studied on DNA level. The techniques such as
Polymerase Chain Reaction (PCR), Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP), DNA Sequence Analysis are being used to
detect the mutaions in GePD gene.



In the presented study DNA sequence analysis tecnique is used in
order to detect the mutations that are found in the GgPD gene. It
is possible to detect the common mutations with PCR based
enzyme cleavage of DNA. But G¢PD gene is a large gene with 13
exons. So it is necessary to use DNA sequence analysis. In our
laboratory 98 individuals from 59 families were studied and in 79
patients Mediterranean type mutation was found and 5 patients
were found to be A* with PCR based RFLP analysis. The 14 patients
whose mutations could not be detected by this technique are the
subject of this study. In order to optimize DNA Sequence Analysis
technique we used the patients whose mutations were known.
Mediterranean type 563 C—T mutation and polimorphic 376 A—>G
conversion are shown with DNA sequence analysis. The sequence
analysis of the 14 patients, whose mutations are not known, was
started from the exons in which the mutation frequency is high.
The 202 G—A mutation which is thougt to be linked with
polymorphic 376 A-G conversion is shown with DNA sequence
analysis. Also Chatam 1003 G—A mutation is detected in two of our
patients.



BU TEZ CALISMASININ TAMAMI TUBITAK SBAG 1807 VE
DPT 98K121680 NOLU PROJELER TARAFINDAN
DESTEKLENMISTIR.



TESEKKUR

Bu tez galismast slresince bana bilgi ve tecriibeleri ile yol gosteren
ve yardima olan danisman hocam Prof.Dr. Sayin Reyhan ONER ve
Prof. Dr. Sayin Cihan ONER’e ,

Tez calismas: sliresince materyallerin toplanmasint ve maddi
destegi sadlayan Hacettepe Universitesi Pediatrik Hematoloji A.B.D.
Ogretim Uyesi Prof. Dr. Sayin Cigdem ALTAY’a, Prof.Dr. Sayin
Aytemiz GURGEY’e ve Do¢.Dr. Sayin Fatma GUMRUK’e ,

Deneysel ¢alismalanm sirasinda bana destek olan Ars. Grv. Sayin
Hatice MERGEN, Ars. Grv. Sayin Esra BIRBEN, Ars. Grv. Sayin Mert
SOZEN ve Bilim Uzmanh§ Ogrencisi Cajatay KARAASLANa,

Tez galismam siiresince bana maddi destek saglayan TUBITAK
Bilim Adamu Yetistirme Grubuna,

Bu tez calismasina birlikte basladigim, sevgili donem arkadasim
Yesim DOGAN‘a,

Bana her konuda, her zaman destek olan sevgili anne ve babama
en icten tesekkirerimi sunanm.



ix

ICINDEKILER
Savfa

(0 .4 =3 F U RRR iii
ABSTRACT .. .ciiiieerreriiereerrsrneserrasssiersssrsersssnssssesnsssens v
TESEKKUR. .. itteriiasrnnrrenrirnsrmnrressssrasennsssssreenreasenes vii
ICINDEKILER.....ictiviiinienniienirnassenassrnensrenenssennassen s sennns ix
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI.......cccccvvevevniiiiennnenns Xi
SEKILLER DIZINI....ocvvvnrireiieeieni et eeve e xii
TABLOLAR DIZINI.....ccovimiiuniriirincinreineecnnnieneeeresneeseennnnns xiii
1. GIRIS...cieeieeieecee et et r e e van s 1
2. GENEL BILGILER....vivuirviivrieneeiiinreenrennnsenasennnnes 3
2.1 G6PD'NIN YAPISI VE BIYOKIMYASI........cccevuvereen.. 3
2.2 PENTOZ FOSFAT METABOLIK YOLU.......cccccvueneennens 5
2.3 KALITIM MODELL....ccvvviriiirenicieirracenrernncernmanennes 9
2.4 HEMOLIZ MEKANIZMAST........cevvvvvriererreireenninerns 11
2.5 G6PD EKSIKLIGININ KLINIGI.......vieuneeniiiiirinineniens 14
2.5.1. Akut Hemolitik Anemi.....c.civiivveiriiiiiinriierinneriieneess 14
2.5.2. Neonatal SartiK....cicvviirviriinreirrirciinnisnereerereneseens 16
2.5.3. Kongenital Sferositik Olmayan Hemolitik Anemi....... 17
2.5.4. - 1V .4 1 R 18
2.5.5. Neonatal TKterUS.....civeviiiireiieririreererearenseneencenes 19
2.5.6. GOPD VE Malarya....cvceevieeeirinreerrrereeiersersanrenssonsares 19
2.6 ERITROSITLER DISINDA DiGER HUCRELERE ETKISi..20
2.7 G6PD VARYANTLARL......ceuvveiinnirrenniinrneeennncrennnnns 21
2.8 G6PD EKSIKLIGI.....covveicvineerieccninerricresieieneeesenans 29



2.8.1
2.9

3.1
3.2
3.3

3.4

34.1
3.4.2
3.5
3.6
3.7
3.8

Savfa

Molektiler Biyolojisi....cc.ccvevvevenirneiereininineennen. 30
COGRAFI DAGILIMI VE SIKLIGL......c.ccsverveennns 33
MATERYAL VE METOT....cccciiinmiiniicrininiancncaenes 34
Orneklerin Toplandi§i Gruplar......c.ccccevvenvennnnnn.. 34
Kandan Genomik DNA Izolasyonu........c...ccevvennee. 34
Polimeraz Zincir Reaksiyonu Ile G6PD Eksonlarinin

(00T T= 1o ][ 1= 1= 1S P 35
DNA Dizi Analizi ile G6PD Genindeki ‘
Mutasyonlann Saptanmasl.......ccovevviinreniincnsrinrannss 38
Tek Zincirli DNA'dan Dizi Analizi..........ccooviniiininnans 39
Cift Zincirli Amplifikasyon Uriinlerinin Dizi Analizi..... 41
Dizi Analizi ReakSiyonuU.........cvvviinnininaneiiiniarananes 43
Sekans Jelinin Hazirlanmast.......ccocoiievinininicnnnnan, 44
DNA Dizi Analizi Elektroforezi............ccccovvvuininnene. 45
Otoradyografi..cc.creeicvicriiniieiinicsneiiarerararocereesnnes 45
BULGULAR. ..ccitiieiietiincateniiaanccccanassnecsnncassonnnes 48
TARTISMA. ...t iiiiiciiiiiiiicsistsiisieserseneeressenssinnss 62

KAYNAKLAR.....c.ccvciiiiiiiiiiiiiiiiiiincciicenn s ceen 69



SIMGELER VE KISALTMALAR DizZiNi

A adenin

AHA Akut Hemolitik Anemi

C sitozin

CNSHA kronik nonspherocytic hemolytic anemia
ddNTP diddeoksinukleotittrifosfat

dNTP deoksinukleotittrifosfat

EDTA etilen diamin tetra asetik asit

G guanin

G6P glukoz-6-fosfat

G6PD Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz

GR Glutatyon rediiktaz

GSH Redukte glutatyon

GSHPX Glutatyon peroksidaz

GSSG Okside glutatyon

Kb kilobaz

Lys lizin

Med Mediterranean mutasyonu

NADP nikotinamidadenin din(kleotit gosfat
NNJ neonatal jaundice

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RFLP Restriksiyon Fragment Length Polymorphism
SAP Shrimp alkalen fosfataz

SDS sodyum dodesil siilfat

T timin

TBE tris-borik asit-EDTA

TE Tris-EDTA

UTR UntranSlated Region



Sekil

2.1

2.2

3.1

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8
4.9

SEKILLER Dizini
Sayfa
Pentoz fosfat YolU.....cccovviviiviiinierinnnnes 7
G6PD ve Glutatyon Déngusd................. 13
Polimeraz Zincir Reaksiyonu.........c.c..... 46
Ekson 6'daki Akdeniz tipi mutasyonun
dizi analizi ile gbésteriimesi..........ccvvvvnvrnee 50
Ekson 5'teki 376 A—~G polimorfizminin
dizi analizi ile gosterilmesi...........cccccevviveannns 51

Ekson 9’daki Chatam mutasyonunun dizi
analizi ile gosterilmesi..........cccocevvieveinnnnn.. 52
G6PD genine ait primerlerin ve dizi analizi
uygulanan bélgelerin dizisi...................... 53
Hastalanmizdan K.B.'ye ait DNA dizi analizi
uygulanmis bélgelerin dizisi..................... 55
Hastalanmizdan Y.T'ye ait DNA dizi analizi
uygulanmis bdlgelerin dizisi...................... 57
Ekson 4'teki 202 G—»A mutasonunun bulundugu
bolgenin dizi analizi ile gfsterilmesi................ 59
Ekson 8‘i normal olan bireye ait dizi analizi....... 60
Ekson 9'unda mutasyon bulunamamis bireye
ait dizi analizi.......cocoiviiininiiii 61

Xit



xdii

TABLOLAR DiziNi
Tablo Sayfa
2.1 Hemolitik anemiye neden olan ilag ve kimyasallar.... 15
2.2 VAryant tablOSU........eeerrrersncrsesessrieirreesrenseressnsenns 23

4.1 Calisilan bireylerde bulunan mutasyonlar................ 49



1.Giris

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (GePD; EC 1.1.1.49) enzimi, pentoz
fosfat yolunun ilk basamagini katalizleyen ve kontrol noktasini
olusturan enzimdir. GsPD’nin ana fonksiyonu 6zellikle eritrositlerde
indirgenmis halde glutatyon saglamak igin gerekli olan antioksidan
NADPH Gretmektir.

Kaliimsal GgPD eksikligi diinyada 400 milyondan fazla insam
etkileyen en yaygin genetik bozukiuklardan bir tanesidir. GePD
eksikligine anormal 6zelliklere sahip enzim varyantlannin Uretilmesi
neden olur. Varyantlann her biri  ¢esitli siddetlerdeki enzim
eksikligine neden olmaktadir. GsPD varyantlan; elektroforezde
aldiklan yol, optimum pH degerleri, Km degerleri, substrat
analoglanni kullanma yetenekleri, sicakliga karsi dayanikliklan goz
6niinde  bulundurularak normal enzimle karsiasgtiniarak
saptanabililer. GUnimiizde bu varyantlar genetik analizier
yardimiyla saptanmaktadiriar.

GePD geninde meydana gelen mutasyonlar sonucu olusan GgPD
eksikligi NADPH eksikligine yol agmaktadir. Eritrositier NADPH1
pentoz fosfat metabolik yolundan saglamaktadirlar. G6PD
eksikliinde NADPH bagimh glutatyon rediktaz (GR) okside
glutatyonu (GSSG) indirgeyemedidi igin hiicrede NADPH ve rediikte
glutatyon (GSH) miktan azalir. Dolayisiyla hiicrede dis ve ig
kaynakli oksidan maddeler hasara neden oluriar, Heinz cisimcikieri
olusumu hemolizie sonuclanir ve béyle bireylerde anemi gézlenir.

Hemolitik anemi GePD eksikliginin en 6nemli belirtisidir. Hemoliz,
ilag ahmi, bakla yenmesi veya enfeksiyona bagh olarak artig
gOsterebilir. Buniann yanisira yiiksek dozda C vitamini alinmas! ve



orak hiicreli aneminin bulunmasina baglh olarak da hemolizin
olusumu kolaylasir.

GePD eksikligi ilk olarak 1950 yillarda bulunmustur. Bulunduktan
sonraki ilk on yil iginde bu eksiklige ait klinik bilgiler toplanmaya
baslanmigtir. Ikinci on vyl igerisinde enzimin biyokimyasal
varyantlan arasindaki farkhliklar enzim konusunda ilgi odagini
olusturmustur. Son zamanlarda ise enzimi etkileyen mutasyonlar
DNA duzeyinde anlasiimaya calisiimaktadir. GePD mutasyonlar
uzerinde yapilan galismalar yapi-fonksiyon iliskisini anlamamiza da
yardima olmaktadir. Gliniimiizde gelisen teknikler sayesinde gen
arindnin elektroforetik varyasyonuna bakilmaksizin varyantlarn
tesbit edilmesi mimkin hale gelmistir. Bugiin, GsPD geninde
meydana gelmis olan mutasyonlan saptamak icin RFLP analizi
(Restriction Fragment Length Polymorphism), DNA dizi analizi gibi
teknikler kullaniimaktadir.

GePD eksikligi diinyada ve (ilkemizde en sik rastlanilan eritrosit
enzim eksikligidir. Pek gok ilke kendi toplumundaki GsPD enzim
eksikliginin molekiler temelini saptamistir. Tim dliinyada DNA dizi
analizi ile GgPD genine ait 122'den fazla molekiler defekt
saptanmigtir. (Vulliamy ve ark. 1997)

Bu tez calismasi da Ulkemizde yaygin olan Mediterranean (Med)
mutasyonunun disinda kalan Ge¢PD genindeki molekiiler defektlerin
profilinin gikaniimasini ve bu mutasyonlarin saptanmasi icin DNA
dizi analizi tekniginin gelistiriimesini amacglamaktadir. Hasta
bireylerden ve ailelerinden elde edilen DNA érnekleri PCR yontemi
ile gogaltilmis ve DNA dizi analizi uygulanarak mutasyon taramasi
gerceklestirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1 GsPD’NIN YAPISI VE BIiYOKIMYASI

GePD, mayalardan, protozoaya, bitkilerden, hayvanlara kadar tim
organizmalarda bulunan evrimsel bakimdan eski bir enzimdir.
Memelilerde G¢PD baz istisnalar disinda sitoplazmik bir enzimdir.
Bazi durumlarda bobrek ve karaciger hicrelerindeki
peroksizomlarla badlantih GgPD aktivitesi de go6riilmektedir. Bu
organellerin erken Okaryotlarda oksijene karsi savunma
mekanizmasi olarak evrimlestigi diistinlilmektedir, buglin bu gorev
GePD’ ye aittir.

GsPD'nin enzimatik olarak aktif formu yaklasik 59 kd agirligindaki
tek bir polipeptit altiinitesinden olusan bir dimer veya bir
tetramerdir. Amino asit dizisi sigan karaciger G¢PD’ si ile %94
homoloji gostermektedir. Enzim 515 amino asitten olusmaktadir.
GePD’nin dimer, tetramer ve hekzamer formunda bulunmasini pH,
ortamin Mg*? iyonu derisimi, protein derisimi ve iyonik kuvvet
etkilemektedir.

Cesitli tirlerden saflagtinlan GePD enzimlerinin amino asit
bilesimleri incelendiginde aspartik asit ve glutamik asit toplaminin
lizin, arjinin ve histidin toplamindan daha fazla oldugu
bulunmustur. Bu da izoelektrik noktasinin dlsik oldugunu
g6stermektedir.

GePD'nin optimum pH’st senil kataraktli, diabetik katarakth
hastalardan ve normal insan lensinden saflastinlan enzim igin,
insan eritositi, sican karacigeri koyun lensi ve kobay lensinden elde



edilen enzim icin 8 olarak bulunmustur. Fakat yine bu deger cesitli
tirderde 7 ile 9 arasinda farkhlik gostermektedir ve ortamin MgCl2
konsantrasyonu bu deger {izerinde etkili olmaktadir.

GsPD'nin dogjal substrati GgP'dir. Enzimin substrat 6zguilltiga cok
yliksektir. Diger heksoz fosfatlarla olan aktivitesi ihmal edilebilir.
Ayni durum koenzim 6zgulligl icin de s6z konusudur. Buna karsilik
desamino-NADP ve 2-deoksi glukoz 6 fosfat gibi substrat
analoglan Uzerinde belirgin aktivite gdstermektedir. (Ulusu ve ark.
1997)

Enzimin GgP baglanma bolgesinin Lys®® yaninda oldugu
disinulmektedir, c¢tnki bu rezidi pridoksal 5- fosfat ile
etiketienebilmektedir ve bu reaksiyon G6P lle Onlenmektedir.
Dahasi E. coli‘de Oretilmis rekombinant insan GgPD’si ile yapilan
cahsmalar Lys?®nin G¢P baglanmasindan cok elektron transferi
icin gerekli oldugunu gostermigtir. ( Nathan ve Orkin, 1998)

NADP baglama bblgesi hala kesin olarak belifenememistir. Insan
GsPD dimeri modeli bir mikroorganizma olan Leuconostoc
mesenteroides’in saptanmis olan kristal yapisi temel alinarak
olusturulmustur. Bu analiz sonucu NADP baglama bdlgesi ekson
3'te bulunan 38-43.amino asitlere karsihik gelen kritik G-X-X-G~-X-X
peptit motifinin bulundugu B tabakali yapinin oldugu bélgeye
yerestirilmistir. ( Nathan ve Orkin, 1998)

GePD pentoz fosfat ve diger metabolik yollann denetlenmesinde
biiyilk role sahiptir ve aktivitesi fizyolojik kosullar ile
dizenlenmektedir. NADPH enzimi kompetitif olarak inhibe
etmektedir, NADP*nin baglanmasim engellemektedir, Ge¢P'nin
baglanmasini ise nonkompetitif olarak engellemektedir.



ATP de diger bir G¢PD inhibitéridiir. L. mesenteroides'ten elde
edilen enzim ile yapilan galismalar bu inhibisyonun fizyolojik Mg*?
derisiminde geri cevrildigini gostermistir. Enzim ayni zamanda
Asetil Co-A ve Koenzim A ile de inhibe olmaktadir. 17- ve 20-
ketosteroidier de enzime NADP* ve GgP baglanmasini unkompetitif
olarak inhibe etmektedir. (Ulusu ve ark.,1997)

Normal GgPD (G6PD B) aktivitesinin yan 6mri 60 giin kadardir.
GsPD A™ aktivitesindeki dlsls ise daha hizlidir (13 giin) ve GsPD
Mediterranean ‘in yan 6mrii saatlerle dlglilecek kadar kisadir. GePD
A" gibl GePD eksikliginin yaygin turlerinde kirmizi hicrelerin
hayatta kalis siireleri erken yaglanma ile kisaltlmistir ve membran
yapisi farkedilebilir bir sekilde bozulmustur. G¢PD eksikliginin bir
cok formu kirmizi hiicreler enfeksiyon veya oksidasyon gibi stres
kosullan ile karsilasmadiklan siirece zararsiz bozukluklar olarak
gérilmektedir. ( J. H. Jandl, 1987)

2.2 PENTOZ FOSFAT METABOLIK YOLU

Pentoz fosfat vyolu fosfoglukonat yolu veya heksoz mono fosfat
yolu olarak da bilinmektedir. Bu yolun asil amac erierji elde etmek
degildir. Buna karsihk 4 ana aktiviteyi ylriitmek (zere dzellesmis
cok fonksiyonlu bir yoldur. Ana amaa birgok hiicrede sitoplazmada
NADPH seklinde indirgeyici glc Uretmektir. Bir piridin niikleotit
koenzim olan NADPH rediikleyid biyosentezde kullanilir. ikinci
fonksiyonu heksozlar pentozlara 6zellikle niikleik asit sentezinde
gerekli D-riboz 5-fosfat'a dondgstirmektir. Riboz-5-fosfat DNA ve
RNA'ya ve bazi koenzimlerin yapisina katilan riboniikleotit ve
tarevierinin biyosentezinde kullanilir. Uglincli fonksiyonu glikolitik
yola girebilecek gekilde pentozian oksidatif degredasyon ile



heksozlara doénlstirmektir. Son olarak da fotosentezin karanhk
reaksiyonlannda CO:'ten glukoz olusumunda gbérev almak (izere
fosfoglukonat yolu modifiye olur. Pentoz fosfat metabolik yolu
hiicre sitoplazmasindaki enzimler tarafindan gerceklestiriimektedir.
Bu yolda bulunan reaksiyonian katalizleyen tim enzimler sitozolde
yer almaktadirar.

Bu yolda kullamlan enzimlerin hepsi B.L. Horecker ve E. Racker ve
ark. tarafindan cahsiimistir. GePD bu yolun ilk enzimidir ve glukoz
6-fosfattan 6-fosfoglukonat olusumundan sorumludur. GePD ayni
zamanda “Zwischenferment” olarak da bilinmektedir. (Horton ve
ark. , 1996)

Pentoz fosfat yolu oksidatif evre ve oksidatif olmayan evre olmak
Uzere ikiye aynlabilir. Oksidatif evrede glukoz-6 fosfat 5 karboniu
bilesik ribuloz-5-fosfata donliglrken NADPH olusur. Eder az
miktarda NADPH ve niikleotide ihtiya¢ varsa ribuloz-5-fosfatin hepsi
riboz-5-fosfata izomerize olur ve yol bu evrede sonlanir. Genellikie
NADPH’a riboz-5-fosfattan daha fazla ihtiyag duyulur ve pentoz
fosfatlann cogu glikolitik ana Grinlere donistarilir.

Pentoz fosfat yolunun oksidatif olmayan evresi oksidatif evrede
olusmus pentoz fosfati kullanir. Oksidatif olmayan evrede ribuloz-5-
fosfat glikolitik ara Grinler olan fruktoz-6-fosfat ve gliseraldehit 3
fosfata donustarilir.



Sekil 2.1.Pentoz-fosfat yolu
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3 Ribuloz 5-fosfat =2 Fruktoz 6-fosfat +Gliseraldehit 3-fosfat

oksidatif evrenin ilk basamadi GePD tarafindan katalizlenir. Bu
basamak tim pentoz fosfat yolunun ana dlizenleyici bolimudiir.
GsPD, NADPH tarafindan allosterik olarak inhibe edilir. Bu basit
dizenleme 6zelligi pentoz fosfat yolu tarafindan NADPH Uretiminin
kendini sintrlayici olmasini saglar.

Pentoz fosfat yolunun oksidatif evresinde yola giren her glukoz
molekuliine karsilik iki molekiil NADPH Uretilir.

Oksidatif olmayan evre ise biyosentez igin 5 karbonlu seker
sadlamakla gorevlidir ve glikoliz ve glioneogenez'e seker fosfat
sunumundan sorumiudur.

3 glukoz 6-fosfat+6NADP*+3H,0 =2 fruktoz 6-fosfat+gliseraldehit
3-fosfat+6NADPH+3 CO,+6 H*

Birgok hticrede gliseraldehit 3-fosfat ve fruktoz 6-fosfat G6P sentezi
igin kullaniir. Bu durumda 1 molekdl glukozun tamamen COj'e
okside olabilmesi icin yol boyunca 6 dongl yapmasi gerekmektedir.
Dolayisiyla pentoz fosfat yoluna giren GeP'nin cogu geri
dontstmiidir ve 1/6’st COz'e ve Pi’ a donlsir. Bu nedenle bu
metabolik yolun alternatif ismi  pentoz fosfat donglstdir. (R.
Horton ve ark., 1996)

2.3 KALITIM MODELI
GgPD eksikliginin kalitimi eseye bagdhdir. Bu nedenle bu ozelligi

tasiyan erkeklerde tamamen ifade olur ve asla babadan ogula
gegmez, sadece anneden ogula gecer. Disilerde ise durum farkhdir.



Cunkl her hiicrede bir X kromozomu aktiftir. Bunun sonucunda
GePD eksikligi bakimindan heterozigot olan disiler iki kirmizi hiicre
populasyonuna sahiptir; normal hicreler ve hasarli hiicreler.
Hasarli hiicrelerin normal olanlara orant blytk degisiklik
gdsterebilir. Heterozigotlardaki GePD eksikliginin ifadesindeki bu
belirgin cesitlilik X-inaktivasyonu isleminin dogal bir sonucudur.
Inaktivasyon islemi rastgele oldugu igin bazi durumlarda maternal
kékenli bazi durumlarda ise paternal kokenli X kromozomlan
inaktivasyondan kacabilifer. Heterozigotlarda GePD eksikligi olan
hicrelerin normal hiicrelere oranminin belirgin gesitliligi  boyle
bireylerdeki ifadenin belirgin farkliligi nedeniyledir. (Beutler, 1990)

Kadmnlar iki X kromozomuna sahip olduklanndan X ile baglantili
genlerin iki katina sahiptirler. Dolayisiyla bu durum bu genlerin
triinlerine erkeklerdekinden 2 kat daha fazla sahip olacaklan
diistincesini ortaya gikanr. Ama her iki cinsiyette de seviye hemen
hemen aymdir. Bu olgu ile baglantih mekanizma “dosage
compensation” etkisi olarak isimlendirilir.

Normal disilerdeki “dosage compensation” (dozaj ayarlamasi)
mekanizmast Ge¢PD heterozigotu kadinlann galigilmasi ile agida
gikanlmistir. Ornedin bir erkek gocugu normal, dider erkek gocugu
hasta olan bir kadinin heterozigot olmasi kesindir. Boyle bir kadinda
GePD aktivitesi 6lculdiiginde normal aktivitenin ortalama %50'si
bulunmustur. Bununla birikte bu gruptaki bazi bireyler normal veya
eksik enzim aktivitesine sahip olabilmektedir. Dolayisiyla bazi
kadinlar fenotipik ifade ve bilinen genotip arasinda bir aynm
sergilemektedir.

Bu olgu X'in inaktivasyonu hipotezi ile agiklanabilir. Bu hipoteze
gbre;
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1. digilerdeki iki X kromozomundan sadece biri aktif digeri
inaktiftir.

2. X kromozomlarindan birinin inaktif oldugu hiicrelerin badil orani,
erken gelisim evrelerinde rastgele belirienir.

3. Her hicrenin progenisinde aynt X kromozomu inaktif olarak
kalir.

Dolayisiyla GePD heterozigotu disilerde her hiicredeki azalmis
enzim aktivitesi ayni dedildir. Aymi bireydeki iki farkh hiicre
populasyonu -normal ve eksikligi tasiyanlar- birarada bulunur. Her
bireyde normal hucrelerin enzim eksikligini tastyan hiicrelere orani
rastgele  belirflendigi  igin  heterozigot kadinlann  kirmizi
hiicrelerindeki enzim aktivitesi seviyesi cesitlilik gosterir. Ortalama
olarak %>50'si normal, %50'si enzim eksikligini tasiyan hiicreler
bulunur fakat baz bireylerde normal hiicreler bazilannda da
eksiklidi tasiyan hiicreler fazladir. (Nathan ve Oski, 1981)

2.4 HEMOLiIZ MEKANizZMASI

Kirmizt hucreler antioksidatif enzimler ile silahlanmuglardir. Bu
detoksifiye edici sistemler GSH rediiktaz (GR) , GSH peroksidaz,
siperoksit dismutaz ve katalazi icermektedir. Bu enzimler
sayesinde hicre, hidroksil radikali (-OH) ve singlet oksijen gibi
zararl serbest radikallerden korunur.

GePD eksikligi olan kirmizi hiicrelerin  muiireri ilag kullanimu,
enfeksiyon ve neonatal dénem gibi durumlarda kisalmaktadir.
Bunun nedeni tam olarak bilinmemektedir. GgPD eksikligi olan
hiicrelerde ilagla indikienen hemoliz genellikle sadece oksijen
varhdinda olusan denatiire hemoglobin ve stromal protein
partikillerinin meydana getirdigi Heinz cisimcikleri ile birlikte



gorilmektedir. Kirmizi hlcreler belirli ilaglara maruz kaldiklannda
ilag hemoglobin ile etkilestijinde ortamda disik dizeylerde
hidrojen peroksit olusur. Buna ek olarak baz ilaglar ara Uriin olarak
peroksit olusturmadan GSH% oksitleyen serbest radikaller
olustururlar. Bu durum GSH'in disilfit formuna (GSSG) dénismesi
veya kansik disiilfit olusturmak tzere glutatyonun hemoglobin ile
kompleks olusturmasi ile sonuglanmir. Bu kansik disUlfitlerin
hemoglobinin B 93. pozisyonundaki siilfidril grubu ile olustugu
disinilmektedir. GSH ve hemoglobinin bu sekilde baglanmasi
buyiik bir olasilikla stabil degildir ve molekdl ici silfidril gruplannin
oksidasyona ugramasi ile konformasyonel degisiklikler gegirerek
kanigik disilfitler olustururar. Aynca zincir ayrnilmalan ile serbest a
ve B zincirleri ortaya gikar. Normal hiicreler GSSG'yi GSH'a ve GSH
ve hemoglobinin kangik distlfitlerini glutatyon rediktaz reaksiyonu
ile indirgerler. Bununla birlikte bu distilfit baglannin indirgenmesi
icin NADPH‘a ihtiyacg vardir. GePD eksikligi olan hiicreler NADP*‘yi
NADPH’a normal oranda indirgeyemedikleri igin hidrojen peroksidi
ve GSH-hemoglobin disiilfitlerini indirgeyemezler. Boyle hiicreler
bazi ilaglarla kargilastiklannda Heinz cisimcikleri olusur ve bu
hticreler dolagimdan hizla uzaklastinlirlar.

GePD eksikliginde gérilen Icterus neonatorum ise biyiik bir
olasiikla kirmizi hiicre édmriiniin kisalmas: ve G¢PD eksikligi olan
bebeklerde olgunlasmamig karaciger tarafindan bilirubinin yeterli
islenememesine baghdir. Bdyle bebeklerde anemi yok gibi
géziitkmektedir. Bu durum karaciger fonksiyon bozuklugunun daha
biiyiik bir rol oynadigini diisiiniilmesine yol agmaktadir.
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G6P GSH

6PG GSS

¥

iNDIRGEYICi BIYOSENTETIK
REAKSIYONLAR

Sekil 2.2. G¢PD ve glutatyon déngist

GsPD eksikliginde enfeksiyonla veya kendiliginden olusan hemolizin
mekanizmasi heniiz tam olarak anlagilamamistir. Bu tip hemolitik
reaksiyonlarda fagosite edici I6kositlerin olusturdugu hidrojen
peroksidin rol oynayabilecedi dusiinilmektedir.

Bakladan da kirmizi hiicre GSHIna zarar verebilen maddeler izole
edilmistir. Favizme sadece GePD eksikligi gériilen bireylerde
rastlaniimaktadir. Bununla birlikte bdyle kisilerin aile bireylerinde
de hassasiyet gérilmesi ek genetik faktorlerin de rol
oynayabilecedini diisindirmektedir. Glukarik asit saliniminda bir
artisin  gdzlenmesi  glukoronid olusumunda bir bozuklugun
olabilecegi fikrini ortaya cikarmaktadir. Favizmde immunolojik
faktorler rol almamaktadir. (Beutler, 1990)
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2.5 G¢PD EKSIKLIGININ KLiNiGi

GePD eksikligini tasiyan birgok birey bu genetik bozukiugun klinik
beliritisini gdstermez. GePD eksikliginin ana klinik sonucu hemolitik
anemidir. Genellikle anemi dénem ddénem olugur ama baz nadir
varyantlar kronik sferositik olmayan anemiye neden olabilirler ve
bu émir boyu siiren hemolitik bir stregtir. Genellikle hemoliz ilag
kullanimi, enfeksiyon ve baz bireylerde bakla yenmesi gibi stres
kosullan ile baglantiidir. Bununla birlikte klinik 6neme sahip ve
halk sagh§ bakimindan énemli olan diger bir sendromda neonatal
sariliktir. (Beutler, 1990)

2.5.1 Akut Hemolitik Anemi (AHA)

GePD eksikliginin yaygin formlannda (G6PD A" ve GePD
Mediterranean ) enzim eksikligi genellikle pentoz fosfat yolunun
aktivitesi stres altinda olmadigi sirece zararsizdir. Tablo 2.1'de
verilen ilaclar alinmasi stres kosullanni olusturur.

Akut ve subakut enfeksiyonlar da GePD Al bireylerde hemolize
neden olur. Salmonella, koliform , B hemolitik streptokok, riketsia,
influenza ve viral hepatit enfeksiyonlan hemolizden sorumludur.
Viral hepatit metabolize edilmemis oksidanlarin birikimine neden
olarak hemolize yol agar.

Diabetik ketoasidozis de GePD eksikliginde siddetli hemolize neden
olabilir. pHdaki azalma, pirGvatin birikmesi hiperglisemi glikolizi
hizlandirarak pentoz fosfat yolunda stres kosullan yaratir.
Hemolizin molekiiler temeli bilinmemektedir fakat asidozis tedavi
edildiginde sonlanmaktadir.( Handl, 1987)



Tablo 2.1. Hemolitik anemiye neden olan ilag ve kimyasallar

Kategoriler
Antimralaryaller. . me sommasmmi s s s s
Pamaquine

Pentaquine

Stlfonamidler ......casmmmmmsmmsss

Stlfapiridin
Sulfasetamid
Stlfamethoksazole

Silfonlar
Thiazolstilfon

Diafenilstilfon

AnaljeaiRl . . . . ..
Antipiretikler - ... meeie . . . stiasaasunine.
Nitoftianlar. SSEuEEs. ., S ... ..
Misellanoz e . - . .. . . . . .4

Toluidin mavisi
Trinitrotoulen
Nalidiksik asit

Niridazol

Ornek Bilesikler

Primaquine

Silfanilamide

..Asetanilid

Fenilhidrazin
Nitrofurantoin

Metilen mavisi



Hasta bireyde stres kosullan olustuktan birkac saat sonra birtakim
rahatsiziiklar bag gosterir. 24-48 saat icinde ateste artma (38°C'ye
kadar) olur. Sersemlik, kann agnst , diyare ve nadiren kusma
gorulir. 6-24 saat icinde idrar renginde degisme gdzlenir. Renk
kirmizi, kahverengi veya siyah olabilir. Ayni zamanda sanlik belirgin
hale gelir. Hasta solgun ve tasikardiktir, siddetli durumlarda
hipovolemik sok ve gok nadiren de kalp krizi gorilebilir. Dalak ve
karacigerde biiyiime olabilir. (Nathan ve Orkin, 1998)

2.5.2 Neonatal Sarilik (NNJ)

Yeni doganlarda hemolitik hastalik mekanizmasi rhesus
alloimmunizasyonuna bagh olarak aciklanmaktadir. Bununla
birlikte GePD eksikliginin yaygin oldugu bircok populasyonda rhesus
uyumsuzlugu olan hamileliklerin orani diisiiktir.

GePD eksikligi ile baglantili neonatal sanlik (Neonatal Sanlik- NNJ)

klasik rhesus baglantii NNJden iki ana konuda farkllik

gdstermektedir:

1- dogum sirasinda ¢ok nadir olarak bulunur ve insidans pikini 2.
ve 3. glinlerde verir.

2- Sanhk anemiden daha fazladir ve anemi nadiren siddetli
olmaktadir.

Bu nedenle HDN (hemolytic disease of newborn-yeni dodanlardaki

hemolitik hastalik) ve NNJ terimleri en azindan G¢PD eksikligi

konusunda birbirlerinin yerine kullanilamaz.

NNJ'nin siddeti klinik bakimdan 6nemsiz olabilecegi gibi bazi
durumlarda eder tedavi edilmezse kernikterus tehdidi s6z konusu
olabilir. Bu nedenle hasar verebilecek nérolojik sonuglann
onlenmesi bakimindan problemin taninmasi énemlidir.
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Neden GePD eksikligi olan yeni doganlarin bazilarinda NNJl'nin
gelistigi bilinmemektedir. Bununla birlikte, NNJ'nin her GePD
eksikligi olanda gérilmemesi ek bir faktérin varligr suphesini
kuvvetlendirmektedir. Bu konuda calismalar yiritilmektedir. Bir
olasilk GePD eksikliginin genetik heterojenligidir. NNJ baz
varyantlara ayncahk taniyor olabilir. Diger bir olasiik da NNJY'nin
rezidiiel GsPD aktivitesinin nicel diizeyi ile badlantii olmasi olabilir,
ama bu da kanutlanamamigtir.

iki tipte NNJ ile baglantili GePD eksikliginin oldugu distindlebilir.

1- Daha yaygin olan fizyolojik sanhgin belirgin bir sekilde
gozlendigl tip

2- Daha nadir karsilasilan hemolitik tip ki ; bu durum yeni
doganlarda olusan AHA gibi gbzlenebilir. Clink{i bir ergin bireyde
AHA olusturabilecek bir ajana maruz kalinmasi sonucu olusmus
gibi gézlenmektedir. Ajan bir ilag, enfeksiyon veya naftalin
kullanimi gibi yerel bir ahskanlik olabilir. (Nathan ve Orkin,
1998)

2.5.3 Kongenital Sferositik Olmayan Hemolitik
Anemi (CNSHA)

Hayat boyu siiren hemolitik anemi genellikle yeni doganlarda
eritroblastozis fetalisi taklit eder goriinimde bagslar ve erkeklerde
GePD 1. Simf varyantlardan birini tasiyan X’e bagh kalitm sonucu
ortaya gikabilir. Aykin bir sanlik gorulebilir, splenomegali olabilir
veya olmayabilir. Daha 6nce s6z edildigi gibi GePD eksikligi olan
bireylerde kirmizi hiicre dmriinde bir azalma vardir.



I. sinif GgPD eksikligi olan ve CNSHA olan bireylerin kirmizi hiicre
membranlan, biylk molekdl agirikli protein agregatian igerirler.
Kirrmzi hiicre membrani thiollerinin yaklasik %80 oksidasyona
agitktir ve NADPH redikleme sisteminin  yoklugu CNSHA’h
hicrelerde oksidatif gapraz baglann olusumu ile sonuclanir. Okside
membranlar deformasyona karsi koyar, transmembran proteinlerin
lateral hareketi kisitlanmistir, hiicre sekli sabitlenmistir. Hicre
seklinin sabitligi mekanik hemolize neden olur. (Handl, 1987)

2.5.4 Favizm

Favizm, GePD eksikliginin en ciddi sonuglanndan biridir. Erginlerden
daha ¢ok gocuklarda yaygindir. Bakla sonucu olusan tim hemolitik
krizlerin %70’ ozellikle 2-10 yas arasi cocuklarda olusmaktadir.
Hemolizin baglamasi ani olabilir. Ornegin bakla yendikten 1 saat
sonra olusabilir. Daha yaygin olarak ise 1-2 giin icinde baslayabilir.
Hemolizin ara sira da kabugu soyulmamis seftali gibi diger
yiyecekler alindiktan sonra bagladigi rapor edilmistir. idrar kirmizi
veya koyu bir renk alir ve siddetli durumlarda boyle bireylerde kisa
zaman iginde sok geligebilir. Bu durum enzim eksikligi gortilen
bireylerin az bir kisminda gorilmektedir. Favizmden en ¢ok
etkilenen bireyler GsPD Akdeniz mutasyonunu tasiyanlardir. Sonug
olarak Sardunya, Sicilya, Kalabria, Yunanistan ve Sephardic
Yahudilerde yaygin olarak gérilmektedir. Ama Ge¢PD eksikligi olan
zencilerde bu duruma duyarlilik yoktur.

Baklada hemolize neden olan ajanlann divicine ve isouramil
pirimidinlerinin O-B-glukozidi olan vicine ve convicine oldudu
digtnilmektedir. Divicine ve isouramil glutatyon varliginda O,'yi
aktive ederek serbest radikaller olusturan guclii redukleyici
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ajanlardir. Bu reaksiyonda O;'den 1:1 oraninda H,O; olusur. Bu
pirimidinler, baklagillerden sadece V. fava tiuriinde bulunmaktadir.

Vicia fava (bakla) diinya genelinde yayginca yetistirilen bir bitkidir.
Ozellikle Akdeniz kékenli kiiltiirerde cok yaygin olan bir Griin
olmasi favizmi etnik bir sorun haline getirmigtir. Favizm o6zellikle
baharda bitkinin hasad sirasinda ve polinasyon mevsiminde yaygin
hale gelmektedir. Akut favizm ataklannin yaklasik %90% taze veya
pismis bakla yenmesinden, %2-3'li enfeksiyon veya ilag alim
nedeniyle, geri kalan kisim ise o&zellikle G¢PD Mediterranean
sikhdinin %35’e ulastigi Sardunya gibi bolgelerde polenlere maruz
kalinmas! sonucu tetiklenmektedir. Bunun sonucunda bu sorun ile
basa ctkmak icin Italya’da dzel “favismo” hastaneleri kuruimustur.
(Handl, 1987)

2.5.5 Neonatal ikterus

G6PD eksikligi olan bazi yeni dogmus bebeklerde neonatal ikterus
olugur. Sarilik siddetli olabilir ve tedavi edilmezse kernikterus ile
sonuclanabilir. Bu agdan bu bozukluk toplum saghdi agisindan
6nemlidir. Neonatal ikterustaki yuksek goériime sikhgi G6PD
eksikligi olan Med bebeklerde ve Cinliler arasinda gozlenmektedir.
A ~ tiptekilerde nadiren karsilasiimaktadir. Bu farkhihgin nedeni
bilinmemektedir. Cevresel faktorler —-E vitamini alimi gibi -etkin
olabilirler. (Beutler, 1990)

2.5.6 GsPD ve Malarya

GsPD eksikligi tropik ve subtropik boélgelerde, malaryanin bir
zamanlar endemik oldugu populasyonlarda yiiksek frekansta
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bulunmaktadir. Bu durum falciparum malaryasina karsi bagil bir
avantajin varhgini diisiindirmektedir.

Sitma etkeni olan Plasmodium falciparum sizogeni formunu
eritrositierde gegirir. Enzim eksikligi gorilen bireylerde ortamda
yeterli miktarda GSH ve riboz-5-fosfat (R-5-P) bulunmayacadi igin
parazitin Uremesi de azalacaktir. G¢PD eksikliginin bu durum
nedeniyle sitmaya karst koruyucu bir rolti oldugu dusiiniise de ,
belirli bir slire sonunda parazitin kendi enzimini sentezleyerek
gelisimini slirdiirmesi bu disiincenin yanhs oldugunu gdstermistir.

2.6 ERITROSITLER DISINDA DiGER HUCRELER
UZERINDEKI ETKiSI

GePD A" ve Med gibi GePD'nin yaygin varyantlarinda ve hatta en
siddetli eksikligin goruldigl varyantlarda bile lokosit sayr ve
fonksiyonunda bir bozukiuk gdsterilmemigtir. GsPD eksikligi olan
hastalarda kanama egilimi yoktur ve trombosit fonksiyonu ile
yapilan tartismah sonuglar vermistir.

GePD eksikliginin gesitli tirleri ve kanser arasinda bir baglantinin
varligina dair fikirler ortaya atilmasina ragmen elde edilen bilgiler
tatmin edid degildir ve GesPD Mediterranean tasiyan hastalardaki
detayli hematolojik malignansi calismalan bir bilgi vermemistir.
(Beutler, 1990)

Nikleuslu somatik hucreler GgPD'yi  konstitiitif olarak
sentezleyebilme yetenegine sahip olduklan igin kirmizi hiicrelerden
daha az etkilenirler. Ornedin GsPD Mediterranean tasiyanlarda
kirmizi hiicrelerde GesPD aktivitesi %5ten az iken aym bireylerin
graniiositierinde normalin %30'u kadardir, GePD A ~ li bireylerde
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kirmizi hiicrelerde G¢PD aktivitesi %12 iken grantlositierde
normale yakindir. Diger yandan eger eksiklik katalitik verimlilikteki
bir dedisme veya substrat aktivitesindeki bir degisme nedeniyle
olusmussa, durum daha etkili olabilmektedir.,

Eritrositier viicuttaki tek cekirdeksiz hiicre tipi degildir. Diger bir
ornekte goz lensidir ve GgPD eksikligi olan bireylerde juvenil
katarakt rapor edilmigtir. Sferositik olmayan hemolitik anemi
gbrilen GePD varyantt tastyan bireylerin bazilannda katarakt
gbzlenmektedir. (OMIM, 1999)

GePD aktivitesinin digik oldugu bireylerde katarakt riski de
artmaktadir. Bu durum GSH diizeyinin disiik olmasi ile
aciklanabilir. Lenste yiiksek derisimde bulunan GSH (2-17 mmol /
g), proteinlerin -SH gruplannt indirgenmis halde tutarak isik
kinimasina ve lensin opak hale gelmesine neden olan yiksek
molekil agirikhh protein agregatlannin olusmasini engelleyerek
katarakt riskini arttinr.

2.7 GePD VARYANTLARI

GePD varyantlan enzim aktivitesi seviyesine gbre 5 sinifa aynhr.
Bunlar; kronik sferositik olmayan hemolitik aneminin goérildtiga simif
I enzim eksikligi; siddetli enzim eksikliginin gérildtGdia sinif 1T enzim
eksikligi (%10’dan az); orta- hafif enzim eksikliginin gértildiga sinif
IIT (%10-60); cok hafif enzim eksikliginin gortldagli veya enzim
eksikliginin olmadigt sinif IV ( %60) ve artmis enzim aktivitesinin
gorildiaga simf V'tir. (Tablo 2.2)

Sferositik olmayan hemolitik anemiye neden olan mutasyonlar 362-
446.amino asitler arasindaki bdlgede enzimin karboksi ucunda



kimelenmislerdir. Klinik olarak hafif olan mutasyonlar ise
molekiliin amino ucunda vyeralmiglardir. Gen igi bozukluklar
tanimlandikga, tek oldugu diglnilen bir ¢ok varyantin sekans
analizinin benzer oldugu ortaya gkmistir. Bu bulgu sasirtic
degildir; ciinkii stabil olmayan mutant enzimlerle cahgilirken
biyokimyasal karakterizasyon yeterli oimamaktadir. Ornedin G¢PD
Marion, GePD Gastonia ve GgPD Minnesota aym val213-leu
degisimini; GePD Nashville ve GgPD Anaheim aym arg393-his
degisimini tagimaktadir. (OMIM, 1999)

L.Sinif varyantlar son derece diisiik GePD aktivitesine sahiptir ve
omir boyu sliren CNSHA ile baglantilidir. Bu varyantlardaki hemoliz
mekanizmasi bilinmemektedir. Bu siniftaki varyantiann bazilaninda
enzim ¢ok dayaniksizdir ve membrana ve substrata baglanma
bozuklukian vardir.

Kronik hemoliz krizlerine neden olan GsPD varyantlan cok sayida
kinetik ve fiziksel hatalara sahiptirier;6rnegin termal olarak stabil
degildider. Bu stabil olmayan varyantlann 1/7'si o kadar gabuk
denatiire olur ki enzimin kinetik veya diger ozelliklerini saptamak
mumkin degildir.

2.ve 3. Sinif varyantiar GePD eksikligi evrelerinin %90 1nt temsil
eder. Bu varyantiar kronik hemoliz ile baglanth degillerdir ama
cesitli ilaglara karsi olan duyarliikian dikkati ceker.(Tablo 2.2)



Tablo 2.2.GsPD mutasyonlan (Beutler et al, 1998, OMIM)

c@m“’ﬁakﬁ G@mm‘zk ﬁmz‘m@ asit
Gaohe 95 A-G 95 G 32His—Arg
Gaozhou
Honiara 99 A-G 99 G 33 Ile>Met
1360 C>T 13763 T
Sunderland 105-107 del 105-107 del [105-107 del
Orissa 131 C-G 9988 G 44 Ala—>Gly
Aures 143 T-»C 10000 C 48 lle»>Thr
Kozukata 159 G-C 10111 C 53 Trp—>Cys
Kamogawa 169 C-»T 101217 57 Arg—>Trp
Metaponto 172 G-A 10124 A 58 Asp—>Asn
A- -
DistritoFederal
Matera
Castilla
Alabama
Betica 202 GA 10154 A 68 Val-Mst
Tepic
Ferrara 376 A0 10877 G 126 Asn—Asp
Laghout
Kabyle
Namoru 208 T-C i0160C 70 Tyr—His
Murcia 209 A-G 10161 G 70 Tyr—Cys
Swansea 224 T-C 10176 C 75 Leu—Pro
Ube 241 C>T 10193 T 81 Arg—Cys
Konan
Lagosanto 242 G->A 10194 A 81 Arg—His




del

Varyant ad cDNA'daki Genomik Amino asit
niikleotit nikleotit dedisimi
dedisimi dedisimi

Urayasu 281-283 AGA{10782-10784 |94 Lys del
del
317 C->G 106 Ser—Cys

Vancouver 544 C->T 10818 G 182 Arg—>Trp
592 C>T 198 Arg—Cys

Sao Borja 337 G>A i0838 A 113 Asp—>Asn

A 376 A-G 10877 G 126 Asn—Asp

Vanua Lava 383 T-»C 10884 C 128 Leu—Pro

Chinese-4 392 G>T 10893 T 131 Gly—»Vval

Cairo 404 A—C 10905 C 135 Asn—Thr

Hlesha 466 G—>A 10967 A 156 Glu—lLys

Mahidol 487 G->A 11658 A 163 Gly—Ser

Plymouth 488 G>A 11659 A 163 Gly—»Asp

Chinese-3 493 A-G 11664 G 165 Asn—Asp

Naone 497 GA 11668 A 166 Arg—His

Volendam 514 C»T 11684 T 172 Pro—Ser

Nankang 517 T—C 11687 C 173 Phe—leu

Shinshu 527 A->G 11698 G 176 Asp—Gly

Chikugo 535 AT 11706 T 179 Ser—Cys

‘Malaga 542 A>T 11713 T 181 Asp—Val

Santamaria 542 A>T 117137 181 Asp—Val
376 A—>G 10877 G 126 Asn—Asp

Tsukui 561-563 del 11732-11734 | 188 veya 189

Ser del

24



Varyant Ad cDNA'daki Genomik Amino asit
niikleotit niikleotit degisimi
dedisimi dedisimi

Akdeniz

Dallas

Birmingham

Sassari 563 C->T 117347 188 Ser—Phe

Cagliari

Panama

Coimbra 592 C-»T 11763 7T 198 Arg—>Cys

Shunde

Santiago 593 G-»C 11764 C 198 Arg—>Pro

Sibari 634 A—G 11805 G 212 Met—Val

Minnesota

Marion 637 G->T 11808 T 213 Val-lLeu

Gastonia

Leleune

Harilaou 648T-G 11996 G 216 Phe—lLeu

Mexico City 680 G—A 12028 A 227 Arg—Gin

A-- 680 G-T 12028 A 227 Arg—leu
376 A-G 10877 G 126 Asn—Asp

Asahikawa 695 GHA 12043 A 232 Cys—>Tyr

Durham 713 A-G 12061 G 238 Lys—Arg

Stonybrook 724-729 12072-12077 |242- 243 Gly
GGCACT del ve Thr del

Wayne 769 G>C 12117 C 257 Arg—>Gly

Cleveland 820 G—>A 12533 A 274 Glu—Lys

Corum

Wexham 833 C>T 12546 T 278 Ser—Phe

Chinese-1 835 A>T 12548 T 279 Thr=Ser

25



Varyant ads cDNA'daki Genomik Amino asit
ntikleotit nikieotit dedisimi
degisimi degisimi

Seattle

Lodi

Modena 844 G-C 12557 C 282 Asp—His

Ferrara II

Athens-like

Osaka 853 C-T 12566 T 285 Arg—Cys

Montalbano 854 G-A 12567 A 285 Arg—His

Viangchan 871 G—A 13031 A 291 Val>Met

Jarnmu

West Virginia 910 G>T 13070 T 303 Val->Phe

Seoul 916 G>A 13076 A 306 Gly—Ser

Kalyan 949 GH>A 13109 A 317 Glu—Lys

Kerala

B

Betica 968 T-C 13128 C 323 Leu—Pro

Selma 376 A-G 10877 G 126 Asn-—>Asp

Guantanamo

Nara 953-976 del 13113-13136 |319-326del

del

Chatam 1003 G—A 13163 A 335 Ala—Asp

Fushan 1004 C>A 13164 A 335 Ala—>Asp

Chinese-5 1024 C>T 13184 T 342 Leu—Phe

Partenope 1052 G>T 13351 T 351 Gly—»Val

Ierapetra 1057 C->T 13356 T 353 Pro—»Ser

Loma Linda 1089 C—>A 13388 A 363 Asn—Lys
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Varyant ads cDMNA‘daki Genomik Amino asit
nikleotit nikleotit degisimi
degisimi degisimi

Calvo Mackenna {1138 A—G 13437 G 380 Ile»Val

Riley 1139 T-C 13438 C 380 lle>Thr

Olomouc 1141 T-C 13440 C 381 Phe—lLeu

Tomah 1153 T-C 13452 C 385 Cys—Arg

Iowa

Walter Reed

Iowa City 1156 A-G 13455 G 386 Lys—Glu

Springfield

Guadalajara 1159 C-T 13458 T 387 Arg—Cys

Mt. Sinai 1159 C-T 13458 T 387 Arg—Cys
376 A -G 10877 G 126 Asn—»Asp

Beverly Hills

Genova R Gt 13459 A 387 Arg—>His

Worcester

Praba 1166 A—>G 13465 G 389 Glu—Gly

Wisconsin 1177 C->G 13476 G 393 Arg—Gly

Nashville

Anaheim

Calgary 1178 G—>A 13447 A 393 Arg—His

Portici

Alhambra 1180 G-»C 13479 C 394 Val—lLeu

Bari 1187 C>T 13486 T 396 Pro—lLeu

Puerto Limon 1192 G—>A 13491 A 398 Glu—lys

Anadia 1193 A-G 13492 G 398 Glu—Gly
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Varyant ads cDNAdaki Genomik Amino asit
nikieotit nikieotit dedisimi
degisimi degisimi

Clinic 1215 GoA 13514 A 405 Met-lle

Riverside 1228 G->T 13527 T 410 Gly—Cys

Japan 1229 G-A 13529 A 410 Gly—Asp

Shinagawa

Tokyo 1246 G-A 13545 A 416 Glu-Lys

Georgia 1284 C>A 13560 A 428 Tyr—Dur

Vansdorf Intron 10'un 3°{13689-13690 |-
ucundaki splice|del
bolgesi del

Pawnee 1316 G-C 13719 C 439 Arg—Pro

Telti 1318 C>T 13721 T 440 Leu—Phe

Kobe

Santiago de Cuba 1339 G>A 13742 A 447 Gly—Arg

S. Antioco 1342 A->G 13745 G 448 Ser—Gly

Cassano 1347 G-C 13750 C 449 GIn—His

Union 1360 C>T 13763 T 454 Arg—His

Maewo

Andalus 1361 G->A 13764 A 454 Arg—Cys

Cosenza 1376 G-C 13884 C 459 Arg—Pro

Canton

Taiwan-Hakka

Gifu-like 1376 G->T 13884 T 459 Arg—leu

Agrigento-like

Kamiube 1387 C->T 13895 T 463 Arg—Cys

Kaiping

Anant

Dhon 1388 G-A 13896 A 463 Arg—His

28
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Petrich 1388 G—-A 13896 A 463 Arg—His
Sapporo

Fukaya 1462 GA 14067 A 488 Gly—Ser

Campinas 1463 G- T 14068 T 488 Gly—Vval

Mediterranean varyanti 2.sinif varyantlar icinde en yaygin olanidir
ve Sardunyalilarda, Yunanlilarda ve Sephardik Yahudilerde ortaya
cgkma olasihfi %3-50 arasinda dedismektedir.  GePD
Mediterranean’da GePD c¢alisilan doku ve hiicrelerde stabil
olmamakla kalmaylp ayni zamanda digik miktarlarda
sentezlenmektedir ve enzim molekilinin katalitik aktivitesi
disiktir, ( Handl, 1987)

2.8. GePD EKSIKLIGI

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (GePD) eksiklidi, eritrosit enzimi olan
G6PD'nin aktivitesinin belirgin bir sekilde azaldigi kahtimsal bir
hastaliktir ve dtinyada 400 milyondan fazla insani etkilemektedir.
Bu tip bir eksiklik oOzellikle ilag ahmi sonrasi, enfeksiyonlar
sirasinda, muhtemelen diabetik ketoasidosis sirasinda ve neonatal
dénemde hemolitik anemi ile sonuglanabilir.

GsPD eksikliginin tanimlanmasi, 19501 yillann baginda yiiritilen
antimalaryal ilag primaquinein hemolitik etkisinin arastiriimasi
sirasinda yapiimistir. Bu galismalar ile GePD eksikliginin eseye bagh
kahtimsal bir eksiklik oldugu ve primer olarak eritrositleri etkiledigi
ortaya ckanlmistir. Enzimin  eksikligi yash eritrositleri geng
eritrositierden daha siddetli etkilemektedir. Daha sonra bu enzim
eksikliginin siklikla Afrikah, Akdenizli, Dogu etnik kdkenli bireyleri



30

etkiledigi ama dider populasyonlarda da olabilecedi gosterilmistir.
GePD eksikliginin en yaygin ( polimorfik ) formu sadece stres
kosullan altinda anemi ile baglantlhidir. Daha siddetli formlar ise
seyrek olarak ortaya gikar ve sferositik olmayan hemolitik anemi
(nonspherocytic hemolytic anemia - NSCHA) ile baglantilidir.

( Beutler, 1990)

GePD geni insanda X kromozomu (izerinde Xq28 bdlgesinde
yerlesim gostermektedir. 13 ekson ve 12 introndan olusmaktadir.
Enzimin ¢ok sayida varyantinin bulunmasi, sikhkla kargilasilan
genetik hastaliklara yol agmaktadir.

2.8.1. MOLEKULER BivOoLOJisi

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz geni X kromozomu {izerinde
yerlesim godsteren 13 ekson ve 12 Introndan olusur. Protein
kodlayan bodlge boyutlan 12-236 b¢ arasinda degisen 12 segmente
ayrilmistir. (OMIM,1999) Bu gen X kromozomunun uzun kolunun
telomerik bolgesinde (Xq28 bandi) yerlesim gdstermektedir. GsPD
geni, Gd, faktor VIII ve retinal pigmentleri kodlayan (renk
korliigiinden sorumlu mutasyonlara sahip) genler ile genetik ve
fiziksel olarak baglantihdir. X kromozomunun bu béigesi insan
genomu icinde en ¢ok calistian bolgelerden bir tanesidir. Genin 5’
ucunda uzun kodlayia gérevi olmayan bir bdlge (UTR)
bulunmaktadir. Olgun G¢PD mRNA’sinin ana 5’ ucu birgok hiicre
hattinda translasyon baslama kodonunun 177 b¢ yukansinda
yerlesim gdstermektedir (OMIM,1999). 3’ ucunda ise baz sitidinler
metillenmis durumdadir. Bunun dizenleyic bir gérevi oldugu
distinGimektedir. 17. Kromozom (zerinde blylk bir olasilikla
pseudogen olan GePD benzeri bir lokus tanimianmigtir.
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Dizisi tamamen ¢kanlmis olan genin toplam uzunlugu yaklagik
18.5 kb kadardir ki bunun g¢odgunu intron II kaplamaktadir
(yakiasik 12 kb). Promotor bélgesi, bu gline kadar analiz edilmis
housekeeping genlerdeki gibi karakteristik olarak fazla sayida
guanin ve sitozin rezidlleri igermektedir. Yapilan  delesyon
analizleri gostermistir ki promotorun “gerekli “ kismu sadece
yaklagtk 150 bp uzunlujundadir. Blyilk intronun 6nemi
bilinmemektedir.

GePD geni klonlandiktan ve odzellikie PCR ile ekson veya ekson
gruplannin g¢ogaltilmast mimkin hale geldikten sonra GgPD
mutasyonlannin analizi daha kolay bir hal almistir. Bu konuda
yapilan galismalardan elde edilen sonuglar ile GsPD eksikliginin
molekiiler temelleri konusunda bilgi sahibi olmak kolaylasmistir.

Hemen hemen tiim Ge¢PD varyantlannda, tek bir yanlis anlamii
nokta mutasyonun neden oldugu tek bir amino asit degisimi
szkonusudur. Birkac durumda ise ( A" varyantinin g tipi, GePD
Santamaria ve GePD Mount Sinai ) iki amino asit degigimi
bulunmaktadir ve bunlann hepsinde degisimlerinden birini GsPD A
deg@isimi olusturmaktadir. Afrika’da bu varyant polimorfik oldugu
icin, bu durumun acgklanmas;; Gd* geninde bir nokta
mutasyonunun meydana gelmesi seklinde olabilir. Baska bir
durumda ise 3 ayn amino asit degdisimi rapor edilmistir( GsPD
Vancouver); bu dedisimlerden bir tanesi Akdeniz alamnda
polimorfik olan GePD Coimbra ile aymdir. Splicingi etkileyen
sadece bir mutasyon bulunmustur ve sirasiyla tek bir amino asidin
(GePD Sunderland ), yanyana iki amino asidin (G¢PD Stonybrook)
ve sekiz amino asidin delesyona ugradigi mutasyoniar
bulunmustur. (OMIM,1999)
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Ulkemizde ve diinyada dzellikle Akdeniz tipi mutasyon gok yaygin
olarak bulunmaktadir. Bu mutasyon 2. Sinif varyantlara dahildir. Bu
mutasyon tek bir nikleotit dedisimi sonucu olusmaktadir. Ekson
6'da bulunan bu mutasyonla birlikte bazi bireylerde ekson 11’de de
sessiz tipte bir mutasyon da bulunmaktadir. Beutler ve Kuhl 1311.
pozisyondaki bu polimorfizmin dedisik populasyonlarda gdsterdigi
frekans degisimini caismislardir. Ozellikle Hintli erkek bireyler GsPD
Akdeniz ile bu polimorfizmi bir arada tasimaktadirar.

Kaplan ve arkadaslan 1997’de yaptiklan bir calisma ile UGT1A1
geninin promotorundaki AT insersiyonu ile birlikte gériilen
Mediterranean tipteki G¢PD eksiklidinin erginlerde Gilbert sendromu
ile baglantih oldugunu ve neonatal hiperbiluribineminin
gelisiminden sorumiu oldugunu ileri stirmislerdir. Bu durum ¢ok
siddetli olup kernikterus ile ve hatta 6lim ile sonuglanabilmektedir.
GsPD eksikligi veya UDP glukoronoziltransferaz polimorfizmi tek
baslanna neonatal hiperbiluribinemi insidansini arttirmak igin
yeterli olmadiklan halde ikisinin olusturdugu kombinasyon bu
insidansi artbirmaktadir. Dolayistyla Kaplan ve arkadaslan bu
durumdan yola ¢gkarak iyi huylu genetik polimorfizmierin
etkilesimleri sonucu hastalia neden olabileceklerini 6ne
stirmektedirler.

Dider birgok kalitimsal bozuklukta ( talasemi, hemofili, muskiiler
distrofi ) olan blyik delesyonlann aksine GsPD eksikliginde
bunlann yoklugu dikkat ¢ekicidir. Diger hastalikiar ile GePD eksikligi
arasmdak'i'fonksiyonel farklihk digerlerinin dokuya 6zgii genler
olusu, G¢PD geninin ise housekeeping gen olusunun bir sonucudur.
Eger dokuya Ozg( bir gen bir mutasyon ile tamamen inaktive
edilirse embriyonik  gelisimi etkilemeyebilir, bireyin hayatinin
ilerleyen ddnemlerinde siddetli hastaliklara neden olabilir. Buna
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karsilik hiicrelerin blyik coguniugu icin diisik GePD aktivitesi bile
cok gerekli olabilmektedir. Dolayisiyla bu genin biyiik bir delesyon
ile tamamen inaktive edilmesi embriyonik dbénemin erken
evrelerinde dldirdcl olabilir. (Nathan ve Orkin, 1998)

2.9. COGRAFI DAGILIMI VE SIKLIGI

GePD eksikliginin beyaz populasyonlarnindaki yayginhgi kuzey
Avrupa populasyoniannda 1000de 1llerde seyrederken Yahudi
Kirtlerin erkeklerinde %50ye kadar cikmaktadir. Ge¢PD eksikligi
glineydogu Asya'daki Cinli populasyonlarinda da goérulmektedir.
Asya populasyonlarinda birgok varyant yaygin olarak kargimiza
citkmaktadir. A tipteki G¢PD eksikligi bati Afrika’da gok yaygindir ve
ABD'deki zenci erkeklerde gériilme sikhigi yaklastk %11’dir.
Amerika’daki zenci erkeklerin yaklasik %16’s1 eksiklik gostermeyen
GsPD A* genini tasimaktadir.

Bircok populasyondaki GesPD eksikligi genlerinin ylksek frekansi
GePD eksikliginin bir sekilde secici bir avantaja sahip oldugunu
diisindirmektedir. GePD eksikligi sitmanin endemik oldugu tropikal
ve subtropikal bdlgelerde yiiksek siklikta gorilmesi bu duruma
drmek gdsterilebilir. in vitro kosullarda da GePD eksikliji sitma
parazitinin gelisimini engellemektedir. Fakat bu avantajin sadece
heterozigot bireylere ait oldugu dusunilmektedir. Parazit G¢PD
eksikligi olan hiicrelerde bircok dongii gecirdikten sonra kendi
GePD’st indUklenmektedir.

Genellikle zenci populasyonlan iginde orak hiicreli anemisi bulunan
bireylerde GePD eksikligi yilksek siklikta goriimektedir. Bu
bireylerde yiksek siklikta gbrilen eksiklik Amerikan zencilerinin
heterojen genetik kompozisyonundan kaynaklariyor olabilir. Yani
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Afrika genlerini daha ¢ok tasiyanlarin hem orak hemoglobini hem
de G¢PD A™'y1 tasima egilimi daha fazladir. Benzer faktorler Arap
populasyonlannda gdzlenen orak hiicreli anemi ve G¢PD eksiklikieri
icin de gecerlidir. ( Beutler, 1990)

GsPD enzim eksikliginin Ulkemizdeki siklidi %0.9’dur Fakat bu oran
bdlgelere gore yer yer %0.5-%10 arasinda dedgismektedir. (Say ve
ark. ,1965)

3.MATERYAL VE METOT
3.1 6rneklerin Toplandig: Gruplar

Bu tez calismasinda materyal olarak Hacettepe Universitesi Tip
Fakdltesi Pediatrik Hematoloji Béliminde Glukoz-6-Fosfat
Dehidrogenaz enzim eksikligi saptanmis olan hastalardan ve
allelerinden alinan periferal kan érnekleri kullanildi.

3.2 Kandan Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu icin, Yen ve ark tarafindan geligtiriien DNA
izolasyon yontemi degistirilerek kullanildi. EDTA'h tiiplerde bulunan
4-5 ml kan orneklerine asagida belirtilen DNA izolasyon y6ntemi
uygulandi.

1- 400 pl kan 1.5 mi'lik ependorf tipd icine alindi.
2- Tris- EDTA ( TE ) tamponu ile 1mi'ye tamamlandi.

JE Tamponu
10 mM Tris-HCl

1 mM EDTA
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3- Tlpler 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

4- Ustteki siipernatan atildi ve Uzerine tekrar TE Tamponu ilave
edildi. Bu islem 3 kere tekrar edildi.

5- Ustteki stipernatan atildiktan sonra {zerine lizis tamponu ilave
edildi. Son hacmi 500 pl'ye tamamlamak igin izerine TE
Tamponu ilave edildi.

Lizis Tamponu
%10 Sodyum dodesil silfat 80 ul
1M NaCl 90 ul
10mg/ml Proteinaz K 5 ul

6- Tipler 56°C de 1.5 saat inkiibasyona birakiidi.

7- Toplerin Gizerine esit hacimde fenol-kloroform (1:1) ilave edildi.
8- Tiipler 2500 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

9- Ustteki berrak kisim temiz bir ependorfa aktanid.

10 -Uzerine DNA'nin gokmesi icin saf etil alkol ilave edildi.

11-Saf etil alkol uzaklastinldiktan sonra tiplere %7017k etil alkol
ilave edildi.

12-Tiplerdeki alkol uzaklastinidiktan sonra DNA 200 pl steril distile
suda ¢dziilda.

3.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile GgPD Eksonlarinin
Cogaltiimasi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR ), dizisi bilinen bir DNA bdlgesinin
in vitro olarak uygun primerer yardimiyla gogaltiimasini saglayan
tekniktir. Bu teknikte istya dayanikli bir bakteri olan Thermus
aquaticustan elde edilen Taq polimeraz enzimi kullanihir. Bu enzim
¢ok yiiksek sicaklilarda aktivite gdsterebilmektedir. Bu sayede ¢ok
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kiicik miktardaki genomik DNA'nin yaklasik olarak 10° kere
cogaltilmasi saglanir.
PCR teknidinin temelinde 3 basamak bulunmaktadir:

1- Yiiksek sicaklik ile DNA zicirinin denatlire edilmesi
2- Primerlerin kalip DNA ({izerinde bulunan kendilerine
komplementer bolgeler ile birlesmesi

3-Istya dayamtkli Taq polimeraz  varhiinda  DNA'nin
polimerizasyonu

Birbirini takibeden bu 3 basamagin 25-30 dongii devam etmesi ile
istenilen bélgeye ait cok sayida kopya elde edilir.

Bu calismada GsPD geninin eksonlan PCR teknidi ile asagidaki
sekilde codaltilarak dizi analizi igcin hazirlanmigtir.

1 Kisilik R iyon Kansimi i Hacim 1 ]

10 x reaksiyon tamponu 10

25 mM dNTP kansimi 1
primer D 0.5 pl (100 pmol)
primer R 0.5 ul (100 pmol)
sd H.0 88 pl
Taq DNA polimeraz 0.5 ul (2.5 u)
10x reaksiyon tamponu*
Tris HCI 10 mM pH 9.0
KCl 50 mM
MgCi, i.5mM

Tritonx100 % 0.1
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BSA veya jelatin 0.2 mg/ml

*Bu tampon Tag polimerazin alindigi firma tarafindan enzim ile
birlikte getirilmektedir.

Ornekler DNA cift zindrinin aglmas;, olast proteaz
kontaminasyonun oOnlenmesi ve eksonikieaz aktivitesinin
durdurulmasi igin ilk olarak 95°C’'de 4 dakika 1sitildi. Daha sonra
sicaklik enzimin ilave edilebilecegi 85°C'ye disirildi ve her tlipe
0.5 pl Taq polimeraz ( 5Su/ul ) ilave edildi. Polimerizasyon islemi
Techne PCR aletinde gercekiestirildi.

Program ;

94°C 1’

56°C 1’

72°C 1’ 30" olmak Gzere 30 ddongliden
olusmaktadir. Son déngiden sonra yanm kalan reaksiyonlann
tamamlanmasi icin 72°C'de 7 dakika tutuldu.

Reaksiyon sonucunda amplifikasyon Urinleri 1 x TBE (Tris -Borat
EDTA ) tamponu icinde bulunan %117ik agaroz jelde yirutilda ve
etidyum bromiir ile boyanarak UV lambasi altinda olusan PCR
fragmentieri incelendi.

10x TBE TAMPONU
1I0mM  Tris

1imM Borik asit
20 mM EDTA
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Bu tez calismasinda G¢PD geninin diger eksonlan da benzer sekilde
amplifiye edilmistir.

Kullanilan Primer Ciftieri

Ekson 3-4 CilD 5’- CCAGTAGTGATCCTGAGTAG -3’ Tm=60°C

Ci5R 5’ -TGCTCTCGTACTTCTTGAGA -3’ Tm=58°C

Ekson 5 G10 5’ -ACACACGGACTCAAAGAGAG-3' Tm=60°C
G6 5'-CTCTATGAGCGTGTCCGGG -3’ Tm=62°C

Ekson 6-7 G11 5’ -AGGAGGTTCTGGCCTCTACT -3° Tm=62°C
Ci6R 5’ -GGCTACTCTTCCCTATCTTG -3’ Tm=60°C

Ekson 8 G12 5’ -GGCCCATCTGTGACGAGGCA -3’ Tm=66°C
G17 5 -TTGGGGTCCCCATGCCCTTGA- 3’ Tm=68°C

Ekson 9-10-11Ci4D 5'-TGCACATCTGTGGCCACAGT-3" Tm=73°C
G27 5’-CCTGCATACCTGTGGGCTAT-3’ Tm=73°C

Bu sekilde amplifiye edilen GePD geninin eksonlan en ¢ok
mutasyonlarin bulundugu eksonlardan baglanarak DNA dizi
analizine tabi tutularak mutasyon taramasi yapiidi.

3.4 DNA Dizi Analizi ile GsPD Genindeki Mutasyonlarn
Saptanmasi

1970%erin ortalaninda molekdler biyoloji ve teknolojideki ilerlemeler
sayesinde DNA baz dizisini belirleyebilecek yontemler gelistirmek
mimk(in hale gelmistir. Bu yontemler ile bir gok sayida genin yapisi
ve fonksiyonu hakkinda bilgi edinilmigtir ve halen de bu konudaki
¢alismalar slirmektedir. Ginimizde kullamimakta olan iki
yéntemden birisi; Sanger’in enzimatik yontemidir, digeri ise Maxam
ve Gilbert'in kimyasal kinlim prensibine dayali yontemidir. Bu tez
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calismasinda GePD mutasyonlarinin saptanmasi amaciyla Sanger’in
metodundan yararlanilmigtir.

Baz dizisi belinenecek olan DNA bélgesinin analizi igin bu bdlgeye
ait kalip DNA‘'ya, bu bdlgeye ©&zgil olan ve serbest OH grubu
tasiyan bir primere, dNTP'lere ve DNA polimeraz enzimine ihtiyag
vardir. Kullanilan primer DNA'nin hangi bolgesinin analiz edilecegini
belirier.

GsPD geninin DNA dizi analizi yoluyla incelenmesi amaciyla kalip
olarak ya tek zinciri amplifikasyon Urlinleri kulanilmis ya da cift
zincirli amplifikasyon Uridnlerinden yararlanlmigtir. Bu amacla
United Biochemical Coorperation firmasinin Version 2.0 Sequencing
reaksiyon kiti kulanilmigtir.

3.4.1 Tek zincirli DNA'dan dizi analizi
Daha 6nce belirtilen sekilde cift zincirli olarak amplifiye edilmis DNA

6rnekleri asimetrik amplifikasyon yoéntemi ile tek zindrli hale
getirildi.

imetrik lifikasyon kosullan:

isilik r iyon 1mi m_hacim 100ul):
Reaksiyon Tamponu 10ul
dNTP 1pl
Primer D 1l
Primer R(1/100 sulandinlmis) i

sdH20 87ul



5ul ds DNA lizerine ilave edilen bu kansim daha Once belirtilen
kosullar ile amplifiye edildi. Amplifiye érnekier agaroz jel (izerinde
kontrol edildi.

Asimetrik amplifikasyon ornekleri esit hacim 2.5 M amonyum
asetat ve ve iki hacim saf etanol ile 13000 rpm’de 15 dakika
santrifij edildi. Olusan peletten Gst kissm uzaklastinldiktan sonra,
pellet tzerine %70k etanol ilave edilerek 10 dakika 13000 rpm‘de
santriflij edildi. Etanol uzaklastinldiktan sonra pelet Uzerine 7l
sdH20 llave edilerek ¢6z0ldi. Bu asamadan sonra sekans
reaksiyonlanna gecildi.

1. Cift zincirli kaliplar denatiire edildi.
2. Annealing kangimi ;

DNA (yaklasik 1pg) 7ul
Reaksiyon tamponu 2ul
Primer (0.5 pmol) il
Toplam 10ui

3. Bu kangim 68°C'de 3 dakika inkiibe edildi ve daha sonra buziu
suya alinarak 5 dakika bekletildi. Bu slirenin sonunda buza
alindi.

4. Soduma sirasinda dort adet 0.5mllik ependorf tiipler A, C, G, T
olarak etiketlendi ve i¢lerine 2.5yl igerisinde dért tip dNTP ve bir
adet ddNTP bulunan ndkleotit kansimlan ilave edildi. Tipler
37°C'ye ayarlanmus isitict Gzerine alind:.
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5. Isaretleme reaksiyonu;

Sekans dillisyon tamponu 1.6l
DTT (dithiothrethiol),0.1 M 1
Seyreltilmis isaretleme kansimi 0.5ul
] 0.5ul
T7 DNA polimeraz 0.25pl
Pirofosfataz 0.125pl

6. Bu kansim buz Uzerinde bekietilen DNA ve primeri i¢eren tiiplere
5.5ul ilave edildi. Ttpler oda sicakliinda 4 dakika inklibe edildi.

7. Terminasyon reaksiyonu;
Inkibasyonu tamamlanan heat block (izerindeki her bir
terminasyon tiipine 3.5ul ilave edilerek 37°C’de terminasyon
reaksiyonu i¢in 5 dakika daha inkiibe edildi.

8. Bu slrenin sonunda tiiplere 4ul durdurma soliisyonu ilave
edilerek reaksiyonlar durduruldu.

9. Reaksiyon tiplei 80°C'de 3 dakika denatiire edilerek
poliakrilamid jele yliklendi.

3.4.2 Cift Zincirli Amplifikasyon Uriinlerinin Dizi Analizi

Bu yontemde kullanilan DNA polimeraz enziminin de eksoniikleaz
aktiviteleri ortadan kaldinimistir. Reaksiyon sonucunda olusan
fragmentleri goriintileyebilmek amaayla o®S kullanlarak DNA
internal olarak isaretienmistir. Uyguladiimiz  ydntemde kalip
olarak simetrik (cift zincirli) amplifikasyon Griinleri kullaruimaktadir.
PCR tamamlandiginda ortamda dNTPler ve primerler kalmakta ve
bu da normal sekans reaksiyonunu etkilemektedir. Bu etkiyi
ortadan kaldirmak amaayla iki hidrolitik enzim kullaniimaktadir.
Shrimp alkalen fosfataz (SAP) ve eksoniikleaz 1 enzimleri bu
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istenmeyen materyalleri etkisiz hale getirirler. Shrimp alkalen
fosfataz, dNTPlerin fosfat gruplanm kopartmakta, eksoniikleaz I ise
ortamdaki tek zincirli fragmentleri parcalamaktadir. Amplifikasyon
Urinlerine bu enzimler ilave edildikten sonra 37°C’'de 15 dakika
inklbe edilir. Bu slire sonunda enzimlerin inaktif hale gelmesi igin
thpler 80 °C'de 15 dakika bekletilir. Bu asamadan sonra normal dizi
analizi basamakian takibedilir. DNA ve primerin birlesebiimesi igin
termal cyderda 100°C'de 2-3 dakika bekletilerek ¢ift zincirli kalibin
denatilire olmas! saglanir. Siire tamamiandiginda tipler buziu suya
alinarak 5 dakika bekletilip buza ahnir. Bu sekilde DNA primer
birlesmesi saglanmis olur. Baska bir tiipte de reaksiyon igin gerekli
olan kansim hazirlanir. Bu kansim reaksiyon tamponu ve tuzlar ile
birlikte dért tip dNTP'yi de icermektedir. Reaksiyon kansimina ilave
edilmis olan nikleotitierden bir tanesi alfa pozisyonundan
isaretlenmis olan 3°S dNTP'dir ( dATP ). Ortama son olarak enzim
ilave edilerek DNA zincirine isaretli nilikleotidin katiimasi icin oda
sicakifinda 5 dakika inkiibe edilir. isaretleme bu sekilde
tamamlandiginda zincir sonlanmas! reaksiyonu gerceklestirilir. Bu
reaksiyon sentezin bir noktada durmasini saglamak amaayla
kullanilan dideoksi nlikleotitleri (serbest 3' OH grubu bulunmayan )
icerir. Serbest 3' OH grubu bulunmadih icin zincir yapisina yeni
nikleotit katthrm olmaz, reaksiyon durur. Bu reaksiyonun
gerceklesebilmesi i¢in Igaretleme-reaksiyon karisimi ddATP-A,
ddCTP-C, ddGTP-G, ddTTP-T tiplerine bdliinir. Bu tiipler reaksiyon
icin gerekli tiim faktorier ile birlikte diglik derisimde ddNTP’lerden
bir tanesini tasimaktadir. Tipler 37°C’de inkube edilerek
reaksiyonlan gerceklesmesi saglanmir. Tup icinde gergekiesen
reaksiyonlar tesadiife bagh olarak gesitli uzuniuktaki fragmentier ile
sonuclanirlar. Reaksiyon  durdurma  solusyonu ilavesiyle
durdurularak yaklasik 80°C'de denatiire edilir. Aynstirma giclu
yiksek olan denatiire edici ajan olarak tire iceren poliakrilamid jele
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yliklenir ve poliakrilamid jel elektroforezi uygulanir. Elektroforez
sonunda jel kurutulur ve otoradyografist alinir.

3.5 Dizi Analizi Reaksiyonu

PCR ve Dizi Analizi reaksiyonian 500 pl ‘lik mikrosantrifiij tiplerinde
gerceklestirildi.

PCR Urtini reaksiyon baslangianda asagida belirtilen sekilde
enzimatik isilemden gegirildi.

PCR Uruni 5 ul
Eksoniikleaz I 1
Shrimp alkalen fosfataz 14
Toplam 7 ul

1- PCR aletinde 37°C’de 15 dakika inkiibe edildi.

2- Eksonikieaz ve SAP, 80°C'de 15 dakika inkiibe edilerek inaktive
edildi.

3- Bu islem devam ederken terminasyon kansimi Igin tipler
hazirlanip isimlendirildi, 2.5ul terminasyon kansimi (ddNTPler)
ilave edildi.

4- Primer ve kalibin birlesmesi ;

Enzimatik islemden gegirilmis PCR Griinii DNA 7 ul
Primer 1l
H20 2ul
Toplam 10 ul

100°C‘de 2-3 dakika inkiibe edildi. Inklibasyon sonrasi tiipler buzlu

suya alinarak burada 5 dakika tutuldu. Bu slre sonunda tipler
buza alindi.



5- Isaretleme Reaksiyonu

DNA- Primer kangimi 10 ul
T7 Sequenase reaksiyon tamponu 2
0.1 MDTT 1 pul
1:5 seyreltilmis isaretleme kansimi 2
[3°S] dATP 0.5 ul (5uCi)
T7 Sequenase v2.0 DNA polimeraz 2
Toplam 17.5 ul

Kansim oda sicakhiginda 5 dakika inklibe edildi.

6- Sonlandirma reaksiyonu;
Her terminasyon tipiine isaretleme-reaksiyon kangsimindan
3.5ul ilave edildi, kanstinldi ve 37°C'de 5-10 dakika
terminasyon reaksiyonunun gergeklesmesi ic¢in inkiibasyona
devam edildi.

7- Reaksiyon 4ul durdurma solusyonu ilave edilerek durduruldu.

8- Omekler jele yiiklenmeden dnce 80°C'de 2-3 dakika denatiire
edildi. Jelin kuyucuklanna sirasiyla A, C, G, T tlplerinden 4.5 ul
6rnek yiklenerek kosturuldu.

3.6 Sekans Jelinin Hazirlanmasi

Elektroforez icin % 6lik poliakrilamid jel kullanildi.
100 mi toplam hacimde ;

dre 45 ¢
akrilamid 57¢
bisakrilamid 0.3g¢g
10 x TBE 10 mi olacak sekilde hazirland.

Manyetik kanstinada iyice ¢béziinmesi saglandiktan sonra havasi
alindi. 600 pl %101Tuk amonyum per slilfat ve 45 pul TEMED ilave
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edilerek iki cam levha arasina 0.4mm kalinhiginda dokiildi. lJelin
polimerize olabilmesi icin oda sicakhginda 1 saat bekletildi.

3.7 DNA Sekans Elektroforezi

Polimerizasyon islemi tamamlandiginda ortamdaki kristallesmis lre
parcaciklant temizlenerek CONSORT DNA sekans elektroforezi
aletine yerlegtirildi. Elektroforez tamponu olarak 1 x TBE kullaniidi.
Sisteme 70 watt, 1800 volt ve 50mA elektrik akimi verilerek 15-30
dakika on elektroforez uygulandi. Bu uygulama tamamiandiktan
sonra jele DNA sekans reaksiyonlanndan 4.5 pl yiiklenerek
yukandaki elektrik akimi kosullan uygulanarak émekler 2.5-3 saat
kosturuldu.

3. 8 Otoradyografi

Elektroforez bitiminde jel, asetik asit-metanol kansiminda 10
dakika bekletildi, Whatman 1MM kromatografi kagidi (zerine
ahinarak jel kurutucuda 30-45dakika kurutuldu. Jel kuruduktan
sonra X 1sinina duyarlh KODAK X-OMAT filmle kaplandi. 1-2 gin
boyu oda sicakhginda karanlik odada tutularak otoradyografisi
alinds,
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3'

5.

55
3!

........... AATGCCAGACTTGGE ........3
........... 3I-TGAACC-Y

DNA-PRIMER BIRLESMESI (2. BASAMAK)

5-AATGCC-3............
........... TTACG66TCTGAACC ........%

........... AATG6CCAGACTTEG6........ 3
........... TTACG66TCTG6AACC........5
........... AATGCCAGACTTGGE ........3
........... TTACG6TCTGAACC........5

ZINCIR UZAMASI (3. BASAMAK)

&




2. DONGU

47

D . AATGCCAGACTTGG ......... 3
K T TTACGG6TCTGEGAACC ......... 5
5 . AATGCCAGACTTGGE ......... 3
e . . TTAC66TCTGAACC.........5
S, . i ..AATGCCAGACTTGG ......... 3
. A TTACGGTCTGAACC ......... 5
o AATGCCAGACTTGGE ......... 3

ceiiaiuinis TTACG6G6TCTGAACC..... .o

25-30 DONGU SONUNDA ISTENILEN DNA BOLGESI
YAKLASIK 10° KEZ COGALIR

Sekil 3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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4. BULGULAR

Bu tez calismasinda dizi analizi yaptidimiz bireyler Hacettepe
Universitesi Tip Fakiltesi Pediatrik Hematoloji  Bdlimiine
basvurmus olan 59 aileden 98 kisi arasindan alinmistir. Bu hastalar
laboratuvarimizda ilk olarak en yaygin mutasyon olan Akdeniz tipi
olarak adlandinlan 563 C—T donlisimli ve aynca 376 A-G
donisimi  agisindan PCR'a dayali enzim kesimi ile
taranmiglardir.(Tablo4.1)

DNA dizi analizine ilk 6énce en yaygin mutasyon olan Med
mutasyonunun varhgi enzim kesimi ile saptanmis olan érneklerde
bu mutasyonun bulundudu ekson 6’dan ve 376 A-G polimorfik
bélgesinin bulundudu ekson 5ten baglanmigtir. Akdeniz tipi
mutasyon Mbo II restriksiyon enzimi icin kesim noktasi yaratirken,
376. nikleotitteki A>G dénlsimii Fok I enzimi icin kesim noktasi
olusturur. Laboratuvanmizda yapilan calisma sonucunda 79 bireyin
Akdeniz tipi (Mediterranean) mutasyonu, 5 bireyin ise A" tipte
kromozom tasidifini saptadik. Biz de bu mutasyonlan tagidigini
saptadigimiz 6rnekleri kullanarak DNA dizi analizi yaptik ve sistemi
oturtmaya galisgtik.

Bu iki enzim kesimi ile mutasyonu bulunamayan 14 bireye ait 20
kromozomdaki mutasyonlann bulunmasi amaciyla diger eksonlara
DNA dizi analizi uygulanmigtir.

Sekil 4.1'de 563 C—T dénisimiini tasiyan bireye ait dizi analizi
sonucu verilmigtir. Sekil 4.2’de 376 A—G dénisimiini tasiyan

bireye ait dizi analizi sonucu gériilmektedir
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Calisilan ailelerden ikisinde; biri erkek, bir digeri kiz gocuga ait
olmak tizere, iki kromozomda ekson 9'da Chatam mutasyonu
olarak bilinen 1003 G—>A dénisimu ile sonuclanan mutasyon
bulunmustur. Bu mutasyon sonucu 335. amino asit olan alanin,
threonine déniismustar. (Sekil 4.3)

G6PD geninde DNA dizi analizi yaptigimiz bélgelerin dizisi Sekil
4.4'de verilmigtir.

Calisilan bireylerden birinde (K.B.) ekson 3,4,5,6,7,8,9, bir
digerinde (Y.T.) ise ekson 3,4,5,6,7,8,9,10 okunmustur (Sekil 4.5
ve 4.6). Ancak bu bireylerde genin buyik kismi incelenmis
olmasina ragmen herhangi bir mutasyon ile karsilagiimamistir. Bu
hastalara ait dizi analizi uygulanmis bélgelerin dizisi ilisikte

verilmistir.
Bunlar disinda dizi analizi uygulanarak normal olduklan tespit
edilen eksonlara ait DNA dizi analizi sekilleri de ilisikte verilmistir.

(Sekil 4.7,4.8,4.9)

Tablo 4.1 Calisilan bireylere gére mutasyonlarin dagihimi

Bulunan mutasyon Birey sayisi Analiz yontemi
Akdeniz tipi (Med) 79 birey RFLP
mutasyonu

A* 5 birey RFLP

202 G—>A 6 birey DNA Dizi Analizi
1003 G—A 2 birey DNA Dizi Analizi




ACGT

s
i

ANARAANHEAR> O

Sekil 4.1 : Ekson 6'da nikleotit 563'deki C—T Akdeniz tipi
mutasyonunun DNA dizi analizi ile gosterilmesi.

50
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o
f
>OP>-0n >H0NNAN

Sekil 4.2 : Ekson 5'te niikleotit 376'daki A—>G polimorfizminin
heterozigot durumda bulundudu boélgenin DNA dizi analizi ile

goOsterilmesi.
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ACGT

=Eek delorKolok Jolok Heole)

Sekil 4.3 : Ekson 9'da nikleotit 1003'deki G—»A Chatam

mutasyonunun DNA dizi analizi ile gbsterilmesi.
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Sekil 4.4.G6PD genine ait primerlerin ve dizi analizi uygulanan
bdlgelerin dizisi

3241 .. ctggtatgagaccccagagga(G1D)actctcaagaaagaggctaacttctcaa
(G4D)tgct

3301ctcctgttcet tetgecttgt taacgagect ttcttccaac agacagegte atggcagage
3361 aggtggcect gagccggacce caggtgtgcg  ggatcctgegg  gaagagcttt
tccagggcg EKSON 2

3421 atgcctteca tcagtcggat acacacatat tcatcatcat gggtacatcg gtgagtatct

3481 cccaggecce aatcttaaaa ccaggaag(G3R)t cctgctcca
IEECtCTARIG RRUIY. oo i miitmirmmmimmssnonnss s e s AN A S PR
13201........... ggc ccagtagtga tectgagtag(CilD) tgcccagatc accaagggtg

13261 aggatgat: tatgtaggtc(G5D gtgtccccag  ccacttc(G9D)taa

ccacacacct gttcectctg

13321 ccacaggata acctggccaa gaagaagatc taccccacca tgtggtaaagt
gtgtcccace EKSON 3

13381 actgcccctg  tgacctcccg  ccagggacag  goctggtcct  gecctgeceg
cactggttac

13441 agctgtgccc tgccctcagg  tggetattcc  gggatggect tctgececegaa
aacaccttca

13501 tcG-Atgggcta tgcccgttcc cgectcacag tggctgacat ccgcaaacag
agtgagccct EKSON 4

b B 4] 5o A | e

13621 ccageatgge caacttcalGBR)Q ... uvsvssuissssin. - . . - osibutssnaras st

14041......... gaacacacac ggactcaaag aga(G10D)ggggctg acatctgtct
gtgtgtctgt
14101 ctgtccgtgt ctcccaggec accccagagg agaagctcaa  gctggaggac
ttctttgece

14161 gcaactccta tgtggctgac cagtacgatg atgcagectc  ctaccagege
ctcaacagcc EKSON 5

14221 acatgA->Gatgc cctccacctg gggtcacagg ccaaccgect  cttctacctg
gccttgecee

14281 cgaccgtcta cgaggccgtc accaagaaca ttcacgagtc  ctgcatgage
cagatgtaag

[ x 7 S ——— aggctggegcagacagtgct cccacg(G7R)acte

14401 tatgagceata tccgga(GERIGCCT . cvvvurenrrririirinnieneeneenrannns
14881 ........ ggggcgagga ggttctggec tetact(G1iD)eecec ...,

15001 cagcagaggc tggaaccgca tcatcatgga gaagcccttc gggagggacc
tgcagagctc EKSON 6
15061 tgaccggctg tccaaccaca tctCo»Tctcect gttccgtgag gaccagatct

accgcatcga

15121 ccactacctg ggcaaggaga tggtgcagaa cctcatggtg ctgaggtggg.....
158 wniman gateatactcadgagoetealGIAR) . . ixumisstsmminmnsammmin namns
15241 ... gtgaccccte acatatggec cctgcaccac(G16D)
b L1 L T T — cccteectge agatttgeca acaggatctt

15361 cggccccatc tggaaccggg acaacatcgc  ctgegttatc  ctcaccttca
aggagccctt EKSON 7



15421 tggcactgag ggtcgegggg  getatttega tgaatttggg  atcatccggt
gagagctctt

15481 cctctctect gggaggctgg cacagggtag cagagccagt cac(G15R)cctgeag
ggctactctt

15541 ccctatcttg(Ci6r) 999980. «..oueiriinenrennerireres st sans s

R s i ey e e S OSSR S P
50 b R agecttgttt tcceca tgeecttga(G17D)a
15781 ccaggtgaac agggcgggga  gctaaggega gctctggeet  ctteegteec
cagggacgt

15841 atgcagaacc acctactgca  gatgctgtgt ctggtggcca tggagaagcc
cgcctecace EKSON 8
15901 aactcagatg acgtccgtga tgagaaggta.............. € aggagcatgc

15961 _cctgtcgcag(G13R ag gcccatctgt gacgaggca(Gi2R)e...........

A626L i i gggctgcacatctgtggcca cagt(Ci4D)catccc
16321 tgcaccecaa Ctcaac(G18D)acce ...uuveeeesvvnnnn..... tcaggtcaag

16381 gtgttgaaat gcatctcaga ggtgcaggcec aacaatgtgg tcctgggceca

gtacgtgggg
16441 aaccccgatg  gagagggega ggccaccaaa gggtacctgg acgaccccac

ggtgeccege EKSON 9

16501 gggtccacca CcG-Accacttt tgcageegte gtcctetatg  tggagaatga
gaggtgggat

I6561........... gccttcgaga cccageaagg cagaact: G20) catg........
16088 s . tgagagagct ggtgctgagg

16681c(G23D). .. .cgccacgtag gggtgccctt catcctgcge tgcggeaagg
ccctgaacga

16741 gcgcaaggce gaggtgaggc tgcagttcca tgatgtggcc  ggcegacatct
tccaccagea

16801 gtgcaagegc aacgagctgg tgatccgegt gcagcccaac gaggcecgtgt
acaccaagat EKSON 10

16861 gatgaccaag aagccgggea  tgttcttcaa ccccgaggag  tcggagetgg
acctgaccta

16921 cggcaacaga tacaaggtgc....qa aggagcagtg tagaaggt(G21R)gg
gcgacctggg

16981 £CCAAQQAGAC(GLIR). ........tvvavrmrrsisisererin e iaven s
17041 aacgtgaage tccctgacge  ctacgagege Ctcatcctgg  acgtcttctg
cgggagccag EKSON 11

17101 atgcactteg tacgcaggtg a....cct gcatacctgt gggctat(G27R)ggg

o 7 o I e tec ctgtgtgcca ceggect(G30D S
17221 agcgacgage  tccgtgagge ctggcgtatt  ttcaccccac tgctgcacca
gattgagctg EKSON 12

17281 gagaagccca agcccatcecc ctatatttat GACAGAEGED. cevvvvrnr vianennivi
1734 ccovinssiniiing (G28R)ggatgaaq gtagagctac ctcat(G31D)....
17401...... ... agccgaggcec ccacggagge agacgagctg atgaagagag tgggtttcca
17461 gtatgagggc acctacaagt gggtgaacce ccacaagctc  tgagccectgg
gcacccacct EKSON 13

17521 ccacccecge cacggccacc  ctecttceeg ccgeccgace  cecgagtegga

aggactcegg(G26R)
17581 gaccattgac ctcagetgea Catt(G25R)CCtaq. vuvunnreerseeenn

- primerler -eksonlar intronlar
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$ekil 4.5. Hastalanmizdan K.B.'ye ait DNA dizi Analizi uygulanmis
bélgelerin dizisi;

AR 26N isarovronaon it sl o R A AR P e s ko ccacacacct gttcecctctg
13321ccacaggataacctggccaagaagaagatctaccccaccatgtggtaaagt gtgtcccacc
EKSON 3
13381actgcccctgtgacctcccgccagggacaggcctggtcctgccctgcccgcactggttac
13441agctgtgccctgccctcaggtggctattccgggatggccttctgcccgaaaacaccttca
1350:lthtgggctatgcccgttcccgcctcacagtggctgacatccgcaaacagagtgagccct
EKSON 4
13561tcttcaaggtagatggtg. . vvvurerrriiriiie e ieee e e
14101.. -ccgtgtctcccaggecaccccagaggagaagetcaagetggaggacttctttgece
141619caactcctatgtggctgaccagtacgatgatgcagcctcctaccagcgcctcaacagcc
EKSON 5
14221acatgAatgccctccacctggggtcacaggccaaccgcctcttctacctggccttgcccc
14281.C9acCgtCtacgaggCCaLC. .. vuureneererereirisrneeeeesse e e e e e e

15001cagcagaggctggaaccgcatcatcatggagaagcccttcgggagggacctgcagagctc
EKSON 6
15061tgaccggctgtccaaccacatcthtccctgttccgtgaggaccagatctaccgcatcga
1512:I.ccactacctgggcaaggagatggtgcagaacctcatggtgctgag ........................
S0, . R .. .. A agatttgccaacaggatctt
15361cggccccatctggaaccgggacaacatcgcctgcgttatcctcaccttcaaggagccctt
EKSON 7
15421tggcactgagggtcgcgggggctatttcgatgaatttgggatcatccggtgagagctctt
15481cctctctcctgggaggctggcacagggtggcagagccagtcaccctgcag ggctactctt
A DDA LCOEEAUCECE]). oownynns v i 5 v B R ST i i S A e
ABTB Lo i aieege gctaaggcgagctctggectcttcegtccccagggacgt
15841atgcagaaccacctactgcagatgctgtgtctggtggccatggagaagcccgcctccacc
EKSON 8
159013actcagatgacgtccgtgatgagaagqgta. .........eeeeveennn.., C aggagcatgc
15961cctgtcgcagaggeccatetatgac.. ..o rerrrrnseeseeeee e



16381gtgttgaaatgcatctcagaggtgcaggecaacaatgtgg tectgggeca gtacgtggag
16441aaccccgatggagagggegaggecaccaaagggtacctggacgaccccacggtgecceg
c EKSON 9

16501gggtccaccaccGecacttttgcagecgtegtectctatgtggagaa.. oveuvnnnneeennnnens.
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Sekil 4.6. Hastalarimizdan Y.T.’ye ait DNA Dizi Analizi uygulanmis
bélgelerin dizisi;
13261....... tgtaggtcgtgtccccagccacttctaaccacacacctgttccctctg
13321ccacaggataacctggccaagaagaagatctaccccaccatgtggtaaagtgtgtcccacc
EKSON 3
13381actgcccctgtgacctcccgccagggacaggcctggtcctgccctgcccgcactggttac
13441agctgtgccctgccctcaggtggctattccgggatggccttctgcccgaaaacaccttca
1350:l.thtgggctatgcccgttcccgcctcacagtggctgacatccgcaaacagagtgagccct
EKSON 4

DALY oo, o A i e s agaagctcaa gctggaggac ttctttgeee
141619caactcctatgtggctgaccagtacgatgatgcagcctcctaccagcgcctcaacagcc
EKSON 5
1422hcatgAatgccctccacctggggtcacaggccaaccgcctcttctacctggccttgcccc
14281cgaccgtctacgaggccgtcaccaagaacattcacgagtc ................................

:I.5001cagcagaggctggaaccgcatcatcatggagaagcccttcgggagggacctgcagagctc
EKSON 6
15061tgaccggctgtccaaccacatcthtccctgttccgtgaggaccagatctaccgcatcga

15361......... ccccatctggaaccgggacaacatcgcctgcgttatcctcaccttcaaggagccctt
EKSON 7
15421tggcactgagggtcgcgggggctatttcgatgaatttgggatcatccggtgagagctctt
:I.5481cctctctcctgggaggctggcacagggtggcagagccagtcaccctgcagggctactctt
ABSALCCCLALCEE . 1ot

IV s s R R Sl gctctggectcttecgtecccagggacgt

:I.5841atgcagaaccacctactgcagatgctgtgtctggtggccatggagaagcccgcctccacc
EKSON 8

159012actcagatgacgtcogtgatgagaagy. . .cc..ee ureeeereeeeeseeees e

b L catccc

16321tgcaccccad CtCAACACCT ..uvvvvveeeeeiiireeeseseeeeeeei tcaggtcaag

16381gtgttgaaatgcatctcagaggtgcaggccaacaatgtggtcctgggccagtacgtgggg
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16441aaccccgatggagagggcgaggecaccaaagggtacctggacgaccccacggtgecccg
[ EKSON 9

............................................................ tgagagagctggtgctgagg
16681c....cgccacgtaggggtgcccttcatcctgege tgcggcaagg cectgaacga

16741gcgcaaggccgaggtgaggcetgcagttccatgatgtggec ggegacatct tccaccagea
16801gtgcaagcgcaacgagcetggtgatecgegtgcageccaacgaggecgtgt acaccaagat

EKSON 10
16861 gatgaccaagaagccgggcatgttcttcaaccccgaggagtcggagetgg acctgaccta
16921cggcaacagatacaaggtgc.......... gaaggagcagtgtggagggtgggcggectgag

*noktall kisimlar okunmayan nikleotitleri, kirmizi renkli kisimlar
okunan nukleotitieri gostermektedir.
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ACGT

]
OO0 HP A

Sekil 4.7 : Ekson 4‘te bulunan nilkleotit 202'deki G—A

mutasyonunun bulundugu bélgenin DNA dizi analizi ile gdsterilmesi.



Sekil 4.8 : Ekson 8’ i normal olan bir bireye ait DNA dizi analizi.
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ACGT

Sekil 4.9 : Ekson 9'unda mutasyon bulunamamis bir bireye ait
DNA dizi analizi
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5.TARTISMA

Son yillarda hizla gelisen teknolojik ilerlemeler etkilerini genetik
alanina da yansitmaktadir. Bu gelismeler sayesinde nedenleri tam
anlamiyla agiklanamayan kaliimsal bircok hastaligin kékenleri DNA
dizeyinde incelenmeye ve bu konuda sonuclar alinmaya
baglanmistir. Ulkemizde de, diger iilke populasyonlan igin galisiimis
olan genetik bozukluklara ait calismalar yapilmaya baglanmigtir.
Kendi populasyonumuz igin bu bozukluklann sikliklan ile ilgili ve bu
bozukluklan taramak igin en uygun olan teknikler ile ilgili bilgiler
birikmeye baglamistir. Sunulan bu galismada da G6PD eksikliginin
molekiiler patolojisi DNA dizi analizi yontemi ile incelenmistir.

G6PD eksikligi ile ilgili ilk calismalar daha 6nce de deginildigi gibi
1950 yillarda baslamistir. G6PD eksikligi, sitmaya karsi kullanilan
bir ilag olan primaquine’in etkisiyle indiiklenen hemolitik aneminin
kokeni arastinlirken ortaya ckmistir. ilk dénemlerde yapilan
caligmalar G6PD  eksikliginin biyokimyasal karakterizasyonu
lzerinedir. 19701, 80'li yillara gelindiginde farkh populasyonlarda
yapilan aile galismalan ile 400'den fazla varyantin bulundugu
ortaya cikanimigtir (Beutler, 1993). Fakat bu varyantlarin
Ozelliklerinin ve etki mekanizmalannin bulunmasi, 1980lerin
sonunda G6PD cDNA'sinin  klonlanmast ve devaminda DNA
teknolojisindeki ilerlemeler mutasyonlann yerlerinin saptanmasiyla
gerceklestirilmistir.

G6PD geni X kromozomuna bagh kalitim gostermekte ve kadinlarda
X'in inaktivasyonuna bagh olarak farkli siddetlerde enzim eksikligi
gbrilmektedir. Enzim eksikligi sonucu bireylerde cesitli klinik etkiler
ortaya ¢ikmaktadir. Bu etkiler kendilerini neonatal sanlik ve
hemolitik anemi olarak géstermektedir. Ayrica eritrositler disinda
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dijer dokularda cesitli sekillerde etkileri gozlenmektedir.
(OMIM,1999)

Farkli populasyonlarda farkli varyantlarin varligi s6z konusudur ve
bu varyantlar o populasyon igerisinde yaygin olarak bulunmaktadir.
Ornedin  Misir populasyonunda en vyaygin varyanti G6PD
Mediterranean olusturmaktadir. Ayrica cografi konum da G6PD
eksikligine neden olan mutasyonlann ortaya cikisinda etkin
olmaktadir. Ozellikle sitmanin yaygin oldugu bolgelerde G6PD
eksikligi gosteren bireylere gok rastlamimaktadir. G6PD eksikligi
bulunan bireylerin aldi§i bazi ilaglar ve besinler de hemoliz tizerinde
etkili olmaktadir. Ozellikle bazi bireylerde baklaya karsi duyarlilik
gorlilmektedir. Bakla polenlerinin  solunmasi bile hemolizi
indiiklemektedir. Favizm olarak bilinen bu durum antik caglardan
beri bilinmektedir. Hatta Yunan filozof ve matematik¢i Pitagorasin
halki baklaya karsi uyardi§i séylenmektedir. Aynica viral, bakteriyal
ve riketsiyal bir gok enfeksiyon da G6PD eksikligi olan bireylerde
hemolizi indiiklemektedir. (OMIM, 1999, rialto.com/G6PD)

Diinya {zerinde 400 milyondan fazla bireyi etkileyen bu genetik
bozuklugun {lkemizde de molekiiler patolojisinin  galisilarak
karakterizasyonunun yapilmasinin énemi bliylktir.

G6PD mutasyonlarindan bazilan PCR’a dayali RFLP analizi ile
saptanabilmektedir. 202 G-»A mutasyonu; Nla III, 376 A-G
mutasyonu; Fok I ve 563 C—»T Med mutasyonu; Mbo II enzimi igin
kesim noktasi olusturmaktadir. Bu tez calismasinda ise Tirk
toplumunda RFLP analizi ile saptanamayan mutasyonlann ortaya
cikanimasi icin DNA dizi analizi yéntemini uygulamayi amacladik.
Hem enzim kesimi hem de dizi analizi ile 376 A—G mutasyonu



tagidigi saptanan dért bireyde ekson 4'de 202 G—A mutasyonu
saptandi.

Vulliamy ve ark., 1988 yiinda G6PD Mediterranean’in (G6PD,
Ser188 Phe) ekson 6'da 563. pozisyondaki sitozin niikleotitinin
timine doéndsimd ile 188. pozisyondaki amino asidin serinden
fenilalanine d6nisimi ile sonuglanan mutasyon oldugunu
bulmuglardir. Bunu takibeden yilda De Vita ve ark G6PD
Mediterranean, G6PD Sassari ve G6PD Cagliari'nin ekson 6'daki
TCC-TTC mutasyonundan kaynaklanan aym mutasyonal degisime
sahip oldugunu bulmuslardir. Ekson 6'da bulunan bu mutasyon ile
birlikte ekson 11’'de 1311i.niikleotitte, 437. kodonda TAC—TAT
dénistimu ile sonuclanan sessiz bir mutasyon bulunmaktadir, her
iki kodon da tirozin amino asidini kodlamaktadir. Bu mutasyon bir
polimorfizm olup yeni bir Mbo II kesim noktasi olusturmaktadir.
Beutler ve Kuhl 1990 yilinda cesitli populasyonlardaki C1311T
polimorfizmininin dagiimini  calismiglardir. Akdeniz (ilkelerinden
C563T genotipinde olan 22 erkek bireyden sadece birinde 1311
polimorfizmine rastlanilmistir ki bu bulgu bu grup icerisindeki
frekansi en vyiiksek olan bulgudur. Buna karsiik  Hindistan
altkitasindan olan bireylerle yapilan galismalar da 563 T'yi tasiyan
erkeklerin hepsinin 1311’de C'yi tagidi§i bulunmustur. Beutler ve
Kuhl bu bulgulardan yola gikarak 563. niikleotitteki bu mutasyonun
Asya ve Avrupa‘da birbirinden badimsiz olarak ortaya ckmisg
olabilecegini ileri sirmislerdir. Yine cesitli arastincilann orta dogu
kdkenli bireylerle yaptiklan calismalarda da cok dustk sikhkta
1311’deki C-T degisimini tasidigini bulmuslardir (Kurdi- Haidar ve
ark. 1990). Laboratuvanmizdaki Mbo II kesimi ile yapilan tarama
Turk toplumunda da ekson 6'da bulunan 563 C—T mutasyonunun
en yaygin mutasyon oldudunu gbéstermistir. Ancak toplumda
caligilmis G6PD hastalan arasinda %22 gibi 6nemli bir oranda ise
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bu mutasyon yoktu. Bu mutasyonun bulunmadigi bireylere dizi

analizi uygulanmustir.

Calismamiz sirasinda Turk populasyonunda karsilagtigimiz diger bir
mutasyon da G6PD A* idi. Takizawa ve Yoshida bu mutasyonun
1987'de enzimin N terminalindeki asparajinin aspartik aside
donustima ile sonuglanan A—»G dedisimi oldugunu buldular. 1988
yilinda Hirono ve Beutler G6PD A" fenotipinden sorumlu mutasyonu,
enzim eksikligi gorilen Bati Afrikah ve Amerikali zencilerde
goOsterdiler. G6PD A" bireylerin beste dordiinde 202. nikleotitteki
G—A (Val68Met) degdisimi bulunmaktadir, bu degisim enzimin in
vivo instabilitesi Uzerinde etkili olmaktadir. 376. ve 202.
niikleotitlerdeki bu iki dedisim birarada bulundujunda G6PD
eksikligi fenotipi ortaya cikmaktadir. Tim G6PD A" bireylerde
ekson 5te 376.nukleotitte adenin guanin déniisimi gérilmektedir.
Dolayisiyla G6PD'nin A ve B formlanni birbirinden ayiran farkhlik
126. rezidudeki amino asittir. A" bireylerde, 376. Nukleotitteki
degisimin yanisira 202., 680. ve 968. niikleotitlerde de sirasiyla
G—A, GoT ve T-C donustimlerinden biri gortilmektedir.

Hem A varyantina ( normal enzim aktivitesi olan ) hem de A
varyantina (enzim eksikligi olan) birgok Afrikali populasyonunda
yaklasik 0.2 siklikta rastlanilmaktadir. A varyantinin altinda yatan
mutasyon en eski mutasyondur ve A" varyantinin altinda yatan
mutasyon ise en yeni mutasyondur. Bu nedenle A" allelinin diger
alleler nétral iken sitmaya karsi pozitif secilim gostermesi fikrini
mantikh  kilmaktadir. Vulliamy ve arkadaglan (1991) insan
populasyonlarinda tek bir genetik lokus icindeki allel frekanslarinin
belilenmesinde rastgele genetik siriiklenme ve segcilimin rolGinin
analizi icin G6PD galigmalannin ideal olacagini ileri sirmuslerdir.
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Yukanda deginildigi gibi laboratuvanmizda vyduritilen cgalisma
sonucunda Turk populasyonunda en sik olarak Akdeniz tipi
mutasyon bulunmustur, bu mutasyonu goézlemedigimiz bireyler
daha sonra 376. nikleotitteki A—>G donlisimi agisindan analiz
edilmis, A* olan bireylerde 202. niikleotitteki G—>A d6énisimunin
varhgr DNA dizi analizi ile gosterilmistir. DNA dizi analizi sonucu iki
erkek ve iki kadin hastada 202 G—»A mutasyonu saptanmigtir. 202.
niikleotitteki G>A mutasyonunu heterozigot olarak tasiyan iki kiz
hastanin diger kromozomlarinin Med mutasyonunu tasidii daha
6nceden bulunmustur. Yani bu bireyler Med/202 genotipi icgin
bilesik heterozigotturlar.

Bu mutasyonlan saptayamadigimiz bireyler tim eksonlan igin en
fazla mutasyonun bulundugu eksonlardan baslanarak dizi analizine
sokulmuslardir. Halen elimizde galisimaya devam edilen 6rnekler
bulunmaktadir.

iki ailede de ekson 9’da bulunan Chatam 1003 G—A mutasyonunu
gozlemledik. Bu mutasyonu gézlemledigimiz bireylerden biri erkek
digeri ise kadindi. Calisilan kadin hasta oldugu igin diger
kromozomunda da muhtemelen baska bir mutasyonu tasimaktadir
(chatam/...). Bu mutasyonun bulunabilmesi igin bu bireyin diger
eksonlanna DNA dizi analizi uygulanmaya devam edilmektedir.
Bu mutasyon sonucunda 335. Pozisyondaki amino asit olan alanin,
treonin ile yer degistirmektedir. Bu mutasyon ilk olarak bir Hintli ve
bir Suriyeli erkekte Vulliamy ve ark. tarafindan tespit edilmistir
(1988). 2. Sinif varyantlara dahil olup bir kesim noktasi
yaratmamaktadir.

Calisma sirasinda dikkat ¢eken diger bir nokta da kadin bireylerde
Xe bagh kahtim nedeniyle bu bozuklugun g¢ok nadir olarak
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homozigot durumda tasiniyor olmasidir. Erkeklerde hemizigotiuk
s6z konusudur. Ayrica 5 bireyde ise birlesik heterozigotiuk durumu
bulunmaktadir. Boyle bireyler hem Akdeniz tipi mutasyonu hem de
G6PD A bir arada tagimaktadiriar. Yani bir kromozomlar 563 C-T
déniustimiine, diger kromozomlan 376 A—»G doénisimine sahiptir
(Med/202). Bu bireylerden ikisi hasta gocuklarin anneleri geri
kalanlar ise hasta olan gocuklardir.

G6PD eksikliginin genetik dizeyde arastinimasi ile yapi-fonksiyon
iliskisi, X'e bagh kahtimin dzellikleri ve populasyonlarin kokeni
hakkindaki bilgilerimiz artacaktir. Bu gline kadar yapilmis olan
calismalar ile enzimde olan mutasyonlann enzim aktivitesini ne
sekilde etkiledigi, enzimin NADP baglama bdélgesi bulunmustur.
Ayrica X'e bagh olarak kahtilan bu gendeki mutasyonlarin klinik
siddeti kadinlarda X'in inaktivasyonuna bagl olarak degisim
gostermektedir. Dolayisiyla G6PD geninin caligiimasi biyokimya ve
populasyon genetidi calismalarninda bilgi birikiminin  olmasini
saglamaktadir.

Bu calismamin devaminda say! daha da arttnlarak farkl
bolgelerden bireylere ait bir profil gkariimalidir. Ayrnca bulunan
mutasyonlann disinda farkl varyantlann olup olmadigi gdzden
gecirilmelidir. G6PD 13 eksondan olusan biyiik bir gendir ve
icerisinde  oldukga fazla mutasyonu tagimaktadir. Olusan
mutasyonlar  her zaman bir enzim kesim noktasi
olusturmamaktadir. Bu tez calismasi sirasinda kullanilan DNA Dizi
Analizi teknigi bu mutasyonlann saptanmasinda kullanilan en

glivenilir yoldur ve rutin laboratuvar calismalarinda kullanilmalidir.

Ulkemizde de dinyada oldugu gibi siklikla rastlanilan bu genetik
bozuklugun karakterizasyonun yapilarak, toplumun bu hastalik
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tarafindan taranmasi toplum saghg acisindan onemlidir. Bu sekilde

dogum oncesi tani konulmasi mimkin hale getirilerek mutant gen

sikhiginin arttiniimasi 6nlenebilir.
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