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KISALTMALAR ve TANIMLAMALAR

6PGD : 6-Phosphate-Gluconate-Dehydrogenase;
6-fosfoglukonat-Dehidrogenaz.
G6PD : Glucose-§-Phosphate-Dehydrogenase;

Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz. (D-glucose-6-phosphate; NADP+
oxidorediictase, E.C. 1.1.1.49).

G6P : Glucose-6-Phosphate; Glukoz-6-fosfat.

GSH : Reduced Glutathione; Indirgenmig Glutatiyon.

GSSG : Oxidized Glutathione; Oksitlenmis Glutatiyon.

NADP :. Nicotinamide Adenine Dinticleotide Phosphate;

Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfatin Oksitlenmig Formu.

NADPH : Nicotinamide Adenine Diniicleotide Phosphate;

Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfatin indirgenmis Formu.

PCR : Polymerase Chain Reaction; Polimeraz Zincir Reaksiyonu.

WHO : World Health Qrganisation; Diinya Saglik Orgiiti.

WHO-G6PD : World Health Qrganisation-Glucose-6-Phosphate-Dehydrogenase;
Diinya Saglik Orgiiti-Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz Eksikligi Ca-
lisma Grubu.

cDNA 1 Complementary DeoxyriboNucleic Acid;

Komplementer Deoksiriboniikleik Asid: Bir genin niikleotid di-
zisinin messenger RNA (mRNA) {izerinden baglanarak primer ya-
pisini tammlayan DNA.

DGGE ve TGGE : Denaturing and Temperature Gradient Gel Electrophoresis;

Denatiire edici gradient jel elektroforezi ve sicaklik gradienti jel
elektroforezi.



Heinz Cisimcigi

PCR-SSCP

RFLP

: Alyuvar membraninin i¢ yiizeyine tutunmus ¢ogunlukla globinden

olusan denatiire protein molekiilleri.

: Polymerase Chain Reaction-Single Strand Conformation Poly-

morphism; Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve tek iplik konformasyon
polimorfizmi isimli bu yontem genin belirli bdlgelerindeki nokta
mutasyonlarini saptamada kullanilir.

: Restriction Fragment Lenght Polymorphism; Farkh DNA 6r-

neklerini farkli restriction endoniikleazlarla (kesici enzim) keserek
elde edilen farkh biiytikliklerdeki DNA parcalarinin analizi.



OZET

EGE BOLGESINDEKI

GLUKOZ-6- FOSFAT DEHIDROGENAZ (G6PD)
EKSIKLIGINE
YOL ACAN AKDENIZ MUTASYONUNUN DNA
TEKNOLOJISI ILE ARASTIRILMASI

ANAHTAR KELIMELER

Ege bolgesi, Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz(G6PD), Ciddi Diizeyde G6PD Eksikligi, Akut
Hemolitik Anemi, Floresans Spot Test, G6PD Akdeniz Mutasyonu, PCR Temelli Mutasyon Tarama,
Hemolitik Kriz Onlenimi

Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz(G6PD; D-glucose-6-phosphate; NADP+ oxi-
dorediictase, E.C. 1.1.1.49) aktivitesinde saptanan degisik diizeylerdeki azalmalar,
GO6PD eksikligi olarak tanimlanir. GO6PD eksikligi, klinik a¢idan énemli ve en yaygimn
kalitsal metabolik hastaliklardan biridir. G6PD eksikliginden diinya niifusunun %7'ik
bir kesimi etkilenmektedir. G6PD aktivitesindeki ciddi diizeyde azalmanin yol agtii
saglik sorunlari, belirli ilaglarla, yiyecek ve enfeksiyonlarla uyarilan ve &liimciil ola-
bilen akut hemolitik anemi, yenidogan ciddi sarlig1 ile kalitsal nonsferositik hemolitik
anemi'dir. G6PD aktivitesindeki azalma, enzimatik reaksiyon sirasinda olusan NADPH
miktarm1 o6lgmeye dayali test sistemleriyle kalitatif. .veya kantitatif olarak sap-
tanabilmektedir. Ciddi diizeydeki GO6PD eksikligini kalitatif olarak ortaya ¢ikarici test-
lerden Onerileni ve standardize edileni, floresans spot testidir. Tanimlanan 442 bi-
yokimyasal varyantin,1994 yil itibartyla, G6PD geninde(Xq28) olusan 60 mutasyondan
kaynaklandig: belirlendi.

G6PD eksikligi, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde giincel testlerle tanimlanir ve
buna bagh olarak kisilere akut hemolitik kriz nlenim tablosu verilirse, yol agtig: saglik
sorunlari kesin onlenebilmektedir.



Ege bolgesinde ciddi diizeydeki GOPD eksikligine yol acan Akdeniz mutasyonunun
DNA teknolojisi ile aragtirilmasi, ¢aligmanin amaci olarak belirlendi. Caligma grubu,
Ege bolgesindeki yerlesim birimlerinden gelen 45 aileyi kapsayan 130 bireyden olus-
turuldu. Internal ve eksternal olarak standardize edilen floresans spot testi ile 130 bi-
reyden 42'sinde ciddi diizeyde G6PD eksikligi saptandi.

Ahnan kanlardan fenol-kloroform ekstraksiyonu ve etanol ile ¢Oktiirme yon-
temiyle DNA'lar izole edildi. Akdeniz mutasyonunun saptanmasinda, PCR+ Mboll en-
zimiyle kesim+ mini horizontal agaroz jel elektroforez teknikleri kullanildi. G6PD ge-
ninde Akdeniz mutasyonunun bulundugu exon 6-7 bdlgesini ¢ogaltmada Luzzatto L,
(1994) grubunun kullandig: 91 ve 92 nolu primerler, tercih edildi. Standart olarak Ak-
deniz mutasyonu saptanan ve saptanmayan eksternal kontrol DNA'lar kullanildi. Elde
edilen sonuglar, 6mek degisimi yapilmak suretiyle Uluslararas1 G6PD Eksikligi Re-
ferans merkezince de (Hematoloji boliimii, Hammersmith Hospital,Londra) dogrulandi.

Mutasyon sikliginin saptanmasinda yakin akraba olmayan 37 olgu esas alindi. 37
olgunun 29 tanesinin(%78.3) Akdeniz mutasyonu ve geri kalan 8 tanesinin de(%21.6)
nonmed oldugu saptandi. Caligilan bdlgede hakim olan varyantin ve mutasyon tipinin
Akdeniz(563T) oldugu deneysel olarak dogrulandi. Uluslararas: gegerli standartlara
uyularak, Ege bdlgesinde ciddi diizeydeki G6PD eksikliginin molekiiler temeli ilk defa
tamimlanarak, yerel ve evrensel Olgcekte GO6PD eksikliginin molekiiler temelini ay-
dinlatma caligmalarina katkida bulunuldu. Klinisyenlere damisilarak hazirlanan giincel
akut hemolitik kriz 6nlenim tablosu, ciddi diizeyde G6PD eksikligi olan kisilere gon-
derilerek elde edilen bulgular, uygulamaya konuldu.
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G6PD deficiency is described as a differential decrease of measured normal activ-
ity of Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase(G6PD; E.C.1.1.1.49). G6PD deficiency is
one of the most common of all clinically significant inherited metabolic disorders.
About 7% of the world population is affected from G6PD deficiency. Health problems
caused by severe G6PD deficiency include acute hemolytic anemia induced by specific
drugs, chemicals, food and infections, neonatal jaundice and hereditary nonspherocytic
hemolytic anemia. Decrease on the level of GO6PD activity is measured quantitatively or
nonquantitatively by determining the amount of NADPH regenerated during the en-
zymatic reaction. Fluorescent spot test is. one of the suggested and standardized non-
quantitative tests in the diagnosis of severe G6PD deficiency.

So far, 442 biochemical G6PD variants originated from 60 mutations in the G6PD
gene(Xq28) have been currently identified according to information obtained in 1994.

Health problems related to G6PD deficiency can be definitely prevented provided
that it is determined by biochemical and molecular updated diagnostic tests, and acute
hemolytic crisis prevention list is given those who are severely G6PD deficient.



The objective of this study is to screen G6PD Mediterranean mutation in the se-
vere GOPD deficient cases from Aegean region.

The study group consisted of 45 family covering 130 people. 42 out of 130 were
determined as a severe G6PD deficient by using internally and externally standardized
fluorescent spot test. DNA from blood samples were isolated according to phenol-
chloroform extraction and ethanol precipitation. PCR+Mboll digestion+mini horizontal
agarose gel electrophoresis techniques were used in screening mediterranean mutation.
91 and 92 numbered primers designed by Luzzatto,1..(1994) were preferred in the am-
plification of exon 6-7 fragment including mediterranean (med) mutation. External con-
trol DNA samples with med and nonmed mutations were employed as a standard. All
obtained results were also confirmed by International G6PD Deficiency Reference Cen-
ter (Haematology Dept. Hammersmith Hospital-London).

37 unrelated cases were evaluated in the determination of mutation frequency. 29
out of 37 (%78.3) were found as G6PD Med and the remaining 8 (%21.6) were nonmed
mutation. It is experimentally approved that GOPD Mediterranean variant and mutation
is predominant in the Aegean region. The molecular basis of severe G6PD deficiency in
the Aegean region was identified at the first time by following international updated
standards. Based upon the obtained data, a contribution to the local and worldwide stud-
ies of defining the molecular basis of severe G6PD deficiency was carried out.

At the end of the present study an updated acute hemolytic crisis prevention list
was sent to severe G6PD deficient people in order to inform and protect them from
health problems related to severe G6PD deficiency. By this way, results were placed
into practice at the local health services.




GIRIS VE AMAC

Saglikli bir yasam, milyarlarca hiicrenin karsilikhi etkilesimi ve bagimlilifiyla
olusan doku-organ ve sistem {i¢liisliniin dinamik dengeyi ortaya ¢ikaracak gekilde
organizasyonunu ve bunun siireklilifini gerektirir. Insan organizmasinda bu
organjzasyonun devami, doéllenmis yumurta hiicresindeki anne ve babadan kalitilan
genetik bilginin, gelisim ve yasam siliresince her hiicrede kosullara uygun olarak
dinamik sekilde diizenlenebilmesine ve kontroliine baghdir. Ayrica genetik bilgisi
kismen yapisal ve fonksiyonel dizenlemeye ugramig farklilagmig hiicrelerde, genetik
bilginin uygun zamanda, uygun kosullarda, uygun miktarda ve gereken siirede desifre
edilip karsiif1 olan proteinlerin dogru sentez edilmesi de gerekli olan bir diger
kosuldur.

Bu noktadan, biyolojik sistemin yapisal ve fonksiyonel &zelliklerini temelde
belirleyen genetik bilginin hiicreler tarafindan saglikli kullamimi, iki kosula baglh
olmaktadir. Birincisi d6llenmig yumurta hiicresindeki genetik bilgi ve sitoplazmadaki
molekiiller eksiksiz, hatasiz kalitilmig ve diizenlenmis olmaldir. ikincisi embriyonel
dénemden itibaren yasam boyunca bu bilgilerin saglikli kullanmim gerceklesebilmeli ve
genetik bilginin hatali diizenlenmesine, kontroliine veya okunmasina imkan vermeyecek
bir ¢evrede yasanmalidir. Ancak bu iki sart gercek yasam kosullarinda degisik
diizeylerde saglanabilmektedir. Sonugta bazi kisiler, genetik bilgilerinin bazilarini anne
ve babalarindan hatali veya eksik alabilmektedir. Anne ve babadan kalitilan
rnetabolizmayia iligkili genetik bilgideki hata veya eksikligin neden oldugu saghk
sorunlari, kalitsal metabolik hastaliklar olarak tanimlanir. Diinya genelinde sik
rastlanilan kalitsal metabolik hastaliklardan biri olan Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz
(G6PD) eksikligi, glukoz metabolizmasinda yer alan Pentoz-fosfat (veya
heksoz-monofosfat) yolundaki ilk enzim Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz'daki aktivite
kaybinin yol a¢tig1 saglik sorunlartyla iligkilidir.

Calisma konusunun se¢iminde ve tanimlanmasinda G6PD eksikliginin yol agtig:
saglik sorunlarinin kesin Onlenebilir olmasi, Ege bolgesinde G6PD eksikligine yol

acan varyantlarin molekiler temelinin bilinmemesi, hastaligin molekiiler dizeyde
dogru tamimlanmasinda giincel bilgi ve teknolojinin kullanilabilir olmas: dikkate alin-



di. Ege bolgesinde yagayan insanlarda ciddi diizeyde G6PD eksikligine yol acan G6PD
Akdeniz mutasyonunun giincel DNA teknolojisi kullanilarak aragtiriimas: ¢aligmanin
amaci olarak belirlendi. Ciddi diizeyde G6PD eksikligine sahip olgularin dogru sap-

tanmas! i¢in gerekli testin standardizasyonu ve kalibrasyonu da bu amag¢ dogrultusunda
hedeflendi.
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1. GENEL BILGILER

1.1 Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz’mn Hiicresel Islevieri ve
Aktivitesinin Diizenlenmesi

Glukoz-6-fosfat  dehidrogenaz  (G6PD; D-glucose-6-phosphate; NADP+
oxidoreductase, E.C. 1.1.1.49), 1931 yilinda Otto Warburg tarafindan tanimlanmgtir
(1). Katalitik formdaki G6PD enzimi dimer yapida olup, herbiri 515 aminoasidden
olugan yaklagik 59,256 dalton molekiiler agirliga sahip monomerlerden olusur (2). Bes
karbonlu sekerlerin ve NADPH molekiilintin sentez edildigi Pentoz fosfat yolunun ilk
enzimidir, Bes karbonlu sekerler, ATP, KoA, NAD, FAD, RNA ve DNA gibi
biyomolekiillerin yapitasi olarak kullanilir. Bu yolda tretilen NADPH molekiilleri ise
metabolizmadaki indirgeyici reaksiyonlarda hidrojen saglayict kaynakur (3). Olgun
alyuvarlarda antioksidan tamir sistemlerinin ¢aligmasi igin gerekli olan NADPH!'i iireten
alternatifsiz tek yol olmasmndan dolayi, pentoz fosfat yolunun saglikli isleyisi,
alyuvarlarin yasamu agisindan kritik éneme sahiptir (4). Ornegin antioksidan tamir
sisteminde bulunan oksitlenmig glutatiyonu (GSSG) indirgenmis forma (GSH)
doniistiren glutatiyon rediiktaz, gerekli hidrojeni NADPH molekiiliinden alarak
glutatiyona transfer eder (5). Sitoplazmada gergeklesen pentoz fosfat yolunun ilk
basamagmda  glukoz-6-fosfat (G6P), glukoz-6-fosfat dehidrogenaz tarafindan
6-fosfoglukono-d-laktona, dontistiiriiliir. Reaksiyon sirasinda glukoz-6-fosfatin 1.
karbon atomundaki hidrojen NADP’ye transfer edilerek NADPH olusur. Reaksiyonun
rlinii 6-fosfoglukono-3-lakton, laktonaz tarafindan 6-fosfoglukonata donistirdiliir.
Sonra bu alt1 karbonlu seker, oksidasyonla 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD)
tarafindan dekarboksile edilirken bir tane daha NADPH iiretilir. Dolayisiyla bu
metabolik yolda bir mol glukoz-6-fosfatdan iiretilen iki mol NADPH'in bir tanesi
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz digeri de 6-fosfoglukonat dehidrogenaz tarafindan tretilir.
Ribuloz -5-fosfat (ketoz) fosfopentoz isomeraz tarafindan riboz-5-fosfata (aldoz)
cevrilir. Sekerlerin molekiiler seviyede yeniden dlzenlenmelerinde rol oynayan
transketolaz ve transaldolaz enzimleri, pentoz fosfat yolunu ve glikolizisi birbirine
baglar (6).
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Aktif enzimin hem yapisal bileseni hem de reaksiyon substrati olan NADP, enzim
aktivitesinin diizenlenmesinde rol alir. G6PD enziminin aktivitesi birinci derecede,
hiicre ici NADPH/NADP oran1 ve glukoz-6-fosfat diizeyi tarafindan kontrol edilir (4,5).
Acarsak NADPH molekiili enzim aktivitesini engelleyen 6nemli bir metabolik
inhibitdr, NADP molekiili de enzim aktivitesini uyaric1 igleve sahiptir. Enzimin aktivite
diizeyi, saghikli kosullarda hiicre ici NADPH/NADP orami yiiksek tutulacak sekilde
diizenlenir. Bu oran siirekli yiiksek tutuldugundan hiicre i¢i G6PD aktivitesi, normal
kogullarda enzimin teorik maksimum aktivite kapasitesinin % 0.1-1'1 kadar diigik
olabilmektedir (7).

Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz (G6PD)
COO~
2 °P°3=~ CRI‘OPOS,- i
O on NADP* NADPH +H* o H,O HC!!OH
OH \ / oM o] —LP HOCH
OH el HCOH
Glukoz-B-Fosfat 6-Fosfoglukonolakton
CHL,0POs*~
& Fasfoglukonik asit

Sekil-1.1: Pentoz fosfat yolunda glukoz-6-fosfat dehidrogenaz tarafindan katalizlenen reaksiyon (8).

Glukoz-6-fosfat ve NADP ‘i¢in farkli affinitelere sahip olan normal formdaki
GO6PD enziminin her iki substrat i¢in 6l¢iilen Km degerleri de buna paralel olarak
farklidir. Glukoz-6-fosfat i¢cin Km 60-90 uM/L ve NADP i¢in 1-4 pM/L arasinda
degisir (2,6). NADPH'in siirekli ve hizla titketildigi kosullar olugtugunda saglam enzim,
katalitik aktivitesini artirarak NADPH/NADP oramnin yiksek diizeyde tutulmasim
saglar. Ancak substratlara olan affiniteleri degisen G6PD varyantlarinda bu kontrol
bozulur ve enzim yiiksek NADP veya diisik NADPH konsantrasyonlarinda katalitik
aktivitesini yeterli hiz ve diizeyde ortaya koyamaz. Ayrica enzimin NADPH tarafindan
inhibe edilmeye olan duyarlilii, baz1 mutant enzimlerde oldukga yiiksek olabilir. Az
miktardaki NADPH tarafindan aktivitesi engellenen enzim, aktif hale gecemez.
Dolayistyla NADPH/NADP orani hiicrede gerekli olan diizeyde devam ettirilemez (3).
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Sekil-1.2: Metabolizmada glukozun temel kullamm yollan. Bu sekil farkli kaynaklardaki sekil ve
metinlerden yararlanilarak tarafimizdan olugturuldu (8,9,10).
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1.2 G6PD Enzimi Eksikliginin Tanimu ve Simiflandirilmas: _

GO6PD enzim eksikligi, G6PD'ye ait genetik bilgiden sentezlenen G6PD proteinin
katalitik fonksiyonunu azaltan, yapisal ve iglevsel bozukluklarin tiimiinii ifade eder
(11,48). G6PD enzimindeki aktivite kayb:, saglik sorunlarmma yol agabilecek veya
acmayacak diizeylerde olabilir (11).

G6PD enzimindeki aktivite kaybimn birinci dereceden 6nemli klinik belirtileri,
molekiillerini genetik bilgiden yeniden sentez etme imkam olmayan olgun alyuvarlarda
ortaya cikar. Ciinkii yasamlar1 boyunca ortalama 170000 defa viiciidu dolasan
alyuvarlar, yaklagik 280 km yolculuklar esnasinda i¢ ve dig ¢evrenin yasam kisitlayic
kosullarina (yiiksek tiirbiilans, dar kapillerden ge¢me, bdbregin peritiibiilar
kapillerindeki yiiksek osmotik degerler, alyuvar icindeki yiiksek oksijen ytikii, i¢ ve dig
kaynakli oksitleyici ajanlarin {iretimi vb.) normal kogsullarda 12046 giin
dayanabilmektedirler. Ayrica alyuvarlardaki enzimler, alyuvar émriine bagimli enzimler
oldugundan, alyuvarlar yaglandik¢a enzimlerin katalitik fonksiyonlari da azalmaktadir.
Alyuvarlarin normal yasam silirelerinde membran yapilarinin  esnekligi ve
sitoplazmadaki antioksidan enzimlerin saghkli igleyisi, bu kosullarin zararli etkilerini
Onlemektedir (12).

Yukanida tanimlanan kosullarda oksijen baglama ve tasima iglevini yerine getiren
alyuvarlarda G6PD enzimindeki aktivite kaybi, hiicre i¢i antioksidan tamir sisteminin
saglikli isleyisinde degigik diizeylerde aksamalara neden olur. Dolayisiyla Tablo-1.2'de
verilen ilaglarin ve yiyeceklerin viicuda alimi sonrasinda agiga cikan, oksitleyici
molekiillerin hemoglobin ve membran proteinleri lizerinde yapacagt zararli
degisikliklere engel olunamaz. Sonugta G6PD eksikligi olan kisilerde alyuvarlar
hemolize son derece duyarl: hale gelir ve degisik diizeylerde hemolitik anemi olusabilir
(11). '

G6PD enzimindeki aktivite kaybinin yol agtig1 diger bir klinik belirti, G6PD
eksikligi olan bebeklerin bazilarinda hemen dogum sonrasi ortaya c¢ikan G6PD
eksikligiyle iligkili yenidogan sariligidir G6PD eksikligiyle yenidogan sarihig:
arasindaki iligkinin varlii, kesinlesmis olmakla beraber, sarthiga yol agan molekiiler
olaylar tam olarak bilinememektedir (13).

Farkli c¢esit ve sayida olan G6PD varyantlari, Diinya Saghk Orgiitii -
Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Eksikligi Calisma (WHO-G6PD) grubu tarafindan
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enzimin aktivite diizeyi, biyokimyasal 6zellikleri ve yol agtigr klinik tablolar dikkate
alinarak 4 sinif halinde gruplanmugtir (13,14,30).

Smif 1: Kalitsal nonsferositik hemolitik anemiye yol agan G6PD varyantlarini
icerir. Enzimin aktivite dlizeyi degisken olup genelde normalin %2-35’i arasinda
seyreder.

Sinif 2: Ciddi diizeyde enzim eksikligine yol acan (aktivite diizeyi normal degerin
%10’undan daha asagida olan) varyantlarin toplandig: bu simifda 6liimciil olabilen akut
hemolitik kriz ve ciddi yenidogan sarilig1 ve kernikterus, olasi klinik tablolardir (13).

Siif 3: Orta ve hafif diizeyde enzim eksikligine yol agcan (normal aktivite
diizeyinin %10-%65’i arasinda aktiviteye sahip olan) G6PD varyantlarim i¢ine alir. Bu
smifdaki G6PD varyantlan nadiren saglik sorunlarina yol agarlar.

Smif 4: G6PD eksikligi gdstermeyen ve enzim aktivite diizeyi normalin %65 ve
yukarisinda olan G6PD varyantlarim igine alir.

SINIF KLINIK ORNEK AKTIVITE | ELEKTROFORETIK | KmG6P Populasyondaki
TABLO % NORMAL MOBILITE uM/L Dagilim

I KNSHA BARSELONA 2 HIZLI 40 SEYREK
I KNSHA Santiago de Cuba 2 YAVAS 45 SEYREK
i AHA, YDS Akdeniz 3 NORMAL 25 POLIMORFIK
M | AHA, YDS G6PDA” 12 HIZLI 70 POLIMORFIK
Il | COKNADIR [ Seatle 25 YAVAS 20 POLIMORFIK
IV | YOK G6PDA 85 HIZLI 70 POLIMORFIK
Iv | YOK G6PDB 100 NORMAL 70 YAYGIN

KNSHA: Kalitsal non sferositik hemolitik anemi.
AHA  : llaglara, bakla yemeye ve enfeksiyonlara bagh olarak olusan Akut Hemolitik Anemi.
YDS : YenidoZanlarda goriilen ciddi sanlik ve kernikterus.

Tablo-1.1: Insandaki G6PD enziminin genotipik ve fenotipik varyasyonlarinn genel simflandirmasi (14),

1.3 G6PD Enzimi Eksikliginin Yol A¢tig1 Saghk Sorunlar:

G6PD enziminde degisik dizeylerdeki aktivite kaybmin yol agti§i oliimciil
olabilen saglik sorunlar, belirli kosullarin varliginda (Tablo-1.2’deki belirli ilaglarin ve
besinlerin aliii ve enfeksiyonlar) degisik dlizeylerde ortaya g¢ikmaktadir. G6PD
eksikliginin yol agtig1 6nemli saglik sorunlari:

-Belirli ilaglarin ve bakla gibi besinlerin viicuda alimi sonrasinda agi§a ¢ikan
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ekstra oksitleyici ajanlar tarafindan uyarilan hizla ve dniden gelisen éliimciil olabilen
akut hemolitik kriz.

- GOPD eksikligine sahip yenidogan bebeklerin bazilarinda dogum sonras: ortaya
¢cikan ciddi yeni dogan sariligi ve buna bagl kernikterus.

- G6PD eksikligine bagl kalitsal nonsferositik hemolitik anemi.

Alyuvarlar ekstra oksitleyici kosullara maruz kalmadiklan siirece, GOPD eksikligi
kiside yukaridaki saghk sorunlarina yol agmamaktadir. Ancak, Akdeniz varyantina ve
G6PDA- varyantina sahip hemizigot erkeklerde, normal kosullarda, kisalan alyuvar
Omrine (ortalama 120 giinden 100 giine) bagli hafif giddette seyreden kronik hemoliz
goriilebilir (6).

G6PD eksikligine sahip kisilerde bu saglik sorunlarinin siklig: ve siddeti; G6PD
genindeki mutasyonun olustugu gen bolgesine ve tipine, enzimatik aktivite kaybinin
derecesine, hemolitik anemiyi uyaran etkene, alinan miktarina ve genetik yatkinhiga
bagl: olarak farkl: diizeylerde olabilmektedir (2).

1.3.1.1 Belirli Ilaclarin ve Kimyasallarin Viicuda Almiyla
Uyarilan Hemolitik Anemi

Ikinci diinya savagi sirasinda, sitma ilaci primakini (8-aminoquinoline) kullanan
zenci Amerikan askerlerinin bazilarinda ilag alimiyla uyanlan akut hemolitik anemi
gozlendi. Akut hemolitik anemiye yol acan faktorlerin tammlanmasina yonelik 1950'i
yillarda siirdiiriilen caligmalar, bunun G6PD eksikliginin bir sonucu oldugunu ortaya
cikard1 (15). Daha sonra primakinin, ciddi diizeyde G6PD eksikligi olan kisilerde
alyuvarlarin yasam siiresini kisaltan birgok ilactan ve etkenden sadece biri oldugu
anlagildi.

Tablo-1.2'deki ilaglar veya kimyasallar alindiginda, ciddi diizeyde G6PD eksikligi
olan kisilerde 18-72 saat i¢inde &ni ve hizla geligebilen akut hemolitik anemi ortaya
cikabilmektedir. Bu klinik tablo'nun karakteristik ozellikleri, alyuvar sayisinda
dolayisiyla hemoglobin miktarinda &ni azalma(hemoglobinemi), idrarda hemoglobin
goriilmesi (hemoglobiniiri), krizin baslangic déneminde saptanabilen Heinz cisimcigi
olusumu ve sonunda geligen sarilikdir. Hemolitik kriz siddetli oldugunda, metabolize
edilemeyen hemoglobinin idrar yoluyla atilmas: sonucu idrar, ¢ay rengine doniisiir.
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Kiside, sirt ve karin agrilan baglar. Agir seyreden akut hemolitik krizlerde hemoglobin
diizeyi 12-24 saatler arasinda Sliimciil diizeye ulasacak kadar diisebilmektedir (12,16).

Oksitleyici kosullarin olusumuna yolagan ajamin viicuda alimi durdurulduktan
sonra da hemolitik kriz, belirli bir siire devam eder. Cogu durumda hemolitik krize
yakalanan kisiye itk 12-24 saat icinde, G6PD eksikligi olmayan saglam kan verilerek,
hemolitik krize bagh Sliimler 6nlenmektedir (16).

Akut hemolitik aneminin, heniiz anlagilamayan yonii; ayn: etken maddenin, G6PD
eksikligi olan bir kiside hemolitik krize yol acarken, digerinde higbir etki yapmamasi
veya kiside, bir defasinda hemolitik krize yol acarken, diger zamanlarda aym etken
maddenin herhangi bir klinik tabloya yol agmamasidir.

Farkl kisilerde ila¢ metabolizmasindaki genetik farkliliklar(sitokrom P-448-450
enzim sistemi ve asetilasyon polimorfizmi gibi), bir ilacin hemolitik ajan olup
olmayacagini belirlemede rol oynar. Omegin, bir ilacin aktif hemolitik metabolitini
etkin sekilde yikima ugratan ila¢ metabolizmasina sahip G6PD eksikligi olan kiside,
akut hemolitik kriz. olugmayabilir. Ote yandan, aym ilacin hemolitik metabolitini etkin
sekilde yikima ugratamayan metabolizmaya sahip kiside, ayn ilag hemolitik krize yol
acabilir (17).

Buna ilaveten ilaglarla uyarilan hemoliz derecesi, G6PD eksikliginin farkli
varyantlarinda farkli olabilmekte ve bazi ilaglar belirli varyantlarda ciddi saghk
sorununa yol acacak diizeyde hemolitik krize neden olurken bazilarinda hemoliz
derecesi, ciddi saglik sorunlarina yol agmayacak diizeyde olusabilmektedir. Ornegin
G6PD Akdeniz varyant1 gibi ciddi diizeyde enzim eksikligi olan kisilerin alyuvarlar,
bircok hemolitik ilaca duyarli iken, G6PDA- varyant gi‘bi orta diizeyde G6PD
eksiklifine sahip kisilerin alyuvarlart bu hemolitik ajanlara karsi duyarsiz
olabilmektedir (11).

1.3.1.2 Favism

Ciddi diizeyde G6PD eksikligi olan kisilerin bazilarinda yas veya kuru bakla
(Vicia faba) yemeleri sonrasinda genelde 18-72 saat icinde, siddetli renk soluklugu,
halsizlik, kusma ve koyu cay rengi idrarla belirtilerini ortaya ¢ikaran akut hemolitik
anemi tablosu, favism olarak tamimlamir. Ciddi diizeydeki G6PD eksikliginin fenotipini
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tantmlayan gostergelerden biridir. Akdeniz bdlgesindeki besin kaynaklarindan biri olan
bakla, daha ¢ok bu bolgede tiiketildiginden, favism olgulari, Akdeniz iilkelerinde daha
sik goriilmektedir. Bakla yenmesine bagh olarak aniden gelisen giddetli hemolitik kriz
diginda, akut hemolitik anemiye yol agan olaylar, ilacla uyarilan akut hemolitik anemi
ile olduk¢a benzerdir (18,19).

Favism gecirmis kisiler, kesin olarak G6PD eksikligine sahiptirler. Ancak G6PD
eksikligi olan herkes, bakla yediginde, akut hemolitik krize yakalanmamaktadir. Ciddi
diizeyde GO6PD eksikligi olan kisilerin yaklagik %20-30'u bakla yediklerinde akut
hemolitik krize maruz kalmaktadir. Bakladaki aktif maddelerden, divicine-vicine ve
isouramil'in metabolizmasiyla iligkili bireysel genetik farkliliklarin bunda rol oynadig:
tahmin edilmektedir (12).

Favismin tarih¢esi antik doneme kadar uzanir. M.O 6. asirda yasami§ Pisagor'un o
doénemde bakla yenmesini ve bakla tarlalarindan ge¢meyi yasaklamasinin, bakla yemeye
bagimli akut hemolitik aneminin Slimcil olabilen etkilerinden dolay1 olabilecegi
tahmin edilmektedir (20).

Yapilan literatiir ¢alismalarinda iilkemizde bilimsel agidan klinik diizeyde favism
olgusunu ilk defa 19401 yillarda H. Tekiner'in rapor ettigi belirtilmektedir (21).

G6PD eksikligi, X'e baglh kaliim o&zelliklerine sahip oldugundan, favism
olgularinin %87'si hemizigot erkek, %13 homozigot disi kisilerdir (21).

Favism olgusunda aileyi telaga diisiiren gey; kiginin aniden bitkinlegmesi,
sararmasi ve kan renginde idrar yapmasidir. Bakla yeme sonrasinda akut hemolitik krize
yakalanmus kigilere, cogu durumda saglam kan verilerek, 6limleri engellenebilmektedir
(21).

1.3.1.3 Enfeksiyonla Uyarilan Hemoliz

GO6PD eksikligine bagl hemolizi, belirli enfeksiyonlar da uyarabilmektedir. G6PD
eksikligi olan kigilerde enfeksiyonlarin hemolizi nasil baglattigina dair mekanizma
bilinmemektedir (2). Ancak ileri siiriilen bir hipoteze gére, fagositosiz sirasinda akyuvarlar,
aktif oksijen radikallerini digar1 birakarak cevrelerindeki alyuvarlari zarara ugratirlar.
G6PD eksikligi olan kisilerde, bu oksijen radikallerinin olugturdugu zarar, hizla yeterli
stirede tamir edilemezse alyuvarlar, hemolize ugrayabilirler. Azot oksit de, oksitleyici ajan
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olarak bu mekanizmada rol alabilir. Bdyle olasi bir mekanizmanin viral hepatit gibi
enfeksiyonlarla baglatilan hemolizde gecerli olabilmesi ise mimkiin degildir (2).

1.3.2 Ciddi Yenidogan Sarilig1 ve Kernikterus

GO6PD eksikligine sahip yenidogan bebeklerin bazilarinda goézlenen fizyolojik
sarihiktan farkli olan yasamu tehlikeye sokacak diizeydeki ciddi yenidogan sarihifn ve
buna bagli olugabilen kernikterus, G6PD eksikligiyle baglantihi bir bagka 6nemli saglik
sorunudur (22,23).

Dogumun ilk gilinlerinde karaciger fonksiyonlarinin tam cahgabilir dizeyde
olmamas1 ve ciddi diizeyde enzim eksikligi, yenidoganda biliriibinin yeterli hizda
metabolize edilememesine yol agabilir. Ciddi diizeyde G6PD eksikligi olan bebeklerde
goriilen sarilik tablosunun anemiden daha ziyade karaciger fonksiyonlarimin etkinlik
diizeyleri ile iligkili oldugu belirtilmektedir. Ayrica ciddi diizeydeki G6PD eksikligi
olgularinda alyuvarlarin yasam siiresinin kisalmasimin da sariligin gelisimine katkida
bulunabilmesi olasidir. Cilinkii hemoliz sonucunda agiga c¢ikan hem grubu {iriinlerin
karacigerde bilirtibine doniistlirilmesi, yenidogan bebeklerde kritik sartlarda diizenlenir.
Hemolizi artiran veya biliriibin konjugasyonunil azaltan herhangi bir faktor (6rnegin
glukuronil transferaz enzim eksikligi), bu diizenlemeyi bozarak, sariliga yol agabilmesi
imkan dahilindedir. Ancak G6PD eksikligi olan yenidogan bebeklerde genelde anemi
saptanamadigindan, bu bebeklerde hizl alyuvar yikimina (hemoliz) bagh olarak gelisen
sarilik nadiren ortaya ¢ikmaktadir.

G6PD eksikligi olan bebeklerin yaklasik % 20-30'unda ciddi diizeyde yenidogan
sarihig1 gelismektedir. Sarihifin geligme riski, farkli populasyonlar arasinda, hatta aym
populasyonda farkli cevrelerde ve dogumdan sonraki ortaya ¢ikis zamanlarinda
degiskenlik gosterir. Ornegin G6PD eksikligine bagimli yenidogan sarilign &zellikle,
Asya ve Akdeniz kokenli bebeklerde daha ¢ok goriiliir.

G6PD eksikligine bagimli yenidogan sariliginin enzim eksikligi tagiyan herkesde
ortaya ¢cikmamasinda ve cografik ve etnik farkliliklarin olugmasinda;

-G6PD eksikligine yol agan mutasyonun yeri, tipi ve buna bagli ortaya ¢ikan
enzim aktivitesindeki azalma derecesi,

-Bebegin prematiire olarak (tam gelismeden) dogumu,

-Bebegin genetik yapisi ve soyagaci (Ornegin asya kokenli kisilerde karaciger
enzimlerinin olgunlasma hizlariin Avrupa kokenlilere nazaran daha yavas oldugu rapor
edilmektedir),
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-Yenidogan bebege naftalinli elbise giydirimi, annenin hemolitik krizi uyarici
besin ve ilaglar1 almasi, bunlann siit yoluyla bebege aktarimi, gibi faktorlerin rol
oynadig1 rapor edilmektedir. Dolayistyla G6PD eksikligine sahip bazi bebeklerde enzim
eksikligiyle iligkili yenidogan sarilifimn olusumunu etkileyen faktbrler ve
mekanizmalar tam olarak bilinememekte ve bu konuda daha fazla aragtirma yapilmasina
gerek duyulmaktadir (13).

G6PD eksikligine bagimh ciddi yenidogan sarihigi ve ikteri, erken tedavi ile
onlenemezse, bebekte, zeka gerilifine ve spastik serebral felce, kernikterusa bagh 6liime
yol agabilir (13). Bu ciddi saglik sorunlar1 erken donemde fototerapi uygulanarak
Onlenmektedir.

Ancak aileler ve yeni dogan bebekler, giincel bilgiler 1s181nda standardize edilmig
G6PD eksikligini ortaya ¢ikarici tarama testinden gegirilerek erken tami kondugunda;
hastalik biyokimyasal ve molekiiler diizeyde tamimlandiginda ve buna dayali olarak
kisilerin bilgilendirilmesi ve yasak yiyecek-ilag listesi verilmesi (Tablo-3.2) gibi
Onlemler alindifinda, yukanda anlatilan G6PD eksikligiyle iligkili saglik sorunlarinin
ortaya ¢ikmas, kesin olarak onlenmektedir.

1.3.3 Kalitsal Non Sferositik Hemolitik Anemi

1958 yilinda G6PD eksikliginin kronik hemolize de yol agtigi bulundu ve bu
klinik tablo, Newton ve Frajola tarafindan kalitsal nonsferositik hemolitik anemi olarak
tanimlandi.

Simmf 1 i¢inde gruplandirilan G6PD varyantlarinin neden oldugu kronik hemoliz,
ok degisik siddetlerde ortaya cikabilmektedir. Kronik hemoliz, genelde hafif veya orta
siddette ortaya ¢ikmaktadir. Ancak nadir rastlanilan bazi G6PD varyantlarinda (G6PD
Campinas gibi) strekli transfiizyon gerektirecek kadar siddetli olabilen hemolitik kriz
goriildiigtine dair yayinlar vardir (2). '

Kalitsal nonsferositik hemolitik anemiye neden olan simif-1'e dahil G6PD
varyantlarina yol acan mutasyonlar, nadir rastlamilan mutasyonlardir. Simf-1 icindeki
varyantlarda, enzimin fonksiyonel biitlinligli o kadar tahrip edilmistir ki, alyuvarlar,
dolagim swrasinda karsilastiklar: stress kosullarina dayanabilme gliglerini kaybederek,
hemolize ugrarlar (2). Bu hastalar, in vitro kosullarda olciilen G6PD aktivite diizeyine
bakilarak, genellikle saptanamamaktadir. Ciinkii, simf-1 varyant1 iceren Kkisilerin
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1LAG GRUBU HAFIF SIDDETTE HEMOLIZE AGIR SEYREDEN AKUT HEMOLITIK ANEMIYE YOL AGABILENLER.
YOL AGABILENLER
{ Bu gruptaki ilaglar ve yiyecekler kesiniikle kullaniimamalidir.)
{ Tedavideld Doziannin Ustiinde Kullanidifinda | +Etken madde
(Tedavideki dozian, hekim tavsiyesiyle ve kontroilinds kullaniabifr) '
« Acetyl saficyclic 2ci
ANALJEZIK VE
ANTIPIRETIKLER § * Antipifin +Acatanilid
+ Aminopyi
« Acetophenetidn
SITMA ILACLARI | . pyrimethaming + Pamaguing
+ Quirire * Quiocide
kutronavipLer |  Sifadiazine « Sillfacetamide
e  Suffamerazing + Siltfamethoxazole
SULFONLAR | + Suifa methoxypyridazine_ - Sulfanilamide
+ Sulfaquanidine « Thiazolesuifone
DIGER + Chi ni Eutamdm
ANTIBAKTERIYEL + Nitrofurantoin
AJANLAR Nitrofurazone
« Nalidixic Acid
ANTIHELMINITIK + Niidazole (Ambihar)
AJANLAR » Stihophan
* B-Naphthol
ot | obenectd -Maohtalene.
MADDELER Viari » Phenylhydrazin
 Vitain K ve Analogian «+ Talyidin mayisi
+ uiii el i
+ Phenazopyriding
< Tini
. ls&mn ﬂmﬁl i
+ Urate oxidage
YIYECEKLER * Yag ve kuru ig bakla (dzellikle bakla taze ve ¢if yenildiginde)
akut hemolitik krize (gay rengi idrar, halsizlik-sararma) yof agar.
HASTALIKLAR - +Viral hegatt,
« (Ist solunum yolu enfeksiyonian, pnémon,
+ Diyabetik asidosis gibi durumlar

Tablo-1.2: Klinik agidan hafif ve agir seyredebilen hemolitik anemiye yol agan ilaglarin, kimyasallarin
ve yiyeceklerin listesi (2,10,13). Ilaglann Tirkiye'deki ticari isimleri eklenerek giincellestirilmis akut
hemolitik kriz Onlenim tablosu tarafimizdan hazirlanmus ve tezin bulgular kisrinda(tablo-3.2) verilmigtir.
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alyuvarlarmdaki residuel enzimin aktivite diizeyi, normal aktivite diizeyinin %35'i kadar
yiksek olabilmektedir. Mutant enzimin NADPH tarafindan inhibe edilmeye agiri
duyarlilik kazanmasi ve in vivo kosullarda, enzimin azalan stabilitesi veya artan
kararsizlif1, G6PD enziminde yapisal ve fonksiyonel bozukluga neden olabilir (28).

Smuf-1 igindeki G6PD varyantlannin en tutarli ortak Ozelliklerinden biri, bu
varyantlarin olusumuna yol acan mutasyonlarin G6PD genindeki yerlesimleridir.
Kalitsal nonsferositik hemolitik anemiye yol acan G6PD mutasyonlarimin biiyiik bir
kismi, enzimin NADP'yi veya G6P'yi bagladig1 bolgede kiimelenmistir (17).

1.4 G6PD Enzimi Eksikliginin Biyokimyasal Temeli

Tablo-1.2'deki ilaglar, kimyasallar, yiyecekler ve enfeksiyonlar, insan viicudunda
dogrudan veya dolayh olarak oksitleyici 6zellikteki metabolitlerin {iretilmesine neden
olurlar. Alyuvarlarda hemoglobinin beta zinciri, membrandaki proteinler ve proteinlerin
tasidiklar1 SH gruplan, oksitleyici ajanlar(stiperoksitler, hidrojen peroksitler, reaktif
serbest radikaller diger deyisle ciftlesmemis elektrona sahip molekiiller) tarafindan
oksitlenmeye olduk¢a duyarhdirlar (12,13). Hidrojen peroksitin zararsiz hale
doniistiirtilmesinde, dolayisiyla oksidasyona bagl tahribatin énlenmesinde alyuvarlarda
alternatif iki yol vardir. Bunlardan biri, indirgenmis glutatiyonu (GSH) hidrojen kaynag:
olarak kullanan glutatiyon peroksidaz'in hidrojen peroksidi suya ve oksijene
déniistiirmesidir. Bu agsamada oksitlenmis forma doniisen glutatiyon (GSSG), glutatiyon
rediiktaz tarafindan NADPH varliinda tekrar indirgenmis glutatiyona donistiirtiliir.
Indirgenmig glutatiyon, ayrica hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine déniisiimiinii
azaltmada ve sistein aminoasidlerindeki stlfidril(SH) gruplarinin indirgenmis formunun
devam ettirilmesinde rol alir. Indirgenmis glutatiyonun hiicrede yiiksek diizeyde devam
ettirilmesini saglayan bu ¢evrimin siirekliligi saglandigl stlirece hiicrede olusan
oksitleyici ajanlar tahribata yol agmadan zararsiz hale déndstiirtilir (13,83).

Diger yol ise, aym reaksiyonu katalizleyen farkli bir enzim olan katalazdir.
Katalazin aktif formu tetramerik yéplda olup, enzimin yapisinda 4 tane NADPH
molekiild bulunur. Katalazin inaktif formu, kendisine NADPH baglandi§inda aktif hale
gecerek hidrojen peroksidi suya ve oksijene doniistiiriir. Buna kargin tek bagina katalazin
diigtik diizeylerde olusan hidrojen peroksiti uzaklagtirmada ¢ok etkin olmadig: rapor
edilmektedir (2).
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Sekil-1.3: G6PD enzimi eksikligine bagh 6liimciil olabilen akut hemolitik aneminin olug
mekanizmasi:

Pentoz fosfat yolundaki G6PD enzimindeki aktivite kayb1 (1), hiicre ici indirgenmis glutatiyon’un
yeniden iretilmesini saglayan glutatiyon reditktaz’in ¢aligabilmesi igin gerekli NADPH’in yeterli
miktarda sentez edilememesine yol agar. Diganidan hidrojen peroksit olusumunu arttiran etken maddeler
alindifinda veya viicutta olugtugunda(2), hidrojen peroksit glutatiyon peroksidaz tarafindan yeterli hizda
ve gereken stirede zararsiz hale doniistiiriilemez. Katalitik aktivitesi i¢in NADPH’e gereksinim duyan
katalaz enzimi de, bu olaylardan kismen etkilenir. Sonugta hiicre iginde azalan NADPH stogundan dolayi
alyuvarlar oksitlenmeye daha duyarh hale gelir. Ekstra oksitleyici ajanlanin varhginda alyuvarlar hemolize
ugrayarak Sliimciil olabilen akut hemolitik anemi tablosu ortaya gikar (3).

Farkl kaynaklardaki metin ve sekiller dikkate alinarak bu tablo ilk defa hazirlanch (4,6,10,13).
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G6PD aktivitesine bagh olarak olusan NADPH molekiiliinin yeterli miktarda
tretilebilmesi, hidrojen peroksitin zararsiz hale getirilmesinde rol alan her iki enzimatik
sistemin ¢aligmast i¢in gereklidir. Diger deyigle hiicre i¢inde yiiksek diizeyde tutulan
NADPH, oksitleyici kosullarin zararl: etkilerinden alyuvarlari korumaktadir (83).

Alyuvarlardaki G6PD stogu, normal kosullarda oksitleyici ajanlarin yapabilecegi
yiksek diizeydeki tahribat Onleyebilecek kapasiteye sahiptir. Oksitleyici ajanlara
yiiksek dozda maruz kalinmadig takdirde G6PD aktivitesindeki ciddi azalmalar(%
90-99 diizeyinde) normal kosullarda klinik agidan 6nemli saghik sorunlarina yol agmaz.
Onemli saglik sorunlar, ciddi diizeyde G6PD eksikligine sahip alyuvarlar ekstradan
oksitleyici ajanlarin etkisinde kalirlarsa ortaya ¢ikar. Cilinkii hidrojen peroksiti zararsiz
hale déniistiirme reaksiyonlarinda hizla tiiketilen NADPH molekilid, aktivitesi normal
degerin % 1-10'u arasinda olan alyuvarlarda aym hizla yeniden iretilememektedir.
Dolayisiyla hidrojen peroksidi uzaklagtiran sistemin yetersizligi ortaya c¢ikmaktadir.
Bunun yaninda azalan NADPH, alyuvarlan oksitlenmeye daha duyarli hale
getirmektedir. Ancak bunun molekiiler mekanizmasi ise tam olarak bilinmemektedir
(4,83). Sonugta hiicrede biriken hidrojen peroksit, hemoglobin ile reaksiyona girerek
hem grubunun ve demir iyonlarimin serbest kalmasina neden olur. Denatiire olan
hemoglobin, Heinz cisimcikleri olarak tanimlanan partikiiller seklinde ¢oker. Bu olaylar
sirasinda hiicre i¢i iskelet proteinleri degisiklige ugrar. Hiicrede oksitleyici ajanlarin
varhiginda gelisen bu olaylar yaglar1 peroksidasyona ugratarak membran thiollerinin ve
proteinlerinin oksitlenmesine de yol acar. Sonugta alyuvarlarin membranlar1 hizla
parcalanarak akut hemolitik anemi tablosu ortaya ¢ikar (12,83).

Bu her iki yol, hidrojen peroksidin hiicreden uzaklagtirilmasinda bir digerinin
islevini destekleyici role sahiptir. Hangisinin daha aktif ve etkin oldugu ise, kigiden
kisiye, aym kisinin farkh gelisim dénemlerine, peroksit olusumuna yol agan ajanlarin
tipine bagli olarak degismektedir. Bu da ciddi diizeyde G6PD eksikligi olan herkesin
her zaman ayn1 kosullarda akut hemolitik krize maruz kalmadigim veya kalsa bile aym
siddetlerde olmadigini, aym etken maddenin bir defasinda akut hemolitik krize yol
acarken diger zamanlar yol agmamasini ve hemolitik krizin giddetindeki bireysel
farkhiliklan kismen agiklayabilmektedir (2,4,12,13,83). |
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1.5 G6PD Enzimine ait Genetik Bilgi, Isleyisi ve Degisiklikleri

1.5.1 G6PD Geni

G6PD geni insanda X kromozomunun uzun kolunun 28. band bélgesinde (Xq28)
bulunur. G6PD geninden bagka hemofili (faktér 8 ve 9), renk korliigi, fragile X(FRAX)
hastaliklariyla baglantili genler de bu kromozomal bdlgede yerlesmistir (14). 1986
yiinda birbirinden bagimsiz iki arastirma grubu tarafindan klonlanip, dizi analizi
yapilan G6PD geninin cDNA {izerinden primer yapisi(niikleotid ve amino asid dizisi)
tamimlanmagtir (24,25). Genin tam sekans analizi, 1991 yilinda Chen E. Y ve arkadaglan
tarafindan yapilip tamamlanmugtir. G6PD geninin niikleotid sayisi, 20114 baz ¢ifti olup,
13 exon ve 12 intron igerir. Amino asidlere kargihk gelen niikleotid dizilerinin toplam
uzunlugu 1545 baz ¢ifti olup, 515 aminoasidlik bir polipeptid zincirini tanimlar. Exon
2-3 arasmda 9857 baz ¢iftinden olusan uzun intron bolgesinin varligi, genin 5' ucunda
-1200baz ¢iftinden baglayip birinci intronun igine kadar uzanan bolgenin GC dizisi
bakimindan zengin adaciklar igermesi, primer yapidaki karakteristik ozelliklerdir. Aktif
X kromozomu iizerindeki G6PD geninin transkripsiyonunu diizenlemede bu GC
dizilerinin farkli sekilde demetilasyonunun rol alabilecegi belirtilmektedir. Yapilan
deneysel ¢aligmalar 5' ucundaki 436 baz ciftlik kismin, genin tam olarak transkripsiyonu
icin gerekli oldugunu géstermistir. Klonlanan insan G6PD enziminin in vitro kosullarda
Okaryotik Cos hiicreleri ve E. coli ekspresyon sistemlerinde baganli sekilde sentezi
gerceklestirilmigtir (2,14,26).

G6PD enziminde NADP baglayan bolgenin yeri molekiiler ve yapisal diizeyde
heniiz tamimlanamamugtir. Ancak yapilan deneysel caligmalar ve G6PD mutantlarinin
analizinden 386 ve 387 nolu amino asidlerin( Arginin ve Lysine) NADP baglayan
bolgede yer alabilecegi tahmin edilmektedir (27). 20S. amino asid lysine baglanmada
glukoz-6-fosfata (G6P) kiyasla daha yiiksek affiniteye sahip olan pyridoxal fosfat, G6P
‘varhiginda bu bdlgeye baglanarak enzim aktivitesinde % 80 oraminda kayba neden
olmustur. Bu deneysel veriden yola cikilarak glukoz-6- fosfati baglayan bolgenin
merkezinde 205. amino asidin(Lysine) bulundugu belirtilmektedir (14).

1.5.2 X'e Bagh Kahtim ve X Inaktivasyonu:

X kromozomu {izerinde bulunan G6PD geninin nesilden nesile aktannm X'e bagh
kalittmin 6zelliklerini gosterir. Erkekler(XY) X kromozomundaki genetik bilgilerin
birer kopyasma sahip iken, disiler (XX) ikiser kopyaya sahiptir. Ancak embriyonel
gelisimin erken donemlerinde gerceklesen X kromozomu inaktivasyonu islemiyle
digilerdeki iki X kromozomundan biri inaktif hale getirilebilir. Inaktif hale getirilen X
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" VTELOMER

\

_ FAKTOR VIl G6PD RENKLI GORME
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Akdeniz Mutasyonu (Med)
{ 563 C~>T ; 188 Ser —>Phe |

" 5”/5 TNGE 9 wnR n

. 1+
PCRicin~— Fimer §1] Pimer92
| |
5CCCCGAAGAGGAATTCAAGGGGGT3  5'GAAGAGTAGCCCTCGAGGGTGACT?3

Sekil-1.4: G6PD geninin sitogenetik ve molekiiler haritas: (14).

a) X kromozomunun gematik gosterimi.

b) X kromozomunun uzun kolunun ug¢ kismnin biiyiitiilmiig sekli iizerinde G6PD, renkli gérme, Fragile X
ve hemofili(faktor VIII ve IX), Hipoksantin Quanin Fosforibozil Transferaz(HPRT) genlerinin géreceli
yerlesimleri ve biiyiikliikleri.

¢) G6PD geninin exon ve intron yapisi. Akdeniz tipi mutasyonun olugtugu gen bélgesi.

d) Akdeniz mutasyonunu saptama igin exon 6-7 gen bélgelerini PCR yoluyia ¢ogaltmada kullanilan
primerler.
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kromozomu babadan veya anneden kalitilan olabilecegi gibi, genetik bilgi acisindan
saglam veya hatali kopyayr tasiyan kromozomda olabilir. Ayrica yasamin bazi
donemlerinde babadan veya anneden kalitilan X kromozomu degisik diizeylerde X
inaktivasyonu isleminden kacabilmektedir (28). Sonugta heterozigot tagiyici bireylerde
saghkh G6PD gen kopyasim tasiyan hiicrelerin sayisi, %50'den fazla veya az
olabilmektedir. Bu noktadan bazi heterozigot kigiler normal diizeyde G6PD aktivitesine
sahip iken bazilari, homozigot hastaymus gibi olduk¢a diigik G6PD aktivitesi
gosterebilmektedirler. Bu durum, kalitatif tarama testleriyle heterozigot kisilerin
saptanmasim giiclestirdigi kadar, eksikli§in yol agtig1 saglik sorunlarimin ortaya ¢ikip
cikmayacagimi da belirlemede etkili olmaktadir. Ciddi diizeydeki G6PD eksikliginin yol
actigr saghik sorunlar1 X'e bagh kaliimdan dolayr daha ¢ok hemizigot erkeklerde ve
homozigot disilerde ortaya c¢ikar (28).

1.6 G6PD Mutasyonlar1

G6PD geninin normal genotipi ve fenotipi, G6PD-B olarak gdsterilirken
tamimlanan varyantlar enzimin izole edildigi cografik bolge, yerlesim birimi veya etnik
kokene gore isimlendirilmektedir. Ornegin G6PDA, G6PDA- Afrika, G6PD Akdeniz
(Mediterranean) Akdeniz, G6PD Barselona, G6PD Cagliari, G6PD Tokyo, G6PD Tarsus
varyantlar1 6rneklerin bulundugu cografik veya yerlesim biriminin ismini almiglardir
(29,49). Ote yandan G6PD Chinese gibi etnik kékenin ismi verilen varyantlar da vardur.
1994 yih itibartyla biyokimyasal diizeyde tanimlanmig 442 varyantin sadece 299 tanesi
WHO-G6PD grubunun 6nerdigi yontemlere ve kriterlere uyularak tammlanmusgtir (2).

Genin primer yapisinin bilinmesi, mutasyon saptama yoéntemlerindeki gelismeler,
PCR teknolojisinin, varligt saptanan mutasyonlarin analizinde etkin sekilde
kullamlabilmesi G6PD geninin farkhh bolgelerini ¢ogaltmada kullanilan &zgiin
primerlerin tasarlanip gelistirilmesi gibi bu alanda yapilan ilerlemeler, uygun sekilde bir
araya getirilerek G6PD varyantlan molekiler diizeyde tanimlanmaya baglandi.
Biyokimyasal diizeyde saptanan farkliliklarin gen diizeyinde gegerli olup olmadig1 veya
gen diizeyindeki farkhibklarin biyokimyasal dizeydeki farkliliklarn yansitip
yansitmadig1 ve mutasyonlarla G6PD eksikliginin yol agtig1 saglik sorunlar1 arasindaki
baglantilar acisindan &nemli bulgular elde edildi. 1988 baglarindan itibaren
biyokimyasal varyantlarin olugumuna yolagan DNA diizeyindeki degisiklikler
incelenmeye baglandi. 442 biyokimyasal varyantin temelde 60 molekiiler varyanttan
koken aldigi saptandi (2). 1994 yili itibariyla molekiiler diizeyde tamimlanan 60
mutasyonun yeri, Ozellikleri ve iligkili oldugu G6PD varyantlar1 Tablo-1.3'de
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Ozetlenmigtir,

G6PD geninde olugan mutasyonlanin tamimladif1 varyantlar, degisik diizeylerde
saghk sorunlarina yol agar. Tammlanan mutasyonlarin ¢ogu, missense nokta
mutasyonlann ve delesyonlardir. Kesim bélgesinde bir mutasyon saptamirken promotor
bélgede hi¢ bir mutasyon tanimlanmamigtir. GOPD eksikliginin goriildiigii cografik
bolgeler ve etnik gruplar ile G6PD mutasyonlarimin dagilimi, tesadiifi olmayip belirli
kiimelenmeler gdstermektedir.

Varyant Niikleotid Degigimi Diinya Saglik Orgiitii Simflandirmasi Amino Asid Degigimi
Gaohe 95 A->G 2 32 His—>Arg
Gaozhou
“Sunderfand” 105->107 delesyon 1 35 lle —>delesyon
“Aures” 143 T->C 2 48 lle ->Thr
Metaponto 172 G —>A 3 i 58 Asp ->Asn
A
Distrito Federal
“Matera”

Castilla 202 G —>A 3 68 Val —> Met
Alabama 376 A ->G 126 Asn—> Asp
Betica °
Tepic
Ferrara
Ube 241C-->T 3 81 Arg ->Cys
Konan
“Lagosanto” 242 G ->A 3 81Arg > His
“Vancouver” 317 C ->G 1 106 Ser—> Cys
544 C-->T 182 Arg —> >Trg
592 C—>T 198 Arg > >Cy
Sao Borga 337 G —>A 4 113 Asp —> Asn
A 376 A >G 4 126 Asn ->Asp
“Chinese-4” - 392G ->T ? 131 Gly ~>Val
“llesha” 466 G ->A 3 156 Glu -> Lys
Mahidol 487 G —>A 3 163 Gly --> Ser
Plymouth 488 G —>A 1 163 Gly —> Asp
“Chinese-3" 493 A->G 2 165 Asn —>Asp
“Shinshu™ 527 A->G 1 176 Asp—>Qly
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Varyant Niikleotid Degigimi Diinya Saghk Orgiitii Siniflandirmas: Amino Asid Degisimi

Santamaria 542 A>T 2 181 Asp—->Val
376 A->G 126 Asn—>Asp

Mediterranean

Dallas

Birmingham 563 C->T 2 188 Ser-->Phe

“Sassari”

“Cagliari”

Panama

“Coimbra” 592 C->T 2 198 Arg->Cys

“Santiago” 593 G->C 1 198 Arg-->Pro

Sibari 634 A->G 3 212 Met—->Val

Minnesota

Marion 637 G—>T 1 213 Val->Leu

Gastonia

“Harilaou 648 T—>G 1 216 Phe->leu

“Mexico City” 680 G—>A 3 227 Arg—>Gln

A 680 G—>T 3 227 Arg->leu
376 A->G 126 Asn—>Asp

“Stonybrook” 724->729 1 242-->243
GGC delesyonu Gly ve Thr

Wayne 769 G->C 1 257 Arg—> Gly

“Cleveland 820 G->A 1 274 Glu—>Lys

“Chinese-1" 835 A>T 2 279 Thr-->Ser

Seattle

Lodi 844 G->C 2 282 Asp—>His

“Modena”

“Montalbano” 854 G—>A 3 285 Arg—->His

Viangchan 871 G—>A 2 291 Val —>Met

Jammu

“West Virginia™ 910 G->T 1 303 Val->Phe

Kalyam 949 G—>A 3 317 Glu->Lys

Kerala
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Varyant Niikleotid Degisimi - Diinya Saglik Orgiitii Simiflandirmast Amino Asid Degigimi
A 968 T->C 3 323 Leu->Pro
Betica 376 A->G 126 Asn—>Asp
Selma
“Nara” 953-976 delesyonu 1 319-326 delesyonu
Chatham 1003 G—>A 3 335 Ala—>Thr
“Fushan” 1004 C->A 2 335 Ala->Asp
“Chinese-5" 1024 C->T ? 342 Leu->Phe
“lerepetra” 1057 C->T 2 353 Pro—>Ser
Loma Linda 1089 C->A 1 363 Asn—->Lys
“Olomouc” 1141 T->C 1 381 Phe—->Leu
Tomah 11563 T->C 1 385 Cys—>Arg
lowa
Walter Reed 1156 A->G 1 386 Lys-->Glu
lowa City
Springfield
Guadalajara 1159 C—>T 1 387 Arg->Gys
“Mt.Sinai” 1159 C—>T 1 387 Arg->Cys

376 A—>G 126 Asn—->Asp
Beverly Hills
Genova 1160 G—>A 1 387 Arg-->His
Worcester
“Praba” 1166 A->G 1 389 Glu->Gly
Nashville
Anaheim 1178 G—>A 1 393 Arg —->His
% Calg ary"
“Portici”
Alhambra 1180 G—>C 1 394 Val->Leu
“Puerto Limon” 1192 G->A 1 398 Glu-—->Lys
Riverside 1228 G-->T 1 410 Gly->Cys
“Japan” 1229 G—>A 1 410 Gly-->Asp
“Shinagawa”
Tokyo 1246 G—>A 1 416 Glu —>Lys
“Georgia” 1284 C-->A 1 428 Tyr->End
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Varyant Niikleotid Degigimi  Diinya Saglik Orgiitii Simflandirmas: Amino Asid Degigimi

“Varnsdort” 3'intron 1 N/A

10. kesim bolge delesyonu
Pawnee 1316 G—>C 2 439 Arg—>Pro
Teltt 1318 C->T 1 440 Leu—>Phe
Kobe
“Santiago de Cuba” 1339 G->A 1 447 Gly->Arg
“Cassano” 1347 G—>C 2 449 Gin—>His
Union 1360 C—->T 2 454 Arg—>Cys
Maewo
Andalus 1361 G->A 1 454 Arg->His
Cosenza 1376 G->C 2 459 Arg->Pro
Taiwan--Hakka
Gifu-like 1376 G->T 2 459 Arg->Leu
Kaiping
Anant 1388 G->A 2 463 Arg-—->His
Dhon
Petrich
Sapporo
“Campinas” 1463 G->T 1 ‘ 488 Gly->Val

Smif 1. Nonsferositik Hemolitik Anemiye yol agan enzim eksikligi
Smuf 2. Klinik tabloya yol agabilen ciddi enzim eksikligi

Sinif 3. Orta diizeyde enzim eksikligi

Sinif 4. Aktivite kaybi géstermeyen mutant enzim tipi

Tablo-1.3: DNA diizeyinde tanimlanan G6PD varyantlar: (2).

1.7 G6PD Eksikliginin Genel Olarak Yeryiiziindeki Dagilisi

X'e bagli kahium gosteren GO6PD eksikliginin frekansi, genellikle hemizigot
erkeklerin belirli bir populasyondaki oraminin ¢ikarilmasiyla tahmini olarak saptanir. Bu
oramn gen frekansina esit olacag kabullenilir (13). Ancak hastalifin gériilme sikhig
yerlesim birimleri arasinda Onemli Olgiide degisebilmektedir. Bu noktadan G6PD
eksikligi frekansinin, genig kapsamli aile gruplanna ve yerlesim birimlerine bagh olarak
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saptanip ifade edilmesi, verilerin bilimsel gegerlilik ve giivenilirlifini artinic1 etkiye
sahiptir.

Diinya niifusunun yaklagtk %7'si G6PD eksikli§ine sahiptir. G6PD eksikligi olan
kigilerin yanis1 da, G6PD eksikliginin yol agtig1 6liimciil olabilen saglik sorunlarina
yakalanma riski tasimaktadir. Rakamlarla ifade edildiginde her y1l dogan yaklasik 130
milyon bebegin en az 4.5 milyonu G6PD eksiklifine sahip olarak dpgmakta ve buna
bagli saglik sorunlarina maruz kalma riski tagimaktadir (13).

] <05% 3 7-8.9%
£3 05-29%

Sekil-1.5: Diinya dlceginde G6PD eksiklifinin gérillme stk haritast (13).

Kiiresellegen diinyada g6¢ hareketleri ve metropollerde cografik ve etnik yapiya
bagh yerlesimler dikkate alindiginda, G6PD eksikliginin belirli yerlegim birimlerinde ve
populasyonlarda daha fazla goriilme olasilifi artmaktadir. Bunu dogrulayan delil ise,
enzim eksikliginin goriilme sikhifinin, bazi Ege adalarinda ve Kibris da %15-26
arasinda Sardinya'da %30, bazi bolgelerde %0.5-2.9 arasinda degigebilmesidir (17).
Literatiir taramalannda iilkemizde Eti Tiirkleri, Trakya ile Adana, Antalya bolgesini
kapsayan swnirli galigmalar diginda genig kapsamli g¢aligmalara rastlanilamamigtir
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(31,32,33,34). Ege bolgesine ait giivenilir istatistiki veriler de bulunamadt.-

Epidemiyolojik veriler, G6PD eksikliginin sitmamin ge¢migsde ve giliniimiizde
yaygin oldugu bolgelerde daha stk goriildiigtinii gdstermektedir. Ayrica talassemi ve
orak hiicre anemisinin bulundugu bolgelerde, G6PD eksikligine daha sik rastlaniimasi
bu {i¢ hastaligin birlikte seyrettigini gosterir. Bundan dolay:1 populasyon ¢aligmalarinda
bu ii¢ kahtsal hastalik birlikte taranarak, aralarindaki iligki saptanmaya ¢aligtimaktadir
(35,47).

Belirli etnik gruplarda G6PD eksiklifinin frekansi oldukga yiiksek bulunmugtur.
Ornegin Siyahi Amerikalilar ve Afrikalilar arasinda bu frekans %10-20'ye Suudilerde
%13'e kadar yiikselebilmektedir (17,47).

Benzer sekilde G6PD mutasyonlarimin dagiliminda da belirli cografik ve etnik
kiimelenmeler goriilmektedir. Omgagin G6PDA- Afrika ve Giiney Avrupada; G6PD
Akdeniz, Giiney Avrupa, Ortadogu ve Hindistanda; G6PD Canton, Asyada daha siklikta
bulunan mutasyonlardir (29).

1.8 Afrika Kokenli Mutasyonlar:

Bau Afrikada ve siyahi Amerikalilarda yaygin olan iki tip varyantdan G6PDA
simf-4 grubuna dahil iken G6PDA" seklinde isimlendirilen diger varyant simf-3 gru-
bunda bulunur. Siyahi Amerikalilann yaklasik %20'si X kromozomlarinda G6PDA var-
yantinl olugturan mutasyonu(376G) tagirlar. G6PDA mutant enzimi normal aktiviteye
sahip ama elektroforetik agidan normale gore daha hizli go¢ eder. G6PDA" ise, aymi
elektroforetik mobiliteye sahiptir ancak enzim invivo kogullarda stabil olmadigindan al-
yuvarlarda ortalama enzim aktivitesi yaklagik normalin %10-30'u civarindadir (2,29).

G6PDA-, G6PDA varyantinda ikinci bir mutasyon (202A, 968C ve 680T) olu-
sursa ortaya ¢ikar ve ikinci mutasyonun yerine bagli olarak ii¢ alt tipi vardir (36). Bu
ikinci mutasyon enzim aktivitesinde belirgin bir azalmaya yol agar. Bundan ayr olarak
376G mutasyonu yanminda ikinci olarak 542T (Santamaria) veya 1159T (Mt. Sinai) mu-
tasyonu olugursa, hemolitik anemiye yol agacak diizeyde enzim eksikligi ortaya ¢ik-
maktadir (2).

Bilinen Afrika kokenli mutasyonlarin hepsi, G6PDA varyantindan kaynaklanir.
Bu da bir zamanlar Afrika G6PD gen havuzunda en yaygin predominant tipin G6PDA
oldugunu akla getirmektedir (29).
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1.9 Akdeniz Bélgesi Mutasyonlari:

Giiney Avrupa, Akdeniz iilkelerinde ve Ortadoguda yaygin olarak goriilen sinif 2
grubu G6PD eksikligi, genelde G6PD-Akdeniz(Mediterranean) varyantindan kay-
naklanir. Bu varyantin olugjumuna yol agan mutasyonun molekiiler temeli, ilk defa T.
Vulliamy ve arkadaglan tarafindan1988 yilinda Giiney Italyamin Cosenza vilayetinde
yasayan GO6PD eksikligi olan kisilerin DNA &rneklerinde tanimlandi (37). Bu mu-
tasyonun yeri ve yaptif1 degisiklik, asagida gosterilmigtir.

Akdeniz (med) mutasyonu (exon VL) ---> 563. Niikleotid ---> C ------- > T
Kodondaki degigiklik TCC ---->TTC

Amino asid degigimi 188. a.asid ----> Serin (Ser) --> Fenilalanine (Phe)

Biyokimyasal diizeyde Akdeniz tipinden farkhi varyant olarak tanimlanmig G6PD
Cagliari, G6PD Dallas, G6PD Birmingham ve G6PD Sassari, varyantlarinin hepsi ortak
olarak Akdeniz mutasyonu igerir, dolayisiyla molekiiler temeli aymdir. (2,38). Akdeniz
mutasyonu Ortadoguda ve Hindistan da yasayan ve G6PD eksikligine sahip kisilerde de
saptanmugtir (39).

Aynica, Akdeniz mutasyonu tagtyan kisilerin %20'sinde 1311. niikleotidde ikinci
bir mutasyon daha saptanmigtir,

Ikinci Mutasyonun Yeri:
exon-11’de 1311.niikleotid: C --------- > T (sessiz mutasyon)

Giiney Avrupa ve Ortadogu kokenli Akdeniz mutasyonu tagiyan 53 kigi bu mu-
tasyon i¢in tarandiginda 52 tanesinin bu ikinci mutasyonu tagidigi belirlenmigtir, Or-
tadogu ve Akdeniz kokenli 42 6rnegi iceren bir bagka caligmada hepsinde bu ikinci ses-
siz mutasyon tiim Orneklerde saptanmigur. Ancak Hindistan da Akdeniz mutasyonu
tagiyan 3 kiginin DNA &rneklerinin analizinde bu ikinci mutasyona(1311.niikleotid)
rastlaniimamagtir (39,46).

Akdeniz mutasyonu tagiyan G6PD eksikligine sahip kigiler, iki haplotipe sa-
hiptirler. Bunlardan birinci haplotip, Akdeniz-1 (Med1) olarak tanimlanir ve sadece tek
bir mutasyon igerir (563T). Akdeniz-2 (Med2) olarak tanimlanan ikinci haplotip ise, iki
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mutasyon igerir (563T ve 1311T). Simdiye kadar sinirh sayidaki mekle temsil edilen
populasyonlarda Med2 haplotipi hakim iken (%90), Med1 sadece Hindistan da ve Ital-
ya'min Alp daglan eteklerinde yasayan insanlar da saptanmigtir (40).

1.10 Uzakdogu Mutasyonlari

Uzakdogu mutasyonlanndan en fazla bilineni G6PDCanton  olup,
1376.niikleotitde bir mutasyon igerir (29,41).

G6PD Canton (exon 12.) ~-------- > 1376. niikleotid >G >T

Aminoasit degisimi 459. a.asid ----- > Arginin ----- > Leucine

Daha Once farkli biyokimyasal varyantlar olarak tanimlanan Taiwan-Hakka, Ag-
rigento ve Gifu tiplerinin hepsinin G6PD Canton ile aym mutasyonu tagjidiklan bu-
lunmugtur. Aym sekilde daha dnceleri farkh biyokimyasal varyantlar olarak tanimlanan
sinif-2 grubu enzim eksikligine yol agan Kaiping, Anant, Dhon, Petrich-like ve Sap-
poro-like varyantlarin hepsi ortak tek bir mutasyon tagirlar (2).

G6PD Kaiping (exon 12.) ----- > 1388. niikleotid >G > A

Aminoasit degigimi 463. a.asid ----- > Arginine ----- > Histidine

Bu Omekler biyokimyasal diizeyde farkli oldugu diigiiniilen ¢ok saywdaki var-
yantin, DNA diizeyinde ayni mutasyondan k&ken aldigina giizel bir 6mektir.

o 400 800 1200 1600

¢DNA Niikleotid Sayisi

Sekil-1.6: G6PD geninde saptanan bazt mutasyonlarin cDNA #izerindeki yerlegimi (29).
0O Polimorfik Varyant M Hemolitik Varyant
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G6PD geninin c¢cDNA's1 iizerinde saptanan mutasyonlann dagilimi tesadiifi
olmayip belirli kiimelenmeler gostermektedir (2,29). Kalitsal nonsferositik hemolitik
anemiye yol agan sinif-1 varyantlarina ait mutasyonlarm ¢ogu enzimin G6P veya NADP
baglayan bolgesinde bulunmugtur. Sinif-1'e ait 23 nokta mutasyonunun 5 tanesi
198-257; 15 tanesi de 363-447 amino asidleri arasindadir. Diger deyigle 23 nokta
mutasyonunun % 87'si bu iki bolgede kiimelenmigtir. Ancak bu verilerden yola ¢ikarak
kesin genellemeler yapmak ¢ok zordur. Ciinkii tek bir kodondaki farkli mutasyonlar,
farkl klinik tablolara yol acabilmektedir. Ornegin 198 Arginin-proline doniisiirse G6PD
Santiago isimli sinif-1 varyant ortaya ¢ikmakta; 198 Arginin-sisteine doniigiirse, G6PD
Coimbra isimli sinif-2 varyanti ortaya ¢ikmaktadir. Aym sekilde 454 Arginin- sisteine
doniigiirse, sinif-2'ye ait G6PD Union varyanti; 454 Arginin- histidine doniigiirse,
sinif-1'e ait GGPDAndalus varyant: ortaya ¢ikmaktadir (2).

1.11 G6PD Eksikligi ve Sitma Iliskisi:

G6PD eksikliginin sitmanin gegmigde endemik oldugu bolgelerde daha sik goz-
lenmesi, pek ¢ok aragtirmaciya G6PD eksikliginin sitma etkeni P. falciparum tarafindan
enfekte edilmeye kargi bir avantaj olugturabilecegini diigiindiirtmiigtiir (42). Sitmanin
epidemiyolojisi ile G6PD eksikligine yol agan varyantlarin cografik dagilig1 arasindaki
baglantiya dikkat gekilerek sitma hipotezi ortaya atilmigtir. Bu hipoteze gére sitmanin
gecmigde endemik oldugu bolgelerde, G6PD eksikligini tagiyicilar, pozitif olarak se-
¢ilmigler ve populasyonda frekanslarini artumiglardir. Ornegin ovalarda ve sulak yer-
lerde yagayanlarda G6PD eksikligi goriilme sikliginin deniz seviyesinden 1000 metre ve
daha yiikseklerde yasayan populasyonlara kiyasla 4-5 misli daha fazla oldugu sap-
tanmugtir. Bulgaristan'da WHO projesi olarak gergeklestirilmis bir ¢aligmada, gegmigte
sitmamn endemik oldugu ovalik arazilerde heterozigot bireyler iizerinde sitmanin segici
faktdr oldugu dogrulanmigtir (43). Ancak bu pozitif iligkinin molekiiler mekanizmalar
tam olarak bilinmemektedir. GOPD eksikligi tagiyicist bireylerin sitmaya kargi direngli
olmalar1, X kromozomu inaktivasyonuna bagli olarak bu kisilerin alyuvarlarinda ortaya
cikaran G6PD mozaizmi ile izah edilmektedir. Hiicrelerin yaklagik bir kisminin normal,
diger kisminin G6PD eksikligi tagimalar, sitma parazitini sasirtmakta ve ¢ogalmasin
engellemektedir. Ornegin G6PD eksikligi olan alyuvarlarda sitma parazitlerinin daha
yavag ¢ogaldig1 deneysel olarak gosterilmigstir (44). G6PD eksikligi olan enfekte olmusg
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alyuvarlar, sitma parazitinin niikleik asid sentezi igin ihtiya¢ duyacag riboz tirevlerini
sentezleyemez. Clinki hiicre ici indirgenmig glutatiyonun diigiik seviyesi, S-fosforibozil-
1- pyrofosfati(PRPP) inhibe eder. Sonugta parazitin veya konake¢i hiicrenin oksidatif
yolla tahribatindan daha ziyade parazitin biiylimesinin ve replikasyonunun en-
gellenmesi, sitma ve G6PD eksikligi arasindaki dengeli polimorfizm igin bir bagka me-
kanizma olabilir (45). Ancak yukaridaki olasi mekanizmalardan hangisinin molekiiler
diizeyde gegerli oldugu heniiz kesinlik kazanmamugtir.

1.12 G6PD Eksikliginin Saptanmasinda Kullamilan Yontemler

G6PD eksikligi biitiin hiicre ve dokular i¢in sézkonusudur (2). Ancak G6PD ek-
sikliginin klinik belirtileri dncelikle kan dokusunda ortaya ¢iktig: i¢in, G6PD enzim ak-
tivitesi, genellikle kan hemolizatinda veya alyuvarlarda ol¢iiliir. G6PD aktivitesi, glu-
koz-6-fosfat ve NADP varliginda, standart kosullarda enzimin aktivitesi sirasinda
olusumuna yol agtigt NADPH miktarinin Ol¢limiine dayanir. Enzimin aktivitesi si-
rasinda NADP'nin indirgenmesiyle olusan NADPH'in 340 nm dalga boyundaki molar
absorbsiyon katsayis1 bilindiinden, optik dansitedeki degisiklikler, NADPH kon-
santrasyonundaki degisiklikler ile iligkilendirilir. Reaksiyon stokiyometrik oldugundan
birim zamandaki optik dansite degisiminden yola ¢ikilarak enzim aktivitesi hesaplanir.
Belirli sicaklik, osmolarite ve pH kosullarinda bir dakika iginde bir mikromol NADP’yi
NADPH’e indirgeyen enzim miktar1 bir {inite (U) G6PD enzim aktivitesi olarak ta-
nimlanir (50). Alyuvarlarda veya kan hemolizatinda yapilan aktivite dl¢timleri, ge-
nellikle gram hemoglobin bagina diigen aktivite miktan olarak ifade edilir. Aktivite 61-
¢iimiinde dikkat edilmesi gereken 6nemli bir nokta da, pentoz fosfat yolunda NADPH
olugumuna yol acgan iki enzimin olmasidir (52).

G6PD

Glukoz-6-fosfat + NADP ~ -—-—---meemeemees > 6-fosfoglukonolakton + NADPH
Laktonaz

6-fosfoglukonolakton =~ —==-m-mmmemeeeee- > 6-fosfoglukonik asid
6PGD

6-fosfoglukonik asid+NADP ---~---mnmmememm- > Ribuloz-5-fosfat+CO2+ NADPH

Bundan dolayr G6PD aktivitesinin gostergesi olarak olgiilen NADPH, gercekte
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G6PD ve 6PGD enzimlerinin aktivitelerinin toplamm yansitir. Ikinci enzimin olu-
sumuna yol a¢tifi NADPH miktarini, G6PD aktivitesinden ayrn olarak dlgen ve he-
saplayan test sistemleri gelistirilmigtir. Ancak ikinci enzimle baglantili NADPH mik-
tarimin  ciddi diizeydeki GO6PD eksikligi tanisim koymada yanlis negatif sonug verecek
sekilde engelleyici bir katkisi yoktur. Cilinkdi G6PD eksikligi olan kan érneklerinde
G6PD aktivitesi sonunda olusan irlini, 6PGD enzimi substrat olarak kullandig igin ge-
nelde reaksiyon hizini sinirlayici faktdr olmamaktadir. Ancak olusan toplam NADPH
biraz fazla oldugundan G6PD enziminin normal degeri ger¢cek degerinden biraz yiiksek
olarak hesaplanabilir. Bundan dolay1 Uluslararasi Hematoloji Standardizasyon Komitesi
G6PD aktivitesinin 6PGD aktivitesi dikkate alinarak dzeltilmis normal degerini
8.34+1.59 U gr/Hb olarak yaymlanmustir. 6PGD aktivitesi i¢in diizeltilmemis normal
G6PD aktivitesi ise 12.132.09 U gr/Hb olarak belirtilmektedir (51). Ancak her toplum
kendine ait normal degerlerini, bu 6l¢tim degerini dikkate alarak saptamas: gerekir.

1961 yilindan itibaren G6PD eksikligini kalitatif olarak saptamada kullamlan
baz1 testler yaymlandi (50,53,54):

- Parlak krezil mavisini renksizlestirme (Brillant Cresyl Blue Decolorization) Testi
(1961, Motulsky ve Campbell-Kraut)

- Methemoglobin indirgenme testi (1962, Brewer ve arkadaglar)

- Floresans spot testi (1962,Fairbanks ve Beutler, modifikasyon. 1966, 1976, 1979,
1985)

- Metilen mavisini indirgemeye dayal: test (1965, Oski ve Growney)

- Mikro-methemoglobin indirgenme testi (1968, D.R. Miller)

Floresans spot test disindaki diger testlerin hepsi, reaksiyon {irini NADPH'den
elektronlar1 alarak indirgenen ve renk degisimine ugrayan farkli kimyasallan icer-
mektedir. Floresans spot testi ise olusan NADPH'in ultraviyole 151k altinda verdigi flo-
resansin dogrudan gézlemine dayanir.

Bu testler baz1 laboratuvarlarda ve calismalarda hala kullamilmaktadir. G6PD ek-
sikligi tams1 koymak i¢in gelistirilen bu testler tarihsel silire¢ i¢inde birgok kez gbzden
gecirilmistir. Bazilaninin gegerliligi, zaman i¢inde oldukga azalirken bazilar1 daha da iyi-
lestirilerek giincelliklerini korumuslardir. émegin G6PD eksikliginin gercek nedeninin
bilinmedigi ddnemde, primakine duyarh bireyleri saptamada kullanilan Heinz cisimcigi
testi ve glutatiyon stabilite testi, G6PD eksikligi tanisimin konmasinda buglin ge-
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cerliligini kaybetmiglerdir (2). Buna ragmen bazi kitaplarda G6PD eksikli§i tanisinda
kullanmlan testler olarak hala yerlerini korumaktadirlar. Ote yandan spot testi, yanlis ne-
gatif ve pozitif sonu¢ vermesini azaltacak gekilde birkag defa modifiye edilerek kul-
lanilabilirligi artindmagtir (54, 92, 88, 55, 89). Bunun yaninda Uluslararas1 Hematoloji
Standardizasyon Komitesince standardize edilen ve WHO-G6PD grubunca Onerilen ge-
gerli test, floresans spot testi olmustur. 1979 yilinda standardize edilen floresans spot
testi, ciddi diizeydeki G6PD eksikligini, hemizigot erkekler ve homozigot digilerde sap-
tamada giivenilirligi ve gegerliligi yiiksek olan bir test olarak tanimlanmigtir (55). Ancak
saglam ve G6PD eksikligi olan iki alyuvar populasyonuna sahip heterozigot bireylerin
kalitatif aktivite Ol¢limiine dayali testler ile dogru sekilde saptanabilmesi zordur. Ge-
nomik DNA'daki olast mutasyonlarin analizine dayali testler ile heterozigot bireyler
daha dogru sekilde tammlanabilmektedir (2).

Hemoliz gegiren kigilerde hemolize yol agan olaylarin G6PD eksiklifine bagh
olup olmadigini aktivite Olgiimiine dayali testler ile saptarken ayrica dikkatli olun-
-malidir. Ozellikle simf 3 grubuna ait (G6PDA- varyant gibi) G6PD eksikliginde yash
alyuvarlar dncelikle hemolize ugradigi igin aktivite diizeyi normale yakin olan geng al-
yuvar sayisi populasyonda artmaktadir. Bu gruptaki kigilerde hemoliz aninda G6PD
aktivite Ol¢limii yapilirsa, normale yakin degerler elde edilmekte ve yanlighkla bu ki-
silere G6PD saglam tanis1 konabilmektedir. Aktivite Slgiimlerinde yanlig negatif sonug
elde etmeyi azaltma agisindan, Sl¢iimler hemolitik krizden en az 3-4 hafta sonra ya-
piulmahdir. Bununla beraber hemoliz gegiren kigilerde G6PD eksikligi tanis1 konmasi
gerekiyorsa, tim aile bireylerinin de G6PD aktivite diizeyleri olgiilerek yanlig negatif
sonug¢ verme olasilifn azaltlmalidir. Kiginin yagadigi cografik bolgedeki GO6PD var-
yantlar1 molekiiler diizeyde tanimlanmigsa, izlenmesi gereken daha kesin ve giivenilir
alternatif yol ise, ¢ekirdekli kan hiicrelerinden izole edilen DNA &rneginde, kiginin yer-
lesim alam1 ve soy agaci dikkate alinarak tanimlanan mutasyonlar iginden olasi bir-
kac¢inin taranarak, kesin tanmin konmasidir (2).

1.13 G6PD Varyantlarimn Tammlanmasinda Kullanilan Yon-
temler

1950'li yillarda G6PD eksikliginin gergek nedeninin ortaya ¢ikarilmasindan sonra
yapilan ilk caligmalarda farkli olgulardan izole edilen enzimlerin farkli biyokimyasal
Ozelliklere sahip olmasi dikkati ¢ekti. Farkli Ozelliklere sahip varyantlarin kar-
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silagtirilabilmesi igin enzim izolasyonunda ve tanimlanmasinda kullanilan y6ntemlerin
standardizasyonunun gereklilifi ortaya ¢iktr. 1967 yilinda WHO-G6PD grubu olug-
turuldu. Aym yil bu komite ilk protokolleri ve standartlan yayinladi (50). O dénemdeki
teknolojiye uygun olarak varyantlarin tammlanmasinda agagidaki strateji nerildi.

- Dietilaminoetil seliiloz kolon kromotografisi ve amonyum siilfat ayrigtirimi kul-
lanarak enzimin kismen saflagtirilmig halde izolasyonu.

- Izole edilen G6PD enziminin aktivite dlgiimii. G6P ve NADP'ye ait Km de-
gerlerinin Sl¢iilmesini kapsayan kinetik §zelliklerinin saptanmasi.

- Degisik pH ve sicakliklarda enzimin stabil kalma 6zelliklerinin saptanmasi.

G6PD eksikligi caligmalarinda bu yontemler kullamlarak 1994 yili itibariyla 442
varyant tamimlandi (2). Bununla beraber WHO-G6PD grubunun belirledigi standartlara
uygun tammlanan varyantlann sayisi 299 idi (2). G6PD Cornell ve Sikago olarak ta-
nmimlanan iki varyantin gerc;ektej,aym varyant oldugunun ortaya ¢ikanlmasiyla ta-
mmlanan 442 varyantn gergekten birbirlerinden ne diizeyde farkh oldugu sorusu giin-
deme geldi. Bu arada G6PD eksikligi aragtirma alaninda bu sorunun cevabim vermede

saglam bir kriter olabilecek agagida 6zetlenen Onemli gelismeler oldu.

- 19861 yillarda G6PD enzimini kodlayan G6PD geni klonlandi. cDNA iizerinden
niikleotid ve amino asid dizisi desifre edilerek genin primer yapis: ¢oziildii (24,25).

- G6PD geninin belirli bolgelerinde 6zgiin niikleotid dizilerine baglanabilen ve
geni bu noktalardan pargalara aymrabilen dogal kesici enzimlerin (restriction en-
doniikleaz) varlig1 saptandi. Bu enzimler kullanilarak G6PD geninde RFLP desenleri
ortaya ¢ikanilmaya baglandi (36,40,60,82).

- Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) tanimland:i ve geligtirildi. Mutasyonlarin
saptanmasinda PCR temelli strateji ve yontemler kullanilmaya bagland: (59).

- Gendeki nokta mutasyonlarim1 saptamada PCR-SSCP ve DGGE-TGGE yon-
temleri gelistirilerek basanli sekilde G6PD genindeki mutasyonlarin varligini saptamada
kullanild1 (56,57,58).

- G6PD geninin farkli exon boélgelerini PCR yoluyla ¢ogaltmada kullanilan &zgiil
primerler tasarlanip gelistirildi (61,62). PCR’da daha basarili sonug elde edilebilmesi,
PCR iiriinlerinin kesici enzimlerle daha etkin sekilde kesilmesini saglamak igin kul-
lanilan Ozgiin primer dizisi zaman zaman degistirilmektedir. Dolayisiyla primer di-
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zisindeki bu iyilegtirilmelere bagli olarak belirli bir gen b&lgesinin ¢ogaltilmas: igin ge-
listirilmig farkl isimlerle amlabilen birden fazla primerin varlig1 sézkonusu olabilmektedir.
Bdoyle bir durum G6PD Akdeniz mutasyonun bulundugu exon 6-7 gen bolgesinin PCR yo-
luylagogaltimini igeren yayimnlarda gézlendi (63,39,64,67,66,65) (Tablo-1.4).

- G6PD genindeki mutasyonlarin bulundugu 6zgiil niikleotid dizilerini tamiyan ve
kesen kesici enzimlerin bulunmasi, mutasyonun oldugu bélgede yeni kesim bolgelerinin

Kaynak Oligo B primer Oligo J primer PCR (rin Biyikiga
(63) ACTCCCCGAAGAGGGGT CCAGCCTCCCAGGAGAGA 5420p
(39) ACTCCCGAAGAGGGGTTCAAGG CCAGCCTCCCAGGAGAGAGGAAG 547bp
(64)  ACTCCCGAAGAGGGGTTCAAGG CCAGCCTCCCAGGAGAGAGGAAG 54Tbp
(67) CCCCGAAGAGGAATTCAAGGGGGT GAAGAGTAGCCCTCGAGGGTGACT 583bp
(66) ACTCCCCGAAGAGGGGTTCAAGG ~ CCAGCCTCCCAGGAGAGAGGAAG 547hp
(65)  ACTCCCGAAGAGGGGTTCAAGG CCAGCCTCCCAGGAGAGAGGAAG 547bp

Tablo-1.4: G6PD Akdeniz (med) mutasyonunun bulundugu gen bélgesinin (exon 6-7) PCR yoluyla
¢ogaltiminda kullanilan primerler.

ortaya ¢ikmasi veya kaybolmasi, hatali eglesmis oligoniikleotidler sentezleyerek mu-
tasyon bolgesinde yeni kesim noktalarinin olugturulabilmesi, PCR iiriinlerinin mutasyon
analizinde etkin gekilde kullanilmasina yol agti.

- Mutasyon oldugu saptanan gen bolgelerinin niikleotid dizi analizini kisa siirede
miimkiin kilan teknolojiler geligtirildi.

G6PD eksikligine yol agan varyantlarin DNA diizeyinde tanimlanmasinda bu bilgi
ve teknolojinin kullanilabilmesi igin gerekli stratejiler gelistirildi. Ozellikle bilinen
G6PD mutasyonlarimin saptanmasinda PCR temelli yontemlerin etkin gekilde kul-
lanilabilmesi, enzimin biyokimyasal varyantlarim olugturan DNA diizeyindeki de-
gisikliklerin hizla tanimlanmasina yol agti.

G6PD varyantlannn1 DNA teknolojisini kullanarak molekiiler diizeyde ta-
mmlanmanin biyokimyasal teknolojilere dstiinlii§ti, DNA Orneklerinin kandaki en-
zimden daha stabil olmasi ve varyantlarln daha dogru ve giivenilir gekilde sap-
tanabilmesidir. Aynica G6PD eksiklii saptanan olgulann enzim eksikligi diizeyine,
dogduklart cografik bolgeye ve soy agacina ait verilerin 1;181inda eksiklige yol agan en
olas1 mutasyonlarin oldukga iyi tahmin edilebilmesidir (2,29).
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1.14 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Genomik DNA’daki hedef genin belirli bélgelerinin 6zgiin primerlerle taninmasi
ve hedef DNA’nin istenilen kismimin Taq polimeraz tarafindan niikleotidlerin varhiginda
uygun kosullarda kopyalanmasmin baglatilmasi ve ardisik cevrimler halinde c¢o-
galtilmas: iglemi, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) olarak isimlendirilmektedir. Bu
yontem ilk defa 1985 yilinda Saiki ve arkadaslar tarafindan tanimlanmugtir (59).

PCR ¢evriminde {i¢ ana basamak vardir.
1) Cift iplikli DNA’nin yiiksek sicaklikta (93-95°C) denaturasyonu.

2) Hedef genin istenilen belirli bolgelerine 6zgiin olarak tutunacak sekilde ge-
ligtirilen primerlerin genomik DNA’daki tamamlayici dizilere tutunmasi. (37-67°C)

3) Taq polimerazin hedef DNA bdlgesine tutunmusg primerlerin 3'-OH ucundan
baslayarak aradaki kalip DNA’nin kopyesini ¢ikarmasi. (72°C)

Programlanabilir thermal cycler isimli cihazlara yerlestirilen PCR reaksiyon tiip-
leri (genomik DNA'y1, niikleotidleri, primerleri ve T aq polimerazi iceren ¢ozelti) 1s1-
tilip-sogutularak yukaridaki li¢ kademeli iglemler istenilen sayida tekrar ettirilir. Bu ¢o-
galtim isleminin ardigik ¢evrimleri, stirekli hedef dizinin kopya sayisinda logaritmik
artig yoluyla sayica katlanmaya yol agar. PCR tekniginin degisik amaglara uygun olarak
gelistirilmis ok farkli uygulama protokolleri giiniimiizde kullanimdadir. Oregin, Nes-
ted, Multiplex ve Asimetrik PCR bunlardan birkagidir.

Bilinen mutasyonlarin taranmasinda, gen parcalarmm klonlanmasinda ve niik-
leotid dizi (sekans) analizinde PCR {iriinleri, yaygin olarak kullanilmaktadir (59).

1.15 PCR Temelli Yontemle G6PD Mutasyonlarimin Taranmasi

PCR temelli mutasyon tarama c¢aligmalarinda 6nce olgularin klinik ve laboratuar
bulgular1, dogduklar cografik bolge, etnik kdken ve olgularin yasadiklar1 bélgede mu-
tasyonlarin goriilme 31k11§1 birlikte degerlendirilerek dogru strateji belirlenir. Bu sekilde
taranacak olas1 mutasyonlarin sayisi azaltilir. Clinki son derece fazla sayida ve cesitte
olan G6PD eksikligi varyantlarinda tanimlanan 60 mutasyonun hepsinin taranmast, ma-
liyet ve uygulanabilirlik agisindan, etkin bilimsel strateji degildir. PCR yoluyla ¢o-
galtilan G6PD geninin hedef bolgesine ait PCR iriiniin varhiginin kontrolii yapildiktan
sonra mutasyonla olusan veya kaybolan kesim bolgelerinin varlig1 veya yoklugu uygun
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kesici enzimlerle PCR iiriinleri kesilerek kontrol edilir. Kesim iiriinleri, agaroz elekt-
roforezde incelenir. Omegin Akdeniz mutasyonunu (563C-->T) saptamada izlenen stra-
teji, once ciddi diizeyde enzim eksikligi olan olgularin dogru sekilde saptanmasi ve bu
olgulardan DNA’nin bagarihi sekilde izolasyonudur. Sonra G6PD genine ait exon 6-7
bolgesini ¢ogaltmada kullanilan primerler belirlenir. Ozgiil primerler kullanilarak ge-
nomik DNA iizerinden Akdeniz mutasyonunun yer aldig1 exon 6-7 bolgesi PCR tek-
nolojisiyle gogalulir. Akdeniz mutasyonu, bulundugu bolgede Mboll restriction en-
doniiklaz i¢in yeni bir tamma ve kesim bolgesi olugturur. Cogaltilan PCR {iriinii, Mboll
enzimi (tamima dizisi 5'... GAAGA, 8,7...3") ile kesilir. Kesim iiriinleri elektroforezde
yiiriitlilerek olusan band desenlerinden aranilan mutasyonun varligl veya yoklugu sap-
tanir (39,65,68,91). Akdeniz mutasyonu igermeyen (nonmed) PCR iiriinii, elekt-
roforezde 379, 120, 60 ve 17 baz ¢ifti biiyiikliiglinde 4 tane DNA banti verir. Akdeniz
mutasyonu iceren PCR {iriinii Mboll ile kesim sonrasi elektroforezde 379’un yerine 276
ve 103, 120, 60 ve 17 baz ¢ifti biiyiikliiglinde 5 bant verir. Mboll ile kesim sonras: elekt-
roforezde yiiriitiilen PCR iriiniinde gézlenen 276 ve 103 baz cifti biiyiikliigiindeki iki
DNA bant1 Akdeniz mutasyonunun kamt:1 olarak degerlendirilir.

1.16 G6PD Eksikliginin Yol Actig1 Saghk Sorunlarmmin Tedavisi ve
Onlenimi

G6PD eksikligine bagli hemolitik kriz gegirmekte olan kisilere yapilacak ilk te-
davi, hemolize yol agan etken maddenin aliminin durdurulmasi veya viicuttan hizla
uzaklagtinlmasinin saglanmasidir. Hemolitik kriz giddetli ise, kigilere uygun miktarda
G6PD-B normal kan verilmelidir. Bakla yemeye bagli olarak olusan hemolitik krizin,
siddeti, desferrioxamine alinarak kismen azaltilabilir (2).

Kronik hemolize yol agan G6PD eksikliginde, antioksidan vitamin E aliminin he-
molizden korudufuna dair bazi caligmalar olmakla beraber, bagimsiz ¢aligmalarla bu,
doérulanmammu (2).

Yenidogan bebeklerde G6PD eksikligine bagli yenidogan sariligi ve buna bagh
kernikterus, erken donemde fototerapi ile dnlenebilmektedir. Bilirubinin 20 mg/dL dii-
zeyini agti1 olgularda kan degigimi gerekli olmaktadir. Bu durumda, bebege G6PD ek-
sikligi olan kan verilmemesine dikkat edilmelidir (2).
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Ancak, ciddi diizeydeki G6PD eksikligi ile ilgili 6liimciil diizeye varabilen saghk
sorunlarimin  ortaya ¢ikmast dogru stratejiler izlendiginde,  kesin olarak &n-
lenebilmektedir. Bu koruyucu temelli 6nlenimin gergeklesebilmesi igin;

- Oncelikle risk altindaki yerlesim birimleri aile diizeyinde giincel ve standardize
edilmig floresans spot testi ile taranmalidir. G6PD eksikliginin % 1 veya daha fazla sik-
likta goriildiigii, favism olgularinin sik rastlanildigi ve sitmanin gegmiste endemik ol-
dugu cografik bolgelere 6ncelik verilmelidir.

- Ciddi diizeyde G6PD eksikligi saptanmig olgulardan kan 6rnekleri alinarak has-
taliga yol agcan G6PD varyantlari, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde tanimlanmalidur.

- G6PD eksikligine yol agan varyant tanimlandiktan sonra yagsamlannin ileriki d6-
nemlerinde, kisilerin olas1 akut hemolitik krize yakalanmamalan igin, giincel hemolitik
kriz 6nlenim tablosu hazirlanip verilmelidir.

- G6PD eksikligi saptanan kigiler, aileleri ve doktorlar: ile bulunduklan yerlerdeki
saflik personeli hastalik hakkinda sdzli olarak veya brogiirle bilgilendirilmelidir
(13,35).

Yukarida belirtilen strateji uygulandiginda, calisilan cografik bolgede G6PD ek-
sikligine bagli 6liimciil olabilen saglik sorunlarinin ortaya ¢ikiginda belirgin bir azalma
saglanacaktir. Bu strateji Kuzey Sardinya’da ve Suudi Arabistanda kismen uygulanarak
Onemli bagarlar elde edilmistir (69,70).

1.17 Diinya Saghk Orgiitii G6PD Eksikligi Calisma Grubunun
Onerileri

WHO-G6PD grubu 1985 yilinda geligmeleri degerlendirmek iizere toplandi. Top-
lanti sonunda G6PD eksikligi ¢aligmalarimi yonlendirici bir dizi tavsiye karar1 alindi.
Bunlardan 6nemli olanlart agagida dzetlenmigtir (13).

- Bir populasyonda G6PD eksikligi %1 veya daha fazla ise yenidogan bebeklerde
floresans spot testi ile tarama yapilmalidir. G6PD eksikligi bulunan kisiler ve saglik per-
soneli hastalik hakkinda bilgilendirilmeli ve G6PD eksikligine bagli olugan saglik so-
runlarini 8nleyici giincellestirilmis yasak ilag ve yiyecek listesi verilmelidir.

- Tanimlanmig varyantlarla ilgili klinik, hematolojik ve molekiiler genetik veriler
daha sistematik sekilde toplanilmalidir. Yeni varyantlar tammlanirken bu veriler dikkate
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alinmalidir.

- Hemolitik krize veya sarilifa yakalanmis ve kan verilmesi gereken kisilere, ve-
rilecek kan Once test edilmeli ve G6PD B normal bulunursa, kullanilmalidir.

- G6PD eksikliginin yaygin oldugu bolgelerde kullanilan ve piyasaya stirilen yeni
ilaglar, hemolitik kriz olusturma riski agisindan test edilmelidir.

- Belirli G6PD varyantlarinda, belirli ilaglarin kullanimi sonucunda ortaya gikan
klinik bulgular, tanimlanmali ve karakterize edilmelidir.

- G6PD enziminin fonksiyonel {i¢ boyutlu yapisinin bilinmesine yo6nelik kris-
talizasyon c¢aligmalarina hiz verilmelidir (13).

1.18 G6PD Eksikligi Uzerine Tiirkiye’de Yapilan Cahsmalarmn
Genel Olarak Degerlendirilmesi

Tirkiye’nin farkli cografik bolgelerinde G6PD eksikligi konusunda yapilan ¢a-
lismalarin smurh sayida oldugu saptandi. Yurtigi ve yurtdisi literatiir aragtirmalarinda
saptanan 25 yayindan 21 tanesine ulagilabildi. Yayinlardan 10 tanesi Cukurova bol-
gesine 3 tanesi Antalya, 3 tanesi Izmir, 2 tanesi Trakya bolgesini ve bir tanesi Tﬁfkiye
genelini kapsamaktadir. Iki ¢calisma da enzimin biyokimyasal dzellikleri ve ilaglarla et-
kilesimi {Gizerinedir (71,72). Izmirde yapilan ii¢ ¢alisma Behget Uz Cocuk hastanesinde
yiriitiilen Uzmanlik tezi olup, biri favism ve ikiside yenidogan sariliginda G6PD ek-
sikliginin roli lizerinedir (21,73,74). G6PD eksikligine yol acan varyantlar ve bunlarin
molekiiler temeli lizerine Ege bolgesinde gergeklestirilen herhangi bir ¢aligmaya rast-
lamilmadi. Tirkiye'nin cografik bolgelerindeki GOPD eksikliginin molekiler temeli
hakkinda ise herhangi bir );aym bulunamadi. Ayrica yayinlanmig makalelerin sonuglari
kargilagtinldiginda baz: tutarsizliklar saptands. Ornegin Kiling Y ve arkadaglant (ark.).
Adana'da bir ¢aligmada %1, bir digerinde %20.2 oraninda G6PD eksikligi sap-
tamiglardir (31,33,75). Oteyandan Yiiregir ve ark. Cukurovada G6PD eksikligini % 5
olarak rapor etmistir (76). Akoglu T ve ark. ise Adana civarinda yasayan Eti Tiirk-
lerinde G6PD eksikliginin %11.2 ve %4.9 arasinda degistigini saptamuglardir (77).
Ancak bu farkliliklarin Eti Ttrkleri i¢indeki alt gruplardan mi kaynaklandig: hususu ile
nedenleri belirtilmemistir. Aksoy K. ve ark. Cukurova bolgesinde {i¢ tane biyokimyasal
varyanti1 (G6PD Samandag, Adana, Balgali) tamimladiklarini rapor etmislerdir (78).
Ancak bu varyantlarin molekiiler temeli henliz aydinlatilamadigindan hepsinin tek bir
mutasyondan mi1 yoksa ayrt ayr1 mutasyonlardan mu koken aldiklar1 su an icin bi-
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linmemektedir. Aksoy ve ark. Trakya bolgesinde G6PD eksikligini %5 olarak sap-
tarken, 1968 yilinda yaptig1 bir bagka calismada %0.6 bulmustur (79,80). Say B. ve ark.
1965 yilinda Tiirkiye genelini kapsadigini ifade ettikleri ¢alismalarinda G6PD eksikligi
sikhigint Eti Tiirklerinde %11.4 yenidoganlarda %0.5 Izmirde %0.94 Kibns Tiirklerinde
%3.5, Karadenizde %0 olarak saptamuglardir (32). Ulkemizin degisik bolgeleri ve ayn
bolge icin yukarida verilen rakamlarin ne kadar gercek ve gecerli oldugu ise daha genis
kapsaml: 6rnek gruplannda standardize edilmis giincel tarama testleriyle tekrarlanarak
dogrulanmay1 beklemektedir.

1.19 G6PD Eksikligi Ege Bolgesinde Cahsilmaya Deger mi?

1l saglik Miidiirliklerinin istatistik subelerinden alman 1992 yil1 istatistiki verilerine
gore Izmir -Aydin- Manisa illerinin toplam niifusu 4,608,698' dir. 1992 yilinda bu ii¢ vi-
layetde saptanabilen canli dogum sayist 58,447 olup, 0-12 aylik bebek sayis1 72,237, ha-
mile sayis1 ise 37,474'dtir. Bu li¢ vilayetde kaba dogum hizi yaklagik binde 16'dir (81). Bu
veriler degerlendirildiginde G6PD eksikliginin goriilme siklif1 %1.5 kabul edilirse, bu
ti¢ vilayette 69,130 kisi G6PD eksikligine sahiptir. Ug vilayetde toplam yillik canli
dogum sayis1 yaklagitk 58,447 oldugundan %1-1,5 goériilme siklig1 iizerinden he-
saplandiginda her y1l 584-876 ¢ocugun G6PD eksikligine sahip olarak dogacag1 6n go-
riilebilir.

Hesaplanan rakamlar dikkate alindiginda, yagsamu tehlikeye sokucu dnemli saglik
sorunlarina yol acabilmesi, ancak bu sorunlarin kesin Onlenebilir olmasindan dolay:
ciddi diizeydeki G6PD eksikliginin Ege bdlgesinde yagayan ailelerde saptanmasinin ve
molekiiler temelinin aydinlatilmasinin birey ve toplum sagligi acisindan gerekli ve
6nemli oldugu sonucuna varildi. Bu diislinceden yola ¢ikilarak, bu caligma planlandi.
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2. MATERYEL VE METOD

Caligmanin amact G6PD eksikliginde Akdeniz mutasyonunun DNA teknolojisi ile
aragtirilmas1 oldugundan, aragtirmanin ilk agamasini, Akdeniz mutasyonunun bulunma
olasilig yiiksek, ciddi diizeydeki G6PD eksikligi olgulaninin belirlenmesi olugturdu.

2.1 Ege Bolgesinde Ciddi Diizeyde G6PD Eksikligine Sahip

Ailelerin Saptanmas1 ve Olasi Akut hemolitik Kriz Onlenim
Listesinin Hazirlanmasi

2.1.1 Saghk Kurumlar: ve Doktorlardan Bilgi Saglanmimi, Mektup
Yazimi, Ornek kanlarin Alimi ve Anket Uygulanmas:

Izmir’deki hastanelere veya 6zel kliniklere G6PD eksikligine bagli akut hemolitik
anemi gikayetiyle bagvurmug veya G6PD eksikligi tanis1 konmug kisiler aragtirildi. Bu
amagla ziyaret edilen Prof Dr. Baha Taneli'den (Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Saghigr ve Hastaliklarn Bolimii'niin protokol defterleri 1968- 1993 yillan taranarak) 72;
Dog Dr. Fiisun Aththan'dan 34 ve Dr. Demet Can'dan 15 (Izmir Behget Uz Cocuk
Hastanesi Biiyiik Cocuk Klinigi Sefi ve Acil servis Doktoru) Dog. Dr. Isin Yaprak'dan
(Tepecik SSK hastanesi Cocuk saghig béliimii) 10; Dog Dr. Giilersu Irken'den (Dokuz
Eyliil Tip Fakiiltesi Cocuk Hematolojisi Boliimii) 10 ve Prof. Dr. Galip Kose'den (6zel
klinik sahibi-Alsancak-Izmir) 5 olmak iizere toplam 146 olgunun adresleri saglandi.
Belirlenen ailelere ¢aligmay: agiklayan ve géniillii olarak hastanemize gelip kan vererek
¢aligmaya kaulip katilmayacaklarint soran mektup gonderildi (Sekil-2.1). Mektuba
olumlu yanit veren 45 ailenin randevu verilen tarihlerde Dokuz Eyliil Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim dalina gelmesi planlandi ve bu gergeklestirildi. Her bir aileyle
bire-bir kargilikli konusarak tarafimizdan hazirlanan anket sorularinin yanitlar: alindi
(Sekil-2.2). Anket sorularimi yanitlayan aile bireylerinden (cocuk - anne - baba -
kardesler) kan 6rnekleri, Dokuz Eyliil Tip Fakiiltesi Hastanesi Kan Alma Merkezinde
hemgire kontroliinde alindi. Her bir kigiden ventz kan 6mekleri K2EDTA'l1 tiiplere (2.5
ml x 3) alindi. Buz iizerinde kapali kap igerisinde laboratuvara getirilen kan &rneklerinin
birinden 0.1 mililitre(ml) alinarak spot testi i¢in +4 °C’de saklanildi. Bunun digindaki
tiim kan drnekleri, DNA izolasyonunda kullanilincaya kadar derin dondurucuda saklandi.
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Tarih: ...1./..11../1994

Saymn

Biz, diinyadaki son bilgilerin 113inda, Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Eksikligi veya Favizm
hastah8ina yol agan mutasyonlar konusunda 9 Eyliil Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoioji Ana Bilim Dalinda
arastirma yapmaktayiz. Caligma oncesi Izmirdeki bastanesi argivinde yapmig
oldugumuz ¢aligmalar neticesinde bu hastalif1 tasidigimz 6grenmis bulunmaktayiz.

Sizlere bu mektubu géndermekteki amacimuz, bu hastalifin 6nlenmesi ve zararl etkilerinden
kaginilmasina yonelik ¢aligmalar icin, sizin ve/veya anne-babanmizin herhangi bir tcret ddemeden
sadece 2-3 ml kan verip veremeyeceginizi bilmek istiyoruz. Bu konudaki ¢aligmamiza yardimct olmay:
arzu ederseniz, telefonla veya yazarak bizimle irtibata gecebilir misiniz? Cevabimz evet ise; sizlerden
kan alma igini yapabilmemiz igin iki segenek vardir.

Birincisi; Bizimle irtibata gectikten sonra, telefonla sizleri arayacak ve belirli giin ve saatte
hastanemize (9 Eyliil Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji A.Bilim Dal, 1. Bina 2. kat Inciralu-IZMIR) bizzat
kendiniz ve/veya anne-babanizia birlikte gelmeniz i¢in randevu alinacaktir, Xi bu segenek, ¢calismamn
dogru yiirtimesi agisindan oncelikle tercih edilen durumdur.

Ikincisi; Sizlerin Izmir’deki hastanemize gelmeniz maddi agidan imkénsiz ise, o zaman bizler
imkénlanimiz dahilinde sizlerle 6nceden randevulagarak hem sizleri ziyaret edecegiz hemde kan
alacagiz.

Cevaplarimzi olumlu veya olumsuz telefonla veya adresimize yazarak en geg 26 Kasim 1994
tarihine kadar bildirmeniz bizleri cok memnun edecektir.

Simdiden gosterdiginiz ilgi ve destefe tesekkiir eder. Saghkh ve mutlu giinler gecirmeniz
temennisiyle selam ve saygilar sunarim.

Selim UZUNOGLU

Adres:
Is: Selim UZUNOGLU veya
Prof. Dr. Orhan TERZIOGLU
9 Eyliil T1ip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali,
I. Bina 2. Kat Inciralt1 - [ZMIR
Tel: Direkt: (0232)-2777777-4602
Santral: (0232)-2595959 Dahili: 4602 veya 4630

Ev: Selim UZUNOGLU
Kazim Dirik mah. 196 Sok.
Yavuz Apt. No: 6/4 Bornova-IZMIR 35040
Tel: (0232)-3889377 veya 3880208
Fax: (0232)-3747754

Sekil-2.1: G6PD eksikligi olgusuna sahip ailelere génderilen mektup drnegi
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GLUKOZ-6 FOSFAT DEHIDROGENAZ (G6PD) EKSIKLIiGI ARASTIRMASI.

ADI SOYADI: DOGUM TA: et eerered o
DOGUM YERI: KAN GRi.ccoomrverenns CINSIYETE: [[] ERKEK [] KIZ
ADRESI:

TEL: MEDENI HALL: [] BEkAR [InNisan [ evit
NERELISINIZ: ....ccocoivrveeerenrerenns BULUNDUGUNUZ YERE NE ZAMAN YERLESILD{?..............]
KAG KARDESINIZ VAR: [] ........ Kiz [J.e ERKEK AYRI AYRI BELIRTINIZ

AILENIZDE AKRABALAR ARASI EVLENME VAR MI? [] HAYIR [[] EVET

EGITIM DUZEY![ SIZIN 1-O-L-0-LU0 BABANIZIN 1-O-L-0U-LU  ANNENIZIN 1-86-L-0-L0
HASTALIK AILEDE SiZDEN BASKA KIMDE veya KIMLERDE GORULDU?
[ KARDESLER Oanne [ BaBA [J AKRABA

KULLANDIGINIZ HERHANGI BiR ILAC-YIYECEK SIZDE VEYA AKRABALARINIZDA,
SARILIK, KANSIZLIK, VEYA CAY RENGINDE IDRAR YAPMANIZA YOL ACTI MI?

[ HAYIR []J EVETISE ILAC(LAR)? ........ 4
YIYECEK(LER)
BU DURUMDA HASTANEYE GITTINIZ Mi? [JHAYIR [J EVET isSE
HANGI HASTANEYE GITTINIZ?
SIZE HANGI TESTLER YAPILDI? [[] G6PD TARAMA TESTI VEYA AKTIVITE OLCUMU
[] KANDA Hb, [T Htc. O Eritrosit [ Retikalosit

TEDAVI OLARAK NE YAPILDI? [] KAN DEGISIMI VEYA KAN NAKLI-

ALMAMANIZ GEREKEN ILAC VE YIYECEK LISTESI VERILDI Mi? [ JHAYIR [] EVET
AILE BIREYLERINDEN BIRi DOGDUGUNDA ILK {Ki HAFTA ICINDE SARILIK GECIRDI Mi?

[J HAYIR [J EVET .
CEVABINIZ EVET ISE HANGI HASTANEYE GITTINIZ VE HANGI TESTLER YAPILDI?

[ ToTAL BILIRUBIN  [] G6PD TARAMA TESTI [] G6PD AKTIVITE OLCUMU
AILENIZDE SEKER HASTASI (DIYABET) OLAN VAR MI? []JYOK [JVAR; VARSA KIMLER?

AILENIZDE RENK KORLUGU VEYA KATARAKT SIKAYETI OLAN VAR MI?[] YOK

O vAR; VARSA KIMLER?

ASAGIDAKI GENETIK HASTALIKLAR HAKKINDA BiLGINiZ VARMI?D HICBIRSEY BiL-
MIYORUM  EVET G6PDEKSIKLIGI  FAVISM  AKDENIZ ANEMISI(TALASSEMI)

AILENIZDE VEYA AKRABALARINIZDA BU HASTALIKLARDAN HERHANGI BIRISI VAR M1?

IANKETI YAPAN KisSi; CEVAPLAYAN KISi;

Sekil-2.2: Ailelere uygulanan anket Srnegi.
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2.1.2 Cahsmaya Ahnan Ailelerde Ciddi Diizeyde G6PD Eksikliginin
Floresans Spot Test ile Saptanmasi

Izmir’deki belirtilen hastanelere bagvuran ve klinik tablo agisindan G6PD
eksikligi tanis1 konmus kisilerin ve ailedeki diger bireylerin ciddi diizeyde G6PD
eksikligine (severe-full-deficient) sahip olup olmadiklanim saptamada, floresans spot
testi tercih edilip kullanildi (55).

KIMYASALLAR Stok Cozelti Gerekli Miktar
Glukoz-6-Fosfat ( Sodyum tuzu) 10mmol/L 10ml
B-NADP (sodyum tuzu) ' 7.5 mmol/L Sml
Saponin (%1) 10gr/L 10ml
Tris-HCI (pH:7.8) 750mmol/L 15mi
Oksitlenmig Glutatiyon (Disodyum.tuzu ) 8mmol/L 5ml
Deiyonize Su - Sml

Tablo-2.1: Floresans spot testi ¢ozeltisinde kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlarn (55).

Yukandaki kimyasallar molekiler grade olup, sigma firmasindan satin ahndi.
Tabloda belirtilen konsantrasyonlarda ve miktarlarda herbir maddeden alinarak test
¢Ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan spot test ¢dzeltisi,1.5 ml’lik ependorf tiiplerine birer
mililitre dagitilarak -20°C’de saklandi. Stoklanan ¢6zelti, bir ay i¢inde kullanildi.

Uluslararas1 Hematoloji Standardizasyon Komitesinin belirledigi komposizyona
ve miktarlara uyularak, testin kendi kosullarimizdaki internal standardizasyonu,
sigmanin standartlart (normal G6PD saglam hemolizat - aktivite diizeyi: 9-12 U gr/Hb
ve ciddi diizeyde G6PD eksikligi olan kan hemolizat: - aktivite diizeyi: 0.0-0.4 U
gr/Hb) kullanlarak gergeklestirildi. Laboratuvarda hazirlanan spot test ¢ozeltisi, sigma
standartlann ve GOPD eksikligi saptanan kan Ornekleri, yurtdigina (Hematoloji
Bolimii-Hammersmith Hospital, Londra) gonderilerek testin eksternal standardizasyonu
ve kalibrasyonu da saglandi. Internal ve eksternal olarak standardize edilen test
protokoll ¢alismada kullanildi.
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Floresans Spot Testini Uygulama Protokolii

-Derin dondurucuda saklanan stok test c¢dzeltisinden geregi kadar cikarlarak
soguk odada ¢oziinmesi sagland:.

-Otomatik pipet ile daha dnce isaretlenmis ependorf tiiplerinin herbirine 100'er ul
¢Oziinmiig test ¢ozeltisi dagitildi.

-K2EDTA'h tiplere alinan ve spot test igin ayrilmig +4°C’de saklanan kan
ornekleri ve sigma standartlari homojenize edildikten sonra isaretli tiiplere S'er ul
dagitildi. Ependorf tiibine konan kan 6megi ve standart hemolizatdaki enzimin agi§a
¢ikmasi ve homojenizasyonu i¢in tlipler parmakla fiske vurarak karigtirildi.

-Tiipler oda sicakliginda 10 dakika(dk) bekletildi.

-Bu reaksiyon tliplerinin her birinden 10 pl reaksiyon ¢ozeltisi alinarak uygun
araliklarla whatman (1 numara) kagid fizerine damlatiidi.

-Whatman kagztlari, dogrudan gilines 1511 almayan kapali alanda oda sicakliginda
10 dk kurumaya birakildi.

-Whatman kagidi {izerindeki kurumus hemolizat+test ¢ozeltisi karigimi spotlar,
ultraviyole lamba (Multiband UV 254/366 nm San Gabriel California marka-Model
UVGL- 58 veya Cedex- Fransa yapimi 6x15W-312 nm tiip iceren TFX-20M modeli
Vilber Lourmat marka UV 1s1k gosterge cihazi) altinda karanlikta dogrudan incelemeye
alindi. Her deney setinde kullamilan sigma standartlarinda(kontrol saglam ve Kkontrol
hasta) olusan renklerle 6rnek kanlarin spotlann karanhik odada ultraviyole 1s1ik altinda
karsilagtirildi (55).

Floresans spot testin degerlendirilmesi

Whatman kagid izerine damlatilmis ve kurutulmus reaksiyon drnegi spotlar, ilk
30 dakika iginde degerlendirildi. Karanlikta ultraviyole 1gik altinda dogrudan ¢iplak
gozle incelendiginde, G6PD aktivitesi normal olan veya ciddi diizeyde G6PD eksikligi
icermeyen kan Ornekleri, reaksiyona konan kan 6rmeginin hemoglobin miktarina bagl
olarak agik -koyu yesilimsi renk(floresans parlaklik) verir. Bu durumda testin sonucu,
ciddi diizeydeki G6PD eksikligi acisindan negatif olarak degerlendirildi. Kan
orneklerine ait reaksiyon spotlar1, ultraviyole 151k altinda floresans parlaklik vermiyorsa
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diger bir ifadeyle, spotlar agik veya koyu kahverengimsi renkte goriiniiyorsa, bu renk, -
ciddi diizeydeki enzim eksikliginin (severe-full-deficient) gostergesi kabul edildi.
Dolayisiyla test sonucu, ciddi dizeydeki G6PD eksikligi agisindan pozitif olarak
degerlendirildi. Ciddi diizeyde G6PD eksikligi saptanan kan Orneklerinin igli
seyreltimleri, ikiser defa caligilarak hemoglobin miktarina bagimli olarak olusabilecek
yanlis pozitifliklerden kagimnildi.

Akut Hemolitik Kriz Onlenim tablosunun Hazirlanmas:

Anket sirasinda ailelere hemolitik kriz sonras1 yasak ilag ve yiyecek listesinin
verilip verilmedigi soruldu. Liste verilen ailelerden listelerin birer kopyesi alindi. Bu
listeler WHO-G6PD grubunca yaymlanan ve daha sonra giincellestirilen listelerle
karsilagtinidi (2,13). Farkli kurumlar tarafindan verilen listeler arasinda tutarsizliklar
oldugu saptandi. Calisilan olgulara verilmek iizere ilgili alanda uzman doktorlarla
isbirligine gidilerek glincel akut hemolitik kriz &nlenim tablosunun hazirlanmasi
planlandi. WHO-G6PD grubunun yaymladig: ve Beutler tarafindan giincellestirilen liste
esas alindi (2,13). {zmir Eczacilar Odasindan saglanan ilag rehberi kullamlarak listeye
ilaglarin Tirkiye’deki ticari isimleri eklendi (86). Enzim eksikligi saptanan ailelere
caligma sonunda sonuglarla birlikte klinisyenlere damigilarak hazirlanan akut hemolitik
kriz nlenim tablosu da génderildi (Tablo-3.2 ve Ek-9).

2.2 Ciddi Diizeyde G6PD Eksikligine Saptanan Olgularda
Akdeniz Mutasyonunun DNA Teknolojisi Ile Arastiriimas

2.2.1 Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda, sigma molekiiler grade kalitesinde kimyasallar ve tip-1
kalitesinde deiyonize su (18 mega-ohm/cm) kullaniidi.

Stok cozeltiler
NaCl (5 mol/L):

146.1 gram (gr) NaCl tartiip deiyonize su ile 500 ml'ye tamamlanarak
¢oziinlinceye kadar karistirildi.

Tris-HC! (1 mol/L , pH: 8.5)
60.5 gr Trizma base tartilarak 350 ml deiyonize suda ¢oziildi. pH 8.5 degerine
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diislinceye kadar konsantre HC] ilave edilerek, su ile 500 ml'ye tamamlandi.

Tris-HCI (I mol/lL ,pH: 74) :
Yukandakine benzer sekilde hazirlanarak sadece pH degeri 7.4 diistirtilda.
NaOH (5 mollL):

200 gr NaOH tartilarak 800 ml su i¢inde ¢oziildii. Deiyonize su ile 1000 ml’ye
tamamlandi.

Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) - (0.5 mol/L pH:8.0):

93 gram disodyum tuzu (dihidrat) EDTA tartild1. Uzerine 400 ml su ilave edilerek
coziinlinceye kadar karistinldi. pH's1 8.0 oluncaya kadar 0.5 mol/L. NaOH ilave edildi.
Tamamen ¢6zilinmiis ¢dzelti deiyonize su ile 500 ml 'ye tamamlandi.

PBS: Phosphate Buffered saline-Fosfat Tamponlanmis Tuz ¢ozeltisi-pH:7.3

NaCl 8gr
KCl 0.2 gr
Na2HPO4 1.44 gr
KH2PO4 0.24 gr
Deiyonize su 800 ml

IN HCl] ilave ederek pH degeri 7.3'e ayarland1 ve deiyonize su ile 1000 ml’ye
tamamlandi. Daha sonra aliquotlara béliinerek otoklavda steril edilip, oda sicakliginda
saklandi.

%10 -Nonidet P-40 (NP40) :

10 ml NP40'n iizerine 90 ml deiyonize su ilave edildi. Iyice kargtirilarak
hazirlandi.

%10'lik Sodyum Dodecyl Siilfat (SDS, Lauryl Sulfat):

50 gr SDS tartilarak {iizerine 350 ml deiyonize su ilave edildi. Tamamen
¢oziiniinceye kadar 1siticihi (65°C) kanstinncida ¢oziildii. Tamamen ¢oziindikten sonra
su ile 500 ml'ye tamamlandi.
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-Kullanima hazir ¢ozeltiler:
PBS +%0.1'lik NP 40 :
%10Tuk NP40'tan 5 ml, PBS tamponun 495 ml'sine ilave edilerek hazirlandi.
10 defa konsantre (10x) lizis Tampon :
Smol/L NaCl'den 60 ml
0.5 moV/L EDTA'dan 20 ml
1 mol/LL Tris pH 7.4 'den 10 ml
Deiyonize sudan 10 ml
alinarak kanigtirild: ve 100 ml ¢ozeltide son konsantrasyonda
3 mol/L NaCl
100 mmol/L EDTA
100 mmol/L Tris, bulunmasi saglandi.
Lizis Cozeltisi:
21 gr. lire (7 mol/L) tartihip {izerine (10x) lizis tampondan 5 ml ilave edildi ve

deiyonize su ile 50 ml'ye tamamlanarak hazirlandi. (Her kullanimda bu ¢ozelti taze
hazirlandi.)

Kloroform/Izoamil Alkol (24 : 1)
Izoamil alkolden 20 ml alinarak iizerine 480 ml kloroform ilave edildi.
Etanol (%70):

%99.9'luk etanolin (Tekel marka) 70 ml'sine 30 ml deiyonize su ilave edilerek
hazirlandi.

TE Tamponu :(10 mmol/L Tris, I mmol/L EDTA):

pH" 7.4 olan 1 mol/L Tris'ten 5 ml alimip, 494 ml deiyonize suya ilave edildi.
Ayrica 0.5 mol/L Sodyum EDTA'dan 1 ml alinarak aym ¢ozeltiye eklendi.

Proteinaz K (20mg/mi)

Liyofilize Proteinaz K’dan 20 miligram(mg) tartilarak 1 ml deiyonize suda
¢oziildi. Birer ml ependorf tiiplere dagitilarak derin dondurucuda saklanildi.
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TE tamponu ile dengelenmiy fenol ¢ozeltisi:
Hazirlanigi: Deiyonize su ile doyurulmug fenolden 500 ml. alindi.

0.5 mol/L Tris pH 8.5 'den 500 ml hazirlandi. Bunun 150 ml’si fenole ilave
edildi. 2 dakika dondiirerek kanigtirildi.

-Organik faz ile siv1 faz ayrilincaya kadar beklenildi. Sonra istteki sivi tabaka
uzaklagtirildi.

-Tekrar 0.5 mol/L Tris'ten 125 ml fenole ilave edildi. Benzer sekilde kangtirilip
beklenildi ve tistteki siv1 tabaka uzaklagtirildi.

-Bu iglemler bir kez daha tekrarlandu.

-Geride kalan 0.5 mol/L Tris'ten 100 ml'sinin {izerine 400 ml su ilave edilerek 500
ml 0.1 mol/L Tris elde edildi.

-Bunun 150 ml’si, fenole ilave edilip kangtirildi ve dstteki sivi daha sonra
uzaklastiriidi.

-Bu iglemler iki kez tekrarlandz.

-Geride kalan 0.1 mol/L Tris'in 50 ml'sine 449 ml su ilave edildi. Uzerine 0.5
mol/L EDTA ¢ozeltisinden 1 ml ilave ederek, toplam 500 ml TE tamponu hazirland1.

-Yukarida yapildig: sekilde TE tamponunu kullanarak fenol, 3 defa daha yikand:
ve {istteki s1vi her defasinda uzaklastirildi. Her seferinde dstteki sivinin pH's1 dlgiilerek,
fenoliin asiditesinin yok edilme siireci izlenildi.

-Bu islemlerle asiditesi yok edilen fenoliin pH'sinin 7.6 degerinden ytiksek olmasi
saglandi. Baglangicindaki ilk miktarindan azalan ve TE tamponu ile dengelenmis fenol,
DNA ekstraksiyonunda kullanildi.

DNA izolasyonunda Uygulanan Protokol

Maniatis, T tarafindan tanimlanan fenol-kloroform ekstraksiyon yontemine dayali
protokole gére DNA izolasyonu yapildi (66,67,84).

-K2EDTA'l tiiplere alimp -20°C’de saklanan donmus kan &rneklerinden biri
(2.5mlx1) oda sicakliginda ¢oziildi.

-Coziinen kan Srnegi, silikonlanmig cam tiibe aktarilarak, 900 devir/dk hizda 15
dk santrifiij edildi. Ustteki dokelti kismu, tiipten ¢okeltiyi kaldirmadan uzaklastirilds.
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-Cokelti ilizerine 1 ml PBS+%0.1 NP40 cozeltisi ilave edildi. Cokeltinin
homojenizasyonu, genis agizhh steril plastik pipet ile sivi yukarn agagi cekilerek
gerceklestirildi. Elde edilen siispansiyon iizerine toplam hacim 2,5 ml olacak gekilde
PBS+%0.1 NP40 ¢ozeltisinden ilave edildi.

-900 devir/dk hizda 15 dk tekrar santrifiij edilerek tstteki kisim uzaklagtirildi.
Cokelti kirmiz: renginin ¢ogunu kaybedinceye kadar bu iglemler bir veya iki kere daha
tekrar edildi.

-Hiicre peletinin lizis edilmesi i¢in lizis ¢dzeltisinden Once 100 pl pelet iizerine
ilave edildi. Disposable steril plastik pipet kullamlarak pelet, lizis ¢Ozeltisi iginde
¢oziildd. Her seferinde 500 pl lizis ¢ozeltisinden ilave edilerek, kolaylikla pipetaj
yapilabilir hale gelinceye kadar pelet, homojenize edildi.

-Bu Ornek tlizerine 150 pl %101uk SDS ve 20 wl Proteinaz K(20mg/ml)
¢ozeltilerinden ilave edildi. Steril plastik pipet ile nazik¢e kargtirildiktan sonra 37 °C
su banyosunda 8 saat bekletildi.

-SDS ve Proteinaz K ile inklibe edilmis Ornegin (izerine kloroform/
izoamilalkolden ve fenolden ayr ayr olmak {izere esit hacimde ilave edildi. Cozelti, 5
dk oda sicakliginda nazik¢e kanstirildiktan sonra 2500 devir/dk hizda 15 dk santrifiij
edildi.

-Ustteki siv1 faz, yeni silikonlanmig cam tiibe aktarilirken, aradaki beyaz protein
-lipid tabakasi ile organik fazin tlipde kalmas1 saglandi.

-Organik faz ile s1v1 faz arasindaki bdlme agik ve geffaf hale gelinceye kadar son
iki basamakdaki islemler tekrarlandi.

-Cdzelti lizerine kloroform/izoamil alkolden 2 ml ilave edilerek oda sicakliginda
5 dk nazik¢e kangtirildi. Aym sekilde santrifiij edilip tstteki sivi faz yeni bir tiipe
aktarildz.

-Yeni tiipe transfer edilen s1v1 fazin tizerine -20°C' de sogutulmus mutlak alkolden
(%99.9'luk Tekel iiretimi) 4 ml ilave edildi. Cozelti, DNA opak ipliksi bir yap1 seklinde
¢iplak gozle gortlinceye kadar hafifce galkalandi. Ortaya ¢ikan iplik seklindeki DNA
yigini, bekletilmeden 1 ml %70'lik etanol igeren mikrosantrifiij tiipiine mikropipet ucu
ile transfer edildi.

-DNA 6rnegi, mikrosantrifiijde 14000 devir/dk hizda 5 dk santrifiij edildi. DNA

56



¢okeltisi Uzerindeki % 70'lik etanol uzaklastinldi. DNA iceren ependorf tiipli, bench
lizerinde ters gevrilerek, kalan alkol tiipden uzaklagtinlincaya kadar oda sicakliginda
bekletildi.

-Omekde 1 pg/ul DNA olacak sekilde, pelet lizerine TE tamponu (yaklagik 40 pl)
kondu. TE tamponu ilave edilmis DNA peletinin, 37°C'de siispansiye olmas1 saglandi.

izole edilen DNA 'min Konsantrasyonunun ve Kalitesinin Saptanmasi

Orneklerin DNA konsantrasyonu tayini icin once izole edilen DNA 6rneginden 5
uwl abndi. ve 245 pl deiyonize su ilave edilerek seyreltildi. Iyice kamgtirilarak
homojenize edilen DNA 6rneginin optik dansitesi, spektrofotometrede 260 nanometrede
(nm) suya kars1 okundu. 50 pg/ml ¢ift iplikli DNA iceren ¢6zeltinin spektrofotometrede
260 nm'de, 1.0 optik dansite(OD) degerinde bir okuma verdigi kabul edilmektedir (84).
Bundan dolayr spektrofotometrede okunan OD degeri, seyreltme faktorii de hesaba
katilarak 2500 ile c¢arpidi. Sonugta pg/ml olarak Omek DNA ¢ozeltisinin
konsantrasyonu elde edildi.

Ornekdeki DNA miktart (ug/ml) = {OD260} X50 (seyreltme faktdrii) X50 pg/ml
(1 OD.'ye karsilik gelen c¢ift iplikli standart DNA miktar1)

Seyreltilmis DNA oOrneklerinin spektrofotometrede 260 ve 280 nm daiga
boylarinda optik dansiteleri (OD) okunup; OD260 / OD280 oranlar1 elde edildi. Bu
oran DNA ¢dzeltisinin safliginin gostergesi olarak degerlendirildi (84).

Elde edilen DNA’nin biitiinligii, 1XTBE tamponu ile hazirlanan %0.5'lik mini
agaroz jel elektroforezi sisteminde Grneklerin yiritilmesi ile test edildi.

Konsantrasyonu ve saflik derecesi Olgiilen, ayrica agaroz elektroforeziyle
biitiinliigii kontrol edilen DNA &rnekleri, kullanima kadar -20°C’de saklandi.

2.2.2 Akdeniz Mutasyonunun Yer Aldig1i Exon 6-7'nin PCR ile
Cogaltim

Cogaltimda Kullanilacak Primerin Secimi:

Akdeniz mutasyonu, G6PD geninin exon 6-7 bolgelerini ¢apraz gecen 583 baz
ciftlik DNA parcas1 icinde yer alir. Bu DNA parcasimin cogaltiminda kullamlan

57



_ primerlerin saptanmasi icin kaynak taramast yapildi ve bulunan primerler listelenerek
. kargilagtirildi (Tablo-1.4). Kargilagtirma sonunda exon 6-7 ¢ogaltilmasinda kullanilan
birden fazla primerin oldugu ve niikleotid sayis1 ve diziligi bakimindan birbirlerinden
farklilagtig1 gézlendi. Bu noktadan hangi primerin ¢alismada kullanilmasinin daha dogru
olacagmna karar verebilmek icin yurtdigindaki yayimn sahiplerine ayrnn ayn mektup
yazilarak bilgi istendi (Ek-4,5,6). Alinan yamtlann degerlendirilmesi sonucunda
Akdeniz mutasyonunu ilk defa molekiiler diizeyde tamimlayan T. Vulliamy ve L.
Luzzatto grubunun(Hematoloji Boliimii. Hammersmith Hospital, Londra) en son
glincellestirdikleri ve halen kullandiklar1 91 ve 92 koduyla tanimlanan oligonikleotid
primerleri tercih edilip kullanildi (67).

91: 5' CCCCGAAGAGGAATTCAAGGGGGT 3'
92: 5' GAAGAGTAGCCCTCGAGGGTGACT 3'

Yukanida dizisi verilen primerler, -Oswell DNA Service, Depatment of Chemistry,
Kings Buildings, West Mains Road, Edinburgh EH9 3JJ Scotland-adresinden
Hematoloji bélimii (Hammersmith Hospital- Londra) araciligryla sagland.

Kullamlan Cozeltiler ve Enzimler:
10X PCR "EDTA" Tamponunun Hazirlamis1

Cozelti Ahlnan Miktar Karngimdaki Son Konstantrasyon
2 mol/L Tris-HCI pH 8.8, 3.35ml 670 mmol/L

1 molV/L (NH4)2S04 1,66 ml. 166 mmol/L

2 mol/L. MgCI12 0.125 ml. 25 mmol/L

0.5 moVIL Na2EDTA 13.4 ul. 670 mmol/L.

20 mg/mi BSA 80 ul. 160 pg/ml

14.3 mol/L. B—mercaptoethanol 70 pl. 100 mmol/L

Deiyonize su, toplam karigim 10 ml oluncaya kadar ilave edildi. Kullamlan tim
kimyasallar Sigma molekiiler grade kalitesindedir. Hazirlanan bu tampon 10x olup PCR
reaksiyonunda %10 DMSO ile birlikte kullanild1.
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Universal 10x RE Tampon (ozeltisi:
300 mmol/L Tris-asetat pH 7.5

660 mmol/L K-asetat
100 mmol/L. Mg-asetat

1 mg/ml BSA
10 mmol/L DTT

30 mmol/L spermidin

Hazirlanan universal 10x konsantre RE tamponu mikrosantn’ifﬁj tiiplerine aliquot
yapilarak kullamlincaya kadar -20°C’de saklanildi.

DNA Polimeraz enzimi (Taq Polimeraz: Thermus aquaticus isimli sicak sularda

yasayan bakteriden izole edilen sicaga dayanikh enzim) Promega'dan, niikleotidler

(dNTP) Boehringer firmasidan satin alindi.

PCR reaksiyonu i¢in Perkin Elmer model thermal cycler makinasi kullamldi.

DNA disginda PCR igin gerekli tim bilesenler dnceden hazirland: ve ependorf

tiiplerine aliquot yapilarak derin dondurucuda saklamldi.

PCR Tiipiiniin icerigi ve PCR Protokolii

PCR reaksiyonu, T. Vulliamy ve L. Luzzatto grubunun (Hematoloji Bolimii.
Hammersmith Hospital, Londra) kullanmakta oldugu protokole gore gerceklestirildi

(38,39,87).

Madde ismi Konsantrasyon Konulan miktar
PCR-EDTA Tamponu - 25 w
dNTP 100 pmol 5.0 u
primer 10 pmol 50 ul

Taq polimeraz 10 02 u
Deiyonize su - 113
Omek DNA 1 ug/ul 1.0 w
Toplam miktar - 25.0 wl
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. DNA thermal cycler makinasinda exon 6-7 bolgesini ¢ogaltmada kullanilan
protokol:

95 °Cde -----> 5 dk.
56 °Cde ----->1dk.
72 °Cde ----- >1dk.| X30dongi
95 °Cde --—--- > 1 dk.
72 °C de -----> 5 dk.

PCR Uriiniiniin Elektroforezinde Kullamlan Geregler ve Cozeltiler

5X TBE (Tris Buffered EDTA) Stok Tampon Hazwrlamsi:

54 gr Tris base ve 27.5 gr borik asid tartilarak 800 mi deiyonize suda ¢6ziildd.
Uzerine 20 ml 0.5M EDTA(pH:8.0) ilave edildikten sonra 1000 ml’ye tamamlandi.
Elektroforezde stok TBE tamponunun 1XTBE konsantrasyonu kullanildi.

-Elektroforez i¢in, mini horizontal jel(8x12cm) yontemi kullanildi. Hybaid marka
mini jel yataklan kullamlarak %2.5'lik agarozjelleri hazirland1 ve kullamildi. Giig
kaynagi olarak ATTA-Crosspower 500 kullanildi.

~-Yiikleme tamponu (loading buffer) olarak %350 siikroz+ %0.1 bromofenol mavisi
karigimi kullanilda.

-Hematoloji boliimii labaratuarinda (Hammersmith hospital-Londra) pEMBL 8’in
Taql ve Pvull kesimi ile hazirlanan DNA marker, 6mek degisimi yoluyla hematoloji
bélimiinden sagland: ve elektroforezde kullanildi.

-Mboll(restriction endoniikleaz-kesici enzim) (Biolab-148S (PBS) -II 50000/ml)
firmasindan satin alinip kullanildi.

-Elektroforez sonrasi DNA bantlarninin saptanabilmesi igin jel, etidium bromid
cozeltisinde bekletildi. Son konsantrasyonu 0.5 pg/ml olan etidium bromid ¢ozeltisi,
1XTBE tamponu kullanilarak 10mg/ml stok ¢dzeltiden hazirlandi. Yiiriitilen jeller bu
¢ozelti iginde 30 dk bekletildikten sonra UV lamba (Cedex- Fransa yapimi 6x15W-312
nm tip iceren TFX-20M modeli Vilber Lourmat marka UV 11k gésterge cihazi) altinda
incelendi (84).
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PCR Uriiniiniin Kontrolii

PCR sonrasi iiriin olugsup olusmadigim test etmek tlizere, PCR tliblinden alinan 8 i
Ornek, 4 i yikleme tamponu ile kangtrilarak yukarida tamimlanan elektroforez
sisteminde yiritildd. Jel etidium bromid c¢ozeltisinde 30 dk bekletildikten sonra
ultraviyole 1g1k altinda PCR {irlinii DNA bantlar, incelendi ve fotograflandi. (Bulgular
Sekil-3.2)

Elektroforez sonuclarmin fotograflanmasi

-Jellerin fotografinin gekinﬁnde, polaroid 667 film kullanildi. Kirmuzi turuncu
(590 nm) eksitasyon dikkate alinarak R21 Hoya (USA) UV filtre serisiyle jeller
fotograflandi. Power PC bilgisayara tarayici ile aktarilan fotograflar, adobe photoshop
(3.0) yazaliminda islendikten sonra metine yerlestirildi. (Bulgular sekil-3.2 ve 3.3)

2.2.3 Mboll ile Kesim ve Akdeniz Mutasyonunun Saptanmasi

Mboll kesim iiriinlerinin elektroforezinde “PCR Uriiniiniin Elektroforezinde
Kullanilan Gerecler ve Cozeltiler” alt bashiginda tamimlanan ¢ozeltiler ve geregler
aynen kullanildi.

PCR iriinii saptanmis PCR reaksiyon tiiplerinin herbirinden 8 ul alinip, agagida
belirtilen ¢ozelti ve Mboll enzimiyle kanstirildi. 37°C’de 18 saat siireyle kesim iglemi
gercgeklestirildi.

Mbol ile kesim reaksiyon tlipliniin icerigi

PCR iiriinii 8ul
10x universal RE tamponu 2ul
Mboll 1wl
Deiyonize su oul

-Mboll ile kesilen herbir PCR lriiniintin 10 seyreltimi hazirlandi. Her diliisyon
yiikleme tamponu ile 2:1 oraninda karigtirildiktan sonra jeldeki yuvalara dagitildi.
1XTBE tamponu iceren mini elektroforez sisteminde, 10volt/cm elektrik uygulanarak
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-Mboll kesim {irlinleri, hematoloji boéliminden saglanan (Hammersmith hospital)
marker DNA ile birlikte yiriitiildi. Gerekli iglemlerden gecirilen jel tizerindeki DNA
bantlar1, ultraviyole 1g1k altinda incelendi.

-Yiriitilen jelde, olgulardan hazirlanan DNA’ya ait kesim Uriinleri, kontrol
Akdeniz mutasyonu tagiyan ve tagimayan DNA &rneklerinki ile kargilagtinldi. Akdeniz
mutasyonu varliginda, exon 6-7 gen bdlgesinde yeni bir Mboll kesim bolgesi olugur.
Akdeniz mutasyonu icermeyen (nonmed) PCR diriinii, Mboll ile kesim sonrasi,
elektroforezde 379, 120, 60 ve 17 baz c¢ifti biiytikligiinde 4 bant verirken, Akdeniz
mutasyonu iceren (med) PCR iiriinii, 4 bant yerine, S bant (276, 103, 120, 60 ve 17)
verir. Dolayisiyla Akdeniz mutasyonu igermeyen DNA Orneklerinde Mboll ile kesim
sonrast gbzlenen 379 baz cifti biiyiikligiindeki bant, nonmed mutasyonun kanitidir.
Akdeniz mutasyonu iceren Orneklerde Mboll kesimi ile agiga ¢ikan farkh
biiyiikliiklerdeki iki bant (276 ve 103 baz cifti) Akdeniz mutasyonunun kanitidir,
Mboll ile kesim sonrasinda jelde kesim tirtini olarak 379 baz cifti blyikliigiindeki tek
bantin varligi, Akdeniz tipi olmayan (nonmed) mutasyonun kanit1 olarak degerlendirildi.
Jeller daha 6nce tammlandig sekilde fotograflandi ve metine yerlestirildi.

Akdeniz mutasyonu saptanan ve saptanmayan (nonmed) DNA o&reklerinin
eksternal  kontrolleri, hematoloji bolimiinde (Hammersmith hospital-Londra)
gerceklestirildi.
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3. BULGULAR

3.1 Ege Bolgesinde Ciddi Diizeyde G6PD Eksikligi Saptanan Ol-
gular

Farkh iiniversite, hastahane ve Ozel kliniklere yapilan ziyaretlerden saglanan ad-
reslere mektup yazimi sonucunda 45 aileden kan alindi. Floresans spot testi sonunda
ciddi diizeyde enzim eksikligi saptanan olgularda ikinci agamada, Akdeniz tipi mu-
tasyon tarama ¢aligmasi yapildi. Ciddi diizeyde enzim eksikligi saptanan ve yakin ak-
raba olmayan ailelerin elde edildikleri kaynaklara bagh olarak dagilimi tablo-3.1'de ve-
rildi.

KURUM ADI Kisi AILE SAYISI
Ege Tip Fak. Cocuk Saghg ve Hast. Prof. Dr. Baha TANELI 13
Behget Uz Hast. B.Cocuk Saghf Dog Dr. Fiisun ATLIHAN | (10)

Acil Servis Dr. Demet Can 3) 13
Tepecik SSK Hastanesi Dog Dr. Isin YAPRAK 5
Dokuz Eyliil Tip Fak. Cocuk Saglig1 ve Hast. Dog.Dr. Giilersu IRKEN 3
Ozel Klinik Prof Dr. Galip K6se 2
Hasta Anketleri - 1
Toplam 37

Tablo-3.1: Ciddi diizeyde G6PD eksikligi saptanan yakin akraba olmayan ailelerin adreslerinin
saglandifr kaynaga gore dagihim.

3.1.1 Ailelere Uygulanan Anketin Bulgulari

45 aileye karsilikli goriigme geklinde uygulanan anket sonucunda yakin akrabaligi
olmayan 34 olgunun bakla yemeye baghi akut hemolitik kriz gegirdigi goriildii. Akut he-
molitik krize yakalanmig kisilerde 18-48 saat i¢inde ortaya cikan sararma-bitkinlik ve
¢ay renginde idrar yapma, tipik klinik bulgulardi. Akut hemolitik krize yakalanmig 32
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olgu kan verilerek tedavi edildiklerini bildirdi. Anket sirasinda 14 olgu, dogum son-
rasinda ilk iki hafta i¢inde ciddi diizeyde sarilik gecirdiklerini rapor etti.

Caligmaya alinan ailelerden 4 nolu ailede 2 ¢ocuk, 20 nolu ailede bir ¢ocuk ve 32
nolu ailenin kéyiinde bir ¢ocuk olmak iizere toplam 4 kiginin bakla yemeye bagl akut
hemolitik kriz sonucunda 6ldiikleri saptandi. Ayrica 5 aile, akrabalar arasinda bakla ye-
meye bagh akut hemolitik kriz gegirmis kigsiler oldugunu rapor ettiler. Mektup gén-
derilen bu kisilerden sadece biri (4K) geldi. Kendisine anket uygulanip kan alindi.

Akut hemolitik kriz gecirmig 8 olguya, tedavi sonrasi kullanmamalan gereken
giincel yasak ilag ve yiyecek listesi verilmemigti. Bu olgulara sadece bakla yememeleri
ve sitma ilaglanyla aspirini kullanmamalan sSylenmigti. Bunun diginda degisik has-
tanelerdeki doktorlar tarafindan olgulara verilen ilag listeleri incelendifinde, listelerin
standart olmadig1 ve birbirlerinden farkliliklar gosterdigi saptandi. Ayrica listede ilag-
larin Tiirkiye’de satilan ticari isimleri olmadigt gibi giincel de degildi. Elle yazilan baz1
ilag listelerini okumak ¢ok gii¢tii. Hastalar bu listeleri giinliik hayatlarinda kul-
lanamadiklarindan gikayetgiydiler.

22 olgu, G6PD eksikligi veya favism hakkinda doktor tarafindan yetersiz diizeyde
bilgilendirildiklerini, bakla zehirlenmesi diginda hastalik hakkinda hi¢ birsey bil-
mediklerini rapor ettiler. Caligilan ailelere anket swasinda hastalik hakkinda yapilan
agiklamalar olumlu tepki ald1 ve yakin akrabalan ile bulunduklar yerlesim birimlerinin
G6PD eksikligi taramasindan gecirilmesini istediler.

Yukarida verilen bulgular dikkate alinarak, akut hemolitik krize yol agan ilag ve
yiyecek listesi giincellestirildi. [laglarin Tiirkiye’deki ticari isimleri eklenerek olas1 akut
hemolitik krizleri 6nlenim tablosu hazirlandi. Caligma sonras: bu tablo olgulara gén-
derildi ve gerekli agiklamalarda bulunuldu (Tablo-3.2 ve Ek.9).

3.1.2 Floresans Spot Testi Sonuclari

Floresans spot testin ciddi diizeyde enzim eksikligini ortaya ¢ikardigi konusunda
yapilan internal standardizasyon ¢aligmalarinda, sigma firmasindan saglanan kontroller
kullamldi. Tiim gahigmalarda testin 6zgiilligii ve duyarlilifinin %100 oldugu gozlendi.
Aynca' eksternal kontrol olarak hematoloji boliimiinde (Hammersmith hospital, Lond-
ra) yapilan ¢aligmalarda, testin Akdeniz mutasyonunun yer aldig1 ve aktivite diizeyi nor-
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{KLIGIN 1P Kl VE LG PERSON | D'YEB E K ANEME IM TAB
-Etien madde =3 Ticari isimieri
ILAG GRUBY HAFIF BOZEYDE HEMOLIZE AGIR SEYREDEN AKUT HEMOLITIK ANEMIYE YOL AGABILENLER.
YOL AGABILENLER
{ Bu gruptaki ilaglar ve yiyecekler kesinliide kullaniimamalidir.}
[Te D (stiinde digmda ]
(Tt dozian, hekim yesiyle ve
» Acetyl salicyciic acid Aspirin; Algo; Algo bebe; Alke-Sefizar
Anacin; Analgol; APC; Asabrin; Asegan;
Asinpirine; Aspimirin; Aspirin fort; Aspirin plus C;
Alea-C; Asperan; Ataspin; Babyprin; Cafespin
ANALJEZIK VE Ceperta; Coraspin; Dispril; Doiviram; Fulpen
igaspin; N8tras; Opon; Pedianoks; Penaspin
ANTIPIRETIKLER "Ssiptn; Socrgne Wi T o
+ Antipirin Antipyrine sailcylate
+ Acetophenefidin [phenacstin]
SITMA ILAGLARI | - Pyrimethamine primetamin; Daraprim - Pamaguing
* Quinine [inin] - Quinigide Kinosid
+ Slifadiazing ——— [__SOifadiazin; Siiffatrim .Slfacetamide =~ —— | Albucid; Blephamid Liquifiim; Optamid |
SULFONAMIDLER | , e —
. ve Suifamerazine suitamerazin Gantanol; Bactrim; Bectrim fort; Bakion; Baktentort;
SULFONLAR <+ Sulfa methoxypyridazine | Depo-Suiten; (Metamit; Sultakeyn; Novasul; Kynex | |, Slilamathoxazale Bakirisid DS; Bibakrim fort; Blotrin; Kemoprim; Ke-
" s Azo-Gan moprim fort; Metoprint; Matopeim fort; Mikrasids Mike
M [ Gantrisin; rEIiGaol ] rosid tort; Septring :.mm fort; Sultaprim; Trimoks
- Sulfaquanidine tort
- Sulfanilamide sulfanilamid
- Sulfapyriding sulfapiridin
- Thiazolesulfone
. thmmml —  |Armisetin;Biomisetin;Diasetin; Fenkl! , Ankol Fureks; Gastrotu : Fi
DIG dn-Kerm ey Eumznjmng nl lt:myareks ure ran; Furoxons; |
ERIYEL Misetin;Otozil: Slperklorin;Vikiorin; elose eks: ja
AJANLAR Kloromisln Colimycine *Nitrofurazone . [ e Furacin; F Furaml Nitrazon |
- Nalidixic Acid —— [Negram; Nallgram; Urogram; NegGram
ANTIHELMINITIK . NMQLQ (Ambilhar)
AJANLAR « Stihophan
- E-Naphthol
+ Probenecid Benemid - Naphthalene _ [ Naftalin; eibise giveterino kar: kullanii Kekianmes: Hemoliza yol agabit, |
. ing ————————— |fenilhi
MBIIJ%EE?ER - Vitamin K ve Analoglan  [Libavit-K; K-vitampdl; Konskion ampdl, ] . Mﬁm‘e
+ Quiniing == Wudln; o dine; Natisedine; Longacor | |+ Metilen mavisi [ Methylene Bleu; Buco Bleu;Helmo Bleu; Bucasol|
 Bhenazopyiding [pyridiuen}
o .
- Urate oxidase
» Yag ve kuru i¢ bakla (9zeliikle bakla taze ve ¢if yenildiginde)
YIYECEKLER akut hemolitik krize (gay rengi idrar, halsiziik-sararmay) yol agar.
+ Viral hepatit,
+ Ust solunum yolu enfeksiyorian, pndmoni,
HASTALIKLAR « Diyabetik asidosis gibi durumiar

Tablo-3.2: Olgulara gonderilen giincel akut hemolitik kriz 6nlenim tablosu (2,13,86).

65



malin %10'undan daha diigiik enzim eksikligi olgularim giivenilir diizeyde saptadif
dogrulandi. Spot testin pozitif (hasta) ve negatif (saglam) sonuglarim gosteren fotograf
Sekil-3.1'de sunuldu.

Standardize edilen floresans spot testi 45 ailede, toplam 130 kisiye uygulandi. Ta-
ranan yakin akraba olmayan 45 aileden 37'sinde, ciddi diizeyde enzim eksikligine sahip
toplam 42 olgu saptandi. 8 ailede ise floresans spot testi ile ciddi diizeyde enzim ek-
sikligi saptanamadi. Ancak 2 ailede ciddi diizeyde enzim eksikligi, rapor edilen gocukda
degil, babalarinda (6 ve 27 nolu aile) saptandi. Anket sirasinda rapor edilen kuzende (4
nolu aile) ciddi diizeyde enzim’ eksikligi floresans spot testi ile dogrulandi. Ayrica 13
nolu ailede ilave olarak annede de enzim eksikligi saptandi. 20,28,30,31 nolu ailelerde
oglan kardeglerde de enzim eksikligi saptandi. Bu bulgular, ilerideki olasi hemolitik
krizden aile bireylerini koruma agisindan 6nemliydi.

X'e bagh kalitim desenine uygun olarak yakin akraba olmayan 37 olgunun 36 ta-
nesi erkek ve bir tanesi kadin idi.

Olgularin yag dagilimi tablo-3.3’te verildi. 28 kisi 20 yagsin altindaki gengler ve
¢ocuklardan olugurken sadece 9 kisi 20 yag ve yukarisinda idi.

Sekil-3.1 : Ciddi diizeyde G6PD eksiklii olan ve olmayan kan hemolizat: érneklerinde floresans
spot test sonucu.

1) Hazirlanan spot test ¢ézeltisinin UV 191k (366 nm) altinda goriiniimii.

2) Ciddi diizeyde G6PD eksikligi olmayan 2 kan hemolizatnin reaksiyon sonunda UV 151k (366 nm)
altinda hemoglobin miktarina bagh olarak olusturdugu agik koyu yesilimsi renk.

3) Ciddi diizeyde G6PD eksikligi olan 2 kan hemolizatimun reaksiyon sonunda UV igik (366 nm) altinda
hemoglobin miktarina bagl olarak olugturdufu agtk koyu kahverengimsi renk.
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YAS GRUBU FREKANS
0-5 6
6-10 7
11-15 9
16-20 6
21-25 3
26-30 0
31-35 1
36-40 4
41-45 1
Toplam 37

Table-3.3: Ciddi diizeyde G6PD
eksikligi saptanan ve yakmn ak-
raba olmayan 37 olgunun yag

dagilimi

Floresans spot testi ile ciddi diizeyde-enzim ek-
sikligi saptanan 37 ailedeki toplam 42 olgunun 34 ta-
nesi, daha 6nce bakla yemeye bagh olarak akut he-
molitik kriz ge¢irmig ve 32 tanesi kan verilerek tedavi
edilmigti. Bir olgu, dogum sonras1 ciddi diizeyde ye-
nidogan sarilifina yakalanmig ve kan degigimi yoluyla
tedavi olmugtu. Iki olgu ise dnemli bir klinik tabloya
yakalanmadifim belirtmigtir. Aile i¢i bireyler olan diger
5 olguise floresans spot testi ile ilk defa saptand.

Ciddi diizeyde enzim eksikligi saptanan 42 bireyin
timiinde Akdeniz mutasyonu taramasi yapildi. Ancak
mutasyon siklig1 hesaplamasinda yakin akraba olmayan
37 olguya ait veriler esas alind1 (91). Bundan dolay: tab-
lolar ve sekiller, yakin akraba olmayan 37 olgu esas ali-

narak hazirlandi. 37 olgunun yerlesim birimlerine gére dagilim tablo-3.4'de sunuldu.

YERLESIM YERI KISISAYISI | YERLESIM YERI Kisi SAYISI
ZMIR 11 TIRE 1
TORBALI 4 BAYINDIR 1
MENDERES 1 IVRINDI 1
MENEMEN 1 ALACATI 1
BERGAMA 2 MANISA 3
FOCA 1 AKHISAR 1
KARABURUN - 1 KIRKAGAC 1
ODEMIS 2 SOKE 1
KIRAZ 1 KUSADASI 2
DIKIL 1 TOPLAM OLGU SAYISI 37
[zmir ve Iigeler Toplam : 28

Aydmn ve ligeler Toplam : 3

Manisa ve ligeler Toplam : 5
Ivrindi :

Tablo-3.4: Ciddi diizeyde G6PD eksikligi saptanan ve yakm akraba olmayan 37 olgunun Yerlegim
birimlerine gore il ve ilge bazinda dagilim
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3.2 Ciddi Diizeyde G6PD eksikligi Saptanmis Olgularda Akdeniz
Mutasyonunun Taranmasina Ait Bulgular

Kan Orneklerinden DNA Izolasyonu

Kan drneklerinden izole edilen DNA'ann saflig1 260/280 nm dalga boyunda ver-
dikleri optik dansiteler oranlanarak Sl¢iildii (84). Ayrica elde edilen DNA'nin pargalanip
parcalanmadigim saptamak igin DNA Orneklerinin 5 seyreltimi yapilarak agaroz jel
elektroforezinde ytirtitildd. 260/280 nm optik dansite oram 1.7 lizerinde olan ve biitiin
bir DNA bandi veren 6rnekler PCR'da kullanild: (59).

3.2.1 PCR iiriiniiniin Kontrolii

Akdeniz mutasyonunu saptamada kullanilan standart marker DNA ve Akdeniz mu-
tasyonu pozitif (med) ve negatif (nonmed) kontrol 6rnekleri, hematoloji bélimiinden
(Hammersmith hospital) saglandi1 ve kullanildz.

PCR sonunda ¢ogaltim olup olmadigini test etmek igin PCR {irlinii elektroforezde
yiritildd. Band olusumu gozlendikten sonra Mboll ile kesim iglemi gerceklestirildi.
Elde edilen PCR ({irlinii DNA bantlarina ait fotograf 6rmegi Sekil-3.2'de sunuldu.

3.2.2 Mboll ile Kesim ve Akdeniz Mutasyonu Taranmasi

PCR yoluyla ¢ogaltilmig exon 6-7 gen bolgesinin Mboll ile kesim iirtinleri elekt-
roforezde yiritild{i. Kesim olan ve sonugta ayirt edici iki DNA bandi (276 ve 103)
veren Omnekler, Akdeniz mutasyonu agisindan pozitif olarak degerlendirildi. Negatif
kontrollerde kesim iglemi sonunda ayirt edici olarak 379 baz cifti biytikligiinde tek
band goézlendi. Bu sonuglara ait fotograf 6megi, Power PC bilgisayarda adobe pho-
toshop (3.0) yazilim kullanilarak islendi ve metine yerlestirildi (Sekil-3.3)

Yakin akraba olmayan 37 olgu esas alinarak hazirlanan mutasyon tarama sonuglari,
tablo-3.5'de verildi. 37 olgunun 29 tanesinde (%78.3) Akdeniz mutasyonu (med) sap-
tanirken, 8 olguda (%21.6) Akdeniz mutasyonu saptanamadi (nonmed). Ciddi diizeyde
G6PD eksikligi olan ancak Akdeniz mutasyonu saptanamayan (nonmed) DNA or-
neklerinde, diger mutasyonlarin taranmasi veya yeni mutasyonlarin saptanmasi, eks-
ternal kontrollerin gergeklestirildigi referans laboratuar (Hematoloji bolimi, Ham-
mersmith Hospital-Londra) ile ortak ¢aligma protokoliine baglandi.

Yakin akraba olmayan olgularda saptanan Akdeniz (Med) ve Akdeniz olmayan
(Nonmed) mutasyonlarin yerlesim birimlerine dagilimi tablo-3.6’da; harita iizerindeki
cografik dagilim: sekil-3.4'te verildi.
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Sekil-3.2: Exon 6-7'nin PCR’da ¢ogaltimina ait elektroforez goriintiisi
1: pEMBL 8’in Taql ve Pvull ile kesimi ile hazirlanmig DNA marker.
2-9: Omek DNA’lara (1H, 2H, 3H, 4K, 5H, 6B, 7H, 8H) ait exon 6-7’nin PCR’da ¢ogaltimina ait bantlar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

DNA Biyiiklagi
(Baz Gif)

1443
1008

613

357
278

193

108

Sekil -3.3 : Mboll ile kesim sonrasi, Akdeniz mutasyonu (med) iceren ve igermeyen (nonmed) kon-
trol DNA ornekleri, marker DNA ve ¢aligilan olgularin DNA orneklerinin elektroforez sonuclarna
ait ornek fotograf. 1: DNA biyiikliigiinii gsteren marker, 2: Standart kontrol med, 3: Standart kontrol
Nonmed, 4: Olgu (4K) Nonmed, 5: Olgu (1H) Med, 6: Olgu (SH) Nonmed, 7: Olgu (7H) Med, 8: Olgu
(15H) Nonmed, 9: Olgu (20H) Nonmed, 10: Olgu (32H) Nonmed, 11: Olgu (21H) Med, 12: Olgu (22H) Med
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AILENO ADI SOYAD! CiNsIYETI YERLESIM AKDENIZ MUTASYON

YERI (563C->T)

1H FG. E MENDERES MED

2H M.P. E [ZMIR MED

3H S E [ZMIR MED

4K CX. E [zMiR NONMED

5H MS. E TORBALI NONMED

6B KA. E iZMiR NONMED

7H NAG. E (ZMiR MED

8H GK. E [ZMiR MED

oH SK. E [ZMiR MED

10H SG. E MENEMEN MED

11H 26. E FOGA MED

12H OA. E KARABURUN MED

13H T.Y. E {ZMiR NONMED

14H AT E [ZMIR MED

15H B.B. E BERGAMA NONMED

16H SK. E AKHISAR MED

17H HXK. E ODEMIS MED

18H 0.0. E TORBALI MED

19H Al E TORBALI MED

20H Lc. E TORBALI NONMED

21H S.T. E [ZMIR MED

22H MK. E MANISA MED

23H ET. E KiRaZ MED

24H 1.6, E ODEMIS MED

25H OK. E iZMiR . MED

26H EC. E KIRKAGAG MED

278 HK. E KUSADAS! MED

28H H.B. E SOKE MED

29H TY. E BERGAMA MED

30H SG. E DIKILI MED

31H MM. E BAYINDIR MED

324 F.P. E MANISA NONMED

33H D.0. E TIRE MED

34H M.D. E MANISA NONMED

35H HA. E ALAGATI MED

36H N.E. K IVRINDI MED

37H SK. E KUSADASI MED

Toplam 37 29 Med (%78.3) 8 Nonmed(%21.6)

Med: Akdeniz mutasyonu saptandi, Nonmed: Akdeniz mutasyonu saptanamadi.
H: Hasta Cocuk, B: Baba, K: Kuzen,

Tablo-3.5 : Floresans Spot testine gore ciddi diizeyde G6PD eksikligi saptanan yakin akraba ol-
mayan olgularda Akdeniz mutasyonu(Med) Taramasi Sonuglari
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Yerlesim Toplam . Akdeniz Mut.(Med) Akdeniz Mut.(Nonmed)
Yeri Olgu Sayis1 Saptanan Olgu Sayisi Saptanamayan Olgu Sayis1

[y
P

Izmir
Torbah
Menderes
Menemen
Foca
Karaburun
Bergama
Odemig
Kiraz
Dikili
Bayindir
Alagat
Ivrindi
Tire
Manisa
Kirkagag
Akhisar
Kusadas:
Soke
Toplam

LT SO B e R e N R e T e T T T & B % S R — T o S ~

(7%}
~3

29 (%78.3) 8 (%21.6)

8
2
1
1
1
1
1
2
1
1 -
1
1
1
1
1
1
1
2
1
9

Tablo-3.6: Caligilan Ailelerde saptanan Akdeniz (Med) ve Akdeniz Olmayan (Nonmed) Mu-
tasyonlarm Yerlesim Birimlerine Dagihimi
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Sekil-3.4: Ciddi diizeydeki G6PD eksikligi olgularinda saptanan Akdeniz(Med) ve Akdeniz olmayan
(N.Med) mutasyonlarin cografik dagihm
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4. TARTISMA

4.1 Konu Seciminde ve Simirlarimin Belirlenmesinde Izlenen Stra-
tejiler ve Gerekgeleri

Kalitsal metabolik hastaliklar, insan yagaminda dogrudan veya kogullara bagh ola-
rak degisik diizeylerde saglik sorunlarina yol agar. Ancak kalitsal hastalikla iligkili giin-
cel bilimsel bilgi ve teknolojinin dogru kombinasyonu olugturulup uygulandiginda, bu
saglik sorunlarinin ortaya ¢ikmas1 dnlenmektedir. GO6PD eksikligi bu tiir kalitsal me-
tabolik hastaliklardan biri olup, kogullara bagh olarak(baz1 besin ve ilaglarin alimi)
oliimciil olabilen akut hemolitik krize yol agar. Ayrnica dogum sonrasi geligen ciddi yeni
dogan sarilifinin nedenlerinden biridir. Bununla beraber G6PD eksikliginin yol agtig:
bu saghk sorunlan, risk altindaki aileler dogum Oncesinde veya sonrasinda erken tan1 ile
saptandifinda kesin olarak &nlenebilmektedir (2,13). Bu nedenlerden dolay:1 Ege bol-
gesinde ciddi diizeydeki G6PD eksikligini molekiiler diizeyde ¢aligmak, hastalifin za-
rarl1 ve oliimciil etkilerini 6nlemek igin bilimsel verilerden yola ¢ikarak, ilgili alandaki
glincel teknolojik geligimi bolgeye kazandirmak iizere bu ¢aligma planlandi. Ayrica Ege
bolgesinde bu tiir bir ¢aligmanin yapilmamig olmasi da bu tercihi, uygulama alanina
koymanin gerekliligini gosterdi. Aragtirmanin yiiriitiilmesinde kullanilan giincel bilimsel
bilgi ve teknoloji agagida dzetlenmektedir (2):

-G6PD eksikliginin fenotipinin(septomlarinin) klinik bulgular 1g181nda dogru ta-
nimlanmig olmasi. Fenotipik bulgulari ortaya ¢ikaran metabolik olaylarin dogru ta-
nmimlanmig ve iligkilendirilmig olmasa.

- Hastaliga neden olan enzimin aktivite diizeyinin giincel standardize edilmig test-
lerle dogru saptanabilmesi.

-G6PD eksikligine yol agan enzimi kodlayan genetik bilginin kromozomal yer-
lesiminin dogru bilinmesi ve ilgili genin baz dizisinin degifre edilerek genin molekiiler
yapisinin ¢ikarilmig olmasi. Genin degigik bolgelerindeki 60 adet mutasyonun sap-
tanarak tanimlanmig olmasi.
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-Tanimlanan mutasyonlarin bulundugu 6zgiin gen bolgelerini PCR ile ¢ogaltmada
kullanilan 6zgiil primerlerin tasarlanip gelistirilmesi ve kullanimda olmasi. Mutasyonun
bulundugu gen bélgelerinin ¢ogaltimi sonrasinda elde edilen DNA pargalarinin 6zgiin
dizilerini tantyan ve kesen kesici enzimlerle kesilebilmesi. Saglam ve hasta DNA or-
neklerinden ¢ogaltilan DNA parcalarinin kesim lirinlerine bakarak ilgili mutasyonun
varligimin veya yoklugunun DNA diizeyinde saptanabilmesi.

-Bu bilgi kiimelerinin dogru kombinasyonu sonucu elde edilen bulgularin, bir-
biriyle iligkilendirilmesi. Hasta kigilerin hastaligin zararli etkilerinden korunabilmeleri
icin akut hemolitik kriz 6nlenim tablosu gonderimi. Koruyucu saglik hizmetine katka.

Diinya Saglik f)rgﬁtﬁ G6PD Eksikligi Calisma Komitesinin(WHO-G6PD) 6ne-
rileri esas alinarak yukarida 6zetlenen gilincel yaklagimin ve kaynaklardaki bilimsel bui-
gular dogrultusunda, uluslararasi iligkilerle her kademesi kontrol edilerek bu aragtirma
yuriitiildii. Dolayisiyla elde edilecek verilerin bilimsel giivenilirligi ve gecerliligi art-
tirildi.

19901 y1llara gelinceye kadar G6PD eksikligi ile ilgili calismalar biyokimyasal te-
mele dayanmaktaydi ve hastadan ¢ok miktarda kan 6megi alimi gerekiyordu. Bi-
yokimyasal diizeyde saptanan 442 G6PD varyanti, alyuvarlarda bulunan az miktardaki
aktif enzimin biyokimyasal 6zelliklerine dayanarak tanimlanmisti (2). 1967 yilinda
Diinya Saglik Orgiitiiniin olusturdugu komitenin biyokimyasal ¢alisma metodlarini stan-
dardize edip kitaplastirmasina ragmen, her arastirmaci bu standartlara tam olarak bagh
kalmamusti. Baghi kalmis olsa bile, belirli bir 6zellige ait degerlerin, normalden veya
diger varyantlardan sapmasmin ne kadar gercek oldugu test edilemiyordu. Enzimin bi-
yokimyasal dzelliklerinin l¢iimiine ait farkli degerlerin kanin nakli, saklanmas: veya en-
zimin izolasyonu sirasindaki degismelerden kaynaklanabilmesi ise diger bir olasiitkti.
Clinkii G6PD eksikligi olan kisilerden almnan kan 6rneklerinde bulunan ¢ok az mik-
tardaki enzimle yapilan ¢aligmalan tekrarlamak ve Olglimleri kontrol etmek ¢ogu kez
miimkiin olmamaktadir. Aynca 1980 yilinda Fairbanks ve arkadaglarit G6PD Cornell
olarak tanimlanan bir enzimin, gercekte G6PD Sikago varyanti ile aym oldugunu sap-
tamiglardir (90). Genellikle G6PD eksikligi eksikligi enzimlerin stabilitelerini kay-
betmelerinden kaynaklandig: igin caligilan 6rnekde enzimler cogu zaman stabil degildi.
Kullamlan reaktiflerin farkli zamanlardaki tretim serilerinden veya laboratuvarlarda kul-
lanilan tekniklerden kaynaklanan farkliliklar ¢ok yaygindi. Bu agidan yeni biyokimyasal
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varyantlar1 belirlemede kullamlan parametrelerden biri olan NADP Km degerlerinden
2.4 uM, 4.6 veya 10 uM degerden 6nemli Slgtide farkli olup olmadig: kesin olarak sdy-
lenememektedir. Bu alandaki aragtirmacilar, kiiciik biyokimyasal farkliliklari, yeni ve
farkl: bir varyant yapacak diizeyde onemli gormeye zihnen hazirdilar. Ciinkii yeni bir
varyant yeni orjinal bir aragtirma makalesi demekti. Biitiin bunlar kiimiilatif olarak yiiz-
lerce varyantin bulunmasina yol act1. Son yillarda DNA teknolojisini kullanarak yapilan
galigmalar ise, biyokimyasal 6zellikleri agisindan oldukea farklilagan iki veya daha fazla
varyantin Akdeniz varyantinda gdsterildigi gibi ortak (akdeniz mutasyonu)molekiiler te-
mele sahip oldugunu gostermistir. Sonugta 1994 yili itibartyla farkli oldugu diistiniilen
442 varyantin gen diizeyinde 60 mutasyondan koken aldid: ortaya ¢ikanldi (2, 15, 29).

Oteyandan G6PD genine ait DNA dizisindeki degisimlerin analizine dayali olarak
G6PD varyantlarinin tammlanmasi, biyokimyasal yontemlere dayali tamimlarla kar-
silastirildiginda daha giivenilir ve tutarlidir. Ayrica metilasyon ve katlanma gibi ikincil
modifikasyonlar1 ihmal etti§imizde DNA dizisi, enzimden daha stabil ve kararlidir (29).
Bundan dolay1 kalitsal metabolik hastaliklarin tamsinda kullanilan giincel DNA tek-
nolojisine dayali test sistemi, ciddi diizeydeki G6PD eksikligine yol acan mutasyonlarm
saptanmasina uyarlandi (58,91).

Maliyet ve uygulanabilirlik acisindan da calismanin kapsami ve sinirlari be-
lirlendi. Dolayisiyla ¢aligma, toplum sagligi agisindan énem arzeden ve Sliimeiil klinik
belirtilere yol acabilen sinif 2'ye dahil G6PD eksikligine sahip olgularin saptanmas: ve
bu olgularda Akdeniz mutasyonunun giincel DNA teknolojisi kullanilarak aragtirilmasi
ile simirlandinild: (2). Aynica galigilacak hasta kisilerde ortaya gikabilecek olasi krizleri
onlemeye yonelik hizmet iretimi planlandi. Bu amaglara ulagilabilmesi igin érnek gru-
bunun ciddi diizeyde G6PD eksikligine sahip olgulardan olusturulmas: hedeflendi.

4.1.1 Ege Bolgesinde Ciddi Diizeyde G6PD Eksikligi Olgularimin
Saptanmasi

Galigmanin temel hedefi, Akdeniz mutasyonunu DNA teknolojisini kullanarak
saptama oldugundan, kisith malzeme ve mali imkanlar da dikkate alinarak, Izmir'deki
hastanelerin ¢ocuk bdliimleri ve 6zel poliklinik arsivleri, hemolitik kriz gecirmis ciddi
diizeydeki GOPD eksikligi olgulart agisindan tarandi. Hedef olgulara ulagma agisindan
zaman ve maliyet tasarrufu saglandi. Bu gekilde caligilacak hemolitik kriz gegirmis ol-
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gulann sayis1 da arttirnilmug oldu. Hastalarn ¢alismaya génilld katilim oranlarmin yiik-
sek tutulabilmesi i¢in kendilerine galigmanin amacinm ve kapsamini igeren mektup gén-
derildi. Bire-bir yazili ve sozlii iletigim kurularak caligmaya katilimin yiiksek olmasi
saglandi. Bu iletisimin kurulmasi, ¢aligmaya hemolitik kriz ge¢iren olgularin yaninda,
anne-baba ve diger ¢ocuklarin da katilmim kolaylastrdi. Boylece diger aile bi-
reylerinde de ciddi diizeyde enzim eksikli§inin olup olmadigiu saptama imkant dogdu.
Omegin aile bazinda floresans spot testinin uygulanmasi sonucunda 37 ailenin 8'inde
annede, babada veya diger oglan kardeslerde ciddi diizeyde G6PD eksikligi ilk defa or-
taya ¢ikarildi.

Hastaligin ortaya ¢ikis seklini, klinik belirtilerini, yapilan tedaviyi ve benzer klinik
bulgularin yakin aile ¢evresinde ve komsularinda olup olmadigim: 6grenebilmede ve ki-
silerin ileriki yagamlarinda hastaligin klinik belirtilerinden korunma yéniinde ne di-
zeyde bilgilendirildiklerini saptamada bire-bir anket uygulama ydntemi tercih edildi.
Uygulanan anketten elde edilen veriler, laboratuvar sonuglarinin, klinik bulgularla ilig-
kilendirilip dogrulanmasinda belirleyici oldu. Ayrica ciddi diizeyde G6PD eksikligi sap-
tanan yakin akraba olmayan 5 olgunun, anket verilerine dayanarak ortaya ¢ikarilmasi ve
birinin ¢aligmaya katilmasi, kalitsal hastaliklar1 caligirken anket uygulamanmin ge-
rekliligini dogruladi.

Hedeflenen cografik bolgenin 19 farkli yerlesim biriminden gelen olgularin ¢a-
ligmaya alinmasiyla, 6rnek grubunun hedef bslgeyi temsil etme yiizdesi arttirildi.

Anket uygulamalar sirasinda galigilan ailelerin 6nemli bir kismina hemolitik krizi
dnlemeye yonelik yasak ilag ve yiyecek listesi verilmedigi ortaya ¢ikti. Bir kismina ve-
rilen listeler arasinda uyugmazliklar vardi. Diger bir kism1 Ingilizceydi. Hig bir listede
etken maddelerin eczanelerde satilan ticari isimleri yoktu. Biitiin bunlar dikkate alinarak
once yasak ilag ve yiyecek listesindeki etken maddelerin giincellestirilmis listesi ha-
zirland1 (2,13). Ikinci olarak Izmir Eczacilar Odasindan saglanan ilag rehberi kul-
lamlarak etken maddelerin ticari isimleri saptand1 (86). Tiirkge olarak yeni hazirlanmig
glincel akut hemolitik kriz &nlenim tablosu hazirlanarak calisilan ailelere génderildi.
Boylece hasta kisilerin yasamlarimin ileriki donemlerinde olas1 hemolitik krizlere ya-
kalanmamalan i¢in laboratuvar sonuglan bilgilendirme hizmetlerinde kullamlmis oldu.
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4.1.2 Floresans Spot Testinin Tercih Nedenleri ve Sonuclarin Tar-
tisiimasi

G6PD eksikligine ait klinik bulgulari(fenotip) tammlanan kigilerin dog-
rulanmasinda ve diger aile bireylerinin de G6PD eksikligine sahip olup olmadiklarin
saptamada floresans spot testin kullanim tercih edildi. Clinki spot testi, WHO-G6PD
grubu ve Uluslararas1 Hematoloji Standardizasyon Komitesince onerilen ve ciddi dii-
zeyde (severe - full-deficient) enzim eksikligine sahip olanlar, saglam ve saglikli ta-
styict olan kisilerden ayirt etmek icin gelistirilen biyokimyasal bir testtir (2,13,55).

Spot testinin kullanim dncesinde standardizasyon ve kalibrasyonu, birinci aga-
mada testte kullanilan kimyasallar ve sigma standartlari(saglam hemolizat drnegi G6PD
aktivitesi normal(4.6- 13.0 U gr/Hb) ve hasta(severe-full-deficient) hemolizat 6rnegi
G6PD aktivite diizeyi( 0.0- 0.4 U gr/Hb) ayr1 ayri satin alinarak gerceklestirildi. Internal
kontrolleri laboratuvarda gerceklestirilen spot testin eksternal kalibrasyonu, hematoloji
bolimiinde (Hammersmith hospital, Londra) drnek degisimi yoluyla yapildi.

Test sonuglarinin degerlendirilmesinde sigma standart kontrol saglam ve hasta he-
molizat érneklerinin olusturdugu renkler(UV lamba altinda saglam kisiye ait hemolizat
acik veya koyu yesil spot; hastaya ait hemolizat kahverengi spot) esas alarak ciddi di-
zeyde G6PD eksikligi var veya yok tanisi kondu. Herbir standart drnekte, farkli sey-
reltimleri caligilarak renk olusumundaki farkliliklar standardize edildi. Ayrica ciddi dii-
zeyde G6PD eksikligi saptanan kan orneklerinin farkli diliisyonlan tekrar cahigilarak
hemoglobinin ytiksek konsantrasyonuna bagli olarak spotlarda ortaya ¢ikabilecek olasi
yanlg pozitiflikler 6nlendi (88,89). Spot test reaksiyonu sonrasi whatman kafidina
damlatilan tim 6rnek spotlar, ilk 20 dakika i¢inde degerlendirilerek ikinci kez olasi
yanlig pozitifliklerden kagimildi. Floresans spot testiyle yapilan diger ¢alismalarda da
benzer bir sonucla karsilasilmis ve floresans spot testinin yukarida belirtilen yanlis po-
zitif sonu¢ verme noktalarninin standardizasyonuna dikkat ¢ekilmigtir. Yayinlanmig li-
teratilic verilerinin tiimiinde, standardize kogullarda floresans spot testinin, normal de-
gerin %10 ve altinda enzim aktivitesi iceren kan Orneklerinde her zaman negatif sonug
verdigi belirtilmektedir (88,89). Bundan dolay1 spot test bir kisinin ciddi diizeyde enzim
eksikligine sahip oldugunu kesin ortaya ¢ikarirken, spot testin negatif-sonucundan, ki-
sinin G6PD eksikligine sahip olmadigim sdyleyebilmek, testin gegerlilik ve giivenilirlik
sinirlannin diginda kalmaktadir.
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G6PD aktivite diizeyinin eriskindeki normal degerinin uluslararas: hematoloji stan-
dardizasyon komitesinin yaymladig: veriler is1ginda 12.14+2.09 U gr/Hb civarinda sey-
rettigi kabul edildiginde, floresans spot testi ile ciddi diizeyde G6PD eksikligi oldugu
dogrulanan kisilerin G6PD aktivite diizeyi yaklagtk normalin %10 ve altinda (1.2+0.20
U gr/Hb ve daha asagidaki degerlerde )seyrettigi sdylenebilir (51). Calismanin temel
amac1 Akdeniz mutasyonu taramasi oldugundan olgularda, enzimatik aktivite diizeyinin
ayrica kantitatif olarak saptanmasina gerek duyulmadi.

Internal ve eksternal kontrolleri gergeklestirilen ve standardize edilen spot testinin
bu ¢alismada kullamlmasiyla hedeflenen Akdeniz mutasyonunun yol agti§1 enzim ek-
sikligi olgular1 dogru sekilde saptanarak, gereksiz malzeme kullanimi ve zaman israfi
onlendi. Bir bagka deyisle ciddi diizeyde ( normalin %10'dan asagis1) enzim eksikligi
gosteren olgulan saptamaya yonelik spot testi kullanilarak 6rnek grubunun hedeflenen
sinif 2'ye giren G6PD varyantlarini kapsamasi saglandi. Dolayisiyla arastirilacak Ak-
deniz tipi mutasyonunu igeren olast G6PD eksikligi olgulari, DNA izolasyonu oncesi
hem dogru saptand1 hemde 6rnek grubuna dahil edildi.

Maliyet ve uygulanabilirlik agisindan hazir kit kullanma yerine testin sadece kim-
yasallar1 satin alinarak, laboratuvarda hazirlanmasi sonucunda testin gecerlilik, gii-
venilirlilik ve duyarliigi aym diizeyde tutulacak sekilde standardize edildi hem de tes-
tin fiyat1 ucuzlatildi. Omnegin 50 testlik spot test kiti (Sigma) 175 USS$ olup birim testin
fiat1 3.5 US$ iken laboratuvarda hazirlanan birim testin maliyeti 0.35 US$ olup 10 misli
daha ucuzdur. Uluslararas1 Hematoloji Standardizasyonu Komitesinin belirledigi kom-
posizyon ve miktarlar esas alinarak spot testin gecerliligini ve glivenilirli§ini bozmadan
yapilan bu iyilestirme ve ucuzlatma, tilkemizde spot testi kullanilarak yapilacak G6PD
eksikligi populasyon taramalar i¢in 6nemli bir kazang ve uygulama agilimi sagladi.

Calisma aile bazinda (hasta ¢ocuk/kardesler/baba/anne) yirittldiiginden, eger
erkek ¢ocuklarinda ciddi diizeyde(severe-full-deficient) enzim eksikli§i saptanmig ve
baba saglam bulunmus ise annenin kesin tagiyici oldugu soylenebilmektedir. Bu agidan
saglikli tastyic: oldugu dolayh olarak saptanmus dogurganlik yagindaki annelere, ge-
lecekte enzim eksikligine sahip erkek ¢ocugu dogurmalarinin olasi oldugu hatirlatildi.
Kendilerine gerekli bilgilendirme ve uyarilar yapildi. Boylece hedeflenen dogum &ncesi

veya sonrasi koruyucu saglik hizmeti ¢aligilan ailelere verilmig oldu.

Ege bolgesinde yenidogan sarihiginda G6PD eksikliginin rolii konusunda G6PD
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aktivitesi Sl¢iimlerine dayali olarak yapilan iki caligma vardir (73,74). Her iki ¢a- -
Iismanin G6PD eksikliginin tamimlanmasi ve saptanmasina yonelik laboratuvar bul-
gularimin giivenilirlik ve gecerlilik ytizdeleri, gilincellestirilmis uluslararasi standartlar
dikkate alindiginda oldukca dagtktir. Ornegin sigma kiti kullanilarak kantitatif yapilan
G6PD aktivite dl¢timlerinde kullamilan kitin ¢aligilan populasyonuna ait normal de-
gerleri, standart sapmalanyla birlikte dl¢iilmeden dogrudan sigma kitinin normal de-
gerler icin verilen 6lglim araligl, calisilan populasyon veya Ornek grubu igin normal
deger olarak algilanmig ve 4.6-13 ‘["Jgr/Hb arasinda degisen bir skalanmn normalden %20
ve altindaki 6l¢tim degerleri GO6PD eksikligi kriteri olarak kullanilmustir (73,74). Ulus-
lararas1 Hematoloji Standardizasyon Komitesinin kriterleri noktasindan bu ka-
bullenmenin dogrulugu ve gecerlili§i yok denecek kadar azdir. G6PD eksikliginde ek-
siklik tanimu ve igerigi degisik gruplérca farkli tanimlanabilecegi dikkate alindiginda,
G6PD eksikligi ile ne kastedildigi ve nasil tammlandig: cok net sekilde bu ¢aligmada ya-
pildig: gibi belirtilmesi gerekli olmakta ve ancak bu sekilde ilgili alandaki sonuglarin
giivenilirligi ve kullamilabilirligi olanakh hale gelmektedir.

Ege bolgesi disinda Adana ve Antalya bdlgesinde yapilan kalitatif veya kantitatif
aktivite Ol¢limiine dayali G6PD eksikligi sikligiyla ilgili populasyon g¢aligmalarinda
uluslararast G6PD eksikligini g¢alisma standartlarimin glincellestirilmis versiyonlarinin
(stiriimlerinin) kullanilmamas:1 bunun yerine 1967 yilindaki ilk gelistirilen standartlara
uyulmas: ve testin degerlendirilmesinde yanlis pozitiflik noktasinda yapilan hatalar, bi-
rarada degerlendirildiginde, bu bolgelere ait GOPD eksikligi siklig: sonuglarinin dog-
rulugu siipheli hale gelmekte, giivenilirli§i azalmaktadir (31,33,75,76,77). Uluslararasi
giincellestirilmis standartlara uygun olarak internal ve external standardizasyonu ger-
ceklestirilmis testlerle bu ¢aligmalarin tekrarlanmasinin gerekli oldugu ortaya ¢ikmustir.
Tiirkiye'de GOPD eksikligi konusunda yapllan'yaymlar incelendiginde ciddi diizeydeki
G6PD eksikligi olgularini saptamaya yoénelik floresans spot testinin iilkemizde sigma
standartlan ile internal ve external kalibrasyonlar1 yapilarak ilk defa bu galigmada kul-
lamldig ortaya gikmaktadir. Internal ve eksternal standardizasyonu yapilan floresans
spot testi ile Olimciil olabilen klinik belirtilere yol acan ciddi diizeyde G6PD ek-
sikligine yol acan varyantlarin(veya olgularin) goriilme siklig1 ve buna bagh olarak ilgili
mutasyonlarin bolgemizden baglayarak tiim iilkeyi kapsayacak sekilde saptanmasi, ilgili
alanin 6ncelikleri olmaktadir. Say ve arkadaglan tarafindan yapilan Tiirkiye genelini kis-
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men kapsayan G6PD eksikligi siklifi caligmasina ait bulgularin, érnek sayilari in-
celendiginde her bir bolge i¢in 6rnek sayilarimn yeterli olmadig1 goriilmektedir (32).
Dolayisiyla bolgelere ait Ornek sayilarmin arttinlarak bulgulann dogruluk ve ge-
cerliliklerinin yiikseltilmesine ihtiya¢ vardir. Ulkemizin degisik bolgelerinde saptanan
G6PD eksikligi olgularinin molekiiler diizeyde uluslararasi standartlara uygun olarak
tanimlanmasi ¢aligmalarinin da yapilarak, tilkemize ait G6PD eksikligi sikligina ait bul-
gularin daha anlamli -gecerli ve giivenilir hale getirilmesine gereksinim oldugu ortaya
¢ikarildi. Ilgili alanda en fazla yaymm olan Cukurova bolgesindeki farkl aragtirma bi-
rimleri tarafindan enzimatik aktivite ol¢limiine dayali olarak verilen G6PD eksikligi
sikligina ait bulgular arasindaki tutarsizliklar, konunun énemini ve aciliyetini agikca or-
taya koymaktadir (31,33,75,76,77). Ayrica lilkkemizin degisik liniversite ve aragtirma ku-
rumlarinca yiritilen G6PD eksikligi konusundaki c¢alismalarin bulgularmin bir-
birleriyle karsilastirilabilmesi, giivenilirlik ve gegerlilik yiizdelerinin artirilabilmesi igin
WHO-G6PD grubu gibi bolge ve tilke genelinde, kullanilan yontemlerin ve testlerin
standardizasyonunu ve izlenecek stratejilerin saptanmasim gerceklestirecek ve izleyecek
bolgesel ve ulusal G6PD eksikligi standardizasyon komitelerine acilen gereksinim var-
dir.

4.2 Ciddi Diizeyde G6PD Eksikligi Saptanan Olgularda Akdeniz
Mutasyonunun Arastirilmasina Ait Bulgulari Tartisiimasi

DNA diizeyinde yapilacak testlerin maliyeti, biyokimyasal testlerle kar-
silagtirildifinda 5-10 misli daha pahali oldugundan ve 1994 yih itibariyla tammlanan
G6PD eksikligine yol agan mutasyonlarin 60 adet olmasi, hedefe uygun omek se-
¢ilmeden yapilacak mutasyon taramalarimin maliyetini yliksek diizeylere ¢ikarmaktadir.
Ancak hastalifin klinik ve biyokimyasal bulgular1 dogru saptanip degerlendirildiginde,
taranmas1 gereken Oncelikli olasi mutasyonlarin sayist bire veya birkag taneye azal-
tilabilmektedir (29). Ciddi diizeyde G6PD eksikligi saptanan olgulardan izole edilen
DNA orneklerinde olasi mutasyonlardan Akdeniz tipinin taranmasinda, Akdeniz iil-
kelerinde ve Ortadogu da en sik oldugu ileri siirilen ve kismen dogrulanan bi-
yokimyasal G6PD varyantinin Akdeniz (Mediterranean ) ve buna yol agan mutasyonun
da Akdeniz tipi olmas: ve bunun oliimciil klinik belirtilere yol agabilen mutasyon ol-
mas1 tercih edici faktorler oldu. Maliyet ve uygulanabilirlik agisindan da galhisilan cog-
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rafik bolgede rastlanilmasi en olas1 mutasyon olan Akdeniz (Mediterranean) tipinin ta-
ranmasi, Oncelikli olarak ¢aligma kapsamina alindu.

Biyokimyasal diizeyde ciddi G6PD eksikligi saptanmig olgulardan izole edilen
DNA Orneklerinin saflig1 spektrofotometrik olarak (OD260/280 nm degerleri) kontrol
edildi. 1.7 ve iizerinde optik dansite veren drnekler PCR igin kullanildi(59, 84). Ayrica
ekstraksiyon sonrasi elde edilen DNA'nin biitlinliigii agaroz jel elektroforezinde 5'li di-
lusyonlan ¢aligilarak kontrol edildi. Biitiin ve keskin bantlara sahip DNA &rnekleri PCR
asamasinda kullanildi. Bu sekilde izole edilen DNA &rneklerinde PCR reaksiyonu son-
rasinda elde edilen PCR triiniinde artig saglandi.

4.2.1 G6PD Genine Ait Exon 6-7 Bolgesinin Cogaltiminda Kul-
lamilacak Primerin Secimi

G6PD geninde Akdeniz mutasyonunun bulundugu exon 6-7 bdlgesinin PCR yo-
luyla ¢ogaltimum ve ¢ogaltilan PCR iiriiniiniin Mboll ile kesimini kapsayan yayinlar in-
celendiginde, kullanilan primer dizilerinin niikleotid sayisi, dizisi ve ¢ogaltilan PCR
tirliniiniin biytikligl acisindan farkhiiklar gosterdigi saptandi(39, 47, 63, 64, 65, 66,67).
Farkli tarihlerde yaymlanan primerler tablolandi. Ozellikle 5' ucunda ve i¢c kisimlarda
gozlenen farkliliklar sonucunda slipheye digiildd. Kisitlayict maddi kosullarin geregi
olarak tek bir primer satin alimilabilecekti. Daha dogru ve kesin sonu¢ verme nok-
tasindan hangisinin tercih edilmesi gerektigi konusunda bilgi edinmek {izere yayin sa-
hiplerine ve primerin gelistirilip kullamldig: laboratuvarlara mektup génderildi. Alinan
cevaplar, saptanan farklibklarin dogru oldugunu ve yazismamin Onemini kanitladi
(66,67). Akdeniz mutasyonunu ilk defa saptayan ve primerlerin dogru ve kesin sonug
verdigini garanti eden, drnek primer ve DNA gondererek karsilikli calismay1 ve kont-
rolleri kabul eden Luzzatto ve Vulliamy grubu tarafindan(Uluslararasi G6PD Eksikligi
Aragtirma referans merkezlerinden olan Londra Hammersmith Hospital Hematoloji bo-
liimii) tasarlanip kullanilan 91 ve 92 nolu primerlerin ¢aligmada kullanilmasina karar ve-
rildi. Bdylece hem maliyet ve zaman tasarrufu saglandi hem de elde edilen sonuglarin
dogrulugu ve gecerliligi eksternal olarak da kontrol edilmis oldu.

Caligma O6ncesi, Hammersmith Hospital Hematoloji boliimiinden saglanan pri-
merler, standart saglam ve hasta Akdeniz mutasyonu iceren DNA 6rnekleri ve Taq po-
limeraz ve niikleotidler, Mboll kesici enzim ve DNA markerlan kullanilarak, PCR ve
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trtnlerinin kesimi ve elektroforez kosullar paralel ¢aligilarak standardize edildi. Bu
agamadan sonra primer ve Mboll kesici enzim siparig edilerek ¢aligabilirligi kendi ko-
sullarimuzda test edilmis kimyasal ve enzimlerle ¢aligma gerceklestirildi. Boylece ¢a-
ligma giincel uluslararas: standartlara uygun olarak yiritildi ve sonugta olasi ha-
talardan ve yanhs bulgulardan kacginilmig oldu.

Olgulara ait DNA &mekleri, hematoloji bolimiinden (Hammersmith hospital,
Londra) génderilen standart kontrol Akdeniz mutasyonu igeren(med) ve igermeyen
(nonmed) DNA ornekleri, olgulara ait DNA Ornekleri ile birlikte PCR agamasinda
G6PD gen bolgesinin ilgili kismmin (exon 6-7) ¢ogaltuminda kullanildi. PCR sonrasi
DNA ¢ogaltim olup olmadigl, agaroz jel elektroforezi yapilarak kontrol edildi. Sadece
PCR {iriinii saptanan 6rnekler, Mboll kesici enzimiyle 18 saat 37°C'de kesim islemine
maruz birakildi. Bu sekilde her bir asamada kontrol yontemleri uygulanarak malzeme ve
zaman israfi 6nlenmis oldu ve olasi hatalar dnlendi. Bu sekilde galigmanin prob-
lemlerin kaynagim dogru saptama acisindan izlenmesi gerekli bir strateji oldugu dog-
rulandz.

4.2.2 Yaymlanms Calismalar Isiginda Bulgularin Yeri

1994 yih sonu itibartyla yaymlanmis kaynaklar incelendiginde Tiirkiye'ye ve ca-
hisilan bolgeye ait G6PD mutasyonlar: hakkinda deneysel bir veriye rastlanilamadi (2).
Ancak Akdeniz bolgesinde ve Ortadoguda yapilan caligmalara dayanarak Ege bol-
gesinde ve Akdeniz sahillerinde Akdeniz mutasyonunun yaygimn olabilecegi tahmin edil-
mekteydi. Bu ¢aligmadan elde edilen %78.3 oranindaki Akdeniz mutasyonu ile bu n-
goriiler, deneysel olarak kanitlandi. Ege bolgesinde ciddi diizeyde G6PD eksikligine yol
acan mutasyonlarin DNA diizeyinde tanimlanmas: yoniinde bagka bir ¢alisma olmadig1
icin, elde edilen bulgular calisilan cografik bolge icin ilk ve orjinaldir. Buna ragmen
elde edilen bulgular, Akdeniz bolgesini ve Ortadofuyu kapsayan diger caligmalarin ve-
rileriyle karsilagtirilacaktir.

Kuzey Italya'da Ninfali, P. ve arkadaslan tarafindan 18 6rnek ile yapilan ca-
lismada 12 6rmekde(%66.6); Giiney Italya'min Calabria bslgesinden alinan G6PD ek-
sikligi iceren 53 Ornek iizerinde yapilan bir bagka mutasyon taramasinda 22 ornekde
(%41.5), Akdeniz mutasyonu(G6PDMed) saptanmustir (91, 58).Vives-Corrons J.L ve
arkadaglari tarafindan etnik kokeni Ispanyol ve Ashkenazi Yahudisi olan 5 drnek iize-
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rinde yapilan taramada &rneklerin hepsinde Akdeniz mutasyonu saptanmustir (38). Be-
utler ve arkadaglari, fran, Misir, Yunanistan, Yugoslavya, ispanya, Hindistan, Pakistan,
Italya ve Sardinya kokenli toplam 22 kisiden 21 tanesinde(%95.5) Akdeniz mutasyonu
saptarmusglardir (46).

Kiirdi-Haidar, B. ve arkadaglan tarafindan Suudi Arabistan, Irak, iran, Urdiin,
Liibnan ve Israil kékenli yakin akraba olmayan 21 &rnek ile yapilan c¢alismada 20 or-
nekte G6PD Akdeniz mutasyonu(%95.2) saptanmustir (39). Oppenheim, A. ve ar-
kadaglan tarafindan Kiirdistan Yahudileri ismiyle belirtilen ve %70 siklikta G6PD ek-
sikligine sahip etnik grup iginden alinan 22 6rnekle yapilan ¢aligmada, 21 tanesinde
(%95.5) Akdeniz mutasyonu saptanmugtir (47). Ayrica Kiirdistan isimli cografik boél-
gede yapilan bu calismanin cografik simirlar da belli degildir. Simrli sayida 6rnek ile
yapilan bu ¢alismanin 6rnek populasyonunu ne diizeyde temsil ettigi ise siipheli olup,
daha biiyiik sayidaki ornek gruplanyla rakamlarin gecerliliginin test edilmesi ge-
rekmektedir.

Saha N. ve arkadaglar tarafindan 1994 yilinda Kuzey Bati Pakistanda G6PD ek-
sikligi iceren 17 ornek ile yapilan mutasyon taramasmda 13 olguda (%76.4) Akdeniz
mutasyonu saptanmistir (65). Ancak bu ¢aligmada kullamlan primerin yanlighigi ya-
zigmalar sonunda ortaya konmusgtur (66,67).

Akdeniz mutasyonu taramast ile ilgili yapilan bu c¢aligmalar birlikte de-
gerlendirildiginde, yakin akraba olmayan 37 olguyu kapsayan 6rnek grubu ile yiiriitiilen
bu tez caligmasinin, alaninda yayinlanmig ¢aligmalar icerisinde en yiiksek 6rnek gru-
bunu kapsayan iki arastirmadan birisi oldugu gériilmektedir.

Calisgslan DNA oOrneklerinin  29/37'sinde (%78.3) Akdeniz mutasyonu ve 8/
37'sinde (%21.6) nonmed mutasyon saptanmasi, Akdeniz ve Ortadogu iilkelerinde ya-
pulan diger caligmalarin verileriyle uyusmakta ve tutarlilik géstermektedir. Sonugta Ak-
deniz lilkelerinde ve Ortadoguda G6PD Akdeniz mutasyonunun en sik rastlanilan mu-
tasyon oldugu deneysel olarak biraz daha dogruluk kazanmaktadir. Caligilan bolgeye ait
ilk deneysel verileri kapsayan bu aragtirmanin Akdeniz boélgesindeki ve Ortadogudaki
G6PD eksikliginin molekiiler temelinin aydinlatiimas: yoniinde yiiriitiilen uluslararasi
caligmalara da dnemli bir katk: oldugu goriilmektedir.

Ayrica bu bolgelerdeki G6PD eksikliginin molekiiler temelinin homojen olmadigy,
belirli oranda heterojenite icerdigi bu caligmadan elde edilen bulgularla da (%21.6 ora-
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ninda nonmed mutasyon) dogrulandi. Ayrica komsu ilkelerin bazi aragtirmacilan etnik
ve cografik agidan insanlar1 gruplamada G6PD mutasyonlarina ait verileri, politik mal-
zeme olarak kullanmaya yatkin olduklan gériilmektedir (47). Bundan dolay1 Ege b6l-
gesinden baglayarak Tiirkiye'nin tiim bélgelerini kapsayacak gekilde G6PD eksikliginin
molekiiler temelinin ve buna bagli heterojen yapisinin aydinlatilmasi, konunun &n-
celikleri arasinda yer almaktadir.

Akdeniz mutasyonu saptanmayan 8 tane (%21.6) nonmed DNA 6rneklerinde
diger olas1 mutasyonlarn taranmasi veya yeni mutasyonlarin saptanmasi, hematoloji bo-
liimii (Hammersmith Hospital-Londra) ile ortak ¢aligma protokoliine bagland.

Bu caligmada uygulanan stratejinin, gelismekte olan ilkelerde ciddi diizeydeki
G6PD eksikligi konusunda yapilacak caligmalar igin bir model olusturabilecek &zel-
liklere sahip oldugu goriilmektedir. Ornegin klinik agidan birinci derecede Snemli
G6PD varyantlar1 saptanacaksa, 6ncelikle standardize edilen floresans spot testi ile, aile
bazinda (¢ocuk/baba/anne) tarama yapilmalidir. Bireylerden biri ciddi dizeyde G6PD
eksikligine sahipse, o zaman tagtyicilik diizeyini saptamak veya enzim aktivite diizeyini
annede ve diger aile bireylerinde sayisallagtirmak gerekli olmaktadir. Ayrica orta ve
hafif diizeyde G6PD eksikligine yol agan G6PD varyantlar da aragtinlmak isteniyorsa,
mutlaka G6PD aktivitesi spektrofotometrik testlerle kantitatif olarak ol¢iilmelidir.
Clnki spot testi ile sadece ciddi enzim eksikligi gdsteren ve normalin %10'unun altinda
enzim aktivitesine sahip varyantlar (hasta) kalitatif olarak saptanabilmekte ama kiginin
saglam(G6PD aktivite diizeyi normal sinirlar iginde) oldugu sGylenememektedir. Ciddi
diizeyde G6PD eksikligi saptanmg ve dogrulanmig 6rneklerde, ikinci basamakda G6PD
varyantinin etnik ve cografik kokenine, klinik ve biyokimyasal 6zelliklerine bakilarak
smf 2 icindeki en olas1 mutasyonlar, 6zgiin primerler kullanilarak aragtirilmalidir.
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5. SONUC

Tammlanan sirlar igerisinde Diinya Saghk Orgiiti G6PD Eksikligini Caligma
Komitesinin glincellestirilmis uluslararas: standartlarina ve bilimin evrensel kriterlerine
uyularak yuriitiilen ve tamamlanan bu ¢aligmada elde edilen bulgularin, bu alandaki mo-
lekiiler genetik ¢alismalara ve toplum saghigina yaptig: baslica katkilar:

1- Caligma Oliimcil olabilen akut hemolitik anemiye neden olan ciddi diizeyde
G6PD eksikligine sahip olgulardan olugan tamimlanmig 6rnek grubu {izerinde belirli bir
cografik bolgede gerceklestirilmis ve olgular, anket ve ciddi diizeydeki enzim ek-
sikligini saptayici floresans spot testi kullanilarak segilmisgtir.

2- Oliimciil olabilen akut hemolitik anemiye ve ciddi yenidogan sariligina yol aga-
bilecek diizeyde G6PD eksikligine sahip olgularnin dogru sekilde saptanmasini saglayan
floresans spot testi, kendi i¢inde sigma standartlar1 kullanilarak standardize edildi ve
Uluslararas1 G6PD Eksikligini Aragtirma merkezlerinden olan Hematoloji boliimiince
de (Hammersmith Hospital- London) eksternal kontrolleri yapilarak caligmada kul-
lanild1. Testin hazir ticari kiti yerine laboratuvarda hazirlanarak standardize edilmis test
cozeltisi kullamlarak testin maliyeti, gegerliligi ve giivenilirlili§i korunarak ucuzlatildi.
Boylece maliyet agisindan ucuzlatilan ve dogrulugu-giivenilirligi-gecerliligi aymi tu-
tularak standardize edilen spot testi, iilkemizdeki saglik kuruluglam tarafindan po-
pulasyon taramalarinda kullanilabilir hale getirilerek uygulama acilimi saglandi.

3-  Anket uygulamalan sirasinda ¢ahgilan ailelerin 6nemli bir sikayeti de he-
molitik kriz sonras1 verilmesi gereken krizi dnlemeye yonelik yasak ilag ve yiyecek lis-
tesinin bir kismina verilmeyisi, verilenlerin de bir kisminin Ingilizce olusu ve Tiir-
kiyedeki eczanelerde satilan ticari preparatlarinin isimlerinin bulunmayis1 dolayisiyla
listeyi kullanamamalar1 ve listeler arasindaki farkliliklardi. WHO- G6PD komitesinin
raporlart 1s181inda  klinisyenlere damigilarak hazirlanan 1994 yili itibariyla giin-
cellestirilmis ve tilkemizdeki ticari preparatlarinin isimleri de dahil edilmis, Tiirkce, akut
hemolitik kriz 6nlenim tablosu ilk defa hazirlanarak kullamima hazir hale getirildi. Bu
tablo ¢aligmaya alman ciddi diizeyde G6PD eksikligine sahip bireylere ve ailelerine

85



gonderilerek yasamlarinmn ileriki dénemlerinde hemolitik krize yakalanmamalar i¢in
uyarildi. Bu uygulama, bolgemizdeki kalitsal hastaliklann zararh etkilerinden ko-
runmaya yonelik saglik hizmetlerine-6zellikle ciddi diizeydeki G6PD eksikligine sahip
Kisiler icin- yeni bir katkidir.

4- Bolgedeki ciddi diizeydeki G6PD eksikligine yol acan hakim mutasyonun
%78.3 (29/37) oramyla Akdeniz tipi oldugu saptandi. Ege bolgesinde yagayan in-
sanlarda gbzlenen ciddi dlizeydeki G6PD eksikliginin uluslararas: standartlara uygun
olarak saptandig1 ve bolgede ilk defa molekiiler diizeyde eksikligin tammlandigs ilk ¢a-
ligmadir. Akdeniz mutasyonu igermeyen nonmed 8 tane GOPD eksikligi olgusunda
(%21.6) diger olas1 mutasyonlarin veya yeni mutasyonlarin saptanmasi, Hematoloji bo-
limii (Hammersmith Hospital-Londra ) ile ortak ¢aligma protokoliine baglandi.

5- Caligilan bolgeye ait ilk deneysel verileri kapsayan bu arastirma, Akdeniz bol-
gesindeki ve Ortadogudaki G6PD eksikliginin molekiler temelinin aydmlatilmas1 yo-
niinde yirdtilen uluslararasi ¢aligmalara da énemli bir katki saglamigtir.

6- Bolgemizde ciddi diizeyde G6PD eksikligi konusunda, internal ve eksternal
kontrolleri yerlestirilmis ve ileri DNA teknolojisi uygulanabilen laboratuar ¢aligmasi,
toplumun yararlanmasina hazirlanmastir.

Bu tez caligmasi, bilimin evrensel kriterlerine ve Diinya Saglik Orgiitii GGPD Ek-
sikligi Caligma ve Uluslararas1 Hematoloji Standardizasyon Komitelerince belirlenen
gtincellestirilmis standartlara uygun sekilde planlandi, yiiriitildi ve tamamlandi. Bu
baglamda Uluslararast GOPD Eksikligi Referans Merkezlerinden biri olan Londra Ham-
mersmith Hospital, Hematoloji Boliimiinde; kullanilan yéntemlerin, testlerin ve ¢alisilan
kan ve DNA Orneklerinin karsilikli degisim yoluyla eksternal kontrolleri de yapilmagtir.
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6. EKLER

6.1 (Ek. 1-8): Bu Cahsmanin Uluslararasi Standartlara ve Bilimin Evrensel
Kriterlerine Uygun Olarak Yiiriitiilmesini Saglamak I¢in Yurt Digindaki
Konunun Otorite Kisileriyle Yapilan Yazismalar Sonucunda Alinan
Cevaplardan Baz1 Ornekler

6.2 (Ek.9-10): Calisma Sonunda Ailelere Gonderilen Tesekkiir ve Bilgilendirme
Mektup Ornegi

87



THE SCRIPPS RESEARCH INSTITUTE

10666 NORTH TORREY PINES ROAD
LA JOLLA, CALIFORNIA 92037

January 4, 1993

Mr. Selim UZUNOGLU
196 Sk. Noi 6/4
Bornova-Ismir 35040
Turkey

Dear Mr. UZUNOGLU:

I was pleased to learn of your plans to perform screening for Gé6PD
deficiency on the Aegean Coast. The protocols that we use for the preparation
of DNA and for the detection of mutations are described in the reprints that I
enclose. We employ standard techniques such as those described in the Manniatis
manual to extract DNA.

We receive numerous regquests from investigators asking us to supply them
with primers and other materials for their research. You must understand that we
are dependent on such grants as we can obtain from the NIH to support our own
research, and our resources are too limited to allow us to provide materials for
their work to other investigators.

Very sincerely yours,

' -

L = /\7,1 Y

e ———————

Exrnest Beutler, M.D.
ENCLOSURES

EB/jpv

Ek-1: Kalifornia’da (ABD) The Scripps Research Enstitiisiinde Molekiiler ve Deneysel Tip Bo-
limiiniin bagkan1 ve WHO-G6PD grup iiyesi olan E. Beutler tarafindan géonderilen mektup.
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HAEMATOLOGY DEPARTMENT

DIRECT LINE: 081-740-3234
FAX: 081-742-9335
LL/BM

20 January 1993

Selim Uzunogliu

Dokuz Eylul University Medical Faculty
Medical Biology and Genetics Department
Balcova, lzmir

Turkey

Dear Uzunoglu L

Thank you for your letter and for your lovely card. it was to hear that you are
going to embark on a major study of GEPD deficiency in Southern Turkey. The
approach you are planning seems very rationale and | think it wiil be most
interesting to find out what proportion of GPD deficiency in your area is due to
G6PD Mediterranean and what proportion to other variants.

| am not sure that | can immediately supply al! details you have requested.
However, | am enclosing relevant information and aiso | will send,under separate
caver, a copy of some methods in the PhD thesis of a former student of mine, now
Dr Margaret Town. | hope this can be of some use.

As an added point, let me just mention that on those samples in which you find
the G8PD Mediterranean mutation (which ! suspect will be relatively common)
there would be no point doing further biochemical characterization. On the other
hand, for samples that do not have the G6PD Mediterranean mutation, | think it
would be very important to cbtain biochemical characterization, otherwise some
of the information will be lost. Please let me know if | can be of any further
assistance.

With very best wishes
S0 o
Lucio Luzzatto
Professor of Haematology

encl.:

Ek-2: Londra Hammersmith Hospital Hematoloji Bolim Bagkam ve WHO-G6PD Grup Uyesi
Lucio Luzzatto ile yapilan yazigmalardan ahnan cevaplar.
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HAEMATOLOGY DEPARTMENT
DIRECT LINE: 081 740 3234
FAX: 081 742 9335

15 August 1994

Hanmersmith Hospicad

FAX NO: 010 90 236 2372442 Du Cane Road
Lntdon K13 HNY
Selim Uzunoglu Tet: 081 743 2030

Dokwl Eyliil University Medical Faculty
Medical Biology and Genetics Dept
Inciralti /Izmir

TURKEY

Dear Uzunoglu

Thank you for your letter of 27 July. Iam glad that you are now ready to start the
work that you wrote to me about in December 1992.

I shall try to answer briefly your questions.

1. The best way to store blood is with sterile ACD or CPD. You can usually get
this solution ready made from the blood transfusion unit or from a haematology
department. In my experience this is better than storage in EDTA. In ACD,
normal G6PD is quite stable for up to 28 days. In EDTA, it is probably CK for up
to 7 days. This applies to normal G6PD and to several variants which [ have
studied. Of course if you have a new variant there is no guarantee that it will be
equally stable.

2. In my own view lysis in "lysis buffer” is perfectly adequate. Indeed, for just
measuring the enzyme activity lysis in 10 gM NADP, 1 uM EDTA will be OK I
do not recommend storing the lysates at all and certainly I do not recommend
freezing and thawing. It is best to do the assays immediately or within hours
from preparing the haemclysuic and removing the stroma.

3. Filtration through cellulose is OK to remove white cells. My colleague David
Roper has kindly contributed notes and a protocol.

4. Removal of white cells is not absolutely essential, in the sense that most cases
a G6PD deficient red cell sample, even with white cell contamination will in
white cells still give you a deficient value. On the other hand, G6FD deficiency is
less expressed in white cells than in red cells; therefore if you do not remove the
white cells you may get an over-estimate of the residual enzyme activity.

5. I do not believe that the activity of 6-phosphogluconate dehydrogenase is a
problem at all. In normal haemolysates it will lead to a slight over-estimate of
G6PD activity. However, when G6PD is deficient the contribution given by 6
PGD is negligible. I would not bother with those assays.



. DNA extraction by any method is usually OK.

7. Tam enclosing our protocol for Mbo II restriction of amplified exons 6 and 7 -
Ihat is usually not a problem.

As for trying the techniques here I should mention that from 1 October my new
address will be as follows. Department of IIuman Genetics, Memorial Sloan-
Kettering Cancer Center, 1275 York Avenue, New York, NY 10021, USA. On the
other hand I am fortunate to have excellent and experienced collaborators here
and I am sure that Dr Tom Vulliamy may be willing to accommodate you if you
wish to come for a few days.

i hope you will keep in touch.

s

Afith very best wishes

Adl

Lucio Luzzatto
Crofessor of IMTaematology

tnes

T David Roper
Tom Vulliamy
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“Universal” 10x RE buffer is prepared using the following stock solutions:

2 mol/l Tris-acetate pH 7.5 : dissolve 24.2 g Trizma base in 60 ml of water, adjust the
pH 0 7.5 wilh glacial acetic écid and nutke up 1o 100 ml,

2 mol/l potassitm acetate: {vuigh out 19.62 g, make up to 100 ml with water and
dissolve. ;

2 mol/T-magncsium acctate: weigh out 42.89 g, make up to 100 ml with water and
dissolve, |

20 ntg/ml BSA fraction V (molecular biology grade).

0.5 mol/l dithiothreitol (DTT): weigh owt 0.771 g, muke up w 10 ml with water,
dissolve and store at -209C.,

1 mol spermiding (N-(3-uminopropyl)- 1, 4-butancdiamine): weigh aat 1.273 g, make
up W ¢ ml with waicr, disselve and store at -20¢C .

For a 10} times concentrated buffer (10x RE bufier) prepare a somtion that is 300
mmol/l Tris-acetae pH 7.5, 66) mmold X-acetaze, ¥ mmolfl Mg acetate. | mp/mi
BSA, 10 mmol/1 DTT and 30 nimol/l spermidine; aliquot into microcentrifuge tubes and

state at ~200C.,

PCR "EDTA" buffer © take 3.35 mi of 2 mol/t 'ris-HC! pH .8, .66 ml of | malfl
{NH4)2504, 0.125 mnl of 2 mol/l MgCla, 13.4u of 0.5 mol/l NagEDTA, 80 pul of 20
mg/m] BSA (molecular biclogy grade) and 70 fl of 14.3 mol/t h mercaptocthanol and
make up o 10 ml with water. Again, this is 3 10x bulfer. the final concentration of

which is 670 mmol/l Tris, 166 mmol/l (NH4}2804 25 mmol/l MgCl, 670 pmol/l

NaaRDTA, 160 up/ral BSA and 100mmol/l b mercaptocthanal. This buffer is used in -

conjunction with 10% DMSO in the final reaction mixuwre,
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G6PD Meditcrranean
563 C->T 188 Ser->Phe

Exon 6 Mbo II site gained
17 ,L 319 Jf 120 \1,60 i Normal
5 5
17 3 ,{, 276 J(na ¢60 ‘L Mutant
1}
91 92

Oligenucleotide primers 91 and 92 amplify a 583 bp [tagment across
exans 6 and 7. After Mbo 1T digestion, i fragment sizes obwined ans
as shown ahove

91: 5 CCCCGAAGAGGAATICAAGGGGGT, 3

92: 5 GAAGAGTAGCCCT QC;‘AGG,GTG‘ACT_}'

‘I'hese are the oligos currently used in our Tab. The underlined bases are
deliberate mismarches, introduced 1o ereate artificial restriction sides,

PCR CONDITIONS:
“EDTA" boffer is used ib conjunction with 10% DMSO (sce attached sheel)
All eomponents of the PCR, except for the DNA, are premixed and aliguoled.

After denaturasion at 95C for 5 min, 30 cycles of 56C for { min, 72C ‘ar 1 min,
05C for | min, follwed hy extension at 72C for 5 min.

MBO I DIGESTION:

The "universal” RE bulTer (see attached sheet} is simply added to the product
of the PCR, and an excess of Mbo 11 is used

¢.8. Tuke 31l of tie PCR, and add 3.5 of 10x RL bufter and 0.5u! of Mbo 11

The products of this digestion are run on a 2.5% agarose gel that is prepared as
a 1:1 mixture of normal (medium EEQ) agarose and Nusieve agarose

A photocopy of an example is show_n on the back

11 any further details are required, please doa't hesicate 1o cantact Tom Vulliamy
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OSPEDALE MAGGIORE DI MILAND

fasitute 2l fioavera ® Curd 3 caraners selontifico
CATTEDRA DY MEDICINA INTERNA
Un;::irg,tf dét »iggano 29 2. 49
igaons atte WMt ST
Ciratimes Poo, &, Flopelt Wis SFoezs, 35 - Teh 62 3303,
Rezarwited. 3955
Sugprateria: nt, 3252
Fix SN R53.80.241

To  Sellm DZUNOGLU

Dokuz Eyltl University, Medical Faculty
Medica! Biology and Genetics Department
Intiraftitizmir - Turkey

FAX ¥ (+90--232) 2372442

Desr colieague, .

WE BIE vcry giad to help you in the establishment in your leb of
astandard GOPD punalysis protocols and we hope 1o satisfy your requests.

- It is berter o determing GOPD =ctivity on freshlyabawn blood
samples but, in our experience, there's no significant activity loss within
ane woek from proper storege in KoBOTA atd°C.

-t our experience of haemolysate preparation for (6P
determination, a 110 didution of pacied RBCS in gither 002 % Jigitonin
or *lysing solution” followed by 2 112 dilution in ¢old saline of 2000
spr supeenatents {final diludon 1:20) gives reproducible results, I've
never peepared haemolysates in zaponin befors, bur 1 pusss it is an
squally appropriste preparation for GEPD determinations.

- Filtering blood theough mixed 13l mivrocrystallingaipha-
eettuiose is the standard WHO reccomendation 1o remave “buffy coats”
for RBC eszyma dererminations. This Is 8 vesy important step because
feucoryies and platelers are the mean confaminants in deteemining G6PD
activitivs in RBCs; in fact GAPD activities in these cell types are much

Ek-3: Milano Universitesinde (italya) Fisiopatologia Medica, Pad. Litta, istituto di Medicina In-
terna e 6Fretim iiyesi M.D. Cappellini ile yapilan yazigmanin cevab,
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higher thant in RBCs and if their removal i3 not complete from
erythrocytes you certainly will obtais much higher values in your routice,
For this reason guy 2ctivity measarements of GSPD done in whole-blood
fudmolysates Is unacceplable 2 sil!

Migrocrystalline/al pha-celiulogse column filtration s, however, a
time-consuming procedure, 3o in our lab we employ e different device 1o
rapidly remove serum and WBCs from whoole blood samples: In a 12
ml. centrifluge tube, you can suatify a layer of a 1:3 didution of whole
blood in cold saline on 3 vol of 8% sucrose solution snd centrifuge at
3000 rpm for at least 10 min. Due to gradient formation, RBCs and
reticulocytes are pelietted on the bottom: of the tube, while serum and noy
other cell component is sursstant {remove it quickly!), New you can
wash RBCs in cold saline at lcast ongs before lysis. In both these ways
you don't depléte any preparation from retyeniocytes gs happens in
manually removing “buffy coas™.

In any case, i you decide 1o smploy the filration step, you can
purchase the resins from SIGMA: alpha-celivlose cat.# C-8002 and
SIGMACELL Type 50 {microcrystelline cellujose) ca# S-5304.

‘ - About the use of tnhibitors of 6-phosphogluconate dehydrogenase
auw;w in GEPD determination, we can asses thal no significant
differences are defrcrsble in the presence or absences of such thibliors in
erude haemolysstes.

-« We amplify both G6PD exons VI and VII from phenoi-

ehloroform purified genamic DNA using the following conditions:
oligo B {sense): 5 ACTCCCOGAAGAGGOLTTCAAGG ¥ (23mer)
slige I (autisense): 3' CCAGCCTCCCAGGAGAGAGGAAG 3 @dmer).
You can perform this POR amplification employing 20 picomsoles of sach
primgr, 500 nanograms of genomic DNA and 2.5 IU Tag DNA
polymerase i 4 finsl volume of 50 microliters. This protogol is tietter
sccomplished in our Inb st the annesfing temperature of 35.36°C and 1.3
mM MgClz, but these conditions may be different depending on the
instrumentation and reagent quality you are peing.
« You can perform Mbo [I digestion using one-teath of amplitied

product in the presence of 10 W of reswriction endonuciease.
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Ji,..n

PCR undigested .fragment lenght: 547 bp
Normal restriction fragment tenghts: 377-119-26-25 bp.
Mutant restriction fragment lenghts: 277-119-100-26-23 bp.

-We deliver our primers from Pharmacia Blotech and Mbo II
restriction endonuclease from Amersham.

Pharmacia Biotech Europe- Head office
Procordia EuroCentre

Rue de [a Fusés 62

B-1§30 Brussels, Belgium

Tel.# 32 (2) 7274251

Telefax # 32 (2) 7274269

Amershum (Turkish sales support company)
Nuclear Technology
Tunali Hilmi Caddesi
Buyukelci Sokak N°: 2o Daire -2
Kavaklidere - Ankara (Turkey)
tel.# 90 312 468933

90 312 4670950

90 312 4271073.

We hope that thesc informations may be satisfacotry and useful for
you to get started in G6PD analysis in your lab; of course we guess you
need some time 1o acquire confidence with these protocols. If you have
any kind of problem in working in your lab, you can certainly ask some
advise from us, and in the future we can talk about your coming here in
our Iab to analyse your samples. In any case, we'll be grateful if you let ug
know about some atypical cases you can find during your G&PD
screening.

!
Sincerely yours.

gk

. U.‘:Q-.Qu, ‘3'0“'” ?04( ocvudest |

-

g(mmwmém W,M%MM"Q’?
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QSPEDALE MAGGIORE D1 MILANO
Ittt i ricOvero £ CWIR 8 caratiere sclentificn

CAITEDRA D MEDICINA INTERNA
Universith di Mifanc

Padl itta " 20122 Mo, 2&:!*-5 ¥
Disancoe; Prof. G. Fioeelfi ' i3 Souze, 35+ T, (O SSGEY
Reparto: int. 3755

Sem'e; e, 3752
Fax D2 §51.20.241
Te Selim UZUNOGLY

Dokuz Eyitl University, Medical Faculty
Medical Biclogy aad Genetics Department
Taciraltilzmir - Turkey

FAX #(+90--23§) 2372442

[

Tiear coliegue,

after receveing your fax dated 3/10/1994, we examioed the
published ftersture about PCR ampiification of exons § and 7 of GOPD
genc and we found the same discrepances you have detected in your
resesrch, Moreover we exanined the published sequence of GEPD gene
{Chen EY et al. Sequence of human GSPD cloned in plasmids and a yeast
artificis! ehromosomie, Genomics 10, 792-800, 1921) and the DATA
BANK which both acvord fo the sequences used in cur lab (Ref. &) and
10 Ref, {1) and (2).
In conctusion, we suppose that oligo B sequences (3) and (4)
contain publishing ervors but we don't know iff sequernce (5) is a result of
= new and more correct sequencing. On ihe other hand, we
- usghuccessfully the protocal we described you in our previous letter as
yau cag zes in the figure enclosed, even {f the heaght of cestdiction
fragments does not correspond completely with the published ones.

Sincerely yours,

A ddress for comraspondeser
Cappeilini Maria Domenics, MU
letitato di Medicins Intema e
Fisionatologia Madics, Pad. Liva,
Ospedals Maggiore Policinics, IRCCS
vin F, Sferan 335,

20123 Milage, Italy
Phane 030-2-SSAT7SS465571
FAX 039255180244

Ek-4: Milano Universitesinden M.D. Cappellini ile Akdeniz mutasyonu taramasinda kullanidan
farkli primerlerin hangisinin PCR reaksiyonunda daha iyi sonug verdigi konusunda yapian ya-
zigmanin cevabi.
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Department of Hlaematology
FAX: OB 742 9335

7th Septembez, 1994

Pummenrath Moipdsd
Bu Cine Roec

3. Ummghi - byrrion WEL AN
Medicai Blology and Ganetics Dept. L G 343 2
Medical Faculty
Dokuz Eylul University
Iacixald / Yamir
Turkey

Dear Uzunogly,

Thanks for your fax of the 7th of Septenber. T enjoyed your table showing
the comparison of the published oligo sequences nsed for the
amplification of exans & and 7 of the G6PL gene.

These sequenges have evolved over time. | beliave that there may be a
mistake in the sequence of oligo B in ef 3, in that there should 22 4Cs not
3 sfte the ALT, '

Also, the sequenge pumber 5 {oligo B} should start with 4Cs and not 5Cs a8
vou have it These "new”™ aligos, which we call 91 and 92, were designed
several years ago now when we were introducing deliberate mismatches
into our prlness in order o generate artificial restricition sites that could
e wsed for doning the amphified products prior to segencing in Mid.

We still use these oligos routinely and to miterate their saquences thay ave;
numbey 91 {exon &, 5} ¥ CCCCRAAGAGGAATICAACCGGGT 3
number 92 (exon 7, 3') 5 GAAGAGTAGCCCTCGAGGGTGACT ¥

1 am enclosing a small alquot of these primers for you to fry vut. But you
are right to say that different primers, including those with mismatrhes,
cant be used to amplify the same tegion of DNA. And as such thete are o
“inteenational standards™,

I wighs you all the best with your studies. Please let us kaow how you gat
[ris N

Witk best wishes,

6w, \a..;_\(\-‘-é‘k l. -num%
~,

~

¢ e

Tom Vulliamy ¢c Lucio Luzzatto

-

. . L33 V JTS Red s - cle Ak-
Fk-5: Londra Hammersmith Hospital Hematoloji bolumqnde arggpx:macx Tom Vl‘llllamy i
deniz Mutasyonu taramasinda kullamilan farkh primerlerin hangisinin PCR reaksiyonunda daha

iyi sonug verdigi konusunda yapilan yazigmamn cevabi
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D A&umm of Haematology
FAX: 081 742 8335

13t November, 1994

Frsancerepath How el

S, Uzunogiu ufmd;m: o
¢ FA NN
Medical Biology and Genatics Dept . w1 z:; 253

Medical Faculty

Dokuz Bylul Undversity
Tngiralti / Izmiz
Turkey

RAX: 010 90 236 2372442
PAGES: 2

Dear Uzunogly,

[ have just received your second fax. As you see from the attached letter |
had replied on the 7th September. This letter was sant by post 85 it
contained an aliquot of the oligos we use to help you get started. Maybe it
has gone astray, or maybe it will still reach you In tmel

As for your additional questions, we obiain our oligos from Osweil DMNA
Service, Department of Chemistry, Kings Buildings, West Mains Road,
Edinburgh E149 3]] Scotland. We obtain Tag polymerase from a mnmber of
sources, including Peckin Elmer and Gibeo BRL. The nucleotides we
vbtain from Pharmacia. :

i hope this is helpful and that the etter gets to you this time? I { can help
any fucther, please let me know.

With best wishes, and good Iuck.

‘: 6‘ ,_,{ *" w\
— "#‘.-
Tom Volliamy

Ek-6: Londra Hammersmith Hospital Hematoloji bolimiinde aragtirmaci Tom Vulliamy ile Ak-
deniz Mutasyonu taramasinda kullamlan kimyasallar, enzim ve primerin nereden elde edilecegine
dair yazismann cevabi.
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DEPARTMENT OF HUMAN GENETICS
Phone +1 212 639 6165
Fax +1212 7173374

November 15, 1994

Selim Uzunoglu

Dokuz Eylul University
Medical Tfaculty, Medical
Biology and Genetics Dept.
Inciralti

izmir TURKEY

Dear Uzunoglu:

Thank you very much for your letter dated 1st November. [ am sorry if there
was delay in my reply but I scem to remember that I referred vour letter to my
colleague, Dr. Tom Vulliamy and I am sure he did reply in detail on your
questions regarding oligonucleotides. I agree with you entirely that you
should get everything well in order befure wasting money in useless oligos
but | can assure that those that we have published work well. T am copying
this letter ko Tom Vulliamy in case that my memory is wrong. [ am very
much looking forward to hearing about your resulis.

With best wishes,

Lucio Luzzatto

ce: Tl Vulliamy

Msmarial Shoan Kasering Cuncer Conter
1275 York Asenue. New Yord, New York scozs

Nl fedesigrannd Comovelon.iv Coucty Carter

Ek-7: Newyork Memorial Sloan-Kettering Kanser merkezinde Insan Genetigi Boliimiinde davetli
profesor olarak bulunan Lucio Luzzatto ile primerler konusunda yapilan yazismanimn cevabi.
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Depariment of Haematology
FAX: 081 742 9335

21st November, 1994

Hzmusurssbah thoapizal
S. Uzunoglu Du Cznt Road
Medical Biology and Genetics Dept. Lundon W1z ONN
Medical Faculty ' Tel 0181743 2080
Dokuz Eylul University
Inciraiti / Izmix
Turkey

BAX: 010 90 236 2372442

PAGES: £ 44~

Dear Uzunogly,

Thank you for your faxes of the 4th and 18th of November. I am
wondering whether you ever got my package with the oligos in it We
have currenily run a bit low of those two oligos. I will send some te you
when we get a new batch, but please confirm to ms your postal address.

I am glad {o hear that you are making progress with the project. I am sure
the Maniatis method will be perfectly adequate for obtatning good DNA.
The only warning I give is that the phenol must be of good quality. We
use a slightly different protocol, which I attach.

Twould be happy to test some DNA samples if you want to send them to
me. Please explain how the samples were selected and what data you have
on them (assay/electrophoresis; clinical inforination; ethnic origin} and 1
will look for the Meciterranean mutation.

I look forward to hearing from you.

With best wishes,

P

Tom Vulliamy, T

C isimini, pri i tini i ternal kalibrasyonunu ve kont-
.8: Ornek degigimini, primerlerin kontroliini ve testlerl.n eks yonunu v -
f(ﬁﬁsnii yapmayf%gbul et’ien Londra Royal Postgradute Medical School Hematoloji Boliimii (Ham

mersmith Hospital) yetkililerinden Tom Vuiliamy ile yapilan bir yazigmanin cevabi.
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Tarih: .../ ..../1995

SAYIN

Kasim-Aralik 1994 doneminde hastanemize gelerek aileniz fertlerinde kalitsal bir enzim
bozuklugu olan Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz (G6PD) Eksikliginin olup olmadif: veya bunun
dogrulanmas: konusunda verdiginiz kan 6rneklerinde Tiirkiyede ve Ingilterede yapmug oldugumuz
laboratuvar ¢aligmalan sonucunda isimli aile bireyinde/
bireylerinde klinik agidan dnemtli olan ve sinif 2 grubuna dahil edilen ciddi diizeydeki enzim eksikligi
saptanmug ve dogrulanmigtir.

Enzim eksikligi saptanan kiginin, yasaminin diger donemlerinde olas1 hemolitik krizlere ya-
kalanmamas: i¢in, ekte Tiirkiye'de ilk defa hazirlanan ve kullanima sunulan akut hemolitik kriz
onlenim tablosundaki tavsiyelere uymas: gerekmektedir. Bu tablodaki ilaglar, maddeler ve yiy-
eceklerden, agir seyreden akut hemolitik anemiye yol acabilenler kesinlikle kullamlmamahdir.
Aksi takdirde bu listedeki ilag ve yiyecekler viicuda herhangi bir yolla alindiginda, liimciil olabilen
kriz ortaya ¢tkabilmektedir. Bu listeye uygun hareket edildiginde, ilgili kiginin yasaminda korkulacak
herhangi bir ciddi durum s6z konusu olmamaktave normal saglikh yasam siirebilmektedir.

Bu hastalik, kalitsal (irsi) oldugu i¢in, ailenin diger bireylerinde veya akrabalarda veya ile-
ride sahip olunabilecek ¢ocuklarda da ortaya gikmasi s6z konusudur. Dolayisiyla enzim eksikligi sap-
tanan ailenin yeni dogan bireylerinde bu hastalik ilk yaslarda saptamirsa, bilgilendirmeden dolay1 bu
¢ocuklarn krize yakalanma ihtimalleri oldukga diigiik olmaktadir.

Baglatmig oldugumuz bu ¢aligmamn Oncelikle akrabalariniza ve bolgeniz insamina faydali
hale getirilebilmesi icin, aile ¢cevrenizden baglayarak akrabalarinizi ve tiim koyiiniizii veya yerlesim
biriminizi bu hastalik agisindan tarama testinden gegirmeyi planhiyoruz. Aile ve akrabalarimz kap-
sayan boyle bir caliymaya destek vermeyi digtniirseniz bize yazabilirsiniz. Aym sekilde bu-
lundugunuz yerlesim biriminde(koyde) boyle bir taramanin yapilmas: konusunda yapabileceginiz
yardimlan da bilmek istiyoruz. Caligma imkanlar 6l¢iisiinde iicretsiz gergeklestirilecektir.

Bu konuda bizlere yardimc: olup olamayacafimiz: telefonla veya mektupla bildirirseniz
memnun olacafiz. Ayrica bu hastalik hakkinda ilave olarak 6grenmek istediginiz seyler olursa her za-
man bize telefon veya mektupla ulagabilirsiniz.

Kan 6rnegi vererek ve ankete katilarak bu galigmaya gosterdiginiz ilgi ve destege tesekkiir
eder, saglikhi ve mutlu gilinler gegirmeniz temennisiyle selam ve saygilar sunarim.

Selim UZUNOGLU

ADRES: Is: Selim UZUNOGLU (veya)
Prof. Dr. Orhan TERZIOGLU
9 Eyliil Tip Fakiiltesi , Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali
1. Bina- 2. Kat- Inciralu- IZMIR
Tel: Direkt: (0232)- 2777777-4602
Santral: (0232)- 2595959 Dahili: 4602-4630

Ev: Tel: Selim UZUNOGLU (0232)-3889377-3880208
Prof. Dr.Orhan TERZIOGLU (0232)- 2391440

EK-9: Calisma Bitiminde Ciddi Diizeyde G6PD Eksikli3i Saptanan ve Molekiiler Diizeyde Dog-
rulanan Kigilere Gonderilen Tesekkiir ve Bilgilendirme Mektubu. Bu kisilere mektuba ek olarak
Tezin Bulgular Kisminda (Table-3.2) Verilen Akut Hemolitik Kriz Onlenim Tablosu da gin-
derilmigtir.
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Tarih: .../..../1995

SAYIN

Kasim-Aralik 1994 doneminde hastanemize gelerek aileniz fertlerinde kalitsal bir enzim
bozuklugu olan Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz(G6PD) Eksikliginin olup olmadifz veya bunun
dogrulanmas: konusunda verdiginiz kan Orneklerinde yapmuig oldugumuz laboratuvar caligmalart
sonucunda isimli aile bireyinde/bireylerinde klinik acidan 6nemli
olan ve siuf 2 grubuna dahil edilen ciddi diizeydeki enzim eksikligi saptanamamugtir. Klinik agidan
sikayetleriniz var veya devam ediyorsa bu gikayetleriniz, ciddi diizeydeki G6PD eksikliginden
kaynaklanmamaktadur.

Ayrica aile bireylerinizde saptanamayan ciddi diizeydeki enzim eksikligi hakkinda ilave olarak
Ogrenmek istediginiz seyler olursa her zaman bize telefon veya mektupla ulagabilirsiniz.

Kan ornegi vererek ve ankete katilarak bu ¢calismaya gosterdiginiz ilgi ve destege tesekkiir eder,
saglikli ve mutlu giinler gegirmeniz temennisiyle selam ve saygilar sunarim.

Selim UZUNOGLU

ADRES: I§: . Selim UZUNOGLU (veya)
Prof. Dr. Orhan TERZIOGLU
9 Eyliil Tip Fakiiltesi , Ttbbi Biyoloji Ana Bilim Dalt
L. Bina- 2. Kat- Inciralt- IZMIR
Tel: Direkt: (0232)- 2777777-4602
Santral: (0232)- 2595959 Dahili: 4602-4630

Ev: Tel: Selim UZUNOGLU (0232)-3889377-3880208
Prof. Dr.Orhan TERZIOGLU (0232)- 2391440

EK-10: Cahgma Bitiminde Ciddi Diizeyde G6PD Eksikligi Saptanmayan Kisilere Gonderilen Te-
sekkiir ve Bilgilendirme Mektubu.
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