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Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi

Uzerine Bir Calisma
A Study on Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase Enzyme Activity
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Amag: Glukoz-6-fosfat  dehidrogenaz  (G6PD) eksikligi,
diinyada en gok rastlanan eritrosit enzim eksikligidir. Ulkemizde
ozellikle Akdeniz bélgesinde gériilen hemolitik anemilerin en sik
nedenidir. Enzim eksikligi olan hastalarin gogunda klinik belirti
yoktur. Ancak alyuvarlarda oksidatif hasara yol acan ilaglar,
enfeksiyonlar, bakla yenmesi, yenidogan dbnemi gibi
nedenlerle hemolitik tablo gelisir. Calismamizda G6PD enzim
aktivitesi ve kinetik 6zelliklerini arastirmak amaglandi.

Gereg ve Yontem: G6PD enzim aktivitesi floresan spot testi ile
kalitatif olarak ve kantitatif olarak él¢iilen G6PD eksikligi olan bir
kan &rnedi ve bir kontrol kan drnedinde kismi enzim
saflastirmas| yapilarak kinetik 6zellikleri karsilastirildi.

Bulgular: Enzim eksikligi bulunan kan drneginde kalitatif olarak
floresans gbzlenmedi. G6PD eksikligi olan érnekte kantitatif
olarak dlgiilen enzim aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde distk bulundu (p<0.05). Kismen saflastirilan
hasta G6PD enziminin G6P ve NADP igin Km ve Vm degerleri
normal enzime gére daha disik bulundu. Hasta enziminin
diger kinetik 6zellikleri; normal enzime oranla alkalen pH'da
daha yiiksek aktivite, substrat benzerlerini daha ylksek oranda
kullanabilme ve daha dlistik termostabilite idi.

Sonug: Halk sagligi ve koruyucu hekimlik agisindan G6PD
enzimi eksikligi hastanin tanisi ve izlenmesinde énem tasir.

Anahtar kelimeler: Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, enzim
eksikligi, kinetik 6zellikler.

ABSTRACT

Aim: Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) deficiency
is the most common erythrocyte enzyme deficiency in the
world. It is the most common cause of hemolytic anemia in our
country especially in the Mediterranean region. Most patients
with enzyme deficiency have no clinical symptoms. However,
hemolytic state develops in the red blood cells due to drugs,
infections, favism, newborn period which cause oxidative
damage. In our study, we aimed to investigate G6PD enzyme
activity and kinetic properties.

Material and Method: G6PD enzyme activity was measured
qualitatively with a fluorescence spot test and quantitatively in a
G6PD deficient blood sample and in a control blood sample,
and partial enzyme purification was performed to compare
kinetic characteristics.

Results: No fluorescence was observed qualitatively in the
blood sample with enzyme deficiency. Enzyme activity
measured quantitatively in the sample with G6PD deficiency
was statistically significantly lower than the control (p <0.05).
The kinetics of the partially purified deficient enzyme were
found to have lower Km values (G6P and NADP) than in the
normal enzyme. The other kinetic characteristics of enzyme of
deficient G6PD activity in comparison with normal enzyme
were; a higher optimum pH, more activity with the substrate
analogs and a lower thermostability.

Conclusion: G6PD enzyme deficiency is important in the
diagnosis and monitoring of the patient in terms of public health
and preventive medicine.

Keywords: Glucose-6-phosphate dehydrogenase, enzyme
deficiency, kinetic properties.
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1. GIRIS

Klinik yonden o6nem tasiyan glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6PD) enzimi eksikligi insan-
daki enzim anomalilerinin en yaygini olup
onemli bir halk saghgi problemini olusturur.
Alyuvarlarda yapilan calismalarda dinyada
400 milyon kisi ile en sik rastlanan enzim ek-
sikligidir (1-4).

G6PD, pentoz fosfat yolunun ilk ve hiz kisitla-
yici enzimidir. Pentoz fosfat metabolik yolunun
temel amaci organizmaya indirgeyici gug¢ ola-
rak nikotinamid adenin dintkleotid fosfat
(NADPH) saglamak ve riboz fosfatlari sentez-
lemektir. NADPH proteinleri ve diger molekdlle-
ri oksidatif hasardan korumakta énemli rol oy-
namaktadir. Eritrositler oksidatif strese ugradi-
ginda glutatyon peroksidaz enzimi ile redukte
glutatyon (GSH), okside glutatyon (GSSG)
haline gecerek hlcreyi oksidatif etkenlerden
korur. Pentoz fosfat yolundan elde edilen
NADPH'lar serbest radikal hasarina karsi ge-
reklidir ve GSSG glutatyon reduktaz (GR) en-
ziminin katalizi ile tekrar GSH haline cevrilir,
bdylece hemoglobin, lipoproteinler ve hicre
zarinda yer alan —SH grubu tasiyan enzimler
oksidasyondan korunur. G6PD eksikliginde
NADPH sentezi ve GSH dizeyi azalir, hemog-
lobin ve proteinlerdeki —SH gruplari oksitlenir,
proteinler denatire olarak Heinz cisimcikleri
olusur ve alyuvarlar hemolize ugrar. (1,2).
G6PD enzimi eksikligi Glineydodu Asya, Hin-
distan, Afrika ve Akdeniz halkinda 6zellikle
yaygindir (6,7). Turkiye genelinde enzim eksik-
ligi %0.5, Cukurova bolgesinde ise %38.2'dir.

Hiperbilirubinemili yenidoganlarda ise siklik
%10,5-22,1 arasindadir (5-9).

Enzim eksikligi olan hastalarin cogunda klinik
belirti yoktur. Ancak alyuvarlarda oksidatif ha-
sara yol agan ilaglar, enfeksiyonlar, bakla
yenmesi, yenidogan donemi gibi nedenlerle
hemolitik tablo gelisir. Sitma ilaglari gibi birgok
ilagla olusan hemolitik tablo, ila¢ uygulamasin-
dan sonra 1-3 gun iginde baslar. Klinik belirtiler
orta derece anemi, sarilik, koyu renkli idrar,
karin agrisi, hafif dalak blUyUimesinden hizla
ilerleyen anemiye kadar degisen bir tablo ser-
gileyebilir. Enfeksiyonlarda atesin baslamasin-
dan birkag¢ gun icinde orta dereceli anemi geli-
sir. Bazi G6PD varyantlarinda bakla yenme-
sinden sonraki 1-2 gun iginde ilaglarin neden
olduguna benzer ve “Favizm” denilen hemolitik
kriz tablosu gelisir. Yenidogan ddneminde
G6PD eksikligi olan bebeklerde yenidogan
sarihgina yatkinlik fazladir. Hemoliz sonucu
kanda bilirubin dizeyi ¢ok yukselir ve tedavi
edilmezse kernikterus gelisebilir. G6PD eksik-
liginin olduk¢a nadir gdzlenen formu ekzon
10’da mutasyonu sonucu olan herediter nons-
ferositik hemolitik anemi, sinif | G6PD eksikligi
olanlarda gorulir ve bu hastalarda oksidatif
stres olmayan durumlarda da hayat boyu de-
vam eden kronik hemolitik anemi s6z konusu-
dur.

G6PD geni, X kromozomunun g28 bdlgesinde
bulunmaktadir. Yapilan g¢alismalarda bu gen
bélgesinde 140'dan fazla mutasyon tanimlan-
mistir. G6PD eksikligi X’e bagl resesif gegis
gOsterir. Boylece ciddi eksiklik erkeklerde daha

fazla gorulur (4,10,11).
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Baslangigta G6PD eksikligi biyokimyasal ola-
rak enzim aktivitesi 6lgliimesi ve elektroforetik
hareketliligine goére siniflandirilmigtir.  Gina-
muzde fizikokimyasal ve kinetik 6zelliklerine
gére 400°den fazla varyant bulunmaktadir
(5,6). Beyaz irkta en sik gorilen varyant, 563.
nukleotidde tek baz yer degisimi ile enzimin
katalitik etkisinin azaldigi ve agir hemolizin
goruldigu G6PD Akdeniz varyantidir (10-11).
Akdeniz halkinin diyetinde bakla tanecikleri
fazla bulundugu icin Akdeniz varyantinda he-
molitik krize yatkinlik siktir.

Bu galismada G6PD enzim eksikligine kalitatif
ve kantitatif olarak basit testlerle bakilimasi ve
G6PD enzim eksikligi olan kan érnegi ve kont-
rol kan 6rneginin kismen saflastirilarak kinetik

calismalar ile degerlendiriimesi amaglandi.

2. GEREGC VE YONTEM

Calismamizda kalitatif floresan spot testi ile
G6PD enzim aktivitesi eksikligi tespit edilen bir
kan 6rneg@i ve normal enzim aktivitesine sahip
olan bir kontrol kan drneginde alyuvar G6PD
enzim aktivitesi kantitatif olarak 6lguldu. Her iki
kan 6rneginde ayrica G6PD enzimi kismen
saflastiriidi.

Kalitatif floresan spot testi yonteminde; 7.5 mM
NADP+, 6 mM G6P, 0.1 M Tris-HCI (pH=8.0),
%1 saponin ve 33 mM GSSG igeren 100 pl
calisma reaktifine 10ul heparinize kan 6rnegi
eklenerek karigtirildi, oda sicakhiginda 10 daki-
ka bekletildi ve karigim Whatmann No.1 filtre
kagidina damlatihp kurutuldu, uzun dalga UV
lambasi altinda go6zlendi. Floresans varligi

tepkime sonucu NADPH’nin olustugu ve G6PD

Ogiis ve Kus 56

enzim aktivitesinin normal oldugu, floresans
yoklugu ise NADPH’nin olusmadigi ve G6PD
enzim aktivitesinin eksik oldugu seklinde de-
gerlendirildi (12).

Kantitatif G6PD enzim aktivitesi tayini ise modi-
fiye Zinkham ydntemine gére yapildi (13). Akti-
vite 6lgimiinde, son derigimleri 0.1 M Tris- HCI
(pH=8.0), 10 mM MgCI2, 0.2 mM NADP+ ve
0.6 mM G6P olacak sekilde hazirlanan tepkime
ortaminin 1 ml'si 50 yL hemolizat icermekteydi.
Tepkime 250C’de 20 dakika boyunca 340 nm
dalga boyunda absorbanstaki artis izlendi. En-
zim aktivitesi sonuglari 1U/g Hb olarak hesap-
land.

Hemoglobin tayini siyanmethemoglobin yon-
temi ile yapildi (14). Bu ydéntem, hemoglobin-
deki ferrdz demirin (Fe2+) ferrisiyanur eklene-
rek ferrik demir ( Fe3+) iceren methemoglonine
cevrilmesi ve daha sonra potasyum siyanur
(KCN) eklenerek dayanikli siyanmethemoglo-
bine donustlrulmesi esasina dayanmaktadir.
Bu olusum 540 nm’de maksimum absorbans
verir. Kullanilan kan &érneklerindeki G6PD en-
zimi, WHO’nun 1967 yilinda yayinladigi G6PD
standardizasyon c¢alismalarini iceren kitapgi-
ginda yer alan yontemle kismen saflagtirildi
(13). Bu saflastirmada DEAE Seliuloz kolon
kromatografisi, amonyum stlfat kesitlemesi ve
diyaliz basamaklari yer aldi. Enzimin kinetik
Ozelliklerine goére varyant tiplendirmesindeki
kriterler esas alindi. G6PD eksikligi bulunan bir
kan 6rnegi ve bir kontrol kan orneginde kismi
enzim saflastirmasi yapilarak kinetik 6zellikleri
karsilastirlmasinda; G6P igin Km degerlerini

bulmak i¢in son NADP+ derisimi 0.2 mM olarak
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sabit tutulup son G6P derisimi 10-160 uyM ara-
sinda degistirildi. NADP+ icin Km degerlerini
bulmak igin son G6P derigimi 0.6 mM olarak
sabit tutulup son NADP+ derisimi 1-30 uM ara-
sinda degistirilerek aktiviteler hesaplandi. 0.1
M Tris-HCI tamponunda pH: 6 ile pH: 11 arali-
ginda 0.1 M Tris-HCI tamponu ve 0.1 M fosfat
tamponunda enzimlerin kataliz hizlarina pH’nin
etkisi incelendi. Her iki enzim 45°C’de su ban-
yosunda degisik surelerle inkube edilerek O,
20, 40 ve 60. dakikalarda aktivite tayini yapila-
rak isiya dayanikhliklari incelendi. Her iki en-
zimin 2-deoksi-G6P, Gal-6-P ve deamino-
NADP+ gibi substrat benzerleri ile aktiviteleri
Olcllerek kullanma yuzdeleri hesaplandi. Poli-
akrilamid slab jel elektroforezine konsantre
edilmis eksiklik gdsteren ve normal enzim 6r-
nekleri uygulandi ve aktivite boyamasi yapila-
rak elde edilen bandlar degerlendirildi (15,16).
3. BULGULAR

Kalitatif floresan spot testinde floresans ver-
meyen Ornegin kantitatif olarak 6lgtilen G6PD
aktivitesi de uyumlu olarak dusik bulundu.
Kontrol kan 6rnedi ve G6PD enzim eksikligi
olan kan ornegindeki enzim aktiviteleri, sirasiy-
la 8.80 1U/g Hb ve 0.39 1U/g Hb olarak bulundu
(p<0.05).

Kismen saflagtirilan G6PD eksikligi gdsteren
enzimin kinetik 6zellikleri normal enzime gore
degerlendirildi. Lineweaver-Burk grafiginden
yararlanilarak, G6P i¢cin Km ve Vm degerleri
hasta enzimi icin sirasiyla 28.0 yM ve 0.11
IU/ml ve normal enzim igin ise 57.8 uM ve 1.32
IU/ml olarak bulundu (Sekil 1).

NADP+ icin yine ayni grafik yontemiyle bulu-
nan Km ve Vm degerleri hasta enzimi igin sira-
styla 1.7 uM ve 0.09 IU/ml, normal enzim igin
ise 4.1 yM ve 1.97 IU/ml olarak bulundu (Sekil
2).

G6PD eksikligi gosteren enzimin aktivitesi 0.1
M Tris-HCI tamponunda pH: 9.5da ve 0.1 M
fosfat tamponunda pH: 7.0’de normal enzim-

den daha yuksek aktivite verdigi
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Sekil 1. G6P igin Michaelis-Menten ve Lineweaver-

Burk grafikleri
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Sekil 2. NADP+ igin Michaelis-Menten ve Lineweaver-
Burk grafikleri

saptandi. Termostabilite deneyinde 45°C’de
inkubasyonda hasta enziminin aktivitesinin
tamamen kayboldugu gozlendi.

Hasta enziminin, 2-deoksi-G6P, Gal-6-P ve
deamino-NADP+ gibi substrat benzerlerini
normal enzime gbre daha ylksek bir ylzde ile
substrat olarak kullanabildigi saptandi (Tablo

1),
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Tablo 1. Substrat olarak kullanim

Substrat 2-deoksi- Gal-6-P Deamino-

benzerleri G6P (%) (%) NADP* (%)
m 4. 1 1 .3 54

G6PD 43.3 26.7 266.2

eksikligi olan

hasta enzimi

4. TARTISMA

Diinya Saghk Orgiiti, tlkemizin G6PD eksikligi
olan kusakta yer aldigini belirtmigtir. Enzim
eksikligi oOzellikle Akdeniz bdlgesinde gorulen
hemolitik anemilerin en sik nedenidir. Tarkiye
genelinde enzim eksikliginin sikhgi % 1-11’dir.
Yapilan ¢alismalarda Akdeniz bélgesinde siklik
%8.2-10.4 arasindadir (5-9). Kismen saflastiri-
lan G6PD eksikligi gdsteren enzimin kinetik
Ozellikleri WHO’nun G6PD enziminin varyant
tiplendirme kriterleri esas alinarak deneysel
olarak galisiimigtir. Gelisen molekiler tani yon-
temleri sonucu DNA dizeyindeki calismalar
¢ok hizli gelismeler gostermis ve daha ¢ok
geni daha kisa zamanda analiz edecek otoma-
tik cihazlar dretiimeye baslanmistir (17). Ca-
hsmamizda G6PD eksikligi olan ve kismen
saflastirilan enzimin kinetik analiz sonuglari
ulkemizde sikligin yuksek oldugu Akdeniz bol-
gesinde daha dnce tanimlanmig olan Akdeniz,
Tarsus gibi varyantlarin kinetik ozellikleriyle
benzerlik tagimaktadir. Gunimizde yeni ve
ileri teknikler ile mutasyon analizleri ve varyant
tiplendirmesi kolayca yapilabilmektedir (5).
G6PD eksikliginde esas tedavi oksidatif strese
neden olan ilaglar, bakla ve enfeksiyon gibi

durumlardan korunmadir. Hemoliz genellikle
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kisa sureli ve gegcicidir ve tedavi gerektirmez.
Nadiren kan transflizyonu gerektirecek agir
anemi gelisir. Luzzatto tarafindan diizenlenen
kilavuzda, Hb 7 g/dL’nin altinda oldugunda ve
Hb 7-9 g/dL ve hemoglobiniri varliginda trans-
flzyon onerilmektedir (18). Yenidoganlarda ise
hemoliz ve hiperbilirubineminin derecesine
gore fototerapi veya kan degisimi yapilmasi
esastir (19). Nonsferositik tipte hafif ve orta
derecede anemisi olan kronik hastalar demir
yuklenmesi agisindan izlenmelidir. Calismalar-
da G6PD enzim eksikligi olan hastalarda vita-
min E ve selenyumun antioksidan etkileri ne-
deniyle kullanilabildigi (19), L-sisteinin, hem
antioksidan kapasiteyi hem de glutatyon Ureti-
mini artirabildigi (20) ve a-lipoik asid’in ise kan
redoks durumunda degisikliklere ve antioksi-
dan kapasitenin artmasina yol agabildigi goste-
rilmistir (21).

Calismamizda kalitatif olarak enzim eksikligi
saptanan olgunun Kkalitatif floresans spot testi
ile kantitatif enzim aktivitesi diuzeyi sonuglari
uyum ic¢indedir ve kontrol 6érneginden istatistik-
sel olarak anlamli derecede disuk bulunmus-
tur (p<0.05).
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