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OZET: Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzim eksikliginde hemolizin olusmasinin
eritrositteki enzim aktivitesine ve oksidatif strese bagl olabilecegi diistiniilerek eritrosit membran
yapisi ve antioksidan sistem birlikte calisilmistir. Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi kismi eksik
olan bir ailenin bireylerinin G6PD enzimi DE-52 seliiloz pH 7.0 kolon kromatografisi ile kismi olarak
saflastirilarak  kinetik Ozellikleri calisiimis, Dodge metoduna gére eritrosit zar proteinleri
incelenmis, siiperoksit dismutaz (SOD) ve malondialdehit (MDA) tayini i¢in Fridovich ve Ohkawa
metodlari kullanilmistir. Kismi saflastirilmis enzimin kinetik o6zellikleri ailenin (i¢ bireyinde
calisildiginda Kmgepp degeri her li¢ bireyde de yiiksek bulunurken (74uM, 156uM ve 147 uM), Kmyapp
degeri baba ve cocukta yiiksek (9uM, 8uM), annede ise normal bulunmustur. NAD ve dNADP
kullanimi her ii¢ bireyde yiiksek, galaktoz kullanimi ise ¢ocukta diisiik bulunmustur. Optimum pH
calismasinda baba ve c¢ocugun bifazik, annenin ise monofazik ézellik gésterdigi gézlenmistir.
Ailenin ii¢ ferdinde band 3 protein eksikligi saptanmistir. SOD verileri ailenin tiim iiyelerinde
normal bulunurken plazma MDA diizeyi band 3 eksikligi gbézlenen olgularda yiiksek bulunmustur.
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GiRIiS

Pentoz fosfat yolunun (PFY) ilk ve hiz Dinyadaki en yaygin enzimopati olma
kisitlayici anahtar enzimi olan Glukoz-6-fosfat  Ozelligini gosteren G6PD enzim  eksikligi
dehidrogenaz (G6PD; D-Glukoz-6-fosfat: NADP® hemoglobinopatilerden sonra ikinci siklikta gorilen
oksidorediiktaz, EC 1.1.1.49); bakteri, protozoa, kalitsal bir hastaliktir. Dinya tzerinde 400 milyon
mantar, sinek, balik ve memelileri iceren genis bir kisinin enzim eksikligi tasidigi saptanmistir. Bdyle
canli toplulugunda bulunmaktadir. Bu nedenle her bir yayginliga sahip enzimin, degdisik kinetik 6zellik
yerde hazir ve nazir anlamina gelen “ubiquitous” gOsteren 400°Un (zerinde varyanti oldugu
enzim olarak tanimlanmaktadir. Buna ilaveten bildiriimektedir. Biyokimyasal 6zellikleri birbirinden
Ustlendigi biyokimyasal rol nedeniyle yasam igin farkli olan bu varyantlarin molekiler diizeyde gok
gerekli olan anlamina gelen “housekeeping” enzim  farkli olmadigi gézlenmigtir®>'"18'°,
olarak da isimlendiriimektedir. Birgok reduktif Enzim geni X kromozomunda yer aldigindan
biyosentez tepkimelerinin olusmasinda, silfidril G6PD enzim eksikligi X'e baglh bir gegis
gruplarin  sirekliliginin saglanmasinda, serbest gOstermektedir. Bunun sonucu olarak enzim
radikallerin ve peroksitlerin detoksifikasyonunda rol erkeklerde hemizigot, kadinlarda ise heterozigot ya
oynayan rediikte glutatyonun  olusumunda da homozigot olarak ifade edilmektedir'.
redlkleyici kaynadi gorevini (stlenen NADPH, G6PD enzim eksikligi, tim dokularda
temel olarak PFY nin ilk enzimi G6PD tarafindan bulunmasina ragmen en fazla eksiklik eritrositlerde
Glukoz-6-fosfat'in  (G6P) 6-fosfoglukonolakton'a gozlenmektedir. G6PD enzim aktivitesi, alinan
(6PG) dénligtimii sirasinda olugsmaktadir®®'>", besinlerin yapisi, miktari, hormonal denge ve
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NADP*/NADPH
diizenlenmektedir’.

G6PD enzim eksikligi gbzlenen olgularda
redikte glutatyon da azalacadi igin serbest
radikallerin zarin lipid-protein iligkisini etkileyecegi
disunilerek bu calismada G6PD enzim eksikligi
g6zlenen bir ailenin eritrosit zar proteinleri ile
antioksidan sistemde goérev alan slperoksit
enzim dizeyleri ve lipid
peroksidasyonunun son UriinU olan malondialdehit
incelenerek serbest radikallerin hemoliz
olusumuna katkisi arastiriimistir.

oranina bagl olarak

dismutaz

MATERYAL ve METOD

Bu calismada G6PD enzimi diisiik bir olgunun
ailesinden (anne, baba, kardes) 10 ml kan EDTA'li
tlplere alinarak Coulter kan sayaci (Coulter T-890)
ile hematolojik verileri saptanmistir.

G6PD Aktivite Tayini

Eritrositler serum fizyolojik ile yikandiktan
sonra hemolizat hazirlanmistir. Bir hacim eritrosit
paketi, iki hacim %0.02 digitonin ve iki hacim 20
pM NADP, 1 mM B-merkaptoetanol ve 1 mM EDTA
iceren 5mM pH 7.0 sodyum fosfat (NaP) tamponu
(tampon A) kullanilarak eritrositler hemoliz
edilmistir. Enzim aktivitesi 0.1 M MgCl, , 6 mM
G6P ve 2 mM NADP iceren 1 M Tris-HCI pH 8.0
tamponu igerisinde O&lglimugstir. Enzim aktivitesi
37°C’de bir dakikada 340 nm'de olusan 1p mol
NADPH olarak saptanmis, spesifik aktivite ise
Unite/gHb olarak verilmigtir®.
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Enzimin DE-52 Seliiloz ile Saflagtiriimasi

2x10 cm c¢apindaki kolon DE-52 seliiloz jeli ile
doldurularak kolon pH'si 7.0 oluncaya kadar
tampon A ile yikanmistir. Hemolizat kolona tatbik
edildikten sonra kolona baglanmayan proteinler
tampon A ile, kolona baglanan proteinler ise 0.25
M KCI iceren tampon A ile yikanarak 3ml'lik
fraksiyonlar halinda toplanmistir. Kismi
saflastiriimig preparatinda kinetik

parametreler galigiimigtir'**,

enzim

Kinetik Caligma

20-200 uM G6P ve 40 uM NADP kullanilarak
Lineweaver-Burk egrisi gizilerek Km G6P ve NADP
saptanmistir. 6 mM 2d-G6P, 6 mM Gal-6P, 2 mM
NAD ve 2 mM dNADP kullanilarak analoglarin %
kullanimi ve optimum pH saptanmigtir’.

Eritrosit Zar Proteinleri

Eritrosit zarini hazirlamak igin 5ml tam kan
kullaniimistir. Tam kan érneklerinin plazmasi MDA
c¢alismasi ol¢giminde kullaniimig, eritrositler ise
310 mOsm’lik fosfat tamponu (pH 7.4) ile
yilkanmigtir.  Yikanan eritrositlerden 2ml alnip
Uzerine 28 ml 20 mOsm fosfat tamponu eklenip Ug
defa 11000 rpm'de 40 dakika santrifijj ile hipotonik
lizis iglemi gercgeklestirilerek eritrosit zarlar
hazirlanmisgtir.8 M (re, %2 p-merkaptoetanol ve
%2’lik sodyum dodesil sulfat (SDS) karigimi
kullanilarak zar (zar proteinleri) ¢6zinur hale
getirilmigtir’. Bu islemden sonra zar proteinleri
%8.3'luk sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) yontemiyle molekiler
agirliklarina gore ayristinimistir. Jeller Coomassie
Brillant Blue (%0.5) ile bir gece inkube edilip
boyandiktan sonra boya artiklari asetik asit-
metanol-su  (5:1:5) karnisimiyla temizlenmistir.
Spektrin, ankyrin va band 3 proteinlerinin miktari %
olarak 545 nm’'de dansitometrede (Cliniscan 2)
okunmustur®.
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Antioksidan Sistem
MDA Olgiimii

Plazma (100 pl) %8.1°lik SDS, %20'lik asetik
asit ve %0.8’lik Tiyobarbitirik asit ile muamele
edilip 95°C'de 30 dakika inklibe edildikten sonra
sogutulup Uzerine 5 ml n-Butanol/Piridin (15/1)
¢ozeltisi eklenerek vorteksleme ile karistiriimistir.
4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra
Ustteki organik kisim alinarak spektrofotometrede
(Shimadzu UV-260) 532 nm dalga boyunda
absorbansi okunmustur'".

SOD Yoéntemi

0.5 ml eritrosit su ile hemoliz edildikten sonra
0.01mM fosfat tamponu (pH 7.0) ile sulandirilarak
(1/20) eritrosit lizati hazirlanmistir. Eritrosit lizatina
(25 pl)  Ksantin, 2,4 iyodofenil 3,4 nitrofenol 5-
feniltetrozolium klorid (INT) ve 3 sikloheksilamino
1-propan silfonik asit (CAPS) tamponundan
olusan substrat karisimindan (850 ul) eklenip
karistirildiktan sonra ksantiz oksidaz eklenip, 30
saniye sonra 37°C'de, 505 nm'de havaya karsi
baslangi¢c absorbansi (A1), 3 dakika sonra ikinci
absorbans (Az) spektrofotometrede (Shimadzu)
okunmustur.

Calisma kérd (25 pl 10 mM fosfat tamponu)
SOD icermedigi icin inhibisyona ugramamig
tepkime olarak kabul edilip degeri %100 olarak
alinmigtir.  Tim standartlar (850 pul substrat
karisimi+125 pl ksantin oksidaz) igin % inhibisyon

Tablo 1. A ailesinin hematolojik verileri
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degeri bunlara ait degerin g¢alisma koriyle
oranlanarak 100°den cikarilmasi sonucu
hesaplanmistir’.

BULGULAR

G6PD enzim eksikligi saptanan A. ailesinin
bltiin  bireylerinde G6PD enzim aktivitesinin
normalden diisiik (7 U/gHb) oldugu ve Hb
elektroforez sonuglarina gérede anne ve oglunun
orak hiicre taslyicisi, babanin da o talasemi
tasiyicisi  oldugu goézlenmigtir (Tablo 1). Aile
fertlerinden (¢ kiginin (anne, baba ve kiz
gocugunun) enzim kinetigi cahsildiginda Kmgep
degeri her ¢ bireyde de ylksek (74uM, 156uM ve
147uM) ve annenin Kmnapp degerinin normal
oldugu gdézlenmistir (Tablo 2). NAD ve dNADP
kullanimi her U¢ bireyde de ylksek, galaktoz
kullanimi ise anne ve babada ylksekken, gocukta
disik bulunmustur. Optimum pH c¢alismasinda
baba ve kiz gocugu bifazik, anne ise monofazik
bulunmustur (Tablo 2). Eritrosit zar proteinleri
incelendiginde anne, baba ve bir ¢ocukta band 3
protein eksikligi saptanirken diger cocuklarin
normal oldugu goézlenmistir (Tablo 3, Sekil 1). Bu
ailenin antioksidan sistemi c¢alisldiginda SOD
dizeyinin ailenin tim Uyelerinde normal, plazma
MDA duzeylerinin anne, baba ve bir c¢ocukta
yliksek oldugu saptanmistir (Tablo 4). Aile o
talasemi yoniinden incelendiginde babanin o’
mutasyonu tasidigi bulunmustur (Tablo 1).

Olgu Yas Hb (g/dl) RBC MCV Hb E G6PD
(106) () (U/gHb)
A.A(anne) 33 12,5 4,72 85,3 AS 2,6
*S.A.(baba) 32 13,4 5,54 77,9 AA 6,0
G.A.(¢ocuk) 7 12,0 5,13 76,5 AA 5,0
S.A.(gocuk) 5 12,7 4,74 85,1 AA 1,1
H.A.(cocuk) 8 13,1 5,15 81,4 AS 2,1
Normal sinir - K 12-16 K 4,2-5,4 K 81-99 AA 8-12
E 14-18 E 4,7-6,1 E 80-94

*S.A: o mutasyonu tasimaktadir.

Tablo 2. G6PD enziminin kinetik verileri
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Olgu Km (uM) Analog (%) pH
G6P NADP NAD dNADP Galaktoz
AA 74 2 44 98 24 6
SA 156 9 6,1 73 82 6,9
G.A 147 8 7,7 78 4 6,1
Normal sinir 50-70 2-4 1y 55-60 7-15 8
Tablo 3. Olgularin eritrosit membran proteinleri
Olgu Spektrin (%) Ankyrin (%) Band 3 (%)
AA. 21,7 6,7 16,74
SA. 18,1 5,0 16,6 ¥
G.A. 18,2 6,0 19,0
SA. 20,9 71 15,8 ¢
H.A. 20,8 52 20,6
Normal sinir 20,7+2,6 4,7+0,9 21,2425
Tablo 4. Antioksidan sistem diizeylerinin karsilastiriimasi
Olgu soD (U/gHb) | MDA Band 3 (%) G6PD Hb E
(nmol/L) (U/gHb)
AA. 830 3,3 16,71 2,6 AS
SA. 865 5,5 16,6 1 6,0 AA
G.A. 840 0 19,0 5,0 AA
SA. 890 2,9 15,8 4 1,1 AA
H.A. 833 0 20,6 2.1 AS
Normal sinir 1030+188 2,2+0,7 21,2+2,5 AA
Il Iz
s A
1 Iz I3
G SA HA

@ : Band 3 cksikeigi

Sekil 1. Band 3 eksikligi tagiyan bireyler

biyologlarina yol gosterici olan G6PD enzim

TARTISMA o -
eksikliginin  tanisi  ve nedeninin arstirilmasi,
G6PD eksikliginin diinya zerinde ¢ok yaygin - pivokimyasal ve de molekiler biyoloji alanindaki
olarak bulunmasi, onu lizerinde en ¢ok calisilan teknik ve yontemlerin  gelismsiyle hiz

kalitsal hastaliklardan biri haline getirmistir. Toplum
genetikgilerine, biyokimyacilara ve hiicre

kazanmigtir'*'>®,

Akdeniz kiyisinda yer alan Cukurova'da,
enzim eksikliginin halk sorunu olusturacak kadar
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temelde
22,23

sik  oldugu, enzimin biyokimyasal
heterojen bir yapi gosterdigi bilinmektedir

Bu galisma sonuglarina gére G6PD enzim
diizeyi ile SOD ve MDA arasinda bir korelasyon
bulunamamistir. Ayni sekilde HbS ile SOD ve MDA
arsinda da bir korelasyon saptanamamistir; fakat
membran proteinlerinden band 3 eksikligi ile MDA
arasinda iligki olabilecegi diisintlmustir (Tablo 4).
Bu sonucun hemolizin fizyopatolojisi ile iliskisine
bakacak olursak:

Biyolojik zarin  majoér yapisi lipit ve
proteinlerdir®. Protein miktart, zarin
fonksiyonlarinin ~ sayisi  ile  birlikte  artar.

Malondialdehit lipit peroksidasyonun sekonder bir
arind  olup, lipitlere ait  peroksidasyonun
belirlenmesinde kullanilan dnemli bir parametredir.
Lipit  peroksidasyonu, lipitlerin
oksidatif bozulmasidir. Poliansatire yag asitleri
oksidatif hasara ugrarsa zar yapisi ve fonksiyonu
hasar gorebilir. Lipit peroksidasyonu, lipitler kadar
zar proteinlerine de hasar verebilir. Lipit
peroksidasyonu sirasinda ortaya c¢ikan MDA
Olcllerek lipit peroksidasyonunun miktari
saptanabilmektedir. Bdylece lipit
peroksidasyonundaki bozukluk, zar yapisini ve
dolayisiyla da zar proteinlerini etkileyecektir. En
cok etkilenen zar proteini band 3 olacaktir. Band 3
proteini integral ve transmembran bir protein olup
ayni zamanda anyon kanali olarak da adlandirilir®'.
Bu protein hem eritrosit iskelet ©6gelerinin zara
baglanmasini saglar, hem de zarin lipit tabakasini
boydan boya gegerek kanal gorevi gorir. Bu
sekilde CI' ve HCOj3 gibi anyonlarin zardan
gecisini saglar. Band 3 proteinindeki bozukluk
anyon giris ve cikisini etkileyeceginden hiicrenin
osmotik basinci ve buna bagli olarak da hiicre
volimi artacak ve bu nedenle de hemoliz
gerceklesecektir. Hemolizin siddetine bagl olarak

poliansatiire

da MDA duzeyi degisecektir.
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SUMMARY

Erythrocyte Membrane Structure and
Antioxidant System of a Family with G6PD
Enzyme Deficiency

In the G6PD deficiency syndromes the cause
of hemolysis is thought to be due to low enzyme
activity and oxidative stress in the erythrocytes. To
investigate the possible contributions the
erythrocyte membrane proteins, antioxidant system
and the G6PD enzyme activities of a family, known
to be moderately deficient, were analyzed. The
enzymes were purified from blood samples by
utilizing DE-52 cellulose pH 7.0 column
chromatography. Biochemical properties of G6PD
were studied in these partially purified enzymes.
The erythrocyte membrane proteins were detected
according to the Dodge method. The Fridovich and
Ohkawa methods were used for the detection of
superoxide dismutase (SOD) and malondialdehid
(MDA). When the biochemical properties of
partially purified enzyme were studied, three
members of the family found to have high Km
(74uM, 156uM and 147uM) for G6PD and also
father and his daughter have high Km napp (9uM,
and 8uM) values. Utilization of NAD and dNADP
analogs was high in three members of the family,
utilization of galactose was high in mother and
father but low in daughter. At the optimum pH
studies, although father and daughter had
biphasic pH optimum curve but mother had
monophasic pH curves. Abnormality in membrane
proteins were detected as band 3 deficiency in
three members of family. While the data of SOD
were found to be normal in all members of the
family, the plasma malondialdehid values of
mother, father and one daughter were measured
as high.

Key Words: G6PD, erythrocyte membrane
proteins, SOD, MDA.
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