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OZET

10 kordon kant, 10 yeni dogan ve 10 yetiskinde, spektrofotometrik
olarak Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz enzimi aktivitesi olgiildii. Ug
degisik substrat konsantrasyonu kullamlarak enzime ait Km ve Vm
degerleri tesbit edildi. Enzim aktivitesi kordon kamnda 3.93F1.53
Unite|gm Hb, yeni doganda 4.31F0.93 Unite|[gm Hb, yetiskinde
4.76F1.16 Unite|gm Hb olarak tesbit edildi. Eritrosit hemohzati
ile yapilan 6lgiimlerde enzime ait kaba Km degeri 31-38 mikroM.
bulundu. Mevcut bilgilerin wsiginda sonuglarm tartismasy yapild.

1. Giris :

Glukoz -6- Fosfat Dehidrogenaz
(G6PD) enzimi eritrosit metaboliz-
masinda ¢ok Onemli bir yer isgal eder.
Bu enzim bilindigi gibi pentoz fosfat
yolunun (Sekil 1.) ilk enzimidir ve Glu-
koz-6- Fosfat (G6P)’1 6 fosfoglukonat’a
gevirir ve bu sirada bir molekiil NADP,
NADPH haline doniigiir. Pentoz fos-
fat yolunda 2. kademe 6-Fosfoglukonat
Dehidrogenaz enzimi tarafindan katalize
edilen safhadir ki burada da 6-fosfo-
glukonat ribuloz-5-fosfat’a déniisiir, yi-
ne bir molekiil NADPH ve ayrica bir
molekiil CO, tesekkiil eder. -

Fritrosit iginde normal sartlarda
glukozun 9 3-11 i pentoz fosfat yo-
lunda metabolize edilir. Bu metabolik
yolun eritrosite neler temin ettigi Se-
kil 2. de gosterilmigtir. Bunlarin en
basinda NADPH sentezi gelir. NADPH
eritrosit hayatiyeti i¢in ¢ok lizumlu
bir maddedii. Bu madde eritrosit iginde
enerji temini i¢in kullanilmaz, ancak
eritrosit  biitiinligiini saglayan bir
¢ok reaksiyonda kofaktor roliinii oynar.
Bu reaksiyonlar; glutatyon ve methe-
moglobin rediiksiyonu ve bazi enzim-
lerin stabilize edilmesidir.

Pentoz fosfat yolunun anahtar
enzimi olan G6PD aktivitesinin hayatin
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muhtelif periyodlarinda. farklt olduguna

dair rapotlar vardir. Gross ve Hurwitz(l)y
Zinkham(2), Fois ve arkadaslari(3) ve.

Witt (4) G6PD aktivitesini yeni doganda
erigskine gore yiiksek bulmuglardir. Sa-
dece Tada ve Watanebe(5) enzim ak-
tivitesini prematiirelerde, normal ‘yeni
‘doganlara gore diislik olarak tesbit et-
misler, fakat normal doganla, siit ¢o-

cuklar1 arasmnda bir fark bulamamlg-

lardir.

Biz de bu calismayi, hem G6PD
aktivitesini o6lgme metodunu kurmak
ve hem de kordon kani, yeni dogan
ve yetigkinleri bu enzimin gesitli kinetik
parametre]en yonunden ‘kiyaslamak
gayeleri ile diizenlemis bulunuyoruz.

2. Materyal ve Metod :

Materyal : Galismamizda kullani-
lan kan niimuneleri, Fakiiltemiz Do-
gumeévinde diinyaya gelen bebeklerin

gdbek kordonlarindan, Yeni Dogan

Servisindeki 0-7 giinliik bebeklerden.

elde edildi: Yetigkinlere ait kan Ornek-
leri ise, laboratuvar personelimizden
ve orta Ofrenim yapan dgrencilerden

alind1. Niimuneler, fiziksel ve labora-
tuvar bulgular1 yoniinden tamamen
normal ve dzellikle hemolitik bir hika-
yesi veya tezahiiri olmayan sahislar
arasindan secildi. Kan niimuneleri ACD
soliisyonu fizerine alind1 ve ilk ii¢ saat
iginde analiz edildi.

Metod : G6PD enzimi aktivitesi
eritrosit hemolizatinda tayin edildi.
Olgiim Unger ve Wiener(6) metodu ile
yapildi. ‘

A) Kullanilan reaktifler : |

1. 0.25 M Tris tamponu, pH 7.4

2. 0.154 M KCl (izotonik)

3.012 M MgCl, - )

4. 0.0125 M NADP

5. 0.0625 M Glukoz-6-Fosfat
(G6P).

B) Deneyin yapilisi : Kan niimunesi
izotonik KCI soliisyonu ile 3 defa y1-
kandi. Son santrlfugasyonu takiben
eritrositler distile su ilavesi ile takriben
100 defa sulandirilarak hemolize edildi
ve analize gegildi. Enzim aktivitesinin,
Km ve Vm degerlerinin-tesbiti amact ile
3 degisik substrat konsantrasyonunda
dlgiilebilmesi igin agsagidaki deney se-
mast diizenlendi : '

I nolu -

.’ _Kﬁ_r I nolu _ 11T nolu
N o Substrat Substrat Substrat
Tris (ml) - 0.50 0.50 0.50 0.50
Mg€2 - -« 0.20° 0.20 0.20 10.20
Su o« 150 1.38 1.35 1.30
© NADP- ol o 0.10 0.10 0.10
G6P -« T 0.02(x) 0.05(x) 0.10
‘Hemolizat  « 1030  ~'0.30 0.30 10.30
Toplam ~ « 2.50 $2.50 2.50 2.50

' (x Tris tamponu 1le 1 /10 defa sulandmlmls 0.00625 th G6P soliisyonu



Hazirlanan deney semasina gore son
G6P molariteleri; I nolu substratta
sx106 M, II nolu substratta 12.5x
106 M, II nolu substratta 5qx;¢-6
M idi.

Spektrofotometrik 6lgiim Beckman
DU-2 spektrofotometresinde ve 340
milimikron dalga boyunda yapild:.
Hemolizatta mevcut Hb, siyanmethe-
moglobin metodu ile tayin edildi ve
enzim aktivitesi, hemolizatin  ihtiva
ettigi 1 gm Hb basma diisen enzim
iinitesi olarak ifade edildi (Unite/gm
Hb). i

Bilindigi gibi bir dakikada 1 mik-
romol NADP indirgeyen ve 1 mikro-
mol NADPH tesekkiiliine sebep olan
enzim aktivitesi bir {inite olarak kabul
edilir. Caliymamizda 6l¢iim 340 mili-
mikron dalga boyunda yapildigina £20-
re, 1 mikromol NADPH tesekkiil et-
tigi zaman optik dansitede (OD) artis
1 ml hacim ve 10 mm lik 151k yolunda
0.00622 olur. Bu 6n bilgiden” hareket
ederek enzim aktivitesi su sekilde for-
miile edilebilir. Deneyimizde kiivetteki
son hactrm 2.5 ml olduguna gore 1
mikromol NADPH tesekkiil etmesi
halinde OD de artiy 0.00622/2.5 =
0.00249 bulunur veya OD deki 0.001
artig, 0.001//0.00249 = 0.402 mik-
romol NADPH olusumuna tekabiil
eder. Deney sirasinda bir dakikada
tesbit edilen OD artis1 A ile ifade edilir
ve 0.3 ml hemolizatta mevcut olan
Hb C ile gosterilirse

Enzim Aktivitesi (Unite/gm Hb) =

Ax0.402/C
olur.

Calismarmizda  enzimatik reaksi-
yonlar degisik sicakliklarda yapild:.
Ancak her deney sirasinda temperatiir
dikkatle tesbit edildi ve bu konuda

elde meveut faktdrlerle(6) carpilmak su-
retiyle sonuglarimiz 25°C igin stan-
dardize edildi.

3. Bulgular :

Bulgularimizi 2 kisimda takdim
edecegiz :

1) Enzim satiirasyonu ile ilgili
caligmalar ve sonuglari.

2) Mubhtelif yas periyotlarinda tes-
bit edilen G6PD aktiviteleri ve kinetik
parametreler.

1) Her nekadar G6PD enziminin
satiire oldugu konsantrasyonlar daha
onceden tesbit edilmisse de, biz mem-
leket sartlarnmizda miisrif olmamak
gayesiyle bu konuda bir 6n ¢alisma
yapmay: ve deneysel olarak maksimal
hizi veren en diisiik substrat konsant-
rasyonunu bulmay: uygun gérdiik, Ni-
tekim cesitli deney sonuglar gosterdi ki:
250x19-6M Ve 1x19-3 M substrat kon-
santrasyonlari- hizlari yoniinden farkli
degildiler. Hatta bazi 6lgmelerde, muh-
temelen substrat inhibisyonuna baglh
olarak enzimatik aktivitede diisme bile
tesbit edildi. Enzim doyurulmas: ile
ilgili bulgular Tablo I. de gdsterilmistir.

2) G6PD ile ilgili g¢aligmalar 3
yas grubunda yapildi. Her grupta 10
degisik kan Ornegi analiz edildi. Grup °
A da kordon kanlari, Grup B de 0-7
glinlik yeni dofan bebekler, Grup
C de de yetigkin sahislar vardi.

Ug degisik substrat konsantras-
yonunda Olgiilen enzim aktiviteleri Tab-
lo II. de topluca takdim edildi. II nolu
substrat disinda diger konsantrasyon-

larda A, B, C, gruplan arasinda en-

zimatik aktivite yOniinden bir fark



Tablo: I. ‘G6PD Enziminin Satiirasyonuna Ait Bulgular

Vaka Deneyde kullanilan Substrat Enzim -
G6P (ml) konsantrasyonu aktivitesi(Unite/gm Hb)
B.D. 0.1 250x10-6M 3.336
B.D. 0.4 1x10-3M 3.336
B.S. 0.1 250x10-6M 3.348
B.S. 0.4 1x10-3M 2.916
E.X. 0.1 250x10-6 5.099
EX. 0.4 1.10-3M 4.940
H.C. 0.1 250x10-6M 5.294
H.C. 0.150 375x10-6M 5.450
HC. 0.2 5x10-4M 5.551
H.C. 0.4 1x10-3M 5.526

Tablo II. Ug degisik G6P Konsantiasyonunda Tesbit Edilen Enzim Aktiviteleri

I nolu II nolu III nolu
Yas substrat substrat substrat
Gruplari (5x10-6M) (12.5x10-6M) (250x10-6M)(satlire en-
zim)
Grup A(n=10) 0.7150.20 1.29730.31 3.93F1.53
Grup B(n=10) 0.867-0.31 1.47750.33 -4.31720.93
Grup C(n=10) 0.8470.18 1.46£0.40 4.76F1.16

goriilmedi. Ancak III nolu. substratta
A ve C gruplan arasindaki fark Onemli
bulundu (p<<0.05).

G6PD enzimine ait Km ve Vm
degerleri, deney sonuglarma gore Line-
weaver-Burk e doBrusu cizilerek hesap
edildi. Tablo IIL. de ii¢ yas grubuna
ait Km ve Vm degerleri goriilmektedir.
4, Tartisma :

Calisma bulgularmi takdimlerin-
deki siniflandirmaya uygun olarak tar-
tigacagiz.

. Bu galigmamuzla bolimiimiizde ilk
defa G6PD enzimi aktivitesinin olgiil-

mesine dair metodu uygulamis ve 8l-
ciimle ilgili temel prensipleri tesbit
etmis bulunuyoruz. Kanaatimizca bu
calismada kullamlan Unger ve Wiener
metodu sadece bir ultraviole spektro-
fotometresinin mevcudiyetinde rahat-
likla uygulanabilir. Dikkath olarak
calisildig 1 zaman gayet diigiik substrat
konsantrasyonlarinda dahi elde edilen.
v hizlari, muntazam bir Linewear-
Burke dogrusunun gizilebilmesine im- -
kan vermislerdir. Enzimin 25q¢10-6M
lik bir substrat konsantrasyonu ile
doyurulabildiginin tesbiti, uygulama si-
rasmnda daha yiiksek konsantrasyonlar

5



Tablo III. Muhtelif Yas Grupalarindaki Normal Sahislarda G6PD Enzimine ait Km

ve Vm degerleri.

Yas Gruplan Km Vm

Grup A(kordon kani) 31x10-6M 4.267F1.59
Grup B (yeni dogan) 29x10-6M 4.627F0.93
Grup C (yetigkin) 38x10-6M 5.2371.36

kullanmay1 onlemek yoniinden yararh
bir sonugtur.

Sekil 1. in incelenmesinden anlasi-
lacagi iizere pentoz fosfat yolunda
NADPH sentezi ile sonuglanan 2 reak-
siyon vardir. Bunlardan ilki bizim il-
gilendigimiz G6PD enzimi tarafindan
yoneltilir ve 6-fosfoglukonat ve NADPH
tesekkiilit ile sonuglanir. Tkinci reak-
siyon ise hemen birinciyi izler ve 6-
fosfoglukonik dehidrogenaz tarafindan
katalize edilmek suretiyle, ribiiloz-5-
fosfat, NADPH ve CO, tesekkiiliine
sebep olur. HAlbuki eritrosit hemoli-
zatlarinda G6PD daima  6-Fosfoglu-
konik Dehidrogenazla kontaminedir.
Yani olusan NADPH bir degil iki en-
zimatik reaksiyon iiriiniidiir. Ancak
problem pratik uygulama agisindan ele
alindiginda su sekilde bir hal caresi s6z
konusu olabilir. Eritrosit hemolizatinda
glutatyon reditktaz, methemoglobin
reditktaz gibi NADPH okside eden
sistemler vardir. Iste bu sistemler
NADPH nin bir kismum harcarlar ve

¢ok doBru olmamakla beraber olusumu

gosterilen NADPH nin sadece G6PD
reaksiyonu sonucu meydana - gelmis
gibi miitealdsina imkén veriiler(7). O
halde G6PD aktivitesinin saf olarak
- tayin edilmesi isteniyorsa daha degisik
bir metod uygulamasi gerekmektedir.
Bu gaye i¢in Diinya Saglik Tesikilatinin

6

366 nolu raporuna (8) ve (9) nolu kay-

naga bagvurulabilir.

G6PD enziminin kinetik 6zellikleri
hakkinda galisma yaparken bazi temel
prensipler {izerinden hareket edilmesi
Diinya Saglik Teskilat: tarafindan tav-
siye edilmistir((8). Bunlar; deney sicak-
hginda iiniformitenin temini, kinetik
galismalarm  piirifiye edilmis enzim
preparatlar ile yapilmas: ve enzim akti-
vitesinin niimunenin 6zelligine gbre
gram Hb bagsina veya 1010 eritrosit
basina diisen miktarlar olarak ifade
edilmesidir. Aktivitenin 1 veya 100
ml kan bagina diigen iinite clarak bil-
dirilmesi bugiin i¢in en seyrek kulla-.
mlan bir ustidiir. Eritrosit sayimi da -
bilylik hatalara maruz kalabilecegine
gore, bazi mahsurlarina 1agmen aktivi-
teyi bildirmekte en uygun yolun gram
Hb bagma diisen iinite olabilecegi ka-
nisinda birlesilmistir (8, 9). Buna rag-
men son bildiris tarzinin da hatali yon-
leri belirtilmelidir. Zira enzimatik ak-
tivite hemoglobin konsantrasyonundan
ziyade eritrosit sayisi ile orantilidir.
Bu itibarla enzim aktivitesi gram Hb
bagina hesaplandiginda meseld hiper-
krom anemilerde diisiik, hipokrom ane-
milerde yiiksek bulunabilir (9).

G6PD aktivitesi ¢alismamizda kor:*
don kani, yeni dogan ve yetigkin kan-
larinda farklilik géstermemistir. Ancak



aktivite bildirilmesinde en tavsiye edilen
yolu segmemize ragmen bu yol kordon-
yeni dogan kanlar1 ile erigkin kanlarim
mukayese etmekte sithhatli bir kistas
- olmayabilir. Zira gerek kordon kani
ve gerekse yeni dogan eritrositleri, eris-
kin eritrositlerine gore hem daha biiyiik
ve hem de daha fazla Hb ihtiva eder-
ler(10). Bu itibarla gram Hb basina

bildiris aktivitenin kordon ve yeni |

dogan kanlarinda 1elatif olarak diisiik
bulunmasma yol agabilir. Bu yargiya
dayanarak kanaatimizi, GO6PD akti-
. vitesinin kordon ve yeni dogan kan-
larinda, yetisikinlere nazaran daha yiik-
sek oldugu seklinde ifade edebiliriz.

Hernekadar Diinya Saglik Teskilat:
1Imi Komitesi Km 6lgiilmesinin piirifiye

enzimle yapilmasini tavsiye ediyorsa da
biz bu dlglimii gimdilik teknik imk&n-
sizligimiz nedeniyle hemolizat kulla-
narak yaptik. Normal G6PD (Gd(4-),B)
enziminin glukoz-6-fosfat igin Km de-
geri muhtelif kaynaklara gore (8, 11,
12) 39-78 mikroM arasinda bildiril-
mistir. Bizim tesbit ettigimiz 31 - 38
mikroM lik seviye muhtemelen piirifiye
enzimJe calisilmamasi sonucudur. Ancak
bulgularmmizin enteresan sayilabilecek
bir yonii Km degerlerinin kordon ve
yeni dogan kanlarinda ayni, buna kar-
silik yetigkin kaninda nisbeten yiiksek
olusudur. Bu farklilik ayrica yiiksek
Km- diisiik enzim substrat iligkisi ne-
deniyle hayatin baglangicinda daha aktif
bir G6PD bulundugu fikrini destek-
ler mahiyettedir.

SUMMARY

A STUDY OVER THE ENZYME KINETICS OF ERYTHROCYTE GLU-
COSE-6-PHOSPHATE DEHYDROGENASE IN VARIOUS AGE GROUPS

Glucose-6-Phosphate Dehydro-
genase activity has been measured
spectro-photometrically in 10 cord
bloods, 10 newborns and 10 adults.
In addition, Km value for Glucose-6-
phosphate was determined in three
groups by using different substrate
concentrations. Enzyme activities were

3.9371.53 (Units/gm Hb), 4,3150.93
and 4.7671.53 in cord bloods, new-
borns and adults respectively. Rough
Km value for glucose-6-phosphate
ranged 31-38 micro M. Results were
discussed in the light of current medical
literature.
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