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OZET

Erzurum ve gevresinde yasayan 64 erkek, 48 kadin toplam 122 eriskin saglam
sahsin eritrosit glukoz-6- fosfat demdrogenaz (G6PD) enziminin aktivitesi tayiniy-
le bélgenin normal degerleri tesbit edildi. ‘

Saflagtirilmig eritrosit paketinde' hematokrit tayini ve eritrosit sayinu yapila-
rak ml eritrosit basima ve 1011 eritrosit basina aktivite belirlendi.

Genelde G6PD aktivitesi 1.238+0.18 U[ml erftrosit bulundu. Bu degerin kadin-
larda 1.2237F0.192 U[ml eritrosit, erkeklerde 1.25 F 0,172 U[ml eritrosit oldugu
goriildii. :

1011 eritrosit ba;mq aktivite degerleri ise toplam vakalarla 12.356 F 2.022
U olarak tesbit edildi. Bu deger kadinlarda 12.331 F 2.172 U, erkeklerde 12.375
F 1.968 U olarak bulundu.

Aktive degerleri iizerinde cinsiyetin etkisi istatistikce onemli bulunmad.

GIRIS

insanlarda hayati 6nemi olan glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzimi
tizerinde ¢alismalar giinden giine artmaktadir. Bu giine kadar bu enzimin ylizden
fazla varyant: tarif edilmigtif (34). Arastirmalar enzimin aktivitesi, yapisi, gen ya-
pist ile bunlarin hemolitik anemi ve kanser basta olmak tizere -hastaliklarla
iliskileri {izerinde yogunlastirilmis bulunuyor (22).
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(xxxx) Atatiirk Univ. Tip Fkak. Biyokimya Anabilim Dali, Aras. Gor.
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Pentoz fosfat metabolik yolunun ilk ve diizenleyici enzimi olan G6PD enzimi
alt birimlerden yapilmis polimer bir molekiildiir. Ortamin pH sina, iyonik kuvve-
tine ve protein konsantrasyonuna bagli olarak aktif formda dimer, trimer, tetra-
mer ve hekzamer sekli olusabilmektedir. Yiiksek pH ve yiiksek iyonik kuvvet
etkisinde en zim monomer sekline doniismekte ve aktivtesini kaybetmektedir
(13,19,23,38,40,41,48). ‘ E '

Enzimin monomerlerinin molekiil agirhg1 43 bin ile 75 bin arasinda degisik-
lik gostermektedir (10,15,41,42,47). Enzimin dimer, trimer ve tetramer sekilleri
ise bunun katlart olarak ortaya ¢ikmaktadir (15,41,42). Enzimin N ucunda tiro-
zin ve alanin amino asitleri bulunmaktadir (9,15). ‘

G6PD enziminin .spesifik substratt G6P tir (15,40). Magnezyumun Onemli
derecede ak.ivator etki ettigi (15,25,41,42,47) enzimin koenzimi NADP+ dir.
Enzim diisiik aktivite ile NAD™ yi de koenzim olarak kullanabilmektedir (41,48).
G6PD aktivitesi birinci derecede NADP+/NADPH oraninca diizenlenir (7,24,
26,29,36,49). Ayrica besinler, hormonal denge ve enzimin genetik yapis1 diizenle-
yici role sahiptirler (10,15,25,41,42).

G6PD enziminin 6zellikle pentoz fosfat yolunda, eritrosit biyokimyasinda ve
klinik biyokimyada 6nemli bir yeri vardir. Pentoz fosfat yolunda tesekkiil eden -
NADPH, mitokondri diginda rediiktif bir gii¢ olusturur. Sitoplazmada cereyan
eden biyolojik sentezlerin ¢ogunda indirgeyici giiciin kaynag: budur (7,15,22,41).

Tiirkiye’'nin, 6zellikle Dogu Anadolw’nun normlarini tesbit eden caligmalar
¢ogu zaman eksikligini hissettirmektedir. Deniz seviyesinden oldukga yiiksek,
iklim sartlar1 ve halkin beslenmesi farkli olan Dogu Anadolu, oldukca 6zel bir
bélgedir. Dolayistyla kendi normlarina ihtiyag vardir. iste bu amagla Erzurum ve
¢evresinde yasayan saglam sahislarin eritrosit G6PD enzim aktivitesinin normal
degerlerini tesbit etmek istedik.

MATERYAL ve METOD

Bu galigma Erzurum’da ikamet eden 20-75 yaslar1 arasinda 112 saglikli sahsin
kan nimuneleri iizerinde yapilmigtir. Bu sahislarin 64’ii erkek, 48’ kadindir.

Calismaya fiziksel ve laboratuvar bulgulari yoniinden tamemen normal, &zel-
likle hemolitik hikayesi veya belirtisi olmayan sahislar alimistir.

Hemoglobin, hematokrit tayinleri ve eritrosit sayimi i¢in kan niimunelerinin
2 ml si okzalath siselere kondu. Hi¢ bekletilmeden bu tayinler yapildi (2). 4 ml
kan niimunesi, iginde 1 ml ACD-A ¢6zeltisi bulunan santrifiij tiiplerine alinds
(2,21). Bu tiiplerde; a) eritrosit paketinin elde edilmesi (39), b) siispansiyon yapil-
masi, ¢) siispansiyonda hematokrit tayini (5), eritrosit saymmi (17), d) su ile he-
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molizat elde edilmesi ve protein tayini (28), ) Digitonin ile hemolizat elde edil-
mesi ve bundan G6PD aktivitesi (39) ile hemoglobin tayini (33) yap11d1 G6PD
aktivitesi Schroter (39)’e gore tayin edildi.

BULGULAR

Kanda yapilan hemoglobin, hematokrit ve kan sayimi bulgular:1 Tablo-1’de

verilmigtir.

Tablo-I: Kan Bulgular:

L Hb% g Ht % Eritrosit 106/mm3
Cinsiyet n — — p—
X + SD x 4+ SD x + SD
E 64 16.614-2.000 49.834-5.184 | 5.444-0.736
K 48 14.1741.628 42.92+5.376 | 4.324-0.097
TOPLAM 112 15.56+2.201 | 46.8746.265 | 4.96--0.899

Eritrosit paketindeki eritrosit sayim ve hematokrit degerlen Tablo-II’de
verilmistir.

Tablo-II: Eritrosit Paketinde Hematokrit ve Eritrosit Sayimlari

] Ht % I' Eritrosit 106/mm3
Cinsiyet n X + SD X + SD

E _ 64 - 98.72+4.896 10.124-0.480

K -48 96.504+-4.326 9.954-0.372
TOPLAM | 112 . 97.90+4.698 10.04+0.444

Hemolizattaki protein ve hemoglobin degerleri Tablo-III’te verilmigtir.

Tablo-III: Eritrosit Proteini ile Eritrosit ve Hemolizat Hemoglobini Degerleri

g protein/100 ml eritrosit g Hb/ml hemolizat g Hb/100 ml erit.

Cinsiyet | n X+ SD X + SD X+ SD
E 64 34.92--1.080 6.6334-0.264 33.15+1.320
K 48 34.154-1.032 6.6381-0.242 33.204-1.210
TOPLAM | 112 34.594+1.122 6.6354-0.254 33.204+-1.270

Aym sahistan elde edilen numunelerin G6PD aktivitesini dort ayr1 birimde
tesbit ettik. Bundan sonraki aragtirmalarda duruma gore bu birimlerden herhan-
gibirinin tercih edilebilecegini diisiinerek, birisi ile yetinmeyip ayri ayri hepsini
vermeyi uygun bulduk. Dért ayr1 birim ile elde edilen sonuglar Tablo-IV’te veril-
migtir.
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Tablo-IV: Faktore gore ml eritrosit bagina aktivite, 1011 eritrosit bagina akti-
vite, hematokrit degeri ile hesaplanan ml eritrosit bagma aktivite
ve g Hemoglobin bagina aktivite bulgular:

Faktore gore | U/1011eritrosit] Hematokrit de-| Ufg Hb
U/ml eritrosit geri ile hesapla-
, ‘ nan Ufml
eritrosit
Cinsiyet| n | x + SD X+ SD | x4+ SD X + SD
E 641 1.250+0.172 | 12.3754£1.968| 1.25240.186 3.7734+0.444
K 48| 1.22340.192 | 12.33141.112| 1.24340.175 3.679+0.579
Toplam | 112 1.2384-0.180 | 12.356+2.022 1.248+0.162 | 3.7334-0.578

Biitiin sonuglarin cinsiyet yoniinden istatistik analizleri yapilmig, fark onemli
" bulunamamaigtir.

TARTISMA

NADPH+ H* ve pentoz fosfatlarin iiretimi- yoniinden olduk¢a Onemli bir

fonksiyonu olan G6PD, aktivitesinin bir ok hastalikta degisiklik gostermesi ve

genetik defektlerinin Snemlilifinden dolay1 ok sayida arastirmalara konu olmus
bir enzimdir.

G6PD aktivitesini 6lgme konusunda birgok metod gelistirilmigtir (27). G6PD
aktivitesinin tayin edilmesi, bu aktivitede degismeler gosteren hastaliklarin
teshisine yardime: olabilecegi gibi, kalitsal G6PD eksikliginin ortaya gikarilmasi-
m1 da saglar. Tiirkiye’nin Akdeniz Bolgesinde G6PD nin kalitsal eksikligi nispeti
Say tarafindan %, 11.4 olarak bildirilmistir (37). '

Bu @alxgma G6PD enziminin aktivitesini 6lgmede hassas ve ozgiil bir metod
~ kurmak ve bolgesel norm degerlerini elde edebilmek igin ‘yapllmlstlr. Bu sayede
patolojik bulgularin isabetli degerlendirilmesine yardimci leak diigtintilmiistiir.

Bu ¢aligmada eritrosit ici G6PD aktivitesinin tayininde Schréter (39) metodu
modifiye edilerek uygulandi. G6PD aktivitesini tayin eden biitiin metodlarin
prensibi aynidir. Bu prensip G-6P nin oksidsyonu ile tesekkiil eden NADPH
nin 340 nm de maksimum absorpsiyon gostermesi esasina dayanir. 340 nm de
absorpsiyon artiy NADPH’1in tesekkiil miktarina baglh oldugu i¢in, bu artigin
hizi enzim aktivitesi ile orantihdir (6). Yalmz, G6PD aktivitesinin rol aldig1 pentoz
fosfat yolunda 2 NADPH kaynagi vardir. Birisi G6PD, digeri 6PGD (6-Fosfog-
lukonat dehidrogenaz) dir. Metodlarin farkhilig her ikisinin ayrlhp G6PD akti-
vitesinin degerlendirilmesinden kaynaklanmaktadir. Biitiin bunlar soyle sirala-
nabilir : ‘ _

a) ikinci reaksiyondan olusan NADPH 1n ihmal edildigi metodlar (6): Bu me-
todlar yaklagik 9 25 yiiksek sonug verirler (22,42).
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b) G6PD ve 6PGD aktivitelerini toptan ve miistakil olarak 6PGD aktivitesi-
ni tayin eden metodlar: Her ikisinin farkindan G6PD aktivitesi bulunur (8,12,22,
27,42,48). Bu metodlar G6PD eksikligi vakalarinda hatali sonu¢ vermektedir
ve her seferinde iki tayin yapildigi i¢in caliyma hizini yavaslatmaktadir.

¢) Reaksiyon ortamina fazla miktarda 6PGD enzimi ilave ederek her iki ka-
demenin ayni hizda yiiriitiilmesi ile 1 mol glukoza 2 mol NADPH olusturulmasi
prensibine dayanan (14,27,32) metodlar vardir. Fazla reaktif harcayan pahah
metodlardir. Tek basamaktan ibaret ve G6PD ye spesifik olmasi iistiin bir tarafidir.

d) 6PGD enzimini inhibe ederek G6PD aktivitesini tayin eden metodlar:
Bunun igin ya 2,3-difosfogliserat (11,14) veya maleinimid (14,39) kullanilmakta-
dir. Biz genis bir aralikta etkili olan ve hata kaynagimi kiigiilten maleinimidi
kullanan Schréter (39) in metodunu sectik. Olgiimde kullandigimz Beckman
DU-2 Spektrofotometresi ile analiz i¢in de bu metod uygundur, bir seferde ii¢
analizi birden okuma imkani vermektedir. '

Schréter’in metodunda ii¢ modifikasyon yaptik: 1) EDTA-trietanolamin-
NaOH tamponu yerine arastiricilarin ¢ogunun tercih ettikleri (6,8,11,12,14,32
+ 42,48,49) EDTA-tris tamponunu kullandik. 2) Reaktiflerden ekonomi sagla-
mak i¢in deney total hacmini 1.5 ml den 1 ml ye kiigiiltiikk. 3) NADP+ konsant-
rasyonunu 0.5 mM den aragtiricilarin ¢ogunun kullandaklir1 (12,22,30,31 35,
41,42,49) 0.2 mM e indirmeyi uygun gorduk Bu konsantrasyon optimum akti-
viteyi saglamaktadir.

Aragstiricilar arasinda aktivite birimi bakimindan ihtilaf vardir. Ufml erit-
sit, U/1011 eritrosit, U[1012 eritrosit, Ufg Hb., U/ml kan U/[100 ml kan
gibi birimler kullanilmaktadir. Bu birimler birtakim hesaplarla birbirine cevri-
lebilirse de hata kaynaklari artmis olur. En uygun birimin Ufg Hb oldugu ka-
naati yaygindir (1,27). BOyle olmakla beraber bunun da hatasi vardir. Ciinkii
aktivite, hemoglobinden ¢ok eritrosit sayisina baghdir (1,27).

Bulunan Hb ve hematokrit degerleri literatiirde verilen normal degerlerin iist
simirmda  bulunmaktadir (3,22). Bolgemizde daha once yapilan bir galismada
ayni degerler verilmistir (44). Bunu deniz seviyesinden yiikseklikle izah etmek
miimkiindiir. Bu tayinleri vakalarimizin normal olup olmadigini kesinlestirmek
i¢in yaptik. Daha once fizik muayene ile saglam kabul edilen sahislar laboratuvar-
ca da dogrulanmis oldu. Erkeklerde Hb % 12 g, hematokrit %, 39, kadinlarda
Hb?%; 12 g, hematokrit %, 36 den a§agl bulundugunda c¢aligmadan ¢ikarildi.

‘ Eritrosit paketinin Hb ve saymm sonuglari Schréter’in bulgulari ile paralel
bulunmustur (22,39). Eritrosit i¢i protein degerleri (20,46) ve Hb degerleri (3,20,
43,46) literatiirle uygunluk igindedirler. .

G6PD. akt1v1tes1ne ait degisik birimlerdeki literatiir degerleri ile bizim bul-
dugumuz degerler Tablo-V’de goriilmektedir.
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Tabloda goriildiigii gibi, aktivite degerleri arasinda farklilik vardir. B ufark-
Iiligin metod, deney ortaminin sicakligl, yas grubu ve bélgesel degisikliklerden
kaynaklandig1 diisiincesindeyiz. Schréter (39)’in bulgular1 oldukga yiiksektir ve
diger bulgulara uygunluk gostermektedir. Elde ettifimiz degerler daha gok
literatiirdeki diisiik degerlere uygunluk gdstermektedir. Kachar (22) ve Hartz
ve ark. (16) Misirli erkeklerde Italyanlardan daha yiiksek aktivite bulmuslar-
lardir. Bu bilgi, farkliligin bélgesel olabilecegini géstermektedir. Bizim bulgula-
rimizin nispeten diisiik bulunmasi muhtemelen Erzurum yoresinin bélgesel fark-
Iiliklarindan ileri gelmis olabilir. Bir ikinci -ikitimal de, yore oOzelliklerine bagla-
digimiz Hb yiiksekligi 6zellikle U/g Hb biriminde diisiik aktivite bulgusuna se-
bep olabilir. Ayn1 bolgede caligmis olan Aksu (1)’nun bulgular: gériiniiste yiiksek
gibiyse de, kullanilan metodun % 25 kadar fazla aktivite gostermesinden dolayi,
hakiki degerleri bizim bulgularimizla ayni sayilir.

Bu calismada aktivite degerlerinin cinsler arasindaki fark: istatistikge Snemli
bulunmamistir. Bu da literatiir verilerine uymaktadir (27). Ayrica literatiir de-
gerlerinden ¢ogu cinsiyet ayirimi yapilmadan verilmistir (1,4,16,22,39,45). Bu
da arastiricilarin, cinsiyet farklilig: olmadigi kanaatinde olduklarmi bildirmek-
tedir.

THE ERYTHROCYTE GLUCOSE-6-PHOSPHATE DEHYDROGENASE
ACTIVITY IN NORMAL SUBJECTS IN ERZURUM AND SURROUN-
DINGS .

SUMMARY

Normal values of the enzyme erythrocyte glucose-6-phosphéte dehydrogenase
were established by measuring the activity in 112 adult normal subjects (64
men, 48 women) in Erzurum and surroundings. '

Activities per ml of erythrocyte and per 1011 erythrocytes were determined
by hematocrit and erythrocyte counts in purified erythrocytes.

In all cases, the mean activity was found to be 1.238 F0.18 U/ml of erythrocyte.
This value was 1.22370.192 U/ml of erythrocytes in women and was 1.25F
0.172 Ufml of erythrocytes in men.

The mean activity per 1011 erythrocytes was established to be 12.356+3F
2.022 U in all cases. This value was 12.3317-2.172 in women and was 12.375
+ 1.968 U in men.

Effect of sex on the activity was found statistically no significance.
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