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OZET

Amag: Bu galismada klinigimizde saptanan G6PD geni varyantlarini ve
klinikle olan iligkilerini derledik. Varyantlarin hemogram-biyokimya parametrelerine
etkisi, hemoliz etyolojisi ve varyantlarla iligkisini inceledik. Canakkale yoéresinde
saptadigimiz varyantlarin literatlr verileriyle karsilastirmasini ve Ulkemizde hangi
varyantlarin bulundugunu saptamayi hedefledik. Sonraki ¢alismalarda ulkemizde
hangi varyant/exonlara dikkat edilmesi gerektigi konusunda yardimci olmayi

amacladik.

Gere¢ ve Yontem: Calismamiza 2018 yilindan sonraki 5 sene igerisinde
G6PD geninde varyant saptanan olgular dahil edilmigtir. Varyantlar yeni nesil
dizileme yoOntemiyle saptandi ve biyoinformatik araclarla degerlendirildi. Yas,
cinsiyet, varyant, ekzon numarasi, hemogram, biyokimya parametreleri ve klinik
etyolojileri siniflandirildi. JASP istatistik programi yardimiyla tanimlayici istatistik

analizleri yapildi. Sonuglar literatur ile mukayese edildi.

Bulgular: Calismada 59 hastada varyant saptandi. 30’u non-polimorfik, 29’u
polimorfik olarak tespit edildi. Non-polimorfizm grubunda 10 farkh varyant saptandi.
16 Akdeniz varyanti, 3 Chatham varyanti, 2 Cairo varyanti, 3 Union varyanti, 1
Gond varyanti, 3 ¢.774C>T(p.D258D) varyanti, 1 ¢.1368C>T(p.D456D)varyanti,1
€.120+7A>Cvaryanti saptanmistir. Polimorfikgrubun tamaminda
€.1311T>C(p.Y437Y) varyanti saptanmistir. Non-polimorfik varyantlarin exonlari
5,6,8,9,11,12 ve splice-site olarak tespit edildi. En sik(%53,3) exon 6 varyanti

(Akdeniz) mevcuttur.



Sonug: Calismamiz literatlr verileri ile uyumlu olarak Kklinikle en iligkili
varyantin Akdeniz varyanti oldugunu desteklemektedir. Diger varyantlarin da
ulkemizde gozlendigi ve hastalarin klinik bulgular gosterebilecegi saptanmigtir.
Bakla tuketiminin fazla, enfeksiyonlarin mevsimsel olarak sik ve yeni gelistirilen
ilaglarin oksijen radikalleri olusturma potansiyellerinin bilinmemesi nedeni ile tani
almamis olgular risk altindadir. Bu nedenle Ulkemizde genis yeni nesil dizileme
panelleri ile sekanslanmis G6PD geninde tesadlfi saptanan patojenik varyant
saptanan olgulara genetik danigsma verilmesi, potansiyel risklerin hastalara

anlatilmasi gerektigini savunuyoruz.

Anahtar Sozcukler: G6PD eksikligi, favizm, hemolitik anemi

ABSTRACT

Purpose: We compiled the G6PD gene variants detected in our outpatient
clinic and their relationships with the clinic. We examined the effects of the variants
on hemogram-biochemistry parameters, the etiology of hemolysis, and their
relationship with the variants. We aimed to compare the variants we detected in the
Canakkale region with literature data and to determine which variants are present
in our country. We aimed to help in future studies on which variants/exons should

be paid attention to in our country.

Materials and Methods: Cases with variants detected in the G6PD gene

within 5 years after 2018 were included in our study. Variants were detected by

Xi



next-generation sequencing and evaluated with bioinformatics tools. Age, gender,
variant, exon number, hemogram, biochemistry parameters, and clinical etiologies
were classified. Descriptive statistical analyses were performed with the help of the
JASP statistical program. The results were compared with the literature.

Results: A variant was detected in 59 patients in the study. 30 were
detected as non-polymorphic and 29 as polymorphic. 10 different variants were
detected in the non-polymorphism group. 16 Mediterranean variants, 3 Chatham
variants, 2 Cairo variants, 3 Union variants, 1 Gond variant, 3 ¢.774C>T(p.D258D)
variants, 1 ¢.1368C>T(p.D456D) variant, 1 ¢.120+7A>C variant were detected.
€.1311T>C(p.Y437Y) variants were detected in the entire polymorphic group.
Exons of non-polymorphic groups were identified as 5,6,8,9,11,12 and splice site.

The most common (53.3%) exon 6 type (Mediterranean) is present.

Conclusion: Our study, consistent with literature data, supports that the
most clinically relevant variant is the Mediterranean variant. It has been determined
that other variants are also observed in our country and patients may show clinical
findings. Undiagnosed cases are at risk due to high broad bean consumption,
seasonal frequency of infections, and the unknown potential of newly developed
drugs to create oxygen radicals. For this reason, we argue that genetic counseling
should be provided to cases with a pathogenic variant detected incidentally in the
G6PD gene, which has been sequenced with large next-generation sequencing

panels in our country.

Key  Words: G6PD deficiency, favism, hemolytic anemi

Xii



1. GIRIS VE AMAG

G6PD eksikligi dunya genelinde 400 milyon kisiyi etkileyen en sik gorulen
enzim defektlerinden biridir. Daha sik olarak Akdeniz Ulkelerinde, Orta Dogu’da ve
plasmodium enfeksiyonunun endemik oldugu cografyalarda gézlenmistir. Ulkemiz
de bu hastalik agisindan riskli bolgelerden biri olarak bilinmektedir. Enzim defekti
olan hastalar reaktif oksijen radikallerinin hasarina karsi savunmasizdir. Bu
nedenle daha 6nce kanitlanmis bazi etyolojilere maruz kalindigi zaman yenidogan
sariligi, akut hemolitik anemi, kronik anemi ve diger sistemik bulgular ile seyreden
klinikler ortaya ¢gikmaktadir. Klinik bulgulara sarilik, halsizlik, yorgunluk, anemi, kola
ve camur rengi idrar, sirt agrisi, karin agrisi eslik edebilir. Hastalarin hayat boyu
reaktif oksijen radikallerini agreve edecek etyolojik ajanlardan uzak durmasi

gerekmektedir.

Daha o6nce Ulkemizde yapilan g¢alismalar G6PD nin Akdeniz varyantina
odaklanmis ve klinik olarak klasik G6PD klinik prezentasyonlarini inceleme Gzerine
yogunlasmistir. Ulkemizde daha cok Akdeniz siniri olan iller (Adana, Hatay ve
Antalya) bolgesinden hastalarin klinik derlemesi mevcuttur. Ayrica Istanbul ve
Ankara merkezli deneyimli buyuk kliniklerin G6PD eksikligi ile ilgili degerli Klinik
calismalari mevcuttur. italya, Hindistan, Amerika ve Orta Dogu iilkelerini iceren
kapsamli molekiler ¢alismalar mevcuttur. Tulrkiye’de kapsamli  molekuler
calismalar mevcut degildir. Bu ¢alismamizda Canakkale populasyonunda 5 yillik
retrospektif tarama ile G6PD geninin varyantlarini ve klinikle iligkisini ortaya
koymaya calistik. Biz bu ¢calismada uUlkemizde G6PD geninin diger varyantlarini da

kapsayan kapsamli bir molekuler analiz ve klinik iligkisini derlemeye ¢alistik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Eksikligi

2.1.1. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Eksikligi Tanimi, Tarihgesi ve
Epidemiyolojisi

G6PD enzimi kirmizi kan hicrelerinde Pentoz Monofosfat yolaginda goérev
alan ve eritrositleri oksidatif hasara kargi koruyan hayati enzimdir. Bazi gidalar,
enfeksiyonlar, bazi ilaglar ve kimyasallarla tetiklenen akut hemoliz, kronik hemoliz,
yenidogan hiperbilirubinemisi gibi degigsken spektrumda klinikler meydana
gelebilir(5,6). Anti —malaryal ilaglar (6zellikle primakin), sulfonamidler, sulfon grubu
ilaglar, metilen mavisi ve toludin mavisi gibi kimyasallar, naftalin toplari, kuru bakla,
oksidatif stresi arttirabilecek enfeksiyonlar etiyolojiye ornek verilebilir(9). Hemolizi
tetikleyen unsurlara maruz kalinmadigi donemde asemptomatiktir. X-linked resesif
patern ile kalitimi gergeklesir ve bu yuzden erkekler daha sik etkilenmektedir.
Kadinlarin etkilenmesi zigosite, mozaizm derecesi ve X-inaktivasyon paternine
gore gerceklesir. Homozigot kadinlarda ve varyanti inaktif X kromozomu Uzerinde
olmayan kadinlarda da klinik bulgular gozlenmistir(12). Tam eksikligi yasam ile
bagdasmaz, eritrositlerin varligini devam ettirebilmesi i¢cin az da olsa enzim

aktivitesine ihtiyaci vardir(7).

G6PD ilk defa Otto Warburg ve Walter Christian tarafindan 1932 yilinda
kirmizi kan hlcrelerinde redoks fonksiyonlu bir enzim olarak tanimlanmistir. 1952
yiinda Paul Carson anti-malaryal bir ila¢ olan primakine hassas kigilerde, 1956
yilinda ise Gennaro Sansone bakla yeme 6ykusu sonrasi hemoliz hikayesi olan
kisilerde G6PD eksikligi oldugunu saptadilar(3). Yine ayni ddénemlerde bazi
enfeksiyonlar sonucu duyarh kigilerde eritrosit dmrinidn kisaldigi tespit edildi.

1960’larin sonuna dogru farkl mutasyonlarin degisken derecede kliniklere sebep



oldugu anlasildi, sonraki 20 yilda ise 400’e yakin farkh biyokimyasal varyant
tanimlandi(4). 1986 yilina gelindiginde G6PD geni sekanslandi ve bundan sonraki

20 yil icerisinde 140 farkli molekuler varyant tespit edildi(1).

Orta Dogu, Asya, Latin Amerika ve Afrika irklarinda daha sik gdzlenirken,
bati toplumlarinda daha nadir bulunmaktadir(2). Ozellikle Kuzey Afrika ve Orta
Dogu populasyonlari etkilenmistir. Sardinya, Singapur ve Yunanistan enzim
eksikligi ile hemoliz iligkisinin ilk tanimlandidi lokasyonlar olarak bildirilmistir(8).
Adriyatik kiyisinda %0.44, Yunanistan'da %3,14, italya'da %0.2-15, Kuzey
Afrika’da %21 ve Orta Dogu’'da ise %18-24 olarak bildiriimekle birlikte en yuksek
frekans %65 ile Kurt-Yahudi toplumlarinda gézlemlenmistir(13). Ulkemizde yapilan
calismalarda enzim eksikligi %0,5 olarak saptanirken Cukurova bdlgesinde bu oran

%8,2 olarak tespit edilmistir(7). Ulkemizde ayrica Diyarbakir ve gevresinde de sik

gorulmektedir(10).

Expressed s % of the male populstion that i hemirygous
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Sekill. G6PD eksikligi dagihmi. Dinya Saghk Orgiti (WHO) calisma
grubundan alinmistir(14)



2.1.2 Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Eksikligi Patofizyolojisi

G6PD hucrede glikolizi pentoz fosfat yolagina (PPP) yonlendiren hiz

kisitlayici bir enzimdir. Glikoz-6-Fosfat G6PD enzimi ile 6-Fosfoglukonolaktona

metabolize olur, reaksiyon sirasinda nikotinamid adenin fosfat

(NADP)

indirgenir(11). Reaksiyon sonunda uretilen NADPH, ¢ekirdeksiz eritrositlerde hayati

Ooneme sahiptir ve bu eritrositterde NADPH’In yegane kaynagidir. Glutatyon

disulfid, glutatyon reduktaz enzimi ile sulfidril glutatyona indirgenirken substrat

olarak NADPH kullanilir. Yeniden Uretilen sulfidril glutatyon ise reaktif oksijen

radikalleri ile oksitlenmeye hazirdir(3).
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G6PD enzimi eksik oldugunda oksidan-antioksidan balansi oksidanlar lehine
bozulur. Hulcrenin glutatyon sdlfidril Gretme kapasitesindeki azalma birikmis
oksidan yukunun hicrenin bagka elemanlarina yonelmesine neden olur(16).
Reaktif oksijen radikalleri, bu radikallerle etkilesime acgik olan lipid elemanlarla
hizlica reaksiyona girer. Lipid peroksidasyonuna ugrayana organellerin basinda
hicre membrani gelmektedir(17). Membrani reaktif oksijen radikalleri ile oksitlenen
hicreler hizla hayati fonksiyonlarini kaybederler. Bu durumda yasam suresi 120
gun olan eritrositler normalden ¢ok daha kisa yasarlar. Bu durumdan diger
hdcrelerin reaktif oksijen radikallerine daha direncgli olmasinin nedeni, ¢ekirdekli
hicrelerin alternatif yolaklar ile NADPH Uretebilme kapasitesinin olmasindandir.
Malik enzim, sitozolik ve mitokondriyal izositrat dehidrogenaz NADPH’in diger
kaynaklaridir(18).

2.1.3. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Eksikligi Klinik Bulgulari

Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz eksikligi yenidogan sariligi, akut ve kronik
hemoliz ataklarindan asemptomatige kadar genis spektrumda klinik degiskenlik
gOstermektedir. Dinya saglik 6rgitld hastaligr 5 sinifa ayirmigtir. Class | en agir
fenotipi ifade ederken Class V’e dogru klinik hafiflemektedir(19). Class | Kronik
Non-Sferositik Hemolitik anemi olarak tanimlanmaktadir. G6PD enzim aktivitesi
%10’un altindadir. Sporadik ve nadir taradur. Class Il de yine enzim aktivitesi %10
altindadir ancak epizodik akut hemoliz ataklar ile seyreder. Akdeniz veya Asya
varyanti olarak tanimlanmaktadir. Class llI'te ise %10-60 enzim aktivitesi vardir ve
oksidatif stres ile tetiklenen ataklar mevcuttur(20). Afrika varyanti olarak bilinir ve
Kuzey Amerika kitasinda daha ¢ok siyah irkta saptanmasi Afrika’dan go¢ eden

tasiyicilar kaynakh oldugunu dagsundurmektedir.



. . ENZIM
TUR KLINIK . . PREVALANSI
AKTIVITESI
Kronik Nonsferositik
Class | N ) <%10 Nadir
Hemolitik Anemi
Akut intermittan Asya ve Akdeniz
Class Il N ) <%10
Hemolitik Anemi toplumlarinda sik
ilag ve Enfeksiyonla Afrika ve
Class 1l tetiklenen %10-60 Afroamerika
intermittan Hemoliz toplumlarinda sik
_ %60-150 Normal _
Class IV Asemptomatik : 4 Nadir
enzim aktivitesi
) >%150 Artmig _
Class V Asemptomatik. _ . Nadir
enzim aktivitesi

Tablo 1. Dinya Saglik Orgutiti G6PD Eksikligi klinik klasifikasyonu

G6PD varyantlari;

G6PD B; Wild tip olarak bilinmekte ve beyaz irkta gorulmektedir

G6PD A; Afrika irklarinin %10-20 sinde goérulmektedir. A ve B saglikli
fenotipetedir.

G6PD A-; En vyaygin gorilen varyant. Orta ve agir hemoliz ile

iligkilendirilmigtir. Afrika ve Afroamerikalilarda gorulen tiptir.

G6PD Akdeniz; Beyaz irkta sik gozlenen patojenik tirdur. Agir hemoliz ile

iligkilendirilmistir(32)



Yenidogan sarihg G6PD hastalarinda normal populasyonda beklenenden 2
kat daha fazla gozlenir. Bebek prematir dogum ise bulgular kernikterusa varan
agirhkta olabilir. Ciltte ve sklerada sararma, huzursuzluk, letarji, beslenme
bozuklugu, kusma ve ates klinik bulgularidir(2). Bu olgularda gozlenen sarilik Rh
immunizasyonundan farkli olarak yasamin 2. ve 3. gunlerinde gozlenir(7). Yagamin
ilk gunlerinde gozlenen sarilikta ise genelde altta yatan mutasyon ile birlikte
oksidan ajana maruziyet s6z konusudur. Gilbert sendromu ile birlikte olan
vakalarda daha sik goézlenmektedir. Akdeniz varyantinda daha sik bildiriimigtir
ancak G6PD A- varyantinda da gorulmektedir(24). Devam eden yillarda mevcut

olan agir klinik tablo kronik non-sferositik hemolitik anemiyi akla getirmelidir.

Akut hemolitik anemi G6PD eksikligi hastalarinda en sik gdézlenen Kklinik
bulgudur. Ataklara en sik sebep enfeksiyonlardir, daha nadir olarak ilaglar ve Vicia
Faba bitkisidir(23). Akdeniz varyantinda daha sik gozlenmektedir(24). Hemolitik
streptokoklara bagl uUst solunum yolu enfeksiyonlari, viral ve bakteriyel pndmoniler,
akut hepatit tablolari, E.Coli gibi gastroenterit ajanlari ¢cocuklarda hemoliz atagini
tetikleyen enfeksiyonlar olabilir . Viral enfeksiyonlarin bakteriyel enfeksiyona gore
daha ¢ok hemolizi tetikledigi bildirilmistir(7). Vicia faba’da ise guglu bir oksitleyici
ajan olan pirimidin B-glukozit visinin kararsiz bir aglikon metaboliti olan divicine
klinikten sorumlu olabilmektedir(24). Divicine ve isouromil sulfidril gruplarini
oksitleyerek hicrenin antioksidan mekanizmasini sekteye ugratmaktadir. Favizme
bagh hemoliz, gida alindiktan sonra 24-48 saat icinde meydana gelmektedir. Daha
¢ok 2-6 yas arasi erkek cocuklar etkilenmektedir(28). Hemolizler intravaskuler
tiptedir. Bu nedenle ataklara splenomegali genelde eslik etmez. Halsizlik, karin
agrisi, koyu ya da kirmizi renkli idrar ve hemoglobinuri eslik eden semptomlardir.
Hemolizin siddetine gore bazen sarilik bulgulari eglik edebilir. Ayrintili anamnez
alinmasi etyolojinin aydinlatiimasi i¢cin 6nemlidir. Hemolizin siddetine gore akut
tubuler nekroz, akut bobrek yetmezligi ve sok tablosu agisindan dikkatli

olunmalidir.



Kronik non-sferositik hemolitik anemi klinigi hastaligin herhangi bir etnik
gruba 06zgin olmayan en agir fenotipi olarak bilinmektedir. Cok nadir
raporlanmistir. Yenidogan sariligi siklikla goralur. Hiperbilirubinemi, kronik anemi,
splenomegali ile yasamin ilk yillarinda genellikle tani alir(36). Ilimh durumlarda
hemoliz extravaskduler tiptedir ve hemoglobinari gozlenmez(7). Kronik anemi yasam
boyu devam edebilir ve hastalar transfizyon badimlisi olabilmektedir. Hemolizler
enfeksiyon sirasinda artar. Bu tire daha ¢ok exon 10 icerisindeki mutasyonlarin
neden oldugu saptanmistir(37). Bu bdlgenin N-terminal sonlarinda dimerizasyonu
dizenedigi bilinmektedir ve raporlanan mutasyonlarin dimerizasyonu bozdugu, bu

yuzden enzim aktivitesinde ciddi disus meydana getirdigi gosterilmistir(38).

G6PD enzim eksikliginin dezavantajlari yaninda avantajli oldugu bir durum
mevcuttur. G6PD A- ve Akdeniz allellerinin plasmodium parazitine kargi koruyucu
oldugu saptanmistir(24). Ayrica hemoglobinopatiler ve anemilerde de benzer
avantaj sO0z konusudur(52). Bu iligki tam aydinlatilamamis olmakla beraber
normalde 120 gun olan eritrosit yasam suresinin kisalmasinin plasmodiumun
yasam siklusunu ve proliferasyonunu negatif etkiledigi goérisi Uzerinde
yogunlasiimigtir. Bu varyantlarin cografi dagilimlari géz 6nune alindiginda sitma
prevalansinin  yogun oldugu bdlgelerle benzerlik gobstermesi adaptasyon
mekanizmalar ile bu varyantlarin meydana gelmis olabilecegi fikrini dogurmus,
yapilan ¢alismalar da bunu desteklemistir(50). GBPD Akdeniz varyantinin tarimin
ortadoguda yayildigi dénemde ortaya c¢iktigina dair arkeolojik kanitlar mevcuttur.
Buradan afrika kitasina yayilan tarimsal faaliyetlerle beraber azalan ormanlarin
yerine sulak alanlarin artmasi sonucu Anofel cinsi sivrisineklerin artmasi,
beraberinde ndfusun artmasi ile plasmodiumun yayginlasmasi ve direncli
varyantlarin hayatta kalmasi sebep olarak gdsterilmistir(50). G6PD A- varyantinin
yaklagik 10.000 yil 6nce meydana geldigi, plasmodium falciparum ile insan
iligkisinde tarihsel surecte pozitif secilim ile afrika toplumlarinda baskin hale geldigi

saptanmigtir(51).



G6PD eksikliginin kesfi sirasinda ve sonrasinda da birgok ilag klinik
bulgulardan sorumlu tutulmustur. Ancak bu konuda net bir konsensus
saglanamamistir. Hematoloji, pediatri ve dahiliye disiplinlerinin refereans
kaynaklari birbirleri ile gelismektedir. Mutasyonun turd, bulundugu exon, proteine
olan etkisi, etnik koken ve altta yatan hastalik gibi bircok parametrenin kullanilan
ilaca gore farkl sonuglar dogurabilecedi 6ngoérulmektedir(2). Dapson, metiltioninum
klorid (metilen mavisi), nitrofurantoin, fenazopiridin, primakin, rasburikaz ve

tolonium klorid kullanimlari kesinlikle kontrendike olan ilaglardir(39).

Metilen mavisi; methemoglobinemi tedavisinde kullanilir ve dusik dozlarda
NADPH bagmli indirgenme ile methemoglobin->hemoglobin dénlsimuni
gerceklestirir. Mekanizmadan da anlasilacagi uzere NADPH bagimli oksidatif stresi
arttirma altta yatan nedendir. Nitrofurantoin Uriner sistem enfeksiyonlarinda
kullanilir, kesin olmamakla beraber bakteriler Gzerinde enerji yolaklarini bloke ettigi
dusunulmektedir. Nitrofurantion kullanimina bagh G6PD eksikligi olan hastalarda
¢cok sayida olum bildirilmistir(40). Fenazopiridinin Griner koliklerde analjezik
kullanimina bagh methemoglobinemi vakalari bildirilmistir(41,42). Diger ilaglar gibi
oksidatif stresi tetikledigi gerekgesi ile G6PD hastalarinda hemolizi tetikledigi
dusunulmektedir. Rasburikaz; hipertrisemi tedavisinde kullanilan rekombinant Grat
oksidazdir. Urik asiti allantoine metabolize eder ve atiimini saglar. Reaksiyon
sirasinda H20: olusturdugu saptanmis, bu durumun G6PD hastalarinda oksidatif
stresi ve hemolitik atagi tetikledigi kanitlanmistir(43). Primakin hemolizle iligkisi
saptanan ilk ilagtir ve antiprotozoal amacla kullanilir. Hemoliz ataklarindan
mitokondriyal elektron transport sistemlerini bloke etmesi ve oksidatif stresi
arttirmasi  sorumlu tutulmustur(44). Yapilan baska calismalarda ise hemoliz
ataklarinin olmadigi doénemlerde bile glutatyon seviyesinin azaldidi tespit
edilmistir(39). Dapson hem antibakteriyel hem antiprotozoal aktivitesi olan bir
ilagtir. Hucrede sitokrorm b5 rediktaz aktivitesini azaltarak methemoglobinemiye

zemin hazirlar(45,46). Toludin mavisi metilen mavisine gére methemoglobinemi



tedavisinde daha etkili ve daha az yan etkilidir. Etkilerini NADPH-bagimh diaforaz Il
araciligi ile gerceklestirir(48). Hucre icin NADPH seviyelerini degistirdigi ve boylece
methemoglobinemi ve hemoliz ataklarini tetikledigi varsayiimaktadir. ilk defa 1959

yilinda bildirilmis ve sonrasinda bircok ila¢ bagimh hemolitik atak vakasi

tanimlanmigtir(49).

Medication Williams Nelson Textbook of Harrison’s Principles of Internal
Hematolog8! Pediatrics?! Medicing!1?)

Acetanilid Avoid No contraindication Avoid

Aspirin (acetylsalicylic acid) Mo contraindication Avoid No contraindication
Chloramphenicol Mo contraindication Avoid No contraindication
Chloroguine Mo contraindication Avoid No contraindication
Dapsone Mo contraindication No contraindication Avoid
Dapsone/chlorproguanil Mo contraindication No contraindication Avoid
Dimercaptosuccinic acid Avoid No contraindication No contraindication
Furazolidone Avoid No contraindication No contraindication
Glibenclamide (glyburide) Avoid No contraindication No contraindication
Isobutyl nitrite Avoid No contraindication No contraindication
Methylthioninium chloride (methylene blue)  Avoid Avoid Avoid

Nalidixic acid (NeGram) Avoid Avoid Avoid

Niridazole (ambilhar) Avoid No contraindication Avoid
Nitrofurantoin (furadantin) Avoid Avoid Avoid

Pamagquine

Phenacetin
Phenazopyridine (pyridium)
Phenylhydrazine
Primaguine

Probenecid

Mepacrine

Sulfacetamide
Sulfamethoxazole
Sulfanilamide

Sulfapyridine
Thiazolesulfone

Tolonium chloride (toluidine blue)

Cotrimoxazole
(trimethoprim/sulfamethoxazole)

Urate oxidase
Vitamin K analogues

Mo contraindication
Mo contraindication
Avoid
Avoid
Avoid
Mo contraindication
Ma contraindication
Avoid
Mo contraindication
Avoid
Avoid
Avoid
Avoid
Mo contraindication

Avoid
MNo contraindication

Avoid
Avoid
Avoid
No contraindication
Avoid
Avoid
Avoid
No contraindication
No contraindication
No contraindication
No contraindication
No contraindication
No contraindication
Avoid

No contraindication
Avoid

No contraindication
No contraindication
Avoid

No contraindication
Avoid

No contraindication
No contraindication
No contraindication
Avoid

Mo contraindication
Mo contraindication
Mo contraindication
No contraindication
Avoid

No contraindication
No contraindication

Tablo 2. G6PD eksikliginde 3 farkli disiplinin literatirde sik raporlanan

ilaglar ile ilglili yorumlari. Youngster ve arkadaslarinin ayrintih literatur

derlemesinden alinmistir(39)
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2.1.4. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Eksikligi Laboratuvar Bulgulari

Akut hemolitik ataklarda anemi beklenen bulgudur. Tum eritrositlerin yarisi
hemolize olmadigi surece karaciger fonksiyonlari saglam olan bireyde sarilik
g6zlenmez(5). Kemik iliginde artmis eritropoeze bagli periferik kanda retlkulositoz
beklenir. Anemi normokromik ya da artmis retikllositoz nedeni ile hafif makrositik
olabilir(54). Periferik yaymada eritrositlerde “heinz body” ismi verilen oksidatif
hasara bagli membrandz ¢okeltiler gozlenir. Membrani oksidatif stres nedeni ile
hasarlanan eritrositlere dalakta makrofajlarin saldirmasi ile periferik yaymada
isirilmig eritrositler olarak bilinen “bite cell” (anizopoikilositoz) saptanir. Daha az
hasarlanan eritrositler ise sekil degisikligi ile sferositler olarak gdzlenirler. Serum
haptoglobulin azalmistir(7). ilaca bagh hemolizde ilacin kesilmesinden 8-10 gln
sonra hemogram normale dénmeye baslar(1). Laktat dehidrogenaz (LDH) enzim
yuksekligi saptanir. Hemolitik atagin sebebi immun nedenlerse direkt coombs testi
pozitif saptanir ancak G6PD eksikliginde genellikle non-immun etyoloji oldugundan

direkt coombs negatif saptanacaktir(53).

Kronik non-sferositik hemolitik anemide adindan da anlagilacagi Uzere
sferositik eritrositlerin gozlenmesi beklenmez(54). Kronik hemoliz varsa idrarda
hemosiderin ve uUrobilinojen saptanmasi beklenir. Surekli yikima bagli dokularda
eritrositler kaynakli demir birikimi gozlenebilir. Hastalarin demir parametreleri

acisindan aralikh olarak degerlendiriimesi gerekmektedir(36).

Yenidogan sariligi olan G6PD eksikligi hastalarinda anemi nadiren saptanir.
Hafif hemoliz durumunda retikllositozun yenidoganin fizyolojik hemolizi olabilecegi
unutulmamalidir. indirekt hiperbilirubinemi eslik eden laboratuvar bulgusudur.

Bilirubin 95 percentil Gzerinde olgulr(5).
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Sekil 3. G6PD eksikligine bagl olgunun primakin kullanimi sonrasi heinz
body formasyonlari (sagda) ve saglikh bireye ait primakin kullanimi sonrasi

periferik yayma (solda). Ernest Beutler’in galismasindan alinmistir(55)

Sekil 4. G6PD eksikligine bagli
makrofaj tarafindan
hasarlanmis bite cell (isirilmis
hicre) formasyonu. Van Den
Broek’in calismasindan
alinmistir (56)
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2.1.5. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Eksikligi Tanisi

Hastaligin tanisi enfeksiyon, ilag kullanimi veya bakla tlketimi sonrasi
gelisen klinik bulgular sonrasinda konur. Kesin tani icin enzim duzeyinin tayini
gereklidir. Enzim dizeyi tayini icin kalitatif ve kantitatif testler kullanilir. Kalitatif
testler sadece var/yok seklinde sonug verirken kantitatif testlerde enzim dizeyinin
normal degere gore kiyaslamasi da yapilabilmektedir. Erkekler bu hastalik igin
hemizigot olacagindan kalitatif testler taniya yardimci olabilmekte iken, heterozigot
kadinlarda kalitatif testler yetersiz kalmakta, kantitatif testler ile varsa enzim

eksikliginin derecesi belirlenmelidir(57).

Enzim eksikliginin kalitatif taramasinda hizli, basit ve duyarl “floresan spot
testi” kullanilir. %20 ve altinda saptanan enzim seviyelerini belirlemesi nedeni ile
yari-kantitatif test olarak da bilinmektedir(58). Hemolizatlara NAD ve G6PD
eklenerek olusan NADPH o&lgimine dayanir. Reaksiyon neticesinde oOlgllen
floresan 1sima analizin temelini olusturur. Sitmanin endemik oldugu ulkelerde

primakin tedavisine baslanmadan 6nce floresan spot testi ile tarama yapilir(60).

Kantitatif analiz olarak tercih edilen “spektrofotometrik” yontemde enzim
seviyesi belirlenebilmekte ve kalitatif analiz ile net sonu¢ alinamayan vakalarda
daha aydinlatici olmaktadir. Substrat ve kofaktor eklendikten sonra olusan
NADPHIn 340 nm dalga boyunda spektrofotometrik o6lgimine dayanir(60).
Sonugclar IlU/hemoglobin olarak birimlendirilir. 8-Aminokinolin turevi diger bir sitma
ilaci olan tafenoquinin yarilanma omrlu primakine gore daha yuksek oldugu, olasi
bir hemoliz durumunda ilacin kesilmesi halinde bile hemolizin bir sure daha

derinlesecegi varsayilacagi igin, bu ilacin kullanimindan 6nce floresan spot test
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yerine spektrofotometrik analiz ile tarama yapilmasi, en az %70 enzim aktivitesi

saptanmadan ilacin regete edilmemesi 6nerilmektedir(61).

Hemolizin hemen ardindan retukllositozlu donemde bakilirsa geng
eritrositlere bagli olarak normal sonug¢ alinabilir. Bu yluzden retikllositozun
kayboldugu dénemde calisiimasi gerekir. Kan transfuzyonu gerektirecek hemolitik
ataklardan sonra ise 3 ay kalitatif ya da kantitatif analizler énerilmemektedir.
Yenidoganlarda da retikulosit baskinhgr nedeni ile yanlis analizlere sik
rastlanmakta ve yenidojanda hemogram parametrelerinin dizelmesinden sonra
testin tekrari onerilmektedir. Lokositlerde G6PD enzimi yuksek seviyede bulunur.
Hatali analizlerin 6nlenmesi igin analizden 6nce hemolizatin beyaz kurelerden
arindirildigindan  emin  olunmalidir(57).  Numunelerde  enzimaktivitesinin
kaybolmamasi igin, alindiktan sonra 4°C sicaklikta ve en ge¢ 4 gln icinde

calisimlasi 6nerilmektedir(59).

Enzim eksikliginin biyokimyasal metodlarla agiga c¢ikarilamamasi mevcut
testlerin yuksek yanhs pozitif ve yanlis negatif dezavantajlari nedeni ile bazen
mumkin olmamaktadir. Klinik bulgular ve biyokimyasal analizler ile hastaliktan
suphelenildiginde imkan varsa genetik analizlerin yapilmasi o6nerilmektedir. X
kromozomu Uzerinde G6PD geninin Sanger veya yeni nesil dizileme(NGS)
yontemleriyle sekanslanmasi, varsa patojenik veya muhtemel patojenik
varyantlarin aciga c¢ikarilmasi son derece onemlidir. Molekuler analizler hem
maliyetin fazla olmasi hem de teknik personelin yetersizligi nedeni ile Kkitleleri
taramak icin uygun bir yontem degildir(57). Molekuller analizlerin heterozigot
asemptomatik kadinlarda bazen tek tani se¢cenegdi oldugu unutulmamalidir. Ayrica
preimplantasyon genetik tekniklerin kullanilabilmesi i¢in hastalik dusunulen
bireylerde etyolojinin molekuler olarak aydinlatiimasi sarttir. Bugune kadar 230

civari varyant saptanmigtir. G6PD A- ve Akdeniz varyantlarinin sik goruldugu
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cografi bdlgelerde, sik goérilen mutasyonlara yonelik fragman analizleri maliyet
acisindan iyi bir alternatif olsa da nadir saptanan varyantlari saptayamayacagi
unutulmamahdir(60). Teknolojideki gelismelerle beraber maliyetlerin vyillar
icerisinde dusmesi, teknik personelin sayisinin artmasi, diger genetik nedenli
hemolitik hastaliklarla ayirici  tani igin  hemolitik hastaliklar panellerinin
yayginlagsmasi gelecek vyillarda genetik analizlerin  rutin  taramalarda

kullanilabilecegi tahminini dogurmaktadir.

2.1.6. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Eksikligi Ayirici Tanisi

Herediter Sferositoz: Anemi, sarilk ve splenomegali ile karakterizedir.
Eritrositlerde sferositik formasyona neden olan ankrin, spektrin, band3 veya protein
4.2 defektleri neden olmaktadir(62). Sferositik eritrositler dalaktan gecerken
extravsakuller hemolize ugrar, splenomegali, sarilik ve safra taslari bu durumun
neticesinde meydana gelir. Hemolitik krizler en sik enfeksiyonlari takiben meydana
gelir ve bazen aplastik krizlere kadar ilerler. Bunun sebebi enfeksiyonlarin
retikiloendotelyal sistemi uyarmasi ve dalakta yikimi arttirmasidir. Periferik
yaymada hastalarin 4'te 3’Unde sferositler saptanir(63). Kronik hemolizlere bagli
cocuklarda blyume gelisme geriligi, bacak Ulsrleri sik rastlanan diger bulgulardir.
Hastaliga spesifik ozmotik frajilite testinde sisen hicrelerin bozuk morfoloji
nedeniyle erken pargalanmasi incelenir. Cogunlugu otozomal dominant olan bir
grup gende meydana gelen mutsayonlar (ANK1, EPB3, EPB42, SPTA1 ve SPTB)
hastaliktan sorumludur(64). G6PD eksikliginden aile 0OyklUsunde kadinlarinda
erkeklerle ayni oranda etkilenmesi, ylksek sferosit duzeyleri, splenektomiye tam
yanit ve diger klinik bulgularla ayrlir. Klinik suphede mutlaka molekuler testlerle

tani desteklenmelidir.
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Talasemi: BetaTalasemi de tipki G6PD enzim eksikligi gibi Akdeniz
ulkelerinde ve sitma prevalansinin yogun oldugu cografyalarda dagilim goésteren
genetik bir hastaliktir. Ulkemizde beta formu ¢ok sik gozlenirken alfa talasemiye
daha ¢ok glineybati asya (lkelerinde rastlanir. Ulkkemizde 1.300.000 beta talasemi
tasiyicisi oldugu tahmin edilmektedir(66). Hemoglobin beta zincirinin eksik
sentezine bagl klinik bulgular meydana gelir. Hafif ya da agir anemi, kronik
yorgunluk, extrameduller hematopoeze bagli hepatosplenomegali, sarilik, safra
taglari, bacak ulseri, kemik deformiteleri gozlenebilir(67). Anemi genelde kronik
olup, hipokrom mikrositer karakterde beklenir. Elektroforezde diger hemoglobin
zincirlerinin piklerine (HBF, HBA: vs.) rastlanir. Periferik yaymada G6PD eksikligi
anemisi gibi anizositoz ve poikilositoz gozlenebilir. Ortlisen klinik bulgulari olsa da
hemoglobin elektroforez bulgulari, aneminin mikrositer olmasi, bakla ve ilaglarla

tetiklenen ataklarin olmamasi ile ayirici tanisi yapilabilmektedir.

Orak Hucreli Anemi: G6PD ve talasemi gibimalarya ile dagilimi ortigen
resesif bir hastaliktir. Hemoglobin beta zincirindeki 6.pozisyonda glutamik asit
yerine valin kodlayan tek bir ntkleotid degisimi (bu mutasyon HbS Uretir) hastaligin
klasik tipinden sorumlu olurken, HbS ve diger HBB geni varyantlari birlikteligi farkh
turlerini olusturmaktadir(68). Olugsan bu hemoglobin turt oksijen miktarinin azaldigi
durumlarda oraklagsmaya meyleder ve diger hemoglobinlerle polimerizasyona
ugrar. Hipoksik ortamda kilcallarda tikanma hastaligin klinik bulgularinin gogunun
altinda yatan patofizyolojidir(69). Vazookluziv agrili krizler, aplastik krizler ve
sekestrasyon krizleri gozlenebilir. Enfeksiyon en dnemli mortalite ve morbidite
nedeni olarak bildiriimigtir. Hem enfeksiyonlarin sitokinler araciligiyla endotelyal
akivasyon ile krizleri tetiklemesi, hem de krizlerden sonra enfeksiyonlarin
savunmasiz dokularda Ureyebilmesi birbirini besleyen bir dongl olarak karsimiza
cikar(70). Ataklarla seyreden (Ozellikle enfeksiyon) hemolitik surgler G6PD ile
ayriminin yapilmasini gerektirir. Hemoglobin elektroforezinde HBS saptanmasi,

periferik yaymada orak seklinde hemoglobinler, G6PD eksikligine bagli hemolizin
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aksine agrili krizlerin gézlenmesi ve kronik donemde organ hasarinin olmasi ile

ayirici tanisi yapilir.

Otoimmun Hemolitik Anemi: Eritrosit membranina karsi antikor gelisimi
veya kompleman baglanmasi ile karakterize, erkek ve kadinin esit etkilendigi ¢ok
nadir hastaliklardir. Yillik insidansi 100.000 de 1-3 olarak tahmin edilmektedir(71).
laglar, otoimmun hastaliklar, enfeksiyonlar etyolojiye ©rnek verilebilir. Ancak
vakalarin buaylk bir kismi idiyopatik saptanmistir. Antikor-antijen komplekslerinin
dalakta, karacigerde yikimi ya da kompleman aracili mekanizma ile intravaskuler
hemolizi meydana gelir. Sicak otoimmun hemolitik anemi(OHA), paroksismal
soguk hemoglobinri ve soguk aglutinin sendromu Klinikleri ile kargimiza gikar(72).
En 6nemli ayirici unsur otoimmun hemolitik anemi vakalarinin %95 inde coombs
testinin pozitif olmasidir. Ozellikle enfeksiyon ve ilaglarla tetiklenen hemoliz ataklari
G6PD eksikliginden ayirici tanisini gerektirmektedir. Otoimmun hemolitik anemi
icin Mikoplazma, Sitomegalovirus, Ebstein-Barr viris ve Hepatit C vakalari 6n
plana ¢ikarken G6PD eksikligi icin daha ¢ok E.coli, Salmonella gibi gastroenterit
etkenleri, Hepatit A, bakteriyel pndmoniler sebep olabilmektedir. Yine etyolojide
kullanilan ilaglarin turi de hastahdin ayirici tanisinda yardimci olur. Penisilin,
sefalosporin, levodopa, metildopa, prokainamid gibi ilaglarla otoimmun hemolitik
anemi daha ¢ok raporlanmisken bu ilaglarin G6PD etyolojisinde ataklar tetikleyici
etkisi oldugu bilinmemektedir(73).

Gilbert Sendromu: Dinyada vellkemizde vyaygin bulunun bilirubin
glukuronidasyon defekti ile karakterize resesif bir hastaliktir. Klinik bulgular
unkonjuge bilirubin yuksekligi ve sarilik olsa da subklinik hemolizin varhgi diger
hemolitik hastaliklardan ayirici tanisini gerektirmektedir(74). Hastalar genelde
ergenlik déneminde baslayan 1hmh sarilik klinigi ile tesadufen tani alir. Aglik, yogun

egzersiz, stres, enfeskyion ve ilaglar hiperbilirubinemiyi tetiklemektedir. Gilbert
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sendromu ile diger hemolitik hastaliklarin birliktelikleri hem yenidogan sariligini
hem de hemolizi arttirdi§i icin, G6PD eksikligi tanisi konulan olgularda bile gilbert

arastiriimasi onerilir(75).

Hemoglobinopatinin kalitatif ya da kantitatif olmasina goére ayirici tani igin
yapilmasi gereken biyokimyasal analizler degismektedir. izoelektrik fokuslama,
yuksek performans ligid kromatografi gibi yontemlerle hemoglobin subgruplari da
tespit edilebilmektedir(76). Ancak burda unutulmamasi gereken nokta
elektroforezin de kendi limitasyonlarinin oldugu ve diger hemogram ve
biyokimyasal parametrelerden (demir vs.) etkilendigi, yanhs pozitif ya da yanlis
negatif sonuglara yol acabildigidir. Nadir saptanan eritrositer enzim eksiklikleri goz
onunde bululdurulmali, otoimmun mekanizmalarla olmasa bile ilaca bagli hemolizin
meydana gelebilecegi ve altta yatan baska sarilik etyolojiler mutlaka
arastinimahdir. Bu ylzden kesin olmayan songlar ya da ayirici tanisi yapilamayan
vakalar molekuler analizlere ihtiyagc duymaktadir. Tek gen dizileme ya da daha
genis hemolitik hastaliklar panelleri ile diger biyokimyasal ve Kklinik bulgularin

beraber degerlendiriimesi hastalik tanisinin konulmasinda daha saglikli olacaktir.

2.1.7. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Eksikligi Tedavisi

G6PD eksikliginin su an icin bilinen bir tedavisi yoktur. Genel kabul gbren
yaklagim, oksidatif stresorlerden korunmadir. Aneminin derinlesmesi durumunda
kan transflzyonu hayat kurtarici olabilir. Genel kani hemoglobin duzeyinin 7 g/dl
altina dustiginde ya da 9 g/dl altinda hemoglobiniri eslik ediyorsa transflizyon
gereklidir(7). Sik tekrar eden hemolitik vakalarda splenektomi konusunda genel bir
fikir birligi saglanamamigtir. Yenidogan sariliginda klinige gore fototerapi ihtiyaci

olabilir. Hastalar kernikterus acisindan dikkatli takip edilmelidir. Terapotik olarak
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glutatyon biyosentezinin arttirimasi, NADPH Uretiminin alternatif yolaklar ile
desteklenmesi, G6PD geninin transkripsiyonunu arttiran molekuller ve G6PD

enzimine direkt baglanarak aktivasyonunu arttiran maddeler denenmistir(20).

Askorbat: C vitamini insanda iyi bilinen antioksidanlardandir.Ancak in vivo
sartlarda pro-oksidan Ozellikleri oldugu bilinmektedir. Yuksek doz (>6mg/gun) C
vitaminin G6PD eksikliginde akut hemolitik anemiyi tetikleyebilecegi bildirilmis,

hatta 6lim raporlanmistir(78).

N-Asetil Sistein (NAC): Glutamat ile birlikte glutatyon biyosentezinde rol
alir. Redukte glutatyon miktarinin artmasi oksidatif strese karsi hucreyi hazir tutar.
Hemolitik ataklar antioksidan mekanizmalarin desteklenmesi ile azalttigina yonelik
calismalar mevcuttur. G6PD eksikligine bagh ciddi hemolitik anemisi olan olgularda

yogun bakim ventilator destegini azalttigina dair yayinlar mevcuttur(79).

A-Tokoferol (E vitamini) ve Selenyum: Hucre zarini oksidatif strese kargi
koruyan, yagda ¢ozunen vitamindir. Favizmi olan hastalarda klinik Gzerine net bir
etkisi konulamamistir ancak teorik olarak faydasi olabilecegi dustnilmektedir.
Selenyum ile birlikte daha etkili olmaktadir. Favizmi olan bir grup erkek hasta
Uzerinde yapilan ¢alismada tokoferol ve selenyum kombinasyonunun hemoglobin

yasam suresini ciddi oranda arttirdigi saptanmistir(80).

Sodyum butirat gibi histon deasetliaz inhibitérlerinin pentoz fosfat yolunu
upreglle ettigi saptanmistir(81). Karotenoidler ve lipoik asitler tedavide
denenmektedir(20). Bununla birlikte CRISPR gen dizenleme mekanizmalari son

yillarda genetik hastaliklarin tedavisinde buyuk umut olmaktadir.
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2.2. G6PD Molekiiler ve Biyokimyasal Yapisi

2.2.1. G6PD Geni Molekiiler Yapisi

G6PD Geni X kromozomu uzun kolda telomere yakin boélgede / Xq28 de
lokalizedir. Bu lokasyon Fragile X, Hemofili A ve renk korlagu ile iligkili genlerin
oldugu “hot spot” bolge olarak bilinmektedir(29). 18.5Kb buyuklik, 12 intron, 13
ekzondan olugan G6PD geni 515 aminoasitlik G6PD enzimini kodlar(21). insanda
urettigi transkript 2223 bazdan olusur. NM_001360016.2 RefSeq kodu veya
ENST00000393562.10transkript ID ile identifiye edilir(22). Baslangic kodu olan
“‘ATG”, 2.exonunun iginde bulunur. 67 ile 1614 baz ciftleri arasi kodlayan DNA
segmenti (CDS) olarak saptanmistir. Promoter bdlgesinde -70 ile -90 baz ciftleri
arasinda yogun “GC” igerigi bulunur. Klasik “TATA box” yerine ATG baslangic
kodonundan -202 baz ¢ift uzakhkta “ATTAAAT” regulatér bodlgeyi
barindirmaktadir(29). Ayrica hucrenin iyi bilinen “housekeeping” genlerinden
biridir.

G6PD geninin  gen duzeyinde, transkripsiyonel, translasyonel ve
posttranslasyonel dizeyde birgok regulatéri oldugu saptanmistir. PDGF, EGF,
ATM, Nrf2, Hsp27, Vitamin D, insilin, mTOR gibi bazi mediatér ve genler aktive
ederken; Aldosteron, p53, cAMP, TNFa, gibi mediatér ve genler ise

downregulasyonundan sorumludur(30).

G6PD geni OMIM veri tabaninda #300908 MIM numarasi ile tanimlanan X

kromozomu  kahtimh  “Hemolitik  Anemi, Glukoz-6-Fosfat eksikligi ile
iliskilendirilmigtir. Ayrica #611162 MIM numarasi ile “Malarya Direnci” ile

iliskilendirilmigtir(33).
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wnnnCHCCCHCCCCCgcccccgccgattaaatygyccggcggggctcageccce
GGAAACGGTCGTACACTTCGGGGCTGCGAGCGCGGAGGGCGACGACGACGAAGCGCAG
gtaaccggccgqgycygygycyccygcydCunmmntygttaacgagecctttcticcaccag
ACAGCGTCATGGCAGAGCAGGTGGCCCTGAGCCGGACCCAGGTGTGCGGGATCCTGCGGE

AAGAGCTTTTCCAGGGCGATGCCTTCCATCAGTCGGATACACACATATTCATCATCATGG
GTGCATCG

gtgagtatctecccaggecccaatcti..cacacacctgticcotetgccacag
GGTGACCTGGCCAAGAAGAAGATCTACCCCACCATCTG
gtaagtgtgtecccaccactycc ot lunamagyttacagectygtgccctycccteay

GTGGCTGTTCCGGGATGGCCTTCTGCCCGAAAACACCTTCATCGTGGGCTATGCCCGTTC
CCGCCTCACAGTGGCTGACATCCGCAAACAGAGTGAGCCCTTCTTCAAG

gtaggtggtytcaggycctctcoCAnunanitytetgtetatecytyteteccay
GCCACCCCAGAGGAGAAGCTCAAGCTGGAGGACTTCTTTGCCCGCAACTCCTATGTGGCT
GGCCAGTACGATGATGCAGCCTCCTACCAGCGCCTCAACAGCCACATGAATGCCCTCCAC
CTGGGGTCACAGGCCAACCGCCTCTTCTACCTGGCCTTGCCCCCGACCGTCTACGAGGCC
GTCACCAAGAACATTCACGAGTCCTGCATGAGCCAGAT
gtaaggcttyccytigcceteccttnn.taacgcageteccgygctecccageay
AGGCTGGAACCGCATCATCGTGGAGAAGCCCTTCGGGAGGGACCTGCAGAGCTCTGACCG

GCTGTCCAACCACATCTCCTCCCTGTTCCGTGAGGACCAGATCTACCGCATCGACCACTA
CCTGGGCAAGGAGATGGTGCAGAACCTCATGGTGCTGAG

gtygggccaagectyyygccuygyyinmnaantectecacettycccctecctycay
ATTTGCCAACAGGATCTTCGGCCCCATCTGGAACCGGGACAACATCGCCTGCGTTATCCT
CACCTTCAAGGAGCCCTTTGGCACTGAGGGTCGCGGGGGCTATTTCGATGAATTTGGGAT
CATCCG

gtgagagctcticctetetectggye.......gagctectygectettccgtececag

GGACGTGATGCAGAACCACCTACTGCAGATGCTGTGTCTGGTGGCCATGGAGAAGCCCGC
CTCCACCAACTCAGATGACGTCCGTGATGAGAAG

Sekil 5. G6PD geni 5UTR bodlgesi ve Exon 1-8 sekanslari. Protein
sentezleyen bdlgeler mavi olarak renklendirilmistir. intronlar gri ve UTR ise yesil

renk olarak gosterilmistir(25).
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gtaggggotgcaceceagtceccatunnnnatictetcoctiggettteteteay

GTCAAGGTGTTGAAATGCATCTCAGAGGTGCAGGCCAACAATGTGGTCCTGGGCCAGTAC
GTGGGGAACCCCGATGGAGAGGGCGAGGCCACCAAAGGGTACCTGGACGACCCCACGGTG
CCCCGCGGGTCCACCACCGCCACTTTTGCAGCCGTCGTCCTCTATGTGGAGAATGAGAGG
TGGGATG

gtaggtgatgccttcgagycceaytunnnntgaggctyccctttccgccacytay

GGGTGCCCTTCATCCTGCGCTGCGGCAAGGCCCTGAACGAGCGCAAGGCCGAGGTGAGGC
TGCAGTTCCATGATGTGGCCGGCGACATCTTCCACCAGCAGTGCAAGCGCAACGAGCTGG
TGATCCGCGTGCAGCCCAACGAGGCCGTGTACACCAAGATGATGACCAAGAAGCCGGGLA
TGTTCTTCAACCCCGAGGAGTCGGAGCTGGACCTGACCTACGGCAACAGATACAAG

gtyccctacagagaaggagcagtgtuw...cagcaagacactctetcccteacay

AACGTGAAGCTCCCTGACGCCTATGAGCGCCTCATCCTGGACGTCTTCTGCGGGAGCCAG
ATGCACTTCGTGCGCAG

gtyaggcccagetgccgycccctdCunmnmmtccaagecataccatytecceteag

CGACGAGCTCCGTGAGGCCTGGCGTATTTTCACCCCACTGCTGCACCAGATTGAGCTGGA
GAAGCCCAAGCCCATCCCCTATATTTATGGCAG

gtgaggaaagyytgggygctyygoyau....cictectccaccocyteactetecag

CCGAGGCCCCACGGAGGCAGACGAGCTGATGAAGAGAGTGGGTTTCCAGTATGAGGGCAC
CTACAAGTGGGTGAACCCCCACAAGCTCTGAGCCCTGGGCACCCACCTCCACCCCCGCCA
CGGCCACCCTCCTTCCCGCCGLCCGACCCCGAGTCGGGAGGACTCCGGGACCATTGACCT
CAGCTGCACATTCCTGGCCCCGGGCTCTGGLCACCCTGGCCCGLCCCTCGCTGCTGCTAC
TACCCGAGCCCAGCTACATTCCTCAGCTGCCAAGCACTCGAGACCATCCTGGCCCCTCCA
GACCCTGCCTGAGCCCAGGAGCTGAGTCACCTCCTCCACTCACTCCAGCCCAACAGAAGG
AAGGAGGAGGGCGCCCATTCGTCTGTCCCAGAGCTTATTGGCCACTGGGTCTCACTCCTG
AGTGGGGCCAGGGTGGGAGGGAGGGACGAGGGGGAGGAAAGGGGCGAGCACCCACGTGAG
AGAATCTGCCTGTGGCCTTGCCCGCCAGCCTCAGTGCCACTTGACATTCCTTGTCACCAG
CAACATCTCGAGCCCCCTGGATGTCCCCTGTCCCACCAACTCTGCACTCCATGGCCACCC
CGTGCCACCCGTAGGCAGCCTCTCTGCTATAAGAAAAGCAGACGCAGCAGCTGGGACCCC
TCCCAACCTCAATGCCCTGCCATTAAATCCGCAAACAGCC

cctoctgtececttgteatttgettccctgaggacecacttcettgtect

Sekil 6. G6PD geni Exon 9-13 sekanslari ve 3UTR bdlgesi. Protein
sentezleyen bdlgeler mavi olarak renklendirilmistir. intronlar gri ve UTR ise yesil

renk olarak gosterilmistir(25).
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2.2.2. G6PD Enziminin Biyokimyasal Yapisi

lk defa Leuconostoc Mesenteroides tirl bakterilerde izole edilen enzimin
daha sonra insan ile hemen hemen ayni homolojiye sahip oldugu anlasiimigstir(27).
Bakteriden elde edilen bilgiler insan G6PD enziminin yapisini daha ayrintili
incelemeye olanak tanimistir. G6PD enzimi pentoz-fosfat yolaginin ilk basamagini
katalize eden (ayni zamanda hiz kisitlayici) bir enzimdir. Glukoz-6-fosfati D-

glukono-1,5-laktone-6-fosfata donustarur.

Sekil 7. G6PD enzimi sematik gosterimi. Yapisal NADP+ domaini mavi,
katalitik NADP+ domaini koyu pembe ve G6P substrat baglayici domain ise sari
olarak gosterilmisti. Monomerlerden biri yesil digeri agik mavi olarak

gOsterilmigtir(29).
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Enzim dimer-tetramer formlarinda bulunur. Dimer formu hicrede daha
baskindir. Her monomer 59 kDa buyukluginde 515 aminoasitten olugsmaktadir.
Her monomerde yapisal ve katalitik NADP+ birimleri, G6P substrat baglayici bdlge
bdlge bulunur. 31 ve 200 aminoasitleri arasi N-terminal, 201 ve 515 aminoasitleri
arasi C-terminal olarak bilinir. N-terminaldeki B+a koenzim baglayici domain
katalitik NADP+ birimini ihtiva ederken, C-terminaldeki daha blylik B+a domain
yapisal NADP+ birimini barindirir. G6P substrat baglayici domain ise N ve C
terminal uglari arasinda lokalizedir. Yapisal NADP+ domaini allosterik olarak G6P
baglanmasini ve katalizini regule eder(34). Ancak katalitik birimin diger birimler
Uzerinde net bir regulasyonu kanitlanamamistir. G6PD enzimi ikinci bir NADP+
baglanma bolgesine sahip bilinen tek enzimdir. Yapisal NADP+ domaini olarak
bilinen bu bolgenin dimerizasyon noktasina yakin konumda olmasi arastiricilari bu
bolgenin Onemini kavramaya tesvik etmis ve vyapilan c¢alismalar enzim

stabilizasyonu ve dimerizasyonunda énemli roli oldugunu géstermigtir(35).

10 20 30 40 5@ 60 70 80
MAEQVALSRT QVCGILREEL FQGDAFHQSD THIFIIMGAS GDLAKKKIYP TIWWLFRDGL LPENTFIVGY ARSRLTVADI
90 100 11e 120 130 140 15@ le@
RKQSEPFFKA TPEEKLKLED FFARNSYVAG QYDDAASYQR LNSHMNALHL GSQANRLFYL ALPPTVYEAV TKNIHESCMS
170 180 15e 200 210 220 230 240
QIGWNRIIVE KPFGRDLQSS DRLSNHISSL FREDQIYRID HYLGKEMVQN LMVLRFANRI FGPIWNRDNI ACVILTFKEP
250 260 270 280 290 300 310 320
FGTEGRGGYF DEFGIIRDVM QNHLLQMLCL VAMEKPASTN SDDVRDEKVK VLKCISEVQA NNVVLGQYVG NPDGEGEATK
330 340 350 360 370 380 390 400
GYLDDPTVPR GSTTATFAAV VLYVENERWD GVPFILRCGK ALNERKAEVR LQFHDVAGDI FHQQCKRNEL VIRVQPNEAV
410 420 430 440 450 460 470 480
YTKMMTKKPG MFFNPEESEL DLTYGNRYKN VKLPDAYERL ILDVFCGSQM HFVRSDELRE AWRIFTPLLH QIELEKPKPI

490 500 5le
PYIYGSRGPT EADELMKRVG FQYEGTYKWV NPHKL

Sekil 8.G6PD aminoasit sekansi. Uniprot veri tabanindan alinmistir(31)
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Olgularin Secilmesi ve Etik Kurul Onayi

Bu retrospektif calismamiz 2023-90 basvuru numarasi ile Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’'ndan 06.21.2023 tarihli
2023-09/16 karar numarasi ile klinik arastirmalar onayi almistir. Arastirmaya
katilan olgularla telefon ya da poliklinik sartlarinda ylz-yiuze gorisme

gergeklestiriimis, olgulardan bilgilendirilmis onam alinmistir.

Bu ¢alismamizda Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Saglik Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’'nda son 5 yilda, G6PD geninde
varyant tanimlanmis hastalari retrospektif olarak degerlendirdik. Olgular G6PD
eksikligi on tanisi ile klinigimize refere edilmis ve G6PD geninde dizileme ile
varyant saptanmis ya da bagka klinik nedenlerle genis exom panelleri yapilmis
tesadufi olarak G6PD geninde varyant saptanmis hastalardir. Genis ekzom
panelleri olarak Tum Ekzom Dizileme (WES) ve Klinik Ekzom Dizileme (CES)
analizleri kullanilmigtir. G6PD 6n tanisi ile refere edilen hastalardan ise G6PD tek
geni yeni nesil dizileme (NGS) ile sekanslanmistir. “Wet lab” asamalari hizmet
alimi seklinde gerseklestiriimig, analizier COMU SUAH Tibbi Genetik Anabilim
Dali’'nda yapilmistir.

25



3.2.0lgularin Galismaya Alinan Ozellikleri ve Verilerin Eldesi

G6PD geninde varyant saptanan olgularin klinigi ile uyumlu olabilecek
yenidogan sarih@ 6ykusu sorgulandi. Yenidogan sarihdinin suresi ve fototerapi
OyklUsu sorgulandi. Enfeksiyon, bakla ve ilaglardan sonra (klinik yaratmasi
beklenen ilaglar) halsizlik, yorgunluk, sarilik, hipotansiyon, karin agrisi ya da sirt
agrisi, gamur ya da kola rengi idrar yapma oOykusu, biling bulanikhdr oykusu
sorgulandi. Ayrintili aile agaci (pedigri) ¢izildi. Hastalara ait pedigrilerde sadece bu
calismayla iligkili kliniklere ait bilgiler verildi. Hastalarin yakinlarina ait calismamizi
ilgilendirmeyen diger klinik bulgular pedigrilerde gosterilmedi. Hastane Bilgi
Yonetim Sistemi — MiaMed yazilimi ile hastalarin daha 6nceki hemogram ve
biyokimya parametrelerine ulasildi. Hemoglobin, MCV, MCH, MCHC, laktat
dehidrojenaz  (LDH), bilirubin, alanin aminotransferaz (ALT), aspartat

aminotransferaz (AST) parametreleri degerlendirildi.

Varyant saptanan 30 hasta “H” ile kaydedildi (H1, H2, H3...). Polimorfik
varyant saptanan 29 hasta ise “P” ile kodlandi (P1, P2, P3). Olgular yas, cinsiyet,
atak etyolojisi (bakla, enfeksiyon, ilag), gore istatistiksel olarak degerlendirildi.
Hemolitik atak geciren hastalarin laboratuvar parametreleri tespit edilen

varyantlarin turiine gore istatistiksel olarak degerlendirildi.

Verilerin istatistiksel analizinde JASP (Jeffreys's Amazing Statistics
Program) 0.18.0.0 programi kullanildi. Tanimlayici istatistiksel analizler ve iligkili

grafikler sunuldu. Calismada ¢ikarimsal istatistiksel analiz yontemleri kullaniimadi.
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3.3. Kullanilan Materyal ve Metodlar

3.3.1. Tum Ekzom Dizileme ve Klinik Ekzom Dizileme

Bugun igin insanlarda nukleer ve mitokondriyal DNA'da identifiye edilmis
20.000 den fazla gen oldugu bilinmektedir. Bu genlerin exon, intron, 3UTR, 5UTR,
promoter bolgeleri ve dizenleyici bolgeleri oldugu saptanmistir. Tium genler igin
gecerli olmasa da genel olarak genlerin exonlarinin protein kodladigi ve intronlarla
diger bolgelerin duzenleyici rol oynadigi varsayllmaktadir. Mendelyan hastaliklarin
buyuk bolumunun exonlart iceren DNA segmentinde meydana gelen
mutasyonlardan kaynaklandiginin saptanmasi, eytolojisi bilinmeyen ancak
mendeliyan bir genetik hastalik oldugu dusunilen olgularda tim ekzomlarin
sekanslanmasi fikrini dogurmustur. Sekanslanan genetik icerigin tum DNA’nin %1-
2 lik kismini olusturmasi birgok avantaji da beraberinde getirmistir. Maliyetin dusik
olmasi, analizin tim genom sekanslamasina gore daha basit olmasi bunlardan
bazilaridir. Bu nedenlerle tim ekzom dizileme (WES), tim genom dizilemeye goére
hem uUlkemizde hem de dunyada daha yaygin kullanilan yeni nesil dizileme

yontemidir.

20.000 kimliklendirilmis genin %60-65 kadar buyuk bir kisminin henuz
herhangi bir hastalikla iligskilendiriimemis olmasi, analiz sirasinda hala buyuk
zorluklara sebep olmaktadir. Bu nedenle aktif kodladigi proteini, proteinin vicutaki
fonksiyonlarini, transkriptlerini ve iglev kaybi/kazanimlari mutasyonlarinin hangi
hastaliklara sebep oldugunu kesfettigimiz genlerin sekanslanmasi yine maliyet ve
analiz asamasinda buyuk avantaj saglamaktadir. Bu nedenle Kklinik ekzom
sekanlama (CES) da hem llkemizde hem de dunyada sik kullanilan yeni nesil

dizileme metodlarindan biri olarak guncelligini korumaktadir.
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3.3.2. Numunelerin toplanmasi ve DNA izolasyonu

Tum olgulara ait DNA kaynagi olarak periferik kan kullanildi. Periferik kan
numuneleri 4ml EDTA’l tUplere alindi ve izolasyonlar bu tuplerden yapildi. Qiagen
EZ1&2 DNA Blood 200 pl Kit ile Qiagen EZ1 Advanced XL otomatik purifikasyon
cihazinda izolasyon yapildi. Yapilan izolatlarin miktari ve safligi Thermo Fisher
Scientific invitrogen Qubit 4 ve Implen Nanophotometer cihazlarinda
degerlendirildi. Numunemelere ait DNA izolatlari en az 50 ng/ul yogunlugunda ve
A260/280 orani 1,8-2,0 safliginda elde edildi. Bu oranlar yeni nesil dizileme

analizleri igin kabul géren DNA izolasyon degerleridir.

3.3.3. Tum Ekzom ve Klinik Ekzom Dizileme Laboratuvar Agamalari

Klinik ve tum ekzom dizilemede siralama analize uygun kutuphanelerin
olusturulmasi ve bunlarin ekzom sekanslama kitleri ile hibridizasyonu olarak ilerler.
Katiphane olusturulurken fragmantasyon, acik wuclarin onarimi, A ucunun
eklenmesi ve adaptér ligasyonu agsamalari uygulanir. Daha sonra kutiiphane PCR

ile gogaltilir.

Fragmantasyon, agik u¢ onarimi ve A-ucu takilmasi: 50 ng saflastiriimig
DNA, nukleaz-free su ve Qiagen Buffer EB (10mM Tris ve 0.1mM EDTA igerir)
pipetle karistirildi. Oncesinde %80’lik etanol hazirlandi. 10X FX Buffer ve
10pIQlAseq FX DNA Library Kitile (Qiagen) muamele edildi. Thermocycler
cihazinda 4 adimli inkibasyona birakildi. D6ngl sonrasinda ortalama 400 baz cifti
iceren ortalanmis kutuphane fragmant boyutu ile sonuglandi. Adaptdr ligasyonu

asamasina beklemeden gegildi.
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Adim inkiibasyon Sicakligi inkiibasyon Siiresi
1 4°C 1 dakika

2 32°C 22 dakika

3 65°C 30 dakika

4 4°C bekle

Tablo 3. Fragmantasyon, U¢ onarimi ve A-ucu takilmasi donguleri

Bu asamadan once ve diger her adima ge¢gmeden 6nce purifikasyon
asamalari yapildi. Agencourt AMPure XP boncuklari (streptavidin baglama sonrasi
icin) 15°C-25°C de 30 dakika bekletildi. Daha 6nce hazirlanan etanolin

buharlagmasi saglandi. Her asamada islem tekrarlandi ve supernatant ayrildi.

Adaptor ligasyonu: QIAseq UDI (Uniqgue Dual-Index) ya da CDI
(Combinatorial Dual-Index) Y-adaptorleri ile indexlendi. Cézilmuis adaptér plakasi
vorteksendi. Her adaptor kuyucugundan 5ul alindi. Daha 6nceki agsamalarda elde
edilen 50ul karigima ilave edildi. 20ul DNA ligaz Buffer, 10ul DNA ligaz ve nukleaz-
free su ile toplam 45ul ligasyon master mix hazirlandi. Onceki asamadan elde
edilen 55yl ile (toplam 100ul) pipetlenerek karigtirildi. Reaksiyon 20°C de 15 dk

inklbe edildi. Yeniden purifikasyon asamalari tekrarlandi.

Kutliphanenin amplifikasyonu: Hibridizasyon ile yakalama (capture
hybridization) asamasindan 6nce kutiphanenin ¢ogaltiimasi her zaman gereklidir.
QlAseq HiFi PCR Mix ve Primer Mix kullaniimadan 6nce ¢6zlllp vortexlendi.
23.5ul 6nceki donguler ve purifikasyonlar sonucunda elde edilen kitliphane, 25l
HiFi Master Mix, 1.5ul Primer Mix ile olusturulan 50pl volimuindeki karisim

Thermocycler cihazinda 6 adimli donguye alindi. Bu asamadan sonra yeniden
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purifikasyon asamalari tekrarlandi. Elde edilen kitiphanenin kalitesi QlAxcel

kapiller elektroforez cihazi ile degerlendirildi.

Zaman Sicaklik Dongu Sayisi
2 dakika 98°C 1

20 saniye 98°C 6

30 saniye 60°C 7

30 saniye 72°C 8

1 dakika 72°C 1

o0 4°C bekle

Tablo 4. Kutuphane amplifikasyon donguleri

Kutiphanenin hibridizasyonu: Diger hastalara ait kitiphanelerle beraber
olusturulan havuzlara One-4-All Blocking Oligos (Qiagen) ve One-4-All Blocking
Solution (Qiagen), Human Exome Probe Set (Qiagen) eklendi. Kabarcik
kalmadigina emin olunana kadar pulse-vortex ve pusle-spin islemleri
gerceklestirildi. Tim havuz daha sonra SpeedVac sistemi 60°C ile buharlastirildi.
Hibridizasyon yakalama islemine baslamadan 6nce65°C de bekletilen hizl
hibridizasyon probuhazir hale getirildi. 20pl hizli hibridizasyon probu (Fast
Hybridization Probe - Qiagen) kutiuphane havuzuna ilave edildi ve pipetle
karigtinldi. 2 kere 5 saniye vortexleme ve 2 dakika inkUibasyon iglemleri tekrar
edildi. Daha sonra karisimdan 0.2ul PCR tlplerine ilave edildi. Daha 6nce oda
Isisinda bekletilen 30ul vapor-lock (buhar kilidi) PCR tipleine ilave edildi. Daha
once 95°C’de bekletilen Thermocycler cihazinin diger adimlari (tablo 4) uygulandi.

Hibridize olan kutuphane streptavidin boncuklari ile izolasyona hazir hale geldi.
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Adim inkiibasyon Sicakligi inkiibasyon Siiresi
1 95°C 1 dakika

2 95°C 5 dakika

3 60°C 30 dakika-4 saat

4 60°C bekle

Tablo 5. Hibridizasyon yakalama donguleri

Klinik ekzom sekanslama ile analizi yapilan hastalarimizda “capture
hybridization” asamasinda Qiaseq Human Exome Kit yerine QlAseq xHYB
Actionable Exome Panel kiti kullanildi. Pre-capture ve post-capture asamalari

benzer sekilde devam etti.

Streptavidin boncuklan ile hibridize hedeflerin yakalanmasi:
Streptavidin boncuklari biyotin ile kuvvetli apolar bag olusturur. Daha 6nce
hibridizasyon yakalama agamasinda biyotinlenen spesifik hedeflerin yakalanmasi
prensibine dayanir. Non-spesifik hedefler ise bu asamada purifikasyon ve
yikamalarla elimine edilir. Vortexlenerek hazir hale getirilen 100ul streptavidin
baglama boncuklari 200ul baglama sonrasi hibridizasyon solisyonuna eklendi ve
pipetle karistirildi. Solisyon manyetik stand Uzerinde 1 dakika inkube edildi.
SlUpernatant atildi ve iglem 3 kere tekrarlandi. Daha o&nce hibridizasyonu
tamamlanan havuz az 6nce hazirlanan solusyona ilave edildi ve karistirildi. Tekrar
manyetik stand Uzerinde 1 dakika inkibasyon gercgeklestirildi ve vapor-lock dahil
tum supernatant atildi. 70°C 200pl wash buffer A (Qiagen) ile 5 dk inkube edildi ve
1 dakika manyetik standda berraklastirildiktan sonra supernatant tekrar atildi. Ayni
islem 48°C 200ul wash buffer B (Qiagen) icin tekrarlandi. 45ul RNAase-free su

ilave edildi. Hemen post-capture amplifikasyon asamasina gegildi.

31




Yakalama sonrasi amplifikasyon: Manyetik boncuklara yakalanan
hedeflerin Qiagen Post-Hybrid Capture PCR mix ile amplifikasyonu asamasidir.
22.5ul streptavidin ile yakalanmis hibridize hedefler, 25ul post-capture PCR Mix ve
2.5yl Primer Mix Illumina Library Amplification ile olusturulan 50pl karigim

yakalama sonrasi PCR dongusune alinir.

Zaman Sicakhk Ddngli sayisi
2 dakika 98°C 1

20 saniye 98°C

30 saniye 60°C 7 dongu

30 saniye 72°C

1 dakika 72°C 1

o0 4°C bekle

Tablo 6. Yakalama sonrasi amplifikasyon donguleri

PCR sonrasi karisima 75ulAgencourt AMPure XP boncuklari ilave edildi ve
pipetle karistirildi. 5 dakika inkibasyondan sonra %80 alkol ile 2 kere yikama
yapildi. Manyetik stand Gzerine tekrar eklendi ve islem sonunda stpernatant atildi.
32ul Buffer EB ve RNAase-free su ilave edildi, oda sicakliginda 2 dk inkube edildi.
Bu islemden sonra QIAxcel kapiller elektroforez cihazi ile kitiphanenin kalitesi ve
boyut dagihmi kontrol edildi. Sekanslamaya hazir hale getirildi.

Sekanslama: Elde edilen kutuphaneler lllumina NextSeq 550 cihazina
yuklendi. Dizilemeye ait veriler “FASTQ” formatinda alindi. Bu asamaya kadar olan

tum basamaklar tedarik¢i firmanin direktifleri dogrultusunda gerceklestirildi.
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3.4.1 Tum Ekzom ve Klinik Ekzom Dizileme Analiz Asamalari

Sonuglar Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Saglk Uygulama ve
Aragtirma Hastanesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’'nda internet baglantisi olmayan
lokal cihazlarda hasta qizliligi saglanarak degerlendirildi. Hizmet alimi yapilan

laboratuvarda asrivienmemesi saglandi.

FASTQ formatinda elde edilen veriler VCF (variant call format) ve BAM
(binary alignment map) formatlarina donusturalda. Qiagen Clinical Insight Interpret
yazilimi ile analiz edildi ve 20x okuma derinligine ulagsmamis bolgeler distuk okuma
derinligi olarak degerlendirildi. Ekzon ve intron/ekzon sinir bdlgeleri disindaki
varyantlar, sadece tek yon zincir okumasinda goézlenen varyantlar filtrelendi. BAM
dosyalari IGV programinda degerlendirildi. Allel fraksiyonu %5’ten dusuk saptanan
varyantlar artefakt olarak degerlendirildi. Klinik analizlerde rutin filtrelenen
polimorfik varantlar da degerlendiriimeye alindi. Saptanan varyantlarin patojenitesi
QCI, Clinvar, HGMD, Franklin, Varsome veritabanlari ve bazi in silico tahmin

algoritmalari kullanilarak degerlendirildi.

3.4.2 G6PD Geni Sekans Analizi

G6PD geninde ekzon / ekzon-intron bilegkelerini gogaltmak ve sekanslamak
uzere bolgeleri kapsayan primerler kullanilarak NGS yontemi ile sekanslama
yapildi. Sonuglar NextGENe (Version 2.4.2.3 / SoftGenetics LLC-USA) ve
Geneticist Assistant-SoftGenetics LLC-USA(Version 1.8.1.0) analiz programlari

kullanilarak analiz edildi.
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4. BULGULAR

Calismada toplam 59 hasta degerlendirildi. 30 hastada patojenik, muhtemel
patojenik, klinik onemi belirsiz varyant, muhtemel benign veya benign varyant
tespit edildi. 29 hastada ise literatirde daha énce tanimlanmis ve yaygin gorilen
polimorfizm tespit edildi. Polimorfizm harici varyant saptanan 30 olgunun %66.6’sI
kadin, %33,3’0 ise erkektir. Yas dagilimi 1 ile 68 arasinda iken median deger 32.9

olarak tespit edildi.

YAS YAS

ERKEK ~ KADIN

Valid 30 i 0 N
. ali

Mﬂd? 49.183 Mode 0621 52432
Median 33.000 Median 18500 40500
Mean 32.933 Mean 25100 36.850
Std. Deviation 21.414 Std. Deviation 19232 21823
Minimum 1000 Minimum 5000 1.000
Maximum &2 000 Maximum 50.000  68.000

Tablo 7. Non-polimorfik varyant saptanan hastalarin cinsiyet bagiml ve

bagimsiz yas dagilimlari mod-mean-median degerleri

Literatur ile uyumlu olarak olgularimizda patojenik en sik “Akdeniz” varyanti
saptandi. Bunun yaninda “Chatham”, “Union”, “Cairo” ve “Gond” patojenik

varyantlari da olgularimizda saptandi.
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0/100 VARYANT
B c.1003G>A p.Ala335Thr(CHATHAM)

I c.1093G>A p.Ala365Thr(CHATHAM)

B c120+7A5C

B c.1360C>T p.R454C (UNION)

B c.1368C>T p.D456D

B c.404A>C p.N135T (CAIRO)

| c477G>C p.M1591 + HBB c.c.25_26delAA p.KIfs*14
|| c.563C>T p.5188F (AKDENIZ)

B c653C>T p.s218F (AKDENIZ)

B c774c>Tp.D258D

Sekil 9. Polimorfizm harici saptanan varyantlar ve sikliklari

Patojenik Akdeniz varyanti olan rs5030868 16 olguda saptanmistir. 11
olguda c¢.563C>T p.S188F (NM_001360016.2), 5 olguda ise c.653C>T p.S218F
(NM_000402.4) varyantlari saptanmistir. Bu iki varyant literatirde ayni varyant
olarak bilinmektedir(82). Farkli RefSeq numaralarina sahip ayni “rs” numarasi ile
identifiye edilmis varyantlardir. 3 olguda Chatham varyanti olarak bilinen
rs5030869 saptanmistir. Bunlarin 2’si ¢.1093G>A p.Ala365Thr (NM_000402.4),
diger olgu ise ¢.1003G>A p.Ala335Thr(NM_001360016.2) olarak raporlanmistir.
Akdeniz varyantinda oldugu gibi bu iki varyant da literatirde ayni varyant olarak
bilinmektedir(83). 2 olguda patojenik Cairo olarak bilinen rs782322505c.404A>C
p.N135T (NM_001360016.2) varyanti saptandi. 3 olguda patojenik Union varyanti
olarak bilinen rs398123546¢.1360C>T p.R454C (NM_001360016.2) saptandi. 1
olguda literatirde ¢ok az bildirilen “Gond” varyanti rs370918918¢.477G>C p.M159I

saptandi(84). Ancak ayni hastada HBB genine ait patojenik varyant da mevcuttu.

35



5 olguda ise protein degisim yapmayan Muhtemel Benign ve Benign
varyantlara rastlandi. 3 olguda rs1252251475 c.774C>T  p.D258D
(NM_001360016.2), 1 olguda rs782170250 c.1368C>T p.D456D
(NM_001360016.2) ve 1 olguda da splice site mutasyonu olan c¢.120+7A>C

§o§§ 3 o

| | | | | | |
11 12 5 6 8 O splice

saptandi.

Sekil 10. Non-polimorfik varyantlarin exonlari

Degerlendirmeye alinan higcbir olguda “Afrika” varyanti saptanmadi. Ayrica
literatlrde kronik non-sferositik hemolitik anemi ile uyumlu olacak varyant ya da
daha 6nce belirtildigi gibi enzim dimerizasyonunu bozacak exon 10 bdlgesinde

mutasyon saptanmadi.

Polimorfik varyant olarak rs2230037¢.1311T7>C p.Y437Y
(NM_001360016.2) varyanti 29 olguda saptandi. Olgularin 15 i kadin (%51,72),
14’0 (%48,27) ise erkek olarak saptandi. Polimorfik olgularin yas araligi 3 ile 62

arasl olarak saptandi. Median degeri 21 olarak tespit edildi.
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Sekil 11. Sirasiyla polimorfizm saptanan erkek ve kadin hastalarin yas
araliklari
YAS YAS
ERKEK  KADIN
Valid 29
Mode 10.515.  Valid b 15
Median 21000  Mode b2k T4
\ 23 345 Median 21000 26.000
ean - Mean 23857 22867
Std. Deviation  17.049 Sid Deviaion 18500 16.208
Minimum 3.000 Minimum 4000  3.000
Maximum 62 000 Maximum 62.000  55.000

Tablo 8. Polimorfik varyant saptanan hastalarin cinsiyet bagimh ve

bagimsiz yas dagilimlari mod-mean-median degerleri
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Sekil 12. Sirasiyla polimorfik ve non-polimorfik vakalarin yas araliklari ve

ortalama degerleri

29 polimorfizm saptanan olgunun 7’sinde anemi/sinirda anemi saptanmistir.
Bunlarin 4’Gnun sebebi enfeksiyon olarak degerlendirildi. Diger 3 olguda gelisen
aneminin sebebi bilinmemektedir. Polimorfizm saptanan olgulardaki anemiler, diger

30 varyant saptanan olgumuza gore ¢ok daha hafif olarak tespit edilmigtir.

saptanan anemi olgularinin

0 8 0 00 0 Sekil 13. Polimorfizm
|

| | | | | |
90 95 10.0 105 110 15 120 hemoglobin dagilimlari

0 08 Sekil 14. Non-Polimorfizm

0]
! | | saptanan  hemolitik  olgularinin
8

10 12

hemoglobin dagilimlari
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Non-polimorfizm saptadigimiz hastalarin 16’sinda daha énce hemolitik atak
oldugu saptanmigtir. Bunlardan 10’unun hemoliz dénemlerine ait hemogram ve
biyokimya degerlerine ulasilabildi. Diger 6 olgunun hemolizi anamnez ile
dogrulandi. 10 non-polimorfik varyantin hemolize ait donemlerde hemoglobin
degerleri 4,6 ile 11,7 g/dl arasinda degismektedir. En agir hemolitik atak homozigot
Chatham varyanti saptanan kiz olguya aitti. Hemolizi olmayan olgulara ait
hemoglobin degerleri 9,3 ile 15,00 g/dl arasinda saptandi. Hemolizi olmayan
olgulardan hemoglobini 9,3 saptanan kronik anemili olgu WHO Class | gibi goriinse
de ayni olguda HBB geni mutasyonu oldugu igin kronik anemisi talasemi ile
iligkilendirildi. Diger non-hemolitik olgularin hemogramlari normal saptandi.
Olgulardan G6PD enzim seviyesi tespiti hastanemizde yapilamadi§i igin olgularin
WHO klasifikasyonu yapilamadi. Hemolitik olgulardan farkli olarak non-hemolitik
ogularda MCV ve MCH parametrelerinde asiri u¢ saptanan minimum degerler

talasemi taglyicisi olguya aittir.

HEMOGLOBIN MCV MCH MCHC
+ - + - + - +
Valid 10 12 10 12 10 12 10 12
Mode 6812 12520 79960 99085 26129 30157 13372 33080
Median 7700 12650 80850 38000 27.000 29530 33150 33100
Mean 8176 12558 83260 35825 27755 28433 13N 2817
Std Deviation 2560 1428 7542 8308 3626 3326 2892 1130
Minimum 4600 9300 73900 62600 23300 19.000 29900  30.300

Maimum 1700 15.000 97700 93300 34700 31500 39840 34.300

Tablo 9. Non-polimorfik mutasyon saptanan vakalardan hemolitik ve non

hemolitik olgularin hemogram parametreleri.
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Polimorfizm saptanan 7 anemi olgusundan 4 tanesinde anemik ddénem
oncesinde enfeksiyon hikayesi mevcuttu. Bunlar hafif hemolitik atak olarak
degerlendirili. Hemolize ait hemoglobin degerleri 10,1 ile 11,6 g/dl arasinda
saptandi. Hemoliz olarak degerlendirimeyen 9,4 hemoglobine ait olgunun
anemisinin sebebi bilinmemektedir. Olgulara ait MCV, MCH ve MCHC degerlerinde

non-polimorfik saptanan varyantlara gore farklilik saptanmadi. Asiri ug deger tespit

edilmedi.
HEMOGLOBIN MCV MCH MCHC
+ - + - + - +
Valid 4 3 4 3 4 3 4 3
Mode 10190 10400 31436 76410 25933 24655 32147 32253
Median 10700 10400 20600  76.900 26000 24800 32350 32400
Mean 10775 10400 79250 79833 26050 26833 3287% 33467

Std. Deviation 0739 1000 4658 5968 2002 3790 1455 2113
Minimum 101000 9400 72600 75900 23700 24400 31.800 32100
Maximum 11.600 11400 83200 86700 28500 31200 35000 35900

Tablo 10. Polimorfik varyant saptanan anemi vakalardan hemolitik ve non-

hemolitik olgulara hemogram parametreleri

Etyolojilerin istatistiksel analizinde ise polimorfik vakalara ait hemolizlerin
tamaminin enfeksiyon tarafindan tetiklendigi saptanmistir. Diger 3 olguda hemoliz
kaynagi bilinmemektedir. Non-polimorfizm saptanan 30 olgunun 18inde hemoliz
gozlenmistir. Bu olgulardan 11’inde etyoloji bakla iken 7 olguda enfeksiyon sebepli
hemoliz gézlenmistir. Calismaya alinan polimorfik ya da non-polimorfik toplam 59

olgunun higbirinde ilag nedenli hemoliz gézlenmemistir.
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Exon ve atak iligkisi incelendiginde non-polimorfik varyantlarda 6.exonda
Akdeniz varyantinda sik atak gézlenmistir. 16 Akdeniz varyantinin 13’tinde hemoliz
g6zlendi. Bununla birlikte exon 9 da saptanan 3 Chatham varyantinin 2’sinde
hemoliz g6zlenmistir. Exon 8 ve exon 12 de saptanan protein degisimine sebep
olmayan varyantlara sahip olgularimizda hemoliz ve anemi gézlenmedi. Exon 11
icinde saptanan 3 Union varyantinin ise 2’sinde hemoliz gbzlenirken 1 olguda
hemoliz gézlenmedi. Exon 5 iginde saptadigimiz Cairo varyantlarinda hemoliz
g6zlenmezken Gond varyanti icin degerlendirmelerimiz suboptimaldir. Splice site
icerisindeki varyanta sahip olguda ise diger varyantlara gore ¢ok daha hafif bir

hemolitik donem saptanmistir.

8 8 o o o 8 8 & o

I
1M1 12 &6 6 & 9 splice 11 12 5 6 8 9 splice
EKZON EKZON

Sekil 15. Hemoliz gelisen ve gelismeyen olgulardaki mutsayonlarin exonlari

Hemolitik atak 0ykusu olan olgularin cinsiyetlerinin istatistiksel analizinde ise
18 hemolitik olgunun 7’sinin erkek, 171’inin kadin oldugu saptanmistir. Non-
hemolitik olgularin ise 3’Unl erkek, 8'inin kadin oldugu gdézlenmistir. Yani non-
polimorfik varyant saptanan 10 erkek olgunun 7’sinde hemoliz g6zlenmis(%70), 20

kadin olgunun 11’inde hemoliz saptanmistir(%55).
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ERKEK KADIN

HEMOLITIK ATAK

+

HEMOLITIK ATAK

+
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o

Sekil 16. Non-polimorfik varyant saptanan olgularin cinsiyet-hemolitik atak

iligkisi

Polimorfik varyant saptanan 7 anemik olgunun 4 inde hemoliz saptanmis,
bunlarin 3’UG erkek 1’i kadin olarak tespit edilmigsttir. 14 polimorfik varyant saptanan
erkek olgunun 3’Unde(%21), 15 kadin olgunun 71’inde (%6) varyant saptanmis,

erkeklerde polimorfizm durumunda daha sik hemoliz gézlenmigtir.

ERKEK KADIN

0/100 HEMOLITIK ATAK 0/100 HEMOLITIK ATAK

- M-

0 0

Sekil 17. Polimorfik varyant saptanan olgularin cinsiyet-hemolitik atak iligkisi
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Non-polimorfik varyant saptanan olgularin alanin-aminotransferaz (ALT),

aspartat-aminotransferaz (AST), total bilirubin ve laktat dehidrogenaz (LDH)

parametreleri asagidaki tabloda o6zetlenmigtir. Olgularimizin ¢gogundan indirekt

bilirubin parametreleri calisiimadigi i¢in total bilirubin parametreleri calismamiza

dahil edildi.
ALT AST LDH T. BILIRUBIN
+ - + + +
Valid 13 7 13 7 11 2 10 3
Mode 14807 13628 25319 20956 234305 190924 0833 0355
Median 19.000  14.200 25000  25.000 202000 178500 1690 0360
Mean 33392 18914 35062  28.300 407455 178500 2724 0420
Std. Deviation 34046 10812 34089 15360 604.098 17.678 3100 0113
Minimum 6.000  11.400 11400 12,500 19.000  166.000 0130 0350
Maximum 133.000 42200 142000 56900 2157000  191.000 10300 0550

Tablo 11. Non-polimorfik olgularin biyokimya parametreleri

Polimorfik anemik olgularda biyokimya parametreleri ¢ok kisith oldugu igin

hastalar hemoliz gelisen/gelismeyen olarak ayriimadi

ALT AST LDH TOTAL BILIRUEBIM
Valid 6 6 2 2
Mode 9 795 23.4385 292 387= 0.330=
Median 10.950 25.300 274500 0.340
Mean 19.600 27.317 274 500 0.340
Std. Deviation 22.603 15.665 26.163 0.057
Minimum 4.700 10.000 256.000 0.300
Maximum 65.000 55.000 293.000 0.330

Tablo 12. Polimorfik olgularin biyokimya parametreleri
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Son olarak yenidogan sariligi ve varyant iliskisi degerlendirilebildigi kadar
incelendiginde Akdeniz varyanti saptanan olgularin ikisinde yenidogan sariligi
OyklUsu oldugu &grenildi. Bu oran tim Akdeniz varyantlarinin %12,5 i olarak
hesaplanmigtir. Bu iki varyantta saptanan yenidogan sarihdi diger olgulara goére
daha agir klinik bulgular ile seyretmistir. Yenidogan sariligi olgularindan en uzun

suren ve kan transflizyonu ihtiyaci olan olgu Akdeniz varyantina sahiptir.

Bunun yaninda 3 Chatham varyantinin 2’sinde (%66,6) yenidogan sariligi
OykUsu mevcuttur. Olgulardan 1 haftayl gegcmeyen sarilik gozlenirken fototerapi
ihtiyaci olmadigi ogrenildi. 3 Union varyanitna sahip olgulardan yalnizca 1
tanesinde yenidogan sariligi gozlenmistir. Bu olguda fototerapi ihtiyaci olurken kan
transflizyonuna ihtiya¢c olmadan klinigin geriledigi égrenildi. Ekzon 8'de saptanan
C.774C>T p.D258D varyantina sahip 3 olgunun 2’sinde yenidogan sariligi oykusu
alinmistir. Bu sariliklar 2 ve 3 gun olarak seyretmis ve fototerapi ihtiyaci

olmamistir.

Bunun yaninda polimorfizm olarak degerlendirilien olgulardan hemoliz
oldugu dusunulen vakalarin yalnizca 1 tanesinde 3 gun suren yenidogan sariligi
OyklUsu alindi. Bu olguda sariligin ilerlemesi nedeni ile fototerapi ihtiyaci oldugu
ogrenildi. Transfuzyon olan sarilik olgusu olmadigi ogrenildi. Diger klinik bulgular
gosterdigi dusunulen polimorfizm olgularinda yenidogan sariligi oykusu alinamadi.
Klinik bulgulari olmayan polimorfizm olgularindan yenidogan sarihg o6ykusu

sorgulanamadi.
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4.1. Non-polimorfik Olgularin Klinik ve Laboratuvar bulgulari

H1-H2: Anne ve oglu favizm klinigi ile klinigimize basvurdu. Erkek hastada 4
yasinda bakla yeme 6ykusu sonrasi kola rengi idrar ve anemi gelismis. Annesinde
de 68 yasinda bakla yeme Oykusu sonrasi anemi, halsizlik, sirt agrisi ve sarilik
sikayeti olmus. Daha onceki bakla tiketimi dykulerinde benzer klinik gelismemis.
Erkek hastada hemizigot, annesinde ise heterozigot ¢.563C>T (p.S188F)
(NM_001360016.2) mutasyonu saptandi.

—

Sekil 18. H1-H2 olgularina ait
pedigri

—© O [

H1
68 yas
eterozigot / ¢.563C=T p.5188F

m O

48 yas
hemizigot / ¢ 563C=T p.S188F

=3

H3: 65 yasinda kadin hastabakla tlketimi sonasi hemoliz atagi nedeni ile
refere edildi. Atak sirasinda hemoglobin 6g/dI'nin altina inince transfuzyon ihtiyaci
oldu. Transferazlar, LDH, bilirubin degerleri hemolitik atak ile uyumluydu. Klinik
stabilizasyondan sonra yapilan sekans analizinde heterozigot ¢c.563C>T (p.S188F)
(NM_001360016.2) varyanti saptandi.
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Sekil 19. H3 olgusuna ait pedigri

O

N H3
65 yas
heterozigot / ¢ 563C=T p.S188F

s .

H4: Konjenital diyafragma hernisi, prematir dogum, epilepsi klinigi olan
hasta sepsis nedeni ile yogun bakima yatinca hemolitik atak gelismis. Hemoglobini
6 g/dl ye kadar distnce transflizyon ihtiyaci olmus. Klinigimizde diger Klinik
bulgulari nedeni ile yapilan tim ekzom sekanslama analizinde tesadufi olarak
hemizigot ¢.563C>T (p.S188F) (NM_001360016.2) varyanti saptandi. Sepsis
nedenli hemolitik atagin nedeni olarak degerlendirildi. Anamnezinde 1 hafta suren

yenidogan sarihgi ve fototerapi 6yklsu mevcut.

O —O

Sekil 20. H4  olgusuna  ait

pedigri

[1—
0 O —0 O
m O

yas
hemizigot / c.563C=T p.S188F
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H5: Meme kanseri ve ailesinde multipl kanser dykusu olan hastanin ayrica
kronik artralji, yorgunluk ve tremor sikayetleri mevcut. Mevcut klinikler nedeni ile
klinigimizde yapilan klinik ekzom sekanslama analizinde tesadifi olarak heterozigot
c.563C>T (p.S188F) (NM_001360016.2) varyantt saptandi. Hastanin
O0zgecmisinde daha Once bakla enfeksiyon ya da ilaglar ile tetiklenen hemolitik
atagi olmadigi 6grenildi. Rutin hemogram ve biyokimya tetkiklerinde anemiyi ya da
hemolizi dustindurecek bulgu saptanmadi. Aile déyklsu sorgulandiginda ailede de

hemolizi dusindurecek anamnez mevcut degildi.

Vg 9%}

O 0 UUU0UUOO OO0 O 0 0O O

O 0 O

N H5

54
heterozigot / ¢.563C>T p.5188F

O

Sekil 21. H5 olgusuna ait pedigri

H6: Kronik inflamatuvar demiyelinizan néropati 6n tanisi ile refere edilen
hastanin diger noropatile ile ayirici tanisinin yapilmasi, tani ve tedaviyi yonlendirici
olmasi amaci ile klinigimizde yapilan klinik ekzom sekanslama analizinde tesadufi
olarak heterozigot ¢.563C>T (p.S188F) (NM_001360016.2) varyanti saptandi.
Hastanin 6zge¢misinde kolesistit/kolanjit dykisi mevcut. Gegmis hemogram ve
biyokimya analizlerinde kolesistit sirasinda hemolitik atak bulgularn saptandi.
Hemolizin nedeni olarak enfeksiyon kaynakli GGPD eksikligine bagli oksidatif stres

dasundlda.
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Sekil 22. H6 olgusuna ait pedigri

O &

A

™ Hs
51 yas
heterozigot / ¢.563C=T p.S188F

0 O

H7: Kugukken bakla yeme oykusu sonrasi anemi, karin ve sirt agrisi, kola
rengi idrar, sarilik bulgulari gelismis. Kronik olarak hipertansiyon ve dilate
kardiyomiyopati klinigi mevcut. Analiz sirasinda bakilan hemogram ve biyokimya
parametreleri normaldi. Hemolize ait hemograma ulasilamadi. G6PD geni sekans
analizinde hemizigot ¢.563C>T (p.S188F) (NM_001360016.2) varyanti saptandi.

Annesinde de benzer klinik varmig ancak genetik analiz yapiimamis.

JZI’__O JZ[——,@ Sekil 23. H7 olgusuna ait

0 000 O

favism klinigi var.
genetik analiz yapiimamis

e

45 yas
hemizigot / c.563C>T p.S188F
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H8: Cocukken bakla yeme 0OykuslU sonrasi rahatsizlanan hastaya favizm
Klinik tanisi konulmus. Anemi, halsizlik, yorgunluk, bas donmesi, bulanti kusma
sikayeti olmus. Anamnezinde yaklasik 40 gin suren yenidodan sarilidi, fototerapi
ve kan transflzyonu oOykusu oldugu ogrenildi. Klinigimizde yapilan G6PD geni
sekans analizinde heterozigot ¢.563C>T (p.S188F) (NM_001360016.2) mutasyonu
saptandi. Hastanin kiz kardesinde de ayni klinik bulgular mevcut ancak genetik

analiz yapiimamis.

Sekil 24. H8 olgusuna
ait pedigri

|:| ~ jg favism klinigi var

29 yas genetik analiz yapiimamig
heterozigot / c.563C>T p.S188F

H9: Ailesinde multipl kanser oykusu, kendisinde erken yasta baslayan
endometrial hiperplazi, kronik yorgunluk ve birka¢c defa senkop ataklari mevcut.
Klinigimizde yapilan klinik ekzom sekanslama analizinde tesaduifi heterozigot
c.563C>T (p.S188F) (NM_001360016.2) varyanti saptandi. Hastanin 6zgeg¢misi
sorgulandiginda daha oOnce piyelonefrit nedeni ile hastaneye basvurdugu ve
hemolitik atak gecirdigi saptandi. Enfeksiyon kaynakh hemoliz oldugu disunulda.
Hemoglobin degeri 8 g/dl ye disen hastanin enfeksiyonu kontrol altina alindiktan
birka¢ glin sonra normale dénmeye basladi. Ailede hemoliz benzeri klinik bulgulari

olan kimse olmadigi 6grenildi.
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0 O O O O

30 yas
heterozigot / ¢.563C>=T p.S188F

Sekil 25. H9 olgusuna ait pedigri

H10: Aritmi, hipertrofik kardiyomiyopati ve 2.derece akrabalarinda da ani
kardiyak olum OykUsu olan hastadan yapilan tim ekzom sekans analizinde
Klinikten bagimsiz tesadufi ¢.563C>T (p.S188F) (NM_001360016.2) heterozigot
varyanti saptandi. Anamnez derinlestirildiginde hemolitik atagr ya da kronik
anemiyi dusundurecek herhangi bir bulgu saptanmadi. Aile dyklUstnde favizm
benzeri klinik bulgulart olan kimse olmadigi o6grenildi. Rutin hemogram ve

biyokimya tetkiklerinde anormallik saptanmadi.

%)

Sekil 26. H10 olgusuna ait pedigri

[]

N H10
49 yas
heterozigot / c.563C=T p.S188F
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H11: Kotu obstetrik dyku ile dogan hastanin buyume gelisme geriligi var.
Mental retardasyon tanisi olan hastaya klinigimizde yapilan tium ekzom sekans
analizinde heterozigot ¢.563C>T (p.S188F) (NM_001360016.2) varyanti saptandi.
Hastanin daha 6nce hemolitik atak dykusu yok. Aile dykusinde de benzer sekilde
enfeksiyon ilag ya da bakla ile tetiklenen olgu olmadigi 6grenildi. 2. ve 3. derece
akrabalari ile ilgili yeterli veri toplanamadi. Hemogram ve biyokimya analizleri

normal olarak saptandi.

[ HO

Sekil 27. H11 olgusuna ait

‘ @ tl m d) pedigri

B yas
heterozigot / c.583C>T p.S188F
koruyucu aileye verildigi icin aynintil bilgi alinamad)

H12-H13: Hastada c¢ocuklugunda bakla yeme &ykusu sonrasi bulanti
kusma, bas donmesi, camur rengi idrar yapma ve halsizlik sikayeti olmus. Klinik
olarak favizm tanisi konulmus. Cocugunda da benzer sikayetler olmus. Hastalar
daha o6nce bakla ile tetiklenen hemolitik atak gecirmigler ancak dis merkezde
hemolize ait tahlilleri mevcut. Analiz sirasinda aktif sikayet yoktu. Non-hemolitik
donemde incelenen hemogram ve biyokimya parametreleri normal olarak saptandi.
H12 olgusunun kuzenlerinde de favizm 6ykusu varmis. 2 kuzeni ¢ocukken bakla
tuketimi sonrasi hastaneye kaldiriimis ve kan transflizyonu yapilmis. 1 sene sonra
diger kardesinde de ayni sebepten yogun bakim yatigi olmus. Hastalarin ex olma
nedenleri tam olarak bilinmiyor ancak hemoliz oldugu ve transfizyon ihtiyaci
oldugu biliniyor. Anne ve ogluna klinigimizde yapilan G6PD geni sekans analizinde
€.653C>T p.S218F (NM_000402.4) varyantlarin annede heterozigot oglunda ise

hemizigot olarak saptandi.
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H12 b&klayeme  békla yeme fa\.r|smkl|n|g| fa\.r|smkl|n|g|

61yas oykuqu qonrac oykuqu qonraq genetik analiz  genetik analiz
heterozigot / c. 5530>T p.S218F yapiimamig yapiimamig

H13
24 yas
hemizigot / c. 6530>T p.5218F

Sekil 28. H12 ve H13 olgularina ait pedigri

H14-H15-H16: H14 olgusunda cocukken bakla tluketimi sonrasi anemi,
sarilik, koyu idrar ve hastaneye yatig oykusu olmus. Klinik agirlasinca yogun bakim
yatisi ve kan transfizyonu ile klinik tani almis. H15 olgusunda bakla tiketimi
sonrasi agir klinik bulgular H16 olgusunda daha hafif bulgular eslik etmis. G6PD
sekans analizinde babada hemizigot, kizlarinda ise heterozigot ¢.653C>T p.S218F
(NM_000402.4) varyanti saptandi. Anamnez derinlestirildiginde H14 olgusunun
annesinde de favizm klinigi oldugu ancak daha 6nce hi¢ hastaneye yatisi ya da

transflzyonu gerektirecek kadar siddetli hemolitik atagi olmadigi 6grenildi.
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fawism Klinigi O

genetik analiz
yaplimams

1 O m—O

H14
50 yas
hemizigot / c.6§53C=T p.S218

B

M Hi5 H16
21 vyas 18 yas
heterozigot / ¢.653C>T p.5218F heterozigot / c. 653C=T p.S218F

Sekil 29. H14-H15-H16 olgularina ait pedigri

H17-H18: Favizm klinigi ile klinigimize refere edilen kardeslerde siddetli
hemoliz mevcuttu. Kardesler ayni 6glnde tukettikleri bakla sonrasi anemi, halsizlik,
yorgunluk, bulanti kusma, biling degisiklikleri ve gamur rengi idrar sikayeti ile acile
basvurmuslar. Yapilan hemogram ve biyokimya analizlerinde erkek kardeste 8 g/dl
nin altinda, kiz kardesinde ise 5 g/dl nin altinda hemoglobin saptanmis. Kiz
kardesinde transflizyon ihtiyaci olmus. Hastalarin anamnezlerinde yenidogan
doéneminde yaklasik 4-5 gun suren yenidogan sariligi ve fototerapi dykisl mevcut.
G6PD geni sekans analizi gahgildi. Erkekte hemizigot, kizda ise homozigot
€.1093G>A p.Ala365Thr (NM_000402.4) varyanti saptandi.
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H16 ya kadar saptanan Akdeniz varyantlarinin aksine hastalarda Chatham
varyanti saptanmistir. Calismaya alinan olgulardan homozigot saptanan tek olgu
H18'dir. Calismaya alinan tum olgularin dogum yerleri Turkiye iken H17 ve H18
olgularinin  dogum yerinin  Suriye/Halep oldugu &grenildi. Anamnez
derinlegtirildiginde hastalarin babasinda da ayni klinik oldugu ve baba tarafindan

kuzenlerinde de daha 6nce favizme bagli hemoliz oldugu 6grenildi.

) )

O O 7/ g

favism klinigi var
genetik tanisi
bilinmiyor
[ ]
Y, /
Z Z
favism klinigi var favism klinigi var H17 H18
genetik tanisi genetik tanisi 9vyas Syas
bilinmiyor bilinmiyor hemizigot / c.1093G=A p Ala365Thr  homozigot / ¢ 1093G=A p. Ala3B5Thr

Sekil 30. H17-H18 olgularina ait pedigri

H19: Miyopati, kas gugsuzlugu, yurime ve merdiven c¢ikmada zorluk
sikayeti olan hastadan miyopatiler on tanisi ile klinik ekzom analizi ¢aligiimis ve
Chatham varyanti olarak bilinen ¢.1003G>A p.Ala335Thr (NM_001360016.2)
hemizigot varyanti saptanmistir. Hastada daha ©6nce hemoliz klinigi olmamis.

Favizme benzer aile dykusu yok.
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H—o0000000

10000 0O

H19
43 yas
hemizigot / ¢. 1003G=A p Ala335Thr

Sekil 31. H19 olgusuna ait pedigri

H20-H21: Otizm, davranig bozuklugu, konusma geriligi ve sosyal uyum
sorunlari olan hastaya klinigimizde yapilan klinik ekzom sekans analizinde klinikten
bagimsiz tesadufi hemizigot c.404A>C p.N135T (NM_001360016.2) varyanti
saptandi. Bu varyant Akdeniz ve Chatham varyantlarina gére daha nadir gorilen
Cairo varyanti olarak bilinmektedir. Hastanin klinik ekzom sekans analizi
endikasyonunu  olusturan  Kklinigi ile ilgili varyantlarin  patojenitesinin
yorumlanabilmesi i¢cin anne ve babasina yapilan segregasyon analizlerinin
sonucunda annede de ayni varyant heterozigot olarak saptandi. Hastanin G6PD
eksikligi ile ilgili sikayeti yok. Daha 6nce hemolitik atak gecirmemis. Bakla yeme
oykusu kendisinde ve annesinde herhangi klinik bulgu gelismemis. Enfeksiyon ile
tetiklenen anemisi olmamis. Calismaya alinan diger hicbir olguda Cairo varyanti

saptanmadi. Akrabalarinda da favizm benzeri klinik yok.
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| H21
36 yas

heterozigot / ¢ 404A=C p N135T

J H20
6 yas

hemizigot 7/ c.404A>C p.N135T

Sekil 32. H20 ve H21

olgularina ait pedigri

H22: Meme kanseri ve 10 sene dnce baslayan tremor sikayeti olan hasta
klinigimize refere edildi. Hastanin ailesinde de multipl kanser dykusu olan hastalar
mevcut. Klinigimizde yapilan tim ekzom sekans analizinde heterozigot ¢.1360C>T
p.R454C (NM_001360016.2) varyanti saptandi. Hastanin daha 6nce hemolitik atak
Oykusu yok. Favizm tanisini dusundurecek klinik bulgulari yok. Hastanin gegmis

hemogram ve biyokimya parametreleri normal olarak saptandi.

~

Sekil 33. H22 olgusuna
ait pedigri

™ Hz2z2
51 yas
heterozigot / c.1360C=T p.R454C
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H23: Kardeslerinde erken yasta tani konulmus kanser vakalari olan ve
kendisinde de prematur ovaryan yetmezlik olan hastaya klinigimizde yapilan klinik
ekzom dizi analizinde ¢.1360C>T p.R454C (NM_001360016.2) heterozigot
varyanti saptandi. Hastanin anamnezi derinlestirildiginde 10 sene 6nce acil servise
karin agrisi, sirt agrisi ve anemi nedeni ile basvurdugu ogrenildi. Gastroenterit
tanisi alan hastanin hemoglobini 8g/dl nin altina dismus. Diger hemogram ve
biyokimya parametreleri hemoliz ile uyumlu olarak saptandi. Hastanin transflizyon
ihtiyaci olmadan hemolizinin dizeldigi 6grenildi. Hastanin aile dykusunde gida,

enfeksiyon ya da ilag ile benzer klinik bulgulari gelisen vaka olmadigi 6grenildi.

O %)
)

N H23
B4 yas
heterozigot / ¢ 1360C=T p R454C

53

Sekil 34. H23 olgusuna ait pedigri

H24: Muskuler distrofi / fasioskapulohumeral distrofi 6n tanilar ile
klinigimize refere edilen hastadan tani ve tedaviyi yonlendirici olmasi amaci ile
yapilan tum ekzom sekans analizinde klinikten bagimsiz tesadufi heterozigot
€.1360C>T p.R454C (NM_001360016.2) varyanti saptandi. Hastanin daha énce

hemolitik atak oOykusu olmadigr ogrenildi ancak dudaklarda sik morarma ve
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bayillma klinigi oluyormus. Hastanin ge¢mis hemogramlari incelendiginde sinirda
anemisi oldugu tespit edildi. Ayrica yenidogan déneminde beslenememe ve
dehidratasyon nedeni ile oldugu ifade edilen yaklasik 5 gin suren sarilik dykisu
oldugu ve fototerapi uygulandigi égrenildi. Calismaya alinan tim olgularin igcinden

kronik anemisi olan 2 olgudan biridir.

H25: Ailede multipl kanser tanilari, kendisinde kronik eklem sikayetleri,
kronik agri ve yorgunluk, endometrial hiperplazi ve kronik anemisi olan hastadan
yapilan klinikk ekzom dizi analizinde heterozigot ¢.477G>C p.M159I
(NM_001360016.2) varyanti saptandi. Bu varyant diger patojenik varyantlara gore
literatiirde ¢ok az bildiriimistir. Calismamiza alinan bagka herhangi bir olguda ayni
varyanta rastlanmamistir. Ancak hastada HBB geninde de patojenik varyant

saptandigi i¢cin anemisinin nedeni olarak talasemi tagiyicihgr dusunuldd.

Sekil 35. H25
O | {l) olgusuna  ait
pedigri.

W25
48 yas
heterozigot / c.477G=C p.M159I

T
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H26: Geng yasta baslayan diyabet ve sik enfeksiyon nedeni ile MODY 6n
tanisi ile refere edilen hastadan yapilan tim ekzom dizileme analizinde splice site
icerisinde kalan hemizigot c.120+7A>C mutasyonu saptanmistir. Hastanin ayrintih
anamnezinde 10 sene Once idrar yolu enfeksiyonunu takiben hafif bir anemi
gelistigi saptanmigtir. Normalde rutin tetkiklerinde 14-15 g/dl seviyelerinde olan
hemoglobini, enfeksiyonu takip eden hafta 11 g/dl seviyesine inmistir. Hastanin aile
OyklUsunde G6PD eksikligine ait bulgu yoktur. Calismamiza alinan baska herhangi

bir olguda ayni varyant saptanmadi.

O [0

T B0000 000 s
"

13 yas
hemizigot / ¢.120+7A=C

pedigri

H27: Ailesinde multipl kanser 6ykusu olan ve bu nedenle ex olan vakalar,
kendisinde diyabet ve memede ele gelen kitle bulunan hastaya klinigimizde tim
ekzom dizi analizi ¢alisildi. Klinikten bagimsiz tesadufi ¢.1368C>T p.D456D
(NM_001360016.2) heterozigot varyanti saptandi. Hastanin herhangi bir hemolitik

ya da anemik bulgusu yoktur. Calismamiza alinan baska herhangi bir olguda ayni
varyant saptanmadi.
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é é ] |_L\ W% [ Ij Sekil 37. H27

olgusuna ait

pedigri

& 0O

45 yas
heterozigot / ¢ 1368C=T p.D456D

H28: iri dogum, otizm tanisi ve yasitlarina gére boy-kilo ve bas cevresi
Oclima >90p olan olgudan klinigimizde klinik ekzom analizi galigiimis ve hemizigot
Cc.774C>T p.D258D (NM_001360016.2) varyantt saptanmistir. Yenidogan
déneminde 3 gun slUren hafif sarilik éykist diginda favizm iligkili klinik 6ykisu
bulunmamaktadir. Ailesinde de favizm dlsundirecek herhangi bir olgu

bulunmamaktadir.

-O O

[ | é | Sekil 38. H28
O O olgusuna ait pedigri

m O

8 yas
hemizigot / c.774C=T p.D258D
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H29-H30: Hipotonik dogum, miyopati ve Joubert sendromu 6n tanisi ile
klinigimize refere edilen bebek olgudan ayirici tanilarin yapilmasi, tani ve tedaviyi
yonlendirici olmasi amaci ile yapilan tum ekzom sekans analizinde heterozigot
C.774C>T p.D258D (NM_001360016.2) varyanti saptandi. Sikayetleri ile ilgili
varyantlarin patojenitesinin yorumlanabilmesi yapilan segregasyon analizlerinin
sonucunda annede de ayni varyant heterozigot olarak saptandi. Bebekte daha
once hemolitik atak ya da kronik anemi Oykusu olmadigi 6grenildi. Yenidogan
doéneminde 2 gun suren hafif sarilik dykisu mevcut. Annesinde 2 sene dnce covid-
19 enfeksiyonu sonrasi hemoglobininde 2,5 g/dl dusis olmus ve 11,9 g/dl ye
gerilemis olarak saptandi. Ailede anemi ya da hemolizle seyreden herhangi bir

hastalik olmadigi 6grenildi.

O O
é O d) d Sekil 39. H29 ve

H29 H30 olgularina ait
29 yag
heterozigot / c.774C>T p.D258D pedigri

N H3D
S5ay
heterozigot / ¢ 774C=T p.D258D

“‘P” harfi ile kodlanan 29 olgumuzda polimorfik ¢.1311T>C p.Y437Y
(NM_001360016.2) varyanti mevcut olup bunlardan 7’sinde hafif anemi geligtigi
saptanmigtir. Bu 7 olguya ait anamnez ve laboratuvar bulgulari olgu bazinda ele
alindi, diger 22 olgu ise hemogram ve biyokimya anomalisi tespit edilmedigi i¢in

sadece yas ve cinsiyet olarak istatistiksel analize dahil edildi.
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4.2. Polimorfik Olgularin Klinik ve Laboratuvar bulgulari

P1: Epidermoplasia Verrusiformis ve kaslarda gugsuzluk on tanisi ile
klinigimize refere edilen hastadan yapilan tim ekzom sekans analizinde hemizigot
€.1311T>C p.Y437Y varyantl saptandi. Hastanin anamnezinde goégus agdrisi ile acil
servise bagvuru yaptigi, ASYE - alt solunum yolu enfeksiyonu tanisi konuldugu
ogrenildi. Enfeksiyonu sirasinda bakilan hemogramin 11.3 g/dl ye kadar dustugu
ogrenildi. Anamnezde yenidogan doneminde 3 gun suren sariligi oldugu ve
klvozde fototerapi uygulandigi égrenildi. Ailede hemolitik atak dykisu olan ya da

kronik anemisi olan olgu olmadigi 6grenildi.

O O

Sekil 40. P1 olgusuna ait

1 5_I pedigri
m O

14 yas

hemizigot
cA3NMT=C p.Y437Y

P6: Sag bacaginda hipertrofi nedeni ile takip edilen hastan hemihipertpfi
nedeni ile refere edildi. Klinik ekzom sekans analizinde hemizigot ¢.1311T>C
p.Y437Y varyanti saptandi. Hastanin anamnezinde proteus enfeksiyonu nedeni ile
hemograminda 10,1 g/dl ye kadar dusus oldugu ogrenildi. Aile dyktisunin olmadigi

ogrenildi ve hemolitik atak benzeri semptomlar tariflemedi.
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Sekil 41. P6

O O
olgusuna ait

5r 158

PG
b yas
hemizigot
cA3NT=C p.¥Y437Y

P12-P25: Boy kisaligi nedeni ile klinigimze basvuran hastanin ailesinde de
boy kisaligi 6yklisu mevcut. Yasina gore 3 persentil altinda olan hastanin 140 cm
altinda boyu olan akrabalari mevcut. Akondroplazilk gorinimua olmayan hastanin
yapilan tum ekzom sekans analizinde hemizigot c¢.1311T>C p.Y437Y varyanti
saptandi. Ayrica teyzesinde de boy kisaligi olan hastanin teyzesinde de tesadfi
olarak polimorfik heterozigot ¢.1311T>C p.Y437Y varyanti saptandi. P12 olgusu
karin agrisi ve ates nedeni ile 10 sene once acil servise basvurmus ve
gastroenterit tanisi almig. Enfeksiyon sirasinda bakilan hemogrami 11.6 g/dl olarak
tespit edilmis. P25 olgusunda ise 1 sene Once sebebi belirsiz ani baglayan anemi
gelismis. Hemoglobin 9,4 g/dl olarak ol¢iimus. Hastalar hemolizin diger bulgularini

tariflemiyor. Ailede bagka dyku yok.

O O Sekil 42. P12 ve P25

(5 d) d | é b | olgularina ait pedigr

P25
39 yas

| heterozigot
c131T=C p ¥Y437Y
P12

13 yas
hemizigot
c131MT=C p. ¥437Y
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P13: Ambigus genitale ve epilepsi nedeni ile refere edilen hastadan yapilan
tim ekzom sekans analizinde hemizigot polimorfik ¢.1311T>C p.Y437Y varyanti
Klinikten bagimsiz tesadufi olarak tespit edildi. Hastanin ge¢mis tetkikleri
incelendiginde 3 sene Once sebebi belirsiz sinirda anemi oldugu saptandi. 10,4
g/dl saptanan hemograma eslik eden bulgusu yoktu. Hastanin kendisinde ve

ailesinde hemolitik atak dykusu olmadigi 6grenildi.

] ] Sekil 43. P13 olgusuna ait
_5 pedigri

P13
4 yas
hemizigot
C13NT=C p Y437y

P22: Buyume gelisme geriligi ve néromotor gerilik nedeni ile refere edilen
olguya vyapilan klinik ekzom sekans analizinde Kklinikten bagimsiz tesadufi
€.1311T>C p.Y437Y heterozigot varyanti saptandi. Hastanin 6 sene once sebebi
belirsiz sinirda hemoglobin seviyesi saptandi. 11,4 g/dl saptanan hemoglobine ek

klinik bulgu eslik etmemis. Hastanin kendisinde ve ailesinde hemoliz dykusu yoktu.

Sekil 44. P22 olgusuna ait

O O +O O O ™™

N P22
&yas
heterozigot
cA3NT=C p.¥437Y
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P26: Noromotor gelisim geriligi ve hipotoni nedeni ile refere edilen olgudan
yapilan klinik ekzom sekans analizinde Klinikten bagimsiz tesadlfi heterozigot
c.1311T>C p.Y437Y varyanti saptandi. Hastanin anamnezi derinlestirildiginde 3
sene 6nce covid-19 enfeksiyonu nedeni ile hastaneye yatisinin oldugu 6grenildi.
Enfeksiyonu takip eden 4 gun icinde hemoglobini 10,1 g/dl ye dugsen hastanin
bundan bagska anemi 6ykuslu yok. Hemolitik atagi tarifleyecek klinik éykusiu yok.
Hastanin teyzesinde de anemi oldugu o6grenildi. Ancak hemolitik atak benzeri

bulgular tariflemiyor.

O 2@
| | 6@ a@ll
10

P25
Jyas
heterozigot
CA3NMT=C p ¥437Y

Sekil 45. P26 olgusuna ait pedigri
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Tablo 14. Non-polimorfik hastalar listesi ve 6zellikleri devami
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5.TARTISMA

G6PD WHO class 2 ve WHO class 3 varyantlar her ne kadar bazi
makalelerde polimorfik(24) olarak adlandirilsa da bu konuda fikir birligi
bulunmamaktadir. Literatirin blyuk béluminde G6PD geninde 3-4 adet polimorfik
varyant oldugu yayinlanmistir(87). Bizim c¢alismamizda yalnizca c¢.1311T>C
p.Y437Y mutasyonu polimorfizm olarak ele alinmis Akdeniz varyanti non-
polimorfizm olarak degerlendirilmigtir. ¢.1311T>C p.Y437Y mutasyonuna daha ¢ok
Hindistan/Gliney Asya populasyonunda rastlanirken Orta Asya populasyonlarinda
¢ok daha nadir gozlenmistir(4). He, Ying ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada
€.1311T>C p.Y437Y varyantina genelde intronik bir varyant ya da G6PD
Viangchan varyantinin eslik ettigi bildirilmistir(85). Sirdah ve arkadaglari, yaptiklari
calismada 3' UTR+357 A>G, IVS11-nt 93T>C varyantlarinin 1311. nikleotiddeki
polimorfizm ile iligkili oldugunu ©6ne surmuUstar(87). Bizim c¢alismamizda
kullandigimiz metodlar nedeni ile intronik mutasyonlar ve UTR bdlgeleri
sekanslanmamisg, bu ylzden calismaya dahil edilmemigtir. ¢.1311T>C p.Y437Y
varyantini saptadigimiz higbir olguda Viangchan varyanti saptanmamistir. Yine
Sirdah ve arkadaslarinin yaptigi baska bir calismada G6PD Akdeniz varyanti ve
€.1311T>C p.Y437Y mutasyonlarinin sikliklari ¢alistigi Filistin populasyonunda
sirasiyla 0.33 ve 0.38 olarak saptanmistir(86). Bizim calismamizda 16 Akdeniz
varyanti saptanirken 29 tane ¢.1311T>C p.Y437Y varyanti saptanmig, bu
calismanin aksine neredeyse 2 kat fark tespit edilmistir. Mortazavi ve
arkadaslarinin yaptigi ¢calismada bu polimorfik mutasyonun Akdeniz mutasyonu ile
iligkili oldugu ve olgularin bir kisminda Akdeniz muasyonu da saptandigi
bildirilmistir(88). Jablonska'nin yaptigi bir calismada Akdeniz mutasyonu ve
€.1311T>C p.Y437Y mutasyonu 19 olgunun 17 tanesinde birlikte saptanmistir(89).
Bizim ¢alismamizda bu ¢alismanin aksine G6PD geninde farkli 2 varyant saptanan

allel bulunmamaktadir.
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Cikes ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada c¢.1311T>C p.Y437Y sessiz
mutasyonuna sahip olgularin herhangi bir klinik oneminin olmadigi, enzim
aktivitesinin bu mutasyona sahip kisilerde %10-50 arasinda oldugu ve herhangi bir
klinik bulgularinin olmadigi belirtilmistir(90). Beutler’in bir calismasinda klinik dnemi
olan mutasyonlara dahil edilmemistir(91). Bizim ¢alismamizda c.1311T>C p.Y437Y
mutasyonu saptanan olgulardan G6PD enzim seviyesi calisilamamistir. Bizim
olgularimizda saptanan hafif anemilerin kesin nedeni bilinmemekle beraber ilag
kullanimlari veya cevresel maruziyetler hafif hemolizlere sebep olabilir. Bu
mutasyonun klinik 6neminin daha saglikh saptanabilmesi igin genis kapsamli

prospektif calismalara ihtiyac duyulmaktadir.

Yenidogan sarihdinin  sorgulanmasi G6PD eksikliginde son derece
onemlidir(4,7,8). Hastalardan yenidogan sariliginin baslangi¢ ginu, suresi, bilirubin
seviyesi ve fototerapi ihtiyaci bilgileri sorgulanmali, fizyolojik sariliktan ayirt
edilmelidir. Olgularimizin anamnezinde sarilik Oykuleri ayrintili  alnanamisg,
sariliklarin fizyolojik/patolojik ayrimi yapilamamis, sariligin baslangic guniu ve
bilirubin  parametrelerine ulasilamamistir.  Edinilen anamnez bilgileri ile
degerlendirildiginde Akdeniz varyantinin yenidogan sarihdi ile iligkisi hemolizle olan
iligskisine gore daha zayiftir. Settin ve arkadaslarinin Misirda yaptigi ¢alismada
%11 civarinda seyreden bu iliskini Glkemizde biraz daha fazla oldugu (%12,5) ve
calismada ulkemizle ilgili bildirilen raporu destekledigi saptanmistir(105). Chatham
varyanti Ortadogu’da yenidogan sariligi ile arastirilan hastada tanimlanmig bir
varyant olmakla beraber bu agidan hem hastamizin hem etnik kdkeni hem de Klinik

bulgulari literatur ile uyumludur(106).
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Ekzon 8'de saptadigimiz ¢.774C>T p.D258D varyanti ile ilgili makale verisi
bulunmamaktadir. Bu sessiz varyant Varsome, Franklin, QCI ve Clinvar veri
tabanlarinda “Muhtemel Benign” olarak yer almaktadir. H29 olgumuzda covid
pndmonisini takiben gelisen ¢ok hafif anemi bulgusu (hemoglobinde normal
sinirlarda kalmakla beraber 2.5 g/dl dusus) mevcuttur. Enzimin C terminalinde
258.aminoasit olan aspartati kodlayan bu bodlgenin yapisal NADP+ domain kusuru
ya da dimerizasyon hatasi yapmasi olasiligl arastirmaya acgik bir konudur.
Bununla beraber bu varyanta sahip 2 olgumuzda hafif yenidogan sariligi déykusu
bulunmasi varyantin patojenitesinin benign olmadigi yonundeki goruglerimizi

desteklemektedir.

Dunyada en sik gorulen G6PD geni varyanti Akdeniz olarak bildirilmistir.
Howes ve arkadaslarinin literatir derlemesinde ulkemizde en sik varyantin
Akdeniz oldugu belirtilmistir(92). Calismamizda da Akdeniz varyanti literatlr ile
uyumlu olarak klinikten en sik sorumlu varyant olarak tespit edilmigtir. Yine ayni
literatur derlemesinde belirtildigi gibi Akdeniz cografyasinda Afrika varyantlar ¢ok
nadir saptanmigtir. Bizim calismamizda da Afrika varyanti literatir ile uyumlu
olarak hi¢ saptanmamistir. italya’da yapilan bir calismada mutant aleller iginde
Akdeniz varyantinin orani Giney italya’da %63, Kuzey italya’da %58 olarak
bildirilmig, bizim calismamizda da %53,3 olarak saptanmigtir(99). Daha buyuk

populasyon galismalarina ihtiyag olsa da literatir ile uyumlu oldugu soylenebilir.
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Sekil 46. Howes ve arkadaslarinin literatir derlemesinden Asya ulkelerinin

varyantlar haritasi(92)
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G6PD Chatham varyanti Ortadogu’da Akdeniz varyantindan sonra en sik
saptanan varyant olarak raporlanmistir(93). Calismamizin non-polimorfik olgularini
olusturan grubunda %10 olarak saptanmistir. Homozigot saptanan tek olgu ve
siklikla Suriye etnik kdkenli olgularimizdasaptanan mutasyondur. En agir hemolitik
olgu homozigot Chatham varyantinda saptanmis ve hemoglobin 5 g/dl altinda
Olcliimustir. Akdeniz varyantlarinda homozigot olgu olmamasi nedeni ile
mukayese yapilamamakta ancak hemizigot olgunun Akdeniz varyantlarindan
hemolitik donemde farki olmadidi go6zlenmistir. Klinik olarak farklarinin
saptanabilmesi igin zigositesi ayni daha buyuk gruplarda karsilastirma yapmak

dogru olacaktir.

Calismamizda 2 olguda Exon 5’de saptanan Cairo varyantinda herhangi bir
klinik bulgu saptanmamistir. Literatirde Al-Sweedan ve arkadaslarinin Urdiin
populasyonunda yaptigi bir calismada favizm Klinigi ile degerlendirilen kadin
olguda homozigot Cairo mutasyonu saptanmis ancak klinik sikayetlere ragmen
hemoliz saptanmamistir(94). Reading ve arkadaslarinin c¢alismasinda Cairo
varyantinin hiperbilirubinemi ile iligkili oldugu saptanmistir(95). Sirdah ve
arkadaslari tarafindan Monte Carlo simulasyon testi kullanarak yapilan galismada
Cairo varyantinin enzim yapisinda minimal degisiklige neden oldugu saptanmistir.
N terminal bolgede NADP+ baglayici bolgenin ve enzim dimerizasyonunun ¢ok az
etkilendigi belirtiimistir(96). Olgularimizda klinik bulgu gézlenmemesi bu ¢alisma ile
uyumlu iken, hastalarin yenidogan dénemine ait bilgileri olmadigi igin varyant ve

hiperbilirubinemi iligkisi hakkinda net yorum yapilamamaktadir.
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Exon 11’de saptanan Union varyantina sahip 3 olgumuzdan 1’inde
enfeksiyon nedeni ile hemoliz bulgulari gelisirken diger olguda sebebi belirsiz
anemi ataklari ve bayillmalar mevcuttu. Literatirde bu varyanta sahip hastalarda
enzim aktivitesinin normalin %10’unun altina indigi raporlanmistir(97). Gliney Asya
ulkelerinde Viangchan, Akdeniz ve Mahidol varyantlarindan sonra en sik gozlenen
varyant olarak bildirilmistir(98). Di Montemuros ve arkadaslarinin italya’da yaptig
bir calismada, G6PD geninde mutant allel saptanan vakalar iginde Union
varyantinin orant %10 olarak bildirilmistir(99). Yine ayni ¢alismada ilmli G6PD
eksikligi ile uyumlu oldugu ve WHO Class 3 oldugu raporlanmigtir. Bizim
calismamizda da polimorfizmler cikarildiginda mutant alleller iginde Union
varyantinin orani %10 olarak saptanmigtir. Ayrica olgularimizda siddetli hemoliz

olmamasiyla birlikte literattr ile uyumlu olarak sonug¢lanmistir.

Splice site icerisinde yer alan ¢.120+7A>C varyanti ile ilgili daha d6nce
literatiurde makale verisi bulunmamaktadir. Bu varyant Franklin ve QCI veri
tabanlarinda “Benign” olarak bulunurken Clinvar veri tabaninda 1 “Klinik Onemi
Belirsiz Varyant/VUS” ve 1 “Benign” bildirim bulunmaktadir. Bu varyant
saptadigimiz  H26 erkek olgumuzda idrar yolu enfeksiyonunu takiben
hemoglobinde 3.5 g/dl dislis meydana gelmis olmasi bu varyanti benign olarak
degerlendirmemize engel olmustur. Varyantin splice site igerisinde yer almasi
nedeniyle, proteinin N terminalini kodlayan mRNA transkriptinde hatali kesime
neden oldugunu duaslinmekteyiz. Bu varyantin patojenitesi arastirmaya agik bir
konu olmakla birlikte “VUS—Muhtemel Patojenik” olarak degerlendiriime olasiligi
karsimiza c¢ikmaktadir. Daha kapsamli aile ve populasyon c¢alismalari, enzim
seviyesi analizleri ve transkriptom analizleri ile varyantin patojenitesi hakkinda

daha dogru bilgiler elde edilecektir.
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Exon 12’de ¢.1368C>T p.D456D saptanan varyanti ile ilgili makale verisi
bulunmamaktadir. Bu sessiz varyant Varsome, Franklin, QCI ve Clinvar veri
tabanlarinda “Muhtemel Benign” olarak yer almaktadir. Clinvar bildirimi ile ilgili
klinik veri mevcut dedildir. Bizim olgumuzda c¢alismay: ilgilendiren Kklinik
bulgulardan higbiri mevcut degildir. 45 yas kadin hastada saptanan bu heterozigot
varytant tarafimizdan da muhtemel benign olarak degerlendirilse de hemizigot bir

erkek hastada degerlendirme yapmak daha dogru olacaktir.

G6PD Gond olarak saptadigimiz varyant, Akdeniz, Union, Cairo ve
Chatham varyantlarinin aksine Clinvar, Varsome ve QCI veri tabanlarinda “Klinik
Onemi Belirsiz Varyant/VUS” olarak bildirilmistir. Bu mutasyon Hindistanda daha
sik gozlenmekle beraber Orta Dogu ve Akdeniz Ulkelerinde son derece nadir
saptanmaktadir. Bir makalede asemptomatik erkek hasta raporlanmig(100), baska
bir makalede ise homozigot bir kadinda methemoglobinemi ile iligkili olabilecegi
raporlanmistir(101). Bizim olgumuz ayrica beta talasemi varyanti tasidigi igin
hemogram parametreleri talasemi ile uyumluydu. G6PD eksikligi acisindan
degerlendirmelerimiz suboptimaldir. Varyantin patojenitesi hakkinda daha saglikh
yorum yapabilmek i¢in enzim seviyesinin tespiti, transkriptom analizleri ve varyant

saptanan bagka olgularin genotip-fenotip korelasyonu gerekmektedir.

Literatir derlemelerinden elde edinilen bilgilere paralel olarak galismamizda
yeni nesil dizileme yontemi ile saptanabilecek boyutta delesyon/duplikasyon
olgulari saptanmamistir. G6PD geni Exon 10 igerisinde yer alan ve kronik non-
sferositik hemolitik anemi olarak tanimlanan vakamiz bulunmamaktadir(102).
Ulkemizde de son derece nadir olan bu durum literatiir ile uyumlu olarak
saptanmistir. Diger ekzonlarda varyant ihtiva eden olgularda da kronik anemi

lehine bulgu saptanmamistir.
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Hemolitik atagi bakla ile tetiklenen olgularda hemoliz sirasinda bakilan
biyokimya parametrelerinden ALT ile AST arasinda enfeksiyon ile gelisen hemolitik
atak olgularina goére fark oldugu saptanmistir. Bakla ile hemoliz gelistigi saptanan
olgularin ALT degeri 12.8 - 35.0 IU/L arasinda iken AST degerleri 11.4 - 142.0 1U/L
arasinda degismektedir. Standart deviasyonu ALT igin 7,78, AST igin 44,63 olarak
tespit edilmistir. Bu degerler enfeksiyon ile hemoliz klinigi gelisen non-polimorfik
olgularda ise ALT igin 6.0 - 133.0, AST icin 12,0 - 29.0 olarak hesaplanmistir.
Standart deviasyonu ise ALT icin 51.42, AST i¢in 6.89 hesaplanmigtir. Goruldagu
uzere bakla ile tetiklenen ataklarda AST degerinde normale gore daha fazla artis
meydana gelmektedir. Literatirde bizim bulgularimizi dogrular nitelikte calisma
mevcuttur(103). Dorgalaleh ve arkadaslarinin yaptigi bu c¢alismada favizm
olgularinda ALT ye godre ve kontrol grubuna goére daha fazla artis gostermis ancak
bobrek fonksiyon testlerinde kontrol grubuna goére anlamli sapma meydana
gelmedigi bildiriimigtir. Dorgalaleh ve arkadaglarinin galismasinda bakla ve
enfeksiyon nedenli hemolizler arasindaki biyokimyasal fark calismaya dahil
edilmemistir. Bizim c¢alismamiza bdbrek fonksiyon testleri dahil edilmedi.
Enfeksiyona bagli olgularda AST ve ALT arasinda fark olmamasi, Favizme neden
olan divisin ve konvisin metabolitlerinin karacigerde AST aracili yolaklarda
metabolize oldugunu dusundurmektedir ancak bu alanda daha genis kapsamli

¢alismalara ihtiyag vardir.

Varyant saptanan kadin olgularin yas mod-mean ve median degerleri erkek
olgulardan daha yuksek saptanmigtir. Sadece 1 kadinda homozigot, diger tum
kadinlarda heterozigot varyant saptanmistir. Kadinlarin yas ile klinik bulgulari
arasinda iligki oldugu gozlenmigstir. Bu durumu carpik X inaktivasyonunun yas ile

artmasi ile iliskilendirmekteyiz(104). Bulgularimiz literatr ile uyumludur.
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6.SONUG

Bu calismada GG6PD geninin Klinigimizde geg¢mise donuk molekuler
sonuglarini ve fenotip korelasyonlarini derledik. Favizm klinigi ile degerlendirilen
olgularda beklenildigi gibi en sik Akdeniz varyanti saptanmis ve fenotipik bulgulari
da varyant ile uyumlu bulunmustur. Ancak hala genis yeni nesil dizileme panelleri
ile tesadufi patojenik varyant saptanan olgularin sayisi azimsanmayacak
dizeydedir. Bu hastalarda hayatlarinin bir doneminde enfeksiyon, bakla ya da
ilaglar ile akut hemolitik anemi, sarilk ya da diger klinik bulgular
g6zlenebilmektedir. Etyolojinin bakla olmadigi hemolizlerde ise genellikle ayirici

tanida G6PD eksikligi akla gelmemektedir.

Yaptigimiz genotip-fenotip korelasyonlari buyuk oranda literatir verileri ile
uyumlu olsa da enfeksiyon nedenli hemolizlerde G6PD eksikliginin arastiriimadigi
farkedilmistir. Covid-19 enfeksiyonlari ile tetiklenen hemolitik anemi morbidite ve
mortaliteyi arttiran bir faktor olabilir;, G6PD eksikliginin populasyonumuzda nadir
olmadigi g6z onune alinmahdir. X’e bagh kalitim nedeniyle 6zellikle erkeklerde
onemli bir risk faktorl olup Covid-19 pandemisinde mortalite ve morbiditenin
erkeklerde yiiksek olmasinda rol oynayabilir. Ulkemizde son vyillarda plasmodium
vakalarinin son derece az goérilmesi, primakin ve benzeri sitma ilaglarinin ¢gok az
kullanilmasi nedeni ile ila¢ nedenli hemolizler artik sik degildir. Calismamiz da
bunu destekler niteliktedir. Akdeniz cografyasinda bulundugumuz unutulmamali,
plasmodiumdan tarihsel suregte korunmamizi destekleyen mutasyonlarin binlerce
yil O6ncesine ait oldugu g6z 6nlinde bulundurulmalidir. Bu nedenle ACMG
direktifleri dogrultusunda raporlamaktan sorumlu oldugumuz 81 genin igerisinde
bulunmayan G6PD geninin, Akdeniz ve Ortadogu cografyasinda 82.gen olarak
“Patojenik  varyantlarinin raporlanmasi zorunlu genler”  statusunde

degerlendiriimesi gerektigini dugunmekteyiz.
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