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OZET

Purpose: In this study, the type of mutations in Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase
deficient cases was defined using microarray technique.

Methods: Twenty-five cases (17 male/8 female) with glucose-6-phosphate dehydro-
genase deficiency determined by Beutler method were analyzed. DNA samples were
isolated using Poncz principle to design hybridization probes for Gd-Mediterranean
mutation. Subsequently, the 6" exon of glucose-6-phosphate dehydrogenase gene was
amplified. After desalting, uncompounded primers were removed, the amplified poly-
merase chain reaction product was electronically addressed and denatured by NaOH.
Following hybridization, the signals were automatically scanned, and evaluated by dedi-
cated software. The NanoChip Molecular Biology Workstation® was standardized with
25 cases for Gd-Mediterranean mutation.

Results: Twenty-five cases with glucose-6-phosphate dehydrogenase activity of 0-4.9
U/gHb were examined, and 13 homozygous, two heterozygous and 10 normal subjects
for Gd-Mediterranean mutation were identified. These findings were consistent with the
results obtained from RFLP method, which is considered the golden standard. There-
fore, the Workstation® system has been found to be suitable to analyze the wild and
mutant type of glucose-6-phosphate dehydrogenase in all cases.

Conclusion: This research is the first study in which the microarray technique was
utilized to detect Gd-Mediterranean that is the most seen glucose-6-phosphate dehydro-
genase mutation in Turkey. The microarray technique allows large number of samples to
be tested in a short period with no use of radioactive materials. In our study, genotypes
were correctly identified for all subjects.

Key Words: Gd-Mediterranean mutation, Glucose-6-phosphate dehydrogenase defi-
ciency, microarray

ABSTRACT

Amag: Bu calismada glukoz-6-fosfat dehidrogenaz eksikligi olan olgularin mutasyonla-
r1 mikroarray teknigi kullanilarak belirlenmistir.

Metotlar: Beutler yontemiyle glukoz-6-fosfat dehidrogenaz eksikligi belirlenen 25 olgu
(17 erkek/8 kadin) incelendi. DNA o6rnekleri, Gd-Akdeniz mutasyonu i¢in hibridizas-
yon probu tasarlamak amaciyla, Poncz yontemi kullanilarak elde edildi. Bunun ardin-
dan, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz geninin 6. eksonu ¢ogaltildi. Tuzlardan arindirildik-
tan ve baglanmamis primerler uzaklastirildiktan sonra, amplifiye polimeraz zincir re-
aksiyonu iirlinii elektronik olarak adreslendi ve NaOH ile denatiire edildi. Hibridizas-
yonu takiben, sinyaller otomatik olarak tarandi ve cihazin yazilimiyla degerlendirildi.
Nanogip Molekiiler Biyoloji Calisma Istasyonu, Gd-Akdeniz mutasyonu igin 25 olguy-
la standardize edildi.

Bulgular: Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesi 0-4,9 U/gHb arasinda olan toplam
25 olgu incelendi ve 13 olgu homozigot, iki olgu heterozigot, 10 olgu da Gd-Akdeniz
mutasyonu i¢in normal olarak belirlenmistir. Bu bulgular, altin standart olarak kabul
edilen RFLP yontemiyle elde edilen sonuglarla uyumlu bulundu. Dolayisiyla, Calisma
Istasyon sistemi biitiin olgulardaki glukoz-6-fosfat dehidrogenaz normal ve mutant tipi
analiz etmeye uygun bulundu.

Sonug: Bu arastirma, Tirkiye’de en yaygin glukoz-6-fosfat dehidrogenaz mutasyonu
olan Gd-Akdeniz mutasyonunu belirlemek i¢in mikroarray tekniginin uygulandig: ilk
calismadir. Mikroarray teknigi fazla sayidaki olgularin, radyoaktif madde kullanilma-
dan, kisa siire icerisinde test edilebilmesine olanak saglar. Tiim olgular i¢in genotiple-
me dogru olarak belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Gd-Akdeniz mutasyonu, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz eksikligi,
mikroarray
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Giris

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi (G6PD, EC
1.1.1.49) pentoz fosfat yolunun ilk ve hiz sinirlayict en-
zimidir. G6PD enzim eksikligi bilinen en yaygin kalit-
sal enzim eksikligidir ve diinyada 400 milyondan fazla
insan1 etkilemektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin kriter-
lerine gore (biyokimyasal, kinetik ve klinik) bugiine ka-
dar 400°den fazla G6PD varyanti tanimlamistir (1). Ta-
rama ¢aligmalari ile Cukurova bolgesinde G6PD enzim
eksikliginin % 8,2 oraninda oldugu belirlenmis ve ki-
netik Ozellikleri farkli Gd-Adana, Gd-Balcali ve Gd-
Samandag olmak iizere ii¢ varyant rapor edilmistir (2,3).

G6PD geni X kromozomunun 28 bandinda yer almak-
tadir. Bu nedenle G6PD enzim eksikligi daha ¢ok erkek
bireyleri etkilemektedir. G6PD geni 13 eksondan ve 12
introndan olusmaktadir. Enzimin islevini belirleyen 515
amino asitin mRNA’s1 18500 b¢ uzunlugundadir. G6PD
enziminin aktif formunun molekiiler agirlig1 59,2 kDa
olup 2 veya 4 alt birim igerir (4).

Enzimin normal tipi Gd B* olup en yaygin varyant1 Gd-
Akdenizdir. Gd-Akdenizin elektroforetik go¢ hiz1 Gd B*
gibidir ve enzim aktivitesi % 0-10 arasindadir. Akdeniz
bolgesindeki beyazlarda en sik olarak gozlenen varyant-
tir (5-8).

Bu c¢alismada G6PD enzim aktivitesi eksik olan (0-4.9
U/gHb) olgularin Gd-Akdeniz mutasyonu mikroarray
cihaziyla saptamak igin alete hibridizasyon probu tasar-
lanarak probun ¢aligma kosullar1 standardize edilmis ve
olgularin genotiplendirmesi yapilmistir.

Gerec¢ ve Yontem

Eritrosit i¢i G6PD enzimin diizeyi Beutler yontemi ile
Olgiilmiis ve aktivitesi 0-4.9 U/gHb arasinda olan 25
olgunun 16kosit DNA’s1 Poncz yontemine goére fenol-
kloroform kullanilarak izole edilmistir (9,10). Mikroar-
ray cihazina Gd-Akdeniz (563 C—T) mutasyonun tanisi
icin 0zgiin hibridizasyon probu tasarlanmis ve molekii-
ler diizeyde genotiplendirme yapilmistir. DNA’y1 ¢ogalt-
ma islemi 25 pl hacimde; 100ng DNA ile 200 pM dNTPs,
10mM Tris-HCI (pH8,3), 50mM KCI, 1,5mM MgCl,, 0,5
U Fermentas Taqg DNA polimeraz ve 10pmol primer ka-
risimi olacak sekilde hazirlanmistir. Isisal dongiileyi-
cide 95°C’de 1dk, 60°C’de 1dk ve 72°C’de 1dk olarak
35 dongii Gd-Akdeniz mutasyonunu igeren 195 bg¢’lik
uzunluktaki gen pargast ¢ogaltilmistir (9,10). 10mmHg
basing uygulamasiyla vakum altinda deiyonize su kulla-
nilarak Millipore Corporation® ile ¢ogaltilan gen {iriin-
leri tuzdan arindirilmistir. Tuzdan arindirilmig ¢ogalt-
ma iriinleri sistemin yiikleyici kismindaki kartus yii-
zeyindeki test alanlarina elektrik akimi yardimiyla ro-
botik kol ile otomatik olarak adreslenmistir. Mutasyona
0zgii olarak tasarlanan hibridizasyon probu ile hibridize
edilerek okuma islemi otomatik olarak yapilmistir. Ci-
hazin yazilimindan elde edilen veriler degerlendirilmis-
tir. Tiim hastalara Cukurova Universitesi Tip Fakiilte-
si etik kurul arastirma projesi bilgi ve taahhiit formu ile
riza formu imzalatilmis, etik komiteden onay alinmistir.
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Gd-Akdeniz
Tasarinmi

Gd-Akdeniz mutasyonuna 6zgii, mutasyon noktasindan
baglayan 3-5 yoniinde 10-12 b¢’lik isaretleyici ile mutas-
yon noktasindan bir niikleotit 6nce baglayan 5-3" yoniin-
de 35-40 bg’lik sabitleyici ve evrensel kuyruk ile floresan
boyalar1 tastyan evrensel isaretleyici olmak tizere dort ki-
sim igeren prob tasarimi yapilmistir. Tasarim i¢in inter-
net kaynakli serbest programlar kullanilmigtir (11,12).

Mutasyonuna  Ozgii  Prob

Okuma Yonteminin Olusturulmasi

Tasarlanan hibridizasyon probunun ayirim sicakligi
standardize edilmistir. Ayirim sicakligi, mutant-normal
sinyal oraninin en az 50 kat oldugu sicaklik bulunun-
caya kadar 24°C’den baslayarak 4 derecelik artiglarla
44°C’ye kadar ¢ikilmis ve elde edilen sinyaller degerlen-
dirilmistir. Ayirim sicakligina gore en iyi sinyal deger-
lerinin elde edildigi protokol tasarlanan prob i¢in okuma
protokolii olarak kabul edilmistir (11).

Bulgular

Gd-Akdeniz mutasyonu i¢in tasarlanan hibridizasyon
probunun ayrim sicakligi 41°C olarak belirlenmistir.
Okuma protokoliinde ise 56°C’de 60 sn, 53°C’de 30 sn,
50°C’de 30 sn 48°C’de 30 sn ve 47°C’de 60 sn beklenmis,
bes defa yiiksek yogunluklu tuz ¢ozeltisi ile yikanarak
24°C’de okuma yapilmaistir.

Mikroarray yontemiyle ¢alisilan 25 olgunun Gd-
Akdeniz mutasyonu i¢in okunan floresan sinyal verile-
ri Sekil I’de gosterilmistir. Gd-Akdeniz mutasyonu igin
on ii¢ olgunun homozigot, iki olgunun heterozigot ve on
olgunun da normal oldugu saptanmis, veriler ise Tab-
lo 1’de verilmistir.

Tartisma

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz biitiin hiicrelerde bulunan
sitoplazmik bir enzimdir. Pentoz fosfat yolunda iiretilen
NADPH’lar yag asiti, kolesterol, steroid, amino asitlerin,
niikleik asitlerin, niikleotit yapili koenzimlerin sentezin-
de ve de methemoglobinin eritrositle rediiklenmesinde
iglev yapmaktadir (13-16).

Geligsen molekiiler tan1 yontemleri sonucu DNA diize-
yindeki c¢alismalar ¢ok hizli gelismeler géstermis ve
daha c¢ok geni daha kisa zamanda analiz edecek otoma-
tik cihazlar tiretilmeye baslanmistir (17). Bolgede yay-
gin olarak gozlenen G6PD enzim eksikligine neden olan
Gd-Akdeniz mutasyonu i¢in prob tasarimi yapilmis ve
optimum analiz kosullar1 standardize edilmistir.

Temeli Nothern ve Southern blot teknigine dayanan
mikroarray teknolojisi hibridizasyon tepkimelerine da-
yal1 yontemle mutasyon taramasi, polimorfizm analizle-
ri ve haritalama gibi genetik ¢alismalarda kullanilmak-
tadir. Mikroarray yonteminin en 6nemli avantaji ayni
anda bir ¢ok genle veya ornekle ilgili bilgi alinmast, hiz-
11 ve giivenilir sonug elde edilmesi yaninda otomasyona
adapte edilebilir olmasi nedeni ile rutin analizlerde yay-
gin kullanim alani bulmustur (18-21).

Yildiz ve ark..
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Sekil 1. Mikroarray analizinde Gd-Akdeniz probu ile alinan mutant ve normal floresan sinyal degerlerinin ¢ubuk grafigi.
Yesil normal, kirmizi ise mutant alele ait sinyal degerini gostermektedir. 4,11,12,13,14,15,16,18,19, 20,21,23,24 numaral1 olgular homozigot, 8,9
numarali olgular heterozigot ve 2,3,5,6,7,10,17,22,25,26 numarali olgular ise normaldir.

Tablo 1. Gd-Akdeniz mutasyonunun florosen sinyali, sinyal oranlar1 ve genotipleri

Olgu No Kirmizi Yesil Oran (K/Y) Genotipleme Genotip
ég-,t-\(l(()g(te?ilz 174 75 2,32 :1 Kirmizi /Yesil Heterozigot
2 12 1688 03:20,7 Yesil / Yesil Normal
3 5 973 04:14,6 Yesil / Yesil Normal
5 26 1655 02:03,6 Yesil / Yesil Normal
6 7 383 01:54,7 Yesil / Yesil Normal
7 16 1716 02:47,3 Yesil / Yesil Normal
10 38 2121 01:55,8 Yesil / Yesil Normal
17 13 607 01:46,7 Yesil / Yesil Normal
22 68 2360 01:34,7 Yesil / Yesil Normal
25 76 4080 01:53,7 Yesil / Yesil Normal
26 56 3484 02:02,2 Yesil / Yesil Normal
925 1007 01:01,1 Kirmiz / Yesil Heterozigot
1054 993 1,06:1 Kirmiz / Yesil Heterozigot
3152 105 30,02:1 Kirmizi/ Kirmizi Homozigot
" 1864 80 23,3:1 Kirmizi/ Kirmizi Homozigot
12 777 26 29,88:1 Kirmizi/ Kirmizi Homozigot
13 2024 71 28,51:1 Kirmizi/ Kirmizi Homozigot
14 1755 69 25,43:1 Kirmizi/ Kirmizi Homozigot
15 1978 73 27,11 Kirmizi/ Kirmizi Homozigot
16 3745 115 32,57:1 Kirmizi/ Kirmizi Homozigot
18 2012 99 20,32:1 Kirmizi/ Kirmizi Homozigot
19 544 19 28,63:1 Kirmizi/ Kirmizi Homozigot
20 3645 53 68,77:1 Kirmizi/ Kirmizi Homozigot
21 4701 149 31,55:1 Kirmizi/ Kirmizi Homozigot
23 1204 54 22,3:1 Kirmizi/ Kirmizi Homozigot
24 2780 110 25,271 Kirmizi/ Kirmizi Homozigot
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Mikroarray yontemine dayali ¢alisgan NanoChip Mole-
cular Biology WorkstationO sistemi kendine ait bir mik-
ro¢ip kartusuna ihtiyag gosteren agik bir sistemdir. Bu
kartus elektronik olarak kontrol edilebilen 100 test alani
icermektedir. Straptavidin kapli her bir test alan1 tizeri-
ne biyotinli ¢ogaltma iiriinleri sabitlenerek normal veya
mutant dizilere komplementer olan spesifik floresan
isaretli oligoniikleotid problar ile hibridize edilmektedir.
Kamera ile kaydedilen floresan sinyaller ise cihazin ya-
zilimi ile degerlendirilmektedir (11).

Gemignani ve arkadaglart G6PD ve talasemi mutasyon-
lar1 i¢in “Talasogip” adinda yeni bir ¢ip gelistirerek Ak-
deniz iilkelerinde yaygin olarak gdzlenen 17 mutasyo-
nun taramasini yapmislardir (20).

Ye Bang-Ce ve arkadaslar1 Cin’de yaygin olarak goz-
lenen GOPD enzim eksikligi neden olan 12 mutasyonu
mikroarray yontemiyle belirlemislerdir. Olgularin ta-
mami RFLP yontemiyle de ¢alisildiginda ayni sonuglar
elde edilmistir (21).

Bu c¢alismada Cukurova bdlgesinde en yaygin olarak
gozlenen Gd-Akdeniz (563 C—T) mutasyonunu mik-
roarray cihaziyla saptamak i¢in tasarlanan hibridizas-
yon probunun optimum kosullar: standardize edilmis ve
mikroarray sonuglarinin dogrulugu Mbo II enzimi kul-
lanilarak RFLP yontemiyle de kanitlanmistir.
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