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ÖZET 
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 6th 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
Amaç: Bu çalışmada glukoz-6-fosfat dehidrogenaz eksikliği olan olguların mutasyonla-
rı mikroarray tekniği kullanılarak belirlenmiştir.
Metotlar: Beutler yöntemiyle glukoz-6-fosfat dehidrogenaz eksikliği belirlenen 25 olgu 
(17 erkek/8 kadın) incelendi. DNA örnekleri, Gd-Akdeniz mutasyonu için hibridizas-
yon probu tasarlamak amacıyla, Poncz yöntemi kullanılarak elde edildi. Bunun ardın-
dan, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz geninin 6. eksonu çoğaltıldı. Tuzlardan arındırıldık-
tan ve bağlanmamış primerler uzaklaştırıldıktan sonra,  amplifiye polimeraz zincir re-
aksiyonu ürünü elektronik olarak adreslendi ve NaOH ile denatüre edildi. Hibridizas-
yonu takiben, sinyaller otomatik olarak tarandı ve cihazın yazılımıyla değerlendirildi. 
Nanoçip Moleküler Biyoloji Çalışma İstasyonuÒ, Gd-Akdeniz mutasyonu için 25 olguy-
la standardize edildi. 
Bulgular: Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesi 0-4,9 U/gHb arasında olan toplam 
25 olgu incelendi ve 13 olgu homozigot, iki olgu heterozigot, 10 olgu da Gd-Akdeniz 
mutasyonu için normal olarak belirlenmiştir. Bu bulgular, altın standart olarak kabul 
edilen RFLP yöntemiyle elde edilen sonuçlarla uyumlu bulundu. Dolayısıyla, Çalışma 
İstasyonÒ sistemi bütün olgulardaki glukoz-6-fosfat dehidrogenaz normal ve mutant tipi 
analiz etmeye uygun bulundu.
Sonuç: Bu araştırma, Türkiye’de en yaygın glukoz-6-fosfat dehidrogenaz mutasyonu 
olan Gd-Akdeniz mutasyonunu belirlemek için mikroarray tekniğinin uygulandığı ilk 
çalışmadır. Mikroarray tekniği fazla sayıdaki olguların,  radyoaktif madde kullanılma-
dan, kısa süre içerisinde test edilebilmesine olanak sağlar. Tüm olgular için genotiple-
me doğru olarak belirlenmiştir.
Anahtar Sözcükler: Gd-Akdeniz mutasyonu, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz eksikliği, 
mikroarray
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Giriş
Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi (G6PD, EC 
1.1.1.49) pentoz fosfat yolunun ilk ve hız sınırlayıcı en-
zimidir. G6PD enzim eksikliği bilinen en yaygın kalıt-
sal enzim eksikliğidir ve dünyada 400 milyondan fazla 
insanı etkilemektedir. Dünya Sağlık Örgütü’nün kriter-
lerine göre (biyokimyasal, kinetik ve klinik) bugüne ka-
dar 400’den fazla G6PD varyantı tanımlamıştır (1). Ta-
rama çalışmaları ile Çukurova bölgesinde G6PD enzim 
eksikliğinin % 8,2 oranında olduğu belirlenmiş ve ki-
netik özellikleri farklı Gd-Adana, Gd-Balcalı ve Gd-
Samandağ olmak üzere üç varyant rapor edilmiştir (2,3). 
G6PD geni X kromozomunun q28 bandında yer almak-
tadır. Bu nedenle G6PD enzim eksikliği daha çok erkek 
bireyleri etkilemektedir. G6PD geni 13 eksondan ve 12 
introndan oluşmaktadır. Enzimin işlevini belirleyen 515 
amino asitin mRNA’sı 18500 bç uzunluğundadır. G6PD 
enziminin aktif formunun moleküler ağırlığı 59,2 kDa 
olup 2 veya 4 alt birim içerir (4). 
Enzimin normal tipi Gd B+ olup en yaygın varyantı Gd-
Akdenizdir. Gd-Akdenizin elektroforetik göç hızı Gd B+ 
gibidir ve enzim aktivitesi % 0-10 arasındadır. Akdeniz 
bölgesindeki beyazlarda en sık olarak gözlenen varyant-
tır (5-8). 
Bu çalışmada G6PD enzim aktivitesi eksik olan (0-4.9 
U/gHb) olguların Gd-Akdeniz  mutasyonu mikroarray 
cihazıyla saptamak için alete hibridizasyon probu tasar-
lanarak probun çalışma koşulları standardize edilmiş ve 
olguların genotiplendirmesi yapılmıştır. 

Gereç ve Yöntem
Eritrosit içi G6PD enzimin  düzeyi Beutler yöntemi ile 
ölçülmüş ve aktivitesi 0-4.9 U/gHb  arasında olan 25 
olgunun lökosit DNA’sı Poncz yöntemine göre fenol-
kloroform kullanılarak izole edilmiştir (9,10). Mikroar-
ray cihazına Gd-Akdeniz (563 C→T) mutasyonun tanısı 
için özgün hibridizasyon probu tasarlanmış ve molekü-
ler düzeyde genotiplendirme yapılmıştır. DNA’yı çoğalt-
ma işlemi 25 µl hacimde; 100ng DNA ile 200 µM dNTPs, 
10mM Tris-HCl (pH8,3), 50mM KCl, 1,5mM MgCl2, 0,5 
U Fermentas Taq DNA polimeraz ve 10pmol primer ka-
rışımı olacak şekilde hazırlanmıştır. Isısal döngüleyi-
cide 95°C’de 1dk, 60°C’de 1dk ve 72°C’de 1dk olarak 
35 döngü Gd-Akdeniz mutasyonunu içeren  195 bç’lik 
uzunluktaki gen parçası çoğaltılmıştır (9,10). 10mmHg 
basınç uygulamasıyla vakum altında deiyonize su kulla-
nılarak Millipore Corporation® ile çoğaltılan gen ürün-
leri tuzdan arındırılmıştır. Tuzdan arındırılmış çoğalt-
ma ürünleri sistemin yükleyici kısmındaki kartuş yü-
zeyindeki test alanlarına elektrik akımı yardımıyla ro-
botik kol ile otomatik olarak adreslenmiştir. Mutasyona 
özgü olarak tasarlanan hibridizasyon probu ile hibridize 
edilerek okuma işlemi otomatik olarak yapılmıştır. Ci-
hazın yazılımından elde edilen veriler değerlendirilmiş-
tir. Tüm hastalara Çukurova Üniversitesi Tıp Fakülte-
si etik kurul araştırma projesi bilgi ve taahhüt formu ile 
rıza formu imzalatılmış, etik komiteden onay alınmıştır. 

Gd-Akdeniz Mutasyonuna Özgü Prob 
Tasarımı
Gd-Akdeniz mutasyonuna özgü, mutasyon noktasından 
başlayan 3’-5’ yönünde 10-12 bç’lik işaretleyici ile mutas-
yon noktasından bir nükleotit önce başlayan 5’-3’ yönün-
de 35-40 bç’lik sabitleyici ve evrensel kuyruk ile floresan 
boyaları taşıyan evrensel işaretleyici olmak üzere dört kı-
sım içeren prob tasarımı yapılmıştır. Tasarım için  inter-
net kaynaklı serbest programlar kullanılmıştır (11,12). 

Okuma Yönteminin Oluşturulması
Tasarlanan hibridizasyon probunun ayırım sıcaklığı 
standardize edilmiştir. Ayırım sıcaklığı, mutant-normal 
sinyal oranının en az 50 kat olduğu sıcaklık bulunun-
caya kadar 24°C’den başlayarak 4 derecelik artışlarla 
44°C’ye kadar çıkılmış ve elde edilen sinyaller değerlen-
dirilmiştir. Ayırım sıcaklığına göre en iyi sinyal değer-
lerinin elde edildiği protokol tasarlanan prob için okuma 
protokolü olarak kabul edilmiştir (11). 

Bulgular 
Gd-Akdeniz mutasyonu için tasarlanan hibridizasyon 
probunun ayrım sıcaklığı  41°C olarak belirlenmiştir. 
Okuma protokolünde 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 beklenmiş, 
beş defa yüksek yoğunluklu tuz çözeltisi ile yıkanarak 
24°C’de okuma yapılmıştır. 
Mikroarray yöntemiyle çalışılan 25 olgunun Gd-
Akdeniz mutasyonu için okunan floresan sinyal verile-
ri Şekil 1’de gösterilmiştir. Gd-Akdeniz mutasyonu  için 
on üç olgunun homozigot, iki olgunun heterozigot ve on 
olgunun da  normal olduğu saptanmış, veriler ise  Tab-
lo 1’de verilmiştir.

Tartışma 
Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz bütün hücrelerde bulunan 
sitoplazmik bir enzimdir. Pentoz fosfat yolunda üretilen 
NADPH’lar yağ asiti, kolesterol, steroid, amino asitlerin, 
nükleik asitlerin, nükleotit yapılı koenzimlerin sentezin-
de ve de methemoglobinin eritrositle redüklenmesinde 
işlev yapmaktadır (13-16).
Gelişen moleküler tanı yöntemleri sonucu DNA düze-
yindeki çalışmalar çok hızlı gelişmeler göstermiş ve 
daha çok geni daha kısa zamanda analiz edecek otoma-
tik cihazlar üretilmeye başlanmıştır (17). Bölgede yay-
gın olarak gözlenen G6PD enzim eksikliğine neden olan 
Gd-Akdeniz mutasyonu için prob tasarımı yapılmış ve 
optimum analiz koşulları standardize edilmiştir.
Temeli Nothern ve Southern blot tekniğine dayanan 
mikroarray teknolojisi hibridizasyon tepkimelerine da-
yalı yöntemle mutasyon taraması, polimorfizm analizle-
ri ve haritalama gibi genetik çalışmalarda kullanılmak-
tadır. Mikroarray yönteminin en önemli avantajı aynı 
anda bir çok genle veya örnekle ilgili bilgi alınması, hız-
lı ve güvenilir sonuç elde edilmesi yanında otomasyona 
adapte edilebilir olması nedeni ile rutin analizlerde yay-
gın kullanım alanı bulmuştur (18-21). 
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Tablo 1. Gd-Akdeniz mutasyonunun florosen sinyali, sinyal oranları ve genotipleri

Olgu No Kırmızı Yeşil Oran (K/Y) Genotipleme Genotip

1 + Kontrol 
Gd-Akdeniz 174 75 2,32 : 1 Kırmızı /Yeşil Heterozigot 

2 12 1688 03:20,7 Yeşil / Yeşil Normal
3 5 973 04:14,6 Yeşil / Yeşil Normal
5 26 1655 02:03,6 Yeşil / Yeşil Normal
6 7 383 01:54,7 Yeşil / Yeşil Normal
7 16 1716 02:47,3 Yeşil / Yeşil Normal

10 38 2121 01:55,8 Yeşil / Yeşil Normal
17 13 607 01:46,7 Yeşil / Yeşil Normal
22 68 2360 01:34,7 Yeşil / Yeşil Normal
25 76 4080 01:53,7 Yeşil / Yeşil Normal
26 56 3484 02:02,2 Yeşil / Yeşil Normal
8 925 1007 01:01,1 Kırmız / Yeşil Heterozigot
9 1054 993 1,06:1 Kırmız / Yeşil Heterozigot
4 3152 105 30,02:1 Kırmızı/ Kırmızı Homozigot
11 1864 80 23,3:1 Kırmızı/ Kırmızı Homozigot
12 777 26 29,88:1 Kırmızı/ Kırmızı Homozigot
13 2024 71 28,51:1 Kırmızı/ Kırmızı Homozigot
14 1755 69 25,43:1 Kırmızı/ Kırmızı Homozigot
15 1978 73 27,1:1 Kırmızı/ Kırmızı Homozigot
16 3745 115 32,57:1 Kırmızı/ Kırmızı Homozigot
18 2012 99 20,32:1 Kırmızı/ Kırmızı Homozigot
19 544 19 28,63:1 Kırmızı/ Kırmızı Homozigot
20 3645 53 68,77:1 Kırmızı/ Kırmızı Homozigot
21 4701 149 31,55:1 Kırmızı/ Kırmızı Homozigot
23 1204 54 22,3:1 Kırmızı/ Kırmızı Homozigot
24 2780 110 25,27:1 Kırmızı/ Kırmızı Homozigot

Şekil 1. Mikroarray analizinde Gd-Akdeniz probu ile alınan mutant ve normal floresan sinyal değerlerinin çubuk grafiği.
Yeşil normal, kırmızı ise mutant alele ait sinyal değerini göstermektedir. 4,11,12,13,14,15,16,18,19, 20,21,23,24 numaralı olgular homozigot, 8,9 
numaralı olgular heterozigot ve 2,3,5,6,7,10,17,22,25,26 numaralı olgular ise  normaldir.
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Mikroarray yöntemine dayalı çalışan NanoChip Mole-
cular Biology WorkstationÒ sistemi kendine ait bir mik-
roçip kartuşuna ihtiyaç gösteren açık bir sistemdir. Bu 
kartuş elektronik olarak kontrol edilebilen 100 test alanı 
içermektedir. Straptavidin kaplı her bir test alanı üzeri-
ne biyotinli çoğaltma ürünleri sabitlenerek normal veya 
mutant dizilere komplementer olan spesifik floresan 
işaretli oligonükleotid problar ile hibridize edilmektedir. 
Kamera ile kaydedilen floresan sinyaller ise cihazın ya-
zılımı ile değerlendirilmektedir (11).
Gemignani ve arkadaşları G6PD ve talasemi mutasyon-
ları için “Talasoçip” adında yeni bir çip geliştirerek Ak-
deniz ülkelerinde yaygın olarak gözlenen 17 mutasyo-
nun taramasını yapmışlardır (20).
Ye Bang-Ce ve arkadaşları Çin’de yaygın olarak göz-
lenen G6PD enzim eksikliği neden olan 12 mutasyonu 
mikroarray yöntemiyle belirlemişlerdir. Olguların ta-
mamı RFLP yöntemiyle de çalışıldığında aynı sonuçlar 
elde edilmiştir (21).
Bu çalışmada Çukurova bölgesinde en yaygın olarak 
gözlenen Gd-Akdeniz (563 C→T) mutasyonunu mik-
roarray cihazıyla saptamak için tasarlanan hibridizas-
yon probunun optimum koşulları standardize edilmiş ve 
mikroarray sonuçlarının doğruluğu Mbo II enzimi kul-
lanılarak RFLP yöntemiyle de kanıtlanmıştır. 
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