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lukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) pentoz fos-

fat yolunun ilk basamagm katalize eden anah-
tar bir enzimdir (1). Eritrositlerde NADPH olusumu
icin tek kaynak pentoz fosfat metabolik yolu olup,
G6PD eksikliginde NADPH {iretimi 6nemli olciide
azahr. NADPH’'min eritrositlerdeki en dénemli rolii ise
glutatyonu (GSH) indirgemektir. G6PD eksikligi olan-
larda hemoliz yapan maddelerin verilmesi durumun-
da onlarin kendisi veya metabolitleri hemolize karsi
dayamkhhgn saglayan GSH’yi oksitleyerek (GSSG-ok-
side glutatyon) inaktive ederler. Bunun sonucunda
eritrositlerde hemoliz meydana gelir. Hemoliz olusu-
mundan hemen 6nce eritrosit GSH diizeyi azalir ve
GSSG artar. GSSG hiicreden disan ¢ikar ve hiicre ici
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GIRIS total GSH miktan azalr. Eritrosit membran protein-

lerindeki stilfidril gruplarmin oksidasyonu membran
fonksiyonunu bozar ve dalakta, daha agir durumlar-
da ise karacigerde de eritrositlerin erken yikimina ne-
den olur (2). G6PD enzimi normal olanlarda oksidan
madde ile karsilasma sonrast GSSG hizla GSH seklini
al.

G6PD eksikligi ilk olarak primakin alanlarda belir-
lendigi icin bu genetik defekt dnceleri "primakin du-
yarhhg” seklinde isimlendirilmistir. Fava fasulyesi
(Fava beans; Vicia fava) yenildigi zaman ortaya cikti-
g1 icin bu hastaliga bazan favizm adi da verilmekte-
dir (3,4). G6PD eksikligi esas olarak Afrika, Akdeniz
bolgesi, Orta Dogu, Gilineydogu Asya, Kafkas halkla-
rinda ve onlarn soylarmdan gelenlerde goriilmekte-
dir (3,5). Baz1 kaynaklarda ise, Ispanyol Yahudileri,
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Yunanllar, Cinliler, Filipinliler, Endonezyahlar ve
Hintli'ler de %5-40 oraminda bu enzimin eksikli§inin
gorilduga belirlenmistir (6). Tirkiye'deki olgular da-
ha cok Cukurova ve Van'in Baskale ilgesinde bulun-
maktadir. Eti Tirklerimde %?11,4, Cukurova bolgesin-
de 9%8.2, Kibrisli'larda %3,5 oraninda G6PD eksikli-
gine rastlanmistir (7). G6PD eksikliginin farmakolojik
acidan onemi primakin ve kinin gibi antimalaryal
ilaclar, aminopirin ve asetil salisilik asit gibi analjezik
ve antipiretikler, stilfonamidler, nitrofuranlar, K vitami-
ni, kloramfenikol, metilen mavisi ve diger baz ilaclar,
naftalin gibi kimyasal maddeler ve baklanin (Vicia fa-
va) normal kisilere oranla defektli kisilerde yan etki o-
larak ciddi boyutta hemolize neden olmalandir (3,8).

S6z konusu enzimi etkileyen ilaclarin kendileri
yan etki olarak hemoliz olusturabilecekleri gibi, bu
enzimin diizeyini azaltan ilaclan kullanan kisilerde
yukanda bahsedilen hemolitik ilaglarm kombine kul-
lamlmasi halinde, hemolitik yan etkilerin daha da ar-
tabilecegi diisiincesinden hareketle; psikiyatri
pratiginde siklikla kullanilan ve uzun siire uygulan-
masi gereken noroleptiklerden ikisinin, fenotiazin
grubu ilaclardan klorpromazin ve butirofenon grubu
ilaclardan haloperidoliin invitro kosullarda insan erit-
rosit G6PD enzim aktivitesi iizerine etkilerini belir-
lemek amaciyla bu calisma yapild.

YONTEM
Gerec
Insan Eritrositlerinden G6PD’m Saflastinimasi:

Saghkli 28 yasindaki bir kisiden alinmis olan taze
kandan hemolizat hazirlandi. EDTA’h tiiplere alman
kan &rnekleri kiiclik ependorf tiiplerine konuldu ve
15 dakika 2500 xg’'de santrifiij edildi. Tuplerin Ust
kismindaki plazma ve 16kosit tabakalarnn damlalikla
alindi. Daha sonra elde edilen eritrosit peleti 0,16 M
KCI ¢ozeltisi ile 3 defa yikandi. Her defasinda 2500
xg’'de santrifiij edilerek siipernatant atildi. Elde edi-
len eritrositlerden bir hacim alimp, 5 hacim buzlu su
eklenerek hemoliz edildi. Daha sonra hiicre ve artik-
lannim uzaklastinlmasi i¢in 10.000xg’de 30 dakika
santrifiij edilerek hemolizat hazirlandi. Elde edilen
hemolizatta 9%?35-65 arahginda amonyum siilfat
coktliirmesi yapildi. Daha sonra 4 °Cta 50 mM
K-asetat / 50 mM K-fosfat (pH: 7) tamponuna kar-
s1 2 saat siireyle 2 defa degistirilerek diyaliz islemi
yapildi. Bundan sonra 2’, 5 ADP-Sepharose 4B jeli

kullanilarak afinite kromatografisi ile enzim saflasti-
nldr (9-13).

SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi:

Saflastimlan enzimin safligi SDS poliakrilamid jel
elektroforeziyle kontrol edildi. Elektroforez sirasinda
yigma jel icin %4, ylriitme jel icin %10 akrilamid
konsantrasyonu kullamldi. Jel’e ayrica %1 oraninda
SDS katildi. Elektroforez Laemmli’'nin tanimladig
metoda gore yapildi (14).

Inhibitér Calismasi:

Klorpromazin icin 2,8x10*, 4,2x10™, 5,6x10%,
8,4x10™, 11,2x10* mM kiivet konsantrasyonlarmda,
haloperidol icin ise 2,66x10™, 3,99x10*, 5,32x10%,
7,98x10™ ve 10,64x10* mM kiivet konsantrasyonlarn-
da 3 kez aktivite olclimleri yapilarak ortalamalan
alindi. Her bir ilag i¢in 5 farkh inhibitor konsantrasyon-
da [ilac]-%Aktivite grafikleri cizildi. llagsiz kiivetin ak-
tivitesi %100 kabul edildi. %50 inhibisyona neden o-
lan ila¢ konsantrasyonu (I5g) grafiklerden hesaplandi.

Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz Aktivitesinin Olgiimii:

Enzim aktivitesinin 6lcimii spektrofotometrede
37 °C’ta Beutler metoduna gdre yapildi (15). Bu me-
tod, NADP’'nin G6PD tarafindan glukoz 6-fosfat var-
hgmmda indirgenmesi esasia dayamr. NADPH'nin o-
lusum oram G6PD aktivitesine bagimh olup, 340
nm’deki absorbans artisi ile 6l¢tilmistiir.

Materyaller:

2’, 5" ADP-Sepharose 4B Pharmacia’dan, NADP+
ve G6P Sigmadan, diger kimyasallar ise Sigma veya
Merck’ten temin edildi. Klorpromazin Eczacibasi
Rhone Poulenc’den, haloperidol ise Ali Raif A.S.den
temin edildi.

istatistiksel Analiz:

% Aktivite degerleri Ortalama + Standard
Deviyasyon olarak verildi. Verilerin degerlendiril-
mesinde non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis
tek yonlii varyans analizi uygulandi. p<0.05 degerleri
istatistiksel olarak anlamh kabul edildi. 15y degerinin
belirlenmesi icin regresyon analizi (Microsoft Excel
programindaki tistel yontem kullanilarak) uygulandi.
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BULGULAR

G6PD amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve 2’,5-ADP
Sepharose 4B afinite jeli ile ve %51,6 verim ile 9300
kez saflastinlmistir. % Aktivite degerleri klorpromazin
icin Tablo 1’de ve haloperidol icin Tablo 2’de veril-
mistir. Tablo 1 ve 2’ye bakildiginda, farkl ila¢ kon-
santrasyonlarinda elde edilen % aktive degerlerinin,
kontrol ile karsilastimldigimda istatistiksel olarak anlaml
oldugu gorilmektedir (p<0,005). Regresyon analizin-
den elde edilen 15y degerleri klorpromazin icin 0,42
mM (R%: 0,09873) ve haloperidol 0,37 mM (R* 0,9894)
olmustur. Ayrica klorpromazin ve haloperidoliin 5 fark-
I inhibitdér konsantrasyonu kullamlarak elde edilen
Y%aktivite-[I] grafikleri Sekil 1 ve 2’de gosterilmistir.

Tablo 1. Farkhi klorpromazin konsantrasyonlarinda
elde edilen enzim aktivite degerlerinin Ortalama =
Standard Deviyasyon'lan (Ort * S.D.). ilagsiz ortam
kontrol olarak ve aktivitesi %100 kabul edilmistir.

Sekil 1. Klorpromazinin 5 farkh konsantrasyonu kul-
lanilarak elde edilen %aktivite-[l] grafikleri.
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Sekil 2. Haloperidoliin 5 farkli konsantrasyonu kul-
lanilarak elde edilen %aktivite-[l] grafikleri

ilag konsantrastonu (M) %Aktivite (Ort = S.D.)

0 100 +0.0
2.8x104 69 +0.0*
4.2x104 50 +1.0*
5.6x104 34 +0.0%
8.4x104 23.9+ 1.002*
11.2x104 15.7+ 0.608*
N=3, *p<0.005

Tablo 2. Farkh haloperidol konsantrasyonlarinda elde
edilen enzim aktivite degerlerinin Ortalama =
Standard Deviyasyon’lari (Ort + S.D.). ilagsiz ortam
kontrol olarak ve aktivitesi %100 kabul edilmistir.
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ilag konsantrastonu (M) %Aktivite (Ort = S.D.)

0 100 +0.0
2.66x104 63 = 1.0%
3.99x104 52.5+ 7.64*
5.32x104 35 +0.0*
7.98x104 19 +1.0*
10.64x10 14 +0.0*
N=3, * p<0.005

TARTISMA

Hemolitik anemilerle birlikte giden eritrosit enzim
defektleri ilk kez Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz
(G6PD) eksikliginin tanimlanmasi ile giindeme gel-
mistir. Eritrositlerde yaklasik olarak 15 enzim defekti

tanimlanmis olup; diinyada en sik goriilen, hemolitik
anemiye neden olan ve klinik acidan en Onemlisi
G6PD eksikligidir (2). G6PD biitiin dokularda yaygm
olarak bulunmakla beraber, en ciddi patolojik du-
rumlar eritrositlerdeki eksikligi durumunda ortaya
ctkmaktadir (7). Ortaya c¢ikan hemolizin siddeti en-
zim eksikliginin diizeyine ve alman oksidan madde
miktarina gore degismektedir. Bu nedenle oksidan 6-
zelligi bulunan ilaclar G6PD eksikligi olan kisilerde
kullanilirken, ila¢ dozunun ¢ok iyi belirlenmesi ge-
rekmektedir. Yine asm G6PD eksikligi olan baz
kisilerde, diisiik dozlarda dahi hemoliz ortaya ¢ikabil-
mektedir.

Eski bir tam olan G6PD eksikligi ile sizofreninin
akut deliran formu arasinda bir iliski oldugu iddia
edilmistir (16). Yine sizofrenlerde 16kosit G6PD akti-
vitesinin azaldig, eritrosit G6PD aktivitesinde ise an-
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lamh Dbir farkhlik olmadigi belirlenmistir (17). Sekiz
haftahk lityum tedavisinin nefronlardaki G6PD akti-
vitesini azalttigim, lityumun kesilmesinden 8 hafta
sonra ise enzim aktivitesinin normale déndigi gos-
terilmistir. Aynca lityum ile noroleptik kombinasyo-
nunun da enzim aktivitesinde azalmaya neden oldu-
gu belirlenmistir (18). Antipsikotikler basta, sizofreni
olmak {izere baz1 psikozlarn tedavisinde kullanilan
ve santral sinir sisteminde dopaminerjik etkinligi bas-
kilayan ilaclardir. Haloperidol ve klorpromazin, en
fazla kullanilan antipsikotiklerdendir. Ozellikle sizof-
reni tedavisinin baslangicinda ylikleme dozunda ve-
rilip, daha sonra idame tedavisine gecilir (3). Cahs-
mamizin sonuclan, oldukc¢a diisiik konsantrasyonlar-
da klorpromazin ve haloperidoliin G6PD aktivitesini
inhibe ettigini gostermistir. Bu bulgular, G6PD eksik-
ligi bulunan psikotik hastalarda her iki ilacm da dik-
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