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OZET

Bu galigmada fare (mus-musculus) karacigeri G-6-PD enzim
aktivitesinin yliksek karbohidrat diyetine bagli olarak
degigimi incelendi. Bu amagla 1,5-2 aylik farelere %60
karbohidrat igeren yapay besin verilerek 24, 48, 120, 144
ve 168 inci saatlerde hayvanlarin karacigerleri ¢ikarilda
ve ultrasantrifiijde 28.000 rpm'de elde edilen supernatan-
daki enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak tlcildii.
Uygulanan besinin G-6-PD enzim aktivitesini yaklagik 10

kat artairdigi saptandz.

Eldeki supernatan drneklerine slab jel elektroforez
uygulandi. Laemmli'ye g8re uygulanan slab jel elektro-
forez deneylerinde protein bantlari elde edildi. Aktivite
artigini bir kez dahargﬁrmek lizere Hedricks and Smith'in
disk jel elektroforez ydntemi slab jel elektroforez
diizenefine uygulandi. Elektroforezden sonra yapilan
boyamada protein bantlari elde edildi. Gerekli kimyasal
madde temin edilemediginden aktivite tayini. yapirlamadi.



SUMMARY

In this work, the change in activity of mouse liver G-6-PD
enzyme with reference to high carbohydrate diet has been
investigated. For this purpose, 1,5-2 months o0ld mice
were fed 60% carbohydrate containing diet and at 24, 48,
120, 144 and 168 th hours the livers of mice were remowed;
and the activity of enzyme was measured spectrofoto-
metrically in supernatant fraction prepared by

centrifuging liver homogenate at 28000 rpm.

The supernatant samples were then run on slab gel
electrophoresis. In these experiments, which were
conducted according to Laemmli, protein bands were
detected. In order to observe once more the activity
increase the method of disc gel electrophoresis of
Hedricks and Smith was adapted to slab gel electrophoresis
apparatus. After staining the gel, protein bands were
clearly marked, but because of the lack of required
chemicals affinity test for activity was not performed.
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likte agagida sunulmusgtur.
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1. GIRisS

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (D-Glukoz 6P : NADP' oksi-
doreduktaz, E.C.1.1.1.49) enziminin fizyolojik ©nemi
saptanarak lizerinde c¢ok genis kapsamli ¢alismalar yapil-

migtir.

Enzim, karbonhidrat metabolizmasinin ikinci ana yolu olan
pentozfosfat yolunun ilk enzimidir ve NADP' koenzim
olarak kullanilarak D-Glukoz-6-fosfat'in D-Glukano- § -
lakton-6-fosfat'a yilikseltgenmesini katalizler. Enzim
ayrica bu metabolik yolun hizini ayarlayan regulator

enzim olmasi bakimindan da deger tasgir.

Enzimin hem fizyolojik hem de klinik Sneminin anlasilmasi
ile insan dahil degigsik seviyeden organizmalar iizerinde

genis kapsamli g¢aligmalar yapilmistair.

Ozellikle zenciler ve Akdeniz iilkeleri insanlari arasinda
vaygin olan G-6-PD enzimi eksikligi klinik nem tagiyan
kalitsal enzimatik bozukluklarin en Onemlisidir denebilir
(Burka, et al., 1966; Beutler, 1967).

G-6-PD ilk defa Warburg and Christian (1931) tarafindan
once at eritrositlerinde, daha sonra diger memeli eritro-
sitlerinde ve bira mayasinda kegfedilmig ve
"Zwischenferment"” (ara maya) olarak adlandirilmistair.

i1k defa 1936 da bira mayasindan kismen saflagtirilmis
fakat yine ayni kaynaktan izole edilmesi 25 yil kadar
sonra bagarilmigtir (Noltmann, et al., 1961). Bu arada
enzimin pekgok hayvan, bitki ve mikroorganizmalardaki

varligi saptanmigtir (Levy, 1979).

G-6-PD enzimine ilginin pekgok nedeni vardir. G-6-PD,
hayvan dokularinda, birgok bitki ve mikroorganizmada
heksozmonofosfat yolunun ilk reaksiyonunu katalizler ki
bu yol, NADPH ve pentozfosfatlari iiretir (Levy, 1979).

Heksozmonofosfat yolunun asil amaci NADPH iiretmek ise de
yolun gidigi farkli dokularda ve degisken metabolik



sartlarda defigik olabilir. Bazi hayvan dokularinda
glukozun biiyiik kismi heksozmonofosfat yolu ile metabolize
edilir. Bu yiizden bu yolun aktivitesini kontrol eden

faktorlerin aragtirilmasi gok ilgi cekmigtir.

insan eritrositlerinde de G-6-PD'in heksozmonofosfat
yolunun hiz belirleyici reaksiyonunu katalizledigi
saptammistir (Yoshida, 1973). 1Insan eritrositi G-6-PD'na
ilgi 1951'1i yillarda, primaquin'e hassas hemolitik
kansizligin G-6-~PD eksikligi ile ilgili oldugu (Garson,
et al., 1956) ve insan G-6-PD'1 ic¢in yapisal genin X
kromozomu iizerinde yerlestifi saptandiktan sonra daha da
artmigtir (Childs, et al., 1958).

1.1. G-6-PD Enziminin Fiziksel Ozellikleri

Cegitli kaynaklardan elde edilen G-6-PD'in optimum pH
degerleri 6,8 ile 9,5 arasi gibi gayet genis bir dagilim
gosterir. Basit organizmalarda optimum pH degerinin
biraz diigliik, memeli hiicrelerinde ise genellikle biraz
daha yiiksek oldupu gdzlenir (Goziikara, 1978). Insan
alyuvarlari G-6-PD'inin optimum pH'i 8-9 arasinda degisir
(Anstoll and Trujillo, 1967).

Enzim, G-6-PD icin 2.9x107°M ile 1.3x10*M arasinda

Michaelis-Menten sabiti, Km, gosterirken koenzim NADP"
ig¢in bu degerin 4.4x10_6M ile 1.05x107°M arasinda degis-
tigi goriilmiistiir (Goziikara, 1978).

Enzim, elde edildifi kaynaga bagli olarak cok degisgik
spesifik aktivite deferleri gosterir. Ornegin; insan
eritrositi G-6-PD'inin spesifik aktivitesi 750 Unite/mg
protein iken, sigir adrenal bezi enzimi 340, sican
karacigeri enzimi 210, C.utilis enzimi 314,
L.mesenteroides enzimi 314, Neurospora crassa enzimi 470,
Saccharomyces carlsbergesis'den saflagtirilan enzim ise
670 spesifik aktivite gosterir (Goziikara, 1978).



1.2. G-6-PD Enziminin Katalitik Ozellikleri

G-6-PD'1n pekgok formu magnezyumu:aktivatdr-oélarak kul= -
lanir. Eritrosit enzimi ise optimum aktivite igin Mg++
iyonlarina gereksinim duyar. Diger iki deferlikli
katyonlardan Ca++, Mn*" ve Ba'' da aktivator olarak dav-
ranabilirse de bu katyonlarin yiiksek konsantrasyonu

enzimi inhibe eder (Glaser and Brown, 1955).

G-6-PD'"1n koenzimi NADP® dir ve bu koenzimin uzaklagmasi
ile G-6-PD inaktif hale gelir. Inaktif hale gelmesinin
nedeni koenzimin yoklugunda enzim molekiiliiniin aktif dimer
halinin kararsiz olmasi ve aktif olmayan monomer haline
doniigsmesidir (Kirkman and Hendrickson, 1962; Chung and
Langdon, 1963).

NADP® nin G-6-PD molekiiliine baglanmasi sigmoid egri
gbsterir. Yani baglanan NADP' molekiili G-6-PD'in NADP'a
kargi ilgisini artirarak ortamdaki diger NADP' molekiil-
lerinin baglanmasini kolaylagtirir {Luzzato, 1967).

Alyuvarlardan elde edilen G-6-PD da NADP+y1 koenzim
olarak kullanir. NADP® yerine NAD olmasi halinde subst-
rati ile verdigi reaksiyonun hizi %95 oraninda diiger
(Keller, 1971).

G~6~PD enzimi substrati olan G-6-P igin oldukga Bzgiil
davranir, fakat bu &zgiilltik kesin degildir. Alyuvarlar
G-6-PD enzimi Galaktoz-6-fosfat ve 2-deoksiglukoz-6-
fosfat ile diigiik aktive gdsterir (Goziikara, 1975). Bu
iki alternatif substratin fizyolojik tnemi pek yok ise de
2-deoksiglukoz-6-fosfat ile olan reaksiyonun G-6-PD'in
mutant tiplerini karakterize etme ve tanimada faydali
olacagi ispatlanmistir (Keller, 1971).



1.3. G-6-PD Molekiiliiniin Yapisal Ozellikleri

1.3.1. Primer yapa
1.3.1. a. Amino asit bilegimi

Enzimin gegitli varyantinin bulunmasi nedeniyle amino
asit bilesimi de gegitlilik gbsterir. Cizelge 1.1. de
cegitli kaynaklardan elde edilen G-6-PD enziminin amino
asit kapsamlari goriilmektedir. Ozellikle sistein ve
methionin amino asitleri kapsamlarinda g&ze carpan

farkliliklar vardair.

1.3.1. b. Amino asit digindaki bilesenler

Maya hiicresi G-6-PD'inda zn'" ve diger metallerin varliga
saptanmigtir. Sigir adrenal G-6-PD enziminin kantitatif
analizi Ca2+, Mg2+ ve Cu2+ metallerinin varligini gdster-
mistir. Insan eritrositi G-6-PD'inin ise bir metaloenzim
olmadigi farkedilmigtir. Ancak metallerin varligi sapta-
namamis olabilir. Gercgekte metal iyonu igerigi hakkinda

kesin delil yoktur.

Bu metal iyonlari diginda G-6-PD molekiillerinde rastla-
nan en 6nemli bilesen molekiile sikica baglanmig NADP"
dir (Levy, 1979).

1.3.1. ¢. N- ve C- terminal amino asitler

C.utilis'den elde edilen G-6-PD molekiiliinlin C-terminal-
lerinde glisin, N-terminallerinden birinde glisin dige-
rinde ise alanin olan iki altiiniteden olustugu farke-
dilmigtir. S.cerevisiae'den elde edilen G-6-PD molekii-
liiniin N-terminal amino asiti tirozin olarak saptanmigtir.
insan eritrositi G-6-PD enziminin N-terminal amino asit-
lerinin tirozin ve alanin oldugu sanildiysa da daha sonra
bu enzimin bloke N-terminal ug¢ igerdigi ve N-terminal
ucunda piroglutamik asit oldugu saptanmigtir. Insan
l16kositi G-6-PD'1 ve sigir adrenal G-6-PD'inin
N-terminal uglarinin da bloke oldugu tespit edilmis



Cizelge 1.1.: Cesgitli kaynaklardan elde edilen G-6-FD
enzimlerinin amino asit kapsamlara.
(1: L.mesenteroides, 2: B.subtilis,
3: C.utilis As-75, 4: S.cerevisiae,

5: N.crassa, 6: Insan eritrositi)

Amino asit 1 2 3 4 5 6

Asx 144 130 134 96 101 98
Thr 48 52 44 30 43 39
Ser 44 54 67 44 59 48
Glx 104 108 106 80 100 111
Pro 30 54 49 35 45 46
Gly 70 60 83 50 60 65
Ala 116 76 67 39 52 60
Cys 0 4 14 4 32 14
Val 60 58 57 50 51 63
Met 18 20 15 12 34 24
Ile 52 68 47 36 56 50
Leu 72 86 81 60 76 84
Tyr 44 50 32 28 39 34
Phe 64 40 42 39 40 46
Lys 74 62 89 54 71 54
His 12 26 12 14 21 23
Arg 36 44 35 36 57 56
Trp 16 10 10 8 14 14

NOT: Hesaplar dimer bagina yapilmistir. Bu tablo Advances
in Enzymology, Alton Meister (Ed) Vol. 48, 1979, Inter-
science (John Wiley & Sons) New York'dan alinmigtair.



fakat bu bloke amino asitlerin hangi amino asitler

6ldugu saptanamamigtir (Levy, 1979).

Terrence, et al, (1981) tarafindan sigan karacigeri ve
uterusu G-6-PD enzimi lizerinde karakterizasyon caligma-
lar: yapilmigtir. Sican karacigeri G-6-PD enziminin
amino asit bilegimi diger memeli dokularindan elde edilen
enzimlerinkine benzer bulundu. Her iki kaynaktan elde
edilen enzimlerin N~terminal ucunda piroglutamat oldugu
saptandi. Bu sonug, pekgok hayvansal kaynaktan elde
edilen G-6-PD'larin bloke N-terminallere sahip olduklar:
hakkinda diger arastiricilar tarafindan verilen raporlara
(Yoshida, 1972; Singh and Squire, 1975; Kohn, et al.,
1976; De Flora, et al., 1977) ve bu bloke amino termina-
lin piroglutamat olduguna dair Yoshida (1972) tarafindan

verilen rapora uymaktadar.

insan eritrositi B ve A tipi G-6-PD molekiillerinde ve
C.utilis G-6-PD'inda C-terminal amino asit glisindir.
Insan ltkoesiti G-6-PD molekiilii C-terminalinde ise lizin

amino asiti oldugfu saptanmistar.

1.3.1. d. Altiinite (monomer) molekiil agirligi

Monomer veya altiinite terimi peptid baglarini koparmadan
enzimin disosiye olmasi sonucu elde edilen polipeptid
zincirine verilen isimdir. Birkag¢ istisna diginda mikro-
biyal G-6-PD enzimlerinin monomerlerinin molekiil agrrlaga
50.000-60.000 arasinda degisirken memeli G-6-PD'larinain
monomerlerinin molekiil agirligi 58.000-67.000 arasinda
degigir (Levy, 1979).

Sican karacigeri G-6-PD enziminin monomer molekil agir-—
1181 bazi arastiricilar tarafindan 28.000 bulunurken
bazilari tarafindan 64.000 olarak hesaplanmistir. Bu
farkin nedeninin tiir farklilifi ma yoksa bagka
etkenler mi oldugu saptanamamistair.



1.3.2. Sekonder yapa

G-6-PD enziminin sekonder yapisi hakkinda gok az caligma
vardir. S.cerevisiae ve C.utilis'den elde edilen G-6-PD
enziminin az miktarda heliks yapi gtsterdigi farkedil-
migtir. Sican karacigeri G-6-PD enzimi ile yapilan
¢aligmalar ise bu enzimin oldukga fazla helikal yap1
gosterdigini rapor etmektedir (Levy, 1979).

1.3.3. Tersiyer ve kuaterner yapi

Biitlin ¢aligmalar G-6-PD'in katalitik aktivite g&sterebil-
mesi igin en az dimer yapida olmasi gerektigini belirtir
(Levy, 1979). Buna ragmen G-6-PD molekiilleri tetramer

veya oligamerler olugturmak lizere biraraya gelebilirler.

Insan eritrositi G-6-PD'inin dimer ve tetramer yapilara
arasinda dengede olduBu ve molekiiliin yiiksek pH ve iyonik
kuvvet durumunda dimer hali, alcak pH ve iyonik kuvvet
durumunda ise tetramer hali tercih ettifi tespit edil-
migtir. Fare meme bezi enzimi de ayni gsekilde davranir
(Levy, 1979).

Tetramer G-6-PD molekiilleri aslinda dimerlerin dimerleri
seklinde ortaya c¢ikarlar. Insan eritrositi G-6-PD enzimi
ile yapilan c¢aligmalar, altiiniteleri birarada tutan
kuvvetler hidrofobik kuvvetler iken, dimerleri birarada
tutan kuvvetlerin iyonik baglar oldufunu ortaya koymus-
tur. Fare meme bezi G-6-PD enzimi ig¢in de ayni sonug¢lar

bulunmugtur (Levy, 1979).

Insan eritrositi G-6-PD'1 B varyantinin elektronmikros-
kobik g¢aligmalari enzimin tetrahedral yapida oldugunu

gstermisgtir.

1.4. G-6-PD Enziminin Katalitik Faaliyetinden Sorumlu
Amino Asitler

Sigan karacigeri G-6-PD enziminin piridoksal-5'-fosfat
ile muamele edildiginde inhibisyona ugradigi Goziikara,



(1974, 1975) tarafindan gosterilmigtir.

Camardella, et al., (1981) tarafindan insan eritrositi
G-6-PD enziminin piridoksal-5'-fosfat ile muamelede %80

aktivite kaybina ugradigi bildirilmigtir.

Her iki aragtirici da piridoksal-5'-fosfat ile aktivite
kaybinin reaktifin lizin amino asitine baglanmasi sonucu
olugtugunu dolayisiyla G-6-P'in enzime baglanma bolge-
sinin lizin amino asitinin £ -amino grubu oldugunu tahmin

etmiglerdir.

p-Kloromerkiiribenzoat (PCMB) varliginda G-6-PD enziminin
oldukca fazla aktivite kaybina u@radigi Goziikara, (1975)
tarafindan gosterilmigstir. Ortama NADP" eklendiginde
PCMB'in inhibisyonunun giderilmesi -SH gruplarinain NADP"
baglanmasinda onemli rol oynadigini ortaya c¢ikarmis ve
sonugta iki -SH grubunun sigan karacigeri G-6-PD enziminin

aktivitesi igin gerekli oldugu kanisina varilmistair.

Yine Goziikara, (1975) tarafindan yapilan deneylerde
tetranitrometanin (TNM) da enzimin inhibisyonuna neden
oldugu saptanmigtir. Bu deneyin sonucu da NADP' '1n
baglanma bdlgesinde trozin amino asiti varligini ortaya

koymugtur.

Ayni arastirici tarafindan Rose Bengal kullanilarak
enzimin katalitik aktivitesinde histidinin de rol oyna-

dig1i saptanmistir.

GCegitli aragtirmalardan elde edilen bu sonuglara bakila-
cak olursa G-6-PD enziminde katalitik aktiviteden sorumlu
olan amino asitlerin sistein, trozin, histidin ve lizin

oldugu kanisina varilmaktadir.

1.5. G-6-PD Enziminin Eksikliginin Farkedilmesinin
Tarihgesi

ikinci Diinya savagi sirasinda Sikago Universitesi Ordu
Tip Aragtirma Birimi sitmaya karsi kullanilan ilaglar
iizerinde aragtirmalar yaparken ilagla indiiklenmisg



hemolitik anemi ile kargilagsti ve G-6-PD enzimi eksikligi
farkedildi (Alving, et al., 1948). Earle (1948) anti-
malaryal bir ilag¢ olan pamaquinin Amerikali zencilerin
%5-10"nunda hemolizé neden olurken, Asyali tiplerde daha
az hemolize neden oldugunu farkétti.. Hochwald, et al.,
(1952)'1n primaquin adli ila¢ hakkindaki raporu dikkatle-
ri yine bu ilag ve hastalik iizerine c¢ekti ve bu tip ilag-
larin neden oldupgu kansizlik hastaliklarinin hepsine
birden “primaquin duyarligi" adi verilmesine yol acti.
Hochwald, (1952) ayni zamanda bu duyarlifin zencilerde
%10 oraninda gtriildugiinli ve hemolizin alinan ila¢ dozuyla

oranti1la oldufunu belirtti.

Dern, et al., (1954) ilaca karsi duyarliligin eritrosit-
teki bir anormallikten kaynaklandigini rapor etti. Daha
sonraki raporlarda sadece primaquin degil, diger pekgok
ilacin da hemolize yol ac¢tigi belirtildi (Dern, 1957}.

Garson, et al., (1956) primaquin veya benzeri ilaclari
kullandiginda hemoljtik kansizlik gésteren hemen hemen
tiim fertlerin alyuvarlarinda G-6-PD enzimi eksiklipi
bulundugunu farketti. Cok gecmeden bu eksikligin genetik
olarak aktarilan bir eksiklik oldugu rapor edildi
(Browne, 1957; Childs, 1958). Daha sonra alyuvarlardaki
G-6-PD enzimi eksikliginin insanlardaki en &nemli enzim
eksikligi oldugu ve G—6-PD’éksik1i§inin primaquin duyar-
1181 ile bagabag gittigi belirtildi (Schrier, et al.,
1958; Tarlov, et al., 1962; Krevans, 1963; Burka, et al.,
1966).

Yakin yillarda bu tip hemolize ¢ok sik rastlammigtir.
Ayrica zenci ve Asya mutanti arasindaki fark da daha
belirgin hale gelmigtir. Asyali topluluklarda enzim
eksikligi ve ilag¢ duyarlaig:r daha cok goriiliir. Aksoy,

vd., (1985) tarafindan Bati Trakya Tiirklerinde %5 oraninda
G-6-PD eksikligi saptanmigtar.



1.6. G-6-PD Enziminin Hiicre ve Dogadaki Dagilimi

G-6-PD hayvan dokularinda sitoplazmik (¢éziiniir) enzim
olarak bulunur. Yegil bitkilerde ise G-6-PD enziminin
hem sitoplazmada hem de kloroplastlarda bulundugu
gosterilmigtir (Levy, 1979).

G-6-PD enzimi dofada, hayvan ve bitki diinyasinda bol
miktarda dagilmigtir. Insan topluluklarinda 50 den fazla
mutant veya varyant G-6-PD tipi ortaya cikarilmistir
(Keller, 1971). Mutant tipler arasindaki Ffarklar optimum
pH da, Michaelis-Menten sabitinde ve termokararlilikta
ortaya ¢ikmaktadir. Bununla beraber bu biyokimyasal
varyantlarin pek azi klinik dnem tagir (Keller, 1971).

1.7. G-6-PD Molekiiliiniin Varyantlari

Kismen saflastirilmis G-6-PD enziminin elektroforetik
¢aligsmalari sonucunda normal insanlarda alyuvarlar enzi-
minin ti¢ elektroforetik tipi veya varyanti tespit edil-
migtir ve bu {i¢ tip enzimin genetik olarak belirlendigi
saptanmigtir (Keller, 1971).

Asya'lilarda enzim bir tek bant halinde gtriiliir ki buna
B tipi denir ve normal fertlerdeki B+, enzim eksikligini
gosteren tiplerde ise B  olarak isimlendirilir.

Elektroforetik olarak daha hizli bir G-6-PD olan fenotip
A" normal zencilerin %30-45'inde bulunmus, daha yavag bir
formu ise fenotip B olarak zencilerin %80'inde saptan-

mistir.

Asya'li tiplerde gimdiye kadar gézlenen tek enzim tipi
B fenotipidir.

G-6-PD enziminin bu farkli elektroforetik dzellikleri
molekiiliin aktif enzimatik kismirni icermeyen yapi farkli-
laklarindan ileri gelmelidir. Ciinkii AY ve BY tipi
G-6-PD molektillerinin enzim 6zellikleri birbirinin

aynidir.

10
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Ancak, zenci erkeklerde enzim eksikliji gdzlenitse de
aktivitenin %10-20 si h&#14 mevcuttur (Ogina and Ichihara,
1952; Carson, et al., 1956). Asya'lilarda g¢ok daha diisiik
enzim seviyeleri gtzlemmigtir (Marks and Gross, 1959).
Sonugta, G-6-PD eksikligi olan zenciler Asya'lilarda
rastlanandan daha az hemolize ugrarlar.

Zencilerdeki enzim eksikliji diger dokularda da gbriilidr-
se de (Marks, et al., 1959; Tarlov, et al., 1962) erit-
rosit ve okuler lens gibi gekirdeksiz hiicrelerde daha ¢ok
goriiliir (Zinkham, 1960). Asya'lilarin G-6-PD eksikliginin
zencilerdekinden farki biitiin dokularda var olmasidir
(Keller, 1971). Yine Asya'lilar zencilerden daha gok
ilag dozuna bagimli kansizlik gisterirler. Ayrica Asya'
lilar, zencilerde hi¢ etki gtstermeyen aminopirin, quinin
ve quinidin gibi ilaglara karsi da klinik hemoliz goste-
recek kadar hassastirlar (Ogino and Ichihara, 1957;
Tarlov, et al., 1962).

Bu degigiklik ve farklilagmalara aciklik getirilmesi
onceleri pek kolay olmamigtir. G-6-PD eksiklifinin
genetik kontroliinden bir tek sex-linked genden daha
~kompleks olaylarin sorumlu olmasi gerektigi savunulmugtur.
Pekgok bagimsiz mutasyonun birbirine bagli olarak calig-
t181, hatta kalitsal eksikligin derece ve geklini etki-
leyen modifiye edici genlerin de buna dahil oldugu
dﬁgﬁnﬁldﬁ.' Bu varsaylmlar, yeterli saflastirma igin
teknikler geligtirilerek klinik vakalardan ve farkl:
irklara ait gruplardan kismen saflagstirilmis enzimlerle
yapilan galigmalarin artmasina neden oldu ve enzimin
givenilir fiziksel ve kimyasal karakterizasyonu miimkiin
oldu. Cok gegmeden, G-6-PD'in cegitli formlarinin sabit
karakter tagidifr ve normal G-6-PD molekiiliinden belirli
gekilde farklandigi anlagildi. Daha sonra Szellikle
aileler lizerinde yapilan calismalar G-6-PD molekiiliiniin
bu varyantlarinin genetik olarak kontrol edildigini ve
muhtemelen, X-kromozomu ilizerinde G-6-PD'in kalitiminzi



yoneten bir tek gendeki mutasyonlari temsil ettigini

gosterdi. Artik, farkli mutantlarin kinetik ve kararlalak

degigimleri kargilagtirilarak pekcgok klinik ve biyokim-
yasal farklanmalar tek gen hipotezi ile aciklanabilmek-
tedir. Alyuvarlarin (hatta biitiin diger dokularin)

G-6-PD enzimini kontrol eden baska genetik mekanizmalarin
ve ilave modifiye edici genlerin varligina gerek duyul-

mamaktadir.

G-6-PD'in varyantlarindan pekgofu enzim eksikliginin
klinik belirtileri ile su veya bu gekilde ilgilidir.
Primaquin duyarligil gtsteren zencilerin hemen hepsinde
A" tipi enzim bulunmustur. A~ varyanti pekgok 8zelligi
agisindan normal (A tipi) enzime ¢ok benzer ancak daha
diisik toplam aktivite gosterir. G-6-PD enzimi eksikligi
clan zencilerin olgunlagmamis gekirdekli alyuvarlarinda
A" tipi mutant form normal veya normale yakin miktarda
bulunur, fakat sahip oldugu olaganlistii kararsizlik ve
h1zli deger diigmesi gekirdeksiz alyuvarlarda enzim
eksikligine neden olur (Kirkman, 1968). Buna ragmen,
A" tipi G-6-PD dijer viicut hiicrelerinde normal seviyede
tleiilebilir, c¢iinkii bu hiicreler sentez fonksiyonlaraini
devam ettirip G-6-PD'1 siirekli yenilerler. Boylece, A
tipi enzime sahip ve primaquine duyarlilik g&steren
zencilerdeki enzim eksikligi kantitatif olmaktan gok
kalitatiftir denebilir.

G-6-PD molekiiliiniin A ve B tipinde oldugu gibi, pekcok
varyantinda bir tek amino asit substitusyonu goriiliir ki
bu bir tek amino asit enzim molekiiliinii normalden daha
kararsiz kilar (Keller, 1971).

Boylece herhangi bir olaydaki G-6-PD anormalligi varyant-
larinin olmasi ile agiklanmis ve farkli enzim eksikligi,

ilag¢ duyarligir ve dokulardaki farkli dagilim bu varyant-

lara baglanmigtar.

12
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1.8. 6-6-PD Enziminin Metabolik ve Fizyolojik Roli

G-6-PD enzimi metabolik clarak dzellikle eritrositler
acisindan cok vnemlidir. Cekirdeksiz olmasina kargilik,
olgun insan alyuvarlari, kan ig¢indeki dolagim siiresince
metabolize olaylara aktif olarak karigan hiicre olma tzel-
ligini korur. Eritrosit pekcok metabolik yolda tek
bagsina caligir ve bu yollara karbonhidrat metabolizmasi da
dahildir (Granick, 1949).

Alyuvarlar difer viicut hiicrelerinin yaptiga gibi glikojeni
depolamaz. Onun yerine, enerji gerektiren metabolizmasi

icin cevresinde glukoz bulunmalidir.

Ayrica, olgun alyuvarlarda sitrik asit (Krebs) dungiisiintin
enzimleri ya iz dlizeyde vardir ve bu ylizden Krebs dongi-
siine bagli sitokrom sistemi de eksiktir veya hig¢ yoktur.
Bu nedenle bu dongliden gelecek enerjiye de giivenemez.
Biitiin bunlarain yerine, olgun alyuvarlar hiicresi enerji
iiretimi icin ®ncelikle anaerobik glikolitik yola
(Embden-Meyerhof) giivenir (Sekil 1.1). Fizyolojik kosul-
lar altinda, olgun eritrositlerin kullandigr glukozun
%90'1 bu sekilde metabolize edilir (Murphy, 1960).

Glikolitik yol daha az etkili enerji kaynagi olmasina
ragmen bu metabolik yol eritrosite bagli oksijenin korun-
masiny saglar, cilinki bu hiicre kendi metabolizmasi igin
cok az oksijene ihtiya¢ duyar. Bagli oksijenin béyle
"metabolik izolasyonu" diger viicut hiicrelerinin kullanimi
icin oksijen tagiyan eritrositin etkinlifini artirir
(Jandl, 1963).

Alyuvarlarda glukoz igim alternatif bir yol daha vardir.
Bu, pentoz fosfat yolu olarak da bilinen heksozmonofosfat
(HMP) yoludur. Reaksiyon gergekte iki basamakta gergek-
legirse de bu alternatif yolda G-6-PD, G-6-P'i 6-fosfo-
glukanota ceviren baslangi¢ enzim ddevini gbrir

(Anstall and Trujillo, 1967; Marks, 1967).
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Bu basamaklarin birincisinde G-6-PD'in etkisi ile karga
gelen laktona yiikseltgenir. Gerekli kofaktdr NADP'dir
(Carson, et al., 1959; Kirkman, 1962). 1ki elektron
direkt olarak NADP'a transfer olur ve asagidaki reaksiyo-
nun ikinci bir iiriini olarak NADPH ortaya ¢ikar (Stern and
Vennesland, 1960)

G-6-PD

G-6~P > 6-fosfoglukanolakton (1.1)

NADP'Y  NADPH+H

Ikinci basamakta lakton, tersinmez bir reaksiyonla

enzimatik hidrolize ugrar ve 6-PG olusur :

6—-fosroglukonolakton——> 6-P-Glukonat (1.2)

HMP yolunda 6-fosfoglukonik dehidrogenaz (6-P-GD) ile
ayarlanan ikinci ara basamak da NADP ister ve yine direkt
hidrojen transferi ile ikinci bir NADPH molekiilli verir
(Stern and Vennesland, 1960)

J//”COZ
6-P~G (1.3)
,//"-‘“\\‘ ‘\\a?entoz-5~P

NADP? NADPH+H"

Bu reaksiyon olgun eritrosit iginde glukozun C02'e
yiikseltgenmesi ig¢in tek yoldur. Co,, riibuloz-5-fosfat
bilegigini olugturmak igin ayrisan glukozun birinci

karbonundan c¢ikar.

Olgun alyuvarlar igin HMP yolunun en onemli fonksiyonu
NADPH halinde indirgeme giici liretilmesidir. Bu yol
eritrosite NADPH temini i¢in tek yoldur (Fertman and
Fertman, 1955). NADPH hiicre iginde indirgen reaksiyon-
larda ve hiicre bilegenlerini oksitlenmeye kargi korumak
lizere kullanilir. Alyuvarlar, oksijen tagima girevi
nedeniyle yiikseltgen etkilere daima agiktir (Jandal,1953).
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Bu etkileri onlemek igin eritrositte hepsi NADPH'yi
kofakt8r olarak kullanan spesifik olaylar vardir. NADPH
nin regule ettigi ve devamini sagladigi bu olaylar gbyle

siralanabilir:

1.8.1. Methemoglobin indirgenmesi

Normal alyuvarlarda hemoglobin, indirgenmis fonksivyonel
durumla (ferrohemoglobin), yikseltgenmis ferric durum
(methemoglobin) arasinda gidip gelir. Methemoglobin
oksijen baglayamaz ve bu yiizden fonksiyonel depildir.
Hémoglobinin oksitlenmesini onleyip fonksiyonel durumda
tutmak icin eritrosit, agagidaki reaksiyonlarla gosteri-

lebilen iki enzim sistemine sahiptir:

NADPH-MetHb

reduktaz
Met Bb*'Y + wNaDPH >Hb* ' + NADP (1.4)
NADH-Me tHb
reduktaz
Met Hb'T* + NaDH b + NAD (1.5)

Fizyolojik kogullarda ikinci sistem daha &nemli sayi-
lirsa da baz: gartlarda birinci sistem dnemlidir. Bu
sistem eritrositlerin dogal olmayan elektron tasiyicilara
(oksidanlara) maruz kalmasi durumunda (6rnegin hetilen
mavisi) oldukca hizlanir, fakat NAD-methemoglobin
reduktaz bdyle bilegiklerle ¢cok az uyarilir (Keller, 1971).

1.8.2. Redukte glutation seviyesinin ayarlanmasi

Glutation alyuvarlar iginde kompleks fonksiyonlari olan
bir tripeptittir. Glutation, eritrosit icinde kofaktdri
NADPH olan glutation reduktaz enzimi tarafindan agagidaki
reaksiyon geregince indirgenmig fonksiyonel GSH halinde
tutulur.

GSSG Reduktaz
GSSG + NADPH > 2 GSH + NADP (1.6)
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Hicre icinde indirgenmis glutation (GSH) cevredeki oksi-
dan maddelerin etkisini kendi dzerine gekerek hiicrenin
fonksiyonel proteinlerini oksitlenmekten korur. Bu

arada kendisi oksitlenir ve iki glutation molekiilii
disiilfit bagi ile birbirine baglanir (GS-5G). Bu mole-
kiiliin fonksiyonunu yapabilmesi ancak indirgenmig NADPH+H"
larin kullanilmasi ve glutation reduktaz (GSSG reduktaz)
enzimi araci1l:1gi ile glutationun tekrar indirgenmesi ile
miimkiindiir (Keller, 1971).

1.8.3 Oksidan bilegik ve ilac¢larin indirgenmesi

NADPH, eritrositin ig¢ten veya digtan gelebilecek oksitie-
yici etkilere karsgi korunmasinda dnemli gérev alir. Bu
tip oksidan bilegikler elektron tasima dzelligine sahip
olduklarindan hiicre i¢indeki maddelerden elektron alip
hiicreye zarar verebilirler. NADPH bu oksidan bilesiklerin

etkisini giderir.

1.8.4. Lipid sentezinin ayarlanmasi

Eritrositin lipid igeriginin Z90'indan fazlasi hiicre
zarinda yer alir. O halde hiicrenin dayanikliligi ve
canliligi bliyilk §l¢tide hiicre zari lipidlerinin sentezine
ve yenilenmesine baglidir. NADPH, koenzim olarak lipid
sentezinin bazi basamaklarinda gereklidir. HMP-yolunun
hayati 6nemi G-6-PD eksiklifi olan alyuvarlarda hiicre
zari lipid miktarindaki azalma ile saptanmigtir

(Keller, 1971).

1.9. G-6-PD Enziminin Klinik Onemi

G~-6-PD enzimi ve HMP yolu hiicrenin oksidasyona karsa
savunmasinda o kadar onemlidir ki, G-6-PD eksikligi
hiicrenin oksidasyondan zarar g&rmesine neden olur. G-6-PD
eksikligi olan alyuvarlarin oksidasyona ugrama ihtima-
linin daha fazla oldugu gosterilmigtir. Gozlenen biitiin
anormallikler NADPH eksikligine sebep olan bu enzim
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eksikligine yorumlanmaktadir.

G-6-PD enzimi ve HMP yolunun diger enzimleri alyuvarlar-
dan bagka pekgok dokuda degigen miktarlarda bulunur. Siit
lireten gogiis, adrenal kortex ve adipose doku gibi lipo-
genesis icin biiyiik potansiyeli olan dokularda enzim akti-
vitesi yiiksektir. Bagirsak mukozasi ve tiroid bezleri
gibi dokularda orta derecede aktivite goriiliirken iskelet
kaslari gok az G-6-PD aktivitesi gisterir.

HMP yolunun metabolik fonksiyonlari gtzdniine alinirsa,
G-6-PD enziminin olgun alyuvarlarda oldukga fazla miktarda
bulunmasi gerekir. Bununla beraber eritrosit yaslandikca
G-6-PD aktivitesi (ve biiyiik olasilikla konsantrasyonu da)
azalir (Marks, 1957; Marks, et al., 1958; Marks, 1958;
Marks and Gross, 1959). Yasglanmayla aktivitesi ve miktara
azalan bagka enzimler de varsa da G-6-PD'in normal kosul-
larda eritrositin hayat sinirlayici enzimi olacagi fikri
benimsenmistir (Brewer and Powell, 1963; Powel, et al.,
1966).

Biyokimyasal olarak alyuvarlar hiicresi ile goziin lensi
arasinda biiyiik benzerlik vardir (Allen and Jandl, 1961;
Jandl, et al., 1960). Her iki doku da gekirdeksizdir ve
her ikiside sulfidril bakimindan zengin proteinin korunmasi
ile ilgilenir. Her iki doku da bunu NADPH iireterek ve

GSH'un hiicre i¢indeki miktarini koruyarak saglarlar.

Lenste, G-6-PD enziminin galaktoz ile inhibisyonu sonucu
veya naftalin ve dinitrofenol gibi oksidan bilegiklerin
lense girmesinin etkisiyle GSH seviyesi diigser, -SH grup-
lari oksitlendigi ic¢in sonugta lens proteinleri goker ve
katarakt olusur (Lerman, 1960; Ogino and Ichihara, 1957;
Marks, et al., 1959; Zinkham, 1960).

G-6-PD enzimi eksikliginin en fazla klinik 6nemi olan ve
en sik goriilen belirtisi ilagla indiiklenmis hemolitik
anemidir. G-6-PD eksikligi olan kigilerde bu kansizlik
sadece hemolitik ilaglarin alinmasi ile degil, ayni



zamanda tedavi degeri olmayan bazi bilesgiklerle karsi

kargiya gelindiginde de ortaya cgikar.

G-5-PD eksikligi olan ve ilag duyarligi gisteren kigilerde
bakteriyel enfeksiyon, viral enfeksiyon, diabetik acidosis
gibi bazi hastaliklari gecgirirken arka arkaya hemolitik
siiregler goriilebilir.

G-6-PD eksikligi olan kisilerde goriilen bir bagka belirti
de favizmdir. Favizm, ¢if veya pigmig bakla yiyen kigi-
lerde goriilen akut hemolitik anemidir. Cok duyarli kigi-
lerde bakla bitkisinin polenleri solundugunda da bu etki
goriilebilir. Favizm, sadece G-5-PD eksiklifi olan kisgi-
lerde goriildiigi gibi, 1rk olarak da sadece Asya kokenli
fertlerde gtriilmiigstiir (Greenberg and Wong, 1961; Zinkham,
et al., 1958; Szeingberg, et al., 1958; Szeingberg,et al.,
1959). Bununla beraber, G-6-PD eksikligi olan Asya'li-
larin hepsi favizm belirtisi gostermedigi gibi favizmden
gsikayet eden kigsiler, daha dnceleri hig¢ hastalik belirtisi
gostermeden defalarca bakla yemis olabilirler.

Alyuvarlar G-6-PD eksikligine bagli olarak yeni dogmus
c¢ocuklarda sarilik oldukga sik goriilir. Bu olayin daha
cok Asya'li ve zenci cgocuklarainda goriildiigi saptanmistir
(Keller, 1971).

Tai-Fai Fok, et al,, (1985) inceledikleri 1228 Cinli yeni
dogmusg cocukta erkeklerin %Z4.4 'iinde, kizlarin ise

%#0.35'inde enzim eksikligi saptamiglardir.

G-6-PD eksikligi kan bankaciliginda da problem yaratar.
Normalkanin ACD ¢bzeltisi icinde 6nemli bir G-6-PD aktivitesi
kaybina ugramadan uzun siire korunabildigi kaydedilmisgtir
(Tarlov, 1962). Buna karsilik, G-6-PD eksiklipgi olan
kigilerin kanlarinin zaten az olan enzim aktivitesini

giderek kaybettigi ve bu kanin hemolize ugrama ihtima-

linin arttigi goriilmistiir (Ogino and Ichihava, 1957).

Erken yaslanma ve kisa Omiir 6zelligine sahip enzimce

eksik eritrositler bir bagka kisiye verildiginde de



ayni1 6zellikleri gostereceginden tedavide aksama goriile-
bilir. Bu yiizden, G-6-PD eksiklifi gosteren kanin miimkiin-

se kan nakillerinde kullanilmamasi onerili¥ (Keller, 1971).

G-6—-PD'1in alyuvarlarin glukoz metabolizmasi iizerindeki
etkisi gozoniine alinacak olursa, kalitsal enzim eksikligi
tiim viicudu, 6zellikle de karbonhidrat metabolizmasini
etkileyebilir. Primaquine duyarli zencilerde kolesterol
seviyesinin ayni yasgtaki kontrol grubuna gore daha yiiksek
oldupu anlagilmigtir (Tarlov, et al., 1962). G-6-PD'in da
G-6 -P'1n konsantrasyonu iizerinde kKontrol gsrevi oldugundan
enzimin kalitsal eksikliginin glukoz metabolizmasi

iizerinde etkisi olacagi agiktar.

1.10. G-6-PD Enzimi Eksikliginin Laboratuvarda Tespiti

Yukarida bahsedilen nedenlerden dolayi alyuvarlarin

G- 6-PD eksikligini saptamak igin laboratuvarda kolay
uygulanabilir ve giivenilebilir bir ybntemin geligtiril-
mesinin oldukca tnemli oldugu ortaya gikar. Primaquine
duyar eritrositlerin hematolojik testlerde hig¢bir anor-
mallik gostermemeleri bu konuda zorluk yaratir. G-6 -PD
eksikligini saptamak i¢in rafine ve spesifik laboratuvar
teknikleri istenir ve geligtirilmistir. Bunlar goyle

siralanabilir:

1.10.1 Heinz Body testi

G-6-PD eksikligini saptamak icin ilk geligtirilen labo-
ratuvar testi Heinz Body testidir. Test, alyuvarlarin
aset il fenil hidrazinle in vitro reaksiyona girmesi ile
denature hemoglobin parcalanmasi geklinde ortaya cikar.
Asetil fenil hidrazin (100 mg/100 m1) ile 37°C da inkiibas-
yon sonucu normal alyuvarlar da Heinz Body olugturur
fakat, G-6-PD eksikligi gtsteren hiicreler kimyasal madde-
nin yiikseltgen etkisine daha ¢ok maruz kaldiklarindan daha
fazla Heinz Body olugmasi beklenir. Eger eritrositlerin
%40 dan fazlasi 5 veya daha fazla Heinz Body gisterirse
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test pozitif sayilir. Pratikte Heinz Body testi duyar-

s1zdir ve spesifik degildir.

Glivenirligin az olmasi ve daha iyi testlerin gelistiril-
mesi ile bu test fazla geligtirilmemis ve fazla uygu-

lanmamigtair.

1.10.2. Spektrofotometrik test

Bu yontem eritrosit G-6-PD aktivitesinin ©lg¢iilmesi igin
kullanilan en hassas ve duyarli yontem olup enzim Slciim-
lerinde referans ydntem olarak kullanilmigtir. G-6-PD
molekiillerinin konsantrasyonunu direkt olarak dlcmezse de
enzimin en dogru Ulg¢iimiini verir. Enzimin substrat lzerin-
deki aktivitesi G-6-PD'an ve NADP'in (kofaktdr) fazlasini
igeren bir sistemde NADPH'in olusum hizi &lglilerek tayin
edilir. Ortamda substrat ve kofaktoriin fazlasi bulun-
dufundan enzim konsantrasyonu reaksiyonda hiz belirleyici
faktdr olarak davranir. NADPH'nin olugumu deney karigi-
minin 151k absorbansinin artigi gseklinde spektrofotometrik
olarak takip edilir. NADPH 340 nm de kuvvetli absorbans
piki verir. Bu pik NADPH i¢in spesifik olup reaksiyondaki
diger bilegenler tarafindan verilmez. Substrat olarak
G-6-P varsa da NADPH, kismen 6-fosfoglukonatin riboz-5-
fosfata doniigmesinden de ac¢iga c¢ikar. (iinkii hemolizat
G-6-PD yaninda 6-PGD'1 da igerir. Bununla beraber NADPH'
nin biiyiikk kismi G-6-PD tarafindan tutuldugundan 6-PGD'in
aktivitesi G-6-PD'daki eksikligi maskeleyemez.

Bu yontem Glock and Mc Lean (1953) tarafindan bulunmusg,
Kornberg and Horecker (1958) tarafindan gelistirilmis ve
pekcok aragtirici tarafindan kullanilmistir.

1.10.3. Floresans G-6-PD spot test

Bu test, NADPH'nin NADP'dan farkli olarak ultraviyole 1sik
altinda floresans 6zellik g@stermesine dayanir. Incelene-
cek hiicrelerin hemolizatlari G-6-P ve NADP ile
birka¢ dakika inkiibe



edildikten sonra filtre kagidina damlatilir. Kuruduktan
sonra her nokta ultraviyole 1sik altinda incelenir.

G-6 -PD acisindan eksik olan nokta az floresans dzellik
gosterir veya hic gdstermez. Normal hiicrelerin lekesi

ise parlak floresans dzellik gisterir.

. Fok. et al., (1985) Cin'li yeni dogmus cocuklardaki enzim
tayinini bu ydntemle yapmig ve spektrofotometrik tayin
ile bulgulari desteklemiglerdir.

Ayrica, glutationu kararli kilma, methemoglobini indirgeme
ve bazi organik boyalarla reaksiyon verme tzelliklerinden
yarar lanilarak G—6-PD'1 analiz etmek icin ydntemler

geligtirilmigtir.

Ashmun, et al., (1984) boyama veya fixation kullanmadan
scanning mikro-spektrofotometre kullanarak insan eritro-
sitini tek tek inceleyebilmek icin bir ydntem geligtir-
miglerdir. Bir hicrede G-6-PD seviyesini kantitatif
olarak inceleyebilmek igin methemoglobin indirgenmesi

yontemini kullanmiglardair.

1.11. G-6-PD Enziminin Aktivitesinin Diizenlenmesi

G-6-PD enziminin aktivitesi baglica ii¢ etkene bagl:i olarak
degigmektedir. Alinan besinlerin bilegimi ve miktarz,
hormonal denge ve NADP' / NADPH+H' orani bu enzimin
aktivitesinin diizenlenmesinde rol oynayan baglica faktosr~

lerdir.

Glock and Mc Lean (1955) sican karacigeri G-6-PD aktivi-
tesinin 8nce a¢ birakilip sonra thyroksin ile muamele
edilen hayvanlarda dikkati cekecek gekilde degigtigini

gostermiglerdir.

48 saat ag¢ birakilip sonra yiiksek karbonhidrat diyeti
uygulanan sicanlarin karacifer G-6-PD enzimi aktivitesinin
arttigi Tepperman and Tepperman (1952, 1958), Rudock,

et al., (1971a, 1971b); Goziikara, et al., (1972) tara-
findan gosterilmigtir. Enzim aktivitesindeki bu artigan



yeni enzim sentezine bagli oldugu RNA inhibitorii Aktino-
misin D ve protein inhibitori puromisin kullanilarak

gisterilmistir.

Yiksek seviyede enzim igeren deney hayvanlarinin yapay
besin ortamina %55 glukoz, %15 linolenik asit karistiril-
di1ginda enzim aktivitesinin siiratle diistiifii saptanmigtar
(Goziikara, 1974).

Memelilerin siit bezlerinde siit liretiminin baglamasi ve
durmasi ile de G~6-PD enzimi aktivitesinde onemli degis~

meler oldugu saptanmigtir (Boldwin and Yang, 1974).

Chang, et al., (1979) ac¢ birakilip tekrar beslenme,
hamilelik ve siit iiretme ddnemlerinde sican karacigeri

ve slit bezleri G-6-PD enzimi aktivitesindeki 20-40 katlaik
artigin enzimin multiple molekiiler formlar: arasinda yeni
bir dizenlemeye sebep olmadan gerceklegtifini gdstermig-
lerdir.

Kastrouni, et al., (1984) sican karaciferi G-6-PD enzimi
aktivitesinin diyet ve insulinle degigimini incelemisg-
lerdir. Once ag¢ birakilip sonra beslenmig siganlarin
karacier ve adipos dokusu enziminin glukoz agirlikla
diyet kogullarinda aktivite artigi gbsterdigi ve diyet
kogullari devam ettigi siirece bu yeni durumda kaldaiga
tespit edilmigtir. Insulin verilmesinin ise enzim akti-
vitesinde daha da artiga neden oldufunu gostermislerdir.

Bu arastirmacilar G-6-PD aktivitesindeki degigsimden gu iki
mekanizmayi sorumlu tutmuslardir:

Birinci mekanizma transkripsiyon veya traslasyona bagl:
degildir. FKolaylikla etkilenebilir ve halen var -olan
fakat aktif olmayan enzimin aktivasyonunu saglar.
"Aktivasyon" terimi burada genel bir anlamda kullanilar
ve inaktif G-6-PD formlarinin, protein sentezi olmaksizin,
aktif enzim haline gevrilmesi veya degistirilmesini
tanimlar. Bu mekanizma gok g¢abuk hareket eder ve adipos
dokusu metabolik degismelere ¢ok gabuk ayak uydurur.



Ikinci mekanizma genetik seviyede isler ve daha gec
izlenir. Metabolik ihtiyaca gidre hiicreye enzim miktaraini
artirma olasiligini vererek birinci mekanizmay:r destekler.
Sonuglardan bu ikinci mekanizmayi atesleyen sinyalin

insulin tarafindan yaratildifi cikarilar.

Rudock, et al., (1971a) 48 saat ac birakilip daha sonra
%60 karbonhidrat diyet ile beslenen sicanlarda toplam
¢dziinlir proteine oranla G-6-PD enzimi diizeyinde 20-30
katlik bir artis saptamislardar.

Sun and Holten, (1978) ©nce a¢ birakilip sonra yiiksek
karbonhidrat diyetle beslenen sicanlardaki hepatik G-6-PD
seviyesindeki artigin nedenini arastirmiglardir. G-6-PD
mRNA sentezindeki 2-3 katlik artisin enzim aktivitesindeki
20-30 katlik artigi yeterince acikiamadiBi ve tzel diyet
uygulanmamig normal siganlarda terciime edilemeyen veya
gok yavag tercime edilen oldukca bnemli miktarda G-6-PD
mRNA bulundugunu ileri siirmiiglerdir.

Ayrica diyette doymamis yag asitlerinin bulunmasinin enzim
seviyesinde bir diismeye neden oldugu da saptanmistir
(Tepperman and Tepperman, 1965; Goziikara, et al., 1972).

cAMP'nin de bu enzimin sentez hizinda azalmaya neden
oldugu bildirilmistir (Garcia and Holten, 1975).

Epiandrosteron, pregnolon ve dehidroisoandrosteronun
enzimin potent inhibittrleri oldugu saptanmigtir
(Goziikara, 1974).

Boylece, bu enzimin induksiyonunun komplekslilifinin
aragtirilmasi karbonhidrat, lipid ve amino asit metaboliz-
masinda yer alan pekgok enzimin seviyesinin diyetle

ayarlanmasi mekanizmasina ac¢iklik getirebilir.

Sentezlenmig ve hiicre ortaminda bulunan enzimin aktivite-

sinin diizenlenmesinde NADP' / NADPH+H' oraninin son derece
onemii oldufu Pontremoli, et al., (1969); Holten, et al.,

(1976) tarafindan ifade edilmistir. Hicre ig¢inde

2¢



NAD® / NADH + H'

n " = 100.000 olan oranin

NADP / NADPH+ H

herhangi bir gsekilde degismesinin bu sisteme bagimla
enzimlerin aktivitesinde bir degismeye neden olacaga
saptanmistir (Goziikara, 1978). Bu yolla sentezlenen
NADPH + H' 'in biyosentetik yollarda kullanilmasi, G-6-PD

enzimini aktive eden en Bnemli etkenlerden birisidir.

Biitliin raporlara bakildiginda G-6-PD enzimi aktivitesinin
alinan besin, hormonal denge ve NADP' / NADPH + H'
oranina bagli olarak diizenlendigi anlasgilmaktadir.

Bu caligmada da fare karacigeri G-6-PD enzimi aktivite-
sine yliksek karbohidrat diyetinin-etkisinin inéelénmesi-

amaclanmigtair.
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Glukoz #60
Kazein %30
Seluloz Z 3
Tuz karigimi & 2

Vitamin karigimi % 5

2.3. Enzim Aktivite Tayini
Enzim aktivite tayini icin sirasiyla su islemler yapildai:

1. Yapay yliksek karbonhidratli diyetle beslenen fareler
24, 48, 120, 144 ve 168. saatlerde iigerli gruplar halinde
aniden tldiiriilerek karin kisimlari agildi ve karacigerleri
sliratle ¢ikarilip 0.15 M KCl c¢ézeltisi iceren buz ig¢indeki
beherlere kondu. Ayni igslem 48. ve 120. saatlerde
kontrol hayvanlarinda da uygulandzx.

Ilerideki belirtmelerde kolaylik olmas:i ac¢isindan Grnekler
sOyle numaralandirilda:

1 No'lu 8rnek: Yiiksek karbonhidratli divetle 24 saat
beslendikten sonra &ldiiriilen farelerin karacigerinden

alinan 8rnek,

2 No'lu 6rnek: Yiiksek karbohidratli diyetle 48 saat bes-
lendikten sonra tldiiriilen farelerin karaciferinden alinan

drnek.

3 No'lu drnek: Yiiksek karbohidratla diyetle 120 saat
beslendikten sonra dldiiriilen farelerin karacigerinden

alinan drnek,

4 No'lu ornek: Yiiksek karbohidratli diyetle 144 saat
beslendikten sonra 6ldiiriilen farelerin karaciperinden
alinan Srnek.

> No'lu 6rnek: Yilkksek karbohidratli diyetle 168 saat

beslendikten sonra ©¥ldiirtilen farelerin karacigerinden

alinan Srnek.

6 No'lu 6rnek: Normal diyetle 48 saat beslendikten sonra
vldiirtilen kontrol farelerin karaciferinden alinan Ornek.



2. DENEYSEL CALISMA

2.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Yapilan tiim deneylerde kullanilan, KC1, NaZCO3, NaOH, Na,
K.tartarat, CuSOA, TRIS, HCI, MgClz, SDS, Gliserin,
2-merkaptoetanol, bromfenol mavisi, TEMED, NH45207,
Isopropanol, Asetik asit, L-asparajin, imidazol, ribo-
flavin, NaNB, Agarose,Merck, Darmstad Sirketinden;

NADP", G-6-P, 6 -PG, Boenringer Marnheim GmbH sgirketinden,
Akrilamid, Bis-acrilamid, NBT, PMS, Comassie mavisi
British Drug House girketinden; Folin's phenol reagent,
'BSA, Glukoz,Kazein, Seluloz, Tuz karisimi, Vitamin kari-
gim1 H.U. Molekiiler Biyoloji Boliimiinden; TPN, Fluka AG,
"Buchs Sch, Switzerland girketinden; Sakkaroz, Malatya
Seker Fabrikasi Aragtirma Laboratuvarindan, Standart Pelet
diyet Ozkasikci A.S. den elde edildi.

2.2. Deney Hayvanlarina Uygulanan Islemler

Bu ¢aligmada deney hayvani olarak 21 adet 1,5-2 aylik
erkek fare (mus musculus) kullanildi. Fareler Hacettepe
Universitesi Biyoloji Bolimii Fizyoloji Anabilim dalindan

saglandai.

Deneye alinan erkek farelerin hepsi tnce musluk suyu ve
pelet divets ile beslendi. Hayvanlar deney siiresince
%40 nemiilik, 20°C de, giindiiz normal giin 1s181nda, gece
karanlikta ve giiriiltiisiiz bir ortamda tutuldu.

Daha sonra deneye alinan fareler 48 saat ag¢ barakildi.
Bu siire i¢inde sadece su verildi. Bu siire sonunda
farelerin 6 si kontrol olarak ayri bir kafese alindi.
Deney hayvanlarina yiksek karbonhidrat diyeti, kontrol
hayvanlarina ise normal diyet verildi.

Verilen yapay yiiksek karbonhiarat diyetinin bilegimi
goyledir:

26
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7 No'lu trnek: Normal diyetle 120 saat beslendikten sonra

vldiiriilen kontrol farelerin karaciferinden alinan brnek.

2. Karacigerlerin fazla suyu kurutma kagidi ile alindik-
tan sonra licid birlikte tartild:i ve agirliginin 4 kata
0.15 M KC1 ¢bzeltisi ile birlikte homojenizatdr tiipiine
kondu. Homojenizatdr tiipii i¢i buz dolu bagka bir plastik

kabin igine yerlegtirildi.

Mevcut enzimin yikilmasini minimuma indirmek icin islemler

miimkiin oldugu kadar 0-4°C arasinda yurtitildii.

3. Karacigerler, Heidolph SN 111 homojenizatoriinde ikinci
hiz pozisyonunda dort defa yavas yavag asafi yukari
hareketle homojenize edildi.

4. Homojenize karacijer dokusu agzi kapakl: plastik
tiiplere kondu ve (rotor no'su 30 olan baslikla) Beckman
Medel L-2 ultrasantrifiijiinde +4°C de 28.000 rpm de

60 dakika dondiiriildii. Ultrasantrifijden alinan numunele-
rin supernatanlari buz igindeki temiz tiiplere alindi,

5. Numuneler uzun slire saklanacagi ic¢in stabilizator
~1%y wapp*

gbzeltisi eklendi. Tiiplerin agzi sikica kapatilarak

olarak 1 g. ciger bagina 2 ml. olmak lizere 10

derin dondurucuda saklandi.

6. Supernatanin 1 mililitresindeki protein miktarini
tayin iéin Lowry Protein ta?in yontemi uygulanda
(Lowry, et al., 1951),

Bu yontem igin gerekli ¢bzeltiler soyle hazirlanda:
Cozelti A:

%2 1ik Na2003'1n 0.1N NaOH deki ¢tzeltisi....100 hacim
%2 1lik Na, K tartarat gdzeltisi . | "
#1 1ik CuSOA gozeltisi S | "

Bu g¢bzeltiler ayri ayri hazirlandi ve kullanilacak miktar
deneyden hemen dnce karigtirilarak c¢bzelti A olusturuldu,
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Gozelti B:
Folin's Fenol ayiraci «e.. 2 hacim
1 N NaOH ¢dzeltisi I

BSA Gozeltisi:

Standart protein gtzeltisi olarak BSA (Bovin Serum Albumin)
¢bzeltisi kullanildi. 1 mg/ml konsantrasyondaki stok
¢vzeltiden 20, 40, 60, 80, 100, 120, 150 pg/ml 1ik
gbzeltiler hazirlandi.

Lowry Protein tayin yontemi agagidaki gekilde uygulandi:

a) Her supernatan 6rnegindeh 0,05 ml alinarak 10 ml ye
seyreltildi (200 kat seyrelme).

b) Seyreltilmig rnekten iki test tiipiine 1 er ml otomatik
pipetle dagzitailda.

c) Taze hazirlanmis ¢tzelti A'dan 5 er ml eklendi ve
15 dakika beklendi.

d) Taze hazirlanmisg ¢dzelti B'den 0,5 er ml eklendi ve
tipler galkalanarak hizli karigsma saglandi.

€) Renk olugumu icin 30 dakika beklendi.

f) Spektrofotometrede (Perkin-Elmer Junior III Colomen
6/8) 750 nm de absorbans deferleri kaydedildi.

g) Standart BSA cozeltilerine de ayni iglem uygulanarak
Galigma grafigi ¢izildi. Standart BSA ¢dzeltisi ile elde
edilen absorbans degerleri ve ¢alisma grafigi Cizelge 2.1
ve $ekil 2.1 de gosterilmistir.
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Gizelge 2.1 : Standart BSA ¢tzeltileri ile 750 nm de
elde edilen abscrbans deferleri ve ortalamasi.

BSA ( pg/ml) Ay A, Aort
20 0,168 0,167 0,168
40 0,248 0,247 0,248
60 0,318 0,322 0,320
80 0,374 0,382 0,378

100 0,442 0,447 0,445

120 0,494 0,458 0,496

150 0,574 0,582 0,578

0.6 1

0.5,

0.4

2]
c
i8]
o
B 0.3
[11]
=]
<

0.2,
0.1t . . - .

20 LD 60 80 100 120
B5A (pg/ml)

Sekil 2.1 : Standart BSA ile hazirlanan caligma grafigi.
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h) Orneklerden elde edilen absorbans degerleri ve ortala-
mas1 Gizelge 2.2 de verildi. Bu absorbans degerlerine
karg: gelen protein miktarlari Sekil (1) den okurarak

1 w1l deki protein miktarlari Cizelge 2.3 de hesaplandi.

Cizelge 2.2 : Orneklerle okunan absorbans degerleri ve

ortalamasi.
Ornek Aq A, Aort
1 0,186 0,186 0,186
2 0,237 0,237 0,237
3 0,237 0,233 0,235
4 0,231 0,236 0,234
5 0,238 0,242 0,240
6 0,183 0,190 0,187
7 0,182 0,186 0,184

Gizelge 2.3 : Orneklerdeki protein miktarlarzi.

Calaisma grafiginden 1 ml ornekteki
vkihan protein mik: protein mik:

Ornek Aort ( yg/ml) ( eng/ml)
1 0,186 22,0 4,40
2 0,237 38,0 7,60
3 0,235 37,0 7.40
4 0,234 36,4 7,28
5 0,240 39,5 7, 9
6 0,187 22,5 4, 5
7 0,184 21,0 4, 2

7. Enzim aktivitesi tayini yapildi.

Aktivite tayini ic¢in agagidaki ctzeltiler hazirlandai:
a) 0,25 M TRIS-HC1 tamponu pH=8

b) 0,175 M MgC1

c) 0,015 M NADP Seyreltik KOH ile pH=5,5'a ayarlandi
ve dondurucuda saklandz.

d) 0,01 M G-6-P Dondurucuda saklanda

e) 0,01 M 6-PG Dondurucuda saklandi



Elimizdeki supernatan Srnekleri hem G-6-PD hem de 6-PGD
enzimleri igerir. Eger TRIS-HC1 tamponu icinde NADP”,
G-6-P ve Mg++ iyonu var ise enzim denklem (2.1) geregince
G-6-P'y 6-fosfoglukono-d-laktona" doniigtiirlir. Bu oldukga
dayaniksiz bir bilegiktir hemen molekiile 1 molekil su
katilarak 6-fosfoglukonata (6-PG) doniigiir. 6-PG ikinci
enzimin substratidir. Ortam kosullari koenzim (NADP+)
ve kofaktdr bakimindan uygun oldugfundan ikinci enzim de
denklem (2.2) geregince aktivite g¥sterir ve sonucta
ikisinin aktivitesi birden &lciilmlis olur {Goziikara, 1974).

——— ] '\\ Py
H-C-0H c=0 C
e ' HoC-OH
R-4 napPt  mapy  TOEOH H,0 _H i~
HO-C-H O — Hﬂ—lll-H 0.——" HO-CH (2.1)
H-C-0H G-6-FD H-C-OH H-C~OH
s~ : H-C H-C-0H
1 2= | 2m i 2~
CH,0PO, CH,0PO, €H.0PO,
G-6-P &6-Fosfoglukono-§-1akton 6-Fasfoglukonat
u‘}c/u
[
H-L-0H  ppppt* nappH G20
HO-C-H C=0
H-C-0H 6Pt H-L
H-G-OH H-C-OH
2= -
CH,0PQa, CH.0PO,

6-Fosfoglukonat Ribuloz 5-fosfat



Bu iki enzimin aktivitelerini ayri ayri tayin etmek fein
iki ayri enzim aktivite tayin karisimi hazirlandi

(Cizelge 2.4). 1Ikinci karisima G-6-P ilave edilmedi.

Boylece birinci karigim ile hem G-6-PD hem de 6-PGD
enzimlerinin aktivitesi dlgiiliirken ikinci karisim ile

sadece 6-PGD enziminin aktivitesi ©6lc¢iilmiis oldu.
Gizelge 2.4 : Aktivite tayin karigimlarinin bilesimleri

ATK (1) ATK (II)
G-b6-P ve 6-PGD

6-PGD icin

igin enzim

enzim aktivite

aktivite tayin

tayin bilegimi Son

bilegimi konsantrasyon
¢ozelti ve (kons.) (ml) (m1) (M)
TRIS-HC1 pH=8 (0,25M) 24 24 0,12
MgC1, (0,175M) 3 3 0,0104
NADP" (0,015M) 3 3 0,0009
6-PG (0,01M) 3 3 0,0006
G-6-P (0,01M) 10 - 0,002
H,0 6,5 16,5 -
Toplam 49,5 49,5

Enzim aktivite tayini icin spektrofotometrik ydatem
se¢ildi. Bu metod uygulama kolayliga ve hassasligi ile
diger metodlara tercih edilmistir. Reaksiyon iiriinii olan
NADPH 340 nm dalga boyunda maksimum absorbsiyon verirken
NADP" bu dalga boyunda herhangi bir absorbsiyon vermez.

1 Unite Enzim : ] mol NADPH yapimini optimal sartlarda
bir dakikada saglayan enzim miktar:
1 tinitedir.

Spesifik Aktivite : 1 mg proteinde bulunan enzim iinite
sayis1l spesifik aktivite olarak tanimlanir

(inite/mg protein).



Denemeye alinan her grup hayvanin karaciger supernatanin-
dan hem ikili hem tek aktivite tayini yapildi. 2,97 ml
aktivite tayin karigimlari deney tiiplerine otomatik pipet
ile dagitildi. 1Ikili ve tek aktivite tayin karigimlarini
iceren deney tiipleri 30°C daki su banyosu igene yerles-
tirildi.

3 defa seyreltilmis karacifer supernatanindan 0,03 ml
alinip 2,97 ml 1ik aktivite tayin karisimina karigstairalap
siiratle spektrofotometreye (Perkin Elmer Junior III)
yerlegtirildi. O. ve 5. dakikadaki absorbanslar okunarak
aradaki farklar hesap edildi.

Gizelge 2.5 ikili ve tekli enzim aktivite tayin karisima
ile karigtirilan rneklerin 0. ve 5. dakikadaki absorbans-
larini (Al ve Az) ve farklarini (AA) vermektedir

Cizelge 2.5 : Orneklerin ikili ve tekli aktivite tayin
karigimlari ile &lgiilen absorbans degerleri.

Ornek ikili enzim aktivite Tekli enzim aktivite
No tayini tayini
Al AZ AA Al Az AA
1 0,016 0,108 0,092 0,021 0,066 0,045
2 G,030 0,249 0,219 0,021 0,068 0,047
3 0,030 0,236 0,206 0,024 0,062 0,038
4 0,036 0,249 0,213 0,023 0,065 0,042
5 0,035 0,285 0,250 0,020 0,067 0,047
6 0,021 0,060 0,039 0,016 0,045 0,029
7 0,025 0,062 0,037 0,016 0,038 0,022

> dakikadaki absorbans farklari tespit edildikten sonra
ml deki enzim unite sayisi sdyle hesaplandi:
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A= ¢.E A= absorbans
c= komsantrasyon (mmol/ml)
€= molar absorbans

c= milimol/ml 1000 pmol/ml

.. AA340 l
Unite enzim/ml = X X 1000 X seyrelme
5 6220
HA 1 3
= 340 o X 1000 X 3 X
5 6220 0,03

DAy X 9,66

Birinci aktivite tayin karigimi ile hem G-6-PD ve hem de
6-PGD enzimlerinin miktari, ikinci aktivite tayin karigima
ile ise sadece 6-PGD enziminin miktari tayin edilir.
Ikinci degerler birinciden ¢ikarilinca her numunedeki
G-6-PD miktari hesaplanmis olur. Cizelge 2.6 da ikili

ve tekli aktivite tayin karisimi ile elde edilen sonuglara
gére hesaplanan G-6-PD + 6-PGD ve 6-PGD miktarlari ve her
ornek ic¢in hesaplanan G-6-PD miktarlari goriilmektedir.

Cizelge 2.6 :.0rneklerdeki G-6-PD enzimlerinin miktarlar:.

G-6-PD+6-PGD 6-PGD G-6-PD
Ornek (unite enzim/ml) {unite enzim/mD(unite enzim/ml)
1 0,8887 - 0,4347 0,4540
2 2,1155 0,4540 1,6615
3 1,9900 0,3671 1,6229
4 2,0576 0,4057 1,6519
5 2,4150 0,4540 1,9610
6 0,3767 0,2801 0,0966
7 0,3574 00,2125 0,1449

Hesaplanan G-6-PD miktarlari her drnekteki protein mikta-
rina b&liinerek her Srmek igin G-6-PD enziminin spesifik
aktivitesi Gizelge 2.7 de hesaplandi.



Gizelge 2.7 : Orneklerde G-6~PD enzimlerinin spesifik
aktiviteleri.

Protein miktari G-~6-PD miktara Spesifik aktivite

Ornek (mg/ml) (iinite/ml) (inite/mg protein)
1 0,4540 4.4 0,1032
2 1,6615 7,6 ' 0,2186
3 1,6229 7.4 0,2193
4 1,6519 7,2 0,2269
5 1,9610 7,9 0,2482
6 0,0966 4,5 0,0214
7 0,1449 4,2 0,0345

2.3. Elektroforez Deneyleri

Spektrofotometrik bulgulari desteklemek ic¢in eldeki
drneklere poliakrilamid slab jel elektroforez uygulandi.

Ornekler once Laemmli'ye gére (Laemmli, 1970) slab jel
elektroforeze tabi tutuldu.Bu uygulama igin asagidaki
¢Ozeltiler hazirlandi:

1. Ust tampon:
0,125 M TRIS ve %0,1 SDS iceren ctzelti hazirlandi. HC1
ile pH 6,8 e ayarlandiktan sonra 1 1t ye tamamlandi.

2. Alt tampon:
0,375 M TRIS ve %0,1 SDS iceren ¢ozelti hazirlandi. HC1
ile pH 8,8 e ayarlandiktan sonra 1 1t ye tamamlandi.

3. Ornek tamponu:
Agagidaki maddeleri belirtilen konsantrasyonlarda iceren
¢0zelti hazirlandi. HC1 ile pH 6,8 e ayarlandiktan sonra

100 m1 ye tamamlandz.

Madde Konsantrasyon
TRIS 0,0625 M

SDS z2

Gliserin Z10

2-merkaptoetanol %5
Brom fenol mavisi %0,001
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4. Akrilamid c¢btzeltileri agapidaki bilegsimlerde
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hazirlandui:

215 1ik %5 1lik

jel jel Stack

cbzeltisi cozeltisi jel
Alt tampon 10 ml 10 m1 10 m1

(iist tampon)

Akrilamid 3 g lg 0,54 g
Bis-akrilamid 81,2 mg 27 mg 60 mg
TEMED 10 p1 10 p1 20 pl
45 amonyumpersulfat coz. 50 pl 50 p1 200 p1
Sakkaroz Y U5 K -
H,0 6 ml 9,2 ml 10 ml
Toplam 20 ml 20 ml 20 ml

5. Renklendirme gbzeltisi (protein boyasi):

%0,5 Comassie mavisi

%25 isopropanol

%10 asetik asit igeren 1 litre ¢bzelti hazirlandi.

6. 11k renk giderici cozelti:

%10 isopropanol
%10 asetik asit iceren 1 litre ¢tzelti hazirlandi.

7. Ikinci renk giderici ctzelti:

%10 asetik asit ¢6zeltisi hazirlandi

Slab jel tabakasi %15 den %5 e dogru azalan yogunlukta
hazirlandi. 4 saat bekledikten sonra iist kismina stack
jel dvkiilerek drneklerin konmasi icin gukurlar acmak iizere

tarak yerlestirildi ve jelin donmasi i¢in 2 saat beklendi.

Jel donduktan sonra tarak ¢ikarildi ve slab jel tabakasini
igeren cam levhalar elektroforez iinitesine yerlestirildi.

Alt ve iist hiicrelere alt ve iist tampon ctzeltileri kondu.

25 pl supernatan Srnegi ile 25 pl 6rnek tamponu test
tiiplerinde su banyosu ig¢inde 2 dakika kaynatildi. Boylece
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proteinler altiinitelerine ayrildir. Bir mikro sirainga

kullanilarak ornekler akrilamid igindeki gukurlara

verlestirildi.

Elektroforez baglataldi. 30 saat 40 mA akim uygulanarak
bantlaran yiiriimesi saglandi. Brom fenol mavisi jel
tabakasinin alt ucuna yaklagtiginda elektroforeze son
verildi. Daha sonra jel tabakasi c¢ikarilarak protein
boyasina kondu. Protein boyasinda bir gece bekleyen jel
daha sonra renk giderici ¢dzeltilere atildi. En sonunda
#7 1lik asetik asit ¢bvzeltisi icinde saklanda.

Ayni 8rneklere Hedrics ve Smith'in (1968) disk jel
elektroforez yontemi slab jel elektroforez icin degis-
tirilerek uygulandi. Bunun i¢in gu ¢bdzeltiler hazirlandzi:

1. Ust tampon:

5,13 g Asparajin

1 mg Brom fenol mavisi

0,67 m1 0,015 TPN igeren ¢bzeltinin pH'i TRIS ile 7,3 e
ayarlandiktan sonra 1 litreye tamamlandi.

2. Alt tampon:
5,13 g Asparajin igeren ¢bzeltinin pH'1. TRiS ile 7,3 e
ayarlandi ve 1 litreye tamamlandaz.

3. Gozelti A:
0,46 m1 TEMED ve 5,815 TRIS iceren ¢tzeltinin pH'i HC1
ile 7,9 a ayarlandi ve 100 ml ye tamamlandi.

4.Cozelti B:
0,46 m1 TEMED ve 3,27 g imidazol iceren c¢dzeltinin pH':
5,7 ye ayarlandi ve 100 ml ye tamamlandi.

5. Gozelti C: %12 Akrilamid ¢ozeltisi
72 g Akrilamid ve 2,4 g Bis (N,N'-metilen bis-akrilamid)
suda ¢dzlillip 150 ml ye tamamlandi ve cam pamugundan

siiziildi.

6. Cozelti D: ‘

10 g Akrilamid ve 2,5 g Bis (N,N'-metilen bis-akrilamid)
suda ¢gziilip 100 ml ye tamamlandi.



7. Cozelti E
4 mg Riboflavin 100 ml suda coziildy.

8. Katalizor
0,07 g Amonyum persulfat 50 ml suda coziildu.

9. Aktivite boyasi

7,5 ml 0,1 M G~6-P

0,5 ml1 0,015 M TPN

12 mg NBT (Nitroblue tetrazolium)
10 ml 0,25 M TRIS (pH=8)

0,4 mg PMS (Fenazinmetasiilfat)

yukaridaki maddeler 50 ml suda goziilerek aktivite boyasi

hazirlandx.

0,5 ml ¢ozelti A, 1,0 ml cozelti C, 0,5 ml H20 ve 2,0 ml
amonyum persiilfat ¢ozeltisi karigtirilarak poliakrilamid
jel tabakasinin alt kism: hazirlandi. Donmasi i¢in 1 saat
beklendikten sonra iizerine 0,5 ml cdzelti B, 1,0 ml
¢ozelti D, 0,5 ml ¢&zelti E, 2 mil H,0 ve 0,5 ml amonyum
persiilfat karigimi dskiilerek slab jel tabakasi hazirlandi.

Jel igine tarak ile ¢ukurlar acildz.

Slab jeli tagiyan cam levhalar elektroforez iinitesine
yerlegtirildi. Ust ve alt tamponlar doldurulduktan sonra
7,2 ve 5 no'lu supernatan Srneklerinin 25 pl si 25 pl
gliserin ile karaigtirilarak 7, 2, 5, 7, 2, 5 sirasaiyla

gukurlara yerlestirildi.

Elektroforez baglatildi ve 3,5 saat siireyle 88 mA akim
uygulandi. Elektroforezin sona ermesinden sonra cam
levhalarin arasindan ¢ikarilan poliakrilamid jel tabakasi
6 Grnegi tam ortadan iicerli gruplara ayiracak gekilde
ortadan boliindii. Jelin bir yarisi protein boyasina
(Laemmli'ye gire) kondu, difer yaris:i ise aktivite
boyasina yerlestirilerek 15 dakika karanlikta bekletildi.
Protein boyasina daldirilan kisim daha sonra renk giderici
¢ozeltilere yerlestirildi ve sonucta %7 1lik asetik asit
¢6zeltisi icginde sakland:.



3. SONUGLAR VE TARTISMA

Spetrofotometrik enzim aktivite tayini ydntemi ile elde
edilen sonuglarla cizilen grafik Sekil 3.1 de goriilmek-
tedir. 168 saat siireyle %60 karbohidrat igeren yapay
besinle beslenen farelerin karacifer G-6-PD enzimi akti-
vitesinde kontrol hayvanlarinkine gore yaklasik 10 katlik
bir artig gbriilmektedir.

0.24 4}___49/,,f° (©): tirnex

[l.2[!¥
cA); tantrol

Spesifik aktivite
&
-t
BN

053
n.oq .

A

2L L8 72 S6 120 144 168
Saat
Sekil 3.1 : 168 saat sireyle %60 karbohidrat igeren

diyetle beslenen farelerin karaciger G-6-PD enzimi
aktivitesinin zamanla degigimi.

Laemmli'ye gtire uygulanan slab jel elektroforez deneyinin
sonucu Jekil 3.2 de gorilmektedir. Ornekler SDS'1i
ortamda isitilarak proteinlerin monomerlerine ayrilmaszi
saglandigindan oldukca fazla sayida protein banda

gozlenmigtir.
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Sekil 3.2: Orneklere Laemmli'ye gtre uygulanan slab jel
elektroforez deneyi sonucu eide edilen jel fotografi.

Orneklerin aktivitesini elektroforez deneyi ile de
gﬁzleyebilmek i¢in Hedricks and Smith'in disk jel elektro-
forez ytntemi slab jel elektroforeze uygulandiginda
brneklerdeki proteinler SDS ile bir &n 1sitmaya tabi
tutulmadigindan Sekil 3.3 deki durum elde edilmigtir.
Ancak, deney sonunda protein bantlari elde edilmesine
ragmen kimyasal madde eksikligi nedeni ile aktivite
boyamasa yapilamamigtair.
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Sekil 3.3 : Orneklere Hedricks and Smith'e gbre uygulanan
slab jel elektroforez deneyi sonucu elde edilen jel
fotografa.

Spektrofotometrik enzim aktivite tayin yﬁntemi ile elde
edilen sonug G-6-PD enziminin indiiklenebilir bir enzim
olduBunu géstermektedir. Elde edilen sonu¢ Tepperman

and Tepperman (1952, 1958), Rudack, et al., (1971a,1971b)
ve Goziikara, et al. (1972) tarafindan elde edilen sonug-
larla paralellik gostermektedir.

G-6-PD enzimi pentozfosfat yolunun enzimatik kademesinde
bulunan ve bu metabolik yolun igleyigini kontrol eden
enzimdir. Bu caligmada yiiksek karbohidrat igeren yapay
besin ile beslenen farelerin karacigerinde bu enzim

miktarinin yaklagik 10 kat arttigs tespit edilmigtir.
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Deneylerden elde ettigimiz bu sonuc¢ indiiklenebilir enzim
hipotezine uygunluk gostermektedir. Metabolizmanin
diizenli bir sekilde islemesi hiicre ig¢i kosgullarda enzim
miktarina ve bu enzimlerin kullanacagt substrat miktarina
siki sikiya baglidir. Galismamizda kullandigimiz yapay
besindeki karbohidrat miktarini %60 a gikardigimizda
enzim aktivitesinin 10 kat artis gdstermesi,hiicre igi
kogullarin degigmesi ile enzim aktivitesinin degigecefine
iyi bir ®rnektir.

Karbohidrat orani yiiksek besin alindiginda glukozdan
meydana gelen G-6-P miktari da yiikselecektir. Enzimin
substrat konsantrasyonunun yiikselmesi enzim aktivitesinin
artigina neden olmugtur. Bu artisin hem yeni mRNA sentezi
hen de yeni enzim sentezinden ileri geldigi Kastrouni,

et al., (1984); Sun and Holten, (1978) tarafindan goste~
rilmigtir. Bu metabolik yolun diizenli bir gekilde calig-
masi hem enerji liretimi hem de NADPH iiretimi bakimindan
Unem tagir. NADPH'nin ortamda yeterli diizeyde olmasi yvag
asidi sentezi, redukte glutation sentezi, methemoglobin
indirgenmesi ve diBer bircok biyosentez yolunun diizenli
bir gekilde c¢aligmasini saglar. Ornegin lipid sentezinde
bir bozukluk, redukte glutationun az olusu veya diger bazi
metabolik yollarin igleyisinin bozulmasi eritrositlerin
hemolize ugramasina ve hiicrenin tlmesine neden olmaktadir.
Bu bakimdan pentozfosfat yolunun ilk enzimi olan G-6-PD
enziminin aktivite degigimi metabolik bakimdan ¢ok Snem
tagimaktadir. Bu nedenle bu calismada, besin aliniminda
bir degigiklik yaparak bu enzim aktivitesinin nasil bir
degigim gdsterdiginin incelenmesi amag¢lanmigtir.



DEGINILEN BELGELER DIizZiINiI

Aksoy, M., Kutlar, A., Kutlar, ¥., Dincol, G., Erdem, §.,
Bagtesbihc¢i, S., 1985, Bati-Trakya Tiirklerinde
Hemoglobin Varyantlar A-Thalessemi, glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz eksikligi ve haptoglobin tipleri:

Doga Bilim Dergisi, C.9.1, 45-49.

Allen, D.W. and Jandl, J.H., 1961, Oxidative hemolysis and
precipitation of hemoglobin: II. Role of thiols in
oxidant drug action, J. Clin. Innest., 40, 454,

Alving, A.S., Craige, B., Jr., Bullman, J.N., Whorton,
C.M., Jones, R., Jr., and Eichelberger, L., 1948,
Procedures used at Statesville Penitentiary for
testing of potential antimalarial agents: J.Clin.
Invest., 27 (May Suppl. symposium on malaria), 2.

Anstall, H.B. and Trujillo, J.M., 1967, Glucose-6-phosp-
hate dehydrogenose Its purification and Properties:
Amer. J. Clin. Path., 47, 296.

Ashmun, R.A., Holtquist, D.E. and Schultz, J.S., 1984,
Quantitation of glucose-6-phosphate dehydrogenase
in single cells by microspectrophotometry: The
Cell: Sixth Ann Arbor Conference, 309-322.

Beutler, E., Glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency;
1967, Diagnosis, clinical and genetic implications:
Amer. J. Clin. Path., 47, 303.

Boldwin, R.L. and Yang, Y.T., 1974, In Lactation a Compre-
hensire Treatise: Vol. I. B.L., Larson and W.R.
Smith, Eds., Academic Press. New York, 349-411.

Brewer, G.J. and Powell,R.D., 1963, Hexckinase activity
as a function of age of the human erythrocyte:
Nature, 199, 704.

Browne, E.A., 1957, The in heritance of an intrinsic
abnormality of the red blood cell predisposing to
drug-induced hemolytic anemia (Abst.): Bull.
Johns Hopkins Hospital, 101, 115.

Burka, E.R., Weaver, Z. IITI. and Marks, P.A., 1966,
Clinical spectrum of hemolytic anemia associated
with glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency:
Ann. Intern. Med., 64, 817.

44



DEGINILEN BELGELER DIZINI (Devam Ediyor)

Camardella, L., Romano, M., Prisco, G. and Descalzi, F.,
1981, Human erythrocytes glucose-6-phosphate
dehydrogenase: Labelling of a reactive Lysyl
residue by pyridoxal-5'-phosphate: Biochem.
Biophys. research communication, Vol. 103.
No. 4, 1384-1385.

Carson, P.E., Flanagan, C.L., Ickes, C.E. and Alving, A.S.
1956, Enzymaticiggﬁiciency in primaquine-
sensitive erythrocytes: Science, 124, 484.

Carson, P.E., Schrier, S.L. and Kellermeyer, R.W., 1959,
Mechanism of inactivation of glucose-6-phosp-
hate dehydrogenase in human eritrocytes:
Nature, 184, 1292,

Chang, H.L., Holten, D. and Karin, R., 1979, Distrubution
of the multiple molecular forms of glucose-6-
phosphate dehydrogenase in different physiolo-
gical states: Can. J. Biochem. 57, 396-401.

Childs, B., Zinkham, W., Browne, E.A., Kimbro, E.L. and
Torbet, J.V., 1958, A genetic study of a
defect in glutathione metabolism of the
erythrocyte: Bull. Johns Hopkins Hospital,
102, 21.

Chung, A.E. and Langdon, R.G., 1963, Human erytrocyte
glucose-6-phosphate dehydrogenase. II. Enzyme-
coenzyme interrelationship: J. Biol. Chen.,
238, 2317.

De Flora, A., Morelli, A., Frascio, M., Corte, G.,
Corte, G., Curt, G., Galliano, M., Gozzer, C.,
Minchiott, C., Mareni, C. and Goelani, G.,
1977, Biochim. Biophys. Acta 500, 109-123.

Dern, R.J., Weinstein, J.M., LeRoy, G.V., Talmage, O.W.
and Alwing, A.S., 1954, The hemolytic effect
of primaquine. I. The localization of the
drug-induced hemolytic defect in primaquine-
sensitive individuals: J. Lab. Clin. Med.,
43, 303.

Dern, R.J., Beutler, E. and Alving, A.S., 1955, The
hemolytic effect of primaquine: V. Primaquine-
sensitivity as a manifestation of a multiple
drug sensitivity: J. Lab. Clin. Med., 45, 30.

45



46

DEGINILEN BELGELER DIZINI (Devam Ediyor)

Earle, D.P., Jr., Bigelow, F.S., Subrod, L.G. and
Rane, C.A., 1948, Studies on the chemotherapy of
the human malaries: IX. LEffect of pamaquine on the
blood cells of man: J. Clin. Invest., 27 (May
Supplement Symposium on malaria), 121.

Fertman, M.H. and Fertman, M.B., 1955, Toxic anemias and
Heinz bodies: Medicine, 34, 131.

Fok, T-F., LAU, S-P. and FUNG, K-P., 1985, Cord blood
G~6-PD activity by quantitavie enzyme assay and
fluorescent stop test in Chinese neonatas: Aust.
Paediatr. J., 21, 23-25.

Garcia, D.R. and Holten, D., 1975, J. Biol. Chem 250,
3960-3965. Reported in Sun, J.D. and Holten, D.,
1978, Levels of rat liver glucose-6-phosphate
dehydrogenase messenger RNA, J. Biol. Chenm.,
253,°.19,76832-6836.

Glaser, L. and Brown, D.H., 1955, Purification and
properties of d-glucose-6-phosphate dehydrogenase:
J. Biol. Chem., 216, 67.

Glock, G.E. and Mc¢ Lean, P., 1953, Further studies on
properties and assay of glucose-6-phosphate
dehydrogenase and 6-phosphogluconic dehydrogenase
of rat liver: Biochem, J., 55, 400.

Glock, G.G. and Mc Lean, P., 1955, The determination of
oxidized and reduced diphosphopyridine nucleotide
and triphosphonucleotide in animal tissues: Biochem.
J., 61, 390-397.

Granick, S., 1949, The chemistry and functioning of the
mammalian erythrocyte; Rlood, 4, 4Q4.

Greenberg, M.S. and Wong, M., 1961, Studies on destruction
of gluytathione-unstahle red blood cells. The
influence o0t fawa beans on primaquine upon such
tells in vivo:r J. Lab. Clin. Med.. 5%, #33.

Goziikara, E.M., Florich, M. and Holtemn, D., 1972, The
effect of unsaturated fatty acids on the rate of
synthesis of rat liver glucose-6-phosphate
dehydrogenase: Biochem. Biophys. Acta. 286, 155.



DEGINILEN BELGELER DIZIiNi (Devam Ediyor)

Gozilkara, E.M., 1974, Erkek Albino Sican Karacigeri
(Rattus Norvegicus Benkenhout, Rodentia: Muridae)
glukoz-6~fosfat dehidrogenaz enzimi iizerine
aragtirmalar: Hacettepe Universitesi, Fen Fakiil-
tesi Biyoloji Bsliimii Docentlik tezi.

Goziikara, E.M., 1975, Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase
from Rat Liver (II): Hacettepe Bulletin of
Natural ‘Sciences and Engineering, 4, 1-11.

Goziukara, E.M., 1978, Glukoz 6-P Dehidrogenaz enziminin
tzellikleri, metabolik ve klinik acidan onemi:
Biyokimya Dergisi, Y1l 2, Cilt 2, Sayi 3., 217-
240.

Hedrick, J.L. and Smith, A.S., 1968, Arch. Biochem.
Biophys. 126, 155-164.

Hockwald, R.S., Arnold, J., Clayman, C.B. and Alving, A.S.
1952, Status of primaquine: 4 toxicity of
primaquine in Negroes: J.A.M.A., 149, 1568.

Holten, D., Procsal, D. and Chang, H.L., 1976, Regulation
of pgntosephosphate patway dehydrogenases by
NADP /NADPH ratios: Biochem. Biophys. Research
Comm. 68, 436.

Jandl, J.H., Engle, L.K. and Allen, D.W., 1960, Oxidative
hemolysis and precipitation of hemoglobin:
I. Heinz body anemias as an acceleration of red
cell aging: J. Clin. Invest., 39, 1818, 1960.

Jandl, J.H., 1963, The Heinz body hemolytic anemias
(Editorial): Ann. Intern. Med., 58, 702.

Kahn, A., Bertrand, 0., Cottreau, D., Bioyin, P. and
Dreyfus, J.C., 1976, Biochim. Biophys. Acta 445,
537-548. Reported in Terrence, M.D. Jr.,
Theodore, A.M., David, J.A. and Kenneth, L.B.,
Glucose—-6-phosphate dehydrogenase. Partial
characterization of the rat liver and uterine
enzymes: Biochim. Biophys. Acta., 658, 356-368.

Kastrouni, E., Pegiou, T., Gardiki, P. and Trakatellis, A.,
1984, Activity changes of glucose-6-phosphate
dehydrogenase in response to diet and insulin:
Int. J. Biochem., 16, 1359-1366.



- 48

DEGINILEN BELGELER DiZiNi (Devam Ediyor)

Keller, D.F., 1971, G-6-PD Deficiency, CRC Press,
Cleveland, 67 p.

Kirkman, H.N., 1962, Glucose-6-phosphate dehydrogenase
from human erythrocytes: I. Further purification
and characterization: J. Biol. Chem., 237, 2364.

Kirkman, H.N. and Hendrickson, E.M., 1968, Glucose-6-
phosphate dehydrogenase from human erythrocytes:
1I. Subactive States of the enzyme from normal
persons: J. Biol. Chem., 237, 2371.

Kirkman, H.N., 1968, Glucose-6-phosphate dehydrogenase
varients and drug-induced hemolysis: Ann. N.Y.
Acad. Sci., 151, 753.

Kornberg, A. and Horecker, B.L., 1958, Glucose-6-phosphate
dehydrogenase in Methods in Enzymology, Vol. 1,
Academic Press, New York, 323.

Krevans, J.R., 1963, Out of the wastebasket (Editorial),
Ann. Intern. Med., 58, 701.

Laemmli, U.K., 1970, Cleavage of structural Proteins
during the assembly of head of bacteriophage Té4:
U.K. Nature, 227, 680.

Lerman, S., 1960, Pathogenetic factors in experimental
galactose cataract, Part I A.M.A. Ach. Ophtal.,
63, 128.

Levy, H.R., 1979, Glucose-6-phosphate dehydrogenase,
Advances in Enzymology, Vol. 48, Alton Meister
Ed., Interscience, John Wiley & Jons, New York,
pp 97-194.

Lowry, O.H., Rosebrough, N.S., Farr, A.L. and Randall, R.J.,
1951, Protein measurement with the Folin phenol
reagent: J. Biol. Chem., 193, 265-75.

Luzzato, L., 1967, Regulation of the actiyity of glucose-
6-phosphate dehydrogenase by NADP' and NADPH:
Biochim. Biophys. Acta, 146, 18-25,

Marks, P.A., 1957, A relationship between erythrocyte
aging in vivo and activities of glucose-6-phos-
phate and 6-phosphogluconic dehydrogenase:

J. Clin. Invest., 36, 913.



Marks,

Marks,

Marks,

Marks,

Marks,

DEGINILEN BELGELER DIizINI (Devam Ediyor)

P.A., 1958, Red Cell glucose-6-phosphate dehydro-
genase and nucleosid phosphorylase: Science 127,
1338.

P.A. and Gross, R.T., 1959, Erythrocyte glucose-6-
phosphate dehydrogenase deficiency: evidence of
differences between Negroes and Caucasians with
respect to this genetically determined trait:

J. Clin. Invest., 38, 2253.

P.A., Johnson, A.B. and Hirschberg, E., 1958,
Effect of age on the enzyme activity in erythroctes:
Proc. Nat. Acad. Sci., 44, 529.

P.A., Gross, R.T. and Hurwitz, R.E., 1959, Gene
action in the erythrocyte deficiency of glucose-6-
phosphate dehydrogenase, tissue enzyme-levels:
Nature, 183, 1266.

P.A., 1967, Glucose-6-phosphate dehydrogenase in
mature erythrocytes: Amer. J. Clin. Path., 47, 287.

Murphy, J.R., 1960, Erythrocyte metabolizm: II. Glucose

metabolism and pathways: J. Lab. Clin. Med.,
55, 286, 1960.

Noltmann, E.A., Gubler, C.J. and Kuby, S.A., 1961, Glucose-

Ogino,

6-phosphate dehydrogenase (Zwischenferment): I.
Isolation of the crystalline enzyme from yeast:
J. Biol. Chem., 236, 1225-1230.

S. and Ichihara, J., 1957, Biochemical studies on
cataract: V. Biochemical genesis of senile cataract:
Amer. J. Ophtal., 43, 754, - — :

Rudack, D., Elaine, M. and Holten, D., 1971a, Rat liver

glucose-6-phosphate dehydrogenase regulation by
carbohydrate diet and insulin: J. Biol. Chem.,
246, 1249.

Rudack, D., Gboziikara, E.M., Chishol., E.M. and Holten, D.,

1971b, The effect of dietary carbohydrate and fat
on the synthesis of rat liver 6-phosphogluconate
dehydrogenase: Biochem. Biophys. Acta 252, 305.

Pontremoli, S. and Grazi, E., 1969, Hexose—-monophosphate

oxidation, Comprehensive Biochemistry, Ed. Florkin
Statz, 17, 163.

49



DEGINILEN BELGELER DiziNi (Devam Edivyor)

Powell, R.D., Brever, G.J., De Gowin, R.L. and Carson, P.E.,
1966, Effects of glucose-6-phosphate dehydrogenas
deficiency upon the host and upon host-drug-malaria
parasite interactions: Milit. Med., 131, 1039.

Scherier, S.L., Kellermayer, R.W., Carson, P.E., Ickes,
C.E. and Alving, A.S., 1958, The hemolytic effect
of primaquine: IX. Enzymatic abnormalities in
primaquine-sensitive erythrocytes: J. Lab. Clin.
Med., 52, 109.

Singh, D. and Squire, P.G. 1975, Int. J. Peptide Protein
Res. 7, 185-188. Reported in Terrence, M.D.
Jr., Theodore, A.M., David, J.A. and Kenneth, L.B.,
1981, Glucose-6-phosphate dehydrogenase. Partial
characterization of the rat liver and uterine
enzymes: Biochim. Biophys. Acta., 658, 356-368.

Stern, B.K. and Vennesland, B., 1960, The enzymatic
transfer of hydrogen: IX. The reactions catalyzed
by glucose-6-phosphate dehydrogenase and
6-phosphogluconic dehydrogenase: J. Biol. Chenm.,
235, 205.

Sun, J.D. and Holtem, D., 1978, Levels of Rat Liver
glucose-6-phosphate dehydrogenase messenger RNA:
J. Biol. Chem. 253, 6832-6836.

Szeinberg, A., Asher, Y. and Sheba, C., 1958, Studies on
glutathione stability in erythrocytes of cases
with past history of favism or sulfa-drug-induced
hemolysis: Blood, 13, 348.

Szeinberg, A., Sheba, C. and Adam, A., 1958, Enzymatic
abnormalityin erythrocytes of a population
sensitive to vicia faba or hemolytic anaemia
induced by drugs: Nature, 181, 1256.

Szeinberg, A., Sheba, C., Hirshorn, N. and Bodonzi, E.,
1959, Studies on erythrocytes in cases with past
history of favism and drug-induced acute hemolytic
anaemia: Nature, 184, 1325.

Tarlov, A.R., Brewer, G., Carson, P.E. and Alving, A.S.,
1962, Glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency:
an inborn error of metabolism of medical and
biological significance: Arch. Intern. Med., 109,
209.

50



DEGINILEN BELGELER DizINI (Devam Ediyor)

Tepperman,

Tepperman,

Tepperman,

H.M. and Tepperman, J., 1952, The hexosemono-
phosphate shant and adaptive hyperlipogenesis:
Diabetes, 7, 478, 485.

J. and Tepperman, H.M., 1958, Effects of
Antecedent Food intake Pattern on Hepatic
Lipogenesis: Am. J. Physiol. 193 (1), 55-64.

H.M. and Tepperman, J., 1965, Effect of
saturated fat diets on rat liver NADP-linked
enzymes: Am. J. Physiol. 209, 773-779.

Terrence, M.D.Jr., Theodore, A.M., David, J.A. and

Warburg, O.

Yoshida, A.

Yoshiéa, A,

Zinkham, W.

Zinkham, W.

Kenneth, L.B., 1981, Glucose-6-phosphate
dehydrogenase Partial characterization of the

rat liver and uterine enzymes: Biochim. Biophys.

Acta, 658, 356-368.

and Christian, W., 1931, Uber Aktivierung der
Robisonschen Hexose-Mono-Phosphorsaure in

roten Blutzellen and die Geivinnung Aktivieren-
der Fermentlosungen: Biochim. Z., 242, 206-227.

» 1972, Anal. Biochem. 49, 320-325. Reported in
Glucose-6-phosphate dehydrogenase. Partial
characterization of the rat liver and uterine
enzymes. Biochim. Biophys. Acta, 658, 356-368.

, 1973, Science, 179, 532-537. Reported in
Glucose~-6-phosphate dehydrogenases, Levy, H.R.,
Advances in Enzymology, Alton Meister (Ed.)
Vol. 48, 1979 Interscience (John Wiley & Sons),
New York.

H., Lenhard, R.E., Jr. and Childs, B.A.,

1958, A deficiency of glucose-6-phosphate
dehydrogenase activity in erythrocytes from
patients with favism: Bull. Johns Hopkins Hosp.,
102, 169.

H., 1960, Enzyme studies on lenses of persons
with primaquine-sensitive erythrocytes (Abst):
Amer. J. Dis. Child., 100, 525.

51



