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OZET

Etanol Verilen Ratlarda Quercetinin Eritrosit Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz
(G6PD) Enzim Aktivites Uzerine Etkisi

Alkoliin vicut Uzerindeki toksik etkileri bilinmektedir. Biz ¢aligmamizda alkoliin
eritrosit  Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzim aktivitesi Uzerine olan
etkilerini ve bu etkilerin ortadan kaldirilmasinda antioksidan flavonoid ailesinin bir
Uyesi olan quercetini kullanarak, eritrosit G6PD enzim aktivitesi Uzerindeki
koruyucu etkisini ortaya koymaya calistik. Bilindigi gibi alkol metabolizmasi
sirasinda reaktif oksijen drinleri (ROS)'un olusumu indiklenmekte ve bu zararl
ganlar nikleusu ve mitokondrisi olmayan eritrositlere zarar vermektedir. Pentoz
fosfat yolunun oksidatif basamagimn Kilit enzimi olan G6PD tarafindan Uretilen
NADPH’lar zararli gjanlarin detoksifikasyonu sirasinda olusan okside glutatyonun
tekrar kullanilabilmesi igin indirgenmesi sirasinda kullanilmaktadir. Y eterli miktarda
NADPH saglanamadigi takdirde ise okside glutatyon indirgenememekte ve buna
bagli olarak hiicre membran bitinlugl korunamadig: icin hemoliz olusmaktadir.
Quercetin ise membran bittnluginin korunmasi ile ilgili rolt, ROS un olusturdugu
lipit peroksidasyonunu engellemeleridir. Bu amacla 25 adet, 3-3,5 aylik 280-320 g
Sprague-Dawley erkek rat kullanmildi. Ratlar dort gruba ayrildi: 1. Kontrol grubu
(K) (n=6): Bu gruba 30 gin sire ile intra gastrik (i.g.) yolla 2 ml/giin serum
fizyolojik (SF) verilmistir. 2. Quercetin Grubu (Q) (n=7): 30 gun stireile 3 giinde 1
kez 100 mg/kg quercetin ve 1 ml SF verildi. Quercetin, % 3 g olarak SF ile slispanse
edilerek hazirlanmistir. 3. Alkol Grubu (EtOH) (n=7): 30 guin sire ile i.g. olarak,
12 saat agliktan sonra etanol (EtOH) verilmistir. Distile su ile hazirlanan %80 EtOH
(v/v) 1 ml/giin ve SF 1 ml/giin olarak verilmistir. EtOH verildikten bir saat sonraise
yem ve su verilmistir. 4. Quercetin + Alkol Grubu (Q+EtOH) (n=5): 30 gin
boyuncai. g. Olarak 3 giinde 1 kez 100 mg/kg quercetin verildikten 2 saat sonra %
80 (v/v) EtOH'den 1 ml/gln verilmistir. EtOH verildikten bir saat sonra yem ve su
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verilmistir. Lityum+heparinli tiplere alinan kan numunelerinden eritrositlerde G6PD
enzim aktivitesi Modified-Zinkham metoduna gére olctlmustir. Calisma sonucunda
guercetin grubunda G6PD enzim aktivitesi alkol grubuna gdre anlamli olarak yiksek
bulundu (6,38 £ 0,4 1U/gHb ve 3,82 £ 0,67 1U/gHb, p<0,001). Alkol grubunda G6PD
enzim aktivitesi kontrol grubuna gére anlamli olarak dustk bulundu ( 3,82 + 0,67
IU/gHb ve 6,03 = 0,4 1U/gHb, p<0,001). Kontrol ile quercetin +alkol grubu arasinda
G6PD enzim aktivitelerinde anlaml: bir fark bulunamamistir (p=0,384), Quercetin ile
kontrol grubu arasinda anlamli bir fark yoktur (p=0,704). Alkol grubu ile quercetin +
alkol grubu arasinda istatiksel olarak anlaml: bir farklilik gordlmustar ( 3,82 + 0,67
|U/gHb ve 5,46 + 0,78 |U/gHb, p<0,001).

Bu sonuglar, alkolin eritrosit G6PD enzim aktivitesini azaltan etkisinin

oldugunu ve quercetinin bu etkiyi engellemede basarili oldugunu gostermistir.

Anahtar Sozcukler: Eritrosit, etanol, G6PD, oksidatif stres, quercetin
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SUMMARY

The Effect Of Quercetin On Erythrocyte Glucose-6-phosphate Dehydrogenase
(G6PD) Enzyme Activity In Ethanol Treated Rats

The toxic effects of ethanol on human body are well known. In this study, we aimed
to evaluate the effects of ethanol on erythrocyte (G-6-P-D) enzyme activity and the
effects of quercetin, a number of antioxidant flavonoids on erythrocyte G-6-P-D
activity in the recovery of the effects of ethanol. It's well known that, during ethanol
metabolism, the formation of reactive oxygen species (ROS) is induced and these
agents damage the erythrocytes which are lack as nucleus and mitochondria

G-6-P-D catalyzes the key step in penthose phosphate pathway, during which
NADPH molecules are produceds. NADPH is used to reduce the oxidized
glutathione formed during detoxification reactions. In case of NADPH depletion,
hemolysis occurs as a result of lass of membrane integrity by inhibiting the ROS-
induced lipid peroxidation.

In this study, 25 male Sprague-Dawley rats weighing 280-320 g (3-3,5
months) were assiggned into one of the four groups. The rats were on Standard diet
and drink water ad libitum. 12 h of light and dark aycles were performed and the
environmental temperature was kept between 25-28 °C. The control group (n = 6)
received saline i. g (2 ml/day). The quercetin group (n = 7) received quercetin once
upon days 100 mg/ kg viai.g. and saline (1 ml/day) coute for 30 days. The Alcohol
Group (n=7) received ethanol ( %80 v/v, 1 ml/ day) viai. g. and saline (1 Im/day)
Coute for 30 days. The Alcohol + Quercetin Group ( n = 5) received 1 ml of
Ethanol ( %80 v/v) 2 hours after quercetin treatment once upon days 100 mg/ kg
for 30 days.

The blood was drawn on Lithium heparine coutaining tubes. After erythrocyte
package was prepared, erythrocyte G-6-P-D activity was measured according to
modified Zinkham Method. G-6-P-D activity was found to be higher in the Quercetin
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Group than those in the Alcohol Group ( 6,38 + 0,4 IU/gHb vs 3,82 £ 0,67 |U/gHDb,
p<0,001). In the Alcohol Group, the erythrocyte G-6-P-D activity was found to be
significantly decreased than those in the Control Group ( 3,82 + 0,67 IU/gHb vs 6,03
+ 0,4 1U/gHb, p<0,001). No datistically significant differences were found between
the Control Group and the Alcohol + Quercetin Group. Moreover, statistically
significant differences were observed in erythrocyte G-6-P-D activity between the
Alcohol Group and the Alcohol + Quercetin Group ( 3,82 + 0,67 1U/gHb ve 5,46 +
0,78 1U/gHb, p<0,001).

As a couclusion, our results demonstrate that ethanol decrease, erythrocyte
G6PD activity and quercetin was found to be beneficial in the prevetion of toxic
effect raised by ethanol.

Key Words: Erythrocyte, ethanol, G6PD, oxidative stress, quercetin
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1. GIRIS

1. 1.Eritrositler
Eritrogtler, organizmanin ihtiyacit olan oksijenin (O,) saglanmasi, karbondioksitin

(CO,) uzaklastirilmasi, kan pH’simin ayarlanmast gibi, oldukga 6nemli gorevleri olan
hicrelerdir. Yaklasik 120 gunltk yasam slreleri boyunca, degisen cevre kosullariyla
karsilasirlar. Cekirdek, mitokondri, ribozom gibi organellerinin olmayisindan dolay:
nikleik asit, protein ve lipit sentezi yapamazlar. Iyon dengesinin siirduriimesi,
hemoglobin yapisinin  korunmasi, hicre zarimin esnekligi  ve  bitUinlGgintin
devamliliginin saglanabilmesi igin eritrositlerin fazla miktarda metabolik enerjiye
ihtiyaglart vardir. Tasidiklarr yiksek miktardaki O, nedeniylede oksidatif hasara
ugramas: en olasi hucrelerdir. Ayrica membranlar: poliansuture yag asitlerinden
zengindir. Resktif oksijen Orunleri (ROS) eritrositler igin oldukga zararhdirlar.
Baslica hedefleri hemoglobin ve hiicre zar1 olan bu oksidan gjanlar hemoglobinin b
zincirlerini, zar proteinlerini ve bunlarin tasidiklart —SH (stlfidril) gruplarin
oksitleyerek oksidatif hasara yol acarlar. Hemoglobindeki oksidatif hasarin
sonuclarindan  birincisi; hem gruplarimn  oksidasyonu ile  methemoglobin
olusumudur. ikinci etkisi ise globinin sistein (Cys) yan zincirlerindeki —SH
gruplarimin oksidasyonu ile distlfid kopralerinin olusumudur. Oksidatif hasarin bir
diger etkisi hiicre zarindadir. Zar lipidlerinin peroksidasyonu sonucunda proteinlerin
oksitlenmesi sitoiskelette degisikliklerin meydana gelmesine bunun sonucunda da zar
btnltgl bozularak eritrositler parcalanir ve bireylerde akut hemolitik anemi ortaya
cikar. Eritrogitlerin bu zaral etkilerden korunmasi gerekir (1,2,3,4).
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1. 1. 1 Eritrosit Zar Yapisi
Cekirdeksiz ve bikonkav disk seklinde olan insan eritrositinin ¢ap1 6,0-9,0 mm,

kalinligr merkezde 1,0 mm, kenarlarda 2,0-2,5 mm kadardir. Eritrosit membranin
kalinligit 6,0 nm olup yapisinda %52 protein, %40 lipit, %8 karbohidrat
bulunmaktadir. Lipid kismimin %601 fosfolipid, %25'i kolesterol ve kolesterol
esterleri, %11'i glikosfingolipid ve %4 U de gliseridler ve serbest yag asitlerinden
olusmaktadir. Fosfolipidler ve yag asidleri asimetrik dagilmaktadir. Butin
membranlarda oldugu gibi kolin igeren fosfolipitler (fosfotidilkolin ve sfingomyelin)
membranin dis yuzinde, yukli amino grubu iceren fosfolipitler (fosfatidiletanolamin
ve fosfatidilserin) ise sitoplazmik yuztinde yer almaktadir. Eritrositlerde organeller
bulunmadig: igin lipit sentezi yapilamamaktadir. Kaybolan membran lipit igerigi
plazma lipoproteinlerinden saglanmakta ve fosfatidilkolin ile kolesterol oncelikli
degistirilmektedir. Transfer hizi lipoproteinlerdeki kolesterol ve fosfatidilkolin
icerigine baghdir. Membran yapisindaki bilesenlerin  orant  hiicre bicimini
etkilemektedir. Kolesterol ve fosfatidilkolin kombinasyonu, saf fosfolipide gére daha
viskoz bir yam saglamaktadir. Kolesterol/fosfolipid orammn artmasi, hicre
membranin sertlesmesine,  parcalanmasina ve dalakta yok edilmesine neden
olmaktadir. Oranin azalmasi halinde ise hicre kiresel sekil amakta ve
parcalanmaktadir. Bu tir degisimlerin fiziksel bozukluklar yamnda fizyolojik
etkileride olmaktadir. Mikrovaskilerdeki styrilma (shear) kuvveti artarak, alan-hacim
orant ve O, tasinmasi etkilenmektedir (2).

Eritrosit membranimin saglamligi ve esnekligini saglayan etkenler arasinda
membran integral proteinleri ile hicre iskeletini olusturan periferal proteinler
arasindaki baglanma onem tasimaktadir. Y apisinda spektrin, aktin, protein 4.1 ve
tropomiyozinin bulundugu hticre iskeleti plazma membramn stoplazmik ytziinde yer
almaktadir. Membrana integral mambran proteinlerinden glikoforin C ise band 4.1
proteini (hiicre iskeleti proteini) araciligi ile baglidir. Bitiin olarak incelendigi zaman
tipik baglanmalar sonucundaki kafes gorinimindeki  yap1  eritrositlerin
deformasyondan sonra orijinal  durumlarina  donmesini - saglamaktachr.  IKi
heterodimerden olusan bir tetramer olan spektrin, 12 aktin monomeri ile birleserek
hegzagonal kafes olusturmaktadir. Iki proteinin baglanmalarint protein 4.1
gerceklestirmektedir. Bu kafes seklindeki kauguga benzer vyapi, eritrostin
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deformasyon sonrasinda membranin tekrar eski sekline dénmesini saglamaktadir.
Hucre iskeleti proteinlerinin membrana baglanmasinda iki protein gorev almaktadir:
Ankrin spektrini integral membran proteini olan band 3 dimerine, protein 4.1 ise
integral proteini glikoforin C yapisina baglamaktadir. Dimer veya tetramer formunda
bulunan band 3 proteininde iki farkli bolge bulunmaktadir. intrastoplazmik bolge
ankrin aracilig1 ile spektrine baglanmakta ve membran iliskili bdlge ise anyon
degisimi fonksiyonuna aracilik etmektedir ( sekil 1.1.1) (2).

Membran sekli ve mekanik ozellikleri icin 6nem tasiyan glikoforin C
proteininin yan sira glikoforin A, B ve D yaygin olarak bulunan eritrosit membran
proteinleridir. Membranda band 3 ve glikoforin A miktarimin yarisi kadar bulunan ve
bir transmembran protein (55 kDa) olan band 4.5 proteini glukoz transporteri olarak
gorev yapmaktadir (2).

Glycopherin C ' Ankyrin
<<  Actin
{

Band 4.1

Seki 1.1.1. Eritrosit zar yapisi
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1. 1. 2. Hemoglobin
Evrimin 6nemli bir basamagi olan anaerobik yasamdan aerobik yasama gegiste

canlilar, oksijeni kullanarak daha fazla enerji elde edebilme olanagina sahip
olmusglardir. Glukozun aerobik yikilimindan elde edilen enerji, anaerobik enerjiden
elde edilen enerjiden 18 kat daha fazladir. Eritrositlerin yapisinda bulunan ve yiiksek
konsantrasyonda oksijen baglama yetenegi bulunan hemoglobin, oksijen
tasinmasinda kullanilmaktadir (5,6).

Bir protein olan hemoglobin oksijeni akcigerlerden dokulara, karbondioksit
ve protonlar: ise dokulardan akcigerlere tasimaktadir. Akcigerlere giren havann
oksijenini baglayan hemoglobin, birka¢ saniye icinde vicudun en uzak dokularina
kadar ulastirmaktadir. Hemoglobin molekiltinin O, baglayan prostetik bdlgesinde
bir protoporfirin yer almaktadir. Molekultin protein kismina baglanan prostetik grup
olan ferroprotoporfirin (hem), bu molekdllerin kirmizi renkli olmasint saglamaktadir.
Hem, grubu dort pirol halkasindan meydana gelen protoporfirin halka sistemi ile bir
demir atomundan olusmaktadir. Meten koprileri ile birbirine baglanan dort pirol
halkasindan meydana gelen tetrapirol yan zincir olarak dort metil, iki vinil ve iKi
propiyonat eklenmistir. Ferro seklindeki demir atomu (Fe™) geri doniisumlii olarak
oksijen bagliyabilmektedir (5,6).

Hemoglobin molekilinde, hem grubu tasiyan dort polipeptid zincir
bulunmaktadir. Tetramerik yapida olan polipeptidler aym iki zincirin olusturdugu
birimler seklinde hemoglobin yapisinda yer almaktadir (sekil 1.1.2) (5,6).

Iki a, iki b zinciri bulunuyor ise bunaHb A denir ve en ¢ok bulunan tiptir
(%097).

. Iki a, iki | zinciri bulunuyor ise buna Hb A, denir eriskinde %2,6

oraninda bulunur.

lIl.  1ki a, iki d zinciri bulunuyor ise Hb F denir eriskinde %0,2 oramnda

bulunur.

Hemoglobinin hem kisminda bulunan ferro demirin (Fe™) ferrik (Fe™™) sekline
oksidasyonu ile methemoglobin meydana gelir ve okside hemoglobin oksijen
tasiyamaz. Bazi ilaglar ve reaktif oksijen drUnleri methemoglobin olusumuna yol
acarlar (5,6).
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Sekil 1. 1. 2. Hemoglobinin yapisi

1. 2. Pentoz Fosfat Yolu (PFY)
Metabolik enerji elde edilmesinin yam sira karbohidratlardan  nikleotidlerin,

glikolipitlerin,  glikoproteinlerin ~ ve  diger 0zel Urdnlerin  sentezinde
yararlanilmaktadir. Karbohidrat metabolizmasinda az kullamlan bu yollar, 6zel
biyosentetik amaclar icin kullanilmaktadir (7-9).

Pentoz fosfat metabolik yolu NADPH ve riboz-5-fosfat saglamaktadir.
Sitoplazmik bir metabolik yol olan pentoz fosfat metabolik yolunun en 6nemli
Urdnleri NADPH ve riboz-5-fosfattir. NADH ile aym redoks potansiyeline sahip olan
NADPH, farkli amaglar icin kullamilmaktadir. Mitokondride katabolik substralarin
hidrojenleri, NAD" elektron transport zincirine tasimaktadir. Buna karsilik NADP*
tasinan hidrojenler sitoplazmada indirgen biyosentezlerde kullaniimaktadir (7-9).

PFY’nun oksidatif bolimi glukoz-6-fosfat dehidrogenez (G6PD) tepkimesi

ile baslamakta ve bir dizi tersinmez (geri donisumsiiz) tepkime ile indirgen
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biyosentez tepkimelerinde kullamlan indirgenme  esdegerleri NADPH
Uretilmektedir. Buna karsili PFY’nun oksidatif olmayan bolimundeki tersinir (geri
donisumll) tepkimeler ile glikolitik ve glukoneogenik yollara baglanti saglanmakta
ve nukleotid nikleik asit sentezinde kullanilan riboz-5-fosfat saglanmaktadir (7-9).

PFY tepkimeleri ile sitoplazmada [NADPH] / [NADP" ] oram
arttirilmaktadir.  Yemek sonrasinda karaciger hicrelerindeki NADPH miktari,
NADP' ile karsilastirilchginda 50-100 kat daha fazla bulunmaktachr. Bu durum
NAD" ile karsilastirildiginda belirgin bir fark ortaya cikmaktadir. Aerobik kosullarda
NAD*, NADH miktarindan 100 kat daha fazlacir. Bu nedenle hiicre indirgen
biyosentezler icin NADH yerine NADPH kullanmay: tercih etmektedir (7-9).

Hucrenin NADPH veya riboz-5-fosfata olan goreceli gereksinimlerine gore
PFY farkli sekillerde calismaktadir. Hucrenin riboz-5-fosfat gereksinminin daha
fazla olmasi halinde oksidatif yolun yan: sira oksidatif olmayan yol tepkimelerinin
ters yonde kullaniimasi ile riboz-5-fosfat sentez edilmektedir. Bu durum oOzellikle
iskelet kasi gibi glukoz-6-fosfataz aktivitesinin oldukga dustk oldugu fakat buna
karsilik yeterli nikleotid konsantrasyonunun saglanmast gereken dokularda
gegerlidir. Riboz-5-fosfat ve NADPH gereksinimlerinin dengede oldugu kosullarda
ise oksidatif yol ve pentoz fosfat izomeraz tepkimesinde her iki Uriin meydana
gelmektedir (7-9).

Hucrenin NADPH gereksiniminin daha fazla olmasi halinde oksidatif ve
oksidatif olmayan yollarda birlikte olusan fruktoz-6-fosfat ve gliseraldehit-3-fosfat,
glukoneogenik tepkimeler ile tekrar glukoz-6-fosfata cevrilmektedir. Bu durumda
dongusel bir yol izleyen metabolik yollarda bir glukoz molekilinden CO, ve
NADPH elde edilmektedir (7-9).

Tidm glukozun glikolitik yolla yikildig: iskelet kasi ve beyin gibi dokularda
pentoz fosfat yolunun aktivitesi dusuktir. Bununla birlikte aktif yag asidi ve
kolesterol sentezinin oldugu karaciger, adrenal korteks ve sit Ureten meme
dokusunda glukoz oksidasyonunun ©nemli bir kismu pentoz fosfat yoluyla
gerceklesmektedir (7-9).

Vicudun antioksidan savunma sistemleri agisindan NADPH buyuk 6nem
tasimaktadir. Bu nedenle yuksek oksijen parsiyel basinci altindaki hticrelerde pentoz
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fosfat yolu aktif sekilde calismaktadir. Korneadaki glukozun %60 kadar1 PFY’nda
tiketilmektedir (7-9).

Beslenme sonrasinda glukoz-6-fosfat  dehidrogenaz ve fosfolukonat
dehidrogenazzin artmasi blyUk olasilikla instilin tarafindan diizenlenmektedir. Kisa
sireli duzenlemelerde glukoz-6-fosfat dehidrogenaz , yilksek [NADPH]/[NADP']
oranm ile inhibe olmaktadir. NADPH kullanimindaki artis, pentoz fosfat yolunun
oksidatif bolimunin aktivitesini arttirmaktadir (7,8,9).

1. 2. 1. Eritrositler Icin PFY’nun Onemi
Eritrogitler kemik iliginde kok hicrelerden olgunlasmalari esnasinda nikleus,

ribozom ve mitokondri gibi organellerini kaybederler ve dolasima saliverilirler.
Mitokondrileri olmadig: icin eritrositlerde enerji Uretimi gok sinirlichr. Oksidatif
fosforilasyon ve Krebs dongusi aktivitesi olmadigi igin enerji gereksinimini
glikolitik yoldan saglamaktadir. Oksidatif stress etkisinde olmayan eritrositte
glukozun %90 kadari Embden-Mayerhof yolu (anaerobik glikoliz) ile piriivat ve
laktata parcalanmaktadir. Enerjisi tamamen glukoza bagli hicrelerden olan
eritrositlerde glukoz laktik aside metabolize olmakta ve net 2 ATP enerji
kazamlmaktadir. Eritrositlerin iyonik dengesinin saglanmas: icin Na'-K*ATPaz
sisteminde, membran yapisimn deformasyon yeteneginin sirdurilmesinde ve
eritrositlerin bikonkav seklinin korunmasinda ATP seklinde enerjiye gereksinim
bulunmaktadir (1-3,7,10).

Heksoz monofosfat yolu (pentoz fosfat yolu) ile (NADPH) ve pentoz fosfatlar
saglanmaktadir. NADPH Uretimi eritrositler igin hayati 6nem tasimaktadir. NADPH
eritrositterde  GSH metabolizmasinda rol oynamaktadir. Oksijen ve tlrevleri
hemoglobini inaktif hemoglobine (methemoglobin) donustirmekte ve ayrica
molekiler oksijen, membran lipitlerinden aktivitesi yiksek peroksitler olugsmaktadir.
Cok az miktarda glukozun kullamildigi PFY’nda Uretilen NADPH, eritrositin
oksidatif hasara kars1 korunmasinda kullamlmaktadir (1-3,7,10).

Eritrositlerde hemoglobinin oksijene afinitesini Rapoport-Luebering dongusti
duzenlemektedir. Glikolitik yolda 1 mol ATP duretilen fosfogliserat kinaz
tepkimesinin  atlandigi bir yolda bisfosfogliseratmutaz tarafindan katalizlenen
tepkime ile eritrosite 6zgu olan 2,3 BPG elde edilmektedir (Rapoport-Luebering).
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Eritrositlerde 2,3-BPG uretimi, glikolitik yolda 1 ATP eksik elde edilmesine yol
acmaktadir. Allosterik etkileyici olarak etki gosteren 2,3-BPG, hemoglobinin
oksijene afinitesini diizenlemektedir. Eritrositlerde Na'-K*ATPaz sistemi ile (¢
sodyumun hticre disina gikarilmasinda ve iki potasyum ile bir klordrin hticre igine
girmesinde 1 ATP harcanmakta ve elektriksel ndtralitenen sirdurulmesi
saglanmaktadir. Embden-Mayerhof yolu ile siki iliskide bulunan diger metabolik
yollar (Rapoport-Luebering dongusi) NAD ile NADH ve ADP miktarimn oransal
duzenlenmesinde etkili olmaktadir (1-3,7,10).

Normalde peroksitler, bir tripeptid olan GSH’1n (g-Glutamil Sisteinil Glisin)
rediksiyonu ile inaktive olurlar. Bir ¢ok hticrede bol miktarda bulunan GSH’'da
serbest bir tiyol grubu bulunur ve bu grup oksidatif strese kars1 esas koruyucu rol
oynar. GSH’1n kolay okside olma 6zelliginden dolay1, redikte stlfidril gruplar: -SH
tasiyan bazi enzimlerin, hiicre zarimin ve hemoglobinin otooksidasyondan korunarak,
yapisal ve fonksiyonel bitinltgi saglamr (1-4,7,10).

GSH molekiltine sistein, serbest —SH grubunu vermistir. Bir protein iki tiyol
grubu okside olacak olursa, bu protein GSH tarafindan kolayca enzimatik olmayan
reaksiyonla rediikte edilebilir. Bir baska deyisle glutatyon, -SH grubunu okside olan
proteine vererek, proteinlerdeki sistein -SH gruplarinin redikte durumda tutulmasini
yardim eder (1-4,7,10).

Hucre zarinda birgok enzim bulunur. Bunlar hidrojenperoksit (H2O,) gibi
gjanlarla okside olurlarsa GSH, -SH grubunu proteine vererek oksidatif stresi onler.
GSH aym zamanda peroksitlerin rediksiyonunu saglar. Lipit peroksidasyonunu
selenyum iceren glutatyon peroksidaz (GPx), eritrositte olusan peroksit gruplarim
zararsiz hidroksil gruplarina gevirir. Bu tepkimede GSH indirgenmektedir. Tripeptid
yapisindaki GSH’ in methemoglobin ve peroksitlerin indirgenmesi sirasinda disiilfitle
bagli okside glutatyona (GSSG) yukseltgenmektedir. Tekrar kullamlabilmesi igin
GSSG, NADPH bagli GPx ile indirgenmekte ve GSH olusturulmaktadir. PFY’ nun
birinci basamaginda G6PD araciligi ile NADPH duretilir ve bu GSSG, GSH
donisumini katalize eden glutatyon redilktaz tarafindan gerekli hidrojen NADPH
molekllinden alarak GSSG'ye transfer eder. G6PD enziminin, G6P'i 6-
fosfoglukonalaktona donustirmesi sirasinda G6P'nin 1. karbonundaki hidrojen
NADP'ye aktarilarak NADPH olusturulur. NADPH, GSH'in saglanmasi igin
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glutatyon rediiktazin koenzimi olarak ¢alisir. G6PD yetmezliginde, hiicrenin reduktif
kaynagi olan NADPH Uretminde bozukluk oldugu igin hiicrede oksidatif stres gelisir.

Bir cok G6PD yetmezlikli eritrositte, enzim tamamen inaktif degildir, ancak
yaklasik 10 kat daha dustk aktiviteye sahiptir. G6PD yetmezlikli bireyler oksidan
madde almadiklar: siirece klinik belirti vermezler. Bu hastalarda GSSG'nin GSH’a
donusimi yetersiz NADPH dizeyleri nedeniyle gerceklesememektedir. Bunun bir
sonucu olarakta methemoglobin (hemoglobindeki demir  Fe™ durumundadr,

+++

methemoglobinde ise Fe™ durumundadir) olusmaktadir ve methemoglobin oksijen
tasrtyamaz. Normal kosullarda hiicrede olusan methemoglobinin (giinde yaklasik %3
kadar) cogu, NAD-bagimli methemoglobin rediktazin katalizledigi tepkime ile
hemoglobine indirgenmektedir. Az miktarda methemoglobin ise glutatyon tarafindan
NADP*-bagiml: glutatyon peroksidazin katalizledigi tepkimeyle indirgenmektedir.
Okside hemoglobin  (methemolobin) birikmesi sonucu eritrosit  yapisinda
degisiklikler olusur. Ayrica, globulinin sistein yan zincirlerindeki  stlfidril
gruplarinin oksidasyonu ile distlfid koprileri olusur. Boylece globinin tetramer
yapisi bozulur ve polipeptid-zincirleri ¢ozilerek (denatiire) ¢oker. Heinz cisimcigi
denilen bu denatire olmus globin kitlesi, hiicre zar1 stlfidril gruplar ile disulfid
kopruleri olusturarak membrana yapismaktadir. Bu gibi hiicre ici Kkitlelerin
(inkltzyonlarin) dalaktan gecerken fagasitoz yolu ile alinmas: zarda kayba, hatta
eritrositin tamamen parc¢alanmasina neden olur (1-3,7,10).

Dolayisiyla, pentoz fosfat yolunda NADPH'1n sirekli olarak Uretilmesi ile
GSH donisuminin sirdurtlmesi eritrositlerin yasam strecinde kritik bir éneme
sahiptir. Bu resksiyonlar zincirinde G6PD’nin dnemi ve gerekliligi, eritrostlerin
oksidatif hasarlardan korunmasinda gerekli olan NADPH'1n Uretildigi ilk basamag:
katalizleyen enzim olmasindan kaynaklanmaktadir (1,2,3,7,10).
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1. 2. 2. PFY Tepkimeleri
Eritrositler ve beyin hicreleri gibi bazi hiicrelerin esas enerji kaynag: olan glukozun

oksidasyonu icin secenek oksidatif yoldur. Heksoz monofosfat yolu veya
fosfoglukonat yolu olarakta bilinen bu yolda nikleik asit sentezi icin gerekli olan ve
ATP, CoA, NAD, FAD, RNA ve DNA gibi biyomolekillerin yapitas1 olarak
kullanilan riboz-5-fosfat ile, indirgen biyosentez tepkimelerinde kullamlan hidrojen
saglayict kaynak olan nikotinamid adenin dintkleotid fosfat (NADPH) Uretilir (7-
9,11,12,16,18,22-24).

PFY’ nun tepkimeleri oksidatif ve olmayan olmak lizere 2 basamaga ayrilir.

Oksidatif Basamak: Bu basamakta rediktan madde NADPH’in Uretimi
saglanir. PFY ' nun ilk Gg reaksiyonunun ikisinde oksidatif basamak gerceklesir ve bu
basamaklarda 1 NADP'_, NADPH’a indirgenir. PFY’ nun ilk reaksiyonu glukoz-6-
fosfatin, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzimi ile 6-fosfoglukonalaktona
dehidrogenasyonudur.  6-fosfoglukonolaktondan,  6-fosfoglukonat  olusumunu
glukonolaktonaz katalizlemektedir. 6-fosfoglukonat NADP'-spesifik bir enzim olan
6-fosfoglukonat dehidrogenazin katalizledigi dehidrogenasyon ve dekarboksilasyon
ile ribiiloz-5-fosfat ve CO, elde edilir. Bu sirada ikinci bir NADPH+H" molekul
meydana gelir (7-9,11,12,16,18,22-24).

Glukoz-6-fosfat + 2NADP" + H,O — Ribiilloz-5-fosfat + CO, +2NADPH+H"

Uretilen NADPH’lar genel olarak, yikseltgenmis  glutatyonun
indirgenmesinde, katalaz enziminin kararlihiginin saglanmasi gibi gesitli biyosentetik
yollarda kullanmlir. Kimyasal enerjinin bir tasiyicisi olarak, bazi dncil maddelerden
steroidlerin ve yag asitlerinin biyosentezinde kullanilir. Yag asitlerinin biyosentezi
srasinda meydana gelen ara drinler karbonil gruplarinin ve cifte baglarinin
indirgenmesi icin, NADPH gereklidir. Iskelet kas gibi yag asiti sentezinin dusuk
diizeyde gerceklestigi diger dokularda bu yol daha az kullanilir (7-9).

Oksidatif Olmayan Basamak: Bu bolimde biyosentetik tepkimelerde
kullamlmak Gzere bes karbonlu sekerler ve glikoliz ile glukoneogenez icin seker
fosfatlar elde edilmektedir. Seker molekilleri arasinda gerceklestirilen diizenlemeler
ile pentozlar kullanlarak trioz , tetroz, heksoz, heptoz elde edilmektedir (7-9).
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Oksidatif olmayan bolimde ikisi spesifik olmak Uzere dort enzim gorev
yapmaktadir. Ribuloz-5-fosfattan iki farkli enzim kullamlarak iki degisik Grtn
olusturulmaktadir. Spesifik enzimlerden 3-epimeraz (fosfopentoz epimeraz) ribtiloz-
5-fosfat1 ksililoz-5-fosfata, ketoizomeraz (fosfopentoz izomeraz) ise ribilloz-5-
fosfat1, riboz-5-fosfata gevirmektedir. Denge halinde bulunan ribulloz-5-fosfat, riboz-
5-fosfat ve ksillloz-5-fosfat, transketolaz ve transaldolazin katalizledigi tepkimeler
ile metabolize olmaktadir. Transketolaz ve transaldolaz, seker fosfatlar: arasinda iki
ve U¢ karbonlu birimlerin degistirilmesini saglamaktadir. Her iki enzim igin
substratlardan birisialdoz, digeri ise ketozdur (7-9).

Koenzimi tiamin pirofosfat olan transketolazin katalizledigi oksidatif
olmayan bir reaksiyon ile ksililoz-5-fosfattan iki karbonlu Uniteyi riboz-5-fosfata
tasinarak, yedi karbonlu sedoheptiloz-7-fosfat olusturulmaktadir. Ksiltloz-5-
fosfattan geri kalan U¢ karbonlu kisim ise gliseraldehit-3-fosfati meydana
getirmektedir. Daha sonra transaldolaz enzimi sedoheptiloz-7-fosfatin ¢ karbonlu
kismum gliseraldehit-3-fosfat ile birlestirerek fruktoz-6-fosfat ve eritroz-4-fosfat
olusturmaktadir. Bir sonraki asamada transaldolazin tekrar aktivasyonu ile eritroz-4-
fosfat ve ksiluloz-5-fosfattan, fruktoz-6-fosfat ve gliseraldehit-3-fosfat sentez
edilmektedir. Reaksiyonun iki kez tekrar edilmesi ile olusan gliseraldehit-3-fosfattan,
fruktoz-1-6-bisfosfat elde edilir. Donglnin bu sekilde tamamlanmas: ile 6 tane
pentoz fosfattan 5 adet heksoz fosfat olusmaktadir. PFY’nun oksidatif olmayan
bolumindeki biitin bu reaksiyonlar tamamen geri donebildiginden, bu yol ile ayni
zamanda heksoz fosfatlarin pentoz fosfatlara donustimi gergeklesmektedir (sekil 1.
2.2) (7-9).

PFY’'na giren G6P'larin hangi yola gidecekleri, bu yolun gerceklestigi
hiicrenin metabolik ihtiyaglarina baglidir. Oncelikli ihtiyac niikleotid sentezi ise
temel Urdn riboz-5-fosfattir ve oksidatif olmayan basamagin birgok reaksiyonu
gerceklesmez. Oncelikli ihtiyagc ezer NADPH ise, oksidatif olmayan basamak ile
kolayca G6P’ a donuserek tekrar oksidatif faza girecek bilesikler olusturulur (7,8,9).
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Sekil 1. 2. 2. Eritrosit enerji metabolizmas ve redoks modeli.Xy15P: ksiltloz-5-fosfat, Sed7P:
sediloz  7-fosfat, Ery4P. eritroz 4-fosfat, R5P. riboz 5-fosfat, RuSP: ribuloz 5-fosfat,
PEP:.fosfoenolpirivat, 3PG: 3-fosfogliserat, 2PG: 2-fosfogliserat, 1,3P.G: 1,3-bisfosfogliserat,
2,3P,G: 2,3-hisfosfogliserat ve 6PG: 6-fosfoglukonat (18).

1. 3. G6PD Eksikligi
G6PD (EC 1.1.1.49) enzimi PFY’nun ilk ve hiz kisitlayici enzimidir. G6PD ilk kez

1931 yilinda Otto Warburg ve W. Christian tarfindan at eritrositlerinde tammlanmis
ve “Zwishenferment’ olarak isimlendirilmistir. 1936 yilinda kismen saflastirilmis ve
¢esitli organizmalarda galismalar yapilmistir. Daha sonra Lipman, Dickens, Horecker
ve Racker tarafindan PFY’nda tanimlanmistir. Enzimin birincil yapisi bakteriden
insana kadar birgok tirde, yaklasik olarak %39 oramnda korunmustur ve 64 amino
asit her tirde aymdir. Enzim eksikligi; eritrositler, karaciger ve |okositler gibi gesitli
dokularda gorulebilmektedir. Karacigerde enzim eksikligi daha cok yeni dogan
sariligina yol agmaktadir. Eritrositlerde enzim eksikligi gesitli seviyelerde hemolitik
tablolara yol agmaktadir. G6PD eksikligi dinya ¢apinda 400 milyondan fazla insant
etkileyen ¢ok yaygin genetik gecis gosteren bir hastaliktir. Epidemiyolojik ve invitro
calisgmalar G6PD enzim eksikliginin Plasmodium falciparum enfeksiyona karsi

korunmada bir avantaj oldugunu gostermistir (7,-9,11,15,19-22).
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G6PD eksikligi 1950'li yillarin ortasinda ilk kesfedildiginde nigin bazi
insanlarin antimalarial ilag olan primaquinenin etkisine hassas oldugu merak
edilmistir. Daha sonra etkilenenlerin gogunun asemptomatik oldugu gorulmistur.
Bununla beraber eksikligi olan bireyler bazi ilaglarin aliminda, bazi enfeksiyonlar
esnasinda ve favizm de yenidogan sariligi ve ciddi akut hemolitik anemi igin risk
altindadirlar (8,11,12,13,14).

G6PD eksikliginin prevalansint degerlendirmede enzimin ¢ok heterojen
oldugu tespit edilmistir, 387 varyant: tespit edilmistir. Insan G6PD geninin
klonlanmas: ve sirralanmasi tammlanan varyasyonun molekiler temelini mimkan
kilar. Genetik varyasyon sayisinin biyokimyasal analiz ile belirlenen sayidan daha az
oldugu gorulmistir ve bu fark artmaktadir. Clnki dinyamn farkli bélumlerinde
karsilastirilldiginda varyosyonlara farkli isimler verilmistir. Yine de, G6PD
eksikliginin kronik nonsferositik hemolitik anemi (CNSHA) ile baglantili olan ciddi
formu nadirdir. Bu durum sporadiktir ve tek oldugu dustnalir, buna ragmen su an
bunlarin tekrarlayan mutasyonlardan kaynaklandig: bilinmektedir (7,-9,11,15,19-22).

1. 3. 1. G6PD’nin M etabolik Roll
G6PD pentoz fosfat yolunun ilk reaksiyonunu katalize eder. Bu yol glukozu pentoz

sekerlere cevirir, biyosentetik reaksiyonlar icin gereklidir. Penyoz fosfat yolu ayni
zamanda NADP'yi NADPH’ aindirger(Sekil 1. 3. 1.) (2,7-9,11-31).

Pentoz fosfat yolunun G6PD aracilig: ile katalize olunan bu ilk basamakta,
Glukoz 6-fosfat (G6P) 6-fosfoglukonolaktona donisur, 6-fosfoglukonolakton 6-
fosfoglukonata oda ribiloz 5-fosfata dontsur (11,15).

Bu reaksiyon:

G6P + 2NADP" H,O " R5P + 2NADPH + 2H" + CO;
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Riboz sekerler ATP, CoA, NAD, FAD, RNA ve DNA gibi 6nemli
molekullerin biyosentezi igin gereklidir. Yine de riboz 5-fosfat pentoz fosfat yolunda
sekillenir, glikolitik ara trtinlere tamamen gevrilebilir (11,15).

Glucosa
l HK
R-O-OH 2GSH NADP Glucose-6-phosphate
l
ROH GSSG NADPH
*H,0 8-Phosphoglucona-4actone
ePGL
A
R-0-0OH 5GSH NADP 6-Phosphogluconate
6PED
ROH GSSG NADPH _ Y
+H0 Ribulose-5-phosphata

l s

Ribosa-5-phosphate

Sekil 1. 3. 1. G6PD tarafindan PFY'nun oksidatif bdliminde toksik peroksidazlarin (R-O-OH)
detoksifikasyonu sirasinda olusan GSSG GSH’aindirgenir (11).

1. 3. 2. Hemoalizin M ekanizmasi
G6PD eksikliginde eritrositler NADP""yi NADPH’a normal oranda indirgeyemezler

ve bu oksidatif hasara karsi artmis hassasiyetle sonuglamr. NADPH 1in major rol
glutatyonu rediikte formda tutmaktir. GSH / GSSG oram 500/1’ den fazladir. Rediikte
glutatyon hidrojen peroksit (H.O,) ve organik peroksitlerin detoksifikasyonunda,
hemoglobindeki sistein rezidulerinin devamliliginda ve diger eritrosit proteinlerinin
redikte durumda kalmasinda rol alir. H,O,, glutatyon yolundaki gibi NADPH
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bagimli olarak katalaz (CAT) ile temizlenir. Okside ajanlarin varliginda, normal
eritrositteki PFY sitimule olur, NADPH ve GSH seviyeleri degismez. G6PD
eksikliginde her ne kadar PFY maksimal hiza yakin g¢alissa da glukoz akisi artmaz,
GSH ve NADPH seviyeleri duser. Oksidatif hasarin hemolize yol agmasi artmis
sensitiviteye baglidir. GSH'in ve diger proteine bagli —SH gruplariin geri
dontsimsiiz oksidasyonunda 6nemli rol oynar. Bunun sonucundaki etkiler elektrolit
inbalans;, membran cross-baglantist ve eritrosit fagositozudur. Favizm'de
eritrositlerde kalsiyum seviyeleri yikselir ve bazi durumlarda eritrosit Ca-ATPaz
degradasyonuna neden olur (11,15,19,22-34).

Pasif permeabilitenin artmast ve Ca pompasinin etkisinin azalmasinin her
ikisinin kombinasyonu, eritrosit Ca homeostazisinin bozulma nedenini agikliyabilir.
G6PD eksikliginde eritrositler, Ca bagiml1 vezikilasyona daha hassas hale gelir ve
bu kompleman bagimli hemoliz ile koreledir (11,15,19,22).

Favizm de eritrosit proteinlerinde anormallikler, artmis Ca seviyeleri, yiksek
molekul agirlikli agregatlarin olusmasi ve band-3 proteinin azalmasina neden olur.
Bunun sebebi osmatik kayip veya bolmelerdeki membran degisikligini takiben
mikrosirkilasyonda birikmesine baglidir. Eritrositlerin etkili yizeyinin azalmasi
sonucunda retiktloendotelial sistemde (RES) toplanma hatta osmatik parcalanmaya
neden olabilir (11,16,19,22).

Oksidanlarin yol actigi membran hasar1 eritrositler tarafindan dolasimdan
kaldirilmalart igin bir sinyale yol acgar. Bu hicrelerin makrofajlar tarafindan
taninmasi membran karbohidratlarindaki degisiklikler sonucu olmaktadir. G6PD
eksikligi olan hucreler glikoprotein degisimi gegirdigi gozlenmistir. Buda akut
olmayan hemolizde dolasimdan kaldiriimalarina neden olur. Hemoglobinin
glikolizasyonunda o6nemli bir artis G6PD eksikligi olan hicrelerde meydana
gelmektedir(11,16,19,22).

1. 3. 3. Malarya ve G6PD Eksikligi
Malarya hipotezinde, G6PD eksikligi insidansi artmaktadir. Cunkt G6PD eksikligi

alelleri Plasmodium falciparum enfeksiyonunun sebep oldugu ciddi malaryaya karsi
Onemli derecede diren¢ gelistirebilmektedir (sekil 1.3.3). Son zamanlarda sicak
Ulkelerden tamamen ortadan kalkmasina ragmen tropik bolgelerde malarya artmakta
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ve basta cocuklar olmak tizere her yasta milyonlarca insani 6ldirmektedir. Mortalite
orammin yuksekligi allellerin kars1 karsiya gelmesi ile malaryaya karsi onemli
orandaki direnc gelisimi secici bir avanta] saglamaktadir. Malarya direnci nedeniyle
G6PD eksikligi olanlar1 degisik derecede tercih etmektedir (11,16,17).

| Pantose phosphate cycls | | Glutathione Blosynthesls |
D-Glucosa-6P
|/ il L-Glutamats + L-Cysieine
Glicose-SP dahydogenss
HADEH +H ATP
D-ghugone-1.Hactone -6 M1, 7 [ Giu-Cys synnetase]
& thﬂbg:.lmwa:fm TS
Mitochondrial - s
electron ¥ L-Glsarmy-L-Cysiaine
transport SHioepho-thgsanate Ly Glycine
| o < Mg,
Other metabollc 5o . S:hosphopluoonats dehydrogensad ATR
roCassaes
i b - COy HADPH + H* _ _
D-Ribulose-5F ol L-GhulamyHL-Cysteimy-Ghcire
(glutathione; GSH)

MADFH+H'  NADPY /

G,

Fibonucieance
roductass

GrgH;

MADPH+H?
GSSG Host cell
Catalasd m phosphate cyc
2 G3H

Sekil 1. 3. 3. Plasmodium fal ciparum infeksiyonuna kars: eritrositte olusan defans sistemi (18).

1. 3. 3. 1. Cografik Yerlesimi
Dunyada malarya dagilimimin G6PD eksikliginin genetik dagilimu ile bir benzerlik

gogerdigi fark edilmistir. Tropikal kusak cevresi boyunca dagilmistir, bunlardan iki
bolge hari¢ tutulmaktadir. G6PD eksikligi yuksek siklikta Avrupa ve Kuzey
Amerika da gortlmektedir ve malarya buralarda gérilmez. Gergekte malarya Gliney
Avrupa’da sadece bu ylzyil da ortadan kaldirilmistir ve G6PD eksikliginin
goruldigt Kuzey Amerika malarious bolgesinden gelenleri belli sinirlar iginde
tutmaktadir. Daha fazla ¢alisma malarya ve G6PD eksikligi arasinda baglantinin
bulundugunu destekler (sekil 1.3.3.1). Ornegin Sardina da G6PD eksikligi Akdeniz
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bolgesinde sikhigindaki farkliik malarya dagiliminin tarihi gegmisi, yukseklik
degisikligi farlilik gostermektedir (11).

é:"‘

B malaria | GEPD doficieney 4 moalara B feve Bagns + wislona
[ tava baans ] st features [JJGOPD deficency ¢ {ove beans

Sekil 1. 3. 3. 1. G6PD, favizm ve malaryanin diinyada gorilme sikligi.

1. 3. 3. 2. Nufus Calismalari
Malaryaicin ortaya atilan iddialarin asil delili ayni toplumdaki bireylerin genotipi ile

malarya enfeksiyonu siklig1 arasindaki iliski yogun nifus kitlesinin incelenmesinden
gelmektedir. Bazi calismalarda genotipik olarak G6PD eksikliginin koruyucu
etkisinin gosterilmesine ragmen, c¢ok sayidaki calismada heterozigot disilerde
koruculugun olustugu kamsina varilmistir. Daha sonraki calismalar bati ve dogu
Afrika da daha agik sonuglar tasimaktadir. Bu otoriteler cocuklarda genotip olarak
sikligini, ciddi malarya veya nadir komplikasyon durumlar: ile iliskilerini kontrol
eslemesi yaparak karsilastirmiglardir. Hem disi heterozigotlarda hem de erkek
hemizigotlarda ciddi P.falciparum malryanin risklerini G6PD geninin %46-58
oramnda azlttigim bulmuslardir. Bu koruyuculuk diizeyi (HbS) orak hticreli anemide
verilenden daha dustktir. Fakat bazi HLA cesitleri ve talesemilerle benzer iliskiye
sahiptir. Eger erkek hemizigot disi heterozigotlar gibi iyi korunmus olsayd: nigin
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yuzyillardir malaryaya karsi savunmasiz toplumda yetmezlikli genler sabit oranda
kalsin? Cevabi asagida tartisildigi gibi G6PD eksikligi ile iliskili klinik problemler
olmal1 ki bunlar enfeksiyonun baglattigi hemolitik anemi, favizm, yenidogan sariligt,
saglikli erkek hemizigotlarda da bir azalisa yol acmakta yeterli olmalidir
(11,16,17,25,26).

1. 3. 3. 3. Invivo ve Invitro Calismalar
Farkli tipte malarya hipotezini destekleyen deliller farkli genotipte insan

eritrositlerinde laboratuvarlarda parazitin Uretilmesi sonucu ortaya gikmaktadir. Bu
canli hicre kultirleri oksidan strese duyarli olabilen ve malarya paraziti ile
birlesmesi saglanarak disiik oksijen seviyelerini tolere edebilecektir. Karsilastirmali
calismalarin farki G6PD-Afrika ve G6PD-Akdeniz tipi kirmizi hiicrelerde parazitin
gelisimi, yetmezlikli hiicrelerde daha yavas oldugu gosterilmistir (11).

1. 3. 3. 4. Korunmanin M ekanizmasi
Cografik ve epidemiyolojik calismalar, invivo ve invitro calismalar hemen hemen

cok kuvvetli malarya hipotezini destekler. Enfekte olmayan hicrelerle
karsilastirildiginda P.falciparum enfeksiyonlu eritrositlerde PFY’nda aktivitede
blylk artis vardir. Bu yoldaki artisa hem konak hiicre hem de parazit katkida
bulunur. NADPH/NADP® oraminda azalma ve oksidatif stresin artmasi sebebi ile
NADPH seviyes yuksek gorulmektedir ve G6PD eksikligi olan kirmizi hicreler
NADPH’1n yiksek seviyesini sirdiremedigi icin Ozellikle oksidatif stres altinda
nigin parazitlerin yetmezligi olan konakta daha iyi gelisemedigini izah eder (sekill.
3. 3. 4.). Ilave olarak hasarlanmus eritrositler immin sissem tarafindan daha hizl
ortadan kaldiriliyor olmalidir ve aktif makrofajlar tarafindan parazitlerin
oldurtlmeleri de mimkandir (11,16).
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Sekil 1. 3. 3. 4. Plasmodium falciparum G6PD tarafindan Uretilen NADPH'1 kullanr.

1. 3. 4. Genetik ve Yapisal Fonksiyonla Iliskisi
G6PD eksikligi X’'e bagiml1 6zellik gosteren genetik bagimli Protan-Deutan renksiz

fenotipe sahip bir hastaliktir. G6PD geninin lokalize oldugu X kromozomunda Xqg28
uzun kolda telomerik band vardir.

G6PD geni 1986 yilinda klonlandi, 13 exon ve 12 intron ihtiva ettigi
bulunmustur. Yaklasik 18 kb uzunlugunda ve 515 amino asit ihtiva eder. G6PD
bakteri sinek, balikk ve memelileri iceren genis bir canli toplulugunda
bulunaktadir. Tum dokularda bulunan enzim, ayni tip monomerlerin biraraya gelmesi
ile olusan, dimerik, tetramerik ve hekzamerik yapilar seklinde bulunabilir. G6PD’ nin
dimer tetramer ve hekzamer formda olmasinin pH, ortamdaki Mg iyonu derisimi,
protein derisimi ve iyonik kuvvet etkilemektedir. Enzim; 515 aminoasitten olusan
aktif enzim, iki molekil NADP' ile baglanms herbiri yaklasik 59,256 dalton

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

24

molekuler agirligina sahip iki monomer igeren bir dimerdir. Monomerlerin amino
asit siralarinda tirler arast benzerlik olmakla beraber primer, sekonder ve tersiyer
yapilart arasinda farkliliklar vardir. Enzimin amino ve karboksil uclarindaki amino
asit dizileri igin kesin bir bilgi bulunmamaktadir. Bazi ¢aligmalar, amino ugta glisin
varlhigint gostermekte son calismalarda karboksil ucta l6sin amino asidin
bulundugunu gostermektedir. GGPD enziminin katalitik aktivite gosterebilmesi igin
gerekli minimum kuaterner yapi dimerik alt birimler seklindedir. Hucre iginde
cogunlukla dimer-tetramer karisimu halinde bulunur. En aktif formun hekzamer
yapida bulundugu bildirilmistir. Enzim NAD™ yi koenzim olarak kullanabilir. Ancak
bu durumda, normalin %4-10'u kadar aktivite gosterebilir. Enzim NADP' ve G6P a
farkli egilimler gosterir. NADP”ye olan egilimi cok daha fazladir. Fizyolojik
sartlarda enzimin  baslica inhibitdrleri, NADPH ve ATP molekiludir
(11,18,19,22,23,24).

G6PD enziminin NADP" baglayan yeri molekiller ve yapisal diizeyde heniiz
aydinlatilmamustir. Ancak G6PD mutantlarimin analizinden, 386 ve 387 nolu amino
asitlerin, Arjinin ve Lizin'nin, NADP" baglayan bolgede yer alabilecegi tahmin
edilmektedir. G6PD enziminin 205. amino asit Lizin'e baglanmada, G6P a kiyasla
daha ylksek egilime sahip olan pridoksal fosfat, G6P varliginda bu bolgeye
baglanarak enzim aktivitesinde %80 oraminda kayba neden olmustur. Buradan, G6P
baglayan bolgenin  merkezinde 205. amino asidin, Lizin'nin  bulundugu
bildirilmektedir (11,21-23).

Organizmada bu kadar onemli rol oynayan G6PD enzimi, karaciger, yag
dokusu, adrenal korteks, tiroid, eritrosit, testis ve laktasyondaki meme bezi gibi
dokularda aktif olmasina ragmen iskelet kasinda dustik aktiviteye sahiptir (7).

G6PD enzim aktivitesinin kontroll, enzimin kendi 6zelliklerinin ve eritrosit
proteinlerinin aracilig: ile saglanmir. Redikleyici maddelere olan ihtiyacin artmast ile,
G6P' 1in NADP" ile doygunlugu, dolayisiyla aktivitesi artar. Ancak, hiicrede oksidatif
stresin olusmast NADP'/NADPH oramini degistirir ve hiicrede sirasiyla;

- NADP' konsantrasyonu artar.

- NADPH’n inhibitor etkisi kalkar.

- Enzimin V n degeri aniden yukselir.

- PFY’nametabolik akim gok hizlanir.
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- G6P konsantrasyonu azalir.
- Hekzokinaz uyarilarak daha fazla glukoz, G6P a donusur (7,11).
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Sekil 1. 3. 4. a. Aminoasit bdlgesinin degisimi G6PD eksikligine neden olur. Numaral

kutucuklarda exonlar gosterildi. Acik halkalar smf 2 ve 3 varyantlardir,dolu halkalar simf 1

varyanttir, acik dipsoitler smf 4 varyantlaridir.Dolu kutucuklar delesyonlar: gosterir, X anlamsiz
mutasyon ve | bagli mutasyondur.

Mutasyonlarin gen bolgesine dogru yayilmasina ragmen bu mutasyonlar

azdir. Sadece bu bolgede elektroforetik hareket dizensizliginde dnemli farkliliklar

vardir ve ozellikle NADP" nin diisiik konsantrasyonlarinda unstabildir. Bu yiizden

onerilen calisma NADP" nin baglandigi bolgede olmalichr. G6PD enziminin (¢
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boyutlu calismalarinda insan enziminin temel yapisi, desifre edilmistir. NADP" nin
baglanmasin saglayan klasik b-a katlanmalarina sahip oldugu yerde ve exon2/exon3
simrinda parmak izini tastyan GXXGXXA dizileri oldugu tespit edilmistir (11).
Tetramerik insan G6PD enziminin yapisi dogal tipler kullanilarak tespit edilmistir ki
bunlar 25-N terminal amino asidi bulunmadigi benzerleridir. Amino asit sifresi
¢Ozulmis 10 ayr1 exonda G6PD dimerinin aktif formda bulunmaktadir ki bu
NADP" nin stabil olmasi igin gereklidir (11,18,19,21-23).

centre

NADP
binding
site

Sekil 1. 3. 4. b. Aktif G6PD dimerinin t¢ boyutlu modeli.

G6PD’e NADP molekiltnin sikica bagli bulunup bulunmadigi ek olarak
katalitik NADP" nin koenzim bagli cep kalintisina bagli olup olmadigi sonucunun
acikliga kavusturulmas: gerekmektedir. Suni olarak yapilan negatif yuklu 421. Asp
rezidiisii bulunduran dimer merkezinde i¢ yiizde NADP" nin etkisinin kararli hale
geldigi konsantrasyona bagli olarak azaldigi gosterilmistir. Dort farkli organizmanin
G6PD sira dizilerinin genel veri bankalari olusturulmustur. Amino asitlerin nasil
muhafaza edildigine bakildiginda ilgingtir ki insanda G6PD eksikliginde bu amino
asit dizisi duzeltilerek degistirilmektedir. Bu inceleme gostermektedir ki bu mutant
tamamen farkli veya yetersiz olusturuldugunda muhafaza edilen amino asitlerde

degisiklik daha 6limctil veya etkisizdir. Diger yandan yeni olusan yiksek veya orta
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derece gen olusturuldugunda amino asitler korunmakta ve benzerlik %50-99
olmaktadir. Yer degisikliginin oldugu yer dizensizlik igin yeteri kadar Onemli
olmalidhr. Fakat yeteri kadar 6nemli olmasa da 6limcl olabilir. incelendiginde farklx
noktalarda mutasyonlarin basarili olmast klinik 6nem derecesi ve korunmanin
dereces ile iliskilidir. Klinik olara daha ciddi mutasyonlarda belirgin varoluslar
haricinde Ozellikle Class | degisiklikler arasinda amino asitlerin korunmas: daha
Onemli olmaktadir (19,23).

1. 3. 5. Biyokimyasal ve M olekiler Tamsi
Gelismis, basit tam testleri G6PD enzim yetmezliginin diinyada yaygin dagilimmnin

incelenmesini izin vermektedir. Boyama ile renk degisikligi testi (Motulsky) blyuk
Olclide Beutler'in florasan renk testinin yerini almistir. Bu yetmezligi olan erkek
hastalarin tanimlanmasinda ucuz ve anlasilabilir bir metoddur. Fakat her biri gok
anemik veya yuksek retikilosit sayisina sahip oldugunda eksikligi hatali yiksek veya
hatal1 normal sonug vermektedir. Cok az yetmezlik farkliligi dahi hatali olmaktadir.
G6PD hakkindaki raporlarda bu durumlarda ve spot test sonucundaki bozuklugun
dogrulanmasi gerekmektedir. Yenidoganda tamda karsilasilan zorluklar, gen¢ hticre
sayisinin ¢ok olmast ve transfiizyon yapiimasicir. Diinya Saglhik Orgiti
(WHO)’ niin 6nerdigi tam olarak biyokimyasal tammlamada yeni bir farklilik tarif
edildiginde 6nemlidir. Laboratuvarlar arasindaki farklilik dikkate alinmalidir ve esas
sebeplerden  biride  G6PD  miktarindaki  degisikligin -~ tahmini  olmasidir
(11,18,19,23,24).

Heterozigot disilerin tamsinda kullanilan kontrol testleri givensizdir. Cok
sayida heterozigot ve sinir G6PD aktivitesine sahip disi olmasina ragmen hatta bir
enzim galismasi daima kesin cevap vermeyebilir. Bu durumda bir disinin durumu
hakkinda emin olmak icin molekiler analiz yapilmalidir. Basit bir enzim ¢alismast
G6PD exon seviyesini yukselten polimerize zincir reaksiyonu ¢ogu durum hakkinda
cevap verebilir. Enzim aktivitesinde seviye, heterozigot disilerin G6PD eksikliginin
klinik 6neminde onclluk eder. Aktivite distisi hemizigot erkek bireylerde benzer bir
risk olusturacaktir (11,18,19,23,24).

Bu G6PD eksikliginin (Class ) ciddi formdaki heterozigot disilerde kullamsl
degildir. Enzim aktivitesindeki dusiis normal bir degisikliktir. Bu progenitor
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hiicrelerden olusan kirmizi hicreler hakkindaki gergegi izah edebilir. Alleldeki
bozukluk intravaskiler hayat dongusinin kisaligini izah eder. Normal hicrelerde
G6PD enzim fazlaligimn onemi iki heterozigot Class | vakada hicre dongusi
arasinda bulunmustur. G6PD eksikligi cekirdekli kan hicrelerinin dmrini ve
cogalmasim olumsuz etkiledigi dnerilmistir. G6PD eksikliginin molekiler esasinin
tariflenmesi  kronik  hemolizi  bulunan  bireyleri  etkilediginden  direk
ilgilendirmektedir. Bu sartlar karisik oldugundan ve sonradan olan ciddi mutasyonlar
tariflenmistir ki bunlar, genotip-fenotip gortnisinden ortaya cikmaya baslar
(11,18,19,23,24).

1. 3. 6. Klinik Bélirtileri
G6PD eksikligi olan bireylerin gogunda baglangict asemptomatik ve semptomlarin

gelisiminde sadece oksidan stres sorumludur. G6PD eksikligi hayat1 cogu zaman
etkilemez. Son zamanlarda standardize edilmis spesifik deneysel ¢calismalarda 10 yil
Uzerindeki periyotta mortalite oranlar1 1756 erkekte, Sardina’ da dusik bulunmustur.
Fakat iskemik kalp hastaligi, serebrovaskiler hastalik ve karaciger sirozunda
mortalitede 6nemli artma olmustur. G6PD eksikligi olan erkekler eksikligi olmayan
kontrol grubu ile karsilastirildi. G6PD eksikligi olanlar arasindaki kanser riskinde
azalmaya iliskin daha Onceki kayitlarin dogruluguna yonelik bir calisma
basarisizlikla sonuglanmistir. TUm dokulardan salgilanan enzimin kontrol edilmesine
ragmen eksikligin klinik belirtileri ani bir sekilde ortaya ¢ikar. En yaygin klinik
bulgular: sarilik ve akut hemolitik anemi (bazi ilaglarla) enfeksiyonla veya bakla
yenmesi sonucu (favizm) ortaya gikar (11,22).

1. 3. 6. 1. Kronik ve Non-sferositik Anemi
Nadir kalitsal mutasyona maruz kalan Kisiler (Class | G6PD varyantlari) presipitan

faktorlerin olmadiginda asir1 hemolitik anemi meydana gelmesi geride kalan enzim
aktivitesini daha da dustrmektedir. Farkliliklar tariflendigi, tanimlandigi gibi
(akrabalarda hemen hemen aymidir) dinyamn bir¢cok yerinde endemik boélgelerde
G6PD eksikligi tiplerinin yayginliginin olup olmadigina aldirilmaz. Hemolizin
ciddiyeti blydk farlilik gosterir. Cok sayida hasta sik sik kan degisimi, yenidogan
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sarilik hikayes verirler. Enfeksiyonlarin gelisimi ve ilaglarin indikledigi hemoliz,
safra keses tasi baslica Ozelligi olabilir, splenomegali genellikle vardir. G6PD
aktivites dusik dokularda ve nadir Ornegi granulosit yetmezligi, granilosit
fonksiyon bozuklugu ile iligkilidir ve hemoliz enfeksiyona duyarlilik arttigi igin
aniden ortaya ¢ikar (11,19,22,23).

1. 3. 6. 2. Yenidogan Sarihgi
G6PD eksikligi neonatal hemoliz ve sariliga sebep olan en yaygin enzim

bozuklugudur. Bat1 Akdeniz kiyisi ve Afrikanin daha dogusu ¢ok sayida nifus verisi
elde mevcuttur. G6PD eksikliginin meydana getirdigi yenidogan sarilikli tim
erkeklerin 1/3'den fazlasi aydinlatilabilir, yine aym oranda yenidogan sarilik gelisimi
(G6PD eksikligi sonucu) ortaya cikartilabilir. Onceki gozlemlerde yenidogan sarilik
siklik oram Afrika soylarinda Afrika'dan Amerika'ya gelenlerde 6nemli oranda
disuktd. Yenidogan sariligin ortaya cikisinda genetik faktorlerin etkili oldugu kadar
cevresel faktorlerde etkilidir (11,28-31).

G6PD-A eksikligi olan tum bireylerde her nasilsa yenidogan sarilik riski
artmaktadir ve tum risk gruplarinda kernikterus rapor edilmektedir. Halk sagligi
programlar: ile dinyamin bir kisminda kernikterus riskinde énemli azalma vardir.
Fakat digerlerinde bu azalma yoktur. Yenidogan sarilik sikligim yapan gevresel ve
kilturel faktorlere oksidan ilaglar, yenidogan enfeksiyon sikligi, hipoglisemi,
asidoza maruz kalmasida buna dahildir. Y aygin hemoliz ve siklik artisina neden olan
yenidogan eritrosit hemolizin ortaya ¢imasi uzun stire olmaktadir. Son zamanlarda
deliller gostermektedir ki hemolizden 6zellikle bilirubin konjugasyonunun azalmasi
ve atilmasi yenidogan sariligin patogenezinde esas rol oynadigi yolundadir.
Hemolitik islemi ek olarak ABO (kan grubu) uyusmazligi gibi hemolize yol agan
kucuk etkiler ve hiperbilirubinemidir. Bu gbzlem ve calismalar ilk defa Sardina’ da
dogrulannistir.  Kirmuzi  hiicrelerdeki G6PD  aktivitesi ile iliskili degildir.
Hiperbilirubinemi karacigerde G6PD eksikliginin neden oldugu karaciger fonksiyon
bozuklugu ¢ok yaygindir (11.28,29).
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1. 3. 6. 3. Favizm
Bakla tlrl yiyeceklerin yenmesi sonucunda aniden hemolitik anemi meydana gelir.

Baklada (Vicia faba) oksidan 6zellikte visin, konvisin, askorbik asit ve L-DOPA
bulunmaktadir. Baklanin G6PD yetmezlikli bireylerde meydana getirdigi hemolitik
etki esas olarak icerigindeki toksik glikozidler olan visin ve konvisinden
kaynaklanmakta ve favizm olarak isimlendirilen akut hemolitik anemiye yol
acmaktadir. Visin ve konvisinin hidrolizi ile divisin ve izouramil agiga ¢ikmaktadir
(sekil 1. 3. 6. 3.b). Ayrica bakla tohumlarinda bulunan b-glikozidaz, baklanin
olgunlastig1 evrede cok yuksek miktarlara ulasmakta ve hemolitik krizin daha agir
seyretmesine neden olmaktadir. Divisin  stiperoksit radikali (O)’ nin olusmasina yol
acarak GSH’1 oksitlemektedir (sekil 1. 3. 6. 3.a.). Ayrica baklada bulunan askorbik
asit okside ve redikte divisin ile isouramil arasindaki redoks dongusini
hizlandirarak hemolizi siddetlendirici etki gostermektedir. Gozlemciler aile uzantisi
olan duyarl: kisilari farketmistir. Karakteristik ortaya ¢ikisi aniden akut hemolitik
anemi seklindedir. Bakla tirt yiyeceklerin yenmesinden 24-48 saat sonra, solukluk,
sarilik ve hemoglobintri seklinde ortaya gikar. Akut renal yetmezlik yetiskinlerde
gelisebilirken cocuklarda daha nadirdir. En yiksek oran 2-6 yas cocuklar veya
heterozigot etkilenmis disilerdir. Favizm donmus, kurutulmus, taze bakla tird
yiyeceklerin alinmasindan sonra gelisir. Hasat zamamnin atmasi ve bakla ile
beslenen annenin siitl ile beslenen bebeklerin annesini emmesi ile hemoliz baslar.
Halbuki favizm eskiden sadece G6PD (0zellikle Akdeniz tip G6PD)’ nin polimorfik
tipinin yetmezligi daha ciddi yetmezlik yaptigina inanilirdi. Tipik ataklart Afrika
kaynakl: kisilerde belgelenmistir. Her nasilsa bakla tirt yiyeceklere duyarli G6PD
eksikligi olanlarin hichirinde gézlenmemistir ve hatta devaminda ortaya cikisinda
carpict farkliliklar gosterirler. Bu farklarin nedeni agik degildir. Baklanin yapisal
olarak metabolizma edilmesi ve emilim farklihig:i ile iliskili olabilir. G6PD
eksikliginde eritrositlerde hemoliz baslatan heksoz monofosfat yolunun aktivitesinin
artmasidir (11,22,25,26,32,33,34).
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GAPD and Fava Beans
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Sekil 1. 3. 6. 3. a. G6PD eksikligi ile favizmiliskisi.

Sekil 1. 3. 6. 3. b. Fava beans yenmesinin neden oldugu G6PD eksikligine bagli olarak olusan akut

hemoalitik aneminin periferal kandaki gorinimui ( 11).
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1. 3. 6. 4. Infeksiyonlarin Baslattigi Hemolizler
G6PD eksikligi olanlarda hemolizin en yaygin sebebi muhtemelen infeksiyondur.

Cok sayida bakteri, viral ve riketsiyal infeksiyon bagslatict olarak 0Ozelliklede
infeksiyoz hepatit, pnomoni, tiroid ates rapor edilmistir. GIS ve Ust solunum
yollarinin viral infeksiyonlari G6PD eksikli ¢cocuklarda bakteriyel infeksiyonlardan
daha ciddi hemoliz yaptig: rapor edilmistir (11,22).

1. 3. 6. 5. Ilaglarin Baslattign Hemolitik Anemi
G6PD eksikligi ilk tariflenen arastirma sonucunda primaquinenin hemolitik etkisidir.

Bunu takip eden zamanda G6PD eksikligi olan bireylerde son zamanlarda bulunmus
olan ilaglar sorumlu tutulmustur.

Ciddi hemoliz riski, genellikle tedavi siiresi ve dozu ile iliskilidir. Bu ylzden
asirt asetaminophen dozunda N-asetilsistein tedavisinin uygulanmasi ciddi hemoliz
ile sonuglanabilir. Klinik hemoliz ve sarilik tipik olarak tedavinin baslamasindan
sonra 2-3 ginde meydana gelir. Hemoliz genellikle damar icindedir ve
hemoglobindri ortaya ¢ikar. Retikllosit artis1 bu duruma cevap olarak meydana gelir
ve hemoglobin seviyesi 8-10 guin icinde tekrar artmaya baglar (11,22).

1. 3. 6. 6. Hemolizi Baslatan Diger Durumlar
Diyabetik ketoasidoz G6PD eksikligi olanlarda hemilizi baslatabilir. Bu durum tam

olarak kabul gormis degildir. SUphesiz diyabetik bireylerde kanglukoz seviyesinin
normale getirilmesinde hemolizin olustugu rapor edilmistir. Myokard enfarktiisl
nadiren hemolitik anemiyi baslatabilir. Kas harabiyeti orak hticreli anemi tasiyicisi
ve G6PD eksikligi olan bireylerin her birinde hemolizi baslattigi rapor edilmistir
(11,22).

1. 3. 7. Eritrosit Dis1 Dokularda G6PD Eksikliginin Etkileri

Hepatik G6PD eksikligi yenidogan hiperbilirubinemisinin énemli bir sebebi olabilir.
Notrofil fonksiyon bozuklugu Class I'li disilerde rapor edilmistir. G6PD eksikligi
olanlarda nétrofil fonksiyonu calismalart nitrik oksit, siperoksit, ve hidrojen
Uretiminde bozukluk oldugunu gostermektedir. Bu degisiklikler klinik olarak dnemli
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degildir. G6PD eksikligi olan bireylerde trombosit fonksiyonlari: bozulabilir ama bu
klinik olarak anlaml1 bir sonug degildir (11).

1. 3. 8. Hemolizin Tedavisi ve Onlenmesi
En Onemli fikirlerden bir tanesi hemolize sebep olan etkenlerden kaginmadir.

Y enidogan doneminde saglik egitimi ile klinik komplikasyonlarin sikligr énemli bir
sekilde azaltilabilir. Sardinamn kuzeyinde oldugu gibi, burada favizmin
gorilmesinde azalma goridlmistir ve Singapur'da hemen hemen kernikterus
yenidoganda gorulmemektedir. Hepatit A’ya karsi asilama enfeksiyonlarin sebep
oldugu hemoliz ile iliskili 6lium oranlarim azaltacagi 6ne strtlmustdr. Class I'li
bireyler ve kronik hemolizlilerde belli durumlarda cesitli degisken derecede anemi
vardir. Ciddi derecede anemi eritrosit transflizyonu gerektirebilir ve transfiizyonun
tekrarlanma gerekliligi bir splenoktomi endikasyonu olabilir ve bu bazi bireylerde
faydal1 olabilir. Folik asit 5 mg kronik hemolizli hastalara uzun sire verilmeli ve
akut hemolitik durumlarda takip eden 2-3 hafta verilmelidir (11,22).

Vitamin E ve selenyumla uzun dénem tedavi serbest radikallerin sebep
oldugu oksidan hasarin artisinin azaltilmasinda teorik olarak faydasi olabilir. Klinik
calisgmalar herhangi bir faydasi oldugunu gostermemistir. Yenidogan sariligi, G6PD
eksikligine bagli ise erken tedavisi ve takibi gereklidir. Bilirubin seviyesi ile ilgili
tedavi yontemi hakkinda bazi anlasmazliklar vardir. Genel kabul goren sarilik diger
sebeplerden (6r: anne sith sariligr ) olsun veya olmasin erken tedavi edilmelidir.
Hepatik bilirubin metabolizma bozuklugunun eslik ettigi G6PD eksikliginde
meydana gelen bilirubin konsantrasyonunun 150 mmol/I’yi astig1 durumda fototerapi
ile erken midahale etmek gerekir. Son zamanlarda yapilan bir ¢alisma bilirubin
konsantrasyonu 300 mmol/I'yi astigi durumlarda transfiizyon kullanilabilecegini
gobgtermistir (11,22).

1. 3. 9. G6PD’ nin Diyetsel Regulasyonu
G6PD geni X kromozomu Uzerinde uzun kolun 28. band bolgesinde lokalize (Xq28)

ve yaklasik 18kb uzunlugundadir. G6PD’nin promotdr geni TATA benzeri seri,
TTAAAT ve birgok stimulator proteinl (Spl) elementleri igerir, fakat CAAT
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elementi icermez. S1 nikleaz ve fare GGPD mRNA’sinin genis analizi karaciger ve
yag dokusunda kullamlan transkripsiyonel baslangic bolgesini gosterir.U¢ Dnazl
hipersenstivite Hss-1(-1000bp) ve Hss-2(-400bp) tim dokularda bulunur. Fakat
intron2 (+1500bp)’ deki Hss-3, karacigere spesifiktir. Translasyon baslangic bolimi
exon-2 de lokalizedir ve ratlarda, farelerde ve insanlarda bulunur. Exonlarin ve
intronlarin sayisi ve exonlarin serisi ve boyutu yiksek okaryotlarda korunur. Insan,
fare ve ratlar arasindaki G6PD cDNA serisinin benzerligi %87 dir. Fare ve ratlar
arasindaki cDNA  serisinin benzerligi yaklasik %97 kadardir. 3ussi-gevrilemeyen
bolgede (3'-UTR) daha fazla farklilik vardir. En sonda bulunan exon (exon 13), 800
nikleotiden uzun bulunmustur ve translasyon durdurucu kodu igerir. 3'-UTR 600
nikleotit uzunlugundachr ve tek poli(A) bolimunt igerir. Ikinci introndaki genin
yapisi 11 kb'dir ve genelde genin yarisi kadardir. Bu blyik boyutlu intron fareler,
ratlar ve insanlarda korunur (15).

G6PD aktivitesi ve mRNA miktar: dokular arasi farklilik gosterir ve biytme
hizinda indirgeyici biyosentetik reaksiyonlarda dokuya spesifik farkliliklar gosterir.
Ustelik G6PD (retimi sadece birkag dokuda hormonal ve dietsel faktorlerle
diizenlenir. G6PD Uretimi karaciger ve yag dokusunda diizenlenir, aktivitesi yag asit
biyosentez hziyla iliskilidir. G6PD’nin bu Uretimi aym zamanda diyet
karbohidratlar: tarafindan sit veren meme bezlerinde indiklenir. G6PD uUretiminin
diyetsel regulasyonu major olarak karacigerde gerceklesir (15).

1. 3. 9. 1. G6PD ve Hiicresel Biyume
G6PD aktivitesindeki degisiklikler hiicre biyime hizindaki degisikliklerle paraleldir.

Bu niikleotid biyosentezi icin gerekli olan riboz 5-fosfatin PFY’ ndan saglanmast igin
baslangicta gereklidir ve hticrenin redoks durumunu dizenlenmesi icin G6PD rol
oynar. Oksidatif streste oldugu gibi G6PD aktivitesinin regilasyonu ile benzer
sekilde hem hticre biyumesinde hem de G6PD aktivitesinde birgok hticre tiriinde
rastlantisal degisiklikler gozlenmistir. G6PD aktivitesi ¢ogalan nodillerde ve
tumorlerde artmustir. Serum Epidermal Growth Faktor (EGF) ve platelet blyime
faktort gibi boyimeyi uyaran faktorler fibroblast ta ve epitelial hicre hatlarinda
G6PD aktivitesini ve DNA sentezini arttirir. EGF gibi hepatosit blytime faktérinin
uyarilmast G6PD aktivitesinde ve DNA sentezinde paralel degisikliklerle sonuglanir.
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Ayni hicrelerin iginde, EGF nin inkibasyonu ile birlikte malik enzim Uretimi azalr.
G6PD’'nin beslenmesel diizenlenmesi allosterik veya fosforilasyon ile meydana
geldigi dusunilmesine ragmen growth faktorler tarafindan G6PD reguilasyonu,
G6PD enziminin intraselller membranlardan salimmini ve aktivasyonunu igerir. Bu

mekanizmanin detaylari kompleks bir yapr olusturdugu gosterilmistir (15).

1. 3. 10. G6PD’nin Diyetsel ve Hormonal Regllasyonu
Diyetsel ve hormonal faktorler tarafindan G6PD aktivitesinin diizenlenmesinin amaci

yag asidi sentez etme kapasitesi olan hicreleri saglamaktir. Béylece G6PD’nin
regilasyonu sadece yag dokusu ve karaciger gibi yiksek lipojenik kapasitesi olan
dokularda gozlenir. Bununla birlikte humoral faktorlerin belirlenmesi kiltir hiicreleri
ve intact hayvanlar: kullanarak gelistirilen modelleri intiyag gosterir. Ozellikle kltir
hiicreleri 6nemlidir. Cunkd canli hiicre hatlarinda besinler ve hormonlar tarafindan
G6PD Uretiminin dizenlenmesi yok olmustur. Bunun igin tek tabakali kultirlerdeki
primer hepatositler bu analiz igin primer aract saglamaktadir (15).

1. 3. 10. 1. Diyetsel Durum

1. 3. 10. 1. 1. Aghk ve Tokluk Durumu
Uzun siiren aglik durumu rat karaciger G6PD aktivitesini duslrir. Serbest yaglarla

beslenmeden sonra yiksek karbohidratl diyet G6PD aktivitesini normal beslenme
durumundan daha fazla arttirir. Bu olay ¢ok hizli bir sekilde gergeklesir. Bu hizl
gelisimin molekuler temeli ¢ok iyi anlasilamamustir. Fakat insilin, glukokortikoidler
ve yuksek karbohidrat, distk yagl diyet ihtiyag gosteriyor gibi goranir. Aclik ve
tokluk durumu metabolik regulasyon calismasi igin yaralt bir modeldir. Cunki
diyetteki farkliliklar belirlidir ve enzim aktivitesinde biytk degisikliklerle sonuglanir
(15).

1. 3.10. 1. 2. Diyet Karbohidratlarin Tipi ve Miktari
Y Uksek karbohidrat tiketimi, yagdan fakir herhangi bir diyet G6PD aktivitesinde

blylk yutkselmelere neden olur. G6PD aktivitesindeki en blyik degisiklik ratlar
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glukoz veya fruktoz iceren diyetle beslendiginde gbzlenir. Glukoz ve fruktoz hepatik
G6PD aktivitesini hormonlardan bagimsiz olarak yukseltir. Bu nedenle diyabetik
ratlarda glukoz yerine fruktoz ile beslenme ile hepatik G6PD aktivitesi arttirilabilir.
Ayrica glukoz konsantrasyonu artinca, primer hepatosit kultiriinde G6PD aktivitesi
hormonlarin yoklugunda sifirdan yirmibese yukseltir. Halen bu etkiler arastirmacilar
tarafindan tam olarak gozlenememistir. Karbohidrat stimilasyonunu  etkileyen
faktorin glukoz veya fruktoz metabolizmasinda orta derecede oldugu
dustinulmektedir. G6PD uretiminde glukozun etkisi indirekt olabilir ve hicrelerin
bliytime hizinda ve redoks durumundaki degisiklikleri yansitir (15).

1. 3.10. 1. 3. Diyet Yagin Tipi ve Miktari
Karbohidratlarin uyarici etkisine bagli olarak poliansature yag asidleri G6PD

aktivitesini hem intakt hayvanlarda hem de kiltiirdeki primer hepatositlerde inhibe
eder. Poliansature yag tarafindan G6PD inhibisyonu; yiksek karbohidratla beslenme,
serbest yag asidlerinden fakir poliansature yag ile ve a¢ kalan ratlarin poliansature
yaglarla birlikte desteklenen yiksek karohidratli diyet ile beslemes ile meydana
gelir. Birgok kanit G6PD aktivitesinin inhibisyonunu Ozellikle diyetin poliansature
yag icerigine bagli oldugunu gosterir. Palmitat ve stearat gibi sature yag asitlerinin,
oleat gibi monoansature yag asitlerinin diyete eklenmesi G6PD aktivitesini inhibe
etmez. Bununla birlikte G6PD aktivitesinin inhibisyonu karbohidrat alimindaki
azalmanin sadece bir sonucu olmachigim gosterir. Cunki diyete yeterli miktarda
poliansature yag asidi eklenimi esansiyel yag asidlerinde ileride G6PD aktivitesini
inhibe ettigi icin G6PD aktivitesinin inhibisyonu hayvanlardaki esansiyel yag asidi
eksikliginin bir sonucu degildir. Poliansature yagin inhibisyonu hayvanlardaki
diyetteki protein kalori orammin degisikligin sonucu degildir. Ratlarda % 20 gigek
yagindan elde edilen enerji G6PD aktivitesini %20 sigir yagindan elde edilen
enerjiden daha iyi inhibe eder. G6PD enzim aktivitesindeki diisUs arasidonat (20:4 n-
6) ve eicosapentonat (20:5 n-3) ile inktibe edilen primer rat hepatositlerinde gozlendi.
Primer rat hepatositlerindeki G6PD gen Uretiminin inhibisyonu poliansature yag
asitleri ve sature olmayan veya monoansature yag asitleri tarafindan etkilenir.
Poliansature yagin inhibitor etkisi karacigerdeki G6PD regulasyonu igin tektir. Yag
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dokusundaki G6PD reguilasyonu diyetteki poliansuture yagin varligindan etkilenmez
(15).

1. 3. 10. 2. Hormonal Durum

1. 3. 10. 2. 1. Beslenme Durumuna Cevap Olarak Hormonlarin Rolu
G6PD regulasyonunda aglik ve tokluk durumlarinda instlin ve glukagon rol oynar.

Streptozotosinle tedavi edilen ratlarda pakreatit b hicreleri yok olur, insilin
Uretimini durdurur ve toklukta GG6PD aktivitesinin indiklenmesini engeller.
Diyabetik ratlarda karaciger ve yag dokusundaki G6PD aktivitesi a¢ kalan
hayvanlardaki aktivite ile benzerdir ve insllinle tedavi G6PD aktivitesini normal
seviyelere getirir. Insilin tokluk durumunun en 6nemli géstergesidir. Glukagon veya
CAMP G6PD aktivitesinde ters etkiye sahiptir. Glukagon enjekte edilen ratlar tokluk
boyunca hepatik G6PD aktivitesinin indiksiyonunu saglar ve bu enzim sentez
hizinin azaltilmasi ile olur. Aclik boyunca glukagon seviyelerinin yikselmesi
nedeniyle bu hormon aglik durumunun primer gostergesidir.

Troid ve adrenal bezlerdeki hormonlarda G6PD aktivitesini diuzenler.
Troidektomi G6PD uretimini azaltir ve troid hormonu (Ts) ile tedavi G6PD Uretimini
attrr ki bu G6PD  mRNA’daki  artisi icermez. Bununla birlikte G6PD
aktivitesindeki artis normal tiroid durumundan hipertroidiye gegis boyunca enzim
sentezindeki artis ve mRNA fazlalig1 ile birliktedir. YUksek sikroz diyeti
hipertroidiye bagli olarak G6PD aktivitesinde ve mRNA’daki artisla paraleldir.
Adrenalektomi tok ratlarda G6PD aktivitesinde biylk bir artisa neden olur. Bu
toklukla induklenme glukortikoid dagilimint arttirir. Aktivite Gzerindeki bu etkiler
enzim sentez izindaki degisikliklerin bir sonucudur. Boylece, serbest yag asidi,
yuksek karbohidratli diyet G6PD aktivitesini belki de arttirirken ¢ok az tiroid ve
adrenale ihtiyag gosterir (15).

Hormonal faktorler tarafindan G6PD regllasyonu primer rat hepatosit
kidlturinde gozlenir. G6PD aktivitesinin ve  mRNA seviyesinin indiksiyonu
karbohidrat ve insiiline cevap olarak hepatosit kiltirlerinde tok intakt hayvanlardaki
cevabr uyarir. insilin primer rat hepatosit kiltirlerindeki G6PD aktivitesini indikler.
Instilinle indiklenen G6PD aktivitesindeki artis enzim protein sentezi ve G6PD
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MRNA’sindaki fazlaligin hizindaki degisikliklerle paralellik gosterir. Boylece insilin
tarafindan bloklanan sinyal Uretimi inhibitorlerin aynt zamanda G6PD Uretimindeki
stimulator etkiyide bloklar. Cunki insilin aym zamanda hepatositlerdeki glukoz
metabolizmasini arttirir, bu noktada insilin - aktivitesinin G6PD Uretiminde direkt
veya indirekt rolt oldugu ve bunun glukoz metabolizmasim arttirchigini sdylemek
zordur. Glukokortikoidler rat hepatositlerindeki G6PD aktivitesini pozitif regulatori
oldugu rapor edilmistir. Glukokortikoidler ve insilin her ikisi de G6PD mRNA
birikimini ekleme tarzinda stimile eder. Fakat bu regulasyonun molekller
mekanizmasi tanimlanamamstir. Glukokortikoidler linoleat ile G6PD Uretiminin
inhibisyonunu bloke eder (15).

Glukokortikoid ve yag asit hareketi arasindaki iliski glukokortikoidler
tarafindan yag asidi metabolizmasinin inhibisyonunu gosterir. Bu aktif metabolik
uretimini bloklayarak G6PD Uretimini inhibe etmesine ihtiyag gosterir. Bununla
birlikte T3 ve glukagon her ikisi de intact hayvanlardaki G6PD aktivite degisiklikleri,
kdltdr hepatositlerindeki G6PD  aktivitesinde etkisi yoktur. Boylece intact
hayvanlarda T3 ve glukagonun etkisi indirekt olabilir (15).

1. 3. 11. G6PD Uretiminin Diizenlenme M ekanizmalari

Herhangi bir enzimin aktivitesi bircok adimda diizenlenebilir. Degisiklikler enzimin
katalitik etkinligi ve/veya hiicrede bulunan enzim miktarinin degisikligi ile meydana
gelir. Genel olarak kabul edilen gorius G6PD aktivitesi diyetsel degisikliklere cevap
olarak allosterik veya kovalent degisikliklerle olusmaz. Daha 6nceki raporlar G6PD
enziminin irrevershil ( geri dontstimslz) inaktivasyonu ile uyumluydu. Palmitoil
CoA invitro, kovalent olarak baglandigi ve G6PD aktivitesini inaktive ettigi ve
antikorlar seviyelerinin disuk olarak dlguldugi gozlenmistir. Ayrica G6PD aktivitesi
intraseliler membranlardan salinan bagli enzimlerin  mekanizmasi ile growth
faktorler ve oksidan stres ile stimile edilir. Diyetsel durum tarafindan G6PD’nin
regulasyonu sentezindeki degisiklikler ile gogunlukla hesaplanabilir. Boylece kisa
sireli diuzenlenme mekanizmalar: bu tipin metabolik kontrold ile iliskili oldugu
dustnulmustdr. G6PD’nin katalitik etkinligindeki herhangi bir degisiklik selller
G6PD aktivitesinin temporal regulasyonunu sagliyabilir (15).
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G6PD enzim aktivitesindeki artis G6PD proteindeki artis ile paralellik
gogerir. Keza diyet lipitlerinin kullammi G6PD protein miktarim azaltir. Karaciger
ve yag dokusundaki diyetsel ve hormonal durumlar gbzden gecirildiginde G6PD
aktivitesindeki degisiklikler enzim sentez hizindaki degisikliklerle hesaplanabilir.
Ayni sekilde, G6PD protein sentezinin hizi yag tiketim diyeti boyunca %96 azalir.
G6PD enzim aktivitesinin %91'nin rastlantisal olarak inhibisyonu ile bu olay
gerceklesir. Degradasyon hizindaki degisiklikler hormonal ve diyetsel degisikliklere
bagli olup olmadig: tartismalidir. Yiksek yag diyeti tiketimi rat karacigerinde
enzimin yaridmrini 16 saatten 6 saate dustlgl rapor edilmistir. Halen diyetteki
yagin enzim kaybolma hizina etkisi olmadigi rapor edilmistir. Enzim sentez
hizindaki  degisiklikler diyetsel farkhiliklar boyunca enzim aktivitesindeki
deigisiklikleri hesaplayabilir. Enzim turnover hizindaki degisiklikler G6PD aktivite
miktarim degistiren hicrenin hizim arttirabilir (15).

1. 3. 12. G6PD’ nin Kalitim
G6PD enzim yetmezliginin kalitim X’e bagli kalitim gosterir. Saglikli geni X

seklinde kusurlu geni de X~ seklinde gosterirsek;
- Erkekler hemizigot yetmezlikli (X7Y) olur.
- Disiler homozigot yetmezlikli (X°X") veya heterozigot yetmezlikli (X°X)
olabilir.

Lyon hipotez:

Bu hipoteze gore embriyonel gelisimin erken safhalarinda disilerde X
kromozomlarindan birinin inaktivasyonu ile iki X kromozomundan biri aktif konuma
gelir. Bu haliyle disi gen aktivasyonu bakimindan erkekle aym diizeye sahiptir. Bu
teoriye gore:

- Embriyonel gelisimin erken safhalarinda disilerin her hicresinde iki X

kromozomundan sadece biri aktif, digeri ise inaktiftir.

- Iki X kromozomundan hangisinin aktif kalacag: gelisimin erken safhalarinda

rasgele belirlenir. Ayrica s6zl edilen X kromozomu anneden veya babadan
olabilir.
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- Cogaan her hicrede aym X kromozomu inaktif yapisint korur ve yavru

hiicrelere bu haliyle aktarilir.

Bu nedenle, G6PD geni bakimindan kadinlarin iki ve erkeklerin bir kopya
tasimalarina karsin, G6PD enzim duzeylerinin her iki cinste de aymi bulunmasinin
sebebi budur. Babasi normal enzim aktivitesi gosteren, hemizigot G6PD yetmezlikli
bir erkek cocuga sahip heterozigot yetmezlikli disiler, normal enzim aktivitesi
gogerebilirler. Boyle bireylere zorunlu heterozigot adi verilir. GGPD yetmezliginden
kaynaklanan saglik sorunlari daha ¢ok hemizigot erkeklerde ve homozigot disilerde
ortaya gikar (22,25,26).

1. 3. 13. G6PD Varyantlari
G6PD yetmezligi dinyada 400 milyondan fazla insan etkileyen ¢ok yaygin gentik

gegis gosteren bir hastaliktir. Enzim aktivitesi ve elektroforetik mobilitesine gore 4
genel varyant bulunmaktadir. G6PD genotip olarak ‘Gd’ ile sembolize edilir.

Gd B: Normal enzim aktivitesine ve elektroforetik mobiliteye sahiptir.

Gd B Akdeniz varyant: olarak ta bilinmektedir(Gd"*®#%")  Elektroforetik
mobilitess Gd B’ye benzer sekilde normal mobilite gosterir. Enzim aktivitesi
%10’ nun altindadir

-Gd A™: Afrika varyant: olarak bilinmektedir. Afrika da yasiyan erkeklerin
%20'sinde gorultr. Enzim aktivitess normal, elektroforetik mobilitesi hizlidir
(17,21,23-26).

-Gd A" Elektroforetik mobilitesi hizli, enzim aktivitesi %5-15 arasi gozlenir
ve zenci irkta %11 siklikta siklikta karsilasilir(16,20-25).

Gd A" ve Gd A" nin enzim aktivitesi ve elektroforetik go¢ disinda kalan diger
kinetik 6zellikleri Gd B” ile bilyiik benzerlik gosterir. Gd A™ ve Gd A™ varyantlarinin
Afrika'ya 6zgli oldugu bilinmekle beraber, italya, Ispanya gibi Giliney Avrupa,
Guney Dogu Asya, Orta Dogu ve Guney Amerikal1 beyazlarda da gortlmektedir
(19,21-24).
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Tablo 1. 3. 13. a. Kronik non-sferositik hemoalitik anemi ile iligkili G6PD varyantlarinin
biyokimyasal ¢zellikleri ve molekiler karakterizasyonu.
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Tablo 1. 3. 13. b. Kronik non-sferositik hemolitik anemi ileiliskili GBPD varyantlarinin biyokimyasal
ozdlikleri ve molekiler karakterizasyonu.
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Tablo 1. 3. 13. c. Kronik non-sferositik hemolitik anemi ileiliskili GBPD varyantlarinin biyokimyasal
ozdlikleri ve molekiler karakterizasyonu.
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Tablo 1. 3. 13. d. Kronik non-sferositik hemolitik anemi ile iliskili GBPD varyantlarimin Klinik ve
hemotolgjik verisi.
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Tablo 1. 3. 13. e. Kronik non-sferositik hemolitik anemi ile iliskili GBPD varyantlarinin klinik ve
hemotolojik VErisi.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

46

1. 4. Flavonoidler

Flavonoidler 15 C atomu igeren polifenolik bilesiklerdir. iki benzen halkas: lineer 3
C zinciri ile birlesir (34-37).

3
; c—s. Hs

a | 2

5 : Cd__ﬂ«-'c

Sekil 1. 4. a. Benzen halka yapisinin birlesimi

Ustteki  iskelet C6-C3-C6 sistemini icerir. Flavonoidler  yiksek
organizasyonlu bitkilerdeki en karakteristik simfi icerir. Flavonoidlerin ¢ogu
angiosperm ailesinde gigek pigmentleri gibi kolaylikla taninabilir. Halen bu olay

sadece ciceklerle simirli kalmayip bitkilerin bittn parcalarini igerir.
Flavonoidlerin kimyasal yapisi kroman ile birlikte 2,3 veya 4 pozisyonundaki

2 aromatik halkatasiyan C15 iskeletine dayanir (34-37).

Sekil 1. 4. b. FHavonoidlerin kimyasal yapisi
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Bazi durumlarda 6 Uyeli heterosiklik C halkasi izomerik agik formda bulunur
veya5 Uyeli bir halkaile yer degistirir (34-37).

Sekil 1. 4. c. Heterosiklik C halkayapis

Uc¢ C'lu zincirin santral C atomunu igeren oksijen koprisii sinirl sayidaki
tirde meydana gelir. ici FURAN tip heterosikliklerle sonuglanir (34-37).

Flavonoidlerin birgok altgrubu yerine konan C halkasinin gesitlerine bagl
olarak siniflanmir. Heterosiklik halkanin hem oksidasyon durumu hem de B halkasinin
pozisyonu siniflamada onemlidir (34-37).

Alt1 altgrup 6rnekleri sunlardir:
Kalkonlar
2 Flavon ( genellikle herbaceous aileleri; o6rnegin; Labiatae, Umbelliferae,
Compositae).
Apigenin (Apium graveolens, Petroselinum crispum),
Luteolin ( Equisetum arvense).
3 Flavonol ( genellikle agag angiospermlerdedir).
Quercitol (Ruta graveolens, Fagopyrum esculentum, Sambucus nigra)
Kaempferol (Sambucus nigra, Cassia sena, Equisetum arvense, Lamium
album, Polygonum bistorta)
Myricetin
4 Flavanon

5 Antosiyaninler
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6- 1zoflavonoidler
Bunlarin ¢ogu (flavononlar, flavonlar, flavonoller ve ansiyaninler)
heterosiklik halkanin 2. pozisyonunda yer alir. Izoflavonoidlerde B halkanin
pozisyon 3 de tutar. Kroman tirevlerinin 4. pozisyonundaki B halkasi ile birlikte (4-
fenil kroman= NEOFLAVONOIDLER) (sekil 1. 4. )’ deki gibidir.

Izoflavonoidler ve neoflavonoidler anormal flavonoid olarak kabul edilir (34-

H
=
HO., OH | 1o
T
-
HO O

Sekil 1. 4. d. Kalkonlar Sekil 1. 4. e. Luteolinin yapisi

35).

OH

HO oz Is]
o
HO 6]
Sekil 1. 4. f. Myricetin yapisi Sekil 1. 4. g. Flavonon yapisi

OH
] OH
HO
Sekil 1. 4. h. Antosiyanin yapisi Sekil 1. 4.1. izoflavonoid yapisi

o [
LI

Sekil 1. 4. j. Neoflavonoid yapisi
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1. 4. 1. Antioksidatif Flavonoid Quercetin

1. 4. 1. 1. Bagirsaklardan Emilimi
Flavonoidler bitki ailesinde genisge yayilmis olup flavonol, flavanol, flavanon,

flavon, antisiyanidin ve izoflavon olarak kategorize edilmistir. Quercetin (3,3',4,5,7-
pentahidroksiflavon) meyvelerde ve sebzelerde bulunan tipik bir flavonol tip
flavonoiddir (sekil1.4.1.1.). Flavonoidler onlarin glikozidlerinde oldugu gibi siklikla
bulunur ki bu veya birgok seker gruplari fenolik gruplara glikozidik bag ile
baglanmistir. Genellikle, quercetin glikozidleri 3-pozisyonunda seker grubu icerirler,
ornegin, izoquercecitrin (quercetin 3-O-p-glikozid;Q3G), genellikle bitkilerin gesitli
gruplarinda dagilir. Soganda, halen 4’-pozisyonundaki fenolik grup seker grubu ile
baglanir ve bdylece major glikozidleri quercetin 4'-O-p—qglikozid (Q4'G) ve
quercetin 3,4'-O-p-glikozid (Q3,4' G). Diyet kaynaklarinda toplam flavonoid alimi
gunlik birkag yiz mg olarak tahmin edilir (36-37).
OH
OH

HO Q0

OH

oH O
Sekil 1. 4. 1. 1. Quercetinin kimyasal yapisi

Birgok invitro galismalada quercetinin farkli biyolojik etkileri agiklanmustir.
Bunlar; apopitozis indiksiyonu, antimutagenezi, protein kinaz C (PKC) inhibisyonu,
hiicre siklis modulasyonu, angiogenez inhibisyonu, angiotensin converting enzim |1
(ACEIIl) inhibisyonunu icerir. Quercetin alimi insan saghigi icin yararl oldugu ve
antioksidan aktivitesinin kismi olarak birgok biyolojik etkiler gibi olabilecegi 6ne
sirdlmustar. Flavonoidlerin fenolik hidroksil gruplari ( elektron donorleri olarak
hareket ederler) serbest radikal toplayici aktivite icin gerekli bilesimlerdir. Ozellikle
katekol yap1 ( o-dihidroksil yapi) bu komsu pozisyondaki 2 hidroksil gruplarina
sahiptir. Elektron verme kabiliyeti olan diger pozisyonlardan daha dstiindir ve
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bdylece quercetin ve diger flavonoidlerin igerdigi katekol yap: glgli bir radikal
toplama aktivitesi gosterir. Flavonoidlerin antioksidan aktivitesi onlarin selasyon
ozdligi ile aciklanabilir, ¢inki demir iyonu gibi gegis metal iyonlart ROS
Uretiminde Fenton-tip reaksiyonu ile ¢cok dnemli bir rol oynar. Buna ek olarak bu
katekol grubunun flavonoidlerin selasyon 6zelligi direkt olarak katkida bulundugu
anlasilmistir. Aslinda bir¢cok calismada quercetinin lipit peroksidasyonunu serbest
radikal toplama ve/veya transisyon metal iyonlarinin selasyonu ile etkili olarak
inhibe ettigi gosterilmistir (36-37).

Quercetin aglikonun ve glikozidlerinin biyoyararlanimligi ve invivo olarak onlarin
antiokdant aktivitelerinin tespit etmek icgin alternatif faktorudir. Son yillarda yapilan
calisgmalar quercetin va diger flavonoidlerin karaciger ve dolasima gegcmeden
bagirsak epitel hicrelerinde emilimi  boyunca metabolik dontsuime neden
olabilecegini gostermislerdir. Boylece eritrositlerdeki quercetin glikozidlerinin
emilim ve metabolizma bilgisi onlarin fizyolojik fonksiyonunun dnemini vurgular
(36-38).

1. 4. 2. Flavonoidler ve Quercetinin Calisma M ekanizmasi

1. 4. 2. 1. Antioksidan Etkileri
Flavonoidlerin tim gruplarinin en iyi tanimlanan 6zelligi antioksidan kapasiteleridir.

Flavonlar ve katesinler viicudu ROS a kars1 koruyan en guclu flavonoidler olarak
gordlarler. Vicut hiicreleri ve dokular: serbest radikallerin ve ROS un neden oldugu
hasara sirekli maruz kalirlar. Serbest radikallerin hiicresel fonksiyonlari nasil
etkiledigi tam bilinmemekle beraber en dnemli sebeplerden biri hiicre membran
hasar1 ile sonuglanan lipit peroksidasyonudur. Bu hticresel hasar hiicrenin dengesinde
bozulmaya osmotik basing degisikligine, hiicre sismesine ve sonucta hiicrenin
Olmesine neden olurlar. Serbest radikaller genel inflamatuar cevap ve doku hasarina
neden olan inflamatuar mediatorleri arttirr. Yasayan organizmalar ROS dan
korunmak igin ¢esitli mekanizmalar gelistirmislerdir. Vicudun antioksidan savunma
mekanizmasini igceren SOD, CAT, GPx, gibi enzimler, GSH, Vit C ve a-tokoferol
gibi nonenzimatik antioksidanlar mevcuttur. ROS un hasar esnasinda artmis Gretimi
endojen ¢opgu bilesikler ile aditif etkiye sahiptir. Flavonoidler (g farkli yolla serbest
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radikal Ureticisini engelleyebilir, endojen antioksidanlarin fonksiyonunu arttirabilir
(36-47).

1. 4. 2. 2. Direkt Radikal Copcust
Flavonoidler serbest radikallerin neden oldugu hasar1 gesitli yollarla dnlerler. Birinci

yol: Direkt serbest radikal ¢opcgust olarak flavonoidler ROS bilesikleri ile reaksiyona
girerek  dtabilize ederler. Flavonoidlerdeki  hidroksil  grubunun  yUksek
reaktivitesinden dolay: radikaller asagidaki denkleme gore inaktive ederler.

Flavonoid(OH) + R > Flavonoid(O) + RH

Bazi flavonoidler direkt slperoksit c¢opcusidir. Diger flavonoidler
peroksinitrit olarak adlandirilan reaktif oksijenden kaynaklanan radikallerin
cOpgusidur. Epikatesin  ve rutin guclt birer radikal ¢opglsudir. Rutinin ¢Opcl
yetenegi ksantin oksidaz aktivitesini inhibe etmesinden dolayidir. Flavonoidler
invitro LDL oksidasyonunu inhibe edebilir (36-47).

1. 4. 2. 3. Quercetin-NO iliskisi
Quercetin igeren gesitli flavonoidler iskemi reperfiizyon hasarim indikleyebilen

nitrik-oksit sentaz (iNOS) aktivitesini interfere ederek azaltirlar. NO endotelial hiicre
ve makrofajlart da iceren ¢esitli hiicrelerde Uretilir. NO salimimi kan damarlarindaki
dilatasyonun devami icin gereklidir. Y Uksek konsantrasyonda NO Uretimi oksidatif
hasar sonucu makrofajlardaki indiklenebilen NO sentazin etkisi ile olur. Aktive
makrofajlarda es zamanli olarak hem NO hem de siiperoksit anyonu artar. NO
serbest radikallerle reaksiyona girer ve oldukca hasar verici peroksinitrit olusur.
Peroksinitrit LDL'yi direk okside eder ve hiicre membramnda irreversible hasar
olusur. Flavonoidler antioksidan olarak kullamldiginda serbest radikaller temizlenir
ve bundan dolay: NO ile reaksiyona giremezler ve daha az hasar olusur. Ilging olarak
NO kendi basina radikal olarak davranir ve NO molekillerinin flavonoidler
tarafindan direk olarak temizlendigi rapor edilmistir. Silibin NO’de doz bagimli
inhibe eden bir flavonoiddir (45).
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1. 4. 2. 4. Quer cetin-K santin Oksidaz iliskisi
Ksantin oksidaz yolu oksidatif yolda Ozellikle iskemi reperfliizyon hasarinda

onemlidir. Hem ksantin dehidrogenaz hem ksantin oksidaz ksantini Urik aside gevirir.
Ksantin dehidrogenaz enzimin fizyolojik durumlardaki formdur fakat ksantin oksidaz
iskemi durumundaki formudur. Ksantin oksidaz ROS un kaynagidir. Reperfiizyon
fazinda ksantin oksidaz molekuler oksijenle reaksiyon verir ve stiperoksit radikali
olusur. Quercetin ve silibin ksantin oksidaz aktivitesini inhibe eder ve oksidatif
hasar1 azaltir (45).

1. 4. 2. 5. Lékosit Immobilizasyonu
Lokositlerin immobilizasyonu ve endotelial duvara adhezyonu oksijen tirevi serbest

radikallerin olusumundaki bir majér mekanizmadir. Normal sartlar altinda lI6kositler
endotel duvar boyunca serbestce hareket ederler. iskemide inflamasyon esnasinda
¢esitli  mediatorler ve kompleman faktorleri I6kositlerin - endotel duvarina
adhezyonuna ve dolayist ile immobilizasyonuna neden olur ve notrofil
degrantilasyonunu stimile eder. Sonu¢ olarak oksidan ve inflamatuar mediatorler
salinir ve doku hasari meydana gelir. Purifiye flavonoidlerin oral alimiin
reperfliizyon esnasindaki 10kosit immobolizasyonunu azalttigi rapor edilmistir.
Lokosit immobilizasyonun flavonoidler tarafindan azaltiimasi tota serum
komplemanlarimin azalmast ve inflamasyon benzeri durumlara karsi koruyucu
mekanizmalari ile iliskili olabilir. Baz1 flavonoidler stiperoksit Gretimini etkilemeden
notrofil degradasyonunu inhibe edebilir. Bazi1 flavonoidlerin inhibitér etkisi ( mast
hiicre degradasyonundaki inhibitor etkileri gibi) plazma membramndaki reseptor
bagimli Ca™ kanallarin: diizenlenmesi ile olur (45).

1. 4. 2. 6. Diger Enzim Sistemleri Ileliskisi
Flavonoidlerin  antioksidan  kapasiteleri  Uzerine  yapillan  arastirmalarla

karsilastirildiginda, flavonoidlerin diger faydali etkilerini arastiran ¢alismalar azdir.
Flavonoidlerin major etkileri (antiallerjik etkileri gibi) radikal ¢Opgl etkileri

sonucudur. Diger bir mekanizma flavonoidlerin ¢esitli enzim sistemlerinde
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interaksiyonuna dayanir. Bundan dolay:1 bazi etkileri radikal ¢Opgl etki ve enzim
fonksiyonundaki interaksiyonunun kombinasyonu sonucu olusur. Diger oksijen
drdnleri demir igin de mevcut oldugunda lipit peroksidasyonu ile sonuclamir. Demir
selatori olarak bilinen spesifik flavonoidler serbest radikal olusmasinin etiyolojik
faktorlerini ortadan kaldirir. Quercetin demir selatort ve demir stabilizatort olarak
bilinir. Bazi flavonoidler kompleman aktivasyonunu ve endoteldeki inflamatuar
hiicrelerin adhezyonunu azaltir ve bu inflamatuar cevapta azalma ile sonuglanir.
Flavonoidlerin bir baska etkisi peroksidasyon saliniminda rediksiyonudur. Bu
rediksiyon nétrofiller yolu ile ve al-antitripsin aktivasyonu interferansi yoluyla
ROS un olusumunu inhibe eder. Nétrofiller icin de proteolitik enzimlerin progresif
inaktivasyonu tamimlanmistir. Flavonoidlerin enzim sistemleri Uzerine diger bir
ilging etkisi arasidonik asit metabolizmasini inhibe etmesidir. Bu sonug flavonoidlere
antiinflamatuar ve antitrombojenik 6zellik kazandirir. Arasidonik asit salimimi genel
inflamatuar cevabr baslatir. N6trofiller arsidonik asitten kemotaktik bilesikler Ureten
lipooksijenazi igerirler (36-37,45,47).

1. 4. 3. Flavvonoidlerin Alimi, Emilimi, Konjugasyonu ve Toksisitesi

1.4.3. 1. Alim
Hollanda da gunlik ortalama flavonoid alimimn 23 mg/gin oldugu tahmin

edilmektedir. Vit E, B-karoten ve Vit C aim flavonoid alimindan 3 kat fazladir.
Flavonoid alimi Ulkeler arasinda biiytk farklilik gosterir. En distk alim yaklasik 2,6
mg/gin ile Finlandiya'da iken en yiksek alim 68,2 mg/gin ile Japonya dir.
Quercetin flavonoid alimini tahmin etmede ¢ok ©6nemlidir. Flavonoid alimindaki
cohort calismalarindaki major problem flavonoidlerin biyolojik drneklerde dlgulerek
sinirl tutulmasidir ve daha 6nemlisi gok az meyve ve sebze dogru ve tam tahmin icin
kullanm|maktadir (36-37,45,47).

1. 4. 3. 2. Emilim
Baz1 caligmalar diyetsel flavonoidlerin 6nemli  miktarda emildigini gostermistir.

Dogal flavonlar aglikon formdan ziyade glikolize formda daha fazla bulunurlar.
Flavonoidlerin formu emilim derecesini etkiler (36-37,45,47).
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1. 4. 3. 3. Konjugasyon
Flavonoidlerin (catechinler) konjugasyon yolu intestinal hiicrelerde glukronidler ve

konjugasyonu ile baslar. Daha sonra albimine baglanarak karacigere tasinirlar.
Karacigerde flavonoidlerin konjugasyonu siilfat grubu, metil grubu veya her ikisinin
eklenmesi ile guglenir. Bu gruplarin eklenmesi dolasimdaki eliminasyon zamanini
azaltir. Flavonoid iskeletinde konjugasyon icin ¢esitli lokalizasyonlar vardir.
Konjugasyonun tipi ve onun flavonoid iskeletindeki lokalizayonu enzim inhibitor
kapasiteyi, antioksidan aktiviteyi belirliyor olabilir. Son calismalar dizenli olarak
flavonoid alinimim ¢esitli konjugatlarin olusumundaki baskinlik ve beklide yiiksek
aktivite ile sonuglanacagini destekler (45).

Flavonoidlerin konsantrasyonlar1 ve onlarin biyolojik aktif konjugatlar
kardiovaskuler hastalik mortalitesinin oramn 6nlemek igin arasira alim yeterli
degildir. Bununla beraber konjugat flavonoidlerin yart Gmri uzun oldugu igin (23-28
saat) duzenli alim birikime sebep olabilir (45).

1. 4. 3. 4. Toksisite
Quercetinin  toksk veya mutgenik 0©zellikleri mevcuttur. Yakin zamanda

flavonoidlerin  mutajenik etkileri ile yapilan calismalar, invivo antimutajenik
Ozelliklerini gostermistir (36,45).

1. 4. 4. Klinik Etkiler
Antioksidan 6zelliklerinden dolay: flavonoidlerin vaskiler sistemde 6nemli etkileri

mevcuttur. Oksijen radikalleri okside LDL olusumuna neden olur ve bu endotelial
duvarda hasara neden olarak aterosiklerotik degisiklikleri baslatir. Flavonoid
alimimin koroner ater hastaligina karsi koruyucu (antiaterojen) etkisini iceren
calismalar azdir (36-47).

Siklooksijenaz ve lipooksijenaz inflamatuar mediattrler olarak rol oynar.
Bunlar genel inflamatuar cevabi baglatan arasidonik asitin salinimina neden olurlar.
Lipooksijenaz1 iceren notrofiller arasidonik asitten kemotaktik bilesiklerin
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olusumuna neden olurlar, ayn zamanda sitokin salimmim saglarlar. Quercetin hem
siklooksijenazi hem de lipooksijenazi inhibe eder (antiinflamatuar etki). Bu nedenle
inflamatuar metabolitlerin olusumunu azaltir. Flavonoidlerin bir diger inflamatuar
etkisi eikasonoid biyosentezini inhibe etmesidir (36-37,45).

ROS DNA'ya zarar verebilir ve mutasyona neden olabilirler. Eger
degisiklikler onkogen veya timor subresdr gen gibi kritik genlerde ortaya ¢ikarsa
baslangi¢c veya progresyonla sonuclamir. ROS direkt hiicre iletimini ve biytmesini
etkilerler. Reaktif oksijen Urdnlerinin sebep oldugu hicresel hasar mitozu
indukleyebilir ve hasarli DNA da mutasyona neden olabilirler (36-37,45).

Klinik calismalar flavonoid alimi ile daha sonraki akciger CA gelisimi
arasinda ters iliski bulmuslardir. Bu etki Ozellikle quercetinde gdzlenmistir.
Quercetin ve apigenin melanoma buyimesini inhibe etmekte ve farelerde potansiyel
metastetik ve invazif etkisi vardir (antitimor etki) (36-37,45).

Platelet agregasyonu hem ateroskler hem de akut platelet trombis olusumuna
katkida bulunur. Buna miteakip daralan arterlerde embolizasyon olusur. Aktive
plateletlerin vaskiler endotele yapismasi endotelial prostasiklin ve NO olusumunu
inhibe eden lipit peroksitlerin ve serbest oksijen radikallerinin olusumuna sebep olur.
Quercetin, kaempferol ve myricetin gibi bazi flavonoidlerin  kopekler ve
maymunlarda platelet agregasyonunu etkili inhibitorleri oldugu (antitrombojenik
etki) gosterilmistir (36-37,45).

1. 5. Alkol ve M etabolizmasi
Diyet acisindan herhangi bir kalori degerinin olmadigina inamlan alkolin (etanol,

CH3-CH,-OH) vicutta CO, ve suya oksitlenmesi ile karbohidratlardan elde edilen
enerjiden daha fazla (4 kcal/g), yaglardan elde edilen enerjiden (9 kcal/g) dahaaz 7
kcal/g enerji saglanmaktadir. Ginde 100-120 g alkol tiketen bir kisi bazal metabolik
enerjisinin yaklasik yarisint sadece bu kaynaktan elde edebilmektedir. Kalori disinda
bir yarar1 olmadhg: icin alkoliklerde vitamin ve mineral eksiklikleri gorulmektedir
(53).

Sitozolik akol dehidrogenaz (ADH) tarafindan alkolden elde edilen
asetaldehit, mitokondrial ve sitozolik asetaldehit dehidrogenazlar tarafindan asetata
oksitlenmektedir. Alkol aym zamanda karaciger diiz endoplazmik retikulum iginde

lokalize olan sitokrom Pysp @ilesinin bir tyesi olan mikrozomal etanol okside edici
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sistem (MEOS) tarafindan da asetaldehide oksitlenmektedir ( sekil 1. 5.). Etanol igin
Km degeri alkol dehidrogenazdan ¢ok daha yiksek oldugu icin (Km meos™>>>Km aph)
MEOS sentezi sitokrom Paso ailesinin diger Gyelerinin substratlart ve etanol
tarafindan uyarilmaktadir. Bu nedenle MEOS, kronik olarak yiksek dozlarda alkol
tiketen bireylerdeki etanol oksidasyonunun yaklasik %30 kadarim karsilamaktadir
Buyuk bir kismi karacigerden kana diffize olan asetat, TCA donglsinde
oksitlenmek Uzere kas ve diger dokular tarafindan alinmaktadir. Diyet kalorisinin
%15 kadarindan daha az kisminin  etanolden saglanmasi halinde alinan etanol, ATP
Uretiminde etkin sekilde kullamlmaktadir. Oksidatif fosforilasyon ile NADH, ATP
uretiminde kullamimaktadir. Asetaldehitin bir kismu kana gecerek diger dokulara
tasinmaktadir. Bir kismu TCA siklUsinde oksitlenen asetatin 6nemli bir kismi kas
dokular1 tarafindan alinarak asetil CoA olusturulmaktadir. TCA donglsiinde asetil
CoA oksitlenerek CO, elde edilmektedir. Cok ylksek etanol dizeyleri disinda
etanoltin kalori icerigi, yiuksek enerjili fosfat baglarina (ATP) donusttralmektedir
(48,53).

Cok yuksek dozlarda etanol alindiginda etanolin bir kisrmi endoplazmik
retikulumdaki etanol okside edici sissem (MEOS) tarafindan asetaldehide
oksitlenmektedir. Yakit ve NADPH elektronlarint alan O,, suya indirgenmektedir.
Bu tepkimede NADPH yapisindaki indirgenme potansiyeli seklindeki enerji
kullanilmaktadir. Uzun yillar alkol kullanan kisilerin MEOS sistemi ¢ok aktif sekilde
calismakta ve bu kisilerin karacigerinde ve kan dolasiminda bulunan asetaldehit,
dokularda hasar olusturmaktadir (48-55).

Alkol metabolizmas, ADH aktivitess ve NAD" saglanabilirligi ile
sinirlandiriimaktadir. Alkol dehidrogenazin etanol icin Ky, dagari 1mM (46 mg/L)
oldugu icin enzim, bir veya iki kadeh alkolden sonra zorunlu olarak doygun hale
gelmekte ve akol metabolizmast sifirinct dereceden kinetik gostermektedir.
Insanlarin pek cogu yaklasik olarak saatte 10 g alkolli metabolize edebilmekte ve kan
alkol dizeyi her saat yaklasik 0,15 g azalmaktadir (53).

Alkol metabolize eden enzimlerin genetik varyantlarimn bulunmas: alkol
toleransinda bireysel farkliliklarin gorilmesine neden olmaktadir. Farkli optimum pH
ve Vi degerlerine sahip ¢ ADH genetik varyanti tammlanmistir. En ilging
polimorfizmde asetaldehidi asetata
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Sekil 1. 5. Alkol metabolizmasi.

oksitleyen mitokondrial aldehit dehidrogenaz enzimi etkilenmektedir. Normalde hiz
sinirlayict olamayan bu enzimin asetaldehit icin K, degeri disik oldugundan
(10 M) ara urdn birikimi olmamaktadir. Sarhos bir kisinin kan alkol diizeyi 20-50
mM ve asetik asit dizeyi 1-2 mM arasinda bulunmakta fakat asetaldehit 20 iV
degerinden distk saptanmaktadir. Atipik aldehit dehidrogenaz gortlen pek cok
Dogu Asyalida polipeptidin 487. pozisyonunda glutamik asit yerine lizin
bulunmaktadir. Negatif dominant bir mutasyon olan bu genetik varyantta mutant
enzim, normal enzim ile inaktif oligomerler olusturdugu icin heterozigotlarda bile
enzim aktivitesi sifira yakindir. Bu bireylerde asetaldehit, K, degeri 1 mM civarinda
olan sitozolik aldehit dehidrogenaz tarafindan oksitlendigi icin sadece bir-iki kadeh
alkol alindiginda toksik asetaldehit birikmektedir. Bunun sonucunda vasodilatasyon,
yiz kizarikhigi ve tasikardinin  goraldigl doguya 06zgu kizarikhik —yamti
gorilmektedir. Bu enzimin eksik oldugu bireylerde alkolizm c¢ok nadir ortaya
cikmaktadir. Mitokondrial aldehit dehidrogenazin farmakolojik olarak inhibe
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edilmesini saglayan disulfiram (antabuse), alkoliklerin tedavisinde kullamlmaktadir
(53).

Alkolll igecege karismasi halinde 6lumcul olabilecegi icin bu bilesigin
kullanmlmasi siki tibbi kontroll gerektirmektedir (53).

Alkol aym zamanda endoplazmik retikulumdaki sitokrom Psso sistemi ile
metabolize edilmektedir. Cok fazla miktarlarda kronik etanol tiketen Kisilerde
etanolin kalori icerigi etkin olarak ATP Uretiminde kullamlmamaktadir. Bu
etkinligin azalmasina katkida bulunan birkag faktor bulunmaktadir. Y Giksek dozlarda
etanol alindiginda etanolin %710-30 kadar1 karacigerdeki MEOS tarafindan
asetaldehide oksitlenmektedir. NADH seklindeki indirgen esdegerler yerine bu
sistem, NADPH seklindeki indirgen esdegerleri tiketmektedir. Asetatin oksidasyonu
ile yine de ATP Uretilebilmektedir (48,53).

Yiksek miktarlarda etanol alindiginda etanol kalorilerinin az  etkin
kullanimina mitokondrial hasar ve yakit oksidasyonundan metabolitlerin yeniden
donguye katilmasi katkida bulunmaktadir. Kronik alkoliklerin dokularindan elde
edilen mitokondrilerde normal ATP sentez icin gerekli olan transmembran proton
gradientinin korunamadigi gorulmuistir. Bu nedenle etanol enerjisinin blydk bir
kismi 1s1ya donismektedir. Etanol oksidasyonu, yag asidi ve glukoz oksidasyonunun
normal metabolik yollar1 ile girisim yapmaktadir. Oksidatif stireci tamamlamak igin
ara urtnlerin bu metabolik yollar arasindaki dongusi, etanol varliginda glukoz ve
yag asitlerinin oksidasyonunu daha az etkili hale getirmektedir (48-50,53).

Sitokrom Pyssp sistemini uyaran alkol, kendi metabolizmasimin yam sira
barbitUratlarin ve bazi ilaglarin da metabolizmasim arttirmaktadir. Bu ilaglara karsi
iyi yant olusturamadiklar: igin Olgull igicilerde cerrahi islemlerde anestezinin
indiiksiyonu ile problemler goriilebilmektedir. Ote yandan alkollii bir kiside alkol
metabolizmasi ilacin metabolizmasi ile yarigmaktadir. Akut etanol kullanimi MEOS
Uzerinde inhibisyon, kronik kullanim ise indiksiyon etkisi gostermektedir. Akut
kullammda etanol ADH yolunu tercih ettigi ve MEOS sistemi ¢aligmadig: igin
inhibisyon gorulmektedir. ilaglarin atiliminda kullanilan diger enzim sistemlerindeki
artis MEOS indiksiyonu ile birlikte oldugu igin alkol ile birlikte sedatif ve
barbitUratlar alindiginda enzime baglanmak icin birbirleri ile yarismaktadirlar.
Kompetitif enzim inhibisyonu ilag klirensinin azalmasina ve ¢ok yiksek kan
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barbitirat duizeylerinin gorilmesine yol acmaktadir. Ilag daha uzun sire kanda
kaldig1 icin 6lume neden olabilmektedir (53).

Karaciger metabolizmas: alkolden cok ciddi boyutlarda etkilenmektedir.
Karbohidrat ve yag asidi oksidasyonundan farkli olarak karacigerde alkol
metabolizmasinin  negatif kontrol mekanizmasi bulunmadigi igin  alkolin
oksidasyonu, diger besinlerin oksidasyonundan once tercih edilmektedir. Geriye
dogru beslenme ile inhibisyonun olmamasi, alkol metabolizmasinin tepkimelerinin
enerji Ureten yol olmaktan cok detoksifikasyon sistemi olarak gelistigini
dustindirmektedir. Normal olarak kolonda bakteriyel fermentasyon ile az miktarda
alkol olugsmaktadir (53).

Alinan etanolden asetil CoA, NADH ve ATP Uretildigi igin glukoz ve yag
asitleri normal yollarinda okside olamamaktadir. Ortamda alkolden saglanan fazla
miktarda NADH bulundugunda metabolizma, yeni NADH olusumuna yol acacak
oksidasyon yollar yerine NADH tiketebilecegi yollar: tercih etmektedir. Bu nedenle
cesitli noktalarda kontrol gergeklestirilmektedir (53).

Alkol alindiginda Oretilen asetii  CoA, NADH ve ATP, glukoz
metabolizmasini fosfofruktokinaz ve pirlvat dehidrogenaz asamalarinda inhibe
etmektedirler. NAD® azalmasi ve malonil CoA diizeyinin artmasi yag asidi
oksidasyonunu azaltmaktadir. Y ilksek ATP ve NADH diizeyleri ile NAD" azalmas
TCA dongusuni inhibe etmektedir. Etanoliin asetik aside oksidasyonu ile Uretilen iki
NADH solunum zincirinde okside edilerek hiicrelerin enerji gereksinimi fazlasiyla
karsilandig: icin alkoliklerin karacigerinde TCA dongusl yavaslamistir. Yag asidi
oksidasyonunun azalmasi ve artmis yag asitlerinin esterlesmesi sonucu trigliserit
sentezi, VLDL salgilanmasi ve plazma trigliserit diizeyi artmaktadir. Ozellikle
yuksek instilin/glukagon orant asetil CoA karboksilaz aktivitesini uyardiginda yag
asidi sentezi de hizlanmaktadir (53).

Yiksek ATP ve NADH diizeylerine ragmen alkol, pirtivat ve oksaloasetatin
glukoneogenezde kullamimasini inhibe etmektedir. Tersinir laktat dehidrogenaz ve
malat dehidrogenaz tepkimeleri ile laktat/piriivat ve malat/oksaloasetat oranlarini
yiksek NADH/NAD" oram artirmakta ve kan laktat diizeyi artarken pirlivat ve
oksaloastat tuketilmektedir. Agir fiziksel aktivite sonrasi veya a¢ karnina alkol alan
kiside karaciger glikojen depolar: tikendiginden beklenenden daha dnce hipoglisemi
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gelismektedir (53).

Kronik akolizmde olusan doku hasarinin c¢ogu, yuksek dozlarda alkol
alindiktan sonra karacigerde biriken ve kana salgilanan asetaldahidden
kaynaklanmaktadir.. Oldukca reaktif olan asetaldehit amino gruplarina, nukleotidlere
ve fosfolipitlere kovalent olarak baglanmaktadir (asetaldehit). Etkilenen proteinler
arasinda hemoglobin, kalmodulin, riboniikleaz ve tubulin bulunmaktadir. Kalp ve
diger dokulardaki proteinlerde karacigerdeki proteinler kadar etkilenmektedir (53).

Asetaldehit, hepatik lipoprotein partikillerinin olusmast icin gerekli olan
protein sentezinin ve proteinlerin tubuline bagiml1 salgilanmasinin azalmasina neden
olmaktadir. Salgi mekanizmalarimin bozulmas: sonucu, karacigerde triagilgliseroller
ve proteinler birikmektedir. Yag asidi oksidasyonunun inhibisyonu ile yuksek
miktarlarda olusan ¢ok dusik dansiteli lipoproteinin (VLDL) kanda artmasina
ragmen belirgin miktarlarda protein ve triagilgliserolin karacigerde biriktigi
gorulmektedir. Proteinlerin birikimi ile hepatositlere giren su, karacigerin sismesine
ve hepatik yap1 pargalanmasina yol agmakta ve portal hipertansiyon gelismektedir.
Asetaldehid takisimin olugsmasi sonrasinda lipit peroksidasyonu artmakta ve serbest
radikal hasar1 kalici hale gelmektedir. Dogrudan glutatyona baglanan asetaldehid,
H,0O; ile hasar olusturulmasina karsi glutatyonun koruyucu etkisini azaltmakta ve
hidroksil radikali olusumunu artirmaktadir. MEOS uyarilmas: da serbest radikal
olusumunu hizlandirmaktadir (48-52,53).

1. 5. 1. Alkol Metabolizmasi Reaksiyonlari
Etanol sadece mayalar tarafindan Uretilmez. Aym zamanda memelilerde de eser

miktarda bulunabilir. Bagirsaklardaki bakteriyel fermentasyon memelilerdeki
Uretimin sadece bir yoludur. Ancak etanol aslinda eksojen bir bilesiktir ve
gastrointestinal yoldan kolayca emilirler. Emilen etanoliin %2-10"u direk bobrek ve
akcigerlerden elemine edilir. Geriye kelen kisim ise vicudda oksidize edilir. Bu
oksidasyon isleminin baslica merkezi karacigerdir. ADH enzimi karaciger disinda
midede de bulundugu bilinmektedir. Midede de etanoliin bir kismi metabolize edilir
ve bu da karacigerin daha az hasar gérmesine yardimci olur (53).
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Alkol  dehidrogenazlar (ADH) sitoplazmada bulunur ve alkol
metabolizmasindaki en etkin enzimlerdir. Alkol dehidrogenazin birkag izoenzimi
bulunur ve alkoliin asetaldehide dontisumini katalize eder (49-55).

CH;CH,OH + NAD' T——————— CHsCHO + NADH + H'
ADH

MEOS diiz endoplazmik retikulumda bulunur ve sitokrom Pysp enzim ailesi
tarafindan okside edilirler. Alkol ile uyarilan sitokrom Pasp'ye sitokrom Pasp 2E1
veya CYP2E1 olarak adlandirilir. CYP2EL icin K, degeri alkol dehidrogenazdan ¢ok
daha yuksektir (Km meos >>Km apn). Alkol dehidrogenaz enzimi bir iki kadeh alkol
alimindan sonra doygunluga ulasir. Fakat ylksek dozda alkol akol alindiginda
MEOS devreye girer ve bu sirada diiz endoplazmik retikulum sayisinda hizli bir artis

gozlenir.

CHsCH,OH + NADPH + H'+0, C———"—> CH3;CHO + NADP' +
2H,0
MEOS

Katalaz (CAT) enzimi peroksizomlarda lokalizedir ve alkol metabolizmasinda
major bir rolt olmadigina inanilmaktadir. Peroksizomlarda yerlesik olan CAT enzimi
invitro olarak H,O- olusturan sistem varliginda etanolli okside etme yetenegi vardir.
CAT aktivitesini iki farkli kombinasyon 6rnegiyle agiklarsak;

a) NADPH oksidaz ve CAT kombinasyonu
NADPH + H" + O, | —— NADP" + H,O;,
NADPH Oksidaz

CAT
H,O, + CH3CH,OH! >2H20 + CH3CHO
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b) Ksantin oksidaz ve CAT kombinasyonu

HIPOKSANTIN + H,O+O; | ——  KSANTIN + H;O,

Ksantin Oksidaz

H,0; + CH3CHOH ! —2H,0 + CH,CHO
CAT

Etanol oksidasyon isleminin aktivasyonunun sorekliligi ¢ mikrozomal
kompenent olan sitokrom Paso, NADPH-sitokrom Pasp redilktaz ve fosfolipitlerle
saglanir (48,53).

1. 5. 2.Hidroksil (OH") Radikalinin Rolu
Etanolin CYP2EL1 yoluyla ipik monooksijenaz mekanizmasi ile oksidasyonuna ek

olarak, etanol karaciger mikrozomlarinda asetaldehide donisurken H,O, demir
katalizorligiinde degradasyonundan kaynaklanan  "OH radikali olusur. Bu
nonenzimatik yol hidroksietil radikalinin olusmasindan kismen sorumlu olabilir, ara
basamak etanol ve onun Urlind asetaldehid arasindadir. Bu etanoliin ‘OH yakalayicist
oldugunu dasundardr. Diger delil; bazi radikallerin Gretiminin okside 0rtnlerin
sitokrom P50’ ye baglanabilme yetenegine ve alkoliin a karbonundaki protonu yeterli
reaktive etmesine bagli olmasidir. Benzer bir mekanizma 2-keto-4-thiomethylbutyric
asit gibi mikrozomal etanol oksidasyonunu inhibe eden demir selatdrlerinin olmasi
ile uyumludur. Mikrozomal etanol oksidasyonu invivo sartlar altinda nonhem demir
ve endojen demir selatdrlerinin mevcudiyetinin gerektirir. Bununla birlikte normal
sartlar altinda bu ‘OH bagiml1 mekanizma mikrozomal etanol oksidasyonu Uzerinde
minor katkist vardir. Hidroksil radikalinin kronik etanol alimindan sonra NADPH’1n
artmast ve NADPH bagimli sliperoksit ve hidroksil radikali tretiminin artmasina
ragmen etanol oksidize sistemin yeniden olusumundaki aktiviteye katildigi
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stiperoksidi icermedigi bulunmustur (48-55).

En az iki mekanizma etanoltin mikrozomal mekanizmasinda rol alir. Daha az
gordleni endojen H,O,'den olusan fenton tipi reaksiyondan dretilen hidroksil
radikalinin Gretimini igerir, ve maor olan diger yol sitokrom Passo bagimli
monooksijenasyon ve hidroksil radikalinden bagimsizdir. Etanol metabolizmasinda
CYPZ2EL1 hidroksietil radikalinin olusumunda rol alir. Alkol bagimliligi serbest
radikaller kronik etanol aliminda CY P2E1 inhibitorlerine kars: antikor olusumu ve
CYP2EY'in indiksiyonunu izleyerek olusurlar (48-55).

Butin dokular ROS'u nétralize etme kapasitesine sahiptir. Bu mekanizma
siiperoksidin ve H,O,'yi suya ceviren SOD ve CAT'1 icerir. GSH ve GSSG ciftini
iceren glutatyon antioksidan sistem olarak calisir (48,50,53,55).

OH-Products
"! \" Detoxification

Glucose -
Activation 1o toxing, carcinogens
‘\@P 0F, OH" and other free radicals
+
’/ NADPH \
Ketones Oz
{\ Fatly Acids

Kenobiotics (including ethanol)

Sekil 1. 5. 2. Alkal alinn ROS olusumunu indiikler.

1.5.3. CYP2EY' in Hidroksietil Serbest Radikal Olusumundaki Roli
Karaciger mikrozomlarinda hidroksietil radikalinin olusumu NADPH ve fonksiyonel

olarak aktif monooksijenaz enzimleri gerektirir. Sitokrom P450 gereksinimi NADPH
varhginda sadece eger Sit.P450 rediktaz ve Sit.P450'nin  her ikisinin
mevcudiyetininde monooksijenaz sisteminin olusumunda hidroksietil radikallerinin
Uretiminde esansiyeldir. Ilging olarak insan karaciger mikrozomlarinda NADH
hidroksietil radikalinin olusumunu destekler (52).

Etanolle induklenen Sit.P4502E1 izoenziminin etanolden serbest radikal
olusumuna diger alifatik alkoller kadar neden olma olasiligi; etanol veya aseton ile
beslenen ratlardan hazirlanan karaciger mikrozomlarinda etanol 1-proponol ve
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1-bitanol de, fenobarbital veya mathylcholantrene ile muamele edilen hayvanlara
gore serbest radikal olusumunun 2-3 kat daha fazla oldugu gosterilmistir. Strekli
olarak CYP2E1l veya CYPZ2EL inhibitorlerine karsi olusan p-nitrophenol ve
diethyldithiocarbammate gibi antikorlar, hidroksietil radikallerinin spin trap’i %60
azaltir. Bundan dolay: ¢calismalar monooksijenaz sisteminin gesitli SitP450 enzimi ve
SitP450 rediktaz icerdigini  CYP2ELl'in alkol kaynakli radikal olusumunda
CYB1'den 22 kat daha fazla aktif oldugunu gostermistir. intragastrik beslenme ile
etanol alan ratlarin kullanmminda invitro spin-tapping teknigi ile veya invivo
hidroksietil radikallerinin mikrozomal proteinlere kovalent baglandigr immiinolojik
Olclimde hidroksietik radikal formasyonunun kronik etanol aliminda 7 kat arttigi
gozlenmistir. Hidroksietil radikallerinin non-enzimatik olarak hidroksil radikalleri ile
etanollin nteraksiyonu tarafindan Uretilebilir (fenton reaksiyonu ile) (52).

H,O, + Fe”  OH'+ OH + Fe"*CH3CH,OH + OH'  CHs(*)HOH + H,0

Kompleks sitokrom P450 bagimli monooksijenaz enzim sistem aktivitesinin
mikrozomal preparasyonlarinda hidroksietil radikal formasyonu icin gerekli olmasina
ragmen bircok kanit demir interaksiyonu ve ROS metabolitlerini icerdigini
gogerebilir. Hidroksietil radikalleri etanol ile lipit peroksidasyonunu sitimtile ettigine
dair direk bir delil yoktur. Kimyasal olarak hidroksietil serbest radikali GSH,
askorbik asit ve a-tokoferol ile reaktive olur. Etanolden olusan radikaller kronik alkol
alimindan sonra karaciger antioksidanlarinda azalmaya katkida bulunur. Intragastrik
etanol ile beslenen ratlarda mikrozomal proteinlere kovalent bagli hidroksietil
radikallerinin miktar1 karaciger MDA igerigi ile pozitif yonde korelasyon gosterir.
Benzer olarak alkolik karaciger hastaligi olan hastalarda hidroksietil radikallerine
kars1 olusan 1gG titresi ile MDA proteinine karst olusan antikor titresi arasinda
pozitif bir korelasyon vardir. Bundan dolay:r hidroksietil radikallerin alkolle
induklenen oksidatif hasarin sebebi olmasi mumkundur (52).

Bu bilgiler 1s1g1nda ¢alismamizda etanol verilen ratlarda quercetinin eritrosit
G6PD enzim aktivitesi Uzerinde koruyucu etkisini arastirmay: amagladik.
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2. MATERYAL VE METOD

2. 1. Hayvanlar
Bu calismada 38 adet, 3-3,5 aylik 280-320 g Sprague-Dawley erkek rat kullanildi. 25

rat ile galisma tamamland:. Ratlar standart bir diyetle beslendiler ve igme sular1 ile
ilgili herhangi bir stnirlandirilma yapilmadi. TUm deney gruplarinda gevresel sartlar
kontrol altinda tutuldu (12saat/12saat 1s1ik/karanlik sikltsi, 25-28 °C ortam 1sisi).

Ratlar asagidaki gibi 4 gruba ayrilds;

1. Kontrol grubu (K) (n=6): Bu gruba 30 gin sire ile intra gastrik (i.g.)
yolla 2 ml/gin serum fizyolojik (SF) verildi. Ratlarin gunlik dogal yasamlari
korunmus olup, yem ve su konusunda herhangi bir kisitlamaya gidilmemistir.

2. Quercetin Grubu (Q) (n=7): 30 gun sure ile 3 ginde 1 kez 100 mg/kg
quercetin ve 1 ml SF verildi. Quercetin, % 3 g olarak SF ile slispanse edilerek
hazirlandi. Yine bu grup igin de herhangi bir yem ve su kisitlamas: yapilmamustir.

3. Alkol Grubu (EtOH) (n=7): 30 gun stre ile i.g. olarak, 12 saat agliktan
sonra etanol (EtOH) verildi. Distile su ile hazirlanan %80 EtOH (v/v) 1 mi/giin ve SF
1 ml/giin olarak verildi. EtOH verildikten bir saat sonraise yem ve su verildi.

4. Quercetin + EtOH Grubu (Q+EtOH) (n=5): 30 gun boyunca i. g.
Olarak 3 ginde 1 kez 100 mg/kg quercetin verildikten 2 saat sonra % 80 (V/v)
EtOH'den 1 ml/glin verildi. EtOH verildikten bir saat sonra yem ve su verildi.

Tim ratlara son yuklemeden 24 saat sonra Alfamin intraperitonal (i.p) olarak
uygulandi. Operasyon oncesi ratlar yaklasik 12 saat a¢ birakildilar. Ratlar sirttsti
yatirilarak operasyon masasina dort ekstremitelerinden tespit edildiler. Batin agilip
heparinli enjektorle yaklasik 5 ml kan intrakardiyak yontemle alinarak heparinli
tlplere konulduktan sonraratlar dekapite edidi.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

66

2. 2. Biyokimyasal Analiz

2. 2. 1.Kimyasallar:
Stabilize Edici Soltisyon:

EDTA 2,7mM (pH:7,0)
2-Mercaptoethanol 0,7 mM
NaOH 25mM

1000 ml igin gerekli EDTA (Merk) hesaplanmir ve tartilir. 2000 ml’lik balon
jojede, 500 ml Distile Su karistirilir. EDTA ¢oziltinceye kadar damla damla 25 mM
NaOH eklenerek karstirilir. pH: 7,0'a ayarlandiktan sonra miktar1 hesaplanan 2-
Mercaptoethanol ilave edilir. Volim 1000 ml’ ye Distile Su ile tamamlanr.

Drabkin Reaktifi:
Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) 1049
Potasyum Ferrisiyanir (K3Fe(CN)e) 02 g
Potasyum SiyanUr (KCN) 005 g
Digtile Su 1000 g
G6PD Reaktifi :

NADP" (2 mM) : (B-Nicotinamide Adenine Dinucleotid Phosphate
Monosodium Salt (Sigma N-505)) gerekli volim distile su icerisinde
hesaplanarak ¢ozilir (NADP' icin MA:765,4 g).
G-6-P (6 mM) : D-Glukoz-6-Phosphate (Disodium Salt (Sigma G-7250)
gerekli volimdeki distile su igerisinde hesaplanarak ¢ozulir ( G-6-P igin
MA :340,1 g).
MgCl; (0,12 M) : 2033,1 mg MgCl»6H,0 (Merk) tartilarak 100 ml distile
su igerisinde ¢ozalur (MgCl; icin MA: 203,30 g).
TrissHCI Tamponu (ImM) :
pH 8,0 12,11 g Tris ( hydrometyl-aminomethan) tartilir. 200 ml’lik kap
icerisine konur, 25 ml distile su ve 65 ml 1 N HCI eklenerek c¢ozllinceye

kadar karstirilir. pH 8,0 olduktan sonra hacim 100 ml'ye distile su ile
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tamamlanir.

Raksiyon Karisim :

Reaktifler: Miktarlar (ul)
Distile Su 550
NADP' (2mM) 100
Tris-HCI (1M) pH :8,0 100
MgCl; (0,1 M) 100

Toplam 850 pl’ lik reaksiyon karisimi elde ederiz.

2. 2. 2. Hemolizat Hazir lansi :
Heparinize kan 4 °C’de 3000 rpm de 5 dakika santrifijj edilir. Plazma ve beyaz kiire

tabakasi aspire edilir. Daha sonra U¢ kez izotonik NaCl ile muamele edilip santrifdj
edilir. Her santriflj sonrasi sipernatan aspire edilerek atilir. Hazirlanan eritrosit
paketinden 50 pl aliip bir baska tipe aktarilir. Uzerine 950 pl stabilize edici
soltisyon eklenir. Boylece 1/20 oraninda dilUe edilmis hemolizat hazirlanms olur.

2. 2. 3. Hemolizat Hemoglobin Tayini :

Prensip :

Drapkin gozeltisinde bulunan ferrisiyaniir Hb'deki +2 degerlikli demiri (ferro=Fe'?)
+3 degerlikli demir (Ferrik=Fe")'e cevirerek methemoglobine donustirir. Sonra
potasyum siyanir ile birleserek stabil bir molekil olan siyanmethemoglobin
meydana gelir (57).
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Prosedir :
Hemolizat hemoglobinin 6lglimi asagidaki gibi yapilmistir :

Koér Numune
Hemolizat - 50 pl
Drapkin Cozeltisi 25ml 25ml

TUpler altist edilir.daha sonra 10 dakika oda 1sisinda bekletilir. Numune kére
kars1 546 nm’'de okunur. Okunan absorbans kalibrasyon grafiginden % Hb degeri

olarak tespit edilir.
Kalibrasyon Grafigi
1
0,8 -
2]
8 06
s %
(]
o 0,4
Qo
<
0,2
0 ‘ ‘
0 5 10 15

Konsantrasyon (gr/dl)

Sekil 2. 2. 3. Hemoglobin kalibrasyon grafigi
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2. 2. 4. Hemolizat G6PD Aktivitesi Olguim :
Prensip :

G6PD enzim aktivitesi Modified Zinkham Metod a gore olgulmustir (58).
G6PD enzimi pentoz fosfat yolunun ilk ve hiz kisitlayict enzimi olup Glukoz-6-fosfat
(G6P)’tan 6-fosfoglukonat (6-PG) olusumunu katalize eder. Bu reaksiyon sirasinda
NADP" NADPH’a dénusiir ve olusan NADPH miktar ile GGPD enzim aktivitesi
dogru orantilidir.

G6PD
G6P + NADP' » 6-PG +NADPH +H"

Prosedir :
Hemolizat G6PD tayini asagidaki gibi yapilmustir.
Reaksiyon karisimi ve G6P reaktifleri dolaptan ¢ikartilip 30 °C’ ye getirildi.

Kor Numune
Reaksiyon Karigimi 850 ul 850 ul
Hemolizat - 50 pl

Numuneye G6P ilave etmeden 6nce 30 °C’de 5 dk beklenerek
enzim i¢in optimal sart saglanmis olur

cep 100 i 100 pl

Olusan tepkime 340 nm’de sifirinci dakikadan baslanarak onuncu dakikaya
kadar her dakikadaki absorbans degerleri kaydedilir.

Enzim Miktar Tayini : 1U/gr Hb : AQD x 10°
6,22 X % gHb x Hemolizat Miktar:
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6,22 = 1 mmol NADPH’1n 1 cm'lik 151k yolunda verdigi OD degeridir.

2. 2. 5. Tam Kan Rediikte Glutatyon Dizeylerinin Olgllmesi
Redikte glutatyon (GSH) dizeyleri spektrofotometrik olarak Beutler yontemi ile

belirlendi (59).

Prensip:

Tam kan GSH'in SH gruplari bir distlfid kromojeni olan 5,5-dithiobis 2-
nitrobenzoikasit (DTNB)'i indirgemesi ile sar1 renkli bir bilesik olusur. Bu bilesigin
412 nm dalga boyunda 6l¢tilen absorbanst GSH konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Reaktifler:
KCI tamponu 0,15M
Coktiruci sollsyon 1,67 g/dl metafosforik asit,
(Proteinsizlestirme ¢ozeltisi) 0,2 g/dl EDTA ve 30 g/dl NaCl
NagHPO, ¢ozeltisi 0,3M
DTNB 2mM
Sodyum sitrat %1

Proseddr:

Kan GSH'1 i¢in 0,2 ml tam kan 1,8 ml buz soguklugunda distile su ile karistirilarak
hemoliz edildi (Hemolizat). Hazirlanan hemolizat numuneleri tzerine 3 ml ¢okturucu
soltisyondan (1,67 g/dl metafosforik asit, 0,2 g/dl EDTA ve 30 g/dl NaCl iceren)
eklenerek karistirildi. 5 dakika oda 1sisinda bekledikten ve renk kivamina geldikten
sonra Whatman 1 kagidindan stizillerek filtrat elde edildi. 0,4 ml filtrat Gzerine 2 ml
0,3 M NaHPO, ¢ozeltisi ve 0,5 ml 40 mg/dl DTNB (%1'lik sitrat igerisinde ¢oziilen)
ile muamele edilerek olusan rengin absorbanst Shimadzu UV-1601
spektrofotometresinde 412 nm dalga boyunda reaktif kdriine karst okundu. Tam kan
GSH dizeyleri mg/g Hb olarak ifade edildi.
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2. 2. 6. Istatiksel Analiz

Istatiksel analizler SPSS paket program: kullanilarak yapildi. Sonuglar ortlama + SD
olarak ifade edilmistir. G6PD enzim aktivitesi icin verilerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro-wilk testi ile test edildi. Verilerin normal dagilima uydugu
gorildu. Gruplar arasi farkin degerlendirilmesinde oneway ANOVA andlizi
kullanildi. Varyanslarin homojenligi Levene testi ile test edildi. Grup ici
karsilastirmalarda Tukey HSD testi kullanmildi. GSH igin veriler aym test yontemleri

kullanlmstur.
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3.BULGULAR

3. 1. G6PD Duzeyleri

Eritrosit G6PD enzim aktivitesinde kontrol grubu ile etanol grubu karsilastirildiginda
etanol grubunda anlamli distk bulundu (p<0,001). Kontrol ile alkol + quercetin
grubu arasinda istatiksel olarak anlamlt bir fark bulunamamustir (p=0,384). Etanol
grubu ile quercetin grubu karsilastirildiginda quercetin grubunda anlaml: olarak
yiksek bulundu (p<0,001). Quercetin ile kontrol grubu arasinda istatiksel olarak
anlamli bir farlilik bulunamamistir (p=0,704). Quercetin + etanol grubu ile etanol
grubu karsilastirildhiginda quercetin + etanol grubunda olarak anlamli yUksek
bulundu (p<0,001).

Gruplar Eritrosit G-6-P-D activites
(IU/gHDb)

Kontrol (n=6) 6,03+ 0,4

Quercetin (n=7) 6,38 £ 0,4

Etanol (n=7) 3,82+ 0,67

Etanol + Quercetin (n=5) 5,46 + 0,78

Tablo 3. 1. Gruplarin G6PD enzim aktivite ortalama degerleri.
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G6PD aktivitesi IU/gHb
N

KONTROL QUERCETIN ETANOL ET+Q

Sekil 3. 1. Eritrosit GEBPD enzim aktivitderi
* p<0,001 Etanal grubu ile kiyaslandiginda

*x p<0,001 Kontrol grubu ile kiyaslandiginda

3.2. Tam Kan GSH Dizeyleri

Tam kan GSH degerleri arasinda herhangi bir anlamlilik gézlenememistir (p=0,054).

Gruplar Ortalama £ SD pmol/gr Hb
Kontrol ( n=6) 86,71 + 3,388

Quercetin (n=7) 87,56 + 2,63

Etanol (n=7) 77,08 + 3,002

Quercetin + Etanol (n=5) 88,34 + 2,451

Tablo 3. 2. Gruplarin GSH ortalama degerleri.
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Tam Kan GSH Duzeyleri

il

EtOH EtOH+Q

pumol/gr Hb
JI
OO (@]

Sekil 3. 2. GSH degerleri.
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4. TARTISMA

Alkol kullamm ve buna bagli direkt veya indirekt sorunlar cagimizda hemen hemen
bitiin bat1 toplumlarinin en 6nemli sorunlarindan biri olmus ve, sadece alkol
kullanimuyla iliskili bozukluklarin, ABD’de topluma direkt ve indirekt maliyetinin
150 milyar dolardan daha fazla, kisi basina yaklasik 600 dolar oldugu hesaplanmustir.
Alkol kullanmminin bu blylk c¢aptaki saglik sorunlart yaminda trafik kazalari,
intiharlar, suga yonelme, aile pargalanmasi, is hayatinin bozulmasi, meslek kayiplart
ve diger ekonomik problemler gibi, toplumlara pek ¢ok zarari olan ¢ok boyutlu bir
bio-psiko-sosyal sorun oldugu gorulmektedir (60).

Bugun ABD’de kalp hastaligi ve kanserden sonra alkolle iliskili bozukluklar
Uclncll buylk saglik sorununu olusturmaktadir. Alkolle iliskili bozukluk oram
Almanya, ingilterede yaklasik ABD’deki kadar iken, Portekiz, Ispanya,
Italya,Fransa ve eski Sovyetler Birligi’nde ABD’deki oranlardan daha yuksektir.
Orta Dogu ve Asya Ulkelerindeki oranlar daha disik olmakla birlikte zamanla arttig:
gbzlenmektedir (60).

Ulkemizde alkol kullammi ve alkolle iliskili bozukluklarin siklik ve
yayginligi agisindan istatistiki  rakamlar mevcut degilse de, Devlet Istatistik
Engtitiisii(D.1.E.) verilerine gore, nifus basina tiketilen alkol miktar: biyik bir hizla
artmaktadir. Alkol tiketimi, sehirlerde kirsal alanlara gére daha fazladir (60).

Batin dunyada erkeklerde kadinlardan daha fazla alkol kullanim sbz
konusudur. Ancak gelismis Ulkelerde kadinlardaki oran erkeklere yaklasmaktadir.
ABD’de alkolle iliskili bozukluklarin erkek/kachn oram 2/1 veya 3/1’dir. Ulkemizde
kadinlarda alkol kotiye kullanimi ve alkol kullanimina seyrek olarak rastlanmasina
karsilik son yillarda alkol tiketiminin  kadinlar arasinda da hizla arttig:
gbzlenmektedir. Alkol kullamm: en ¢ok 20-35 yas grubunda gortlir. Bu yas grubu
aktif alkol kullanicilarinin en yiiksek yiizdesine ve alkol tiiketiminin en blytk payina
sahiptir (60).

Etiolojik olarak alkolle iliskili bozukluklar, bio-psiko-sosyal teori ve
yaklagimlarin, belki de, en fazla gegerli oldugu heterojen bir hastalik grubudur (60).

Alinan alkolin yaklasik %10'u mideden, kalam ise ince barsaklardan
emilerek kisa siirede kana karisir. Mide bos ise alkoliin absorbsiyonu daha hizli,
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midede besinler oldugu takdirde ise daha yavastir. Alkolin a¢ veyatok karna alinmis
olmasina bagli olarak, kanda alkol konsantrasyonunun pik yapma siiresi 30-90
dakika arasinda degisir (60).

Bazi calismalar kadinlarda ADH'in erkeklerden daha az oldugunu
gostermistir ki bu bulgu, aym miktarda alkol alan kadinlarin erkeklere gore daha agir
intoksikasyon gosterme egilimini agiklamaktadir. Benzer sekilde, alkoliin metabolize
edilmesi ile ilgili enzimlerin, bazi Asya Ulkelerinin insanlarinda disik seviyelerde
olmasi, bu insanlarin kolay intoksike olmalarina ve agir semptomlar gostermelerine
sebep olmaktadir (60).

Beyin ve merkezi sinir sistemine olan etkisi; kotiye kullanilan bir cok madde
icin, hedef reseptorler tanimlanmis olmasina ragmen alkolin etkileri i¢in mediyator
olabilecek bagimsiz bir molekiler hedef tanimlanamamistir (60).

Kronik alkol kullammu olan kisilerde, alkolin karacigerde yikilmas: sirasinda
ortaya ¢ikan asetaldehidin, dogrudan dogruya beyni ve beyindeki ndrotransmitterleri
etkilemesi sonucunda olusan, opioid benzeri maddelerin bagimlilik olusumu ve
tolerans gelismesinden sorumlu oldugu dustnilmektedir (60).

Alkol primer olarak karacigerde yikilirken ortaya ¢ikan zararli metabolitleri
nedeniyle karaciger harabiyeti meydana gelmektedir. Alkol karacigerde yagl
karaciger ve hepatik siroz gelismesine neden olmaktadir. Alkol sindirim sistemi
Uzerinde ise uzun sureli kullamminda mide, barsaklar ve pankreasta agir bozukluklar
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Agir alkol kullammi gerek direk etkileri ve
gerekse sindirim sisteminde ortaya cikardigi bozukluklar sebebiyle beslenme
bozukluklarina yol acar. Alkolin fazla alinmasi, tansiyon yikselmelerine, trigliserit
ve lipoprotein regulasyonunun bozulmasina sebep olur ve myokard enfarktisi ve
serebro-vaskuler hastaliklarin riskini arttirir (60).

ROSun biyolojik sistemlerde membran lipitlerine,  proteinlere,
karbonhidratlara, nikleik asitler ve DNA Uzerinde olan zararli etkileri bilinmektedir.
Reaktif oksijen drlnleri olusumunu birkag sinifta toplamak mimktnddr. Bu zararl
gjanlar biyolojik sistemlerde (aktive olmus fagositler, alkol ve uyusturucu maddeler
gibi), intraselller kaynakl: ( elektron tronsport zinciri, sitokrom Paso gibi) ve gegis
metalleri aracili olugabilir (10).
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Karaciger metabolizmast alkolden cok ciddi boyutlarda etkilenmektedir.
Alkol metabolizmasinda negatif kontrol mekanizmast bulunmadig: icin alkolin
oksidasyonu diger besinlerin oksidasyonundan 6nce gelmektedir. Bu nedenle alkol
metabolizmasi tepkimeleri enerji Ureten yol olmaktan ¢ok detoksifikasyon sistemi
olarak gelistigi dustntlmektedir (53).

Kronik akolizmde olusan doku hasarinin c¢ogu, yiksek dozlarda alkol
aindiktan sonra karacigerde biriken ve kana salgilanan asetaldehidden
kaynaklanmaktadir. Oldukga reaktif olan asetaldehid amino gruplarina, nikleotidlere
ve fosfolipitlere kovalan olarak baglanmaktadir. Etkilenen proteinler arasinda
hemoglobin, kalmodulin, ribontkleaz ve tubulin bulunmaktadir. Asetaldehid
takisinin olusmasi sonrasinda lipit peroksidasyonu artmakta ve serbest radikal hasari
kalict hale gelmektedir. Dogrudan GSH’a baglanan asetaldehid, H,O, ile hasar
olusturmasina karsin GSH’1n koruyucu etkisini azaltmakta ve hidroksil olusumunu
arttirmaktadir. MEOS uyariimasi da serbest radikal olusumunu hizlandirmaktadir
(53).

Canlilar ROS'un bu zararli etkilerine karst kendilerini cesitli sekillerde
korurlar. Bunlara antioksidan suvunma sistemleri yada kisaca antioksidanlar denir.
Antioksidanlar, dogal (eksojen) kaynakl1 ve endojen kaynakl1 antioksidanlar seklinde
ayrilabilecegi gibi serbest radikallerin olusumunu engelleyici yada var olanlar
etkisiz hale getirenler seklinde siniflandirilabilirler.  Antioksidanlar etkilerini
toplayic, zincir kirici, bastirici ve onarici etki seklinde gosterirler (10).

Dogal antioksidanlar arasinda flavonoidler de yer alirlar. Flavonoidler sari
renkli olmalar1 nedeniyle Latince sar1 anlamina gelen flavus sozctigtinden turetilerek
flavonoid adim almislardir. 15 C atomlu 2-fenil benzopiron (difenil propan) yapisi
(Ce-C3-Cs) gosterirler. Bu yapilart nedeniyle polifenolik bilesikler olarak kabul
edilirler. Iskelet yapilarimn farkli olmasina gore flavon, flavonol, flavonon,
biflavonoid, kalkon gibi turleri vardir. Flavonoidler bitkisel gidalarda bol ve yaygin
olarak bulunan bilesiklerdir. Bitkilerin ikincil metabolitlerindendir. Y asamsal
gereksinimleri icin kullandiklar1 karbohidratlardan, aminoasitler gibi birincil
metabolitlerden tirerler. Fenil benzopiran yapisi A,B,C halkalarindan meydana
gelmistir. Sayilar1 yaklasik 4000'in Uzerinde oldugu tahmin edilmektedir. Elma,
sogan, baklagiller, hububat, domates, turuncgiller, cay ve kirrzi sarapta bol
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bulunurlar. Flavonoidlerin antioksidan etkisi onlarin serbest radikal toplayici
etkilerinin sonucudur. Etkilerini gosterebilmek icin serbest radikallerle reaksiyona
girerek onlar1 etkisiz hale getirirler (37).

Flavonoidlerin  serbest radikal toplama ve antioksidan 6zelliklerinin

yapilarinda bulunan t¢ gruptan ileri geldigi 6ne strtilmektedir (37).

1, B halkasindaki o-hidroksi ( katesol) grubu ( radikal hedef yeri).

2, C halkasindaki 4-okzo grubu ile 2-3 ¢ift bag: ( elektron delokalizasyonu igin
gereklidir).

3, 3 ve 5 hidroksil gruplar: ( maksimal radikal yakalama ve metal selatlama icin
gereklidir).

Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada kullandigimiz ve flavonoid ailesinin bir
Uyesi olan quercetin bu G¢ fonksiyonel grubu Uzerinde bulundurmaktadir. Bu U¢
gruba sahip olan flavonoidler maksimal aktivite gosterirken eksik gruba sahip olanlar
ise dusuk aktivite gosterirler (36-37).

Quercetin flavonol iskeletinde 3,5,7,3',4 C atomlarina —OH gruplarinin
substutisyonu ile olusur. Insanlarin gunlik quercetin aliminin  giinde ortalama 50-
500 mg oldugu samimaktadir. Quercetin lipofilik bir antioksidandir. Fakat a-
tokoferolden daha hidrofiliktir. Quercetin muhtemelen membramin polar yiziine
yakin sekilde lokalize olmaktadir. Quercetin peroksil radikallerini kolayca
yakalamakta ve boylece lipit peroksil radikallerine a-tokoferolden daha hizl1 sekilde
etki etmektedir (36-37).

Flavonoidlerin birgok klinik etkileri rapor edilmistir. Bunlar;

- Antiaterosiklerotik etki,

- Antiinflamatuar etki,

- Antitimor etki,

- Antitrombojenik etki,

- Antiosteoporotik etki,

- Antiviral etki,

- Antialerjik etki gibi (36-37).

Eritrositler bilindigi gibi akcigerlerden dokulara ihtiyaci olan O, tasiyip
dokulardan da akcigerlere CO, tasimakla gorevli olmalarindan dolay1 yiuksek O,
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parsiyel basinci (PO,)’ na sahiptirler. Bu nedenden dolayr ROS un zararl etkilerine
maruz kalmaktadir. Eritrosit enerjisi tamamen glukoza bagli olan hicrelerdendir.
Oksidatif stres altinda olmayan eritrositte glukozun %90 kadar1 Embden-Mayerhof
yolu ( anaerobik glikoliz ) ile pirlivat ve laktata parcalanmaktadir. Diger %10'u ise
pentoz fosfat yolunda kullamlmaktadir (7,12).

ROS un bugiine kadar pek ¢ok zararl etkileri tammlanmustir. Ortaklanmamis
elktronlarindan dolay: oldukga reaktiftirler. Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest
radikaller molektler oksijen kaynakli olan radikallerdir. Reaktif oksijen Grinlerinin
en zararl olant ise hidroksil ( OH") radikalidir (10).

ROSun membran lipitleri Gzerine, proteinlere, DNA’'ya, RNA'ya ve
karbonhidratlar Gzerine olan zararli etkileri mevcuttur. Canli hicreler bu oksidan
gjanlarin zararh etkilerinden gesitli sekillerde kendilerini korurlar. Bunlar antioksidan
savunma sistemleri yada kisaca antioksidanlar olarak bilinirler. Bu savunma
sistemleri arasinda endojen, eksojen ve gidasal antioksidanlar olarak
siniflandirilabilirler (10).

Olgun eitrositlerde nukleus ve mitokondri gibi organellerden yoksundur.
Eritrogitler oksidan ajanlarin zarali etkilerine karst NADPH bagimli glutatyon
perokidaz ile detoksifiye ederler. Eritrositierde NADPH' 1n tek kaynag: pentoz fosfat
yoludur. PFY’nda NADPH’1n Uretimini engelleyen herhengi bir enzim eksikliginde
nikleosu bulunmadigi icin sentez edilemez. Boylece hiicre ROSun zararh
etkilerinden korunamadig: i¢in hiicrenin 6lumu ile sonucglanir (7,12).

Glukoz-6-fosfat  dehidrogenaz ( G6PD; EC 1.1.1.49 ) PFY’'nun ilk ve
dizenleyici enzimi olup, glukoz-6-fosfatin 6-fosfoglukonalaktona dontsimuni
NADP' varliginda irrevershil olarak kataliz etmektedir. PFY ATP iiretmez ancak iKi
temel islevi bulunur: birincisi yag asidi ve steroid biyosentezleri (adipoz doku,
karaciger, adrenal korteks ve siit veren meme bezi) gibi indirgeyici Ozellikteki
sentezler icin NADPH Uretimi ve ikincisi ise nikleotid ve nikleik asid biyosentezi
icin riboz saglanmasidir (8).

PFY kilit enzimi olan G6PD geni X kromozomunun ¢28 boélgesinde yer
almakta ve 13 eksondan olusmaktadir. Genin transkripsiyon veya translasyona bagli
hatal1 sentezi veya posttranslasyonel donemdeki bozuklugu enzim eksikligine neden
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olmaktadir. Bu durum 0Ozellikle eritrositlerde oksidan ilag ve maddelere maruz
kalindiginda hemolitik anemiye neden olmaktadir (11,15, 20-23) .

G6PD enzim eksikligi ilk kez 1950’ li yillarin ortasinda kesfedildiginde nigin
baz1 insanlarin antimalarial ilag olan primaguinenin etkisine hassas oldugu merak
edilmistir. Daha sonra etkilenenlerin gogunun asemptomatik oldugu gorulmistur.
Bununla beraber eksiklik bireylerde bazi ilaglarin aliminda, bazi enfeksiyonlar
esnasinda, favizmde, yenidogan sariligi ile akut hemolitik anemi seklinde ortaya
¢cikmaktadir. G6PD enzim eksikligi dinya genelinde en yaygin enzimopati olma
0zelligi ile hemoglobinopatilerden sonraikinci siklikla gorilen kalitsal bir hastaliktir
ve sitmanin endemik oldugu bélgelerde saptanmaktadir. Dinyada 400 milyondan
fazla insan G6PD enzim eksikliginden etkilenmektedir. Ulkemiz genelinde G6PD
eksikliginin rastlanma siklig1 %0,6 olarak rapor edilmistir. Ulkemizde G6PD enzim
eksikligi en fazla Cukurova Bolgesinde gozlenmekte ve karsilasma siklhigi %8,2
olarak rapor edilmistir (20).

Dunyada bugline kadar 400'Un Uzerinde G6PD varyanti rapor edilmistir.
Ulkemizde ise 20'ye yakin varyant rapor edilmis olup bunlarin biyik bir kismi
Cukurova ve Antalya bolgesinde rapor edilmistir. Dunyada en yaygin olarak
g6zlenen G6PD varyant1 Gd-Akdeniz' dir (20).

Bu calismada amacimiz etanol verilen ratlarda alkol kaynakli serbest
radikallerin  G6PD enzim aktivitesi Uzerine olan zararli etkileri ve antioksidan
Ozellikteki quercetinin bu zararl etki Gzerine olan koruyucu etkisinin arastirilmasidir.

Calismamiz G6PD enzim aktivitesi eritrositlerde calisildi, G6PD enzim
aktivite tayini spektrofotometrik olarak Modifiye Zinkham Metodu ile ¢aligildi (63).
Calismamizda eritrosit G6PD enzim aktiviyesinde kontrol grubu ile alkol grubu
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,001). Bu farliligin nedeni
alkol grubunda alkol derive serbest radikallerin eritrosit G6PD enzim aktivitesini
inhibe etmesidir. Kontrol ile alkol + quercetin grubu arasinda istatiksel olarak
anlamlt bir fark bulunamamistir (p=0,384). Bunun nedeni de akolin indukledigi
ROS olusumunda quercetinin bu Urinlerin zararli etkilerini  detoksifiye etmede
basaril1 oldugunu gostermektedir. Alkol grubu ile quercetin grubu arasinda da
istatiksel olarak anlamli bir farklilik bulundu (p<0,001). Bunun nedeni ise alkol
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grubunda eritrositler ROS urdnlerinin zararl etkilerine maruz kalmasidir. Quercetin
grubunda ise ROS drlnlerinin detoksifiye edilmesi ile basarilmistir. Quercetin ile
kontrol grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir farlilik bulunamamstir
(p=0,704). Bu dabize kontrol grubunun ¢alisma siiresince herhangi bir oksidan strese
maruz kalmadigini gostermektedir. Alkol grubu ile quercetin + alkol grubu arasinda
istatiksel olarak anlaml1 bir farklilik gorildi (p<0,001). Bu sonug bize alkol kaynaklt
olan ROSun zararli etkilerine karsi quercetinin koruyucu etkisinin oldugunu
gogtermekte ve bu zararli gjanlar1 ortadan kaldirdigimi, detoksifiye ettigini gosterir.
Tam kan GSH duizeylerinde gruplar arast anlamli bir fark bulunamad: (0,054).

Literatrde, akolin G6PD enzim aktivitesi Uzerindeki zarali etkisinin
antioksidan quercetin tarafindan detoksifikastonuyla ilgili ¢ok fazla calisma
bulunmamaktadir. Fakat mevcut ¢alismalarda bulgular bizim buldugumuz sonuglar
ile aym yondedir.

Buyukokuroglu  ve arkadaslarimin (61) 2002 yilinda yaprmis olduklar:
calismada alkolin G6PD enzim aktivitesi Uzerine etkisini invivo ve invitro olarak
incelemistir. Invitro inceleme icin 6rnekler insanlardan, invivo inceleme igin ise
ratlardan  saglanmustir. Invitro calismada G6PD enzim aktivitesinin eritrositlerde
etanol konsantrasyonunun artmasi ile paralel ve istatiksel olarak anlamli bir azalma
gbzlemlemislerdir. Etanol ile invitro galismadaki inhibisyon % olarak 1,3 ve 6. saatte
srasi ile %59, %40 ve %6 oramnda inhibisyon oldugunu rapor edilmis olup, aym
calisgmada etanol tUketimini takip eden bir saat icerisinde G6PD enzim aktivitesinin
maksimum inhibe oldugu ve bu inhibisyonun 3 saat sonra bile anlamli olarak devam
ettigini gozlemlemislerdir. Bu calismada etanoliin plazma pik seviyesi ve G6PD
enzim aktivitesinin maksimal inhibisyonu ve etanolin plazma yarilanma 6émra ile
inhibisyon arasinda korelasyon oldugunu rapor etmislerdir. Calisma sonucunda
etanoltin G6PD enzim aktivitesi Gzerinde hem invivo hem de invitro olarak inhibitor
etkisinin oldugu gorustni ileri sirmuslerdir. Etanolln invitro olarak eritrosit G6PD
enzim aktivitesinin potent bir inhibitord oldugunu ve etanolle indiklenen hemolize
neden olabilecegini rapor etmislerdir (61).

Tedesco ve arkadaslar1 (62) 2000 yilinda yapmis olduklar: ¢alismada kirmizi
sarap fenollerinin eritrositler Uzerindeki antioksidan 6zelliklerini arastirmiglardir. Bu
amagla insan eritrositlerinde H,O, ile indiklenen oksidasyona karsi kirmizi sarap
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fenollerinin etkisi arastirilmistir. ROS'un sebep oldugu hemoliz, methemoglobin
Uretimi ve lipit peroksidasyonun analizi yapilmistir. Ayrica ¢alismada myricetin,
epicatechin, rutin, quercetin ve resveratrol seviyeleri de olculmustir. Calisma
sonucunda kirmizi sarap fenollerinin invitro olarak normal insan eritrositlerinde
yiksek seviyesi oksidatif hasarin azaltiimasinda etkili oldugu bulunmustur. Bu
calismadaki veriler kirmizi sarap ekstratlarimin ROS un ¢Opgusi olabilecegi fikrini
ileri sirmiglerdir. Yapilan bu ¢alisma bizim calismadaki quercetinin ROS un zararli
etkileri Gzerine olan koruyucu etkisi ile uyumludur (62).

Terao ve arkadaslarinin (41) 2001 yilinda yapmis olduklar: ¢alismada sigara
tar-extrati ile indiklenen eritrosit yap1 bozuklugu Gizerine quercetinin koruyucu etkisi
arastirmiglardir. Quercetinin aglikon etkisinin bilinmesi ve onun bir metaboliti olan
guercetin-3-O-B-D glukronid sigara tar-extrat1 ile indtiklenen eritrosit yap1 bozuklugu
ile iliskilendirilmisdir. Mikrokanal cihazi ile eritrositlerin gecis zamam eritrosit
deformabilitesinin indeksi olarak verilmistir. Q3GA 10 pM konsantrasyonunda
eritrosit gecis zamanim disirdigi ve aym konsantrasyonda Q3G gecis zamanini
etkilemedigi, G3GA’nin etkisi Q-aglikondan daha guclii olmasina ragmen eritrosit
deformabilitesini arttirdigim gostermislerdir. Eritrosit stispansiyonundaki  %60,25
etanol solusyonu kullanilarak yapilan calismada eritrosit gegis zamaninin kontrolden
daha dusik olmadigi gosterilmistir. Bu sonug quercetinin etanolin etkisinden
bagimsiz olarak eritrosit deformabilitesini arttirma kapasitesine sahip oldugu,
quercetin-aglikon  eritrosit  deformabilitesinin bozuklugunu  membran  lipit
peroksidasyonunu baskiladigi, ayni etki Q-3-O-B-D glukronid ile de bulundugu rapor
edilmistir. Fakat bunun etkisinin Quercetin-aglikondan daha az oldugu ve bdylece
sigara i¢cimi sonucunda olusan ROS zararli etkileri quercetinin toplayica etkisi ile
korundugunu rapor etmislerdir. Sonug olarak quercetinden bir besin alimi sigaraigimi
ile olusan eritrosit membran bozukluguna karst korumada yararli olabilecegi,
guercetinin lipit peroksidasyonu Uzerindeki koruyucu etkisi bizim calismamiz ile
uyum icerisindedir (41).

Tyulina ve arkadaslarimin (63) 2000 yilinda yapmus olduklar: ¢calismada etanol
metabolizmasinin eritrosit hemolizini etkileyip etkilemedigini arastirmiglardir. Bu
amacla etanol ve etanol metabolizmasinda ortaya cikan asetaldehdin tavsan
eritrositlerindeki hemolitik stabilitesini karsilastirmislardir. Etanol ve eritrostlerin
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normal inkibasyonu hem asidik hemde oksidatif hemolizle kolaylastirilmstir.
Asetaldehit eritrositlerin benzer destabilize edici etkisini sadece oksidatif hemolizde
kullamlmigtir. Etanoliin destabilize edici etkisi asidik, fakat oksidatif olmayan
durumlar atinda CAT ile inaktive olan eritrositlerde gozlenmis, bu etanolin
astaldehide oksidasyonunun destabilize edici etkisi sadece oksidatif hemoliz
durumlarinda gzlemlemislerdir. ki hemoliz 6lgtimiinde de etanol preinkiibasyonu T-
max’1n rediksiyonu ve %max’'in artmasint etkiledigi bulunmustur. Her ikisi de
azalmg eritrosit stabilitesini gosterdigi, etanol ile preinkiibasyondan sonra her iki tip
hemolizde T-max'in anlamli olarak azaldigi ve %max’in da arttigi gosterilmistir.
Asetaldehit oksidatif hemolizde T-max'i azaltigi % max't  arttirdigim
gozlemlemislerdir. Buradaki sonuclar asidik ve oksidatif hemoliz mekanizmasindaki
farliliklarin yansimasim gosterdigi, ayrica bulunan bir diger sonug ne zaman eritrosit
CAT aktivitesi inaktive edilirse hiicreler tzerindeki etanoliin destabilize edici etkisi
halen asidik sartlar atinda meydana geldigi rapor edilmistir. Buda
destabilizasyonunun eritrosit katalazi ile etanol oksidasyonunun iligkili olmadigim
ileri sirtlmis ve eritrositler Uzerindeki etanoliin destabilize edici etkisi direk olarak
eritrosit membram veya diger hiicre kompenentleri ile birlikte olan metabolize
olmayan etanoliin interaksiyonu ile olabilecegi rapor edilmistir. Oksidatif hemoliz
durumunda bu calismadaki sonuclar yikanmamis eritrositlerin preinkiibasyondan
sonra etanolin destabilize edici etkisini gosterdigi ileri strdlmistir. Asetaldehit
Uretimi oksidatif durumlardaki hiicre stabilitesini azalmasim etkileyen bir faktor
olabilecegi dusunulmustir. Clnkl yikanmis hicrelerdeki asetaldehidin destabilize
edici etkisi gorulebililecegi sdylenmistir. Sonug olarak etanol ile indiklenen eritrosit
instabilitesi hiicre Uzerindeki metabolize olmayan etanollin etkilerinin ve eritrosit
CAT tarafindan asetaldehide oksidasyonunun kombinasyonu ile meydana
gelebililecegi  dusuntlmustdr. Alkoltn eritrositler Gzerindeki zararli etkilerinin
incelendigi bu ¢alisma bizim bulgular ile uyum icerisindedir (63).

Lindh ve arkadaslar1 (64) 1997 yillinda kronik etanol alimindan sonra lipit
peroksidasyonuna rat eritrositlerinin hassasiyetini arastiran bir ¢calisma yapmuslardir.
Bu amacla 2 aylik ve 7 aylik erkek Wistar ratlar etanol iceren sivi diyeti ile kronik
olarak beslendikten sonra eritrositlerin eritrositlerin lipit peroksidasyonuna olan
hassasiyeti TBARS Urlnleri olarak gibi ol¢tlmastir. Dustk alkol tiketiminin bir
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kisminda eriskin ratlar etanol ile muameleden cok etkilendigi rapor edilmistir.
Eritrosit membranlar1 alkolik hayvanlarda hazirlanmistir.  Bunlar kontrol ratlarina
gore lipit peroksidasyonuna daha hassas oldugu, daha fazla etkilendigi gbzlenmistir.
Her iki yas gruplarinda lipit analizi benzer sonug farkliliklarr gosterdigi; i) artrms
kolesterol fosfolipit molar oram yiksek kolesterol igeriginden meydana geldigi,
dustk membran akigkanligim ve invitro etanol ile meydana gelen bozukluklarin
yuksek toleransimt igerdigini  gostermislerdir. ii) Ozellikle fosfolipit ansature
yagasitlerinin artmasi bu fosfolipit yapisinin disfonksiyonu , etanol grubu i¢in de PE
(fosfatidiletanolain)’ nin artmasi ve azalmasi ile ve PS (fosfatidilserin) seviyelerinin
azalmas: ile karakterize oldugu rapor edilmistir. Ustelik anyonik fosfolipitlerinin
anlaml1 artislar1 eriskin grubunda tespit edilebilecegi fikri ileri sirilmustur. Etanol ile
muamele edilen yash ratlar peroksidasyonundan daha fazla etkilendigi gortlmstr.
Lipit peroksidasyonu her iki grupta da kontrole gore daha yuksek bulunmustur.
Eritrosit fosfolipitlerinin asil yag asidi bilesimi yas tarafindan diizenlenmedigini ileri
sirdlmustir. Etanol ile muamele edilen ratlarda palmitik ve oleik asitlerde dustkl ik
ve arasidonik asitte yukseklik gozlemlemislerdir. Sature/poliansature yag asit
oramnmn azaldigim gosterdigini ve bunun daha cok eriskinlerde gozlendigi rapor
edilmistir. Yagsl eritrostlerin lipit peroksidasyonuna olan hassasiyeti onlarin yiksek
fosfolipit igerikleriyle iliskili odugunu ileri sirmuslerdir. Alkol polienlerin icerigini
Ozellikle polienoik asiti arttiridg: ileri sirdlmistir. Bu her iki yas grubunda da
polienle muamele edilen ratlarda gorulmustir. Fakat erigskinlerdeki sonuclar daha
anlaml1 oldugu gozlemlenmistir. Benzer sonuclar etanol ile iligkili kiltdr hiicrelerinin
ve hayvan dokularimin membranlarinda gozlenmistir. Membran lipit peroksidasyonu
aym zamanda kolesterol ve lipit icerigi ile iliskili oldugu ileri strGlmusttr. Etanol
diyeti ile beslenen ratlar lipit bilesiminin degisimini ve eritrosit membranlarimn lipit
peroksidasyonunun yasa bagli duyarlilig: ile iliskili olarak akiciligim degistirdigi ileri
sUrdlmustir (64).

Akkus ve arkadaglarinin (65) 1997 yilinda orta derecede alkol aliminin
plazma, eritrosit ve |okositte bazi antioksidan enzimlerin lipit peroksidasyonu tzerine
olan etkisini arastiran bir calisma yapmuslardir Igicilerin eritrosit lipit peroksidasyonu
kontrol gruplar ile karsilastirildiginda anlaml olarak (p<0,05) azaldigi bulunmustur
(MDA olcimi yapilarak). Giinde 140g’'dan daha az akol alanlarda anlamlilik
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bulunamamis ve bu gruba 140 g’ dan fazla alkol almasi saglanmustir (p<0,05). Plazma
GGT seviyeleri  kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli  olarak  arttig:
gordlmistdr (p<0,001). Aynm zamanda serum GGT seviyesi ve alkol miktar1 arasinda
anlamlt bir korelasyon gosterilmistir (p=0,01). Her iki grubun diger parametreleri
arasinda anlamli  bir farklilik olmadigi gorulmdstir. Antioksidan enzimlerin
aktivitelerinde artis olmaksizin eritrosit lipit peroksidasyonunun azaltilmas: bu
buluslar igin gerekli olan mekanizmay1 gosterdigi rapor edilmistir. Bu mekanizma da
eritrosit membramindaki lipit kompozisyonundaki degisiklik oldugu distntlmstdr.
Alkol grubu icin gunde 140 g'dan fazla alkol alanlarda kontrol grubuna gore lipit
peroksidasyonu anlamli olarak yiksek oldugu godzlenmis, icicilerin plazma lipit
peroksidasyon seviyeleri kontrol grubuna gore biraz daha yiksek oldugu, fakat bunun
anlamli olmadigr gordlmustir. Aynm zamanda |6kosit lipit peroksidasyonu ve
eritrositlerin SOD vaya GPx aktiviteleri arasinda anlamli bir farklilik olmadigi, diger
taraftan GGT aktiviteleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak yiksek
bulundugu ve ayni zamanda serum GGT seviyesi ile alkol miktar: arasinda anlamli
bir korelasyon oldugu rapor edilmistir. Sonug olarak alkol eritrositlerdeki lipit
peroksit Oretimini azalttigint ve bunun membran lipit bilesiminde degisiklikle
sonuclanabilecegi ileri surtlmistir. Lokostler alkolin bu etkisine daha direncli
oldugu rapor edilmistir. Bu calismada alkolin distk konsantrasyonlarda lipit
peroksidasyonuna sebep olmadigi bununda membranin lipit icerigi ile basarildig: ileri
sUrdlmustdr (65).

Pushpalatha ve arkadaslarinin (66) yapmis olduklar1 ¢calismada yas ve etanol
ile indiklenen oksidatif streste exersizin rat myokardiumundaki GSH Uzerindeki
etkisini arastirmiglardir. Rat myokardial GSH, GRx, GPx ve GST’'nin sipesifik
etkilerini yasa bagli olarak etanol ve eksersiz ile indiklenen oksidatif stres altinda
anlamli degisiklikler gosterebilecegi ileri sirilmistir. Bu calismada exersiz anlamli
olarak enzimlerin aktivitelerini inhibe ettigi, GRx, ve GSH’1n inhibisyonu etanol ile
induklenen oksidatif stres boyunca GSH sentezini azalttig: rapor edilmistir. Eksersiz
boyunca GPx’in artan aktivitesi hidroperoksitlerin detoksifikasyonunu arttirdigi, bu
durumun enzimin hidroperoksitleri ve lipit peroksitlerinin azaltiimasinda koruyucu
bir roli oldugu ileri sirdlurdlmistar. GST’'nin stimilasyonu  detoksifikasyon
islemindeki multifonksiyonel proteinlerin varligint isaret ettigi rapor edilmistir.
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Buradaki buluslar GSH metabolizmasindaki enzim aktivitelerindeki etanol ile
induklenen oksidatif strese bagli biyokimyasal degisiklikler oldugu ve bunlarin
ratlarda eksersiz ile birlikte anlamli olarak degistigi rapor edilmistir (66).

Aydin ve arkadaslarinin (67) 2002 yilindaki calismalarinda rat plazma ve
beyin dokusundaki antioksidan sistem Uzerindeki etanol etkisinin N-asetilsistein
(NAC) tarafindan indirgenmesi ile ilgili bir caligma yapmislardir. Bu galismaya gore;
kronik etanol tuketimi santral sinir sistemi (SSS)'ndeki oksidatif hasar1 indukledigi,
antioksidan 0zelligi olan NAC, SH dondri gibi davrandigi ve bunun GSH'in
rejenerasyonunda  baglantili oldugu ve hidroksil radikalleri ile birlikte direk
reaksiyona girebilecegi dusunulmistir. Buradaki sonuclar kronik etanol aliminin
istatiksel olarak MDA ve NO seviyelerinde artma SOD ve GSH seviyelerinde ise
azalma beyin dokusunda anlamli1 oldugu gosterilmistir (p<0,001). Eritrositlerde GPx
seviyesi azalmig, CAT  aktivites ise sadece beyin dokusunda azaldigi rapor
edilmistir. Sonu¢ olarak ROS'un en az etanol ile indiklenen beyin hicrelerinin
icerdigini ve NAC’1n rat plazma ve beyin dokusundaki oksidan ve antioksidan sistem
Uzerindeki etanollin toksik etkileri oldugu rapor edilmistir. Alkolin hem oksidatif
stresi indikledigi  hem de beyin gibi bircok dokudaki antioksidan aktiviteyi
indirgedigi rapor edilmistir (67).

Porta min (68) ratlardaki alkolik karaciger hastaliginda peroksidatif stresin
diyetsel modulasyonu isimli caligmasina goére; etanol ile beslenen ratlar yagdan
zengin karbohidrattan fakir diyetin  hepatik patoloji ile degisiklikler lipit
peroksidasyonunu arttirdig: ve etanol toksisitesinden ¢ok diyetsel diyetsel farkliliklara
bagli oldugu distnulmuistir. Diyetsel yagin tipi ve mikter1 hepatik oksidatif stres ve
morfofonksiyonel reaktiviteleri modile ettigi ileri sirilmistir. Diyetsel Vit. E
oksidatif stresi veya lipit peroksidasyonunu modile etmesine ragmen kronik
alkolizmli farkli hayvan modellerindeki hepatik patolojik degisikliklerin gelismesini
etkilemedigi, daha onceki ratlarda yapilan calismalar fazla miktarda etanol ile
beslenen ve diyetlerinde bircok miktarda lipotroplar, vitamin E ve mineraller alan
ratlarin hepatik peroksidanlarin gogunu anlamli olarak modtile etmedigi, fakat birgok
antioksidan  azalttigi rapor edilmistir ( vitamin E, ubikinoller ve GPx). Vitamin
E’deki dusik etanol seviyeleri hepatik TBARS'1 ve kemiliminesans: azalttigr ve
antioksidan faktorlerin bazilarin azalttig: ileri strdlmasttr. Halen hepatik prooksidan
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faktorleri etkilenmemis ve karaciger hasari tespit edilmemistir. Bu ve diger buluslar
diyetin tipi ve oksidatif strese bagli deneysel akolik karaciger hastaligindaki
oksidatif stresin kamtsal tespitinde anlamli bir heterojenik rol oynayabililecegi
dustnulmastar (68).

Fernandez ve arkadaslarinin (69) yapmis olduklar1 calismaya gore; elektron
tronsport zinciri molekiler oksijen tiketim Urtnlerinde oldugu gibi ROS Uretmekte
oldugu, aerobik solunum boyunca Uretilen slperoksit anyonu ve hidrojen peroksit
gecis metallerinin katilimt ile birlikte hidroksil radikallerinin prekirsori oldugu ileri
strdlmustar. Mitokondrideki GSH, H»O,'yi metabolize etmek igin sadece bir defans
oldugu sdylenmistir. Kronik etanol ile beslenen hicreler mitokondride tasiyici
GSH'1in sitozolden mitokonrial matrikse transportu icin gerekli olan tasiyicimin
detektif operasyonuna bagli olarak GSH’1 tukettigi ileri sirilmustar. Bu limiti alkolik
hepatositlerin sitokinler ve prooksidan etkilerinin etanoltin oksidatif metabolizmasi ile
Uretilmesini  etkiledigi, glutatyonun mitokondrial transporttaki selektif olarak
defektine bagli mekanizma mitokondrial i¢ membranin akiciliginin azalmas ile ve
kronik etanol tuketimi ile indiklendigi soylenmistir. SAM tedavisi ile bunun akiciligi
GSH’1in mitokondrideki kararli seviyelerini normallestirdigi ve bu etanoltin oksidatif
metabolizmasi ile olusan oksidatif stresle baglantili olabilecegi ileri strdlulmastur
(69).

Uzun ve arkadaslarinin galigmasinda (70), intragastrik olarak etanol verilen
ratlarda nitrik oksidin zararl etkilere kars1 L-NAME (nito-L-arginin metil ester)’in
koruyucu etkilerini arastirmislardir. L-NAME'nin etanol ile indiklenen karaciger
Uzerinde oksidatif stresin azaltiimasi ve antioksidan durumun arttirilmas: araciligi ile
koruyucu etkisini gostermis olabilecegi ileri strdlmastar (70).

Gumislt  ve arkadaglarinin  galismasinda (71) G6PD  eksikligi  olan
eritrositlerin antioksidan kapasitelerine bakmuglardir. Tum olgiimlerin hepsi oksidatif
stres yaratilmadan normal durumlarda dizenlenmis ve G6PD, SOD, CAT, GSHPX,
GSH ve GST seviyeleri ve eritrosit plazma TBARS seviyeleri 6lcilmistir. Her
gruptaki tim parametreler G6PD seviyelerini  anlamli  olarak ayiramacigi
gorilmistdr. Bu verilerden de yola ¢ikarak G6PD eksikligi olan bireylerin oksidatif
stresle karsilasmadiklar:  stirece normal durumlarim koruyabilecegini gosterilmistir
(72).
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Mee ve arkadaslarinin (72) etanol ile beslenen rat tedtislerinde aspartatin
koruyucu roliinii arastirmislar. Olclimler sonucunda testislerde doku TBARS
seviyelerinde artma, aspartat verilmesi ile de arttigi gozlenmistir. Buna ek olarak ALP
tedti ile karaciger fonksiyon testine bakilmis ve aspartat kullamminin oksidatif stres
Uzerinde azaltici etkisinin oldugu gozlemlemislerdir. Testis stoplazmasinda G6PD
aktiviteleri ve GST etanol ile muamele edilen ratlarda azaldigin1 gozlemlemislerdir.
Bu veriler peroksidasyon tzerindeki redoks ile iliskili koruyucu etkiler boyunca rat
testislerinde aspartatin etanol ile indiiklenen doku hasarina azalttigi bulunmustur (72).

Armutcu ve arkadaslariin (73) alkol aliskanligi olanlarda oksidan ve
antioksidan parametre diizeylerini arastirmislardir. MDA, NO, ksantin oksidaz, SOD
ve CAT aktiviteleri degerlendirilen ¢alismada alkol aligkanliginin eritrosit oksidan ve
antioksidan dengeyi etkiledigini bunun da lipit peroksidasyonu bagli olarak meydana
gelen bu degisikliklerin alkolle iliskili hastaliklar ve komplikasyonlardan
kaynaklanabilecegi ileri sirdlmustur (73).

Sonug olarak yapmis oldugumuz bu ¢alismada etanoltin eritrosit G6PD enzim
aktivitesi Uzerinde zararli bir etkisinin oldugu ve bu zararli etkinin ortadan
kaldiriimasinda antioksidan 6zellikteki quercetinin  basarili  oldugu sonucuna

varilmigtir.
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5. SONUC

Eritrogitler kemik iliginde kok hicrelerden olgunlasmalari esnasinda nikleus,
ribozom ve mitokondri gibi organellerini kaybederler ve dolasima saliverilirler.
Mitokondrileri olmadig: icin eritrositlerde enerji Uretimi gok sinirlicir. Oksidatif
fosforilasyon ve Krebs dongusi aktivitesi olmadigi igin enerji gereksinimini
glikolitik yoldan saglamaktadir. Oksidatif stress etkisinde olmayan eritrositte
glukozun %90 kadar1 Embden-Mayerhof yolu (anaerobik glikoliz) ile pirlvat ve
laktata parcalanmaktadir. Enerjisi tamamen glukoza bagli hicrelerden olan
eritrositlerde glukoz laktik aside metabolize olmakta ve net 2 ATP enerji
kazamlmaktadir. Eritrositlerin iyonik dengesinin saglanmas icin Na'-K*ATPaz
sisteminde, membran yapisimn deformasyon yeteneginin sirdurilmesinde ve
eritrositlerin bikonkav seklinin korunmasinda ATP seklinde enerjiye gereksinim
bulunmaktadr.

Heksoz monofosfat yolu (pentoz fosfat yolu) ile (NADPH) ve pentoz fosfatler
saglanmaktadir. NADPH Uretimi eritrositler igin hayati 6nem tasimaktadir. NADPH
eritrositlerde  GSH metabolizmasinda rol oynamektadir.  Molekiler oksijen,
membran lipitlerinden aktivitesi yiksek peroksitler olusmaktadir. Cok az miktarda
glukozun kullamldigi pentoz fosfat yolunda oksidatif basamakta G6PD enzim
aktivitesi ile Uretilen NADPH, eritrositin oksidatif hasara karsi korunmasinda
kullanilmaktadir. Alkolin metabolizmas: sirasinda ROS olusumu artmakta ve
eritrositler bu zararli gjnlarin etkilerine maruz kalmaktadir. G6PD enzim aktivitesi
azalmakta ve yeteri miktarda NADPH uretilememektedir. Bunun sonucunda da
okside glutatyon indirgenememekte ve ROSun bu zararli etkileri ortadan
kaldirillamadig: icin eritrosit membran bitanligl bozulmakta ve bu da hemolizle
sonuclanamaktadir. Ancak bu zararli gjanlarin etkileri ortadan kaldirilir ise hticre
normal yasantisina devam edebilir ve dokulara oksijen tasiyabilir. Bizde
calismamizda antioksidan Ozellikteki quercetinin bu zararl etkilere karsi eritrosit
Uzerindeki koruyucu etkisini arastirdik. G6PD enzim aktivitesi quercetin grubunda
alkol grubuna gore anlaml1 olarak yiksek bulduk. Enzim aktivitesi kontrol grubunda
alkol grubuna gore anlamli olarak ytksek bulundu. Kontrol grubu ile alkol+quercetin
grubunda ise anlaml1 bir farklilik gbzlenmedi. Enzim aktivitesinde alkol+quercetin
grubunda alkol grubuna gére anlamli olarak yiksek bulunmustur.
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Calismamizda bulmus oldugumuz bu sonuglar siginda  amag¢ kisminda
deginilen hedeflere ulasidigimt yani  alkolun indikledigi karaciger harabiyetinde
quercetinin eritrosit G6PD enzim aktivitesi Uzerinde koruyucu rolunin oldugunu

gorduk.
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