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Bu tezin kendi c¢alismam oldugunu, planlanmasindan yazimina kadar hicbir
asamasinda etik digi davramigimin olmadigini, tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik
kurallar i¢inde elde ettigimi, tez ¢calismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklar1 kaynaklar listesine aldigimi, tez ¢alismast ve yazimi sirasinda
patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini beyan ederim.
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TESEKKUR

Hekimlik mesleginin 6grenilmesi ve uygulanilmasinda belki en 6nemli donemlerden biri olan
uzmanlik egitiminin sonuna gelmis bulunuyorum. Zorlu, egitici, bir ¢ok tecriibe edindigimiz
ve act tath hatiralann ile eglenceli sayilabilecek bu donemde bana her tirli bilgi ve
tecriibelerini aktaran, insani ve ahlaki yonleriyle 6rnek olan anabilim dali bagkanimiz degerli
hocam Prof. Dr. Mehmet Rusen Diindaréz'e,

Uzmanlik egitimim boyunca ve tez ¢alismam sirasinda kendisinden bilgi, tecriibe, insani ve
ahlaki olarak ¢ok sey 6grendigim, degerli fikirleriyle bana yol gdsteren, sabirla ve hosgoriiyle
bilgi ve becerilerini paylasan, tez danismanim, degerli hocam Dog. Dr. Selim Gokge'ye,

Biyokimyasal parametrelerin degerlendirilmesinde ve fikirleriyle destegini esirgemeyen
degerli hocam Prof. Dr. Abdurrahim Kogyigit'e,

Biyokimyasal testlerin ¢alisiimasi ve degerlendirilmesinde biiyiik bir 6zveri ile ¢calisan degerli
dostum Eray Metin Giiler'e,

Uzmanlik tezimin istatistiklerinde benden yardimmi esirgemeyen degerli dostum Ali
Toprak'a,

Egitimim boyunca kendilerinden bilgi, tecrilbbe ve insani olarak ¢ok sey Ogrendigim ve
kendileri ile g¢aligmaktan mutluluk duydugum tiim degerli hocalarima, uzman abi ve
ablalarima,

Egitimim boyunca birlikte ¢alistigimiz, zor giinlerimizde birbirimize destek oldugumuz ve ac1
tatli hatiralarimizin oldugu degerli asistan arkadaslarima,

Klinigimizde 6zverili bir sekilde ¢alisan tiim hemsire, sekreter ve personellerimize,

Insani ve ahlaki olarak ilk egitimimi aldigim, sevgi ve destekleriyle bugiine gelmemde ¢ok
biiyiik katkilar1 olan degerli aileme,

Evlendigimiz giinden beri her zaman sevgiyle ve sabirla beni destekleyen, kendisiyle hayatin
anlamin1 yeniden kesfettigim cok kiymetli esim Cansu'ya ¢ok tesekkiir eder, saygilar sunarim.



OZET

Amac: Demir eksikligi tiim diinyada en sik goriilen nutrisyonel eksiklik olmasi nedeni ile bir
cok iilkede 4. aydan itibaren demir profilaksisi uygulanmaktadir. Ancak bu uygulama ile
demir profilaksisine ihtiyac1 olmayan bebeklere de demir profilaksisi verilmektedir.
Calismamizda demirin gereksiz aliminin deoksiriboniikleik asit (DNA) ve oksidan sistem

lizerine etkisinin aragtirilmasi amaglanmistir.

Metod: Ulkemizde "Demir gibi Tiirkiye" projesi ile 4 aylik tiim bebeklere demir profilaksisi
baslanmaktadir. Calismamiza 6 ayin1 doldurmus sadece anne siitli alan saglikli bebekler dahil
edildi. Son 2 aydir demir kullanan bebekler 1. grup, cesitli nedenlerle demir kullanmamig
bebekler 2. grubu olusturdu. Anemi ve kan demir parametreleri, DNA hasar1 ve oksidan-
antioksidan aktivite seviyesini belirlemek i¢in bebeklerden kan Ornekleri alindi. Bebekler
demografik faktorler, demir eksikligi, demir eksikligi anemisi, DNA hasar1 ve oksidan-

antioksidan aktivite diizeyleri yoniinden karsilastirildi.

Bulgular: Arastirmaya demir profilaksisi alan otuz sekiz, profilaksi almayan yirmi alt1 vaka
dahil edildi. Vakalarin 31'i erkek, 33 tanesi kiz idi. Bagvuru aninda 1.grup ile 2. grubun
ortalama agirhiklar1 (8148+894 gr vs 81731024 gr p=0,918), hemoglobin degerleri
(11,33+0,789 g/dl vs 11,08+0,966 g/dl p=0,261) ve ferritin (33,1 (7,6-237) ng/ml vs 30,4
(1,8-124) ng/ml p=0,505), demir (45,5 (23-127) ug/dl vs 51,5 (18-124) ug/dl p=0,738), demir
baglama kapasitesi (317,13+44,06 ug/dl vs 337,92+76,84 ug/dl p= 0,228), transferrin
(258,36+39,8 mg/dl vs 275,84+61,3 mg/dl p=0,218) degerleri istatiksel olarak anlamli degildi.
1. grupta DNA hasar1 (41.05 vs 27,78 p=0,000) ve oksidan aktivite seviyesi (12,47 vs 10,75
p=0,000) yiiksek saptand.

Sonug¢: Alt1 aylik bebeklerde demir profilaksisi alimi ile DNA hasar1 ve oksidan stresin arttigi
goriilmektedir. Bu nedenle demir desteginin demir damlalar1 yerine diyetin demirden

zenginlestirilmesi yoluyla saglanmas1 daha uygun bir segenek olabilir.

Anahtar Sozciikler: Demir eksikligi anemisi, Demir profilaksisi, DNA hasari, Oksidatif

stres, Siit ¢ocugu



ABSTRACT

IRON PROPHYLAXIS INCREASES DNA DAMAGE AND OXIDATIVE STRESS AT
6 MONTHS AGE.

Objective: Many countries start iron prophylaxis for all infants at 4 months of age. However,
some infants may not need iron prophylaxis. This study aimed to investigate the effects of

iron prophylaxis on deoxyribonucleic acid (DNA) and oxidant system.

Methods: In our country, all infants start iron prophylaxis at 4 months old according to the
"Iron-like Turkey" project. Infants at 6 months of age are included in the study. Group 1 was
composed of infants under iron prophylaxis. Infants not under iron prophylaxis are enrolled in
Group 2. Groups are compared in respect to epidemiologic features, anemia indices, iron

parameters, DNA damage and oxidant-antioxidant activity.

Results: Thirty-eight infants recieved iron prophylaxis and twenty-six infants did not recieve
iron prophylaxis. Thirty-one were male and thirty three were female. The average weight did
not differ between groups (8148+894 gr vs 8173+1024 gr p=0,918). Hemoglobin and blood
iron levels did not differ between groups. Hemoglobin (11,33+0,789 g/dl vs 11,08+0,966 g/dl
p=0,261), ferritin (33,1 (7,6-237) ng/ml vs 30,4 (1,8-124) ng/ml p=0,505), blood iron level
(45,5 (23-127) ug/dl vs 51,5 (18-124) ug/dl p=0,738), iron binding capacity (317,13+44,06
ug/dl vs 337,92+76,84 ug/dl p= 0,228), transferrin (258,36+39,8 mg/dl vs 275,84+61,3 mg/dl
p=0,218). Compared to Group 2, Group 1 had significantly higher DNA damage (41.05 vs
27.78 p = 0.000) and oxidant activity (12.47 vs 10.75 p = 0.000)

Conclusion: Iron prophylaxis results in significant DNA damage and oxidative stress in six
month old infants. Dietary enrichment of iron instead of iron drops may be a more appropriate

option for iron supply.

Key Words: DNA damage, Infant, Iron deficiency anemia, Iron prophylaxis, Oxidative stress
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KISALTMALAR

AAP : American Academy of Pediatrics (Amerika Pediatri Akademisi)
DcytB : Duodenal sitokrom B

DEA : Demir eksikligi anemisi

DMT-1: Divalent Metal Transporter 1

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

ESPGHAN: The Eurpoean Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology and Nutrition
(Avrupa Pediatrik Gastroenteroloji, Hepatoloji ve Beslenme Toplulugu)

Fe : Demir

IRE : Iron-response elements

IRP : Iron-response proteins

NTBI : Non Transferrin Bound Iron

OSI :Oksidatif Stres indeksi
TAS : Total Antioksidan Seviye

TfR : Transferrin reseptorii

TOS :Total Oksidan Seviye



1- GIRIS VE AMAC

Demir diinyada en yaygin bulunan element olmasina karsin, eksikligi en sik goriilen
nutrisyonel besin maddesidir ve 6zellikle gelismekte olan iilkelerde 6nemli bir halk sagligi
sorunudur. Diinya Saglik Orgiitii’'niin (DSO) 2008 de yaymladig rapora gore tiim diinyada
anemi prevalansi okul 6ncesi ¢ocuklarda % 47.4, okul ¢agi ¢ocuklarinda, %25.4, hamile
bayanlarda %41.8, hamile olmayan bayanlarda %30.2 saptanmistir. DSO’ye gore bir
toplumda demir eksikligi anemisi prevalanst < % 4.9 ise sorun yoktur; %5.0-19.9 arasinda ise
hafif, %20.0-39.9 arasinda ise orta, > % 40.0 ise agir bir halk sagligi sorunu olarak
degerlendirilmektedir. Okul Oncesi ¢ocuklarda anemi prevalansi ilkelere gore
degerlendirildiginde Afrika'da %67,6 Amerika'da %29,3 Giiney-Dogu Asya'da %65,5
Avrupa'da %21,7 Akdeniz'in dogusunda %46,7 Pasifik batisinda ise %23,1 dir. Ulkemizde ise
bu oran % 32,6 dir (Sekil 1) [1]. Ozellikle gelismemis ve gelismekte olan iilkelerde anemi
prevelansi daha yiiksektir.

Bir yeni dogan bebek 37 ile 42. gestasyon haftasinda 2500 ile 4000 gr agirhginda
dogmus ise saglikli term bir bebek olarak degerlendirilir. Saglikli bir bebegin biiyiimesi boy,
kilo ve bas cevresinin yasa uygun biiylime egrileri yardimi ile izlenir. Bu biiylime bebegin
endojen besin deposuna ve disaridan alinan anne siitii veya formiila mama ile beslenmesine
bagldir. Diinya Saglik Orgiitii'niin onerisiyle ilk 6 ay sadece anne siitii ile bebegin beslenmesi

biiylime ve gelisme igin yeterlidir [1].

Demir; protein sentezi, oksijen taginmasi, elektron transportu, hiicre solunumu ve pek
¢ok enzimin yapi ve islevinde gorev alan, yasam i¢in ¢ok Onemli bir besin 6gesidir.
Eksikliginde sadece anemi degil, istahsizlik, halsizlik, sik hastalanma, sinir sistemi
islevlerinde bozuklular, psikomotor gelisimde gerilik gibi bir ¢ok klinik tablo ortaya ¢ikabilir
[2]. Demir kullanimina bagl ise halsizlik, istahsizlik, kabizlik, ishal, asir1 gaz ve huzursuzluk
gibi yan etkiler goriilebilecegi gibi demir eksikligi olmamasina kargin gereksiz olarak demir
alinmasi ile de serbest radikaller olusabilecegi ve bu serbest radikallerin lipit yapi, protein ve
DNA'da hasar gelistirerek hiicre apoptozisini tetikleyebildigini gosteren ¢alismalar mevcuttur
[3, 4].



Ulkemizde demir eksikligi anemi prevelans1 % 32.6 ile orta seviyededir [1]. Bunda
anne siitiiniin DSO’niin énerisi dogrultusunda 6 ay boyunca kullanilmamasi, 6. aydan sonra
demirden zengin ve biyoyararlanimi yiiksek kirmizi et gibi tamamlayici beslenmeye
gecilememesi, ¢ocuk beslenmesinde demir emilimini engelleyen ¢ay ve fitat igeren besinlerin
tiiketimi gibi diyetle iligkili faktorler ve dogumda demir depolarinin yetersiz olmasi (diisiik
dogum agirligi, dogumda plasental kan gecisi tamamlanmadan umblikal korda miidahale

nedeniyle) gibi faktorler rol oynamaktadir [5].

Sekil 1: Okul 6ncesi ¢cocuklarda anemi prevelansi
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Geligmekte olan bir lilke olmamiz ve demir eksikliginin sik goriilmesi nedeni ile saglik
bakanlig1 tarafindan 2004 yilinda "Demir gibi Tiirkiye Projesi Genelgesi" hayata gecirilmistir.
Bu genelge ile toplumun demir yetersizligi konusunda bilinglendirilmesi, bebeklerin ilk 6 ay
anne siitii almasinin ve 6. Ayin sonunda uygun ve yeterli miktarda ek besine gegilerek,
emzirmenin 2 yasina kadar siirdiiriilmesi, 4-12 ay arasi her bebege profilaktik amagl ticretsiz
demir destegi saglanmasi, 13-24 ay aras1 anemisi olan bebeklere demir tedavisi verilmesi
amaclanmistir [6]. Gelismis tilkelerde demir eksikligi daha az goriilmektedir. Bu iilkeler igin
Avrupa Pediatrik Gastroenteroloji, Hepatoloji ve Beslenme Topulugu’nun (ESPGHAN)
onerisi su sekildedir. Siit ¢ocuklarinda herhangi bir saglik problemleri yok ve anne siitii ile

besleniyorlarsa demir profilaksisine gerek olmadigi ve 6. aydan itibaren demirden zengin



tamamlayici beslenme Onerilmektedir. Formula ile beslenen ya da diisiikk dogum agirlikli olan
cocuklarin ise diyetlerinde demir destegi onerilmektedir [7].

Gelismemis ve gelismekte olan iilkelerde demir destegine ihtiyaci olmayan, ancak
profilaksi amagli demir destegi alan saglikli bebeklerin bu durumdan nasil etkilendigi
bilinmemektedir. Bu ¢alisma tibbi olarak demir desteginin oksidan aktivitede artisa ve DNA
hasarma neden olabilecegi ve demir desteginin tibbi olarak degil diyetin diizenlemesi ile
verilmesinin daha uygun olabilecegi hipotezine dayanarak planlanmistir. Bu ¢alismada anne
siitii alan 6 aylik saglikli bebekler demir destegi alma durumuna gore ikiye ayrildi. Dort aylik
iken demir destegi alan saglikli bebekler ile demir destegi baslanmamis saglikli bebeklerin

kan demir depolari, oksidan aktivite diizeyleri ve DNA hasar miktarlari karsilagtirilmistir.



2- GENEL BILGILER

2.1 Demir
Demir insan viicudunda en yaygin bulunan elementtir ve Fe*? <> Fe*® seklinde ¢ift

yonlii redoks aktivitesi nedeniyle bir ¢ok metabolik olayda demir 6nemli rol oynar. Hiicrelere
oksijen transportunun saglanmasi, enerji metabolizmasi ve DNA sentezi gibi yasamsal
islevlerin hemen tiimiinde kullanilir. Merkezi sinir sisteminin gelisiminde, sinir hiicresi
miyelinizasyonu, sinir hiicrelerinin farklilasmasi ve enerji metabolizmasi ile nérotransmitter
fonksiyonlarinda rol alir. Bununla birlikte uygun sartlar olustugunda ( serbest demir olusmasi,
aerobik ortam ) demirin toksik etkileri gelisir, serbest radikaller olusur ve hiicre 6liimii, DNA
hasar1 gibi etkiler ortaya ¢ikabilir [8]. Bu nedenle demirin viicuttaki dengesi ¢ok iyi sekilde

diizenlenmelidir.

2.1.1 Demirin Fonksiyonlari

Demir viicudumuzda bir¢ok metabolik olayda rol almaktadir.

e Eritrosit igerisinde hemoglobin yapisinda bulunarak tiim viicuda oksijen tasinmasinda
rol alir.

e Mpyoglobin igerisinde bulunarak kas icerisinde oksijen depolanmasini saglar.

e Demir-siilfir kompleksi iginde yer alarak mitokondriyal solunumda enerji
tiretilmesinde ve elektron transferinde rol alir.

e DNA sentezi esirasinda riboniikleotid rediiktaz fonksiyonu igin zorunlu olarak

bulunmasi gerekir.

Tablo 1'de demirin islevleri goriilmektedir [9].

Eriskin insan viicudu toplamda 3-4 gr kadar demir igerir. Tiim viicuttaki demirin %60-
70 kadar1 ( 2 - 3 gr ) hemoglobin yapisinda, %10'u myoglobin yapisinda, %20-30
kadar1 depo olarak karaciger ve makrofajlarda bulunur. Kalan %1 i demir i¢eren enzim

yapisinda ve ancak %0.2 si plazma transport havuzunda (transferrin) bulunur [9].



Tablo 1: Demirin iglevleri

Demir igceren protein " Islevieri

Hem Proteinleri

Hemoglobin Oksijenin taginmasi

Myoglobin Oksijen depolanmasi

Hem Enzimleri

Sitokroma, b, ¢ Solunum zincirinde elektron transferi

Sitokrom C oksidaz Mikrozomal islevler

Sitokrom P450 + b5 Ksenobiyotiklerin Faz1 biyotransformasyonu

Dcytb Duodenal enterositlerdeki ferrirediiktaz yapisinda
yer alir

Katalaz Hidrojen peroksit yikiminda gorevli

Peroksidaz Peroksit yikiminda gorevli

Myeloperoksidaz Notrofillerin bakteriyosit etkisinde gorevli

Sulfite oxidase Siilfitin siilfata dongiisiinde gorevli

Triptofan 2,3-dioksijenaz Piridin metabolizmasinda gérevli

Iyodaz (iyodoperoksidaz) Iyot doéngiisiinde gorevli ( Tiroid)

Hem Dis1 Demir Enzimleri

Riboniikleotid rediiktaz | DNA sentezi

Demir Siilfiir Proteinleri

Akonitaz Oksidatif fosforilasyon ve

Izositrat Dehidrogenaz sitrik asit dongiinde gorev alir.

Stiksinat Dehidrogenaz
NADH Dehidrogenaz

Aldehit Oksidaz

Aldehitin karboksilik asite dongiisiinde gorevlidir.

Ksantin Oksidaz Hipoksantin-iirik asit dongiistinde gorevlidir.
Fenilalanin Hidroksilaz Katekolamin, nérotransmitter ve melanin
Tirozin Hidroksilaz sentezinde gorevlidir

Triptofan Hidroksilaz

Pirolil Hidroksilaz Kollajen sentezinde gorev alir

Lizil Hidroksilaz

2.1.2 Demir emilimi

Dogada en yaygin element olan demir, emilimi diisiik oldugu i¢in eksikligi en sik
goriilen besin maddesidir. Vejetaryen diyet ile beslenenlerde demir kompleks bir yapidadir,
¢ozlinmez ve emilimi zayiftir. Et, kiimes hayvanlar1 ve baliklardan alinan demirin emilimi ise
yiiksektir.

Diyette demir hem ve non-hem olmak tizere iki farkli formda bulunur [10]. Besinlerle

alman demirin %90 kadart non-hem demiridir. Non-hem demirin ancak %75’i emilir ve



non-hem demir gidalarda Fe*® kompleksler seklinde bulunur, emilimi diyetteki faktdrlerden
ve kisinin viicudundaki demir durumundan etkilenir. Hem demiri ise yliksek emilim oranina
sahip olup, diyetteki faktorlerden daha az etkilenir. Hem demiri diyetle alinan demirin %10
kadaridir, ette bulunur ve yaklasik %25-%30 u emilir [11].

Non-hem demir ¢ogunlukla Fe™® formundadir ve enterositlerden DMT-1 (Divalent
Metal Transporter 1) protein araciligi ile emilir. DMT-1 enterositlerin firali kenarinda
bulunan transmembran protein igeren bir integral proteindir (12 domain bulunur). Demirin
emilebilmesi icin Fe *? formunda olmasi gerekmektedir. Duodenal enterositlerin apikal
yiizeyinde bulunan duodenal sitokrom B (DcytB) enzimi ile (ferrirediiktaz aktivitesi ile)
Fe*® formu Fe* formuna déniistiiriiliir ve DMT-1 aracihig1 ile emilir (Sekil 2) [12].

Hem demiri Fe*? formdadir ve duodenuma geldiginde heniiz tam olarak
tanimlanamayan ayr1 bir reseptor araciligi ile (heme transporter) enterosit ig¢ine alinir ve
daha sonra hem oksijenaz enzimi ile serbestlesir [10].

Anne siitii alan bebeklerde ise durumun biraz daha farkli gelistigi ileri stiriilmektedir.
Anne siitii non-heme demir igerir. Non-heme demir DMT-1 araciligi ile enterosit igine
alindig1 gibi laktoferrin baglayan ayr1 bir reseptor araciligi ile de enterosit igine

alinabilmektedir (Sekil 2) [13].

Sekil 2: Neonatal donemde demir emilimi

Liimen Enterosit Plazma

Ferroxidase

- Fe**
Y Fe

Fe?*

Ferroxidase
(hephaestin)

i
Fe3*

e

Kaynak: Collard KJ: Iron homeostasis in the neonate. Pediatrics 2009, 123(4):1208-1216



Demir enterosit i¢ine alindiktan sonra ya enterositin bazolateral membranina ulagip
dolagim yoluyla viicuda alinir ya da enterosit i¢inde depolanir. Viicutta demire ihtiya¢ oldugu
durumda enterosit i¢indeki demir ferroportin proteini araciligi ile dolasima geger. Ancak
demirin plasmada taginabilmesi i¢in Fe*? formundan Fe*® formuna cevrilmesi gerekmektedir.
Bu doniisiim hephaestin ve seruloplasmin proteinleri araciligi ile ve ferrooksidaz aktivitesi
ile saglanir. (Sekil 2) Olusan Fe*® transferrine baglanarak dolasima geger ve plazmada tasinur.
Enterosit hiicreleri 2-5 giin i¢inde yenilenir. Bu hiicreler i¢indeki demir de enterosit hiicreleri
ile birlikte epitelyal yiizeylerin deskuamasyonu ile giinde 1-2 mg scklinde kaybedilir,
icerdikleri demir plasmaya geri emilemez [14].

2.1.3 Demirin hiicrelere tasinmasi ve depolanmasi

Cok diisiik miktarda serbest demir bile viicudumuz igin toksiktir. Bu sebeple demirin

taginmasi ve depolanmasinda birbirinden farkli proteinler gorev alir.

Transferrin proteini, apotransferrin olarak hepatositlerde sentezlenir, 2 demir atomu
baglama bolgesi bulunur ve yalnizca Fe * iyonu ile baglanir. Toplam viicut demirinin ancak
% 0.1’i plazmada bulunur ve tamamma yakini transferrine baghidir. Apotransferrin-Fe*
kompleksi transferrin olarak adlandirilir ve bikarbonat varliginda demir ile baglanabilir.
Bagirsaklardan emilen demirin kemik iligi, karaciger ve diger tiim gerekli dokulara
tasinmasindan sorumludur. Hedef dokuya transferin reseptor aracili endositozla hiicre igine
alimir, lizozom ile birlesir ve asit pH da demir transferrinden ayrilir. Geriye kalan
apotransferrin-reseptér kompleksi hiicre membranina geri doner. Apotransferrin yeniden
plazmaya karigsarak demir baglamak iizere dolasima katilir. Transferrin reseptori ise hiicre
membranindaki yerini alir. Normalde transferrin proteini demir baglama kapasitesinin %30'u
ile demire baglanmistir [9, 15]. Transferrinin hiicre yiizeyinde baglandigi iki reseptor TfR1 ve
TfR2 dir. TfR1 tiim hiicre yiizeylerinde bulunur ve transferrinin hiicre i¢ine alinmasindan
sorumludur. TfR2 ise hepatositlerde bulunur, transferrin saturasyonu i¢in bir sensor gorevi

gormektedir ve hepsidini kontrol ederek demir metabolizmasini diizenler [16, 17].

Ferritin; demirin hiicre iginde depolandigi proteindir. Dis yiiziinde bir kilif, i¢ kisminda
(FeOOH),, ¢ekirdegi olan bir molekiildiir. D1s yiiziindeki kilifin Fe*? iyonlarimin gegisi icin
gozenekleri meveuttur. Ferritin igine giren Fe*? iyonu FeOOH ile oksitlenerek Fe*® ¢ doniisiir

ve cekirdege eklenir. Bir ferritin molekiilii 3000-4500 kadar demir atomu baglayabilir. Diger



bir depo demiri ise hemosiderindir. Hemosiderindeki demir/protein orani, ferritinden
yiiksektir ancak igindeki demirin kullanilabilirligi, ferritinden ¢ok daha azdir. Asiri demir

depolanmasi ile seyreden hastaliklarda hemosiderin miktar1 artmaktadir [9, 15].

2.1.4 Demir regiilasyonu

Plazma demirinin temel iki kaynagi mukozal emilim ile gerceklesen diyet demiri ve
yaglanmig eritrositlerden ortaya ¢ikan ve yeniden kullanilan demirdir. Bagirsaklarda
gerceklesen mukozal emilim en 6nemli regiilasyon mekanizmasidir. Emilimin bu hiicresel
diizeydeki kontrolii demir depolarinin durumu, transferrin doygunlugu ve karacigerden

salgilanan hepsidinin etkisi ile olmaktadir [18].

Enterositlerden dolasima gegen demir transferrin ile tasinir. Transferrinin normalde
%30 u demir ile baglanmistir. Toplam viicut demiri, transferrin doygunlugu ile algilanir ve
hiicre diizeyinde regulasyon saglanir. Transferrinin hiicre i¢ine alinmasi demir metabolizmasi
ile iligkili proteinlerin posttranslasyonel diizenlenmesi ile gerceklesir. Bu posttranslasyonel
diizenlemeler demir yanit proteinleri ( iron-response proteins, IRP) ve demir yanit elemanlari
ile (iron-response elements, IRE) gerceklestirilir. IRE'ler ferritin ve transferrin reseptorlerinin
mRNA yapisinda bulunur ve IRP'ler i¢in baglanma bdlgesi igerir. Bu proteinlerin yapisinda
bulunan Fe-S bilesikleri hiicre i¢i demir diizeylerine duyarlidir. Hiicre i¢i demir diizeyi
azaldiginda IRP'ler ferritin ve TfR iizerindeki IRE'lere baglanir ve ferritin translasyonunu
baskilar, TR sentezi artar ve bdylece hiicre igine demir girisi artar. Ayrica IRE'ler ferritin,
ALAS2, mitokondriyal akonitaz, ferroportin, HIF-2a, B-APP, a-synuclein, TfR1, DMT1,
Cdc14A, MRCKa gibi demir diizenleyici veya hiicresel bir¢ok yolagin mRNA yapisinda
bulunurlar [8, 15].

TfR2 hepatositlerde transferrin saturasyonunu algilayan bir reseptordiir ve hepsidin
salgilanmasini diizenler. Kanda transferrinin doygunlugu arttiginda TfR2 uyarilir ve hepsidin
sentezi artar [17, 19]. Hepsidin sentezi plazma demir diizeylerinin ve dokulardaki demir
depolarmin artis1 ile uyarilir ve net etkisi plazmaya demir salinimini azaltmaktir. Etkisini
duodenal enterosit, makrofaj, hepatosit ve plasental sinsityotrofoblast hiicrelerindeki
ferroportin araciligi ile gergeklestirir [19, 20]. Ferroportin enterosit, makrofaj, hepatosit ve

plasental sinsityotrofoblast hiicrelerinden demir ¢ikisini saglayan en Onemli proteindir.



Hepsidin ile uyarildiginda hiicre duvarindaki ferroportin proteini azalir ve plazmaya demir

salinimi azaltilmis olur (Sekil 3) [14, 18].

Hepsidin ayn1 zamanda bir akut faz reaktanidir, plazma diizeyleri bakteriyel
lipopolisakkarit ve sitokin salgilanmasi (6zellikle 1L-6) gibi faktorlere yanit olarak artabilir.
Anemi ve hipoksi gibi durumlarda ise hepsidin sentezi baskilanir, hepsidinin enterositlerden
ve makrofajlardan demir salinnmini engelleyen etkisi ortadan kalkar, daha fazla demir

dolagima geger ve eritropoez i¢in kullanilir (Sekil 4) [14, 19, 20].

Sekil 3: Demirin plasmaya tagimnmasi

3 Dalak ve diger
\\ bélgelerdeki
makrofajlar

Hepatosit

Duodenum Kayp
Kaynak: Ganz T: Systemic iron homeostasis. Physiological reviews 2013, 93(4):1721-1741



Sekil 4: Hepsidinin diizenlenmesi

Demir depolan

Inflamasyon
Sitokinler

Eritroid diizenleyiciler

Kaynak: Ganz T: Systemic iron homeostasis. Physiological reviews 2013, 93(4):1721-1741

2.2 Demir ve oksidatif stres

Organizmanin oksidan-antioksidan dengesinin korunmasi saglikli yasam i¢in g¢ok
onemli ve gereklidir. Serbest radikaller; dis orbitalinde paylasilmamis bir elektron tagiyan
bilesiklerdir. Kararsiz yap1 gosteren bu bilesikler ¢cevresindeki molekiillerle iletisime gegmek
ve onlardan elektron alarak bir an 6nce kararli hale gegmek isterler. Bu radikallerin biiyiik
kismi1 oksijen ve azot kaynaklidir ve organizmada ¢esitli metabolik reaksiyonlar (mikrozomal
karma fonksiyonlu oksidaz sistemi, sitoplazmik ksantin oksidaz, hiicre membranina bagl
NADPH oksidaz ve lipooksijenazlar), radyasyon, ilaglar, zararli kimyasallar vb. etkisi ile
olusurlar ve hidroksil HO™, superoksit O, , hidrojen peroksit H,O, , hipoklorid asit HOCI gibi
reaktif bilesikler ortaya ¢ikar [15].

Olusan bu oksidan etkiye karsilik, radikal olusumunu siirlandiran, ortadan kaldiran,
hasarli molekiilleri onaran ve temizleyen bir antioksidan sistem vardir. Superoksit dismutaz,
katalaz, glutatyon peroksidaz, C vitamini, E vitamini ve {irik asit antioksidanlara 6rnek olarak
verilebilir [15].

Serbest radikaller reaktif yapilari nedeniyle basta lipitler, proteinler ve niikleik asitler
olmak iizere tiim hiicre bilesenleri ile etkilesip onlara zarar verebilmektedirler [15].

Saglikli insanlarda demir plazmada transferrine bagli olarak tasinir ve ferritin olarak
depolanir. Ferritinin depolayabilecegi miktar asildiginda lizozomlarda denaturasyona ugrar ve
hemosiderin olarak depolanir ve bu esnada Fe*? agiga ¢ikar. Transferrin doygunluga ulagmis

oldugu icin plazmaya ¢ikan bu demire transferine bagli olmayan demir (NTBI; Non
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Transferrin Bound Iron) denir [4]. NTBI'nn Fe** ve Fe*® durumlarinda geri déniisiimlii
elektron aligverisi yapabilme 6zelligi vardir ve demire bir redoks katalisti gibi ¢aligma imkan1
saglamaktadir. Bu da toksisitenin ana nedenidir. Fe** iyonunun serbest radikaller ile
etkilesime girmesi Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu olarak bilinir [21].

Fe'? + H,0, > Fe™ + OH® +OH’

0, +H,0, > 0,+OH’ +OH’

0, +Fe*™®> 0, + Fe™

Olusan bu serbest radikaller hiicre igerisinde ve zarinda bulunan protein, lipit, lipoproteinler,
niikleoproteinler, niikleik asitler, karbonhidratlar ve diger hiicresel yapilara toksik etki

gosterebilirler, hiicre 6liimiini tetikleyebilirler [3, 21].

2.3 Siit cocuklarinda demir eksikligi ve demir gereksinimi
Demir eksikligi normal fizyolojik fonksiyonlar1 yerine getirmek i¢in yeterli miktarda

demir olmamasi1 durumudur. Hemoglobin olusumunu engellemeyecek bir eksikliktir. Demir
eksikligi anemisi ise demir eksikligi sonucu gelisen ve hemoglobin degerinin normalin alt
smirin 2 standart sapma (SS) altinda olmasi durumudur. Demir siit ¢ocuklarinda motor ve
biligsel gelisim i¢in gerekli bir mikrobesindir. Erken c¢ocuk beslenmesinde nérokognitif
fonksiyonlarin gelisebilmesi i¢in diyette yeterli miktarda bulunmasi Onerilmektedir. Beyin
dokusunda demir kullanimi1 mikrodamarlarin endotelyal yiizeylerindeki transferrin reseptorleri
ile olmakta, hizli beyin biiylimesi ve miyelogenezisin doruga ulastigi donemlerde bu kullanim
artmaktadir [5]. Myelin olusumundan sorumlu pek ¢ok hiicresel ve metabolik fonksiyon i¢in
(dopamin, serotonin, katekolamin ve muhtemelen y-aminobutirik asit sentezi) kullanilir [22].
Demir eksikligi anemisi olan ¢ocuklarin yasitlar: ile kiyaslandiginda gelisimlerinin daha geri
oldugu, daha ge¢ yiiridigi gosterilmistir [23, 24]. Demir eksikligi anemisine ilerlememis
ancak demir eksikligi bulunan ¢ocuklarda da mental ve motor islevlerde bozulmaya neden

olabilecegi ve etkilerin kalici olabilecegi soylenmektedir [2].

Demir eksikligi bircok sistemi etkileyen klinik bulgulara yol agabilmektedir. Siit
cocuklarinda mental-motor gerilik ve anemi en sik bulgulardir. Tablo 2'de demir eksikligi

sonucu gelisen klinik bulgular goriilmektedir [2].
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Tablo 2: Demir eksikligi klinik bulgular

Cilt Immiinite bozukluklan

Solukluk Enfeksiyonlara karg: azalmis direng
T lenfosit ve polimorf niiveli l16kosit

Trmaklar islev bozuklugu

Kasik turnak

Kas ve iskelet sistemi

Efor kapasitesinde azalma

Egzersiz kisithhig:

Kalp ve damar sistem

Kalp debisinde artig
Tagikardi
Kardiyomegali
Kalp yetersizligi

Sindinm sistemi

Istahsizlik

Angiiler stomatit

Atrofik glosit

Yutma giicliigii

Pika

Glutene duyarh enteropati

Plummer-Vinson sendromu

Merkezi sinir sistemi

Iritabilite-halsizlik

Baylma

Papil 6demi

Psodotiimor serebri

6. sinir felci

Huzursuz bacak sendromu
Katilma nébeti

Uyku bozuklugu

Dikkat eksikligi

Ogrenme giicliigi
Davranig bozuklugu
Alglama iglevlerinde azalma

Motor ve mental gelisme testlerinde
gerilik

Agir metal emiliminde artis

Kursun zehirlenmesi

Etyolojide ¢esitli faktorler suclansa
da,
ilkelerde

iilkemizde ve gelismekte olan
cocuklarda demir eksikligi
anemisinin en sik nedenleri hizli biiyiime
ile birlikte yetersiz alim, diisik dogum
agirligr ve fazla miktarda inek siitiine
bagl sindirim sistemi kayiplardir [2].
Tablo 3'de demir eksikligine yol agan

etyolojik faktorler siniflanmistir [25].

Siit ¢ocuklarinda demir destegi
icin diinyada ortak bir gorlis ve Oneri
yoktur. Bebekler anne karnindayken
atmosfere kiyasla daha hipoksik bir
ortamda olduklarindan, kilolarina kiyasla
daha hacmine  ve

yilksek  kan

hemoglobin degerine sahiptirler.
Dogumda 17 g/dL olan hemoglobin
degeri 6. haftada 12 g/dL ye kadar

diismektedir.  Yaslanan eritrositlerin

parcalanmasi ile hemoglobin igerisindeki

demir, demir depolarma tasinir. Izleyen aylarda bebegin biiyiimesi ile kan hacmi artar ve
demir eritrosit sentezi i¢in kullanilir. Bebek dogum kilosunun iki katina ulasincaya kadar
demir depolari yeterli gelecektir ve bu durum zamaninda dogan saglikli bebekler icin 4-6 ay
arasina denk gelmektedir [26]. Bu ilk 6 aylik donemde anne siitiiniin demir igerigi 0.3 mg/L
gibi diisiik bir deger olmasina ragmen bebegin demir ihtiyacini kargilamaktadir [7]. Diger
taraftan 6-24 ay arasi donem demir destegine ihtiyacin en fazla oldugu dénemdir [7]. Eger
sadece anne siitii ile beslenme 9 aylik doneme kadar devam ederse demir eksikligi anemisi

gelisme riski oldukga artar [27].

Saglikli bebeklere demir destegi igin AAP (America Academy of Pediatrics) ve
ESPGHAN’1n onerisi birbirinden biraz farklidir. AAP zamaninda dogmus normal kilolu,

sadece anne siitii ile beslenen 4. ayina ulasmis her bebege giinde 1 mg/kg elementer demir
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profilaksisi baglanmasini dnermektedir [27]. ESPGHAN ise demir eksikligi sikligiin digiik

oldugu iilkelerde, zamaninda dogan normal kilolu ve sadece anne siitii ile beslenen bebeklere

demir profilaksisinin 6. aya kadar gerekli olmadigini, 6. aydan sonra ise demirden zengin

beslenmenin mutlaka gerekli oldugunu vurgulamaktadir [7].

Tablo 3: Demir eksikliginde etyoloji

|-Artmig demir gereksinimi

- Siit ¢ocuklugu donemi
- Diisiik dogum agirlikli bebekler
- Prematiireler

- ikiz, {i¢iiz gebelikler
- Ergenlik donemi
- Siyanotik konjenital kalp hastaliklar1

|1-Diyete bagh alim azligt

- Diyetteki demirin biyoyararlaniminin diisiik olmasi
- Erken inek siitii alimi

- Kat1 gidalara erken gegilmesi

- C vitamininin yetersiz alinmasi

- Kirmizi etin az tiiketilmesi

- Fazla tanin ve fitat alimi

- Anne siitiiniin 6 aydan sonra da tek basina kullanilmast,
uygun ek besine ge¢ilmemesi

|11-Artmis demir kaybi

A-Prenatal, perinatal donem

- Plasental kanamalar

- Plasenta previa

- Fetomaternal, fetofetal kanamalar
- Umbilikal kord riiptiirii

B-Postnatal donem

1. Gastrointestinal sistem
-Mide-barsak kanalindaki kanamalar
- Inek siitii alerjisi

- Intestinal parazitler

- Salisilat alimina bagl gastritler

- Anatomik lezyonlar (Meckel divertikiilii, polip veya
hemanjiomlar)

2.Akcigerler

- Good-Pasture sendromu
- Pulmoner hemosiderozis
3. Hemostaz bozukluklari
4. Menstrual kayiplar
5.Bobrek sebepli kayiplar
-Kronik hematuri

-Paroksismal noktiirnal hemoglobiniiri
- Nefritik sendrom

- Hemodiyaliz ve kronik bobrek yetmezligi

IV-Azalmis emilim

- Biyoyararlanimn kétiiliigii (hem Fe > Fe*? > Fe*?)
- Antiasit tedavisi / yiiksek gastrik pH
- Diger metaller ( Co, Ca, P, Al, Zn, Pb)

-Emilim i¢in gerekli olan enterositlerin kaybi veya islev
bozuklugu (Malabsorbsiyon sendromlari, gluten
enteropatisi, kronik ishal, gastrektomi sonrasi,
inflamatuar barsak hastaliklar)

Ulkemizde ise toplumun demir yetersizligi konusunda bilinglendirilmesi ve destek

verilmesi i¢in 2004 yilinda "Demir gibi Tiirkiye" projesi baslatilmistir [6]. Bu projeye gore:
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Bebeklerin ilk 6 ay anne siitii almasi,

6. Ay sonunda uygun ve yeterli miktarda ek besine gegilerek, emzirmenin 2 yasina
kadar stirduriilmesi,

4-12 ay aras1 her bebege profilaksi amagli ticretsiz demir destegi saglanmasi,

13-24 ay anemisi olan bebeklere demir tedavisi verilmesi onerilmistir.

Ulkemiz gibi gelismekte olan iilkelerde demir eksikliginden korunmak icin alinmas1 gereken

onlemler asagidaki sekilde 6zetlenebilir [25].

Ik 6 ay sadece anne siitii ile beslenmeli,

Tamamlayici beslenmede ek besinler ile anne siitii ayr1 6&ilinlerde verilmeli

2 yasina kadar emzirme siirdiiriilmeli

1 yas altinda inek siitii kullanilmamali

Siit ve siit tiriinleri ara 6giinlerde tiiketilmeli

6. aydan itibaren demir emilimini artirmak i¢in C vitamininden zengin gidalar
verilmeli (6rnegin portakal suyu,yumru bitkiler,beyaz lahana,havug,karnabahar)
Demir emilimini azaltan ¢ay, fosfat, fitatli gidalar verilmemeli

6. aydan sonra et ve et lriinlerinin sikca tiiketimi saglanmali, diyette ana protein
kaynag1 olarak et, tavuk eti, balik eti veya ciger bulunmali

Et ve benzeri yiyecekler satin alinamadigi zaman yumurta, kuru baklagiller, kuru
meyveler, pekmez, tahin ve yesil sebzeler diyette daha fazla yer almalidir.

Demirden zengin gidalar aynm1 6gilinde verilirse sebzelerdeki demirin emilimi artirilabilir.
Et, balik, sebze ve meyve beraber ayni 6giinde verilebilir. Ancak siit, yumurta, ¢ay ve
kahve sebzelerle beraber verildiginde demir emilimini bozarlar.

Asirt miktarda siit alimi da demir eksikligi ve buna bagli kansizlik riskini artirmaktadir.

Demir eksikligini onlemek i¢in beslenme ile ilgili alinabilecek bir diger yontem de eksik

mikrobesinlerin diyete eklenmesi ile elde edilen besin zenginlestirilmesi yontemidir. Ancak

yoksul ve kirsal bolgede yasayan kisilerin zenginlestirilmis besinlere ulasabilmesi her zaman

miimkiin olmamaktadir. Besinlerin zenginlestirilmesi sonucu tad degisiklikleri ve

biyoyararlanim azalmasi gibi sorunlar da goriilebilmektedir [2].

Erken dogumun 6nlenmesi ve dogum sirasinda gobek kordonunun ge¢ baglanmasi da

demir eksikligini dnlemek i¢in alinabilecek diger 6nlemlerdir [2].
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3-ARASTIRMA AMACLARI, YONTEM VE MATERYAL-METOD

3.1 Arastirmanin Amaclan
Demir eksikligi, gelismekte olan iilkelerde ve iilkemizde siit gocuklugu déoneminde sik

karsilagilan bir durum oldugu icin Saglik Bakanligi tarafindan profilaksi amaciyla demir
destegi saglanmaktadir [6]. Demir eksikligi bebeklerde anemi, norogelisimsel gerilik,
bagisiklik sistemi bozukluklar1 ve enfeksiyona yatkinlik gibi klinik durumlara yol
acabilmektedir. Diger yandan demirin kullanilmas ile kabizlik, istahsizlik, kusma, ishal, asir1
gaz ve huzursuzluk gibi istenmeyen etkiler ortaya cikabilmektedir [7]. Bunun yaninda,
viicudumuzda ¢esitli metabolik reaksiyonlar, radyasyon, ilaglar, zararli kimyasallar ile olusan
serbest radikaller kararsiz yapilari nedeniyle serbest demir (Fe*?) iyonu ile etkilesime girer ve
Fenton reaksiyonu gergeklesir. Bilinen en toksik radikal olan hidroksil (OH”) olusumuna
neden olarak hiicre igerisinde ve hiicre zarinda bulunan protein, lipit, lipoproteinler,
niikleoproteinler, niikleik asitler, karbonhidratlar ve diger hiicresel yapilara toksik etki
gosterebilirler [3].

Demir eksikliginden korunmak igin demir destegi verilmesi ya da verilmemesi ile
ilgili uygulamalar tilkeler arasinda farklilik gostermektedir. Diger yandan, ortak olan 6neri 6
ayliktan sonra diyette demir igeriginin artirilmasidir; ¢linkii zamaninda ve normal kiloda
dogan saglikli ¢ocuklarin ilk 4-6 ay demir depolar1 yeterlidir. Alt1 ayliktan sonra ise demirden
zengin beslenme ile giinliik demir ihtiyaci karsilanabilmektedir [7, 27].

Bircok tilkede demir eksikligi 6nemli bir halk sagligi sorunu oldugundan, demir
eksikliginden korunma amagli AAP’nin Onerisi dogrultusunda demir profilaksisi
baslanmaktadir. Demir depolar1 yeterli olan saglikli bir c¢ocuga gereksiz yere demir
profilaksisi verilmesi ile ne gibi etkiler olabilecegi konusunda net veriler yoktur. Hatta demir
damlalar1 ile demirden zenginlestirilmis beslenmenin karsilastirildigi, hemoglobin degerleri
tizerine etkisinin incelendigi ¢alismalar mevcuttur. Bu ¢alismalardan birinde demirden
zenginlestirilmis besinler ile beslenmenin hemoglobin degerlerini daha ¢ok ytikselttigi, demir
damlalarinin daha ¢ok depo demir olarak saklandig belirtilmistir [28].

Calismamizda oncelikle demir profilaksisinin oksidan hasar ve DNA kiriklarina yol
acip agmadig1 hakkinda bilimsel veri elde etmeyi amagladik. Demir profilaksisinin olumsuz
etkileri (oksidan aktiviteyi artirmasi, DNA kiriklarina yol agmasi) saptandigi takdirde
bebeklerin ilagla demir profilaksisi yerine nutrisyonel yontemlerle demir ihtiyaclarmin

karsilanmasi bir ilke haline getirilebilir.
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3.2 Gruplarin Olusturulmasi
Demir profilaksisinin oksidan hasar ve DNA kiriklarina etkisinin incelenebilmesi i¢in,

demir profilaksisi alan ve almayan iki grup olusturmak gerekmektedir ve herhangi bir hastalik
durumunda oksidan hasar artabilecegi ve test sonuglar1 yanlis pozitif olarak sonuglanabilecegi
igin, gruplar saglikli bebeklerden se¢ilmistir ve {ist solunum yolu enfeksiyonu dahil herhangi
bir hastaliklar1 yoktur. Calismamizda homojen bir grup olmasi nedeni ile anne siitii ile
beslenen 6 aylik saglikli bebekler secilmistir.

T.C. Saglik bakanlig1 "Demir Gibi Tiirkiye Projesi" kapsaminda 4-12 ay arast her
bebege profilaksi amaclh iicretsiz demir destegi saglamaktadir. Ancak saglam ¢ocuk
polikliniklerinde 6 aylik bebeklerin aileleri sorgulandiginda bazi ailelerin demir profilaksisi
almadig1 goriilmektedir. Bunun sebebi ailenin bu konuya onem vermemesi, saglam bebek
izlemlerine gitmemesi ve bazen de ilag kullanimi sonrasinda goriilen ciltte dokiintii, kabizlik,
huzursuzluk gibi yan etkiler nedeni ile demir destegini kesmeleridir. Bu ¢alismada Bezmialem
Vakif Universitesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 genel gocuk poliklinigine bagvuran 6 aylik
bebekleri, yukaridaki nedenlerle demir profilaksisi alamayan ve demir profilaksisi alan
bebekler olmak iizere iki gruba ayirdik.

e 1. Grup: Sadece anne siitii ile beslenen ve 2 ay siire ile demir profilaksisi almig
bebekler.

e 2. Grup: Sadece anne siitii ile beslenen ve demir profilaksisi almamis bebeklerdir.

Calismaya dahil edilme Kriterleri:

1- Gestasyonel yas > 37 hafta

2- Dogum agirligi 2500 gr ve daha fazla
3- Konjenital malformasyonu olmayan
4- Perinatal donem hastalig1 olmayan

5- Bilinen herhangi bir hastalig1 olmayan saglikli bebekler

Cahsmaya dahil edilmeme kriterleri:

1- Gestasyonel yas < 37 hafta

2- Dogum agirlig1 2500 gr dan diisiik

3- Bilinen kronik hastaligi olan hasta bebekler
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Mama igerigi demir ile zenginlestirilmis oldugundan, mama ile beslenen ¢ocuklar

caligma dis1 birakilmiglardir.

3.3 Calisma Yontemi

Calismamizda anket doldurulmasi ve kan 6rnegi alinmasi islemleri yapilmaistir.

e Anket ile ailenin demografik &zellikleri, annede anemi varligi, bebegin beslenmesi,

demir profilaksisi alip almadigi, ilag yan etkisi, hastalik gecirip gegirmedigi

sorgulanmistir. Anket 6rnegi ekte (Ek-1) mevcuttur.

e Kan 0rnegi ile anemi varligi, demir depolar1 ( kan demir diizeyi, ferritin, demir

baglama kapasitesi, transferrin saturasyonu ) , total oksidan-antioksidan aktivite

diizeyleri ve DNA hasari (comet assay teknigi ile) degerlendirilmesi yapilmstir.

3.4 Materyal-Metod

Kullanilan Arac¢ ve Geregler
. Elektroforez diizenegi

. Santrifijj

. Floresan mikroskop

. Spektroflorometre

. Derin dondurucu

. Vorteks

. Hassas terazi

. Dijital pH-metre

© 00 N OO O A W DN P

. Otomatik biyokimya analizorii

10. Lam ve lamel

Kullanilan Kimyasal Maddeler

1. Normal erime noktasina sahip (NMP,
65°C) agaroz jel (Sigma)

2. Diisiik erime noktasina sahip (NMP,
37°C) agaroz jel (Sigma)

3. Sodyum-EDTA (Merck)

4. Sodyum kloriir (Merck)

5. Hidroklorik asit (Merck)

6. Trizma base (Sigma)

7. Triton X-100 (Sigma)

8. Sodyum hidroksid (Merck)

9. Disodyum hidrojen fosfat (Merck)
10. Sodyum dihidrojen fosfat (Merck)
11. Etidyum bromit (Sigma)

12. 2,4-dinitrofenilhidrazin (Sigma)
13. Xylenol orange (Sigma)

14. DMSO(Merk)

15. Gliserol (Merck)

16. Siilfiirik asit (Merck)

17. o-Dianisidine (Sigma)

18. Ferroz amonyum siilfat(Merck)
19. Hidrojen peroksit (Merck)

20. Histopaque—1077 (Sigma)
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Orneklerin Hazirlanmasi

Calismaya katilan tim bebeklerden hemogram, ferritin, demir, demir baglama
kapasitesi ve transferrin parametreleri i¢in EDTA'l1 ve jelli tiiplere kan Ornekleri alindi,
degerlendirilmek tizere laboratuara gonderildi.

Oksidatif stres ve DNA hasar1 belirlemek i¢in heparinize tiiplere kan 6rnekleri alindi
ve alman kan ornekleri hemen buzlu su icine konularak laboratuara ulastirildi. Ornekler
oncelikle DNA hasar 6l¢limii i¢in mononiikleer 16kositlerin seperasyonunda kullanildi. Kalan
ornekler daha sonra 3000 rpm de 5 dakika santriifiij edilerek ayrilan plazma oksidatif stres

parametrelerinin 6l¢timiinde kullanilmak tizere 80°C derin dondurucuda saklandi.

Mononiikleer Lokositlerin Seperasyonu

Bir ml histopaque—1077 iizerine bir ml taze heparinize kan yavasca konup 2100 rpm
ve 25°C'de 30 dakika santrifiij edildi. Orta tabakada biriken mononiikleer 15kositler pipet
yardimiyla alinip bir ml tuzlu fosfat tamponu (pH=7.4) ile karistirildiktan sonra 170 rpm ve
25°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki siipernatan atilip pellet tuzlu fosfat tamponu
(pH=7,4) ile 10° mononiikleer 15kosit/pl olacak sekilde diliie edildi.

3.4.1 Comet Assay (alkali mononiikleer hiicre elektroforezi) Yontemi ile DNA Hasar
Tayini

Yontemin Prensibi

Comet assay yontemi alkali pH da farkli molekiil agirliklarina ve farkli elektrik yiike
sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli gé¢ etmeleri esasina dayanmaktadir. Tek
hiicreler veya cekirdekgikler agaroza yerlestirilir ve lizisten sonra zarar gérmemis DNA’lar
tasinma sirasinda comet (kuyruk) olusturmazlar. Oysa DNA fragmente olmussa, fragmentler
(niikleik asitler) farklt molekiiler agirliklara ve farkl elektrik yiiklerine sahip olacaklarindan
elektriksel alanda farkli hizlarda hareket ederek kuyruk seklinde bir goriintii olustururlar [29,
30].

Yontemin Uygulanisi

Slaytlarin Hazirlanmasi

%1,0'lik NMP agaroz jel hazirlanarak 80ul jel kenarlari buzlanmis lam {izerine

damlatildi ve {izeri lamel ile kapatilarak buzdolabinda (2-4 °C) 5 dakika bekletildikten sonra
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lameller kaldirildi. PBS (Fosfat buffered saline) ile mm?® te 10* hiicre olacak sekilde diliie
edilmis mononiikleer hiicrelerden 10 pl alinarak 80 pl %0,5’lik low melting point (LMP)
agaroz jel (37°C) ile karistirilarak birinci tabaka iizerine tabakalandirildi ve tekrar lamel ile
kapatilarak buzdolabinda donmasi1 icin 5 dakika bekletildi. Uciincii asamada da aym
konsantrasyonda LMP agaroz jel hazirlanarak ikinci tabakanin iizerine ince bir tabaka halinde
tabakalandirilarak slaytlarin hazirlanmasi tamamlandi [29, 30].

Lizis asamasi

Hazirlanan lamlar yaklasik bir saat siire ile yiiksek konsantrasyonda tuz ve deterjan
iceren soguk lizis soliisyonunda bekletildi. Lizis solisyonunun igerigi 100 mM EDTA, 2,5 M
NaCl, 10 mM trizma base ve %1 oraninda triton X-100’den olugmaktadir. Bu soliisyonun

pH's1 10’a ayarlandi. Lizis tamponu ile hiicre ve ¢ekirdek zar1 lizise ugratildi [29, 30].

Elektroforez Tamponu

Elektrforezde yliriitmeden once DNA zincirlerinin ayrilmasi icin slaytlar alkali
elektroforez tamponunda (ImM EDTA ve 300 mM sodyum hidroksit pH <13) 20-30 dakika
inkiibasyona birakildi [29, 30].

Elektroforezde Yiiriitme

Alkali elektroforez tamponunda inkiibasyon tamamlandiktan sonra DNA’lar bu
tampon ¢ozeltisi igerisinde 300 mA, 14 volt’luk elektriksel alanda ve 5-25 OC’de 30 dakika
yuritildi [29, 30].

Notralizasyon
Elektroforezde yiriitme islemi tamamlandiktan sonra alkali tampon c¢ozeltisini
ortamdan uzaklastirmak icin slaytlar 3 dk siire ile 3 kez ndtralizasyon tamponu ile (0.4 M

Tris-HCL, pH 7.5) yikand1 [29, 30].

Boyama

Notralizasyon tamamlandiktan sonra etidyum bromit boyasi ile (Smg/ml) boyandi [31,
32]. Her bir slayt i¢in 20 mL boya slayt iizerine damlatildiktan sonra lamel ile tizeri
kapatilarak 20 biiylitmeli floresan mikroskop ile (Eksitasyon DB: 546 nm, Emisyon DB: 20

nm) DNA goriintiisti degerlendirildi.
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Analiz
DNA'daki hasarlarin kuyruklu yi1ldiz goriintiileri florasan mikroskobunda ortalama 50

hiicre sayilarak comet 6lgiim programi ile degerlendirildi.

3.4.2 Total Antioksidan Seviye (TAS)

Yontemin Prensibi

Erel tarafindan [33] gelistirilen tam otomatik bir yontem olup, giiclii serbest
radikallere karst1 viicudun total antioksidan kapasitesini Olgen bir  metottur.
Fe*? + o-dianisidine kompleksi hidrojen peroksit ile Fenton tipi reaksiyon olusturarak OH
radikalini olusturur. Bu giiglii reaktif oksijen tiirii indirgen diisiik pH’da renksiz o-dianisidine
molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidyl radikallerini olustururlar.
Dianisidyl radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak renk olusumu artmaktadir.
Ancak orneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarini bastirarak renk olusumunu
durdurmaktadirlar. Bu reaksiyon otomatik analizorde spektrofotometrik olarak olgiilerek

sonug verilmektedir [33].

Reaktifler:

Reaktif-1: 75 mM Clark tamponu ( pH=1.8) icerisinde 10 mM o-Dianisidine ve 45 mM
Fe(NH4)2(S04)2-6H20 ¢oziilerek hazirlandi.

Reaktif-2: 7,5 mM hidrojen peroksit 75 mM Clark tamponu (pH=1.8) igerisinde

karigtirilarak hazirlandi.

3.4.3 Total Oksidan Seviye (TOS)

Yontemin Prensibi
Ornekte bulunan oksidanlar ferrdz iyon-o-dianisidine kompleksini ferik iyona
oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik ii¢ katina

cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks
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olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktartyla iligkili olan rengin siddeti
spektrofotometrik olarak dl¢iilmektedir ve tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir [34].
Reaktifler:

Reaktif-1: 140 mM’lik NaCI ¢ozeltisi igerisine 25 mM H2SO4 ¢oziilerek ana soliisyon
hazirlanir. Ana soliisyonda 6nce % 10 oraninda gliserol ¢6ziiliip daha sonra total voliimde 250
uM Xlenol orange ¢oziilerek hazirlanir.

Reaktif-2: Ana soliisyon igerisinde énce 10 mM o-Dianisidine dihidrocloride ¢oziiliip sonra

5 mM amonyom ferrdz siilfat ¢oziilerek reaktif hazirlanir.

Oksidatif Stres indeksi (OSI)
Total Oksidatif Stres (TOS) / Total Antioksidan Seviye(TAS) seklinde boliinerek Oksidatif
Stres Indeksi (OSI) hesapland: [35].

21



4- BULGULAR

4.1 Calismaya dahil edilen vakalarin genel ozellikleri
Arastirmamiza, Bezmialem Vakif Universitesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Genel

Pediatri poliklinigine basvuran 6 aylik, ¢alismaya dahil edilme kriterlerine uyan 64 bebek
alindi. Bu bebeklerin 38 tanesi 2 ay demir profilaksisi almig ve 26 tanesi demir profilaksisi
almamisti. Altmis dort vakanin cinsiyetlerinin dagilimi 31 erkek (%48), 33 kiz (%52) idi.
Demir profilaksisi alan grubun 17'si (%44) erkek 21'i (%55) kiz, demir profilaksisi almayan
grubun 140 (%53) erkek 12'si (%46) kiz idi. Demir profilaksisi alan grubun %28'i, demir
profilaksi almayan grubun ise %29'u sezeryan ile dogmus olarak bulundu. Calismaya dahil
olan annelerin 1'i (%1.6) okuryazar degilken, 32’si (%50.8) ilkdgretim, 24°{ (%38,1) lise, 6's1
(%9,5) tniversite mezunu idi. (Sekil 5) Baba egitim diizeyi ise; 30 baba (%47,6) ilkogretim,
26 (%41,3) lise, 7 baba (%11,1) iniversite mezunu idi. Ailelerin aylik gelir diizeyi dagilimi
ise 6 (%9.5) aile 1000 TL ve alt1, 40 (%63,5) aile 1000-2000 TL aras1, 17 (%27) 2000 TL ve
tizeri, gelire sahipti. (Sekil 6)

Sekil 5: Anne egitim durumu

Universite mezunu Okuryazar degil
9% 2%

Lise mezunu

38% [kdgretim mezunu

51%

Sekil 6: Ailelerin aylik gelir diizeyleri

= <1000 TL
= >2000 TL 10%

27%

"= 1000-2000 TL
63%
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4.2 Demir profilaksisi alan grup ile demir profilaksisi almayan grubun karsilastirilmasi

Vakalarimizin dogum agirliklari demir profilaksisi alan grupta 3278+486 gram, demir
profilaksisi almayan grupta 32864505 gram oldugu gorildi (p=0,954). Vakalarimizin 6. ay
agirliklar1 demir profilaksisi alan grupta 8148+894 gram, demir profilaksisi almayan grupta
8173+£1024 gram idi (p=0,918). Vakalar erkek ve kiz olarak ayri1 ayr1 6. ay agirlik persantil
degerleri degerlendirildiginde hi¢ bir vaka 3. persantil altinda degildi.

Vakalarimizin dogum boylar1 demir profilaksisi alan grupta 50 ( 47-58) cm, demir
profilaksisi almayan grupta 51 (47-58) cm oldugu goriildi (p=0,427). Vakalarimizin 6. ay
boylari demir profilaksisi alan grupta 68,2+2,1 cm , demir profilaksisi almayan grupta
68,5+2,3 cm idi (p=0,636). Vakalar erkek ve kiz olarak ayr1 ayri 6. ay boy persantil degerleri
degerlendirildiginde hi¢ bir vaka 3. persantil altinda degildi.

Vakalarimizin dogum bas gevresi demir profilaksisi alan grupta 34 (32-37) cm, demir
profilaksisi almayan grupta 35,5 (32-37,5) cm oldugu gorildi (p=0,157). Vakalarimizin 6. ay
bas ¢evresi Olgtimleri demir profilaksisi alan grupta 43 (39-46 ) cm , demir profilaksisi
almayan grupta 43 (40,5-47) cm idi (p=0,630). Vakalar erkek ve kiz olarak ayr1 ayr1 6. ay bas
cevresi persantil degerleri degerlendirildiginde kizlardan 2 , erkeklerden 1 vaka da bas ¢evresi

3. persantil altinda bulundu.

Tablo 4: Boy - Kilo - Bag Cevresi parametreleri

Degiskenler Demir + Demir - t Mann-Whitney | P

Dogum kilosu (gr) 3278+486 | 3286+505" -0,058 0,954
Dogum boyu (cm) 50 (47-58)° | 51 (47-58)° -0,794 0,427
Dogum bas ¢evresi (cm) | 34 (32-37)? | 35,5 (32-37,5)° -1,415 0,157
6. ay kilo (gr) 8148+894" | 8173+1024* | -0,103 0,918
6. ay boy (cm) 68,2421 | 68,5+2,3 -0,476 0,636
6. ay bas gevresi (cm) | 43 (39-46 )* | 43 (40,5-47)° -0,482 0,630

[ 1: ortalama + std , 2: medyan ( min-max) ]

Bebeklerin hemoglobin degerleri ve kan demir depolar1 degerlendirildi. (Tablo 5)

Demir diizeyini gOsteren parametreler ve hemogram degerlendirildiginde iki grup arasinda
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demir eksikligi yoniinden anlamli fark saptanmadi (Hb: p=0,261 , Ferritin: p= 0,505). Vaka
bazinda degerlendirildiginde de 7 vakada anemi (Hb <11 , Ferritin <12 ) saptandi. Bunlardan
3 (%7) tanesi demir + grupta, 4 (%15) tanesi demir - grupta idi (p=0,428).

Tablo 5: Demir + ve Demir - gruplarda hemogram ve kan demir depolarinin karsilagtiriimasi
(T-test ve Mann-Whitney U testi )

Sonug Degerleri

Demir + Demir - p
Hb (g/dl) 11,33+0,789" 11,08+0,966" 261
Hct (%) 33,05+2,09* 32,75+2,50" ,608
Mcv (1) 75,68+4,08" 73,47+5,82" ,078
Rdw (%) 14,8 (12-32)° 14,7 (11,9-18)° 412
Ferritin (ng/ml) 33,1 (7,6-237)° 30,4 (1,8-124) ,505
Demir (ugrdl) 45,5 (23-127)° 51,5 (18-124)> 738
Febk (ug/dI) 317,13+44,06" 337,92+76,84" 228
Transferrin (mg/dl) 258,36+39,8" 275,84+61,31 218
DEA 3 4 428

[ 1: ortalama + std , 2: medyan ( min-max) ]

Demir kullanimina bagli yan etkiler degerlendirildi. Bu vakalarin 19 (%73) tanesinde
yan etki goriilmedigi, 3 (%11) vakada kusma, 2 (%8) vakada asir1 gaz, 1 (%4) vakada
istahsizlik goriildii. 1 (%4) vakada da asir1 gaz, kusma ve istahsizlik saptandi. (Sekil 7)

Sekil 7: Yan etki profili

Birden ¢ok yan etki
4%

Asirt gaz

Kusma
11%

Istahsizlik
4%

Hastanin DNA hasarin1 gostermek i¢in heparinize tiiplere alinarak hazirlanan kan
comet assay teknigi ile calisildi. DNA'daki hasarlarin kuyruklu yildiz goriintiileri floresan

mikroskobunda ortalama 50 hiicre sayilarak comet &lgiim programu ile degerlendirildi.
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(Resim 1) Demir profilaksisi alan ve almayan vakalarin DNA hasar degerleri istatistiksel
olarak Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi, iki grup arasinda ki fark anlamli bulundu ve
demir profilaksisi alan grupta DNA hasar1 yiiksek saptandi (p=0,000). (Tablo 6)

Oksidan ve antioksidan aktivite diizeyleri degerlendirildi ve demir profilaksisi alan
grupta TAS-TOS seviyeleri istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek saptandi (p=0,000).
(Tablo 6)

DNA hasar1 ve oksidan-antioksidan aktivite arasinda korelasyon analizi yapildi ve orta
kuvvette korelasyon oldugu saptandi. DNA hasarinin oksidan-antioksidan aktiviteye bagl
olarak arttig1 bulundu. (Tablo 7)

Resim 1: Comet assay teknigi ile DNA hasarlariin kuyruklu yildiz goriintiileri

A) Demir kullanan vakalar B) Demir kullanmavan vakalar
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Tablo 6: Demir + ve Demir - vakalarin DNA hasari, Oksidan-Antioksidan Aktivite degerlerinin
karsilastirilmas: (Mann-Whitney U testi)

Demir + Demir - p
DNA hasari medyan(min-maks) 41,05 (24,52 - 53,76) | 27,78 (13,93 -56,14)  |/000
TAS medyan(min-maks) 0,98 (0,72 - 1,86) 1,75 (1,48 - 1,85) ,000
TOS medyan(min-maks) 12,47 (8,40 - 16,80) 10,75 (9,28 - 11,77) ,000
OSI medyan(min-maks) 13,12 (7,60 - 19,96) | 6,34 (5,68 - 7,61) 000

Tablo 7: DNA hasari ile oksidan-antioksidan seviye arasinda korelasyon analizi

DNADamage | TAS TOS osl
Spearman's DNADamage Correlation * e s
rho Coefficient 1,000 -318 398 410
p ,011 ,001 ,001
N 63 63 63 63
TAS Correlation . * o
Coefficient -,318 1,000 -,306 -,866
p ,011 ,014 ,000
N 63 64 64 64
TOS Correlation - N sox
Coefficient ,398 -,306 1,000 ,695
p ,001 ,014 ,000
N 63 64 64 64
(O8] Correlation - o o
Coefficient 410 -,866 ,695 1,000
p ,001 ,000 ,000
N 63 64 64 64

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

Toplamda 7 vakada demir eksikligi anemisi saptanmistir. Bu vakalarin 3 tanesi
demir + grupta , 4 tanesi demir - gruptadir. Bu iki grubun DNA hasari ve oksidan-antioksidan
aktiviteleri karsilastirildiginda da Tablo 8'de de goriilecegi ilizere anlamli fark mevcuttur.
Anemi saptanan vaka sayist az oldugu icin istatistiksel analiz yapilamamistir ancak DNA
hasar1 ve oksidan-antioksidan aktiviteleri Tablo 6 ile karsilastirildiginda sonuglarin benzer

oldugu goriilmektedir.
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Tablo 8: Demir eksikligi saptanan vakalarin DNA hasar1 ve oksidan-antioksidan seviyelerinin karsilagtiriimasi

B[a\'mAage TAS TOS | oOsl
1 143,05109 |1,0997496 | 15,289 13,90267
Demir+ |2 |39,67335 |0,8238568|12,861 |15,61099
3 |42,27406 |0,8283922|14,038 16,946585
1 [24,64921 |1,7823001|11,342 |6,3638593
Demir - 2 3155512 |1,7625277|10,127 5,7457774
3 |31,25046 |1,7405653|10,570 6,0728389
4 |30,60573 |1,579677 |11,132 7,0472986
Hb Mcv Ferritin | Demir Febk Transferrin | Trans_sat
1 19,8 70,4 12,5 31 399 316 7,77
Demir+ |2 |10,1 72 11,8 45 414 357 10,87
3 110,2 78,6 7,6 23 376 314 6,12
1 1107 68 53 37 447 349 8,28
Demir - 2 199 71 1,8 36 421 368 8,55
3 191 54,9 3,2 18 466 380 3,86
4 199 68 2,7 22 461 372 4,77

Demir kullanan vakalarda ilaca bagli yan etki goriliip gorilmedigi sorgulanarak;

yan etki goriilen 7 vaka ile yan etki goriillmeyen 19 vaka DNA hasar1 ve oksidan-antioksidan

aktivite yoniinden karsilastirildi. Anlamli fark bulunmadi (DNA hasari p=0,739 , OSI:
p=0,544). (Tablo 9)

Tablo 9: Demir + grupta yan etki varliginin DNA hasar1 ve oksidan-antioksidan aktivite {izerine etkisi

(Mann-Whitney U testi)

Yan etki + Yan etki - p
DNA hasar1 medyan(min-maks) 39,90(29,49-53,76) | 42,05(29,60-50,99) ,739
TAS medyan(min-maks) 0,98(0,82-1,86) 1,03(0,74-1,43) ,931
TOS medyan(min-maks) 14,87(9,08-15,99) 11,85(8,40-16,80) 214
OSI medyan(min-maks) 14,25(7,75-17,68) 12,57(7,60-18,88) 544
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5- TARTISMA

Demir iyonu viicudumuzda miyelinizasyon, norotransmitter islevleri, noronal enerji
metabolizmasi ve noron farklilagsmasi gibi islevleri ile merkezi sinir sisteminin gelisiminde ve
birgok farkli ve 6nemli metabolik olayda gérev alir [36]. Ozellikle hizli biiyiimenin
gerceklestigi son trimesterde ve yenidogan doneminde normalden daha fazla demire ihtiyag
vardir. Demir ihtiyacinin karsilanamamast ve demir dengesinin saglanamamasi biligsel ve
norolojik gelisimde bozukluklar ile sonuglanabilir [13]. Bu nedenle 6zellikle norobilissel
gelisim i¢in yasamin ilk aylarinda demir dengesi ¢ok dnemlidir. Yapilan bazi caligmalarda
erken siit cocuklugu doneminde demir eksikligi anemisi olan bebeklerin, g¢ocukluk
donemlerinde norobiligsel islevler bakimindan daha geride kaldigi gosterilmistir. Sili de
yapilan bir ¢alismada [37] siit gocuklugu doneminde demir eksikligi anemisi olan 69 vaka ile
demir eksikligi olmayan 63 kontrol vakasi, 10 yasina geldiklerinde karsilagtiritlmis ve demir
eksikligi anemisi olan grubun norobilissel islevler agisindan daha geride oldugu saptanmastir.
Bu da siit ¢cocuklugu doéneminde demir eksikliginin sinir sistemi {izerine kalic1 etkisinin
olabildiginin gosterilmesi agisindan onemlidir. Diger taraftan fazla miktarda demir destegi
verilmesi ile enfeksiyon riskinde artis, gelisimde gerilik, ve diger minerallerin emiliminde ve
metabolizmasinda bozukluklar goriilebilir ve depo ve tasinma smirini asan serbest demir
iyonlarinin prooksidan olmasi nedeni ile serbest radikal olugsmasini tetikleyebilirler [26]. Bu
nedenle erken siit cocuklugu donemindeki demir dengesi ¢ok biiyiik 6nem arz etmektedir.

Siit ¢ocuklarinda demir eksikligini onlemek icin farkli iilkelerde birbirinden farkl
stratejiler izlenmektedir. AAP zamaninda dogmus, normal kilolu, sadece anne siitii ile
beslenen 4. aymna ulasmis her bebege giinde 1 mg/kg elementer demir profilaksisi
baglanmasini Onermekte iken [27] ESPGHAN demir eksikligi sikligmin disik oldugu
tilkelerde, zamaninda dogan normal kilolu ve sadece anne siitii ile beslenen bebeklere demir
profilaksisinin 6. aya kadar gerekli olmadigini, 6. aydan sonra ise demirden zengin
beslenmenin yeterli oldugunu vurgulamaktadir [7]. Su bilinen bir gercektir ki yeni dogan
bebeklere ilk 4-6 ay kendi demir deposu ve anne siitiinde ki demir yeterli olmaktadir. Bunun
en 6nemli nedeni fizyolojik anemi doneminde yikilan eritrositler sonucu ortaya ¢ikan demirin
depolanmasi ve anne siitiinde bulunan demirin emiliminin yiiksek olmasidir [7]. Ulkemizde
de toplumun demir yetersizligi konusunda bilin¢lendirilmesi ve destek verilmesi i¢in 2004

yilinda "Demir gibi Tiirkiye" projesi baslatilmistir. Bu proje kapsaminda saglikli ve
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zamaninda dogan her bebege 4 aylik olduklarinda demir preperati baslanmaktadir. Hacettepe
tiniversitesi ve Saglik Bakanlig1 tarafindan 2009 yilinda bu projenin etkinliginin incelendigi
bir rapor yayinlanmistir [38]. Rapor sonucuna gore 12-23 aylik ¢ocuklarda demir eksikligi
anemi siklig1 %7.8 olarak bulunmustur. "Demir gibi Tiirkiye" projesine gore 12. ayda eger
demir eksikligi anemisi varsa demir tedavisi verilmeye devam edilmesi Onerilmektedir. Bu
aragtirmaya katilan 12-23 aylik c¢ocuklarmn %9.9'u halen demir destegi aliyor olarak
saptanmisti. Sonug olarak bu arastirma da 12-23 aylik ¢cocuklarin 9%16.3'i ya anemik ya da
anemi nedeni ile demir destegi aliyor seklinde saptandi [38]. Bu proje baslamadan 6nce okul
oncesi ¢ocuklarda ki demir eksikligi anemi siklig1 ise % 32.6'dir [1] ve bu proje ile demir
eksikligi anemi sikliginin %7.8'e kadar diisliriilmiis olmas1 ¢ok 6nemli bir basaridir.

Sadece anne siitii ile beslenen bebeklerin ilk 4-6 ay demir deposu yeterlidir ve hem
tilkemizde "Demir gibi Tiirkiye" projesi ile hem de AAP' nin Onerisine gore 4 aylik her
bebege demir destegi baslanilmasi onerilmektedir. Ancak bu 6neri ile demir profilaksisine
ihtiyact olmayan bebeklere de demir preperatt verilmektedir ve gereksiz verilen demir
preparatinin etkileri tam olarak bilinmemektedir. Domellof ve ark’nin [28] ¢alismasinda 6
aylik bebekler gruplara ayrilmis ve bir gruba demir ile zenginlestirilmis besin verilmis, diger
gruba ise demir preparati verilerek karsilastirilmigtir. Zenginlestirilmis besin ile beslenen
gurubun hemoglobin degerlerinin daha iyi oldugu bulunmus, demir preperati verilen grupta
ise daha ¢ok depo demirin arttigi gozlenmistir. Literatiirde tam 6 aylik bebeklerde ki demir
eksikligi anemisi prevelansini gosteren ¢aligma sinirlidir. Bizim ¢aligmamiz vaka sayisi olarak
yetersiz olmakla birlikte bu yas gurubunda anemi prevelansini gostermesi agisindan
onemlidir. Vaka bazinda degerlendirildiginde toplamda 64 vakadan 7'sinde anemi
saptanmistir. Bu 7 vakanin 3'0 (%7) demir profilaksisi alan grupta, 4'i (%15) demir
profilaksisi almayan grupta idi (p=0,428). Tiim diinya popiilasyonu degerlendirildiginde de en
1yi ihtimalle vakalarin yarisindan fazlasi gereksiz yere demir profilaksisi almaktadir.

Saglik bakanlhigi 4 aylik tim bebeklere demir profilaksisi baslamakta ve takip
etmektedir. Ancak 6 aylik bebeklerin saglam ¢ocuk muayenelerinde bazilariin farkh
nedenlerle demir profilaksisi almamakta oldugu goriilmektedir. 12-23 aylik ¢ocuklarda demir
kullanim arastirmasi raporuna gore de bu proje ile tim ¢ocuklarin %73.8'ine 4 aylik iken
demir profilaksisi 6nerildigi ve onerilenlerin %95'inin profilaksi kullandigi saptanmstir. Tiim
cocuklarin ise %70.2'sinin 4-12 ay arasinda demir profilaksisi kullandigi saptanmistir [38].

Farkli nedenlerle demir profilaksisi almama durumu bize kendiliginden olusan iki grup kurma
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firsat1 verdi. Demir profilaksisi alan ve almayan gruplarin kan tetkiki ile DNA hasar diizeyleri
ve oksidan-antioksidan aktivite seviyeleri karsilastirildi. Sonuglarda da goriilebilecegi gibi
demir profilaksisi alan grupta istatistiksel olarak anlamli sekilde DNA hasar1 ve oksidan-
antioksidan aktivite seviyesi yiiksek saptandi. Demir profilaksisi alan grupta demir eksikligi
anemisi saptanan 3 vakada da DNA hasar1 ve oksidan-antioksidan aktivite seviyesi demir
profilaksisi alan diger vakalarla ayn1 degerde yiiksek bulunmustur. DNA hasari ile oksidan-
antioksidan aktivite seviyesi arasinda korelasyon analizi yapildiginda da orta kuvvette
korelasyon oldugu bulundu (Tablo 7). Calismamizda hemogram, ferritin, demir, demir
baglama kapasitesi ve transferrin diizeyleri de degerlendirilmis ve demir profilaksisi alan grup
ile almayan grup arasinda anlamli fark bulunmamigtir (Tablo 5).

Sonug olarak demir alimi ile DNA hasart ve oksidan stresin arttigi goriilmektedir.
Bizim hastalarimizin erken donem izleminde belirgin bir klinik sorun saptanmadi. 4 ayliktan
itibaren demir profilaksi uygulamasi yillardir yapilmakta olmasima ragmen erken dénemde
belirgin klinik bulgu saptanmadigi i¢in uygulama devam etmektedir. Ancak demir profilaksisi
alan vakalarda erken donemde DNA hasar1 ve oksidan stresin fazla olmasi ile uzun déonemde
klinik sonuglarin ortaya ¢ikabilecegi arastirilmalidir. Serbest demir iyonlar: fenton reaksiyonu
ile serbest radikaller olugsmasini tetikler ve bir ¢ok organ ve dokuda etkisini gosterir. Demir
cok fazla alindiginda dokularda birikerek organ yetmezlikleri ile giden hastaliklar
gelistirebilir. Nitekim kronik demir yiikiiniin klinik bulgularini herediter hemokromatozisde
gordliglimiiz gibi siroza kadar giden karaciger hasari, hepatoseliiler karsinom, diyabet,
artropati, kardiyomiyopati, aterosklerozis, hipopituitarizm, ciltte hiperpigmentasyon gibi
klinik bulgular goriilebilmektedir [39-42]. Makrofajlarin fagosit fonksiyonlarini bozarak
Listeria monositogenes gibi bazi enfeksiyonlara yatkinlik gelisebilir [43]. Ayn1 zamanda
bakterilerin viriilansin1 da artirabilir. Yersinia enterocolitica ve Vibrio vulnificus gibi demir
gereksinimi olan bakterilerin enfeksiyon yapmasini kolaylagtirir [44, 45]. Kenya'da yapilan
bir ¢calismada iki grup olusturulmus ve 4 ay siiresince bir gruba demir igeren besin destegi
(micronutrient powder) diger gruba demir icermeyen besin destegi verilmis ve bagirsak
mikrofloralart karsilastirilmis. Demir destegi alan grupta enterobakterlerden o6zellikle
Shigella, Clostridium ve patojenik Escherichia coli'nin arttig1 saptanmis. Demirin prooksidan
etkisinin gosterildigi bu ¢alismada demir alan grupta inflamasyonu gdsteren bir parametre
olan diskida kalprotektin degeri yiiksek saptanmustir [46, 47]. Kronik hepatit C'li vakalarda da

karacigerde hepsidin sentezi azalmasina bagli olarak demir depolandig1 gosteren ¢aligmalarda
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vardir [48]. NTBI ile olusan serbest radikaller hiicre igerisinde ve zarinda bulunan protein,
lipit, lipoproteinler, niikleoproteinler, niikleik asitler, karbonhidratlar ve diger hiicresel
yapilara toksik etki gosterebilirler, hiicre 6liimiinii tetikleyebilirler [3, 21]. Demir deposu dolu
olan ¢ocuklarda profilaksi verilmesi ile biiyiime lizerine negatif etki goriilebilir [9, 49].

Demir metabolizmast norogelisim igin biiyiikk onem arz etmektedir. Dopamin,
seratonin, katekolamin, muhtemel gama aminobutirik asit gibi birgok metabolitin sentezinde
ve myelin sentezinde gorev alir [22]. Dogumda kan beyin bariyeri tam olarak gorevini
yapamaz, ve kandan beyin omurilik sivisina maddelerin gegisini tam olarak diizenleyemez
[50]. Farelerde 7-10 giin arasinda olgunlagsma tamamlanir ve insanlarda bu siire yaklasik 6
aydir [51]. Kan beyin bariyeri bu ilk aylarda demir fazlaligi gelisirse beyin dokusuna fazla
miktarda demir gecmesine izin verebilir [13, 52]. Ozellikle prematiir bebekler kan beyin
bariyerinin daha az gelismis olmasi nedeni ile hasar gelismesine daha fazla duyarlidirlar [13,
53]. Diger taraftan demir eksikligi olan farelerde oligodentrositlerin olgunlasmasi ve miyelin
formasyonunun olugmasinda gerilik saptanmistir. Bunun nedeni miyelin sentezinin baglamasi
icin oligodentrositler i¢cinde demir birikmesi gerekmektedir. Demir eksikliginde motor ve
kognitif fonksiyonlarda gerilik saptanir ve sonradan demir replasmani saglansa da bu eksiklik
tam olarak giderilemez [54, 55]. Kan beyin bariyeri; mikrovaskiiler endotelyal hiicreler,
perisit ve astrosit hiicrelerince olusturulur. Temel gorevi beyin igine ve disina dogru iyonlar,
cesitli molekiiller ve lokositlerin gegisini diizenlemektir. Inme, alzheimer, travmatik beyin
hasar1, multipl skleroz, ensefalit, hipertansiyon gibi bir¢ok ndrolojik hastalikta kan beyin
bariyerinin yapisinin bozuldugu saptanmigtir. Oksidatif stresin artmasi ile kan beyin bariyer
yapisindaki matriks metalloproteinaz enzimi aktiflesir, bariyer endotel hiicrelerin yapisi
bozulur, 16kosit migrasyonu ve gegirgenlikte artis meydana gelir [50, 56, 57]. Sonu¢ olarak
oksidatif stresin artmasi ile kan beyin bariyeri etkilenir ve norodejeneratif ve néroinflamatuar
birgok hastaligin gelismesinde etyolojide rol oynayabilir.

Uzun donemde kronik demir maruziyeti ile birgok klinik etki oldugu literatiirde
goriilmektedir. Serbest demirin erken siit gocuklar {izerine etkisi ¢ok iyi incelenmelidir ¢iinkii
demir emiliminin diizenlenmesinde ilk 6 ay ve sonrasi farklilik gdstermektedir [58]. Fare
deneylerinde; demirden fakir diyet verilen farelerde kompansasyon amagl ferroportin ve
DMTI1 gen ekspresyonlarinda 10. giinde artis olmast beklenmis ancak bu artis 20. giinde
gozlenmistir [59]. Bu durum farelerin erken bebeklik doneminde demir diizeyine gerekli

yamti veremedigi anlamimna gelmektedir. Insanlarda da ilk 6 ay incebagirsaklar demir
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metabolizmasini diizenleyecek kadar gelismemistir ve ancak 9. ayda yeterli olgunluga ulasir
[13, 60]. Demir dengesi temel olarak emilimin kontrolii ile saglanir. Diyetinde demirden fakir
beslenen 6 aylik bir bebek, incebagirsaklardan demir emilimini artirmak i¢in gerekli hiicresel
degisiklikleri yapamaz ve demir eksikligine daha yatkin hale gelir. Ayni sekilde diyetinde
demir miktar1 fazla ise demir emilimini sinirlayacak uyumu gosteremeyebilir ve kan demir
diizeyi kontrol dis1 artabilir. Bu durum da oksidatif streste artis ile sonuglanabilir [13]. Ayrica
demir desteginin demir damlalar1 olarak verilmesi ile bir giinliik tiim demir ihtiyaci tek
seferde verilmektedir. Bu durumda kanda demir seviyesi hizla zirve yapmakta, karacigerden
hepsidin sentezi artmakta ve demirin depo edilmesi yoniinde bir uyart olugsmaktadir. Oysa
diyet igerisinde yer alan demir giin icerisinde farkli zamanlarda verildiginden, kan demir
seviyesi cok daha dengeli olacak ve demirin hemoglobin sentezi yoniinde kullanilmasi
uyarilacaktir [28]. Isve¢ ve Amerika'da ortak yapilan bir calismada demir profilaksisinin 4 ve
6 aylik iken baglanmasimin etkisi incelenmis ve 9 aylik iken vakalar degerlendirilmistir. Bu
calismada gelismis iilke olarak Isve¢ ve gelismekte olan iilke olarak Honduras'tan vakalar
secilmistir. Honduras’ta 4 aylik iken demir profilaksisi baslanan bebekler ile 6 aylik iken
demir profilaksisi baslanan bebekler 9 aylik iken degerlendirildiginde demir depolar1 ve
hemogramlar1 arasinda fark bulunmamustir. Arastiricilar 4 aylik iken demir profilaksisi
baslamanin 6 aylik iken demir profilaksisi baglamaya gore yasamsal pozitif bir etkisi
bulunmadigi sonucuna varmistir. Ancak Honduras'li bebeklere 6 aylik iken demir profilaksisi
baglanmasinin kan demir diizeyleri, hemoglobin degeri ve demir eksikligi sikliginda azalma
yonlerinden faydali bulunmustur. Demir profilaksisi almayan bebeklerde kan demir diizeyi ve
hemoglobin degeri daha diisiik, demir eksikligi siklign daha yiiksek bulunmustur. Isvegli
bebeklere ise hem 4 hem de 6 aylik iken yapilan demir desteginin, 9. ayda demir depolar1 ve
hemoglobin degerleri {izerine faydali etkisinin olmadigi saptanmistir. Siit c¢ocuklugu
doneminde her hangi bir yasta profilaksi amagh verilen demir desteginin Isvecli bebeklerde
demir eksikligi ve hemoglobin degeri iizerine etkisinin olmadig1 gosterilmistir. Hatta bu
calisgmada demir depolar1 dolu oldugu halde demir destegi verilen bebeklerin biiyiimelerinin
daha az oldugu saptanmistir [36]. Bu da sunu gostermektedir ki saglikli ve anne siitii ile
beslenen ve herhangi bir risk faktorii olmayan bebeklere ilk 6 ay sadece anne siitii yeterlidir
ve 6. aydan sonra diyet demirden zengin hale getirilirse demir ihtiyaci karsilanabilir.

Sonug olarak 6 aylik bebeklerde demir emilimi heniiz tam olgunlagmamistir. Kan

demir seviyesi diyette ki demirden ¢ok fazla etkilenmektedir ve demir preparatlarindaki

32



demirin metabolizmasi ile diyet i¢indeki demirin metabolizmasi birbirinden farklidir [36].
Ulkemiz i¢in "Demir gibi Tiirkiye" projesi ile ve diinyada AAP'nin onerisi ile 4 aylik iken
demir damlalar1 profilaksi amacgli baslanmaktadir. Kisa donemde bebeklerde klinik etki
goriilmemesi ve demir eksikliginin ¢ok yaygin olmasi nedeni ile profilaksi uygulamasi devam
etmektedir. Ancak ¢alismamizda goriilecegi lizere demir profilaksisi DNA hasar1 ve oksidan
aktiviteyi artirmaktadir. Teorik olarak yukarida belirtilen bir ¢ok klinik durumun 6nciil
hasarlar1 meydana gelebilir ve belki de profilaksi daha uzun siire devam edilirse bazi
vakalarda bu hastaliklarin ortaya ¢ikmasi tetiklenebilir. Bu nedenle iilkemiz ve diinyada bu
konuda yeni caligmalara ve rehberlerin gézden gecirilerek giincellenmesine ihtiya¢ vardir.
Demir profilaksisi i¢in, demir damlalar1 yerine diyetin demirden zenginlestirilmesi daha

uygun bir se¢enek olabilir.
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Ek 1: Anket

HASTA TAKIiP FORMU

Telefon: Anne Yasi:

Parite bilgileri: G...P...A...C.... Kacinel ¢ocuk:
BASVURU (6 Ay, 24 hafta)

Ad, Soyad: Yas: Gestasyonel yas: Cinsiyet:
Agirhk: Boy: Bas cevresi:

Dogum agirhg: Dogum boyu: Dogum bas cevresi:

Dogumunuz nasil gerceklesti ?: (ONommal vajinal yol — (Osezaryen

Dogum éncesi kanamaniz oldu mu ?(gebeligin 6. ayindan sonra ) :O) Evet (OHaywr
Gebelikte sizde kansizhik tespit edildi mi : OEvet (OHayir

Dogum sirasinda ya da hemen sonrasinda asir1 kKanamaniz oldu mu?

(Doktor tarafindan séylenmis) (OFEvet (OHayir

Hamilelikte demir kullandimz mi?(OEvet (OHaywr  Ne kadar siire kullandimz?
Lohusalikta demir kullandmz mi? OFEvet (OHayir  Ne kadar siire?

Ailede kan hastaligi olan var m1 ? OEvet (OHayw

Anne egitim diizeyi :

(OOkula gitmemis Qilkdgretim QOlise Ouiniversite
Annemeslegi :

Baba egitim diizeyi :

(OOkula gitmemis Qilkogretim Clise Oiiniversite
Baba meslegi :

Aylik toplam gelir: (O <3500 TL (O3500-1000 TL (O1000-2000 TL (O >2000 TL ODegisken

Evdeki toplam birey sayisi :

4 ayhk iken demir baslandi mm? OEvet (OHayir ( hayir ise B ye gec )
A, -Demir diizenli verildi mi ?: (COEvet OHayir

-Demire bagh goriilen yan etkiler :

Okabizlik Qistahsizik Okusma (Qishal Oasinn gaz Ohuzursuzluk  Odiger:

B. Okabizlik Qistahsizhk Okusma Qishal Qasirt gaz Ohuzursuzluk  Odiger:

* Son gelisinizden bu yana ishal , atesli hastalik , 6ksiiriiklii hastahk veya idrar
yolu enfeksiyonu gecirdi mi ? (OEvet (OHayir
e Evetise yatarak tedavi gérdii mii ? OFEvet (OHayir

¢ Nasil besleniyor? (OSadece anne siitii  OAnne siitii + mama  (OSadece mama

Hb Hct MCV RDW

Transferrin

Ferritin Demir FeBK
Saturasyonu

TAS-TOS , Comet assay icin kan ayrilacak.
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