T.C.
KIRIKKKALE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
COCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI ANABILIM DALI

— 1992 —

KIRIKKALE UNIVERSITESI HASTANESI COCUK
HEMATOLOJI BOLUMUNDE TROMBOSITOZ TESPIT
EDILEN HASTALARDA OKSIiDAN VE ANTIOKSIDAN

DUZEYININ BELIRLENMESI

Dr. Fatma Nur DEMIRKOL

Uzmanlik Tezi

TEZ DANISMANI

DOC. DR. MERYEM ALBAYRAK
KIRIKKALE
2016



T.C.
KIRIKKKALE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
COCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI ANABILIM DALI

KIRIKKALE UNIVERSITESI HASTANESI COCUK
HEMATOLOJIi BOLUMUNE TROMBOSITOZ TESPIT EDILEN
HASTALARDA OKSIDAN VE ANTIOKSIDAN DUZEYININ
BELIRLENMESI

Dr. Fatma Nur DEMIRKOL

COCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI
UZMANLIK TEZi

TEZ DANISMANI
DOC. DR. MERYEM ALBAYRAK

Bu tez, Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi

Tarafindan 2015/78 proje numarasi ile desteklenmistir.

KIRIKKALE
2016



KIRIKKALE UNIVERSITESI

TIP FAKULTESI

COCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI ANABILIM DALI

Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali uzmanlik programi ¢ergevesinde
yiiriitiilmiis olan bu ¢alisma, asagidaki jiiri tarafindan UZMANLIK TEZI olarak
kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi :. ../.../
Prof. Dr. Didem ALIEFENDIOGLU
Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi

Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1
Anabilim Dali Bagkam

Jiiri Bagkani

Dog. Dr. Meryem ALBAYRAK Dog¢. Dr. Zihre KAYA
Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Gazi Universitesi Tip Fakultesi
Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar
Anabilim Dal1 Anabilim Dali

Uye Uye



TESEKKUR

Tez konusunun belirlenmesinden son asamasina kadar degerli vakitlerini
ayirip bir anne sefkatiyle yol gosteren, destek ve yardimimi esirgemeyen, akademik
kariyerime bagladigim glnden beri bilgi ve tecriibesiyle mesleki gelisimime katkida
bulunan, Tez Danmismanim saygideger hocam Dog¢. Dr. Meryem ALBAYRAK’a

sonsuz tesekkiir ederim.

Olumlu ve yapict elestirileriyle beni yodnlendiren, deneyimi ve bilgi
birikimiyle hem mesleki hem de hayata dair kendisinden ¢ok sey 6grendigim degerli
hocam Prof. Dr. Didem ALIEFENDIOGLU’na tesekkiirlerimi sunarim. Yine,
egitimimde bilgi birikimleri ile hastaya ve hastaliga yaklasim yoniinden 6rnek
aldigim, her daim yanimda olan klinigimizin kiymetli Hoca’lar1 Saymn Prof. Dr. F.
Selda Biilbiil’ e, Prof. Dr. Yavuz Giirer’e, Prof. Dr. Fulya Giilerman’ a, Prof. Dr.
Ayca Torel Ergiir’ e, Prof. Dr. Banu Acar’ a, Yrd. Dog¢.Dr. Cihat Sanli” ya, Yrd. Dog.
Dr. Nilufer Guzoglu’ na, Yrd. Dog. Dr. Dilek Azkur’a, Yrd. Dog. Dr. Aysegiil

Alpcan’ a tesekkiirlerimi sunarim.

Tezimin her asamasinda biiyilk destek olan, yardimini esirgemeyen
Biyokimya Anabilim Dali’ nda gretim gorevlisi degerli hocam Prof. Dr. Ugler Kisa’

ya tesekkiirlerimi sunarim.

Uzmanlik egitimimde klinik deneyimlerinden ¢ok seyler 6grendigim yan dal
asistan1 Uzman Dr. Burcu Giiven’ e, Uzm. Dr. Seving Odabas1 Giines’ e ve Uzm. Dr.
Salih Davutoglu’ na, beraber acisiyla tatlisiyla her seyi paylastigimiz ¢ok sevgili
Uzm. Dr. Ayse Tandircioglu, Dr. Nagehan Kara, Dr. Gozde Aydmn, Dr. Sevgi
Dogan’ a ve tiim asistan arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim, Asistanlik donemi
boyunca yardimlarin hi¢ esirgemeyen basta klinigimizin sorumlu hemsiresi Elif Ates

olmak tizere tiim hemsirelerimize tesekkiirlerimi sunarim.

Bu giinlere gelmemde biiylik emegi olan, zor glinlerimde sevgisi ve sefkati ile
hep yanimda olan canim anneme, canim babama ve canim ablalarima, yardimini hig
esirgemeyen camim kayinvalideme, her zaman yanimda olan canim Esim’ e,

gbdzbebegim Kizim’ a ve biricik Oglum’ a tesekkiirlerimi sunarim.



Dr. Fatma Nur Demirkol

KIRIKKALE



OZET

Demirkol FN., Kirikkale Universitesi Hastanesi Cocuk Hematoloji béliimiinde
trombositoz tespit edilen hastalarda oksidan ve antioksidan duzeyinin
belirlenmesi, Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg Ve Hastaliklar
Anabilim Dalh Uzmanhk Tezi, Kirikkale 2016.

Amag: Bu calismada, Kirikkale Universitesi Hastanesi Cocuk Hematoloji
bolumunde trombositoz tespit edilen ¢ocuklarda oksidan ve antioksidan molekdllerin

diizeyinin belirlenmesi amag¢lanmistir.

Yontem: Ocak 2016- Mayis 2016 tarihleri arasinda Kirikkale Universitesi Hastanesi
Gocuk Hematoloji bolumiinde trombositoz tespit edilen ¢ocuklardan tam kan sayimu,
C- reaktif protein (CRP), oksidan olarak malondialdehit (MDA), total oksidan seviye
(TOS), antioksidan olarak superoksit dismutaz (SOD), paraoksonaz 1 (PONL1),
arilesteraz (ARES), glutatyon peroksidaz (GPx), total antioksidan kapasite (TAK)
diizeylerine bakildi. Oksidatif stres indeksi hesaplandi. Verilerin analizi, istatistiksel
yazilim paketi SPSS 22.0 Mining (IBM Corparation, Armonk, New York, United
States) programi kullanilarak yapildi.

Bulgular: Calismamizda trombositoz grubunun %51,2’si kiz, %48,8’i erkeklerden
kontrol grubunun %159,5’1 kiz, %40,5’1 erkeklerden olusmaktadir. Trombositoz
grubunun yas ortalamasi 40,86 + 45,60 ay, kontrol grubunun yas ortalamasi 85,17
150,40 ay bulundu. Trombositoz grubunda oksidan olan MDA ve TOS ortalama
degerleri kontrol grubuna gore daha yiiksek iken (p>0.05) ve antioksidan SOD haric
(p>0.05), diger antioksidan enzimler olan GPx (p>0.05), PON 1 (p <0.05) ve
arilesteraz (p <0.05) ortalama diizeyleri diisiik tespit edildi. Oksidatif stresin
belirlenmesinde kullanilan oksidatif stres indeksi (OSI) trombositozlu grupta kontrol

grubuna gore yiiksek saptandi (p <0.05).

Sonug: Calismamizda toplam oksidan durumu gosteren TOS trombositoz grubunda
daha yuksek diizeyde iken toplam antioksidan diizeyi gosteren TAK kontrol grubuna
gore daha diisiik saptandi (p <0,05). Bu durum, trombositoz grubunda oksidan ve
antioksidan sistemin dengesinin bozuldugunu, oksidan yiikiin daha fazla oldugu
gostermistir. Trombositozun nedeni ve patolojik sonuglarinda bozulan oksidan-

antioksidan dengenin rol oynadigi diisiiniilmektedir. Oksidatif ylikiin fazla olmasi



nedeniyle organizmada gergeklesen dengeleyici mekanizmalarla oksidan
molekdllerin yok edilmesi i¢in antioksidan molekdllerin tiiketildigi ve buna bagl

olarak antioksidanlarin diizeyinin azaldigini diisiindiirmiistiir.

Anahtar kelimeler: Trombositoz, oksidan, antioksidan



ABSTRACT

Demirkol FN., Determination Of Oxidant And Antioxidant Levels In Patients
Applied To Department Of Pediatric Haematology Of Kirikkale University
Hospital Because Of Thrombocytosis, Kirikkale University Faculty Of Medicine
Department Of Pediatrics. Dissertation, Kirikkale 2016

Purpose: In this study, it was aimed to determine the levels of oxidant and
antioxidant molecules in children who were diagnosed with thrombocytosis in the

Department of Pediatric Haematology of Kirikkale University Hospital.

Method:

The complete blood count, C-reactive protein (CRP), malondialdehyde as oxidant
(MDA), total oxidant level (TOL), superoxide dismutase (SOD) as antioxidant,
paraoxonase 1(PONL1), arylesterase (ARES), glutathione peroxidase (GPx) and total
antioxidant capacity (TAC) levels of the children who were diagnosed with
thrombocytosis in the Department of Pediatric Haematology of Kirikkale University
Hospital between the dates of January 2016 and May 2016 were measured. The
oxidative stress index was calculated. Analysis of the data was performed using the
SPSS 22.0 Mining statistical software package (IBM Corporation, Armonk, New
York, United States).

Results: In our study, 51.2% of the thrombocytosis group was composed of females
and 48.8% of males and 59.5% of the control group was composed of females and
40.5% of males. The mean age of the thrombocytosis group was 40.86 = 45.60
months and the mean age of the control group was 85.17 + 50.40 months. The mean
values of oxidant MDA and antioxidant SOD levels in the thrombocytosis groups
was higher compared to the control group (p>0.05), while the mean values of oxidant
TOS (p>0.05) and antioxidant TAK (p <0.05), GPx (p>0.05), SOD (p>0.05), PON 1
(p <0.05) and arylesterase (p <0.05) levels were found to be low. Oxidative stress
index (OSI) used in determination of oxidative stress was determined to be higher in

the thrombocytosis group compared to the control group (p <0.05).

Conclusion: In our study, TOS, which shows total oxidant status, was higher in the
thrombocytosis group, while TAK, which shows total antioxidant level, was found to

be lower compared to the control group (p <0,05). This suggests that oxidant and

Vi



antioxidant system balance in the thrombocytosis group is impaired and oxidant load
is higher. Oxidant - antioxidant balance is thought to play a role in the pathogenesis
and pathological results of thrombocytosis. It is considered that the antioxidant
molecules were consumed to destroy oxidant molecules through the stabilizing
mechanisms that occur in the organism because of the excessive oxidative stress, and

the level of antioxidants is decreased accordingly

Keywords: Thrombocytosis, Oxidant, Antioxidant
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KISALTMA VE SIMGELER

a: Alfa

p: Beta

ARES: Arilesteraz

ATP: Adenozintrifosfat

AU: Arbitrary Unit

CAT: Katalaz

cGs: Gama Glutamil Transpeptidaz

cGcs: Gama Glutamil Sisteinil Sentetaz
Cp: Seruloplazmin

DNA: Deoksiriboniikleik asit

EDTA: Etilen diamin tetraasetik asit

FAD: Flavin adenin dintkleotid

GS: Glutatyon sentaz

GSH: Rediikte glutatyon

GSH-Rd: Glutatyon rediiktaz

GPxe: Ekstraselluler glutatyon peroksidaz
GSH-Px: Glutatyon peroksidaz

GSSG: Okside glutatyon

G6PD: Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz

GST: Glutatyon S transferaz

Hb: Hemoglobin

Hct: Hematokrit

I9G: Immunglobin G

ITP: immun trombositopenik purpura
MCYV: Ortalama eritrosit hacmi

MCH: Ortalama eritrosit hemoglobini
MCHC: Ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu
MDA: Malondialdehit

MRP: Multidrug resistans protein

NADPH: Rediikte nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
OSI: Oksidatif stres indeksi

PUFA: Coklu doymamisyagasitleri

PV: Polisitemia vera

RBC: Eritrosit

ROS: Reaktif oksijen tlrleri

SOD: Siperoksit dismutaz

MnSOD: Manganez superoksit dismutaz
ECSOD: Ekstraselliiler superoksit dismutaz
CuzZnSOD: Bakir-ginko stiperoksit dismutaz
TAK: Total antioksidan kapasite

TBARS: Thiobarbituric Acid Reactive Substances
TOS: Total oksidan duzey
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1.GIRIS ve AMAC

Hiicre ve dokularin yapisal biitiinliigiinin korunmasi ve fonksiyonlarini
yapabilmesi i¢in oksidan ve antioksidan sistem denge halinde olmalidir. Oksidatif
molekdllerin Uretimi ve eliminasyonu arasindaki dengesizlik sonucunda pekcgok
patolojik olay ve hastalik ortaya ¢ikabilir. Oksidatif stres “oksidanlar ve
antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine kaymasi ve hiicre hasarina yol
agcmast” olarak tanimlanir (1). Oksidatif stresin, hiicre hasari sonucu birgok hastaliga
neden oldugu bilinmektedir. Literaturde Glseratif kolit (2), iskemi/reperfiizyon hasari,
ateroskleroz (3), yaslanma, diyabetes mellitus (4), ¢esitli kanser tiirleri, romatoit
artrit ve multiple skleroz gibi otoimmin hastaliklar, astim, yaslanmaya bagli makiiler
hastaliklar ve katarakt (3,5) gibi hastaliklarda serbest oksijen radikallerinin diizeyinin
arttig1 belirtilmistir (6, 7, 8).

Oksidan ve antioksidan dengenin degismesi durumunda tiim hiicrelerde oldugu
gibi trombosit htcrelerinde de etkilenme olur. Oksidan molekiillerin artmasi
trombosit dmri ve trombiis olusumunu etkilerken, vaskiiler tonusta degisikliklere,
anjiogeneze ve aterotrombotik hastalik gelisimine neden olmaktadir. Oksidan stresin
artttgn  durumlarda trombositlerin  fizyolojisi degismekte, trombositoz veya
trombositopeni gibi patolojik sonuclar ortaya ¢ikmaktadir

Cocuklarda goriilen trombositoz siklikla altta yatan baska bir hastalik
nedeniyle ortaya ¢ikan laboratuvar bulgusudur. Cocukluk ¢aginda saptanan
trombositozun en stk nedeni enfeksiyonlardir (9). Inflamasyon, demir eksikligi
anemisi, hemolitik anemi, splenektomi, yanik, malignite ve travma gibi doku
hasarina neden olan durumlar da trombositoza neden olmaktadir (10). Bu
hastaliklarda dolagimdaki sitokinlerin uyarisiyla karacigerde trombopoetin Gretimini
artar, megakaryopoez ve trombosit yapimi uyarilir (11). Oksidan stresin arttig1
durumlarda trombosit hicrelerinin  fizyolojisi  degismekte, trombositoz ve
trombositopeni gibi patolojik sonuglar ortaya ¢ikmaktadir. Oksidan ve antioksidan
dengenin degismesi durumunda sadece trombosit Omrii ve trombiis olusumu
etkilenmez. Bu dengenin degismesi durumunda vaskiiler tonusta bozulma,

anjiogenezis, inflamasyon, aterotrombotik hastaliklara yatkinlik gelisebilir.



Bu ¢aligmada Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Cocuk Hematoloji
ve Onkoloji polikliginde trombositoz tespit edilen ¢ocuklar degerlendirildi. Oksidan
olarak malondialdehit, total oksidan dlizeyi ve antioksidan olarak glutatyon
peroksidaz, siperoksit dismutaz, arilesteraz, paroksonaz 1, total antioksidan kapasite
diizeyleri 6l¢iildii, oksijen stres indeksi hesaplandi.

Literatiirde ¢ocuk yas grubunda trombositozda oksidan/antioksidan denge
calisiilmamustir.

Calismada amacimiz c¢ocukluk yas grubunda trombositozda oksidan ve
antioksidan molekdlerin diizeylerini belirleyerek oksidan/antioksidan dengenin hangi

yonde degistigini tespit etmektir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. TROMBOSITLER VE TROMBOSITOZ

Trombositler hemostatik tikag olusumunda, angiogeneziste, damar tonusunun
regulasyonunda, inflamasyonda rol oynayan kan hicrelerdir. Trombositler kemik
iligindeki megakaryositlerin pargalanmasiyla olusur (Sekil 1). Trombosit sayisi
150.000/puL-450.000/uLL degerleri arasindadir(12). Yenidogan doneminden itibaren
yasam boyunca sabit degerde olan tek kan hiicresidir. Bir megakaryosit hiicresinden
1000-5000 adet trombosit, bir giinde 35.000-50.000/uL trombosit Gretimi olur.
Trombositlerin ortalama yasam siireleri 7-10 ginddr. Trombositlerin (gcte biri
dalakta, lgte ikisi kan dolagiminda bulunur. Trombositler 1-4 um ¢apinda, gri-mavi
sitoplazmali, ¢ekirdeksiz, graniil iceren hiicrelerdir. Ortalama trombosit volumi
(MPV) ise 8,9 = 1,5 um?® degerindedir. Karacigerde tretilen trombopoetin (TPO)
basta olmak tizere GM-CSF, IL-1, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-11, TNF trombosit
uretimini kontrol eder(13). IL-6 reaktif trombositozda buyiik rol oynayan hem
proinflamatuvar hem de anti inflamatuvar o6zelligi olan sitokindir (12).
Trombositozda IL-6 megakaryopoezi uyararak direk etki, hepatik TPO (Uretimini

arttirarak indirekt etki gosterir (14,15).
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Sekil 1: Megakaryositten trombosit olusumu.



Trombositlerin ~ fonksiyonlarin1  siirdiirmesinde  trombositlerde  bulunan
granuller ve organeller énemli rol oynar. Trombositlerde yogun cisimcikler (dense
bodies), alfa grandller ve lizozomlar bulunmaktadir (Sekil-2). Alfa grandl
membraninda P selektin, glikoprotein 2b/3a, graniil membran protein 33, trombosit
endoteliyal hiicre adhezyon molekilu 1 (PECAM 1), glikoprotein 1b, 5, 9 ve
osteonektin bulunur (16). Alfa graniillerde pihtilasma faktorlerinden faktor I, faktor
V, faktor VIII, trombosit faktor 4 (PF4), beta tromboglobulin (BTG), heparin
notralizan protein, trombospondin, Von Willebrand Faktér (VWF), trombosit kokenli
biliyiime faktorii (PDGF), TGF B, endoteliyal hiicre biiylime faktorl, EGF, vaskuler
endoteliyal bliyume faktori (VEGF) gibi anjiogenik faktorler ve plazminojen
aktivator inhibitorii ve a-2 plazmin inhibitéri gibi fibrinolitik inhibitorler bulunur.
Yogun cisimciklerin membraninda P selektin ve graniilofizin yer alir. Yogun
cisimciklerde adenin nukleotidleri, guanin nukleotidleri, fosfoinozitol fosfat,

kalsiyum ve magnezyum bulunur (17).
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Sekil 2: Trombositin hiicre yapisi



2.1.1.Tanmim ve Simiflandirma

Tiim yas gruplarinda; saglikli bireylerde trombosit sayis1 150.000-450.000/uL
degerleri arasindadir. Bu degerin {izerinde ise trombositoz olarak adlandirilir (12,
18).

Hematopoetik hucrelerin - monoklonal/poliklonal anormalliklerine  veya

trombopoietindeki (TPO) anormalliklere bagli olarak primer trombositoz meydana
gelir. Cesitli hastaliklar nedeni ile megakaryositten trombosit asir1 yapimina bagli
olarak sekonder trombositoz meydana gelir.
Esansiyel veya primer trombositoz megakaryositlerin devamli ¢ogalimi sonucu
trombosit sayisinda belirgin artig ile karakterize, kronik miyeloproliferatif hastaliktir
(19,20). ilk defa 1930’larda tanimlanmistir. Cocuklarda ¢ok nadir olup eriskinlere
gbre altmis kat daha az goriiliir. Insidans1 1/10.000.000°dir. Miyeloproliferatif
hastalik bircok 6zelligi, 6zellikle bir veya daha fazla kan hiicresi dizisinin “klonal”
asirt iretimi Ozelligini paylasan bir grup hastaligi anlatmak i¢in kullanilan bir
terimdir. Tim klonal hastaliklar tek bir hiicredeki bir veya daha fazla DNA
degisikligi (mutasyon) ile baslar. Kemik iligi ve kanda bulunan hiicreler bu tek
mutant hiicrenin trtiniidiir. Diger miyeloproliferatif hastaliklar polisitemia vera ve
idiyopatik miyelofibrozistir. ET nin etkileri kontrol edilemeyen kan hiicresi 6zellikle
trombosit Uretiminden kaynaklanmaktadir. Hastalik; kirmizi kiire, beyaz kiire ve
trombosit olusturma kapasitesine sahip kok hucrelerin degismesiyle bu (¢ hucre
dizisinin herhangi biri veya birkagi etkilenebilir. ET’de kemik iligindeki
megakaryositlerden asir1 trombosit iiretimi olur ve dolasima asir1 miktarda trombosit
gecer (21).

ET’nin sebebi tam olarak anlasilamamistir. ET hastalarinin yaklasik yarisinda
kan hiicrelerinde JAK2 (Janus kinaz 2) geninde mutasyon vardir. Hastada mutasyon
olup olmamas: hastaligin yapisin1 veya seyrini etkilememektedir. ET hastalarinda
JAK2 mutasyonlarinin gergek roliinii saptamak ve diger mutasyonlar: tanimlamak
i¢in aragtirmalar yiiriitiilmektedir. Her yil i¢in tahmin edilen yeni vaka sayis1 100.000
kiside 0.1 - 2.4 arasindadir. ET zaman zaman ¢ocuklarda da ortaya ¢ikar, fakat
cogunlukla erigkin donemde tani konur. ET genellikle yasam beklentisini kisaltmaz.
Beyin veya kalp gibi hayati organlan etkileyen ciddi bir komplikasyon olan

trombozu dnlemek veya tedavi etmek i¢in tibbi gozetim gereklidir. Trombosit sayis1



cok fazla oldugunda, trombositler normal fonksiyonlarini gdsteremeyebilir ve kan
damarlarinda “trombiis” olarak bilinen tikaniklia ve daha nadir olarak kanama

problemlerine neden olabilirler (12).
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Sekil 3: Megakaryopoez artisi ve trombositoz

“Sekonder trombositoz” enfeksiyon, inflamatuar hastalik, splenektomi veya
demir eksikligi anemisi gibi hastaliklara reaksiyon olarak gelisen trombosit sayisinin
normal degerinden daha yiiksek oldugu durumdur. Sekonder trombositoz,
miyeloproliferatif bir hastalik degildir. Enfeksiyon, inflamasyonda, malignitede
sitokinlerin dlzeyi artarak karacigerde trombopoetin iiretimini arttirir. Boylece

megakaryopoez uyarilarak trombosit {iretimi artar (22).
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Trombositler yaslandikga membraninda bulunan siyalik asitini kaybederler.
Sialik asitini kaybeden trombositler hepatosit hicresindeki (Hep G2 hicresi)
Ashwell-Morell reseptorine baglanir (23). Ashwell-Morell reseptéri (AMR),
ASGPR1 ve ASGPR2 alt birimlerinden olusan transmembran yerlesimli
glikoproteindir (24,25,26). AMR, JAK2 STAT3’ i etkileyerek hepatik TPO gen
transkripsiyonunu ve translasyonunu indiikleyerek trombosit iiretimi hizlanir (27,
28).

Wu ve arkadaslari, BLVRBS!: alelindeki mutasyonun trombositoz
gelismesinde yeni bir mekanizma olarak gostermislerdir (23). BLVRBS!:
alelindeki mutasyon biliverdin IXp rediiktaz enziminin NADPH’ a baglanarak
gerceklesen reaksiyonu etkileyerek, heme yolunun bozulmasina, redoks
reaksiyonlarimin yetersiz kalmasina, reaktif oksijen Grlinlerin artmasina ve sonugta

trombositoza neden olur.



Tablo 1: Trombosit artisina neden olan hastaliklar :

1. Infeksiyon

-Viral

- Bakteriyel

- Mycobakteriyel
- Fungal

2.Inflamatuar hastaliklar

/Otoimmun Hastaliklar

- Kawasaki Hastalig1
- Romatoid Artrit
- HSP

- PAN

- Inflamatuar barsak hastaliklari
- Ankilozan spondilit

- Sarkoidoz

-Akut romatizmal ates

3. Hematolojik Hastaliklar

- Demir eksikligi anemisi

- Hemolitik anemi, kan kayb1
- Akut hemoraji, kanama

- Vitamin E eksikligi

- Rebound trombositosis
4.1laca bagh

-Vinca alkoloidleri
-Kortikosteroidler

-Adrenalin

5. Malignensi
- Lenfoma

-Noroblastom
-Histiyositozis
-Kronik myeloid 16semi

-Karsinoma (kolon, akciger)
-Willm’s timorii

-Hepatoblastoma
-Losemi

-Polistemi vera

6. Postsplenektomi,
aspleni(anatomik/fonksiyonel)

7. Travma

-Cerrahi

-Fraktlr

-Yanik

8.Elektrik soku
9.Myelodisplastik Hastaliklar
-5q sendromu

-Sideroblastik anemi
10.Ceffey’s Sendromu
11.Nefrotik sendrom

12.Stres indiikledigi katabolizma
13.Egzersiz

14. Tromboflebit
15.Sarkoidoz

16.Serebrovaskuler Hastalik

17.1diyopatik

hiposplenizm,




Tablo 2: Esansiyel ve Sekonder Trombositoz Faklar:

Klinik ve Laboratuvar Bulgulari

Esansiyel ]
_ Sekonder Trombositoz

Trombositoz

Parmak/serebrovaskuler o

_ ) Karakteristik Yok

iskemi

Tromboemboli/Hemoraji Sik Nadir

Splenomegali Var (%80) Yok

Trombosit sayis1 (/pL) >1.000.000 <1.000.000

Kanama zamani Uzamis Normal

) Ny Buyuk,
Trombosit morfoloji ve | )
) displastikformda Normal

Fonksiyonu _ o
Hiperploidi

Lokosit sayist Artmis Normal

Trombokinetik Ozellikler
Esansiyel

Trombositoz

Sekonder Trombositoz

Toplam megakaryosit kitlesi Cok artmig Hafif artmig
Megakaryosit sayis1 Artmis Artmig
Megakaryosit hacmi Azalmis Azalmis
Trombosit dongusi ve Uretim
Artmis Artmis
hiz1
Trombosit kitlesi Artmis Artmig
Trombosit yasam sliresi Normal/Hafif azalmis Normal
2.1.2. Epidemiyoloji
Esansiyel trombositoz; etyolojisi tam olarak bilinmeyen, pluripotent

hematopoietik kok hiicredeki bozukluk nedeni ile olusan, klinik olarak ag¢iklanabilir

bir neden olmaksizin trombosit sayisindaki belirgin artis ile karakterize klonal bir

hastaliktir (29). Tahmin edilen yillik insidansi yaklasik 2,5/100.000 dir (30). Daha
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cok yash hastalarda gorulur. Ortalama tani yasi yaklasik 5.-6. dekattir. Kadinlarda
erkeklere gore iki kat fazla goralur (31).

Ailesel otozomal dominant trombositozda TPO veya c-Mpl genlerindeki aktive
edici mutasyonlar TPO iligkili trombositoza neden olmaktadir. Trombopoetinin
(TPO) ve trombopoetin reseptorinin (c-Mpl) ET patogenezine katkisi
gosterilebilmis degildir (32). Bir baska deyisle ailesel olgular disindaki trombositoz
olgularinda TPO ve c¢-MPL mutasyonlarinin rolii olduguna dair bulgu yoktur.
Trombositoz hastalarinda serum TPO seviyeleri beklenmedik sekilde normal veya
yiiksek izlenmistir (32). Bu nedenle reaktif trombositoz olgularindan ayirici tanida
kullanilacak bir paremetre degildir. JAK2 mutasyonu trombositozlu hastalarin
%50’sinde bulunur (33). Kromozomal anormallik olgularin %5,3’linde goriilmustiir.
1q, 20q, 21q anormallikleri gorulebilir ancak bunlar trombositoza spesifik degildir
(33)

ET’nin sebebi tam olarak anlasilamamistir. ET hastalarinin yaklasik yarisinda
kan hiicrelerinde JAK2 (Janus kinaz 2) geninde mutasyon vardir. Hastada mutasyon
olup olmamas1 hastaligin yapisini veya seyrini etkilememektedir. ET hastalarinda
JAK?2 mutasyonlarinin ger¢ek roliinii saptamak ve diger mutasyonlar1 tanimlamak
i¢in arastirmalar ylriitilmektedir. Her yil i¢in tahmin edilen yeni vaka sayis1 100.000
kiside 0.1 - 2.4 arasindadir

Sekonder (reaktif) trombositoz en sik 0-2 yas arasi donemde goriiliir. Reaktif
trombositozun insidansi hastanede tedavi géren ¢ocuk hastalarin yaklagik %6-15dir.
Dogumda bebeklerin %]13’linde trombosit sayist1 500.000/uL’nin tizerindedir.
Yenidogan doneminde trombositoz insidanst %36’dir. Bunlarin bir¢ogu diisiik
dogum agirlikli ve/veya enfeksiyonu olan yenidoganlardir. 6-11 aylik bebeklerde
sekonder trombositoz insidanst %13 olarak bulunmustur. Trombositozun goriilme
sikligi yasla birlikte diiserek 11-15 yas arasinda %0.6’ya kadar geriler (16).
Yenidogan déneminde trombositozun sik gorilmesi fizyolojik nedenlerden
kaynaklanabilir. Bu donemde kemik iliginde TPO gen ifadelenmesi ve dolasimdaki
TPO diizeyi ¢ocuk ve eriskinlerden daha yuksektir (8,17). Megakaryositik oncul
hiicrelerin TPO’ya duyarliligi da yenidogan déneminde fazladir (34). Bu durumlar

miyeloproliferatif hastalik degildir.
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Trombosit degerine gore hafif, orta, agir, asiri olmak (zere trombositoz

derecelendirilir. %72-86 oraninda en sik hafif trombositoz goriiliir. Trombosit saysi
500.000-700.000/pL araligindadir, Orta trombositozda trombosit sayisi 700.000-
900.000/uL, agir trombositozda trombosit sayisi 900.000-1.000.000/uL, asiri
trombositozda trombosit sayis1 1.000.000/uL’ nun tzerindedir (35).
Sekonder (reaktif) trombositozun en sik nedeni %37-78 oraninda akut ve kronik
bakteriyel / viral enfeksiyonlardir. Enfeksiyonlardan da en sik %60-80 oraninda
solunum sistemi, enfeksiyonlar1 goriiliir. Digerleri ise sirasiyla gastrointestinal ve
tiriner sistem enfeksiyonlaridir (9).

Ishiguro ve arkadaslarinin caligmasinda enfeksiyonu olan reaktif
trombositozlu olgularin TPO diizeyi incelenmis. ik hafta trombosit sayismin normal
degerde oldugunu, TPO konsantrasyonunun ise 4+2 ginde en yiksek degere
ulagtigini ve sonrasinda kademeli olarak TPO konsantrasyonunun azaldigini tespit
etmiglerdir. Yine ayni ¢alismada trombosit sayisinin en yiikksek oldugu ikinci ve
ticiincii haftada ise TPO konsantrasyonun normal degerine ulastig1 goriilmiistiir. TPO
konsantrasyonun artmasiyla CRP, IL-6, sedimantasyon hizi, fibrinojen ve von
Willebrand Faktor diizeylerinin arttigini, TPO’ nun akut faz reaktanlarinin diizeyiyla
korele oldugunu belirtmislerdir (36).

Splenektomi yapilan olgularin  75-85%’ inde reaktif trombositoz,
trombositozlu olgularin 19%’ unda asir1 trombositoz gelistigi bildirilmistir (37,38).
Splenektomi sonrasi ortaya g¢ikan trombositoz ve trombosit agregasyonun artisi
nedeniyle hayati tehdit olusturabilecek arteriyel ve ventdz trombozlar gorilebilir. Bu
nedenle komplikasyonlari onlemek amaciyla olgularin izlemine gdre antiagregan

ilaclar tedavi (aspirin, hidrogsilre, anangrelid vb.) eklenebilir (39, 40).

2.1.3.Tam
Trombosit sayist “tam kan sayimi” (hemogram) olarak adlandirilan test ile

tespiti yapilir. Semptomu olmayan hastalarin periyodik saglik muayenesinde yapilan
testlerle, emboli veya kanama Oykisu olan, splenomegali tespit edilen hastalarin
testlerinde trombosit sayisinda artis oldugunu gortlebilir (29,33).

ET tanisi tek basina laboratuar testleriyle dogrulanamaz. Hastada trombosit
sayisinin yiiksek olmasina neden olan diger durumlar1 dislamak i¢in daha ileri

muayene ve testler gereklidir.
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ET tan1 kriterleri:

« Zaman icinde sureklilik gosteren yiksek trombosit sayisi (450.000/ml’nin
ustiinde)

*Yilksek trombosit sayisini agiklayacak baska belirgin bir sebep olmamasi

* Normalin biraz altinda kan hemoglobin konsantrasyonu (hafif anemi) ve
normalin biraz istiinde beyaz kiire sayis1 (6zellikle bir beyaz kiire tipi olan
notrofiller)

* Normal eritrosit hiicre kiitlesi (erkekte 36 ml/kg, kizlarda 32 ml/kg)

+ Kemik iliginde fibrozis olmamasi

*Kemik iligindeki demirin normal boyanmasi

* Philadelphia kromozomun olmamasi

» Anormal trombosit fonksiyon testleri.

» Trombosit artisina neden olan diger klonal kan hastaliklarina ait bulgularin
olmamast

Tani i¢in kemik iliginin degerlendirilmesi mutlaka gerekli degilsede, taniyi
dogrulamak amaciyla genellikle yapilir. ET hastasinin  kemik iliginde

megakaryositlerde belirgin artis ve trombosit kitleleri goralur (29,30,32,18,).

2.1.4.Klinik Ozellikler
Trombositoz hastalarinin ¢ogu asemptomatik olup rutin kan tetkiklerinde

trombositoz saptanabilir. Trombositozu olan hastalarin bir kisminda ise semptom
olarak bas agrisi, bag donmesi, senkop, atipik gogiis agrisi, akral paresteziler, livedo
retikularis, eritromelalji, gérme bozukluklar ve trombohemorajik komplikasyonlar
gorulebilir (41). ET icin spesifik bir semptom veya bulgu yoktur. Hastalarin yaklasik
ucte birinde mikrovaskiiler okliizyonlar meydana gelir.

ET’de yasam beklentisini tromboz ve daha az oranda hemorajiyi igeren
hemostatik komplikasyonlar etkilemektedir. Eritroid seri normale yakindir ve kemik
iligi fibrozisi minimal diizeydedir. Akut I6semiye doniisme potansiyeli %5
civarindadir. Tromboembolik ve hemorajik komplikasyonlar primer trombositozlarda
daha sik goriiliir (30).

Parmaklarda akrosiyanoz, nekroz ve gangren goriilebilir. Tipki PV’da oldugu
gibi eritromelalji sik goriilen bir bulgudur. Migren, gecici iskemik ataklar ve atipik

gogiis agrilart gézlenebilir (33,34).
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Hastalarin yaklagik dortte birinde izlem siiresince biiylik damar trombozlar
goriilmektedir. Biiyiik damar trombozlar1 daha ¢ok alt ekstremitelerde goriiliir. Daha
nadir olarak koroner arter, renal ve mezenterik arter tutulumlar1 da goriilebilir. %4
oraninda  Budd-Chiari  sendromu  goértlmektedir  (32). Trombohemorojik
komplikasyona bagli olarak hastalarda bas agrisi, gecici iskemik ataklar, gorme
bozukluklari ve nobet gibi nérolojik bulgular gozlenebilir.

Trombosit islev bozuklugu, edinsel vVWF ¢ksikligi ve tedavi i¢in kullanilan
ilaglarin bir sonucu olarak 0Ozellikle gastrointestinal sistem, acil ve mukozalarda
boyutu biyuk olmayan kanamalar gorilebilir (37). ET* de major kanama sikligi %5’
tir. ET’nin en 6nemli fizik muayene bulgusu ise %25-48 oraninda saptanan ET’ de
hepatomegali ve lenfadenopati nadir bulgulardir. ET’ de parmak uglarinda renk
degisikligi, eritromelalji ve gangrenler cilt bulgusu olarak gortlebilir.

Hastalarda anemi gortlebilir ancak genellikle hemoglobin degeri normaldir.
Notrofilik 16kositoz gorulir. Lokosit formiliinde sola kayma, eozinofili ve bazofili
siklikla goriliir. Dev trombositler gézlenebilir (34). Lokosit alkalen fosfataz (LAP)
skoru normal veya yiiksektir. LDH ve (rik asit yliksek olma egilimindedir. Belirgin
trombositozu olan olgularda pstdohiperkalemi gorlebilir. Protrombin ve parsiyel
tromboplastin zamani normaldir, ancak uzamis kanama zamani ve bozulmus
trombosit agregasyonu gibi trombosit fonksiyonu anormallikleri gortlebilir (34).

Kemik iligi hiperseliilerdir ve belirgin megakaryosit artig1 dikkat ¢ekicidir.
Artmig ploidiye sahip dev megakaryositler kiimelesmis olarak goriiliir.  Siklikla
eritroid ve graniilositer dizi hiperplaziye eslik eder. Hafif diizeyde fibrozis
gorilebilir. Kemik iliginde fibrozisin belirgin olmasi ET aleyhine bir bulgudur.
Demir skoru yiiksektir (25).

2.1.5.Prognoz
ET’li olgularin genelde sagkalim siireleri, normal niifusa yakindir (34). Bir

calismada, ET’li olgularda 6liim nedenleri arasinda tromboz %?26, kanama 1%,
16semi %8 olarak bulunmustur. Erken pre-fibrotik miyelofibrozdan ayirim prognoz
icin dnemlidir. Tromboz insidanst daha Oonce tromboz gecirmemis olan olgularda
yilda 1,7%, daha 6nce tromboz ge¢irmis olgularda ise 13.4% olarak bildirilmistir. Bir
diger calismada ise arterial tromboz riski olarak yas >60, onceden tromboz,

kardiovaskiiler risk faktorleri (sigara, hipertansiyon, diabet), I6kositoz (>11 x 10%L),
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ve JAK2-V617F pozitif olmasi bildirilmistir (42). Trombosit sayisinin artig
diizeyinin trombotik komplikasyon riski ile korelasyonu gosterilmemistir. Trombosit
sayist >1,500 x 10%L olan olgularda hemorajik komplikasyon riski artabilecegi
belirtilmis olsa da yeni bir ¢alismada ET’li olgularda kanama riski artisi 6nceden
kanama 0ykusl olanlarda ve aspirin kullanimu ile iligkili olarak bulunmustur (41,33).

Reaktif trombositozu olan hastalarda altta yatan Onemli hastalik
(postsplenektomi, protein C eksikligi, diyabetes mellitus vb.) olmazsa trombotik

veya hemorajik komplikasyonlar gérilmez (38).

2.1.6. Tedavi
Tedavinin amaci ET’ye bagli semptomlar1 kontrol etmek, trombo-hemorajik

komplikasyonlar1 onlemek ve tedaviye bagli 16semi riskini minimum diizeyde
tutmaktir. Anti-trombosit tedavi (aspirin) ve miyelosupresif tedavi secenekleri vardir.
Trombosit aferezi ender olarak acil hayati tehdit edici trombo-hemorajik
komplikasyonlar esnasinda endikedir (35,12).

Tedavi karar1 hastanin pihtilagma veya kanama komplikasyonlar1 agisindan
tasidig1 riske gore belirlenir. Trombosit sayist artis1 disinda higbir hastalik belirtisi
olmayan bazi hastalarda komplikasyon riski diisiik olabilir. Diisiik risk tasiyan
hastalar, Ozellikle baska kardiyovaskiiler risk faktorii tasimayan gen¢ hastalara
sadece periyodik medikal tarama yapilabilir. Daha 6nce kanama veya pihtilasma
epizodlart olan veya bu tiir komplikasyonlar acisindan yiiksek risk altinda olan
hastalarda yuksek trombosit sayisimi diigiirmek ig¢in kemoterapi kullanabilirler
(12,42).

flac tedavisi: ET tedavisinde en sik kullanilan ilaglar hidroksiiirea, anagrelid
ve interferon alfadir (12).

Hidroksitrea ET tedavisinin baslangicinda kullanilabilen miyelosupresif bir
ilagtir. Hidroksitirea trombosit sayisin1 birkag¢ hafta i¢inde diistirtir. Hidroksitlireanin
uzun siireli tedavi sonrasinda akut 16semi gelisimi riskini artirdigini gosteren bazi
bulgular mevcuttur. Hidroksiturea genellikle gen¢ hastalar veya semptomsuz
hastalarin tedavisinde kullanilmaz (12,42).

Anagrelid bircok hastada trombosit olusumunu etkin sekilde azaltan non-
sitotoksik ilagtir Losemi riskinde artisa neden olmaz. Hidroksilrea gibi diger

tedavilere alternatif olarak kullanilabilir. Anagrelidin siv1 retansiyonu, kalp ve kan
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basinct problemleri, bas agrilari, sersemlik, bulant1 ve diyare gibi yan etkileri ortaya
¢ikabilir.

Interferon alfa ET hastalarinda trombosit sayisin1 diisiiren bir diger tedavidir.
Ancak, bir¢cok hastada kullanilmaz, ¢iinkii diger ET tedavilerine kiyasla uygulamasi
daha zordur (enjeksiyonla verilir), diger bir¢ok tedavi se¢ceneginden daha pahalidir ve
ciddi yan etkilere neden olabilir. Bazi hastalarda orta derecede grip benzeri
semptomlar, konfiizyon, depresyon veya diger komplikasyonlar gelisebilir (43).

Diisiik-doz aspirin tekrarlayan pihtilasma komplikasyonlari olan hastalarda
etkili olabilir. Kanama riskini de artirabilir. Bu nedenle bugiin i¢in ET tedavisinde
aspirin kullanimi tartismalidir. Bununla birlikte, gebe hastalar, diisiik, fetal biiyiime
geriligi, prematiire dogum ve diger komplikasyonlara dair riskleri azaltmak i¢in
diisiik doz aspirinle tedavi edilebilirler. Annede veya yenidoganda herhangi bir
kanama komplikasyonu riskini azaltmak i¢in dogumdan en az bir hafta 6nce aspirin
kesilmelidir.

Trombositoferez hastanin kanindan trombositleri ayiran, ardindan plazma ve
eritrositleri hastaya geri veren bir islemdir. Trombosit sayisinin ¢ok yiiksek oldugu,
hizla indirilmesi gereken akut pihtilasma komplikasyonlar1 gibi acil durumlarda
kullanilir. Trombositoferez islemi ile trombosit sayisinin disiiriicii etki gegicidir.

Miyelosupresif tedavi endikasyonu olan geng¢ hastalarda interferon-alfa ile
16semi riski olmadig i¢in tedavide tercih edilir. Pegylated-interferon haftada bir doz
olarak uygulanabilir ve haftada (i¢ defa verilen interferon-alfa 2b’e gore genelde daha
Iyi tolere edilir (44). Major bir trombotik komplikasyon yuziinden yuksek tromboz
riski olan, JAK2-V617F pozitif gen¢ hastalarda randomize ¢alismalarin sonuglarina
bakarak genelde HU tercih edilebilir. Miyeloproliferatif Kanserler Konsorsiumu
yiiksek risk olgularda HU ve interferon’u karsilastiran bir ¢alisma yiirlitmektedir.
Semptomatik, yliksek riskli ET’si olan ve gebe kalma ihtimali olan gen¢ kadinlarda
veya gebelik esnasinda miyelosupresyon endikasyonu varsa interferon-alfa tercih
edilir. Gebelikte anagrelide kullanilmamalidir. HU o6zellikle ilk trimestr’de
teratojenik olabilir (12,42,43,44).
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2.2.0ksidanlar ve Oksidasyon

Oksidatif stres hiicresel veya bireysel dizeyde oksidanlar ile antioksidanlar
arasindaki dengenin bozulmasidir (45). Oksidatif hasar ise bu denge bozuklugunun
bir sonucudur.

Oksidan ajanlar hedef molekulleri okside edebilen molekdillerdir. Oksidasyon (g
farkl yolla gergeklesir:

1. Molekiilden hidrojen ¢ikarilmasi

2. Molekiilden elektron ¢ikarilmast

3. Molekule oksijen eklenmesi

Oksidan ajanlar moleklleri direkt ve indirekt olarak hasarlayabilirler. Aerobik
kosullarda yasayan tiim hiicreler ¢esitli dis ve i¢ kaynaklardan kéken alan ¢ok sayida
oksidanlara siirekli olarak maruz kalirlar. Saglikli bireylerde serbest radikalelr ile
enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlar arasinda bir denge vardir. Eritrositler
oksidatif reaksiyonlara diger hiicrelere gore daha agiktir. Eritrositlerin strekli olarak
yiksek oksijene maruz kalmalari, hemoglobinin oksidasyona agik olmasi ve bir
oksidaz/peroksidaz gibi davranabilmesi eritrositleri oksidatif ortama ag¢ik hale getirir.
Eritrositler hasarli komponentlerini yeniden sentez ederek onarma yeteneginden
yoksun olmasi nedeniyle 120 giinlik yasam siireleri boyunca antioksidanlara
bagimlidirlar (46).

Oksidanlar ayrica apopitozis ve inflamasyon gibi ana kaskadlarn kontroliinde
yer alan endojen sinyal molekilleri olarak da gorev alirlar (47). Biyolojik
sistemlerdeki en ©nemli oksidanlar ¢ogunlukla reaktif oksijen Grunleri olarak
bilinirler. Nitrojen ve sllfirden tureyen reaktif nitrojen/stlfur molekilleri de
mevcuttur. Bu molekiillerin bazilar1 (hidroksil radikali) biiyiik reaktivite gosterirler.
Digerlerinin biyolojik 6nemi ise hidroksil radikaline kolayca doniisebilmelerinden
kaynaklanir. Bu durum 6zellikle demir varliginda gercgeklesir.

Oksidatif Stresin Rol Oynadig1 Diisiiniilen Stirecler:

- Norodejeneratif strecler

- Katarakt

- Sistemik amiloidoz

- Muskdler distrofiler

- Romatoid artrit
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- Respiratuar distres sendromu
- Kardiyovaskiiler hastaliklar

- Atreoskleroz

- Diyabetes mellitus

- Multipl skleroz

- Yaslanma

- Gastrik Ulser

- Sigara i¢imiyle iliskili hastaliklar (48,49)

2.2.1 Reaktif Oksijen Turleri
Oksijenin indirgenme siirecinin tam olarak tamamlanamamasiyla veya elektron

dizeninde olusan degisikliklerle reaktif oksijen tiirleri olusur. Bunlar;
stperoksitradikali (027), hidroksil radikali (OH"), yiksek derecede reaktivite
gosteren ancak radikal olmayan hidrojen peroksit (H202), singlet oksijen, hipoklorik
asit (HOCI), peroksinitrit (ONOQO), hidroperoksil (HOZ2%), lipid hidroperoksit
(LOOH), nitrik oksit (NO") ve nitrojen dioksittir (NO2") (50,51).

Molekiler oksijen, dis yoriingesinde eslenmemis iki elektron igerdigi igin bir
radikal olarak tanimlanir. Bu iki elektron paralel iki farkli spinde bulunur. Oksijen
kararli duruma gegmek i¢in suya doniismek amaciyla elektron almak ister. Oksijen
molekdllundeki elekronlarin dagilimi spinin uyumlu bir elektron ¢ifti almasina
engeldir. Bu sebeple elektronlari teker teker alir ve siiperoksit anyon radikali (O2)
meydana gelir (45).

0O2: 16 proton, 16 elektrona sahip notr bir radikal
02: 16 proton,17 elektronu olan negatif yikli superoksit anyon radikalidir.

Slperoksit anyon radikali bagslica elektron transport zincirindeki kagak
elektronlardan kaynaklanir (40). Ayrica NADPH’in NADPH oksidaz tarafindan
oksitlenmesiyle, ksantin ve hipoksantinin ksantin oksidaz ile oksitlenmesiyle, gecis
metalleri varliginda hemoglobin, flavinler ve monoaminlerin otooksidasyonuyla
molekuler oksijenin P450 sistemince tek elektronla indirgenmesiyle molekdler
oksijenden olusabilir (46,48, 49).
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Eger molekiiler oksijene 2 elektron eklenirse hidrojen peroksit (H202) olusur.
Biyolojik sistemlerde bu genellikle stiperoksit dismutaz enzimince katalizlenen yahut
kendiliginden gerceklesen 2 siiperoksit molekiiliiniin girdigi reaksiyonla gergeklesir.

207+ 2H" — H,0, + O

Bu reaksiyon dismutasyon reaksiyonudur. Burada iki superoksit anyon
radikalinden biri yikseltgeyici biri indirgeyici olarak gorev yapar. Sitokrom P-450,
D-amino asitoksidaz, asetil koenzim A oksidaz ve urik asit oksidaz enzimleride
molekiler oksijene 2 elektron tasmmmasma Yol acarak H;O2 olusumu saglanir.
Hidrojen peroksit bir radikal degildir ancak kararsiz bir yapidir. Gegis metalleri
(ferroz demir, kuprik bakir gibi) hidrojen perokisite bir elektron vererek hidroksil
radikali olusturma kapasitesine sahiplerdir (52).

H202 + 02"°— OH'+ OH'+0O2 Haber- Weiss reaksiyonu

Reaksiyon kendiliginden gerceklesebilirse de gegis metalleri ortam da mevcutsa daha
hizl1 olur.

O+ Fe" ——» 30, +Fe'?

H.Ox+ Fe? —_ OH+ OH+ Fe® Fenton reaksiyonu

Hidroksil radikalin yar1 émrii ¢gok kisadir ancak su dahil girdigi her ortamda
bulunan molekuller ile tepkimeye girer.

Singlet oksijen de bir diradikaldir, molekiiler oksijende eslenmemis ancak
paralel spinlerde bulunan elektronlarin spinlerinin anti paralel duruma gelmesiyle
daha kararsiz bir yapt meydana gelir.

Nitrik oksit azot monoksit veya nitrojen monoksit olarak da adlandirilir. Bazik bir
aminoasit olan L-arginini ve molekuler oksijeni kullanan, nitrik oksit sentaz adi
verilen enzim ailesi yardimiyla sentezlenir (51).

L-arginin + O — Sitrlllin +NO*
Nitrik oksit sentazin ii¢ ana izoformu vardir.

1. Tip I NOS (Nnos): Noronlarda (beyin, non adrenerjik non kolinerjik
periferik sinirler) ve diger baz1 dokularda (akciger, pankreas, mide, uterus) bulunur.

2.Tip 11 NOS (i NOS): immunolojik uyarilan sonucu indiiklenen ve neredeyse
tim cekirdekli hicrelerde bulunur.

3. Tip 1l NOS (eNOS): Endotel hcrelerinde bulunur. eNOS ve nNOS beraber
yapisal NOS (cNOS) olarak da adlandirilirlar (52).
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NO ve NO: iki nitrojen serbest radikalidir. NO eslenmemis bir elektron i¢erdigi
icin oksijen, siiperoksit radikalleri, demir, bakir, kobalt, manganez gibi gecis
metalleriyle hizla reaksiyona girmektedir. Cok kisa yar1 6mre sahip olmasi oksijen ve
sUperoksitle girdigi reaksiyona baglanmaktadir. Nitrik oksit radikali siiperoksit
radikali veya hidrojen peroksitle ile reaksiyona girerek onlardan daha oksidan bir
ajan olan peroksinitriti (ONOO") meydana getirir (53). Peroksinitrit bir serbest
radikal degildir ancak reaktif bir molekildir. Peroksinitritin protonlanmasi sonucu

peroksinitrdz asit (ONOOH) olusur; bu molekiil de giiglii bir oksidandir.

2.2.2. Serbest Radikaller
Atom veya molekiillerdeki elektronlar c¢ekirdegin etrafinda orbital olarak

tanimlanan bolgelerde hareket ederler. Her yoriingede birbirine zit yonde hareket
eden en fazla iki elektron bulunur. Bir atom veya molekiil dis orbitallerinde bir veya
daha fazla ortaklanmamis (eslesmemis) elektron bulunduruyorsa “serbest radikal
(SR)” olarak tanimlanir. Bu tip molekiiller, ortaklanmamis elektronlari nedeniyle
oldukca reaktiftirler (3). En basit serbest radikal bir elektron ve bir protonu olan
hidrojen atomudur. Serbest radikallerde eslesmemis elektron, atom veya molekiiliin
tist kismina konulan bir nokta ile belirtilir.

Oksidan veya rediktan olarak gorev yapabilirler. Lipid peroksidasyonuna yol
acarlar. Siperoksit (027), hidroksil (OH), peroksil (LOO"), alkoksil (LOY),
hidroperoksil (HOO"), nitrik oksit (NO") ve nitrojen dioksit (NO2°) radikalleri 6rnek
olarak verilebilir (54).

Serbest radikallerin olugma yollart:

1. Bir molekiilin kovalent bagimin molekiiliin her bir pargasinda eslenmis
elektronlardan biri kalacak sekilde ayrilmasi

2. Bir molekiilden bir elektron kaybi yahut kovalent bagdaki iki elektronun
atomlardan birinde kalacak bigimde ayrilmasi

3. Bir molekiile tek bir elektron eklenmesi seklindedir (53).

Biyolojik ortamlarda en c¢ok gorilen molekile bir elektron eklenmesi
seklindedir.

Serbest radikallerin proteinlere etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi coklu doymamis yag asitlerinden daha az

hassastir, ancak proteinin aminoasit icerigine gore radikalik hasardan etkilenme
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derecesi degisir. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi doymamis bag igeren ve
metiyonin, sistein gibi koikdrt bulunduran aminoasitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenir (54). Bunun sonucunda karbon merkezli organik
radikaller ve siilfiir radikalleri olusur. Bu reaksiyonlar sonucu alblimin ve
immunoglobin G (IgG) gibi fazla sayida disiilfit bagi bulunduran proteinlerin tersiyer
yapist bozulur. Hemoglobinin ferro demiri (Fe+2) siiperoksit ve diger oksitleyici
ajanlarla oksitlenmeye duyarli olup, bunun sonucunda oksijen tasimayan
methemoglobin olusur (4).

Serbest radikallerin niikleik asitlere ve DNA’ya etkileri

DNA serbest radikallerden kolay etkilenen bir hedeftir. Iyonize edici
radyasyonla olusan radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicre mutasyonuna ve oliimiine
yol agabilirler. Aktive olmus nétrofillerden salinan H.O»> membranlardan kolayca
gecebildigi icin hiicre ¢ekirdegine kadar ulasir. Burada olusan hidroksil radikali dort
DNA baziyla kolayca reaksiyona girerek baz modifikasyonlarina yol agar (55,5).
DNA hasar1 onarilmazsa hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yolagabilir.

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisi

Serbest radikallerin karbonhidratlar Gzerinde polisakkarit depolimerizasyonu
ve Ozellikle monosakkarit otooksidasyonu gibi etkileri vardir. Monosakkaritlerin
otooksidasyonu sonucu meydana gelen siperoksitler ve okzalaldehitler diyabet ve
sigara icimi ile ilgili patolojik olaylarda rol oynar. Okzaldehitler ayrica DNA, RNA
ve proteinlere baglanabilme 6zelliklerinden dolayr antimitotik etki gosterirler.
Boylece kanser ve yaglanma olaylarinda da rol oynarlar (56).

Bag dokunun 6nemli bir mukopolisakkaridi olan hiyaliironik asit sinoviyal
stvida bol miktarda bulunmaktadir. Romatoit artrit gibi enflamatuar eklem
hastaliklarinda hiyaliironik asidin olusan serbest radikal tarafindan parcalandigi
gosterilmistir (4).

Organizmada metabolik reaksiyonlar sonucunda serbest radikal Gretimi
gerceklesir. Agiga ¢ikan serbest radikaller antioksidan molekdller ile nétralize edilir.
Ancak bazen serbest radikallere metabolize olan toksinler, asir1 oksijen
konsantrasyonuna maruz kalma, fagositik aktivasyondaki duzensizlikler,
malndtrisyon sonucu diyetle antioksidan etkili bilesiklerin yetersiz alimi gibi

sebeplerle hiicrede daha fazla reaktif oksijen tiirleri olusabilir. Hiicresel savunma
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mekanizmalar1 vasitasiyla ortadan kaldirilandan daha fazla reaktif oksijen drlnleri

olustugunda “oksidatif stres” durumu ortaya ¢ikar.

2.3. Lipid Peroksidasyonu

Lipidler serbest radikallerin etkilerine karst en hassas olan biyomolekiillerdir.
Hiicre membranlarindaki ve gidalardaki kolesterol ve yag asitleri serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iirtinleri olustururlar. Coklu doymamis yag
asitlerinin serbest radikaller etkisi ile oksidatif yikimi1 nonenzimatik lipid
peroksidasyonu olarak bilinir ve zincir reaksiyonu seklinde ilerler (57).

Lipid peroksidasyonu organizmada olusan serbest radikallerin 0ozellikle
OH®’in, membran yapisinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerindeki (PUFA)
konjuge ¢ift baglardan bir H atomu c¢ikarmasiyla baglar (radikalik reaksiyonun
baslama agamas1). Bunun sonucunda yag asidi zinciri bir lipid radikali (L*® ) niteligi
kazanir. Molekiil i¢i bir diizenlenme ile daha kararli olan konjuge dienler olusur.
Aerobik sartlarda, konjuge dienin molekiiler oksijenle birlesmesi sonucu lipid
peroksil radikalleri (LOO® ) olusur. LOO® olusumu O6nemlidir, ¢linkii membran
yapisindaki diger ¢oklu doymamis yag asitlerini etkileyerek, yeni lipid radikallerinin
(L*) olusumuna yol agar. Kendisi de ac¢iga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid
peroksitlere (LOOH) doniisiir. Ayrica membran proteinlerine de saldirabilir. Boylece
reaksiyon otokatalitik olarak devam eder. Bu lipid peroksidasyonunun ilerleme
asamasidir (50).

Lipid peroksidasyonu lipid peroksidlerinin aldehit ve diger karbonil
bilesiklerine yikilmasi ile sona erer (sonlanma basamagi). Yikildiklarinda, cogu
biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur. Bu bilesikler hiicre diizeyinde
metobolize edilir veya ilk atak bolgesinden hiicreye difiize olup hiicrenin diger
boliimlerine hasar1 yayarlar. U¢ veya daha fazla c¢ift bag igeren yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucu; lipid peroksidasyon seviyesinin belirteci olarak kabul edilen
malondialdehit (MDA) olusur. Lipid peroksidasyonu, membran yapisina direk ve
olusturdugu reaktif aldehitlerle diger hiicre bilesenlerine indirek olarak zarar veren
geri doniistimsiiz bir olaydir (58).

MDA dizeyi lipit peroksidasyonun derecesiyle korelasyon gosterir

Aldehitlerin 6mrii uzun olmasi nedeniyle hiicre hasarinin hizlica yayilmasina neden
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olurlar. Membrandaki yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu kisa zincirli yag asitleri
olusur. Membrandaki proteinlerin oksidasyonu ile membran permeabilitesi artar,
membran akigskanligi azalir (59). MDA, niikleusa difiize olur, DNA’nin nitrojen
bazlariyla reaksiyona girerek DNA yapisin1 bozar. MDA mutajenik, genotoksik ve
karsinojenik Ozelliktedir (60).

Baslama:

LH + reaktif oksijen tirleri— L’

flerleme:

L'+02 —— LOO’

LOO+LH — LOOH+ L’

Yikim:

LOOH +MDA
Sonlanma:;

LOO+LOO" —— LOOL + Oz (non-reaktif triinler)
L'+ LOO" —» LOOL

L'+L —— LL

LOO*+ VitE — LOOH + Vit Eoks

LOO+ Vit Ecks —— LOOH + Non-reaktif triin

iespiratory
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Protein enzymes-,
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Sekil 6- Lipid peroksidasyonu
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2.4. Antioksidanlar

Organizmada serbest radikallerin olusumunu ve bunlarin neden oldugu hasari
onlemek icin savunma mekanizmasi bulunur. Bu mekanizmalar “antioksidan
savunma sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar” olarak bilinirler. Antioksidanlar
serbest radikalleri ndtralize etmek icin karsilikl etkilesim halinde olan endergonik ve
ekzergonik kaynakli, c¢ok c¢esitli bilesiklerdir. Bu bilesikler gida kokenli
antioksidanlar (C vitamini, E vitamini, karotenoidler, lipoik asit gibi), antioksidan
enzimler (SOD, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz gibi), metal baglayici
proteinler (ferritin, alblmin, laktoferrin, seruloplasmin gibi) ve bitkilerde yaygin
sekilde bulunan ¢esitli antioksidan fitonutrientlerdir (61,62).

Lipidlerin yani sira protein, DNA ve karbonhidrat gibi okside olabilen diger
tiim bilesikleri de iceren diger bir tanim “okside olabilen substratlara kiyasla diisiik
konsantrasyonlarda bulunan ve substratlarin oksidasyonunu 6nleyen veya geciktiren
maddeler” seklindedir (63). Antioksidanlarin oksidatif reaksiyonlara etkisi farkli
sekillerde olabilir (56,64):

a) ROS olugmasini engelleyen sistemler: Demir ve bakir iyonlarini baglayan
metal selatorleri, mitokondride dogal olarak olusan reaktif oksijen drinleri
indirgeyen mitokondriyal sitokrom oksidaz gibi.

b) ROS’lar1 yakalayip nétralize eden antioksidanlar: Flavonoidler, a-tokoferol,
askorbik asit, metiyonin, iirik asit, f-karoten, indirgenmis glutatyon, mukus gibi. Bu
tiir antioksidanlar radikalik zincir reaksiyonunun baslamasini inhibe eder veya zincir
reaksiyonunun ilerlemesine engel olarak radikalik reaksiyonu sona erdirirler.

c) Olusan radikalleri detoksifiye eden sistemleri: ROS’lar1 daha az toksik
iriinlere dontistiiren enzim sistemleridir. Siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediktaz, glutatyon-S-transferaz ve glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz.

Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlarin siniflandirilmasi ¢esitlilik gostermektedir. Dogal (endojen
kaynakli) ve eksojen kaynakli antioksidanlar olarak siniflandirilabildigi (4) gibi
enzim ve enzim olmayan antioksidanlar (63, 65) seklinde smiflandirmalar da
mevcuttur. Vicudumuzdaki antioksidan savunma sistemleri; enzimler, metal

iyonlarimi baglayan proteinler, suda ve yagda ¢oziinen radikal tutucularidir (5).
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Tablo 3: Organizmada bulunan temel antioksidan savunma sistemleri

) Radikal Yagda | Tutucular Suda | Metal iyonlarim
Enzimler o o )
cozunenler cozlnenler baglayan proteinler
Stiperoksit o - .
) E vitamini C vitamini Ferritin (Fe)
dismutaz
Katalaz B- karoten Glutatyon Transferin (Fe)
Glutatyon o - .
i Bilirubin Urikasit Laktoferrin (Fe)
peroksidaz
Glutatyon o o _
) Ubikinon Sistein Albumin (Cu)
rediktaz
Glutatson S ) ) )
Flavonoidler Mannitol Seruloplazmin (Cu)
transferaz
Glukoz-6-fosfat | Melatonin Miyoglobin (Fe)
Lipoik asit

2.4.1. Enzim Olan Antioksidanlar

2.4.1.1. Superoksit Dismutaz (SOD):
Serbest radikallere karsi organizmadaki ilk savunma slperoksit dismutaz

enzimiyle gerceklesir. Enzimin fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri
sliperoksit serbest radikalinin zararli etkilerinden korumaktadir. Siiperoksidin daha az
toksik olan H2Oz’ye doniisiimiinii katalizler. SOD enziminin bakir-¢inko, mangan ve
demir iceren (¢ tip izoenzimi bulunur. Bakir ve ¢inko i¢eren Cu-Zn-SOD
sitoplazmada, mangan iceren Mn-SOD mitokondride aktivite gosterir. Cu-Zn-SOD
ve. Mn-SOD ayni mekanizma {izerinden etki gosterirler ancak Mn-SOD pH 7 nin
Uzerinde aktivitesini kaybederken Cu-Zn-SOD un aktivitesi pH 5.5-10 araliginda
degismez. Ayrica demir igeren formu dkaryotlarda bulunmaz (66).

2072+ 2H"— H20; + 0>

Bu reaksiyon SOD enziminin slperoksit anyon radikallerinden birini
kullanarak digerini yiikseltgemesi esasina dayanir. Enzim hiicre yapilarini
stiperoksitin hasarlayict etkilerine karsi koruma amagli ¢alismaktadir. Bu reaksiyon
SOD enzimi tarafindan katalizlendiginde kendiliginden olusmasina kiyasla yaklasik

4000 kat hizli olur. SOD enzimi antioksidan savunmada olduk¢a Onemli bir
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enzimdir. Oksijen kullanimi yiiksek olan dokularda SOD aktivitesi fazladir ancak
ekstraselliiler sivilarda aktivitesi oldukca diisiiktiir (66,67).

2.4.1.2. Katalaz
Hidrojen peroksitin su ve molekiler oksijene cevrildigi reaksiyonu

katalizleyen, hiicre i¢inde peroksizomlarda yerlesmis bir hemoproteindir. Dort tane
hem grubu igerir. Katalazin gorevi SOD’a benzerdir. iki hidrojen peroksit
molekiiliinii kullanarak digerini oksitler.

Reaksiyon: (65, 68).

2 H202 ——» 2H20 + O2

Bu reaksiyon hidrojen peroksit konsantrasyonlar1 yiikseldiginde ©nem
kazanirken diisiik hidrojen peroksit konsantrasyonlarinda diger peroksidazlar
hidroperoksitlerin daha az reaktif olan alkollere ve suya pargalanmasini katalizler.
Kan, bobrek, karacigerde ve ayrica miilkoz membranlarda bulunur. Graniilomattz
hiicreleri solunumsal patlamaya kars1 korur (69).

2.4.1.3. Glutatyon Peroksidaz
Glutatyon peroksidaz bir hidroperoksidazdir. Hidroperoksidazlarin substrati

hidrojen peroksit veya organik peroksitlerdir. Glutatyon peroksidaz sitoplazmada
yerlesik bir enzimdir. Tetramer yapilidir. Aktif bolgesinde dort adet selenyum
bulunur. Lipid peroksidasyonunu engelleyerek membran lipitlerini ve hemoglobini
peroksitler araciligiyla olusabilecek oksidasyona karsi korur (68). Rol aldigi
reaksiyonlar asagidaki sekildedir.

H202 +2GSH —GS-SG + 2H20

LOOH + 2GSH —— GS-SG + LOH + H20

27°0; » H;0; w

—» OH
2H 0; H GSH NADP,
2 H0; GSSG NADPH® + H
2 H0

Sekil 7: Glutatyon Peroksidaz
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GSH-Px in iki substratindan biri olan peroksitler alkole indirgenirken diger
substrat olan glutatyon (GSH) yiikseltgenir. Ortaya ¢ikan ylkseltgenmis glutatyon
(GSSG) glutatyon reduiktaz enzimi ile katalizlenen baska bir reaksiyon ile tekrar
indirgenmis glutatyona ¢evrilir.

2.4.1.4. Glutatyon Redlktaz
GSH-Red prostetik grubu flavin adenin dinukleotid (FAD) olan, dimerik

yapida sitozol ve mitokodride bulunan bir enzimdir (5). NADPH varliginda
oksitlenmig glutatyonun indirgenme reaksiyonunu katalizler.
GS-SG + NADPH + H* —— 2GSH + NADP*

2.4.1.5. Sitokrom Oksidaz
Sitokrom oksidaz mitokondrideki elektron tagima zincirinin son basamaginda

yer alan, siiperoksit anyonunun suya doniistiigii reaksiyonu katalizleyen enzimdir.

2.4.1.6. Glutatyon Transferaz
Lipid peroksitlerine karsi selenyumdan bagimsiz glutatyon peroksidaz

aktivitesi gostermektedir.
LOOH + 2GSH ——» GSSG + LOH + H20

2.4.1.7. Arilesteraz ve Paraoksonaz
Paraoksonaz (PON1), hem arilesteraz (E.C. 3.1.1.2) hem de paraoksonaz

(E.C.3.1.8.1) aktivitesine sahip, glikoprotein yapisinda olan kalsiyum bagimli bir
ester hidrolazdir.

Insan serumundan saflastirilan PON1, minimum 43000 dalton agirliginda, 354
amino asitten olusan bir glikoproteindir. Agirliginin %15.8’ini olusturan karbohidrat
tniteleri, 4 farkli konumda proteine bagli olarak bulunur. PONI’in aminoasit
bilesimi incelendiginde, 16sin igeriginin yiiksek olmasina karsilik, “kringle” yapisina
sahip olacak kadar sistein icermedigi goriiliir. Bununla beraber, 42, 284 ve 353.
konumlarda yer alan sistein artiklarinin, PON1’in yapisal ve fonksiyonel
ozelliklerine katkida bulundugu sodylenebilir. Protein yapisinda bulunan tek disiilfid
bagi, polipeptid zincirinin siklik yapida olmasina neden olmaktadir (68).

Paraoksonaz (yliksek dansiteli lipoproteine (HDL) bagl karacigerde ve
serumda bulunan lipofilik bir antioksidandir. PON enzimi diisiik dansiteli
lipoproteini (LDL) oksidasyondan koruyarak ve aromatik karboksilik asit esterlerini
hidroliz ederek antioksidan oOzellik gosterir. Bircok c¢alismada da paroksonaz

enziminin LDL’nin oksidasyonunu azalttigi gosterilmistir (69). Yasa ve cinsiyete
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gore aktivitesinde degisiklik gostermez. Ayrica proinflamatuar molekilerin
salimimin sinirlayarak antiinflamatuvar 6zelligi de vardir.

KC’de sentezlenen ve dolasima verilen PON1’in HDL yapisinda yer aldig
bilinmektedir. PON1, hidrofobik N-terminal bolgesi araciligiyla HDL lipidlerine
kolayca baglanabilmektedir. PON1’i baglayan HDL alt birimleri, Apolipoprotein
Al(Apo A1) ve Apo 23 J (klusterin) proteinlerini de icerdiginden, Apo Al ve Apo
J’nin baglanmada rol oynayabilecegi diisliniilmektedir. PON1’in yapisinda 6 yaprakli
beta tabakasi bulunur. Her bir yaprak da 4 beta tabakasi igerir. Enzimin merkez
kisminda yapr ve katalitik aktivitesinin korunmasi i¢in gerekli olan iki kalsiyum
atomu vardir. Bunlardan bir tanesi yapisal kalsiyum olup, yapidan uzaklastiriimasi
geri donilisiimsiiz denatiirasyona neden olmaktadir. Digeri ise katalitik etkinlikte
gorev alan kalsiyumdur. Bu kalsiyum iyonu bir su molekull ile fosfat iyonunun
oksijeni ile etkilesmektedir (65,67).

PONI1 tarafindan hidrolize edilen bilesikler olan organofosfatlar (paraokson ve
diazokson), sinir gazi ajanlari (somon ve sarin) ve aromatik esterler (fenilasetat)
PON1’in non-fizyolojik substratlar1 oldugu bildirilmistir. Parokson (O, O-dietil-O-p-
nitrofenil fosfat), paroksonazin ve aril esteraz aktivitesini 6lgmede en sik kullanilan
substrattir (68,69).

Fenil asetat ise sadece arilesteraz aktivitesini 6l¢gmede kullanilan bir substrattir.
PONT1 polimorfik dagilimi nedeniyle ayni substrata kars1 farkli aktivite gosterir.

PON1 lipoprotein kaynakli fosfolipid peroksitlerinde ve kolesterol ester
peroksitlerinde bulunan O ve P arasindaki ester bagini hidroliz ettigi gosterilmistir.
Okside olmus lipoproteinler ve kolesterol esterlerinin HDL bagimli PONy igin
fizyolojik substrat oldugu diisiiniilmektedir. Insan arteriyel duvar hiicre kiiltiirlerinde
yapilan bir c¢alismada PON1’in okside 1-palmitil-2-arasidonoil-sn-glisero-3-
fosforilkolin tizerindeki fosfolipid tiirlerini hidroliz ettigi, bdylece HDL nin LDL’y1
oksidasyondan koruyucu etkisinin paraokson hidroliz kapasitesinden bagimsiz
oldugu goriilmiistiir

Paraoksonaz  aktivitesi  cevresel faktorlerden  etkilenebilmekte ve
popiilasyonlara gore farklilik gostermektedir (70,71,47). Literatiir taramasi sirasinda,
farkli iilkelerde ve c¢esitli hastaliklarda serum PONI aktivitelerinin arastirildig

gorilmektedir (69,72,73,74,75).
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Sekil 8: Paraoksonaz enziminin Ug¢ boyutlu gérinimu

2.4.2. Enzim Olmayan Antioksidanlar

2.4.2.1. E Vitamini
Yalnizca bitkilerde sentezlenen tokoferol ve tokotrienollerin bir karisimidir.

Yagda c¢oziniirler. Alfa tokoferol icglerinde en ylksek antioksidan gice sahip
olanlaridir. Bitkisel yaglar ve tohumlar E vitamininden zengindir. Insanda diyetsel
yaglarla birlikte ince bagirsagin proksimalinden emilir. Yagda ¢oziinen en giiglii
antioksidandir. CDYA den tiireyen lipid hidroperoksitlerin olusumunu 6nler. Diisiik
yogunluklu liproteini (LDL) oksidasyona kars1 korur, peroksinitritten tiireyen serbest
radikalleri temizler. Ayrica 0zellikle ortamda C vitamini yoksa pro-oksidan 6zellik
gosterebilecegine dair kanitlar da mevcuttur ancak fizyolojik kosullarda bu durumun

nasil gerceklestigi netlik kazanmamustir (76).

H_C O H

H_C

Sekil 9: E vitamini biyokimyasal zinciri
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2.4.2.2. C Vitamini
C vitamini suda cozlnen bir vitamindir. Organizmada birgok bilesik igin

indirgeyici ajan olarak gorev yapar. Gugcll indirgeyici 6zelligi olmasi nedeniyle ayni
zamanda giiglii bir antioksidandir.

Askorbat, singlet oksijeni, H202, hipoklorit, superoksit, hidroksil ve peroksil
radikallerini tutar. Sivi fazdaki tiim peroksil radikallerini plazma lipidlerine difiize
olmadan tutar ve bu sekilde lipid peroksidasyonunun baslamasini engeller.
Membranlarda olusan a-tokoferol radikali ile reaksiyona girerek a-tokoferolin
rejenerasyonunu saglar (3,4,5). C vitamininin fagositoz icin de onemli oldugu
gosterilmigtir. C vitamini aktive notrofillerin sebep oldugu peroksidasyona karsi
plazma lipidlerini korur ve giclu bir hipoklorat gidericisidir (Seven ve Candan,
1996). Calismalarda bazi gidalarda ve sigara dumaninda bulunan nitrozaminleri
inaktive ederek, antitimorjenik rolii oldugu gosterilmistir (77,78).

Askorbik asidin yuksek konsantrasyonlarda antioksidan aktivitesinin yaninda,
diisiik konsantrasyonlarda prooksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir. Gegis
metalleri varliginda demiri indirgeyerek Fenton reaksiyonu ile OH radikali
olusumuna neden olur. Saglikli organizmada gecis metal iyonlar1 proteinlere bagl
bulunduklarindan, bu durum in vivo kosullarda c¢ok sinirlidir ve askorbik asidin
antioksidan 6zelligi prooksidan 6zelliginden daha baskindir (5).

a-tokoferol: Dogada yaygin olarak bulunan E vitamini ailesinin ana bilesenidir.
Antioksidan aktivitesi yapisindaki fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halkadan
kaynaklanir (4). Lipofilik 6zelliginden dolay:r lipid peroksidasyonuna karsi hiicre
membranlarinin ve plazma lipoproteinlerinin en énemli zincir kirict antioksidanidir.
Peroksil radikallerini gidererek lipid peroksidasyonunu inhibe eder.

a-tokoferol radikali (aT*®) nispeten stabil ve reaktivitesi az olan bir radikaldir.
Glukuronikasit ile konjugasyona ugrayip safra ile atilabilir. Okside olduktan sonra
veya atilmadan Once askorbik asit ve glutatyon tarafindan yeniden indirgenebilir.
Boylece rejenere edilmis olur.

In vivo ve in vitro ¢alismalar a-tokoferol ile glutatyon peroksidazin serbest
radikallere kars1 birbirini tamamlayici etkisi oldugunu gostermistir. GSH-Px olusmus
peroksitleri ortadan kaldirirken, a-tokoferol peroksitlerin olusumunu engeller (4).

Son yillarda aterosklerozun gelisiminde lipid peroksidasyonunun 6zellikle de

LDL peroksidasyonunun etkili ve kritik bir rol oynadigi bildirilmektedir. a-tokoferol
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alimiyla koroner kalp hastaliklar1 riskinin azaldigi deneysel olarak gosterilmistir
(79,80). o-tokoferol nitritlerin  nitrozaminlere = donigiimiinii  engelleyerek,
antikarsinojen etki gosterir, iskemi/reperfiizyon ile iliskili peroksidatif hasari
onlemede etkilidir, immuniteyi arttirir, eritrosit membraninin stabilitesi igin
esansiyeldir. a-tokoferol selenyumun organizmadan kaybini1 dnleyerek ve onu aktif

halde tutarak selenyum metabolizmasinda da 6nemli rol oynar (81,82,83,84).

Sekil 10: C vitamini biyokimyasal zinciri
2.4.2.3. Karotenoidler

Karotenoidler bitkilerde, diger fotosentetik organizmalarda ayrica non-
fotosentetik bakteriler ve mayalarda sentezlenebilen tetraterpenoidlerdir (85). Cogu
karotenoidler degisen tek ve ¢ift bag iceren merkezi bir karbon zinciri ve buna bagl
farkli siklik ve asiklik gruplardan olusmustur. Temel biyokimyasal fonksiyonlari
renklerinden de sorumlu olan genis konjuge cift bag sistemiyle belirlenir (86).
Insanlar ve hayvanlar denovo karotenoid sentez edemezler ve bu gereksinimi
diyetten karsilarlar. Kimyasal yapilarina gore karotenler ve ksantofiller olarak
smiflandirilirlar (87). R-karoten,a-karoten ve likopen karoten grubunun temel
elemanlaridir. Bu grup yalnizca karbon ve hidrojen atomu iceren karotenoidlerden
olusmaktadir. Ksantofiller ise en az bir adet oksijen atomu tasirlar.

Karotenoidler provitamin A ve non-provitamin A bilesiklerine ayrilabilirler
Bat1 diyetindeki temel pro vitamin A karotenoidi provitamin A dir A vitamini
blyume, embriyonel gelisim ve gérme fonksiyonu igin esansiyeldir. Karotenoidler,
singlet oksijen ve peroksil radikalini temizlerler. Ayrica serbest radikal ve singlet

oksijen olusumuna yol agan eksite molekulleri inaktive ederler (88).
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Singlet oksijenin temizlenmesi fiziksel veya kimyasal etkisizlestirme seklinde
gerceklesebilir. Fiziksel temizleme eksitasyon enerjisinin singlet oksijenden
karotenoide aktarimi ile olur. Sonugta, bazal durumda oksijen ile uyarilmis durumda
karotenoid meydana gelir. Uyarilmis karotenoid ile ortamdaki ¢oziicii arasinda enerji
bazal durumda olan karotenoid ve termal enerji olusturmak {izere diizenlenir.
Boylece karotenoid intakt kalmis olur ve yeni singlet oksijenleri temizleyebilir. [3-
karoten ve diger karotenoidler en etkin dogal singlet oksijen temizleyicileridir.
Ayrica peroksil radikalini de temizlerler ve lipid peroksidasyonuna karsi koruma
saglarlar. Ozel baz1 durumlarda pro-oksidan olarak davrandiklar1 da bilinmektedir.
Ancak bunun yiiksek dozlarda suplementasyon durumlarinda gerceklestigi
diistiniilmektedir.

E vitamini, C vitamini ve B-karoten tek baslarina gosterdikleri antioksidan
aktivite ile karsilastirildiginda 6zellikle reaktif nitrojen tlrlerini toplamada kooperatif
sinerjistik etkiler gosterirler (87).
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Sekil 11: Karotenoidlerin biyokimyasal zinciri
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2.4.2.4. Flavonoidler
Dogada bulunan diisiik molekiil agirlikli fenollerdir. Heterosiklik piron veya

piran halkasi yardimiyla birlesmis iki benzen halkasindan olusurlar. Yapilarinda
meydana gelen kiiclik degisiklikler fonksiyonlarinda biiylik farklarla sonuglanir.
Merkezi C halkasinin oksidasyon durumuna gore simiflandirilirlar. Buna gore
antosiyaninler, flavononlar, flavanoller, flavonoller meydana gelir.

Hidroksil gruplarmin say1 ve spesifik pozisyonlari ve yan gruplarin dogasi
flavonoidlerin antioksidan, anti inflamatuar, sitotoksik, anti mutajenik etkilerini in
vitro ve in vivo olarak belirler (89).

Anti oksidan etkileri yapisal 6zellikleriyle ilgilidir. Hidrojen verici antioksidan
ozellikleri B halkasinda orto dihidroksi grubu varligina, C halkas1 2,3 konumundaki
doymamis yapiya ve karbonil grubuna bagldir. Bunun disinda Kkatekol
(ortodihidroksi grubu) grubu varligina bagli gecis metali selasyonu yapabilme
ozellikleri mevcuttur. Ince bagirsak, karaciger ve kolondaki metabolizasyonlari
sonucu metabolik modifikasyonlara ugrayarak ana bilesiklerden farkli anti oksidan
aktivite potansiyeline sahip bilesikleri olustururlar. Bu potansiyel genellikla ana

metabolitlerine gore daha diistiktiir.
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Sekil 12: Flavonoidlerin biyokimyasal zinciri
2.4.2.5. Glutatyon (GSH)

Organizmanin tiim hiicrelerinde bulunan glutamikasitsistein—glisinden olusan
bir tripeptidtir. Aminoasitlerin hiicre igine taginmasi gorevinden bagka, cesitli
metabolik fonksiyonlar1 vardir (7). Suda ¢oziinen 6nemli bir antioksidandir. H20z,
distlfitler, askorbat ve serbest radikalleri indirgeyebilir ve boylece hiicreleri oksidatif

hasara kars1 korur. Ozellikle eritrosit membranin1 H,O2’den, 16kositleri fagositozda
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uretilen oksidan maddelerden ve lens proteinlerini oksidatif hasardan korur.
Glutatyon eritrositlerde hemoglobinin ve diger proteinlerin tiyol gruplarini (-SH)
indirgenmis halde tutarak onlar1 oksidasyona karsi korur. Boylece hemoglobinin

methemoglobine doniisiimiinii, fonksiyonel protein ve enzimlerin de inaktivasyonunu

engeller (7).
¢ A
M O
NH3+ O}\/ i/ \I NH3+
OMN HS SH ,Y\)\_’;
or (8] H
2 x reduced glutathione (GSH)
NADP* H.0.
glutathione reductase glutathione peroxidase
NADPH Hz0 + 2 02

o

oxidized glutathione (GSSG)

Sekil 13: Glutatyonlarin biyokimyasal zinciri

2.4.2.6. Melatonin
En potent radikallerden olan hidroksil radikalini ortadan kaldirabilen giiclii bir

antioksidadir. Lipofilik ozellik gosterir. Melatonin immiinite, uyku, ilireme ve
sirkadien ritmin (yaz-kis, uzun gilin-kisa giin, aydinlik-karanlik dongiisiiniin)
duzenlenmesi gibi bircok biyolojik fonksiyonda rol oynayan bir hormondur (69).
Literatiirde ilk kez antioksidan etkili olarak 1991°de yer almis ve daha sonra in vitro
ve in vivo calismalarla desteklenmistir. OH", H202", O2", HOCI", NO,ONOO" gibi
serbest radikalleri detoksifiye ettigi bilinmektedir. Hem suda hem yagda ¢oziinme
ozelligi gosteren gliglii bir antioksidandir (69).

2.4.2.7. Ubikinonlar
Ubikinon 10 (Koenzim Q) insanlarda bulunan temel ubikinondur. Elektron

tasima zincirinde gérev alir, E vitamininin rejenerasyonunu saglar.

2.4.2.8. Diger Antioksidanlar
Bilirtbin, sertloplazmin, albumin, ferritin, Grik asit mannitol, transferin,

hemopeksin, haptoglobin, arjinin, sitrillin, glisin, taurin, polifenollerdir.
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2.5 Trombosit hiicresindeki oksidan ve antioksidan reaksiyonlar

Organizmada oksidan ve antioksidan molekillerin diizeylerinin degismesi
hicrenin kaderini belirler. Reaktif oksijen ve nitrojen {iirlinleri hiicre ¢ogalmasi,
anjiyogenez, bagisiklik sistemi, programlanmis hiicre olimii ve yaslanma gibi
biyolojik olaylarda 6nemli rol oynar.

Trombositler primer hemostazin bilinen en énemli hiicresidir. Oksidan stresin
artigi durumlarda trombosit hicrelerinin fizyolojisi de degismektedir. Oksidan
stresin arttigi durumlarda trombositoz ve trombositopeni gibi patolojik sonuglar
ortaya cikabilir. Oksidan ve antioksidan dengenin degismesi durumunda sadece
trombosit Omrii ve trombiis olusumu etkilenmez. Bu dengenin degismesi durumunda
vaskiler tonusta disregillasyon, anjiogenezis, inflamasyon, aterotrombotik
hastaliklara yatkinlik gelisebilir.

Hastalik halinde veya endotelyal disfonksiyonu olan durumlarda oksidan
molekdllerin diizeyi artar. Oksidan molekiller trombositleri aktive ederek
trombositlerin adezyonuna ve agregasyonuna neden olup trombis gelisir.

Kalsiyum iyonu trombosit aktivasyonu, sekresyonu ve agregasyonu igin
onemlidir. Trombositlerin kalsiyum kaynagi dense (yogun) cisimcikler ve lizozom /
lizozoma bagli organellerdir. Oksidan stresin artmasiyla fosfolipaz C aktive olur ve
kalsiyum mobilizasyonu hizlanir (90) (Sekill3). Kalsiyum salinimi ile aktin
sitoiskeletinin reorganizasyonu, integrin aktivasyonu ve graniil salinimi gerceklesir
(91,92). Diger taraftan serbest oksijen ve nitrojen radikallerinin diizeyinin artmasiyla
e NOS ‘u baskilayarak nitrik oksit olusumunu azaltir ve trombiis gelismine neden

olur (Sekil 14).
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Sekil 14: Trombosit hiicre ici sinyal mekanizmasi

PIP »:Fosfatidil inositol bifosfat IP3:Inositol trifosfat DAG : Diagil gliserol

Serbest radikaller fosfolipaz C enziminin aktivasyonunu arttirir. PIP 2, IP3 ve DAG

‘e hidrolize olur ve kalsiyum mobilizasyonu hizlanir.
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Sekil 15: Oksidatif streste trombosit hiicresinde gerceklesen reaksiyonlar
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NADH/NAD* ve NADPH/NADP™ redoks potansiyeline sahip olup redoks
bagimli reaksiyonlarda gorev alir. NADH/NAD® ve NADPH/NADP* farkli
fonksiyonlara sahiptir. NADH/NAD™ mitokondriyal solunum zincirine elektron
transferini saglayarak ATP Uretiminde, NADPH/NADP™ ise primer olarak biyosentez
ve  detoksifikasyon reaksiyonlarinda  gorev  alir.  Ozellikle NADPH
glutatyon/glutatyon distlfid (GSH/GSSG) ve Trx/Trx disulfit redoks sistemini regtle
eder (93,94,95).

NAD bagmli enzim ailesi olan sirtiinlerin, protein deasetilasyonunu
katalizledigi, enerji ve redoks durumunda duyarlilik degisikligi yaptigi gosterilmistir.
Mitokondride bulunan sirtiin 3 stperoksit dismutaz enzimi gibi bazi enzimleri
deasetile veya aktive etmesiyle serbest radikal dizeylerinin kontroliinde énemli rol
oynadig1 bilinmektedir (96,97).

Trombositlerde NADPH oksidaz enziminin membran (gp91P"®, p22P"%) ve
sitoplazmik (p47°"°%, gp67P"%%, p40P"®™) alt gruplari nanomolar konsantrasyonda
superoksit anyonu dretir (98,99,100). Siiperoksit anyon olusumuna neden olan diger
enzimler siklooksijenaz (COX), kasntin oksidaz (XO), fosfotidilinozitol 3 kinaz,
protein kinaz C (PKC)’ dir (98,99). Trombosit igerisinde uretilen superoksit anyonu
stperoksit dismutaz enzimi ile hidrojen peroksite doniistirilir (101). Hidrojen
peroksinitritten de fenton reaksiyonu ile giiglii oksidan ozellige sahip hidroksil
radikali, nitrojen dioksit radikali ve peroksidaz hem halkas1 merkezli olusan oxo-feril
trleri gibi yuksek reaktif bilesikler meydana gelir. Diger taraftan NO etkili bigimde
superoksit icin SOD enzimi ile yarisir ve bunun sonucunda oldukea reaktif molekiil
olan peroksinitrit olusur. Bu reaksiyonlarda olusan hidrojen peroksit dlzeyi
peroksinitritten {i¢ kat daha fazladir (98, 99,101)Ozellikle eNOS aktivitesi ile NO2
hizlica NO ile reaksiyona girer ve dinitrojen trioksit olusur ki bu da hedef bilesiklerin

nitrasyonuna neden olur (Sekil-15)
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Sekil 16: Reaktif oksijen ve nitrojen iiriinlerin olusumu ve trombosit hiicresinde

gerceklesen reaksiyonlar

Dolagimda bulunan antioksidanlar superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon S-transferaz, peroksiredoksin, hem-oksijenaz, glukoz 6 fosfat
dehidrogenazdan kaynaklanan glutatyon ve NADPH, askorbat, alfa tokoferol, (rik
asittir (99,102).

Antioksidanlar direkt ya da indirekt olarak trombositlerde Uretilen serbest
oksijen ve nitrojen radikallerini t¢ yolla etkiler.
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1.0kside drtnleri temizleyerek

2. Trombosit i¢i antioksidan havuzunu yenileyerek

3. Trombosit i¢i oksidan hasar1 tamir ederek

Superoksit dismutaz ve katalaz enzimleri trombin ile indiiklenen P-selektin
ekspresyonunu ve integrin alfa I1b 3 beta aktivasyonunu inhibe eder. Ayrica katalaz
enzimi hidrojen peroksit ile iligkili sepsiste bakteriyel lipopolisakkaritlerin neden
oldugu trombosit disfonksiyonunu dénelemede etkilidir (102).

Calismalarda askorbatin siperoksit anyonunu ve gama-tokoferol siperoksit
anyonu bagimli trombosit agregasyonunu ve 5-hidrogsitriptamin salinimini azalttigi,
ekstraselller glutatyon peroksidazin ise plasma NO konsantrasyonunu arttirdigi ve
platelet agregasyonundan korudugu gosterilmistir (98,99). Trombosit hicresinde
bulunan SOD, katalaz ve selenosistein iceren glutatyon peroksidaz enzimlerinin de
icinde bulundugu bazi yolaklar sadece serbest radikallerin sitotoksik etkisini
onlemekle kalmayip ayni1 zamanda trombositlerdeki redoks sensitif yolun sinyalini de
duzenlerler. Stperoksit dismutaz enzimi ile slperoksit anyonu hidrojen peroksite
dontiserek endojen nitrik oksit bioaktivitesini artirir. Bu reaksiyon ile tromboz
olusumunu Onlenir.

Son zamanlarda GSH/GSSH oraninin platelet agregasyonunun regilasyonu ile
¢ok yakindan iliskili oldugu gosterilmistir (98,103). Plasma GSH konsantrasyonu
(10-25 IM) disiiktir. Plazmada GSH/GSSH orani 4:1 iken trombositte bu oran
13:1°dir(103). Glutatyon trombosit membran enzimi olan disulfit izomeraz
aktivasyonunu kontrol etmektedir (103). PDI aktif alanda ditiol ile disiilfid arasindaki
denge serbest tiol baglantili reseptor alfa2b-beta3 integrin (zerinden trombosit
agregasyonunda tetik rol oynar. GSH’in trombosit aktivitesinde anahtar rolil
membran PDI bagimli flavoproteinler ve GSSG rediiktaz aktivitesinin kesfedilmesi
ile ortaya ¢ikmustir. Kosubstrat olarak glutatyonu kullanan glutatyon peroksidaz
enzimi; S nitrosothiolden NO salinimini katalizler, okside trombositlerdeki lipit
peroksidasyonunu azaltmasiyla hiicresel redoksu dengeler. Bunun disinda glutatyon
peroksidaz katalaz enzimi gibi hidrojen peroksiti suya indirgeyerek oksidan hasari
sinirlar (101,103).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calisma Gruplarinin Secimi

Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim
Dali Cocuk Hematoloji ve Onkoloji Poliklinigi’ne Ocak 2016 ile Mayis 2016
tarihleri arasinda basvuran 1 ay ile 18 yas arasi ¢ocuklar ¢calismaya alindi. Normal
trombosit araligi 150.000-450.000/ uL olarak alind1 (12). Trombosit sayist 150.000/
ML ve altinda trombositopeni, 450.000/ pL ve Uzerinde trombositoz olarak
tanimlandi. Trombositoz ve kontrol grubu olarak iki grup calismaya alindi. Gruplarin

belirlenmesi asagidaki gibi yapilmstir:

3.1.1. Trombositoz Grubunun Se¢imi
Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim

Dali, Cocuk Hematoloji ve Onkoloji Poliklinigi’ne basvuran trombosit degeri
450.000/pL ve Gzeri olan 43 cocuk trombositoz grubu olarak belirlendi.

Arastirmaya dahil edilme kriterleri:

e lay -18 yas arasinda olmak

©>450.000/uL trombosit sayist olan hastalar

e Esansiyel trombositozu olmayan hastalar

e Sorumlu velisi tarafindan ¢alismaya katilmasi i¢cin onam verilmesi

Arastirmaya dahil edilmeme kriterleri:

= | ay alt1, 18 yas iistli olma

» <150.000 pL trombosit sayist olan hastalar

= Primer trombositoz tanis1 almig hastalar

= Kronik hastalig1 olanlar, demir eksikligi anemisi olanlar

» Sorumlu velisi tarafindan onam verilmeyenler

Olgularin anamnezi alindi, fizik muayeneleri yapildi ve kaydedildi. 13 yas alt1
olgularin velisi tarafindan, 13 yas istii olgularin kendisinden ve velisi tarafindan

onamlar1 alindi.

3.1.2. Kontrol Grubu

Kontrol grubu; akut st solunum yolu enfeksiyonu (akut tonsillt, akut siniizit)

klinigi ile Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari
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Anabilim Dali Cocuk Hematoloji ve Onkoloji Poliklinigine‘ne bagvuran trombosit
say1st 150.000-450.000/pL arasinda olan, demir eksikligi anemisi ve kronik hastalig
olmayan 42 ¢ocuk kontrol grubu olarak alindi.

Olgularin anamnezi alindi, fizik muayeneleri yapildi ve kaydedildi. 13 yas alt1
olgularin velisi tarafindan, 13 yas istii olgularin kendisinden ve velisi tarafindan
onamlari alindi.

Olgulardan sabah a¢ karnma alinan kan Ornekleri santrifiij edildikten sonra
ELISA ve hemogram cihazinda calisildi. Hastalarin serum orneklerinden tam kan
saymmi, C- reaktif protein (CRP), oksidan duzeyi gosteren malondialdehit (MDA),
total oksidan seviye (TOS), antioksidan dlizeyi gosteren superoksit dismutaz (SOD),
paraoksonaz 1 (PONL), arilesteraz (ARES), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), total
antioksidan kapasite (TAK) calisildi. Kirikkale Universitesi Etik Kurul onay1 alind
(18/3).

3.1.3. Arag-Gerecler ve Laboratuvar Yontemleri

Trombositoz ve kontrol grubunda periferik yayma degerlendirildi, trombosit
sayilart dogrulandi. Trombositoz ve kontrol grubundaki olgulardan periferik ventz
kandan ortalama toplam 4 cc kan oOrnegi alindi. Paraoksonaz 1, arilesteraz,
malondialdehit, stperoksit dismutaz, total antioksidan kapasite, total oksidan diizey
ve C-reaktif protein bakilmasi i¢in 2,5 cc kan ise sar1 kapakli (13x100°lik 5 mL. BD
Vacutainer plastik SST jelli tip) tupe ve glutatyon peroksidaz dizeyinin tespiti igin
EDTA’l tiipe 1.5 cc vendz kan alindi. EDTA’1 tiip hemogram cihazinda, jelli tip
biyokimya cihazinda ¢alisildi.

Hastalardan alinan kan numuneleri on dakika 5000 npm’de santrifiij edildi.
Elde edilen serum ve plazmalar ¢alisma yapilincaya kadar ependorf tiipiline alinarak -
80° C “de bekletildi.

TAK/TOS Kkitleri; Rel Assay Diagnostik (Gaziantep, Turkiye) orijinal kitleri
kullanildi. Kan numunelerin enzim diizeyleri kitlerin kilavuzdaki uygulama
bilgilerine gore kolorimetrik yontem ile dlguldi. Olgtimiin birimleri TAK igin mmol
Trolox Equivalent/L (mmoltroloxequiv./L), TOS i¢in pmol H2O2 Equivalent/ L
(umol H202Equiv./L)’ dir.

Serum PON 1 ve arilesteraz enzim dizeylerinin tespiti icin Rel Assay

Diagnostik (Gaziantep, Tiirkiye) orijinal kitleri kullanilarak calisildi. Paroksonaz 1
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duzeyi icin substrat olarak dietil p-nitrofenil fosfat, arilesteraz dlzeyi icin substrat
olarak fenil asetat kullanildi, kitlerin kullanim klavuzlarina gore ol¢iim yapildi.
Olgtimiin birimleri PON 1 icin U/I, arilesteraz enzimi igin kU/I’dir.

Serum superoksit dismutaz enzim dizeyinin tespiti icin (Cayman Chemical
Company (USA) firmasinin orijinal kitleri kullanildi, ELISA (Enzyme linked
immuno sorbent assay) yontemi ile calisilarak enzim diizeyinin Slgiimii yapildu.
Olgtimiin birimi U/mL’ dir.

Plazma glutatyon peroksidaz enzim dizeyi icin (Cayman Chemical Company,
USA) ve malondialdehit duzeyi icin TBARS Assay Kit (Cayman Chemical
Company, USA) ticari kitleri kullanildi. Kullanim klavuzundaki bilgilere gore 6lglim
yapildi. Olgiimiin birimi nmol/min/mL’ dir.

Lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA dizeyleri Yogi tarafindan
modifiye edilen Armstrong ve AL- Awqdi’ nin yontemi ile calisildi (104).
Malondialdehit diizey 6l¢ciim birimi mmol/mL’ dir.

Olgularin TAK degeri mmol/L’ ye ¢evrildi, asagida belirtilen formiil ile OSI
degeri hesaplandi.

OSI (Arbitrary Unit) = TOS (umol H202 equivalent /L ) X 100

TAK (umol Trolox equivalent/L)

Istatistiksel Analiz

Degiskenlerin analizinde SPSS 22.0 Mining (IBM Corparation, Armonk, New
York, United States) programi kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu
Shapiro-Wilk testi ile varyans homojenligi Levene testi ile degerlendirildi. Bagimsiz
iki grubun nicel verilere gore birbiri ile karsilastirlmasinda Independent-Samples T
testi Bootstrap sonuglartyla birlikte kullanilirken Mann-Whitney U testi Monte Carlo
simiilasyon teknigi ile kullanildi. Bagimsiz ¢oklu gruplarin nicel verilere gore
birbiriyle karsilastirllmasinda parametrik yontemlerden One-WayAnova testi
kullanilirken nonparametrik testlerden Kruskal-Wallis H Testi Monte Carlo
simiilasyon teknigi sonuglar ile kullanilmis olup Post Hoc analizler i¢in Dunn’s Test
kullanildi.  Degiskenlerin  birbiriyle olan korelasyonlarin1 incelemek igin
Kendall'stau-b testi kullanildi. Kategorik degiskenlerin birbiri ile karsilastiriimasinda
ise PearsonChi-Square testi Monte Carlo Simiilasyon teknigi ile test edildi. Nicel
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degiskenler tablolarda ortalama 4+ std.(standart sapma) ve medyan =+
IQR(InterquartileRange), kategorik degiskenler ise n(%)  olarak gosterildi.

Degiskenler %95 giiven diizeyinde incelenmis olup p degeri 0,05 ten kii¢iik anlamli
kabul edildi.
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4. BULGULAR

Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim
Dali Cocuk Hematoloji ve Onkoloji Poliklinigi’ne bagvuran ¢ocuklarda trombositoz
tespit edilen 43 olguda ve 42 kontrol olguda oksidan ve antioksidan diizey 6lc¢uldu.
Trombositoz ve kontrol gruplari karsilastirildi.

Calismaya alinan trombositoz grubunun %51.2” si kiz, %48.8’ i erkek, kontrol
grubunun %.59.5’u kiz, %.40.5’u erkek idi. (Tablo 4) Trombositoz grubunun
ortalama yas1 40,86+45,60 ay, kontrol grubunun yas ortalamasi 85,17£50,40 ay
olarak bulundu (Tablo 5). Trombositoz grubunda ortalama trombosit sayisi
526.000+115.000 mm3,  kontrol grubunda ortalama trombosit  sayisi
283.000+£86000/mm®  olarak saptandi. Istatiksel olarak anlamli farklilik
goriildi(p<0.001). (Sekil 1).

Oksidan durumu gosteren malondialdehit ve TOS diizeyi trombositoz grubunda
kontrol grubuna gore istatiksel anlamli olmamakla birlikte daha yiiksekti (p>0.05)
(Tablo-6). Trombositoz grubunda oksidatif stres indeksi (OSI) kontrol grubuna gore
anlaml1 yliksek bulundu (p<0.05) (Tablo 6, Sekil 21).

Trombositoz ve kontrol grubunda antioksidan dizeyi gosteren belirteclerden
stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi agisindan iki
grup arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmadi (p>0,05) (Tablo 6). Antioksidan
durumu gosteren total antioksidan kapasite (TAK), paraoksonaz (PON) ve arilesteraz
(ARES) aktivitesi trombositoz grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli
daha diisiik bulundu (sirasiyla; p=0.024, p=0.040, p=0.043). (Tablo 3, Sekil 18, Sekil
19, Sekil 20)
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Gruplarin demografik verileri Tablo 4’de 6zetlenmistir.

Trombositoz

L. Kontrol grubu | Toplam P DEGERI
CINSIYET |grubu

n(%) n(%) n(%) p<0,05
Kiz 22 (51.2) 25 (59.5) 47 (55,3)
0,515
Erkek 21 (48.8) 17 (40.5) 38 (44,7)

Tablo 4: Trombositoz ve kontrol grubunun demografik verileri
PearsonChi-Square Test(Exact)

. P degeri
Trombositoz grubu Kontrol grubu
p<0,05
Ortalama+SS. OrtalamazSS.
Yas (ay) 40,86+45,60 85,17+£50,40 0,001

Tablo 5: Trombositoz ve kontrol grubunun yas verileri
Independent T Test(Bootstrap)
SS:Standart sapma
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Trombositoz grubu | Kontrol grubu P degeri
p<0,05

OKSIDAN Median+IQR Median+IQR
MDA(mmol/mL) 6,82+7,30 5,63+1,94 0,255
TOS (umol H202Equiv./L) | 15,03+10,76 14,20+5,86 0,378

MedianzlQR MedianzIQR
SOD(U/mL) 0,16+0,10 0,15+0,04 0,067
GSH-Px (nmol/min/mL) |44,57+£17,19 44,89+17,83 0,739
TAK(mmoltroloxequiv./L) | 1,33+0,35 1,42+0,33 0,024
PON (U/l) 191+171 299+264 0,040
ARES(kU/) 1.253+217 1.334+127 0,043
OSI (Arbitrary Unit) 1,21+0,74 1,00+0,64 0,040

Tablo 6: Trombositoz ve kontrol grubunun oxidan-antioksidan parametrelerin

ve oksidatif stres indeksinin karsilastirilmasi

Mann Whitney U Test (Monte Carlo)

IQR: Interquartilerange
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Sekil 17: Trombositoz ve kontrol grubunda trombosit sayilarinin
karsilastirilmasi

Trombositoz grubunda ortalama trombosit sayis1 526.000+115.000 mm?,
kontrol grubunda ortalama trombosit sayis1 283.000+86000/mm?® olarak saptandh.
Istatiksel olarak anlamli farklilik goriildii (p<0.001).
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Sekil 18. Trombositoz ve kontrol grubunda TAK diizeyinin karsilastirilmasi
Trombositoz grubunun ortalama TAK dizeyi 1,33+0,35 mmoltroloxequiv./L,

kontrol grubunun ortalama TAK diizeyi 1,42+0,33 mmoltroloxequiv./L. idi. Istatiksel
olarak anlamli farklilik gorildi (p <0.05).
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Sekil 19: Trombeositoz ve kontrol grubunda PON diizeyinin karsilastirilmasi

Trombositoz grubunda ortalama PON duzeyi 191+171 U/I, kontrol grubunun
ortalama PON diizeyi 299+264 U/l olarak bulundu. Istatiksel degerlendirmede farkin
anlaml1 oldugu goriildii (p <0.005).

2500,00—

2000,00—

1500,00— E !

1000,00—

00
00

ARES

[o]

500,00

0o T T
Kontrol Trowbositoz

Sekil 20: Trombositoz ve kontrol grubunda ARES dizeyinin karsilastirilmasi

Trombositoz grubunda ortalama ARES dizeyi 1.253+217 kU/I, kontrol grubunun
ortalama ARES diizeyi 1.334+127 kU/I olarak bulundu. Istatiksel degerlendirmede
farkin anlamli oldugu goriildii (p <0.05).
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Sekil 21: Trombositoz ve kontrol grubu arasinda oksidatif stres indeksi (OSI)
degerinin karsilastirilmasi

Trombositozu grubunun OSI degeri ortalama 1,21+0,74 AU, kontrol grubunun
ortalama OSI degeri 1.00£0,64 AU olarak saptandi. Istatiksel olarak anlamli farklilik
goraldi (p <0.05).

Trombositoz ve kontrol gruplarinda trombosit sayist ile MDA arasinda
istatistiksel anlamli olmayan negatif korelasyon (Sekil 22), TOS ile trombosit sayis1
arasinda anlamli olmayan pozitif korelasyon saptand1 (Sekil 23).

Trombositoz ve kontrol gruplarinda SOD enzim diizeyi ile trombosit sayist
arasinda anlamli korelasyon saptanmadi (Sekil 24). Trombositoz ve kontrol
gruplarinda trombosit sayis1 ile TAK ve PON diizeyleri arasinda istatistiksel anlamli
olmayan negatif korelasyon saptand (sirasiyla Sekil 26, Sekil 27).

Trombositoz grubunda GSH-Px ile trombosit sayisi arasinda anlamli olmayan
pozitif korelasyon, kontrol grubunda anlamli olmayan negatif korelasyon oldugu
goriildii (Sekil 25). Trombositoz grubunda ARES enzim diizeyi ile trombosit sayisi
arasinda anlamli olmayan pozitif korelasyon, kontrol grubunda anlamli olmayan
negatif korelasyon saptandi (Sekil 28). Trombositoz ve kontrol grubunda oksidan-

antioksidan parametre korelasyon analizi Tablo 7’ de 6zetlenmistir.
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Trombositoz grubu (n=43) | Kontrol grubu (n=42)

r P r P
MDA(mmol/mL) -0,009 {0,933 -0,114 10,293
TOS (umol H202Equiv./L)[0,207  [0,51 0,023  |0,828
TAK(mmoltroloxequiv./L) | -0,054 0,608 -0,013 0,905
SOD(U/mL) 0,122  [0,249 0,111  |0,303
GSH-Px (nmol/min/mL) 0,033 0,754 -0,004 0,974
PON (U/) -0,092 0,385 -0,097  |0,368
ARES(KU/) 0,077 0,47 -0,131  |0,225

Kendall'stau-b Test- r: Korelasyon Katsayisi

Tablo 7: Trombositoz ve kontrol grubunda oksidan-antioksidan parametre

korelasyon analizi
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Sekil 22 : Trombositoz ve kontrol grubunda MDA diizeyi ile trombosit sayisi
arasindaki korelasyon
Trombositoz ve kontrol grubunda MDA diizeyi ile trombosit sayis1 arasinda anlamli

olmayan negatif korelasyon saptandi.
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Sekil 23 Trombositoz ve kontrol grubunda TOS diizeyi ile trombosit sayisi
arasindaki korelasyon
Trombositoz ve kontrol grubunda TOS ile trombosit sayist arasinda anlamli olmayan

pozitif korelasyon saptandi.
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Sekil 24: Trombositoz ve kontrol grubunda SOD diizeyi ile trombosit sayisi

arasindaki korelasyon

Trombositoz ve kontrol gruplarinda SOD diizeyi ile trombosit diizeyi arasinda

anlamli korelasyon saptanmadi.

51



Gruplar

) Kontrol
) Trombosito=z

“ Eontrol
(s . Trombosito=

150.00—

100,00— -

GPX

sooo—

o o

-00 T T T T
20000000 400000,00 600000,00 20000000

Trombosit

Sekil 25: Trombositoz ve kontrol grubunda GSH-Px dizeyi ile trombosit sayisi
arasindaki korelasyon
Trombositoz grubunda GPx ile trombosit sayisi arasinda anlamli olmayan pozitif

korelasyon, kontrol grubunda anlamli olmayan negatif korelasyon saptandi.
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Sekil 26: Trombositoz ve kontrol grubunda TAK diizeyi ile trombosit sayisi

arasindaki korelasyon

Trombositoz ve kontrol gruplarinda TAK ile trombosit diizeyi arasinda anlamli

olmayan negatif korelasyon saptandi.
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Sekil 27: Trombositoz ve kontrol grubunda PON diizeyi ile trombosit sayisi
arasindaki korelasyon
Trombositoz ve kontrol grubunda trombosit sayist ile ve PON diizeyi arasinda

istatistiksel anlamli olmayan negatif korelasyon saptandi.
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Sekil 28: Trombositoz ve kontrol ve grubunda ARES diizeyi ile trombosit sayisi
arasindaki korelasyon

Trombositoz grubunda ARES enzim diizeyi ile trombosit sayisi arasinda anlamli
olmayan pozitif korelasyon, kontrol grubunda anlamli olmayan negatif korelasyon

saptandi.
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5. TARTISMA

Hicre ve dokularin yapisal biitiinliigiiniin korumast ve fonksiyonlarini
strddrilebilmesi igin oksidan ve antioksidan sistem denge halinde olmalidir. Reaktif
oksijen ve nitrojen Urunlerinin artmasi, antioksidan molekiillerin azalmasi sonucu
oksidatif denge bozularak pekgok patolojik olay ortaya ¢ikabilir.

Oksidatif stres “oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar
lehine kaymasi ve hiicre hasarma yol a¢masi” olarak tanimlanir (1). Oksidan
molekiillerin artmasi; hiicre membraninda hasar olusmasina, hiicre ici proteinlerin
yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasina, hiicre DNA’sin1 etkileyerek hiicrenin
degisimine ve 6limune neden olur.

Daha onceki ¢alismalarda; Ulseratif kolit (2), iskemi / reperfiizyon hasar1 ve
ateroskleroz (3), yaslanma, diabetes mellitus (4), cesitli kanser turleri, romatoit artrit,
multiple skleroz gibi otoimmiin hastaliklar, astim ve katarakt (3,5) gibi hastaliklarda
serbest oksijen radikallerinin arttigi gosterilmistir (6,7,8). “Serbest oksijen radikalleri
hastaliklarin nedeni mi, yoksa sonucu mu?” sorusunun cevabi igin ¢aligmalar devam
etmektedir.

Oksidan ve antioksidan dengenin bozulmasi durumunda tiim hiicrelerde oldugu
gibi trombosit hiicrelerinde de etkilenme olur. Oksidan molekiller, trombosit
hicrelerinin diferansiyasyonu, proliferasyonu ve apopitozisi dahil birgok hiicresel
fonksiyonu etkiler, trombositlerin fizyolojisini degistirebilir, trombositoz veya
trombositopeni gibi patolojik sonuclara neden olabilir. Oksidan stresde; trombis
olusumu tetiklenirken, vaskiiler tonusta degisiklikler, anjiogenez ve aterotrombotik
olaylarda artig gorulebilir (90-93).

Wu ve arkadaslarin c¢alismasinda, BLVRBS!!L alelindeki mutasyon
trombositoz gelismesinde yeni bir mekanizma olarak gosterilmistir  (23).
BLVRBSM!L alelindeki mutasyon biliverdin IXp redilktaz enziminin NADPH’a
baglanarak gergeklestirdigi reaksiyonu etkilemekte, heme yolunun bozulmasina,
redoks reaksiyonlarmin yetersiz kalmasina, reaktif oksijen {irlinlerin artmasina ve
sonugta trombositoza neden olmaktadir. Bu calismada trombositoz gelisiminde
oksidan tiriinlerin rolii vurgulanmustir.

Cocuklarda goriilen trombositoz siklikla altta yatan baska bir hastalik

nedeniyle ortaya c¢ikan laboratuvar bulgusudur. Cocukluk ¢aginda saptanan
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trombositozun en sik nedeni enfeksiyonlardir. inflamasyon, demir eksikligi anemisi,
hemolitik anemi, splenektomi, yanik, malignite ve travma gibi doku hasarina neden
olan durumlar da trombositoza neden olmaktadir (10). Bu hastaliklarda dolasimda
Ozellikle 1L-6 olmak Gzere sitokin dizeyleri artar, karacigerdeki trombopoetin
uretimi uyarilir, megakaryopoez ve trombosit yapimi hizlanir (105).

Ayni zamanda altta yatan bu hastaliklar oksidan-antioksidan dengesiyi oksidan
lehine bozmakta ve trombositler iizerinde etkili olmaktadir.

Literatiirde c¢ocukluk c¢aginda trombositoz ve oksidan/antioksidan denge
durumu daha once bildirilmemistir. Calismamizda trombositozlu ¢cocuklarda oksidan
ve antioksidan molekullerin duzeyini belirleyerek, oksidan-antioksidan dengenin
hangi yonde degistigini gérmeyi amacladik.

Oksidan belirteclerden malondialdehit lipid peroksidasyonunun son Grinudar.
Calismamizda malondialdehit diizeyi ve total oksidan stresi gésteren TOS degeri
trombositoz grubunda kontrole gore yiksekti (p>0.05).

Durmus ve arkadaslar1 esansiyel trombositozlu 43 olgunun oksidatif stres
diizeyini incelemisler (106). Tanida ve tedavinin 6. ayinda TAK, TOS, MDA
diizeyleri 6lciilmiis OSI degeri hesaplanmis. Tedavi 6ncesi bakilan TOS ve MDA
diizeyi ve OSI degeri esansiyel trombositoz grubunda yiiksek bulunmustur (p<0.05).
Hidroksiiire ve diisiik doz aspirin ile tedavi sonrast MDA diizeyi ve OSI degerinin
diistiigii, TAK diizeyinde artis oldugu saptanmistir (p>0.05). Endotelyal hasar
sonucu gelisen oksidatif stresin iskemik hasara neden olabilecegi ve erken tedavinin
koruyuculugu vurgulanmistir.

ITP, izole trombositopeninin goriildiigli yaygin otoimmiin bir hastaliktir. Jin
CQ ve arkadaglar1 kronik ITP’de MDA ve TOS diizeylerini kontrol grubuna gore
yliksek saptamig, otoimmiin olaya bagli trombosit membranndaki hasar sonucu MDA
ve TOS’un yiikseldigini belirtmislerdir (107). Polat ve arkadaslarmin ¢aligmasinda
da ITP hastalarinda MDA diizeyini kontrol grubuna gOre daha yiiksek saptamiglardir
(108). Trombositlere karsi gelisen antikorlarin membran lipidlerine baglanmasiyla
lipid peroksidasyonunun arttig1 ve MDA diizeyinin yiikseldigi belirtilmis ve oksidan
stres artisinin bir sonu¢ oldugu vurgulanmistir. Zhang B ve arkadaslari akut ve
kronik ITP olgularinda oksidan stresi incelemis, kronik ITP olgularinda MDA
diizeyinin akut ITP grubuna gore daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Kronik
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ITP olgularinda oksidan stresin devam ettigi ve MDA degerinin yiikseldigini
belirtmislerdir (47).

Trombositler endojen reaktif oksijen drlnleri (ROS) yapabilen hicrelerdir
(109,110). ilk defa 1977 yilinda Marcus AJ ve arkadaslar tarafindan trombositlerin
ROS iiretebildigi bildirilmistir (110). Calismamizda trombositoz olgularinda
trombosit sayisinin artmasiyla endojen ROS iiretiminin hizlanarak, membran lipid
peroksidasyonunu artirip MDA ve TOS dizeyini etkiledigini diistinliyoruz.
Trombositozun enfeksiyon gibi lipid peroksidasyonunu artiran nedenlere bagh
gelismesi de MDA gibi oksidan belirteglerin artisina neden olacaktir. Calismamizda
trombositozda oksidan stresin arttigim1 gozledik ve artan oksidan stresin hem
trombositozun sonucu hem de artan trombosit sayisinin nedeni oldugunu
diisiiniiyoruz.

Trombositozda oksidan molekdller artarken antioksidan molekullerin dizeyleri
degiskenlik gostermektedir. Organizmada serbest oksijen radikallerin olusumunu ve
bunlarin neden oldugu hasar1 Onlemek icin “antioksidan savunma sistemleri”
bulunur. Antioksidanlar serbest radikalleri notralize etmek icin karsilikli etkilesim
halinde olan hucre ici ve hiicre disi kaynakli cesitli bilesiklerdir. Trombosit
hicresinde bulunan SOD, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin iginde
bulundugu baz1 yolaklar oksijen radikallerin sitotoksik etkisini énler. SOD enzimi ile
sliperoksit anyonu hidrojen peroksite doniiserek endojen nitrik oksit bioaktivitesini
artirir. Bu reaksiyon ile tromboz olusumu oOnlenir. Calismamizda trombositoz
grubunda SOD duzeyini, kontrol grubuna gore hafif yiksek bulduk (p>0.05).
Trombositoz grubunda artan trombosit sayist ve oksidan uyartya baghh SOD
miktarinin arttigini diislintiyoruz.

Laskaj ve arkadaslarmin c¢aligmasinda toplum kokenli pnéméni tanisi alan
olgularda SOD, bakir ve ¢inko diizeylerini incelemisler (111). Tani aninda iki grup
arasinda SOD enzim diizeyi agisindan anlamli fark saptanmamis. Tedavi sonrasi
reaktif trombositozu olan grupta SOD diizeyinin diger gruba gore disiik oldugu
belirtilmis. Laskaj ve arkadaslar1 trombositlerin tedavi sirasinda antioksidan cevabin
gelismesinde aktif rol oynadigini, reaktif trombositozu olan pnomoni olgularinda
daha fazla oksijen ve nitrojen radikallerinin Gretilmesiyle antioksidan rol oynayan

SOD enzimin tliketimine bagh diizeyinin distiigiini belirtmistir.
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Glutatyon peroksidaz trombositde bulunan antioksidan bir enzimdir (98) Lipid
peroksidasyonunu engelleyerek membran lipitlerini ve hemoglobini peroksitler
araciligiyla olusabilecek oksidasyona karsi korur. GSH/GSSH oranmin oksidan
durumu iyi gosteren bir belirteg oldugu, trombosit agregasyonunun regilasyonu ile
yakindan iligkili oldugu bilinmektedir. Plazma GSH/GSSH orani 4/1 iken, trombosit
hiicresinde bu oran 13 /1° dir (103).

Zhang B ve arkadaslarinin akut ve kronik ITP hasta gruplarinda oksidan
durumu gosteren GSH/GSSG oranini incelemislerdir (47). Kronik ITP hastalarinda
bu degerin daha diisiik oldugunu saptamiglar ve oksidan travmanin devam ettigini
belirtmislerdir.

Kamhieh- Milz J ve arkadaslar1 ITP hastalarinda yaptiklari ¢alismada oksidan
olan serum MDA, TOS duzeylerini yiksek ve antioksidan olan serum SOD, GSH-
Px, TAK dizeylerini kontrol grubuna gore diisiik oldugunu bildirmistir (112) Artan
serbest oksijen radikallerini temizlemek amaciyla antioksidan enzimlerin tiiketildigi
vurgulanmistir.

Calismamizda GSH-Px enzim dizeyi trombositoz grubunda kontrole gore
diisiik saptand1 (p>0.05). Trombositoz hastalarinda oksidan stresin ve endojen ROS
tiretiminin kontrol grubuna gore daha fazla oldugunu, oksidan molekiilleri zararsiz
hale getirmek amaciyla glutatyon peroksidaz enziminin tiketimine bagh azaldigini
diistinmekteyiz.

PON ve ARES trombosit disinda salinan fakat trombositin neden oldugu
oksidan olaylarda antioksidan rol oynayan, karaciger ve serumda bulunan
enzimlerdir.  PON enzimi diisiik dansiteli lipoproteini (LDL) oksidasyondan
koruyarak ve aromatik karboksilik asit esterlerini hidroliz ederek antioksidan 6zellik
gosterir (69). Rodrigo L. ve arkadaslart PON enziminin platelet aktive edici faktorii
hidroliz ederek inaktive ettigini ve tromboz riskini azalttigin1 bildirmislerdir (113).
PON ve ARES proinflamatuar molekiilerin salinimini sinirlayarak antiinflamatuvar
Ozellik te gosterirler (114)

Oksidan ortam trombosit proteinlerini modifiye eder ve degisen trombosit
proteinleri hiicre dis1 oksidatif stresin indiiktorleri / aktivatorleri olarak hareket eder.
Trombosit aktivasyonu ve patolojik hiperreaktivitede, hicre ici oksidatif stres ve

redoks regllasyonu O6nemli bir rol oynamaktadir. Obezite, hipertansiyon, insulin
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direnci ve metabolik sendrom gibi risk faktorleri ile iligkili tromboz gelisimini
engellemek i¢in, dolasimdaki hiicre disi ROS temizleyicileri (PON ve ARES gibi)
tiikketilirken, trombosit i¢i antioksidan enzimlerin kullanimi1 da aktif hale gelmektedir.

Calismamizda PONL1 ve arilesteraz diizeyi trombositoz grubunda kontrole gore
diisiik bulunmustur (p <0,05). Trombositozlu hastalarda; oksidan yiikiin artmasi ile
trombis olusumunu 6nlemek amaciyla PON1 ve arilesterazin diizeyinin tuketime
bagli olarak diistiiglinii diistinmekteyiz.

Oksidan / antioksidan denge, oksidan ve antioksidan molekdllerin serum
duzeyinin 6lcllmesi ile degerlendirilebilir. Oksidan stresi 6zetleyen TOS (Toplam
oksidan statii) ve antioksidan durumu gosteren TAS (Toplam antioksidan stati)
oksidan/antioksidan dengeyi gosteren belirteclerdir.

Caligmamizda toplam oksidan durumu gosteren TOS trombositoz grubunda
daha yuksek dizeyde iken toplam antioksidan diizeyi gosteren TAK kontrol grubuna
gore daha diisiik saptandi (p <0,05). Bu durum, trombositoz grubunda oksidan ve
antioksidan sistemin dengesinin bozuldugunu, oksidan yiikiin daha fazla oldugu
gostermistir.

Oksidatif yiikiin fazla olmasi nedeniyle organizmada gerceklesen dengeleyici
mekanizmalarla oksidan molekdllerin yok edilmesi igin antioksidan molekullerin
tiketildigi ve buna bagli olarak antioksidanlarin  diizeyinin  azaldigimi
diistindlirmiistiir.

Elalfy MS ve arkadaslar1 ¢ocuk ve adolesan ITP'li hastalarda gozlenen yuksek
oksidatif stresin kismen trombositopeninin artmasindan sorumlu olabilecegini ve
adjuvan antioksidanin (vitamin A, C, E ve selenyum) oksidatif stresli ITP'li hastalar
icin tamamlayici bir tedavi olabilecegini vurgulamiglardir (115).

Caligmamizda trombositoz grubunda oksidan parametrelerin diizeyinin arttigi
antioksidan parametrelerin diizeyinin azaldigin1 tespit ettik. Oksidan molekiiller
trombosit hiicrelerini aktive ederek trombiis olusumuna neden olmaktadir.
Trombositoz olgularinin  oksidan ve antioksidan molekiillerin  diizeyinin
belirlenmesiyle oksidan stresi yiiksek saptanan olgulara erken dénemde antiagregan
tedavi baslanarak tromboz gelisimi Onlenebilir. Trombozu énlemek icin trombosit
aktivasyonunu engellemek hastalari kanama riskine maruz birakabilir. Trombozu ve

ciddi kanamalar1 kontrol altina alan, optimal bir denge olusturan anti-platelet ajanlar
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i¢in ¢aligmalar devam etmektedir. ITP’de tedavide antioksidan (melatonin, vitamin
C, A, E...) kullaniminin faydas1 bildirilmistir (116). Calismamizda trombositozda da
antioksidan maddelerin tedaviye eklenmesinin tromboz riskini diisiirecegini ve

morbidite / mortalitenin azaltilabilecegini diistiniiyoruz.
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6. SONUC

1. Calismaya alinan trombositoz grubunun %51.2° si kiz, %48.8" 1 erkek,
kontrol grubunun %.59.5’u kiz, %.40.5’u erkek idi.

2. Trombositoz grubunda oksidan olan malondialdehit diizeyi kontrol grubuna
gore daha yiiksek saptandi ancak istatiksel anlamli fark saptanmadi.

3. Trombositoz grubunda toplam oksidan durumu goésteren TOS dizeyi kontrol
grubuna gore daha yiiksek saptandi ancak istatiksel anlamli fark saptanmadi.

4. Antioksidan olan SOD diizeyi iki grup arasinda istatistiksel anlamli fark
saptanmadi

5. Trombositoz grubunda antioksidan olan glutatyon peroksidaz enzim diizeyi
kontrol grubuna gore daha diistik bulundu (p >0,05).

6. Trombositoz grubunda toplam antioksidan durumu gosteren TAK duzeyi
kontrol grubuna gore daha diislik saptandi (p <0,05).

7. Trombositoz grubunda antioksidan olan paraoksonaz 1 dizeyi kontrol
grubuna gore daha diisiik bulundu (P <0,05).

8. Trombositoz grubunda antioksidan olan arilesteraz enzim dizeyi kontrol
grubuna gore daha diisiik bulundu (p <0,05).

9. Trombositoz grubunda oksidan dizeyi gosteren oksidatif stres indeksi
kontrol grubuna gore anlamli yiliksek bulundu (p<0,05).

10. Calismamizda trombositoz grubunda oksidan parametrelerin diizeyinin
arttig1 antioksidan parametrelerin diizeyinin azaldigini tespit ettik.

11. Trombositoz olgularinin oksidan ve antioksidan molekiillerin diizeyinin
belirlenmesiyle oksidan stresi yiksek saptanan olgulara erken dénemde antiagregan
tedavi baslanarak tromboz gelisimi 6nlenebilir.

12. Calismamizda trombositozda da antioksidan maddelerin tedaviye
eklenmesinin  tromboz riskini disiirecegini ve morbidite / mortalitenin

azaltilabilecegini diisiiniiyoruz.
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