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VI. ABSTRACT

Evaluation of Relationship among Fetuin-A, Inflammatory Markers
and Oxidative Stress in the Patients with Sickle Cell Anemia

Aim: Sickle cell anemia (SCA), common disease in Cukurova region, is a congenital
hemoglobinopathy characterized by production of excessive amounts of reactive
oxygen radicals in red blood cells, and microvascular hypoxia-reperfusion process
giving rise to chronic inflammation along vascular structure. In the study, Fetuin-A
levels and its relationship with inflammation and oxidative stress in SCA were aimed
to evaluate.

Material & Methods: The study included patients with SCA (n=35) and healthy
individuals (n=35) in adult age. After analyzing hematological data, Superoxide
Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutathione Peroxidase (GSH-Px) and
Malondialdehyde (MDA) were measured from hemolysates. Fetuin-A, TNF-alpha,
IL-6, Nitric Oxide (NO) and Myeloperoxidase (MPO) were measured from serum
samples.

Results: Fetuin-A (p<0.001), TNF-alpha (p<0.05) and MDA (p<0.001) were
measured significantly higher in SCA group, but NO was decreased (p<0.01).
Similarly, G6PD (p<0.001), SOD (p<0.01) and MPO (p<0.01) enzyme activities
were determined higher in SCA when compared to the control group. However, there
was no statistical significance in terms of IL-6, CAT and GSH-Px.

Results: Elevated Fetuin-A in patients with SCA and its positive correlations with
both MDA and TNF-alpha levels demonstrated that Fetuin-A had an iportant role for
pathophysiology of SCA in terms of relationship with inflammatory processes and
oxidative stress.

Key words: Sickle Cell Anemia, fetuin-A, inflammation, oxidative stress



VII. OZET

Orak Hiicre Anemili Hastalarda Fetuin-A, Enflamatuvar Marker ve
Oksidatif Stres Iliskisinin Degerlendirilmesi

Amac: Orak hiicre anemisi, Cukurova bolgesinde yaygin goriilen eritrositlerde asiri
reaktif oksijen radikali tretimi, vaskiiler seviyede kronik inflamasyona sebebiyet
veren mikrovaskiiler hipoksik ve reperfiizyon siireci ile karakterize olan konjenital
bir hemoglobinopatidir. Bu ¢alismada, Orak hiicre anemisinde Fetuin-A seviyesi ile
bu hastalarda Fetuin-A’nin inflamasyon ve oksidatif stress ile iligskisinin gésterilmesi
amaglandi.

Yontem: Calismaya Orak hiicre anemisi hastasi (OHA) olan yetiskin yas grubu
hastalar (n=35) ve saglikli bireyler (n=35) dahil edildi. Tiim 6rneklerin hematolojik
verileri incelendikten sonra hemolizattan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve malondialdehit (MDA) analizi yapildi. Serum
orneklerinden Fetuin-A, TNF-Alfa, IL-6, Nitrik Oksit (NO) ve Myeloperoksidaz
(MPO) calisildu.

Bulgular: Kontrol grubu ile OHA grubu karsilastirildiginda Fetuin-A (p<0,001),
TNF-Alfa (p<0,05) ve MDA seviyeleri (p<0,001), OHA grubunda istatistiksel olarak
yiiksek tespit edilirken NO seviyesi diisiik tespit edildi (p<0.01). G6PD (p<0,001),
SOD (p<0,01) ve MPO (p<0.05) enzim aktiviteleri de benzer sekilde OHA grubunda
kontrole gore yiiksek tespit edildi. IL-6, CAT ve GSH-Px sonuglari bakimindan
gruplar arasinda farklilik tespit edilmedi.

Sonuglar: Fetuin-A’nin Orak hiicre anemili hastalarda yiiksek bulunmasi ve hem
TNF-Alfa hem de MDA ile pozitif yonli ilgilesim gostermesi, OHA’nin
patofizyolojisinde Fetuin-A’nin inflamatuvar siire¢ ve oksidatif stresle yakin iligkili
oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Orak Hiicre Anemisi, Fetuin-A, Inflamasyon, Oksidatif Stres



1. GIRIS VE AMAC

Orak Hiicre Anemisi (OHA), hemoglobinin tek bir amino asidin molekiiler
bozuklugu sonucu patolojik olarak polimerizasyonu ve sirasiyla eritrositlerde rijidite
meydana gelmesi, kilcal damarlardaki zayif kan akimi ve doku iskemisi ile
karakterize bir hastaliktir (1, 2). Hemoglobinopatiler arasinda en sik goriilen hastalik
olup i¢inde bulundugumuz bolgeyi kapsayan Giiney Anadolu’da % 0,5 ile % 37
arasinda degisen oranlarda goriilmektedir (3). Orak hiicre hastaligina bagh
komplikasyonlar hastane polikliniklerine sik basvuru nedenleri arasindadir. Bu
hastalarin hastaneye yatis sebepleri arasinda en sik akut agrili atak sikayeti
yatmaktadir (4).

Orak hiicre hastaligi, otozomal resesif iletilen kalitsal bir kan hastaligi olup en
sik goriilen hemoglobin sentez bozuklugudur (5). Hastaligin olusma sebebi globin
sentezi esnasinda zincirin 6. konumundaki glutamin aminoasidinin valin ile yer
degistirmesine neden olan nokta mutasyon sonucu gelisen anormal hemoglobin
sentezidir . Anormal yapilan globin sentezi sonucunda olusan eritrositler, normal
seklini kaybederek orak hiicre halini almaktadirlar (6). Eritrositler oraklasinca kii¢iik
damarlarda tikanikhik yaparak organ hasarina ve hastaligin klinik bulgularinin
olusmasma neden olurlar (7). Hastaligin temel bulgular1 kronik hemolitik anemi,
tekrarlayan agrili ataklar ve etkilenen organlarda meydana gelen islev bozuklugudur.
Hastalarda goriilen akut vazo-okliiziv agrili krizler bu hastaliga bagli hastancye

basvurularin en sik nedenidir (4, 8).



Yakin zamanda yapilan galismalarda, anormal vaskiiler tonus, aktive adhezif
endotelyum bulgularini iceren damar fonksiyonunun patofizyolojisinin bagimsiz bir
spektrumu gosterildi (9, 10). Bu vaskiiler menseeli anormaliler, nitrik oksitin
etinliginde hemoliz ile ilgili defekti, oksidatif stres, iskemi-reperfiizyon hasari,
hemostatik aktivasyon, 1okositler ve trombositlere dayandirilmaktadir (11).
OHA’daki vaskiilopati, pulmoner hipertansiyon, felg, bacak iilseri ve priapism
gelisiminde sorumludur (12, 13). Ozellikle de hemolojik durumun ciddiyeti iliskilidir
ve diger tiim hemolitik bozukluklarda da rapor edilmistir. Bu vaskiilopati, OHA
hastalrinda goriilen kronik organ disgfonksiyonunda da rol oynuyor olabilir (14).

Vazo-okliziv agrili kriz tanis1 ile hastaneye basgvuran hastalarda etkilenen
alanda hassasiyet, 6dem, 151 artis1 gibi yerel bulgularla beraber ates ve 16kositoz
gibi inflamasyonun sistemik belirtileri de tesbit edilebilir (15, 16). Agrili krizler
sirasinda C-reaktif protein, al-glikoprotein ve transferrin gibi akut faz reaktantlar
belirgin olarak artar (15). Ayrica inflamatuar sitokinlerden tiimor nekrotizan faktor-
alfa (TNF-a), interlokin-lalfa (IL-1la), interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8),
histamin ve 16kotrien-B4 diizeylerininin arttigi gosterilmistir (17). Ozellikle TNF-a,
ve IL-8’in orak seklini almis eritrositlerin damar endoteline yapismasini artirarak
kan akimim  bozdugu ve iskemik ataklarin olusmasina neden oldugu
diistiniilmektedir (13).

Bu ¢alismamizda orak hiicre anemili hastalarin eritrositlerindeki oksidatif
stres durumu ve inflamatuvar siireci birlikte degerlendirmek ve aralarindaki iliskiyi
gostermek amaciyla orak hiicre anemili hasta grubu ve kontrol grubu olarak Orak
hiicre anemisi tanist konmamis yetiskin grubu bireyler se¢ilmis, her iki grupta da
ayni parametrelerin ¢aligilmasi planlanmistir. Hasta ve kontrol grubunun
numunelerinde oksidatif stres belirtecleri ve anti oksidan sisteme ait enzimler ile
birlikte inflamatuvar siiregte gore alan IL-6, TNF-a inflamatuvar siiregte gorev alan
yeni bir marker olan Fetuin-A parametrelerinin 6lgiilmesi ve orak hiicre anemisi
hastaligimin  patofizyolojisindeki etkinliklerinlerinin  birlikte degerlendirilmesi

amaglanmstir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hemoglobinin Yapisi ve Ozellikleri

Hemoglobin, en yiiksek oranda eritrositlerde bulunan, 6450Da molekiiler
agirliginda, kabaca kiiresel yapida yaklasik 5,5 nm ¢apinda tetramer yapida bir
proteindir (18). Peptid zincirleri arasindaki etkilesimler ile bir arada tutulan iki ¢ift
6zdes olmayan polipeptid zinciri ve dort molekiil Hem’den olusmaktadir (19) (Sekil
1). Akcigerlerden alinan oksijenin ¢evre dokulara ulastirilmast ve dokularda iiretilen

COg’nin disar atilmasini saglamakla gorevlidir.

Sekil 1: Hemoglobinin ti¢ boyutlu yapisi (20)



Tetrapirol yap1 diizlemsel bir halka icinde dort o-metenil kopriisii ile
birbirine baglanmig dort pirol molekiiliinden olusmaktadir (21). Bu diizlemsel
halkanin merkezinde bir ferruz demir atomu (Fe*®) yer alir. Demir, porfirin
halkasiin dort azotuyla baglanarak hem molekiiliiniin ortasinda tutulur (22). Hemin,
Fe*?’i her biri diizlemsel porfirin halkasinin ayr tarafinda olan iki bag daha yapar
(Sekil 2). Bu pozisyonlardan biri globin molekiiliiniin bir histidin kalintisinin yan

zinciri ile olurken, digeri oksijen baglamaya uygun olarak bulunur (23, 24).

Sekil 2: Hem’in ferruz demir olusturdugu tetrapiral yap1 (25)

Insanlarda o ve P olmak {izere iki gen kiimesi, gelisim sirasinda
hemoglobinlerin sentezini yonetir (26). Yetiskin hemoglobininin yaklasik %96’sin1
olusturan HbA, iki a ve iki B (02f2) olmak iizere 4 globin zincirinden olusur. Minor
erigkin hemoglobini olan HbAj, iki a ve iki & (0202) zincirinden, fetal hemoglobin
olan HDbF ise iki a ve iki y (agy2) zincirinden olusur (27). Normal eriskin
hemoglobinlerindeki o zinciri 141 aminoasit; B, y, ¢ zincirleri ise 146 aminoasit
igcermektedir. Embriyonik gelisim sirasinda tanimlanan hemoglobinler ise HbGower I
(&2 €2), Hb Gower II (a0 &) ve Hb Portland ({; y2)’dir. Eritropoezin karacigerde
baslamasiyla fetal eritrositler olusur (Sekil 3) (28).
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Sekil 3: Globin zincir sentezinin evreleri (29)

Eritrosit i¢indeki hemoglobinin kompozisyonu, gebeligin devrelerine bagl
olarak degiskenlik gosterir (28). Hemoglobin kompozisyonundaki bu degisiklik o ve
B gen kiimelerindeki bir dizi aktivasyon ve inaktivasyona bagli olarak olusur (30).
Gebeligin erken evrelerinde Hb Portland (£2y2), Hb Gower I ({2€2) ve Hb Gower II
(02€2) baskin olarak tespit edilen embriyonik hemoglobinlerdir. Ancak ¢ok az
miktarda HbF ve HbA da vardir (31). Gebeligin 10-11. haftalarinda eritropoezin
karaciger ve dalakta baglamasi ile embriyonik hemoglobinler azalarak kaybolur ve
HbF (a2y2) yapimi baslar. HbF, gama zincirinin 136. pozisyonunda Alanin igeren Ay
veya Glisin iceren Gy olmak lizere iki farkli gama zincirine sahiptir. Gy/Ay orani

dogumda 3/1 iken bes aylikken 2/3’¢ iner (31-33).



2.2. Orak Hiicre Anemisi
2.2.1. Tamim

Orak hiicre anemisi (OHA) otozomal resesif kalitimla gegis gosteren, birgok
organ ve sistemi etkileyen kronik ve hemolitik tipte bir anemidir (34). En sik goriilen
hemoglobinopati olan OHA, B globin zincirini kodlayan gende meydana gelen
mutasyondan kaynaklanmaktadir (35). B globin zincirinin amino (-NH,) ucunda 6.
pozisyondaki glutaminin valin aminoasidi ile yer degistirmesiyle; baz diizeyinde
GAG yerine GTG gelmesiyle olusur (34-36). Bu mutasyonun sonucu olarak
oksijensiz HbS polimerize olur ve kati kristal halinde ¢oker. Sonugta Sekil 4’te

oldugu gibi eritrositler oraklasirlar (37, 38).

-

Sekil 4: OHA hastasina ait periferik yayma 6rnegi: (S) Oraklasmus eritrosit; (C.E) Cekirdekli
eritrosit; (HJC) Grunwald-Giemsa ile boyali Howell-Jolly Cismi (39)



Hemoglobin (Hb), dokulara oksijeni dagitir ve eritrositlerin igindeki yiiksek
yogunlugu eritrositin seklini koruma ve sekil degistirebilme yetenegini saglar (2).
zincirlerinden sadece birinde mutasyon olmasi halinde heterozigot formu, her
ikisinde mutasyon olmasi halinde homozigot formu (SS) olusur (40). Oraklagmanin
derecesini bu sekildeki mutant hemoglobinin intraselliiler derisimi ve intraselliiler
oksijen miktar1 belirler. Heterozigot formda eritrosit i¢ci HbS miktar1 nispeten az
oldugundan genellikle ortaklagsmaya baglh klinik tablo pek goriilmez (34, 36). Diger
taraftan homozigot formda eritrosit i¢indeki HbS miktar1 daha fazla oldugunda,
oraklasma ve oraklasmanin olusturdugu klinik tablo esas olarak bu grupta

goriilmektedir (2, 41).

Tablo 1: Normal ve OHAsi hastalarindaki hemoglobin tiplerinin karsilastirilmasi (42)

Fenotip Hemoglobin Tipi Yiizdesi (%)
HbA 96-98
Normal Erigkin HbF 0,5-0,8
HbAZ 115-312
Orak Hiicre HbA: 60-65
Tastyiciligi HbAS HbS: 35-40
(Heterozigot) HbF: 2-20
HbS: 80-90
Orak Hiicre Hastalig1 HbSS HbF: 2-20
(Homozigot) HbA,: 2-4
HbA: yok

Fetal hayat boyunca HbF diizeyi yliksektir, dogumdan 6 ay sonra ise HbF
yerini yavas yavas HbS’e birakmaya basladiginda hastalik kendini belli eder ve
eritrosit i¢cindeki orani azalir (35, 40, 43).

2.2.2. Tarihge

Yaklasik 100 yil kadar 6nce, Grenada’da bir dis hekimi olan James Herrick
periferik yaymada anormal sekilli eritrositleri gozlemlemis ve bunu yayinlamisti.
Hemolitik anemi ilk komplikasyonu olarak tanimlansa da, Afrika’da 6nceki yillarda

agrili krizlerle taninmaktaydi. 1936’11 yillarda, OHA’l1 hastalarda pulmoner



vaskiilopatiye eslik eden kor pulmonare tablosu otopside tespit edildi. Yillar sonra
Orak hastast breylerdeki organ disfonksiyonun sebebinin rijit yapiya sahip olan
eritrositlerin neden oldugu vazo-oklizif krizlerinden kaynaklandigi goriisii hakim
oldu. Bu diisiince, 20.yiizyilin sonlarina dogru Mohandas, Hebbel ve Kaul tarafindan
yapilan ve OHA’da kan damarlariin disfonksiyonunu destekleyen yayinlarla iyice
kabul gordii. Ballas (1991), Duits ve Schnog, Serjeant (2004) yaptiklari ¢aligmalarda
OHA’daki vaskiilopatiyi ve agril1 krizlerin patofizyolojisini aydinlatmaya calistilar
(5, 44-51).
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Sekil 5: OHA’da agrili kriz ve iskemik doku hasar1 olusum mekanizmasi (52)



Gladwin ve arkadaglari, intravaskiiler hemolizin hemoglobin ve arginazin
eritrositlerden plasmaya yerdegistirmesine sebep oldugunu ve bunun mortalite ile
yakin iligkili oldugunu gosterdiler. Yakin zamanda yapilan ¢alismalarla (48, 53-58),
OHA’da mortalitenin aydinlatilmasinda oksidatif stres ve inflamatuvar siirecin 6nemi

tizerinde durulmaktadir (Sekil 5).

2.2.3. Prevelans ve Cografi Dagilim

Diinyada hemoglobinopati sikliginin % 5 oldugu tahmin edilmektedir (59).
En sik goriilen hemoglobinopati Orak hiicre anemisidir. Ozellikle Karaipler, Afrika
zencileri, Akdeniz kokenli kisilerde (Tirkiye ve Yunanistan), Hindistan ve
Ortadogu’da sik goriilmektedir (60, 61). En yiiksek gen frekansina Afrika’da
rastlanir. Bu durum, HbS’nin P.falciparum sitmasina karsi olan koruyucu etkisine

yorumlanmaktadir (62).
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Sekil 6: HbS allelinin Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan kabul géren dagilim haritasi
(63, 64)



Ulkemizde yapilan tarama calismalari OHA’nin bazi bélgelerde daha sik
oldugunu gostermistir. Saglik Bakanligi ve Ulusal Hemoglobinopati Konseyi’nin
verilerine gore tasiyiciligin Adana’da % 10,0, Antakya’da % 10,5, Mersin’de % 13,6,
Antalya’da % 2,5, Diyarbakir’da % 0,5, Mugla’da % 0,5 sikliktadir (32).

2.2.4. Patofizyoloji

HbS’in fiziksel yapisindaki degisim eritrositlerin sekil degistirmesine yol acar
ve eritrositler uzamig yarimay (orak) seklini alirlar (65). Bu durum eritrositlerin
dolasim akigkanligini azaltir ve kan akimini yavaslatir. Orak seklini alan eritrositler
hem damar i¢inde, hem de damar disinda yikima ugrar (66). Bu durum eritrositlerin
kisa 6miirlii olmalarinin nedenidir ve aneminin siddetiyle dogrudan iliskilidir (8).
Artmig serbest plazma hemoglobin diizeyleri hemolizin yaklagik 1/3“iiniin damar
icinde oldugunu disiindiirmektedir (8). Damar i¢i hemolizin bir mekanizmasi
hiicrelerin  kompleman aracilifi ile olusabilecek yikima kars1t savunmasiz
birakilmasidir. Diger bir mekanizma ise hiicrelerin kirilganligindaki artisa baglh

hemolizin hizlanmasidir (11, 48).

Bunun sonucunda &zellikle kiigiik damarlarda tikaniklik, agrili kriz ve organ
nekrozuna, sonugta akut ve kronik siiregte doku harabiyetine neden olur. Hiicresel
diizeyde reperfiizyon yaralanmalari, enfeksiyonlar, oksijen basincinda azalma, alkol,
gebelik, dehidratasyon, damar ¢apini azaltan durumlar ve inflamatuvar yanit gibi

etkenler oraklagsmaya egilimi artirir (67-70).
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2.3. Orak Hiicre Anemisi ve Enflamasyon iliskisi

Yakin zamandaki gelismeler Orak hiicre anemisinde mikrovaskiiler yapida
meydana gelen geri doniisiimsiiz etkilesimlere agiklik getirdi (71). Bu etkilesimler,
vazomotor tonus ve damar diiz kasinin endotelyal hiicre regiilasyonunun daha iyi
anlasilmas ile dahi iyi gosterilmeye basladi (72). Endotel hiicresinin Nitrik oksidin
(NO) regiile ekspresyonu iizerinden vaskiiler diiz kasin kontraktil durumunun anahtar

bir diizenleyicisi oldugu gosterildi (73).

Orak hiicre anemisi sistemik kronik bir enflamasyon durumuna sahiptir (48).
Yeni caligmalar, sitokin {iiretimi ve adhezyon molekiillerinin ekspresyonu gibi
inflamatuvar olaylarin Orak hiicre krizinin patogenezinde rol oynayabilecegini
gosterdi (74). OHA’da mortalite ve morbiditenin isareti olan 16kositoz gibi bir dizi
klinik tablonun eslik ettigi iliskili bir¢ok inflamatuvar durum mevcuttur (75). Ana
etken olarak siirekli tekrarlayan vazo-okluzif kriz ve doku iskemisi OHA’da siirekli
bir enflamatuvar yanit olugmasini indiiklemektedir (74). Siirekli olarak reaktif
oksijen radikallerinin Uretimi, inflamasyonun olusumda 6nemli rol oynar ve bir¢ok

kronik inflamatuvar hastagin patofizyolojisinde etkilidir (76).

ROS, sadece patojenleri 6ldiirmekle kalmaz, ayn1 zamanda da enflamatuvar
mediyatorlerin aktivasyonu, adezyon molekiillerinin ekspresyonu ve endotel hasari
gibi enflamatuvar olaylari da indiikler (76). Kronik enflamatuvar durum, OHA
hastalarinda sadece kriz hallerinde degil ayn1 zamanda stabil haldeyken de mevcuttur
(77). Enflamatuvar yanitin olusmasinda Onemli bir faktor endoteli gecip yarali
dokunun etkilenen alanlarina gé¢ eden ve asirt ROS iiretiminde katkist bulunan
16kositlerdir (54). Sekil 7’deki semada OHA’da artmis 16kosit adhezyonuna sebep

olan enflamatuvar olaylar gosterilmistir (77).
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Sekil 7: Orak Hiicre Anemisinde vaskiiler inflamasyon (78). PMN, polimorf niikleer
lokositler; IL-1, interlokin-1; IL-6, interlokin-6; IL-8, interlokin-8; TNF-o, Tiimor Nekroz
Faktor-Alfa; PGSL-1, P-selektin glikoprotein ligand-1; Fc, Yiiksek Afiniteli FC gama
reseptor; ICAM-1, interseliiler adhezyon molekiil-1.

Lokositlerin  kan akimindan vaskiiler endotele olan migrasyonu, doku
makrofajlarindan salglanan ve OHAda yiiksek tespit edilen interlokin-1 (IL-1), IL-6,
IL-8 ve Tumor Nekroz Faktor-alpha (TNF-a) gibi proinflamatuvar uyarici sitokinler
tarafindan saglanir (79, 80). OHA’da, dolasimdaki uyarilmamis monositlerin saglikli
kisilere gore daha fazla TNF-alfa ve IL-1 tiretmektedirler (81). Interleukin-1 ve TNF-
a, damar endotelini aktive ederek endotel markerlari, E-selectin, P- selectin, VCAM-
1 ve ICAM-1 seviyelerini arttirirlar (82). Interlokin-1, TNF-a ve IL-6 ayrica
hepatositleri aktive ederek akut faz proteinleri olan ve OHA hastalarinada yiiksek
tespit edilen alpha-1-antitrypsin, seruloplasmin, alfa 2-makroglobulin ve CRP’nin
sentezini arttirir (83). Bunun sonuncunda, OHA hastalarinda normalden farkli olarak

stirekli bir inflamatuvar yanit olusmasi s6z konusudur.
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Reaktif oksijen radikallerinin iiretimi, inflamasyonun olusumda onemli rol
oynar ve birgok kronik inflamatuvar hastagin patofizyolojisinde etkilidir (76). ROS,
sadece patojenleri 6ldiirmekle kalmaz, ayn1 zamanda da enflamatuvar mediyatorlerin
aktvasyonu, adezyon molekiillerinin ekspresyonu ve endotel hasari gibi enflamatuvar
olaylar1 da indiikler (76). Kronik enflamatuvar durum, OHA hastalarinda sadece kriz

hallerinde degil ayn1 zamanda stabil haldeyken de mevcuttur (77).

Hangi konsantrasyonlarda yaptig1 bilinmemekle birlikte, plasmada artan Hem
miktarinin  endotelde ve eritrositlerde enflamatuvar adezyon molekiillerinin
ekspresyonunu arttirdigi ve boylece vaskiiler gegirgenligi, 16kositlerin girisini (84) ve
ROS iiretimini arttirdigi yakin zamanda gosterildi (77, 82). Kaul ve arkadaglari
tarafindan transgenik farelerde yapilan deneyde hipoksi sonrasi tekrar oksijenasyon
sonrast meydana gelmesiyle ortaya cikan inflamatuvar yanit ve artmis adezyon

molekiilleri ve 16kosit sayilar1 goriildii (50).

2.3.1. Fetuin-A

Fetuin A (Alpha-2-Heremans Schmid Glycoprotein, AHSG), fetal gelisim
esnasinda bir¢ok dokudan iiretilmesine ragmen eriskin donemde karacigerden
sentezlenen 59 kDa glikoproteindir (85, 86). Sistein proteaz inhibitorlerinden sistatin
siiper ailesinin bir iiyesidir. Fetuin A serum elektroforezinde genis a-2 bandi
olusturur (87). Normal serum konsantrasyonu 0,5-1 g/L’dir ve inflamasyonda diizeyi
azalir. Serum fetuin A ile CRP arasinda ters iligki rapor edilmistir (87). Hemodiyaliz
hastalarinda diisiik fetuin A diizeyleri, yiiksek kardiyovaskiiler hastalik ve artmis
mortalite ile iliskilidir (88). Asil rolii Ca-Pi ¢dkmesinin inhibisyonudur. In vitro
osteoblast kiiltiirlerinde apatit olugmasini inhibe ettigi gosterilmistir (89). Ek olarak,
makrofajlar araciligiyla apopitotik cisimciklerin  fagositozunu  diizenleyerek

antiinflamatuvar etki gosterir (86, 87).

Akut inflamasyonda Albiimin ile birlikte serum seviyelerinin azaldigi
diisiiniilerek negatif akut faz reaktani oldugu One siiriilmiistiir. Lebreton ve

arkadaglar1 (90), fetuin-A konsantrasyonunun inflamasyon ve travma boyunca
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azaldigin1 gostermislerdir. Wang ve arkadaslar1 (91), katyonik bir molekiil olan
sperminden kaynaklanan anti-enflamatuvar olaylar1 arastirirken, tesadiifen diisiik
serum seviyesinde kiiltiir yapilinca, makrofajlarin spermine olan ilgisinin azaldigin
gordiiler. Sonugta, spreminin TNF inhibisyonu i¢in Fetuin-A’ya ihtiya¢ duydugunu
ve seruma a¢ olan bu makrofajlarin aslinda Fetuin-A’dan mahrum kaldigini fark
ettiler (91). Sperminin TNF’yi etkilemesi sonucu olan immunsupresyon olayimin
Fetuin-A olan alakasi, ortama yiiksek saflikta Fetuin-A veya Fetuin-A antikoru
eklenerek dogrulandi (91). Dziegielewska ve arkadaslar1 yapilan bir caligmada
yiiksek konsantrasyonlarda Fetuin-A uygulamasinin, endotoksin kaynakli IL-1 ve

nitrik oksit salinimini ortadan kaldirdigini gosterdi (92).

Akut alkolik hepatit, akut toksik hepatit, kronik otoimmun hepatit, yagh
karaciger, alkolik ve primer bilyer siroz, hepatoseliiler kanserde diizeyi azalir (93).
Fetuin-A seviyesinin proinflamatuvar sitokinler olan IL-1, IL-6 ve TNF-a kan
diizeyleri ile ters yonli iliskili oldugunu gosterilmistir (94). Ketteler ve arkadaslari
(95), stabil hemodiyalize giren kronik renal yetmezlikli hastalarda diisiik saptanan
fetuin-A diizeyinin, bir inflamasyon gostergesi olan CRP diizeyi ile zit iligkili

oldugunu saptamiglardir.

Yapilan g¢alismalarda Fetuin-A seviyelerinin, pankreatit (96), kronik bobrek
hastaliklar1 (89, 97), romatoid artrit (97) gibi kronik inflamatuvar hastaliklarda %20
ile %30 arasinda azaldig1 gosterildi. Bu hastalardaki Fetuin-A seviyeleri IL-6 gibi
enflamatuvar sitokinlerle ters bir korelasyon gostermedigi (96); fakat mortalite
oranlart ile direk iligki gosterdigi tespit edildi (89, 97). Biitiin bu bilgilerin 1s18inda
Fetuin-A negatif akut faz reaktani olarak degerlendirilmektedir.

Fetuin gen ablasyonunun yapildig1 farelerde dogustan kalsifikasyona
yatkinlik olugsmakta ve bunlar da bobrek, testisler, deri, kalp ve damarlarda 6liimciil
kalsifikasyonlar olugmaktadir (86). Fetuin-A, tip Il TGF-p reseptorleri ve insiilin
reseptor tirozin kinazlari ile yapisal benzerlik gostermektedir (98). Bundan dolay1
TGF-B veya insiilin sinyal yolaklarmin inhibitorii oldugu kabul edilmektedir (99).
TGF-B1’e baglandiktan sonra TGF-B’nin kendi reseptoriine baglanmasint Onler.
Boylece TGF-B1 iliskili anti-proliferatif etkileri antagonize eder (98, 99). Benzer

sekilde, insiilin reseptoériine de baglanabilir ve tirozin kinazai inaktive eder (100). Bu
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neden bazi tip 2 diabetli hastalarda insiilin direncinin yiiksek Fetuin-A seviyesiyle

iligkili oldugunu bir nebze de olsa agiklamaktadir (101).

Fetuin-A, sialik asit kalintilarin1 kesip atan iki N-bagli ve ii¢ O-bagh
oligosakkarit tagiyan bir glikoproteindir ve katyonik kalsiyum iyonuna baglanabilir.
Fetuin-A  bu sebepten yumusak dokudaki patolojik mineralizasyon veya
kalsifikasyonunun endojen inhibitorii olarak bilinir (102-104). Fetuin-A o6zellikle
kalsiyum ve fosfatla protein-mineral kolloidleri olusturur. Bu sayede patolojik
durumlarda ortaya c¢ikabilecek diger tiirlii kontrolsiiz kalsifiaksyonlar1 onler (103,

105-107).

Fetuin-A’nin kardiyomiyositlerde ve beyinde iskemiye karsi koruyucu oldugu
gosterilmistir (95, 108). Diisiik fetuin-A konsantrasyonu, miyokardiyal fonksiyonlar
tizerine direkt kotiilestirici etkiye sahiptir (108). Merx ve arkadaslari (109), fetuin-A
yoksun farelerin kalplerinde katekolamin rezistansinin oldugunu ve iskemi toleransi

ile diyastolik fonksiyonlarin bozuldugunu bildirmislerdir.

Fetuin-A molekiilii gerek dolasim gerekse vaskiiler patolojileri ilgilendiren
durumlarda karsimiza onemli bir marker olarak ¢ikmaktadir. Hemoglobinopatilerde
inflamasyon ilgili ¢aligma yapilmasina karsin, Fetuin-A’nin hemoglobinopatilerin
inflamatuvar progesi ile ilgili patofizyolojisinin aydinlatilmasinda mevcut bir ¢aligma

bulunmamaktadir.

2.3.2. Tiimor Nekroz Faktor (TNF-a) ve interlokin-6 (1L-6)

TNF ve IL-6, proinflamatuvar molekiiller olup endotel ve I6kosit
aktivasyonu, makrofaj situmilasyonu, 16kosit yiizey molekiillerinin ve endotel
reseptorlerinin aktivasyonu, 16kosit kemotaksisi ve iyilesmesinde gorev alirlar (110).
Yakin zamanda yapilan bir ¢calismada OHAS hastalarinda hem stabil
durumda hem de kriz durumunda dolasimdaki TNF ve IL-6 seviyeleri
yiiksek tespit edilmistir (75). Bu iki 6nemli inflamatuvar molekiil yiiksek
olasilikla vaskiiler seviyedeki okliizyon olaylarindaki kompleks mekanizmalara
dahildirler (94).
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Endotel aktivasyonu i¢in ortamda tiimor nekroz faktor-o (TNF-a), interlokin-
1B (IL-1B) and C-reaktif protein (CRP) gibi inflamatuvar mediatorlerin bulunmasi
gerekmektedir (111). Potent bir vazokonstruktor ajan olan Endotelin-1 (ET-1) de
adhezyon molekiil ekspresyonu gibi endotelyal degisiklikleri uyarmaktadir (112).
HbS’li eritrositlerin (SS RBC) endotel hiicresiyle direk temasi bilinmeyen bir
mekanizma ile endotel aktivasyona neden olmaktadir (Sekil 8). Hemoliz sonucu
eritrositi terk eden Hem’in de endotel hiicresi {izerinde yikici ve aktive edici etkileri
vardir (113). Hemoliz ve reaktif oksijen iirlinleri (ROS), nitrik oksit (NO) pargalayici
sisteme katkida bulunurlar (78). Bunun neticesinde azalan nitrik oksit biyoetkinligi,

ET-1 iretimini ve adezyon molekiil ekspresyonunu uyarmaktadir (114-116).

Hipoksi, vaskiiler sistemde ROS olusumuna neden olmasi yaninda, HIF-1’in
(hipoksi-indiikleyici faktor-1) aktivitesini de indiikler (114). Ayrica ACE’in
(Anjiotensin DoOntstlirtici  Enzim) salintmimi  arttinr.  ROS, membranda lipit
peroksidasyonuna sebebiyet verir ve endotel hiicresi lizerinde gii¢lii aktive edici giice
sahiptir (47). ROS iiretimi, eNOS ayrigmasi ve daha ileri seviyede siiperoksit
iretimine sebeiyet veren azalmis BH4 seviyeleri ve endotelyal ksantin oksidaz

aktivasyonuna bagl olarak endotel hiicresi tarafindan arttirilir (47, 78).

Niikleer Faktor KB (NFKB) gibi transkripsiyon faktorleri aktive olmus
endotel tarafindan indiiklenirler (117, 118). Bu faktorler, adezyon molekiilleririnin
ekspresyonunu arttirmasinin yani sira sitokinler, l6kotrienler, vazokonstruktor
ajanlart gibi inflamatuvar medyatorler ile Willebrand faktor (VWF), platelet aktive
edici faktdor (PAF) ve doku faktorii (TF) gibi koagiilan faktorlerininin iiretimini
arttirir (119, 120). E-selectin, P-selectin, VCAM-1, ICAM-1 ve fosfatidilserin (PS)
reseptorleri gibi adhezyon molekiillerinin endotelden salinmasi sonucunda eritrosit
ve loksitler endotele hiicum ederler (74, 118). Bu molekiillerin ¢ogu, Sekil 8’teki
gosterildigi iizere OHA’da karakteristik olarak goriilen kronik inflamatuvar duruma

neden olan endotel aktivasyonunun siirmesini saglarlar (75).
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Sekil 8: Endotel hiicre aktivasyonun OHA’nin patofizyolojisine etkisi; endotel aktivasyonu
ve sonrasinda endotel hiicrede meydana gelen degisiklikler

Nitekim hiicre etkilesim ve aktivasyonundaki sapmalar, inflmatuvar ve
oksidan profilin varligi, genetik altyapr ve ¢evresel faktorler siirekli vaskiiler
olaylarin meydana gelmesi ile sonuglanir (71). OHA’da sitokin dengesindeki

degisiklik klinik olaylarin ortaya ¢ikmasinda kritik 6neme sahiptir (81).
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2.4. Orak Hiicre Anemisi ve Oksidatif Stres Iliskisi

Orak hiicre anemisi ile ilgili ¢alismalarda, vitamins A, C and E, selenyum and
glutatyon peroksidaz gibi anti-oksidan etkili molekiiller diisiik tespit edildi (121).
Hebbel ve arkadaslar1 (122), yaptiklar1 ¢alismada HbS’in oksijen varliginda HbA’ya
oranla yiliksek miktarda otooksidasyona ugradigini gosterdiler. Buna bagl olarak bu

hastalarin eritrositlerinde normal bireylere gore daha yiiksek oranda siiperoksit ve

hidroksil radikali tespit edildi (123).

Transgenik fare modellerinde yapilan ¢alismalarda (124, 125), hipoksik krizi
uyarmak amaciyla yapilan sistemik hipoksik/oksijenasyon uygulamasiyla
postkapiller veniillerin endotel hiicrelerinde ROS formasyonu olustugu tespit edildi.
Orak hiicre anemili farelerin pulmoner arteriollerinde artmis XO aktivitesi ve lipid
peroksidasyon belirteci olan 8-isoprostan’in biriktigi goriildi (121). Bu deneklerde
SOD, Katalaz ve GSH-Px gibi anti-oksidan enzimlerin ve ROS {iretimini azaltan
allopurinol gibi maddelerin azalmasinin, arterioler dilatasyonu ve 16kosit adezyonunu
bozdugu gozlemlendi (51). Ayrica, oksidanlara duyarli transkripsiyon faktori
NFKB’in aktive oldugu ve suldfazalin ile bu aktivasyon ortadan kaldirildiginda
endotelyal ROS’un da azaldig tespit edildi (126, 127).

Orak hiicre anemisinde dolasimda yiiksek sayida bulanan ve siiperosit
salmmmini ikiye katlayan lokositler, bu hastalikta iiretilen ROS’un potansiyel
kaynagini tesgil ederler (128). Lokosit kaynaklt ROS’un enfeksiyonla ortaya ¢ikan
hemolize olan katkilar1 ve hidroksiiire tedavisiinin goriilen anti-oksidan etkileri
gosterdi ki lokositler de orakli eritrositlerde oldugu gibi hem L-selectin hedefi hem
de lipid peroksidasyonunu kaynagi gibi ¢alisabilir (129-131). Lokositlerdeki en biiyiik
stiperoksit Tiretici enzim olan NADPH oksidaz, Orak hiicre anemsi i¢in en énemli ROS

tiretim kaynagidir (130).
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Orak hiicre anemisinde goriilen hiperhomosisteinemi tablosu da ROS
tiretimine katkida bulunmaktadir. Nitrik oksit sentazin (NOS) substratt olan L-
arjininin ile yarismaya giren ADMA (asimetrik dimetil arjinin)’nin olusmunu
destekleyerek ROS iiretimini arttirir. L-arjinin yoklugunda, NOS kopmus (uncoupled)

hale gelir ve nitrik oksit yerine tercihen siiperoksit tiretir (132).

Sonu¢ olarak Orakli eritrositlere bagli artmis oksidatif stres, lipid
peroksidasyonu ile baslayip eritrositlerin lizisi ile sonuc¢lanan otokrin ve parakrin
etkilere neden olmaktadir (51, 133). Orakl: eritrositler ROS iiretiminin bir sonu
olarak membran rijiditesine ve mekanik stabilet bozukluguna kars1 asir1 yatkinlik
gosterirler. Bu hastalarda ekstraselliiler iiretilen siiperoksite bagli eritrosit ve
l16kositlerde artmis adhezyon yatkinligi; artan ROS sinyalizasyon mekanizmasina
bagli olarak aktive endotele asir1 platelet baglanmasi gériillmektedir (128). Nitrik
oksitin inaktivasyonuna bagli olarak vaskiiler endotel dilatasyonunda bozulma
goriilmektedir (134). Bu durumun ROS’a baglh oldugunu gostermek igin yapilan
deneyde SOD verildiginde vazodilatasyonun diizeldigi gézlenmistir (134).

2.4.1. Oksidatif Stres

Oksijen canlilar igin hayati dnemi olan bir molekiildiir ve hiicrede enerji
tiretim stireglerinde kullanilir (135, 136). Serbest oksijen radikalleri enerji tliretim
stireclerinin dogal bir yan iriinii olup yliksek diizeyde reaktif ve potansiyel olarak
zararli maddelerdir (135). Serbest radikaller hiicrelerimizde DNA’ya, proteinlere ve
lipitlere saldirarak zarar verir (136). Serbest radikallerin zararli etkilerinden

korunmak i¢in hiicreler bunlari nétralize eden antioksidanlar tiretmektedir (137).

Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma
hiz1 bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir (137). Bu
denge, hiicreyi serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korunur. Eger bu denge
serbest radikaller lehine bozulursa hiicrede serbest radikallerin miktar1 artar (137).
Serbest radikallerin hiicrede artis1 ve hiicre fonksiyonlar tizerinde yaptiklari olumsuz
etkiye ‘oksidatif stres’ denir (137). Birgok metabolik ve sistemik hastaligin

etiyolojisinde oksidatif stresin 6nemli bir rol oynadig1 gésterilmistir (138-150).
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2.4.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa
Omiirlii, kararsiz, molekiil agirhig diisiik ve ¢ok etkin molekiiller olarak tanimlanir
(151). Serbest radikaller hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri
gibi degisik kimyasal yapilara sahiptir (151). Biyolojik sistemlerdeki en Onemli
serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir (152). Oksijen, siiperoksit grubuna
bazi demir-kiikiirt iceren yiikseltgenme-indirgenme enzimleri ve savoproteinlerin
etkisiyle indirgenir (153). Son derece etkin olan ve hiicre hasarina yol agan
stiperoksit grubu, bakirli bir enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) araciliginda
hidrojen peroksit (H,O,) ve oksijene ¢evrilir (154). Siiperoksit grubundan daha zayif
etkili olan H,0O,, dokularda bulunan katalaz, peroksidaz ve glutatyon peroksidaz
(GPx) gibi enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayif etkili iirlinlere doniistiiriilerek
etkisiz hale getirilir (155). Dietilditiyokarbamat gibi siiperoksit dismutazin etkinligini
engelleyen maddeler, siiperoksit gruplarinmin  zararsiz  hale  getirilmesini

siirlandirirken, lipit peroksidasyonu hizlandirirlar (154).

Tablo 2: Biyolojik sistemde sik goriilen serbest radikaller ve 6zellikleri (156)

RADIKALLER SIMGE  OZELLIKLER

Hidrojen Radikali H Bilinen en basit radikal

Siiperoksit Radikali O, Oksijen metabolizmasinin ilk ana tirtini
Hidroksil Radikali OH’ En toksik oksijen metaboliti

Singlet Oksijen 'o. Yarilanma omrii kisa, giiclii oksidatif yap1
Hidrojen Peroksit H,0, Diisiik Reaktivite, zayif hasar yetenegi
Perhidroksi Radikal  HO; Lipidlerde hizli ¢6ziiniip peroks. arttirir
Peroksil Radikali ROO- Perhidroksile oranla zayif, lipide lokalize
Triklorometil CCly CCl4 metabolizma triinii, K.C.’de tiretilir
Thyl Radikali RS Siilfiirlii ve giftlenmemis elektron igerir
Alkoksil RO Organik peroksitlerin yikini ile tiretilir
Nitrojen Oksit NO L-arjinin aminoasitinden in vivo iretilir
Nitrojen Dioksit NO, NO’in oksijen ile reaksyonundan tiretilir
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Serbest radikallerin atomlarinda elektronlar orbital adi verilen uzaysal
bolgede ciftler halinde bulunurlar (157). Atomlar arasinda etkilesim ile baglar
meydana gelmekte ve molekiiler yap1 olusmaktadir. Serbest radikal, atomik ya da
molekiiler yapilarda ¢iftlesmemis tek elektron boliimleri olduklarindan bagka

molekiiller ile ¢ok kolayca elektron aligverigine girerler (157).

2.4.3. Hiicreler Uzerine Etkileri

Serbest radikaller, orbital yapisina gore kararsiz olan molekiillerdir (151).
Hiicreye mekanizma ve yapitaglar {izerinden zarar vermektedir. Bunlardan birincisi
membran lipitlerinin peroksidasyonudur (LPO) (158, 159). Serbest radikaller, hiicre
membraninin istikrarm1 ortadan kaldirarak, hizli bir sekilde hiicre ve doku
bozulmalarina neden olurlar (151). Olusan hasar sonucunda membranin yapisi ve
fonksiyonlar1 biiyiik 6l¢iide bozulur. Poliunsature yag asitlerinde (PUFA) olusan
oksidatif hasar LPO olarak bilinmektedir (160), (161).

l 4 R Lipid peroksit
RH radikali (LOO )

W Lipid radikali
W

— — Lipid peroksit
/ L radikali (LOO")

— Lipid
hidroperoksit
(LOOH)

|

Parcalanma Uriinleri

Sekil 9: Lipit peroksidasyonu ve parcalanma tiriinleri
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Lipid molekiiliinde iki doymamis bag arasinda yerlesmis olan bir metilen
grubundan bir hidrojen atomunun ¢ikarilmasi ile baslayan kompleks olay LPO’dur
(159). LPO bir kez olustuktan sonra hiicrede kendi kendine devam eden zincir
tepkimeler baglar. LPO sonucu olusan lipid peroksil radikalleri (LOO.) bir sonraki
PUFA’y1 okside eder ve yeni zincirleme tepkimeleri baslatirlar (162). Devam eden
tepkimeler sonucunda hidroperoksitler (LOOH) ve bunlarin da devam eden
pargalanmasi ile daha siddetli radikal 6zelligi olan tiirlere 6zellikle de rolatif olarak
daha kararli hal alan MDA’ya doniisiirler. Dokuda MDA seviyesinin artmasi o
dokuda serbest oksijen radikallerinin arttigin1 gosterir (163). MDA olustugu ortamda
diffiize olarak ya hiicrenin dis ortamina ya da i¢ kismina gidip hasar olusturabilir.

Hiicre igine girince bir¢ok yapi i¢in zararh etki gosterir (164-166).

Radikallerin diger bir zararli etkisi proteinler iizerinedir. Proteinler serbest
radikallere karsi poliansatiire yag asitlerinden (PUFA) daha az hassastirlar (167,
168). Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi aminoasit
kompozisyonlarina baglidir (167, 168). Doymamis bag ve kiikiirt igeren triptofan,
tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler
serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler (169). Glutatyon (GSH) gibi tiyollerin
(R-SH) oksidasyonu, tiyol ve oksijen radikallerinin olusumuna neden olur. Bunlar
stilfir merkezli radikallerdir (RSH) ve proteinlerdeki homolitik fisyon (siilfiirlerin
karsihikli baglanmasi) reaksiyonlar disiilfit bagini olusturur. Boylece proteinlerin

yapisin1 bozarak viicuttaki metabolik aktivitelerini engeller (170, 171).

Serbest radikallerin etkileri sonunda, yapilarinda fazla sayida disiilfit bagi
bulunan immiinoglobiilin G (IgG) ve albiimin gibi proteinlerin tersiyer yapilari
bozulur, normal fonksiyonlarini yerine getiremezler (172, 173). Prolin ve lizin reaktif
oksijen tiirleri (ROS) {ireten reaksiyonlara maruz kaldiklarinda nonenzimatik
hidroksilasyona ugrayabilirler (113). Hemoglobin gibi hem proteinleri de serbest
radikallerden 6nemli oranda zarar goriirler (114, 174-176). Ozellikle hemoglobinin
stiperoksit radikali veya hidrojen peroksitle reaksiyonu methemoglobin olusumuna
neden olur. Enzimler protein yapisinda olduklarindan enzim aktivitelerinde de

degisiklik meydana gelir (177).
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Radikallerin  karbonhidratlar1  etkilemesi  sonucu, monosakkaritlerin
otooksidasyonu ile H,O, peroksitler ve okzoaldehitler olusabilir. Okzalaldehitler
DNA, riboniikleik asit (RNA) ve proteinlere baglanarak antimitotik etki gostererek

kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar (174-176).

Serbest oksijen radikallerinin en 6nemli hasar1 ise DNA hasart yaparak
meydana getirir  (178). DNA molekiili yeniden sentezlenemeyen ancak
kopyalanabilen bir molekiil oldugundan DNA modifikasyonlar1 mutasyonlara ve
genetik bozukluklara neden olmaktadir (179, 180). Proteinler, DNA tamir enzimleri
ve DNA polimerazlar serbest oksijen radikallerinin major hedefleri arasindadir. DNA
molekiilii serbest radikaller i¢in 6nemli bir hedeftir ve kolaylikla hasara ugratilir
(179, 180). DNA molekiilii hasar1 sonucu kronik inflamasyon, enfeksiyon, yaslanma,
karsinogenezis, ndrodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi c¢esitli
patolojilerin goriildiigii bilinmektedir (181-184). Radikaller, protein yapisindaki
enzimlerin aktivitelerini degistirir, membran transporter proteinlerini ve reseptor

etkilesimlerini bozar (185).

2.4.4. Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijen metabolizmasi ara tirtinleri olan oksijen tiirleri, brom ve klor gibi tek
atomlu yapilar, sodyum ve potasyum gibi alkali metal atomlari, bir orbitalinde tek
elektron bulunduran NO, NO; gibi atom bilesikleri; oksijen radikalleri olarak
bilinmektedir (186). Intoksikasyon, hemoraji, iskemi, radyoaktivite durumlarinda
mitokondride aerobik oksidatif fosforilasyon dengesi bozulur. Elektron tasima

sisteminden elektron kagaklar1 meydana gelir (187).

Siiperoksit Radikali

Canlilarda olustugu ilk gdsterilen radikal olan siiperoksittir. Canlilarda tek bir
elektronun transfer yoluyla oksijene verilip oksijenin tek degerlikli indirgenmesi ile

0, olusmaktadir (137).

O,+e-=2 0,
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Stiperoksit radikali baslica su mekanizmalarla iiretilmektedir:

1. Indirgeyici 6zellikteki biyomolekiiller oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirlerken siiperoksit radikali olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller,
katekolaminler, ferrodoksinler, indirgenmis niikleotidler ve indirgenmis gecis
metallerinin otooksidasyonu gibi yiizlerce biyolojik molekiil aerobik ortamda

oksitlenirken siiperoksit yapimina neden olurlar (137, 178).
2. Enzimin Kkatalitik etkisiyle stiperoksit radikali bir {irlin olarak olusabilir.

3. Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken,
tilketilen oksijenin % 1-5 kadari siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal
yapiminin nedeni nikotinamid adenin diniikleotid dehidrogenaz (NADH) ve koenzim

Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron kagaginin olmasidir (188, 189).

4. Aktive edilen fagositik l6kositler bol miktarda siiperoksit lireterek fagozom
igine ve bulunduklari ortama verirler. Antibakteriyel etki igin gerekli olan bu radikal

yapimi, daha reaktif tiirlerin olusumunu da baslatir (190, 191).

Hidrojen Peroksit

Oksijenin 2 elektronla rediiklenmesi veya O.-’nin dismutasyonu ile H,0;
meydana gelir (192). Bu reaksiyon, radikal olmayan iriinler meydana geldiginden
dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir. Spontan olarak gerceklesir veya SOD
(stiperoksit dismutaz) enzimi tarafindan katalizlenir. Spontan dismutasyon pH 4.8’de
en hizlidir, enzimatik dismutasyon ise spontan dismutasyonun nispeten yavas oldugu

notral ya da alkali pH’da daha belirgindir (193-198).

0, +2e +2H" & H,0,

Hidrojen peroksit serbest radikal olmadig1 halde ‘‘ROS’’ kapsamina girer ve
serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Belirtilen potansiyel oksitleyici
Ozelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H,O,’nin derhal ortamdan
uzaklastirilmast gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki énemli antioksidan enzimler olan

katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine getirirler (199-202).
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H,0, + Fe'? = OH. + OH + Fe*®

H,0,, Fe?* veya diger gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu sonucu
stiperoksit radikalinin (O7") varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve

zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalini (OH") olusturur (203-
205).

Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali, ‘‘Fenton reaksiyonu’’ ve ‘‘Haber-Weiss reaksiyonu’’
sonucu hidrojen peroksitten olusmaktadir (204). Hidroksil radikali son derece reaktif
bir oksidan radikalidir ve tiim biyolojik molekiillerle reaksiyona girebilir. Yarilanma
omrii ¢ok kisadir (206). Hizl idretilip hizlica ortamdan uzaklastirilir. Buna karsin
meydana getirdigi yikici hasar biiyiiktiir (206). Biyolojik sistemlerin tanidigi en
reaktif tiir olan OH’, su dahil ortamda rastladigi her biyomolekiille diffiizyon limiti
hiz1 ile tepkimeye girer (203-205).

Her tiir biyolojik molekiil hidroksil radikalinin bir hedefi ise de, 6zellikle
elektronca zengin bilesikler segilen tercihli hedeflerdir (207, 208). Niikleik asitler,
proteinler ve lipidler de baglatilan radikalik tepkimelerde binlerce farkli ara iriinler
olusturabilir. Deoksiriboniikleik asit (DNA) ile tepkimesi sonucu baz
modifikasyonlari, baz delesyonlari, zincir kirilmalar gerceklesebilir; ileri derecedeki
DNA hasarlar1 tamir edilemediginden hiicre 6liimiine neden olur. Proteinler iizerinde
olusan oksidasyonlar, yap:1 degisimine neden olacagindan proteinler proteolitik
yikima gotiirilir (209-217). Hiicre zart su i¢ermediginden hidroksil radikalinin
(OR’) baslica hedefi yag asitleridir. Zar lipidlerinin peroksidasyonu zarin yapisini

bozar ve gegirgenligini arttirip hiicre 6liimiine neden olabilir (53, 160, 206).

Biitiin bu etkiler ne kadar hidroksil radikali iiretildigine baghdir ve gerek
H,O,’den gerekse de organik peroksitlerden (ROOH), hidroksil radikali (OH”)
yapimi ortamdaki serbest metal iyonlari tarafindan katalizlenir (118, 155, 171).
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Singlet Oksijen Atomu

Dis yoriingede eslenmemis bir elektronu bulunmadigindan serbest radikal
olarak kabul edilmemektedir. Fakat serbest radikal reaksiyonlarini baslattiklarindan
serbest radikal sinifina dahil edilmistir (157, 218).

Singlet oksijen (O,), oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi
sonucu kendi doniis yOniiniin tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi
neticesi olusabilecegi gibi, siiperoksit radikalinin dismutasyonu ve hidrojen
peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir (219-221). Viicutta deri

ve retina gibi giin 1s181ina maruz kalan bolgelerde sik¢a olustugu tespit edilmistir
(222, 223).

2.4.5. Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS)

Nitrik oksit, yliksek yapili canlilarda amacl olarak ve ¢ok onemli biyolojik
fonksiyonlar1 yerine getirmek {izere iiretilen nitrojen merkezli bir radikaldir (224).
Lipofilik ozellikte olup, oksijensiz ortamda oldukga stabildir (225). Disiik
konsantrasyonlarda iken, ortamda oksijen varliginda dahi stabilitesini koruyabilir
(226). Diger radikallerden farkli olarak diisiik dozlarda toksik degildir ve ¢ok dnemli
fizyolojik islevleri gergeklestirir (227). NO bir atom azot ile bir atom oksijenin
ciftlesmemis elektron vererek birlesmesinden meydana gelmistir ve bu yiizden

radikal tanimina uymaktadir (225-227).

Bu lipofilik serbest radikal damar endotel hiicrelerinde Nitrik Oksit Sentaz
(NOS) enzimi araciligiyla L-arjininden sentezlenir (228, 229). NOS’in bir¢ok
izoformu tanimlanmistir. Oksijen radikalleri ¢ok sayidaki enzimatik ve enzimatik
olmayan vyollar ile fiziksel ve kimyasal mekanizmalarla olusturulur iken,

viicudumuzda NO. sentezini saglayan mekanizmalar son derece kisithdir.

NO’ + O," - ONOO ONOO ™ + H* - ONOOH
ONOOH = "OH + NO,

L-arjinin + NADPH + O, = L-sitrullin + NO" +
NADP*
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Viicuda giren nitro bilesiklerinin metabolize edilmesi sirasinda olusan NO.
bir tarafa birakilacak olursa, endojen NO. olusturan tek kaynak nitrik oksit sentaz
(NOS) enzimleridir (230-233). NO’in ROS’leri ile reaksiyon vererek gii¢lii bir
oksidan olan peroksinitriti (ONOOH) olusturdugu ve bunun da ileri
dekompozisyonla OH radikalinin olusumuna yol agtig1 ifade edilmektedir (230). OH
radikali ise biyolojik olarak yikici bir molekiildiir. Ayrica, peroksinitrit de tirozin gibi
fenolik  aminoasitleri  nitrolayarak  toksik  nitro-tiirevlerini  (nitrotirozin)
olugturmaktadir (230). Sonug olarak NO, endotel hiicre disfonksiyonu ve buna bagli
ateroskleroz, hipertansiyon, sizofreni, ikiuc¢lu bozukluk, otizm ve Diabetes mellitus

gibi baz1 6nemli hastaliklarda rol oynayabilmektedir (234, 235).

2.4.6. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Kaynag:

Insan viicudunda serbest radikallerin fizyolojik kosullarda olusturuldugu pek
cok mekanizma ve metabolik yol vardir. Hiicrelerde genel olarak elektron transfer
reaksiyonlar1 ile enzim aracili veya enzimatik olmadan {iretilirler (153). Normal
metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin aktif yerinde ara iriinler
olarak devamli sekilde serbest radikaller olusabilir. Bazen bu serbest radikal ara
tirtinler enzimlerin aktif yerinden sizarlar, molekiiler oksijenle tesadiifen etkilesirler
ve sonugta serbest oksijen radikalleri olusur. Reaktif oksijen tiirlerinin, endojen ve

eksojen olmak iizere iki nemli kaynagi bulunmaktadir (157, 220, 236).

2.4.7. Serbest Radikallerin Hiicre ici Kaynaklar:

Mitokondriyal elektron transport zinciri: Normalde hiicrelerde en biiylik
serbest oksijen radikali kaynagi mitokondriyal elektron transport zincirinden
sizintidir. Normal elektron akisi esnasinda en son olusan {iriin sudur. Halbuki
elektronlarin elektron transport zincirinden kagip molekiiler oksijenle direkt olarak
reaksiyona girmesi siiperoksit radikalini olusturur. Mitokondrial solunum zincirinde
akan elektronlarin yaklasik olarak %1-2°si bu sekilde toksik bir {iriin olusturmak
lizere s1zintiya ugrar. Siiperoksit radikalinin liretimi ve salinimai sitozolik tarafa dogru

olur. Bununla beraber mangan siiperoksit dismutaz (Mn-SOD) aktivitesinin oldukga
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yiksek olmasina bagli olarak mitokondrideki siiperoksit diizeyi denge halinde
tutulur. Solunum zincirinde H,O,°‘de meydana gelmektedir ve H,O, mitokondri

membranini gegerek sitoplazmaya ulasabilir (237-240).

Mikrozomal elektron transport zinciri: Endoplazmik retikulumda o6zellikle
ksenobiyotiklerin metabolizmalar1 esnasinda ve diger endojen maddelerin
metabolizmalar1 esnasinda yan {iriin olarak serbest radikaller {iretilir. Burada

elektronlarin kagak yaptigi en onemli yapi nikotinamid adenin diniikleotit fosfat

rediiktaz P450 enzimidir (241-244).

Kiigiik molekiillerin oto-oksidasyonu: Koenzimler, flavinler, antibiyotikler,
askorbik asitler, tiyoller, katekolaminler, hidrokinonlar gibi kii¢iik molekiillerin
otooksidasyonu ile serbest oksijen radikalleri olusur (245, 246). Mesela
katekolaminlerin otooksidasyonu siiperoksit tiretir, bu da iskemiye bagli miyokard

hasar1 sebebidir (247, 248).

Oksido-rediiksiyon reaksiyonlari: Gegis metalleri, 6zellikle demir ve bakir
olmak iizere, fizyolojik sartlarda elektron alisverisi seklinde gergeklesen oksido-
rediiksiyon reaksiyonlarinda goérev alirlar (249). Gegis metalleri bu o6zellikleri
nedeniyle serbest radikal reaksiyonlarim1 hizlandiran katalizor vazifesi goriirler.
Mn2+’nin, O, tarafindan oksidasyonu Mn™® veya Mn-Oksijen kompleksinin
olusumunu saglar, bunlar da Oz* den daha ¢ok oksitleyicidirler (250). Metal
iyonlarinin serbest radikal reaksiyonlarindaki asil énemi lipit peroksidasyonundaki
etkileriyle ilgilidir. Geg¢is metalleri lipit peroksidasyonunu baglatmaktan ¢ok,
sentezlenmis olan lipit hidroperoksitlerinin  (LOOH) pargalanmalarin1 ve lipit
peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarini katalize ederler. Boylece daha az zararli

olan radikalleri daha zararli hale getirirler (206).

Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transfer sistemleri:
Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda serbest radikal iiretimi, membrana
bagli sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir. Endoplazmik retikulum ve ntikleer
membranda {retilen serbest radikaller orgaellerin igine girebilir ve sitozolik
reaksiyonlara katilabilir. Niikleer membranda olusan serbest radikaller ozellikle
DNA’da hasar olustururlar (251, 252).
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Peroksizomlar ve miks fonksiyonlu oksidazlar: Peroksizomlar ¢ok 6nemli
hiicre i¢i hidrojen peroksit kaynagidirlar. Peroksizomlardaki aminoasit oksidaz, tirat
oksidaz, L-hidroksil asit oksidaz ve yag asidi acil-CoA oksidaz gibi oksidazlar,
stiperoksit iiretmeden bol miktarda hidrojen peroksit tiretimine neden olurlar (253-

255).

Coziiniir enzimler ve proteinler: Bir¢ok enzimin katalitik donglisii sirasinda
da serbest radikaller ortaya ¢ikar. Bu enzimlerden biri ksantin oksidazdir. Piirinlerin
yikilim yolunda en son iki reaksiyonu katalizleyen enzim ksantin oksidazdir. Ksantin
oksidazin oksidaz olarak aktivite gostermesi durumunda hipoksantin ksantine ve
ksantin tirik aside doniisiirken molekiiler oksijen kullanilmakta, molekiiler oksijen
hidrojen perokside indirgenmektedir. Iskemi durumlarinda oksijen seviyesi diisiik
oldugundan Onemli hasar olmaz. Ancak oksijen seviyesi reperflizyon sirasinda
normale doniince iskemi yerinde ksantin oksidaz etkisiyle fazla miktarda hidrojen
peroksit ve siiperoksit radikali olusur, bunlarin etkisiyle de “iskem-reperfiizyon
hasar1” denen durum ortaya ¢ikar. Ksantin oksidazin 6zellikle intestinal mukoza
hiicrelerinde  goriilen iskemi-reperfiizyon hasarinda o6nemli faktér oldugu

diistiniilmektedir (256, 257).

Plazma membrani: Ekstraselliiler olarak iiretilen serbest radikaller, plazma
membranindan  gegcerken membranda  toksik  reaksiyonlar  baslatabilirler.
Membrandaki doymamis yag asitleri ve transmembran proteinlerdeki aminoasitler
serbest radikal hasarina duyarhlidirlar. Hidrojen peroksit, membrandan kolayca
gecebilir. Siiperoksit ise transmembran anyon kanallar ile gecer. Fagositik hiicrelerin
plazma membranindaki NADPH oksidaz aracili serbest radikal iiretimi de serbest

radikallerin 6nemli bir biyolojik kaynagini olusturur (258-260).

Mikrozomal ve plazma membranlarinda enzimlerle iligkili serbest radikal
tiretimi mevcuttur. Arasidonik asit metabolizmasi sonucu lipooksijenaz yolu ile
stiperoksit radikali iiretilir. Siklooksijenaz yolunda serbest radikal ara iiriinler olusur.
Arasidonik asidin biyoaktif iriinlere ¢evrimi sirasinda, hemoprotein-oksijen ve
karbon merkezli serbest radikal ara iiriinleri {iretilir ve bunlar doku hasarina onciilitkk

ederler (261-263).
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Arasidonik Asit ve Prostoglandin Sentezi: Hiicre membraninda prostaglandin
i¢in en 6nemli doymamis yag asidi prekiirsorii arasidonik asittir. Fagositik hiicrelerin
uyarilmasi, fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonu, plazma membranlarinda
aragidonik asidin salinimina yol acar. Arasidonik asidin siklooksijenaz ve
lipooksijenaz tarafindan katalizlenen oksidasyonu sirasinda serbest radikaller olusur.
Siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerinin her ikisi de aktiviteleri i¢in peroksitlere
ihtiyag duyarlar. Siklooksijenaz aktivitesi sonucu prostaglandinlerin sentezi i¢inde
gerekli olan endoperoksitlerin olusumuyla sonuglanir. Lipooksijenaz ise lipit

peroksitleri tizerinden 16kotrienlerin olusumunu katalize eder (262, 264-267).

Solununum patlamasi: Aktive olmus makrofajlar, nétrofiller ve eozinofiller
fagositoz esnasinda membran ve sitoplazmalarinda bulundurduklart NADPH oksidaz
ve myeloperoksidaz enzimleri ile hem serbest oksijen radikalleri hem de asir1 okside
edici hipoklorik asit (HOCI) gibi ajanlart iireterek karsilastiklar viriis, bakteri,
mantar gibi ajan patojenleri yok ederler. Bu islemler esnasinda hem ara hem de ana

tirlin olarak ¢ok fazla miktarda reaktif oksijen metabolitleri olusur (133, 243).

Her ne kadar serbest radikal reaksiyonlar1 bagisiklik sistemi hiicrelerinden
notrofil ve makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da;
serbest radikallerin fazla iiretimi doku hasari ve hiicre 6liimii ile sonuglanmaktadir.
Fagositin kendisi de reaktif oksidanlarin zarar vermelerine karsi hassastir. Bununla
birlikte kendilerini oksidanlarina kars1 koruyabilirler (268). Fagositlerin antioksidan
sistemleri, siiperoksidi hidrojen perokside doniistiiren siiperoksit dismutaz (SOD),
hidrojen peroksidi suya indirgeyen katalaz (CAT), hidrojen peroksidi detoksifiye
edici glutatyon peroksidaz-glutatyon rediiktaz sistemi, antioksidan vitaminlerden a-
tokoferol (vitamin E) ve askorbik asit (vitamin C) gibi antioksidanlardir (268-270).
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Tablo 3: Serbest oksijen radikallerinin endojen ve eksojen kaynaklari (153)

ENDOJEN KAYNAKLAR EKZOJEN KAYNAKLAR
Yaslanma Egzersiz

Iskemi, travma, intoksikasyon Metal iyonlar1

Elektron transport sistemleri ve Ksenobiyotikler: hiperoksi, hava
Peroksizomlardaki enzimler kirliligi, anestezik

Mitokondri elektron transport sistemi  Alkol ve uyusturucu maddeler

NADPH oksidaz, lipooksijenaz gibi
plazma membrani enzimleri ve lipid
peroksidasyonu

Strese bagl viicutta katekolamin
diizeyinin artmast

Ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, Yiyeceklerde bulunan ¢esitli katki
denozin deaminaz, hemoglobin maddeleri

Katekolaminler, tioller,
tetrahidroproteinler, hidrokinonlar Iyonize ve non-iyonize radyasyon
molekiillerin oksidasyonu

Gegis metallerine afinitesi olan

antibiyotikler Antineoplastik ilaclar

Makrofaj ve fagosit hiicrelerin
hiperaktivasyonu

2.4.8. Serbest Radikallerin Hiicre Dis1i Kaynaklari

Bazi yabanci toksik maddeler hiicrede serbest radikal iiretimini artirirlar. Bu
maddeler ya dogrudan serbest radikal iiretirler ya da serbest radikallerin ortadan
kaldirilmasin1 saglayan antioksidan aktiviteyi distiriirler. Cevresel faktorlerden
radyasyon, hava kirliligi, azot dioksit, ozon, siilfiir dioksit, bocek ilaglari, sigara
kullanimi, titanyum, aliiminyum, kursun, molibden, civa, nikel, arsenik, kobalt gibi
metaller, toksik kimyasallar, antineoplastik ajanlar, anestezikler, antibiyotikler gibi
ilaclar serbest radikallerin hiicre dis1 kaynaklaridir (137, 220, 225).

31



2.4.10. Antioksidan Sistemler

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar:

Melatonin: Primer olarak pineal bezde sentezlenen, ozellikle gece
salgilanan ve triptofandan sentez edilen bir hormondur. Lipofilik 6zelligi yiiksek olup
membranlar1 kolayhikla gecer. Organizmada yapilan ve tahrip edici 6zelligi ¢ok
yiiksek olan hidroksil radikali temizler (236, 271-273).

Glutatyon (GSH): Glutamat, sistein ve glisin aminoasitlerinden genetik
bilgiye sahip olmadan karacigerde tripeptid yapida sentezlenmektedir. Glutatyon,
oksidatif stresin olgiimiinde kullanilan g¢ok gii¢lii bir antioksidandir. Rediikte
glutatyon (GSH)/okside glutatyon (GSSG) orani, oksidatif durumlarda
azalmaktadir. Proteinlerdeki siilfidril (—SH) gruplarin1 rediikte halde tutarak
oksidasyondan korur. Serbest radikaller ve peroksitlerle tepkimeye giren glutatyon;

hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur (274).

E Vitamini: Lipid peroksidlerini inaktive eder. Ayrica lipid peroksid
zincirini kirar ve LPO tepkimelerini durdurur (275, 276).

Seruloplazmin: Siiper oksit ve Hidroksil radikallerini temizler. Ferroz
demirin, ferrik demire yiikseltgenmesini saglar boylelikle Fenton tepkimesini inhibe

eder. Bu olayin sonucunda serbest radikal olusumu inhibe olur (277).

C vitamini: Cok degerli bir antioksidan olup hiicre dis1 sivilarda bulunur.
Stiper oksit ve hidroksil radikallerini direkt olarak temizleyebilmektedir (278-280).

Transferin: Dolasimdaki serbest demiri baglamakla gorevlidir (281, 282).

Urik asit: Normal plazmadaki siiper oksit, hidroksil ve peroksil radikallerini
temizlemekle gorevlidir (282, 283).

Albiimin: Gegis metallerini baglar, lipid hidroperoksit (LOOH) ve
hipoklorit (HOCI) toplayicisidir (157).

Bilirubin: Radikalleri tutar, siiper oksit ve hidroksil radikalleri toplar (157).

Taurin: Ksenobiotiklere baglanir. Hipoklorit ile tepkimeye girer ve etkisini

azaltirlar. LPO ve noétrofil infiltrasyonunu inhibe eder. Antioksidan etkisinin oldugu

gosterilmistir (199).

32



Sistein: Potent bir antioksidandir. Glutatyon sentezi igin prekiirsordiir (178).

p-Karoten: A vitamininin onciisiidir ve membranlarda bulunur. Serbest
radikal temizleyicisidir. Peroksitlere dogrudan (156) etki ederek peroksitleri inaktif
hale getirir (174, 278).

Enzimatik Antioksidanlar:

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz
(SOD) belli bagh antioksidan enzimlerdir (140). Bu enzimler, oksidatif strese bagl

olusan asir1 hasarin dengelenmesinde bliyk 6neme sahiptir.

Glutatyon Peroksidaz Enzimi

Yapisinda selenyum metalini bulundurur. Bu nedenle metalloenzim grubunda
degerlendirilir. In vitro ortamda Rediikte glutatyon (GSH), okside glutatyona (GSSG)
gevrilir (156). Bu tepkimede hidrojen peroksiti (H20,) yiiksek o6zgillik ile
katalizleyerek detoksifiye eder. Tepkimede GSH, GSSG haline doniisiirken
glutatyon peroksidaz enzimi H,O,’yi suya indirger. GSSG ise glutatyon rediiktaz
(GR) enziminin katalizledigi tepkimeyle NADPH harcanarak tekrar rediikte hale
cevrilir (156, 258, 284). Tepkime asagidaki sekilde sematize edilmistir. Ortamda H,O,
diisiik konsantrasyonda bulundugunda glutatyon peroksidaz enzimi (GSH-Px), katalaz

enziminine gore daha etkili bir antioksidandir (156).

NADP* /> GSH H202

GR GSH-Px

NADPH GSSG H20

Katalaz Enzimi

Katalaz enzimi (CAT) glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Ferri

protoporfirin grubu iceren dort alt Giniteden olusmustur. Prostetik grubunda Fe*
bulunan protoporfirin IX igerir. Dokularda enzimin aktivitesi biiyiik farklilik gosterir.

Karaciger ve bobrekte en yiiksek aktivite, destek dokuda ise en disiik aktivite
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gosterdigi tespit edilmistir (285, 286). H,0,‘in yiikksek konsantrasyonlarda
bulundugu ortamlarda olduk¢a etkilidir. Ortamda olusan H,O,‘yi okside edici
enzimlerin etkisiyle direkt olarak suya doniistiiriir. CAT enzim aktivitesi, ortamda

H20, konsantrasyonunun ¢ok arttigi durumlarda asikar olarak artmaktadir (287-289).

Ortamdaki H,O, konsantrasyonu diisiik oldugu durumlarda hidrojen
peroksiti substrat olarak kullanan diger antioksidan enzimler (GSH-Px gibi) devreye
girerek hidrojen peroksiti ortamdan uzaklastirirlar (285). CAT ve GSH-Px
enzimlerinin benzer etkisi oldugu halde hiicre igindeki yerlesim ve etki yerleri
bakimindan farklihk vardir. GSH-Px enzimi baglica sitozol ve mitokondride
bulunurken, CAT enzimi peroksizomlarda mevcuttur (290-293).

Siiperoksit Dismutaz Enzimi

Stiperoksit  dismutaz  (SOD), siiperoksitin  H,O;’e  dismutasyonunu
katalizleyen enzim grubudur. Bu tepkime spontan olarak olusabilmektedir. SOD
enzimi bu tepkimeyi katalize ettiginde hiz normale goére 4 kat artar (294, 295).
Radikallere kars1 hiicreyi koruyan savunma mekanizmalart arasinda SOD enzimi ilk
gorevi ustlenir. SOD enzimi ile katalizlenen tepkime sonucu olusan iriinlerin
birikmesi CAT enzimi tarafindan bertaraf edilmektedir. Fizyolojik sartlarda
metabolik asamalarda siiperoksit radikalinin olusumu oldukg¢a fazladir. Siiperoksit
radikalinin hiicre i¢i konsatrasyonunu disiik seviyelerde tutarak siiperoksit
seviyelerinin kontroliinii saglayip hiicreleri stiperoksit radikallerinin etkilerinden
korur (296, 297).

Siiperoksit distumaz formlar1 arasinda aminoasit dizilimi, aktif metal bolgesi
ve hiicresel dagilim farki vardir. Prokaryotlarda Fe ve Mn-SOD bulunurken,
Okaryotlarda Mn, CuZn ve ekstraselliiler SOD (EC-SOD) bulunur (298). Mn-SOD
homotetramer yapidadir, her subiinitesinde bir Mn iyonu bulunur ve 88 kDa
agirhgindadir. Hiicresel Mn-SOD igerigi kalp, beyin, karaciger, bobrek gibi yliksek
metabolik aktivitesi olan dokularda daha fazladir (299, 300). CuZn-SOD 32 kDa
agirhiginda olup memelilerde en ¢ok karaciger, bobrek, eritrosit ve santral sinir
sisteminde bulunur. Iki protein subiinitesi igerir her subiinitede Cu ve Zn atomlar

bulunur. EC-SOD ise en ¢ok akciger ve tiroid bezinde bulunur (295, 301).
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2.5. Orak Hiicre Anemisinde Endotel Hasar1

Endotel, eritrositten kopmus olan serbest hemoglobine olan yakinligi ve
iskemi-reperfiizyon hasarmnin etki yeri olarak OHA’da oksitadif stresin en biiyiik
hedefidir. Cesitli oksidatif stresle iliskili mekanizma serebral vaskiilopati, pulmoner
hipertansiyon ve retinopati gibi patolojilerde rol oynayan endotel hasarina sebep olur
(14, 302). Aslinda ROS’un membran lipidleri, peptitler ve niikleik asitlere yaptigi
hasar, oksidatif stresin endotel hiicrelerine yaptigi direk hasardir (303-305). Bu

durum endotel hiicrelerinde sisme ve bazal membrandan ayrigmaya sebebiyet verir.

Sonugta subendotel tabakada bulunan doku faktorii gibi proteinlere maruz
kalinmasi ile OHA’deki asir1 koagiilatif klinik tablo ortaya ¢ikar. Bundan baska
olarak Niikleer Faktor-KB (NFKB)’nin aktive olmasi ile ROS, inflamatuvar
durumun ortaya ¢ikmasina neden olacak olan proinflamatuvar sitokinleri (IL-1, IL-6
ve TNF-a) bunlarin gen ekspresyonunu, vaskiiler ve intraselliiler adezyon

molekiillerininin (VCAM-1 ve ICAM-1) iiretimini arttirir (84, 305, 306).

Endotel adezyon molekiillerinin asir1 artis1 vazooklusif krizin daha da
kotiilesmesine katkida bulanabilir (307). Ayrica, OHA’de endotel hasarina baglh
bozulan vazodilatasyon mekanizmast XO kaynakli siiperoksit tarafindan NO’un
inaktivasyonuna sebep olabilir. SOD gibi antioksidan ilaglarin kullanilmasi ile
bozulan vazodilatasyon mekanizmasinin normale dénmesi ROS’un bu durumdaki

etkisini kanitlamaktadir (114, 134).

2.5.1. Nitrik Oksit

Vaskiiler endotel kaynaklt NO, OHA’de meydana gelen vazokontruksiyonun
aciklanmas1t ve lokal etkili vazodilatasyonun saglanmasinda ¢ok Onemli bir
molekiildiir. Clinkii OHA’de endotel hasarinin meydana gelmesi ve farkli birgok
molekiiliin salinmasi sonuncunda indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS) aktivitesi

de etkilenmektedir. Fare ve insan deneylerinde OHA’de bobrek ve karaciger
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dokusunda NOS gen ekspresyonunun arttigi tespit edildi (115, 308, 309). OHA ’nin
patogenezinde nitrotirozinle beraber bu dokularda lokalize olan INOS
kolonizasyonunun, hiicre apoptozu ve degisen eritrosit hiicre iskeleti ile birliktelik
gosterir (308, 309). OHA’de endotelyal NOS (eNOS)’un rolii ise tartismalidir.
eNOS’un etkisini destekleyen en tatmin edici kanit, OHA’de bozulan endotel
kaynakli vazodilatasyon ve aortik halkanin asir1 vazokonstruksiyonunu isaret eden

sonuglardir (134).

eNOS bulunmayan ve eNOS asir1 eksprese olan farelerle yapilan deneylerde,
OHA kaynakl1 kan hiicre adezyonun uyarilmasinda eNOS un etkili oldugu gosterildi.
eNOS’tan yoksun OHA’l1 farelerde platelet ve lokositlerin adezyonu azalirken,
aksine eNOS agir1 eksprese olan farelerde bu adezyon molekiilleri asir1 yiiksek tespit

edilmistir (310, 311).

OHA’de eritrositlerde meydana gelen hemoliz, olan arjinaz ve serbest
hemoglobin artisina katkida bulunarak azalmis NO biyoaktivitesine neden olur. L-
arjininin arjinazi tiiketmesi sonucunda NO sentezleyen NOS icin gerekli substrat
azalmis olur. Serbest hemoglobin ise gaz haldeki monoksiti pargalamak icin sinirl

bir difzyon oraninda NO ile reaksiyona girer (312).
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ORAK HUCRE ANEMISI
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Sekil 10: OHA’da oksidatif stresin indiiksiyonu ve NO olusumuna etkisi: NADPH
oksidaz, ksantin oksidaz ve HbS’in oto-oksidasyonu siiperoksit iiretiminin esas
kaynagidir. Hemoliz L-arjininini tiiketen arjinazi, hidroksil radikalini katalizleyen
demiri ve NO parcalayan hemoglobini serbestlestirir. L-arjinin biyoetkinligi
hiperhomosisteinemi ile iligkili olan asimetrik dimetilarjinin (ADMA) olusumun
etkiler. Siiperoksitinn NO ile reaksiyonu sonucu tetrahidrobiyopterin okside olur.
Normalde NO sentezi igin yeterli olan BH4 ve L-arjinin miktar1 OHA’de yetersiz
kalir ve eNOS tarafindan NO yerine siiperoksit {iretilir. Sonugcta artan ROS iiretimi

ile kisir dongii olusur ve klinik tablo daha da agirlasir. O,, superoksit; H,O,, hidrojen
peroksit; OH-, hidroksil radikali; ONOO, peroksi nitrit (313).
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2.5.2. Myeloperoksidaz

Notrofilden tiireyen ve Hem iceren Myleoperoksidaz (MPO), Nitrik oksiti
(NO) direkt olarak tiiketir ve Nitrik oksitin biyoaktivitesinin diizenleyerek vazomotor
fonksiyonlart olumsuz yonde etkiler. Nitrik oksitin metaboliti olan Nitrit de benzer
sekilde MPO’un substratidir ve reaktif oksidize eden ve nitratlayan nitrogen dioksit’e
(*NO,) oksidize olur. Onemli bir diger nokta ise OHA gibi yaygin inflamatuvar
hastaligr bulunan hastalarin dokularinda subendotelyal bosluk boyunca MPO’un
diffiiz immunoreaktivitesi, endotel hiicreleri ve MPO arasindaki farkli etkilesimleri
aciklayan invitro gozlemleri giiclendirmektedir. OHA’li hastalarin akciger
dokularinda muhtemelen pulmoner hipertansiyona ve akut gogiis sendromununun
olusmasina katkuida bulunan alvoelaer apiteli boyunca artmig MPO

immonureaktivitesi mevcuttur (314, 315).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Sekli

Orak Hiicre Anemili hastalarin kan 6rnekleri, Mustafa Kemal Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Hematoloji Anabilim Dali’nda tanist konmus ve ii¢ ay
transflizyon almamis remisyon dénemindeki 40 yetiskin hastadan, kontrol grubunun
kan oOrnekleri ise HPLC ile herhangi bir hemoglobinopatisi bulunmadig: tespit
edilmis 40 yetiskin saglikli bireyden alindi. Olgulardan vendz staza yol agmadan,
jelli biyokimya tiipii ve EDTA igeren antikoagulanh tiiplere alinan kan ornekleri
+4°C’de 15 dakika bekletilip sogutmali santrifiijde (+4°C) 3500 devirde 10 dakika

cevrildikten sonra 8 ayr1 ependorf tiipe porsiyonlandi.

Hematolojik testleri yapildiktan sonra ¢alisma yapilana kadar 4 ay siireyle -
80°C derin dondurucuda saklandi. EDTA’l tiiplere porsiyonlanan kanlardan 3 ayr1
ependorf hemolizat hazirlandi. Biitiin numuneler soguk zincire gore dondurulup
¢Oziildiikten sonra, serum numunelerden Fetuin-A, IL-6, TNFa, NO ve MPO
diizeyleri ELISA yontemiyle; CRP, Alblimin, Transferrin diizeyleri oto analizdr
cthazi ve antioksidan enzimler (MDA, SOD, CAT, GSH-Px, G6PD) maniiel

spektrofotometrik olarak 6l¢iildi.
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3.2. Kullanilan Cihazlar

Cihazlar

« Spektrofotometre

» UV spektrofotometre
» Su Banyosu

» Kan sayim cihazi

» Buz makinesi

» Sogutmal1 Santrifii
* Santrifiij

» Manyetik karistiric
* Vorteks

« Dijital pH metre

« Elektrikli Terazi

» Otomatik pipet

» Aspirator

3.3. Kimyasal Maddeler

Kimyasallar (Alfabetik)

« Ammonium sulfate (NH,4),SO4

 n-Butanol (C4H;00)
= Bovine Serum Albumin
« Kloroform (CHCls)

« Cupric chloride (CuCl,.2H,0)

* Na,EDTA
e Glutathione Rediiktaz

« Glutathione-reduced (GSH)

« Hidrojen Peroksit %30
» Reduced NADPH

= Nitroblue tetrazolium (NBT)
 Potasium dihidrogen phostphate

 Sodium azid (NaN3)

« Sodium Carbonate (Na,CO3)

» Sodium Cyanide (NaCN)

» Sodium phospate dihydrate
« 2- Thiobarbituric acid (TBA)

» Xanthine (CsH4N405)
» Xanthine Oxidase (XO)

Marka & Model

Bausch and Lamb Spectronic 20D
Schimadzu-UV 260

Thermomix BU

CellDyne-3700

Scotsman AF-10

NUVE Centrifuge 5403

NUVE D7200

Heidolph MR 2002

Elektro-mag M-16

WTW pH S25

Mettler P 1210

Gilson P-20, P-100, P-200, P-1000 ul
Vacumat

Firma Kullanim Yeri
Sigma A6387 SOD, GSH-Px
Merck 1.00988 MDA

Sigma A-2153 SOD

Merck 24.31 SOD
Sigma C-6641 SOD
Sigma ED2SS SOD, GSH-Px

Sigma G-3664 GSH-Px
Sigma G-6529 GSH-Px
Merck 1,08597 CAT, SOD, GSH-Px
Sigma N-1630 GSH-Px
Sigma N-6876 SOD

Sigma N-6872 GSH-Px

Merck 6688 GSH-Px
Merck 1.06398 SOD
Sigma S3296 SOD

Merck 1.0398 SOD
Sigma T-5500 MDA
Sigma X-7375 SOD
Sigma X-1875 SOD
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3.4. Hematolojik Analizler

3.4.1. Hemogram Tayini

EDTA’l tiiplere alinan hasta kanlar1 ve saglik bireylerin kanlar1 +4°C’de 15
dakika bekletilip sogutmali santrifiijjde (+4°C) 3500 devirde 10 dakika cevrildi.
Nunumunelerden Beckmann Counter CellDyne-3700 Hemogram Otoanalizor
cihaziyla Hemoglobin (Hb), Hematokrit (Hct), Eritrosit (RBC), Ortalama Eritrosit
Hacmi (MCV), Ortalama Eritrosit Hemoglobini (MCH) ve ortalama eritrosit

hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) degerlerinin 6l¢iimleri yapildi ve sonuglar

kaydedildi.

3.4.2. Hemolizat Hazirlanmasi

1. Numuneden 2 mL tam kan 1500 x g’de 10 dakika santrifiij edildi. Plazma
ve beyaz hiicrelerin bulundugu en iist katmani (aliquat) uzaklastirildi.
Numuneye 10 mL soguk % 0.9 NaCl eklenip alt-iist edildi.

Numune 1500 x g’de 10 dakika tekrar santrifiij edildi.

Siipernatan ve lokositlerden zengin beyaz en list tabaka uzaklastirildi.

NaCl ilavesi ile olan islem (2-4. basamaklar) 3 defa tekrarlandi.

o a > 0w

Hacim 0,5 mL olacak sekilde ependorf tiiplerde -80°C’ye kaldirild.

Eritrosit numune eldesi i¢cin hazirlanan soliisyonlar:
1. Hemoliz i¢in hacim 1/10 oraninda buz gibi soguk distile su.

2. SOD ekstrakti i¢in Kloroform / Etanol = 3/5 (v/v) oraninda karigim.

3.4.3. Hemoglobin Tayini

Deney Prensibi

Hemoglobin  molekiiliindeki +2 degerlikli demir drabkin ¢ozeltisindeki
ferrosiyaniir ile +3 degerlige yiikseltgenerek methemoglobine daha sonra potasyum
siyaniir ile kararli bir bilesik olan siyanmethemoglobine dontigiir. Bu molekiil 540
nm dalga boyunda verdigi transmitans degeri olgiilerek hemoglobin (Hb) miktar:
belirlenir (316).
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Reaktifler:
* Drabkin Cozeltisi hazirlanir,
« K3Fe(CN)¢ 0,198 gr
« KCN 0,052 gr
« NaHCO31,0 gr

« Saf suile 1000 ml’ye tamamlanir.

Deneyin Yapihsi
Egri cizimi i¢in 2, 4, 8, 12, 18, 20 g/dI'lik derisimlerde standartlar
hazirlanarak 15 dakika oda 1sinda bekletilir. Spektrofotometrede 540 nm dalga

boyunda tansmitans okunarak standart egri ¢izilir.

Cozeltiler tiplere asagidaki gibi konulur.

Kor (ml) Ornek (ul)
Drabkin Cdozeltisi 5 5
Hemolizat - 20

Tiipler 15 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra 540 nm’de transmitans degeri

okunarak standart egriden hemoglobin (Hb) miktar1 saptanir.
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3.6. Analiz Yontemleri

3.5.1. Fetuin-A Ol¢iimii

Fetuin-A tayinleri Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma
Hastanesi Biyokimya Laboratuvarlarinda yapildi. Calismada serum Fetuin-A
diizeyleri Sandwich Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemiyle
olgiildii. Olgiimler icin 96 numunelik BioVendor marka ticari Fetuin-A kiti kullanild:
(Human Fetuin-A ELISA Kit, Katalog No: RD-191037100, Uretici Firma: Bio
Vendor Research and Diagnostic Products, Candler, NC 28715, USA). Kullanilan kit
prosediirine ¢alisma Oncesindeki inkiibasyonlar yapildiktan sonra 450 nm dalga
boyunda olgiim yapilip Human Fetuin-A standartlari ile c¢izilen standart egri

grafiginden, calisilan 6rneklerin Fetuin-A konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.5.2. Interlokin-6 Ol¢iimii

IL-6 tayinleri Mustafa Kemal Universitesi T1p Fakiiltesi Arastirma Hastanesi
Biyokimya Laboratuvarlarinda yapildi. Calismada serum IL-6 diizeyleri Sandwich
Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemiyle olgiildii. Olgiimler igin
ASSAYPRO marka ticari 1L-6 kiti kullanild1 (AssayMAX Human IL-6 ELISA Kit,
Katalog No: EI11006-1, Lot: 03411203, Uretici Firma: ASSAYPRO LLC, Triad
South Drive St. Charles, MO 63304, USA). Kullanilan kit prosediiriine gore ¢alisma
oncesindeki inkiibasyonlar yapildiktan sonra 450 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iim
ve cizilen standart egri grafiginden, g¢alisilan Orneklerin IL-6 konsantrasyonlari

hesaplandi.

3.5.3. Tiimor Nekroz Faktor Ol¢iimii

TNF-Alfa tayinleri Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma
Hastanesi Biyokimya Laboratuvarlarinda yapildi. Calismada serum TNF-a diizeyleri
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Sandwich Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemiyle oOlgiildii.
Olgiimler icin ASSAYPRO marka ticari TNF-Alfa kiti kullanildi (AssayMax Human
TNF-Alfa ELISA Kit, Katalog No:ET2010-1, Lot: 03651225, Uretici Firma:
ASSAYPRO LLC, Triad South Drive St. Charles, MO 63304, USA). Kullanilan kit
prosediiriine gore ¢alisma dncesindeki inkiibasyonlar yapildiktan sonra 450 nm dalga
boyunda absorbans 6l¢iim ve c¢izilen standart egri grafiginden, caligilan 6rneklerin

TNF-Alfa konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.5.4. Myeloperoksidaz Ol¢iimii

Myeloperoksidaz (MPO) tayinleri Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma Hastanesi Biyokimya Laboratuvarlarinda yapildi. Calismada serum MPO
diizeyleri Sandwich Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemiyle
oleiildii. Olgiimler i¢in 96 numunelik BioVendor marka ticari Myeloperoksidaz kiti
kullanildi (Human MPO ELISA Kit, Katalog No: RHK-324R, Uretici Firma:
BioVendor Research and Diagnostic Products, Candler, NC 28715, USA).
Kullanilan kit prosediiriine gére substratin enzimatik yikiminin derecesi, 450 nm
dalga boyunda absorbans o6l¢iimiiyle tespit edildi. Olgiilen absorbans, serumdaki
MPO konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Human MPO standartlar ile cizilen

standart egri grafiginden, ¢alisilan 6rneklerin MPO konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.5.5. Nitrik Oksit Ol¢iimii

Nitrik Oksit (NO) tayinleri Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma Hastanesi Biyokimya Laboratuvarlarinda ile yapildi. Calismada serum NO
diizeyleri Sandwich Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemiyle
olciildii. Olgiimler icin 96 numunelik CUSABIO marka ticari Nitrik Oksit Kiti
kullamildi (Human Nitric Oxide ELISA Kit, Katalog No: CSB-E13209h, Uretici
Firma: Scientific Research Center Cusabio Biotech Co., Ltd. 113 Barksdale
Professional Center Newark, DE19711). Kullanilan kit prosediiriine gore substratin
enzimatik yikiminin derecesi, 450 nm dalga boyunda absorbans dl¢limiiyle tespit
edildi. Human NO standartlar1 ile ¢izilen standart egri grafiginden, ¢alisilan

orneklerin NO konsantrasyonlar1 hesaplandi.
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3.5.6. Katalaz Ol¢iimii

Deney Prensibi

Katalaz aktivitesi Aebi’nin metoduna goére c¢alisildi (317). Deney ortamina
eklenen H,0; ’nin numune i¢inde bulunan katalaz tarafindan ortamdan uzaklasmasi
esasina gore Olciim yapilir. Hy02’nin spektrofotometrik olarak 240 nm’ deki

absorbansi kaydedilir.

Reaktifler

» Fosfat tamponu (pH 7, 50 mM)

e H,O, ¢ozeltisi: Absorbanst 0.500 nm’ye tampon ile ayarlanmis olan
H,0,’1i fosfat tamponu olup; yaklasik 300 mL pH 7, 50 mM olan fosfat
tamponu renkli kaba (plastik, cam olabilir) aktarildi. Spektrofotometre
fosfat tamponuna gore sifirlanip renkli kabdaki tampona 10-20 uL
hacimlerle H,0O, ilave edildi. Optik Dansite 0.500 nm oluncaya kadar

devam edildi.

Deneyin yapilisi

Fosfat tamponuna goére 240 nm dalga boyunda fosfat tamponuna gore

stfirlanan kore kars1t HyO; ¢ozeltisinin absorbansi 0.500°e ayarlanda.

Reaktifler Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat Tamponu 2.99 -

H,0; ¢ozeltisi 0.01 2.99
Hemolizat - 0.01

Numune ilavesi ile quartz kiivetin agz1 bekletilmeden kapatilip hemen kiivet
alt-iist edilip absorbans okundu. Absorbans azalmasi her 10 sn’de bir defa olmak
tizere 2 dakika siire ile kaydedildi. Hesaplamada 1 dakikalik lineer absorbans

azalmasinin en yiiksek (OD;) ve en diisiik (OD;) degerleri esas alinir.
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Hesaplama

K =[2.3 x log (OD4/ OD,)] / At (sn)
K/mg Hb =k / [(mg/dl Hb) x 1000]

3.5.7. Glutatyon Peroksidaz Ol¢iimii
Deney Prensibi

GSH-Px aktivitesi Paglia ve arkadaslariin metoduna gore c¢alisildi (318).
Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit (H,O;) varhiginda rediikte glutatyonun
(GSH) okside glutatyon (GSSG)’a yiikseltgenmesini katalizler. Hidrojen peroksidin
bulundugu ortamda GSH-Px’in olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH
yardimi ile GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi NADPH’m NADP"’ya
yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasinin 340 nm’de okunmasiyla

hesaplanir.

*** Enzim Unitesi: Birim zamanda okside olan NADPH’1n mikromol miktaridir.

Reaktifler

» GSH-Px Tamponu (pH 7, 50 mM Fosfat Tamponu + 5 mM EDTA)
* Amonyum Siilfat (3.2M (NH,),SO,)

» Rediikte Glutatyon (150 mM)

» 1M NaN3 (Sodyum Azid)

» GSH-Rediiktaz

e 2 mM Hidrojen Peroksit

Deneyin yapilisi
Reaktifler Numune (mL)
Fosfat tamponu (pH 7, 50 mM) + EDTA 2.650
150 mM Rediikte GSH 0.100
8 mM NADPH 0.100
GSH-Rediiktaz 0.010
1 M NaN3 0.010
Numune 0.020

46



*** 30 dakika oda 1sisinda inkiibasyon yapildiktan sonra her tiipe 2
MMH;0;’dan 0,100 ml pipetlendi Dalga boyu 340 nm’ye ayarlanmig
spektrofotometrede numunelerin absorbans degerleri 5 dakika boyunca kaydedildi.
Lineer aktivite azalisinin oldugu absorbans araliginin 1 dakikalik siiresi esas alinarak

hesap yapildi.

Hesaplama
IU/L = [(DA/t) / 6.22 x 10®] x (1/0.02)
IU/mg Hb = (1U/L)/(1000XW)
Spesifik aktivite IlU/mg Hb = (IU/L) / (1000xW)

[1A = OD degisimi, t= zaman (dk), W= Enzim ¢o6zeltisinin protein miktar1 (mg/mL)
NADPH = 6.22 x 10" M= 6.22 mM™

3.5.8. Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz Ol¢iimii

Deney Prensibi

Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz (G-6-PDH, Glukoz-6-fosfat oksidorediiktaz,
EC 1.1.1.49), pentoz fosfat yolunda 6-Fosfoglukonati Glukoz-6-Fosfata okside
ederek ve NADP’yi NADPH’a indirgeyerek birinci basamagi katalizler. Nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADP), G-6-P varliginda G-6-PDH tarafindan indirgenir.
340 nm’de Olglilmesi olusan NADPH miktarinin Sl¢iilmesi ile onunla dogro orantili
olarak G-6-PD aktivitesi de tespit edilir. Trinity Biotech markasina ait olan bu kit
protokolii Kornberg&Horecker (319) ile Lohr&Waller (320) ¢alisma yontemlerinin

spektrofotometrik bir modifikasyonudur.

Reaktifler

» G-6-PDH Assay Reaktifi (5,5 ml): NADP (1,5 mmol/L) ve
maleimide (12 mmol/L)

* G-6-PDH Substrat Soliisyonu: Glukoz-6-fosfat (1,05 mmol/L),
tampon, magnezyum tuzu ve sodyum azid (0,1%)
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Deneyin yapilisi

Test tiiplerine 1 ml G-6-PDH assay reaktifi ve 0,01 ml kan 6rnegi ekledikten
sonra eritrositler uzaklastirildi. 25°C’de 10 dakika beklendi. 2.0 ml G-6-PDH
Substrat Sollisyonu eklendi ve alt iist edilerek nazikge karistirildi. Tiipler sabit
sicakligin oldugu Benmari su banyosunda 5 dakika termal dengede bekletildi.
Sonrasinda 340 nm’de distile suya kars1 absorbans kaydedildi (Kayit A). Numuneler
tekrar su banyosunda 5 dakika tutuldu ve ikinci okuma gerceklestirildi (Final A).

Hesaplama

G-6-PD (U/g Hb) = AA (dk) x (100 x 3.01) / (0.01 x 6.22 x Hb (g/dl)) x TCF

100: Aktiviteyi 100ml ¢evirme faktorii

3.01: Toplam reaksiyon hacmi

0.01: Numune hacmi

6.22: Millimolar absorbance NADPH (340 nm)

Hb (g/dl): Hemoglobin konsantrasyonu

TCF: Sicaklik dogrulama faktorii (30°C icin 1 kabul edilir)

3.5.9. Siiperoksit Dismutaz Ol¢iimii

Deneyin Prensibi

Siiperoksit dismutaz aktivitesi; Sun ve arkadaglarinin metoduna (321) ve Durak
ve arkadaslarinin (322) tarifledigi modifikasyona gore tayin metodu: ksantin/ksantin
oksidaz sistemi ile liretilen siiperoksitin nitro blue tetrazoliumu (NBT) indirgemesi
esasina dayanir. Olusan siiperoksit radikalleri (O2) ortamdaki NBT’yi indirgeyerek
renkli formazon olusturur. Bu kompleks 560 nm’de maksimum absorbans verir.
Enzimin olmadigi ortamda bu indirgeme meydana gelip mavi-mor renk
olugmaktadir. Ortamda SOD oldugunda ise NBT indirgenmesi olmayip mavi-mor
renk meydana gelmemekte ve enzim miktar ve aktivitesine bagli olarak agik renk
olugsmaktadir. Enzim bulunmayan (Kor) degeri ile enzim bulunan numune absorbans

degerleri hesaba katilir.
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Reaktifler
« 0.3 mmol/L Xanthine
0,6 mmol / L EDTA (2 Na tuzu)
150 umol /L NBT
400 mmol / L Na,COg3
1g/ L bovine serum albumin ( BSA)
0.8 mmol/L CuCl,
M (NH,4)2SO4 (Amonyum siilfat)
167 U/L Xanthine Oxidase (XO)

##% Jlk 5 kimyasal hacimleri koyu renk cam siseye kopiirtiilmeden birlestirilir
(ASSAY reaktifi). Toplam hacim 490 mL oldu; her numune igin 2.85 mL
kullanilacagindan 170 numune ¢alisilabilinir. Miadi yaklagik 2-8°C’de 2 aydir.

Deneyin yapihisi
Reaktifler Kér (mL) Numune (mL)
ASSAY reaktifi 2.85 2.85
Extrakt (Etanol fazi) - 0.10
Bidistile su 0.10 -
167 U/L XO 0.05 0.05

Kor tiipline enzim ilavesi ile tiip altiist edilir ve inkiibasyon siiresi baslatildi. 25
°C'de 20 dakika inkiibasyon sonu hemen; kor ve numune tiiplerine 0.08 mM/L CuCl;
pipetlendi ve reaksiyon durduruldu. Distile suya karsi kérden baglanarak numuneler
560 nm.’de okundu.

Hesaplama

% Inhibisyon = [Absorbans kér (AK) - Absorbans numune(AN)]/(AK) x 100
% 50’lik inhibisyona 1 U denildigi igin;
%50 inhibisyon = (AK-AN)/AK x 20 = Spesifik aktivite (SA)

** Eritrosit i¢in: SA x 5 (sulandirma faktérii) / Hb (gr/mL) = U/gr hemoglobin
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3.5.10. Malondialdehid Olciimii

Prensip

Lipit peroksidasyonundaki bu yontem ¢ift kaynatma esasina dayanir. Birinci
1sitmada baghi olan MDA proteinlerden serbestlestirilerek proteinler coktiiriiliir,
ikinci 1sitmada ise total MDA, TBA ile sicak ve asidik ortamda renkli kompleks
olusturacak sekilde reaksiyona girer. Hammode ve ark. yonteminde, TBA-MDA nin

olusturdugu (Sekil 11) renkli kompleksin 532 nm’de verdigi absorbansiyla dogru

orantili olarak MDA ’nin konsantrasyonu hesaplanmis olur (323).

CHO
OH

TBA MDA

SH N OH cHO
\Iff |
2x | + CH —_—
N A |

5 OH

N
OH

HO, _N_ _SH
ar
N+ 2H0
N
B
OH

MDA - TBA Kompleksi (renkli iiritn)

Sekil 11: MDA’nin TBA ile reaksiyonu ve olusan renkli TBA-MDA kompleksinin yapisi

Reaktifler

* % 10’luk triklorasetik asit (TCA)
* % 0.675’lik tiobarbitiirik asit (TBA)

Deneyin yapihisi

Kontrol ve numune tiiplerine 2,5 mL TCA (%210) kondu. Numune tiiptine 0,5
mL serum, kontrol tiipiine ise 0,5 mL distile su eklendi. Tiplerin agizlar1 sikica
kapatilarak onceden 90°C’ye kadar 1sitilmis su banyosu iginde 15 dakika bekletildi.

Bekleme siiresi sonunda tiipler su banyosundan ¢ikarilarak akan musluk suyu altinda

sogutuldu. 3.000 rpm de 10 dakika ¢evrildi.

10 mL’lik vidah-kap cam tiip

Kor tiipii (mL)

Numune tiipii (mL)

% 10’luk TCA (mL) 2.5 2.5
Numune (mL) - 0.5
Distile su (mL) 0.5 -
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Ustteki siipernatanttan 2°ser mL baska bos tiiplere aktarildi. Bu tiiplerin {izerine
1 mL TBA ¢ozeltisi (% 0.675) eklendi ve ayni sekilde agizlar sikica kapatilarak
90°C’lik su banyosunda 15 dakika bekletildi.

10 mL’lik vidali-kap cam tiip Kor tiipii Numune tiipii
Stipernatan (mL) 2 2
% 0.675’lik TBA (mL) 1 1

Siire sonunda su banyosundan ¢ikarilan tiipler akan musluk suyunda sogutuldu.

Spektrofotometrede 532 nm’de kore karst numunenin absorbansi 6lgiildii.

Hesaplama

Koriin absorbanst numunenin absorbansindan ¢ikartilarak net absorbanslar
bulundu. TBA-MDA kompleksinin 532 nm’deki molar ekstinksiyon katsayisi olan
1.56 x 10° M™ cm™’den faydalamlarak ve diliisyon faktorii de dikkate alinarak

nmol/mL cinsinden MDA konsantrasyonlar: hesaplandi.

3.6. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows 13.0 programi
kullanilmigtir. Her parametreye ait olgiimler igin verilerin normallik kontrolii
Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirildikten sonra tanimlayict istatistiksel
incelemelerde Pearson korelasyon, tek yonlii yaryans analizi (ANOVA) ve multiple
regresyon analizi kullanildi. Anlamlilik seviyesinin degerlendirilmesinde Posthoc
analiz i¢in Scheffe testi kullanildi. Sonucglar %95’lik giiven araliginda, anlamlilik
p<0,05 diizeyinde, %99’lik giliven araliginda ileri derecede anlamlilik p<0,01

diizeyinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Orak Hiicre Anemisi’ de Fetuin-A, inflamasyon ve oksidatif stresin
degerlendirilmesini amaglayan bu ¢alismada, hasta grubu 6rnekleri Mustafa Kemal
Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Anabilim Dali’nda yapilan muayene ve
tetkiklerle tanist1 konulmus olan yetiskin yas grubu Orak Hiicre Anemisi
hastalarindan  toplanmistir. Kontrol grubu ornekleri ise herhangi bir
hemoglobinopatisi veya sistematik rahatsizligi bulunmadig kesinlestirilmis yetiskin
yas grubu saglikli bireylerden toplanmistir. Calisma kanlar1 biyokimya tiipii ve
EDTA’ln hemogram tiliplerine almmistir. Gruplara ait hematolojik veriler

numunelerden ¢alisildiktan sonra porsiyonlanarak -80°C de saklandi.

OHA grubu, yaslar1 18-33 aras1 degisen 21 erkek ve 14 bayan hastadan
olugmaktadir. Kan oOrnekleri, oraklasma krizine bagli tedavi goren ve tedavisi
tamamlanmis hastalardan alinmistir. Kontrol grubu ise yaslar1 18-36 arasinda degisen
19 erkek ve 15 bayan saglikli bireyden olusmaktadir. Kontrol ve hasta grubuna ait

demografik veriler Tablo 4’de; bu verilerin dagilim1 Sekil 12°de verilmistir.

Tablo 4: Hasta ve kontrol grubun demografik verilerine ait ortalamalar

(Ort£S.S) HASTA KONTROL p

Yas 26,1£7,2 24,9+7,2 >0,05
Kilo (kg) 66,7+11,8 76+14,7 >0,05
Boy (cm) 163,7+8.,5 163,1+8.4 >0,05
Sigara (paket) 0,25+0,7 0,32+0,59 >0,05
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Tablo 5: Hasta ve kontrol grubun hematolojik verilerine ait ortalamalar

(Ort.£S.S) HASTA KONTROL p

RBC (10°/uL) 2,5+0,6 4,4+0,4 <0,001
HB (g/dL) 6,8+1,4 12,5+0,9 <0,001
HCT (%) 20,64 37,242.9 <0,001
WBC (10%/uL) 8,8+3,1 7,1£1,9 <0,05
MCYV (fL) 83+9,1 84422 >0,05
MCH (pg) 27,4+53 28,1421 >0,05
MCHC (g/dl) 33,4+1,7 33,5+0,7 >0,05
HbS (%) 77,9462 0 <0,001

Kontrol ve OHA hasta grubunun hematolojik verilerine ait ortalama degerler
istatistiksel olarak kiyaslandiginda RBC, Hemoglobin ve Hematokrit degerleri Orak
hiicre anemili hastalarda kontrol grubuna kiyasla beklenildigi iizere oldukca diisiik
tespit edildi (p<0,001). OHA ve kontrol grubuna ait Fetuin-A, inflamatuvar
belirtegler ve oksidatif stres parametrelerine ait ortalama, standart sapma ve

istatistiksel analiz verileri Tablo 7’°de verildi.

Tablo 6: Fetuin-A seviyeleri ile TNF, IL-6, NO, MPO, G6PD, MDA, SOD, CAT, GSH-Px,
CRP, HbS, Yas, Cinsiyet arasindaki iligkinin goésterilmesinde Pearson korelasyon testi. *
Korelasyon %35 diizeyinde anlaml1 ** Korelasyon %1 diizeyinde anlaml1 (iki yonlii).

Fetuin-A Seviyeleri r p degeri
TNF -0,078 0,522
IL-6 0,211 0,097
NO -0,310" 0,009
MPO 0,016 0,894
G6PD 0,435 0,001
MDA 0,547 0,001
SoD 0,024 0,847
CAT -0,035 0,776
GSH-Px 0,053 0,669
CRP 0,077 0,525
HbS -0,017 0,925
Yas 0,078 0,526
Cinsiyet -0,132 0,278
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Tablo 7: Hasta ve kontrol grubunun inflamasyon ve oksidatif stres belirtegleri

GRUPLAR N Ort. £ S.S. p
FETUIN-A Hasta 35 8,2+10,8 0)
(ng/mL) Kontrol 35 0,91 + 0,09 <0001
TNF Hasta 35 0,032 + 0,028 o)
(ng/mL) Kontrol 35 0,021 + 0,015 <005
IL6 Hasta 35 0,089 £ 0,043
(ng/mL) Kontrol 35 0,084 + 0,024 ab.

NO Hasta 35 25,3+ 4,8

(ng/mL) Kontrol 35 414+74 <0001
MPO Hasta 35 6,42 £ 4,54 )
(ng/mL) Kontrol 35 434+ 1,58 <005
G6PD Hasta 35 7,13 +£2,62

(Ulgr Hb) control | 3 505413 <000
MDA Hasta 34 0,081 + 0,023

(umol/gr Hb) Kontrol 34 0,046 + 0,011 <0001
SOD Hasta 33 901,1 +121,4

(Uigr Hb) Kontrol | sa | 73374959 <00
CAT Hasta 33 1004,3 +335,7

(k/gr Hb) Kontrol 34 1112,4+310 ab.
GSH-Px Hasta 34 18,1 £12,2 )
(U/gr Hb) Kontrol 34 12,6 + 11,3 <005
CRP Hasta 35 18,1 £12,2 )
(mg/L) Kontrol 35 12,6 £11,3 <00t

(a.b) %95°1ik giiven araliginda istatistiksel anlamlilik bulunmadi (p>0,05).
(n.p) parametrik olmayan Mann-Whitney U Testi uygulandi.




WBC ise Orak hiicre anemili hastalarda anlamli olarak yiiksek tespit edildi
(p<0.05). MCV, MCH ve MCHC agisindan bir farklilik tespit edilmedi. Kontrol ve

hasta grubuna ait hematolojik veriler Tablo 5’de; bu verilerin dagilimi1 Sekil 14’de

verilmistir.
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Sekil 12: Hasta ve kontrol grubun demografik verilerin dagilimi

Fetuin-A verileri agisindan kiyaslandiginda OHA grubunda Fetuin-A
seviyeleri kontrol grubuna gore oldukca yiiksek tespit edildi (p<0,001). Fetuin-A’nin

gruplara gore verilerinin dagilimi Sekil 13°te verilmistir.
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Sekil 13: Fetuin-A verilerinin gruplara gore dagilimi
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Sekil 14: Hasta ve kontrol grubun hematolojik verilerin dagilimi (Boxplot grafik)
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Fetuin-A’nin degerleri ile inflamatuvar belirteglerden TNF-alfa ve IL-6
degerleri arasinda yapilan Pearson korelasyon analizine gére TNF-alfa, IL-6 ve
Fetuin-A arasinda herhangi bir korelasyon tespit edilmedi (Tablo 6). Fetuin-A’ya

gore verilerin inflamatuvar belirteglerle olan dagilimi Sekil 15 ve Sekil 16’ da

gosterilmistir.
40—
~ -
_E' 30— ad
) s
£ 4 oa .
<F 20— N A
Fy
R
-
S
é 10— s A A
o (AmMhidisse ddus amas A A Aaa
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
TNF-Alfa (ng/ml)
Sekil 15: Fetuin-A verilerinin TNF-Alfa’ya gore dagilimi
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Sekil 16: Fetuin-A ve TNF-Alfa’nin OHA ve Kontrol gruplarina gore dagilimi
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Sekil 17: Fetuin-A verilerinin IL-6’ya gore dagilim
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Sekil 18: Fetuin-A ve IL-6 verilerinin OHA ve Kontrol gruplarina gore dagilimi
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TNF-Alfa verileri agisindan kiyaslandiginda OHA grubunda TNF-Alfa
seviyeleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek tespit edildi (p<0,05). IL-6
seviyelerinde ise gruplar arasi anlamli farklilik tespit edilmedi. TNF-Alfa ve IL-6’nin
gruplara gore verilerinin grafiksel dagilimi Sekil 19 ve Sekil 20°de verilmistir.
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Sekil 19: TNF-Alfa verilerinin gruplara gére dagilimi (p<0,05)
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Sekil 20: I1L-6 verilerinin gruplara gére dagilimi (p>0,05)
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Gruplar, G6PD enzim aktivitesi acisindan kiyaslandiginda OHA grubunda
G6PD aktivitesi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak c¢ok yiiksek tespit edildi
(p<0,001).
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Sekil 21: G6PD enzim aktivitesinin gruplara gére dagilimi (p<0,001)

G6PD, Fetuin-A ve MDA arasinda yapilan Pearson bivariate bagmti
analizinde; hem Fetuin-A (r:0,435; p<0,001) hem de MDA’da (r:0,547; p<0,01),
GO6PD ile pozitif yonlii korelasyon varligi tespit edildi.
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Sekil 22: G6PD ile Fetuin-A arasinda noktasal ortak veri dagilim grafigi
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Sekil 23: Fetuin-A ve G6PD verilerinin OHA ve Kontrol gruplarina gére dagilimi
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Sekil 24: G6PD ile Fetuin-A arasinda noktasal ortak veri dagilim grafigi
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Sekil 25: MDA ve G6PD verilerinin OHA ve Kontrol gruplarina gére dagilimi

Fetuin-A, TNF-Alfa, IL-6, G6PD ve MDA sonuglarinin Kontrol ve OHA
gruplarina gore verilerin istatistiksel dagilimini gosteren grafikler Sekil 16, 18, 23,

25 ve 26’ da verilmistir.

G6PD enzim aktivitesinin gruplara gore dagilimi Sekil 21°de; bu
parametrenin MDA ve Fetuin-A ile olan noktasal ortak veri dagilim grafigi Sekil 22

ve Sekil 24°de verilmistir.

OHA ve Kontrol gruplari, MDA seviyeleri agisindan kiyaslandiginda OHA
grubunda MDA seviyeleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak ¢ok yiiksek tespit
edildi (p<0,001).

MDA, diger parametrelerle arasinda yapilan Pearson bivariate baginti
analizinde; Fetuin-A (p<0,001), G6PD (p<0,05) ve SOD (p<0,05) ile pozitif yonlii
korelasyon varligi tespit edildi. MDA seviyelerinin gruplara gére dagilimi Sekil
26’de; bu parametrenin SOD ve Fetuin-A ile olan noktasal (scatter-plot) ortak veri

dagilim grafigi sirasiyla Sekil 27, 28 ve 29°da verilmistir.
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Sekil 26: MDA seviyelerinin gruplara gore dagilimi (p<0,001)
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Sekil 27: MDA ile SOD noktasal ortak veri dagilim grafigi
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Sekil 28: MDA ile Fetuin-A arasinda noktasal ortak veri dagilim grafigi
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Sekil 29: MDA ve Fetuin-A’nin OHA ve Kontrol gruplarina gore dagilimi
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Sekil 30: SOD enzim aktivitesinin gruplara gére dagilimi (p<0,01)

SOD enzim aktivitesi, OHA grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak oldukca yiiksek tespit edildi (p<0,001). SOD’un daha 6nce belirtildigi lizere
sadece MDA ile pozitif korelasyonu bulundu (p<0,05). SOD’un gruplara gore veri
dagilim grafigi Sekil 30°da verilmistir.
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Sekil 31: CAT enzim aktivitesinin gruplara gére dagilimi (p>0,05)
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CAT aktivitesi gruplar agisindan degerlendirildiginde OHA ve Kontrol
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmezken GSH-Px
enzim aktivitesinde OHA grubunda anlamli yiikseklik tespit edildi (p<0,05). CAT ve
GSH-Px enzim aktivitelerinin gruplara gore veri dagilim grafigi Sekil 31 ve Sekil

32°de verilmistir.
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Sekil 32: GSH-Px enzim aktivitesinin gruplara gore dagilimi (p<0,05)

MPO seviyeleri, OHA grubunda kontrol grubuna anlaml yiikseklik tespit
edildi (p<0,05). MPO seviyelerine ait gruplara gore veri dagilim grafigi Sekil 33°de
verilmistir. MPO ile Fetuin-A arasinda yapilan Pearson bivariate bagint1 analizinde

korelasyon bulunmadi (Sekil 34).

CRP seviyeleri degerlendirildigine, OHA hasta grubunda CRP seviyeleri
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksek tespit edildi. CRP ile Fetuin-
A arasinda yapilan Pearson bivariate bagint1 analizinde ise herhangi bir korelasyon
tespit edilmedi (Sekil 35, 36).
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Sekil 33: MPO seviyelerinin gruplara gore dagilimi (p<0,05)
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Sekil 34: MPO ve Fetuin-A verilerinin OHA ve Kontrol gruplarina gére dagilimi

67



20— .

Q 15_ L
)
g
L —
é 10—
]
5_
0 [ e ——
Hasta Kontrol

Sekil 35: CRP seviyelerinin gruplara gore dagilimi (p<0,01)
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Sekil 36: CRP ve Fetuin-A verilerinin OHA ve Kontrol gruplarina gore dagilimi
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5. TARTISMA

Orak hiicre anemisi, Cukurova bolgesinde yaygin goriilen eritrositlerde asir
reaktif oksijen radikali iiretimi, vaskiiler seviyede kronik inflamasyona sebebiyet
veren mikrovaskiiler hipoksik ve reperfiizyon siireci ile karakterize olan konjenital
bir hemoglobinopatidir (324, 325). Saglikli bireylerin eritrositlerindeki antioksidan
koruma sistemleri, meydana gelebilecek bazal ROS degisimlerinden olumsuz yonde
etkilenmemektedir (313). Ancak, OHA hastalarinda goriilen asir1t ROS {iretimi (114,
326), HbS’in oto-oksidasyonu (123), hem demirinin salinmasi (327), artmis
asimetrik dimetilarjinin (328, 329) ve azalmis NO seviyeleri sebebiyle bu durum
degismektedir (330). OHA’daki ROS savunma sistemlerinin etkilenmesi sonucu
meydana gelen kronik oksidatif stres durumu, vaskiiler endotelyal disfonksiyon,

inflamasyon ve ¢oklu organ hasari igin kritik 6neme sahiptir (331, 332).

Hebbel ve arkadaslart (122, 123), yaptiklart iki calismada Orak hiicre
anemili hastalarda oksijen varliginda HemoglobinS’in normal Hemoglobine (HbA)
kiyasla artmis oto-oksidayon hizina sahip oldugunu gosterdi. OHA hastalariin
eritrositlerinde siiperoksit ve hidroksil radikallerini yiiksek tespit ettiler. Aslan ve
arkaslar1 (78, 115, 121, 333), Orak hiicre anemili hastalarin eritrositlerinde artmis
lipit peroksidayonunu gosterdiler. Amer ve arkadaslar1 (334, 335) tarafindan yapilan
benzer iki galismada da bizim sonuglarimizda oldugu gibi oksidatif hasarin
gostergelerinden olan MDA seviyeleri, OHA hastalarin eritrositlerinde kontrol

grubuna gore yiiksek tespit edildi.
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Literatiirde birgok ¢alismada, Orak hiicre anemisinde oksidatif hasari
gosteren biyomarkerlarin artmis oldugu gosterildi (47, 78, 158, 159, 336). Repka ve
Hebbel (122, 337), Orak hiicre hemoglobininin (HbS) eritrosit membranina
tutundugu ve bir Fenton reaktifi gibi davranarak siiperoksit ve hidroksil radikali gibi
oksidant ajanlarin iiretimini arttirdig tespit etti. Bunun yani sira Hemoglobin S’in
asirt  oto-oksidasyonu ve denaturasyonu sonucu hiicre membraninda demir

komplekslerinin birikimi meydana geldigi gosterildi (338).

Walter ve arkadaslar1 (58), demir komplekslerinin inflamasyonda artisa ve
lipidleri i¢ceren membranda oksidatif hasara sebebiyet verdigini gdsterdi. Benzer
calismalarda, lipid peroksidasyonunun ve oksidatif stresin gostergesi olan
Malondialdehyde (MDA) seviyeleri, Orak hiicre anemisi hastalarinin serum ve
eritrositlerinde saglik bireylere gore yiiksek tespit edildi (339-341). Ayrica, Jain ve
arkadaglarinin yaptigi ¢alisma (284), MDA’ ’nin eritrosit membraninda kiimelenmesi
sonucu membrandaki fosfolipidlerin organizasyonunu bozdugunu ve oksidatif
hasarin  siddetini arttirdigim1i  gosterdi. Calismamizda, eritrositlerde MDA
seviyelerinin litelaratiirle ortiisen sekilde anlamli olarak yiiksek ¢ikmasi OHA’da

oksidatif stresin meydana getirdigi peroksidasyon hasarinin agik bir gostergesidir.

Orak hiicre anemisinde meydana gelen bazal ROS miktarindaki artisa ek
olarak eritrosit i¢i anti-oksidan mekanizmalarda gerileme meydana gelir. ROS’a
kars1 dengeleyici role rahip SOD, CAT ve GSH-Px gibi anti oksidan enzimler
olumsuz etkilenirler (342). Bazi ¢alismalarda CAT ve GSH-Px aktiviteleri azalirken
(332), SOD aktivitesinde artis gosterilmistir (340, 343). Das ve Nair tarafindan
yapilan bir c¢alismada (343), SOD’daki bu artisin oksidatif stres ve H,0;
seviyelerindeki artisa cevap olarak meydana geldigi sonucuna varildi. Schacter ve
arkadaglar farkli bir ¢calismada (332), saglikli bireylerde SOD aktivesinin OHA’I1
bireylere gore yiiksek oldugunu ve hastaligin siddeti ile ters orantili olarak diisiis
gosterdigini tespit etti. Bu azalmayi oksijen radikallerinin ortadan kaldirmak igin
SOD’un tiiketilmesi seklinde yorumladi (54). Bizim g¢alismamizda, Das ve Nair
tarafindan yapilan ¢alismaya benzer olarak SOD seviyeleri OHA hasta grubunda
saglikli bireylere kiyasla yiiksek tespit edildi. SOD aktivitesindeki bu artisin OHA

hastalarindali ROS artisin1 kompanse etmek i¢in meydana geldigi diisiinmekteyiz.
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Normal kosullarda, H,O, GSH-Px ve CAT enzimleri ile iki farkli yolla
ortadan kaldirilir. Bu iki enzimin seviyelerinde azalma olmasi durumunda H,O;
ortamdan yeteri kadar temizlenemez (78, 121). Morris ve arkadaslar1 yaptiklari
calismada (344), eritrositlerde GSH ve GSH-Px miktarlarini diisiik bulmalarini asiri
tilketime bagli oldugunu yorumladilar. Bizim ¢alismamizda ise bu ¢alismadan farkli
olarak OHA grubunda eritrosit GSH-Px aktivesi anlamli olarak yiiksek tespit edildi.
Bu yiiksekligi SOD yiiksekligine benzer sekilde ortamdaki oksidanlarin artigini

kopmanse etmek i¢cin meydana geldigini diistinmekteyiz.

Orak hiicre anemisinde oksidatif stresle ilgili olarak lipit peroksidasyon
tiriini olan MDA’nin artigina dair literatiirde benzer ¢alismalar olmasia ragmen
antioksidan enzimler olan SOD, CAT ve GSH-Px i¢in birbirinden farkli sonuglara
rastlanmaktadir. Dasgupta ve arkadaslari, yaptiklar1 ¢calismada CAT aktivitesini
OHA grubunda diisiik bulurken Das and Nair yiiksek tespit etmislerdir (343).
Dasgupta, Katalazdaki bu artist H,O,’nin temizlenmesi i¢in enzim aktivitesinin
arttig1 seklinde yorumlarken, Das ve Nair azalmay1 oksidatif stresin agir1 artmasina
bagli enzimin tlikenmesi seklinde yorumlanmistir. Bizim calismamizda, CAT
aktivitesinde hasta grubunda kontrolle arasinda fark olmamasi, HO;’nin

temizlenmesinde GSH-Px’in daha etkin rol oynadigin1 desteklemektedir.

Glutatyon Peroksidaz, hidrojen peroksiti yikarken ortamdaki GSH’y1 okside
disiilfit formuna (GSSG) doniistiiriir (345, 346). Bu form, NADPH varliginda
glutatyon rediiktaz tarafindan tekrar rediikte formuna indirgenir (347). Rediikte
glutatyon (GSH), GSH-Px’in ¢alismasi ig¢in gerekli substrattir. Calismamizda,
G6PD’nin OHA hastalarda kontrol grubuna gore yiiksek olmasi, NADPH miktarinin
OHA grubunda arttirgin1 ve dolayl olarak glutatyon rediiktaz aktivitesini arttirarak
GSH miktarindaki artisa katkida bulunmus olabilir. Artan GSH da GSH-Px’in
aktivtesinin artmasina neden olabilecegini diisiinmekteyiz. Biz, ¢alismamizda hem

GH-Px hem de G6PD aktivetsinin artmis olarak tespit ettik.

Yine dolayli olarak gl G6PD’nin hidrojen peroksitin parcalanmasinda GSH-
Px’e  NADPH kaynagi saglamak i¢in artifint gostermektedir. G6PD’nin
NADPH’ nin kaynagi olarak islev gérmesi aslinda oksidanlara kars1 hiicrenin verdigi

cevapta OHA hastalarinda da ne denli 6nemli bir enzim oldugu goriisiini
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desteklemektedir.

Orak hiicre aneminin vaskiiler sistemine 6zgii oksidanlarin bir kismi, nitrik
oksit kaynakli oksidan ajanlar (348), endotelyal NADPH oksidaz (131) ve ksantin
oksidazdan olusmaktadir (114, 115, 349). Reiter ve arkadaslar1 (350), hemoliz
sonucu artmig olan oksidanlar ve intravaskiiler hemoglobin, Orak hiicre
anemisindeki nitrik oksidin tiiketimine katkida bulundugunu gosterdi. Aslan ve
arkadaglar1 (114, 115, 333), bu durumun azalan nitrik oksit hemodinamik
stabilitenin bozulmasi ile sonuglandigini ve antioksidan kapasitede ciddi bir

azalmaya sebebiyet verdigini gosterdi.

Oraklagsma siireci, vaskiiler okliizyon, doku hipoksisi ve buna bagh
reperfiizyon hasarina yol acarak inflamasyona ve endotel hasarini indiiklemektedir
(124, 351). Bu durum, Nitrik Oksit (NO) sentez inhibisyonuna sebep olmaktadir
(311, 352). NO, adhezyon molekiillerinin endotelyal ekspresyonunu azaltarak,
platelet aktivasyonunu diisiirerek, firoblastlar1 ve endotelyal hiicre proliferasyonunu
inhibe ederek vaskiiler hemoostazi saglamada ¢ok onemli bir ajandir (353, 354).
NO, vaskiiler yapida gevsemeyi sagliyacak onemli bir faktordiir ve yoklugu biiyiik
arterlerde esneklik kaybina sebep olacaktir (333). Yapilan ¢alismalarda OHA’da NO
seviyeleri kriz doneminde serbest Hem’in artisi ve L-arjininin tiiketilmesi ile
azaldig1 gosterilmistir (114, 355-359). Calismamizda, Orak hiicre anemili hastalarin

serumlarindaki Nitrik oksit seviyeleri diisiik bulunmustur.

Eiserich ve ark. (360), nétrofilden kdken alan ve Hem igeren MPO’nun,
katalitik olarak direk bir sekilde Nitrik oksiti tiiketerek ve orta seviyede radikal
ureterek Nitrik oksitin  biyoaktivitesini diizenledigini; bdylece vazomotor
fonksiyonu olumsuz yonde etkiledigini gosterdiler. Baldus ve arkadaslar1 (361),
Orak hiicre anemili hastalarin akciger dokusu {lizerinde yaptiklari calismada,
MPO’nun alvoelaer epitel boyunca artmis seviyelerinin bu hastalarda goriilen
pulmoner hipertansiyon ve akut gogis sendromunun olusmasina katkida
bulundugunu gosterdiler. Calismamizda, bu ¢alismalara benzer sekilde Orak hiicre
anemili hastalarin kaninda tespit edilen yiksek MPO seviyeleri literatiirdeki

calismalarin sonuglarin1 desteklemektedir.
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Dolasimdaki 16kositlerin kan akimin merkezinden damar endoteline dogru
olan migrasyonu (362), doku makrofajlarindan salgilanan IL-1, IL-6 ve tiimor
nekroz faktor-alpha (TNF-a) gibi proinflamatuvar mediatorler tarafindan
indiiklenmektedir (363). Orak hiicre anemili hastalarin endotel hiicreleri, endotel
hiicre aktivasyona ait bu belirtecleri yiiksek seviyelerde eksprese etmektedir (364).
Orak hiicre anemili hastalarda yapilan insan ve hayvan ¢aligmalarinda, TNF-alfa,
IL-6 ve L-10 gibi inflamatuvar markerlar dolasimda normal seviyelerinin {izerinde
bulundugu goriilda (118, 365-368). Orak hiicre anemili hastalarda makrofajlarinin
yani sira, monositler de TNF-a ve IL-6’nin artmis serum seviyelerine katkida
bulunmaktadir (77, 366, 369, 370). TNF-alfa ve IL-6, inflamatuvar bir
patofizyolojiye sahip Orak hiicre anemisi i¢in ¢ok 6nemli bir risk faktoriidiir (371).
Belcher ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada (118), Orak hiicre anemili hastalarin
dolagiminda bulunan uyarilmamis monositler saglikli bireylere gore daha fazla
TNF-a tirettigi gosterilmistir. Lanaro ve ark. (75), genel durumu duragan olan Orak
hiicre anemisi hastalarinin dolagimdaki TNF-alfa seviyelerini ve TNF-alfa’ya ait
MRNA ekspresyonunu artmis olarak tespit ettiler. Pathare ve ark. (71, 372), da kriz
durumundaki Orak hiicre anemili hastalarda TNF-alfa konsantrasyonunu yiiksek
buldular. Calismamizda, TNF-alfa seviyeleri literatiirler uyumlu olarak Orak hiicre
anemili hastalardaki inflamasyonun varligina bagl olarak kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiiksek tespit edildi. Ancak, IL-6 seviyeleri iki grup arasinda anlamli
farklilik gostermedi. TNF-alfa’daki yiikseklik yapilan benzer ¢aligmalarin
sonuglartyla uyumlu olmasina karsin IL-6 sonuglarimiz Akohoue ve arkadaslarinin
(77) yaptigr calismayla benzer oOzellikler gostermektedir. Ancak, Hilbert ve
arkadaglariin yaptig1r ¢alismada (373), yiikksek CRP ve IL-6 seviyerlerine karsin
diisiik IL-10, leptin ve monosit kemoreaktan protein-1 gibi farkli inflamatuvar profil
tespit edildi. Bu durumu, OHA hastalarindaki kronik inflamasyona kars1 olusturulan

farkli kompansasyon mekanizmalarinin bir sonucu oldugu seklinde yorumladilar.

Biiyiik kism1 makrofajlar ve T-hiicrelerinde iiretilen TNF-alfa (374), endotel
aktivasyonu, inflamasyonun uyarilmasi, koagulasyon kaskadinin indiiksiyonu, ates,
akut faz reaktanlarin sentezi, nétrofillerin aktivasyonu ve endotel adhezyonu (375)
gibi genis bir proinflamatuvar etkinlige sahip oldukga potent bir sitokindir (369).
Hedo ve arkadaslar1 (376) ile Makis ve arkadaslari (79), TNF-a ve IL-6’nin karaciger
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hiicrelerini de aktivite ederek alpha-1-antitripsin, seruloplazmin, alfa-2-makro
globulin ve C-reaktif protein gibi serum akut faz reaktanlarinin Orak hiicre anemili
hastalarda anlamli olarak arttirdigini tespit ettiler. CRP, inflamasyonun bir belirteci
olarak bazi1 kronik hastaliklarda prognoz ve relapsin tahmininde kullanilmaktadir
(377). Calismamizda, OHA hastalarinda CRP seviyeleri, Makis ve arkadaslarinin
bulduguna benzer sekilde kontrol grubuna gore yiiksek tespit edildi.

Akut gogiis sendromu ve oraklagma krizinde inflamatuvar bir siirecin varligi
daha oOnce gosterilmesine karsin (378), stabil durumdaki OHA hastalarinda
inflamasyon ve oksidatif stres iligkisini ortaya koyan bir ¢alisma mevcut degildir.
Akahoue ve arkadaslar yaptiklar1 ¢aligmada, akut kriz hali olmaksizin stabil haldeki
yetiskin Orak hiicre anemili hastalarda diisiik dereceli inflamasyonu ve artmis
oksidatif stresi gosterdiler (77). Orak hiicre anemili hastalarda oksidatif stresin
indirekt gostergesi olan 2,3-dinor-5,6-dihydro-15-F2t-isoprostane  (F2-IsoPM)
seviyelerini ve proinflamatuvar sitokinleri yiiksek tespit ettiler. Yiiksek tespit edilen
CRP seviyeleri ile Orak hiicre anemisinde kriz hali olmadan gizli bir inflamatuvar
slirecin varligini isaret etmekte oldugunu One siirdiiler. Orak hiicre anemisinin
anormal seviyede yiiksek 16kosit sayisina bagli olarak ortaya ¢ikan inflamatuvar bir
durumla karakterize oldugunu gosterdiler (77). Ancak antioksidanlari da beraber
degerlendirmedikleri i¢in F2-IsoPM’deki artigin gergekten artmis oksidatif stresten
mi yoksa azalmis antioksidan cevaptan mi1 olup olmadigini ispat edemediler. Hibbert
ve arkadaglari ise farkli bir ¢alismada Orak hiicre anemili ¢cocuk yas grubu hastalarda
inflamasyonu ve bunun hipermetabolizma ile olan iliskisinin varligini gosterdiler
(373). Calismamizda, Akohoue ve Hilbert’in ¢alismalariyla uyumlu olarak OHA’da
oksidatif stresin direk gostergesi olan MDA ve akut inflamatuvar belirteg olan TNF

yiiksek bulundu.

Fetuin-A, karacigerden sentezlenen bir protein olup insulin direncinin énemli
bir mediatorii ve vaskuler kalsifikasyona karsi koruyucu etkiye sahip bir molekiil
oldugu yakin zamanda yapilan ¢alismalarla kanitlandi (379). Bugiin bir¢ok vaskiiler
paterni bulunan hastalikta etyopatogenezdeki rolii arastirilan Fetuin-A aterosklerozun

olusum ve kroniklesme mekanizmasi tizerinde durulmaktadir (380-384).
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Fetuin-A molekiiliiniin yiiksek seviyelerinin diabetli hastalarda meydana
gelen aterosklerozda vaskiilopatide iyi prognozun bir isareti olabilecegi lizerinde
durulmaktadir (381, 382). OHA hastalarinda da benzer sekilde ileri evrede vaskiiler
seviyede ateroskleroz meydana geldigi daha once birgok ¢alismada gosterildi (385-
389). Fetuin-A ile vaskiilopati arasindaki iliski diisiiniildiigiinde, OHA hastalarinda
ileri donemde meydana gelebilecek bir vaskiilopatinin degerlendirilmesinde Fetuin-A

cok degerli bir parametre olabilir.

Renal yetmezlikli hastalarda, hastaligin ileri evrelerinde vaskiiler
kalsifikasyonun meydana gelmesi ve prognozunda inflamatuvar siirecin Onemini
gosteren calismalar yaninda, Fetuin-A’nin bu siirece olan etkisinin yapildig1 yeni
calismalar mevcuttur (390-393). Bu hasta grubundaki farkli ¢alismalarda, Fetuin-
A’nin yiiksek seviyelerinin vaskiiler kalsifikasyona karsi koruyucu etkiye sahip
oldugu ve inflmatuvar siiregle ters yonde islev yaptig1 gosterildi (103, 394-397). Bu
calismalarda, organizmanin hastaligin periferik vaskiiler sistemde yapacagi negatif

etkiye yiiksek Fetuin-A seviyeleri ile cevap verdigini gostrenen kanitlar bulundu.

Patogenezine, vaskiiler seviyede kronik inflamasyon ve oksidatif stresin eslik
ettigi OHA’da, Fetuin-A vaskiiler seviyedeki inflamasyonun ve hasarin prognozunda
etkin bir rol oynuyor olabilir. Yaptigimiz ¢alismada, Fetuin-A’nin Orak hiicreli
anemli hastalarda saglikli hastalara gore yiiksek tespit edilmesi OHA’I1 hastalardaki
vaskiiler inflamasyonun meydana getirdigi hasara cevap olarak yiiksekseldigini

diistindiirmektedir.

Hastalarin bir kisminda Fetuin-A’nin asir1 yiiksek, bir kisminda ise kontrol
grubuyla yakin seviyelerde tespit ettik. Fetuin-A’nin hasta grubu igindeki farkl
degerleri, OHA hastalarinda vaskiilopatinin her hastada farkli seviyede olabilecegini
ve remisyon doneminde bu degisken vaskiilopatiye cevaben bazi hastalarda yiiksek
Fetuin-A diizeyleri vaskiilopatiye karsi olusan kompansasyon mekanizmasini
diistindiirmektedir. Fetuin-A ile MDA ve TNF-a arasinda korelasyon varligi da bu
ilsikiyi ve hastalifin patogenezinde Fetuin-A’nin pognoz i¢in ne kadar dnemli bir

parametre oldugunu gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, Orak hiicre anemisinde daha 6nce bakilmamis bir parametre
olan Fetuin-A ile oksidatif stres ve inflamatuvar belirteglerin iliskisi
degerlendirilmistir. Calismamiz, Fetuin-A’nin inflamasyon ve oksidatif stres ile
iligkisini gosteren orak hiicre anemisinin vaskiiler patogenezine 151k tutacak orijinal
bir ¢alismadir. Fetuin-a’nin inflamasyonla yakin ilisikisini, orak hiicre anemili
hastalarda kronik inflamatuvar siirecin varligimi ve ¢alismamizin sonuglarini
degerlendirdigimizde, Fetuin-A, vaskiiler patololojideki prognozun seyrine yon
verici etkisinin OHA hastalarinda da s6z konusu oldugu sonucuna vardik. OHA’da
meydana oksidatif stres ve inflamatuvar yollarin aydinlatilmasinda, yeni bir
parametre olan Fetuin-A ile ilgili daha fazla ¢alisma yapilmasinin faydali olacagini

diistiniiyoruz.
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