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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 Çukurova 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 
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VII. ÖZET 

Orak Hücre Anemili Hastalarda Fetuin-A, Enflamatuvar Marker ve 

Oksidatif Stres ĠliĢkisinin Değerlendirilmesi 

Amaç: Orak hücre anemisi, Çukurova bölgesinde yaygın görülen eritrositlerde aşırı 

reaktif oksijen radikali üretimi, vasküler seviyede kronik inflamasyona sebebiyet 

veren mikrovasküler hipoksik ve reperfüzyon süreci ile karakterize olan konjenital 

bir hemoglobinopatidir. Bu çalışmada, Orak hücre anemisinde Fetuin-A seviyesi ile 

bu hastalarda Fetuin-A‟nın inflamasyon ve oksidatif stress ile ilişkisinin gösterilmesi 

amaçlandı. 

Yöntem: Çalışmaya Orak hücre anemisi hastası (OHA) olan yetişkin yaş grubu 

hastalar (n=35) ve sağlıklı bireyler (n=35) dâhil edildi. Tüm örneklerin hematolojik 

verileri incelendikten sonra hemolizattan süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), 

glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve malondialdehit (MDA) analizi yapıldı. Serum 

örneklerinden Fetuin-A, TNF-Alfa, IL-6, Nitrik Oksit (NO) ve Myeloperoksidaz 

(MPO) çalışıldı.  

Bulgular: Kontrol grubu ile OHA grubu karşılaştırıldığında Fetuin-A (p<0,001), 

TNF-Alfa (p<0,05) ve MDA seviyeleri (p<0,001), OHA grubunda istatistiksel olarak 

yüksek tespit edilirken NO seviyesi düşük tespit edildi (p<0.01). G6PD (p<0,001), 

SOD (p<0,01) ve MPO (p<0.05) enzim aktiviteleri de benzer şekilde OHA grubunda 

kontrole göre yüksek tespit edildi. IL-6, CAT ve GSH-Px sonuçları bakımından 

gruplar arasında farklılık tespit edilmedi.  

Sonuçlar: Fetuin-A‟nın Orak hücre anemili hastalarda yüksek bulunması ve hem 

TNF-Alfa hem de MDA ile pozitif yönlü ilgileşim göstermesi, OHA‟nın 

patofizyolojisinde Fetuin-A‟nın inflamatuvar süreç ve oksidatif stresle yakın ilişkili 

olduğunu göstermektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: Orak Hücre Anemisi, Fetuin-A, İnflamasyon, Oksidatif Stres 
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1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

    Orak Hücre Anemisi (OHA), hemoglobinin tek bir amino asidin moleküler 

bozukluğu sonucu patolojik olarak polimerizasyonu ve sırasıyla eritrositlerde rijidite 

meydana gelmesi, kılcal damarlardaki zayıf kan akımı ve doku iskemisi ile  

karakterize bir hastalıktır (1, 2). Hemoglobinopatiler arasında en sık görülen hastalık 

olup içinde bulunduğumuz bölgeyi kapsayan Güney Anadolu‟da % 0,5 ile % 37 

arasında değişen oranlarda görülmektedir (3). Orak hücre hastalığına bağlı 

komplikasyonlar hastane polikliniklerine sık başvuru nedenleri arasındadır. Bu 

hastaların hastaneye yatış sebepleri arasında en sık akut ağrılı atak şikâyeti 

yatmaktadır (4).  

    Orak hücre hastalığı, otozomal resesif iletilen kalıtsal bir kan hastalığı olup en 

sık görülen hemoglobin sentez bozukluğudur (5). Hastalığın oluşma sebebi globin 

sentezi esnasında zincirin 6. konumundaki glutamin aminoasidinin valin ile yer 

değiştirmesine neden olan nokta mutasyon sonucu gelişen anormal hemoglobin 

sentezidir . Anormal yapılan globin sentezi sonucunda oluşan eritrositler, normal 

şeklini kaybederek orak hücre halini almaktadırlar (6). Eritrositler oraklaşınca küçük 

damarlarda tıkanıklık yaparak organ hasarına ve hastalığın klinik bulgularının 

oluşmasına neden olurlar (7). Hastalığın temel bulguları kronik hemolitik anemi, 

tekrarlayan ağrılı ataklar ve etkilenen organlarda meydana gelen işlev bozukluğudur. 

Hastalarda görülen akut vazo-oklüziv ağrılı krizler bu hastalığa bağlı hastaneye 

başvuruların en sık nedenidir (4, 8).  
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   Yakın zamanda yapılan çalışmalarda, anormal vasküler tonus, aktive adhezif 

endotelyum bulgularını içeren damar fonksiyonunun patofizyolojisinin bağımsız bir 

spektrumu gösterildi (9, 10). Bu vasküler menşeeli anormaliler, nitrik oksitin 

etinliğinde hemoliz ile ilgili defekti, oksidatif stres, iskemi-reperfüzyon hasarı, 

hemostatik aktivasyon, lökositler ve trombositlere dayandırılmaktadır (11). 

OHA‟daki vaskülopati, pulmoner hipertansiyon, felç, bacak ülseri ve priapism 

gelişiminde sorumludur (12, 13). Özellikle de hemolojik durumun ciddiyeti ilişkilidir 

ve diğer tüm hemolitik bozukluklarda da rapor edilmiştir. Bu vaskülopati, OHA 

hastalrında görülen kronik organ disgfonksiyonunda da rol oynuyor olabilir (14). 

   Vazo-oklüziv ağrılı kriz tanısı ile hastaneye başvuran hastalarda etkilenen 

alanda hassasiyet, ödem, ısı artışı gibi yerel bulgularla beraber ateş ve lökositoz 

gibi inflamasyonun sistemik belirtileri de tesbit edilebilir (15, 16). Ağrılı krizler 

sırasında C-reaktif protein, α1-glikoprotein ve transferrin gibi akut faz reaktantları 

belirgin olarak artar (15). Ayrıca inflamatuar sitokinlerden tümör nekrotizan faktör-

alfa (TNF-α), interlökin-1alfa (IL-1α), interlökin-6 (IL-6), interlökin-8 (IL-8), 

histamin ve lökotrien-B4 düzeylerininin arttığı gösterilmiştir (17). Özellikle TNF-α 

ve IL-8‟in orak şeklini almış eritrositlerin damar endoteline yapışmasını artırarak 

kan akımını bozduğu ve iskemik atakların oluşmasına neden olduğu 

düşünülmektedir (13). 

Bu çalışmamızda orak hücre anemili hastaların eritrositlerindeki oksidatif 

stres durumu ve inflamatuvar süreci birlikte değerlendirmek ve aralarındaki ilişkiyi 

göstermek amacıyla orak hücre anemili hasta grubu ve kontrol grubu olarak Orak 

hücre anemisi tanısı konmamış yetişkin grubu bireyler seçilmiş, her iki grupta da 

aynı parametrelerin çalışılması planlanmıştır. Hasta ve kontrol grubunun 

numunelerinde oksidatif stres belirteçleri ve anti oksidan sisteme ait enzimler ile 

birlikte inflamatuvar süreçte göre alan IL-6, TNF-α inflamatuvar süreçte görev alan 

yeni bir marker olan Fetuin-A parametrelerinin ölçülmesi ve orak hücre anemisi 

hastalığının patofizyolojisindeki etkinliklerinlerinin birlikte değerlendirilmesi 

amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Hemoglobinin Yapısı ve Özellikleri  

Hemoglobin, en yüksek oranda eritrositlerde bulunan, 6450Da moleküler 

ağırlığında, kabaca küresel yapıda yaklaşık 5,5 nm çapında tetramer yapıda bir 

proteindir (18). Peptid zincirleri arasındaki etkileşimler ile bir arada tutulan iki çift 

özdeş olmayan polipeptid zinciri ve dört molekül Hem‟den oluşmaktadır (19) (Şekil 

1). Akciğerlerden alınan oksijenin çevre dokulara ulaştırılması ve dokularda üretilen 

CO2‟nin dışarı atılmasını sağlamakla görevlidir.  

 

ġekil 1: Hemoglobinin üç boyutlu yapısı (20) 
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 Tetrapirol yapı düzlemsel bir halka içinde dört α-metenil köprüsü ile 

birbirine bağlanmış dört pirol molekülünden oluşmaktadır (21). Bu düzlemsel 

halkanın merkezinde bir ferruz demir atomu (Fe
+2

) yer alır. Demir, porfirin 

halkasının dört azotuyla bağlanarak hem molekülünün ortasında tutulur (22). Hemin, 

Fe
+2

‟i her biri düzlemsel porfirin halkasının ayrı tarafında olan iki bağ daha yapar 

(Şekil 2). Bu pozisyonlardan biri globin molekülünün bir histidin kalıntısının yan 

zinciri ile olurken, diğeri oksijen bağlamaya uygun olarak bulunur (23, 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 2: Hem‟in ferruz demir oluşturduğu tetrapiral yapı (25) 

İnsanlarda α ve β olmak üzere iki gen kümesi, gelişim sırasında 

hemoglobinlerin sentezini yönetir (26). Yetişkin hemoglobininin yaklaşık %96‟sını 

oluşturan HbA, iki α ve iki β (α2β2) olmak üzere 4 globin zincirinden oluşur. Minör 

erişkin hemoglobini olan HbA2, iki α ve iki δ (α2δ2) zincirinden, fetal hemoglobin 

olan HbF ise iki α ve iki γ (α2γ2) zincirinden oluşur (27). Normal erişkin 

hemoglobinlerindeki α zinciri 141 aminoasit; β, γ, δ zincirleri ise 146 aminoasit 

içermektedir. Embriyonik gelişim sırasında tanımlanan hemoglobinler ise HbGower I 

(δ2 ε2), Hb Gower II (α2 ε2) ve Hb Portland (δ2 γ2)‟dır. Eritropoezin karaciğerde 

başlamasıyla fetal eritrositler oluşur (Şekil 3) (28). 
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ġekil 3:  Globin zincir sentezinin evreleri (29) 

Eritrosit içindeki hemoglobinin kompozisyonu, gebeliğin devrelerine bağlı 

olarak değişkenlik gösterir (28). Hemoglobin kompozisyonundaki bu değişiklik α ve 

β gen kümelerindeki bir dizi aktivasyon ve inaktivasyona bağlı olarak oluşur (30). 

Gebeliğin erken evrelerinde Hb Portland (δ2γ2), Hb Gower I (δ2ε2) ve Hb Gower II 

(α2ε2) baskın olarak tespit edilen embriyonik hemoglobinlerdir. Ancak çok az 

miktarda HbF ve HbA da vardır (31). Gebeliğin 10-11. haftalarında eritropoezin 

karaciğer ve dalakta başlaması ile embriyonik hemoglobinler azalarak kaybolur ve 

HbF (α2γ2) yapımı başlar. HbF, gama zincirinin 136. pozisyonunda Alanin içeren Aγ 

veya Glisin içeren Gγ olmak üzere iki farklı gama zincirine sahiptir. Gγ/Aγ oranı 

doğumda 3/1 iken beş aylıkken 2/3‟e iner (31-33).  
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2.2. Orak Hücre Anemisi 

2.2.1. Tanım 

Orak hücre anemisi (OHA) otozomal resesif kalıtımla geçiş gösteren, birçok 

organ ve sistemi etkileyen kronik ve hemolitik tipte bir anemidir (34). En sık görülen 

hemoglobinopati olan OHA, β globin zincirini kodlayan gende meydana gelen 

mutasyondan kaynaklanmaktadır (35). β globin zincirinin amino (-NH2) ucunda 6. 

pozisyondaki glutaminin valin aminoasidi ile yer değiştirmesiyle; baz düzeyinde 

GAG yerine GTG gelmesiyle oluşur (34-36). Bu mutasyonun sonucu olarak 

oksijensiz HbS polimerize olur ve katı kristal halinde çöker. Sonuçta Şekil 4‟te 

olduğu gibi eritrositler oraklaşırlar (37, 38).  

 

ġekil 4: OHA hastasına ait periferik yayma örneği: (S) Oraklaşmış eritrosit; (Ç.E) Çekirdekli 

eritrosit; (HJC) Grunwald-Giemsa ile boyalı Howell-Jolly Cismi (39) 
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Hemoglobin (Hb), dokulara oksijeni dağıtır ve eritrositlerin içindeki yüksek 

yoğunluğu eritrositin şeklini koruma ve şekil değiştirebilme yeteneğini sağlar (2). β 

zincirlerinden sadece birinde mutasyon olması halinde heterozigot formu, her 

ikisinde mutasyon olması halinde homozigot formu (SS) oluşur (40). Oraklaşmanın 

derecesini bu şekildeki mutant hemoglobinin intrasellüler derişimi ve intrasellüler 

oksijen miktarı belirler. Heterozigot formda eritrosit içi HbS miktarı nispeten az 

olduğundan genellikle ortaklaşmaya bağlı klinik tablo pek görülmez (34, 36). Diğer 

taraftan homozigot formda eritrosit içindeki HbS miktarı daha fazla olduğunda, 

oraklaşma ve oraklaşmanın oluşturduğu klinik tablo esas olarak bu grupta 

görülmektedir (2, 41).  

Tablo 1:  Normal ve OHA‟si hastalarındaki hemoglobin tiplerinin karşılaştırılması (42) 

Fenotip Hemoglobin Tipi Yüzdesi (%) 

Normal Erişkin 

HbA 

HbF 

HbA2 

96-98 

0,5-0,8 

1,5-3,2 

Orak Hücre 

Taşıyıcılığı 

(Heterozigot) 

HbAS 
HbA: 60-65 

HbS: 35-40 

HbF: 2-20 

Orak Hücre Hastalığı 

(Homozigot) 
HbSS 

HbS: 80-90 

HbF: 2-20 

HbA2: 2-4 

HbA: yok 

Fetal hayat boyunca HbF düzeyi yüksektir, doğumdan 6 ay sonra ise HbF 

yerini yavaş yavaş HbS‟e bırakmaya başladığında hastalık kendini belli eder ve 

eritrosit içindeki oranı azalır (35, 40, 43). 

2.2.2. Tarihçe 

Yaklaşık 100 yıl kadar önce, Grenada‟da bir diş hekimi olan James Herrick 

periferik yaymada anormal şekilli eritrositleri gözlemlemiş ve bunu yayınlamıştı. 

Hemolitik anemi ilk komplikasyonu olarak tanımlansa da, Afrika‟da önceki yıllarda 

ağrılı krizlerle tanınmaktaydı. 1936‟lı yıllarda, OHA‟lı hastalarda pulmoner 
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vaskülopatiye eşlik eden kor pulmonare tablosu otopside tespit edildi. Yıllar sonra 

Orak hastası breylerdeki organ disfonksiyonun sebebinin rijit yapıya sahip olan 

eritrositlerin neden olduğu vazo-oklizif krizlerinden kaynaklandığı görüşü hakim 

oldu.  Bu düşünce, 20.yüzyılın sonlarına doğru Mohandas, Hebbel ve Kaul tarafından 

yapılan ve OHA‟da kan damarlarının disfonksiyonunu destekleyen yayınlarla iyice 

kabul gördü. Ballas (1991), Duits ve Schnog, Serjeant (2004) yaptıkları çalışmalarda 

OHA‟daki vaskülopatiyi ve ağrılı krizlerin patofizyolojisini aydınlatmaya çalıştılar 

(5, 44-51). 

 

ġekil 5:  OHA‟da ağrılı kriz ve iskemik doku hasarı oluşum mekanizması (52) 
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Gladwin ve arkadaşları, intravasküler hemolizin hemoglobin ve arginazın 

eritrositlerden plasmaya yerdeğiştirmesine sebep olduğunu ve bunun mortalite ile 

yakın ilişkili olduğunu gösterdiler. Yakın zamanda yapılan çalışmalarla (48, 53-58), 

OHA‟da mortalitenin aydınlatılmasında oksidatif stres ve inflamatuvar sürecin önemi 

üzerinde durulmaktadır (Şekil 5). 

 

 2.2.3. Prevelans ve Coğrafi Dağılım 

Dünyada hemoglobinopati sıklığının % 5 olduğu tahmin edilmektedir (59). 

En sık görülen hemoglobinopati Orak hücre anemisidir. Özellikle Karaipler, Afrika 

zencileri, Akdeniz kökenli kişilerde (Türkiye ve Yunanistan), Hindistan ve 

Ortadoğu‟da sık görülmektedir (60, 61). En yüksek gen frekansına Afrika‟da 

rastlanır. Bu durum, HbS‟nin P.falciparum sıtmasına karşı olan koruyucu etkisine 

yorumlanmaktadır (62). 

 

ġekil 6: HbS allelinin Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tarafından kabul gören dağılım haritası 

(63, 64) 

 



10 

 

 

Ülkemizde yapılan tarama çalışmaları OHA‟nın bazı bölgelerde daha sık 

olduğunu göstermiştir. Sağlık Bakanlığı ve Ulusal Hemoglobinopati Konseyi‟nin 

verilerine göre taşıyıcılığın Adana‟da % 10,0, Antakya‟da % 10,5, Mersin‟de % 13,6, 

Antalya‟da % 2,5, Diyarbakır‟da % 0,5, Muğla‟da % 0,5 sıklıktadır (32). 

 

 2.2.4. Patofizyoloji 

HbS‟in fiziksel yapısındaki değişim eritrositlerin şekil değiştirmesine yol açar 

ve eritrositler uzamış yarımay (orak) şeklini alırlar (65). Bu durum eritrositlerin 

dolaşım akışkanlığını azaltır ve kan akımını yavaşlatır. Orak şeklini alan eritrositler 

hem damar içinde, hem de damar dışında yıkıma uğrar (66). Bu durum eritrositlerin 

kısa ömürlü olmalarının nedenidir ve aneminin şiddetiyle doğrudan ilişkilidir (8). 

Artmış serbest plazma hemoglobin düzeyleri hemolizin yaklaşık 1/3‟ünün damar 

içinde olduğunu düşündürmektedir (8). Damar içi hemolizin bir mekanizması 

hücrelerin kompleman aracılığı ile oluşabilecek yıkıma karşı savunmasız 

bırakılmasıdır. Diğer bir mekanizma ise hücrelerin kırılganlığındaki artışa bağlı 

hemolizin hızlanmasıdır (11, 48).  

Bunun sonucunda özellikle küçük damarlarda tıkanıklık, ağrılı kriz ve organ 

nekrozuna, sonuçta akut ve kronik süreçte doku harabiyetine neden olur. Hücresel 

düzeyde reperfüzyon yaralanmaları, enfeksiyonlar, oksijen basıncında azalma, alkol,  

gebelik, dehidratasyon, damar çapını azaltan durumlar ve inflamatuvar yanıt gibi 

etkenler oraklaşmaya eğilimi artırır (67-70).  
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 2.3. Orak Hücre Anemisi ve Enflamasyon ĠliĢkisi 

Yakın zamandaki gelişmeler Orak hücre anemisinde mikrovasküler yapıda 

meydana gelen geri dönüşümsüz etkileşimlere açıklık getirdi (71). Bu etkileşimler, 

vazomotor tonus ve damar düz kasının endotelyal hücre regülasyonunun daha iyi 

anlaşılması ile dahi iyi gösterilmeye başladı (72). Endotel hücresinin Nitrik oksidin 

(NO) regüle ekspresyonu üzerinden vasküler düz kasın kontraktil durumunun anahtar 

bir düzenleyicisi olduğu gösterildi (73). 

Orak hücre anemisi sistemik kronik bir enflamasyon durumuna sahiptir (48). 

Yeni çalışmalar, sitokin üretimi ve adhezyon moleküllerinin ekspresyonu gibi 

inflamatuvar olayların Orak hücre krizinin patogenezinde rol oynayabileceğini 

gösterdi (74). OHA‟da mortalite ve morbiditenin işareti olan lökositoz gibi bir dizi 

klinik tablonun eşlik ettiği ilişkili birçok inflamatuvar durum mevcuttur (75). Ana 

etken olarak sürekli tekrarlayan vazo-okluzif kriz ve doku iskemisi OHA‟da sürekli 

bir enflamatuvar yanıt oluşmasını indüklemektedir (74). Sürekli olarak reaktif 

oksijen radikallerinin üretimi, inflamasyonun oluşumda önemli rol oynar ve birçok 

kronik inflamatuvar hastağın patofizyolojisinde etkilidir (76).  

ROS, sadece patojenleri öldürmekle kalmaz, aynı zamanda da enflamatuvar 

mediyatörlerin aktivasyonu, adezyon moleküllerinin ekspresyonu ve endotel hasarı 

gibi enflamatuvar olayları da indükler (76).  Kronik enflamatuvar durum, OHA 

hastalarında sadece kriz hallerinde değil aynı zamanda stabil haldeyken de mevcuttur 

(77). Enflamatuvar yanıtın oluşmasında önemli bir faktör endoteli geçip yaralı 

dokunun etkilenen alanlarına göç eden ve aşırı ROS üretiminde katkısı bulunan 

lökositlerdir (54). Şekil 7‟deki şemada OHA‟da artmış lökosit adhezyonuna sebep 

olan enflamatuvar olaylar gösterilmiştir (77). 
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ġekil 7: Orak Hücre Anemisinde vasküler inflamasyon (78). PMN, polimorf nükleer 

lökositler; IL-1, interlökin-1; IL-6, interlökin-6; IL-8, interlökin-8; TNF-α, Tümör Nekroz 

Faktör-Alfa; PGSL-1, P-selektin glikoprotein ligand-1; Fc, Yüksek Afiniteli Fc gama 

reseptör; ICAM-1, interselüler adhezyon molekül-1. 

Lökositlerin kan akımından vasküler endotele olan migrasyonu, doku 

makrofajlarından salglanan ve OHA‟da yüksek tespit edilen interlökin-1 (IL-1), IL-6, 

IL-8 ve Tumör Nekroz Faktör-alpha (TNF-α) gibi proinflamatuvar uyarıcı sitokinler 

tarafından sağlanır (79, 80). OHA‟da, dolaşımdaki uyarılmamış monositlerin sağlıklı 

kişilere göre daha fazla TNF-alfa ve IL-1 üretmektedirler (81). Interleukin-1 ve TNF-

α, damar endotelini aktive ederek endotel markerları, E-selectin, P- selectin, VCAM-

1 ve ICAM-1 seviyelerini arttırırlar (82). Interlökin-1, TNF-α ve IL-6 ayrıca 

hepatositleri aktive ederek akut faz proteinleri olan ve OHA hastalarınada yüksek 

tespit edilen alpha-1-antitrypsin, seruloplasmin, alfa 2-makroglobulin ve CRP‟nin 

sentezini arttırır  (83). Bunun sonuncunda, OHA hastalarında normalden farklı olarak 

sürekli bir inflamatuvar yanıt oluşması söz konusudur. 
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Reaktif oksijen radikallerinin üretimi, inflamasyonun oluşumda önemli rol 

oynar ve birçok kronik inflamatuvar hastağın patofizyolojisinde etkilidir (76). ROS, 

sadece patojenleri öldürmekle kalmaz, aynı zamanda da enflamatuvar mediyatörlerin 

aktvasyonu, adezyon moleküllerinin ekspresyonu ve endotel hasarı gibi enflamatuvar 

olayları da indükler (76).  Kronik enflamatuvar durum, OHA hastalarında sadece kriz 

hallerinde değil aynı zamanda stabil haldeyken de mevcuttur (77).  

 

Hangi konsantrasyonlarda yaptığı bilinmemekle birlikte, plasmada artan Hem 

miktarının endotelde ve eritrositlerde enflamatuvar adezyon moleküllerinin 

ekspresyonunu arttırdığı ve böylece vasküler geçirgenliği, lökositlerin girişini (84) ve 

ROS üretimini arttırdığı yakın zamanda gösterildi (77, 82). Kaul ve arkadaşları 

tarafından transgenik farelerde yapılan deneyde hipoksi sonrası tekrar oksijenasyon 

sonrası meydana gelmesiyle ortaya çıkan inflamatuvar yanıt ve artmış adezyon 

molekülleri ve lökosit sayıları görüldü (50).  

 

 2.3.1. Fetuin-A 

Fetuin A (Alpha-2-Heremans Schmid Glycoprotein, AHSG), fetal gelişim 

esnasında birçok dokudan üretilmesine rağmen erişkin dönemde karaciğerden 

sentezlenen 59 kDa glikoproteindir (85, 86). Sistein proteaz inhibitörlerinden sistatin 

süper ailesinin bir üyesidir. Fetuin A serum elektroforezinde geniş a-2 bandı 

oluşturur (87). Normal serum konsantrasyonu 0,5-1 g/L‟dir ve inflamasyonda düzeyi 

azalır. Serum fetuin A ile CRP arasında ters ilişki rapor edilmiştir (87). Hemodiyaliz 

hastalarında düşük fetuin A düzeyleri, yüksek kardiyovasküler hastalık ve artmış 

mortalite ile ilişkilidir (88). Asıl rolü Ca-Pi çökmesinin inhibisyonudur. İn vitro 

osteoblast kültürlerinde apatit oluşmasını inhibe ettiği gösterilmiştir (89). Ek olarak, 

makrofajlar aracılığıyla apopitotik cisimciklerin fagositozunu düzenleyerek 

antiinflamatuvar etki gösterir (86, 87).  

Akut inflamasyonda Albümin ile birlikte serum seviyelerinin azaldığı 

düşünülerek negatif akut faz reaktanı olduğu öne sürülmüştür. Lebreton ve 

arkadaşları (90), fetuin-A konsantrasyonunun inflamasyon ve travma boyunca 
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azaldığını göstermişlerdir. Wang ve arkadaşları (91), katyonik bir molekül olan 

sperminden kaynaklanan anti-enflamatuvar olayları araştırırken, tesadüfen düşük 

serum seviyesinde kültür yapılınca, makrofajların spermine olan ilgisinin azaldığını 

gördüler. Sonuçta, spreminin TNF inhibisyonu için Fetuin-A‟ya ihtiyaç duyduğunu 

ve seruma aç olan bu makrofajların aslında Fetuin-A‟dan mahrum kaldığını fark 

ettiler (91). Sperminin TNF‟yi etkilemesi sonucu olan immunsupresyon olayının 

Fetuin-A olan alakası, ortama yüksek saflıkta Fetuin-A veya Fetuin-A antikoru 

eklenerek doğrulandı (91). Dziegielewska ve arkadaşları yapılan bir çalışmada 

yüksek konsantrasyonlarda Fetuin-A uygulamasının, endotoksin kaynaklı IL-1 ve 

nitrik oksit salınımını ortadan kaldırdığını gösterdi (92).  

Akut alkolik hepatit, akut toksik hepatit, kronik otoimmun hepatit, yağlı 

karaciğer, alkolik ve primer bilyer siroz, hepatoselüler kanserde düzeyi azalır  (93). 

Fetuin-A seviyesinin proinflamatuvar sitokinler olan IL-1, IL-6 ve TNF-α kan 

düzeyleri ile ters yönlü ilişkili olduğunu gösterilmiştir (94). Ketteler ve arkadaşları 

(95), stabil hemodiyalize giren kronik renal yetmezlikli hastalarda düşük saptanan 

fetuin-A düzeyinin, bir inflamasyon göstergesi olan CRP düzeyi ile zıt ilişkili 

olduğunu saptamışlardır. 

Yapılan çalışmalarda Fetuin-A seviyelerinin, pankreatit (96), kronik böbrek 

hastalıkları (89, 97), romatoid artrit (97) gibi kronik inflamatuvar hastalıklarda %20 

ile %30 arasında azaldığı gösterildi. Bu hastalardaki Fetuin-A seviyeleri IL-6 gibi 

enflamatuvar sitokinlerle ters bir korelasyon göstermediği (96); fakat mortalite 

oranları ile direk ilişki gösterdiği tespit edildi (89, 97). Bütün bu bilgilerin ışığında 

Fetuin-A negatif akut faz reaktanı olarak değerlendirilmektedir.  

Fetuin gen ablasyonunun yapıldığı farelerde doğuştan kalsifikasyona 

yatkınlık oluşmakta ve bunlar da böbrek, testisler, deri, kalp ve damarlarda ölümcül 

kalsifikasyonlar oluşmaktadır (86). Fetuin-A, tip II TGF-β reseptörleri ve insülin 

reseptör tirozin kinazları ile yapısal benzerlik göstermektedir (98). Bundan dolayı 

TGF-β veya insülin sinyal yolaklarının inhibitörü olduğu kabul edilmektedir (99). 

TGF-β1‟e bağlandıktan sonra TGF-β‟nın kendi reseptörüne bağlanmasını önler. 

Böylece TGF-β1 ilişkili anti-proliferatif etkileri antagonize eder (98, 99). Benzer 

şekilde, insülin reseptörüne de bağlanabilir ve tirozin kinazaı inaktive eder (100). Bu 
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neden bazı tip 2 diabetli hastalarda insülin direncinin yüksek Fetuin-A seviyesiyle 

ilişkili olduğunu bir nebze de olsa açıklamaktadır (101).  

Fetuin-A, sialik asit kalıntılarını kesip atan iki N-bağlı ve üç O-bağlı 

oligosakkarit taşıyan bir glikoproteindir ve katyonik kalsiyum iyonuna bağlanabilir. 

Fetuin-A bu sebepten yumuşak dokudaki patolojik mineralizasyon veya 

kalsifikasyonunun endojen inhibitörü olarak bilinir (102-104). Fetuin-A özellikle 

kalsiyum ve fosfatla protein-mineral kolloidleri oluşturur. Bu sayede patolojik 

durumlarda ortaya çıkabilecek diğer türlü kontrolsüz kalsifiaksyonları önler (103, 

105-107).  

Fetuin-A‟nın kardiyomiyositlerde ve beyinde iskemiye karşı koruyucu olduğu 

gösterilmiştir (95, 108). Düşük fetuin-A konsantrasyonu, miyokardiyal fonksiyonlar 

üzerine direkt kötüleştirici etkiye sahiptir (108). Merx ve arkadaşları (109), fetuin-A 

yoksun farelerin kalplerinde katekolamin rezistansının olduğunu ve iskemi toleransı 

ile diyastolik fonksiyonların bozulduğunu bildirmişlerdir. 

Fetuin-A molekülü gerek dolaşım gerekse vasküler patolojileri ilgilendiren 

durumlarda karşımıza önemli bir marker olarak çıkmaktadır. Hemoglobinopatilerde 

inflamasyon ilgili çalışma yapılmasına karşın, Fetuin-A‟nın hemoglobinopatilerin 

inflamatuvar proçesi ile ilgili patofizyolojisinin aydınlatılmasında mevcut bir çalışma 

bulunmamaktadır. 

 

 2.3.2. Tümör Nekroz Faktör (TNF-a) ve Ġnterlökin-6 (IL-6)  

TNF ve IL-6, proinflamatuvar moleküller olup endotel ve lökosit 

aktivasyonu, makrofaj situmilasyonu, lökosit yüzey moleküllerinin ve endotel 

reseptörlerinin aktivasyonu, lökosit kemotaksisi ve iyileşmesinde görev alırlar (110). 

Yakın zamanda yapılan bir çalışmada OHAS hastalarında hem stabil 

durumda hem de kriz durumunda dolaşımdaki TNF ve IL-6 seviyeleri 

yüksek tespit edilmiştir (75). Bu iki önemli inflamatuvar molekül yüksek 

olasılıkla vasküler seviyedeki oklüzyon olaylarındaki kompleks mekanizmalara 

dahildirler (94).   
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Endotel aktivasyonu için ortamda tümor nekroz faktör-α (TNF-α), interlökin-

1β (IL-1β) and C-reaktif protein (CRP) gibi inflamatuvar mediatörlerin bulunması 

gerekmektedir (111). Potent bir vazokonstruktor ajan olan Endotelin-1 (ET-1) de 

adhezyon molekül ekspresyonu gibi endotelyal değişiklikleri uyarmaktadır (112). 

HbS‟li eritrositlerin (SS RBC) endotel hücresiyle direk teması bilinmeyen bir 

mekanizma ile endotel aktivasyona neden olmaktadır (Şekil 8). Hemoliz sonucu 

eritrositi terk eden Hem‟in de endotel hücresi üzerinde yıkıcı ve aktive edici etkileri 

vardır (113). Hemoliz ve reaktif oksijen ürünleri (ROS), nitrik oksit (NO) parçalayıcı 

sisteme katkıda bulunurlar (78). Bunun neticesinde azalan nitrik oksit biyoetkinliği, 

ET-1 üretimini ve adezyon molekül ekspresyonunu uyarmaktadır (114-116).  

Hipoksi, vasküler sistemde ROS oluşumuna neden olması yanında, HIF-1‟in 

(hipoksi-indükleyici faktör-1) aktivitesini de indükler  (114). Ayrıca ACE‟in 

(Anjiotensin Dönüştürücü Enzim) salınımını arttırır. ROS, membranda lipit 

peroksidasyonuna sebebiyet verir ve endotel hücresi üzerinde güçlü aktive edici güce 

sahiptir (47). ROS üretimi, eNOS ayrışması ve daha ileri seviyede süperoksit 

üretimine sebeiyet veren azalmış BH4 seviyeleri ve endotelyal ksantin oksidaz 

aktivasyonuna bağlı olarak endotel hücresi tarafından arttırılır (47, 78).  

Nükleer Faktör KB (NFKB) gibi transkripsiyon faktörleri aktive olmuş 

endotel tarafından indüklenirler (117, 118). Bu faktörler, adezyon molekülleririnin 

ekspresyonunu arttırmasının yanı sıra sitokinler, lökotrienler, vazokonstruktör 

ajanları gibi inflamatuvar medyatörler ile Willebrand faktör (vWF), platelet aktive 

edici faktör (PAF) ve doku faktörü (TF) gibi koagülan faktörlerininin üretimini 

arttırır (119, 120). E-selectin, P-selectin, VCAM-1, ICAM-1 ve fosfatidilserin (PS) 

reseptörleri gibi adhezyon moleküllerinin endotelden salınması sonucunda eritrosit 

ve löksitler endotele hücum ederler (74, 118). Bu moleküllerin çoğu, Şekil 8‟teki 

gösterildiği üzere OHA‟da karakteristik olarak görülen kronik inflamatuvar duruma 

neden olan endotel aktivasyonunun sürmesini sağlarlar (75).  
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ġekil 8: Endotel hücre aktivasyonun OHA‟nın patofizyolojisine etkisi; endotel aktivasyonu 

ve sonrasında endotel hücrede meydana gelen değişiklikler 

 

Nitekim hücre etkileşim ve aktivasyonundaki sapmalar, inflmatuvar ve 

oksidan profilin varlığı, genetik altyapı ve çevresel faktörler sürekli vasküler 

olayların meydana gelmesi ile sonuçlanır (71). OHA‟da sitokin dengesindeki 

değişiklik klinik olayların ortaya çıkmasında kritik öneme sahiptir (81). 
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2.4. Orak Hücre Anemisi ve Oksidatif Stres ĠliĢkisi 

Orak hücre anemisi ile ilgili çalışmalarda, vitamins A, C and E, selenyum and 

glutatyon peroksidaz gibi anti-oksidan etkili moleküller düşük tespit edildi (121). 

Hebbel ve arkadaşları (122), yaptıkları çalışmada HbS‟in oksijen varlığında HbA‟ya 

oranla yüksek miktarda otooksidasyona uğradığını gösterdiler. Buna bağlı olarak bu 

hastaların eritrositlerinde normal bireylere göre daha yüksek oranda süperoksit ve 

hidroksil radikali tespit edildi (123).  

Transgenik fare modellerinde yapılan çalışmalarda (124, 125), hipoksik krizi 

uyarmak amacıyla yapılan sistemik hipoksik/oksijenasyon uygulamasıyla 

postkapiller venüllerin endotel hücrelerinde ROS formasyonu oluştuğu tespit edildi. 

Orak hücre anemili farelerin pulmoner arteriollerinde artmış XO aktivitesi ve lipid 

peroksidasyon belirteci olan 8-isoprostan‟ın biriktiği görüldü (121). Bu deneklerde 

SOD, Katalaz ve GSH-Px gibi anti-oksidan enzimlerin ve ROS üretimini azaltan 

allopurinol gibi maddelerin azalmasının, arterioler dilatasyonu ve lökosit adezyonunu 

bozduğu gözlemlendi (51). Ayrıca, oksidanlara duyarlı transkripsiyon faktörü 

NFKB‟in aktive olduğu ve suldfazalin ile bu aktivasyon ortadan kaldırıldığında 

endotelyal ROS‟un da azaldığı tespit edildi (126, 127).  

Orak hücre anemisinde dolaşımda yüksek sayıda bulanan ve süperosit 

salınımını ikiye katlayan lökositler, bu hastalıkta üretilen ROS‟un potansiyel 

kaynağını teşğil ederler (128). Lökosit kaynaklı ROS‟un enfeksiyonla ortaya çıkan 

hemolize olan katkıları ve hidroksiüre tedavisiının görülen anti-oksidan etkileri 

gösterdi ki lökositler de oraklı eritrositlerde olduğu gibi hem L-selectin hedefi hem 

de lipid peroksidasyonunu kaynağı gibi çalışabilir (129-131). Lökositlerdeki en büyük 

süperoksit üretici enzim olan NADPH oksidaz, Orak hücre anemsi için en önemli ROS 

üretim kaynağıdır (130).  
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Orak hücre anemisinde görülen hiperhomosisteinemi tablosu da ROS 

üretimine katkıda bulunmaktadır. Nitrik oksit sentazın (NOS) substratı olan L-

arjininin ile yarışmaya giren ADMA (asimetrik dimetil arjinin)‟nın oluşmunu 

destekleyerek ROS üretimini arttırır. L-arjinin yokluğunda, NOS kopmuş (uncoupled) 

hale gelir ve nitrik oksit yerine tercihen süperoksit üretir (132). 

Sonuç olarak Oraklı eritrositlere bağlı artmış oksidatif stres, lipid 

peroksidasyonu ile başlayıp eritrositlerin lizisi ile sonuçlanan otokrin ve parakrin 

etkilere neden olmaktadır (51, 133). Oraklı eritrositler ROS üretiminin bir sonu 

olarak membran rijiditesine ve mekanik stabilet bozukluğuna karşı aşırı yatkınlık 

gösterirler. Bu hastalarda ekstrasellüler üretilen süperoksite bağlı eritrosit ve 

lökositlerde artmış adhezyon yatkınlığı; artan ROS sinyalizasyon mekanizmasına 

bağlı olarak aktive endotele aşırı platelet bağlanması görülmektedir (128). Nitrik 

oksitin inaktivasyonuna bağlı olarak vasküler endotel dilatasyonunda bozulma 

görülmektedir (134). Bu durumun ROS‟a bağlı olduğunu göstermek için yapılan 

deneyde SOD verildiğinde vazodilatasyonun düzeldiği gözlenmiştir (134).   

 

2.4.1. Oksidatif Stres 

Oksijen canlılar için hayati önemi olan bir moleküldür ve hücrede enerji 

üretim süreçlerinde kullanılır (135, 136). Serbest oksijen radikalleri enerji üretim 

süreçlerinin doğal bir yan ürünü olup yüksek düzeyde reaktif ve potansiyel olarak 

zararlı maddelerdir (135). Serbest radikaller hücrelerimizde DNA‟ya, proteinlere ve 

lipitlere saldırarak zarar verir (136). Serbest radikallerin zararlı etkilerinden 

korunmak için hücreler bunları nötralize eden antioksidanlar üretmektedir (137).  

Organizmada serbest radikallerin oluşum hızı ile bunların ortadan kaldırılma 

hızı bir denge içerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandırılır (137). Bu 

denge, hücreyi serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korunur. Eğer bu denge 

serbest radikaller lehine bozulursa hücrede serbest radikallerin miktarı artar (137). 

Serbest radikallerin hücrede artışı ve hücre fonksiyonları üzerinde yaptıkları olumsuz 

etkiye „oksidatif stres‟ denir (137). Birçok metabolik ve sistemik hastalığın 

etiyolojisinde oksidatif stresin önemli bir rol oynadığı gösterilmiştir (138-150). 
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 2.4.2. Serbest Radikaller 

Serbest radikaller bir veya daha fazla eşleşmemiş elektrona sahip, kısa 

ömürlü, kararsız, molekül ağırlığı düşük ve çok etkin moleküller olarak tanımlanır 

(151). Serbest radikaller hidroksil, süperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri 

gibi değişik kimyasal yapılara sahiptir (151). Biyolojik sistemlerdeki en önemli 

serbest radikaller, oksijenden oluşan radikallerdir (152). Oksijen, süperoksit grubuna 

bazı demir-kükürt içeren yükseltgenme-indirgenme enzimleri ve şavoproteinlerin 

etkisiyle indirgenir (153). Son derece etkin olan ve hücre hasarına yol açan 

süperoksit grubu, bakırlı bir enzim olan süperoksit dismutaz (SOD) aracılığında 

hidrojen peroksit (H2O2) ve oksijene çevrilir (154). Süperoksit grubundan daha zayıf 

etkili olan H2O2, dokularda bulunan katalaz, peroksidaz ve glutatyon peroksidaz 

(GPx)  gibi enzimlerle su ve oksijen gibi daha zayıf etkili ürünlere dönüştürülerek 

etkisiz hale getirilir (155). Dietilditiyokarbamat gibi süperoksit dismutazın etkinliğini 

engelleyen maddeler, süperoksit gruplarının zararsız hale getirilmesini 

sınırlandırırken, lipit peroksidasyonu hızlandırırlar (154). 

 

Tablo 2: Biyolojik sistemde sık görülen serbest radikaller ve özellikleri (156) 

Hidrojen Radikali H
-
 Bilinen en basit radikal 

Süperoksit Radikali O2 Oksijen metabolizmasının ilk ana ürünü 

Hidroksil Radikali OH
-
 En toksik oksijen metaboliti 

Singlet Oksijen 
1
O. Yarılanma ömrü kısa, güçlü oksidatif yapı 

Hidrojen Peroksit H2O2 Düşük Reaktivite, zayıf hasar yeteneği  

Perhidroksi Radikal HO2
-
 Lipidlerde hızlı çözünüp peroks. arttırır 

Peroksil Radikali ROO- Perhidroksile oranla zayıf, lipide lokalize 

Triklorometil CCl3
.
 CCl4 metabolizma ürünü, K.C.‟de üretilir 

Thyl Radikali  RS
-
 Sülfürlü ve çiftlenmemiş elektron içerir 

Alkoksil RO
-
 Organik peroksitlerin yıkını ile üretilir 

Nitrojen Oksit  NO L-arjinin aminoasitinden in vivo üretilir 

Nitrojen Dioksit NO2 NO‟in oksijen ile reaksyonundan üretilir 
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Serbest radikallerin atomlarında elektronlar orbital adı verilen uzaysal 

bölgede çiftler halinde bulunurlar (157). Atomlar arasında etkileşim ile bağlar 

meydana gelmekte ve moleküler yapı oluşmaktadır. Serbest radikal, atomik ya da 

moleküler yapılarda çiftleşmemiş tek elektron bölümleri olduklarından başka 

moleküller ile çok kolayca elektron alışverişine girerler (157). 

 

2.4.3. Hücreler Üzerine Etkileri 

 Serbest radikaller, orbital yapısına göre kararsız olan moleküllerdir (151). 

Hücreye mekanizma ve yapıtaşları üzerinden zarar vermektedir. Bunlardan birincisi 

membran lipitlerinin peroksidasyonudur (LPO) (158, 159). Serbest radikaller, hücre 

membranının istikrarını ortadan kaldırarak,  hızlı bir şekilde hücre ve doku 

bozulmalarına neden olurlar (151). Oluşan hasar sonucunda membranın yapısı ve 

fonksiyonları büyük ölçüde bozulur. Poliunsature yağ asitlerinde (PUFA) oluşan 

oksidatif hasar LPO olarak bilinmektedir (160), (161). 

 

ġekil 9: Lipit peroksidasyonu ve parçalanma ürünleri 
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   Lipid molekülünde iki doymamış bağ arasında yerleşmiş olan bir metilen 

grubundan bir hidrojen atomunun çıkarılması ile başlayan kompleks olay LPO‟dur 

(159). LPO bir kez oluştuktan sonra hücrede kendi kendine devam eden zincir 

tepkimeler başlar. LPO sonucu oluşan lipid peroksil radikalleri (LOO.) bir sonraki 

PUFA‟yı okside eder ve yeni zincirleme tepkimeleri başlatırlar (162). Devam eden 

tepkimeler sonucunda hidroperoksitler (LOOH) ve bunların da devam eden 

parçalanması ile daha şiddetli radikal özelliği olan türlere özellikle de rölatif olarak 

daha kararlı hal alan MDA‟ya dönüşürler. Dokuda MDA seviyesinin artması o 

dokuda serbest oksijen radikallerinin arttığını gösterir (163). MDA oluştuğu ortamda 

diffüze olarak ya hücrenin dış ortamına ya da iç kısmına gidip hasar oluşturabilir. 

Hücre içine girince birçok yapı için zararlı etki gösterir (164-166). 

   Radikallerin diğer bir zararlı etkisi proteinler üzerinedir. Proteinler serbest 

radikallere karşı poliansatüre yağ asitlerinden (PUFA) daha az hassastırlar (167, 

168). Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi aminoasit 

kompozisyonlarına bağlıdır (167, 168). Doymamış bağ ve kükürt içeren triptofan, 

tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler 

serbest radikallerden kolaylıkla etkilenirler (169). Glutatyon (GSH) gibi tiyollerin 

(R-SH) oksidasyonu, tiyol ve oksijen radikallerinin oluşumuna neden olur. Bunlar 

sülfür merkezli radikallerdir (RSH) ve proteinlerdeki homolitik fisyon (sülfürlerin 

karşılıklı bağlanması) reaksiyonları disülfit bağını oluşturur. Böylece proteinlerin 

yapısını bozarak vücuttaki metabolik aktivitelerini engeller (170, 171). 

Serbest radikallerin etkileri sonunda, yapılarında fazla sayıda disülfit bağı 

bulunan immünoglobülin G (lgG) ve albümin gibi proteinlerin tersiyer yapıları 

bozulur, normal fonksiyonlarını yerine getiremezler (172, 173). Prolin ve lizin reaktif 

oksijen türleri (ROS) üreten reaksiyonlara maruz kaldıklarında nonenzimatik 

hidroksilasyona uğrayabilirler (113). Hemoglobin gibi hem proteinleri de serbest 

radikallerden önemli oranda zarar görürler (114, 174-176). Özellikle hemoglobinin 

süperoksit radikali veya hidrojen peroksitle reaksiyonu methemoglobin oluşumuna 

neden olur. Enzimler protein yapısında olduklarından enzim aktivitelerinde de 

değişiklik meydana gelir (177). 
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Radikallerin karbonhidratları etkilemesi sonucu, monosakkaritlerin 

otooksidasyonu ile H2O2 peroksitler ve okzoaldehitler oluşabilir. Okzalaldehitler 

DNA, ribonükleik asit (RNA) ve proteinlere bağlanarak antimitotik etki göstererek 

kanser ve yaşlanma olaylarında rol oynarlar (174-176). 

Serbest oksijen radikallerinin en önemli hasarı ise DNA hasarı yaparak 

meydana getirir (178). DNA molekülü yeniden sentezlenemeyen ancak 

kopyalanabilen bir molekül olduğundan DNA modifikasyonları mutasyonlara ve 

genetik bozukluklara neden olmaktadır (179, 180). Proteinler, DNA tamir enzimleri 

ve DNA polimerazlar serbest oksijen radikallerinin major hedefleri arasındadır. DNA 

molekülü serbest radikaller için önemli bir hedeftir ve kolaylıkla hasara uğratılır 

(179, 180). DNA molekülü hasarı sonucu kronik inflamasyon, enfeksiyon, yaşlanma, 

karsinogenezis, nörodejeneratif ve kardiyovasküler hastalıklar gibi çeşitli 

patolojilerin görüldüğü bilinmektedir (181-184). Radikaller, protein yapısındaki 

enzimlerin aktivitelerini değiştirir, membran transporter proteinlerini ve reseptör 

etkileşimlerini bozar (185). 

 2.4.4. Reaktif Oksijen Türleri 

  Oksijen metabolizması ara ürünleri olan oksijen türleri, brom ve klor gibi tek 

atomlu yapılar, sodyum ve potasyum gibi alkali metal atomları, bir orbitalinde tek 

elektron bulunduran NO, NO2 gibi atom bileşikleri; oksijen radikalleri olarak 

bilinmektedir (186). İntoksikasyon, hemoraji, iskemi, radyoaktivite durumlarında 

mitokondride aerobik oksidatif fosforilasyon dengesi bozulur. Elektron taşıma 

sisteminden elektron kaçakları meydana gelir (187). 

  

Süperoksit Radikali  

Canlılarda oluştuğu ilk gösterilen radikal olan süperoksittir. Canlılarda tek bir 

elektronun transfer yoluyla oksijene verilip oksijenin tek değerlikli indirgenmesi ile 

O2
-  

oluşmaktadır (137). 
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 Süperoksit radikali başlıca şu mekanizmalarla üretilmektedir: 

    1. Indirgeyici özellikteki biyomoleküller oksijene tek elektron verip kendileri 

oksitlenirlerken süperoksit radikali oluşur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller, 

katekolaminler, ferrodoksinler, indirgenmiş nükleotidler ve indirgenmiş geçiş 

metallerinin otooksidasyonu gibi yüzlerce biyolojik molekül aerobik ortamda 

oksitlenirken süperoksit yapımına neden olurlar (137, 178). 

    2. Enzimin katalitik etkisiyle süperoksit radikali bir ürün olarak oluşabilir. 

    3. Mitokondrideki enerji metabolizması sırasında oksijen kullanılırken, 

tüketilen oksijenin % 1-5 kadarı süperoksit yapımı ile sonlanır. Buradaki radikal 

yapımının nedeni nikotinamid adenin dinükleotid dehidrogenaz (NADH) ve koenzim 

Q gibi elektron taşıyıcılardan oksijene elektron kaçağının olmasıdır (188, 189). 

     4. Aktive edilen fagositik lökositler bol miktarda süperoksit üreterek fagozom 

içine ve bulundukları ortama verirler. Antibakteriyel etki için gerekli olan bu radikal 

yapımı, daha reaktif türlerin oluşumunu da başlatır (190, 191). 

 Hidrojen Peroksit 

Oksijenin 2 elektronla redüklenmesi veya O2.-‟nin dismutasyonu ile H2O2 

meydana gelir (192). Bu reaksiyon, radikal olmayan ürünler meydana geldiğinden 

dismutasyon reaksiyonu olarak bilinir. Spontan olarak gerçekleşir veya SOD 

(süperoksit dismutaz) enzimi tarafından katalizlenir. Spontan dismutasyon pH 4.8‟de 

en hızlıdır, enzimatik dismutasyon ise spontan dismutasyonun nispeten yavaş olduğu 

nötral ya da alkali pH‟da daha belirgindir (193-198). 

 

Hidrojen peroksit serbest radikal olmadığı halde „„ROS‟‟ kapsamına girer ve 

serbest radikal biyokimyasında önemli bir rol oynar. Belirtilen potansiyel oksitleyici 

özelliği nedeniyle biyolojik sistemlerde oluşan H2O2‟nin derhal ortamdan 

uzaklaştırılması gerekir. Bu görevi hücrelerdeki önemli antioksidan enzimler olan 

katalaz ve peroksidaz enzimleri yerine getirirler (199-202).  
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H2O2, Fe
2+

 veya diğer geçiş metallerinin varlığında Fenton reaksiyonu sonucu 

süperoksit radikalinin (O2.
-
) varlığında Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve 

zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalini (OH
.
) oluşturur (203-

205). 

 Hidroksil Radikali  

Hidroksil radikali, „„Fenton reaksiyonu‟‟ ve „„Haber-Weiss reaksiyonu‟‟ 

sonucu hidrojen peroksitten oluşmaktadır (204). Hidroksil radikali son derece reaktif 

bir oksidan radikalidir ve tüm biyolojik moleküllerle reaksiyona girebilir. Yarılanma 

ömrü çok kısadır (206). Hızlı üretilip hızlıca ortamdan uzaklaştırılır. Buna karşın 

meydana getirdiği yıkıcı hasar büyüktür (206). Biyolojik sistemlerin tanıdığı en 

reaktif tür olan OH‟, su dâhil ortamda rastladığı her biyomolekülle diffüzyon limiti 

hızı ile tepkimeye girer (203-205). 

Her tür biyolojik molekül hidroksil radikalinin bir hedefi ise de, özellikle 

elektronca zengin bileşikler seçilen tercihli hedeflerdir (207, 208). Nükleik asitler, 

proteinler ve lipidler de başlatılan radikalik tepkimelerde binlerce farklı ara ürünler 

oluşturabilir. Deoksiribonükleik asit (DNA) ile tepkimesi sonucu baz 

modifikasyonları, baz delesyonları, zincir kırılmaları gerçekleşebilir; ileri derecedeki 

DNA hasarları tamir edilemediğinden hücre ölümüne neden olur. Proteinler üzerinde 

oluşan oksidasyonlar, yapı değişimine neden olacağından proteinler proteolitik 

yıkıma götürülür (209-217). Hücre zarı su içermediğinden hidroksil radikalinin 

(OH‟) başlıca hedefi yağ asitleridir. Zar lipidlerinin peroksidasyonu zarın yapısını 

bozar ve geçirgenliğini arttırıp hücre ölümüne neden olabilir (53, 160, 206). 

Bütün bu etkiler ne kadar hidroksil radikali üretildiğine bağlıdır ve gerek 

H2O2‟den gerekse de organik peroksitlerden (ROOH), hidroksil radikali (OH‟)  

yapımı ortamdaki serbest metal iyonları tarafından katalizlenir (118, 155, 171). 
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 Singlet Oksijen Atomu 

Dış yörüngede eşlenmemiş bir elektronu bulunmadığından serbest radikal 

olarak kabul edilmemektedir. Fakat serbest radikal reaksiyonlarını başlattıklarından 

serbest radikal sınıfına dâhil edilmiştir (157, 218). 

Singlet oksijen (O2), oksijen elektronlarından birinin dışarıdan enerji alması 

sonucu kendi dönüş yönünün tersi yönde olan farklı bir yörüngeye yer değiştirmesi 

neticesi oluşabileceği gibi, süperoksit radikalinin dismutasyonu ve hidrojen 

peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da oluşabilir (219-221). Vücutta deri 

ve retina gibi gün ışığına maruz kalan bölgelerde sıkça oluştuğu tespit edilmiştir 

(222, 223). 

 2.4.5. Reaktif Nitrojen Türleri (RNS) 

Nitrik oksit, yüksek yapılı canlılarda amaçlı olarak ve çok önemli biyolojik 

fonksiyonları yerine getirmek üzere üretilen nitrojen merkezli bir radikaldir (224). 

Lipofilik özellikte olup, oksijensiz ortamda oldukça stabildir (225). Düşük 

konsantrasyonlarda iken, ortamda oksijen varlığında dahi stabilitesini koruyabilir 

(226). Diğer radikallerden farklı olarak düşük dozlarda toksik değildir ve çok önemli 

fizyolojik işlevleri gerçekleştirir (227). NO bir atom azot ile bir atom oksijenin 

çiftleşmemiş elektron vererek birleşmesinden meydana gelmiştir ve bu yüzden 

radikal tanımına uymaktadır (225-227). 

 Bu lipofilik serbest radikal damar endotel hücrelerinde Nitrik Oksit Sentaz 

(NOS) enzimi aracılığıyla L-arjininden sentezlenir (228, 229). NOS‟ın birçok 

izoformu tanımlanmıştır. Oksijen radikalleri çok sayıdaki enzimatik ve enzimatik 

olmayan yollar ile fiziksel ve kimyasal mekanizmalarla oluşturulur iken, 

vücudumuzda NO. sentezini sağlayan mekanizmalar son derece kısıtlıdır. 
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Vücuda giren nitro bileşiklerinin metabolize edilmesi sırasında oluşan NO. 

bir tarafa bırakılacak olursa, endojen NO. oluşturan tek kaynak nitrik oksit sentaz 

(NOS) enzimleridir (230-233). NO‟in ROS‟leri ile reaksiyon vererek güçlü bir 

oksidan olan peroksinitriti (ONOOH) oluşturduğu ve bunun da ileri 

dekompozisyonla OH radikalinin oluşumuna yol açtığı ifade edilmektedir (230). OH 

radikali ise biyolojik olarak yıkıcı bir moleküldür. Ayrıca, peroksinitrit de tirozin gibi 

fenolik aminoasitleri nitrolayarak toksik nitro-türevlerini (nitrotirozin) 

oluşturmaktadır (230). Sonuç olarak NO, endotel hücre disfonksiyonu ve buna bağlı 

ateroskleroz, hipertansiyon, şizofreni, ikiuçlu bozukluk, otizm ve Diabetes mellitus 

gibi bazı önemli hastalıklarda rol oynayabilmektedir (234, 235).  

 

2.4.6. Reaktif Oksijen Türlerinin Kaynağı 

İnsan vücudunda serbest radikallerin fizyolojik koşullarda oluşturulduğu pek 

çok mekanizma ve metabolik yol vardır. Hücrelerde genel olarak elektron transfer 

reaksiyonları ile enzim aracılı veya enzimatik olmadan üretilirler (153). Normal 

metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin aktif yerinde ara ürünler 

olarak devamlı şekilde serbest radikaller oluşabilir. Bazen bu serbest radikal ara 

ürünler enzimlerin aktif yerinden sızarlar, moleküler oksijenle tesadüfen etkileşirler 

ve sonuçta serbest oksijen radikalleri oluşur. Reaktif oksijen türlerinin, endojen ve 

eksojen olmak üzere iki önemli kaynağı bulunmaktadır (157, 220, 236). 

 

2.4.7. Serbest Radikallerin Hücre içi Kaynakları 

Mitokondriyal elektron transport zinciri: Normalde hücrelerde en büyük 

serbest oksijen radikali kaynağı mitokondriyal elektron transport zincirinden 

sızıntıdır. Normal elektron akışı esnasında en son oluşan ürün sudur. Hâlbuki 

elektronların elektron transport zincirinden kaçıp moleküler oksijenle direkt olarak 

reaksiyona girmesi süperoksit radikalini oluşturur. Mitokondrial solunum zincirinde 

akan elektronların yaklaşık olarak %1-2„si bu şekilde toksik bir ürün oluşturmak 

üzere sızıntıya uğrar. Süperoksit radikalinin üretimi ve salınımı sitozolik tarafa doğru 

olur. Bununla beraber mangan süperoksit dismutaz (Mn-SOD) aktivitesinin oldukça 
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yüksek olmasına bağlı olarak mitokondrideki süperoksit düzeyi denge halinde 

tutulur. Solunum zincirinde H2O2„de meydana gelmektedir ve H2O2 mitokondri 

membranını geçerek sitoplazmaya ulaşabilir (237-240). 

Mikrozomal elektron transport zinciri: Endoplazmik retikulumda özellikle 

ksenobiyotiklerin metabolizmaları esnasında ve diğer endojen maddelerin 

metabolizmaları esnasında yan ürün olarak serbest radikaller üretilir. Burada 

elektronların kaçak yaptığı en önemli yapı nikotinamid adenin dinükleotit fosfat 

redüktaz P450 enzimidir (241-244). 

Küçük moleküllerin oto-oksidasyonu: Koenzimler, flavinler, antibiyotikler, 

askorbik asitler, tiyoller, katekolaminler, hidrokinonlar gibi küçük moleküllerin 

otooksidasyonu ile serbest oksijen radikalleri oluşur (245, 246). Mesela 

katekolaminlerin otooksidasyonu süperoksit üretir, bu da iskemiye bağlı miyokard 

hasarı sebebidir (247, 248). 

Oksido-redüksiyon reaksiyonları: Geçiş metalleri, özellikle demir ve bakır 

olmak üzere, fizyolojik şartlarda elektron alışverişi şeklinde gerçekleşen oksido-

redüksiyon reaksiyonlarında görev alırlar (249). Geçiş metalleri bu özellikleri 

nedeniyle serbest radikal reaksiyonlarını hızlandıran katalizör vazifesi görürler. 

Mn2+‟nin, O2 tarafından oksidasyonu Mn
+3

 veya Mn-Oksijen kompleksinin 

oluşumunu sağlar, bunlar da O2• den daha çok oksitleyicidirler (250). Metal 

iyonlarının serbest radikal reaksiyonlarındaki asıl önemi lipit peroksidasyonundaki 

etkileriyle ilgilidir. Geçiş metalleri lipit peroksidasyonunu başlatmaktan çok, 

sentezlenmiş olan lipit hidroperoksitlerinin (LOOH) parçalanmalarını ve lipit 

peroksidasyonunun zincir reaksiyonlarını katalize ederler. Böylece daha az zararlı 

olan radikalleri daha zararlı hale getirirler (206). 

Endoplazmik retikulum ve nükleer membran elektron transfer sistemleri: 

Endoplazmik retikulum ve nükleer membranda serbest radikal üretimi, membrana 

bağlı sitokromların oksidasyonundan kaynaklanır. Endoplazmik retikulum ve nükleer 

membranda üretilen serbest radikaller orgaellerin içine girebilir ve sitozolik 

reaksiyonlara katılabilir. Nükleer membranda oluşan serbest radikaller özellikle 

DNA‟da hasar oluştururlar (251, 252). 
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Peroksizomlar ve miks fonksiyonlu oksidazlar: Peroksizomlar çok önemli 

hücre içi hidrojen peroksit kaynağıdırlar. Peroksizomlardaki aminoasit oksidaz, ürat 

oksidaz, L-hidroksil asit oksidaz ve yağ asidi açil-CoA oksidaz gibi oksidazlar, 

süperoksit üretmeden bol miktarda hidrojen peroksit üretimine neden olurlar (253-

255). 

Çözünür enzimler ve proteinler: Birçok enzimin katalitik döngüsü sırasında 

da serbest radikaller ortaya çıkar. Bu enzimlerden biri ksantin oksidazdır. Pürinlerin 

yıkılım yolunda en son iki reaksiyonu katalizleyen enzim ksantin oksidazdır. Ksantin 

oksidazın oksidaz olarak aktivite göstermesi durumunda hipoksantin ksantine ve 

ksantin ürik aside dönüşürken moleküler oksijen kullanılmakta, moleküler oksijen 

hidrojen perokside indirgenmektedir. İskemi durumlarında oksijen seviyesi düşük 

olduğundan önemli hasar olmaz. Ancak oksijen seviyesi reperfüzyon sırasında 

normale dönünce iskemi yerinde ksantin oksidaz etkisiyle fazla miktarda hidrojen 

peroksit ve süperoksit radikali oluşur, bunların etkisiyle de “iskem-reperfüzyon 

hasarı” denen durum ortaya çıkar. Ksantin oksidazın özellikle intestinal mukoza 

hücrelerinde görülen iskemi-reperfüzyon hasarında önemli faktör olduğu 

düşünülmektedir (256, 257). 

Plazma membranı: Ekstrasellüler olarak üretilen serbest radikaller, plazma 

membranından geçerken membranda toksik reaksiyonlar başlatabilirler. 

Membrandaki doymamış yağ asitleri ve transmembran proteinlerdeki aminoasitler 

serbest radikal hasarına duyarlıdırlar. Hidrojen peroksit, membrandan kolayca 

geçebilir. Süperoksit ise transmembran anyon kanalları ile geçer. Fagositik hücrelerin 

plazma membranındaki NADPH oksidaz aracılı serbest radikal üretimi de serbest 

radikallerin önemli bir biyolojik kaynağını oluşturur (258-260).  

Mikrozomal ve plazma membranlarında enzimlerle ilişkili serbest radikal 

üretimi mevcuttur. Araşidonik asit metabolizması sonucu lipooksijenaz yolu ile 

süperoksit radikali üretilir. Siklooksijenaz yolunda serbest radikal ara ürünler oluşur. 

Araşidonik asidin biyoaktif ürünlere çevrimi sırasında, hemoprotein-oksijen ve 

karbon merkezli serbest radikal ara ürünleri üretilir ve bunlar doku hasarına öncülük 

ederler (261-263). 
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Araşidonik Asit ve Prostoglandin Sentezi: Hücre membranında prostaglandin 

için en önemli doymamış yağ asidi prekürsörü araşidonik asittir. Fagositik hücrelerin 

uyarılması, fosfolipaz ve protein kinazın aktivasyonu, plazma membranlarında 

araşidonik asidin salınımına yol açar. Araşidonik asidin siklooksijenaz ve 

lipooksijenaz tarafından katalizlenen oksidasyonu sırasında serbest radikaller oluşur. 

Siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimlerinin her ikisi de aktiviteleri için peroksitlere 

ihtiyaç duyarlar. Siklooksijenaz aktivitesi sonucu prostaglandinlerin sentezi içinde 

gerekli olan endoperoksitlerin oluşumuyla sonuçlanır. Lipooksijenaz ise lipit 

peroksitleri üzerinden lökotrienlerin oluşumunu katalize eder (262, 264-267). 

Solununum patlaması: Aktive olmuş makrofajlar, nötrofiller ve eozinofiller 

fagositoz esnasında membran ve sitoplazmalarında bulundurdukları NADPH oksidaz 

ve myeloperoksidaz enzimleri ile hem serbest oksijen radikalleri hem de aşırı okside 

edici hipoklorik asit (HOCl) gibi ajanları üreterek karşılaştıkları virüs, bakteri, 

mantar gibi ajan patojenleri yok ederler. Bu işlemler esnasında hem ara hem de ana 

ürün olarak çok fazla miktarda reaktif oksijen metabolitleri oluşur (133, 243). 

Her ne kadar serbest radikal reaksiyonları bağışıklık sistemi hücrelerinden 

nötrofil ve makrofaj gibi hücrelerin savunma mekanizması için gerekli olsa da; 

serbest radikallerin fazla üretimi doku hasarı ve hücre ölümü ile sonuçlanmaktadır. 

Fagositin kendisi de reaktif oksidanların zarar vermelerine karşı hassastır. Bununla 

birlikte kendilerini oksidanlarına karşı koruyabilirler (268). Fagositlerin antioksidan 

sistemleri, süperoksidi hidrojen perokside dönüştüren süperoksit dismutaz (SOD), 

hidrojen peroksidi suya indirgeyen katalaz (CAT), hidrojen peroksidi detoksifiye 

edici glutatyon peroksidaz-glutatyon redüktaz sistemi, antioksidan vitaminlerden a-

tokoferol (vitamin E) ve askorbik asit (vitamin C) gibi antioksidanlardır (268-270). 
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Tablo 3: Serbest oksijen radikallerinin endojen ve eksojen kaynakları (153) 

Yaşlanma Egzersiz 

İskemi, travma, intoksikasyon Metal iyonları  

Elektron transport sistemleri ve 

Peroksizomlardaki enzimler 

Ksenobiyotikler: hiperoksi, hava 

kirliliği, anestezik 

Mitokondri elektron transport sistemi  Alkol ve uyuşturucu maddeler  

NADPH oksidaz, lipooksijenaz gibi 

plazma membranı enzimleri ve lipid 

peroksidasyonu 

Strese bağlı vücutta katekolamin 

düzeyinin artması 

Ksantin oksidaz, triptofan dioksijenaz, 

denozin deaminaz, hemoglobin  

Yiyeceklerde bulunan çeşitli katkı 

maddeleri 

Katekolaminler, tioller, 

tetrahidroproteinler, hidrokinonlar 

moleküllerin oksidasyonu 

İyonize ve non-iyonize radyasyon   

Geçiş metallerine afinitesi olan 

antibiyotikler 
Antineoplastik ilaçlar  

Makrofaj ve fagosit hücrelerin 

hiperaktivasyonu 
 

 

2.4.8. Serbest Radikallerin Hücre DıĢı Kaynakları 

Bazı yabancı toksik maddeler hücrede serbest radikal üretimini artırırlar. Bu 

maddeler ya doğrudan serbest radikal üretirler ya da serbest radikallerin ortadan 

kaldırılmasını sağlayan antioksidan aktiviteyi düşürürler. Çevresel faktörlerden 

radyasyon, hava kirliliği, azot dioksit, ozon, sülfür dioksit, böcek ilaçları, sigara 

kullanımı, titanyum, alüminyum, kurşun, molibden, civa, nikel, arsenik, kobalt gibi 

metaller, toksik kimyasallar, antineoplastik ajanlar, anestezikler, antibiyotikler gibi 

ilaçlar serbest radikallerin hücre dışı kaynaklarıdır (137, 220, 225). 
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2.4.10. Antioksidan Sistemler 

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar: 

Melatonin: Primer olarak pineal bezde sentezlenen, özellikle gece 

salgılanan ve triptofandan sentez edilen bir hormondur. Lipofilik özelliği yüksek olup 

membranları kolaylıkla geçer. Organizmada yapılan ve tahrip edici özelliği çok 

yüksek olan hidroksil radikali temizler (236, 271-273). 

Glutatyon (GSH): Glutamat, sistein ve glisin aminoasitlerinden genetik 

bilgiye sahip olmadan karaciğerde tripeptid yapıda sentezlenmektedir. Glutatyon, 

oksidatif stresin ölçümünde kullanılan çok güçlü bir antioksidandır.  Redükte 

glutatyon (GSH)/okside glutatyon (GSSG) oranı, oksidatif durumlarda 

azalmaktadır. Proteinlerdeki sülfidril (–SH) gruplarını redükte halde tutarak 

oksidasyondan korur. Serbest radikaller ve peroksitlerle tepkimeye giren glutatyon; 

hücreleri oksidatif hasara karşı korur (274). 

 E Vitamini: Lipid peroksidlerini inaktive eder. Ayrıca lipid peroksid 

zincirini kırar ve LPO tepkimelerini durdurur (275, 276). 

Seruloplazmin: Süper oksit ve Hidroksil radikallerini temizler. Ferröz 

demirin, ferrik demire yükseltgenmesini sağlar böylelikle Fenton tepkimesini inhibe 

eder. Bu olayın sonucunda serbest radikal oluşumu inhibe olur (277). 

C vitamini: Çok değerli bir antioksidan olup hücre dışı sıvılarda bulunur. 

Süper oksit ve hidroksil radikallerini direkt olarak temizleyebilmektedir (278-280). 
 

Transferin: Dolaşımdaki serbest demiri bağlamakla görevlidir (281, 282). 
 

Ürik asit: Normal plazmadaki süper oksit, hidroksil ve peroksil radikallerini 

temizlemekle görevlidir (282, 283). 
 

Albümin: Geçiş metallerini bağlar, lipid hidroperoksit (LOOH) ve 

hipoklorit (HOCl) toplayıcısıdır (157). 
 

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

Taurin: Ksenobiotiklere bağlanır. Hipoklorit ile tepkimeye girer ve etkisini 

azaltırlar. LPO ve nötrofil infiltrasyonunu inhibe eder. Antioksidan etkisinin olduğu 

gösterilmiştir (199). 
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Sistein: Potent bir antioksidandır. Glutatyon sentezi için prekürsördür (178). 

β-Karoten: A vitamininin öncüsüdür ve membranlarda bulunur. Serbest 

radikal temizleyicisidir. Peroksitlere doğrudan (156) etki ederek peroksitleri inaktif 

hale getirir (174, 278). 

 Enzimatik Antioksidanlar: 

 Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) ve süperoksit dismutaz 

(SOD) belli başlı antioksidan enzimlerdir (140). Bu enzimler, oksidatif strese bağlı 

oluşan aşırı hasarın dengelenmesinde büyk öneme sahiptir. 

 Glutatyon Peroksidaz Enzimi 

Yapısında selenyum metalini bulundurur. Bu nedenle metalloenzim grubunda 

değerlendirilir. İn vitro ortamda Redükte glutatyon (GSH), okside glutatyona (GSSG) 

çevrilir (156). Bu tepkimede hidrojen peroksiti (H2O2) yüksek özgüllük ile 

katalizleyerek detoksifiye eder. Tepkimede GSH, GSSG haline dönüşürken 

glutatyon peroksidaz enzimi H2O2‟yi suya indirger. GSSG ise glutatyon redüktaz 

(GR) enziminin katalizlediği tepkimeyle NADPH harcanarak tekrar redükte hale 

çevrilir (156, 258, 284). Tepkime aşağıdaki şekilde şematize edilmiştir. Ortamda H2O2 

düşük konsantrasyonda bulunduğunda glutatyon peroksidaz enzimi (GSH-Px), katalaz 

enziminine göre daha etkili bir antioksidandır (156). 

 

Katalaz Enzimi 

 Katalaz enzimi (CAT) glikoprotein yapısında bir hemoproteindir. Ferri 

protoporfirin grubu içeren dört alt üniteden oluşmuştur. Prostetik grubunda Fe
+3 

bulunan protoporfirin IX içerir. Dokularda enzimin aktivitesi büyük farklılık gösterir. 

Karaciğer ve böbrekte en yüksek aktivite, destek dokuda ise en düşük aktivite 
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gösterdiği tespit edilmiştir (285, 286). H2O2„in yüksek konsantrasyonlarda 

bulunduğu ortamlarda oldukça etkilidir. Ortamda oluşan H2O2„yi okside edici 

enzimlerin etkisiyle direkt olarak suya dönüştürür. CAT enzim aktivitesi, ortamda 

H2O2 konsantrasyonunun çok arttığı durumlarda aşikar olarak artmaktadır (287-289).  

Ortamdaki H2O2 konsantrasyonu düşük olduğu durumlarda hidrojen 

peroksiti substrat olarak kullanan diğer antioksidan enzimler (GSH-Px gibi) devreye 

girerek hidrojen peroksiti ortamdan uzaklaştırırlar (285). CAT ve GSH-Px 

enzimlerinin benzer etkisi olduğu halde hücre içindeki yerleşim ve etki yerleri 

bakımından farklılık vardır. GSH-Px enzimi başlıca sitozol ve mitokondride 

bulunurken, CAT enzimi peroksizomlarda mevcuttur (290-293). 

Süperoksit Dismutaz Enzimi 

 Süperoksit dismutaz (SOD), süperoksitin H2O2‟e dismutasyonunu 

katalizleyen enzim grubudur. Bu tepkime spontan olarak oluşabilmektedir. SOD 

enzimi bu tepkimeyi katalize ettiğinde hız normale göre 4 kat artar (294, 295). 

Radikallere karşı hücreyi koruyan savunma mekanizmaları arasında SOD enzimi ilk 

görevi üstlenir. SOD enzimi ile katalizlenen tepkime sonucu oluşan ürünlerin 

birikmesi CAT enzimi tarafından bertaraf edilmektedir. Fizyolojik şartlarda 

metabolik aşamalarda süperoksit radikalinin oluşumu oldukça fazladır. Süperoksit
 

radikalinin hücre içi konsatrasyonunu düşük seviyelerde tutarak süperoksit
 

seviyelerinin kontrolünü sağlayıp hücreleri süperoksit
 

radikallerinin etkilerinden 

korur (296, 297). 

Süperoksit distumaz formları arasında aminoasit dizilimi, aktif metal bölgesi 

ve hücresel dağılım farkı vardır. Prokaryotlarda Fe ve Mn-SOD bulunurken, 

ökaryotlarda Mn, CuZn ve ekstrasellüler SOD (EC-SOD) bulunur (298). Mn-SOD 

homotetramer yapıdadır, her subünitesinde bir Mn iyonu bulunur ve 88 kDa 

ağırlığındadır. Hücresel Mn-SOD içeriği kalp, beyin, karaciğer, böbrek gibi yüksek 

metabolik aktivitesi olan dokularda daha fazladır (299, 300). CuZn-SOD 32 kDa 

ağırlığında olup memelilerde en çok karaciğer, böbrek, eritrosit ve santral sinir 

sisteminde bulunur. İki protein subünitesi içerir her subünitede Cu ve Zn atomları 

bulunur. EC-SOD ise en çok akciğer ve tiroid bezinde bulunur (295, 301). 
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2.5. Orak Hücre Anemisinde Endotel Hasarı 

Endotel, eritrositten kopmuş olan serbest hemoglobine olan yakınlığı ve 

iskemi-reperfüzyon hasarının etki yeri olarak OHA‟da oksitadif stresin en büyük 

hedefidir. Çeşitli oksidatif stresle ilişkili mekanizma serebral vaskülopati, pulmoner 

hipertansiyon ve retinopati gibi patolojilerde rol oynayan endotel hasarına sebep olur 

(14, 302).  Aslında ROS‟un membran lipidleri, peptitler ve nükleik asitlere yaptığı 

hasar, oksidatif stresin endotel hücrelerine yaptığı direk hasardır (303-305). Bu 

durum endotel hücrelerinde şişme ve bazal membrandan ayrışmaya sebebiyet verir.   

Sonuçta subendotel tabakada bulunan doku faktörü gibi proteinlere maruz 

kalınması ile OHA‟deki aşırı koagülatif klinik tablo ortaya çıkar. Bundan başka 

olarak Nükleer Faktör-KB (NFKB)‟nin aktive olması ile ROS, inflamatuvar 

durumun ortaya çıkmasına neden olacak olan proinflamatuvar sitokinleri (IL-1, IL-6 

ve TNF-a) bunların gen ekspresyonunu, vasküler ve intrasellüler adezyon 

moleküllerininin (VCAM-1 ve ICAM-1) üretimini arttırır (84, 305, 306).  

Endotel adezyon moleküllerinin aşırı artışı vazooklusif krizin daha da 

kötüleşmesine katkıda bulanabilir (307). Ayrıca, OHA‟de endotel hasarına bağlı 

bozulan vazodilatasyon mekanizması XO kaynaklı süperoksit tarafından NO‟un 

inaktivasyonuna sebep olabilir. SOD gibi antioksidan ilaçların kullanılması ile 

bozulan vazodilatasyon mekanizmasının normale dönmesi ROS‟un bu durumdaki 

etkisini kanıtlamaktadır (114, 134). 

 

2.5.1. Nitrik Oksit 

Vasküler endotel kaynaklı NO, OHA‟de meydana gelen vazokontruksiyonun 

açıklanması ve lokal etkili vazodilatasyonun sağlanmasında çok önemli bir 

moleküldür. Çünkü OHA‟de endotel hasarının meydana gelmesi ve farklı birçok 

molekülün salınması sonuncunda indüklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) aktivitesi 

de etkilenmektedir. Fare ve insan deneylerinde OHA‟de böbrek ve karaciğer 
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dokusunda NOS gen ekspresyonunun arttığı tespit edildi (115, 308, 309). OHA‟nın 

patogenezinde nitrotirozinle beraber bu dokularda lokalize olan iNOS 

kolonizasyonunun, hücre apoptozu ve değişen eritrosit hücre iskeleti ile birliktelik 

gösterir (308, 309). OHA‟de endotelyal NOS (eNOS)‟un rolü ise tartışmalıdır. 

eNOS‟un etkisini destekleyen en tatmin edici kanıt, OHA‟de bozulan endotel 

kaynaklı vazodilatasyon ve aortik halkanın aşırı vazokonstruksiyonunu işaret eden 

sonuçlardır (134). 

eNOS bulunmayan ve eNOS aşırı eksprese olan farelerle yapılan deneylerde, 

OHA kaynaklı kan hücre adezyonun uyarılmasında eNOS‟un etkili olduğu gösterildi. 

eNOS‟tan yoksun OHA‟lı farelerde platelet ve lökositlerin adezyonu azalırken, 

aksine eNOS aşırı eksprese olan farelerde bu adezyon molekülleri aşırı yüksek tespit 

edilmiştir (310, 311).   

OHA‟de eritrositlerde meydana gelen hemoliz, olan arjinaz ve serbest 

hemoglobin artışına katkıda bulunarak azalmış NO biyoaktivitesine neden olur. L-

arjininin arjinazı tüketmesi sonucunda NO sentezleyen NOS için gerekli substrat 

azalmış olur. Serbest hemoglobin ise gaz haldeki monoksiti parçalamak için sınırlı 

bir difzyon oranında NO ile reaksiyona girer (312). 
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ġekil 10: OHA‟da oksidatif stresin indüksiyonu ve NO oluşumuna etkisi: NADPH 

oksidaz, ksantin oksidaz ve HbS‟in oto-oksidasyonu süperoksit üretiminin esas 

kaynağıdır. Hemoliz L-arjininini tüketen arjinazı, hidroksil radikalini katalizleyen 

demiri ve NO parçalayan hemoglobini serbestleştirir. L-arjinin biyoetkinliği 

hiperhomosisteinemi ile ilişkili olan asimetrik dimetilarjinin (ADMA) oluşumun 

etkiler. Süperoksitinn NO ile reaksiyonu sonucu tetrahidrobiyopterin okside olur. 

Normalde NO sentezi için yeterli olan BH4 ve L-arjinin miktarı OHA‟de yetersiz 

kalır ve eNOS tarafından NO yerine süperoksit üretilir. Sonuçta artan ROS üretimi 

ile kısır döngü oluşur ve klinik tablo daha da ağırlaşır. O2, superoksit; H2O2, hidrojen 

peroksit; OH·, hidroksil radikali; ONOO, peroksi nitrit (313). 
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2.5.2. Myeloperoksidaz 

Nötrofilden türeyen ve Hem içeren Myleoperoksidaz (MPO), Nitrik oksiti 

(NO) direkt olarak tüketir ve Nitrik oksitin biyoaktivitesinin düzenleyerek vazomotor 

fonksiyonları olumsuz yönde etkiler. Nitrik oksitin metaboliti olan Nitrit de benzer 

şekilde MPO‟un substratıdır ve reaktif oksidize eden ve nitratlayan nitrogen dioksit‟e 

(•NO2) oksidize olur. Önemli bir diğer nokta ise OHA gibi yaygın inflamatuvar 

hastalığı bulunan hastaların dokularında subendotelyal boşluk boyunca MPO‟un 

diffüz immunoreaktivitesi, endotel hücreleri ve MPO arasındaki farklı etkileşimleri 

açıklayan invitro gözlemleri güçlendirmektedir. OHA‟lı hastaların akciğer 

dokularında muhtemelen pulmoner hipertansiyona ve akut göğüs sendromununun 

oluşmasına katkuıda bulunan alvoelaer apiteli boyunca artmış MPO 

immonureaktivitesi mevcuttur (314, 315).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 3.1. ÇalıĢma ġekli 
 

Orak Hücre Anemili hastaların kan örnekleri, Mustafa Kemal Üniversitesi 

Tıp Fakültesi Hastanesi Hematoloji Anabilim Dalı‟nda tanısı konmuş ve üç ay 

transfüzyon almamış remisyon dönemindeki 40 yetişkin hastadan, kontrol grubunun 

kan örnekleri ise HPLC ile herhangi bir hemoglobinopatisi bulunmadığı tespit 

edilmiş 40 yetişkin sağlıklı bireyden alındı. Olgulardan venöz staza yol açmadan, 

jelli biyokimya tüpü ve EDTA içeren antikoagulanlı tüplere alınan kan örnekleri 

+4°C‟de 15 dakika bekletilip soğutmalı santrifüjde (+4°C) 3500 devirde 10 dakika 

çevrildikten sonra 8 ayrı ependorf tüpe porsiyonlandı.  

Hematolojik testleri yapıldıktan sonra çalışma yapılana kadar 4 ay süreyle -

80ºC derin dondurucuda saklandı. EDTA‟lı tüplere porsiyonlanan kanlardan 3 ayrı 

ependorf hemolizat hazırlandı. Bütün numuneler soğuk zincire göre dondurulup 

çözüldükten sonra, serum numunelerden Fetuin-A, IL-6, TNFa, NO ve MPO 

düzeyleri ELISA yöntemiyle; CRP, Albümin, Transferrin düzeyleri oto analizör 

cihazı ve antioksidan enzimler (MDA, SOD, CAT, GSH-Px, G6PD) manüel 

spektrofotometrik olarak ölçüldü.  
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3.2. Kullanılan Cihazlar 
 

 

  Cihazlar                                               Marka & Model 

• Spektrofotometre                               Bausch and Lamb Spectronic 20D 

• UV spektrofotometre                         Schimadzu-UV 260 

• Su Banyosu                                        Thermomix BU 

• Kan sayım cihazı                               CellDyne-3700 

• Buz makinesi                                     Scotsman AF-10 

• Soğutmalı Santrifüj                            NUVE Centrifuge 5403 

• Santrifüj                                              NUVE  D7200 

• Manyetik karıştırıcı                            Heidolph MR 2002 

• Vorteks                                               Elektro-mag M-16 

• Dijital pH metre                                 WTW pH  S25 

• Elektrikli Terazi                                 Mettler P 1210 

• Otomatik pipet                                   Gilson P-20, P-100, P-200, P-1000 µl 

• Aspiratör                                            Vacumat 

 
 

3.3. Kimyasal Maddeler 
 

  Kimyasallar (Alfabetik) Firma Kullanım Yeri 

• Ammonium sulfate (NH4)2SO4  Sigma A6387 SOD, GSH-Px 

• n-Butanol  (C4H10O) Merck 1.00988 MDA 

• Bovine Serum Albumin Sigma A-2153 SOD 

• Kloroform (CHCl3) Merck 24.31 SOD 

• Cupric chloride (CuCl2.2H2O) Sigma C-6641 SOD 

• Na2EDTA Sigma ED2SS SOD, GSH-Px 

• Glutathione Redüktaz  Sigma G-3664 GSH-Px 

• Glutathione-reduced (GSH) Sigma G-6529 GSH-Px 

• Hidrojen Peroksit %30  Merck 1,08597 CAT, SOD, GSH-Px 

• Reduced NADPH Sigma N-1630 GSH-Px 

• Nitroblue tetrazolium (NBT) Sigma N-6876 SOD 

• Potasium dihidrogen phostphate  Sigma N-6872 GSH-Px 

• Sodium azid (NaN3) Merck 6688 GSH-Px 

• Sodium Carbonate (Na2CO3) Merck 1.06398 SOD 

• Sodium Cyanide (NaCN) Sigma S3296 SOD 

• Sodium phospate dihydrate  Merck 1.0398 SOD 

• 2- Thiobarbituric acid (TBA) Sigma T-5500 MDA 

• Xanthine (C5H4N4O2) Sigma X-7375 SOD 

• Xanthine Oxidase (XO) Sigma X-1875 SOD 
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3.4. Hematolojik Analizler                      

3.4.1. Hemogram Tayini 

EDTA‟lı tüplere alınan hasta kanları ve sağlık bireylerin kanları +4°C‟de 15 

dakika bekletilip soğutmalı santrifüjde (+4°C) 3500 devirde 10 dakika çevrildi. 

Nunumunelerden Beckmann Counter CellDyne-3700 Hemogram Otoanalizör 

cihazıyla Hemoglobin (Hb), Hematokrit (Hct), Eritrosit (RBC), Ortalama Eritrosit 

Hacmi (MCV), Ortalama Eritrosit Hemoglobini (MCH) ve ortalama eritrosit 

hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) değerlerinin ölçümleri yapıldı ve sonuçları 

kaydedildi. 

 

3.4.2. Hemolizat Hazırlanması 

1. Numuneden 2 mL tam kan 1500 x g‟de 10 dakika santrifüj edildi. Plazma 

ve beyaz hücrelerin bulunduğu en üst katmanı (aliquat) uzaklaştırıldı. 

2. Numuneye 10 mL soğuk % 0.9 NaCl eklenip alt-üst edildi. 

3. Numune 1500 x g‟de 10 dakika tekrar santrifüj edildi. 

4. Süpernatan ve lökositlerden zengin beyaz en üst tabaka uzaklaştırıldı. 

5. NaCl ilâvesi ile olan işlem (2-4. basamaklar) 3 defa tekrarlandı.  

6. Hacim 0,5 mL olacak şekilde ependorf tüplerde -80
o
C‟ye kaldırıldı. 

 

Eritrosit numune eldesi için hazırlanan solüsyonlar: 

1. Hemoliz için hacim 1/10 oranında buz gibi soğuk distile su. 

2. SOD ekstraktı için Kloroform / Etanol = 3/5 (v/v) oranında karışım. 

 

 

3.4.3. Hemoglobin Tayini 
 

          Deney Prensibi 

          Hemoglobin molekülündeki +2 değerlikli demir drabkin çözeltisindeki 

ferrosiyanür ile +3 değerliğe yükseltgenerek methemoglobine daha sonra potasyum 

siyanür ile kararlı bir bileşik olan siyanmethemoglobine dönüşür. Bu molekül 540 

nm dalga boyunda verdiği transmitans değeri ölçülerek hemoglobin (Hb) miktarı 

belirlenir (316).
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Reaktifler: 
 

* Drabkin Çözeltisi hazırlanır, 
 

• K3Fe(CN)6 0,198 gr  

• KCN 0,052 gr  

• NaHCO3 1,0 gr 

• Saf su ile 1000 ml‟ye tamamlanır. 
 

 

Deneyin YapılıĢı 

Eğri çizimi için 2, 4, 8, 12, 18, 20 g/dl‟lik derişimlerde standartlar 

hazırlanarak 15 dakika oda ısında bekletilir. Spektrofotometrede 540 nm dalga 

boyunda tansmitans okunarak standart eğri çizilir. 

 

Çözeltiler tüplere aşağıdaki gibi konulur. 

 

                                             Kör (ml)          Örnek (µl) 
 

Drabkin Çözeltisi 5 5 

Hemolizat - 20 

 

Tüpler 15 dakika oda ısısında bekletildikten sonra 540 nm‟de transmitans değeri 

okunarak standart eğriden hemoglobin (Hb) miktarı saptanır. 
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3.6. Analiz Yöntemleri 

3.5.1. Fetuin-A Ölçümü 

Fetuin-A tayinleri Mustafa Kemal Üniversitesi Tıp Fakültesi Araştırma 

Hastanesi Biyokimya Laboratuvarlarında yapıldı. Çalışmada serum Fetuin-A 

düzeyleri Sandwich Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yöntemiyle 

ölçüldü. Ölçümler için 96 numunelik BioVendor marka ticari Fetuin-A kiti kullanıldı 

(Human Fetuin-A ELISA Kit, Katalog No: RD-191037100, Üretici Firma: Bio 

Vendor Research and Diagnostic Products, Candler, NC 28715, USA). Kullanılan kit 

prosedürüne çalışma öncesindeki inkübasyonlar yapıldıktan sonra 450 nm dalga 

boyunda ölçüm yapılıp Human Fetuin-A standartları ile çizilen standart eğri 

grafiğinden, çalışılan örneklerin Fetuin-A konsantrasyonları hesaplandı. 

 

3.5.2. Interlökin-6 Ölçümü 

IL-6 tayinleri Mustafa Kemal Üniversitesi Tıp Fakültesi Araştırma Hastanesi 

Biyokimya Laboratuvarlarında yapıldı. Çalışmada serum IL-6 düzeyleri Sandwich 

Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yöntemiyle ölçüldü. Ölçümler için 

ASSAYPRO marka ticari IL-6 kiti kullanıldı (AssayMAx Human IL-6 ELISA Kit, 

Katalog No: EI1006-1, Lot: 03411203, Üretici Firma: ASSAYPRO LLC, Triad 

South Drive St. Charles, MO 63304, USA). Kullanılan kit prosedürüne göre çalışma 

öncesindeki inkübasyonlar yapıldıktan sonra 450 nm dalga boyunda absorbans ölçüm 

ve çizilen standart eğri grafiğinden, çalışılan örneklerin IL-6 konsantrasyonları 

hesaplandı. 

 

3.5.3. Tümor Nekroz Faktör Ölçümü 

TNF-Alfa tayinleri Mustafa Kemal Üniversitesi Tıp Fakültesi Araştırma 

Hastanesi Biyokimya Laboratuvarlarında yapıldı. Çalışmada serum TNF-a düzeyleri 
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Sandwich Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yöntemiyle ölçüldü. 

Ölçümler için ASSAYPRO marka ticari TNF-Alfa kiti kullanıldı (AssayMax Human 

TNF-Alfa ELISA Kit, Katalog No:ET2010-1, Lot: 03651225, Üretici Firma: 

ASSAYPRO LLC, Triad South Drive St. Charles, MO 63304, USA). Kullanılan kit 

prosedürüne göre çalışma öncesindeki inkübasyonlar yapıldıktan sonra 450 nm dalga 

boyunda absorbans ölçüm ve çizilen standart eğri grafiğinden, çalışılan örneklerin 

TNF-Alfa konsantrasyonları hesaplandı. 

 

3.5.4. Myeloperoksidaz Ölçümü 

Myeloperoksidaz (MPO) tayinleri Mustafa Kemal Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Araştırma Hastanesi Biyokimya Laboratuvarlarında yapıldı. Çalışmada serum MPO 

düzeyleri Sandwich Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yöntemiyle 

ölçüldü. Ölçümler için 96 numunelik BioVendor marka ticari Myeloperoksidaz kiti 

kullanıldı (Human MPO ELISA Kit, Katalog No: RHK-324R, Üretici Firma: 

BioVendor Research and Diagnostic Products, Candler, NC 28715, USA).  

Kullanılan kit prosedürüne göre substratın enzimatik yıkımının derecesi, 450 nm 

dalga boyunda absorbans ölçümüyle tespit edildi. Ölçülen absorbans, serumdaki 

MPO konsantrasyonu ile doğru orantılıdır. Human MPO standartları ile çizilen 

standart eğri grafiğinden, çalışılan örneklerin MPO konsantrasyonları hesaplandı. 

 

3.5.5. Nitrik Oksit Ölçümü 

Nitrik Oksit (NO) tayinleri Mustafa Kemal Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Araştırma Hastanesi Biyokimya Laboratuvarlarında ile yapıldı. Çalışmada serum NO 

düzeyleri Sandwich Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yöntemiyle 

ölçüldü. Ölçümler için 96 numunelik CUSABIO marka ticari Nitrik Oksit kiti 

kullanıldı (Human Nitric Oxide ELISA Kit, Katalog No: CSB-E13209h, Üretici 

Firma: Scientific Research Center Cusabio Biotech Co., Ltd. 113 Barksdale 

Professional Center Newark, DE19711). Kullanılan kit prosedürüne göre substratın 

enzimatik yıkımının derecesi, 450 nm dalga boyunda absorbans ölçümüyle tespit 

edildi. Human NO standartları ile çizilen standart eğri grafiğinden, çalışılan 

örneklerin NO konsantrasyonları hesaplandı. 
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3.5.6. Katalaz Ölçümü 

          Deney Prensibi  

          Katalaz aktivitesi Aebi‟nin metoduna göre çalışıldı (317). Deney ortamına 

eklenen H2O2 ‟nin numune içinde bulunan katalaz tarafından ortamdan uzaklaşması 

esasına göre ölçüm yapılır. H202‟nin spektrofotometrik olarak 240 nm‟ deki 

absorbansı kaydedilir.  

Reaktifler 

• Fosfat tamponu (pH 7, 50 mM) 

• H2O2 çözeltisi: Absorbansı 0.500 nm‟ye tampon ile ayarlanmış olan 

H2O2‟li fosfat tamponu olup; yaklaşık 300 mL pH 7, 50 mM olan fosfat 

tamponu renkli kaba (plastik, cam olabilir) aktarıldı. Spektrofotometre 

fosfat tamponuna göre sıfırlanıp renkli kabdaki tampona 10-20 μL 

hacimlerle H2O2 ilâve edildi. Optik Dansite 0.500 nm oluncaya kadar 

devam edildi. 

Deneyin yapılıĢı 

Fosfat tamponuna göre 240 nm dalga boyunda fosfat tamponuna göre 

sıfırlanan köre karşı H2O2 çözeltisinin absorbansı 0.500‟e ayarlandı. 

Reaktifler Kör (mL) Numune (mL) 

Fosfat Tamponu 2.99 - 

H2O2 çözeltisi 0.01 2.99 

Hemolizat - 0.01 

 

Numune ilâvesi ile quartz küvetin ağzı bekletilmeden kapatılıp hemen küvet 

alt-üst edilip absorbans okundu. Absorbans azalması her 10 sn‟de bir defa olmak 

üzere 2 dakika süre ile kaydedildi. Hesaplamada 1 dakikalık lineer absorbans 

azalmasının en yüksek (OD1) ve en düşük (OD2) değerleri esas alınır. 
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Hesaplama 

K = [2.3 x log (OD1/ OD2)] / t (sn) 

K/mg Hb = k / [(mg/dl Hb) x 1000] 

3.5.7. Glutatyon Peroksidaz Ölçümü 

Deney Prensibi  

GSH-Px aktivitesi Paglia ve arkadaşlarının metoduna göre çalışıldı (318). 

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit (H2O2) varlığında redükte glutatyonun 

(GSH) okside glutatyon (GSSG)‟a yükseltgenmesini katalizler. Hidrojen peroksidin 

bulunduğu ortamda GSH-Px‟in oluşturduğu GSSG, glutatyon redüktaz ve NADPH 

yardımı ile GSH‟a indirgenir. GSH-Px aktivitesi NADPH‟ın NADP
+
‟ya 

yükseltgenmesi sırasındaki absorbans azalmasının 340 nm‟de okunmasıyla 

hesaplanır.  

 

*** Enzim Ünitesi: Birim zamanda okside olan NADPH‟ın mikromol miktarıdır. 
 

Reaktifler 

• GSH-Px Tamponu (pH 7, 50 mM Fosfat Tamponu + 5 mM EDTA) 

• Amonyum Sülfat (3.2M (NH4)2SO4) 

• Redükte Glutatyon (150 mM) 

• 1M NaN3  (Sodyum Azid) 

• GSH-Redüktaz 

• 2 mM Hidrojen Peroksit 

Deneyin yapılıĢı 

Reaktifler Numune (mL) 

Fosfat tamponu (pH 7, 50 mM) + EDTA 2.650 

150 mM Redükte GSH 0.100 

8 mM NADPH 0.100 

GSH-Redüktaz 0.010 

1 M NaN3 0.010 

Numune 0.020 
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*** 30 dakika oda ısısında inkübasyon yapıldıktan sonra her tüpe 2 

mMH2O2‟dan 0,100 ml pipetlendi. Dalga boyu 340 nm‟ye ayarlanmış 

spektrofotometrede numunelerin absorbans değerleri 5 dakika boyunca kaydedildi. 

Lineer aktivite azalışının olduğu absorbans aralığının 1 dakikalık süresi esas alınarak 

hesap yapıldı.  

Hesaplama 

-6
] x (1 / 0.02) 

IU/mg Hb = (IU/L)/(1000xW)     

Spesifik aktivite IU/mg Hb = (IU/L) / (1000xW) 

 

 

NADPH = 6.22 x 10
+3

 M
-1

= 6.22 mM
-1

 

 

3.5.8. Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz Ölçümü 

Deney Prensibi  

Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz (G-6-PDH, Glukoz-6-fosfat oksidoredüktaz, 

EC 1.1.1.49), pentoz fosfat yolunda 6-Fosfoglukonatı Glukoz-6-Fosfata okside 

ederek ve NADP‟yi NADPH‟a indirgeyerek birinci basamağı katalizler. Nikotinamid 

adenin dinükleotid fosfat (NADP), G-6-P varlığında G-6-PDH tarafından indirgenir. 

340 nm‟de ölçülmesi oluşan NADPH miktarının ölçülmesi ile onunla doğro orantılı 

olarak G-6-PD aktivitesi de tespit edilir. Trinity Biotech markasına ait olan bu kit 

protokolü Kornberg&Horecker (319) ile Lohr&Waller (320) çalışma yöntemlerinin 

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 Solüsyonu: Glukoz-6-fosfat (1,05 mmol/L), 

tampon, magnezyum tuzu ve sodyum azid (0,1%) 
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Deneyin yapılıĢı 

 

Test tüplerine 1 ml G-6-PDH assay reaktifi ve 0,01 ml kan örneği ekledikten 

sonra eritrositler uzaklaştırıldı. 25°C‟de 10 dakika beklendi. 2.0 ml G-6-PDH 

Substrat Solüsyonu eklendi ve alt üst edilerek nazikçe karıştırıldı. Tüpler sabit 

sıcaklığın olduğu Benmari su banyosunda 5 dakika termal dengede bekletildi. 

Sonrasında 340 nm‟de distile suya karşı absorbans kaydedildi (Kayıt A). Numuneler 

tekrar su banyosunda 5 dakika tutuldu ve ikinci okuma gerçekleştirildi (Final A).  

Hesaplama 

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

100:  Aktiviteyi 100ml çevirme faktörü 

3.01: Toplam reaksiyon hacmi 

0.01: Numune hacmi 

6.22: Millimolar absorbance NADPH (340 nm) 

Hb (g/dl): Hemoglobin konsantrasyonu 

TCF: Sıcaklık doğrulama faktörü (30°C için 1 kabul edilir) 

 

3.5.9. Süperoksit Dismutaz Ölçümü                                                            

Deneyin Prensibi 

Süperoksit dismutaz aktivitesi; Sun ve arkadaşlarının metoduna (321) ve Durak 

ve arkadaşlarının (322) tariflediği modifikasyona  göre tayin metodu: ksantin/ksantin 

oksidaz sistemi ile üretilen süperoksitin nitro blue tetrazoliumu (NBT) indirgemesi 

esasına dayanır. Oluşan süperoksit radikalleri (O2
.
) ortamdaki NBT‟yi indirgeyerek 

renkli formazon oluşturur. Bu kompleks 560 nm‟de maksimum absorbans verir. 

Enzimin olmadığı ortamda bu indirgeme meydana gelip mavi-mor renk 

oluşmaktadır. Ortamda SOD olduğunda ise NBT indirgenmesi olmayıp mavi-mor 

renk meydana gelmemekte ve enzim miktar ve aktivitesine bağlı olarak açık renk 

oluşmaktadır. Enzim bulunmayan (Kör) değeri ile enzim bulunan numune absorbans 

değerleri hesaba katılır.  
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Reaktifler 

• 0.3 mmol/L Xanthine  

• 0,6 mmol / L EDTA (2 Na tuzu) 

• 150 μmol / L   NBT 

• 400 mmol / L Na2CO3 

• 1g / L bovine serum albumin ( BSA) 

• 0.8 mmol/L CuCl2 

• M (NH4)2SO4 (Amonyum sülfat) 

• 167 U/L Xanthine Oxidase (XO) 

 

*** İlk 5 kimyasal hacimleri koyu renk cam şişeye köpürtülmeden birleştirilir 

(ASSAY reaktifi). Toplam hacim 490 mL oldu; her numune için 2.85 mL 

kullanılacağından 170 numune çalışılabilinir. Miadı yaklaşık 2-8°C‟de 2 aydır. 

Deneyin yapılıĢı 

Reaktifler         Kör (mL) Numune (mL)  

ASSAY reaktifi 2.85 2.85  

Extrakt (Etanol fazı) - 0.10  

Bidistile su 0.10 -  

167 U/L XO 0.05 0.05  

 

Kör tüpüne enzim ilâvesi ile tüp altüst edilir ve inkübasyon süresi başlatıldı. 25 

ºC'de 20 dakika inkübasyon sonu hemen; kör ve numune tüplerine 0.08 mM/L CuCl2 

pipetlendi ve reaksiyon durduruldu. Distile suya karşı körden başlanarak numuneler 

560 nm.‟de okundu. 

Hesaplama 

% Ġnhibisyon = [Absorbans kör (AK) - Absorbans numune(AN)]/(AK) x 100 

% 50‟lik inhibisyona 1 Ü denildiği için;  

%50 inhibisyon = (AK-AN)/AK x 20 = Spesifik aktivite (SA) 

 

** Eritrosit için: SA x 5 (sulandırma faktörü) / Hb (gr/mL) = Ü/gr hemoglobin 
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3.5.10. Malondialdehid Ölçümü 

 Prensip 

 Lipit peroksidasyonundaki bu yöntem çift kaynatma esasına dayanır. Birinci 

ısıtmada bağlı olan MDA proteinlerden serbestleştirilerek proteinler çöktürülür, 

ikinci ısıtmada ise total MDA, TBA ile sıcak ve asidik ortamda renkli kompleks 

oluşturacak şekilde reaksiyona girer. Hammode ve ark. yönteminde, TBA-MDA‟nın 

oluşturduğu (Şekil 11) renkli kompleksin 532 nm‟de verdiği absorbansıyla doğru 

orantılı olarak MDA‟nın konsantrasyonu hesaplanmış olur (323). 

 

 

ġekil 11: MDA‟nın TBA ile reaksiyonu ve oluşan renkli TBA-MDA kompleksinin yapısı 

 

Reaktifler 

• % 10‟luk triklorasetik asit (TCA) 

• % 0.675‟lik tiobarbitürik asit (TBA) 

Deneyin yapılıĢı 

Kontrol ve numune tüplerine 2,5 mL TCA (%10) kondu. Numune tüpüne 0,5 

mL serum, kontrol tüpüne ise 0,5 mL distile su eklendi. Tüplerin ağızları sıkıca 

kapatılarak önceden 90˚C‟ye kadar ısıtılmış su banyosu içinde 15 dakika bekletildi. 

Bekleme süresi sonunda tüpler su banyosundan çıkarılarak akan musluk suyu altında 

soğutuldu. 3.000 rpm de 10 dakika çevrildi.  

10 mL’lik vidalı-kap cam tüp Kör tüpü (mL) Numune tüpü (mL) 

% 10‟luk TCA (mL) 2.5 2.5 

Numune (mL)  - 0.5 

Distile su (mL) 0.5 - 
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Üstteki süpernatanttan 2‟şer mL başka boş tüplere aktarıldı. Bu tüplerin üzerine 

1 mL TBA çözeltisi (% 0.675) eklendi ve aynı şekilde ağızları sıkıca kapatılarak 

90˚C‟lik su banyosunda 15 dakika bekletildi.  

10 mL’lik vidalı-kap cam tüp Kör tüpü Numune tüpü 

Süpernatan (mL) 2 2 

% 0.675‟lik TBA (mL) 1 1 

Süre sonunda su banyosundan çıkarılan tüpler akan musluk suyunda soğutuldu. 

Spektrofotometrede 532 nm‟de köre karşı numunenin absorbansı ölçüldü. 

 

Hesaplama 

Körün absorbansı numunenin absorbansından çıkartılarak net absorbanslar 

bulundu. TBA-MDA kompleksinin 532 nm‟deki molar ekstinksiyon katsayısı olan 

1.56 x 10
5 

M
-1 

cm
-1

‟den faydalanılarak ve dilüsyon faktörü de dikkate alınarak 

nmol/mL cinsinden MDA konsantrasyonları hesaplandı. 

 

3.6. Ġstatistiksel Analiz 

Çalışmada elde edilen bulgular değerlendirilirken, istatistiksel analizler için 

SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows 13.0 programı 

kullanılmıştır. Her parametreye ait ölçümler için verilerin normallik kontrolü 

Kolmogorov-Smirnov testi ile değerlendirildikten sonra tanımlayıcı istatistiksel 

incelemelerde Pearson korelasyon, tek yönlü yaryans analizi (ANOVA) ve multiple 

regresyon analizi kullanıldı. Anlamlılık seviyesinin değerlendirilmesinde Posthoc 

analiz için Scheffe testi kullanıldı. Sonuçlar %95‟lik güven aralığında,  anlamlılık 

p<0,05 düzeyinde, %99‟lik güven aralığında ileri derecede anlamlılık p<0,01 

düzeyinde değerlendirilmiştir. 
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4. BULGULAR 

 

Orak Hücre Anemisi‟ de Fetuin-A, inflamasyon ve oksidatif stresin 

değerlendirilmesini amaçlayan bu çalışmada,  hasta grubu örnekleri Mustafa Kemal 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Hematoloji Anabilim Dalı‟nda yapılan muayene ve 

tetkiklerle tanısı konulmuş olan yetişkin yaş grubu Orak Hücre Anemisi 

hastalarından toplanmıştır. Kontrol grubu örnekleri ise herhangi bir 

hemoglobinopatisi veya sistematik rahatsızlığı bulunmadığı kesinleştirilmiş yetişkin 

yaş grubu sağlıklı bireylerden toplanmıştır.  Çalışma kanları biyokimya tüpü ve 

EDTA‟lı hemogram tüplerine alınmıştır. Gruplara ait hematolojik veriler 

numunelerden çalışıldıktan sonra porsiyonlanarak -80
o
C de saklandı.  

OHA grubu, yaşları 18-33 arası değişen 21 erkek ve 14 bayan hastadan 

oluşmaktadır. Kan örnekleri, oraklaşma krizine bağlı tedavi gören ve tedavisi 

tamamlanmış hastalardan alınmıştır. Kontrol grubu ise yaşları 18-36 arasında değişen 

19 erkek ve 15 bayan sağlıklı bireyden oluşmaktadır. Kontrol ve hasta grubuna ait 

demografik veriler Tablo 4‟de; bu verilerin dağılımı Şekil 12‟de verilmiştir.  

Tablo 4: Hasta ve kontrol grubun demografik verilerine ait ortalamalar 

    (Ort.±S.S) HASTA KONTROL p  

YaĢ 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
6
/µL) 2,5±0,6 4,4±0,4 <0,001 

HB (g/dL) 6,8±1,4 12,5±0,9 <0,001 

HCT (%) 20,6±4 37,2±2,9 <0,001 

WBC (10
3
/µL) 8,8±3,1 7,1±1,9 <0,05 

MCV (fL) 83±9,1 84±2,2 >0,05 

MCH (pg) 27,4±5,3 28,1±2,1 >0,05 

MCHC (g/dl) 33,4±1,7 33,5±0,7 >0,05 

HbS (%) 77,9±6,2 0 <0,001 

Kontrol ve OHA hasta grubunun hematolojik verilerine ait ortalama değerler 

istatistiksel olarak kıyaslandığında RBC, Hemoglobin ve Hematokrit değerleri Orak 

hücre anemili hastalarda kontrol grubuna kıyasla beklenildiği üzere oldukça düşük 

tespit edildi (p<0,001). OHA ve kontrol grubuna ait Fetuin-A, inflamatuvar 

belirteçler 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, Yaş, Cinsiyet arasındaki ilişkinin gösterilmesinde Pearson korelasyon testi. *
 

Korelasyon %5 düzeyinde anlamlı ** Korelasyon %1 düzeyinde anlamlı (iki yönlü). 

 

Fetuin-A Seviyeleri  r p değeri 

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 

YaĢ 0,078 0,526 

Cinsiyet          -0,132 0,278 
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Tablo 7: Hasta ve kontrol grubunun inflamasyon ve oksidatif stres belirteçleri 

GRUPLAR N Ort. ± S.S. p 

FETUIN-A 

(ng/mL) 

Hasta 35 8,2 ± 10,8 
     < 0.001 

(n.p)
 

Kontrol 35 0,91 ± 0,09 

TNF         
(ng/mL) 

Hasta 35 0,032 ± 0,028 
   < 0.05 

(n.p)
 

Kontrol 35 0,021 ± 0,015 

IL6        

(ng/mL) 

Hasta 35 0,089 ± 0,043 
a.b. 

Kontrol 35 0,084 ± 0,024 

NO 

(ng/mL) 

Hasta 35         25,3 ± 4,8 
       < 0.001 

Kontrol 35         41,4 ± 7,4 

MPO          

(ng/mL) 

Hasta 35 6,42 ± 4,54 
    < 0,05 

(n.p)
 

Kontrol 35 4,34 ± 1,58 

G6PD         

(U/gr Hb) 

Hasta 35 7,13 ± 2,62 
       < 0.001 

Kontrol 35         5,05 ± 1,3 

MDA         

(µmol/gr Hb) 

Hasta 34 0,081 ± 0,023 
       < 0.001 

Kontrol 34 0,046 ± 0,011 

SOD          

(U/gr Hb) 

Hasta 33 901,1 ± 121,4 
       < 0.01 

Kontrol 34       733,7 ± 95,9 

CAT             
(k/gr Hb) 

Hasta 33     1004,3 ± 335,7 
           a.b. 

Kontrol 34     1112,4 ± 310 

GSH-Px      

(U/gr Hb) 

Hasta 34 18,1 ± 12,2 
    < 0,05

 (n.p)
 

Kontrol 34 12,6 ± 11,3 

CRP 

   (mg/L) 

Hasta 35 18,1 ± 12,2 
    < 0,01 

(n.p)
 

Kontrol 35 12,6 ± 11,3 

 

(a.b) %95‟lik güven aralığında istatistiksel anlamlılık bulunmadı (p>0,05). 

(n.p) parametrik olmayan Mann-Whitney U Testi uygulandı. 
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WBC ise Orak hücre anemili hastalarda anlamlı olarak yüksek tespit edildi 

(p<0.05). MCV, MCH ve MCHC açısından bir farklılık tespit edilmedi. Kontrol ve 

hasta grubuna ait hematolojik veriler Tablo 5‟de; bu verilerin dağılımı Şekil 14‟de 

verilmiştir.  

ġekil 12: Hasta ve kontrol grubun demografik verilerin dağılımı 

Fetuin-A verileri açısından kıyaslandığında OHA grubunda Fetuin-A 

seviyeleri kontrol grubuna göre oldukça yüksek tespit edildi (p<0,001). Fetuin-A‟nın 

gruplara göre verilerinin dağılımı Şekil 13‟te verilmiştir.  

 

ġekil 13: Fetuin-A verilerinin gruplara göre dağılımı 
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ġekil 14: Hasta ve kontrol grubun hematolojik verilerin dağılımı (Boxplot grafik) 
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Fetuin-A‟nın değerleri ile inflamatuvar belirteçlerden TNF-alfa ve IL-6 

değerleri arasında yapılan Pearson korelasyon analizine göre TNF-alfa, IL-6 ve 

Fetuin-A arasında herhangi bir korelasyon tespit edilmedi (Tablo 6). Fetuin-A‟ya 

göre verilerin inflamatuvar belirteçlerle olan dağılımı Şekil 15 ve Şekil 16‟ da 

gösterilmiştir. 

 

ġekil 15: Fetuin-A verilerinin TNF-Alfa‟ya göre dağılımı 

 

ġekil 16: Fetuin-A ve TNF-Alfa‟nın OHA ve Kontrol gruplarına göre dağılımı 
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ġekil 17: Fetuin-A verilerinin IL-6‟ya göre dağılımı 

 

 

 

ġekil 18: Fetuin-A ve IL-6 verilerinin OHA ve Kontrol gruplarına göre dağılımı 
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TNF-Alfa verileri açısından kıyaslandığında OHA grubunda TNF-Alfa 

seviyeleri kontrol grubuna göre istatistiksel olarak yüksek tespit edildi (p<0,05). IL-6 

seviyelerinde ise gruplar arası anlamlı farklılık tespit edilmedi. TNF-Alfa ve IL-6‟nın 

gruplara göre verilerinin grafiksel dağılımı Şekil 19 ve Şekil 20‟de verilmiştir. 

            

ġekil 19: TNF-Alfa verilerinin gruplara göre dağılımı (p<0,05) 

 

 

ġekil 20: IL-6 verilerinin gruplara göre dağılımı (p>0,05) 
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Gruplar, G6PD enzim aktivitesi açısından kıyaslandığında OHA grubunda 

G6PD aktivitesi kontrol grubuna göre istatistiksel olarak çok yüksek tespit edildi 

(p<0,001).  

 

ġekil 21: G6PD enzim aktivitesinin gruplara göre dağılımı (p<0,001) 

G6PD, Fetuin-A ve MDA arasında yapılan Pearson bivariate bağıntı 

analizinde; hem Fetuin-A (r:0,435; p<0,001) hem de MDA‟da (r:0,547; p<0,01), 

G6PD ile pozitif yönlü korelasyon varlığı tespit edildi.  

 

ġekil 22: G6PD ile Fetuin-A arasında noktasal ortak veri dağılım grafiği 
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ġekil 23: Fetuin-A ve G6PD verilerinin OHA ve Kontrol gruplarına göre dağılımı 

 

 

 

ġekil 24: G6PD ile Fetuin-A arasında noktasal ortak veri dağılım grafiği 
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ġekil 25: MDA ve G6PD verilerinin OHA ve Kontrol gruplarına göre dağılımı 
 

Fetuin-A, TNF-Alfa, IL-6, G6PD ve MDA sonuçlarının Kontrol ve OHA 

gruplarına göre verilerin istatistiksel dağılımını gösteren grafikler Şekil 16, 18, 23, 

25 ve 26‟ da verilmiştir. 

G6PD enzim aktivitesinin gruplara göre dağılımı Şekil 21‟de; bu 

parametrenin MDA ve Fetuin-A ile olan noktasal ortak veri dağılım grafiği Şekil 22 

ve Şekil 24‟de verilmiştir. 

OHA ve Kontrol grupları, MDA seviyeleri açısından kıyaslandığında OHA 

grubunda MDA seviyeleri kontrol grubuna göre istatistiksel olarak çok yüksek tespit 

edildi (p<0,001).  

MDA, diğer parametrelerle arasında yapılan Pearson bivariate bağıntı 

analizinde; Fetuin-A (p<0,001), G6PD (p<0,05) ve SOD (p<0,05) ile pozitif yönlü 

korelasyon varlığı tespit edildi. MDA seviyelerinin gruplara göre dağılımı Şekil 

26‟de; bu parametrenin SOD ve Fetuin-A ile olan noktasal (scatter-plot) ortak veri 

dağılım grafiği sırasıyla Şekil 27, 28 ve 29‟da verilmiştir.  
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ġekil 26: MDA seviyelerinin gruplara göre dağılımı (p<0,001) 

 

 

 

ġekil 27: MDA ile SOD noktasal ortak veri dağılım grafiği 
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ġekil 28: MDA ile Fetuin-A arasında noktasal ortak veri dağılım grafiği 

 

 

ġekil 29: MDA ve Fetuin-A‟nın OHA ve Kontrol gruplarına göre dağılımı 
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ġekil 30: SOD enzim aktivitesinin gruplara göre dağılımı (p<0,01) 
 

SOD enzim aktivitesi, OHA grubunda kontrol grubuna göre istatistiksel 

olarak oldukça yüksek tespit edildi (p<0,001). SOD‟un daha önce belirtildiği üzere 

sadece MDA ile pozitif korelasyonu bulundu (p<0,05). SOD‟un gruplara göre veri 

dağılım grafiği Şekil 30‟da verilmiştir.  

 

ġekil 31: CAT enzim aktivitesinin gruplara göre dağılımı (p>0,05) 
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CAT aktivitesi gruplar açısından değerlendirildiğinde OHA ve Kontrol 

grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık tespit edilmezken GSH-Px 

enzim aktivitesinde OHA grubunda anlamlı yükseklik tespit edildi (p<0,05). CAT ve 

GSH-Px enzim aktivitelerinin gruplara göre veri dağılım grafiği Şekil 31 ve Şekil 

32‟de verilmiştir. 

 

 

ġekil 32: GSH-Px enzim aktivitesinin gruplara göre dağılımı (p<0,05) 

  

MPO seviyeleri, OHA grubunda kontrol grubuna anlamlı yükseklik tespit 

edildi (p<0,05). MPO seviyelerine ait gruplara göre veri dağılım grafiği Şekil 33‟de 

verilmiştir. MPO ile Fetuin-A arasında yapılan Pearson bivariate bağıntı analizinde 

korelasyon bulunmadı (Şekil 34). 

CRP seviyeleri değerlendirildiğine, OHA hasta grubunda CRP seviyeleri 

kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak daha yüksek tespit edildi. CRP ile Fetuin-

A arasında yapılan Pearson bivariate bağıntı analizinde ise herhangi bir korelasyon 

tespit edilmedi (Şekil 35, 36). 
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ġekil 33: MPO seviyelerinin gruplara göre dağılımı (p<0,05) 

 

 

ġekil 34: MPO ve Fetuin-A verilerinin OHA ve Kontrol gruplarına göre dağılımı 
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ġekil 35: CRP seviyelerinin gruplara göre dağılımı (p<0,01) 

 
 

 

ġekil 36: CRP ve Fetuin-A verilerinin OHA ve Kontrol gruplarına göre dağılımı 
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5. TARTIġMA 

Orak hücre anemisi, Çukurova bölgesinde yaygın görülen eritrositlerde aşırı 

reaktif oksijen radikali üretimi, vasküler seviyede kronik inflamasyona sebebiyet 

veren mikrovasküler hipoksik ve reperfüzyon süreci ile karakterize olan konjenital 

bir hemoglobinopatidir (324, 325). Sağlıklı bireylerin eritrositlerindeki antioksidan 

koruma sistemleri, meydana gelebilecek bazal ROS değişimlerinden olumsuz yönde 

etkilenmemektedir (313). Ancak, OHA hastalarında görülen aşırı ROS üretimi (114, 

326), HbS‟in oto-oksidasyonu (123), hem demirinin salınması (327), artmış 

asimetrik dimetilarjinin (328, 329) ve azalmış NO seviyeleri sebebiyle bu durum 

değişmektedir (330). OHA‟daki ROS savunma sistemlerinin etkilenmesi sonucu 

meydana gelen kronik oksidatif stres durumu, vasküler endotelyal disfonksiyon, 

inflamasyon ve çoklu organ hasarı için kritik öneme sahiptir (331, 332). 

Hebbel ve arkadaşları (122, 123), yaptıkları iki çalışmada Orak hücre 

anemili hastalarda oksijen varlığında HemoglobinS‟in normal Hemoglobine (HbA) 

kıyasla artmış oto-oksidayon hızına sahip olduğunu gösterdi. OHA hastalarının 

eritrositlerinde süperoksit ve hidroksil radikallerini yüksek tespit ettiler. Aslan ve 

arkaşları (78, 115, 121, 333), Orak hücre anemili hastaların eritrositlerinde artmış 

lipit peroksidayonunu gösterdiler. Amer ve arkadaşları (334, 335) tarafından yapılan 

benzer iki çalışmada da bizim sonuçlarımızda olduğu gibi oksidatif hasarın 

göstergelerinden olan MDA seviyeleri, OHA hastaların eritrositlerinde kontrol 

grubuna göre yüksek tespit edildi.  
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Literatürde birçok çalışmada, Orak hücre anemisinde oksidatif hasarı 

gösteren biyomarkerların artmış olduğu gösterildi (47, 78, 158, 159, 336). Repka ve 

Hebbel (122, 337), Orak hücre hemoglobininin (HbS) eritrosit membranına 

tutunduğu ve bir Fenton reaktifi gibi davranarak süperoksit ve hidroksil radikali gibi 

oksidant ajanların üretimini arttırdığı tespit etti. Bunun yanı sıra Hemoglobin S‟in 

aşırı oto-oksidasyonu ve denaturasyonu sonucu hücre membranında demir 

komplekslerinin birikimi meydana geldiği gösterildi (338).   

Walter ve arkadaşları (58),  demir komplekslerinin inflamasyonda artışa ve 

lipidleri içeren membranda oksidatif hasara sebebiyet verdiğini gösterdi. Benzer 

çalışmalarda, lipid peroksidasyonunun ve oksidatif stresin göstergesi olan 

Malondialdehyde (MDA) seviyeleri, Orak hücre anemisi hastalarının serum ve 

eritrositlerinde sağlık bireylere göre yüksek tespit edildi (339-341). Ayrıca, Jain ve 

arkadaşlarının yaptığı çalışma (284), MDA‟nın eritrosit membranında kümelenmesi 

sonucu membrandaki fosfolipidlerin organizasyonunu bozduğunu ve oksidatif 

hasarın şiddetini arttırdığını gösterdi. Çalışmamızda, eritrositlerde MDA 

seviyelerinin litelaratürle örtüşen şekilde anlamlı olarak yüksek çıkması OHA‟da 

oksidatif stresin meydana getirdiği peroksidasyon hasarının açık bir göstergesidir.  

Orak hücre anemisinde meydana gelen bazal ROS miktarındaki artışa ek 

olarak eritrosit içi anti-oksidan mekanizmalarda gerileme meydana gelir. ROS‟a 

karşı dengeleyici role rahip SOD, CAT ve GSH-Px gibi anti oksidan enzimler 

olumsuz etkilenirler (342). Bazı çalışmalarda CAT ve GSH-Px aktiviteleri azalırken 

(332), SOD aktivitesinde artış gösterilmiştir (340, 343). Das ve Nair tarafından 

yapılan bir çalışmada (343), SOD‟daki bu artışın oksidatif stres ve H2O2 

seviyelerindeki artışa cevap olarak meydana geldiği sonucuna varıldı. Schacter ve 

arkadaşları farklı bir çalışmada (332), sağlıklı bireylerde SOD aktivesinin OHA‟lı 

bireylere göre yüksek olduğunu ve hastalığın şiddeti ile ters orantılı olarak düşüş 

gösterdiğini tespit etti. Bu azalmayı oksijen radikallerinin ortadan kaldırmak için 

SOD‟un tüketilmesi şeklinde yorumladı (54). Bizim çalışmamızda, Das ve Nair 

tarafından yapılan çalışmaya benzer olarak SOD seviyeleri OHA hasta grubunda 

sağlıklı bireylere kıyasla yüksek tespit edildi. SOD aktivitesindeki bu artışın OHA 

hastalarındali ROS artışını kompanse etmek için meydana geldiği düşünmekteyiz. 



71 

 

Normal koşullarda, H2O2, GSH-Px ve CAT enzimleri ile iki farklı yolla 

ortadan kaldırılır. Bu iki enzimin seviyelerinde azalma olması durumunda H2O2 

ortamdan yeteri kadar temizlenemez (78, 121). Morris ve arkadaşları yaptıkları 

çalışmada (344), eritrositlerde GSH ve GSH-Px miktarlarını düşük bulmalarını aşırı 

tüketime bağlı olduğunu yorumladılar. Bizim çalışmamızda ise bu çalışmadan farklı 

olarak OHA grubunda eritrosit GSH-Px aktivesi anlamlı olarak yüksek tespit edildi. 

Bu yüksekliği SOD yüksekliğine benzer şekilde ortamdaki oksidanların artışını 

kopmanse etmek için meydana geldiğini düşünmekteyiz.  

Orak hücre anemisinde oksidatif stresle ilgili olarak lipit peroksidasyon 

ürünü olan MDA‟nın artışına dair literatürde benzer çalışmalar olmasına rağmen 

antioksidan enzimler olan SOD, CAT ve GSH-Px için birbirinden farklı sonuçlara 

rastlanmaktadır. Dasgupta ve arkadaşları, yaptıkları çalışmada  CAT aktivitesini 

OHA grubunda düşük bulurken Das and Nair yüksek tespit etmişlerdir (343). 

Dasgupta, Katalazdaki bu artışı H2O2‟nin temizlenmesi için enzim aktivitesinin 

arttığı şeklinde yorumlarken, Das ve Nair azalmayı oksidatif stresin aşırı artmasına 

bağlı enzimin tükenmesi şeklinde yorumlanmıştır. Bizim çalışmamızda, CAT 

aktivitesinde hasta grubunda kontrolle arasında fark olmaması, H2O2‟nin 

temizlenmesinde GSH-Px‟in daha etkin rol oynadığını desteklemektedir. 

Glutatyon Peroksidaz, hidrojen peroksiti yıkarken ortamdaki GSH‟yı okside 

disülfit formuna (GSSG) dönüştürür (345, 346). Bu form, NADPH varlığında 

glutatyon redüktaz tarafından tekrar redükte formuna indirgenir (347). Redükte 

glutatyon (GSH), GSH-Px‟ın çalışması için gerekli substrattır. Çalışmamızda, 

G6PD‟nin OHA hastalarda kontrol grubuna göre yüksek olması, NADPH miktarının 

OHA grubunda arttırğını ve dolaylı olarak glutatyon redüktaz aktivitesini arttırarak 

GSH miktarındaki artışa katkıda bulunmuş olabilir. Artan GSH da GSH-Px‟in 

aktivtesinin artmasına neden olabileceğini düşünmekteyiz. Biz, çalışmamızda hem 

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

 Yine dolaylı olarak gl G6PD‟nin hidrojen peroksitin parçalanmasında GSH-

Px‟e NADPH kaynağı sağlamak için artığını göstermektedir. G6PD‟nin 

NADPH‟nın kaynağı olarak işlev görmesi aslında oksidanlara karşı hücrenin verdiği 

cevapta OHA hastalarında da ne denli önemli bir enzim olduğu görüşünü 
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desteklemektedir. 

Orak hücre aneminin vasküler sistemine özgü oksidanların bir kısmı, nitrik 

oksit kaynaklı oksidan ajanlar (348), endotelyal NADPH oksidaz (131) ve ksantin 

oksidazdan oluşmaktadır (114, 115, 349). Reiter ve arkadaşları (350), hemoliz 

sonucu artmış olan oksidanlar ve intravasküler hemoglobin, Orak hücre 

anemisindeki nitrik oksidin tüketimine katkıda bulunduğunu gösterdi. Aslan ve 

arkadaşları (114, 115, 333), bu durumun azalan nitrik oksit hemodinamik 

stabilitenin bozulması ile sonuçlandığını ve antioksidan kapasitede ciddi bir 

azalmaya sebebiyet verdiğini gösterdi.  

Oraklaşma süreci, vasküler oklüzyon, doku hipoksisi ve buna bağlı 

reperfüzyon hasarına yol açarak inflamasyona ve endotel hasarını indüklemektedir 

(124, 351). Bu durum, Nitrik Oksit (NO) sentez inhibisyonuna sebep olmaktadır 

(311, 352). NO, adhezyon moleküllerinin endotelyal ekspresyonunu azaltarak, 

platelet aktivasyonunu düşürerek, firoblastları ve endotelyal hücre proliferasyonunu 

inhibe ederek vasküler hemoostazı sağlamada çok önemli bir ajandır (353, 354). 

NO, vasküler yapıda gevşemeyi sağlıyacak önemli bir faktördür ve yokluğu büyük 

arterlerde esneklik kaybına sebep olacaktır (333). Yapılan çalışmalarda OHA‟da NO 

seviyeleri kriz döneminde serbest Hem‟in artışı ve L-arjininin tüketilmesi ile 

azaldığı gösterilmiştir (114, 355-359).  Çalışmamızda, Orak hücre anemili hastaların 

serumlarındaki Nitrik oksit seviyeleri düşük bulunmuştur.  

Eiserich ve ark. (360), nötrofilden köken alan ve Hem içeren MPO‟nun, 

katalitik olarak direk bir şekilde Nitrik oksiti tüketerek ve orta seviyede radikal 

üreterek Nitrik oksitin biyoaktivitesini düzenlediğini; böylece vazomotor 

fonksiyonu olumsuz yönde etkilediğini gösterdiler.  Baldus ve arkadaşları (361), 

Orak hücre anemili hastaların akciğer dokusu üzerinde yaptıkları çalışmada, 

MPO‟nun alvoelaer epitel boyunca artmış seviyelerinin bu hastalarda görülen 

pulmoner hipertansiyon ve akut göğüs sendromunun oluşmasına katkıda 

bulunduğunu gösterdiler. Çalışmamızda, bu çalışmalara benzer şekilde Orak hücre 

anemili hastaların kanında tespit edilen yüksek MPO seviyeleri literatürdeki 

çalışmaların sonuçlarını desteklemektedir. 
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Dolaşımdaki lökositlerin kan akımın merkezinden damar endoteline doğru 

olan migrasyonu (362), doku makrofajlarından salgılanan IL-1, IL-6 ve tümor 

nekroz faktör-alpha (TNF-α) gibi proinflamatuvar mediatörler tarafından 

indüklenmektedir (363). Orak hücre anemili hastaların endotel hücreleri, endotel 

hücre aktivasyona ait bu belirteçleri yüksek seviyelerde eksprese etmektedir (364). 

Orak hücre anemili hastalarda yapılan insan ve hayvan çalışmalarında, TNF-alfa, 

IL-6 ve L-10 gibi inflamatuvar markerlar dolaşımda normal seviyelerinin üzerinde 

bulunduğu görüldü (118, 365-368). Orak hücre anemili hastalarda makrofajlarının 

yanı sıra, monositler de TNF-a ve IL-6‟nın artmış serum seviyelerine katkıda 

bulunmaktadır (77, 366, 369, 370). TNF-alfa ve IL-6, inflamatuvar bir 

patofizyolojiye sahip Orak hücre anemisi için çok önemli bir risk faktörüdür (371). 

Belcher ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada (118), Orak hücre anemili hastaların 

dolaşımında bulunan uyarılmamış monositler sağlıklı bireylere göre daha fazla 

TNF-a ürettiği gösterilmiştir. Lanaro ve ark. (75), genel durumu durağan olan Orak 

hücre anemisi hastalarının dolaşımdaki TNF-alfa seviyelerini ve TNF-alfa‟ya ait 

mRNA ekspresyonunu artmış olarak tespit ettiler. Pathare ve ark. (71, 372), da kriz 

durumundaki Orak hücre anemili hastalarda TNF-alfa konsantrasyonunu yüksek 

buldular. Çalışmamızda, TNF-alfa seviyeleri literatürler uyumlu olarak Orak hücre 

anemili hastalardaki inflamasyonun varlığına bağlı olarak kontrol grubuna göre 

anlamlı olarak yüksek tespit edildi. Ancak, IL-6 seviyeleri iki grup arasında anlamlı 

farklılık göstermedi. TNF-alfa‟daki yükseklik yapılan benzer çalışmaların 

sonuçlarıyla uyumlu olmasına karşın IL-6 sonuçlarımız Akohoue ve arkadaşlarının 

(77) yaptığı çalışmayla benzer özellikler göstermektedir. Ancak, Hilbert ve 

arkadaşlarının yaptığı çalışmada (373), yüksek CRP ve IL-6 seviyerlerine karşın 

düşük IL-10, leptin ve monosit kemoreaktan protein-1 gibi farklı inflamatuvar profil 

tespit edildi. Bu durumu, OHA hastalarındaki kronik inflamasyona karşı oluşturulan 

farklı kompansasyon mekanizmalarının bir sonucu olduğu şeklinde yorumladılar. 

Büyük kısmı makrofajlar ve T-hücrelerinde üretilen TNF-alfa (374), endotel 

aktivasyonu, inflamasyonun uyarılması, koagulasyon kaskadının indüksiyonu, ateş, 

akut faz reaktanlarının sentezi, nötrofillerin aktivasyonu ve endotel adhezyonu (375) 

gibi geniş bir proinflamatuvar etkinliğe sahip oldukça potent bir sitokindir (369). 

Hedo ve arkadaşları (376) ile Makis ve arkadaşları (79), TNF-α ve IL-6‟nın karaciğer 
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hücrelerini de aktivite ederek alpha-1-antitripsin, seruloplazmin, alfa-2-makro 

globulin ve C-reaktif protein gibi serum akut faz reaktanlarının Orak hücre anemili 

hastalarda anlamlı olarak arttırdığını tespit ettiler. CRP, inflamasyonun bir belirteci 

olarak bazı kronik hastalıklarda prognoz ve relapsın tahmininde kullanılmaktadır 

(377). Çalışmamızda, OHA hastalarında CRP seviyeleri, Makis ve arkadaşlarının 

bulduğuna benzer şekilde kontrol grubuna göre yüksek tespit edildi.  

Akut göğüs sendromu ve oraklaşma krizinde inflamatuvar bir sürecin varlığı 

daha önce gösterilmesine karşın (378), stabil durumdaki OHA hastalarında 

inflamasyon ve oksidatif stres ilişkisini ortaya koyan bir çalışma mevcut değildir. 

Akahoue ve arkadaşları yaptıkları çalışmada, akut kriz hali olmaksızın stabil haldeki 

yetişkin Orak hücre anemili hastalarda düşük dereceli inflamasyonu ve artmış 

oksidatif stresi gösterdiler (77). Orak hücre anemili hastalarda oksidatif stresin 

indirekt göstergesi olan 2,3-dinor-5,6-dihydro-15-F2t-isoprostane (F2-IsoPM) 

seviyelerini ve proinflamatuvar sitokinleri yüksek tespit ettiler. Yüksek tespit edilen 

CRP seviyeleri ile Orak hücre anemisinde kriz hali olmadan gizli bir inflamatuvar 

sürecin varlığını işaret etmekte olduğunu öne sürdüler. Orak hücre anemisinin 

anormal seviyede yüksek lökosit sayısına bağlı olarak ortaya çıkan inflamatuvar bir 

durumla karakterize olduğunu gösterdiler (77). Ancak antioksidanları da beraber 

değerlendirmedikleri için F2-IsoPM‟deki artışın gerçekten artmış oksidatif stresten 

mi yoksa azalmış antioksidan cevaptan mı olup olmadığını ispat edemediler. Hibbert 

ve arkadaşları ise farklı bir çalışmada Orak hücre anemili çocuk yaş grubu hastalarda 

inflamasyonu ve bunun hipermetabolizma ile olan ilişkisinin varlığını gösterdiler 

(373). Çalışmamızda, Akohoue ve Hilbert‟in çalışmalarıyla uyumlu olarak OHA‟da 

oksidatif stresin direk göstergesi olan MDA ve akut inflamatuvar belirteç olan TNF 

yüksek bulundu.  

Fetuin-A, karaciğerden sentezlenen bir protein olup insulin direncinin önemli 

bir mediatörü ve vaskuler kalsifikasyona karşı koruyucu etkiye sahip bir molekül 

olduğu  yakın zamanda yapılan çalışmalarla kanıtlandı (379). Bugün birçok vasküler 

paterni bulunan hastalıkta etyopatogenezdeki rolü araştırılan Fetuin-A aterosklerozun 

oluşum ve kronikleşme mekanizması üzerinde durulmaktadır (380-384). 
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Fetuin-A molekülünün yüksek seviyelerinin diabetli hastalarda meydana 

gelen aterosklerozda vaskülopatide iyi prognozun bir işareti olabileceği üzerinde 

durulmaktadır (381, 382). OHA hastalarında da benzer şekilde ileri evrede vasküler 

seviyede ateroskleroz meydana geldiği daha önce birçok çalışmada gösterildi (385-

389). Fetuin-A ile vaskülopati arasındaki ilişki düşünüldüğünde, OHA hastalarında 

ileri dönemde meydana gelebilecek bir vaskülopatinin değerlendirilmesinde Fetuin-A 

çok değerli bir parametre olabilir. 

Renal yetmezlikli hastalarda, hastalığın ileri evrelerinde vasküler 

kalsifikasyonun meydana gelmesi ve prognozunda inflamatuvar sürecin önemini 

gösteren çalışmalar yanında, Fetuin-A‟nın bu sürece olan etkisinin yapıldığı yeni 

çalışmalar mevcuttur (390-393). Bu hasta grubundaki farklı çalışmalarda, Fetuin-

A‟nın yüksek seviyelerinin vasküler kalsifikasyona karşı koruyucu etkiye sahip 

olduğu ve inflmatuvar süreçle ters yönde işlev yaptığı gösterildi (103, 394-397). Bu 

çalışmalarda, organizmanın hastalığın periferik vasküler sistemde yapacağı negatif 

etkiye yüksek Fetuin-A seviyeleri ile cevap verdiğini göstrenen kanıtlar bulundu. 

Patogenezine, vasküler seviyede kronik inflamasyon ve oksidatif stresin eşlik 

ettiği OHA‟da, Fetuin-A vasküler seviyedeki inflamasyonun ve hasarın prognozunda 

etkin bir rol oynuyor olabilir. Yaptığımız çalışmada, Fetuin-A‟nın Orak hücreli 

anemli hastalarda sağlıklı hastalara göre yüksek tespit edilmesi OHA‟lı hastalardaki 

vasküler inflamasyonun meydana getirdiği hasara cevap olarak yüksekseldiğini 

düşündürmektedir.   

Hastaların bir kısmında Fetuin-A‟nın aşırı yüksek, bir kısmında ise kontrol 

grubuyla yakın seviyelerde tespit ettik. Fetuin-A‟nın hasta grubu içindeki farklı 

değerleri, OHA hastalarında vaskülopatinin her hastada farklı seviyede olabileceğini 

ve remisyon döneminde bu değişken vaskülopatiye cevaben bazı hastalarda yüksek 

Fetuin-A düzeyleri vaskülopatiye karşı oluşan kompansasyon mekanizmasını 

düşündürmektedir. Fetuin-A ile MDA ve TNF-a arasında korelasyon varlığı da bu 

ilşikiyi ve hastalığın patogenezinde Fetuin-A‟nın pognoz için ne kadar önemli bir 

parametre olduğunu göstermektedir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

 

Bu çalışmada, Orak hücre anemisinde daha önce bakılmamış bir parametre 

olan Fetuin-A ile oksidatif stres ve inflamatuvar belirteçlerin ilişkisi 

değerlendirilmiştir. Çalışmamız, Fetuin-A‟nın inflamasyon ve oksidatif stres ile 

ilişkisini gösteren orak hücre anemisinin vasküler patogenezine ışık tutacak orijinal 

bir çalışmadır. Fetuin-a‟nın inflamasyonla yakın ilişikisini, orak hücre anemili 

hastalarda kronik inflamatuvar sürecin varlığını ve çalışmamızın sonuçlarını 

değerlendirdiğimizde, Fetuin-A, vasküler patololojideki prognozun seyrine yön 

verici etkisinin OHA hastalarında da söz konusu olduğu sonucuna vardık. OHA‟da 

meydana oksidatif stres ve inflamatuvar yolların aydınlatılmasında, yeni bir 

parametre olan Fetuin-A ile ilgili daha fazla çalışma yapılmasının faydalı olacağını 

düşünüyoruz.  
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