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OZET

Orak Hiicre Anemili Hastalarda fleri Glikasyon Son Uriinlerinin
(Advanced Glycation end Products) (AGEs) Serum Diizeylerinin

Belirlenmesi ve Kriz Patogenezi ile iliskisinin Incelenmesi

Orak hiicre anemisi (OHA) diinyada en sik goriilen hemoglobinopatilerden biridir.
Orak hemoglobin, B-globin zincirinin altinci amino asit pozisyonunda glutamik asit yerine
valin gegmesi sonucunda olusur. Oksidatif stres, OHA’nin 6nemli bir 6zelligidir ve orak
hiicre anemi hastalarinda hemoliz patofizyolojisi, vazooklizyon ve organ hasari
olusumunda énemli bir rol oynar. ileri glikasyon son iiriinleri (AGEs) hiicre igindeki
protein yapilarin ve karbohidratlarin Maillard reaksiyonu ile non-enzimatik olarak
olusurlar. OHA hastalarinda hiicre i¢cinde artan reaktif oksijen tiirleri (ROS) dokularda
AGE’lerin asir1 miktarda iiretimi ve birikimine neden olur. Biz bu ¢alismada orak hiicre
anemili yetiskin hastalarda krizli ve krizsiz donemlerde serum AGE diizeylerinin
belirlenmesi, kriz patogenezindeki olasi rollerini ve diger oksidatif stres parametreleri
(MDA, AOPP, TAS ve TOS, TNF-a ve IL-6) ile iliskilerinin arastiritlmasini amagladik.

Bu amacla 30 adet krizli, 30 adet krizsiz orak hiicre anemi hastalar1 ve 30 adet
saglikli kontrol grubu calismaya dahil edildi. Hastalardan bagvuru sirasinda biyokimya
tiipiine aglik kan drnekleri alindi. Ornekler santrifiij edilerek siipernatantlari ayrildi ve -80°
C’de saklandi. Serum MDA, AOPP, TAS ve TOS diizeyleri spektrofotometrik olarak ve
IL-6, TNF-a, AGE ve sRAGE diizeyleri ise ELISA yontemi ile 6lgiilmiistiir. Veriler
istatiksel olarak analiz edildi ve tartigildi.

OHA hastalarinda hem krizli hemde krizsiz orak hiicre anemi grubunda serum
MDA, AGE ve IL-6 parametreleri kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek iken,
sRAGE diizeyi diisiik bulundu (p<0,016). Bunun disinda krizli orak hiicre anemi grubunda
serum TNF-a, MDA, TOS degetleri ile hesaplanmis OSI degerleri hem kontrol grubu hem
de krizsiz orak hiicre anemi grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,016). Ek
olarak TAS parametresi krizli orak hiicre anemi grubunda kontrol grubuna gore anlamh
derecede yiiksek iken, AOPP diizeyi ise krizsiz orak hiicre anemi grubunda kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,016). Ayrica TOS’un TAS (r=0,291,
p=0,032) ve OSI (r=0,833, p<0,001) ile ve TNF-a’nin IL-6 (r=0,325, p=0,011) ile arasinda
zayif pozitif korelasyon mevcuttu.

Buna gore sistemik oksidasyon ve inflamasyon belirtegleri yaninda AGE ve
sRAGE diizeylerinin orak hiicre anemisinde hastalik patogenezi ile iliskili oldugunu ve
orak hiicre anemisi olan hastalarda bir biyomarker olarak kullanilabilecegini
diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelime: Orak hiicre anemisi, oksidatif stres, ileri glikasyon son iiriinleri
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ABSTRACT

Determination of Serum Levels of Advanced Glycation End Products
(AGEs) in Patients with Sickle Cell Anemia and Investigation of

Relationship with Crisis Pathogenesis

Sickle cell anemia (SCA) is one of the most common hemoglobinopathies in the
world. Sickle hemoglobin results from a substitution of glutamic acid to valine at the sixth
amino acid position of the B-globin chain. Oxidative stress is an important feature of SCA
and plays an important role in the pathophysiology of hemolysis, vaso-occlusion and organ
damage in sickle cell anemia patients. Advanced glycation end products (AGEs) are the
result of non-enzymatic reaction of protein structures and carbohydrates in the cell with
Maillard reaction. Increased reactive oxygen species (ROS) within the cell in patients with
SCA causes excessive production and accumulation of AGEs in tissues. In this study, we
aimed to determine the serum levels of AGE in adult patients with sickle cell anemi. We
also aimed to determine the possible role of AGE in crisis pathogenesis and their
relationship with other oxidative stress parameters (MDA, AOPP, TAS, TOS, TNF-a and
IL-6).

For this purpose, 30 patients with crisis, 30 sickle cell anemia without crisis and 30
healthy controls were included in the study. Fasting blood samples were taken from the
patients to the biochemistry tube. After centrifugation the supernatants were separated and
stored at -80°C. Serum MDA, AOPP, TAS ve TOS levels were measured
spectrophotometrically, IL-6, TNF-a, AGE and sSRAGE levels were measured by ELISA.
The data were analyzed statistically and discussed.

As a result, the serum MDA, AGE and IL-6 parameters were significantly higher in
patients with SCA than in the control group, but the SRAGE level was found to be lower
(p<0,016) in SCA patients. In addition, serum TNF-a, MDA, TOS levels and calculated
OSI values were significantly higher in the sickle cell patient with crisis group than
patients without crisis and the control group (p<0,016). In addition, serum TAS levels were
found to be significantly higher in SCA with crisis compared to the control group. Serum
AOPP levels were found to be significantly higher in SCA patients without crisis than the
control group (p<0,016). In addition, there was a low positive correlation between TOS
with TAS (r=0,291, p=0,032) and OSI (r=0,833, p<0,001) and TNF-a with IL-6 levels
(r=0,325, p=0,011).

In conclusion, together with systmic oxidative and inflamatuar parameters serum
AGE levels are higher and sSRAGE levels are lower in patients with SCA. There is a
relationship between these parameters and SCA pathogenesis. Therefore both of them can
be used as biochemical markers in patients with SCA.

Key words: Sickle cell anemia, oxidative stress, advanced glycation end products
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1. GIRIS

Orak hiicre anemi (OHA), diinya niifusunun yaklasik % 5’ini etkileyen kalitsal bir
kan hastaligidir. Bu hastalik beta globin zincirinin altinct aminoasit pozisyonunda glutamik
asitin valin ile yer degistirmesine neden olan tek bir nokta mutasyonundan kaynaklanan bir
hemoglobinopati sinifidir (Queiroz ve Lima 2013). Bu mutasyon normal HbA yapisini
bozarak anormal hemoglobin (HbS) iiretimine yol agar (Chirico ve Pialoux 211).

Orak hiicre anemi patogenezi, deoksijenlenmis HbS’nin polimerizasyonundan
kaynaklanir (Stuart ve Nagel 2004). Bu polimer olusumu normal bikonkav disk seklini
sert, diizensiz sekilli, dengesiz bir hiicreye doniistiiriir ve bdylece intravaskiiler hemolizin
hemoglobini plazmaya salmasina neden olur. Tekrarlanan bu polimerizasyon kan hiicresi
adezyonu, vazo-okliizyon ve iskemi-reperfiizyon hasarina neden olur (Belcher ve ark.
2010).

Oksidatif stres, oksidanlar ve antioksidanlar arasinda artan oksidan iiretimi veya
azaltilmig antioksidanlara bagli olarak olusan dengesizligin sonucudur (Jeney ve ark. 2002,
Kato ve ark. 2009). Reaktif oksijen tiirleri (ROS) bir terminal elektron alicis1 (oksidan)
olarak oksijen gerektiren hiicre i¢i katabolizmanin bir sonucu olarak iiretilir (Halliwell ve
Gutteridge 1984). Orak hiicre anemide oksidatif stres artar ve orak hiicre anemi ile iligkili
mikrovaskiiler disfonksiyonun patofizyolojisi, vazo-okliizyon ve organ hasar1 gelisiminde
onemli bir rol oynayabilir (Aslan ve ark. 2001, Morris ve ark. 2008). Orak hiicre anemideki
yiiksek reaktif oksijen tiirlerinin tiretim hizi, invaziv olmayan hemoliz, iskemi-reperfiizyon
hasar1 ve kronik inflamasyon gibi faktorlerden kaynaklanir (Hebbel ve ark.1988, Akohoue
ve ark. 2007).

Orak hiicre anemide artmis olan ileri glikasyon son iriinleri (AGEs), Maillard
reaksiyonundaki proteinlerin, lipidlerin ve niikleik asitlerin enzimatik olmayan glikasyonu
ve oksidasyonu ile iiretilir ve bunlarin iiretimi oksidatif stres ile giiclii sekilde iliskilidir
(Ahmed 2005). AGE’lerin organ hasarina ve hastalik siddetine katkida bulunabilecek
cesitli patolojik mekanizmalarla iligkili oldugu gosterilmistir (Goldin ve ark. 2006).
AGE’lerin endotel hiicreleri ve makrofajlar dahil olmak {izere farkli hiicrelerde eksprese

edilen ileri glikasyon son iiriinii reseptorii (RAGE) ile etkilesimi, pro-enflamatuar



sitokinler, oksidanlarin iiretimi ve ekspresyonunu arttirir (Brett ve ark. 1993, Pertynska-
Marczewska ve ark. 2004).

Coziinir RAGE formlart (sRAGE) dolasimda bulunur. sRAGE, RAGE’nin
sitozolik ve transmembran alanlar1 olmayan ekstraselliiler alana karsilik gelir (Safwat ve
Kenny 2018). N-terminali 'V' tipi alan dahil edildiginden, sSRAGE, RAGE ile aynmi ligand
baglama 6zgiinliigline sahiptir ve pro-enflamatuar ligandlar1 baglayarak bunlarin membran
RAGE'ye ulasmasini 6nleyici etki gosterir (Lefebvre ve ark. 2009).

Birgok calismada orak hiicre anemi hastalarinda oksidatif stres ve enflamasyon
belirtegleri arastirilmistir ancak orak hiicre anemili yetiskin hastalarda krizli ve krizsiz
donemlerde oksidatif stres ve enflamasyon belirtegleri ile ileri glikasyon son {irlinii olan
AGE ve onun reseptorii SRAGE’yi birlikte ele alan bir ¢alisma mevcut degildir.

Bu g¢alismada yetiskin orak hiicre anemili krizli ve krizsiz hastalar ile saglikli
kontrollerden alinan kan 6rneklerinde oksidatif stres ve enflamasyon ile ileri glikasyon son
tiriinleri (AGEs) ve reseptorii (SRAGE)’nin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla sistemik
oksidatif stres belirteci olarak serum MDA, AOPP, TAS, TOS ve OSI parametleri,
enflamasyon belirteci olarak TNF-o ve IL-6, ileri glikasyon son iiriinleri olarak da AGE ve
reseptorii sSRAGE Olgiilerek karsilagtinnllmigtir. Bu ¢aligma ile orak hiicre anemi

hastalarinda AGE’nin kriz patogenezindeki olas1 rolleri aydinlatilmak istenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Orak Hiicre Anemisi
2.1.1. Tamim

Orak hiicre anemisi ya da diger adiyla orak hiicre hastaligi (OHH) diinyadaki en
yaygin hemotolojik bozukluklardan biri olup sadece eritronda ifade edilen tek bir gen
icerisinde nokta mutasyonuna neden olan kalitsal bir kan hastaligidir (Hermann ve ark.

2016, Rees ve ark. 2011).

Ik olarak Herrick tarafindan 1910 yilinda pulmoner semptomlarla basvuru yapan

0zgll goriiniimiinli tanimlamak i¢in “orak sekilli” terimini ortaya koymustur (Frenette ve

Atweh 2007).
2.1.2. Prevelans ve Cografi Dagihim

Orak hiicre hastaliginin “Plasmodium falciparum” enfeksiyonundan korunmak igin
bir mutasyon olarak ortaya ¢iktig1 diisiiniilmekte olup orak hemoglobinopatilerin diinya
tizerindeki dagilimimi malaryaya karsi sagladigi diren¢ ve sonradan yasanilan gocler

etkilemektedir.

En ¢ok Sahra-alti Afrika bolgesinde goriilmekle birlikte iilkemizinde i¢inde yer
aldig1 Akdeniz bolgesi, Amerika, Hindistan ve Arap Yarimadasi'nda da olduk¢a yaygindir
(Driscoll 2007). Hemoglobinopatiler ile ilgili iilkemizde yapilan ilk g¢alisma 1950’1
yillarda, M. Aksoy tarafindan Cukurova bolgesinde yasayan Eti Tirklerinde yapilmistir
(Soylemez-Gokyer ve Kayaalt1 2016). OHA hasta sayis1 Tiirkiye genelinde yaklasik 1200
kisi civarinda olup, HbS siklik oran1 ise % 0,03’tiir. Bu oran bélgeden bolgeye degisiklik
gostermekle birlikte OHA’nin en sik yogunlastigi yer lilkemizin giineyinde bulunan
Cukurova bolgesidir ve orak hiicre sikligt % 10°dur. Hatay’da ise bu oran % 8&’dir

(Arcasoy 2003, Soylemez-Gokyer ve Kayaalt1 2016).
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Sekil 2.1. Hemoglobin S’in cografi dagilm  (http://www.unc.edu/cell/files/extensions/mystery/
mystery.html#RedBloodCellsandHemoglobin)

2.1.3. Patofizyolojisi

Orak hiicre anemisi, 11. kromozom iizerinde bulunan beta globin genindeki bir
nokta mutasyonuyla {iretilen tek gen bozuklugudur. Bu mutasyon 6. aminoasit
pozisyonundaki glutamik asitin valinle yer degistirmesine ve normal HbA’nin yapisin

bozarak mutant HbS olusumuna neden olur (Gizi ve ark. 2011).
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Sickled red blood cells

Sekil 2.2. Hemoglobin S molekiiliindeki baz degisimi (https://tyrosine.umdnj.edu/wiki/index.php/
Beta_Hemoglobin_and_Disease)

Otozomal resesif gecis gosteren bu hastalikta orak hiicre mutasyonu homozigot ve
heterozigot durumda olabilir. Orak hiicre hastaligi, hemoglobin (Hb) varyantlart olan SS,
SC, S-beta talasemi, SO Arab, SD ve diger nadir S-Hb genotiplerini icerir. En yaygin ve
siddetli form ise patolojik orak hemoglobin tetramerin (a, BS, , HbS) olusumuna izin
veren her iki ebeveynin de BS kalitimina sahip oldugu homozigot durumdaki HbSS (orak

hiicre anemisi)'dir (Hussain ve ark. 2011, Driscoll 2007).
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Iki a-globin alt birimi ve iki mutant B-globin alt biriminin birlesmesiyle olusan
HbS’in polimerizasyonu olduk¢a dinamik bir olaydir. SS kirmizi hiicreleri kismen
oksijensiz hale getirildiginde, deoksijene hemoglobin S molekiilleri polimerizasyona neden
olur. Bu polimerizasyon eritrositlerin orak sekline doniistiiriilmesi, liflerin biiylimesi ve
hizalanmasiyla sonuglanir. Diisiik oksijenli ortamlarda, elastik olmayan anormal bir sekle
sahip olan eritrositler normal oksijen basinct yeniden olusturuldugunda eski sekillerine
donemezler. Dolayisiyla bozulmus RBC’ler dar kilcal kan damarlarindan gecemez ve
damarlarin ttkanmasina neden olur. Bu olay ise orak hiicre hastaligina sahip bir¢ok insanda

agrili krizlere neden olur (Mansour ve ark. 2015, Gizi ve ark. 2011).
2.1.4. Klinik Bulgular

Orak hiicre anemisi, dokularda iskemiye yol agan vazookliizif krizler ve siddetli
hemolitik anemiyle kendini gosterir (Hoffbrand ve ark. 2011). HbS’li ¢ocuklar dogumda
anemili degildirler ve yasamlarinin ilk haftalarinda eritrositlerdeki yiliksek fetal
hemoglobin (HbF) diizeyi ile korunurlar. OHA’nin klinik bulgular1 HbF seviyesinin
azalmasiyla, hematolojik bulgulari ise 10-12 hafta ve bir yas arasinda ortaya cikar
(McMahon 2006, Kaushansky ve ark. 2006). Hastalarin ortalama hemoglobin seviyeleri 6-
8 g/dl arasinda olmasina ragmen, diisiik hemoglobin seviyesi iyi tolere edilir. Orak hiicre
hastalarinda artmis adezyon ve vaskiiler endotelyal hasar nedeniyle dolagimda artan
notrofillere bagl olarak 16kositoz goriilebilir. Kriz disi stabil donemde ortalama l6kosit
sayist 12.000-15.000/mm?* olup 6.000 ile 20.000/mm? araliginda bildirilmistir (Ciftei-
Kokagya 2015). Klinik bulgular orak hiicre krizleri ile akut ve kronik komplikasyonlara
bagli olarak ortaya ¢ikar (McMahon 2006).

2.1.4.1. Akut Komplikasyonlar
2.1.4.1.1. VazooKkliizif Kriz

Vazookliizif (agrili) krizler (VOC), orak hiicre hastaligimin en yaygin olan
komplikasyonudur. Akut agrinin patofizyolojik ana sebebi olan mikrovaskiiler tikaniklik
iskemi ve hipoksiye yol agarak doku ve damarlarda iltihaplanmaya neden olur, iltihaph
mediatorler serbest kalir ve nosiseptorleri aktive eder. Reperflizyon ise inflamasyonu ve

sonugta ortaya ¢ikan agriyr yogunlastirir. Aktive endotelyal hiicreler tarafindan iiretilen



timor nekrozis faktor alfa (TNF-o) ve interlokin-6 (IL-6) gibi inflamatuvar sitokinler,

vazo-okliizyon’da 6nemli bir rol oynarlar (Mansour ve ark. 2015).

TNF-a, endotelyal hiicre ve lokositlerin aktivasyonu, makrofajlarin uyarilmasi,
inflamatuvar hiicrelerin alinmasi ve kemotaksisinde rol oynayan ¢ok cesitli 6zelliklere
sahip bir sitokindir. TNF-a, adezyon molekiillerinin endotelyal hiicreleri tarafindan
ekspresyonu uyarir ve akut faz proteinlerinin sentezinde rol oynar. (Lutty ve ark. 2001,
Laurentino ve ark. 2014).

IL-6, pleiotroik aktiviteye sahip bir sitokindir. Hepatositlerde CRP, serum amiloid
A, fibrinojen ve hepsidin gibi akut faz proteinlerinin sentezini indiikler. Albiimin tiretimini
ise inhibe eder. IL-6 ayrica antikor {iretiminin ve efektor T-hiicresi geligsiminin

uyarilmasiyla edinilmis bagisiklik sistemi tlizerinde dnemli bir rol oynar (Tanaka ve ark.

2014).

Hastalar, viicudun herhangi bir yerinde siddetli zayiflatic1 agridan sikayet ederler,
ancak tipik olarak agri uzun kemiklerde, gogiis, sirt, pelvis ve karindadir. En ciddi
vazookliizif kriz, tim hastalarin % 7’sinde inmeye neden olan beyin veya omuriliktedir.
Semptomlar, alt1 aya kadar erken donemde ellerde, ayaklarda agr1 ve sislik ile baglayabilir

(Sedrak ve Kondamudi 2018, Mansour ve ark. 2015).

Sekil 2.3. Orak hiicre anemili bir cocukta agrili sismis parmaklar (Mansour ve ark. 2015)

2.1.4.1.2. Akut Gogiis Sendromu

Ates, gogiis agrisi, Oksliriik, nefes darligi, tasipne, solunum yetmezligi gibi
semptomlarla karakterize olan akut gogiis sendromu (ACS) orak hiicre anemi hastalarinin
yaklasik % 40’ 1 etkilemektedir (Steinberg 2004, Lonergan ve ark. 2001). Vazookliizif
krizden sonra hastaneye yatislarin en sik sebebi ve dliime neden olan en yaygin ikinci

komplikasyondur (Cift¢i-Kokagya 2015). Enfeksiyon, ozellikle komiinite pndémonisi,



oraklasma, yag-kemik iligi embolisi ve pulmoner emboli akut goglis sendromunun
etiyolojileri arasinda yer almaktadir. Yas, cinsiyet, gebelik, aseptik nekroz, analjezikler,
akut anemiye yol agan olaylar, soguk hava, genotip, yiiksek beyaz kiire sayisi ve

hemoglobin diizeyinin yiiksek olmasi akut gégiis sendromu igin risk faktorleridir (Ballas
2000).

2.1.4.1.3. Serebravaskiiler Olaylar

Orak hiicre hastalarinin % 25’inde goriilen norolojik komplikasyonlar, HbSC
hastalig1, S-p talasemi gibi diger orak hiicre sendromlarina gore orak hiicre anemisinde
daha yaygindir (Powars ve ark. 1978). Cocuklarda serebral enfarktiis daha sik goriiliirken,
yetiskinlerde intraserebral hemoraji daha sik goriilmektedir. Cocuklarda inme risk
faktorleri arasinda bakteriyel menenjit, aile oykiisii, siddetli akut gogiis sendromu, akut
anemik epizodlar, tekrarlayan ndbet ataklari, bozulmus biligsel beceriler, a-gen delesyon
eksikligi ve CAR Bs-haplotipi yer alir (Powars 2000, Adams ve ark. 1992).

2.1.4.1.4. Splenik Sekestrasyon Krizi

Orak hiicre hastalarinda 6lim nedenlerinden biri olan akut splenik sekestrasyon
krizleri hemoglobin ve hemotokrit diizeylerindeki ani diisiis ve ¢ok miktarda kanin dalakta
toplanmasiyla karakterizedir. Bu kriz genellikle kiiciik ¢ocuklarda, ciddi enfeksiyonlarla
birlikte gortilmektedir. Yetigkinlerde ise tekrarlanan atak donemlerinde dalak atrofik hale
gelir ve buna bagli olarak karacigerde sekestrasyon meydana gelebilir. Bu da siddetli karin
agrisi, karacigerin hizli bliylimesi ve hemoglobin konsantrasyonunda diisiise neden olur

(Brozovic ve Davies 1987).
2.1.4.1.5. Aplastik Kriz

Aplastik kriz, kemik iligindeki olgunlasmamis kan hiicrelerinin parvoviriis B19 ile
enfeksiyonundan kaynaklanir (Okpala 2004). Bu kriz dogrudan eritropoezi etkiler. Hastalik
durumunda retikiilosit sayimlari diiser ve kirmizi hiicrelerin hizli devirleri hemoglobin

diislisiine neden olur (Alagbe ve ark. 2013).



2.1.4.1.6. Priapizm

Priapizm, penisin istenmeyen agrili ve siirekli ereksiyonu olarak tanimlanmaktadir.
Iskemik priapizm, tekrarlayan priapizm ve noniskemik priapizm olmak iizere {i¢ tip
priapizm vardir. Iskemik ve tekrarlayan priapizmler OHA'de gériilen tiplerdir. % 50
oraninda tekrarlama olasilig1 vardir. Priapizmde korpus kavernosum oraklasan hiicrelerle
tikanmis, glans penis ve korpus spongiosum ise korunmustur (Akinbami ve ark. 2018,

Ciftgi-Kokagya 2015).
2.1.4.2. Kronik Komplikasyonlar
2.1.4.2.1. Biiyiime ve Gelisme

OHA’li ¢ocuklarin dogumda kilo ve boylari normal iken 2 yasindan sonra biiyliime
geriligi goriilmektedir. Bliylimedeki bu gerilik cinsiyet farki gézetmeksizin boydan ¢ok
kiloyu etkilemektedir. Gelisme geriligi ve puberte gecikmesi OHA’deki sik bulgulardandir.
Eriskin déonemde boy normale yakin iken kilo bakimindan geri kalirlar (Ciftci-Kokagya
2015).

2.1.4.2.2. Kardiyovaskiiler Sistem

Orak hiicre hastaligi, dilate kardiyomiyopati, ventrikiiler hipertrofi, kardiyak asiri
demir yiki, disritmiler, pulmoner hipertansiyon, miyokard enfarktiisii ve ani 6lim gibi
kardiyak anormallikler ile iliskilidir (Adewoyin 2014). Pulmoner hipertansiyon (PHTN)
orak hiicre hastaligina sahip yetiskin hastalarin, 6zellikle de homozigot genotipe sahip
olanlarin yaklagik % 10'unu etkiler. Orak hiicre hastalig: ile iligkili pulmoner hipertansiyon
hastalariin yaklasik yarisi, prekapiller pulmoner hipertansiyona sahiptir (Gordeuk ve ark.

2016).
2.1.4.2.3. Genitoiiriner Sistem

Orak hiicre anemisi, hiposteniiriden son donem bobrek yetmezligine kadar uzanan
bircok renal komplikasyonlar1 igerir. Renal medullada hipoksik, asidik ve hipertonik
ortam, vasa recta da RBC'nin oraklagmasina neden olur ve bobrek medulla, hiposteniiri ve
hematiiri enfarktiisiine yol agar (Ballas 2002). OHA’de en sik goriilen renal anomali

hipostentiridir ve yasla birlikte ilerler.



Hiposteniiri serbest suyun zorunlu kaybiyla sonuglanir ve yeterli sivi alimi
saglanamadiginda kanin ozmolalitesini artirir (Diggs 1984). Papiller nekroz makroskopik
veya mikroskopik hematiiri olusumuna neden olur ve bobregin yogunlastirma yeteneginin
bozulmasina yol acar. Hematiiri orak hiicre hastalarinin % 3 ile % 4’iinde ve erkeklerde
daha sik goriiliir. Genellikle tek tarafli olup, hastalarin % 80’inde sol bobrek kaynaklidir
(Sheinman 2009).

2.1.4.2.4. Hemotobiliyer ve Gastrointestinal Sistem

Orak hiicre hastalarinda kronik hiperbilirubinemi, kolelitiazis ve safra kesesi
hastaligi yaygindir. Hastalarin en az {gte ikisinde hepatomegali ve % 75'inde ise
kolelitiazis vardir. Kolelitiazisi olan hastalarin yaklasik % 90'1, profilaktik olarak veya bir
akut calculus kolesistit atagindan sonra kolesistektomiye maruz kalir (Haberkern ve ark.
1997). Hiperbilirubinemiye yonelik genetik bir temel, bilirubin glukoronizasyonunu
katalize eden enzim olan UDP-glukoronil transferaz 1 (UGT 1A) mutasyonlarina aittir
(Passon ve ark. 2001). Orak hiicre aneminin karacigere olan etkileri arasinda proksimal
sinlizoidal dilatasyonlu intrasiniizoidal hastaliklar, eritrofagositozlu Kupffer hiicre

hiperplazisi ve hemosideroz yer almaktadir (Malowany ve Butany 2012).
2.1.4.2.5. Kemik ve Eklem Hastahig1

Orak hiicre anemide ortopedik problemler bebeklik doneminde baglar. Kemik ve
eklemler genellikle vazookliizif epizodlarin yeridir. Kronik enfarktiisler ortaya ¢ikabilir ve
omurga anormallikleri orak hiicre hastaliginin karakteristigidir. Kemik iligi hiperplazisi,
biiyiime bozukluklarina ve osteopeniye neden olabilir. Avaskiiler nekroz en ¢ok femur
basi, humerus basi ve vertebralarda goriiliir ve agirlik tasiyan eklemlerde kronik agriya

neden olur (Claster ve Vichinsky 2003).
2.1.4.2.6. Bacak Ulseri

Bacak iilserleri deri alt1 yag, ince deri ve azalmis kan akisi olan, 6zellikle de ayak
bileklerinin medial veya lateral yiizeylerindeki ilserlerdir. Travma, enfeksiyon ve
inflamasyonun tiimii, orak hiicre anemide alt ekstremite iilserasyonlarinin potansiyel

nedenleri olarak 6ne siiriilmiistiir. Orta veya biiyiik siddetli olabilirler. Onem derecesi



derinlik veya slireye bagl olabilir. Bacak tilserleri agrilidir ve aylar, yillar boyunca yavas

yavas iyilesme egilimi gosterirler (Minniti ve ark 2010).
2.1.4.2.7. Goz

Goz komplikasyonlar1 orak hiicre anemide yaygindir ve cogunlukla retinay1
etkilemektedir. Vazookliizif krizlerin bir sonucu olarak, periferik retinal iskemi meydana
gelir. Yeni kan damarlart proliferatif orak retinopatisi olarak bilinen arteriyovendz
gegitlere daha yakindir. Bu yeni damarlar kolayca kanama yapabilir. Kanama ise retina

dekolmani ve korliige neden olabilir (Downes ve ark. 2005, Fadugbagbe ve ark. 2010).
2.1.4.2.8. Gebelik

Orak hiicre hastaliginda gebelik anne ve bebek i¢in yliksek risk tasir. Hastalarin
gebelik siiresince takibi morbitide ve mortaliteyi 6nemli 6l¢giide azaltir. Plensentada oksijen
yetersizligi eritrositlerin oraklasmasi, venéz gollenme ve enfarkta yol agar. Gebelik
boyunca hematiiri, agir anemi, piyelonefrit ve tromboflebit goriilebilir. Gebeligin {igiincii
trimester ve post-portum doneminde akciger, bobrek, merkezi sinir sistemi enfeksiyonlari,
toksemi, endometrit ve kalp yetmezligi riski genel topluma gore daha yiiksektir (Aygiin

2014).
2.1.4.2.9. Enfeksiyon

Orak hiicre anemisinde Oliimlerin en fazla nedeni enfeksiyonlardir ve 5 yasin
altindaki c¢ocuklarda enfeksiyon riski daha fazladir. Orak hiicre hastalar1 fonksiyonel
hiposplenizme sahiptir. Bu onlar1 kapsiilli organizmalar tarafindan enfeksiyona daha
duyarli hale getirir. Gram negatif organizmalarin neden oldugu sepsis, osteomiyelitle
birlikte yaygindir (Gaston ve ark 1986). Asidoz, hipoksi ve dehidratasyonun eslik ettigi bu
enfeksiyonlar, orak hiicre krizlerini tetikleyebilir. Streptococos pneumonia, Salmonella,
Hemafilus influenza tip b, Klebsiella, Escherichia coli gibi mikroorganizmalar sik goriilen

enfeksiyon etmenleridir (Di Nuzzo ve Foncesa 2004).
2.1.5. Tam

Orak hiicre anemide prenatal tan1 fetal donemde birinci trimesterda yapilan

koryonik biyopsi veya ikinci trimesterda yapilan amniyosentez ile elde edilen fetal DNA
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kullanilarak orak hiicre mutasyonunun molekiiler analizi ile yapilabilir. Prenatal tan1 ayrica
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak gebelik doneminde bebegin homozigot

olup olmadig1 konusunda bilgi verir (Driscoll 2007).

Tanm1 yoOntemleri olarak laboratuvarda izoelektrik odaklama, hemoglobin
elektroforezi, yiiksek performansl sivi kromatografisi veya DNA analizi kullanilir. Orak
hiicre anemide tan1 genellikle ¢ocukluk déneminde konur. Ozellikle cift heterozigot (Hb
SB, Hb SC...) durumda olan hastalar puberte baslayana kadar bulgu vermezler (Ulusal
Tan1 Kilavuzu 2011). Irk, aile 6ykiisii, tekrarlayan krizler, yorgunluk, halsizlik, safra kesesi
taslari, tekrarlayan enfeksiyonlar ve kan transfiizyonlarinin olmasi OHA’yi akla
getirmelidir (Ciftgi-Kokagya 2015).

Hemoglobin elektroforezi, anormal hemoglobin tiplerinin varligini teshis etmek
icin kullanilan en degerli yontemdir. Hemoglobin S ve hemoglobin SC orak hiicre
hastalarinda tespit edilen en yaygin iki formdur. Ayristirilamayan bantlarda asit ve alkali
elektroforezi yapilarak tan1 konur. Hastalarin Hb diizeyleri genellikle 5-11 g/dl arasindadir.
Ortalama eritrosit voliimii (MCV), ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC)
diizeyi normal, kirmiz1 kiire dagilim genisligi (RDW) artmis, normokrom normositer bir
anemi vardir. Periferik yaymada ise oraklagmis eritrositler, ovalositler, target hiicreleri ve

puro seklinde hiicreler goriiliir (Ulusal Tanmi1 Kilavuzu 2011).
2.1.6. Tedavi

Orak hiicre anemi tedavisi, saglik bakimi ve komplikasyonlarin yonetimi olarak iki
kategoride diigiiniilebilir. Saglik bakiminin amaci, risk faktorlerini ve erken komplikasyon
belirtilerini taramak ve tamimlamaktir. Kan transfliizyonu belirtilmedik¢e genel yonetim
destekleyici olmalidir. Tedavinin amaci oraklagmaya neden olabilecek eritrositlerin,
dehidratasyon, hipoksi ve asidozun olusumunu 6nlemektir (Mansour ve ark. 2015). Orak
hiicre anemide vazookliizif kriz yonetimi agrimin hizli degerlendirmesi, analjezik
tedavisinin erken baglamas1 ve semptomlarin giderilmesine kadar hidrasyonun
saglanmasindan olusur. Hafif agrili hastalarin ¢ogu igin, asetaminofen veya Nonsteroid
antiinflamatuvar ilaglar (NSAII) yeterli olabilir, ancak orta ve siddetli agr1 icin NSAII’lerle
birlikte veya olmadan opiatlarda kullanilir (Sedrak ve Kondamudi 2018).
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Orak hiicre hastalig1 ile dogan cocuklar yasamlar1 boyunca 1 mg doz folik asit
almaktadirlar. Ayrica 0-5 yas arasindaki orak hiicre hastalar1 pndmokok enfeksiyonuna
yatkinlik nedenleriyle giinliik olarak penisilin almak zorundadirlar (Sedrak ve Kondamudi
2018).

Orak hiicre anemide aplastik krizler, splenik sekestrasyon krizleri ve ACS gibi
hastaligin akut belirtilerini tedavi etmek i¢in gegi¢i transfiizyon tedavisi kullanilir. Ayni
zamanda transfiizyon inmeyi onlemek i¢in kronik olarak kullanilabilir. Transfiizyon hayat
kurtaric1 olmasina ragmen asir1 demir yiiklenmesi, alloimminizasyon ve potansiyel
enfeksiyon komplikasyonlariyla da iliskilidir (Driscoll 2007).

Basit PRBC transfiizyonu, aplastik krizler, splenik sekestrasyon, ACS ve ameliyat
oncesinde kullanilmaktadir. Kronik transfiizyon tedavisi ise klinik inme, pozitif TCD
bulgular1 ve pulmoner hipertansiyonu olan hastalarda HbS’yi % 30’un altinda tutmak icin
kullanilir. Kronik transfiizyon alan orak hiicre hastalari, genellikle 1 yillik transfiizyondan
sonra asir1 demir yiikii yasamaktadir. Boyle durumda desferoksamin veya yeni oral demir
selatorii olan deferasiroks ile selasyon tedavisi yapilmalidir. Asir1 demir yiiklenmesinin
tedavi edilmedigi durumlarda kardiyomiyopati, siroz, diabetes mellitus ve erken 6lim
meydana gelir (Driscoll 2007).

Hidroksitire (HU), kronik miyelojendz 16semi ve polisitemi vera'y1 tedavi etmek
icin kullanilir. Hidroksitire, HbF'yi artirir. Boylece agrili krizlerin ve akut gogiis
sendromunun olusumunu ve transfiizyon gereksinimini azaltmaktadir. Dozu degiskendir.
Bazi hastalara eritropoietin ile birlikte verildiginde daha etkilidir. Bununla birlikte,
hidroksiiire ndétropeni ve trombositopeniye neden olabilir. Ayrica hidroksiiire bir
tetrojendir ve gebelik doneminde kadinlara verilmemelidir (Mansour ve ark. 2015).

Atesle bagvuran hastalarda idrar yolu enfeksiyonu (IYE) siiphesi oldugu
durumlarda genis spektrumlu antibiyotik tedavisi kullanilir. Hematopoetik kok hiicre
transplantasyonu orak hiicre hastaliginin tedavisi i¢in biiyiik bir umut vermektedir (Sedrak
ve Kondamudi 2018).

2.2. Serbest Radikaller Tanimi, Olusum Sekilleri ve Siniflandirilmasi

Serbest radikaller en dis kabukta bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip
molekiilerdir. Yapilarinda bulunan eslenmemis elektronlardan dolay1 oldukga kararsiz ve

diger maddelerle reaksiyona girerek kararli olma egilimindedirler.
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Serbest radikaller endojen ve eksojen kaynaklardan elde edilir. Endojen serbest
radikallerin iiretimi i¢in en 6onemli yer mitokondridir. UV radyasyonlar1 ve ¢esitli kimyasal
maddeler ise eksojen serbest radikal kaynaklaridir (Karabulut ve Giilay 2016)

Serbest radikaller baslica 3 yolla meydana gelmektedir;
1. Kovalent bagh bir molekiiliin, iki elektrondan herbirinin tek olarak bir atom iizerinde
kalarak homolotik bag kirilmas1

A:B— A*+Be
2. Bir molekiiliin elektron kaybina ugramasi sonucu

A-e-— A+te
3. Bir molekiile tek bir elektron eklenmesi sonucu

A+e-— Ae-

Serbest radikaller nitrojen ve oksijen kaynaklidirlar. Bunlardan siiperoksit,
hidroksil, peroksil, lipid peroksil ve alkoksil radikalleri reaktif oksijen tiirleri olarak
adlandirilirken, nitrik oksit ve nitrojen dioksit reaktif nitrojen tiirlerini olusturur.

Reaktif oksijen tiirleri oksijen merkezli radikaller ve oksijen merkezli olmayan radikaller

(non-radikaller) olarak siniflandirilabilir.
Cizelge 2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Radikaller Non-Radikaller
Stiperoksit radikal (O, ) Hidrojen peroksit (H, O, )
Hidroksil radikal (OH") Lipit hidroperoksit (LOOH)
Alkoksil radikal (RO") Hipoklorik asit (HOCI)
Peroksil radikal (ROO") Singlet oksijen (*O, )
Nitrik Oksit radikal (NO¢)

2.2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri
2.2.1.1. Siiperoksit Radikali

Stiperoksit anyonu, mitokondriyal elektron tagima sistemlerinde olusan ilk serbest
radikaldir. Mitokondri, oksijeni suya indirgeyip 4 elektron zincir reaksiyonunu kullanarak
enerji iretir ve mitokondrinin zincir reaksiyonundan kacan elektronlarin bir kismi
dogrudan oksijen ile reaksiyona girerek siiperoksit anyonlarini olusturur. Siiperoksit
anyonu, canli sistemlerde hidrojen peroksit, hidroksil radikali veya tekli oksijen (2:O, ™+
2H" — H, O, + O, ) gibi diger reaktif oksijen tiirlerinin olusumunda 6nemli bir rol

oynar.
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Siiperoksit anyonu ayni zamanda nitrik oksit (NO) ile reaksiyona girerek hidroksil
radikali ve nitrik dioksit (ONOO™ + H* — OH + -NO, ) gibi toksik bilesikler
olusturabilen peroksinitrit (ONOQO?) olusturabilir (Sisein 2014).

2.2.1.2. Hidroksil radikali

*OH, hidroksit iyonunun nétr seklidir. Yarilanma émrii yaklasik 10~° saniye olan
hidroksil radikali olduk¢a yiliksek reaktiviteye sahiptir ve reaktif oksijen tiirlerinin en
giicliisiidiir. Biyomolekiiller ile daha giiclii reaksiyona girebilir ve biyolojik sistemlere
diger reaktif oksijen tiirlerinden daha fazla zarar verebilir. Hidrojen peroksit gecis metalleri
varliginda indirgenerek OH’e doniistiiriiliir. Bu doniisiim olayina “Fenton reaksiyonu” adi
verilir. Hidrojen peroksitin, siiperoksit radikali ile reaksiyona girmesi sonucu hidroksil
radikali olusur. Bu reaksiyona ise “Haber-Weiss reaksiyonu” denir (Ozcan ve ark. 2015).
Bu radikaller karbon merkezli organik radikaller, tiyol radikalleri ve organik peroksitler

gibi yeni radikaller olusturarak hiicre hasarina neden olur (Sezer ve Keskin 2014).
2.2.1.3. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit, siiperoksidin etrafindaki molekiillerden bir elektron veya
molekiiler oksijenin etrafindaki molekiillerden iki elektron almasiyla olusan peroksitin iki
proton ile birlesmesi sonucu olusur.

(‘O "+H, O, - -OH+OH +0,)

Serbest radikal olmamasina ragmen (Fe?" ) gecis metali ile tepkimeye girerck
serbest radikal iiretmektedir. Hidrojen peroksit, siiperoksit dismutaz enzimleri tarafindan
enzimatik olmayan ve katalize edilen dismutasyon siiperoksit radikaliyle in vivo {iretilir.
Hidrojen peroksit, yagda ¢oziiniir bir radikal oldugundan dolayr olustugu yerden uzakta
olmasina ragmen Fe?** igeren hiicresel membranlarda dahi hasar olusturabilir (Sezer ve

Keskin 2014, Halliwel ve ark. 2000).
2.2.1.4. Nitrik oksit

Nitrik oksit, biyolojik dokularda, nitriir oksid sentazlar (NOS) ile iretilir. Bunlar,
argininin bes elektron oksidatif reaksiyonu ile sitrinine metabolize olur (Ghafourifar ve
Cadenas 2005). NO+ noérotransmisyon, kan basinci regiilasyonu, savunma mekanizmalart,

diiz kas gevsemesi ve immiin regiilasyonu dahil olmak iizere c¢ok g¢esitli fizyolojik
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stiregclerde onemli bir oksidatif biyolojik sinyal molekiilii olarak islev goren oldukca reaktif
bir radikaldir (Bergendi ve ark. 1999). Bununla birlikte, hem sulu hem de lipid ortam
icinde ¢oziinebildigi icin, sitoplazmay1 ve plazma zarlarini kolayca dagitir. NOs merkezi
sinir sisteminde noronal iletimin yani sira sinaptik plastisite iizerine de etkileri vardir.
Hiicre dis1 ortamda, NOe nitrat ve nitrit anyonlarint olusturmak i¢in oksijen ve su ile

reaksiyona girer (Sisein 2014).
2.2.1.5. Peroksinitrit

NO ve siiperoksit anyonunun reaksiyonu sonucu peroksinitrit olusabilir.
Peroksinitrit, bir sitotoksik tiirtidiir ve doku yaralanmasina neden olur. Diisiik dansiteli
lipoproteinleri oksitler (Halliwell 1997). Peroksinitrit, iltthap bolgelerinde olusan 6nemli
bir dokuya zarar veren tiir olarak goriinmektedir. Cesitli norodejeneratif bozukluklar ve
cesitli bobrek hastaliklarinda rol oynar. Ayni zamanda dogrudan protein ve DNA baz
oksidasyonuna ve “hidroksil radikal” benzeri oksidan olarak etki yapan modifikasyona
neden olabilir. Peroksinitritin bir biyolojik oksidan olarak 6nemi, hiicre membranlari

boyunca yiiksek yayilabilirliginden kaynaklanir (Knight 1999).
2.3. Oksidatif Stres Tanim ve Hiicresel Yapilar Uzerine Etkisi

Oksidatif stres, hiicresel metabolizma sirasinda agiga ¢ikan siiperoksit radikali,
hidroksil radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin artmasi ve bunlar
detoksifiye edici antioksidanlarin yetersiz kalmasi sonucu oksidatif dengenin bozulmasi
olarak adlandirilir (Ozcan ve ark. 2015). Oksidatif dengedeki bu degisime bagli olarak,
hiicre i¢i proteinlerde yap1 ve fonksiyonel bozukluklar, hiicre membrani ve DNA’da

yapisal hasar meydana gelir (Sies 1991).
2.3.1. Oksidatif Stresin Proteinler Uzerine Etkisi

Proteinlerin serbest radikallerin olusturdugu hasardan ne kadar etkilenecegi
aminoasit dizilimine baglidir. ROS peptid zincirinin pargalanmasi, proteinlerin elektrik
yiikiiniin  degistirilmesi, proteinlerin ¢apraz baglanmasi1 ve spesifik aminoasitlerin
oksidasyonuna neden olabilir. Reaktif oksijen tiirleri yapisinda siilfiir grubu bulunan ve
doymamis bag yapisina sahip molekiiller ile daha yiiksek reaktiviteye sahiptir. Bu nedenle

yapisinda sistein, metiyonin, fenilalanin, triptofan, tirozin, histidin gibi aminoasitleri iceren
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proteinler serbest radikal hasarindan daha ¢ok etkilenirler ve reaktiviteleri bu aminoasitlere
bagli olan gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz ve glutatyon rediiktaz gibi enzimler serbest
radikallerden olduk¢a kolay etkilenerek inhibe olurlar. (Kavas 1989, Birben ve ark. 2012).
Proteinlerin oksidatif modifikasyonu, oksidatif stresin sonucu olarak, vaskiiler sistemin
patolojik kosullarmna yol agan, geri dondiiriilemez bir islemdir. Ileri oksidasyon protein
triinleri (AOPP) ve C=0O, proteinlerin oksidatif modifikasyonunun iyi bilinen
biyomarkerlaridir (Gryszczynska ve ark. 2017). Protein yan zincirlerinde 6zellikle arjinin,
lizin ve treonin gibi aminoasitlerin okside olmasi sonucunda karbonil (CO) gruplari olusur.
Ayrica protein karbonil tiirevleri, a-amidasyon yolu ile ya da glutamil yan zincirlerinin
oksidasyonuyla proteinlerin oksidatif boliinmesi sonucunda ftiretilebilir. Bu da N terminal
aminoasidin bir ketoasil tiirevi tarafindan bloke edildigi bir peptidin olusmasina yol acar
(Dalle Donne ve ark. 2003). Protein oksidasyonunun en yaygin belirteci olan protein
karbonil tiirevleri hastaliklar sonucu olusan oksidatif stresi degerlendirmek i¢in kullanilir

(Ozcan ve ark. 2015).

AOPP, ditirozin i¢eren capraz bagli protein iiriinleri olarak tanimlanir (Kayali ve
Cakatay 2004). AOPP, kloramin ve hipoklordz asit (HOCI) gibi klorlu oksidanlarin plazma
proteinleri ile reaksiyonundan olusur. AOPP en ¢ok plazma albliminlerinden ve yiiksek
molekiiler ile diisiik molekiil agirlikli (monomerik albiimin formu) arasinda ayirt edilen
tiremik plazmanin kromatografik analizinden elde edilir. Ileri oksidasyon protein iiriinleri,
ditirozin, pentosidin ve karbonil igeren protein iirlinlerini (reaktif C=0) igerir (Colombo ve
ark. 2017, Capeillere-Blandin ve ark. 2004). Oksidatif strese bagli olarak protein ve
enzimlerde yapisal degisiklikler ve fonksiyon bozuklar1i meydana gelir (Dalle Donne ve
ark. 2003).

2.3.2. Oksidatif Stresin DNA Uzerine EtKisi

Serbest radikaller DNA’nin yapisinda mutasyona, karsinogeneze ve hiicre dliimiine
neden olabilir. DNA’nin reaktif oksijen tiirleri veya reaktif nitrojen tiirleri ile etkilesimi
sonucu oksidatif hasar olusur. OH™ ve H gibi serbest radikaller DNA’y1 kolaylikla hasara
ugratabilir. Bu serbest radikaller DNA ile reaksiyona girerek, seker kismidan hidrojen
atomlarmin katip ve ilavesine neden olabilir. Ozellikle pirimidinin C4-C5 gift bagi ve
purinler hidroksil radikalinin saldirilarina kars1 oldukga hassastir. Pirimidinlerin hidroksil

radikali ile saldirllar1  sonucunda hidantoin, iire kalintisi, timin glikol, 5-
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hidroksideoksisitidin ve 5-hidroksideoksitiridin gibi oksitleyici pirimidin hasar tiriinleri
olusur. Piirinlerin hidroksil radikali ile saldirilar1 sonucunda ise 8-hidroksideoksiguanozin,
8-hidroksidoksiladenosin formamidopirimidin trtinleri olusur. 8-hidroksideoksiguanozin
karsinojenezde rol oynar ve oksidatif DNA hasar1 igin giivenilir bir biyobelirtegtir

(Devasagayam ve ark. 2004, Halliwell ve Aruoma 1993).
2.3.3. Oksidatif Stresin Membran Lipitleri Uzerine Etkisi

Serbest radikal hasarindan en fazla etkilenen biyomolekiil hiicre i¢i organellerin
membranlarinda yer alan lipitlerdir. Hiicre membraninda yer alan yag asitlerinin doymamis
baglar1 ve kolesterol, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girer ve peroksidasyon
iriinlerini olusturur. Lipit peroksidasyonu sirasinda ¢ok sayida toksik yan iiriinler olusur.
Olusan bu yan tiriinler ikinci haberciler gibi davranir ve iiretildigi bolgeden uzak bir alanda
etkilerini gosterir. Lipit peroksidasyonunun neden oldugu hasar, hiicrenin igleyisi igin

oldukga zararlidir (Devasagayam ve ark. 2003).

Lipit peroksidasyonu, serbest radikal aracili bir siirectir. Bir metilen grubundan
(CH3 ) bir hidrojen atomununun uzaklastiritlmasi ve karbon atomunda (*CH) eslenmemis
bir elektron olusmasiyla sonuglanir. Elde edilen karbon radikali, molekiillerin yeniden
diizenlemesiyle konjuge dien’e sabitlenir. Bu karbon radikali daha sonra oksijen molekiilii
ile reksiyona girer ve lipit peroksil radikalini (LOO") olusturur (Devasagayam ve ark.
2004). Bu peroksil radikalleri diger yag asitlerinden hidrojen kopararak zincirleme peroksi
dasyon reaksiyonlarin1 baglatir. Lipit peroksidasyonu sonucunda olusan lipit peroksitler
son triinler olan Malondialdehit (MDA), 4-Hidroksinonenal (HNE) ve hegzenal isimli
aldehitlere doniisiir. Ortama zincir kirici bir antioksidan eklendiginde membranlarda
gerceklesen  zincirleme peroksidasyon reaksiyonlart durur. Peroksil radikalleri
antioksidanlar olmadiginda aralarinda capraz kovalent bag olusturur ve membran
proteinlerinin hareketliligini kisitlar. Biyolojik membranlarda olusan peroksidasyon
membran akiskanlifinin azalmasina, membranlarin faz Ozelliklerinin degismesine ve
elektrik direncinin azalmasma neden olur. Sonucta hiicre hasar1 veya hiicre Oliimii

meydana gelir (Yoshikawa ve ark. 2000, Catala 2006).
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2.3.3.1. Malondialdehit

Sekil 2.4. Malondialdehit Yapist (https:www.revolvy.com/page/Autoxidation?)

Dogal olarak olusan lipit peroksidasyon son iiriinii olan malondialdehit oksidatif
hasarm bir indikatériidiir. Ug veya daha fazla sayida cift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucu olusur. Membran bilesiklerinin ¢apraz baglanmasina neden olan
malondialdehit, toksik etkilidir. Enzim aktivitesinin degisimi ve iyon gegirgenligi gibi
olumsuz sonuglara neden olur. Bu 0Ozelligi nedeniyle DNA’daki nitrojen bazlar ile
reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik, hiicre kiiltlirleri i¢in genotoksik ve

karsinojeniktir (Placer ve ark. 1990, Tekeli 2012).
2.3.4. Oksidatif Stresin Karbonhidratlar Uzerine Etkisi

Serbest radikaller karbonhidratlarda, polisakkarit depolimerizasyonu ve
monosakkarit otooksidasyonuna neden olur. Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucunda
stiperoksitler ve okzoaldehitler ortaya cikar ve okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere
baglanma o6zelliginden dolayr antimitotik etki gosterirler (Ceballos ve ark. 1992). Aym
zamanda hidroksil gibi serbest radikaller karbonhidratlarla reaksiyona girerek karbon
atomlarinin birinden rastgele bir hidrojen atomu uzaklastirarak karbon merkezli radikal
tiretirler. Bunlar hyaluronik asit gibi 6nemli molekiillerde zincir kirilmalarina neden olur
(Devasagayam ve ark. 2004). Karbonhidratlarin proteinlere baglanmasi glikasyona neden

olur. Bunun sonucunda ise ileri glikasyon son iiriinleri olusur.
2.4. Oksidatif Stres ve Orak Hiicre Anemisi

Oksidatif stres orak hiicre anemide artar. Orak hiicre anemide ROS oraninin artmasi
intravaskiiler hemoliz, iskemi-reperfiizyon hasar1 ve kronik inflamasyon gibi faktorlerden
kaynaklanmaktadir ve orak hiicre anemi ile iliskili mikrovaskiiler disfonksiyon,

vazookliizyon ve organ hasari ile sonuglanir (Aslan ve ark. 2001, Akohoue ve ark. 2007).
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Orak hiicre hastalarinda oksidatif stres kaynaklari;

1. Oksidatif reaksiyonlar iizerinde katalitik etki gosteren serbest hemoglobin diizeylerinin
artmasi

2. Karakteristik tekrarlayan iskemi-reperfiizyon hasari

3. Kronik proinflamatuar durum

4. Orak hemoglobinin (HbS) yiiksek otooksidasyonu

Orak hiicre hastaliginda ileri glikasyon son f{iriinleri artmistir. Maillard
reaksiyonunda enzimatik olmayan glikozasyon ve proteinlerin oksidasyonu ile iretilen

AGE’ler oksidatif stres ile giiglii iliskiye sahiptir (Nur ve ark. 2011).
2.5. Antioksidanlar

Organizmada reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engellemek, bunlarin ortaya
cikardigr hasar1 Onlemek ve detoksifikasyonu saglamak iizere gorev yapan savunma
sistemlerine antioksidanlar denir (Sener ve Yegen 2009). Antioksidanlar radikal siipiiriicii,
hidrojen verici, elektron verici, peroksit parcalayici, tekli oksijen sondiiriicli, enzim
inhibitorii, sinerjik ve metal selatlayict maddeler olarak gorev yaparlar (Lobo ve ark.
2010). Antioksidanlar, hiicre i¢i ve hiicre dis1 veya endojen ve eksojen olmak iizere iki
gruba ayrilir. Endojen ve eksojen antioksidanlar, oksidan/antioksidan dengesini saglamak
icin viicudu serbest radikallerden korur ve serbest radikalleri etkisiz hale getirmek icin

kullanilirlar (Sen ve Chakraborty 2011).
2.5.1.Endojen Antioksidanlar

Endojen kaynakli olan bu antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar

olmak iizere iki gruba ayrilir.
2.5.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

Katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon
peroksidaz (GPx) ve glutatyon S-transferaz (GST) ve mitokondriyal sitokrom oksidaz
(Mit-STO) gibi enzimler oksidasyona karsi savunmada goérev yapan enzimatik etkili

antioksidanlardir.
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2.5.1.1.1. Siiperoksit Dismutaz

Reaktif oksijen tiirlerine kars1 savunmada ilk gorev alan antioksidandir. Stiperoksit
dismutaz, siiper oksit radikalini hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene katalizleyen
antioksidan enzimdir. Olusan hidrojen peroksit daha sonra ortamdan GPx ya da CAT ile
uzaklastirilir (Young ve Woodside 2001).

20, "+ 2H" =5, H0; + O,

SOD’un insanlarda {i¢ formu vardir. Hiicrelerde en yaygin siiperoksit dismutaz
formu olan bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) igeren siiperoksit dismutaz (Cu/Zn SOD) sitozolde,
mangan (Mn) siiperoksit dismutaz mitokondride ve bakir ile ¢inkonun enzimatik aktivitesi
icin gerekli olan ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (EC SOD) ise hiicre dis1 sivilarda

bulunur (Sen ve Chakraborty 2011).
2.5.1.1.2. Katalaz

Katalaz, dort protein alt birimlerinden olusur. Alt birimlerinin her birinde bir
NADPH molekiilii ve bir hem grubu bulunur. Esas olarak peroksizomlar gibi hiicre ici
organellerde, az miktarda ise endoplazmik retikulum ve mitokondride bulunur. Katalaz,
hidrojen peroksidin su ve okijene ayrismasindan sorumlu olan enzimdir ve 1-10 mM
arasindaki konsantrasyonlarda aminotriazol tarafindan inhibe edilir (Gagne 2014, Limon

ve Gonsebatt 2009).
H20, AT, 2H,0 + O,
2.5.1.1.3. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksit hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur. Hidrojen peroksitin neden
oldugu oksidatif hasara karsi hiicreleri koruyarak, H, O, > den OH’nin olusumunu
engeller. Elektron kaynagi olarak glutatyonu (GSH) kullanan glutatyon peroksidaz
H, O, ’yi ve organik hidroperoksitleri metabolize eden bir enzimdir. Selenyum bagiml
(Se-GPx) ve selenyum bagimsiz (GST) olmak tizere iki tipi mevcuttur. Se-GPx, H, O, ve
organik hiperoksitlere karsi etkiliyken GST ise sadece organik hiperoksitlerin metabolize
edilmesinde gorev alir. Bu reaksiyonlar sirasinda GSH hidrojen verici olarak gorev

yaptigindan dolayr hidroperoksitler ve H, O, indigenirken GSH okside formu GSSG’ye
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doniistir. Okside glutatyon ise NASDPH bagimli glutatyon rediiktaz varliginda tekrar
GSH’a indirgenir (Sener ve Yegen 2009, Karabulut ve Giilay 2016)

H202+ 2GSH %, GSSG +2H20

2.5.1.2.Nonenzimatik Antioksidanlar

Cizelge 2.2. Nonenzimatik Antioksidanlar

Glutatyon: GPx’in katalitik etkisiyle lipit peroksitleri ve H, O, ’yi detoksifiye eder ya
da singlet oksijen (*O, ) ve hidroksil radikalini (OH™) temizler.

Melatonin: Hidroksil radikallerini (OH") temizler ve SOD, CAT, GPx ve GR igeren
antioksidan enzimleri uyarir.

Urik asit: Hidroksil, singlet oksijen, siiperoksit, peroksinitrit anyonu, peroksinitrik asiti
etkisizlestirir ve gec¢is metallerini selatlar.
Bilirubin: Siiperoksit radikali (O, ~) ve hidroksil radikali (OH") toplayicisidir.

Albumin: LOOH ve HOCI toplayicisidir.
Koenzim Q 10: Serbest radikalleri temizler, lipit ve protein peroksidasyonunu baskilar.

Selenyum: GPx aktivitesini artirirak ROS olusumunu baskilar.

a-lipoik asit: Hidroksil, peroksinitrit anyonu, singlet oksijen ve hipoklor6z asiti
temizler.
Transferrin: Dolagimdaki serbest demiri baglar.

Seruloplazmin: Bakir iyonlarmi baglar. Ferrdz demiri (Fe* 2) ferrik demire (Fe* ®)
yiikseltgeyerek hidroksil radikali olusumunu inhibe eder.

2.5.2. Eksojen Antioksidanlar

Eksojen kaynakli antioksidanlar, a-tokoferol, B-karoten, askorbik asit ve folik asit gibi
vitamin eksojen antioksidanlar ve trolox-C, desfereeoksamin, albiimin, mannitol, oksipiirinol
ve ebselen gibi ilag olarak kullanilan eksojen antioksidanlar olmak {izere iki gruba

ayrilmaktadir.
2.6. 1leri Glikasyon Son Uriinleri (AGES)

Ileri glikasyon son iiriinleri ilk kez 1912 yilinda Louis Camille Maillard tarafindan
“esmerlesme reaksiyonu” olarak tanimlanmistir. AGE; lipidler, proteinler ve niikleik asitlerin
serbest amino gruplar ile indirgeyici sekerlerin karbonil gruplari arasinda enzimatik olmayan
glikasyon sonucu olusan heterojen bilesiktir (Parmaksiz 2011). Bu reaksiyon karmasik

asamalarda yavag yavas ilerleyerek molekiiler diizeyde degisiklikler meydana getirmektedir.
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AGE’ler, esmerlesme gosteren, fliloresans iireten ve protein ¢apraz baglanmasina neden olan

kompleks heterojen molekiillerdir (Demirel ve Yildiran 2017).

Halen birgcok AGE’nin yapisi bilinmemektedir ve olusumlarinin altinda yatan
mekanizmalar belirsizligini korumaktadir (Demirel ve Yildiran 2017). Fakat bazi AGE’nin
yapist yapilan c¢alismalar sonucunda Dbelirlenmistir. Bilinen AGE’ler arasinda
N-karboksimetil lizin (CML), N-karboksietil lizin (CEL), pentosidin, metilglioksal lizin
dimeri (MOLD), glioksalizin dimer (GOLD), Alkil formil glikozil pirolleri (AFGP), Arginin-
lizin imidazol (ALI) ve pirralin yer almaktadir (Nowotny ve ark. 2015).

AGE’ler kimyasal 6zelliklerine gore 3’e ayrilir;
1. Pentosidin gibi floresan ¢apraz bagli AGE’ler,

2. Metilglioksal lizin dimeri ve Arginin-lizin imidazol gibi non-floresans ¢apraz bagl
AGFE’ler,

3. N-karboksimetil lizin ve pirralin gibi ¢apraz bag yapmayan AGE’ler (Ahmed 2004).

Fizyolojik kosullar altinda olusan AGES, hiicre dokularindaki matriste birikir,
AGE’nin 0mrii olustugu proteinin dmriine bagli olarak belirlenir ve uzun omiirlii proteinler
AGE olusumuna daha yatkindir. Kisa Omiirli AGEs ise proteinin Omrii bittiginde
bobreklerden siiziilerek organizmadan digart atilir (Kiling 2011, Verzijl ve ark. 2000).

AGE’nin gelisimi bir¢ok hastaligin patofizyolojisinde 6nemli rol oynar.
2.6.1. AGE’lerin Olusum Mekanizmasi

Proteinlerin yapim yikim hizi, hiperglisemi derecesi ve ¢evresel oksidan miktar ve
yaygiligi AGE olusumunu etkileyen faktorler arasinda yer alir. AGE’lerin olusumu haftalar
stiren ve daha ¢ok uzun Omiirlii proteinleri etkileyen bir siiregtir. Proteinlerdeki arginin,
histidin ve lizin gibi baz1 aminoasitler glikasyona daha duyarlidir (Goldin ve ark. 2006). Ik
olarak AGE’ler besin kimyasinda kullanilmis ve diyabetik hastalarda 1968 yilinda HbAlc’nin
tespiti ile arastirilmaya baslanmistir (Yamagishi ve ark. 2008). Galaktoz, fruktoz ve riboz’un
hemoglobin ile reaksiyonu glukoza gore daha hizlidir. Protein glikasyonu, serbest bir amino
grubu ile bir sekerin karbonil grubu arasinda Schiff bazi olusumuyla baslar. Schiff bazi

olusumu kandaki glukoz konsantrasyonuna bagli, tersine g¢evrilebilir bir olaydir ve saatler
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igerisinde gergeklesir (Prasad ve ark. 2013). Olusan kararsiz Schiff bazi giinler i¢erisinde daha
kararl1 bir ketoamine veya amadori Uriinlerine doniisiir. Amadori {riinlerinin olusumu geri
doniistimsiizdiir ve reorganizasyonu sirasinda, a-dikarboniller veya oksoaldehidler olarak
adlandirilan yiiksek derecede reaktif ara karbonil gruplar i¢inde biriken 3-deoksiglukozon ve
metilglioksal bulunur (Suzuki ve ark. 1999). Bu birikim karbonil stres olarak adlandirilir.
Olusan Amadori iiriinlerinden sonra haftalar veya aylar boyunca glukoz derisiminden
bagimsiz olarak dehidrasyon, yogusma ve pargalanma reaksiyonlariyla AGE olusmaktadir

(Solis Calero ve ark. 2015).

Saatler icerisinde Guinler icerisinde Haftalar, aylar igerisinde
HC=0 HC=N-(P ) HC-NH- (P ) HC=0
HCOH HCOH C=0 C=0
. | i : | o AGE- (P

HCOH + HN-(P) 4_’ H(|)0H - HCOH CH2 -
HCOH HCOH HCOH HCOH

CH,0H CH,0H CH,0H CH,0H

Glukoz Schiff baz Amadori Urdinleri 3- Deoksiglukazon

Sekil 2.5. Proteinlerin glikasyonu ve AGE olusumu (Parmaksiz 2011)

AGE olusumunda bir diger 6nemli mekanizma polyol yolagidir. Diyabete bagli olarak
olusan yiiksek miktarda glukozun bir miktar1 6nce sorbitole doniisiir, sonrasinda ise AGE

iriinii olan 3-deoksiglukozona doniisiir ve AGE olusur (Parmaksiz 2011).

NH2-Protein _
A

Aldoz Rediiktaz Sorbitol Dehidrogenaz 3-Fosfokinaz

Glukoz - 3 Sorbitol — s Fruktoz — s Fruktoz-3-P Lipidler
e —~
NAD NADH
l HADEH NADE Fruktokinaz
Glukoz-6-P Fruktoz-1-P v
Yag asitleri
Fruktoz-6-P Gliseraldehit g
Fruktoz-1-6-difosfat — = Gliseraldehit-3-P
Dihidroksiaseton-P ¢ » Gliseraldehit-3-P —«— Dihidroksiaseton-P
l Yy ¥ M
_ Piruvat i e et < Glyoxal )
Proteinl » Treonin < Metilglyoxal (MG) _3-Deoksiglukezon (3-DG) Sk J
| ,
NH2-Protein NHz-Protein NH2-Protein
X R R
¢ Y Y

Sekil 2.6. Karbonil bilesikler ve AGE olusumu (Parmaksiz 2011)
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Ileri glikasyon son iiriinleri, endojen olusumlari disinda tiitiin iiriinleri veya besinlerle
ekzojen olarak da olusabilmektedir. Ekzojen olarak olusan AGE’ler besinlerin igerdigi
karbonhidrat, lipit ve protein igeriginden etkilenirler (Yilmaz ve Karabudak 2017). Besin
kaynakli AGE’ler oksidatif stresi indiikler, protein-protein capraz baglarini aktive eder,
antioksidan kaynaklar1 baskilar ve sitokinleri artirir. Ayrica besin kaynakli AGE’ler dokuda
birikmeden kanda serbestge dolasabilir. Besinlerin pigirilme sekli ve siiresi AGE seviyesine
etki etmektedir. Besinlerin yliksek derecede pisirilmesi AGE seviyesini artirirken, diisiik

derecede ve kisa siireli pisirilmesi ise AGE seviyesini azaltmaktadir (Demirel ve Yildiran
2017).

2.6.2. AGE Etki Mekanizmasi

Organizmada biriken AGEs toksik etkiye neden olmaktadir. AGE’ler hiicre igi ve
hiicre dis1 etkilere sahiptir. Ekstraselliller matriks’te, AGE’ler lipidler, kollajen, laminin,
elastin ve vitronektin dahil olmak tizere farkli molekiiller iizerinde olustururlar. ECM
molekiilleri tizerinde olusan AGE’ler matriksin olusumunu degistirir ve sertligini artirir.
Ayrica AGE’ler ECM liretiminin artmasina neden olarak hiicre biiylimesini uyarmak i¢in
doniistiiriicii bilyiime faktorii (TGF)-B reseptoriinii aktive eder (Neeper ve ark. 1992). ileri
glikasyon son iiriinleri organizmanin kimyasal, fiziksel ve metabolizmasinin yapisini
degistirir ve organizmadaki dokulara ¢apraz baglanir (Raj ve ark. 2000). Subendothelium
tizerindeki AGE’ler tek tabakali bir endotel hiicre boyunca monosit gociinii indiiklerken, bazal
membranlarda yer alan AGE’ler ise monosit go¢iinii inhibe ederek orada “apoptaksis” denilen

olayi indiikler (Edelstein ve Brownlee 1992, lwashima ve ark. 2000).
2.6.3. AGE Reseptorleri

Ileri glikasyon son iiriinleri baslica; RAGE, ¢dpcii reseptorler (Class A, CD36, class B
tip 1, LOX-1, FEEL-1, FEEL-2), AGE-R1 (oligosakkaril transferaz-48), AGE-R2 (80 K-H
fosfoprotein) ve AGE-R3 (Galektin-3) adli reseptorlere baglanir. Bu reseptorler doku veya
dolasimda bulunan AGE’yi baglayarak hiicre i¢ine alirlar ve ortamdan temizlerler.

Reseptorler arasinda en ¢ok RAGE incelenmistir (Parmaksiz 2011, Demirel ve Yildiran
2017).
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RAGE immiinoglobulin siiper ailesine ait bir transmembran proteinidir ve multi-
ligandlarla etkilesime girme yetenegine sahiptir (Neeper ve ark 1992). RAGE baslica diiz kas
hiicresi, mononiikleer fagositler, endotel hiicresi ve astrositlerde bulunur. Bunun disinda
normal damar ve dokularda da ¢ok az eksprese edilir (Ahmed 2004). Yiiksek mobilite grubu
protein B1 (HMGB-1), S100 kalsiyum baglayici protein, amiloid-y-protein, Mac-1 ve
fosfoditilserin ligandlar arasinda yer alir. RAGE ve ligandlar1 arasindaki etkilesim
inflamasyon, proliferasyon, apoptoz, otofaji ve migrasyon da dahil olmak iizere ¢esitli

hiicresel siirecleri aktive eder (Sugaya ve ark. 1994).

Cizelge 2.3. RAGE ligandlar ve klinik 6nemi

RAGE ligandlari Klinik Onemi
AGE Diabetik ve iiremik komplikasyon, aterotromboz, yaglanma
S100/calgranulins Enflamatuar yamit: romatoid artrit, inflamatuar barsak hastaligi,

multipl skleroz, aterotromboz.

HMGB-1 Merkezi sinir sisteminin ontogenezi, Timér invazyonu, anjiyogenez

ve metastaz.

B-sheet fibrils Yanlis katlanmis protein birikimi: Alzheimer hastaligi, amiloidoz

B2-integrin Mac-1 Lokosit adezyonu: inflamatuar yanit
(Vazzana ve ark. 2009).

RAGE'nin ligand birlesmesi, hiicreye 6zgii sinyallemeyi tetikler, bu da reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) daha fazla tiretilmesine ve transkripsiyon faktorii NF-kB aktivasyonuna yol
acar (Vazzana ve ark. 2009). Bu, pro-inflamatuar mediatorlerin, adhezyon molekiillerinin ve

islevsiz hiicre fenotipinin siirekli olarak artmasina neden olur.

Insan RAGE’si, kromozom 6’daki major doku-uyum kompleksi (MHC) sinif III
bolgesinde bulunan bir gen tarafindan kodlanmaktadir (Sugaya ve ark. 1994). Olgun RAGE,
hiicre disi, transmembran ve sitozolik boélgelerden olusan ii¢ ana boliimden olusmaktadir.
Hiicre dis1 bolge, bir V tipi ve iki C tipi alandan olusur. AGE’lerin biiyiik kism1 V alanina
baglanir. V tipi alan, ¢oklu RAGE ligandlar etkilesimden sorumludur. C tipi alan ise V tipi
alanin stabilitesinden sorumludur. Transmembran bolge, RAGE’yi hiicresel membrana
tutturur ve hiicre icine sitozolik alan yoluyla transdiiksiyonu bildirir. Transmembran bdlgeyi
yiiksek yiiklii 43 aminoasit’lik sitozolik kuyruk takip eder. Sitozolik kuyruk RAGE kaynakli

intraselliiler sinyal icin kritiktir (Gonzalez ve ark. 2013, Neeper ve ark. 1992).
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RAGE aktivasyonu, nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (NADPH)- oksidaz (NOX)
aktive ederek, siiperoksit dismutaz, katalaz ve diger yolaklarin aktivitesini azaltir ve dolayl
olarak GSH ve askorbik asit gibi hiicresel antioksidan savunmalarini azaltarak oksidatif stresi
dogrudan indiikleyebilir (Bierhaus ve ark. 2005, Loughlin ve Artlett 2010). Endotel hiicre
yiizeyi lizerinde RAGE’ye baglanan AGE’ler, NAD(P)H oksidazi uyaran ROS, p21 RAS ve
MAPK leri artiran bir sinyallesme kaskadi olusturur. Ayrica ligand-RAGE etkilesimi p38
MAPK ve Rac/Cdc ile sinyallesmeyi uyarabilir. RAGE sinyallesmesinin temel hedefi NF-
kB'dir. Niikleusta translokasyona ugrayan NF-kB, endotelin-1, ICAM-1, E-selectin ve doku
faktorli dahil olmak {izere bir dizi farkli proteinin transkripsiyonunu artirir. RAGE i¢in AGE
ve ligandlar HMGB-1 ve S100 calgranulins gibi inflamatuar yollar tetikler. AGE, NOS’un

azalmis aktivitesi ve NO’u sondiirerek NO mevcudiyetini azaltabilir (Prasad ve ark. 2013).

S100s B-sheet fibrils
B.-integrins

/"M v-type domain
T 11 Ctype domains
RAGE

U U- mDia-1 Cell Migration
NAD(P)H ‘/‘/_—_—/ \ \. .

Jak/STAT| ' .o /'

exidass \PIBK | | ppqRas \ fino-a
2+ — Tissue Factor
| Ca Vi ICAM-1, VCAM-1
PKC MAPK ERK-1/2 E-selectin
ROS . . p38 JNK VEGF
e s SR-A, CD36
= == TNF-a, CD40L
NE-kB | uclear Transcription s1 m.‘ MCP-1

| Factor | IL-1, IL-6

Redox-dependent J
responses \ / RAGE )
NF-kB y
4 7N Target gene___/
XA

// / x Fa expression

Sekil 2.7. RAGE sinyal iletim yollar1 (Vazzana ve ark. 2009)

RAGE’nin 3 farkli izoformu vardir. N-kesilmis RAGE, dominant-negatif RAGE ve
coziinebilir RAGE (sRAGE)’dir. N-kesikli izoform, bir V alanina sahip olmadigindan
ligandlarla etkilesime giremez. Dominant-negatif formda, sitozolik kuyruk yoktur bu yiizden

sinyalleri hiicreye iletemez (Hudson ve ark. 2008).
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Sekil 2.8. RAGE izoformlari (Vazzana ve ark. 2009)

sRAGE, RAGE’nin kandaki ¢oziinmiis formudur. Proteolitik boliinme yolu ile tam
boy RAGE’den veya alternatif ekleme ile olusur ve salgilanir. Alternatif ekleme ile olusan
RAGE’ye esRAGE denir. esRAGE’nin transmembran etki alan1 yoktur ve sRAGE
diizeyinden 2-5 kat daha diisiik diizeye sahiptir. SRAGE’nin, ¢6ziiniir AGE’lere baglanmak,
temizlemek ve hiicre yiiziindeki RAGE’lere baglanacak olan ligandlar1 inhibe etmek gibi
gorevi vardir. SRAGE, AGE-RAGE etkilesiminin aktive olmasin1 engelleyen ve kanda
dolasan RAGE ligandlarini nétralize etmek ve gidermekle sorumludur. Ayni zamanda
SRAGE, koprii benzeri reseptorler ve ¢Opcii reseptorler gibi diger RAGE-ligand

reseptorlerinin aktivitesini de etkileyebilir (Kusunoki ve ark. 1999, Kojima ve ark. 2004).

Bir bagka hiicre yiizey reseptor grubu olan AGE-R1, AGE-R2 ve AGE-R3, AGE’lerin
endositozunu ve degradasyonunu diizenler. Boylece RAGE’nin etkilerini ortadan kaldirir
(Vlassara 2001). Ayrica AGE-R1, RAGE sinyalleme inhibisyonu yoluyla AGE’ler ile
indiiklenen oksidatif stresi ortadan kaldirir (Lu ve ark. 2004, Cai ve ark. 2008).

2.6.4 AGE Olusumunu inhibe Eden Maddeler

AGE’lerin olusumunu inhibe edebilen maddelerin yami sira, olusturulmus AGE’leri
veya sinyallemelerini antagonize eden maddeleri ayirt edebilen maddeler tanimlanmistir

(Elosta ve ark. 2012).

Aminoguanidin, AGE’lerin olusumunu smirlayan ilk maddelerden biridir.
Aminoguanidin, niikleofilik bir hidrazindir. Anti-AGE 6zellikler, karbonil ara bilesikleri gibi

erken glikasyon triinlerinin tutulmasindan kaynaklanir. Glikasyonun daha ileri asamalarinda
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hicbir etkisi yoktur (Edelstein ve Brownlee 1992). Dogal olarak olusan bir vitamin B6
izoformu olan piridoksamin, reaktif karbonil ara maddelerini yakalar ve AGE olusumunun

Amadori sonrasi asamalarini inhibe eder (Voziyon ve Hudson 2005).

OPB-9195, aminoguanidin ile aynt mekanizmaya sahip bir tiyazolidin tiirevidir ve
aminoguanidinden daha etkili dikarbonil bilesiklerini tutar. TGF-B ve VEGF ekspresyonunu
azaltarak glomertiler sklerozu, glomeriilde AGE birikim ve albuminiiriyi azalttigin1 gosteren

calismalar mevcuttur (Parmaksiz 2011).

LR-9, LR-74, LR-90, AGE olusum ve glikasyonunu inhibe eden aromatik
bilesiklerdir. Aminoguanidinden daha etkili olan bu bilesikler birden fazla evrede etkilerini
gosteren glikasyon inhibitorleridir. Ayrica LR-9 ve LR-74 cilt kollajenindeki CML miktar1 ve
LDL oksidasyonunu azaltir (Schalkwijk 2007).

Dimetil-3-fenaltiyazolyum kloriir (ALT-711), Phenyl-thiazolium-bromide (PTB),
TRC4186, N-fenasiltiyazolyum ve N-fenasil-4,5 dimetiltiyazolyum Maillard reaksiyon ¢apraz
baglarin1 tanityabilen ve bozabilen kimyasal AGE kiricilaridir. ALT-711, RAGE

ekspresyonunda renal CML birikim ve TGF-B salinimini azaltir (Parmaksiz 2011).

PTB, ¢apraz bag kiricilar arasinda ilk denenen bilesiktir ve AGE birikimini azaltir.
TRC4186 bir kloroid tuzudur ve kardiyak disfonksiyon gelisimini yavaslatir ve renal
disfonksiyon siddetini azaltir (Parmaksiz 2011, Cheng ve ark. 2007).

Aspirin, indometazin, D-penisilamin, ibuprofen, desferoksamin, flavonoidler ve
piaglitazon AGE olusumunu inhibe eder. Piaglitazon, tiyazolidinedion tiirevidir ve dikarbonil

bilesikleri tutar ve metal selasyonu yapar (Goova ve ark. 2000, Peyroux ve Sternberg 2006).

sRAGE, inflamatuvar hiicrelerin migrasyonunu artirir. 1L-6, TNF-a ve matriks
metalloproteinaz 2-3-9 (MMP) gibi sitokinlerin salinimini azaltir. Ayrica sSRAGE, vaskiiler
hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1), doniistiiriicii bitytime faktorii (TGF-B), fibronektin ve
tip IV kollajen ekspresyonunu azaltir ve damarda AGE birikimini inhibe ederek aterosklerozu

baskilar (Goova ve ark. 2000, Peyroux ve Sternberg 2006).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Arastirma Yontemi

Hatay Mustafa Kemal Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Hematoloji poliklinigine bagvuran, 30 adet orak hiicre anemisi olan krizsiz hasta, 30 adet kriz
doneminde bagvuran orak hiicre anemili hasta ve 30 adet saglikli kontrol grubu olmak {izere
toplamda 90 yetiskin birey calismaya dahil edildi. Hasta grubu secilirken, ¢ocuklar (18 yas
alt1), hamileler, emziren anneler, gecirilmis kalp krizi dykiisii, hipertansiyonu, enfeksiyonu ve
orak hiicre anemi diginda hastalik Gykiisii olanlar ile son 3 ayda kan transfiizyonu alanlar
calisma dis1 birakildi. Kontrol grubu ise muayene sonucunda herhangi bir kronik hastaligi
olmayan 18 yas ve iizeri tamamen saglikli bireylerden secildi. Calismamiz, Diinya Tip Birligi
Helsinki Bildirgesi’ne uygun olarak diizenlenmis olup calisma protokolii i¢cin Hatay Mustafa
Kemal Universitesi Etik Kurulu onay1 alind1 (Karar no:13 14/02/2017). Calismaya dahil olan
bireylerden aydinlatilmis onam formu alindi ve hastalarin yas, cinsiyet gibi demografik

verileri kaydedildi.
3.2. Numunelerin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Orak hiicre anemisi olan krizsiz hasta, kriz doneminde basvuran hasta ve kontrol
grubundan 10 cc’lik antikoagiilansiz biyokimya tiiplerine kan alindi. Biyokimya kanlar1 3500
devirde 10 dakika santrifiij edildikten sonra serumlar1 ayrilip biyokimyasal analizler icin

calisma giiniine kadar -80°C’de saklandi.
3.3. Kullanilan Kimyasal Malzeme ve Cihazlar

Bu tez c¢alismasinda Thermo Scientific/MultiscanGo (Finlandiya) UV cihazi, Abbot
Architect C-8000 (Amerika) otoanalizér, NUVE THERM ST 402 (Tiirkiye) su banyosu,
Thermo Scientific (Finlandiya) yikama cihazi, Su OVEN ST 120 (Tiirkiye) etiiv, Thermo
Scientific SL1I6R (Almanya) santrifiij cihazi, ELGA Purelab Option (Ingiltere) distile su

cihazi kullanilmustir.
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Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasal

Kod

Trikloroasetikasit (TCA)

SIGMA-ALDRICH 101920800

Tiyobarbitiirikasit (TBA)

ACROS ORGANICS 114960050

1,1,3,3-tetramethoxypropane

ACROS ORGANICS 156731000

Potasyum Iodid (KI) ATABAY AT043-S10
Chloromine-T ACROS ORGANICS 227850250
Asetik Asit SIGMA-ALDRICH 64-19-7
NaH2PO4* 2H.0 MERCK 106345

Na;HPO4* 12H,0 MERCK 1066579

3.4. Biyokimyasal Analizler
3.4.1. Malondialdehit Miktarinin Spektrofotometrik Ol¢iimii

Malondialdehit o6l¢timii Hammode ve Arkadaslari’nin modifiye ettigi, ¢ift kaynatma
esasina dayali yontem kullanilarak calisildi. ilk kaynatmada Trikloro Asetik Asit (TCA)
kullanilarak proteinlere bagli MDA’nin serbestlesmesi i¢in proteinler ¢oktiiriiliir, ikinci
kaynatmada sicak ve asidik ortamda total MDA, Tiyobarbitiirik Asit (TBA) ile reaksiyona
girer ve renkli kompleks olusturur. Olusan renkli kompleks, 532 nm dalga boyunda MDA

konsantrasyonuyla dogru olarak absorbans verir (Hammode ve ark. 1995).

sH N OH CHO S N OH HO N SH
Y | | Y z T
2% + CHy — + 2H,0
Na | N N ALY 2
CHO C—C=C
H B H
OH OH 0H
TBA MDA

MDA - TBA Kompleksi (renkdi iiriin)

Sekil 3.1. MDA’nin TBA ile reaksiyonu ve olusan renkli MDA-TBA kompleksinin yapisi

Kullanilan reaktifler:
TCA’nin hazirlanmasi

% 10’luk trikloroasetikasit (TCA)’dan 10 gram alindi ve 100 ml distile suya tamamlandi.
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TBA’nin hazirlanmasi

% 0,675’lik tiyobarbitiirik asit (TBA)’dan 0,675 gram alindi ve 100 ml distile suya

tamamlandi.
Deneyin Yapilisi

MDA o6l¢iimii yapmadan Once vidali cam tliplere grup isim ve numaralari silinmeyecek
sekilde yazildi; tiipler 90°C benmaride 15 dakika inkiibasyona maruz kalacagi i¢in su buhari

nedeniyle lizerindeki yazilar silinebilir.

1. MDA o6l¢limii i¢in kor tiiptine 500 pl distile su, numune tiipiine ise 500 pl numune eklendi.

2. Daha sonra lizerine dnceden hazirlanmis TCA ¢ozeltisinden her numuneye 2500 pl eklendi
ve vortekslendi. Vorteksleme sonrasi hemen agzi vidalandi ve daha 6nce hazirlanmis 90°C
benmariye yerlestirildi ve 15 dakika inkiibasyon yapildi.

3. Inkiibasyon sonrasi tiipler soguk suyla sogutuldu. Tiipler soguduktan sonra kapaklar
c¢ikartildi ve tliplerin agz1 parafilmlenerek 3000 g’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi.

4. Santrifiij bittikten hemen sonra tiipler sarsmadan ¢ikartilip parafilmler ¢ikartildi.

5. Daha sonra herbir numune i¢in hazirlanmig diger vidal tiiplere extrakt edilen tiiplerden
cokelege dokunmadan siipernatan kismindan 2 ml pipetlenip aktarildi.

6. Daha sonra biitiin tiiplere 1’er ml daha 6nceden hazirlanmis TBA’dan eklendi.

7. Ekleme sonras1 hemen vortekslenip tekrar 90°C’deki benmariye yerlestirildi ve 15 dakika
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sirasinda numunelerin hafif turuncu; inkiibasyon
sonrasinda ise yavruagzi rengine dondiigii gézlemlendi.

8. Inkiibasyon sonras tiipler benmariden ¢ikariltilip sogutuldu.

9. Son olarak herbir tiipden 300 pl alinip platedeki kuyucuklara pipetlendi ve 6l¢iim igin,
Thermo Scientific/MultiscanGo UV cihazi kullanilarak 532 nm dalga boyunda okuma
yapildi.

Standart Egri Cizimi

MDA stok standardindan (1,1,3,3 tetramethoksipropan) 10 pl alindi ve 100 ml’ye
distile su ile tamamlanarak giinliik standart ¢ozelti hazirlandi. Standart egri ¢izimi i¢in
hazirlanan giinliik standart ¢ozeltiden distile su ile 1/80, 1/40, 1/20, 1/10, 1/8 oranlarinda
seyreltme yapilarak 7.5, 15, 30, 60, 75 nmol/ml derisimde ¢alisma standartlar1 olusturuldu.
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Cizelge 3.2. MDA stok standart ¢ozeltisinden farkli konsantrasyonlarda ¢ozelti hazirlama

Diliisyon 1/80 1/40 1/20 1/10 1/8
Konsantrasyon | 7.6 nmol/ml | 15 nmol/ml | 30 nmol/ml | 60 nmol/ml | 75 nmol/ml
Stok Cozelti 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
dH20 7900 pl 3900 pl 1900 ul 900 pl 700 pl
Toplam Hacim | 8000 pl 4000 pl 2000 pl 1000 pl 800 pl

3.4.2. ileri Oksidasyon Protein Uriinleri Spektrofotometrik Ol¢iimii

Ileri oksidasyon protein iiriinleri 6l¢iimii Witko-Sarsat ve arkadaslarmin tanimladig
yar1 otomatize yontem kullanilarak ¢alisildi. AOPP olusumu hipokléroz asit ve kloraminler
gibi klorine oksidanlarin olusumu ile indiiklenmektedir. AOPP o&lgiimiinde konsantrasyon
klorine oksaidanlara bagli olarak degisir. Bu iliski nedeniyle Ol¢ciimde standart olarak

Chloramine-T kullanildi (Sarsat ve ark. 1996).

Kullanilan Reaktifler

Potasyum iyodﬁr (KI) Cozeltisinin Hazirlanmasi

1.16 M KI hazirlanmast: 19,256 gram KI alindi ve 100 ml distile suya tamamlandi.
Tampon Hazirlanmasi

PBS (20 mM, pH:7.4) hazirlanmasi: NaH2PO4 kimyasalinin molekiil agirligi 136,09
g/mol’ diir. Bu kimyasaldan 2,7218 gram tartildi ve 1000 ml distile suya tamamlandi.
Na;HPO4.12H20 kimyasalinin molekiil agirligi 358,14 g/mol’diir. Bu kimyasaldan 7,1628
gram tartildi ve 1000 ml distile suya tamamlandi. Hazirlanan NaH2PO4 solusyonundan 413 ml,

NaH2PO4 solusyonundan 587 ml alinip karigtirildi ve istenilen pH’ta hazirlandu.
AOPP Standartlarinin Hazirlanmasi
Ol¢iimde standart olarak Chloramine-T kullanild.

Chloramine-T hazirlanmasi: 1 milimol Chloramine-T igin, C7H7CINO2S.Naz(H-O)
kimyasalindan 0,281 gram tartildi ve 1000 ml distile suya ile tamamlandi. Daha sonra 1/10

oranindan seyreltilerek 100 umol/L konsantrasyonunda ana standart 1 ¢ozetisi elde edildi.
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Chloramine-T ana standart c¢ozeltisi (standart 1:100 umol/L) 5 noktali lineer
kalibrasyon egrisi olusturabilmek i¢in; distile su ile seyreltilerek 50, 25, 12.5, 6.25 umol/L
konsantrasyonlarda Chloramine-T standartlar1 hazirlandi. Blank olarak sadece distile su
kullanildi.

Cizelge 3.3. AOPP standartlari

Blank : Distile su 0 pmol/L

Standart 1: Chloromine-T Soliisyonu 100 umol/L

Standart 2: Chloromine-T Soliisyonu 50 pmol/L

Standart 3: Chloromine-T Soliisyonu 25 pmol/L

Standart 4: Chloromine-T Soliisyonu 12,5 pmol/L

Standart 5: Chloromine-T Soliisyonu 6,25 pmol/L
Deneyin Yapihisi

AOPP 6l¢iimii 6ncesinde kullanilacak reaktifler hazirlandi ve 6rnekler oda 1sisina getirildi.

1. Ornekler hazirlanmis tampon ¢dzeltisi ile 1/5 oraninda seyreltildi.
2. Plate tlizerinde blank, standart ve 6rneklerin yeri tanimlandi.

3. Blank i¢in 200 pl distile su, standartlar i¢in hazirlanan hacimlerde 200 ul chloramine-T ve

seyreltilmis drneklerden 200 pl alindi ve kuyucuklara sirastyla pipetlendi.
4.Daha sonra tiim kuyucuklara 20 pl asetik asit ve 10 pl hazirlanmis KI ¢ozeltisinden eklendi.

5.0l¢iim i¢in, Thermo Scientific/MultiscanGo UV cihaz1 kullanildi ve 340 nm dalga boyunda
okuma yapildi.

3.4.3. Total Antioksidan Status ve Total Oksidan Status Spektrofotometrik Ol¢iimii

Total Antioksidan Status (TAS) ve Total Oksidan Status (TOS) spektrofotometrik
olgiimii Hatay Mustafa Kemal Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Hastanesi Merkez

Biyokimya Laboratuvarinda Abbot Architect C-8000 marka otoanalizérde yapilmistir.

Total Antioksidan Status (TAS): Total antioksidan kapasite Erel tarafindan
gelistirilmis Rel Assay marka kit (Rel Assay Kit Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak 6l¢iildii. E
vitamininin suda ¢dziiniir bir analogu olan Trolox kalibrator olarak kullanildi. Sonuglar mmol

Trolox equiv./It seklinde ifade edildi (Erel 2004).
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Total Oksidan Status (TOS): Total oksidan kapasite Erel tarafindan gelistirilmis Rel
Assay marka kit (Rel Assay Kit Diagnostics, Tiirkiye) kullanilarak dl¢iildii. Hidrojen peroksit
kalibrator olarak kullanildi. Sonuglar pmol H202 equiv./It seklinde ifade edildi (Erel 2005).

Oksidatif Stres Indeksi (OSI): Total oksidan kapasitenin total antioksidan kapasitesine
oraninin yiizde derecesi olarak ifade edilen OSI hesaplanirken, TAS sonucu gosterimindeki
mmol degeri TOS sonucu gosterimindeki pmol birimine doniistiiriildii. Sonuglar “arbitrary

unit” (AU) olarak ifade edildi ve asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi (Erel 2005).

TOS, umol Hz Oz equiv./It

OSi=
TAS, mmol Trolox equiv./It X 10

3.4.4. Rutin Biyokimyasal Analizler

Glukoz (hekzokinaz yontemi), Total protein (Biiiret yontemi) ve Albumin (Brom
crozel green yontemi) parametleri Ol¢iimii Hatay Mustafa Kemal Universitesi Saglhk
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Merkez Biyokimya Laboratuvarinda Abbot Architect C-
8000 marka otoanalizorde ticari kitler kullanilarak yapildi. Sonuglar glukoz mg/dl, total
protein ve albumin g/dl olarak ifade edildi.

3.5. TNF-Alfa, IL-6, AGE, sSRAGE Diizeylerinin Elisa Yontemi ile Ol¢iimii
3.5.1. TNF-Alfa Tayini:

TNF-Alfa tayini icin sandvi¢ ELISA yéntemi ile ¢alisan (DIAsource TNF-a-ELISA
Kit, Cat. No.. KAP1751) marka ticari kit kullamldi. Olgiim ic¢in, Thermo
Scientific/MultiscanGo UV cihaz1 kullanild1 ve plakalardaki optik dansite (OD) 650 nm’ye
kars1 450 nm’de okuma yapilarak degerlendirildi. Konsantrasyonlar 4P-logic kalibrasyon
egrisi kullanilarak hesaplandi. Sonug pg/ml olarak ifade edildi. Analiz aralig1 7-518 pg/ml ve
hassasiyet 0,7 pg/ml’dir. Presizyon, intra-assay CV< 6,6 %, inter-assay CV< 4,5 % tir.

3.5.2. IL-6 Tayini:

IL-6 tayini i¢in sandvi¢ ELISA yontemi ile ¢alisan (DIAsource IL-6 Kit, Cat. No.:
KAP1261) marka ticari kit kullanildi. Olgiim i¢in, Thermo Scientific/MultiscanGo UV cihaz
kullanild1 ve plakalardaki optik dansite (OD) 650 nm’ye kars1 450 nm’de okuma yapilarak

degerlendirildi. Konsantrasyonlar 4P-logic kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplandi.
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Sonu¢ pg/ml olarak ifade edildi. Analiz aralig1 23,3-2560 pg/ml ve hassasiyet 2 pg/ml’dir.
Presizyon, intra-assay CV< 4,2 %, inter-assay CV< 4,4 % tir.

3.5.3. AGE Tayini

AGE tayini igin sandvi¢ ELISA yéntemi ile ¢alisan (Cloud-Clone Corp. Advanced
Glycation End Product (AGE), Cat. No.: CEB353Ge) marka ticari kit kullanld1. Olgiim igin,
Thermo Scientific/MultiscanGo UV cihazi kullanildi1 ve plakalardaki optik dansite (OD) 450
nm’de okuma yapilarak degerlendirildi. Konsantrasyonlar 4P-logic kalibrasyon egrisi
kullanilarak hesaplandi. Sonug ng/ml olarak ifade edildi. Analiz aralig1 98,8-8000 ng/ml ve
hassasiyet 33,8 ng/ml’dir. Presizyon, intra-assay CV< 5,3 %, inter-assay CV< 5,5 % tir.

3.5.4. SRAGE Tayini

sRAGE tayini i¢in sandvi¢ ELISA yontemi ile galisan (BioVendor Human sRAGE,
Cat. No.. RDI91116200R) marka ticari kit kullanildi. Olgiim icin, Thermo
Scientific/MultiscanGo UV cihaz1 kullanildi ve plakalardaki optik dansite (OD) 630 nm’ye
karst 450 nm’de okuma yapilarak degerlendirildi. Konsantrasyonlar 4P-logic kalibrasyon
egrisi kullanilarak hesaplandi. Sonug pg/ml olarak ifade edildi. Analiz araligi 50-3200 pg/ml
ve hassasiyet 19,2 pg/ml’dir. Presizyon, intra-assay CV= 4,0 %, inter-assay CV=7,2 % tir.

3.6. istatiksel Analiz

Gruplarin istatiksel olarak tanimlanmasinda grup sayist (N), Ortalama (Mean),
Standard Sapma (SD), Ortanca (Median), 25.percentil ve 75.percentil degerleri verilmistir.
Ayrica gruplarin normal dagilim gosterip gostermedigini belirlemek i¢in Kolmogorov-
Smirnov normalite testi kullanildi. p<0,05 degerinden kiigiik olan gruplar normal dagilim

gostermemektedir.

Gruplarin karsilastirilmasinda, normal dagilima uyan gruplar i¢in Tek-yonlii varyans
analizi (One-way ANOVA) testi p<0,05 diizeyinde degerlendirildi. Anlamli farklilik gosteren

gruplar1 karsilastirmak i¢in Bonferroni diizeltmeli Post-hoc analizi yapildi.

Normal dagilima uymayan gruplar igin ise Tek-yonlii varyans analizi (One-way
ANOVA) testinin karsilig1 olan Kruskal-Wallis testi kullanildi. Gruplar arasinda anlamli fark

p<0,05 diizeyinde degerlendirildi. Fark ¢ikan gruplarin ikili karsilastirilmasi i¢in Bonferroni
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diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildi. Farklilik goriilen parametrelerde gruplar box-

whisker grafisi ile gosterildi.

Normal dagilima uyan gruplar arasindaki iligkinin degerlendirilmesinde Pearson
Korelasyon Analizi kullanildi. Normal dagilima uymayan gruplar kiyaslanirken non-
parametrik korelasyon analizi olan Spearman korelasyon kullanildi. Gruplar arasinda anlaml
iliski p<0,05 diizeyinde degerlendirildi. Istatiksel analiz icin MedCalc (versiyon 15.8)

istatistik programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Gruplarmn Yas Dagilim

Cizelge 4.1. Gruplarin Yas Dagilinu

Gruplarin Yas Dagilim

Mean+ SD | Median |25.P |75.P |p Degeri

Kontrol (1) 28,4+7,44 26,5 22 35 | p=0,0587

Krizli Orak Hiicre Anemi (2) |28,3+8,35 26 21 35 p=0,0639

Krizsiz Orak Hiicre Anemi (3) | 28,4+6,79 28,5 22 34 | p>0,10

4.2. MDA Standart Grafigi ve Gruplarin Serum MDA Diizeylerinin Karsilastirilmasi

MDA Standart Grafigi

o =
0 = N

e
e

10 20 30 40 50 60 70 80

o
~

532 nm'deki Absorbans
o
(o)}

o
o N

o

Konsantrasyon

Sekil 4.1. MDA Standart Grafigi. Regresyon denklemi y=0,0141x+0,0279 R?=0,9941

Cizelge 4.2. Gruplarin Serum MDA Miktarlari

Gruplarin Serum MDA Miktar1 (nmol/mg protein)

Mean+ SD |Median |25.P |75.P |p Degeri

Kontrol (1) 11,8+4,98 10,7 84 |12,6

Krizli Orak Hiicre Anemi (2) 23,9+15.8 20 16,1 |23,1 |p<0,016

Krizsiz Orak Hiicre Anemi (3) |16,1+£6,42 14,9 12 19,1
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Sekil 4.2. Gruplarin Serum MDA Miktarlarinin Karsilastirilmasi. [1,e istatiksel modelde diglanan degerler

Serum MDA diizeyi hem krizli ve krizsiz orak hiicre anemi grubunda kontrol grubuna gore
hemde krizli orak hiicre anemi grubunda krizsiz orak hiicre anemi grubuna gore istatiksel

olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

4.3.AOPP Standart Grafigi ve Gruplarin Serum AOPP Miktarlarinin Karsilastirilmasi

D i T T i i T T i i T T T T i i T T i i T T
0 50 100 150 200

Sekil 4.3. AOPP Standart Grafigi. x ekseni 340 nm’deki absorbans, y ekseni konsantrasyonu gdstermektedir.
Regresyon denklemi y = 0,0115274x + 0,0884057 R2: 0,999
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Cizelge 4.3. Gruplarin Serum AOPP Diizeyi

Gruplarin Serum AOPP Diizeyi

Mean= SD | Median |25.P |75.P |p Degeri

Kontrol (1) 58+29,2 55,9 37,2 |72,8 1&3 |1&2,
2&3

Krizli Orak Hiicre Anemi (2) |71,1£33,6 [60,3 50,9 (88,4 | p<0,016
N.S

Krizsiz Orak Hiicre Anemi (3) |[86,3£36,4 |80,2 61,9 (1144
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Sekil 4.4. Gruplarin Serum AOPP Miktarlarinin Kargilastirilmasi. e, istatiksel modelde dislanan degerler

Krizsiz orak hiicre anemi grubunda serum AOPP diizeyi kontrol grubuna gore istatiksel olarak

anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

4.4. Gruplarin Serum TAS-TOS Konsantrasyonlari, OSi Degerleri ve Karsilagtirilmasi

Cizelge 4.4. Gruplarin Serum TAS Konsantrasyonu

Gruplarin Serum TAS Konsantrasyonu (mmol/L)

Mean= SD | Median |25.P [75.P |p Degeri

Kontrol (1) 0,87+0,18 |0,86 0,77 0,96 1&2 | 1&3,
2&3

Krizli Orak Hiicre Anemi (2) |1,04+0,2 |1,06 0,81 |1,22 |p<0,016
N.S

Krizsiz Orak Hiicre Anemi (3) |0,93+0,2 0,98 0,76 |11
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Sekil 4.5. Gruplarin Serum TAS Konsantrasyonu Karsilagtirilmasi

Cizelge 4.5. Gruplarin Serum TOS Konsantrasyonu

Gruplarm Serum TOS Konsantrasyonu (umol/L)

Mean= SD |Median |25.P |75.P |p Degeri
Kontrol (1) 23,2£7,79 |21,5 18,7 | 26,2 |1&2,2&3| 1&3
Krizli Orak Hiicre Anemi (2) |54,7451  |38,3 28,6 |58,8 | P<0,016 | N.S
Krizsiz Orak Hiicre Anemi (3) |27,2£11,1 |26,3 16,9 | 36,4
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Sekil 4.6. Gruplarin serum TOS Konsantrasyonu Karsilastirilmasi. [1,e istatiksel modelde diglanan degerler

Cizelge 4.6. Gruplarin Serum OSI Degeri

Gruplarin Serum OSI Degeri

Mean= SD | Median |25.P |75.P |p Degeri

Kontrol (1) 2,82+1,21 |2,51 1,95 |3,26 1&2, | 1&3
2&3

Krizli Orak Hiicre Anemi (2) |5,34+6,47 |3,64 2,41 (4,72 N.S
p<0,016

Krizsiz Orak Hiicre Anemi (3) (2,61£1,45 |2,57 1,73 |3,51
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Sekil 4.7. Gruplarin serum OSI Degeri Karsilastirilmasi. [, e istatiksel modelde dislanan degerler

Krizli orak hiicre anemi grubunda TOS ve OSI degerleri hem krizsiz orak hiicre anemi

grubuna hemde kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

4.5. Gruplarin Serum TNF-a ve IL-6 Diizeyleri ve Karsilastirilmasi

Cizelge 4.7. Gruplarin Serum TNF-a Diizeyi

Gruplarin Serum TNF-a Diizeyi (pg/mL)

Mean= SD | Median |25.P |75.P |p Degeri

Kontrol (1) 80+76,3 67 31,4 |80,8 1&2, | 1&3
2&3
Krizli Orak Hiicre Anemi (2) |182+319 92,4 69,7 1174 N.S
p<0,016
Krizsiz Orak Hiicre Anemi (3) | 120+£147 63,4 37,3 |116
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Sekil 4.8. Gruplarin serum TNF-a Diizeylerinin Karsilastirilmasi. [, istatiksel modelde dislanan degerler.

Cizelge 4.8. Gruplarin Serum IL-6 Diizeyi

Gruplarin Serum IL-6 Diizeyi (pg/mL)

Mean+ SD | Median | 25.P | 75.P | p Degeri

Kontrol (1) 374234 | 31 28 | 41 1&2, | 2&3
1&3

Krizli Orak Hiicre Anemi (2) | 99,4+33,7 | 99,1 | 69,8 | 1225 N.S
p<0,016

Krizsiz Orak Hiicre Anemi (3) | 93,5t54,4 | 79,3 54,7 | 141.,8
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Sekil 4.9. Gruplarin Serum IL-6 Diizeylerinin Karsilastirilmasi. [, istatiksel modelde dislanan degerler

Serum IL-6 diizeyi krizli ve krizsiz orak hiicre anemi grubunda kontrol grubuna gore istatiksel

olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

4.6. Gruplarin Serum AGE Diizeyleri ve Karsilastirilmasi

Cizelge 4.9. Gruplarin Serum AGE Diizeyi

Gruplarin Serum AGE Diizeyi (ng/mL)

Mean= SD | Median |25.P [75.P |p Degeri

Kontrol (1) 592+224,9 |535 408 |723 1&2, | 2&3
1&3
Krizli Orak Hiicre Anemi (2) |918+282 |850 699 |1158 N.S
p<0,016
Krizsiz Orak Hiicre Anemi (3) | 769+228 | 776 564 |907
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Sekil 4.10. Gruplarin Serum AGE Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Serum AGE diizeyi krizli ve krizsiz orak hiicre anemi grubunda kontrol grubuna gore

istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

4.7. Gruplarin Serum sRAGE Diizeyleri ve Karsilastirilmasi

Cizelge 4.10. Gruplarin Serum sRAGE Diizeyi

Gruplarin Serum sRAGE Diizeyi (pg/mL)

Meanz SD | Median |25.P |75.P |p Degeri

Kontrol (1) 682+327 | 602 4446 |809,8 | 1&2, | 2&3
1&3
Krizli Orak Hiicre Anemi (2) |210+82 200 165 |241,6 N.S
p<0,016
Krizsiz Orak Hiicre Anemi (3) |211+90 225 142 1263
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Sekil 4.11. Gruplarin Serum sRAGE Diizeylerinin Karsilagtirilmasi. e, istatiksel modelde dislanan degerler.

Serum sRAGE diizeyi krizli ve krizsiz orak hiicre anemi grubunda kontrol grubuna gore

istatiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur.

4.8. Gruplarin Albiimin Miktar: ve Karsilastirilmasi

Cizelge 4.11. Gruplarin Serum Albumin Miktari

Gruplari Serum Albumin Miktar (g/dL)

Meanz SD | Median |25.P |75.P |p Degeri

Kontrol (1) 479+0,46 |472 |45 |513 | 1&2, | 2&3
1&3

Krizli Orak Hiicre Anemi (2) |3,66+0,73 |3,66 |33 |42 N.S
p<0,016

Krizsiz Orak Hiicre Anemi (3) | 3,96+0,72 |4,12 3,6 45
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Sekil 4.12. Gruplarin Serum Albumin Miktar1 Karsilastirilmasi

Serum albumin miktar krizli ve krizsiz orak hiicre anemi grubunda kontrol grubuna gore

istatiksel olarak anlaml1 derecede diisiik bulunmustur.

4.9. Gruplarin Serum Glukoz ve Total Protein Miktarlar

Cizelge 4.12. Gruplarin Serum Glukoz Miktar1

Gruplarin Serum Glukoz Miktar1 (mg/dL)

Mean= SD | Median [25.P |75.P |p Degeri
Kontrol (1) 87,3145 |86,5 79 92
Krizli Orak Hiicre Anemi (2) 93,3+15,7 |92,9 84,1 |99 p<0,05
Krizsiz Orak Hiicre Anemi (3) |86,2+9,8 |85,6 80 90

Cizelge 4.13. Gruplarin Serum Total Protein Miktari

Gruplarm Serum Total Protein Miktar: (g/dL)

Mean= SD | Median |25.P |75.P |p Degeri
Kontrol (1) 6,96+0,69 (6,89 65 |73
Krizli Orak Hiicre Anemi (2) |6,73+0,9 6,6 6,1 (7,4 |p>0,10
Krizsiz Orak Hiicre Anemi (3) |6,99+1,1 7,25 6,3 7.8
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Serum glukoz ve total protein miktar1 agisindan gruplar arasinda istatiksel olarak fark

bulunmamastir.

Gruplar arasi iligkiyi karsilastirmak amaciyla korelasyon analizi yapildi. TAS-TOS (r= 0,291
ve p=0,032), TOS-OSi (r=0,833 ve p<0,001) ve TNF-o-IL-6 (r=0,325 ve p=0,011)

parametreleri arasinda pozitif korelasyon bulunmustur.
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Sekil 4.13. TNF-a—IL-6 Korelasyon Analizi
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda yetiskin orak hiicre anemili krizli ve krizsiz hastalar ile saglikli
kontrollerden alinan kan 6rneklerinde oksidatif stres ve enflamasyon ile ileri glikasyon son
tirlinlerini ve reseptorlerini incelemeyi amagladik. Bu amagla sistemik oksidatif stres belirteci
olarak serum MDA, AOPP, TAS, TOS ve OSI parametleri, enflamasyon belirteci olarak TNF-
a ve IL-6, ileri glikasyon son iiriinleri olarak da AGE ve reseptoriic SRAGE O6l¢iilerek
kargilagtirilmistir.  Literatiirde yetigkin orak hiicre anemi hastalarinda oksidatif stres
parametleri ile ileri glikasyon son tiriinii olan AGE ve reseptorii SRAGE’yi birlikte ele alan bir

calisma mevcut olmadigindan bu konuda yapilan ilk ¢aligmadir.

Calisma sonucunda OHA hastalarinda hem krizli hemde krizsiz orak hiicre anemi
grubunda serum MDA, AGE ve IL-6 parametreleri kontrol grubuna gore anlamli derecede
yiiksek iken, SRAGE diizeyi diisitk bulunmustur. Ayrica krizli orak hiicre anemi grubunda
serum TNF-o, MDA, TOS, OSI degerleri hem kontrol grubuna hem de krizsiz orak hiicre
anemi grubuna gore anlamli derecede yiliksek bulunmustur. Ek olarak TAS parametresi krizli
orak hiicre anemi grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek iken, AOPP diizeyi
ise krizsiz orak hiicre anemi grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek

bulunmustur.

Bu ¢alismada ayrica parametreler arasi korelasyon incelenmistir. TOS’un TAS ve OSI

ile TNF-o’nin IL-6 ile arasinda diisiik pozitif korelasyon goriilmektedir.

Orak hiicre anemisi hemoglobin sentezinde kalitsal bir bozukluk olup, agr1 krizlerine
ve ¢oklu organ hasarina neden olan yiiksek morbidite ve mortalite gosteren 6nemli bir
hastaliktir (Baliga ve ark. 2018). Bir¢ok hastaligin patogenezinde dnemli bir role sahip olan
oksidatif stres, orak hiicre hastalarinda hemoliz, damar tikanikligi ve organ hasarinin
patofizyolojisinde onemli bir role sahiptir. Oksidatif reaksiyon ftriinleri ve reaktif oksijen
tirleri hastalik siddetinin potansiyel belirtecidir (Nur ve ark. 2011). Reaktif oksijen
tiirlerindeki artig lipit peroksidasyonuna yol acar ve lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan

malondialdehit olusumuna neden olur (Esterbauer ve ark. 1991, Catala 2006).
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Literatiirde orak hiicre anemili hastalarin MDA diizeyinin, kontrol grubuna goére
anlamli derecede yiiksek oldugu gosteren galismalar mevcuttur (Baliga ve ark. 2018, Bhoi ve
ark. 2014). Bununla birlikte Elias ve ark. (2010) yapmis olduklar1 ¢alismada krizli ve krizsiz
orak hiicre anemisi olan tiim hastalarin MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli
derecede arttigimi gostermistir. Bizim c¢aligmamizda da lipit peroksidasyonun gostergesi
olarak krizli ve krizsiz orak hiicre anemili hastalar ve kontrol grubunda MDA diizeyi 6l¢iimii
yapildi. Onceki calismalarla uyumlu olarak, MDA diizeylerinin krizli orak hiicre anemi
hastalarinda (MDA: 23,9+15,8 nmol/mg protein) hem krizsiz (MDA: 16,1+6,42 nmol/mg
protein) hem de kontrol grubuna (MDA: 11,8+4,98 nmol/mg protein) gore istatiksel olarak
anlamli derecede (p<0,016) arttigi saptanmistir (Cizelge 4.2.). Ayrica bu g¢alismada Krizsiz
gruptaki MDA diizeyleri de kontrol gruptan yiiksekti (p<0,016). MDA, hiicredeki membrandz
yapilarda bulunan lipit ve tiirevlerinin oksidasyonu sonucunda ortaya ¢ikar ve oksidatif
hasarin indirek bir gostergesidir (Okorie ve ark. 2018). Buna gore krizli grupta daha belirgin
olmak iizere tiim orak hiicre hastalarinin serumlarinda yiiksek bulunmasi MDA ’nin bu hasta
grubunda hasarin  siddetini  Ongérmede  biyokimyasal bir markir olabilecegini

diistindiirmektedir.

Bu ¢aligmada ayrica serum AOPP diizeyleri de incelenmis ve AOPP seviyesi krizsiz
orak hiicre anemi grubunda (AOPP: 86,3+36,4 umol/L Chloramine-T equivalents) kontrol
grubuna (AOPP: 58+29,2 umol/L Chloramine-T equivalents) gore anlamli derecede
(p<0,016) yiiksek oldugu saptanmistir. (Cizelge 4.3.). Ancak krizli ile krizsiz hasta grubu
arasinda fark mevcut degildi. Literatiirde orak hiicre anemi hastalarinda yapilan ¢aligmalarda
orak hiicre anemisi olan ¢ocuklarin, saglikli kontrollere kiyasla AOPP seviyelerinin arttigini
gosteren c¢alismalar mevcuttur (Mdckesch ve ark. 2017, Chirico ve ark. 2012). AOPP’ler,
MDA’dan farkli olarak proteinler {izerindeki oksidatif hasarin indirek bir gdstergesi olup,
myeloperoksidaz tarafindan iiretilen klorlu oksidanlarla albliminden olusturulan plazma
bilesikleridir. Bu artisin bir nedeni, OHA’da artan serbest radikaller sonucunda bozulan

oksidatif denge ve ortaya ¢ikan oksidatif stresin proteinler lizerinde hasara yol agmasi olabilir.

Calismamizda yukaridaki parametreler yaninda oksidatif dengeyi, oksidatif stres ve
anti oksidan kapasite seklinde birlikte ele alan ve sistemik olarak degerlendirmeye olanak
tantyan serum TAS ve TOS &lgiimleri yapilmis ve OSI degerleri hesaplanmistir. Literatiirde,

orak hiicre anemi grubunun total antioksidan durumunun kontrol grubuna gore anlamli
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derecede daha diisiik antioksidan kapasiteye sahip oldugunu gosteren galismalar mevcuttur
(Olutogun ve ark. 2018, EI-Ghamrawy ve ark. 2014). Bunun disinda serum total antioksidan
durumun kriz durumdaki orak hiicre hastalarinda, krizsiz durumdaki orak hiicre hastalarina
gore anlamli derecede diisiik oldugu gézlenmistir (Al-Naama ve ark. 2016, Fasola ve ark.
2014). ElI-Ghamrawy ve ark. (2014) yapmis oldugu ¢aligmada ise total antioksidan durum ile
artmis vazookliizif kriz siklig1 arasinda bir iligki olmadigin1 gostermistir. Ek olarak total
oksidan seviyenin Olgiildiigli daha 6nceki bazi ¢alismalarda, orak hiicre anemili bireylerde
TOS’un kontrol grubuna gore daha yiiksek seviyede oldugu gosterilmistir (Erel 2005, EI-
Ghamrawny ve ark. 2014). Benzer sekilde Adegoke ve ark. (2018) yapmis oldugu bir
calismada orak hiicre anemili ¢cocuklarin kontrol grubuna goére daha yiiksek TOS degerlerine
sahip olduklar1 vurgulanmistir. Ayrica bu ¢alismanin diger bir temel bulgusu da, vazookliizif
kriz siklig1, artan toplam oksidan seviye ile artma egilimi gostermektedir. Caligmamizda TAS
degerleri krizli orak hiicre anemi hastalarinda (TAS: 1,04+0,2 mmol/L) kontrol grubuna
(TAS: 0,87+0,18 mmol/L) gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,016). (Cizelge
4.4). TAS seviyesi genel olarak sistemik antioksidan kapasiteyi gosteren bir testtir. Buna gore
krizli hastalardaki TAS yiiksekliginin OHA’l1 hastalarda kompensasyon amacli antioksidan
kapasitedeki artigla iligkili olabilecegini diistinmekteyiz. Literatiirde baz1 bagka ¢aligmalarda
buna benzer sekilde hipoksiye adaptif yanitinin yiliksek oldugu gosterilmistir (Mansour ve
ark. 2015). Bununla birlikte TOS degerlerini krizli grupta (TOS: 54,7+£51 umol/L) kontrol
gruba (TOS: 23,2+7,79 umol/L) gore istatistiksel derecede artmis olarak saptadik (p<0,016).
Ustelik bu artis krizli grupta krizsiz gruba (TOS: 27,2+11,1 umol/L) gore de daha yiiksekti
(p<0,016). (Cizelge 4.5.). Bu artis1 sistemik hipoksi ile karakterize OHA hastalar1 icin
beklenen bir bulgu olup krizli grupta daha yiiksek olmasi TOS’un hastaligin siddeti ile de
iligkili ~ olabilecegini diisindiirmektedir. Bu sonu¢ oOnceki calismalarla paralellik
gostermektedir. Sistemik oksidatif dengenin hem TOS hem de TAS’daki degisimleri goz
oniine alarak degerlendiren OS] degerleri ise bu yoniiyle daha giivenli bir yorumlama imkani
sunar. Krizli orak hiicre anemisindeki OSI degerleri (OSI: 5,34+6,47) hem kontrol gruba
(OSI: 2,82+1,21) hem de krizsiz gruba (OSI: 2,61+1,45) gore anlamli derecede (p<0,016)
yiiksekti. (Cizelge 4.6.).

Buna gére OSI vyiiksekligindeki artisin TAS seviyesindeki artisa ragmen TOS

seviyesindeki artisin daha belirgin olmasindan dolay1 oldugu sdylenebilir. Diger bir ifade ile
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krizli grupta kompensasyon amagli TAS artisina ragmen TOS yiiksekligi daha belirgin olup

oksidatif denge, oksidatif hasar yoniinde bozulmustur.

Oksidatif stres ile iliskili olarak hem akut hem de kronik inflamasyonun orak hiicre
anemisinin patofizyolosinde giderek daha fazla rol oynadigi kabul edilmektedir. Vazookliizif
kriz, orak hiicre anemisi olan hastalarin yasam kalitesini olumsuz yonde etkileyen onemli
morbiditeye neden olan yaygin bir komplikasyondur. Vazookliizyona bagli doku hasari, agrili
uyaranlarin ve agr1 algisinin iletilmesini baglatan gesitli inflamatuvar mediatdrleri serbest
birakir. Mikrosirkiilasyon ve enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasi, sitokin ve akut faz proteinlerinin
tiretimini uyaran onemli faktorlerden oldugu bilinmektedir. Orak hiicre anemide sitokinler,
vaskiiler endotelyumda kirmizi-hiicre yapiskanliginin indiiklenmesi, endotele nétrofil
yapiskanliginin indiiklenmesi, vaskiiler intimal hiperplazinin gelisimi, trombosit aktivasyonu
ve vaskiller endotelyal aktivasyonu patogenezinde cesitli mekanizmalarla iligkili gibi
goriinmektedir. Ayrica sitokinlerin hemopoezisin diizenlenmesi ve bagisiklik fonksiyonlarinin
inhibisyonunda da rol oynadig: diistiniilmektedir (Makis ve ark. 2000). Sitokinler icerisinde
ise TNF-o, makrofaj islevinin bir¢ok yoniinii diizenleyen gii¢lii bir pro-inflamatuvar ajandir.
Travma ve enfeksiyona maruz kaldiktan sonra hizla yayildigi ve iltihapli dokuda en bol
bulunan erken mediyatorlerden biri oldugu gosterilmistir (Parameswaran ve Patial 2010).
Diger taraftan onemli bagka bir sitokin olan IL-6, doku yaralanmasi ve enfeksiyonlara karsi
cevap olarak ani ve gecici olarak tiretildigi bilinmektedir. Akut faz yanitlari, hematopoez ve
bagisiklik reaksiyonlarinin uyarilmasi yoluyla konak¢i savunmaya katkida bulunur (Tanaka
ve ark. 2014). Literatiirde orak hiicre anemi hastalarinda yapilan ¢alismalar proinflamatuvar
durumun gostergesi olan TNF-a seviyesinin orak hiicre anemi hastalarinda krizli ve Kkrizsiz
donemde, kontrol grubu hastalarina gore anlamli derecede yiiksek oldugunu gdstermistir
(Sarray ve ark. 2015, Tavakkoli ve ark. 2004). Bir baska ¢alismada ise orak hiicre hastalarinin
kriz sirasindaki seviyeleri krizsiz duruma gore kiyasla anlamli olarak daha yiiksek oldugu
saptanmigtir (Qari ve ark. 2011). Yapilan baska bir calismada ise orak hiicre anemi
hastalarinin krizli donemde hem TNF-a hem de IL-6 seviyelerinin krizsiz doneme gore daha
yiiksek oldugu gostermistir (Pathare ve ark. 2004). Taylor ve ark. (1996) yapmis oldugu baska
bir caligmada orak hiicre anemili hastalarda serum IL-6 diizeyinin orak hiicre hastalarinda
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugunu gostermistir. Bunun disinda TNF-a

ve IL-6 seviyelerinin kontrol ve hasta grubu arasinda farklilik olmadigin1 gésteren galisma da
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yer almaktadir (Gonzalez ve ark. 1998). Calismamizda krizli orak hiicre anemi grubunda
(TNF-a: 1824319 pg/mL) serum TNF-a diizeyi hem krizsiz orak hiicre anemi (TNF-a:
120+147 pg/mL) grubuna hemde kontrol grubuna (TNF-a: 80+76,3 pg/mL) gore anlamli
derecede yiiksek bulunmustur (p<0,016). Ayrica serum IL-6 diizeyinin hem krizli orak hiicre
anemi (IL: 99,4+33,7 pg/mL) hemde krizsiz orak hiicre anemi (IL-6: 93,5+54,4 pg/mL)
grubunda kontrol grubuna (IL-6: 374+23,4 pg/mL) gore istatiksel olarak anlamli derecede
arttigin1 saptadik (p<0,016). Ancak krizli ve krizsiz orak hiicre anemi gruplari arasinda fark
mevcut degildi. Sistemik oksidatif stres artisina eslik eden inflamasyon artist Onceki

calismalarla uyumlu olup beklenen bir bulgudur.

Calismamizda onceki caligmalardan farkli olarak AGE ve onun ¢dziinebilir reseptor
formu olan sRAGE reseptorii incelenmistir. AGE’nin dokulardaki birikimi, diyabet,
ateroskleroz, yaslanma ve Alzheimer hastaliginin mikrovaskiiler patolojilerinde yer
almaktadir (King ve Browlee 1996, Brownlee 2000, Baynes 2001, Picklo ve ark. 2002, Peppa
ve ark. 2004). AGE’ler, Maillard reaksiyonundaki protein ve karbonhidratlarin enzimatik
olmayan reaksiyonu sonucunda hiicrelerin icinde olusan heterojen bir bilesik grubudur.
Reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iiretimi veya azalan antioksidan durum nedeniyle olusan
oksidatif stres, AGE sentezini ve doku birikimini artirir. Somjee ve ark. (2004) AGE’lerin
orak hiicre aneminin vaskiiler patolojisinde rol oynayabilecegi hipotezini test etmek amaciyla
krizli ve krizsiz orak hiicre anemi hastalarda plazma ve RBC AGE diizeylerini saglikli kontrol
grubuyla karsilastirmiglar. Plazma AGE diizeylerini krizli ve krizsiz orak hiicre anemi
hastalarda kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek, RBC AGE diizeylerini ise krizli ve
krizsiz orak hiicre anemi hastalarda kontrol gruba gore anlamli derecede diisiik olarak
saptamiglardir. Bunun disinda RBC AGE birikim hizini incelemigler ve RBC AGE birikim
hizinin orak hiicre anemili hastalarda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek
oldugunu ancak krizli orak hiicre anemisi ve krizsiz orak hiicre anemi hastalar1 arasinda fark
olmadigin1 gostermislerdir. Yapilan baska bir ¢alismada AGE’lerin pentosidin ve CML
plazma seviyelerinin, krizsiz orak hiicre anemi hastalarinda, saglikli kontrol grubuna kiyasla,
agrili kriz sirasinda daha fazla artis olmaksizin, daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir (Nur ve
ark. 2010). Diaw ve ark. (2015) yapmis oldugu calismada saglikli kontrol, tip 2 diyabet
hastalar1, orak hiicre hastalar1 ve hem tip 2 diyabet hemde orak hiicre hastalarinda AGE

seviyesini incelemis ve diyabetli iki grubun, kontrol ve orak hiicre anemili bireylere kiyasla
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daha yiiksek AGE seviyelerine sahip oldugunu gdstermistir. Ek olarak hem tip 2 diyabeti hem
de orak hiicre anemi hastalig1 olan grubun AGE seviyelerini tip 2 diyabetli hastalara gore
daha yiiksek oldugunuda belirtmislerdir. Her iki ¢alismada da sRAGE diizeyleri
degerlendirilmemistir. Bizim ¢alismamizda serum AGE seviyesi krizli (AGE: 918+282
ng/mL) ve krizsiz (AGE: 7694228 ng/mL) orak hiicre anemi grubunda kontrol grubuna
(AGE: 592+224,9 ng/mL) kiyasla anlamli derecede yiiksek ¢ikmustir (p<0,016) ve onceki

caligmalarla paralellik gostermektedir.

Bununla birlikte bu c¢alismada sRAGE diizeyleri de degerlendirildi. RAGE’nin
¢oOziinebilir formu olan sSRAGE dolasimda bulunur. sSRAGE sitozolik ve transmembran
bolgeleri olmayan RAGE ekstraselliiler alanina karsilik gelir. Literatiirde hastaliklarin SRAGE
seviyelerini birgok bozuklukta oksidatif strese baglayan kanitlar mevcuttur. Safwat ve Kenny
(2018) orak hiicre anemi hastalarinda serum sRAGE seviyesini inceleyen ilk calismayi
yapmuslardir. sRAGE diizeylerinin orak hiicre anemi vaskiiler patolojisinde rol
oynayabilecegini test etmisler ve saglikli kontrollerle karsilastirildiginda orak hiicre anemi
hastalarinin SRAGE seviyesinin anlamli derecede yiiksek oldugunu gostermislerdir. SRAGE
seviyesindeki bu artisin nedeni serum AGE’lerin seviyelerindeki artisa bagl olarak MMP-
9’un ekspresyonu ve tretiminin indiiklenmesidir. Ayrica, AGE’nin RAGE ile etkilesimi
ROS’un artisi ile sonuglanir. Artan ROS MMP’lerin ekspresyonunu ve aktivitesini artirarak
RAGE ¢6ziilmesini tetikler ve sonugta serumda SRAGE seviyesi yiikselir (Prasad 2006, Siwik
ve ark. 2001). Bunun disinda literatiirde sSRAGE diizeyinin kontrol gruba goére anlamli
derecede azaldigini gosteren galigmalar da mevcuttur. Mokbel ve ark. (2011) romatoid artrit
hastalarinda yapmis olduklar1 ¢alismada hasta grubun sRAGE diizeyini kontrol gruba gore
anlamli olarak diisiik bulmuslardir. Glasnovic ve ark. (2014) ise multi skleroz hastalarinin
beyin omurilik sivisinda sSRAGE diizeyini incelemisler ve multi skleroz hasta grubunda
sRAGE diizeyini kontrol gruba gore anlamli olarak diisiik bulmuslardir. Bu diisiikligi
sRAGE’nin ¢dziiniir bir reseptor olmasi nedeniyle enflamatuvar durumda ligand: ile baglanip
retikiiloendotelyal sistemden uzaklastiriliyor olmasina baglamislardir. Bizim c¢aligmamizda
serum SRAGE diizeyi krizli (SRAGE: 210+82 pg/mL) ve krizsiz (SRAGE: 211+90 pg/mL)
orak hiicre anemi grubunda kontrol grubuna (SRAGE: 682+327 pg/mL) gore anlamli derecede
(p<0,016) diisiik bulunmustur. Bu diisiisiin SRAGE’nin OHA’1 hastalarda artan AGE ile

baglanmasi ve dolasimdan uzaklastiriliyor olmasi ile iliskili oldugunu diisiinmekteyiz.
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6. SONUC

Sonugta OHA hastalarinda krizli orak hiicre anemi grubunda hem antioksidan
kapasitenin gostergesi olan TAS hem de sistemik oksidatif stresin gostergesi olan TOS
diizeyleri yiikselmis ancak TOS yiiksekligi daha belirgin oldugundan oksidatif denge

bozulmustur.

OSi degerleri krizli grupta hem krizsiz hem de kontrol gruba gore yiliksek oldugundan
hastaligin siddeti ile de iliskilendirilebilir.

Bunu destekler nitelikte lipit peroksidayon iiriinii olan serum MDA diizeyleri ile
protein oksidasyonunun gostergesi olan AOPP diizeyleri artmigtir. Ancak MDA krizli grupta
krizsiz ve kontrole gore daha yiliksek oldugundan hastalik siddeti ile iliskilidir.

Sistemik inflamatuvar yanitin mediyatorleri olan TNF-a ve IL-6 diizeyleri de OHA’l1
hastalarda artmis olarak bulunmus olup TNF-a ayni zamanda Kkrizli grupta krizsiz gruba gore

daha yiiksek olup hastalik siddeti ile iligkilidir.

OHA’li hastalarda AGE seviyesinde yiikselis ve sRAGE seviyesindeki diisiis

saptanmistir. Ancak krizli ve krizsiz grup arasinda fark yoktur.

Buna gore sistemik oksidasyon ve inflamasyon belirtegleri yaninda AGE ve sRAGE
diizeylerinin orak hiicre anemisinde hastalik patogenezi ile iliskili oldugunu ve orak hiicre

anemisi olan hastalarda bir biyomarker olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Bu calismada AGE diizeylerinin OHA’l1 hastalarin serumlar1 yaninda eritrositlerinde
de 6l¢giilmemis olmasi bir kisithilik olarak 6ne ¢ikmaktadir. Eritrosit i¢i AGE ve serum sRAGE
diizeyleri ile hastalik patogenezi arasindaki iliskiyi aragtiran daha ileri caligmalara ihtiyac

vardir.
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