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1. GIRIS VE AMAC

Talasemiler, tiim diinyada en yaygin olarak goriilen tek gen hastaligidir.
Ozellikle Akdeniz bélgesi, Ortadogu, Hindistan, Uzakdogu ve tropikal Afrika’da
biiyiik bir halk sagligi sorunudur. Giiniimiizde hizli niifus gogleri nedeniyle Kuzey
ve Giiney Amerika ve Avrupa kitasinda da yaygin olarak goriilmektedir. Yapilan

caligmalar diinya niifusunun % 4,5’inin etkilenmis oldugunu goéstermektedir (1).

Talasemiler, hemoglobinopatilerin bir altgrubudur. Hemoglobinin yapisini
olusturan globin zincirlerinin yapiminin bozukluguyla gelisir. Isimlendirme
yapimi bozulan zincirin adina gore yapilir; o genlerinden bir, iki, iic veya dort
tanesinde delesyon olmasi durumunda alfa globin zincir yapimi bozulur ve alfa
talasemiler gelisir, bir veya iki  geninde noktasal mutasyonlar olmasi durumunda

ise beta globin zincirinin yapimi bozulur ve beta talasemiler gelisir (2).

Talaseminin patofizyolojisinde o ve B globin zincirlerinin bozulan dengesi
rol oynar. Hemoglobin molekiiliinde, normalde birebir eslesen globin zincirleri,
yapimi bozulan zincirinin oraninin azalmasiyla orantisiz/dengesiz hale gelir.
Gorece fazla olan zincirler eritrosit i¢inde ¢oker ve hiicre yikimini baglatir. Beta
talasemide goriilen belirgin hemolizin nedeni eritrositlerdeki o globin zincirinin
birikmesidir. Biriken eslesmemis globin zincirleri reaktif oksijen tiirleri (ROS,
reactive oxygen species) gelisimine yol acarak oksidatif stresi baslatir. Geriye
dontisiimsiiz membran hasari, hiicre i¢i yiiksek hemoglobin dis1 demir ve yiiksek

plazma demiri oksidatif stresin kaynagidir (3). Hiicre icinde fazla miktarda



oksidatif stres, antioksidan sistemler (ROS sistemine karsi savunma sistemleri)
tarafindan notralize edilemezse DNA hasarina (genotoksik etkiye) yol acar.
Baslica antioksidan sistemler Vitamin E ve Vitamin C’dir. Bu vitaminlerin ve
benzer etkisi olan ¢inkonun talasemilerde diisiik oldugu gosterilmistir (4, 5).
Tastyicilarda goriilen folat eksikligi de DNA tamirini engeller ve DNA hasarina
katki verir (6, 7). Beta talaseminin agir formu olan major formunda artmis
oksidatif stres ve DNA hasar1 pek ¢ok ¢alismayla kanitlanmistir (8-11). Bazi
caligmalarda talaseminin en hafif klinik formu olan ve semptomsuz oldugu bilinen
talasemi tasiyicilarinda da DNA hasar1 olabilecegini gdsteren bulgular elde
edilmistir ancak bu c¢alismalar ¢ok az sayida olup c¢ocuk hastalarda hig

yaptlmamistir (12, 13).

Bu calismanin ana amaci, talasemi tasiyicist olan ¢ocuklarda artan
oksidatif stres ve buna bagli DNA hasar1 olup olmadigini saptamaktir.
Calismamizda talasemi tasiyicisi ¢ocuklarda ilk kez olarak genotoksik etki
incelenecektir ve ¢ogunlugunu bu ¢ocuklarin kardeslerinin olusturdugu saglikli,
anemik olmayan kontrol grubu ile genotoksik hasar yoniinden fark olup olmadig:
aragtirtlacaktir. Fark bulunmasi durumunda, toplumun bilgilendirilmesi ve
talasemi tasiyicisi olan ¢ocuklarin giinliik yasamlarinin diizenlenmesi ve ileride

meslek se¢imi yoniinden ailelere danismanlik verilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tamim

Talasemi, hemoglobin yapisinda yer alan globin zincirlerinden bir veya
daha fazlasinin yapiminin azalmasi veya hi¢ olmamasina bagl olarak gelisen ve
genellikle hipokrom mikrositer anemiyle karakterize olan herediter bir grup
hastaliktir. Talasemi, ilk kez Detroitli bir ¢ocuk hekimi olan Thomas Cooley
tarafindan 1925 yilinda derin anemi, dalak biiylimesi, gelisme geriligi ve kemik
deformiteleri gibi bulgular1 olan ¢ocuklarda ayr1 bir hastalik olarak tanimlanmistir
(14). GeorgeWhipple ve Lesley Bradford 1936’da inceledikleri vakalarin Akdeniz
civarindaki tilkelerden geldigini saptadiklar1 hastaliga Yunanca deniz anemisi
anlamma gelen "Thalassaemia" adin1 vermislerdir (15). Tiirkiye’de ilk iki talasemi
vakasi Ord. Prof. Dr. Sedat Tavat ve Prof. Erich Frank tarafindan 1940 yilinda

eszamanli olarak bildirilmistir (16).

2.2. Epidemiyoloji

Kalitsal hemoglobin hastaliklari tiim diinyada en sik goriilen tek gen
hastaliklaridir. Diinya niifusunun yaklasik %7’si kalitsal hemoglobin hastaliklar
tastyicisidir. Her yil 300.000-400.000 yenidogan bu hastaliklarin ciddi formlarina
sahip olarak dogmaktadir. iki genis gruba ayrilir: yapisal hemoglobin varyantlart

(anormal hemoglobinler) ve talasemiler (17).



Anormal hemoglobinler globin zincir yapisindaki degisiklikler nedeniyle

olusurken, talasemiler globin gen ekspresyonu degisikliklerinden kaynaklanir (18).

Talasemiler tiim diinya niifusunun %3’ilinii etkilemekle beraber, 6zellikle
Tiirkiye’nin de iginde bulundugu Akdeniz Havzasi, Ortadogu, Hindistan,
Glineydogu Asya ve Tropikal Afrika’da endemik olarak goriiliir. Birgok farkli
mutant alel, heterozigotlarin bir Ol¢iide falciparum malaryanin etkilerinden
korunmus olmasindan dolayi, diinyanin tropikal ve subtropikal bolgelerinde
secilerek ¢ok yiiksek sikliklara ulasmustir. Son yillarda Avrupa ve Amerika

kitalarinda da yogun gé¢ler nedeniyle goriilme sikligr artmstir (1, 18, 19).

Tirkiye’de yaklasik 1.500.000 beta talasemi tastyict ve 5500 civarinda
beta talasemi hastas1 vardir. Talasemi tasiyiciligi ozellikle Cukurova, Akdeniz
kiy1 seridi, Ege ve Marmara bolgelerinde ¢ok sik goriilmektedir (20). Bu nedenle
Hemoglobinopati Onleme Programi uygulamasi oncelikle bu bélgelerden
baglamistir. Saglik Bakanligi ve Tiirk Ulusal Hemoglobinopati Konseyi’nin ortak
caligsmast sonucunda 1995-2000 yillar1 arasinda Akdeniz Bolgesi kiy1 sehirleri,
Ege ve Marmara bolgelerinin bati sehirlerinden 16 sehirde tarama yapildi. Toplam
377,339 saglikli birey tarandi, beta talasemi tasiyiciligi %4,3 olarak bulundu. En

yiiksek tastyicilik Antalya bolgesinde ve %13,1 olarak saptand: (21).



2.3. Fizyopatoloji

Talasemi sendromlar1 degisik derecelerde inefektif hematopoez ve artmis
hemolizle karakterizedir. Klinik sendromlar, hangi gen mutasyona ugramissa
onunla ifade edilir (a, B, 6P gibi). Talasemiler genel olarak alfa ve beta talasemi
olarak ikiye ayrilir. Beta talasemiler, 11. kromozomda eksprese edilen iki beta
globin geninden bir veya ikisinde olusan nokta mutasyonlari nedeniyle goriiliir.
16. kromozomda eksprese edilen alfa talasemiler, dort adet alfa globin geninden
bir veya birkag¢inda delesyon olmasi nedeniyle gelisir (22). Eksik olan globin,
hemoglobin tetramerlerinin yapimini bozar, hipokromi ve mikrositoza neden olur.
Etkilenmeyen globinlerin yapimi normal hizda oldugundan alfa veya beta
sublinitlerinin dengesiz birikimi olusur. Hemoglobin molekiilinde normalde
birebir olan alfa ve beta globin zincir oran1 yapimi bozulan globin zincirinin
aleyhine olarak bozulur (Sekil 1). Globin sentezinin etkilenme derecesine bagh

olarak, klinik siddet genis degiskenlik gosterir (23, 24).
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Sekil 1. Hemoglobin Molekiiliiniin Yapist

2.3.1. Globin Zincir Yapimi1

Embriyo, fetiis ve erigskin donemlerinde oksijen tasinmasinda gorevli farkl
hemoglobinler sentezlenir. Biitiin hemoglobinlerin benzer tetramerik yapis1 vardir;
iki farkli globin zinciri ve bunlara bagli hem molekiilii igerirler. Erigkin ve fetiis
hemoglobinlerinde a zincirleri B zincirleriyle (HbA, a2p2), 6 zincirleriyle (HbA2,

a2062) ve y zincirleriyle (HbF, a2y2) kombine edilmistir (25) (Sekil 2).



Hemoglobin F

Alfa zinciri Alfa zinciri
Gama zinciri Gama zinciri
Hemoglobin A

Alfa zinciri Alfa zinciri
Beta zinciri Beta zinciri
Hemoglobin A2

Alfa zinciri Alfa zinciri
Delta zinciri Delta zinciri

Sekil 2. Hemoglobin Tipleri

Embriyonik yasamda o zincirleri { zincirleri olarak adlandirilir ve y
zincirleriyle kombine edilerek Hb Portland, € zincirleriyle kombine edilerek Hb

Gower | olusur. a zincirleri, € zincirleriyle kombine edilirse Hb Gower Il olusur (26).

Embriyonik globin sentezi vitellus kesesinde gebeligin 3. haftasindan 8.
haftasina kadar olan dénemde olusur, ancak yaklasik 5. haftada hematopoezin
baslica yeri olan vitellus kesesinden fetal karacigere dogru hareket etmeye baslar.

Gebeligin erken devrelerinde Hb Portland (C2y2), Hb Gower | ((2¢2) ve Hb Gower



Il (02g2), dominant tespit edilen embriyonik hemoglobinlerdir. Ancak, ¢ok az
miktarlarda HbF ve HbA da vardir (27). Gebeligin 10-11. haftalarinda eritropoezin
karaciger ve dalakta baslamasi ile embriyonik hemoglobinler azalarak kaybolur ve
HbF (02y2) yapimi baslar. HbF (02y2) fetal yasam boyunca ¢ogunluk teskil eden
hemoglobindir. Dogumda toplam hemoglobinin %70'ini, eriskin yasamda ise
toplam hemoglobinin %1'inden azini olusturur. Bir yasindan itibaren hemoglobin
kompozisyonu yaklasik olarak HbA % 97,5, HbA2 % 2 ve HbF % 0,5 oranlarinda
meydana gelir (28). B zincirleri erken gebelikte tespit edilmesine ragmen, sentezleri
sadece doguma yakin belirgin hale gelir ve 3 ayliktan itibaren neredeyse tiim
mevcut hemoglobin yetiskin tip HbA'dir. 8 zincirinin sentezi dogumdan sonra da
devam eder, ancak HbA2 (a262) normal yetiskin hemoglobinin yaklasik % 2'sinden

fazlasini olusturmaz (27, 29) (Sekil 3).

507
Globin

zincir
sentezi
(%)

a0

107

&
T T T T T T T

L] 18 30 0 6 18 30 42
Dogumdan dnce Dogum Dogumdan sonra

Sekil 3. Hemoglobinin Normal Gelisimsel Degisimi



2.3.2. Talasemi Tipleri

2.3.2.1. Beta Talasemi

B globin geninde beta talasemiye neden olan iki yiizden fazla mutasyon
saptanmistir. Bunlarin ¢ogu nokta mutasyonlaridir ve az sayida birka¢ bazin

eklenmesi veya delesyonu gozlenmistir (30).

Baz1 mutasyonlar B globin geninin ekspresyonunu tamamen yok etmekte ve
B talasemi olusumuna neden olmaktadir. Bazilar ise, sadece B globin zincir sentezini

azaltmakta ve bunun sonucunda B talasemi klinigi olusmaktadir (22, 31).

a/non-o. globin sentez oraninin dengesizligi beta talasemide hastaligin
siddetini belirlemedeki temel faktordiir (32, 33). Hemoglobin yapisindaki 3 globin
zincirinin azalmig veya bozulmus biyosentezi, yapimi normal hizda olan ve
tutulmayan a globin zincirlerinin hiicre iginde dengesiz birikimine yol acar (34,
35). Serbest a zincirleri normal tetramerler olusturamaz, bunun yerine eritrosit
prekiirsorlerinde inkliizyon cisimcikleri yapan presipitatlar olusturur. Bu
inkliizyonlar, inefektif eritropoezle karakterize beta talasemide eritroid
prekiirsorlerin intramediiller yikimindan sorumludur. Beta globin genlerinin
sentezinin bozulmas1 nedeniyle, y globin zincirlerinin artan miktarlardaki
tiretimine bagl olarak Hb F (a2,y2) sentezi artacak ve 6 globin zincirlerinin artan
miktarda {iretilmesine bagli olarak HbA2 (02,02) diizeyi yiikselecektir. Beta
talasemide aneminin primer ve en Onemli neden inefektif eritropoezdir.
Dolagimdaki o zincir inkliizyonlarini igeren olgun eritrositlerin dalak tarafindan

yikimina bagli olarak gelisen hemoliz de bu durumu agirlastirmaktadir (1, 36).
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Beta talaseminin en agir formu olan talasemi major, klinik olarak
tranflizyona bagimlilik, derin anemi ve demir fazlaligina baglhh agir
komplikasyonlarla karakterizedir. Talasemi intermedia; mutasyonlarin agirligina
gore klinik gosterir. Genellikle diizenli transfiizyon tedavisi gerekmez ve hastalar
erigkin yasa kadar ulasirlar. Talasemi major ve talasemi intermediali olgularda
globin genlerinin homozigot veya bilesik heterozigot, talasemi mindr olgularda ise
heterozigot olarak etkilendigi gosterilmistir (37, 38). Talasemi mindr; hafif anemi
ile ya da hi¢ anemi olmaksizin eritrosit morfolojisinin géze ¢arpan anormallikleri
ile iligkili asemptomatik bir klinik durumdur. Sessiz tasiyicilik; talasemi geninin
zorunlu tastyicisi olduklar1 halde anemisi ve anormal kirmizi hiicre morfolojisi

olmayan bir durumdur (38).

2.3.2.1.1. Sessiz Beta Talasemi

Altta yatan molekiiler defektler p globin sentezinde sadece ¢ok az bir
oranda azalmaya neden olur. Sessiz tasiyici fenotipi B globin genindeki iki nokta
mutasyonu 1ile kalitilmaktadir. En sik -101 promotor mutasyonu goriiliir.
Karakteristik olarak sessiz tasiyicilarda HbA2 seviyeleri normal seviyelerdedir.
Homozigot sessiz B talasemi geni tagiyan bazi hastalar tanimlanmistir. Anemi orta
diizeyde olup (Hb:10-11g/dl), nadiren transfiizyon gerekir. Hepatosplenomegali
olabilir. HbF seviyeleri %10-15 arasindadir ve HbA2 seviyeleri talasemi minor

olan kisilerde goriilen normal araliktan daha yiiksektir (37, 39).
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2.3.2.1.2. Talasemi Minor

Beta talasemi mindr; hafif anemi, mikrositoz ve normal fizik muayene
bulgularina sahip bir klinikle karsimiza ¢ikar. Genellikle tesadiifen ya da diger
aile bireyleri incelenirken tam1 konur. Hastalarin klinik olarak herhangi bir
bulgularinin olmamasi nedeniyle talasemi mindr uzun yillar boyunca “hastalik”
olarak adlandirilmamistir. Ancak son yillarda yapilan c¢alismalarla hem
talaseminin bazi klinik durumlarla iligkisi olabilecegi gosterilmistir (40-42), hem
de talasemi major ve intermedialarda kanitlanmis olan DNA hasar1 ve artmis

oksidatif stresin talasemi minérlerde de var oldugu gosterilmistir (10-13, 40-43).

Beta talasemi minoér 4 farkli tipte olabilir (37, 39):

1. Yiiksek A2 ile olan beta talasemi minor

e En fazla goriilen tiptir

e HbA>%3,5-8, HbF %1-5’dir

e B *veya B° mutasyonlarla olan heterozigotlar farklidir

e B ¥ tagtyicilarda MCV ve MCH daha yiiksektir. Homozigot
cocuklarinda transfiizyona bagimli anemi veya talasemi intermedia

fenotipi olabilir.
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2. Yiiksek A2 ve yiiksek F ile olan beta talasemi minér

e Farkli bir varyanttir. Hem HbA2 hem de HbF (%5-20) yiiksektir. 8

gen delesyonu varken, 6 ve y genleri saglamdir.

3. Normal A ile olan beta talasemi minor

o Sessiz tastyicilardan ayrilmalidir. Sessiz tasiyicilardan farki, hipokrom

mikrositer anemi olusudur (HbA2 seviyesi sinirda saptanir).

e Hem B hem & geni hasarhidir (ayn1 kromozom veya karsi saglam

kromozomda).

e Ebeveynlerden biri bu tip, digeri klasik tasiyici ise homozigot ¢ocukta

agir klinik tablo goriiliir.

4. of talasemi minor

e Heterozigot bireylerdeki bu mutasyonlarda, yiiksek HbF (%5-%15) ve
diisik HbA2 seviyeleri vardir. Bu fenotip, siklikla 6 ve [ globin
genlerin kodlayan bolgelerin tamaminin veya c¢ok biiyiik bir kismimin

kaybolmasiyla ortaya ¢ikmaktadir.

Talasemi mindér hematolojik o6zellikleriyle diger anemilerden ayirt

edilmelidir:

e Tam kan sayimminda hafif eritrositoz (>5 milyon/mm3), mikrositoz

(Ortalama Eritrosit Hacmi <80fl), hafif anemi (9-11 gr/dl) vardir.



13

e Periferik kan yaymasinda hipokromi, mikrositoz ve target hiicreleri

gortliir.

e Hemoglobin elektroforezinde HbA2, HbF veya her ikisi birden

artmistir. HbA2 > 3,5’dir; Hb F ise %50 olguda yiiksek bulunur.

o Kemik iliginde hafif-orta derecede eritroid hiperplazi bulunur (44).

Talasemi mindr, en ¢ok demir eksikligi anemisiyle karigtirilir. Demir
eksikliginde eritrosit say1s1 azalmis veya normaldir, talasemi mindrde artmistir. Her
ikisinde de MCV azalmistir. RDW talasemi mindrde normalken, demir eksikliginde
artmigtir (45). Talasemi minor bireylerde de demir eksikligi anemisi olabilir, bu
durumda HbA2 normal ya da diisiik bulunabilir. Boyle bir durumda demir eksikligi

tedavi edildikten sonra hemoglobin elektroforezi tekrarlanmalidir (46).

2.3.2.1.3. Talasemi Intermedia

Homozigot beta talasemilerin yaklasik %10 kadarinda klinik seyir beta
talasemi major’den daha hafif ve talasemi tasiyicilarindan daha agirdir. Beta
talasemi intermedia adi verilen bu grupta periferik kan bulgular1 ve eritrosit
indeksleri beta talasemi majorde oldugu gibidir (46). Hb elektroforezinde HbA,
HbF ve HbA: seviyeleri degiskenlik gostermektedir. Genellikle 2 yasindan sonra
tani alirlar, klinik olarak aneminin siddeti daha ilimhidir (Hb7-7,5/dl ve {izerinde).
Klinik, hematolojik ve molekiiler ¢alismalar ile talasemi major ve intermedia

ayirict  tanist  baglangicta  yapilmali, hasta gereksiz transfiizyon ve
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komplikasyonlarindan boylelikle korunmalhidir. Beta talasemi intermediali olgular
genelde diizenli transfiizyon gereksinimi olmaksizin normal biiylime ve

gelismelerini siirdiirebilirler (35).

Bazi beta talasemi intermediali olgular ise kardiyomegali, osteoporoz,
kirik, artrit, splenomegali ve hipersplenizm gibi komplikasyonlara maruz
kalabilmektedir. Yasamin ikinci on yilinda safra taglari, ge¢ addlesan ve daha
sonraki donemlerde transfiizyon almayan hastalarda bacak iilserleri

gozlenebilmektedir (32).

Aneminin derecesi hipersplenizm, enfeksiyon varlig1 veya folat eksikligi
gibi nedenlerle agirlasmakta ve ¢ok degiskenlik gosterebilmektedir. Parvovirus
B19 veya diger enfeksiyonlara bagli aplastik krizler gelisebilmekte ve buna bagh
olarak hayati tehdit eden anemi goriilebilmektedir. Daha hafif klinik gidise karsin,
bu olgularda da hepatosplenomegali, kemik degisiklikleri, intestinal demir
emiliminin yliksek olusu nedeniyle asir1 demir yilikii ve iliskili organ
disfonksiyonlar1 olusabilir. Sekonder hipersplenizm go6zlenen hastalarda
splenektomi sonrasinda anemilerin derecesinde diizelme olup kan transfiizyon
gereksinimleri ortadan kalkabilmektedir. Bu komplikasyonlar talasemi majordeki
gibi hemoglobin seviyesini normal diizeylerde idame ettirip eritropoezi siiprese

edecek sekilde transfiizyon programlari ile 6nlenebilmektedir (35, 46, 47).
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2.3.2.1.4. Talasemi Major

Talasemi majorde goriilen klinik bulgular; kronik anemi, kemik iliginde
genisleme, demir birikimi ve kronik hemoliz ile iligkilidir. Dogumdan 3-6 ay
sonra, derin anemi, solukluk, halsizlik, irritabilite, beslenememe,
hepatosplenomegali, bitylimede duraklama ilk bulgulardir. Hemoglobin diizeyleri
cogunda ilk alt1 ay ile bir yil arasinda transfliizyon gerektirecek diizeylere iner.
Uygun transfiizyon yapilmayan hastalarda, kemik iliginin genislemesi sonucu,
tipik talasemik yliz goriiniimii (burun kokii basikligi, maksilla ve alin kemiklerinin
cikikligi) ortaya cikar. Vertebra ve uzun kemiklerde kemik iligi genislemesine
bagli incelmeden dolay1 kortekste spontan kiriklar olabilir. Inefektif eritropoez,
hipogonadizm, hipoparatiroidi, hipotiroidi, folat eksikligi, demir yiikii, yogun
demir selasyon tedavileri osteoporoza yol acan nedenler arasinda sayilabilir.
Demir asir1 yiikii, gastrointestinal sistemden demir fazla emilimi ve eritrosit
transfiizyonlari ile olusur (Sekil 4). Yetersiz selasyon alan olgularda, genellikle ilk
on yildan sonra, Kardiyak fonksiyon bozuklugu, karaciger yetmezligi (fibroz,
siroz) ve endokrin bozukluklar (diyabet, hipotiroidi, hipoparatiroidi, biiyiime ve
gelisme geriligi) goriliir. Renal tubuler dilatasyona bagli bobreklerde biiyiime,
orta derecede proteiniiri ve mikroskopik hematiiri ve interstisyel nefrit demir
depolanmasina bagl olarak meydana gelmektedir. Biiylik yaslardaki hastalarda
safra taslar1, kolesistit ve diyare olusabilir. Oliim yasamm 2. ve 3. on yillarinda
konjestif kalp yetmezligi ve kardiak aritmilerle beraber olup, kalpte demir

birikimi halen 6liimlerin %70’inden sorumludur (22, 31, 32, 46).
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Sekil 4. Beta Talasemi Patofizyolojisi

2.3.2.2. Alfa Talasemi

Alfa talasemi alfa globin zincirlerinin eksikligi ya da yoklugu nedeniyle
olusur. Patofizyolojiye yol agan, gorece fazla miktarda beta globin zincirlerinin
eritrositlerde birikimidir. Alfa globin zinciri tiretimi, 16. kromozomda yer alan dort
gen ile kontrol edilir. Yetersiz iiretim, bu genlerin bir ya da birkagindaki delesyon
nedeniyle goriiliir. Tek gen delesyonu sessiz alfa talasemi tasiyiciligina neden olur
ve normal hematolojik bulgularla asemptomatik olarak seyreder. Iki gen delesyonu

mikrositoz ve genellikle anemiye sebep olarak alfa talasemi mindre yol agar. Ug



17

gen delesyonu hemoglobin H (alfa talasemi intermedia) hastaligina neden olur. Bu
hastalikta belirgin olarak globin zinciri tiretimi azalir, mikrositik anemi, hemoliz ve
splenomegali gelisir. Dort genin tamaminin delesyonu, hemoglobin Bart hastaligina
neden olur. Hb Bart hastalign yasamla bagdasmaz. Intrauterin veya postpartum

oliimle karakterize hidrops fetalise neden olur (25, 31).

2.3.3. Oksidatif Stres

2.3.3.1. Serbest Radikaller

Oksijen biitlin canlilar i¢in vazge¢ilmez bir element olup hidrojen, karbon,
nitrojen ve kikiirt ile birlikte organik molekiillerin temel yapisal atomlarini
olusturur. Organik molekiillerdeki yapisal goérevinin yani sira, aerobik canlilarin
enerji metabolizmasindaki rolii nedeniyle oksijen hayati bir 6neme sahiptir.
Bilinen biitlin canli tiirleri, organik molekiillerin i¢indeki sekli ile oksijene
gereksinim duysalar da, serbest formdaki molekiiler oksijen her canli tiirii igin

ayni anlami ifade etmez (48).

Serbest radikal, atomik ya da molekiiler yapilarda ciftlenmemis tek
elektron boliimlerine verilen isimdir. Bagska molekiiller ile ¢ok kolayca elektron
aligverigine giren bu molekiillere "oksidan molekiiller" veya "reaktif oksijen
partikiiller (ROP)" denmektedir (49, 50). Reaktif oksijen partikiilleri normal
oksijen molekiiliiyle karsilastirildiginda, Kimyasal reaktivitesi daha yiiksek olan

oksijen formlaridir ve viicuda yogun bir zarar verme potansiyeline sahiptir (51-
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53). Reaktif oksijen partikiilleri, hiicrelerin protein, DNA, karbonhidrat, lipid,

enzim ve diger molekiil gruplari ile reaksiyona girerek onlarin metabolizmalarini

etkiler (54, 55).

Lipidlerin hiicre zarinin akigkanligini ve gegirgenligini etkileyerek hiicre
biitiinliigiinii bozar. Proteinlerin, aminoasidlerin modifikasyonu, proteinlerin
fragmantasyonu ve agregasyonu, proteinlerde fonksiyon bozuklugu ve proteolize
neden olur. Karbonhidratlarin ve monosakkaridlerin oksidasyonuna neden olur.

Sonug olarak, DNA’da genetik degisiklige ve hiicre 6liimiine yol agar (56, 57).

Organizmada pek cok tiirde reaktif oksijen partikiilleri olusabilir. Tablo
1’de reaktif oksijen partikiillerinin tipleri (58) ve Tablo 2’de reaktif oksijen

partikiillerinin kaynaklar1 goriilmektedir (59).

Tablo 1. Reaktif Oksijen Partikiilleri

Reaktif Oksijen Partikiilleri

1. Radikaller: Siiperoksit radikal
Hidroksil radikal
Alfoksil radikal

Peroksil radikal

2. Radikal olmayanlar: Hidrojen peroksit
Lipid hidroperoksit
Hipoklorik asit (HOC1)

3. Singlet oksijen
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Tablo 2. Reaktif Oksijen Partikiillerinin Kaynaklari

| - Normal biyolojik islemler
1 - Oksijenli solunum

2 - Katabolik ve anabolik islemler

Il - Oksidatif stres yapicit durumlar

1 — Iskemi, hemoraji, travma, radyoaktivite, intoksikasyon

2 - Ksenobiotik maddelerin etkisi (inhale edilenler, aligkanlik yapan
maddeler, ilaglar)

3 - Oksidan enzimler (Ksantin oksidaz, Siklooksigenaz, Triptofan
dioksigenaz vb.)

4 - Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu

5 - Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma (nétrofil, monosit,
makrofaj, eozinofil, endotelyal hiicreler)

6 - Uzun siireli metabolik hastaliklar

7 - Diger nedenler: Sicak soku, giines 151n1, sigara

Il - Yaglanma siireci

Reaktif oksijen partikiillerinin i¢inde en Onemlileri siiperoksit, hidrojen

peroksit ve hidroksil radikalleridir (60).

2.3.3.1.1. Siiperoksit Radikali

Canhlarda olustugu ilk gosterilen radikal olan Siiperoksit, molekiiler
oksijenin  bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Indirgenmis gecis
metallerinin otooksidasyonu siiperoksit radikali meydana getirebilir (48, 49).
Siiperoksit radikalinin kendisi direkt olarak zarar vermez. Bu radikal anyonun asil
Oonemi, hidrojen peroksit kaynagi olmast ve ge¢is metalleri iyonlarinin

indirgeyicisi olmasidir (49, 52).
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Siiperoksit, metal iyonlarini indirgeyerek bagli olduklari proteinlerden
salinimma neden olur, kofaktorlerin oksidasyon diizeylerini bozar ve metal
iyonlarinin katildigi hidroksil radikali yapim tepkimelerini hizlandirir. Diger
radikallere gore daha az reaktif olsa da, sliperoksit indirgenmis niikleotidleri, bazi
amino asitleri ve antioksidan bilesikleri (glutatyon, askorbik asit, tokoferol)

oksitler (48).

2.3.3.1.2. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit, siiperoksidin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron
almasi veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi
sonucu olusan peroksitin iki proton ile birlesmesi sonucu meydana gelir. Hidrojen
peroksidin asil tretimi, siiperoksidin dismutasyonu ile olur (49, 52). Zar
fosfolipidleri nedeniyle hiicre zar1 yiizeyleri daha asidiktir ve siiperoksit burada
daha kolayca bir proton alarak hidrojen peroksit radikalini olusturur. Hidrojen
peroksit de hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonunu baslatabilir ve zarsal

antioksidanlar1 (tokoferol) oksitleyebilir (48, 60).

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri
kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda onemli bir rol oynar. Clinkii
Fe*? veya diger gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu sonucu,
stiperoksit radikalinin varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve

zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturur (61).
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2.3.3.1.3. Hidroksil Radikali

En tehlikeli reaktif oksijen radikalidir. Normal biyolojik fonksiyonlarda da

kullanilmaktadir. Fagositoz ve gesitli enzimatik katalizlerde tiretilmektedir.

Hidroksil radikali biyolojik makromolekiilerin biitiin tiirlerine atak
yaparak, DNA’nin piirin ve pirimidin bazlar1 ile etkilesebilmekte, DNA
sarmalinda kirilmalara ve enzim inaktivasyonuna neden olabilmektedir. Lipid
peroksidasyonu, hidroksil radikali ile olusan en iyi tanimlanmis biyolojik hasardir

(49, 58, 61).

2.3.3.2. Antioksidan Savunma

Reaktif oksijen partikiillerinin etkilerinin dengede tutulmasi icin bir karsit

sistem mevcut olup be sisteme “antioksidan sistem” denir (53).

Antioksidanlar 4 ayr sekilde etki ederler:

1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif
yeni molekiile ¢evirme toplayict etkidir. Antioksidan enzimler,

trakeobrongiyal mukus ve kiigiik molekiiller bu tip etki gosterirler.

2) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistirme bastirici etkidir,

Vitaminler ve flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.
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3) Serbest  oksijen  radikallerini  baglayarak  zincirlerini  kirip
fonksiyonlarmi engelleyici etki zincir kiric1 etkidir. Hemoglobin,

seruloplazmin ve mineraller zincir kirict etki gosterirler.

4) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi onarict etkidir

(49, 62).

Antioksidanlar1 endojen ve ekzojen antioksidanlar olarak simiflayabiliriz (49, 63).

Endojen antioksidanlar: Enzim ve enzim olmayanlar olarak iki gruptur (Tablo 3).

Tablo 3. Endojen Antioksidanlar

Enzim olan endojen antioksidanlar Enzim olmayan endojen antioksidanlar
Stiperoksit dismutaz Melatonin
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Seruloplazmin
Glutatyon S-Transferazlar (GST) Transferrin
Katalaz (CAT) Miyoglobin
Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi Hemoglobin
Hidroperoksidaz Ferritin
Bilirubin
Glutatyon
Sistein
Metiyonin
Urat
Laktoferrin
Albiimin




23

Siiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit serbest radikalinin hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir.
SOD'n fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit
serbest radikalinin lipid peroksidasyonu gibi zararli etkilerine karsi korumaktir.

SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraseliiler 6ldiiriilmesinde de rol oynar (51).

Glutatyon peroksidaz, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu
enzimdir. Glutatyon peroksidazin, fagositik hiicrelerde de 6nemli fonksiyonlari
vardir. Diger antioksidanlarla birlikte glutatyon peroksidaz, solunum patlamasi
sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar
gbérmesini 6nler. Glutatyon peroksidaz, eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili

antioksidandir (52, 63).

Ekzojen Antioksidanlar: Vitaminler ve ilaglar olarak iki gruptur (Tablo 4).

Tablo 4. Eksojen Antioksidanlar

Vitamin eksojen antioksidanlar Ilac eksojen anitoksidanlar
a-tokoferol (vitamin E) Ksantin oksidaz inhibitorleri

B-karoten NADPH oksidaz inhibitorleri

Askorbik asit (vitamin C) Rekombinant siiperoksit dismutaz

Folik asit (folat). Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar
Demir redoks dongiisii inhibitdrleri
Notrofil adezyon inhibitorleri
Barbitiiratlar

Demir selatorleri
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Vitamin E (o tokoferol), antioksidan aktivitesi en yiiksek olan
tokoferoldur. seliiler ve organel zarlar arasina girer ve serbest radikalleri daha az
reaktif bilesiklere cevirerek zarlari lipid peroksidasyona karsi korur (64, 65).
Vitamin E siiperoksit ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipid peroksit

radikallerini ve diger radikalleri indirger (63).

Vitamin C (askorbik asit), siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile kolayca
reaksiyona girerek onlar1 temizler, antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive
olmasini engeller. Vitamin C’nin antioksidan etkisinin yaninda prooksidan etkisi
de s6z konusudur. Ciinkii vitamin C, Fe*®i Fe™ye indirgeyen siiperoksit
disindaki tek hiicresel ajandir. Bu yolla askorbik asit proteine baglh ferrik demiri
uzaklastirarak ya da dogrudan indirgeyerek Fenton reaksiyonunda H20: ile
etkilesmeye uygun olan ferré6z demire doniistiiriir. Bu prooksidan etkinin sadece
diisiik konsantrasyonlarda goriildiigli, daha yiiksek konsantrasyonlarda ise giiclii

bir antioksidan olarak etki gosterdigi belirtilmistir (56, 66).

2.3.3.3. Oksidatif Stres

Oksijen radikallerininin yapiminin fazla oldugu durumlarda oksidan ve
antioksidan sistemin dengesi bozulur ve “oksidatif stres” ortaya ¢ikar. Oksidatif
stres pek c¢ok hastalikla iliskilidir (48, 58). Pek c¢ok c¢alismada Kkanser,
ateroskleroz, kronik bobrek yetmezligi, diabet, pankreatit, inflamatuvar barsak
hastaliklari, demans, Alzheimer hastalig1 ve katarakt gibi tiim organ sistemlerini

ilgilendiren hastaliklarda oksidatif stresin rolii saptanmustir (67-74).
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Oksidatif stres pek ¢ok yontemle Olgiilebilir. Bunlardan bazilar
malondialdehid (MDA), MDA/LDL kolesterol orani, thiobarbiturik asit reaktif

pargaciklari ve total oksidan kapasitedir (75-77).

2.3.3.4. Talasemi ve Oksidatif Stres

Talasemi hastalarinda artmis oksidatif stres, pek c¢ok c¢alismayla
kanitlanmustir. Eritrosit tranfiizyonlar1 nedeniyle artmis demir yiiklenmesi ve
globin zincirleri dengesizligi nedeniyle artmus serbest radikaller, lipid

peroksidasyonu ve bunlara bagli olarak oksidatif stres gortilmektedir (8-10).

B talasemide, eslesmemis fazla a globin zincirleri, non-hemoglobin demiri
ve hiicre i¢inde hemoglobinin diisiik olusu bu oksidatif stresi kolaylastiran
faktdrlerdendir. Ozellikle serbest o globin subiinitleri, serbest radikallerin ortaya
¢ikmasina neden olur (61, 78). Membran iskeletinde bozulma, rijiditede artma,
membran lipidlerinde peroksidasyon ve antijenik degisme ile eritrositlerde erken

yaslanma gibi sebeplerle inefektif hematopoeze katkida bulunmaktadir (79).

Talasemide oksidatif mekanizmalara karsi ¢alismasi gereken
antioksidan savunma mekanizmalarinda da zayiflik vardir. Ozellikle vitamin C ve

vitamin E diizeyleri diisiik saptanir (10, 80, 81).
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2.3.4. Genotoksisite ve DNA Hasari

Genetik bilginin nesilden nesile saglikli olarak aktarilabilmesi icin DNA
yapisinin  korunmasi son derece Onemlidir. DNA’min fonksiyonu, bazlar
iizerindeki polar gruplara baghdir. Bu gruplar arasinda spesifik olarak olusan
hidrojen baglar1 ¢ift sarmal DNA’y1 olusturur. DNA yapisindaki bozulmalar,
yanlis eslesmelere, mutasyonlara, replikasyonun bloke olmasina ve hiicre
Olimiine yol agmaktadir. DNA hasar1 diisiik seviyede ise DNA onarim
mekanizmalar1 tarafindan verimli bir sekilde onarilir. Agir hasarlar apoptotik
mekanizmalar1 uyararak hiicre Oliimiine sebep olur. Orta dereceli hasarlar
cogunlukla mutasyonla sonuglanirlar. DNA hasari, kendiliginden veya cevresel

faktorlerin etkisiyle olusmaktadir (55, 82).

Genotoksisite; ¢ekirdek, kromozom ve DNA yapisinda meydana gelen
DNA kiriklarini, gen mutasyonlarini, kromozom anormallikleri, klastojenite ve
anoploidi gibi hasarlarin biitiintidiir. Genotoksisite DNA yapisinda bozulmalara
neden olarak, kanserin olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Genotoksisiteye
neden olan pek ¢ok farkli durum bilinmektedir. Ornegin radyasyon, sigara i¢imi
veya sigara dumanina maruz kalmak, viral enfeksiyonlar, vitamin eksiklikleri ve
baz1 kalitsal hastaliklar (ataksi telenjektazi, Bloom sendromu vb.) bunlardan

bazilaridir (83-85).

I¢ ve dis etkenlerle olusan genotoksisitenin DNA’y1 ne kadar etkiledigini

belirlemek amaciyla gesitli testler ve farkli yontemler kullanilmaktadir (86).
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Bu yontemlerden en sik kullanilanlar kromozomal anormallikleri testi,
mikrogekirdek testi, kardes kromatid degisim testi ve “comet assay” testidir (87-

91).

Kromozomal anormallikler testi, periferal lenfositlerde bulunan
kromozomlarda saptanan yapisal hasarlarin sikligim saptar. Ozellikle mesleki ve
cevresel kanserojenlerin genotoksik erken etkilerini inceler. (92) Kardes kromatid
degisim testi, mutajenite ve kanserojenitenin belirlenmesinde kullanilan kardes
kromatidleri farkli boyayarak aralarinda parga degisiminin oldugunu belirlemeye

dayanan bir testtir (83).

Mikrogekirdek testi, hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan mikrogekirdeklerin Olglimiinii yapan bir testtir.
Mikrogekirdek sayisindaki artis, mutajenite ile orantilidir. Anoploidi ve

klastojeniteyi hizli ve kolay bir sekilde gosterilmesini saglar (93).

Comet assay yontemi, tek hiicre jel elektroforezi olarak da adlandirilir.
DNA kiriklariin tayini prensibine dayanan bu yontemin, en énemli avantajlari,
cok diisiik diizeydeki DNA hasarlarin1 bile ayirt edebilmesi, ¢esitli doku ve hiicre
tiplerinde uygulanabiliyor olmasi, hizli sonug elde edilebilmesi ve hiicrelerdeki
DNA kiriklarinin gorsel olarak belirlenebilmesidir. Comet assay yontemi, alkali
pH’da farkli molekiil agirliklarina ve farkli elektrik yilike sahip DNA
molekiillerinin elektriksel alanda farkli go¢ etmeleri esasina dayanmaktadir. Bu
yonteme gore, hiicreler veya ¢ekirdekgikler, daha sonra lizis ve alkali elektroforez

tamponunda yiiriitme ve nétralizasyon islemlerinden gegcirilerek floresan boya ile



28

boyanmaktadir. Floresan mikroskop ile incelenen preparatlarda zarar gérmemis
DNA’lar comet (kuyruk) olusturmazken, hasar goérmiis DNA molekiillerindeki
fragmanlar farkli molekiiler agirliklarmma ve farkli elektrik yiiklerine sahip
olacaklarindan elektriksel alanda farkli hizlarda hareket ederek c¢ekirdekten disar
dogru go¢ etmekte ve kuyruklu yildiz goriiniimii olusturmaktadirlar (94, 95).
Gorsel degerlendirmeye gore ‘‘comet’’ler DNA gb¢ uzunluguna gore 5 kategoride
tammlanir (Kategori 0-4). Siiflandirma ‘‘comet”’lerin  goriiniimiine gore
asagidaki gibi gerceklestirilir: Parlak basli objeler ve goriinmeyen kuyruklar O
kategorisine girer (kuyruksuz spot seklindeki goriintiiler), ¢ok kiigiik bash

cometler ve uzun daginik kuyruklar 4. Kategoriye girer (Sekil 5) (82).

0 1 2
3 4

Sekil 5. Gorsel Analizde ““‘Comet’’ Kategorileri
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2.3.4.1. Talasemi ve DNA Hasari

Talasemide o ve B globin zincirlerinin dengesiz iiretimi nedeniyle eritropoez
etkisizdir. Dengesiz globin zinciri tetramerleri ¢okelir ve oksidasyona ugrayarak
hem ve globin birbirinden ayrilir. Talasemik eritroid hiicrelerden salman serbest
demir serbest oksijen radikallerini olusturur. Serbest oksijen radikallerinin neden
oldugu oksidatif stres ise yapisal proteinlerde defektlere, membran proteinlerinin
oksidasyonuna ve kemik iligindeki (etkisiz eritropoez) ve periferik dolasimdaki

(hemoliz) kirmiz1 kan hiicrelerinin prematiir 6liimiine neden olur (96, 97).

Talasemide artmus oksidatif stresin DNA hasarina yol ac¢tig1 ¢esitli calismalarla
kanitlanmustir (12, 13, 98, 99). Bu ¢alismalarda ¢esitli yontemlerle 6lgiilen DNA hasart,

hastalarda saglam kontrol grubuna gore artmis olarak bulunmustur.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve
Hastaliklart Anabilim Dali, Cocuk Hematolojisi Bilim dali Polikliniginde beta
talasemi tasiyicist tanisi verilen c¢ocuklar incelenmistir. Kontrol grubu olarak,
cogunlugunu bu ¢ocuklarin talasemi tasiyicisi olmayan kardeslerinin olusturdugu

yas ve cinsiyet 0zellikleri benzer olan ¢ocuklar ¢alisilmistir.

Bu calisma Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
onaylanmis ve Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan

desteklenmistir (01/2014-19).

Tim katilimcilarla goriisme yapilarak bir anket doldurulmustur. Anket,
hastanin yasadigr sosyoekonomik kosullart ve maruz kaldig1 bazi g¢evresel
etmenleri agiga ¢ikarmaya yonelik sorular igermektedir (Ek 1). Tim
katilimcilardan, sozlii ve yazili onam sonrasi, rutin takip ve tedavi sirasinda elde
edilen kan Orneklerinden genotoksisiteyi gosteren test (comet yontemi) ve DNA
hasarinda etkisi olabilecek baz1 temel testler (total oksidan kapasite, total
antioksidan kapasite, vitamin C diizeyi, vitamin E diizeyi) ¢alisilmstir.
Katilimcilarin rutin degerlendirme testleri olan tam kan sayimi, viicut demir
gostergeleri, hemoglobin elektroforezi, vitamin B12, folik asit ve seroreaktif

protein (CRP) degerleri de kullanilmustir.
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3.1. Total Oksidan Kapasite (TOS), Total Antioksidan Kapasite (TAS),

Vitamin C ve Vitamin E diizeyi ¢calisiimasi

Calismamizda hastalardan toplanan plazma orneklerinde Total oksidan
kapasite (TOS), Total antioksidan kapasite (TAS), Vitamin C ve Vitamin E
diizeyleri saptanmistir. Tiim Ol¢iimler Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali arastirma laboratuvarinda yapilmistir. Orneklerin hazirlanmast igin
kullanilan kan, EDTA’l1 antikoagiilan kapli tiiplere alindiktan sonra + 4 derecede;
15 dakika; 1000 xg santrifiije edilmis, daha sonra calisilmak iizere ayrilan
stipernatant — 80 derecelik derin dondurucularda calisilana kadar muhafaza
edilmistir. Kan alimindan derin dondurucuya kaldirilincaya kadar gegen siire
maksimum 30 dakika olarak belirlenmis ve standartizasyon igin bu siire

gecilmemistir.

Orneklerde Vitamin C ve Vitamin E diizeyleri CUSABIO marka Human
Vitamin C (VC) (Cat no: CSB-E08090h) ve Vitamin E (VE) (Cat no: CSB-
E07893h) ELISA Kkitleri araciligiyla tespit edilmistir. Bu kitlerde bulunan 96
kuyucuklu plate, kuyucuk duvarlarinda sabit duran antikorlar ve ol¢iimlenecek
vitamin tirevleri maddeler ile Orneklerin igerisinde bulunan vitaminler ile
yarigmali inhibisyona girer. Ikinci inkiibasyon basamaginda, peroksidazla konjuge
edilmis ikinci bir antikor dnceden vitaminlere bagli olan antikoruna baglanmak
icin eklenir. Daha sonra yikama yapilarak bagli olmayanlar uzaklastirilir. Bagh
olanlar i¢in eklenen substrat ile ortaya ¢ikan renk degisikligi mikroplate reader ile

okunur. Kitlerin ¢alisma yontemleri aynen uygulanmis, en son olarak mikroplate
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reader ile 450 nm’de okunma yapilmistir. Birimler ng/ml ve mikromol/ml

seklinde belirtilmistir.

Orneklerde 6lgiimlenecek olan TOS ve TAS degerleri “Rel Assay
Diagnostics” marka “Total Oxidant Status Assay Kit” ve “Total Antioksidant
Status Assay Kit” ile bakilmistir. Total Antioksidan kapasite; ABTS (2,2'-azinobis
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)) molekiilii, asidik ortamda (asetat tamponu
30 mmol/l pH 3,6) hidrojen peroksit kullanilarak ABTS+ haline okside edilir.
Asetat tamponu igerisinde konsantre (koyu yesil) ABTS+ molekiilii daha stabildir.
Daha konsantre ve yiiksek pH’ a sahip asetat tamponu i¢inde (0.4 mol/l pH 5.8)
diliie edilme esnasinda spontan sekilde koyu yesil renk yavasca kaybolur. Ornekte
bulunan antioksidan konsantrasyonu oraninda bu renk kaybi hizlanir. Bu
reaksiyon spektrofotometrik olarak takip edilebilir ve agarma hizi 6rnekteki TAC
ile ters orantilidir. Bu reaksiyon suda ¢6ziinen vitamin E analogu olan Trolox (6-
hidroksi-2.5.7.8-tetramethilchroman-2-karboksilik asit) ile kalibre edilir. Olgiim

sonuglart mmol Trolox equivalent/L olarak ifade edilir (100).

Total Oksidan kapasite; Ornekte bulunan oksidanlar ferro iyon (Fe+2)-0-
dianisidine kompleksini ferrik iyon (Fe+3) haline getirir. Oksidasyon reaksiyonu,
reaksiyon ortaminda bolca bulunan gliserol molekiilleri ile giiclendirilir. Ferrik
iyon xylenol orange ile asidik ortamda renkli bilesik olusturur. Renk yogunlugu
ornekte bulunan oksidan molekiillerinin miktar1 ile iligkilidir. Olgiim hidrojen
peroksit (Hz202) ile kalibre edilir. Sonuglar litre basina mikromolar hidrojen

peroksit equivalan olarak ifade edilir (umol H202 Equiv./L) (101).
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3.2. Comet Yonteminin Cahlisilmasi

Genotoksisite ~ degerlendirmelerinde = Comet  yonteminin  yaygin
uygulamalari; c¢evresel biyoizleme ve insan topluluklarinin izlenmesinde

bulunmaktadir (102).

Yontemin ¢esitli etkenlerin toksisite mekanizmalarin1 izlemede hiicre
dizilerinde in vitro uygulanisi da basit, tekrarlanabilir, kolay olmas1 ve diisiik

dozlardaki genotoksisiteyi gosterebilmesi nedeniyle miimkiindiir (90).

3.3. Yontemler

Hastalardan ve kontrol grubundan vendéz kan O&rnekleri alinmustir.
Calismaya katilan her bir goniilliiden alinan heparinli kan o6rneklerinde
genotoksisite yontemlerinden Comet yontemi genotoksisitenin belirlenmesi i¢in
uygulanmustir. Ornekler laboratuvara getirilene kadar 1siktan korunmustur ve 6
saat i¢inde laboratuvara ulastirilmistir. Kan Orneklerinde yapilmis olan
genotoksisite degerlendirmesi, Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Toksikoloji

Anabilim Dali Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.
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3.3.1. Periferal lenfositlerde Comet Yontemi (tek hiicre jel elektroforez

yontemi)

Talasemili cocuklarda olasi DNA hasarint 6lgmek amaciyla hizl,
giivenilir, duyarli ve yaygm kullanim alanina sahip comet ydnteminden
yararlanilmigtir.  Yontem, periferal kandan lenfositlerin izole edilmesi,
lenfositlerin agar igine gomiilerek lamlara yayilmasi ve hiicrenin DNA’sinin
ciplak hale getirilmesi (lizis islemi) sonrasi elektroforez uygulamasina tabi
tutularak DNA spesifik floresan boya ile boyamak suretiyle genotoksisitenin
degerlendirilmesi prensibine dayanmaktadir. DNA hasari, her bir hiicre i¢in hasar
seviyesine gore farkli yiik ve molekiill agirliklarina sahip go¢c eden DNA
parcalarinin mikroskop altinda 6l¢iilmesi ile degerlendirilmektedir. Alkali Comet
yonteminde tek sarmal kiriklari, alkali pH’da sarmal kiriklarina donen lezyonlar

teshis edilebilmektedir.

Bu kapsamda comet yontemi i¢in, hasta ve kontrol grubundan heparinli
tiplere alinmis kanlardan lenfosit izolasyonu gergeklestirilmistir. Lenfositler
37°C’de disiik erime noktali agarozun 100ul’si ile karistirilarak 6nceden
%0.65’lik yiiksek erime noktali agaroz ile kaplanmis lamlara yayilmistir. Tiim
ornekler ikiser lama yayilarak c¢alisilmistir. Daha sonra bir gece +40C’de lizis
¢ozeltisinde hiicrelerin parcalanmasi igin bekletilmistir. Daha sonra lamlar
+4°C’de 20 dakika NaOH ve Na2EDTA igeren alkali ¢ozeltisinde bekletildikten
sonra elektroforeze tabi tutulmustur. Elektroforez + 4°C’de 25V, 300A, 20 dakika

sartlarinda gercgeklestirilerek kirilan DNA fragmanlarinin ¢ekirdekten go¢ etmesi



35

saglanmistir. Lamlar nétralizasyon tamponu ile nétralize edildikten sonra floresan
bir boya olan etidium bromiir ile boyanarak floresan mikroskobunda Comet Assay
III goriintii analiz sistemi (Perceptive Instruments, UK) kullanarak her birey igin

50 hiicrede kantitatif DNA hasar 6l¢iimil yapilmistir (102).

3.4. Istatistiksel yontemler

Tiim istatistiksel ¢alismalar Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Halk
Saglig1 Enstitiisi'nde yapilmistir. Istatistiksel analizler SPSS 22 programi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Deney ve kontrol gruplarinda sayisal degiskenler
acisindan karsilagtirma yapmak ic¢in, normal dagilim gosteren degerler iki
ortalama arasindaki farkin anlamlilik testi ile, normal dagilim gdstermeyen
degerler Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir. Sayisal degiskenler
arasindaki korelasyon Spearman Rho katsayisi ile incelenmistir. Tanimlayici
istatistik olarak nitelik degiskenler icin say1 ve ylizde, sayisal degiskenler icin
aritmetik ortalama, standart sapma, ortanca, minimum, maximum degerler

verilmistir. Istatistiksel olarak p< 0,05 anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya yas ortalamasi 6,03 + 3,56 yil (1-17) yil arasinda degisen 142
talasemi mindr ile yas ortalamasi 8,18+3,42 (1-17) yil arasinda degisen anemik
olmayan 113 saglikli ¢ocuk alindi. Talasemi minorlii ¢ocuklarin 73°t erkek
(%55,8) ve 69’u kiz (%48,6), kontrol grubunun ise 50’si erkek (%44,2) ve 63’

kiz (%51,4) idi.

Talasemi minor ve kontrol grubunun tanimlayici bilgileri, tam kan sayimi
parametreleri, biyokimyasal parametreleri ve hemoglobin elektroforez sonuglari

Tablo 5’te verilmistir.



37

Tablo 5. Talasemi minér ve kontrol grubunun tamimlayici bilgileri, tam kan

sayimi parametreleri, biyokimyasal parametreleri ve hemoglobin

elektroforez sonuglari

Talasemi minor Kontrol p degeri
Yas (yil) 6,03 £ 3,56 8,18 +342 <0,001
Cinsiyet (E/K) ™ 73/69 50/63 >0,05
RBC (10.e6/UL)" 5,46 (4,37-7,14) 4,68 (3,96-6,23) <0,001
HB (g/dl)” 11,64 (8,1-14,67) | 13,03 (10,2-17,04) | <0,001
HCT (%)" 36,09 (24,79-46,51) | 38,7 (33,67-51,63) | <0,001
MCV (fL)" 64,95 (53,4-79,81) | 83 (57,89-89,70) <0,001
MCH (pg)” 20,75 (16,2-27,19) | 28,0 18,37-30,13 <0,001
MCHC (g/dl)” 32,12 (29,2-34,51) | 33,68 (12,62-36,17) | <0,001
RDW (%)" 15,78 (12,17-30,90) | 13,2 (11,83-16,37) | <0,001
PLT (10.e3/UL)" 323,7 (175,1-595) | 289,5 (172,7-509,8) | <0,05
BK (10.e3/UL)" 7,7 (3,99-20,9) 7,17 (4,70-20,09) <0,05
Demir (Ug/dl)™ 77,44+30,59 85,21+32,52 0,51
?Jg;érl)bjglama kapasitesi 290,64:+49,79 287,76+52.76 0,655
TSI (%)" 26,3 (3,4-104,2) 26,79 (6,8-106,1) 0,201
Ferritin (ng/ml)” 33,42 (7,80-223,7) | 34,54 (10,4-149,3) 0,564
B12 (pg/ml)” 396,0 (117,3-1208) | 364,5 (166,2-1240) 0,78
Folat (ng/ml)” 11,17 (4,93-80 11,2 (4,88-48,70) 0,37
CRP (mg/L)" 1,92 (0,3-12,7) 1,99 (1-16,6) 0,951
Hb Ao (%) 84,4 (62-92) 85,9 (71-95) <0,001
Hb A, (%) 3,5 (2,1-8,7) 3 (2-6) <0,001
Hb F (%)" 1(0,1-20,1) 0,6 (1-13) <0,001

* Ortanca (En diisiik-en yiiksek degerler) “Ortalama + SD olarak verilmistir.

RBC: Eritrosit sayisi, HB: Hemoglobin, HCT: Hematokrit, MCV: Ortalama eritrosit hacmi,
MCH: Ortalama eritrosit hemoglobini, MCHC: Ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu,
RDW: Eritrosit dagilim genisligi, PLT: Trombosit sayisi, BK: Lokosit sayisi, CRP: Seroreaktif
protein TSI: Transferrin saturasyon indeksi = (Serum demir diizeyi/ Demir baglama kapasitesi) x

100
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Hasta ve kontrol grubu arasinda yas yoniinden istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmus (p<0,05), cinsiyet yoniinden fark bulunmamuistir (p>0,05). Tam kan
sayimi parametreleri (hem eritrosit parametreleri hem de 16kosit ve trombosit
sayilar1) ve hemoglobin elektroforez sonuglari yoniinden iki grup arasinda anlamli
fark bulunmustur (p<0,05). Iki grup arasinda, ¢alisilan biyokimyasal parametreler

ve viicut demir gostergeleri yoniinden anlamli fark bulunmamuistir (p>0,05).

Talasemi mindér ve kontrol grubunun oksidatif stres belirtecleri

karsilastirmasi1 Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Talasemi mindr ve kontrol grubunun oksidatif stres belirtegleri

Talasemi minor Kontrol P degeri
- 2,18 2,18 0,283
TAS (mmol/It) (0,2-4.0) (0.15-4.26
) 6,40 6,61 0,842
TOS (umol/ly (1,26-51,12) (0,28-67,04)
. N 63,23 69,44 0,737
Vit C (ng/ml) (6,38-313,88) (9,69-312,1)
Vit E (nmol/ml)* 30,87 37,69 0,289
(10,32-130,25) (10,42-128,94)

* Ortanca (En diisiik-en yiiksek degerler)
TAS: Total antioksidan kapasite, TOS: Total oksidan kapasite, Vit C: Vitamin C, Vit E: Vitamin E

Talasemi mindr ve kontrol grubu arasinda, oksidatif stres belirtecleri

yoniinden anlamli fark bulunmamistir (p>0,05).

Talasemi mindr ve kontrol grubunun comet assay yontemiyle saptanan

DNA hasar1 parametrelerinin karsilagtirmasi1 Tablo 7°de verilmistir.
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Tablo 7. Talasemi minor ve kontrol grubunun comet assay ile DNA hasar

parametreleri

Talasemi minor Kontrol P degeri
Tail Length ™ 31,51 (22,78-139,52) 32,02 (23,48-161,66) 0,873
Tail Intensity” 6,50 (2,56-31,76) 6,72 (1,67-40,89) 0,551
Tail Moment” 1,50 (0,44-13,27) 1,52 (0,63-23,13) 0,447

* Ortanca (En diisiik-en yiiksek degerler)
Tail Length: Kuyruk uzunlugu, Tail Intensity: Kuyruk yogunlugu, Tail Moment: Kuyruk momenti

Talasemi mindr ve kontrol grubu arasinda, DNA hasar1 parametreleri
yoniinden anlamli fark bulunmamistir (p>0,05). Hem DNA hasar
parametrelerinde, hem de DNA hasar1 etyopatolojisinde rol oynadig: diisiiniilen
oksidatif stres belirteclerinde, talasemi minér ve kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamigtir (p>0,05). Ayrica, DNA hasari
yapabilecek ¢evresel etmenleri agiga c¢ikarmaya yonelik sorular igeren anket

bilgileri yoniinden, iki grup arasinda fark saptanmamistir (p>0,05).
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Tablo8. Calisma grubunda (n=255), DNA hasari, oksidan-antioksidan sistem ve bazi biyokimyasal parametreler arasinda

korelasyon sonuglari

int-gﬁlslity mc-)rrignt TAS TOS Vit C Vit E B2 Folat CRP TSI Ferritin

Tail length

r 0,396 0,614 0,285 0,129 -0,174 -0,202 0,090 -0,118 0,133 0,040 0,119

p <0,001 <0,001 <0,001 0,039 0,025 0,037 0,152 0,061 0,034 0,529 0,058
Tail intensity

r 0,894 0,065 -0,026 -0,309 -0,245 0,035 -0,119 0,150 -0,006 0,108

p <0,001 0,304 0,683 <0,001 0,011 0,578 0,057 0,017 0,918 0,084
Tail moment

r 0,129 0,000 -0,300 -0,305 0,063 -0,096 0,161 0,024 0,098

p 0,040 0,998 <0,001 <0,001 0,316 0,125 0,010 0,700 0,117
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Tablo 9. Calisma grubunda (n=255), oksidan-antioksidan sistem ve bazi

biyokimyasal parametreler arasinda korelasyon sonuglari

TOS VitC Vit E B2 Folat CRP
TAS
r 0,102 0,037 0,074 0,008 -0,095 0,106
p 0,105 0,641 0,456 0,902 0,134 0,095
TOS
r -0,133 -0,126 0,030 0,012 0,023
p 0,088 0,198 0,636 0,850 0,716
VitC
r 0,835 -0,116 0,090 -0,040
P <0,001 0,142 0,253 0,607
Vit E
r -0,256 -0,012 0,009
p 0,008 0,906 0,929

Calismaya katilan tiim ¢ocuklarin comet yontemi ile hesaplanan tail length
olgtimii ile sirasiyla tail intensity, tail moment ve TAS arasinda istatistiksel olarak
anlamli pozitif korelasyon (r=0,396, p<0,001; r=0,614, p<0,001; r=0,285,
p<0,001) saptandi. Tail intensity Ol¢iimii ile tail moment arasinda istatistiksel
olarak anlamli pozitif korelasyon (r=0,894, p<0,001), Vitamin C ile arasinda
istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon (r=-0,309, p<0,001) saptandi. Tail
moment 6l¢iimii ile sirasiyla Vitamin C ve Vitamin E arasinda istatistiksel olarak
anlamli negatif korelasyon (r= - 0,300, p<0,001; r= - 0,305, p<0,001) saptandi

(Tablo 8.1). Vitamin C ve Vitamin E arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif
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korelasyon (r=0,835, p<0,001), Vitamin E ile Bi2 vitamini arasinda istatistiksel

olarak anlamli negatif korelasyon (r=-0,256, p= 0,008) saptandi (Tablo 8.2).
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5. TARTISMA

Talasemi, Akdeniz havzasinda yer alan iilkelerde ve iilkemizde ciddi bir
halk sagligi sorunudur. Hastaligin kendisi énemli bir saglik sorunu ve tedavisi
O6nemli bir ekonomik ytiktiir. Talasemi tipleri iginde, klinik olarak en agir olan
form ve iilkemizde en sik goriilen form beta talasemidir. Beta talasemi 11.
kromozomda nokta mutasyonlariyla gelisir. Her iki alel mutant oldugunda
talasemi major (hastalik) ve tek alel mutant oldugunda talasemi mindr (tasiyicilik)
geligir. Talasemi tasiyicilifi genel olarak klinik olarak sessiz kabul edilir.
Tastyicilik sessiz olmakla beraber, her iki ebeveynin tasiyici olmasi durumunda,
her gebelikte %25 olasilikla hasta c¢ocuklar dogar. Tirkiye’de yapilan
caligmalarda talasemi tasiyiciliginin %4,3 oldugu saptanmistir, bu oran bazi

bolgelerde %13’e kadar ¢ikmaktadir (21).

Yillar icinde talasemi mindr olgularinda bazi klinik ozellikler oldugu
dikkati ¢ekmistir (41-43). Hatta baz1 ¢aligmalarda, talasemi tasiyicilarinda DNA
hasar1 olabilecegine dair isaretler saptanmistir (12, 13). Bu calismalar, yetiskin
hastalarda yapilmis olup talasemi major olgularin transfiizyonlara bagli demir
yiiklenmesine ikincil olarak ve demir yiliklenmesini tedavi etmek i¢in verilen
selasyon ajanlarimin yan etkisi olarak gelisen DNA hasarin1 inceleyen
caligmalardir. Cok az sayida calismada ise talasemi tasiyicilart direkt olarak
incelenmistir ancak olgular hem yetiskin bireylerdir hem de az sayidadir (76, 77).
Ancak, talasemi tasiyiciliginda DNA hasart varsa bunun c¢ocukluktan itibaren

bilinmesi gereklidir. Bu sayede, hastanin yasam kosullarinin buna gore
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diizenlenmesi ve ileride meslek se¢imi yoniinden ailelere genetik danigmanlik
verilmesi miimkiin olabilecektir. Bu gerekgelerle, bu galismada, literatiirde bir ilk
olarak, c¢ocuk yastaki talasemi tasiyicilarinda DNA hasar1 incelenmektedir.
Kontrol grubu olarak, ¢ogunlugunu bu c¢ocuklarin talasemi tasiyicisi olmayan
kardeslerinin olusturdugu saglam c¢ocuklar c¢alisiimistir. Tiim katilimcilarda
(toplam: 255 gocuk, talasemi minér: 142 c¢ocuk, kontrol grubu:113 ¢ocuk) tam
kan saymmi, viicut demir gostergeleri (serum demiri, serum demiri baglama
kapasitesi, serum ferritin), biyokimyasal parametreler (B12, folat, CRP),
hemoglobin elektroforezi, oksidatif stres belirtegleri (TAS, TOS), antioksidatif
sistemi temsil eden serum vitamin diizeyleri (Vitamin C, Vitamin E) ve olas1

DNA hasar1 incelenmistir.

Talasemi mindr ve kontrol grubunu yas ortalamalar sirasiyla 6,03 = 3,56
yil ve 8,18+3,42 yil idi. Talasemi tasiyicilarinda DNA hasarimi inceleyen diger
calismalarda, degerlendirilen hastalar erigskin yaslardadir. Ondei ve ark.larinin
caligmasinda 49 heterozigot talasemi (18-79 yas) ve 81 saglikli erigkin (18-62 yas)
(76), Al-Sweedan ve ark.larinin ¢alismasinda eriskin yastaki 18 talasemi minor ve
18 saglikli erkek (12), Al-Mudalal ve ark.larinin ¢alismasinda eriskin yastaki 14
talasemi minér ve 19 saglikli olgu (103), Labib ve ark.larinin ¢alismasinda 60
talasemi minor (26-45 yas) ve 20 saglikli eriskin (27-49 yas) (104), Adhiyanto ve
ark.larinin ¢alismasinda eriskin yastaki 33 talasemi minor ve 12 saglikli olgu
(105), Selek ve ark.larinin ¢alismasinda ise 32 talasemi minor (28+2 yas) ve 28
erigkin (2744 yas) (77) degerlendirilmistir. Talasemilerde oksidatif stres ve/veya

DNA hasarini arastiran bu caligmalarin tiimiinde, hasta grubu eriskin talasemi
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mindr olgularidir. Bizim ¢alismamiz, talasemi mindrlii ¢ocuklarda oksidatif stres
ve DNA hasar1 arastirmasi yapan literatlirdeki ilk caligmadir. Ayrica, diger
caligmalara gore daha genis hasta grubu degerlendirilmistir, kontrol grubu olarak
saglam kardesler secilmis ve bu sayede hem ailelerindeki tan1 almamis ¢ocuklarin
tan1 almas1 saglanmistir hem de DNA hasar1 potansiyeli olan ¢evresel etmenlerin
etkisi en aza indirilmistir. Boylelikle, DNA hasar1 saptanmasi durumunda,
etyolojide talasemi hastaliginin patofizyolojisinin etkisinden bahsetmek miimkiin
olabilecektir. Ancak talasemi tasiyicisi her ¢ocugun saglam bir kardesi
olmadigindan, kontrol grubunun bir boliimii yas ve cins 6zellikleri benzer anemik

olmayan saglam ¢ocuklardan olusturulmustur.

Talasemi mindrde, olast DNA hasarinin etyopatolojiyle ilgili olmasi
Oongoriildiigiinden  sonuglarin  cinsiyeti farkli gruplar arasinda farklilik
gostermemesi beklenmektedir. Bununla uyumlu olarak, kiz ve erkek katilimcilar

arasinda ¢alisilan parametreler yoniinden fark bulunmamastir.

Beta talaseminin fizyopatolojisinin temelinde gorece olarak fazla a globin
zincirlerinin hiicrede ¢okmesinin neden oldugu hemoliz, inefektif hematopoez ve
artmis serbest demir vardir. Bunlarin sonucunda hiicre i¢i artmis oksidatif stres ve
ROS’larin  neden oldugu DNA hasar1 gorilir (106). Globin  zincir
orantisizligindan dogan bu durum hastaligin en agir formu olan talasemi majorde
goriilse de talasemi intermedia ve mindrde de oksidatif stres ve DNA hasari
oldugu gosterilmistir. Cighetti ve ark.lar1 21 transfuzyon alan talasemi major (19-

39 yas), 13 transfiizyon almayan talasemi intermedia (23-46 yas) ve 17 saglikli



46

kontrol grubuyla (23-40 yas) yaptiklar1 ¢alismada kontrol grubuna gore talasemi
major grubunda daha ¢ok olmak iizere talasemi intermedia grubunda da oksidatif
hasar artmig bulunmustur. Serum antioksidan kapasite ii¢ grupta da benzer
degerlerde ve normal sinirlar arasinda saptanmistir. Oksidatif stres belirteci olarak
secilen MDA (Malondialdehid) ile serum demir diizeyi ile arasinda anlamli pozitif
korelasyon saptanmistir (36). Ferro ve ark.larmin ¢alismasinda, 92 talasemi major
(18-72 yas), 21 talasemi intermedia (19-57 yas) ve 10 saglikli eriskinden (22-52
yas) olusan 3 grup oksidatif hasar ve DNA hasar1 yoniinden degerlendirmistir.
ROS ve lipid hidroperoksitleri talasemi major ve talasemi intermedia grubunda
kontrol grubuna gére yiiksek saptanmistir. Ozellikle talasemi intermedia grubunda
ROS seviyeleri daha yiiksek bulunmus olup bu durum talasemi major grubunun
diizenli transflizyon almasi1 nedeniyle kronik doku hipoksisinin daha az olmasina
baglanmistir. Ayni ¢alismada comet assay ve mikrogekirdek yontemiyle DNA
hasar1 da arastirilmistir. Her iki yoOntemle de talasemi major ve talasemi
intermedia gruplarinda kontrol grubuna gore DNA hasart artmis olarak
saptanmustir. Mikrogekirdek yonteminde DNA hasar1 karsilastirmasinda iki grup
arasinda fark bulunurken, comet assay yontemiyle yapilan degerlendirmede
talasemi major ve talasemi intermedia gruplart arasinda anlamli fark
saptanmamigtir (13). Literatiirde mevcut bu bilgiler, talasemide hastaligin
patofizyolojisyle ilgili olarak oksidatif stres artis1 oldugunu gostermektedir. Bu
durum Klinik olarak daha hafif olan talasemi intermedia hastalarinda da gortilmiis

olup DNA hasarina yol agabilmektedir.
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Al- Sweedan ve ark.larmin 18 talasemi mindr, 18 saglikli erigkin kontrol
grubu ve 7 talasemi majorii inceledikleri ¢alismada DNA hasar1 tespiti i¢in kardes
kromatid degisimi testi, kromozomal anormallikler testi ve idrar 8-hidrioksi-2’-
deoksiguanozin (80OHdG) biyobelirtegleri kullanilmigtir.  Bu testler arasindan
sadece kardes kromatid degisimi testi sonuglarinda talasemi mindr ve kontrol
grubu arasinda anlamli fark bulunmustur; talasemi minérlerde kardes kromatid
degisimi sikligr artmustir (12). Ondei ve ark.lar1 49 heterozigot talasemi ve 81
saglikli eriskinde oksidatif stresi ve antioksidan durumunu incelemislerdir. Bu
calismada oksidatif stres belirteci olarak TBARS (thiobarbitiirik asit reaktif
pargalar1), antioksidan durum gostergesi olarak TEAC (Trolox equivalent
antioxidant capacity) degerlendirilmistir. TBARS ve TEAC seviyelerinde
heterozigot talasemilerde kontrol grubuna gore anlamli olarak yiikselme
saptanmistir. Oksidatif stres belirtecinin artist beklenen bir durum iken
antioksidan durumun yiikselmesini artmis oksidatif strese cevap olabilecegi
seklinde agiklanmistir. Serum demir, transferrin veya ferritin ile TBARS ve
TEAC seviyeleri arasinda korelasyon saptanmamustir (76). Labib ve ark.lar1 ise 60
talasemi mindér ve 20 saglikli eriskinde tam kan sayimi ve hemoglobin
elektroforez parametreleri, demir parametreleri, oksidatif stres belirteci olarak
MDA, antioksidan durum belirteci olarak PON1 (paraoksonaze-1) aktivitesi ve
TAK (total antioksidan kapasite) degerlendirmesi yapmislardir. iki grup arasinda,
beklendigi iizere, tam kan sayimi parametreleri ve hemoglobin elektroforezi
parametreleri agisindan anlamli fark saptanmistir. Bizim ¢alismamizda da bu

veriler agisindan iki grup arasinda anlamli fark saptanmistir. Hastalarimiz ¢ocuk
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yas grubunda oldugundan Labib ve ark.larinin ¢alismasindan farkli olarak Hb F de
calisilmis ve farkli bulunmustur. Caligmamizda, enfeksiyon veya inflamasyonu
gosteren 1okosit ve trombosit degerleri bakimindan da hasta ve kontrol gruplari
arasinda fark bulunmamis olup bu, saptanmasi olast DNA hasar1 iizerine
karistirict bir etki olabilecegi i¢in bulunmamasi yardimei bir durumdur. Talasemi
mindr ve kontrol grubu arasinda, bizim ¢alismamizla benzer olarak, serum demir,
demir baglama kapasitesi arasinda anlamh farklilik saptanmamistir. Sadece serum
ferritin diizeyi talasemi minorlerde daha yiiksek saptanmistir, bunu sebebi olarak
baz1 talasemi mindr olarak bilinen hastalarin talasemi intermedia olabilecegi 6ne
siiriilmiistiir. MDA seviyesi ise talasemi mindr grubunda anlamli sekilde yiiksek
saptanirken, TAK ve PONI aktivitesi talasemi mindrlerde anlamli sekilde diistik
bulunmustur. Serum PONI1 aktivitesi TAK ile pozitif korelasyon, MDA seviyesi
ile negatif korelasyon gostermektedir (104). Adhiyanto ve ark.larmin
calismasinda, benzer sekilde, MDA talasemi minoérlerde yiiksek bulunurken, TAK
diisiik bulunmustur (105). Selek ve ark.larmin ¢alismasinda da benzer bulgular
saptanmistir. Talasemi mindr ve kontrol grubu arasinda TAK, PON1 aktivitesi,
lipid hidroperoksidaz (LOOH) seviyesi, TOS (total anitoksidan kapasite) ve
oksidatif stres indeksi (OSI) arastirilmistir. Talasemi mindr grubunda kontrol
grubuna gore anlamli olacak sekilde PONI1 aktivitesi, TAK seviyeleri diisiik;
TOS, LOOH ve OSI yiiksek saptanmustir (77). Bu ¢alismalar sonucunda, yetiskin
olgular incelenmis, degisik belirtecler ve degisik yontemler kullanilmis olsa da,
talasemi tasiyicilarinda oksidatif stresin artmis oldugu gozlenmektedir ve

antioksidan kapasitenin diisiik olabilecegi izlenimi alinmaktadir.
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Vitamin E ve vitamin C viicuttaki en gii¢lii antioksidanlardandir (5).
Dhawan ve ark.larinin yaptig1 ¢alismada beta talasemi hastalarinda vitamin E
diizeyi, kontrol grubuna gore 3 kez daha diisiik bulunmustur (10). Simsek ve
ark.lart da benzer sekilde saglikli kontrol grubunda vitamin E diizeyini talasemi
hasta grubuna gore daha yiiksek bulmuslardir (81). Livrea ve ark.lar
talasemilerde hem vitamin E hem vitamin C’yi sirasiyla %42 ve %44 oraninda
kontrol grubuna goére daha diisiik bulmustur (5). Bu ve benzer ¢alismalarin ortak
sonucu, talasemide antioksidan diizeylerinin diisiik olmasidir. Bu durum oksidatif
strese yol agacagi ve hastalig1 siddetlendirecegi icin, talasemide tedavi olarak
vitamin E ve vitamin C verilmesi ve oksidatif stresin azaltilmasi yoluna gidilmesi
Onerilmistir. Pfeifer ve ark.larimin yaptigi ¢alismada, talasemi intermedialarda
verilen vitamin E tedavisi sonras1t ROS diizeyinin azaldig1 ve glutatyon diizeyinin
arttig1, oksidatif streste azalma oldugu gosterilmistir (107). Elalfy ve ark.lar
calismalarinda demir selatorleri kullanmakta olan beta talasemili hastalara
adjuvan tedavi olarak vitamin C vermislerdir. Ozellikle de deferoksaminin
etkilerini arttigin1 gostermislerdir (108). Elalfy ve ark.lar1 baska bir ¢aligmalarinda
ise vitamin E, C ve A diizeyleri diisiik beta talasemili hastalara terapotik dozda
vitamin E, C ve A vermislerdir. Oniki aylik tedavi sonrasi vitamin diizeylerinde
%70’ten fazla artis, MDA diizeyi ve antioksidan enzimlerde artis saptamislardir
(109). Bizim g¢alismamizda ise, genel bilginin ve beklentinin disinda olarak,
talasemi mindr ve kontrol grubu arasinda vitamin C ve E agisindan fark
saptanmamistir. Bunun olas1 nedeni, kontrol grubunun biiyiik cogunlugunun

hastalarla ayni aileden ve kosullardan gelen g¢ocuklardan seg¢ilmis olmasidir.
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Ayrica, hasta ve kontrol gruplarinin yetiskin yasta olmayip ¢ocuk yasta olmalari
da bu benzerligin nedenlerinden biri olabilir. Beklendigi iizere, yas ilerledikce

cevresel kosullardaki (beslenme gibi) degisim artacaktir.

Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda oksidan ve antioksidan parametreler
yoniinden fark bulunmamasiyla uyumlu olarak, bu sistemlere etki edebilecegi
bilinen baz1 biyokimyasal parametrelerin de (B12, folat, CRP) sonuglar1 iki grup

arasinda benzer diizeylerdedir.

Calismamizin en garpici sonucu, iki grup arasinda DNA hasar1 yoniinden
fark bulunmamis olmasidir. Mevcut literatiir bilgileri talasemi tasiyicilarinda
hastaligin patofizyolojisine bagli olarak DNA hasar1 olabilece§ine isaret
etmekteydi. Ancak, bizim ¢alismamizda talasemi minér ile kontrol grubu arasinda
DNA hasar1 yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. DNA hasar1
yapabilecek hastalikla ilgili faktorlerin de (oksidatif stres belirtegleri ve vitamin
diizeyleri) gruplar arasinda farkli olmamasi nedeniyle, bu, ¢alismamizda beklenen
bir sonugtur. DNA hasarii gostermek i¢in kullanilmis olan comet assay yontemi
genotoksisiteyi gdsteren valide edilmis bir yontem oldugundan sonugtan sorumlu
olmasi beklenmemektedir. Talasemi tasiyicilar1 ve kontrol grubu arasinda DNA
hasar1 yoniinden fark bulunmamasinin baslica olasi nedenleri, bizce, calisma
gruplarinin sayisinin genis olmasi ve ¢alisilan popiilasyonun cocuk yas grubunda
olmasidir. Calismamizla benzer nitelikte olan diger ¢alismalarin tiimiinde eriskin
bireyler c¢alisilmis ve ¢alisma gruplart az sayida katilimcidan olusmustur.

Erigkinlerin, yaslar1 nedeniyle DNA hasar1 yapabilecek ¢evresel etmenlere
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cocuklara gore daha fazla maruz kalmis olmalari muhtemel bir durumdur. Ayrica,
kiiciik gruplar arasinda oldugu saptanan farkliligin (bu durumda, talasemi
tastyicilarinda DNA hasar1 bulunmasi) gergek bir etken olup olmadigi ¢aligma
grubu genisletilerek bulunabilir. Calismamizda bu yapilmis ve c¢alisma grubu
olabildigince genis tutulmustur. Ayrica, calisma ve kontrol gruplarinin ayni
ailelerden secilmis olmasi1 da karistiric1 dig faktorlerin etkisini en aza indirdigi igin
onceki c¢alismalardan farkli bir sonu¢ elde edilmesine yol agmis olabilir. Bu
durumda, kontrol grubu talasemi tasiyicis1 grubundan daha ileri yasta oldugu
halde neden DNA hasar1 yoniinden farkli bulunmadigi diisiiniilebilir. Bu durum,
DNAda hasar gelisimi i¢in uzun yillarin ge¢mesi gerektigini diisiindiirmektedir.
Nitekim, ¢aligmamiza katilan tiim ¢ocuklara uyguladigimiz ankette DNA hasar1
yapabilecek c¢esitli dis faktorlerden etkilenim (ilag kullanimi, viral enfeksiyonlar,
as1 olma durumu, X-ray maruziyeti, ¢ay, pasif sigara igiciligi) sorgulanmis ve
gruplar arasinda bu bilgiler agisindan da anlamli fark saptanmamustir. Bu durum,
DNA hasar1 yapabilecek faktorlerin etkisi icin yeterli zaman ge¢medigi

diisiincesini dogrulamaktadir.

Sonug olarak, benzer ¢evrelerde benzer cevresel etmenlere maruz kalan
pediatrik yasta iki grup arasinda DNA hasar1 farki saptamamis olmamiz
nedeniyle, talasemi majorlerde saptanan DNA hasar1 ve oksidatif stresin
kaynagmin daha ¢ok transfiizyon nedeniyle viicutta biriken serbest demir,
transfiizyon almayan talasemi intermedialarda ise kronik hipoksiye bagli ROS

kaynakli olabilecegi diisiiniilmiistlir. Bizden 6nceki c¢alismalarda eriskin talasemi
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minorlerde saptanmis olan DNA hasar1 ve artmig oksidatif stresin nedeninin

hastaligin patofizyolojisiyle degil yasla ilgili olabilecegi diisliniilmuistiir.
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6. SONUCLAR

Benzer ortamlarda benzer ¢evresel etmenlere maruz kalmis olan pediatrik

yastaki olgularin degerlendirildigi ve DNA hasari arastirilan bu ¢aligmamizda;

1. Talasemi mindr ve kontrol grubu arasinda comet yontemiyle DNA

hasar1 acisindan farklilik saptanmadi.

2. Talasemi minér ve kontrol grubu arasinda oksidatif stres (TOS) ve
antioksidan kapasite (TAS, Vitamin E, Vitamin C) parametreleri

acisindan farklilik saptanmadi.

3. DNA hasar1 parametrelerinden kuyruk yogunlugu ile vitamin C
arasinda anlamli negatif korelasyon, kuyruk momenti ile vitamin C ve
vitamin E arasinda anlamli negatif korelasyon, vitamin C ve vitamin E

arasinda anlaml pozitif korelasyon saptandi.

4. Talasemi minérde DNA  hasar1  gelismesi  hastaligin  salt
patofizyolojisiyle ilgili goériinmemektedir. Talasemi minorlerde DNA
hasar1 saptanabilmesi i¢in uzun yillar c¢evresel faktorlere maruziyet
gerekli goriinmektedir. Talasemi minérlii ¢ocuklarda, g¢ocukluktan
baslayarak yetiskinlige kadar belli yas araliklarinda DNA hasar
degerlendirmesi yapan ¢ok sayida goniillii ile tekrarlanacak calismalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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OZET

Bu calismada, literatiirde bir ilk olarak, talasemi tasiyicist ¢ocuklarda
DNA hasar1 olup olmadigi aragtirilmistir. Yaslart 1-17 yil arasinda degisen 142
hastada comet assay yontemiyle periferik kanda lenfositlerde DNA hasari
degerlendirmesi yapilmistir. Kontrol grubu olarak, ¢ogunlugunu bu ¢ocuklarin
talasemi tasiyicisi olmayan saglam kardeslerinin olusturdugu, yas ve cins
ozellikleri benzer 113 saglam c¢ocuk calisilmigtir. Tiim katilimcilarda DNA
hasarinda etkisi oldugu bilinen serum TAS, TOS, Vit C ve Vit E diizeyleri ve
diger bazi biyokimyasal parametreler (Vit B12, folat, CRP) degerlendirilmistir.
Calisma ve kontrol gruplar1 arasinda, DNA hasar1 yoniinden istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmamistir. DNA hasaria yol agabilecegi ongoriilen TAS ve
TOS degerleri, Vit C ve Vit E diizeyleri ve diger biyokimyasal parametreler de

gruplar arasinda farkli bulunmamustir.

Bu sonuglarla, talasemi tagiyicisi ¢ocuklarda DNA hasari bulunmadigi
gosterilmigtir. Ailelerin talasemi tasiyicist c¢ocuklarinin giinliik yasamlarinin
diizenlenmesi ve ileride meslek se¢imi yoniinden danismanliga ihtiyact olmadig:
sonucuna varimigtir. Erigkin talasemi tasiyicilarinda gozlenmis olan DNA
hasarinin salt hastaligin patofizyolojisiyle ilgili olmadigi, muhtemelen uzun yillar

cevresel etmenlere maruz kalmakla ilgili olabilecegi diistiniilmiistiir.
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SUMMARY

In this study, the presence of DNA damage in children with thalassemia
minor is investigated, for the first time in medical literature. One hundred and
fourty two (142) children with the age of 1 to 17 years were enrolled the study and
DNA damage in the peripheral blood lymphocytes was assessed with commet
assay. Control group was consist of the age and gender matched 113 healthy
children, mostly from the same family of these thalassemia minor children. In all
participants, the known etiological factors for DNA damage (total oxidant
capacity-TOS, total antioxidant capacity-TAS, serum Vitamin C and Vitamin E
levels) and some other biochemical parameters (serum Vitamin 12, folate, and
CRP) were assessed. DNA damage was not found to be statistically different
between thalassemia minor group and control group. The possible etiological
factors of TAS, TOS, Vit C and Vit E for DNA damage were not different

between the two groups, as well.

Based on these results, it was shown that DNA damage was not present in
children with thalassemia minor. No counseling is required for the families of the
children with thalassemia minor to arrange the daily life conditions or for their
future occupational choices. It was considered that the DNA damage previously
observed in adult thalassemia minor patients might not be related merely with the
pathophysiology of the disease, it might be related with the exposure to the

enviromental factors by aging.
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8. EKLER

EK 1. GONULLU BEYAN FORMU

.. adli cocugumun hiicrelerindeki hasarlarin arastirilmasin1 amacglayan
calismada yer almasim1 goniilli olarak onayliyorum. Kan Orneklerinin bu

projedeki calismalarda kullanilmasini kabul ediyorum.
Ad
Soyad
Telefon no

Imza : Tarih:
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EK 2. ANKET

A) Cocugun ebeveyni tarafindan doldurulacak kisim (Dolduranin Adi Soyadi

1.Cocugun Adi Soyadi:

2.Yas: Cinsiyeti: Kilo: Boy: Dogum
yeri:

3.0grenim durumu; Ik [ Orta [J Lise [J

4 Nerede yasiyor? Adr: Koy [ flge [ o

5.Son bir yilda herhangi bir ag1 oldu mu?  Evet [J Hayir [

Cevabiniz evet ise ne asisi oldu?
6.S0n 3 ay i¢inde rontgen ¢ektirdi mi? (Dis ve diger) Hangisi?
7.Doktorunuzun tavsiyesi disinda herhangi bir ilag aliyor mu? Evet [] Hayir [
Cevabiniz evet ise ad1 nedir?
Ne kadar siiredir?
8.Doktorunuzun tavsiyesi diginda vitamin ve mineral takviyesi aliyor mu? Evet [ Hayir [J
Cevabiniz evet ise ad1 nedir?
Hangi siklikta?

9.Sigara igme aligkanliginiz (Hastanmn anne ve babast i¢in ayr1 ayr1 dolduracak):

Anne Hig igmedim [J Eskiden igerdim [1..... Ay [J Y1l U 6nce biraktim
Iciyorum [ Giinde ..... adet sigara iciyorum..... Ay [J Yildir [Jiciyorum
Baba Hig igmedim [] Eskiden i¢erdim [1..... Ay [J Y1l [J 6nce biraktim
I¢iyorum [ Giinde ..... adet sigara i¢iyorum..... Ay [ Yildir [] igiyorum
10.Yasadigi ortamda ........................ Sigara igiliyor [ Sigara igilmiyor [

11.Cay igme aligkanligi var mi1?  Evet [ Hayir [
Cevabimmiz EVET ise asagidakilerden hangisi ?

Giinde 1 bardak [ 2 bardak I 3 ve daha fazla bardak [
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12.Yaptig1 spor ve aktivitelere iligkin olarak;
1 Az enerji gerektiren spor ya da diger aktivitelerde bulunuyorum.
(yiirime, bahge isleri, ev isleri gibi)
saat/giin
(1 Orta derecede enerji gerektiren spor ya da diger aktivitelerde bulunuyorum.
(agir ev igleri ya da bahge isleri, ylizme, bisiklet siirme gibi)
_ saat/giin
[ Fazla gii¢ ve enerji gerektiren spor ve aktivitelerde bulunuyorum.
(kosu, hizli yiizme ya da bisiklet siirme, futbol gibi)
saat/giin

13.Beslenme aligkanligi nedir?

Et agirlikli () Sebze-meyve agirlikl ()
Kuru bakliyat agirlikli () Balik ve deniz tiriinleri agirlikli ()
Kizartma, hamur isi agirlikli yagl diyet () Dengeli beslenme ()

14.Aile bireylerinde kalitsal bir hastalik var m1? Varsa nedir?
Ebeveynlerinde talasemi durumu:

Anne: yok () tastyicr () var ()

Baba: yok () tastyict () var ()

B) Hekim Tarafindan Doldurulacak Boliim

8.Hasta baska ila¢ kullantyor mu?  Evet [ Hayir [

Cevabmiz EVET ise nedir?

9.Hasta vitamin ve mineral takviyesi aliyor mu? Evet [J Hayir [J
Cevabiniz EVET ise asagidakilerden hangisi?

Multivitamin T C vitamini 71 E vitamini[J  Beta karoten [J Cinko 7 Hangi
siklikta?

10.Hasta son iki yilda herhangi bir viral enfeksiyon gegirdi mi? (sarilik, kizamik, kizamikgik, su
cicegi, kabakulak, menenjit vb gibi)

Cevabiniz EVET ise hangi viral enfeksiyonu gegirdi
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