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1. GIRIS

Demir eksikligi tiim diinyada yaygin goriilen bir saglik problemidir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin verilerine gdre 5-14 yas aras1 cocuklarda demir eksikligi anemisinin (DEA)
goriilme sikligi tahmini olarak % 46 olarak rapor edilmistir (1). Demir eksikligi anemisi
yetiskinde genelde kan kayiplarina bagh gelismekte iken, ¢ocuklarda ise diyetle yetersiz
alima bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir. Demir yerkabugunda ¢ok sik bulunan bir metal
olmasina karsin genellikle ¢6ziinmez tuzlar halindedir ve emilimi ¢ok giictiir. Hayvan
dokularindaki hem yapisindaki demir en iyi emilen seklidir. Ancak diinyada geligmekte
olan {lilkelerdeki et yenme oranlarinin diisiik olusu ve bitkilerdeki demir igeriginin yeterli
olmamasi nedeni ile DEA’si diinyada en sik goriilen kansizlik tiiriidiir.

Demir ve bakir esansiyel elementlerdir ve eksikliklerinde hiicre fonksiyonlari
etkilenmektedir. Demir ve bakir elektron degisim reaksiyonunda yani enerji
metabolizmasinda onemlidir. Demir; dokulara oksijen transportu, elektron transferi, DNA
sentezi ve pek ¢ok yagsamsal 6nemi olan enzimin yap1 ve fonksiyonu i¢in gereklidir. Bakir;
inflamasyon, infeksiyon ve kanserde 6nemli rol oynar. Demir ve bakir eksikligi hipokrom
mikrositer anemiye neden olmaktadir (1,2).

Organizmada bulunan demirin %60-70’i hemoglobinde ve dolasan eritrositlerde,
%10’u miyoglobinde, sitokromlarda ve demir iceren enzimlerdedir. Kalan %Z20-30’u
ihtiya¢ halinde kullanilmak iizere baslica karaciger ve retikuloendotelial sistem (RES)
makrofajlarinda depolanir. Organizma demiri yararlar1 nedeniyle siki bir sekilde korumaya
programlanmistir. Organizmada demir ihtiyact oldugunda, barsaklardan demir emilir ve
enterositin bazolateral tarafina taginir, oradan da ferroportin araciligi ile plazmaya demir
gecisi saglanir. Plazmada demirin transferrine yiiklenebilmesi icin seruloplazmin
homologu ve bir transmembran proteini olan hefaestin ile ferréz (Fe*?) demir, ferrik (Fe*3)
demir haline okside edilmelidir. Hefaestin demirin yiikseltgenmesini saglayan ve

yapisinda bakir iceren bir proteindir. Dolayist ile bakir eksikligi oldugunda demirin
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emilimi etkilenmektedir. Hayvan deneylerinde bakir eksikligi oldugunda diyetle alinan
demirin emiliminin yeterli olmadig1 izlenmistir. Ayrica bakir eksikligi olan hayvanlarda
barsakta belirgin demir biriktigi saptanmustir (2,3).

Demir eksikligi anemisinde yapilan ¢alismalarin ¢cogunda direkt demir bagimli ve
onemli antioksidan enzimlerden olan katalaz (CAT) enzim aktivitesinin azaldig1 tespit
edilmistir. CAT enzim aktivitesinin azalmasi sonucunda serbest radikallerin artis1 buna
bagl olarak da hiicre ve doku hasar1 gelismektedir (4-6). Demir eksikligi anemisinin
iskelet ve kalp kasi, karaciger ve kan hiicrelerinde mitokondrial fonksiyon bozukluklarina
neden oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismalarda mitokondride sitokrom konsantrasyonlarinin
azaldigr buna bagl olarak da solunum zincirinde bozulma tespit edilmistir (7-10).
Sitokrom ¢ oksidaz (COX) enzimi mitokondride bulunan biiyiik bir transmembran protein
olup bakir bagimli bir enzimdir. Mitokondride elektron tagima zincirinin son elektron
alicisidir. Reaksiyonun gergeklesebilmesi i¢in demir molekiiliine de ihtiya¢ vardir (2).

Sonug olarak DEA basit bir anemi degildir. Norogelisimsel siirecin hizli oldugu ilk
yillarda DE’nin olumsuz etkilerinden ¢ocugu korumak icin DE’nin tani ve tedavisi ¢ok
ciddiye alinmalidir. Calismamizin amaci, DE ve DEA’li ¢ocuklarda mitokondride demir
bagimli CAT ve bakir bagimli olup etkisini demir varliginda gosteren COX enzim
aktivitelerini Olcerek mitokondrial CAT ve COX enzim aktivitelerinin etkilenip

etkilenmedigini ortaya koymaktir.



2. GENEL BILGILER

Demir ve bakir insanlar i¢in esansiyel elementlerdir. Demir elektron alip verme
ozelliginden dolayr oksijen tasinmasi, enerji metabolizmasi, DNA, RNA ve protein
sentezinde yer alir, bircok enzimin yapisinda bulunur ya da fonksiyonu i¢in gereklidir.
Viicutta ferrik (Fe*®) veya ferroz (Fe*?) olmak iizere iki formda bulunur. Demirin elektron
degisimi mitokondrideki redoks aktivitesi i¢in gereklidir. Diger taraftan demir fazlalig
durumunda ortaya ¢ikan serbest demir, serbest oksijen radikallerinin ortaya ¢ikmasina yol
acar. Bu nedenle demir viicudda serbest birakilmamaya c¢alisilir (1,11,12).

Bakir da insanlar i¢in olduk¢a 6nemli elementlerden olup, viicut i¢in ¢ok Onemli
fonksiyonlart olan enzimlerin yapisinda yer almaktadir. Bakir; inflamasyon, infeksiyon,
kanser gibi durumlarda rol alan bir elementtir. Ayrica immun sistemin fonksiyonlar1 bakir

eksikligi durumunda bozulmaktadir (2,12).

2.1. Demir Metabolizmasi:

Diyetle alinan demir, hayvansal kaynakli hemoglobin ve myoglobinden alinan
organik hem demiri ve et dis1 kaynaklardan alinan inorganik (hem dis1) demir olmak iizere
iki sekilde viicuda girmektedir. Demir, duodenum ve proksimal jejunumdan emilir.
Besinlerle alinan demirin % 90’1 inorganik demirdir ve bu demirin sadece % 5’1
emilmektedir. Hem demirin ise emilim oran1 daha yiiksek olup diyetle alinan demirin %
10°’nunu olusturmaktadir. Organik hem demirinin ve inorganik demirin barsaktan emilim
sekilleri birbirinden farkli iken enterosit icinden plazmaya gecerken taginma sekli

birbirinin aynidir (12,13).

2.1.1. Organik Hem Demir Emilimi:
Viicut demirinin saglanmasinda hem demir c¢ok Onemlidir. Giinlik demir
gereksiniminin 2/3’1 etten alinan hem demir tarafindan saglanmaktadir. Agizdan alinan

hemin % 50’si organizmaya girmektedir. Hem demir emilimi diyetsel faktorlerden ve
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duodenal pH’dan bagimsizdir. Barsakta intestinal enzimler etten alinan hemoglobini globin
ve heme kolayca parcalamaktadir. Hem demir Fe*? formda bulunmaktadir ve hem tasiyici
protein 1 adli 6zel tasiyici protein ile duodenal enterosite girer. Enterositten plazmaya

cikarken ise inorganik demirle ayn1 yolu kullanir (14).

2.1.2. inorganik (Hem Dis1) Demir Emilimi:

Besinlerle alman hem dis1 demir ¢ogunlukla Fe* seklindedir. Demir proksimal
dodenumdan emilmektedir. Duodenumdan emilimi i¢in liimen i¢i pH’y1 diisiiren mide
asiditesine ihtiya¢ vardir. Ferrik demir membrana bagli rediiktaz olan askorbat bagiml
duodenal sitokrom b (Dcytb) tarafindan Fe*? ‘ye indirgenir. Ferrdz demir olgun enterositin
limene bakan yiizeyinde bulunan "divalan metal transporter 1" (DMT1) ile enterosit
icine alinir. DMTT1 etkisini diisiik pH’da gdsterir. Demir eksikligi olan hayvanlarda DMT1
seviyesinin belirgin arttigr gosterilmistir. DMT1 ayrica ¢inko, bakir, kursun, kobalt,
mangan, kodmiyum gibi iki degerlikli metal iyonlarin da transportunu saglamaktadir

(12,15-19). Demir emiliminde rol oynayan proteinler sekil 1’de gosterilmistir (19).
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Sekil 1: Demir Emilimi



2.1.3. Hiicresel Demir Alinimi:

Enterosite alman demirin bir kismi ferritin seklinde depolanir ve demir gerekli
oldugu zaman absorbe edilen demir, enterositin bazolateral tarafina taginir ve ferroportin
aracihigr ile plazmaya gecer. Plazmaya aktarilan Fe'?, seruloplazmin analogu ve bir
transmembran proteini olan hefaestin ile Fe*® haline okside edilir ve apotransferrine
yiiklenir (20,21). Demir karacigerden sentezlenen transferrin tarafindan tasinir.

Transferrine bagli demirin karacigere alinabilmesi transferin reseptorii 1 (TfR1) ve
transferin reseptorii 2 (TfR2) sayesinde olmaktadir. Hepatositler portal dolagimdan
aldiklar1 demiri depolarlar ve gerekli oldugunda ferroportin vasitasi ile tekrar dolasima
verirler. TfR1 enterosit kript bazolateral kisimda ve demiri transferrinden alan tiim
hiicrelerde bulunur. TfR2 en c¢ok karacigerde, eritrositlerde ve duodenum kript
hiicrelerinde bulunur. Ayrica demir depo sinyallerini karacigere iletmede rolii vardir.
Demirin fazla oldugu durumlarda karaciger TfR1 diizeyi azalirken TfR2 diizeyi
artmaktadir. Hemokromatozisli hastalardaki asir1 demir yiliklenmesinden TfR2 geni
mutasyonu sorumlu tutulmaktadir (2).

Dolasimdaki yagh eritrositlerin fagosite olmasi sonucu hemoglobinden ortaya ¢ikan
demiri makrofajlar alirlar ve makrofaj ferroportini sayesinde demir plazmaya verilir ya da
thtiyac yoksa ferritin seklinde depolanir. Makrofa; demirinin oksidasyonunda ve

transferrine yliklenmesinde bakir bagimli enzim olan seruloplazmin gorev almaktadir

(2,13,22,23).

2.1.4. Organizmada Demir Dengesi:

Demirin hiicre i¢i dengesinin saglanmasi ile ilgili tiim proteinlerin sentezi
posttranskripsiyonel diizeyde hiicre i¢i demir diizeylerine bagli olarak diizenlenmektedir.
Intestinal demir emilimi DMT1 ve ferroportin tastyicilari arasindaki denge ile saglanir.
Duodenumdan demir Dcytb enzimi aracihigi ile Fe'®’ye indirgenerek DMT1 ile
duodenumdan hiicre i¢ine tasmir. Enterosit i¢indeki demir ferroportin araciligi ile
plazmaya gecerek Hefaestinle Fe™'e okside edilir ve apotransferrine yiiklenir. Hiicre ici
demir miktarmin diizenlenmesinde sitoplazmada bulunan ve hiicre i¢inde demiri hisseden,
demir diizenleyici proteinler (IRP1, IRP2) ve demir diizenleyici elementler (IRE) ¢ok

onemlidir. Ferritin, ferroportin, delta aminolevulinik asit sentetazda IRE’ler mRNA’larin



5’ bolgesinde; TfR1 ve DMT1’de IRE’ler mRNA’larin 3’ bolgesinde bulunur. Dolayist ile
bu iki farkli bolgeden baglanma farkli etkilere neden olur. Hiicre i¢i demir azaldigi zaman
IRP’nin IRE’ye baglanmasi artar. Bu baglanmanin sonucunda DMTT1 ve TfR artar ve IRP1
TfR baglanir ve diger taraftan ferritin, ferroportin ve delta aminolevulinik asit sentezini
durdurur. Yiiksek demir varliginda ise IRP yapisal olarak degisir ve IRE’lere baglanamaz.
Bunu sonucunda da DMT1 sentezi azalmakta, TTR mRNA stabilizasyonu bozulmakta ve
enterosit i¢cine demir girisi engellenmektedir. Demir alimi azalmasina bagli olarak da
ferritin sentezi artarak ortamda bulunan demir depolanmaya baglayacaktir. Yapilan hayvan
deneylerinde, DMT1 sentezi azalirken, ferroportin sentezinin artigina bagli demir birikimi

oldugu izlenmistir (2,12,13). Hiicre demir hemostaz modeli sekil 2°de gosterilmistir (2).

IRE/IRP

- T-

Fe(LIP)

|

Sekil 2: Hiicre Demir Hemostaz Modeli: IRP: Demir diizenleyici protein; IRE: Demir
diizenleyici element; DMT1: divalan metal transporter 1; Dctb: duodenal sitokrom b; Tft:

transferin; TfrR: transferin reseptorii; Iregl: ferroportin.

Organizmada demir dengesi ayrica hepsidin adi verilen ve karacigerden sentezlenen
bir hormon tarafindan diizenlenmektedir (Sekil 3). Hepsidin demir miktar artti§1 zaman
duodenal demir emilimini, duodenum epitel hiicre ve makrofajdan demir atilimini
engelleyerek, organizma demirini azaltmaktadir. Hepsidininin baglandig1 ferroportin,
bazolateral transmembran protein olup plasentada, barsakta, retikiiloendotelial
makrofajlarda ve hepatositlerde bulunur. Organizma demir depolarinin azalmasi, hipoksi,
eritropoetik aktivite artis1 durumlarinda karacigerde hepsidin sentezi azalir. Enflamasyonda

akut faz proteini olmasi dolayisi ile hepsidin sentezi artmaktadir.



Hepsidin yiiksek demir durumunda salgilanir ve ferroportine baglanir. Hepsidin-
ferroportin  kompleksi enterosit icine girer ve lizozomlarla pargalanir. Ferroportinin
bazolateral membranin yiizeyinden kaybi1 sonucu demir plazmaya gegcemez, sonug¢ olarak
intestinal demir emilimi azalir, makrofajlarda ve enterositlerde demir birikimi artar. Demir
miktar1 azaldigi durumda ise hepsidin sentezi azalir ve ferroportin bazolateral membran
yiizeyine dogru cikar. Ferroportin aracilifi ile enterositten plazmaya demir gegisi artar

(3,12,13,24,25). Hepsidin tarafindan demir alimimimin diizenlenmesi sekil 3’te

gosterilmistir (25).
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Sekil 3: Hepsidin tarafindan demir aliniminin diizenlenmesi.

Hiicreye giren demirin metabolik olarak aktif olmayan kismi ferritin ve hemosiderin
seklinde depolanir. Memelilerin ferritin molekiilleri H (agir) ve L (hafif) protein
gruplarindan olusan 24 subunitli heteropolimer yapisindadir. Bu ferritin zincirlerinden H

+3»

ferritinin ferrooksidaz aktivitesi vardir. Bu aktivite sayesinde ferritin iginde Fe*™?, Fe*®e

dontigebilmektedir. H subunit kalpte daha fazla bulunurken, L subunit de karaciger ve
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dalakta daha fazla bulunur. H subunit oranlarinin artist demirin kullaniminin artig1 ile, L

subunit oraninin artig1 demir depolarinin artisi ile ilgilidir (12,13,26).

2.1. 5. Demirin Fonksiyonlari:

Viicuttaki demirin %70’i hemoglobinde, %251 ferritin ve denatiire olmus ferritin
yapisindaki hemosiderinde, %3-4’li miyoglobinde, %0.1°1 sitokromlarda, %0.1’1 demir-
enzim komplekslerinde, %2’si hiicreler arasi sivida, % 0.1°1 plazmada transferrine bagl
olarak bulunur (12,27). Demir igeren protein, enzimler ve fonsiyonlar1 tablo 1’de
gosterilmistir (27).

Tablo 1: Demir igeren protein, enzimler ve fonksiyonlari

Protein ve enzimler Fonksiyonlar

Hemoglobin Oksijen taginmast

Myoglobin Kas kontraksiyonu icin oksijen depolanmasi

Myeloperoksidaz Bakteri oldiiriilmesi

Alfa gliserofosfat dehidrogeneaz Egzersiz toleransi

Katalaz Eritrosit peroksid iiretimi

Sitokromlar ATP diretimi, protein sentezi, elektron
transportu

Ferritin Demir depolanmast

Hemosiderin Demir depolanmasi

Mitokondrial dehidrogenaz Elektron transportu

Monoamin oksidaz Katekolamin metabolizmasi

Riboniikleotid reduktaz Lenfosit DNA sentezi, doku biiyiimesi

Transferrin Demir transportu

Ksantin oksidaz Urik asit metabolizmasi

2.2.Demir Eksikligi Anemisi

2.2.1. Demir Eksikligi Nedenleri:

Demir eksikligi anemisi nedenleri baslica lic ana grup altinda toplanabilir (12,13,
27).

a. Alim eksikligi ve ihtiyacin artmasi: Gelismekte olan iilkelerde et tiiketiminin ¢ok

az ya da hi¢ olmamasi nedeni ile diyetle yeterli demir alinamamaktadir. Cocuklarda
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ozellikle erken dogan veya diisiik dogum agirlikli bebeklerde hizli biiyiimeye bagli artan
demir ihtiyaci karsilanamadigi i¢in DEA goriilmektedir.

b. Kan Kayiplari: Gastrointestinal sistemden olan kan kayiplar1 kronik DEA’nin
sebeplerindendir. Peptik iilser, inflamatuar barsak hastaliklari, meckel divertikiilii, barsak
polipleri bu kanamalarin en sik nedenini olusturmaktadir. Ayrica gelismekte olan iilkelerde
gecirilen parazitik enfeksiyonlar, malarya enfeksiyonu da kronik kan kaybma baglh
anemiye sebep olmaktadir.

Inek siitii tiikketimi de DEA’ne neden olmaktadir. Inek siitiiniin demir igerigi
diisiiktiir, ayrica kalsiyum ve kazeinopeptid icermesi nedeni ile de demir emilimi
etkilenmektedir. Gastrointestinal sistemde tahrise neden olarak kanamaya neden
olmaktadir. Bu nedenle yasamin ilk yilinda inek siitii 6nerilmemektedir. Anemiye sebep
olmamasi i¢in inek siitii tiiketiminin 500 ml/giin miktarin1 gegmemesi dnerilmektedir (12).

c. Emilim bozuklugu: Barsak kaybi, cerrahi girisimler, inflamatuar barsak
hastaliklar1 gibi nedenler demir emiliminin bozulmasina yol agabilmektedir. Ayrica ¢inko,
bakir, kursun, kobalt, kadmiyum, mangan gibi mineraller demir ile yarisarak DE’ne neden
olabilmektedir (12,13).

Demir eksikligi anemisi nedenleri asagida verilmistir (12,27).

1. Ihtiyacin artmasi

Diyetle yetersiz demir alinmasi

Biiylime (Diisiik dogum agirlig1, prematiirite, ikiz esi olma, ad6losan, hamilelik)
Konjenital siyanotik kalp hastaliklar

2. Absorbsiyonun yetersiz olmasi

Kétii biyoyararlanim (absorbsiyon; hem demir> Fe*? > Fe*)
Antiasid tedavisi/gastrik pH nin artis1

Fitatlar, taninler

Diger metaller (kobalt, kursun)

Enterositin absorbsiyon kapasitesinde bozulma
Malabsorbsiyon sendromlari, ¢oliyak hastaligi

Helikobakter pylori enfeksiyonuna bagli kronik gastrit



3. Demir Depolarinin Yetmemesi
a. Gastrointestinal kan kayiplar
Epistaksis

Gastrit

Ulser

Meckel’s divertikiilii

Inek siitiine bagl enteropati
Parazit, kancali kurtlar

Varis, dsefagus varisleri

Polip veya tiimorler

Inflamatuar Barsak Hastaliklart
Arteriovendz malfarmasyon

Kolon divertikiilleri, divertikiilit
Hemoroid

b. Vaginal kan kaybi

Menstrual kanamanin fazla olusu
Tiimorler

c. Uriner kan kaybi

Kronik infeksiyon

Tlmor

Mikroanjiyopatik hemolitik anemi
Hematiiri

d. Pulmoner kan kaybi

Pulmoner hemosiderozis
Goodpasture sendromu
Tuberkiiloz

Bronsektazi

Ekstrakorporal membran oksijenasyonu
e. Inflamasyon, infeksiyon

f. Barsakta demir aliminda defekt olmasi

g. Ekstrakorporal: Hemodiyaliz, travma
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4. Eritroid hiicrelere yetersiz demir alinmasi,;
Atransferrinemi

Anti-transferrin reseptor antikorlari

5. Demirin anormal hiicre i¢i transportu,;
DMT1 mutasyonu

Hem biyosentezinde defekt

2.2.2. Demir Eksikliginde Klinik Bulgular:

Demir cocukluk ¢aginda tiim organlarin gelisimi i¢in gerekli olan esansiyel bir
elementtir. Yasamin erken doneminde noral myelinizasyonun saglanmasina katkida
bulunarak beyin gelisimini saglamaktadir. Bliylime ve immun fonksiyonlarin gelisimi igin
gereklidir. Cocukluk caginda hizli biiylimenin sonucu olarak demire olan ihtiya¢ ¢ok
fazladir. Fakir toplumlarda etten fakir beslenmenin sonucu olarak DEA gelismektedir (28-
31). Tim dinyada DEA % 46 oraninda goriilmekte iken. diinya ¢ocuk niifusuna gore
gelismis iilkelerde %13, gelismekte olan iilkelerde %351 dir. Bizim iilkemizde dort yas alti
cocuklarda DEA orani % 48 olarak bildirilmistir (1,11,12,32).

Cocukluk ¢aginda giinliik demir ihtiyaci 0.8-1 mg’dir. Diyetle alinan demirin % 10’u
emilebildigi i¢in giinliik 8-10 mg demirin hergiin alinmas1 gerekmektedir (12,13,27).

Demir eksikliginin en 6nemli bulgusu solukluktur. Buz, kagit, toprak gibi olagandisi
seyleri yeme istegi olabilir. Hafif, orta siddetli anemide (hemoglobin seviyesi 6-10 gr/dl)
2,3 difosfogliserat seviyeleri artarak aneminin etkisi azaltilmaya caligilir. Cocukta sadece
huzursuzluk gézlenebilir. Hemoglobin seviyesi 5 gr/dl’nin altina indiginde huzursuzluk ve
anoreksi artik belirgin hale gelir ve takibinde tasikardi, kalp dilatasyonu olur, sistolik

ifiirim duyulabilir (13).

2.2.3. Demir Eksikliginin Dokulardaki Etkisi:

1. Gastrointestinal sistem

-Anoreksi: En yaygin ve en erken semptomdur. Cocukluk caginda biiyiimenin
durmasina neden olabilir.

-Pika: Buz ve toprak yeme

-Atrofik glossit

-Disfaji
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-Gastrik asidin azalmast

- Duodenojejunal mukoza atrofisi

-Disakkaridazin azalmasi

-Kadmiyum ve kursun gibi metallerin emiliminin artmasi

2. Santral sinir sistemi

-Irritabilite

-Mental motor gelisimin yavaslamasi

-Bilissel fonksiyonlarin azalmasi

-Katilma nébetleri

-Papilodem

3. Kardiyovaskiiler sistem

-Kalp hipertrofisi

-Tagsikardi

-Kalp yetmezligi

4. Kas-iskelet sistemi

- Myoglobin ve sitokrom c eksikligi

-Fiziksel performansta yetersizlik

5. immun Sistem

- Enfeksiyon sikliginda artis. Ozellikle solunum yolu enfeksiyonlari daha fazla goriiliir.

-T lenfosit fonksiyonlarinda bozulma

-Graniilositlerin 61diirme fonksiyonlarinda bozulma

-Lokositlerdeki myeloperoksidaz aktivitesinde azalma

-Kutanoz hipersensitivitenin azalmasi

6. Hiicrelerdeki degisiklikler

-Inefektif eritropoez

-Otohemolizde artma

-Eritrosit 6mriiniin kisalmasi

-Hem {iretiminin azalmasi

-Glutatyon peroksidaz ve katalaz aktivitesinin azalmasi sonucunda hiicre
membraninda oksidatif hasar

-Kemik iliginde DNA ve RNA sentezinde bozulma, hiicrelerin biiyiimesi, DNA,

RNA ve protein sentezinde bozulma.
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2.2.4. Demir Eksikligi Anemisi Donemleri ve Tanisi:

1. Prelatent Demir Eksikligi: Hemotokrit ve serum demir degerleri etkilenmeden
demir depolar1 baskilanir. Serum ferritini diisiik Olcllir. Bu durum DE olarak
isimlendirilir.

2. Latent Demir Eksikligi: Retikiiloendotelyal sistem makrofajlarinda demir
depolar1 baskilanmistir. Birinci donemdeki bulgulara ilave olarak serum demir disiik,
serum demir baglama kapasitesi (DBK) artmis, transferrin saturasyonu (TS) azalmistir
ancak hemotokrit degismemistir. Bu donem rutin tarama sirasinda fark edilir. Eritrosit
sayis1 diismeye baslamistir.

3. Demir Eksikligi Anemisi: Birinci ve ikinci donemdeki bulgulara ilave olarak
hemoglobin hastanin yasina gore olmasi gereken degerden diistiktiir (12,33). Solubil
transferrin reseptorii artmigtir. Tranferrin normalde % 20-50 oraninda doymusken DEA’de
% 15 veya altindadir. Demir hemoglobin sentezi igin yeterli miktarda olmadigi i¢in serbest
eritrosit protoporfirini artar.

Erken DEA normositik normokromdur. Eksiklik ilerledikce eritrosit boyutu normale
gore kiiciiliir ve hemoglobin icerigi azalir. Artan eksiklik ile eritrositler kotii sekilli ve
deforme olurlar, mikrositoz, hipokromi, artmis eritrosit dagilim genisligi gosterirler. Sonug
olarak hipokrom mikrositer anemi ve anizositoz gelisir. Serum demir diizeyi giinliik
degistigi icin tanida ¢ok yardimci olmayabilir. Genellikle DEA’de serum demir diizeyi 50
mg/dl altina inmigtir. Serum ferritin diizeyi viicut demir depolarin1 yansitmakta olup DE’de
miktar1 azalmis bulunur. Ancak akut faz reaktani oldugundan dolay: kronik enflamatuar
durumlarda da yiiksek bulunabilir. Serum ferritin konsantrasyonunun <15 ng/mL olmasi
DE tanisinda % 59 sensivite, % 99 spesivite gostermektedir (11,34-37).

Solubil transferrin reseptdr diizeyi DEA i¢in oldukga giivenilirdir. Doku DE’ni
ferritinden once gosterir ve DEA’de miktar1 artar. Ancak enfeksiyon varliginda da DE
mevcutsa miktar1 artmis bulunabilir. ELIZA ydntemi ile calisiimaktadir ve kliniklerde
kolay kullanilabilir bir test olmamasindan dolayr rutin olarak DEA tanisinda
kullanilmamaktadir (13,34).

Demir durumunun gosterilmesinde en iyi yontemlerden birisi de kemik iligi
incelemesidir. Kemik iliginde DEA’de sitoplazmik maturasyonun bozuldugu ve demir

miktarinin azaldigr goriiliir. Kemik iliginin Prusya mavisi ile boyanmasinda demir
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depolarinda azalma saptanir. Ancak kemik iliginin alinmasi zor ve agrili bir islem oldugu

i¢in tanida rutin kullanilmamaktadir (27,34).
2.2.5. Demir Eksikligi Anemisi Tedavisi:

Demir eksikligi anemisi saptandiginda 6nce anemiye yol agan sebep bulunmali ve
sebebe yonelik tedavi yapilmalidir. Kiigiik cocuklarda daha ¢ok beslenme ile ilgili nedenler
stk goriliirken, bliylik ¢ocuklarda ise kan kayiplar1 ve emilim bozukluklart oncelikle
arastirilmalidir.

Demir tedavisi agizdan verilir. Basit ferrdz tuzlar etkili ve ucuz tedavi
saglamaktadir. Demir eksikligi anemisinde 4-6 mg/kg/giin ferroz siilfat yemekten bir saat
once ya da yemekten 2 saat sonra, 2-3 dozda oOnerilir. Demir tedavisine yanit retikiilosit
artist ile izlenir ve tedaviden 5-7 giin sonra retikiilosit krizi gozlenir. Retikiilosit krizinden
sonra hemoglobin giinde 0.2-0.4 gr/dl artmaya baslar ve iki ay sonra hemoglobin seviyesi
normale doner. Demir depolarinin dolmasi icin tedaviye hemoglobin normale geldikten
sonra 2-3 ay daha devam edilmelidir (12,13).

Inflamatuar barsak hastaligi, malabsorbsiyon gibi durumlarda agizdan demir
verilmesinin etkin olmamasi nedeni ile parenteral demir tedavisi verilebilir. Demir
dekstran intramuskuler, demir sukroz ve ferrik glukonat intravendz kullanilan formlaridir.
Ozellikle intravendz formlar daha etkili olmasi sebebi ile bobrek yetmezligine bagh
diyalize giren hastalarda yaygin kullanilmaktadir.

Demir eksikligi anemisinde kan transfiizyonu sadece anemiye bagh kalp yetmezligi

gelistiginde yapilmalidir (12,13,27).

2.3. Bakir Metabolizmasi

2.3.1. Bakir Emilimi

Demir gibi bakir da metabolizma ve hiicre biiylimesi i¢in esansiyel bir elementtir.
Yetigkinlerde net bakir ihtiyac1 2-5 mg, bliylimekte olan ¢ocuklarin ise ihtiyaci 0.04-0.15
mg/kg’dir. Gastrointestinal yoldan diyetle alinan bakirin %30’u emilmektedir ve
karacigerde depolanmaktadir. Absorbe edilen plazma bakirinin %10-15’i albumin ve
aminoasidlere zayif bagli iken seruloplazmin plazmadaki bakira daha giiclii baglanmis

durumdadir (2,12,38).
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Bakirin barsaklardan emiliminde bakir transporter 1 (Ctrl) ve DMT1 rol oynar. Crtl
intestinal hiicrelerin firgamsi kenarlarinda bakirin taginmasini saglamaktadir. Memeli
hiicrelerinde deneysel olarak Ctrl’in bakirin intestinal hiicreler tarafindan alinimim
artirdig1 gosterilmistir. Ayrica bazolateral membrandan bakirin kana gecisini de Ctrl
saglamaktadir. Fircamsi kenarda bulunan DMT1 demir, kadmiyum, mangan ve bakir i¢in
tasiyict olarak tanimlanmistir. Yapilan ¢aligmalarda DMT1’in yapisinin bozulmast DMT1
ekspresyonunu etkilemekte sonu¢ olarak da demir ve bakirin tasinmasi bozulmaktadir
(39,40). Karaciger Coca-2 hiicrelerinde yapilan deneysel ¢alismada ortama demir ilave
edildiginde bakir aliniminin azaldigi, ortama asir1 bakir eklendiginde ise demir miktarinin
azaldig1 izlenmistir (2,41).

Memeli hiicrelerinin icinde bakir taginmasinda gorevli, bakir seperon proteinleri
olarak adlandirilan, hem hiicreye hem de enzime spesifik olarak bakir tasinmasini saglayan
molekiiller vardir. Hiicre i¢ine alinmis olan bakirin golgi cisimcigine taginmasini P tipi
ATPaz olan HAH1/ATOXI1 proteini saglar. Enterositte bulunan tipi ATP7A (MNK)’dir ve
bu proteinde defekt olustugunda Menkes hastali§i goriiliir. Karacigerde bulunan tipi
ATP7B (WND)’dir ve bu proteinde defekt olustugunda Wilson hastaligi goriiliir.
Sitoplazma i¢indeki Ccs seperonu, bakir-¢inko siiperoksit dismutaz’a (Cu/Zn SOD) bakir
tasir. COX17 seperonu ise mitokondriye COX enzimi i¢in bakir tasiyici olarak gorev
yapmaktadir. Ayrica sitoplazmada bulunan metallotioninler ve glutatyonda bakir iyonlari
icin 6nemli seperonlar olarak gorev yapmaktadir (2,42). Karacigerde bakir alimi ve

metabolizmasiin modeli sekil 4’te gosterilmistir (2).
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plasma

DMT

o

Sekil 4: Karacigerde bakir alimi ve metabolizmasinin modeli: Ctrl: Bakir transport protein;
DMT1: divalan metal transporter; TGN: golgi cisimcigi; MT: metallotionin, CP: seruloplazmin,
HAHI, Ccs, Cox 17: Bakir seperonlart, GSH: Glutatyon.

2.3.2. Bakirin Fonksiyonlari:

Bakir; metabolizmada ¢ok 6nemli gdrevleri olan superoksid dismutaz, sitokrom c
oksidaz, lizil oksidaz ve seruloplazmin baglica olmak iizere enzimlerin esansiyel
kofaktoriidiir (Tablo 2). Enfeksiyon ve enflamasyon durumunda demir azalirken, bakir ve
seruloplazmin diizeyi artmaktadir. Bakir eksikligi durumunda immun cevapta yetersizlik
goriilmektedir. Infeksiyon esnasinda aktive lenfositlerde interldkin 2 iiretimini saglar.
Kanserli hiicrelerde Cu diizeyinin normal dokulara gore daha yiiksek oldugu izlenmistir
(2,43).

Seruloplazmin bakir transport proteini olup hepatosit ve makrofajlarda depolanmis
olan demirin salinmasi i¢in demirin oksidasyon durumunun degismesinde ¢ok Onemlidir.
Seruloplazmin eksikligi olan insanlarda ve farelerde ndérodejenerasyon, karacigerde demir
birikimi, diyabet, retikuloendotelyal hiicrelerin demiri yeniden kullanma fonksiyonunda
kayip ve orta derecede DEA’si gelistigi rapor edilmistir (3,39). Demir emiliminde
seruloplazmin analogu olan hefaestin de ¢ok Onemlidir. Farelerde yapilan deneylerde
hefaestinin DMT1 bagimli intestinal demir alimiminmi artirdigir goriilmiistiir. Hefaestin
eksikliginde duodenal enterositlerde demir fazlaligi ve buna bagli demir emiliminin

azalmas1 sonucu hipokrom mikrositer anemi gelistigi gosterilmistir. Hayvan deneylerinde
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bakir eksikligi oldugunda diyetle alinan demirin emiliminin yeterli olmadig1 izlenmistir.
Ayrica bakir eksikligi olan hayvanlarda barsakta belirgin demir biriktigi saptanmistir
(2,40,44).

Mitokondride bulunan bir transmembran protein olan COX enziminin, bakir
esansiyel komponentidir. COX, elektron transport zincirinin son basamaginda gorevlidir ve
oksidatif ATP sentezi igin esansiyel bir enzimdir (39). Sitokrom ¢ 'nin dort molekiiliinden
dort elektron alarak ve molekiiler oksijeni iki su molekiiliine ¢evirerek, elektron tagima
demir

zincirinin terminal elektron alicis1 olur. Reaksiyonun ger¢eklesebilmesi ig¢in

molekiiliine de ihtiyag vardir (45).

4 Fe*2-sitokrom ¢ + 8H" iceri + O2 — 4 Fe*3-sitokrom ¢ + 2 H,0 + 4 H*disar1

Tablo 2: Bakir bagimli enzimler ve fonksiyonlari.

Enzim

Fonksiyonu

Eksikliginde goriilen
bulgular

Sitokrom c oksidaz

Mitokondri solunum
zincirinde elektron
transportu, enerji iretimi

Beyin hasari, hipotermi,
kas hipotonisi

Lizil oksidaz

Kollajen ve elastin arasinda
capraz bag olusumu

Arterial anormallikler,
subdural hemoraji, herni,
kemik fraktirii, deri ve
eklem laksitesi

Dopamin beta hidroksilaz

Dopaminden norepinefrin
iiretimi

Hipotansiyon, hipotermi,
diare

Tirozinaz Melanin tiretimi hipopigmentasyon
Sulfidril oksidaz Keratin ¢apraz baglari Anormal sag
Cu/Zn superoksid Oksidan savunma, Santral sinir sistemi
dismutaz superoksid radikal dejenerasyonu
olusumunu 6nleme
Seruloplazmin Ferrooksidaz, bakir Anemi
transportu
Hefaestin Enterosit iginde ferrooksidaz | Anemi
aktivitesi, demir
absorbsiyonunda gorevli
Amin oksidaz Primer aminlerin Karsinogenezis

oksidasyonu, kanser
hiicrelerinin biiylimesinin
inhibisyonu
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2.4. Demir ve Bakirin Serbest Radikaller Uzerine EtKisi
2.4.1. Reaktif Oksijen Tiirleri:

Molekiiler oksijen (O2), iki eslesmemis elektrona sahiptir. Eslesmemis elektron
iceren atom grubu veya molekiiller serbest radikal olarak tanimlanirlar. Ancak Fe®*, Cu?*,
Mn?* ve Mo®" gibi gecis metalleri de eslesmemis elektronlara sahip olduklar1 halde serbest
radikal olarak kabul edilmezler, fakat serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar.
Organizmada gecis metallerini (demir ve bakir gibi metaller) iceren enzimler vasitasiyla
molekiiler oksijene tek elektronlarin transferi suretiyle oksidasyon reaksiyonlari meydana
gelir.

Molekiiler oksijen, yiliksek derecede reaktif oksijen tiirleri olusturma egilimindedir.
Reaktif oksijen tiirleri, normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda olusan
stiperoksit radikali (O2"), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH")'dir.

Siiperoksit radikali (O2"), hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O2) bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. indirgenmis gegis metallerinin otooksidasyonu

stiperoksit radikali meydana getirebilir (45).

Fe*? + o, ——— Fe*® + O, ~

Cu* + o0 ——» Cu*™ + Oy~

Hidrojen peroksit (H207), Fe?" veya diger gegis metallerinin varliginda Fenton

reaksiyonu sonucu, siiperoksit radikalinin (O27) varliginda Haber-Weiss reaksiyonu
sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalini (OH")

olusturur.

Fenton Reaksiyonu:
Fe? + H,0, — Fe™ + OH  + OH"

Haber-Weiss reaksiyonu:
O, + HO, —H* L 0, + H,O0 + OH
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Hidroksil radikali (OH"), son derece reaktif bir oksidan radikalidir, yarilanma omrii
cok kisadir. Hidroksil radikali, olustugu yerde yeni radikallerin olusmasina sebep olarak
dokularda biiyiik hasara neden olur. Sonug¢ olarak serbest radikaller hiicrelerin lipid,
protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki ederler ve hasar
olustururlar (46-48).

Reaktif oksijen tiirleri olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in
bir¢ok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan savunma sistemleri"

veya "antioksidanlar” olarak bilinirler.

2.4.2. Demir ve Bakir Bagimh Antioksidanlar:
Siiperoksit dismutaz (SOD)
Siiperoksit dismutaz, siiperoksit serbest radikalinin (O2 ) hidrojen peroksit (H202)

ve molekiiler oksijene (O2) doniisiimiinii katalizleyen yapisinda bakir ve ¢inko igeren

antioksidan enzimdir. Cu/Zn SOD sitozolde bulunur (46,49).

Katalaz (CAT)

Katalaz yapisinda dort tane hem grubu bulunan bir hemoproteindir. Peroksizomlarda,
daha az olarak da sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur. Katalaz hidrojen peroksidi
(H202) suya ve oksijene pargalar. Antioksidan enzimler ve fonksiyonlar1 sekil 5°te

gosterilmistir (49).

2+ 3+
superoksit Fe Fe

20; dismutaz > H2 02 > 4 OH+

OH* 0, G5 2GSH NADP*
2V2 \( glutatyon glutatyon
peroksidaz rediiktaz
katalaz GSSG NADPH!
HQ
2H,0 + O, 2H,0

Sekil 5: Antioksidan enzimler ve fonksiyonlari
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Mitokondriyal sitokrom oksidaz

Mitokondriyal sitokrom oksidaz solunum zincirinin son enzimidir ve siiperoksidi
(O27) detoksifiye eder. Bu reaksiyon fizyolojik sartlarda siirekli cereyan eden normal bir
reaksiyondur, bu yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji
tretimi (ATP) saglanir. Ancak c¢ogu zaman siiperoksit (Oz 7) iiretimi mitokondriyal
sitokrom oksidaz enziminin kapasitesini asar ve bu durumda diger antioksidan enzimler

devreye girerek siiperoksidin (O2 ) zararl etkilerine engel olurlar (46,50).

Seruloplazmin

Seruloplazmin SOD'a benzer mekanizmayla etki gosterir. Ferrdz demiri (Fe?*) ferrik
demire (Fe®") yiikseltgeyerek Fenton reaksiyonunu ve bdylece hidroksil radikali
olusumunu inhibe eder.

Transferrin

Transferrin dolasimdaki serbest demiri baglar.

Ferritin

Ferritin dokudaki demiri baglar (49).

2.5. Demir ve Bakirin Mitokondride Enerji Metabolizmasindaki Rolii

2.5.1. Mitokondri Fonksiyonlar:

Mitokondri okaryotik hiicrelerin enerji tliretimi gorevini Ustlenen kendi DNA’sma
sahip sitoplazmik bir organeldir, sayilar1 enerji ihtiyacina gore, hiicreden hiicreye degisir
ve 1-7 mikrometre uzunlugunda ¢ubuk seklinde veya 2-3 mikrometre capinda kiiresel
yapilardir.

Her insan hiicresinde yaklagik 1700 mitokondri bulunur. Mitokondri dis zar, i¢ zar,
krista (i¢ zar kivrimlar1) ve matriks olmak tizere dort boliimden olusur. Solunum zincirine
iliskin enzimler i¢ mitokondri zarinda gomiiliidiirler ve hayvan hiicreleri ATP’sinin ¢ogunu
tireten oksidatif fosforilasyon burada gerceklestirilir. Mitokondri matriksinde, piriivat ve
yag asitleri asetil CoA’ya cevirilir ve asetil CoA sitrik asit siklusuna girer. Bu oksidasyon
reaksiyonlart ile biiylik miktarlarda NADH ve FADH?2 {iretilmektedir. NADH ve FADH?2
ile taginan reaktif elektronlar ile molekiiler oksijenin birlesmesinden elde edilebilir enerji,
mitokondri i¢ zarinda yer alan solunum zincirinde, elektron transport zinciri ile

kazanilmaktadir.
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Farkli absorbsiyon spektrumuna sahip olmalar1 nedeniyle sitokrom a, b ve ¢ diye

adlandirilan ti¢ farkl sitokrom bulunmaktadir (51).

2.5.2. Elektron tasiyicilari:

1. Sitokromlar; sahip oldugu demir atomu, ferrik oksidasyon durumundan (Fe3+)
ferroz oksidasyon durumuna (Fe2+) degisen bir hem grubu igerir. Bu hem grubu, bir
karenin koselerindeki dort azot atomu ile tutulan bir demir atomuna sahip porfirin
halkasindan olusur.

2. Demir siilfiir proteinleri; elektron tasiyicilarinin ikinci ana grubudur. Bu
proteinlerde protein {izerinde bir demir siilfiir merkezi olusturan iki veya dort demir atomu
esit sayida siilfiir atomuna ve sistein yan zincirlerine baglanmigtir. Solunum zincirinde
sitokromlardan daha ¢ok demir siilfiir merkezleri vardir.

3. Ubikinon (koenzim Q); Solunum zincirindeki elektron tasiyicilarin en basit
olanidir ve protein kismi yoktur. Bir kinon (Q) bir veya iki elektron alir veya verir;
indirgendiginde tasidig1 her elektronla birlikte ortamdan bir proton alir.

Mitokondri i¢ membranindaki solunum zinciri, NADH’tan oksijene olan yolda
iglerinden elektronlarin gegtigi 4 adet solunum enzim kompleksi igerir (45,51). Solunum

enzim kompleksi i¢inden elektronlarin izledigi yol sekil 6’da gosterilmistir (45).

¥ Succinate Famarate o H+

Sekil 6: Solunum enzim kompleksi i¢inden elektronlarin izledigi yol.
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1.NADH dehidrogenaz kompleksi (kompleks 1); Kirktan fazla polipeptid zinciri
iceren NADH dehidrogenaz kompleksi (kompleks 1) solunuma iliskin enzim
komplekslerinin en biiyiigiidiir. Bu kompleks NADH’tan elektronlar1 alir ve bir flavin ve
en az yedi demir siilfiir merkezleri yolu ile ubikinona gegirir. Ubikinon sonra kendi
elektronlarini ikinci bir solunum enzim kompleksine, sitokrom b-c1 kompleksine transfer
eder.

2. Siiksinat dehidrogenaz kompleksi (Kompleks II); FADH2 yapisindaki
elektronlarin ubikinona (koenzim Q) transferini saglar.

3. Sitokrom b-c1 kompleksi (Kompleks I11); On bir farkli polipeptid zinciri igerir
ve bir dimer olarak is goriir. Her bir monomer sitokromlara bagli ii¢ hem ve bir demir
siilfiir proteini igerir. Bu kompleks elektronlar1 ubikinondan alir ve bu elektronlari,
elektronlarini sitokrom oksidaz kompleksine tasiyan sitokrom c’ye gegirir.

4. Sitokrom oksidaz kompleksi (Kompleks 1V); bir dimer olarak is goriir, her bir
monomer iki sitokrom (sitokrom a, sitokrom a3) ve iki bakir atomu igeren 13 farklh
polipeptid zincirlerinden olusur. Bu kompleks sitokrom c’den her seferinde bir elektron

kabul eder ve oksijene bir seferde dort elektron gegirir (45).

Demir ve bakir insan viicudu i¢in ¢ok Onemli iki element olup eksiklikleri
durumunda hiicre fonksiyonlar1 ¢ok etkilenmektedir. Ozellikle insan viicudu igin ¢ok
Oonemli olan enerji metabolizmasinda aktif rol oynamaktadirlar. Bizim ¢alismamizda DE ve
DEA’de yapisinda demir iceren CAT ve yapisinda bakir igeren ve etkisini demir varliginda
gosteren COX enzimlerinin mitokondride aktivitesi bakilarak, demirin mitokondriyal

enzim aktivitesi lizerine etkisinin arastirilmasi amac¢lanmistir.



3. MATERYAL-METOD

Bu klinik ¢alisma; 2012-2013 yillar1 arasinda, Karadeniz Teknik Universitesi Tip
Fakiiltesi Pediatrik Hematoloji-Onkoloji Bilim Dali tarafindan planlanip, KTU Yerel Etik
Kurul Bagkanligindan etik kurulundan izin (dosya no: 2011/104, karar no:579) alindiktan
sonra, Biyokimya Anabilim Dali ile ortaklasa olarak yapildi. Calismaya alinan her ¢ocuk
icin yasal velilerinden “bilgilendirilmis olur * alindi. Calismaniz, KTU Tip Fakiiltesi

Bilimsel Arastirma Fonu tarafindan desteklendi ( proje kodu: 2010.114.003.10).

GRUPLARIN SECIMI:

Calismaya 24 ay-17 yas grubunda bulunan ve en az {i¢ aydir demir tedavisi almayan,
demir metabolizmasini etkileyen akut ve kronik hastaligi bulunmayan DE veya DEA’li
hastalar dahil edildi. Hastalar; tam kan sayimi, serum demir, demir baglama kapasitesi,
ferritin diizeyleri alinarak degerlendirildi.

Ferritin diizeyindeki yiiksekligin enflamasyon veya enfeksiyona bagli olup
olmadiginin ayirimi i¢in CRP bakildi. CRP 0.5< degerler normal kabul edildi.

Grup 1(Kontrol): Yaslar1 ve cinsiyetleri c¢alisma kosullarina uygun, demir
metabolizmasini etkileyen akut ve kronik hastaligir bulunmayan, hemoglobin degeri yasina
gore normal persentil aralifinda, ferritin diizeyi 15 ng/ml’nin Ustiinde ve TS %15’in
tistiinde olan 70 ¢ocuk kontrol grubu olarak alindi. Yasa uygun hemoglobin degerleri tablo
3’te verilmistir (32).

Grup 2 (DE): Hemoglobin degeri kendi yasina gére normal persentil araliginda,
ferritin diizeyi 15 ng/ml’nin altinda ve/veya TS %15’in altinda olan vakalar DE olarak
kabul edildi (1,11,33).

Grup 3 (DEA): Hemoglobin degeri kendi yasina gore diisiik persentilde, ferritin
diizeyi 15 ng/ml’nin altinda ve/veya TS %15’in altinda olan vakalar DEA olarak kabul
edildi (1,11,33).



Tablo 3: Yasa gore normal hemoglobin degerleri
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Hemoglobin Hematokrit Eritrosit sayisi
(%) (10%2/L)

yas ortalama -2SD ortalama -2SD  ortalama  -2SD
Kordon kani 16.5 13.5 51 42 4.7 3.9
1-3 giin 18.5 14.5 56 45 53 4.0
1 hafta 17.5 13.5 54 42 51 3.9
2 hafta 16.5 12.5 51 39 4.9 3.6
1ay 14.0 10.0 43 31 4.2 3.0
2ay 11.5 9.0 35 28 3.8 2.7
3-6 ay 11.5 9.5 35 29 3.8 3.1
0.5-2 yas 12.0 10.5 36 33 4.5 3.7
2-6 yas 12.5 11.5 37 34 4.6 3.9
6-12 yas 13.5 11.5 40 35 4.6 4.0
12-18 yas
Kadin 14.0 12.0 41 36 4.6 4.1
Erkek 14.5 13.0 43 37 4.9 4.5
18-19 yas
Kadin 14.0 12.0 41 36 4.6 4.0
Erkek 15.5 13.5 47 41 5.2 4.5

Demir eksikligi grubunda 70, DEA grubunda 70, kontrol grubunda 70 olmak {izere

toplam 210 vaka calismaya alindi. Her vakadan bir kez kan 6rnegi alindi. Tiim vakalarin

bakir diizeyi ve periferik kan lenfosit mitokondrilerinde CAT ve COX enzim aktiviteleri

calisildi.

BAKIR DUZEYi OLCUMU:

Bakir, Perkin Elmer a Anayst 800 cihazinda serumda atomik absorpsiyon yontemi ile

bakildi. Sonuglar pg/dL olarak verildi. Tiim vakalarin bakir diizeyi ¢alisildi ancak, kontrol

grubunda 1, DE grubunda 6, DEA grubunda 11 vakanin bakir diizeyi kan orneklerinin

yetersiz miktarda olmasindan dolay1 degerlendirilemedi. Sonugta kontrol grubunda 69, DE

grubunda 64, DEA grubunda 59 vakanin bakir diizeyi sonuglar1 degerlendirmeye alindi.
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COX VE CAT EZIM AKTIVITELERI TAYINi
Hastalarin periferik kan lenfositlerinden elde edilen mitokondrilerde COX ve CAT
enzim aktivite tayini yapildigindan dolayi, ilk dnce vakalarin periferik kanlarindan lenfosit

izolasyonu yapildi.

Lenfosit izolasyonu:

Hasta gruplarindan alinan kanlardan lenfosit izolasyonu; Biochrom, Biocoll
separating solution (Density 1,077g/ml, Biological Industries Kibbutz Beit Haemek Israel,
L6113) kullanilarak dansite gradient ayrilma prensibine gore asagida aciklandigi sekilde
yapild.

1. Orneklerin Hazirlanmast:

Lenfosit izolasyonu icin 8-10 ml kan Ornegi alindi. Kan ornekleri hastalardan
alindiktan sonra ayni giin lenfosit izolasyonu yapilmasina o6zen gosterildi, istisnai
durumlarda hasta kanlar1 maksimum bir giin +4 °C’lik buzdolaplarinda saklandi ve
izolasyondan 15-20 dakika 6nce oda sicakligina ¢ikarildi. Kan 6rnekleri 1:1 oraninda PBS

ile kan tiipilinii yavasga alt {ist etmek suretiyle diliie edildi.

2. Mononiikleer Hiicrelerin Toplanmasi:

45 mL’lik santrifiyj tiiplerine, diliie kan hacimlerine gore 7-10 mL arasinda Biocoll
Soliisyonu eklendi. Diliie edilmis kan, 45 © egik tutulan santrifiyj tlipline ayirma soliisyonu
ve kan birbirine karismayacak sekilde yavasga eklenerek 1200g hizda +4 °C’de 20 dakika
frensiz modda santrifiij edildi. Santriflij edildikten sonra kan Ornegi, plazma ve ayirma
solusyonu arasinda kalan % 70-100 oraninda lenfosit iceren tabaka olacak sekilde ayrildi.
Lenfosit igeren buffy-coat tabakasi pipetle plazmaya karistirilmadan dikkatlice ayrilarak,

ayr bir tiipte toplandi.

3. Hiicrelerin Yikanmasi:

Elde edilen hiicreler; 2 kez PBS tamponu ile yikanarak sirasiyla +4’ye sogutulmus
santrifiijjde 300g’de 10 dakika ve 200g’de 10 dakika frenli modda santrifiij edilerek daha
saf bir sekilde lenfosit ayrimi tamamlanmis oldu. Tiim 210 vakanin lenfositleri izolasyon
islemine tabi tutuldu, ancak 10 vakanin kan 6rneginin yetersiz olmasi, alinan kan 6rneginin

hemolizli olmasindan dolay1 lenfositleri izole edilemedi.
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Elde edilen lenfositler hiicre kiiltiir mediumu (RPMI, Cat. no: 01-106-1B,
Biological Industries Kibbutz Beit Haemek Israel) ve %10 oraninda dimetil siilfoksit
(DMSO, Cat. no: 472301, Sigma-Aldrich) eklenerek -80 °C’de dondurularak mitokondri

izolasyonu yapilana kadar saklandi.

Mitokondri Izolasyonu:

Mitokondri izolasyonu temel olarak:

a. Hiicrelerin mekanik veya kimyasal olarak pargalanmasi/ hiicre zarinin
pargalanmasi

b. Diger organelleri uzaklastirmak i¢in diisiik hizda degisen santrifiigasyon

. Mitokondrilerin ayirimi i¢in yliksek hizda santrifiij asamalarindan olugsmaktadir.

Erkeklerin kas kitlesinin kizlardan fazla olmasi sebebi ile mitokondri sayist erkek
cinsiyette daha fazladir (51). Bu nedenle, bizim g¢alismamizda da lenfosit izolasyonu
yapildiktan sonra vakalar cinsiyetlerine gore kiz ve erkek olarak ayrilarak mitokondri
izolasyonu yapilmistir. Mitokondri izolasyonu yapilabilmesi i¢in en az 2x10® lenfosit
bulunmas: gerekmektedir. Her vakadan ayri ayri mitokondri izolasyonu yapmak igin
gerekli olan 2x108 lenfosit sayisin1 saglayabilmek icin 40 ml kan alinmasi gereklidir. Biz
cocuk vakalardan en fazla 8-10 ml kan alabildik. Bundan dolayi, mitokondri izolasyonu
yapilabilmesi igin gerekli olan en az 2x10°® lenfosit say1sim saglayacak sekilde, hemoglobin
degerleri birbirine yakin ayni gruptan ve ayni cinsiyetten vakalar en az 3, en fazla 8§ kisi
olacak sekilde gruplandirildi. Boylece total olarak 200 hastadan izole edilen lenfositlerden
olusturulan hasta ve kontrol havuzlarindan her bir grupta ayr1 ayr1 mitokondri izolasyonu
yapildi.

Lenfosit izolatlarindan mitokondri izolasyonu, mitokondri izolasyon Kiti (Cat. no:
ab110171, ABCAM, Amerika) ile yapildi. Kitin igerisinde 50 ml Reaktif A, 50 ml reaktif
B, 10 ml Reaktif C ve homojenizator bulunmakta idi. Hiicre kiiltiir mediumu
uzaklastirilarak lenfositler toplandi. Hiicreleri pargalamak /membranlarin1 zayiflatmak
amaciyla dondurulup ¢6ziildii. Mitokondrilerin protein konsantrasyonlart Lowry yontemi
ile dl¢iildii (53). Izolasyon kiti icinde bulunan Reaktif A icersinde her mililitresinde 5 mg
protein konsantrasyonu olacak sekilde hiicreler siispanse edildi ve 10 dakika buz {izerinde
bekletildi. Donunca, homojenizator yardimiyla siispansiyon iyice homojenize edildi ve +4

°C’de 1000g hizda 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant alinarak muhafaza
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edildi. Kalan pellet izolasyon kiti i¢inde bulunan Reaktif B igerisinde siispanse edilerek her
mililitresinde 5 mg protein konsantrasyonu olacak sekilde hiicreler siispanse edildi ve 10
dakika buz iizerinde bekletildi. Donunca, homojenizatér yardimiyla siispansiyon iyice
homojenize edildi ve +4 °C’de 1000g hizda 10 dakika santrifiij edildikten sonra
stipernatant alinarak muhafaza edildi. Toplanan siipernatantlar iyice karistirildi ve +4
°C’de 12000g hizda 10 dakika santrifiij edildikten sonra pelletler toplandi. Toplanan pellet
proteaz inhibitor kokteyli (PI) (sigma P8340, Cat. no: ab65621) igceren Reaktif C igerisinde
resiispanse edilerek, ¢alisilincaya kadar -80 °C’de sakland1 (54).

Lowry Protein Tayini:
Orneklerdeki protein tayini Lowry metodu kullanilarak tayin edildi. Bu ydntemin
prensibi alkali ortamda bakir iyonu (Cu*? ) proteinlerdeki peptid baglar ile bir kompleks

olustururarak Cu*®’

e indirgenmesi, bu indirgenmis bakir iyonunun ve proteinlerin yan
zincirinde yer alan tirozin, triptofan ve sistein aminoasitlerinin Folin-Fenol reaktifini
indirgemesiyle renk olusumuna neden olmasi ve olusan rengin 750 nm’de

spektrofotometrik olarak dl¢iilmesine dayanmaktadir (53).

COX Enzimi Aktivite Tayini:

Mitokondriyal solunum zinciri kompleks IV (sitokrom oksidaz, COX), aktivite tayini
Complex IV Human Enzyme Activity Microplate Assay Kit (Cat. no: ab109909, ABCAM,
Amerika) kullanilarak yapildi. Aktivite tayini i¢in protein konsantrasyonlari, Kitte
mitokondri izolatlar1 i¢in Onerilen protein konsantrasyon araliina gore ayarlandi ve
Molecular Devices, Versamax Microplate Reader markali spektrofotometrede 550 nm
dalga boyunda okundu.

COX enziminin aktivite orani sitokrom c’nin oksidasyonunun baslangi¢ hizi olarak
ifade edilir. Rediikte (SitC*®)’nin, okside (SitC*?)’ye doniisiimii esnasinda 550 nm’de
absorbansinda azalma olmaktadir. Oksidasyon gercgeklestikce absorbsiyondaki azalma

lineer bir grafik olusturur.

4 sitokrom c-+4 H* + 4 H" + 02 ———= 4 sitokromc+ + 2 H20 + 4 H*
(Rediikte) (Okside)

4 Abs 550 nm v Abs 550 nm
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COX enzim aktivite tayini 550 nm’de dlgiilen ilk absorbans ile ikinci absorbans

arasindaki farkin arada gegen zamana boliinmesi ile elde edildi.

[lk absorbans-ikinci absorbans
COX Aktivite:

Arada gegen zaman

Aktivite sonuclar1 dakika basina miliunit, mOD/dk olarak verildi. Mitokondrileri

izole edilmis 200 vakanin COX enzim aktivitesi l¢iildii.

CAT Enzimi Aktivite Tayini:

CAT enzimi aktivite tayini Mitosciences, Catalase Specific Activity Assay Kit (Cat.
no:ab118184, ABCAM, Istanbul-Tiirkiye)  kullamilarak yapildi. Aktivite 6lciimii
liminesans olarak Molecular Devices SpectraMax markali multi-mode microplate reader
cihazinda kit protokoline uygun sekilde yapildi. Aktivite tayini i¢in protein
konsantrasyonlari, kitte 6nerilen protein konsantrasyon araligina gore ayarlandi. Aktivite
sonuglari, enzim aktivite grafigindeki Vmax degerlerine gore verildi. Demir eksikligi
grubunda 6 vakanin enzim aktivitesi Ol¢iilemedi. CAT enzim aktivitesinin Slgiillememe

nedeninin ¢alisma kosullarindan etkilenmesi olabilecegi diisiintildii.

SERUM DEMIR VE SERUM DEMIiR BAGLAMA KAPASITESI TAYINI:
Hastalarin demir ve serbest DBK degerleri fotometrik renk ol¢iim yontemiyle
Beckman Coulter AU5800 cihazinda, cihazin orijinal kitleri kullanilarak ol¢iilmiistiir.

Sonuglar pg/dL olarak verildi.
Total DBK agagidaki formiile gore hesaplanmistir:

Total DBK= Serbest DBK + Demir

FERRITIN TAYINI:
Ferritin  degerleri Beckman coulter DXI800 cihazinda, kemiliiminesans
immiinoanaliz yontemiyle firmanin orijinal kitleri kullanilarak olgiilmiistiir. Sonuglar

ng/mL olarak verildi.
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ISTATISTIKSEL ANALIZ:

Istatiksel analizler “SPSS 13 (Statistical Package for Social Screnu) for Windows©”
paket programi kullanilarak bilgisayarda yapildi. Uglii gruplarin karsilastirilmasinda
normal dagilima uyuyorsa Anova testi, normal dagilima uymuyorsa Mann-Whitney U testi
yapildi. Tiim sonuglar ortalama =+ standart sapma (ort+ss) olarak ifade edildi ve p< 0.05
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Gruplarin kendi iginde karsilastirilmasi icin
korelasyon-regresyon analizi yapildi. Normal dagilima uyuyorsa Pearson, normal dagilima
uymuyorsa Sperman testi yapildi. Korelasyon-regresyon analizi sonuglar1 0.0-0.25 iligki
yok, 0.25- 0.50 zayif-orta iligki, 0.50-0.75 iyi iligki, 0.75- 0.10 ¢ok gii¢lii iliski olarak
degerlendirildi.



4. BULGULAR

Kontrol grubunun yaslar1 2-16 (10.2 £4.4) yil arasinda degisiyordu. Vakalar 35 kiz, 35
erkekten olusuyordu. Hemoglobin 11.5-16.1 (12.8%1.1) gr/dL; OEV 75-94 (82.1+4.6) fL;
serum demir 51-212 (97.9+£33.4) pg/dL; serum DBK 158-483 (339.1+60.2) ng/dL; TS % 15-
92 (29.7£13.0); serum ferritin 17-190 (43.6+34.1) ng/mL; bakir 10-213 (72.1+46.7) png/dL;
COX enzim aktivitesi 0.4-4.6 (2.4£1.3) mOD/dk; CAT enzim aktivitesi 14,582-57,639
(35,097.9+£12,598.6) Vmax idi. Kontrol grubunda serum numunesi yetersiz oldugu igin bir
vakanin bakir diizeyi, lenfosit izolasyonu yapilamadig:i i¢in iki vakanin COX enzim
aktivitesi ve iki vakanin CAT enzim aktivitesi ¢alisilamadi.

Demir eksikligi grubunun yaslart 2-17 yil (8.7+£5.1) arasinda idi. Vakalarin 33’i kiz,
37’si erkekten olusuyordu. Hemoglobin 11.5-14.6 (12.2+0.7) gr/dL, OEV 71-91 (79.54+4.2)
fL, serum demir 21-155 (54.8+23.4) ng/dL, serum DBK 277-571 (383.9+£73.5) ng/dL, TS %
7-38 (13.746.6), serum ferritin 3.4-14.0 (10.6+3.1) ng/mL, bakir 16-281 (106.9+£55.5) pg/dL,
COX enzim aktivitesi 0.3-3.7 (2.0£0.9) mOD/dk, CAT enzim aktivitesi 12,500-63,466
(30,269.9+12,259.1) Vmax idi. Demir eksikligi grubunda serum numunesi yetersiz oldugu
icin 6 vakanin bakir diizeyi, 6 vakanin lenfosit izolasyonu yapilamadigi i¢cin CAT enzim
aktivitesi ¢aligilamadi.

Demir eksikligi anemisi grubunun yaslar1 2-17 yil (8.2 £5.8) arasinda idi. Vakalarin
33’1 kiz, 37’si erkekten olusuyordu. Hemoglobin 5.5-11.7 (9.6+1.5) gr/dL, OEV 56-78
(65.8£10.3) fL, serum demir 11-107 (28.4+16.3) ug/dL, serum DBK 262-549 (431.1£69,3)
pg/dL, TS %I1-27 (6.3+4.2), serum ferritin 1.4-14.6 (6.8+4.2) ng/mL, bakir 13-220
(115.1£50.2) pg/dL, COX enzim aktivitesi 0.4-4.7 (2.9£1.2) mOD/dk, CAT enzim aktivitesi
16,848-58,333 (31,978.9£11,173.3) Vmax idi. Demir eksikligi anemisi grubunda serum
numunesi yetersiz oldugu i¢in 11 vakanin bakir diizeyi, lenfosit izolasyonu yapilamadig i¢in
8 vakanin COX enzim aktivitesi ve 8 vakanin CAT enzim aktivitesi ¢alisilamadi.

Soézkonusu vakalarin lenfosit izolasyonu, kan 6rneklerinin hemolizli olmasi veya kan
miktarmin yeterli olmamasi sebebi ile yapilamadi.

Tablo 4’te tiim gruplarin laboratuvar bulgulart verilmistir.



Tablo 4: Gruplarin laboratuvar bulgulari
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Kontrol Demir Eksikligi Demir Eksikligi Anemisi
n  min mak Ort =SS n min mak Ort =SS n min mak Ort £ SS
Hb (gr/dL) 70 115 16.1 12.8£1.1 70 115 14.6 12.2+0.7 70 5.5 11.7 9.6+1.5
OEV (fL) 70 75 94 82.7+4.6 70 71 91 79.5+4.2 70 56 78 65.8+£10,3
Lenfosit 70 1,300 5,500 2,770.0+940.8 70 1,200 7,600 3,085.7+1,283.6 70 1,000 7,100 3,268.6+1,342.7
CRP (mg/dL) 70 0.1 0.1 0.1£0.0 70 0.1 0.1 0.1£0.0 70 0.1 0.1 0.1+£0.0
Demir(pg/dL) 70 51 212 97.9+334 70 21 155 54.8£234 70 11 107 28.4+16.3
DBK (ug/dL) 70 158 483 339.1+60.2 70 277 571 383.9+73.5 70 262 549 431.1+£69.3
Ferritin 70 17.00 190.00 43.6£34.1 70 34 14.0 10.6£3.1 70 1.4 14.6 6.8+4.2
TS (%) 70 15 92 29.7+13.0 70 7 38 13.746.6 70 1 27 6.3+4.2
Bakir (pg/dL) 69 10 213 72.1+46.7 64 16 281 106.9+55.5 59 13 220 115.1+£50.2
COX 68 0.4 4.6 24+13 70 0.3 3.7 2.0£0.9 62 0.4 4.7 2.9+1.2
CAT (Vmax) 68 14,582 57,639 35,097.9+12,598.6 64 12,500 63,466 30,269.9+12,259.1 62 16,848 58,333 31,978.9+11,173.3

Hb: Hemoglobin, OEV: Ortalama eritrosit volimii, CRP: C reaktif protein, DBK: Demir baglama kapasitesi, TS: Transferrin

saturasyonu, COX: Sitokrom c oksidaz, CAT: Katalaz, n: Vaka sayisi, Min: Minimum, Mak: Maksimum, Ort £+ SS: Ortalama +

Standart Sapma
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Gruplarin bakir diizeyleri, COX ve CAT enzim aktiviteleri tablo 5’de goriilmektedir.

Tablo 5: Gruplarin serum bakir diizeyleri, COX ve CAT enzim aktiviteleri

ortalamalari
Analizler
Gruplar Bakir (pg/dL) COX (mOD/dk) CAT (Vmax)
Kontrol 72.1+46.72 2.4+1.3d 35,097.9 + 12,598.6
DE 106.9 + 55.5P 2.0+£0.9° 30,269.9 £ 12,259.1
DEA 115.1 +£50.2¢ 29+1.2f 31,9789+ 11,173.3

p<0.05: a-b, a-c, d-f, e-f

Ug grup arasinda CAT enzim aktivitesi arasinda istatiksel olarak fark gosterilemedi
(p=0.09). Ancak sayisal olarak CAT enzim aktivitesi DE ve DEA grubunda kontrol
grubuna gore daha diistik olarak izlendi. En yiiksek CAT aktivitesi kontrol grubunda tespit
edildi.

Ug grup arasinda serum bakir diizeyleri arasinda istatistiksel fark izlendi (p=0.000).
Bakir diizeyi DE ve DEA olan grupta kontrol grubuna gore yliksek olarak izlendi ve
istatistiksel olarak anlamli bulundu (siras1 ile p=0.000, p=0.000). Demir eksikligi ve DEA
olan gruplarin bakir diizeyinin istatistiksel karsilastirilmasinda anlamlilik bulunmadi
(p=0.77). Ancak en yiiksek bakir diizeyi DEA grubunda 6lgiildii.

Uc grup arasinda COX enzim aktiviteleri istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p=0.001). Demir eksikligi anemisi grubunda COX enzim aktivitesi DE ve kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (sirasi ile p=0.000; p=0.029). Kontrol
grubu ve DE olan grup karsilastirildiginda COX enzim aktiviteleri arasinda istatistiksel
anlamlilik bulunmadi (p=0.25). COX enzim aktivitesi DEA olan grupta en yiiksek degerde
izlendi.

Vakalarm serum bakir, CAT ve COX enzim aktiviteleri grafik olarak sirasi ile

sekil 8, sekil 9, sekil 10°da goriilmektedir.
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Sekil 8: Gruplarin bakir diizeyleri
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Sekil 9: Gruplarin katalaz (CAT) enzim aktiviteleri
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COX (mOD/dk)

3.5

Kontrol Demir Eksikligi Demir Eksikligi Anemisi

Sekil 10: Gruplarin sitokrom c oksidaz (COX) enzim aktiviteleri

Serum bakir, serum demir, serum ferritin, COX ve CAT enzimi arasinda DE ve DEA
grubunda korelasyon regresyon analizi yapildi.

Demir eksikligi grubunda serum bakir ve serum demir arasinda r = -0.12 (p=0.3),
serum bakir ve COX arasinda r = -0.22 (p=0,08), serum bakir ve CAT arasinda r = -0.05
(p=0.7), serum demir ve COX arasinda r = 0.01(p=0.9), serum demir ve CAT arasindar = -
0.24 (p=0.05), serum ferritin ve COX arasinda r = 0.22 (p=0.06), serum ferritin ve CAT
arasinda r = -0.02 (p=0.8), serum ferritin ve serum bakir arasinda r =0.15 (p=0.2), COX ve
CAT arasinda r = -0.01 (p=0.9) korelasyon izlendi.

Demir eksikligi anemisi grubunda serum bakir ve serum demir arasinda r = -0.13
(p=0.3), serum bakir ve COX arasinda r =0.12 (p=0.4), serum bakir ve CAT arasinda
r=-0,23 (p=0,1), serum demir ve COX arasinda r = 0.02 (p=0.9), serum demir ve CAT
arasinda r = -0.05 (p=0.7), serum ferritin ve COX arasinda r = -0.02 (p=0.9), serum ferritin
ve CAT arasinda r = -0.08 (p=0.5), serum ferritin ve serum bakir arasinda r = 0.22

(p=0.05), COX ve CAT arasinda r = -0.49 (p=0.00) korelasyon izlendi (Tablo 6).



Tablo 6: DE ve DEA gruplarinda serum demir, serum bakir, serum ferritin, CAT ve COX

enzim aktiviteleri arasindaki korelasyon regresyon analizi sonuglari
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Korelasyon Analizleri DE grubu DEA grubu
Serum Bakir- Demir r=-0.12 (p=0.3) r=-0.13 (p=0.3)
Serum Bakir- COX r=-0.22 (p=0,8) r=0,12 (p=0.4)
Serum Bakir- CAT r =-0.05 (p=0.7) r=-0.23 (p=0.1)
Serum Demir-COX r=0.01 (p=0.9) r=0.02 (p=0.9)
Serum Demir-CAT r =-0.24 (p=0.05) r =-0.05 (p=0.7)
Serum Ferritin-COX r =0.22 (p=0.06) r=-0.02 (p=0.9)
Serum Ferritin-CAT r =-0.02 (p=0.8) r =-0.08 (p=0.5)
Serum Bakir-Ferritin r=0,15 (p=0.2) r=0.22 (p=0.05)
COX-CAT r=-0.01 (p=0.9) r =-0.49 (p=0.00)

Demir eksikligi anemisi grubunda mitokondriyal COX ve CAT enzim aktiviteleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon izlendi (r = -0.49, p=0.0 (Sekil 11 ).
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Sekil 11: Demir eksikligi anemisi olan vakalarin mitokondriyal sitokrom ¢ oksidaz (COX) ve

katalaz (CAT) enzim aktiviteleri arasindaki korelasyon regresyon analizi grafigi (r = -0.49,

p=0.00).




5. TARTISMA

Demir eksikligi anemisinin tiim diinyada goriilen yaygin bir saglik problemi
olmasindan dolay1 insan metabolizmasi {izerine etkileri ile ilgili pek cok c¢alisma
yapilmaktadir. Ozellikle demirin enerji metabolizmas: iizerine etkisi ile ilgili, hayvanlar ve
bitkiler tizerinde daha ¢ok olmak {izere, ¢aligmalar yapilmistir. Bizim ¢alismamizda da DE
ve DEA’si olan vakalarin bakir bagimli olup etkisini demir varliginda gosteren
mitokondriyal COX ve yapisinda demir bulunan CAT enzim aktivitelerinin etkilenip
etkilenmedigi incelenmistir.

Demir eksikliginde yapisinda demir iceren sitokromlar, miyoglobin, CAT ve
peroksidaz gibi Onemli enzimlerin miktar1 azalmaktadir (6). Sitokromlar enerji
metabolizmasinda gorevli olup elektron degisimini saglarlar. Morfolojik ve biyokimyasal
olarak DE olan siganlarda yapilan ¢alismalarda DE’nin kalp, iskelet kasi, karaciger ve kan
hiicrelerinde mitokondriyal fonksiyon bozukluguna yol actigi gosterilmistir. Kalp ve
iskelet kasinin karacigerden daha fazla etkilendigi tespit edilmistir. Ayrica sitokrom
konsantrasyonunun azalmasina bagli olarak solunum kontroliinii ve glukoneogenezisi
bozdugu tanimlanmstir (7,55,56).

Klempa ve arkadaslari(56) DE olan ve demir verilen siganlarda glukoneogenezisi
degerlendirmisler. Karacigerden izole edilen mitokondride ve sitoplazmada
alfagliserofosfat, sitokrom c rediiktaz ve fosfoenolpiruvatkarboksikinaz aktivitelerinin DE
olan siganlarin % 27°de azaldigini gostermislerdir.

Walter ve arkadaslar1 (7), DE olan, DE olup tedavi verilen ve demiri normal
sicanlarda karaciger mitokondrilerinde DNA hasarina bakmislar ve DE olan ratlarin
mitokondriyal DNA’larinda diger gruplara gore daha fazla hasar oldugunu gostermislerdir.
Ayrica karaciger mitokondri respiratuvar oranininda azaldigini izlemislerdir. Mitokondride
hasar olmasinin sebebi olarak da dort mekanizma one siirmislerdir. Birincisi; Hem
iceriginin azalmasina bagl olarak mitokondriyal siiperoksit saliniminin artmast ve bunun

sonucunda da mitokondri respiratuvar oranmin azaldigini diistinmiislerdir. Ayrica
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stiperoksit miktarinin artmasimnin bir nedeninin de sitokromlarin azalmasi olabilecegi
diisiiniilmiistiir. Ikincisi; DE’ne cevap olarak barsaktan bakir emiliminin artmasi ve
karacigerde bakir birikimi oldugu siganlarda yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (57,58).
Dolayis1 ile artan bakir konsantrasyonunun da fenton reaksiyonu sonucu hidroksi
radikalleri iireterek lipit ve DNA hasara yol ag¢tig1 diistiniilmiistiir. Ciinkili karacigerde
asir1 bakir birikiminin oldugu Wilson hastaliginda mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve
mitokondriyal DNA hasar1 gosterilmistir (59). Ugiinciisii; DE durumunda DNA tamirinde
onemli olan riboniikleotid rediiktaz enziminin de miktar1 azalmig olup, DNA hasarinin
sebeplerinden biri olabilecegi diisiiniilmiistiir. Dordiinciisii; DE’ne bagl olarak antioksidan
etkisi de olan ferritin sentezinin azalmasidir. Diyetle demirin yetersiz alinmasi durumunda
karaciger IRP1 aktivitesi artar buna bagl olarak da transferrin reseptor sentezi artar,
mitokondriyal akonitaz aktivitesi azalir. Akonitaz aktivitesinin azalmasina bagli olarak
mitokondride elektron akimi yavaglar. Boylece oksidan maddelerin miktar1 azaltilmaya
calisilir. Ancak DE’nin t¢iincii haftasinda IRP1 aktivitesi artisgina bagli olarak ferritin
sentezi belirgin azalir. Transferrin reseptdr sentezi artirilarak baslangicta sitoplazmadaki
yiiksek demir seviyesi kontrol edilmeye calisilir. Ancak DE devam ettikce demir deposu
ferritin ve hemosiderinden hiicre icine demir girisi olur. Ortamda serbest demirin
bulunmasi oksidan etkinin artmasiyla sonuglanacaktir. Ayrica ferritinin ferrooksidaz
aktivitesi olmasindan dolay1 Fe*? Fe™ ‘e doniisecek ve oksidan hasarin daha da artmasina
sebep olacaktir (7,60).

Masini ve arkadaslar1 (54), ciddi DEA olan siganlarda sitokrom ¢ + cl ve b ‘nin
karaciger mitokondrisinde azaldiginit  gostermislerdir. Ciddi DEA  durumunda
mitokondriyal fonksiyon bozukluguna bagli olarak da karacigerin enerji metabolizmasinda
belirgin bozulma oldugunu goézlemlemislerdir. Demir eksikligi bulunan hayvanlarda
yapilan bagka bir ¢aligmada ise sitokrom ¢ konsantrasyonunun ¢ok az oranda baskilandig:
izlenmistir. Ancak demir eksikliginden ziyade bakir eksikligi olan sicanlarda karaciger ve
kalpte sitokrom oksidaz aktivitesinin ve bakir iceren sitokrom a+a3 konsantrasyonunun
belirgin azaldigi goriilmistiir (61). Dallman ve Goodman’in (9), sicanlarda yaptigi
calismada serbest diyetle beslenen kontrol grubundaki siganlardaki sitokrom oksidaz
aktivitesinin DE olan sicanlarin sitokrom oksidaz aktivitesinden farkli olmadigi, ancak
bakir eksikligi olan si¢anlarda kontrol grubuna gore enzim aktivitesinde % 50 azalma

oldugu izlenmistir.
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Neonatal sigan beyninde perinatal DE durumunda COX enzim aktivitesi bakilmis,
DE durumunda enzim aktivitesinin beynin her bolgesinde aynmi oranda etkilenmedigi
gozlenmistir. Yiiksek kognitif fonksiyonlarin olmadigi bolgelerde COX enzim aktivitesinin
belirgin azalmadigi izlenirken, hafiza ile ilgili bolgelerde ise belirgin azalma izlenmistir
(8).

Mitokondrial hastaligit olup DE olan c¢ocuklarda enerji metabolizmasini
degerlendirmek i¢in mitokondrial solunum zincir (MRC) kompleksine bakilmis, DE olan
tiim hastalarda MRC 1 aktivitesinde azalma izlenirken MRC IV aktivitesinde degisiklik
olmadig1 goriilmiistiir (10).

Bizim ¢aligmamizda ise mitokondriyal solunum zincirinin son basamaginda gorevli
olan COX enzim aktivitesi DEA’li vakalarda artmis izlendi. Demir eksikligi olan grupta
COX enzim aktivitesi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayan minimal
baskilanmis olarak izlendi. COX enzim aktivitesi en yiiksek DEA grubunda saptandi.

Calismamizda bakir bagimli enzim olan COX enzim aktivitesinin artisini, DE ve
DEA’ne cevap olarak barsaklardan bakir absorbsiyonunun artmasina da bagl olabilecegini
diistindiik. Serum bakir ve COX enzim aktivitesi arasinda DEA grubunda istatistiksel
olarak anlamli olmamakla beraber pozitif korelasyon izlendi (r = 0.12, p=0.4).

Demir eksikligi durumunda enerji metabolizmasi ile ilgili bitkilerde yapilan
calismada mitokondrial solunum zinciri komplekslerinden kompleks [I'nin daha fazla,
kompleks I, III, ve IV’ilin daha az etkilendigi goriilmiistiir. Diger taraftan demir miktar1 ile
mitokondriyal enzim aktiviteleri arasinda iliski bulunmaktadir. Clinkii kompleks I en az 20
demir atomu, kompleks II en az 10 demir atomu icermektedir. Bu nedenle aktivitelerinde
DE’de sirast ile % 95 ve % 77 azalma izlenirken, kompleks IV sadece 2 demir atomu
icerdigi icin aktivitesinde % 50 azalma izlenmistir (62). Bizim ¢alismamizda COX enzim
aktivitesinde azalma izlemedik. Enzim aktivitesinde azalma olmamasinin nedeninin, COX
enziminin mitokondriyal solunum zincirinin son basamagi olan kompleks IV’te gorevli
olmast ve bu komplekste diger komplekslerden daha az demir igerigi olmasima bagh
olabilecegini diisiindiik.

Demirin kullanilmasi i¢in bakir gereklidir. Hem yapisinda olmayan demirin enterosit
icine alinmas1 apikal membran tasiyicist DMTI ile olurken enterosit i¢cine alinmis olan
demirin enterositten dolasima verilmesi ise bazolateral membran tastyicist ferroportin
sayesinde olmaktadir. Ancak ferroportin vasitasi ile disar1 verilen demirin apotransferrine

+25

yiiklenebilmesi igin bakir bagimli ferrooksidaz hefaestinin okside Fe*®’yi Fe*¥e
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dontistiirmesi gerekmektedir. Bircok hayvan calismasinda bakir eksikligi oldugunda
duodenal enterositlerde yliksek miktarda demir oldugu rapor edilmistir. Ayrica hefaestin
protein defekti olan farelerde orta dereceli DE olustugu bildirilmistir (39, 44).

Serum bakir diizeyinin enfeksiyon, enflamasyon, kanama, hamilelik, alim eksikligine
bagl anemide arttig1 cesitli caligmalarda gdsterilmistir (2,12). Bakir diizeyinin artmasinin
nedeni olarak da seruloplazmin diizeyinin artisi sorumlu tutulmustur. Dolayist ile
seruloplazmin ile viicut demir depolar1 arasinda bir iliski oldugu diisiiniilmektedir.
Karacigerde depolanmis olan demirin kullanilmak iizere dolasima verilebilmesi igin
seruloplazmine ihtiyag¢ vardir. Ranganathan ve arkadaslarinin (63), ¢calismasinda DEA olan
sicanlarda serum bakir, seruloplazmin diizeyi ve ferrooksidaz enzim aktivitesinin arttigi
tespit edilmistir. Ayrica bu ¢alismada seruloplazmin diizeyi ile yiiksek serum ve karaciger
bakir diizeyi arasinda istatistiksel olarak giiclii korelasyon bulunmustur. Baska bir
calismada bazolateral membran bakir ATPaz (ATP7A) gen ekspresyonunun DE olan
sicanlarda arttig1, ayrica DMT1 ve Dcytb genlerinin DE durumunda siganlarda yiiksek
oranda bulundugu gozlenmistir. Bununla beraber 7-12 haftalik DE olan siganlarda
karaciger bakir diizeyinin arttig1 izlenmistir. Demir eksikligi durumunda bakir diizeyinin
hiicre i¢inde yiiksek olmasmin nedeninin de enterositte bulunan DMT1’in bakir
transportunu artirmasi ve buna baglh olarak da ATP7A’nin indiiksiyonu oldugu
diistiniilmiistiir. Bu calismada ayrica DE olan si¢anlarda hefaestin gen diizeyi bakilmis,
tim yas gruplarinda artmis izlenmekle beraber, enterosit firgamsi kenardaki demir
diizenleyici proteinlere (DMT1 ve Dcytb) oranla hefaestin geninin daha az arttig
goriilmistiir (64). Demir eksikligi durumunda Ctrl’in bakir transportunu artirdigi gen
analizi ile gosterilememistir. Bununla beraber metallotioninler hiicre i¢i bakir1 baglayarak
intestinal bakir diizenlenmesinde ¢ok Onemlidir, ¢linkii DE esnasinda daha fazla bakir
emilimini saglamaktadirlar (64,65).

Bizim calismamizda da DE ve DEA’de serum bakir diizeyi kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (sirasi ile p=0.00; p=0.00). Demir eksikligi
durumunda serum bakir diizeyinin artmaya basladigi ve DEA grubunda daha yiiksek bakir
diizeyi izlenmesine ragmen iki grup arasindaki bakir diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
fark gosterilemedi (p=0.77). Bakir diizeylerinin DE ve DEA de artmasiin nedeni olarak
barsaktan bakir absorbsiyonunun iki degerlikli metallerinde tasiyicis1 olan DMT1 araciligi

ile artmasina bagl oldugunu diisiindiik.
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Bakir dokularda serbest kaldiginda oksidan hasara sebep olan elementlerden biridir.
Demir eksikliginde oksidan hasarin artmasinin sebeplerinden birinin de bakirin diizeyinin
artmasi oldugu diisiiniilmektedir (7). Diger taraftan yapisinda bakir iceren COX enzimi
mitokondri i¢in 6nemli antioksidan enzimlerden biridir. Mitokondride oksidan maddelerin
artmast durumunda COX enzimi yeterli olmadigi durumda diger antioksidan sistemler
devreye girerek siiperoksit iyonu uzaklastirilmaya g¢alisilir. Ortamda fazla miktarda bakir
olmasi sonucunda bakirin oksidasyonuna bagli stiperoksit olusmakta bu da Haber-Weiss
reaksiyonunu aktive ederek sonugta hidrojen peroksit olusumuna neden olmaktadir.
Hidrojen peroksitte doku hasarina sebep olmaktadir (50).

Karimi ve arkadaslar1 (46), Astragalus neo-mobayenii bitkisinde asirt miktarda bakir
bulundugu durumda antioksidatif enzimler ve lipit peroksidasyonu durumunu
degerlendirmisler ve giderek artan konsantrasyonlarda bakir igerigi olan {i¢ grup
olusturmuslar, sonugta bakir konsantrasyonu arttikca demir miktarmin azaldigini
gozlemlemislerdir. Ayrica artan bakir konsantrasyonuna paralel olarak SOD, CAT ve
peroksidaz enzim aktivitesinin ve lipit peroksidasyon {irinii malondialdehit (MDA)
diizeyinin arttigini belirlemislerdir. Dolayisi ile ortamda asir1 bakir bulunmasi durumunda
reaktif oksijen radikalleri 6zelliklede Haber-Weiss reaksiyonu sonucu ¢ok toksik olan
hidroksil radikali iiretimi olmakta, buna cevap olarak da antioksidan enzimlerin arttigini
belirtmislerdir (46,50).

Calismamizda serum bakir ile antioksidan enzim olan CAT arasinda hem DE hem de
DEA grubunda istatistiksel anlamli olmayan negatif bir korelasyon izlendi (siras1 ile r = -
0.05, p=0.7; r = -0.23, p=0.1). Hem DE hemde DEA’de ortamda demir diisiik oldugu igin
CAT enziminin yeterli fonksiyon gosteremedigini diisiindiik.

Demir eksikligi anemisinde demir bagimli olan CAT enzim aktivitesi ile ilgili pek
¢ok calisma bulunmaktadir. Yilmaz ve arkadaslar1 (66), DEA’de antioksidan enzim
aktivitelerini degerlendirmek amaci ile 20 hastanin eritrosit SOD ve CAT enzim
aktivitelerine ve plazmada da MDA, protein karbonil, total siilfidril gruplar
konsantrasyonuna bakmislar, kontrol grubu ile CAT ve SOD enzim aktiviteleri arasinda
fark bulamamuslar, ancak 6nemli antioksidan olan total siilfidril gruplarint DEA’de anlaml
olarak diisiik bulmuslardir. Total siilfidril gruplarmin diisiik bulunmasiin sebebinin
DEA’de oksidan etkinin artmasi olarak yorumlamislardir. Tung ve arkadaslari (67), 21
DEA’li c¢ocukta oral demir tedavisi verip tedavi Oncesi ve sonrasi antioksidan enzim

aktivitesi ve lipit peroksidasyonunu degerlendirmisler, MDA diizeyinin DEA grubunda
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kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu ancak tedavi alan grupla kontrol grubu arasinda
fark izlenmedigini tespit etmislerdir. Dolayis1 ile DEA’de lipit peroksidasyonunun arttigini
ve DEA sirasinda olusabilecek oksidatif stresin takibi i¢cin MDA seviyesinin bir belirteg
olarak kullanilabilecegini diistinmiislerdir.

Kurtoglu ve arkadaslarinin (5), ¢aligmasinda DEA olan 63 vaka, DEA olup alt1 hafta
demir tedavisi verilen 63 vaka, DEA tedavisi alip tedavisi sonlandirilan 63 vakada,
oksidatif stresin degerlendirilmesi amaci1 ile MDA, Glutatyon peroksidaz (GPx)
diizeylerine ve SOD, CAT enzim aktivitelerine bakmislar. Kontrol grubuna gére DEA’de
eritrosit CAT ve SOD enzim aktivitelerinin ve GPx diizeylerinin istatistiksel olarak anlaml
diisiik oldugu gorilmiistiir. Ayrica DEA’de serum MDA diizeylerinin artmis oldugu yani
oksidatif stresinde artmis oldugunu gostermislerdir. Bu c¢alismada alt1 hafta demir tedavisi
verilen grupta ise enzim aktivitelerinin arttigi, MDA diizeylerinin azaldigi goriilmiistiir.
Tedavisi tamamlanan grupla, alt1 hafta tedavi alan grup arasinda enzim aktivitesi ve MDA
diizeyi arasinda fark goriilmemistir. Sonugta demir tedavisinin ilave oksidatif stres
olusturmadigini da belirtmislerdir.

Yoo ve arkadaslar1 (6), 33 DEA (hemoglobin konsantrasyonu < 12 g/dL ve ferritin
konsantrasyonu < 15 ng/ml ) olan kadin hastada tedavi 6ncesi ve 4-6 ay demir tedavisi
verildikten sonra kan oksidan, antioksidan ve CAT aktivitesi bakmislar. Calismanin
sonucunda DEA’ si olan vakalarda kontrol grubuna gore oksidan aktivitenin yiiksek, total
antioksidan aktivitenin ve CAT aktivitesinin diisiik oldugu istatistiksel olarak
gosterilmistir. Ayrica tedavi verilen vakalarinda oksidan, antioksidan ve CAT aktivitesinde
kontrol grubuna goére farklilik izlenmemistir. Ayrica DEA grubunda istatistiksel olarak
anlamli olmamakla beraber hemoglobin diizeyi, total antioksidan aktivite, CAT aktivitesi
ve serum demiri ile oksidan aktivitenin negatif korelasyon gosterdigi bulunmus (sirasi ile r
=0.22, r =-0.14, r = -0.23, r = -0.20). Total antioksidan aktivite ile CAT arasinda ise
pozitif korelasyon bulunmus (r = 0.62, p< 0.05). Bizim c¢aligmamizda hem DE hem de
DEA grubunda ferritin ile katalaz arasinda istatistisel olarak anlamli olmamakla beraber
benzer sekilde negatif korelasyon izlendi (sirasi ile r =-0.02, p=0.8; r =-0.08, p=0.5).

Calismamizda kontrol grubuna gére DE ve DEA grubunda istatistiksel olarak fark
gosterilmemesine ragmen sayisal olarak CAT enzim aktivitesinde azalma oldugu izlendi.
Yapilan ¢alismalarin ¢ogunda CAT enzim aktivitesi eritrositlerde c¢alisilmistir. Bizim
calismamizda ilk kez CAT enzim aktivitesi mitokondride calisildi. Mitokondrilerde CAT
miktarinin daha diisiik oldugu bilinmektedir. Ayrica DE’de mitokondriyal CAT enzimi
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azalmakla beraber eritrositlerde bulunan CAT enzimi kadar etkilenmemis olabilecegini, bu
nedenle istatistiksel olarak anlamli diisiik bulamadigimizi diisiindiik.

Demir eksikligi grubunda istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber COX ve
CAT enzim aktiviteleri arasinda negatif korelasyon izlendi (r = -0.01, p=0.9). Demir
eksikligi anemisi grubunda ise COX ve CAT enzim aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli negatif korelasyon izlendi (r = -0.49, p=0.00).

Calismamizda ayrica serum demir ile CAT aktivitesi arasinda DE’de zayif negatif
korelasyon izlendi (r = -0.24, p= 0.05). Yapilan galismalarda DEA’de oksidan hasarin
arttig1 gosterilmistir. Dolayist ile demir bagimli enzim olan CAT aktivitesinin DE’de artan
oksidan maddelere kars1 cevap olarak aktivitesini artirmaya calistigini bundan dolayr demir
ve ferritin ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber negatif korelasyon
oldugunu, ancak ortamda yeterli demir olmamasi nedeni ile de antioksidan etkisini yeterli
gosteremedigini diislindiik.

Calismamizda mitokondride anemi durumunda COX enzim aktivitesi artarken CAT
enzim aktivitesinde azalma oldugu tespit edildi. Dolayis1 ile DE’ne bagli olarak
mitokondride CAT enzim aktivitesinin yeterli olmamasi sonucunda oksidan aktivite
artmaktadir. Diger taraftan serum bakir yliksekligine bagli olarak da reaktif oksijen radikal
tretimi artacaktir. Serum bakirin yiiksek, serum demirin diisiik olmasi sonucunda
mitokondride COX enzim aktivitesinin arttigini, yeterli fonksiyon géremeyen CAT enzim
aktivitesinin de azaldigini diisiindiik.

Calismamizda; DEA gelismeden, DE durumunda da mitokondrial enzimlerde
etkilenme oldugu gosterildi. Demir eksikligi durumunda serum bakir seviyesinde artmanin
basladigi DEA’de en fazla artisin oldugu tespit edildi. Ortamda artan bakira bagl olarak
mitokondriyal COX enzim aktivitesinin artmaya, azalan demire bagli CAT enzim
aktivitesinin azalmaya basladigi, DE doneminde oksidan etkilenmenin basladigi, anemi

doneminde ise bu etkinin daha da artt1g1 gozlendi.

Sonug olarak, demir eksikliginin anemi gelismeden tedavi edilmeye baslanmasinin

olusacak olan oksidan hasarin 6nlenmesi agisindan 6nemli oldugu diisiintilmektedir.



6. SONUCLAR ve ONERILER

1. Calismamizda DE ve DEA’li vakalarda serum bakir diizeyinin kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugunu (p=0.000), serum demir ile serum bakir
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli olmayan negatif korelasyon oldugunu (sirast
ile r=-0.12, p=0.3; r=-0.13, p=0.3) saptandi. Demir eksikligi ve DEA gruplarinda serum
bakir diizeyinin yliksek olmasinin demirin yetersiz alimimina yada demir ihtiyacinin
artmasina bagl diger iki degerlikli metallerin de tasiyicisi olan DMT1 araciligt ile
barsaktan bakir absorbsiyonunun artmasina bagli olabilecegi diisiintildii.

2. Mitokondriyal COX enzim aktivitesinin kontrol grubuna gére DE’de azaldig1 ve
DEA’de arttig1 goriildii (sirast ile 2.4, 2.0, 2.9 mOD/dk).

3. Demir eksikliginde COX aktivitesinin azalmasi ortamda bakirin oksidan hasar
olusturacak kadar artmamis olmasi ile aciklanabilir.

4. Demir eksikligi anemisindeki COX enzim aktivitesinin kontrol ve DE gruplaria
gore istatistiksel olarak anlamli arttig1 gézlendi (sirast ile p=0.02, p=0.00). Demir eksikligi
anemisindeki COX artisinin COX’un bakir bagimli bir enzim olmasi dolayisi ile artan
bakira bagl artmis oldugunu diisiindiik. Demir eksikligi anemisi vakalarinda serum bakir
ile COX enzim aktivitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber pozitif
korelasyon izlendi (r=0.12, p=0.4).

5. Katalaz enzim aktivitesinin kontrol grubuna goére DE ve DEA vakalarinda
istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber azaldig1 saptandi (p=0.09). Serum demirinin
yeterli olmamasina bagl olarak yapisinda demir bulunan CAT enzim aktivitesinin azaldigi
diistinildii.

6. Demir eksikligi anemisinde mitokondriyal COX enzim aktivitesi artarken
mitokondriyal CAT enzim aktivitesinin azaldigini, aralarinda istatistiksel olarak anlamli
negatif korelasyon oldugu goriildii (r= -0.49, p=0.00). Ortamda demirin az bulunmasi ve

bakirin miktarinin artmis olmasinin sonucu olarak oksidan etkinin DE ve DEA’de arttig1 ve
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buna bagli olarak da antioksidan enzimlerden olan COX enzim aktivitesinin artmis
olabilecegi diistintildii.

7. Calismamizin sonucunda, oksidan hasardan etkilenmenin DE doneminde
basladig1 ve anemi déneminde en yiiksek diizeyde oldugu gosterildi.

Sonug olarak oksidan hasari onlemek igin demir eksikliginin tedavisine anemi

gelismeden baglanmasi gerektigi kanisina varildi.



7. OZET

Demir Eksikligi ve Demir Eksikligi Anemisi Olan Cocuklarda Sitokrom C
Oksidaz, Katalaz Enzim Aktivitelerinin ve Bakir Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Amag¢: Demir eksikligi (DE) ve demir eksikligi anemisi (DEA) vakalarinda
mitokondriyal sitokrom ¢ oksidaz (COX) ve katalaz (CAT) enzim aktivitelerinin etkilenip
etkilenmedigini belirlemek.

Yontem-Gerec: Grup 1(Kontrol): Hemoglobin (Hb) degeri yasa gore normal, serum
ferritin diizeyi 15 ng/ml ve transferin saturasyonu (TS) %15'in iistiinde; Grup 2 (DE): Hb
degeri normal, ferritin diizeyi 15 ng/ml ve/veya TS %15’in altinda; Grup 3 (DEA): Hb degeri
diisiik, ferritin diizeyi 15 ng/ml ve TS %15’in altinda olan, 24 ay-17 yaslar1 arasinda olan ve
her grupta 70 vaka olmak {lizere toplam 210 vaka caligmaya alindi. Her vakadan bir kez kan
ornegi alindi, tiim vakalarin serum bakir diizeyleri, lenfositlerin mitokondrilerinde CAT ve
COX enzim aktiviteleri ¢alisildi.

Bulgular: Gruplar arasi bakir diizeyleri, COX ve CAT enzim aktiviteleri karsilastirild.
Ug grup arasinda CAT enzim aktivitesi arasinda istatiksel olarak fark saptanmadi (p=0,09).
Ancak istatistiksel olarakm anlamli olmasada CAT enzim aktivitesi DEA'li hastalarda daha
diisik olarak saptandi. DE ve DEA olan gruplarda bakir diizeyi, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (sirasi ile p=0.000, p=0.000). En yiiksek
bakir diizeyi DEA grubunda 6lgiildii. DEA grubunda COX enzim aktivitesi hem DE hemde
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (sirasi ile p= 0,000;
p=0,029). Demir eksikligi ile kontrol grubunun COX enzim aktiviteleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi (p= 0.25). Demir eksikligi anemisinde mitokondriyal COX
enzim aktivitesi artarken CAT enzim aktivitesinde azalma oldugu tespit edildi ve her iki
enzim aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif korelasyon saptand: (r = -0.49,
p=0.00).

Tartisma: DE ve DEA’ne cevap olarak bakir absorbsiyonunun artmasina bagli serum
bakir diizeyinin ve yapisinda bakir bulunan COX enzim aktivitesinin arttig1 diisiiniilmektedir.
Ayrica demir absorbsiyonunun azalmasina bagli olarak yapisinda demir bulunan antioksidan
etkili CAT enzim aktivitesinin azaldig1 diisiiniilmistiir. DE ve DEA’de ortamda demirin az
bulunmas: ve bakirin miktariin artmig olmasinin sonucu olarak oksidan etkinin arttigini ve
buna bagli olarak da antioksidan enzimlerden olan COX enzim aktivitesinin arttig1
diistiniilmiistiir. Sonug olarak DEA gelismeden, DE asamasinda da mitokondrial enzimlerde
etkilenme oldugu gosterilmistir. Demir eksikliginin anemi gelismeden tedavi edilmeye
baslanmasinin olusacak olan oksidan hasarin 6nlenmesi acisindan da 6nemli oldugu kanisina
varilmistir.



8. SUMMARY

Evaluation of the Levels of Cytochrome C Oxidase, Catalase Enzyme Activity and
Copper Levels in Children with Iron Deficiency and Iron Deficiency Anemia

Objective: The present study was conducted to evaluate whether the levels of
mitochondrial cytochrome c oxidase (COX) and catalase (CAT) enzyme activity are affected
in patients with iron deficiency (ID) and iron deficiency anemia (IDA).

Materials and Methods: A total of 210 cases aged between 24 months and 17 years
were included in the study, and each group consisted of 70 cases. Group 1 (Control):
Hemoglobin (Hb) level was normal, serum ferritin was 15 ng/ml, and transferrin saturation
(TS) was above 15%; Group 2 (ID): Hb level was normal, serum ferritin was 15 ng/ml, and/or
TS was below 15%; Group 3 (IDA): Hb level was low, serum ferritin was 15 ng/ml, and TS
was below 15%. A single blood sample was collected from each patient, and serum copper
levels, CAT and COX enzyme activities in the mitochondria of the lymphocytes were
assayed.

Results: Copper levels and the levels of COX and CAT enzyme activities were
compared between the groups. No significant difference was observed between the three
groups in terms of CAT enzyme activity (p= 0.09). However, the level of CAT enzyme
activity was quantitatively lower in patients with IDA. Copper levels were found to be
significantly higher in the ID and IDA groups compared to the control group (p=0.000,
p=0.000, respectively). The highest copper levels were observed in the IDA group. The level
of COX enzyme activity in the IDA group was found to be significantly higher compared to
the ID and control groups (p= 0.000 and p= 0.029, respectively). There was no significant
difference between the iron deficiency group and the control group in terms of the level of
COX enzyme activity (p= 0.25). Mitochondrial COX enzyme activity was found to be higher
and CAT enzyme activity was lower in patients with iron deficiency anemia, and there was a
significant negative correlation between the activity levels of the two enzymes (r = -0.49, p=
0.00).

Discussion: Based on the findings of the present study, serum copper levels and the
activity of copper-dependent enzyme COX are elevated due to increased copper absorption in
response to ID and IDA. Furthermore, the study revealed decreased activity of the iron-
dependent antioxidant enzyme CAT in relation to decreased iron absorption. It is considered
that oxidative stress increased due to iron deficiency and eleveted copper levels in ID and
IDA, and this in turn increased the level of antioxidant COX enzyme activity. In conclusion,
this study demonstrated that mitochondrial enzymes were affected by ID, even in the absence
of IDA. We suggest that the treatment of iron deficiency prior to anemia development is also
important to prevent oxidative damage.
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