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OZET

Alpaslan  Savran, Obstriiktif Uyku Apne Sendromunda Demir
Metabolizmasiin Degerlendirilmesi. Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi,
Tibbi Biyokimya Tezi. Zonguldak, 2014.

Amac: Obstriiktif uyku apnesi, uyku sirasinda solunumun tekrarlayan kesintileriyle
karakterizedir. Bu c¢alismada, obstriiktif uyku apnesinde sistemik demir dengesini
etkileyen belirtegleri incelemeyi amagladik.

Materyal ve metot: Calismaya polisomnografiyle tani konulan obstriktif uyku
apneli 37 hasta ve 36 saglikli goniillii dahil edildi. Hastalar apne-hipopne indeksine
gore (hafif < 5-15, orta 15-30, agir >30) ii¢ gruba ayrildi. Ag¢lik kan Ornekleri
toplandi ve demir, demir baglama Kkapasitesi, ferritin, 1L-6, hsCRP, soluble
transferrin reseptori, hepsidin, hemojuvelin i¢in analiz edildi. Demir ve demir
baglama kapasitesi kolorimetrik metot kullanilarak analiz edildi. Ferritin, IL-6,
hsCRP, soluble transferrin reseptor, hepsidin ve hemojuvelin ELISA ile analiz edildi.
Sonuglar Mann-Whitney U test ve Pearson veya Spearman correlation coefficient
istatistiksel testleri kapsayan istatistiksel paket (SSPS 18) ile degerlendirildi. P <0.05
degerleri anlamli kabul edildi.

Bulgular: 1L-6, hsCRP, ferritin, soluble transferrin reseptér ve hemojuvelin
obstriiktif uyku apnesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdi. Demir ve total
demir baglama kapasitesi, hepsidin degerleri ise farkli degildi. Apne-hipopne indeksi
ve parametreler (demir, demir baglama kapasitesi, ferritin, 1L-6, hsCRP, soluble
transferrin reseptorli, hepsidin, hemojuvelin) arasinda istatistiksel olarak anlamli
korelasyon yoktu (p> 0.05). IL-6 ve hsCRP arasinda (r=0.322, p=0.005), hsCRP ve
soluble transferrin reseptor (r=0.318, p=0.006), ve ferritin ile hemojuvelin (r=0.925,
p<0.0001) arasinda anlaml1 korelasyon oldugunu gosterdik.

Tartisma: Calismamizda, obstriiktif uyku apnesinde IL-6, hsCRP, ferritin, soluble
transferrin reseptorii, ve hemojuvelinin arttigin1 izledik. Ancak, obstriiktif uyku
apnesinde hepsidin, demir ve total demir baglama kapasitesi artisi olmadi. Detayli
yapilacak caligmalar obstriiktif uyku apnesinde demirin tam mekanizmasini
aciklamak i¢in planlanmalidir.

Anahtar Kelimeler: Obstriiktif Uyku Apne Sendromu, IL-6, Hepsidin, Hemojuvelin



ABSTRACT

Alpaslan Savran, Evaluation of iron metabolism in Obstructive Sleep Apne
Syndrome. Biilent Ecevit University Faculty of Medicine, Thesis in Medical
Biochemistry. Zonguldak, 2014.

Aim: Obstructive sleep apnea is characterized by repeated disruptions of breathing
during sleep. In this study, we aimed to investigate markers that affect systemic iron
balance in obstructive sleep apnea.

Material and methods: This study including 37 patients with obstructive sleep apnea,
evaluated by polysomnography and 36 healthy volunteer. The patients were divided into
three groups according to their apnea-hypopnea index ( mild <5-15, moderate 15-30,
severe > 30). Fasted blood samples were collected and samples were analyzed for iron,
total iron binding capacity, ferritin, IL-6, hsCRP, soluble transferrin receptor, hepcidin,
hemojuvelin. Iron and total iron binding capacity were measured using an colorimetric
method. Ferritin, IL-6, hsCRP, soluble transferrin receptor, hepcidin and hemojuvelin
were measured by ELISA. Results were assesed by Statistical Package for Social
Sciences (SPSS, version 18), using statistical tests including Mann-Whitney U test and
Pearson’s or Spearman's correlation coefficient. P value < 0.05 was considered as a
significant level.

Results: IL-6, hsCRP, ferritin, soluble transferrin receptor and hemojuvelin showed a
statistically significant increase in obstructive sleep apnea. Iron and total iron binding
capacity, hepcidin values did not differ. There was no a statistically significant
correlation between apnea-hypopnea index and parameters (iron, total iron binding
capacity, ferritin, IL-6, hsCRP, soluble transferrin receptor, hepcidin and hemojuvelin)
(p> 0.05). We demonstrated a statistically significant correlation, IL-6 between hsCRP
(r=0.322, p=0.005), hsCRP between soluble transferrin receptor (r=0.318, p=0.006) and
ferritin between hemojuvelin (r=0.925, p<0.0001)

Conclusion: In our study, we found higher IL-6, hsCRP, ferritin, soluble transferrin
receptor and hemojuvelin in obstructive sleep apnea. However, hepcidin, iron and total
iron binding capacity are not elevated in obstructive sleep apnea. Further studies with
detailed must be planned to explain the exact mechanism of iron in obstructive sleep
apnea.

Keywords: Obstructive sleep apnea syndrome, 1L-6, Hepcidin, Hemojuvelin
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1.GIRIS

OUAS, uyku sirasinda havayolu tikanikli§i nedeniyle hipoksi/apne ataklarinin
gorildiigi, oldukca sik goriilen bir sendromdur (1).

OUAS’nda ataklar sirasinda goriilen oksihemoglobin desatiirasyonu ve
desatiirasyonu izleyen hizli reoksijenasyonla olusan tekrarlayan kisa dongiilii
hipoksi, oksidatif strese ve NF-«B ile iligkili inflamatuvar yollarin aktivasyonuna
neden olur (2,3). Bircok c¢alismada OUAS’nda inflamatuvar sitokinlerin arttigi,
0zellikle TNF-o’nin bu inflamasyonda direkt rol oynadigi gosterilmistir (4,5). Hiicre
icinde oksijen homeostazisin ana diizenleyicisi olan HIF-1 sinyal yolu, hipoksi
durumunda hiicrenin adaptasyon cevabini olusturmasini saglar (6). Aralikli olusan
hipokside HIF-1 upregiilasyona ugrar ve eritropoetin gen transkripsiyonunu aktive
eder (7,8). Eritropoetin hormonuyla aktive edilen eritropoezis ile oksijen tagima
kapasitesi artirilmaya caligilir.

Demir, eritrositlerde hemoglobin yapisinda oksijen tasiyict olarak gorev alan
bir elementtir. Yetiskin bireylerde baslica eritropoezisde kullanilmak iizere giinde 25
mg demir ihtiyaci bulunmaktadir. Demir sirkulasyonda transferine baglanarak taginir
ve transferrin reseptorii ile hiicrelere alinir. Eritropoezisde artmig demir ihtiyacinin
temini igin eritroid onciillerde transferrin reseptorii yiiksek oranda eksprese edilir (9).

Hepsidin karacigerden salinan ve eritropoezis de kullanilan demirin
homeostazisini saglayan, énemli bir hormondur. Bu hormon araciligiyla demirin
barsaklardan emilimi ve makrofajlardan dolagima salinimi azaltilarak, sistemik demir
regiilasyonu saglanir (10). Hemojuvelin, hepsidin ekspresyonunu BMP sinyal
yoluyla indiikleyen bir membran proteinidir (11). BMP sinyal yolu disinda
proinflamatuvar sitokinler, 6zellikle IL-6, STAT-3 yoluyla hepsidinin ekspresyonunu
artirir (12).

Biz bu ¢alismada, hipoksiyle karakterize OUAS hastalarinda literatiirde ilk
kez gosterilecek olan demir metabolizmasmin belirteglerini  degerlendirmeyi

amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Obstriiktif Uyku Apne Sendromu (OUAS)

OUAS, iist solunum yolu instabilitesi nedeniyle uyku sirasinda horlama, solunumun
azalmast (hipopne) veya kesilmesiyle (apne) karakterize ataklarin goriildiigii bir
sendromdur.

OUAS genel popiilasyonda olduk¢a yaygin goriillen bir sendromdur (13).
Solunumsal hastaliklar arasinda ise astimdan sonra goriilen en sik ikinci hastaliktir
(14). Yapilan ¢alismalarda erigkin erkeklerdeki prevalansi %3-7, eriskin kadinlardaki
prevalanst %2-5 araliginda bulunmustur (13). Tirkiye’de yapilan galismalara ait
OUAS prevalansi ise %0.9-1.9 arasinda oldugu gorilmiistiir (15).

Ust solunum yolunu daraltan ya da tikanmasini kolaylastiran faktorler OUAS

riskini artirmaktadir. Bu risk faktorleri asagida tanimlanmuistir.

2.2. OUAS Risk Faktorleri

2.2.1. Yas

OUAS’nda prevalansin 40-65 yas grubunda arttigi ve 65 yasindan sonra azaldigi
bildirilmektedir (16,17). Yaslanma ile birlikte yag dagilimi, doku esnekligi, solunum
kontrolii, akciger ve kardiyovaskiiler fonksiyonlarda goriilen degisimlerin st
solunum yolu obstriiksiyon olasiligini arttirdigi diistiniilmektedir (18). OUAS eriskin
donemi disinda gocukluk ¢aginda da goriilebilir. 2-8 yas araligindaki ¢ocuklarin
%?2’si adenotonsiller hipertrofi ile iligkili olarak meydana gelen OUAS’ndan
etkilenmektedir (19).

2.2.2. Cinsiyet
Orta yas doneminde erkeklerde OUAS sikligi kadinlardan daha fazla bildirilmistir.

Klinik bagvurulara dayali ¢alismalarda kadinlarla karsilastirildiginda, erkeklerde
OUAS goriilme riski 5 ile 8 kat artmig olarak bulunmustur (20). Popiilasyon tabanli



yapilan calismalarda ise OUAS goriilme riskinin, kadinlara gore erkeklerde 2 ile 3
kat artmis oldugu gosterilmistir (1,21). Erkeklerde kadinlara gére daha uzun hava
yolu olmasi, erkeklerde OUAS sikliginin daha yiiksek olmasmin en belirgin
nedenlerinden biri olarak gortilmektedir (22,23). Mesleksel ve ¢evresel etkenler, tist
solunum yolu yapist ve kompliyansi, yumusak doku yapis1 ve bolgesel yag dagilimi
gibi nedenlerin OUAS’nun cinsiyete baglhh goriilme sikligmi etkiledigi
distiniilmektedir (24). Kadinlarda ise menopoz oncesi doneme gore postmenopozal

kadinlarda OUAS nun goriilme sikliginin en az dort kat arttigi gosterilmistir (21).

2.2.3. Obezite

Obezite OUAS’nun gelisimi i¢in major bir risk faktoriidiir (25). Bu hastalarin
%70 nin obez oldugu tespit edilmistir (26). OUAS riski VKI >29 olanlarda 8-12 kat
artmistir. Ust viicut obezitesi olanlarda ve VKI >40’dan biiyiik olan morbid
obezlerde bu risk daha yiiksektir (18,27). Calismalar kilonun modifiye edilebilir bir
risk faktorii olduguna isaret etmektedir (28,29). Sabit kiloya gore 4 yillik bir
periyotta kiloda %10’luk bir kayrp apne-hipopne indeksi’'nde (AHI) % 23’liik
azalmaya neden olurken, kiloda %10’luk artig iliml1 veya agir OUAS gelisiminde 6
katlik bir risk artigina ve AHI’de %32’lik artisa neden olmaktadir (28).

2.2.4. Irk

Amerikal1 beyaz ve Afro-amerikan gruplar arasinda yapilan ¢alismada elde edilen
verilerde, Afro-amerikanlarda OUAS prevalansinin daha yiiksek oldugu goriiliirken,
ayrica OUAS’nun daha agir diizeyde seyrettigi bildirilmistir (30).

2.2.5. Sigara, alkol ve sedatif kullanim

Yapilan ¢aligmalarda sigara icenlerde 3 kat daha fazla OUAS riski oldugu tespit

edilmistir (31). Sigara ve c¢evresel maruziyete bagl olarak hava yolu inflamasyonun

artmasi, alkol ve sedatif ilag kullaniminin ise {ist solunum yolunda hipoglossal



sinirde iletiyi azaltarak noéromiiskiiler aktivitede azalmaya sebep olmasi OUAS i¢in
bir risk teskil etmektedir (16,32,33).

2.2.6. Anatomik faktorler

Boyun cevresi Olciimii OUAS i¢in belirleyici bir faktordiir. Boyun cevresinin
erkeklerde 43 cm, kadinlarda ise 38 cm Ustiinde olmas1 bir risk faktorii olarak kabul
edilmektedir (27). Cocukluk c¢aginda goriilen adenotonsiller biiyiime, fasyal
dismorfizm ya da mandibuler anormallikler (6zellikle mikrognati) gibi bozukluklarin

OUAS ile birlikteliginin sik oldugu tespit edilmistir (34).

2.2.7. Eslik eden hastaliklar

Ust solunum yolu anormalliklerinde, akciger (KOAH vb.), endokrin (Diyabetus
mellitus, Hipotroidi), psikiyatrik ve noromiiskiiler (Amyotrofik Lateral Skleroz,

Multiple Skleroz) birgok hastalikta OUAS daha sik goriilmektedir (24).

2.3. OUAS Etyolojisi

Ust solunum yolu (USY) konusma, yutma ve solunum gibi fonksiyonlarin
gerceklestigi, kas dokusundan olusan tiip seklinde bir yapidir. Yumusak dokulardan
olusan USY’nin rijit bir destegi bulunmamaktadir, bu nedenle kollabe olmaya
egilimlidir (35). Erkeklerde kadinlara gére hava yolunun daha uzun olmasi,
erkeklerde OUAS prevalansinin daha yiiksek olmasinin nedenlerinden biri olarak
goriilmektedir (22,23). Parafarengeal yag dokusundaki artiga neden olarak USY nun
daha kolay kollabe olmasina yol acan obezite de OUAS gelisiminde 6nemli bir
etkendir (22,23). USY’nun kesit alaninda azalmaya neden olan degisikliklerin,
OUAS’nun siddeti ile korele oldugu gorilmistir (22,23). Mekanik (septal
deviasyon, nazal polip gibi) ya da inflamatuar/vazomotor (akut /kronik rinit gibi)
nedenlere bagli nazal obstriiksiyon, makroglossi ve tonsiller hipertrofi gibi nedenler

OUAS patogenezinde rol oynamaktadir (22,23,36,37) Ayrica sirt tstii yatis gibi



postiir degisikleri de dil ve palatal yapilarin posteriora dogru yer degistirmesine

neden olarak hava yolu kesit alanin1 daraltmaktadir (35).

2.4. OUAS’nun Klinik Ozellikleri ve Tanisi

2.4.1. OUAS’nun Klinik ozellikleri

OUAS’nun semptomlar1 gece ve giindiiz goriilenler olmak iizere ikiye ayrilir (14).

OUAS’nun en sik goriilen ve karakteristik gece semptomlar: sirasiyla
horlama ve apnedir (14). Horlama OUAS’nun en yaygin semptomudur. Tim
hastalarin % 95’inde goriiliir (38). Ancak horlamanin, normal yetigkinler arasinda
¢ok yaygin goriilen bir bulgu olmasi nedeniyle (kadinlarda %25-30’unu, erkeklerde
%40-45) tanisal degeri azdir (39).

Uyku sirasinda solunumun durmasi, uyku klinigine hastanin bagvurusunda
horlamayla birlikte goriilen yaygin bir semptomdur (38). Uyku sirasinda solunumun
durmasi1 tan1 koydurucudur, ancak hastaligin siddetini gostermez (40). OUAS’Iu
olgularin % 5-10’unda hava yolundaki daralma tam tikanmaya (apne) neden olur.
Gelisen apneyi takiben kanda parsiyel O, basinci ve pH diiserken, parsiyel CO;
basinci yiikselir. Bu gelismeler santral sinir sistemi kemoreseptorlerini uyararak,
kisinin apneden kurtulmasi i¢in refleks olarak uyanmasina, tekrar kaslarin tonusunun
artmasma ve negatif basinci yenerek kollabe bolgenin agilmasina neden olur.
Dolayisi ile hava akimi tekrar baslar, apne ortadan kalkar. Parsiyel O, basinc1 ve pH
yiikselir, parsiyel CO, basinci diiser. Kisi tekrar uykuya dalar. Bu sekilde uykuya
dalma, apne, uyanma periyotlar1 uyku boyunca devam eder (24). OUAS’nda sik
goriilen gece semptomlarina insomni, noktiiri, eniirezis, diyaforez ve impotans gibi
daha az goriilen bulgular eslik edebilir (41).

Uyku hali, OUAS’nun en 6nemli giindiiz semptomudur (38). Giindiiz gériilen
uyku haline yorgunluk, hafiza bozuklugu, kisilik degisiklikleri, sabah bulantisi, sabah

basagrisi, otomatik davranislar ve depresyon gibi semptomlar eslik edebilir (14).



2.4.2. Tam

OUAS tamist i¢in en ¢ok kullanilan teknik altin standart olan bir gecelik
polisomnografi’dir  (42). Polisomnografi; elektroensefalogram (EEG),
elektrookiilogram (EOQG), elektromyogram (EMG), oronazal hava akimi, gogiis
kafesi eforu, viicut pozisyonu, horlama mikrofonu, elektrokardiyografi (EKG) ve
oksihemoglobin satiirasyonu ol¢iimlerini iceren en az 12 kanalli kayit yapabilen bir
tan1 aracidir.

Polisomnografi kaydinda en az 10 saniye siire ile termal sensorle oOlciilen
hava akimi sinyalinde % 90’dan fazla azalma apne olarak tanimlanmaktadir. En az
10 saniye siire ile nazal basing sinyalinin bazale gore en az %30 azalmasi, bazale
gore en az %4’lik desatiirasyon ve olay siiresinin en az % 90’lik kismimin kabul
edilen amplitiid kriterini saglamasi hipopne olarak tanimlanmaktadir. Uyku saati
basina diisen apne ve hipopnelerin toplam sayis1 Apne-Hipopne indeksi (AHI) olarak
tanimlanir. AHI degerlendirmesine gére 5°in altindaki skorlamalar polisomnografik
olarak normal kabul edilirken, 5-15 arasindaki skorlar hafif agirlikta, 15-30
arasindaki skorlar orta agirlikta OUAS, >30 skorlar agir diizeyde OUAS olarak
kabul edilir (24,43).

2.5. OUAS’nda Gériilen Sistemik Degisikler

2.5.1. inflamasyon

OUAS’nda desatiirasyonu izleyen hizli reoksijenasyonla olusan tekrarlayan kisa
dongiilii hipoksinin inflamatuvar siireci tetikledigi diisliniilmektedir. Dongiisel
hipoksi ile birlikte reoksijenasyon, iskemi-reperfiizyon hasarina benzeyen hasar
olusturmaktadir (44,45). Hipoksi ile iskemik kalan bolgeye tekrar oksijenin gelmesi
sonucunda, siiperoksid radikali (O;") gibi reaktif oksijen tiirlerinin liretiminde artis
oldugu gosterilmistir (45). Artmis reaktif oksijen tiirevleri ve hipoksi transkripsiyon
faktorii olan Niikleer Faktor-«B (NF-kB)’nin aktivasyonuna yol agmaktadir. NF- «B;
Timor Nekrozis Faktor-o (TNF-a), IL-6 gibi bircok proinflamatuvar sitokinin

{iretimini artirir (46). Ozellikle baskin proinflamatuvar sitokin olan TNF- o bazi



vaka-kontrol calismalarinda kontroller ile karsilastirildiginda OUAS hastalarinda
obeziteden bagimsiz olarak yiliksek bulunmustur (5). Ayrica OUAS ile ilgili yapilan
bir cok calismada noétrofillerin ve monositlerin vaskiiler endotelyuma adezyon
stirecinde anahtar rol oynayan kemokin olan IL-8, monosit kemotaktik protein-1
(MCP-1), interselliller adezyon molekiilii-1 (ICAM-1), vaskiiler hiicre adezyon
molekiili-1 (VCAM-1) ve selektin ailesi gibi degisik hiicresel adezyon
molekiillerinin yiikseldigi goriilmistiir (47,48).

2.5.2. Hematolojik sistem

Hayvan ve hiicre modellerinde kronik dongiisel hipoksiye cevap olarak, oksijen
homeostazisinde anahtar faktdr olan HIF-1 transkripsiyon faktoriiniiniin aktive
oldugu gosterilmistir (49). HIF-1 dongiisel hipoksiye cevap olarak eritropoetin
(EPO) sentezini indiikler (49). EPO kirmizi kan hiicrelerinin {iretimini artirarak,
kanin oksijen tasima kapasitesini etkileyen bir hormondur (8). HIF-1 ayrica vaskiiler
endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF) transkripsiyonunu saglayarak olgun
endotelyal hiicrelerin hipoksik bdolgelere migrasyonunu dolayisiyla anjiyogenezi
artirir (50). Ozellikle agir gece hipoksemisi olan OUAS hastalarinda HIF-1 geninin
tirlinii olan EPO ve VEGF niin serum diizeylerinin yiikseldigi gozlenistir (51,52).
OUAS’lu hastalarda yapilan ¢alismalarda prokoagiilan molekiiller olan;
fibrinojen, aktive pihtilasma faktorleri olan F7a, Fl12a ve trombin/antitrombinIIl
kompleksi, platelet aktivitesi ve fibrinolizi inhibe edici enzim plazminojen aktivator
inhibitér ~ (PAI-1) artmis olarak bulunmustur. OUAS’nda  goriilen bu
hiperkoagiilabiliteyle ilgili durumun kardiyovaskiiler hastaliklar icin de bir risk

faktorii oldugu diistiniilmektedir (53,54,55,56).
2.5.3. Kardiyovaskiiler sistem
OUAS hastalarinda  kardiyovaskiiler hastalik  gelismesinin  altinda  yatan

mekanizmalar hala tam olarak anlasilamamis olmasina ragmen, artmis sempatik

sistem aktivitesi, endotelyal disfonksiyonu, inflamatuvar yollarin aktivasyonu ve



metabolik diizenlemenin bozulmasini da igeren multifaktoriyal bir siire¢ oldugu
distiniilmektedir (57).

OUAS hastalarinda goriilen tekrarlayan uyku béliinmeleri sempatik aktiviteyi
artirmaktadir (58). Sistemik sempatik noral aktivasyonun gostergesi olan plazma ve
idrar norepinefrin diizeyleri OUAS hastalarinda kontrollere gore yiiksek bulunmustur
(59,60). OUAS hastalarinda olduk¢a sik olarak goriilen kan basmecr ile ilgili
diizensizliklerin artmis sempatik aktiviteyle iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (61).
OUAS’nda kardiyovaskiiler sistem hastaliklariyla ilgili one siiriilmiis diger bir
mekanizmada endotelyal disfonksiyondur. Endotel tarafindan salinan onemli bir
vazodilatator madde olan nitrik oksid (NO) seviyelerinin OUAS’lu hastalarda
azalmis oldugu goriilmiistiir (62). Bunun yaninda NO salinimindan sorumlu olan
endotelyal NO sentaz (eNOS) antagonisti olan asimetrik dimetilarjinin (ADMA)
diizeylerinin de OUAS’lu hastalarda artmis oldugunu gosteren bazi caligmalar
bulunmaktadir (63). Endotelden salinan vazokonstriktor etkili bir madde olan
endotelininde, OUAS’nda arttig1 ve hipertansiyon gelisiminden sorumlu tutuldugu
calismalar bulunmaktadir (64).

OUAS hastalarinda artmig CRP, IL-6 TNF-a ve artmis adezyon
molekiillerinin  ateroskleroz  siirecinin  hizlanmasina  yardimcit  olabilecegi
diistiniilmektedir (5,48,65).

Ayrica, insiilin direnci ve anormal lipid metabolizma 06zelligi gosteren
metabolik sendromun bazi bilesenlerinin OUAS ile bagimsiz bir iliskisi oldugunu
gosteren calismalar bulunmaktadir. Bu caligmalarda bulunan bulgulara gore artmis
sempatik aktivitenin visseral yag hiicrelerinden serbest yag asitlerinin salinmasina
neden olarak lipolizi artirdigi, artmis serbest yag asitlerinin inflamatuvar yollar

aktive ettigi ve insiilin direncine yol actig1 diisliniilmektedir (66).

2.6. Demir

Demir; enerji metabolizmasi, oksijen taginmasi ve solunumu da igeren bir ¢ok
hiicresel olayda gerekli esansiyel bir elementtir (67). Insanlarda hemoproteinlerde ve
bircok enzimde bulunan non-hem demir iceren proteinlerin yapisinda kofaktor

olarak fonksiyon yapmaktadir. Oksijen baglanmasi ve taginmasinda gorevli



hemoglobinler, oksijen metabolizmasindaki gorevli katalaz ve peroksidaz gibi
enzimler, hiicresel solunum ve elektron transferinde gorevli sitokromlar onemli
hemoprotein yapilaridir. Non-hem demir igeren proteinler; DNA sentezi, hiicresel
cogalma ve farklilasma (riboniikleotid rediiktaz), gen diizenlenmesi, ilag
metabolizmasi ve steroid sentezi gibi temel hiicresel olaylarda gorevlidirler (68).
Yetmis kilogram agirhigindaki erigkin bir erkek bireyde total viicut demiri
yaklagik 3.5 gr’dir. Demir insan viicudunda ferrik (Fe™) veya ferrdz (Fe*?) demir
olarak iki formda bulunur. Redoks aktivitesi nedeniyle oksidatif reaksiyonlara yol
acmamak i¢in insan viicudunda demir iyonlar1 serbest formda tutulmamaktadir. Bu
nedenle viicuttaki demirin % 65 kadar1 hem seklinde eritrositlerin hemoglobininde,
%10 kadar1 myoglobin, enzimlerde ve sitokromlarda, kalan miktar1 ise karacigerde,
retikiiloendotelyal sistem makrofajlarinda ve kemik iliginde bulunur (69).
Memelilerin demir atilimi i¢in diizenleyici mekanizmasi olmadigindan, sistemik
demir homeostazisi; demir emiliminin, demir geri doniislimiiniin ve demir
depolarindan ~ mobilizasyonun  koordineli  bir  sekilde  diizenlenmesiyle
stirdiiriilmektedir (70). Viicuttaki demir gereksiniminin ¢ogunlugu yaslh eritrositlerin
karaciger ve dalak makrofajlar1 tarafindan parcalanmasiyla aciga ¢ikan hem

demirinin (20-30 mg/giin) geri doniigiimiiyle karsilanmaktadir (71).

2.6.1. Demir emilimi ve mobilizasyonu

Normal giinliik diyetle aliman demir miktart 15-20 mg’dir ve bunun 1-2 mg’1
duodenumdan emilir (71). Besinsel demir hem (%10) ve non-hem (iyonik, % 90)
olmak tizere iki formda bulunmaktadir (72). Besinsel non-hem demiri esas olarak
ferrik formda bulunmaktadir ve emilimden 6nce ferr6z forma indirgenmesi gerekir
(73). Duodenal firgamsi kenarda eksprese olan duodenal sitokrom b (Dcytb) ferrik
demiri ferr6z forma indirgeyen bir ferrik rediiktazdir (74). Ferroz demirin emilimi
enterositlerin apikal membraninda bulunan, bilinen tek intestinal demir alicis1 olan
divalent metal transporter-1 (DMT-1) yolu ile olmaktadir (75). Hem demirinin
absorbe edilmesinin mekanizmasi ise hala tam olarak aydinlatilamamistir ancak
reseptor aracili endositoz ile veya hem tasiyici protein-1 (hem-carrier protein-1)

(HCP1) yolu ile direkt transport olabilecegi ileri siiriilmektedir. Hem yapisindaki



demir enterositteki hem-oksijenaz-1 (Hox-1) enzimiyle sitozole ferréz formunda
salinir (72). Fe*? hiicrede ferritin olarak depolanip, dokiilen enterositlerle birlikte
atilmakta ya da ferroportin araciligi ile basolateral membrandan plazmaya
geemektedir (76) (Sekil 1A). Ferroportin viicuttaki tek demir eksporter proteinidir ve
plazma demir konsantrasyonunun diizenlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir. 571
aminoasidden olusan, 67 kDa agirhiginda bir transmembran proteini olan
ferroportinin duodenal mukozada, makrofajlarda, hepatositlerde eksprese oldugu
calismalarda gosterilmistir (77). Enterositten dolasima salinan demir transferrine
baglanmadan Once, enterositlerin bazolateral yiiziinde eksprese olan bir multibakir
oksidaz olan hephaestin tarafindan ferr6z formu ferrik forma oksitlenmektedir (78).
Besinlerle emilen demire ilave olarak makrofajlardan ferroportin yolu ile ferroz
demirin ferrik forma seruloplazmin tarafindan oksitlenmesiyle de demir dolasima

girebilir (79) (Sekil 1B).

Sekil 1: Demirin barsak hiicrelerinden emilimi, barsak hiicrelerinden ve

makrofajlardan plazmaya gegisi (80,81)

A- Enterosit Hucresi B-Makrofaj Hucresi
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1-Besinsel ferrik demirin ferréz forma indirgenmesi

2-Ferréz demirin DMT-1 yoluyla enterosit igcine taginmas

3-Enterosit icinde DMT-1 yoluyla gelen ve Hox-1 enzimiyle agiga ¢cikan ferroz demir.
4-Ferrdz formun tekrar ferrik forma dénusilp transferrine baglanmasi
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2.6.2. Demirin hiicrelere tasinmasi ve alinmasi

Demir dolasima girdiginde transferrine baglanir ve c¢esitli yerlere kullanim veya
depolanma i¢in tasinir. Transferrine baglanmanin nedeni demiri fizyolojik sartlarda
solubl halde tutmak, demir bagiml serbest radikal olusumunu 6nlemek ve demirin
hiicre icine transferini kolaylagtirmaktir. Transferin baglica karaciger tarafindan
sentezlenen ve salgilanan, 80 kDa agirliginda, 679 aminoasitten olusan bir
glikoproteindir. N-terminal bolgesi 1-336 no’lu aminoasitlerden, C-terminal bolgesi
Ise 337-679 no’lu aminoasitlerden olugsmustur. Her iki bolgede birer demir baglama
bolgesi bulunur ve her bir bolgeye birer adet ferrik demir atomu baglanmaktadir (82).
Demir bagl transferin, transferrin reseptorii tasiyan kemik iligi, karaciger ve
imminsistem hiicrelerine dagitilir (9). Transferrin  ve transferrin reseptor
etkilesiminde, hiicre membraninin invajinasyonu ile reseptér kompleksini igeren
endozom olusumu gergeklesir. Endozomun asidifikasyonu konformasyonel
degisikliklere neden olarak demirin transferrinden ayrilmasii saglar (83).
Transferrinden ayrilmis demir Fe* formda bulunmaktadir. Endozom membraninda
bulunan bir metallorediiktaz proteini olan STEAP3 tarafindan Fe*? formuna
indirgenir ve endozomdan stoplazmaya DMT1 aracilifiyla tasinir. Tekrarlayan bu
siklusun devami icin transferin dolasima, transferrin reseptorii ise hiicre membranina

geri doner (82).
2.7. Transferrin reseptorii (TfR)

Transferrin reseptorii (TfR) 760 aminoasitten olusan ve molekiiliin agirligr 190 kDa
olan bir glikoproteindir. Fonksiyonel reseptor, iki disiilfit kopriisiiyle baglanmig iki
monomerden olusmaktadir (84). TfR’nin dolagimdaki formu dokudaki reseptor
monomerinin suda ¢oziinebilir (solubl) seklidir. Solubl TfR (sTfR), transferrinle
kompleks yapmis dokudaki reseptor monomerinin ilk 100 aminoasidini, membranla

iliskili serin proteaz araciligiyla kaybetmesi sonucunda olusur (85) (Sekil 2).
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Sekil 2: Transferrin reseptorii ve solubl transferin reseptorii.
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Hemen hemen tiim hiicreler, olgun kirmiz1 hiicreler harig, ylizeylerinde TfR
sahiptirler. Normal bir eriskinde TfR’nin % 80’1 eritroid iliktedir. Serumda 6lgiilen
sTfR kiitlesi hiicresel TfR miktar1 ile orantilidir ve ¢ogunlukla eritroblastlardan ve
daha az olarak retikiilositlerden kaynaklanmaktadir (85).

Cogalan hiicrelerdeki reseptdr yogunlugu, demirin kullanilabilirligi ile
iligkilidir. Demir ihtiyaci oldugunda TfR sentezi indiiksiyonu goriiliirken, asir1 demir
oldugunda ise TfR sentezi baskilanmaktadir. Eritropoezde artmis demir ihtiyacinin
temini i¢in eritroid Onciillerde transferrin reseptorii yiiksek oranda eksprese olur
(86). Hipertransfiizyon, kronik renal yetmezlik, agir aplastik anemi veya yogun
kemoterapi sonrast gibi eritroid hipoplazi ile karakterize durumlarda azalmis sTfR
diizeyleri goriilmektedir (87). Konjenital diseritropoetik anemi, hemolitik anemi,
herediter sferositoz, orak hiicre anemi, talasemi major veya intermedia,
megaloblastik anemi veya sekonder polisitemi gibi eritropoezin uyarildigi

durumlarda artmig sTfR diizeyleri goriilmektedir (88).
2.8. Ferritin

Fe*? hiicre igine girdiginde, ferritine baglanarak depolanmaktadir ve serum ferritini
demir depolarinin bir gostergesidir.

Ferritin; H (heavy veya heart) ve L (light veya liver) olmak iizere baslica iki
alt iinitesi olan 24 protein alt biriminden olusan en az 440 kDa agirliginda bir
heteropolimerdir. L alt birimi 19.7 kDa agirliginda ve 174 aminoasitten, H alt birimi

ise 21 kDa agirliginda olup 182 aminoasitten olusmustur. Alt birimler merkezde bir
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bosluk birakarak kiiresel ferritin molekiilii olustururlar. Bu boslukta yaklasik 4500
adet kristal demir atomu poli-demir-fosfat oksid formunda depolanmaktadir. Ferritin
molekiilii iizerinde hidrofilik aminoasitlerle kapli 8 adet kanal, hidrofobik
aminoasitler ile kapli 6 adet kanal bulunmaktadir. Hidrofilik kanallar serin, histidin
ve sistein kalintilari ile kapli ve aspartik asit ve glutamik asit ile sonlanmaktadir. Bu
aminoasitlerin yiliksek oranda metal ligand baglama yetenekleri bulunmaktadir. Bu
kanallar sayesinde demirin ferritin kabugundan igeri veya disar1 hareket ettigi
diistiniilmektedir (89).

Serum ferritin diizeyleri demir eksikligi anemisi ve flebotomide belirgin
olarak azalir. Asir1 demir yiiklenmesi ve hemakromatoz durumlarinda artmaktadir
(90,91). Ferritin ayrica akut ve kronik inflamasyon durumlarinda da artmaktadir. Bu
artty, CRP, aj-asid glikoprotein gibi diger akut faz reaktanlariyla koreledir. Bu

ozelliginden dolay1 ferritin inflamasyon belirteci olarak kullanilabilir (92,93).

2.9. Hepsidin

Hepsidin bir antimikrobiyal peptid olarak ilk defa 2000 yilinda tanimlanmistir (94).
Karaciger kaynakli olmasi ve in vitro bakterisidal etkileri nedeniyle hepsidin
(hepatik baktericidal protein) olarak adlandirilmistir (95). Insan hepsidin geni
(HAMP) kromozom 19q13.1°de lokalizedir (96). Hepsidin 84 aminoasitten olusan
preprohepsidin olarak sentezlenir. C-terminalindeki pre yapisinin enzimatik
parcalanmasiyla 64 aminoasit uzunlugunda prohepsidin peptidi meydana gelir.
Prohepsidin endoplazmik retikulum limenininden sitoplazmaya salindiktan sonra,
Pro bolgesindeki 39 aminoasidi kaybeder ve 25 aminoasitten olusan 27 kDa
agirh@indaki aktif hepsidin formu agiga ¢ikar. Aktif formdaki hepsidin peptidinde
sistein molekiilleri arasinda 4 adet disiilfit kdpriisii bulunur (97). Hepsidin aktivitesi
i¢cin N-terminal aminoasitlerinin esansiyel oldugu, N-terminaldeki ilk 9 aminoasitten
olusan “minihepsidin” formunun biyoaktivite i¢in yeterli oldugu gosterilmistir (98).

Hepsidin demir diizenleyici hormon olarak bilinir ve major fonksiyonu
dokulardan demiri ayirmak, serum demir seviyelerini diisiirmek ve besinlerden
demir emilimini azaltmaktir. Hepsidin demir homeostazisini ferroportin down

reglilasyonuyla diizenlemektedir (99). Hepsidinin ferroportinin hiicre disindaki
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yiizine baglanmasiyla, hiicre ic¢inde janus kinaz-2 aktive olmaktadir bu da
ferroportinin internalizasyonu, ubikitinasyonu ve degradasyonu ile sonuglanmaktadir
(100). Hepsidin ile indiiklenmis ferroportinin internalizasyonu, duodenal
enterositlerden, makrofajlardan ve hepatositlerden dolasima azalmis demir akisiyla

sonuclanmaktadir (99) (Sekil 3).

Sekil 3: Hepsidinin etkileri (101)
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Hepsidin ekspresyonu baslica BMP sinyal yoluyla transkripsiyonel diizeyde
kontrol edilmektedir (102). BMP6 bu siiregte 6nemli rol oynar (103). Artmis serum
demir konsantrasyonuyla uyarilan BMP reseptorii 1 ve BMP koreseptorii olan
hemojiivelin tarafindan baglatilan SMAD 1/5/8 transkripsiyon faktorlerinin
fosforilasyonuyla ile niikleusta hepsidin sentezi artirthir (102). Hepsidin sentezi
ayrica inflamasyon ve enfeksiyon tarafindan da artirilmaktadir. inflamatuvar siirecte
aktive makrofajlardan salman IL-6, IL-6 reseptdriine baglanarak Janus kinaz
(JAK)/STAT-3 sinyal yolunu aktive ederek, hepsidin sentezini artirmaktadir (104)
(Sekil 4).
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Sekil 4: Hepsidin sentezi sinyal yollar1 (105)

BN PGS

2.10. Hemojuvelin

Hemojuvelin “Repulsive Guidance Molekiil (RGM)” ailesinin bir {iyesidir ve RGMc
olarak bilinir (106). Hemojuvelin 1921 kromozomunda lokalize olan HFE2 geni
tarafindan kodlanmaktadir (107). HFE2 iskelet kasi, kalp ve karacigerde yiiksek
miktarda eksprese edilir (106).

Hemojuvelinin  hepsidin  iiretiminin  diizenlenmesinde ve  demir
homeostazisinde esansiyel oldugu gosterilmistir (108,109). HFE2 genindeki
homozigot veya birlesik heterozigot mutasyonlar herediter hemakromatozislerin en
agir formu olan juvenil hemakromatoza sebep olmaktadir. Hemojuvelin
mutasyonlart yoluyla juvenil hemakromatozlu hastalarda ¢ok diisiik hepsidin
seviyeleri saptanmistir. Hemojuvelin mutasyonlu juvenil hemokromatoz hastalarinda
ozellikle; karaciger, kalp ve pankreasta agir demir birikimiyle sonuglanan hepatik
hepsidin ekspresyonunda belirgin baskilanma goriilmektedir (106).

Hemojuvelin membrana bagli ve solubl form olmak tizere iki sekilde
bulunur. Membrana bagli hemojuvelin, bone morphogenetic proteinlerin (BMPs)
koreseptoriidir ve BMP/SMAD sinyal yolag: {izerinden hepsidin sentezini saglar
(102,110). Hiicre yiizeyinde BMP ligandinin BMP reseptdriine baglanmasiyla
olusan ligand-reseptor kompleksi, sitoplazmadaki SMAD1, SMAD5 ve SMADS
fosforilasyonunu baslatan reseptorii aktive etmektedir. Fosforile SMAD (pSMAD)
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sekli, SMAD4 ile heteromerik kompleks yaparak, hedef genlerin transkripsiyonunu
indiikleyecegi niikleusa tagmir (111). BMP 6 endojen hepsidin tiretiminin pimer
indiikleyicisi olarak bilinmektedir (112).

Membrana bagli hemojuvelin proteinin proteolitik yikilimi ile birgok izoform
yapist meydana gelir. Matriptaz-2 ve furin proteazlariyla membrana bagh
hemojuvelin pargalanir ve solubl ekstraselliller hemojuvelin yapisi agiga ¢ikar (113).
Membrana bagli hemojuvelin BMP-SMAD sinyalizasyonunu stimiile ederken,

soluble hemojuvelin BMP-SMAD sinyalizasyonunu inhibe eder (114).

2.11. interlékin (1L-6)

IL-6, sinir sistemi ve hematopoetik sistemin gelisimi, akut-faz cevabi, inflamasyon,
immiin yanit olusumu ve onkogenezi kapsayan bir¢cok biyolojik siireci diizenleyen
bir pleiotropik sitokindir (115,116).

IL-6 73. ve 172. aminoasitlerinden glikozillenmis 185 aminoasitten olusan
tek polipeptid zinciridir ve 4a-heliksten olusan bir demet seklindedir (117,118).
Fizyolojik sartlarda immiin sistem hiicreleri (T hiicreleri, B hiicreleri, monositler),
vaskiiler endotel hiicreleri ve adipositler IL-6’nin ana kaynagidir (119,120).
Monositler, glikozilasyon ve fosforilasyon gibi posttranslasyonel degisikliklerle
molekiiler agirligr 21.5-28 kDa arasinda degisen en az 5 degisik IL-6 molekiil formu
sentezlemektedir (121). 1L-6 fibroblastlar, epidermal keratinositler, endotelyal
hiicreler, sinsityotrofoblastlar, mezengiyal hiicreler ve baz1 timor hiicreleri
(plazmasitoma, multipl myelom ve renal hiicreli karsinom) gibi lenfoid ve lenfoid
olmayan bir ¢ok hiicre tipinden de tiretilmektedir (115).

IL-6 sentezi i¢in fizyolojik uyaranlar; bakteriyel endotoksinler, IL-1, TNF-a,
platelet-derive biiyiime faktoérii (PDGF) ve oncostatin M’dir (122). IL-6, IL-6
reseptorii ile yiiksek affiniteli kompleks olusturarak etkisini gosterir (123). IL-6
reseptorii, IL-6’y1 spesifik olarak taniyan 80 kDa agirliginda reseptor alt iinitesi olan
IL-6r ve IL-6 ailesi i¢in sinyalizasyon reseptdr molekiilii olan 130 kDa agirliginda
sinyal iletici birim olan gp130’dan olusmaktadir. IL-6 ile IL-6r’nin baglanmasini
gp130’un homodimerizasyonu izler ve iki farkli sinyal yolunu aktive eder. Gp130 ile

iliskili JAK/STAT (Janus protein kinaz/ sinyal iletici ve transkripsiyon aktive
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ediciler) ve tirozin fosfataz iceren Src homology 2 (SHP-2)/hiicre dis1 signal-
regulated kinaz (ERK)/Mitogen-activated protein kinaz (MAPK) yolunu tetikleyerek
gen ekspresyonuna yol agarlar (124,125,126).

Akut inflamasyonda IL-6, T hiicrelerinin gelismesini ve aktivasyonunu ve B
hiicrelerinin farklilasmasini desteklemektedir. Ayrica hepatositlerden pozitif (C-
reaktif protein (CRP), fibrinojen, al- antitripsin ve serum amiloid A) ve negatif
(albumin) akut faz reaktanlarmin sentezini diizenlemektedir (127,128). Ates,
hipotalamo-hipofizer-adrenal aksin aktivasyonu, anoreksi ve letarji gibi akut
inflamasyonun diger tipik manifestasyonlart IL-6 tarafindan indiikklenmektedir (129).
Kronik inflamasyon hastalig1 ve kanser durumlarinda olduk¢a sik gozlemlenen bir
durum olan kaseksi ve kas kiitlesi kaybi silirecinde IL-6 ¢ok Onemli bir rol
oynamaktadir. Ayrica endojen kortikosteroid salgisini artirarak adipoz doku kaybina
aracilik etmektedir (130,131,132).

IL-6 plazmada, proteazlarin etkilerinden koruyan ve bir tasiyici protein olarak
fonksiyon yapan o-2-makroglobulin ile 42-45 kDa agirhiginda bir kompleks
olusturmaktadir (133). Insanlarda serum IL-6 konsantrasyonu 24 saatlik peryotta

saat 19.00 ve saat 5.00’te olmak tizere bifazik varyasyon gostermektedir (134).

2.12. CRP

[lk olarak pndmonili hastalarmn serumunda tespit edilen, pneumococcal
C-polisakkaridi ile presipitasyon meydana getirmesinden dolayr CRP olarak
isimlendirilen bir akut faz reaktanidir (135). CRP; kalsiyum bagimli ligand baglayan
plazma proteinlerinden pentraksin ailesinin bir tiyesidir (136). 1. Kromozomda
yerlesmis sadece bir tek gen tarafindan kodlanmaktadir (137). insan CRP molekiilii
(115 kDa), birbirine 6zdes 5 adet glikozile olmayan polipeptid alt {initelerinin
birlesmesinden olusmustur. Her bir polipeptid alt {initesi 206 aminoasit kalintisi
icermektedir. Bu bes protemer kovalent olmayan baglarla halkasal bicimde
baglanarak siklik pentamerik simetri olusturmaktadir. Her bir protomer iki katl 3
tabakadan olusan karakteristik lektin kivrimi icermektedir. Ligand baglayan bu bdlge
iki kalsiyum iyonunun baglandig1 spirallerden olusmustur ve konkav yiizde

yerlesmistir. Diger yiizde bir tek a heliks bulunmaktadir (138,139). a heliks yiizi ile
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CRP immiin sistem ile etkilesime girmektedir. Kompleman sisteminin ilk bileseni
olan Clq’ya baglanir ve klasik kompleman yolunu aktive etmektedir(140). Ayrica
fagositik hiicrelerin fcy reseptoriine de baglanmaktadir (141).

CRP inflamasyon, enfeksiyon ve doku hasrainin yiiksek duyarliliktaki bir
belirtecidir. CRP dogal immiin sistemin bir pargasidir ve doku hasarina cevap olarak
sentezi indiiklenmektedir (140). CRP’nin 6lmiis ve 6lmekte olan hiicrelerin membran
fosfolipitlerinin ve niikleer bilesenlerinin temizlenmesinde onemli bir ¢Opgii roli
oynadigina inanilmaktadir (142). CRP; hepatositler ve vaskiiler endotelyum
tarafindan sentezlenmektedir ve ekspresyonu 6zellikle IL-6 ve daha az oranda olmak
tizere TNF-a ve IL-1 tarafindan diizenlenmektedir. CRP diizeyleri inflamatuvar
uyaranlara cevap olarak hizlica yiikselmektedir ve inflamatuvar uyaran ortadan
kaldirildiginda CRP diizeyleri hizlaca normal diizeylerine geri donmektedir. CRP
sentezi inflamatuvar uyaridan 6 saat sonra baglamaktadir ve 24 ile 72 saatte pik
yapmaktadir. Plazmadaki yar1 6mrii oldukga stabildir ve yaklasik olarak 19 saattir.
IL-6 uyarani sona erdiginde ortalama 7 giinde normal degerlerine geri donmektedir
(143). Insanlarda CRP’nin bazal diizeyleri 5 pg/ml’den daha diisiiktiir ve akut faz
sirasinda 500 pg/ml diizeylerine kadar g¢ikabilmektedir (144). Poliklonal antikor
kullanan CRP yontemlerinin deteksiyon limiti 3 mg/L’dir. Subklinik kronik
inflamasyon durumlarindaki CRP degisikliklerini saptamak ic¢in daha sensitif olan
spesifik antikora lateks partikiiliiniin kovalent olarak baglanmasiyla karakterize high

sensitif CRP (hsCRP) metodu gelistirilmistir (145).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Grubu

Tez calismast ile ilgili olarak, Biilent Ecevit Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan 28/03/2012 tarih 2012/07/02 sayili karar1 ile ¢alismanin etik kurallara
uygun olduguna dair onay alind1 (Ek 1).

Bu calismaya Nisan 2012 ile Nisan 2013 tarihleri arasinda Biilent Ecevit
Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi Gogiis Hastaliklar1 Anabilim
Dalinin  Uyku Bozukluklari Merkezine bagvuran, 34-72 yas araliginda,
polisomnografi sonucunda Apne-Hipopne indeksi >5 bulunan 25 erkek ve 12 kadin
toplam 37 eriskin hasta ¢alismaya dahil edildi. Hipertansiyon, diyabet,
hiperlipidemi, anemi, koroner arter hastaligi, sistemik enflamatuar hastaliklar ve
kanser gibi kronik hastaligi bulunan bireyler ¢alismamiza dahil edilmedi. Kontrol
grubu olarak sistematik hastaligt olmayan sigara i¢cmeyen saglikli 35-63 yas
araliginda 25 erkek ve 11 kadin toplam 36 birey c¢aligmaya dahil edildi. Tiim
hastalarin ve kontrol grubunun viicut kitle indeksleri kaydedildi.

Kriterlere uygun hastalar ve saglikli bireyler arastirma hakkinda
bilgilendirildi ve ‘Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu’nun okutulup, onay

alinmasinin ardindan ¢alismaya dahil edildi.

3.2. Orneklerin Toplanmasi

OUAS tanis1 almis hastalardan serum demir, TDBK, ferritin, IL-6, hsCRP, hepsidin,
hemojuvelin ve sTfR diizeylerinin 6lgiimii i¢in kanlar her hastadan 2’ser adet 10
ml’lik jelli, seperator iceren vakumlu tiiplere (Vacuette, Greiner, Avusturya) alindi.
Kanlarin pihtilagsmast beklendikten sonra 3500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 ayrilan serum ornekleri dlgiim igin -40 °C’de analiz edilene kadar
saklandi. Laboratuar calismalar1 Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi

Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuarinda yapildi.

19



3.3. Olciimler Sirasinda Kullanilan Cihazlar

1.Otoanalizér: Mindray BS-2000M (Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics
Co., LTD., Mindray Building, Keji 12th Road South, Hi-Tech Industrial Park,
Nanshan, Shenzhen, 518057, P.R. CHINA)

2.Hormon Cihazi: UniCel DxI 600 Access Immunoassay system (Beckman Coulter
Inc., Kraemer Blud., Brea, CA, 92821, USA)

3.Mikroplak Okuyucu: ELX800G (BIO-TEC Instruments, Winooski, USA)

4 Mikroplak Yikama Cihazi: ELX 50/8 (BIO-TEC Instruments, Winooski, USA)

5. Plak Calkalayici: Easy shaker EAS 2/4 (SLT Lab Instruments, Grodig, AUSTRIA)
6.-40 °C Derin dondurucu: Sanyo Biomedical Freezer (-40 °C) (Sanyo Electric
Biomedical Co., Ltd., JAPAN)

7.Vorteks: ZX3 (Velp Scientifica, Milan, italya)

8.Cam ve otomatik pipetler (Eppendorf, Hamburg, Almanya)

9.Santrifiij (Jouan Saint, Herblain, Fransa)

10.Dispensor (0.05-50 ml)

11.Pipet ve dispensor uglar

12.Ependorf tiipleri

13.Meziir (100 ml)

3.4. Test Olciimleri

3.4.1. Serum demir ol¢iimii

Serum demir diizeylerinin kantitatif 6l¢limii end point kolorimetrik test yontemine
dayanan Iron (Fe) (Shenzhen Mindray Bio-Electronics, Hamburg, GERMANY) Kkiti
kullanilarak yapildi.

Testin prensibi: Ferrik demir asidik ortamda tasiyict proteini olan
transferrinden ayrilir. Transferrinden salinmis ferrik iyonlari askorbik asit yardimi ile
ferr6z formuna indirgenir. Daha sonra ferr6z demire hassas bir demir indikatdrii olan

ferrozin ile renkli kompleks olusturur. Reaksiyon denklemi asagida gosterilmistir.
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Transferrin (Fe **) > Apotransferrin + Fe ¥

Fe ** + Askorbik Asit > Fe?*

Fe 2"+ Ferrozin > Fe #*/ Ferrozin renkli kompleksi

Renk yogunlugu direkt olarak demir konsantrasyonu ile orantilidir. 570
nm’de fotometrik olarak ol¢iiliir.

Kalibrator Hazirlanmasi: Reaktifin  kendine ait kullanmima hazir,
konsantrasyon degeri 190.4 pg/dl olan kalibratorii kullanildi.

Kontrol hazirlanmasi: Normal ve patolojik diizey kontrol numuneleri 5 ml
distile su ile ¢oziliip, yavaseca calkalandi ve 30 dk. oda 1sisinda bekletildi.
Normal seviye kontrol: 86.8-130.5 pg/dl
Patolojik seviye kontrol: 202.2-304.1 pg/dl

Seum demir ¢alisma prosediirii Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1: Serum demiri ¢alisma prosediirii

Kor Numune Kalibrator
Reaktif 1 250 ul 250 ul 250
Distile Su 20 pl
Numune - 20 ul
Kalibrator - - 20 ul
37 °C’de 5-10 dk. inkiibasyon ve numunelerin, kalibratdriin ve reaktif koriiniin absorbanslar:
okunur.
Reaktif 2 50 ul 50 ul 50 ul

1-2 dk. sonra 37 °C’de numunelerin, kalibratoriin ve reaktif koriiniin absorbanslar1 tekrar okunur.
AAy = [AA numune] - [AA kor]
AAk = [AA kalibrator] - [AA kor]

Hesaplama denklemi agagida gosterilmistir.

Numune konsantrasyonu = (AAn /AAk) x Kalibrator konsantrasyonu

Uretici firma tarafindan tespit edilmis deteksiyon limiti 5.04 pg/dl olup,
Olclim i¢in kesinlik gostergesi olan giin i¢i CV % 0.91 ve giinler aras1 CV % 0.55°dir.
Uretici firma tarafindan saglikli kisiler i¢in referans araligi erkekler i¢in 45-158

ng/dl, kadnlar i¢in 37-145 pg/dl’dir.

21



3.4.2. Unsature demir baglama kapasitesinin (UDBK) ol¢iimii

UDBK diizeyinin kantitatif 6l¢limii end point kolorimetrik test yontemine dayanan
UIBC Liquid (Sentinel Diagnostics, Milano ITALY) Kiti kullanilarak yapildi.

Testin prensibi: Serum ornegindeki transferrinin demir baglamaya elverisli
olan bolgelerini doyurmak i¢in, serum Ornegi, alkali tampon ve icerdigi demir
konsantrasyonu bilinen indirgeyici soliisyona eklenir. Transferrinin doyurulmasindan
sonra serum Ornegindeki transferrine bagli olmayan demir ferrz forma indirgenir ve
renk yogunlugu 580-600 nm’de oOlgiilen frene-S ile stabil kompleks olusturur.
Boylece UDBK eklenen total demir miktarindan serbest demir miktar1 ¢ikarilarak
hesaplanir.

Kalibratér Hazirlanmasi: Reaktifin kendine ait kullanima hazir konsantrasyon
degeri 500 pg/dl olan kalibratorii kullanildi.

Kontrol Hazirlanmasi: Normal diizey kontrol numuneleri 5 ml distile su ile
¢oziiliip, yavasca calkalandi ve 30 dk. oda 1sisinda bekletildi. (Normal seviye
kontrol: 157+31 pg/dl)

UDBK c¢alisma prosediirii Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2: Unsature demir baglama kapasitesi (UDBK) ¢alisma prosediirii

Reaktif korti Numune Kalibrator
Distile Su 0.2ml - 0.1 ml
Numune - 0.1 ml
Standart - 0.1 ml 0.1 ml
Reaktif 1 1.0 ml 1.0ml 1.0 ml
37 °C’de 5 dk. inkiibasyon. Numunelerin absorbanslar1 (ABS) reaktif koriine karsi okunur.
Reaktif 2 0.1ml 0.1 ml 0.1 ml

37 °C’de 5 dk. inkiibasyon. Numunelerin (AS) ve kalibratoriin (AST) absorbanslari reaktif koriine

kars1 okunur. Son renk en az 1 saat stabildir.

Hesaplama denklemi asagida gosterilmistir.
UDBK (pg/dl) = 500 — { 500 x [(AS — ABS)/AST]}
TDBK = UDBK + Serum demir konsantrasyonu
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Uretici firma tarafindan tespit edilmis deteksiyon limiti 9 pg/dl olup, 6lgiim
icin kesinlik gostergesi olan giin i¢ci CV %1.93-4.25 ve giinler arast CV %4.91-
6.48°dir. Uretici firma tarafindan saglikli kisiler igin referans aralign 110-370
png/dl’dir.

3.4.3. Ferritin o6l¢iimii

Ferritin diizeyinin kantitatif 6l¢iimii iki bolgeli immiinoenzimatik (“sandvig”) test
prensibine dayanan Ferritin (Beckman Coulter, Galway, IRELAND) kiti kullanilarak
yapildu.

Testin prensibi: Ke¢i anti ferritin alkalin fosfataz konjugati ile fare
monoklonal anti-ferritin  kompleksleri kapli paramanyetik partikiiller igeren
reaksiyon kabina bir 6rnek alinir. Serum veya plazma (heparin) ferritini kat1 faz
tizerinde immobilize monoklonal anti ferritine baglanirken, keci anti ferritin enzim
konjugat1 ferritin molekiillerindeki farkli antijen bolgeleriyle reaksiyona girer. Bir
reaksiyon kabindaki inkiibasyonun ardindan, maddeler kati faza baglanir ve
baglanmamis maddeler yikanirken, manyetik bir alanda tutulur. Daha sonra
kemiliiminesans substrat Lumi-Phos 530 kaba eklenir ve reaksiyonun olusturdugu
151k bir luminometre kullanilarak oOl¢iiliir. Isik  tiretimi  6rnekteki ferritin
konsantrasyonuyla dogru orantilidir. Ornekteki analit miktari, ¢ok noktali bir
kalibrasyon egrisinden hesaplanir.

Standart Hazirlanmasi: Kalibrator olarak Access Ferritin kalibrator seti
kullanildi. Kalibratérler 4 ml’lik siselerde kullanima hazirdi.  Kalibrator
konsantrasyonlari; So=0 ng/ml, S;=0 ng/ml, S,=50 ng/ml, S3=200 ng/ml, S,=500
ng/ml ve Ss=1500 ng/ml seviyelerinde insan karaciger ferritini kullanildi. Kantitatif
test kalibrasyonu, analit konsantrasyonlar1 bilinen kalibratorler hasta 6rnegi gibi test
edildi. Olgiilen yanitlar ve bilinen analit konsantrasyonlar: arasindaki matematiksel
iligski kalibrasyon egrisini olusturur. Bu kalibrasyon egrisi, hasta 6rneklerinin RLU
(Bagill Isik Birimi) Ol¢limlerini belirli kantitatif analit konsantrasyonlarina

dontstiirmek i¢in kullanilir.
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Kontrol Hazirlanmasi: Ferritin kontrolii olarak BIO-RAD marka Lyphochek
Immunoassay Plus Control seviye 1 ve 2 kullanildi. Kontroller 5 ml distile su ile
¢Oziillip yarim saat iyice ¢ozlinmesi beklendi.

Kontrol Seviye 1:49.3+2.63 ng/ml
Kontrol Seviye 2:93.8+5.03 ng/ml

Uretici firma tarafindan tespit edilmis deteksiyon limiti 0.2 ng/ml olup, 6lgiim
icin kesinlik gostergesi olan giin i¢i CV % 2.6-3.9 ve giinler aras1 CV % 4.1-6.3 diir.

Uretici firma tarafindan saglikli kisiler igin referans aralig1 erkekler i¢in 23.9-

336.2 ng/ml, kadinlar i¢in 11.0-306.8 ng/ml’dir.

3.4.4. Solubl transferrin reseptor ol¢iimii

Insan STfR diizeyinin kantitatif dl¢iimii sandvi¢c ELISA prensibine dayanan human
sTfR (BioVender-Laboratorni, Brno, Czech Republic) kiti kullanilarak yapildi.
Testin Prensibi: Analizde kullanilan mikrokuyucuklarin duvarlar1 sTfR’ye

karst gelistirilmis antikorlarla kaplanmustir. Ik inkiibasyon sirasinda diliie
standartlar, diliie kontroller, diliie 6rnekler ile diliisyon tamponu (kor) kuyucuklara
pipetlenir. Plak c¢alkalayicida ve oda 1sisinda 60 dakika inkiibasyondan sonra yikama
yapilir. Daha sonra ortama horseradish peroksidaz (HRP) enzimi eklenir. Plak
calkalayicida ve oda 1sisinda 60 dakika inkiibe edilir. Bu enzimin baglanmasi ile
sandvic kompleksi olusmaktadir. Inkiibasyondan sonra yikama yapilir ve
baglanmayan enzimler ortamdan uzaklastirilir. Sonrasinda ortama substrat soliisyonu
eklenerek reaksiyon baslatilir ve renk degisimi meydana gelir. 10 dakika inkiibasyon
sonrasinda stop soliisyonu eklenerek reaksiyon sonlandirilir. Daha sonra renklenmis
riinlerin absorbans1t 450 nanometrede okutulur. Olusan renk yogunlugunun
absorbansi sTfR konsantrasyonlart ile orantilidir.
Kullanilan kitin igerigi:

e Human sTfR antikorlari ile kaplanmis plak (8x12=96 kuyucuk)

e Standart seti

¢ Diliisyon tamponu

e Konjugat soliisyonu

e Substrat soliisyonu
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e Stop soliisyonu

¢ Yikama soliisyonu

Standartlarin Hazirlanmasi: Her bir standart konsantre likid olarak 0.1 m1’ydi.
Analize baglamadan hemen Once her bir standart diliisyon tamponu ile 1:10 oraninda
(6r: 30 pl standart + 270 pl diliisyon tamponu) diltie edildi. Diliie edilen standartlar
vorteks kullanilarak koOpiikk olusturulmadan iyice karistirildi.  Standartlarin
konsantrasyonlari sirastyla 0.05 pg/ml, 0.1 pg/ml, 0.2 pg/ml, 0.5 pg/ml, 1 pg/ml,
2 pg/ml’ydi.

Kontrollerin (diisiikk ve yiiksek seviye) Hazirlanmasi: Kontroller konsantre
likid olarak 0.05 ml’ydi. Analize baglamadan hemen 6nce her bir kontrol diliisyon
tamponu ile 1:50 oraninda (5 pl kontrol + 245 pl diliisyon tamponu) diliie edildi.
Diliie kontroller vorteks kullanilarak kopiik olusturulmadan iyice karistirildi.
Kontrollerin konsantrasyonlari sirastyla 1.3-2.0 ve 5.5-8.3 pg/ml’ydi.

Numunelerin Hazirlanmasi: Numuneler diliisyon tamponu ile 1:50 oraninda
(5 pul numune + 245 pl diliisyon tamponu) diliie edildi. Diliie edilen numuneler
vorteks kullanilarak kopiik olusturulmadan iyice karistirildi.

Yikama Soliisyonunun Hazirlanmasi: 10 kat konsantre yikama c¢ozeltisi
distile su kullanilarak diliie edildi (100 ml 10 kat konsantre yikama soliisyonu + 900
ml distile su).

sTfR calisma prosediirii Tablo 3’de gdsterilmistir.
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Tablo 3: sT{R ¢alisma prosediirii

Kor Standart Kontrol Numune

Kor
Diliisyon 100 pl - - -

Tamponu)

Standart (1-6) - 100 pl - -

Kontrol - - 100 pl -

Numune - - - 100 pl

25-30 °C’de plak calkalayicida 300 rpm’de 1 saat inkiibasyon
Inkiibasyondan sonra yikama cihazinda her bir kuyucuk i¢in 350 pl yikama soliisyonu ile 3 kez

yikama

Konjugat 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl

25-30 °C’de plak calkalayicida 300 rpm’de 1 saat inkiibasyon

Inkiibasyondan sonra yikama cihazinda her bir kuyucuk i¢in 350 ul yikama soliisyonu ile 3 kez

yikama

Substrat 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyon (karanlikta)

Stop 100 ul 100 pl 100 pl 100 pl

ELISA okuyucu cihazda 450 nanometrede absorbanslar alindi. Her
kuyucugun absorbansindan zero kuyucugunun absorbansit ¢ikarilarak relatif
absorbanslar hesaplandi. Standart soliisyonlarinin da relatif absorbanslar
hesaplanarak olusturulan standart egrisi yardimiyla numune konsantrasyonlari
bulundu. Sonuglar diliisyon faktorii olan 5 ile ¢arpilarak hesaplandi.

Uretici firma tarafindan tespit edilmis deteksiyon limit 2 ng/ml olup, 6l¢iim
i¢in kesinlik gostergesi olan giin i¢ci CV % 6.0-7.5 ve giinler aras1 CV % 5.5-7.0’dr.

Referans Araligi: Uretici firma tarafindan 153 kisinin serumu (84 erkek + 69
kadin, 20-65 yas, Kafkas popiilasyonunda) o6lciildiigiinde, 0.075 ile 1.699 pg/ml
(ortalama 0.868 pg/ml) aras1 degerler elde edilmistir.

3.4.5. Hepsidin dl¢iimii
Serum hepsidin diizeyinin 6l¢iimii yarismali solid faz sandvig ELISA prensibine

dayanan Hepcidin-25 (bioactive) (DRG Diagnostics, Marburg, GERMANY) Kiti
kullanilarak yapildi.

26



Testin Prensibi: Analizde kullanilan mikrokuyucuklarin duvarlar1 hepsidine
kars1 gelistirilmis monoklonal antikorlarla kaplidir. ilk inkiibasyon sirasinda hepsidin
standartlar1 ve kontrolleri ile 6rnekler kuyucuklara pipetlenir. Sonrasinda ortama
biyotin ile isaretli hepsidin eklenir. Oda 1sisinda, plak ¢alkalayicida 60 dakika inkiibe
edilir. Inkiibasyondan sonra yikama yapilir. Daha sonra streptavidin-peroksidaz
enzimi ortama eklenir ve oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edilir. Bu enzimin biyotinize
hepsidine baglanmas1 ile sandvi¢ kompleksi olusur. Inkiibasyon sonunda tekrar
yikama yapilip baglanmayan enzimler ortamdan uzaklastirilir. Sonrasinda ortama
substrat soliisyonu eklenerek reaksiyon baglatilir ve reaksiyonda renk degisimi
meydana gelir. Oda 1sisinda 20 dakika inkiibasyon sonrasinda stop soliisyonu
eklenerek reaksiyon sonlandirilir. Daha sonra renklenmis {irlinlerin absorbansi 450
nanometrede okutulur. Hepsidin konsantrasyonu olusan renk yogunlugu ile ters

orantilidir.

Kit Icerigi:
e Anti-hepsidin-25 antikorlari ile kaplanmis plak (8x12=96 kuyucuk)
e Standart seti (standart 0-5)
e Kontrol (diisiik ve yiiksek seviye)
e Assay tampon
e Enzim konjugat
e Enzim kompleks
e Substrat soliisyonu

e Yikama soliisyonu

Standartlarin Hazirlanmasi: Liyofilize standartlar 0.2 ml distile su ile ¢oziiliip,
yavas¢a ¢alkalandi. 10 dakika ¢6ziilmesi beklendi. Standartlarin konsantrasyonlari

strastyla 0 ng/ml, 2 ng/ml, 6.5 ng/ml, 25 ng/ml, 45 ng/ml, 80 ng/ml’ydi.
Kontrollerin Hazirlanmasi: Normal ve yiiksek diizey liyofilize kontroller 0.2

ml distile su ile ¢oziiliip yavasca calkalandi. 10 dakika ¢oziilmesi beklendi.

Kontrollerin konsantrasyonlari sirastyla 3,16-7,36 ng/ml ve 18,5-38,5 ng/ml’ydi.
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Yikama Soliisyonunun Hazirlanmasi: 40 kat konsantre yikama soliisyonu

distile su ile seyreltildi. (30 ml konsantre yikama soliisyonu 1170 ml distile su ile

seyreltildi.)

Hepsidin ¢alisma prosediirii Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4: Hepsidin ¢alisma prosediirii

Standart Kontrol Numune
Assay Tamponu 100 pl 100 pl 100 pl
Standart (0-5) 20 ul - -
Kontrol - 20 pl -
Numune - - 20 pl
Enzim Konjugat 50 pl 50 ul 50 ul

Oda 1sisinda plak calkalayicida 300-700 rpm’de 60 dakika inkiibasyon

Inkiibasyondan sonra yikama cihazinda her bir kuyucuk igin 400 ul yikama soliisyonu ile 3 kez

yikama

Enzim kompleks 100 pl 100 pl 100 pl

Oda 1s1sinda 30 dakika inkiibasyon

Inkiibasyondan sonra yikama cihazinda her bir kuyucuk icin 400 ul yikama soliisyonu ile 3 kez

yikama

Substrat soliisyonu 100 pul 100 pul 100 pul
Oda 1s1sinda 20 dakika inkiibasyon

Stop soliisyonu 100 pl 100 pl 100 pl

ELISA okuyucu cihazda 450 nanometrede absorbanslar alindi. Sonuglar
kalibrasyon egrisinden yararlanilarak cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplanda.

Uretici firma tarafindan tespit edilmis deteksiyon limiti 0.35 ng/ml olup
6l¢iim i¢in kesinlik gostergesi olan giin i¢ci CV %2.1-9.9 ve giinler aras1 CV %11.5-
14.6’dur.

Referans Aralig1: Uretici firma tarafindan 292 normal saglikli bireylerin taze

serumu Olciildiigiinde, ortalamasi 10.1 ng/ml (ortanca 7.2 ng/ml) olarak bulunmustur.

3.4.6. hsCRP odl¢iimii

Serum hsCRP diizeyinin 6l¢iimii solid faz ELISA prensibine dayanan hsCRP (DRG
Diagnostics, Marburg, GERMANY) kiti kullanilarak yapildi.
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Testin Prensibi: Analizde kullanilan mikrokuyucuklarin duvarlart CRP’ye karsi
gelistirilmis monoklonal antikorlarla kaplidir. ilk inkiibasyon sirasinda CRP
standartlar1 ile ornekler kuyucuklara pipetlenir. Sonrasinda ortama CRP enzim
konjugat reaktifi eklenir. Bu enzimin antikora baglanmasi ile sandvi¢ kompleksi
olusur ve oda 1s1sinda 45 dakika inkiibe edilir. Bir sonraki agamada yikama yapilir ve
baglanmayan antikorlar ortamdan uzaklastirilir. Sonrasinda ortama TMB reaktifi
eklenerek reaksiyon baslatilir ve reaksiyonda renk degisimi meydana gelir. 20 dakika
inkiibasyon sonrasinda stop soliisyonu eklenerek reaksiyon sonlandirilir. Daha sonra
renklenmis iiriinlerin absorbansi 450 nanometrede okutulur.
Kit Icerigi:

e Anti-CRP antikorlari ile kaplanmis plak (8x12=96 kuyucuk)

e Standart seti

e Numune diliienti

e CRP enzim konjugat

e TMB reaktifi

e Stop soliisyonu

Standartlarin Hazirlanmasi: Konsantrasyonlar1 sirasiyla, 0 mg/L, 0.005 mg/L,
0.010 mg/L, 0.025 mg/L, 0.050 mg/L ve 0.100 mg/L olan standartlar kullanima
hazirdi.

Numunelerin Hazirlanmasi: Numuneler 1:100 oraninda numune diliienti ile

seyreltildi. (5 pl numune + 495 pl numune diliienti)

hsCRP ¢alisma prosediirii Tablo 5’te gosterilmistir.
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Tablo 5: hsCRP ¢alisma prosediirii

Standart Numune
Standart 10 pl
Numune (Diliie) - 10 pl
Enzim konjugat 100 pl 100 pl

Oda 1s1sinda 45 dakika inkiibasyon

Inkiibasyondan sonra yikama cihazinda her bir kuyucuk igin 300 pl distile su ile

3 kez yikama

TMB soliisyonu 100 pl 100 pl
Oda 1s1sinda 20 dakika inkiibasyon

Stop soliisyonu 100 pl 100 pl

ELISA okuyucu cihazda 450 nanometrede absorbanslar alindi. Kalibrasyon
egrisinden yararlanilarak cihaz tarafindan verilen sonuglar diliisyon faktorii olan 100
ile ¢arpilarak hesaplandi.

Uretici firma tarafindan tespit edilmis deteksiyon limiti 0.1 mg/L olup 6lgiim
icin kesinlik gostergesi olan giin i¢ci CV %2.3-7.5 ve giinler aras1 CV %2.5-4.1’dir.

Referans Araligi: Literatiirde sagliklt bireylerde yapilmig ¢aligmalarda
yetiskin serumunda 0.068 ile 8.2 mg/L aras1 degerler elde edilmistir.

3.4.7. IL-6 dl¢iimii

Serum human IL-6 diizeyinin 6lgiimii standart sandvi¢ ELISA prensibine dayanan
IL-6 (Boster Biological Technology, Fremant, USA) kiti kullanilarak yapilda.

Testin Prensibi: Analizde kullanilan mikrokuyucuklarin duvarlari IL-6’ya
kars1 gelistirilmis monoklonal antikorlarla kaphdir. ilk inkiibasyon sirasinda IL-6
standartlari, 6rnekler ve numune diliient tamponu kuyucuklara pipetlenir plagin tizeri
kapatilir ve 37 °C’de 90 dakika inkiibe inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra plagin
tizeri agilir ve plak igerigi aspire edilerek bosaltilir. Sonrasinda biyotin ile isaretli
ikincil monoklonal insan IL-6 antikoru eklenir ve 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilir.
Inkiibasyondan sonra 0.01 M fosfat tamponu ile yikanir. Yikama soliisyonu
kuyucuklarda 1 dakika bekletilir. Daha sonra avidin-biyotin-peroksidaz enzim
kompleksi ortama eklenir ve 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilir. Bu enzimin biyotinize

antikora baglanmasi ile sandvi¢ kompleksi olusur. Inkiibasyon sonunda 0.01 M fosfat
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tamponu ile yikama yapilir. Her yikamada yikama soliisyonu kuyucuklarda 1 dakika
bekletilir. Sonrasinda ortama substrat soliisyonu eklenerek reaksiyon baslatilir ve
reaksiyonda renk degisimi meydana gelir. 37 °C’de 30 dakika inkiibasyon sonrasinda
stop soliisyonu eklenerek reaksiyon sonlandirilir. Daha sonra renklenmis iiriinlerin
absorbansi 450 nanometrede okutulur. Olusan renk yogunlugu IL-6 konsantrasyonu
ile orantilidir.
Kit igerigi:

e Anti-human IL-6 antikorlar1 ile kaplanmis plak (8x12=96 kuyucuk)

e Liyofilize human IL-6 standart

e Numune diliisyon tamponu

¢ Biyotinile anti-human IL-6 antikoru

e Antikor diliisyon tamponu

e Avidin-Biyotin-Peroksidaz Kompleksi (ABC)

e ABC diliisyon tamponu

e TMB renklendirici ajan

e TMB stop soliisyonu

Standartlarin Hazirlanmasi: Konsantrasyonu 10.000 pg/ml olan standart 1 ml
numune dillisyon tamponu ile ¢oziiliip yavasca calkalandi, 10 dakika oda
sicakliginda 1yice ¢oziinmesi beklendi. Bu stok ¢ozeltiden 0.03 ml aliip 0.97 ml
numune diliienti ile diliie edilerek 300 pg/ml konsantrasyonunda ikinci ¢ozelti
hazirlandi. Daha sonra seri diliisonlar ile 150 pg/ml, 75 pg/ml, 37.5 pg/ml, 18.75
pg/ml, 9.38 pg/ml, 4.69 pg/ml standartlar1 olusturuldu.

Biyotinize Anti-Human IL-6 Antikor Calisma Soliisyonunun Hazirlanmas:
Konsantre biyotinize anti-human IL-6 antikoru antikor diliient tamponu ile 1:100
oraninda her bir kuyucuga 100 pl olacak sekilde hazirland1 (120 pl konsantre
biyotinize anti-human IL-6 antikoru + 11800 pl antikor diliient tamponu).

Avidin-Biyotin-Peroksidaz Kompleksi (ABC) Calisma Soliisyonunun
Hazirlanmasi: Her bir kuyucuga 100 ul olacak sekilde konsantre Avidin-Biyotin-
Peroksidaz kompleksi 1:100 oraninda ABC diliisyon tamponu ile diliie edildi (120 pl
konsantre Avidin-Biyotin-Peroksidaz Kompleksi (ABC) + 11800 ul ABC diliisyon

tamponu).
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Yikama Soliisyonunun Hazirlanmasi: Yikama soliisyonu olarak 0.01 M fosfat
tampon ¢ozeltisi kullanildi. Cozeltiyi hazirlamak i¢in 8.5 g sodyum kloriir, 1.4 g
Na,HPO, ve 0.2 g NaH,PO, bir miktar distile suda ¢oziildii. Cozeltinin pH’s1 7.2-7.6
olacak sekilde ayarlandi ve son hacmi distile su ile 1 litreye tamamlandi.

IL-6 ¢alisma prosediirii Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6: IL-6 ¢alisma prosediirii

Zero Standart Numune
Numune diliient

100 pl - -
tamponu
Standart (1-7) - 100 pul -
Numune - - 100 pl

Plagin iizeri kapatilir ve 37 °C’de 90 dakika inkiibasyon

Inkiibasyondan sonra plak icerigi aspire edilerek bosaltilir

Biyotinize anti-human
IL-6 antikoru ¢alisma 100 pl 100 pl 100 pl

soliisyonu

37 °C’de 1 saat inkiibasyon

Inkiibasyondan sonra yikama cihazinda her bir kuyucuk 300 ul 0.01 M fosfat tampon soliisyonu ile 3
kez yikama

Her yikamada yikama soliisyonu kuyucuklarda 1 dakika bekletilir.

ABC ¢alisma
100 pl 100 pl 100 pl
soliisyonu

37 °C’de 30 dakika inkiibasyon

Inkiibasyondan sonra yikama cihazinda her bir kuyucuk icin 300 pl 0.01 M fosfat tampon soliisyonu
ile 5 kez yikama

Her yikamada yikama soliisyonu kuyucuklarda 1 dakika bekletilir.

TMB renklendirici
) 90 ul 90 ul 90 ul
ajan
37 °C’de 30 dakika inkiibasyon (karanlikta)
TMB stop solusyonu 100 ul 100 pl 100 pl

ELISA okuyucu cihazda 450 nanometrede absorbanslar alindi. Her
kuyucugun absorbansindan zero kuyucugunun absorbanst ¢ikarilarak relatif

absorbanslar hesaplandi. Standart sollisyonlarinin da relatif absorbanslar
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hesaplanarak olusturulan standart egrisi yardimiyla numune konsantrasyonlari

bulundu.

3.4.8. Hemojuvelin dl¢iimii

Serum human hemojuvelin diizeyinin &lgiimii kantitatif sandvi¢c ELISA prensibine
dayanan human hemochromatosis type 2/uvenile-uman homolog (HFE2) (Cusabio,
Wuhan, CHINA) kiti kullanilarak yapildi.

Testin  Prensibi:  Analizde kullanilan mikrokuyucuklarin  duvarlarn
hemojuveline kars1 gelistirilmis monoklonal antikorlarla kaplidir. Ilk inkiibasyon
sirasinda  hemojuvelin standartlari, 6rnekler ve horseradish peroksidaz enzim
konjugati kuyucuklara pipetlenir. Bu enzimin antikora baglanmasi ile sandvig
kompleksi olusur ve 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilir. Bir sonraki asamada distile su
ile yikama yapilir ve baglanmayan antikorlar ortamdan uzaklastirilir. Sonrasinda
ortama substrat A ve B eklenerek reaksiyon baslatilir ve renk degisimi meydana
gelir. 37 °Cde 15 dakika karanlikta inkiibasyon sonrasinda stop soliisyonu eklenerek
reaksiyon sonlandirilir. Daha sonra renklenmis {irlinlerin absorbansi 450
nanometrede okutulur. Olusan renk yogunlugu hemojuvelin konsantrasyonu ile
orantilidir.

Kit icerigi:
e Hemojuvelin antikorlar ile kaplanmis plak (8x12=96 kuyucuk)
e Standart seti (S0-S5)
e Horseradish peroksidaz (HRP) konjugat
e Substrat A
e Substrat B
e Stop sollisyonu
Standartlarin Hazirlanmasi: Konsantrasyonlari sirastyla 0 ng/ml, 125 ng/ml, 375

ng/ml, 875 ng/ml, 2000 ng/ml, 4000 ng/ml olan standart seti kullanima hazirdi.

Hemojuvelin ¢aligsma prosediirii Tablo 7°de gosterilmistir.
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Tablo 7: Hemojuvelin ¢alisma prosediirii

Standart Numune
Standart 50 pl -
Numune - 50 ul
HRP konjugat 50 wl 50 ul

37 °C’de 1 saat inkiibasyon

Inkiibasyondan sonra yikama cihazinda her bir kuyucuk igin 200 pl distile su ile 3 kez yikama
Substrat A 50 ul 50 ul
Substrat B 50 ul 50 ul
37 °C’de 15 dakika inkiibasyon (karanlikta)

Stop soliisyonu 50 pl 50 ul

ELISA okuyucu cihazda 450 nanometrede absorbanslar alindi. Sonuglar
kalibrasyon egrisinden yararlanilarak cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplandi.
Uretici firma tarafindan tespit edilmis deteksiyon limiti 125 ng/ml olup 6l¢iim

i¢in kesinlik gostergesi olan giin i¢ci CV % <15 ve giinler aras1 CV % <15°dir.

3.5. istatistiksel Analiz

[statistiksel degerlendirme SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi
kullanilarak yapildi. Sayisal degiskenlerin normal dagilima uygunluklar1 Shapiro-
Wilks testi ile incelendi. Sayisal degiskenler icin tanimlayici istatistikler
ortalamatstandart sapma, kategorik yapidaki veriler i¢in say1 ve yiizde olarak ifade
edildi. Kategorik yapidaki degiskenler bakimindan gruplar arasindaki farkliliklar Ki-
kare testi ile incelendi Sayisal degiskenler bakimindan iki grubun karsilagtirilmasinda
parametrik test varsayimlari saglandiginda iki ortalama arasindaki farkin 6nemlilik
testi, saglanmadiginda ise Mann-Whitney U testi kullanildi. ki sayisal degisken
arasindaki dogrusal iliski parametrik test varsayimlar1 saglandiginda Pearson
korelasyon analizi ile, saglanmadiginda ise Spearman korelasyon analizi ile

incelendi. Sonuglar % 95 giiven araliginda degerlendirildi ve p<0.05 degeri anlamhi
kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda, OUAS tanis1 konulan 34-72 yas araliginda 25 erkek ve 12 kadin
toplam 37 hasta ve 35-63 yas araliginda 25 erkek ve 11 kadin toplam 36 kontrol
grubu incelendi. Gruplar incelendiginde yas ve viicut kitle indeksleri (VK1) agisindan

farklilik bulunmadi (Tablo 8).

Tablo 8: Hastalara ve kontrollere ait demografik dzellikler

Hasta (n=37) Kontrol (n=36) p
Yas 53.1+9.2 50.6+6.5 0.196
VKI (kg/m2) 32.3+6.0 31.3+4.3 0.445

OUAS hasta grubu ve kontrol grubu arasindaki IL-6, hsCRP, sTfR, hepsidin,
hemojiivelin, demir, TDBK ve ferritin 6l¢iim degerlerinin karsilastirilmas:t Tablo

9’da gosterildi.

Tablo 9: OUAS hasta grubu ve kontrol grubunun 6l¢iim degerlerinin karsilagtirilmasi

Hasta Kontrol

n=37 n=36 P
IL-6 (pg/ml) 89.1+60.3 59.3+45.5 0.012
hsCRP (mg/L) 10.0£22.5 3.84£5.0 0.031
sTfR (ng/ml) 1.13+0.40 0.96+0.28 0.035
Hepsidin (ng/ml) 19.9+6.9 21.9+10.1 0.860
Hemojiivelin (ng/ml) 1670+860.9 1055+623.2 0.002
Demir (ug/dl) 86.7+33.4 77.8429.5 0.307
TDBK (ug/dl) 321.8+46.1 325.9+40.5 0.688
Ferritin (ng/ml) 74.3455.5 45.1+28.8 0.010

Degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
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Hasta ve kontrol gruplar karsilastirildiginda hasta grubunda IL-6, hsCRP,
sTfR, hemojuvelin ve ferritin diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulundu (p < 0.05).
Ancak gruplar arasinda hepsidin, demir ve total demir baglama kapasite diizeyleri
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gériilmedi (p > 0.05).

Hasta grubunda AHI degerlerinin parametrelerle arasindaki korelasyonlar
incelendi. Ancak higbir parametrede AHI diizeylerine gore anlamli bir korelasyon

gbzlenmedi (p > 0.05). AHI gruplarinin kontrol grubundan anlamliliklar: ise Tablo

10°da gosterildi.

Tablo 10: AHI gruplarinin kontrol grubuyla karsilagtirilmasi

Kontrol
n=36 Hasta
n=37
Hafif Orta Agir
n=10 n=8 n=19
IL-6 (pg/ml) 59.3+45.5 104.8492.3 73.5+48.0 87.4443.2"
hsCRP (mg/L) 3.845.0 5.9+8.8 6.65.1 13.74£30.5"
sTfR (ug/ml) 0.96+0.28 1.05+0.58 1.10+0.23 1.1740.35"
Hepsidin (ng/ml) 21.9+10.1 18.245.7 19.245.7 20.6+8.4
Hemojiivelin (ng/ml) 1055+623.2 1345.4+804.6 | 1470,7+512.2 | 1881.0+987.4"
Demir (ug/dl) 77.8429.5 81.9+36.6 85.4+37.4 90.2+30.2
TDBK (ng/dl) 325.9+40.5 328.8+39.0 317.4+45.2 319.0+50.8
Ferritin (ng/ml) 45.1+28.8 48.6+30.1 67.8+32.4 90.4467.7

* p<0.05

Calisilan parametreler arasindaki korelasyonlar incelendiginde, IL-6 ve
hsCRP, hsCRP ve TFR, ferritin ve hemojuvelin arasinda anlamli korelasyon
gozlendi. Bu korelasyonlar Tablo 11°de gosterildi. Bu parametreler disinda anlamhi

bir farklilik gézlenmedi.
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Tablo 11: Parametreler arasindaki korelasyonlarin karsilastiriimasi.

Parametreler r p
IL-6 - hsCRP 0.322 0.005
hsCRP - TFR 0.318 0.006
Ferritin - Hemojuvelin 0.925 <0.0001
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5. TARTISMA

OUAS hipoksi ve reoksijenizasyonun tekrarlayan dongiileriyle karakterize bir
hastaliktir. Hastaligin obezite, metabolik disregiilasyon ve kardiyovaskiiler
hastaliklar ile birlikteligi siklikla goriiliir (44,146,147). Bu nedenle hastaligin lokal
bir anormallikten ¢ok, morbidite ve mortalite oranini artiran sistemik etkili bir
hastalik oldugu diistiniiliir.

OUAS’nda nedeni tam olarak belli olmayan, lokal ve sistemik inflamasyon
bulgular1 bulunmaktadir (148,149). Entzian ve ark. OUAS’lu hastalarda yaptiklar
calismada, TNF-a’nin sirkadiyen ritminin bozuldugunu, nokturnal pikin kaybolup ek
bir giindiiz pikinin ortaya ¢iktigin1 gostermislerdir (150). OUAS hastalarindan izole
edilen T lenfositlerinde TNF-o’nin daha fazla eksprese edildigi ve orta-agir OUAS’Iu
hastalarin monositlerinden TNF-a sentezinin arttig1 gdsterilmistir (5,151). ilerleyen
calismalar da ise OUAS nun siddetiyle TNF-a’nin 6nemli bir iliskisi oldugu, CPAP
tedavisiyle diizelen hasta semptomlartyla birlikte TNF-a’nin 6nemli oranda diistiigii
rapor edilmistir (152). OUAS hastalarinda yapilan birgok incelemede IL-6
diizeylerinin de arttig1 gézlenmistir (153,154). IL-6, CRP’nin hepatik {iretimi i¢in ana
uyaricidir ve yiikselmis diizeyleri siklikla CRP ile iligkilidir. Japonya’da yapilan iki
bliyiik kesitsel caligmada, gece hipoksisinde yiikselmis serum CRP seviyelerinin
hastalik i¢in bagimsiz bir belirleyici oldugu gosterilmistir (155,156). Ancak bazi
caligmalarda ise CRP’nin uyku apnesi veya nokturnal hipoksemiden daha cok
obeziteyle iligkili oldugu one siiriilmiistiir (157). Biz de calismamizda OUAS
hastalarinda IL-6 ve hsCRP diizeylerini anlaml olarak yiiksek bulduk. OUAS nun
kardivaskiiler sistem {izerine etkilerinin degerlendirildigi ¢alismalarda bulunan
sonuglara benzer bir sekilde, biz de ¢alismamizda hem IL-6 hem de hsCRP ile AHI
arasinda iliski bulamadik (158). Bu sonuglar bize IL-6 ve hsCRP’nin, hipoksi
siddetinden bagimsiz olarak arttigin1 diistindtiirmektedir.

Hipoksi, eritropoetik kompartmanin artan demir ihtiyacini karsilamak igin
intestinal demir emilimi ve hiicresel depolardan demir salinimini artirmak gibi
adaptif etkileri indiikler (159). Akut hipoksiye maruziyet sonrasi eritrositlerin
hemoglobin sentezi i¢in gerekli demir miktarin1 saglamak ig¢in eritropoetin

aktivasyonu ilk goriilen etkidir (160). Hipoksiyle karakterize olan OUAS
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hastalarinda yapilan c¢alismalarda serum eritropoetin diizeylerinin anlamli olarak
yiikseldigi goriilmistiir (161). Normobarik hipoksiye maruz kalan kisilerde
eritropoetin seviyeleriyle uyumlu olarak serum sTfR diizeylerinin de 5 ile 7. giinlerde
anlaml olarak arttig1 goriilmiistiir (162). Calismamizda OUAS hastalarinda serum
demir diizeyi ve demir baglama kapasitesinde kontrol grubu ile karsilastirdigimizda
anlamli bir degisiklik saptanmadi. sTFR diizeyleri ise OUAS grubunda anlamh
olarak yiiksek bulundu, hipoksiye bagli olarak arttigmi diisiindiigiimiiz bu
parametrenin hipoksinin siddeti ile bir iliskisi olmadig1 gozlemlendi.

Hepsidin sistemik demir dengesini diizenleyen karacigerden salinan bir
hormondur. Birgok hiicre kiiltlirii ve hayvan ¢alismasinda laboratuvar kosullarinda
olusturulan hipoksik maruziyetin, eritropoetin hormonu etkisiyle hepsidin tiretimini
baskiladig1 gosterilmistir (163,164). Saglikli insanlarda ise yiiksek rakimlarda olusan
hipoksik durumda hepsidinin 16 ile 40 saat sonra baskilanmaya baslandig1 ve birkag
giin sonra bu azalmanin pik yaptigt ve uzun bir siire bu sekilde devam ettigi
gozlenmistir (160). Hepsidinin baskilanmasi demirin kullanilabilirligini saglayarak
eritropoezise katki saglar. Hepsidinin inflamasyonla iligkili kronik hastaliklarda
goriilen anemilerin patogenezinde de rol oynadig1 gériilmiistiir. Ozellikle IL-6’nin
hepsidin ekspresyonunu STAT3 yoluyla regiile etmesi, eritropoez i¢in demir
kullanilabilirligini kisitlayarak anemi olusumuna ve bu anemilerde goriilen demir
yiiklenmesine belirgin katkida bulunmaktadir (12). OUAS hastalig1 gibi inflamatuvar
bir hastalik olan metabolik sendrom hastalarinda serum ferritin diizeylerinin,
inflamasyona bagli olarak artig1 gozlenmis ve bu artisa hepsidin {iretiminin
baskilanmasmin da katkist oldugu distinilmiistiir (165). Calismamizda OUAS
hastalarinda hepsidin diizeylerinde anlamli bir farklilik olmadig1 gozlemledik.
Hepsidinin, hem inflamasyon belirtegleri olan IL-6 ve hsCRP diizeyleri ile hem de
hipoksik maruziyeti yansitan AHI degerleriyle bir iligkisi bulunamadi. Calismamizda
serum demir diizeyi ve demir baglama kapasitesinde anlamli bir degisiklik
goriilmedi. Bu veriler 1518inda OUAS’nda serum hepsidin diizeylerinin serum demir
diizeyleri ile uyumlu olarak seyrettigini diistinmekteyiz.

Hemojuvelin hepsidin iiretiminin diizenlenmesinde gbérev alan bir membran
proteinidir. Membrana bagli hemojuvelin, BMP koreseptoriidiir ve BMP/SMAD

sinyal yolag: lizerinden hepsidin sentezini saglar. Yapilan c¢aligsmalar, membrana
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bagli hemojuvelinin proteolitik yikilimini saglayan furinin hipoksi ile aktive
oldugunu gostermistir (166). Bu nedenle hipokside soluble HJV artis1 gergeklesir
(167). Calismamizda OUAS hastalarinda kontrollere gére hemojuvelin diizeylerinde
anlaml bir ylikselme oldugunu gozlemledik, ancak hemojuvelin diizeyleri ile AHI
arasinda iliski bulunamadi. Matyszko ve ark., hemodiyaliz hastalar1 ile saglikli
goniilliileri karsilastirdiklar1 ¢alismada inflamatuar belirtegler olan IL-6, hsCRP ile
hemojuvelin diizeylerinde anlamli olarak bir artis saptamislardir. Bu ¢alismada
hemojuvelin diizeyleri ve inflamasyon belirtegleri arasinda iliski bulunmaz iken,
hemojuvelin ve ferritin arasinda giiglii bir korelasyon oldugunu gozlemlemislerdir
(168). Biz de Matyszko ve ark ile uyumlu olarak, OUAS’nda hemojuvelin ile IL-6 ve
hsCRP arasinda bir iliski saptamadik, ancak hemojuvelinin pozitif akut faz reaktani
olan ferritin ile arasinda ¢ok yiiksek bir korelasyon oldugu gézlemledik.

Calismamizda ortaya konulan bulgular olduk¢a 6nemli olmakla beraber
calismamizin bazi kisitliliklart mevcuttur. Olgu sayisinin sinirli olmasi nedeni ile
bazi altgruplarda olgu sayisi yetersizdir. Ayrica ¢alismamizda, bu metabolik yolda
gorevli bircok faktor degerlendirilememis ve OUAS’nda yapilan CPAP tedavisinin
Olciilen belirtecler tizerine etkisi gosterilmemistir.

Sonu¢ olarak, literatiirde OUAS hastalarinda demir metabolizmasini
incelemeye calistik. OUAS hastalarinda IL-6 ve hsCRP artisiyla beraber inflamatuar
belirteclerin arttigimi gozlemledik. Bu hastalarda serum demir ve demir baglama
kapasitesinde herhangi bir farklilik gozlenmedi. Demir metabolizmasinin negatif
diizenleyici hormonu olan hepsidin diizeylerinin de demirle uyumlu olarak
degismedigi gozlendi. Ancak bu hastalarda hemojuvelin, ferritin, sTfR diizeyinde
artts saptandi. Bu verileri degerlendirdigimizde OUAS hastalarinda demir
diizeylerinde her ne kadar farklilik gézlenmese de demir metabolizmasinda rol alan
molekiillerdeki anlamli degisikliklerin hastaligin patogenezinde rol alan hipoksi ve
inflamasyonla iligkili oldugunu diisiinmekteyiz. Bu metabolizmanin aydinlatilmasi
icin detayli, yiiksek katilimli ve CPAP tedavisi igeren klinik ve deneysel ¢alismalar

planlanmasi gereklidir.
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6. SONUCLAR

OUAS hastalarinda, demir metabolizmasini inceledigimiz ¢alismamizda:

1- OUAS hastalarinda IL-6 ve hs CRP gibi inflamatuvar belirteclerin arttig

saptandi.

2- OUAS hastalarinda hepsidin, serum demir ve demir baglama kapasitesinde
herhangibir farklilik gézlemlenmedi.

3- Bu hastalarda hemojuvelin, ferritin, sTfR diizeyinde artig saptandi.
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