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OZET

Sanhurfa’da Talasemi Hastalarinda Mutasyon Tiplerine Gore Oksidatif Durum ve Eser
Element Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Tibbi Biyokimya Uzmanhk Tezi

Diinyada en yaygin genetik hastaliklardan biri olan B-talasemi, 11. kromozomun kisa
kolunda lokalize olan B-globin genindeki genellikle nokta mutasyonlarinin neden oldugu
otozomal resesif bir hastaliktir. Calismamizda B-talasemi hastalarini mutasyon tiplerine gore
gruplandirarak oksidatif stres indeksinin ve eser element diizeylerinin gruplar arasinda

farklilik gosterip gostermedigini aragtirmay1 amacladik.

Bu ¢alisma Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim
Dali Cocuk Hematoloji Bilim Dali ve Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Hastanesi Cocuk
Hematoloji boliimiinde takipli yaslar1 7,43 + 4,62 y1l arasinda degisen 122 (55 kiz, 66 erkek)
B-talasemi major ¢ocuk hasta ve anemisi olmayan yaslar1 7,92 & 3,28 yil arasinda degisen 126

(61 kiz, 65 erkek) saglikli ¢ocuk ile Nisan-Temmuz 2011 tarihleri arasinda yapilda.

Hastalarin mutasyon tipleri ticari kit kullanilarak reverse dot blot platform yontemiyle
(Beta-globin Strip Testi, Viyana Lab, Viyana, Avusturya) gergeklestirildi. Hastalar mutasyon
tiplerine gore gruplandirildi, gruplar hem kendi aralarinda hemde kontrol grubu ile
karsilastirildi. Hasta ve kontrol gruplarinda toplam oksidan seviye (TOS) ve toplam
antioksidan kapasite (TAK) kolorimetrik yontemle calisildi. TOS/TAK oranmi hesaplanarak
oksidatif stres indeksi (OSI) bulundu. Cu ve Zn diizeyleri AAS ile calisildi. Sanlurfa
bolgesindeki mutasyon sikligi diger bolge illerinin birgogunda yapilan ¢aligmalarla uyumlu

olarak goriilmistiir.
Sanlurfa bolgesinde de en sik P-talasemi mutasyon tipi IVS1-110 olarak tespit

edilmistir. Bunun yaninda en sik ikinci mutasyon Antalya’da IVS1-6, Isparta bolgesinde

IVS2-1 yayinlanmisken, Sanliurfa ve Denizli’de IVS1-1, olarak olarak tespit edilmistir.
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B-talasemili olgularimizda oksidan-antioksidan sistem degerlendirmesinde TOS, OSI,
LOOH ve Seriiloplazmin diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigt TAK
degerlerinin ise istatistiksel olarak anlamli olmasada azalma gosterdigi saptandi. Literatiirde
ilk kez yapilmakta olan eser elementler agisindan yaptigimiz bu mukayese ¢aligmamizda Cu
diizeylerinin hasta grubunda arttig1 Zn diizeylerinin ise anlaml 6l¢iide azaldig: tespit edildi.
Sonug olarak bu hastalarda artmis oksidatif stresle bas edebilmek icin dogal veya sentetik

antioksidan kullanimiyla tedavilerinin desteklenmesinin faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: B-talasemi major, B-globin, oksidan-antioksidan sistem, mutasyon



SUMMARY

Evaluation of Oxidative Status and Trace Element Levels in order to Mutation types in
Thalassemia Patients in Sanliurfa.

Medical Biochemistry Expertise Thesis

B thalassemia, one of the most common genetic diseases in the World, is an autosomal
recessive disease caused by usually point mutations in the B-globin gen that localized on the
short arm of chromosome 11. In this study we aimed to investigate oxidative stress index and

trace element levels by grouping  thalassemia patients in order to their mutation types.

This study prepared from april to july 2011 in Harran University, Medical Faculty,
Department of Pediatric Hematology and Sanliurfa Children’s Health and Diseases Hospital,
Pediatric Hematology departments on 122 pediatric patients (55 girls, 66 boys) with -
thalassemia major about 7,43 + 4,62 ages and 126 (61 girls, 65 boys) healthy children with
about 7,92 + 3,28 ages.

Types of mutations in the patients studied by B-globin gene was performed using a
commercially available reverse dot blot platform (Beta-Globin Strip Assay, Vienna Lab,
Vienna, Austria). The patients were grouped according to their mutation types, the groups
were compared with each other and also with the controls. In patients and control groups total
oksidative status (TOS) and total antioksidative capacity (TAC) with a full automatic
colorometric method were studied. Taking the ratio of TOS to TAK oksidative stres index

(OSI) were found. Cu and Zn levels were measured with AAS.

The frequency of mutation in Sanliurfa was confirmed cohorent with the other studies
undertaken in other cities of the close regions. The most common thalassemia mutation type
1s IVS 1-110 in Sanliurfa similar to the other cities, besides , while the second most common

mutation is in Antalya IVS 1-6, in Isparta IVS 2-1, in Sanlurfa and Denizli is [IVS1-1.
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In the evaluation of oxidant-antioxidant system in f-thalassemia patients, it was found
that TOS , OSI, LOOH and ceruloplasmin levels have significantly increased and TAC levels
have decreased insignificantly comparing to the control group. In this first comparative study
in which trace elements were compared between B-thalassemia patients and controls, it was
detected that Cu levels have incresed in patients’ group, Zn levels have decreased
accordingly. In conclusion it is highlighted that it will be beneficial to support their treatment

by using natural or synthetic antioxidants to cope with the increased oxidative stress.

Keywords: B-thalassemia major, B-globin, oxidant-antioxidant system, mutation
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1. GIRIS ve AMAC

Diinyada en yaygin genetik hastaliklardan biri olan B-talasemi, 11. kromozomun kisa
kolunda kiime olarak lokalize olan B-globin genindeki genellikle nokta mutasyonlarinin neden
oldugu otozomal resesif bir hastaliktir (1). Hemolitik mikrositik anemiyle ortaya ¢ikan [3-
talasemi, diger bazi Akdeniz iilkelerinde oldugu gibi Tiirkiye’de de en yaygin genetik
bozukluklardan biridir. Tirkiye’de p-talasemi ve diger Hb bozukluklar1 iizerindeki
arastirmalar 1941°de Aksoy ve arkadaslari(ark) tarafindan baslatildi. 1971°de Tiirkiye’de B-
talaseminin siklig1 % 2 olarak bulundu (2,3). Daha sonra Altay ve Saglik Bakanlig: tarafindan
2000-2006 arasindaki verilere dayanilarak verilen bilgilere gore Tiirkiye’deki B-talasemi ve
hemoglobinopatilerin oran1 % 4,3 olarak bildirildi. Bu oran farkli bolgelerde % 0,6-13,0
arasinda degismektedir (4). Molekiiler caligmalarda Tiirkiye’de B-talasemiyle iligkili 35’ten
fazla mutasyon gosterildi. En yiiksek siklik % 10 oraniyla Antalya ve g¢evresinde, % 4,5
orantyla Mugla’da gozlendi (5).

Eser elementlerinin normal fizyolojik sinirlarmin degismesi oksidan/antioksidan
sistemine ve reaktif oksijen tiirleri (ROT) iiretimine etkilerinin oldugu bilinmektedir (6). Eser
elementler normal fizyolojik sinirlar i¢inde ¢esitli metabolik ve sinyal ileti siireglerinde
onemli roller iistlenmislerdir. Demir (Fe), ¢inko (Zn) ve bakir (Cu) cesitli metalloenzimlerin
yapisinda bulunan bilesenlerdir (7). Bu enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit
radikalini hidrojen perokside ve oksijene doniistiiriirken, katalaz (CAT) da hidrojen peroksiti
suya dontistiiren antioksidan enzimlerdir. Asir1 hidrojen peroksit ile birlesen Fe ve Cu gibi
gecis elementleri fenton veya haber-weiss reaksiyonu ile hidroksil radikali olusumunu
arttirmaktadir. Hidroksil radikali de asir1 okside edici bir reaktif radikal olup DNA
hidroksilasyonuna, protein agregasyonuna, membran lipid peroksidasyonu neden olmakta ve

cogu biyomolekiille reaksiyona girebilmektedir (8).

Degisik birgok reaksiyonla hiicre ve dokularda olusabilen ve oksijenden tek elektron

indirgenmesi sonucu olusan serbest radikaller; proteinler, lipitler, karbonhidratlar ve niikleik



asitleri yikima ugratabilir. Poliansature yag asitlerinin oksidatif yikimi olan lipit
peroksidasyonu serbest radikallerin uyardigi hiicre yikiminda 6nemli bir mekanizmadir.
Bir¢ok hastalikta doku yikimi serbest radikaller ve lipit peroksidasyonu sonucu olusur.
Organizmadaki serbest radikal reaksiyonlari, radikal olusumunu 6nleyen veya zincir kiran
yapilar olarak islev goren bircok antioksidan sistem ile kontrol edilir (12,13). Pro-
oksidan/antioksidan dengede bozulma hiicresel yapilarda oksidatif hasara ve DNA’da

kiriklara neden olabilir.

B-talasemili hastalarda eritrosit hemolizinin etyopatogenezinde oksidatif stresin major
faktor olarak rol aldig1 giderek kabul goren bir goriistiir (9). Bu hastalara uzun siireli kan
transfiizyonu yapilmasi viicutta demir birikmesine neden olur. Diger taraftan bu hastalarda
gastrointestinal sistemden demir emiliminin artmasi da demir yiiklenmesini arttirir (10).
Demir yiiklenmesi sonucunda artan serbest demir en giiclii prooksidan molekiillerden biridir.
Demirin oksidatif stres, toksik serbest radikal olusumu, lipid peroksidasyonu ve endotel
disfonksiyonu gibi pek ¢ok siirecte rol oynadigi bilinmekedir (11). B-globin zincirinin azalmis
veya bozulmus biyosentezi, a-globin zincirlerinin hiicre i¢i birikimine yol agar ve eritrosit

membran proteinlerinde oksidatif hasara neden olabilir.

Sanlurfa bolgesinde [-talasemi hastalarinda goriilen mutasyonlarin  ¢esitlilik
gostermesi hastaligin etyopatogenezininde farklilik géstermesi ihtimalini ortaya koymaktadir.
Bu nedenle bu hastalar1 sahip olduklart mutasyonun tipine gore gruplandirarak
degerlendirmeyi amagladik. B-talasemi hastalarindaki mutasyonun tipine gore oksidatif stres
indeksinin ve eser element diizeylerinin degisip degismedigini arastirdik. Toplumsal bir
etkiye sahip olan bu hastalikta oksidan-antioksidan parametreleri ve eser elementleri
inceleyerek hangi yonde degisiklik gosterdikleri ve bu degisikliklerin mutasyon tipine gore
farklilik gosterip gostermedigini ortaya koyarak destekleyici tedavi protokollerine katkida

bulunmay1 hedeflemekteyiz.



2. GENEL BILGILER

Talasemi kalitimsal bir hata sonucu bir veya daha fazla globin zincirinde yapisal bir
bozukluk goriilmeksizin yapim hizindaki azalmaya bagli olarak gelisen hipokrom mikrositer
anemi ile karakterize heterojen bir grup hastaliktir. Talasemi ilk kez 1925 yilinda
yasamlarinin ilk yillarinda derin anemi ve splenomegali gelisen bebekleri tanimlayan
pediatrist Thomas Cooley tarafindan tarif edilmistir. Benzer vakalarin goriilmesi iizerine bu
herediter hemolitik anemiye ¢esitli isimler konulmustur. George Whipple ve Lesley Bradford
1936 yilinda inceledikleri vakalarin Akdeniz civar {ilkelerden geldiklerini tespit etmisler ve
hastaliga Yunanca deniz anemisi anlamina gelen "thalassemia" adini vermislerdir (15,16).
Tanimlanan bu resesif mendelian bozukluklarin homozigot veya birlesik heterozigot
formlarimin Akdeniz ¢evresi iilkelerle sinirli olmadigi, tropikal iilkeleri de i¢ine alan genis bir

bolgede ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir (20).

Talasemiler diinyada en yaygimn goriilen tek gen bozukluklaridir. Ozellikle Akdeniz
Bolgesi, Orta Dogu, Hindistan, Uzak Dogu ve Tropikal Afrika'da biiyiik bir halk saglig
problemine neden olmaktadir. Giiniimiizde hizli niifus gog¢iinden dolayi, Kuzey ve Giiney
Amerika ile Avrupa kitasinda da yaygin olarak goriilmektedir. Elde edilen bilgiler 1s1ginda
diinya niifusunun % 4,5'ini olusturan 250 milyon kisinin etkilenmis oldugu tahmin
edilmektedir. Bu etkilenen kisilerin ¢ogunlugu hatali globin geni i¢in heterozigottur. Yaklasik
300 bin kisi ise homozigot olarak dogmaktadir, bu insanlarin da yarisin1 orak hiicreli anemi

diger yarisini talasemili hastalar olugturmaktadir (14,19).

B-talasemi ve bununla ilgili bozuklugu olan hastalarda yaklasik 200 farkli mutasyon
tanimlanmistir. Her poplilasyonda siirli sayida haplotip bulunur. Mutasyonlarin, % 80'i
sadece 20 degisik haplotip ile baglantilidir. Bu gozlem bazi popiilasyonlarda B-talaseminin
bagimsiz kaynagini gostermede yardimci olmustur (1,17). Yasamin ilk yilinda HbF (fetal
hemoglobin)'in (02%¥2) sentezindeki azalma nedeniyle ciddi B-talasemi genellikle asikar hale

gelmektedir (20).



Tirkiye, Asya ve Avrupa arasinda bir koprii durumunda olmasi nedeniyle farkl
popiilasyonlarin go¢iine ugramistir. Bu nedenle etnik yapisi diger Akdeniz iilkelerine paralel
degildir. Bu durum Tiirkiye'de gozlenen B-talasemi mutasyonlariin allel ¢esitliliginin daha

fazla olmasina neden olmustur (18).

2.1. Hb Molekiilii

Hb, globin ve hemden olusan 64400 dalton agirhiginda tetramer bir yapidir (Sekil-1). iki
cift 6zdes olmayan polipeptid zinciri ve dort molekiil hemden olusur. Bu tetrameri olusturan
polipeptid zincirleri 6zgiil aminoasitlerden olusur. Aminoasitlerin siralanmasi birincil yapiy1,
aminoasitlerin aralarinda hidrojen baglariyla heliksler bigiminde diizenlenmesi de ikincil
yapty1 olusturur. Ugiinciil yap1 ise polipeptid zincirlerin katlanarak ii¢ boyutlu bir forma
ulagmasiyla ortaya ¢ikar. Dort polipeptid zincirinin birleserek olusturdugu tek bir molekiil ise

dordiinciil yapiy1 olusturur (19).

Hb, eritrositlerdeki oksijen tasiyicisidir. Molekiil tetramer yapida olup her bir alt birimi,
demir pigmenti iceren hemden meydana gelir. Bir polipeptid zincir olan globin ve oksijenle

hemin birlesmesi sonucu, Hb oksijen tasima yetenegi kazanir (24).

Globiiler Hb molekiiliiniin karmasik yapisindaki hem, tiim insan Hb tiplerinde aymidir ve
hidrofobik bir ortam olusturan hem cepleri igerisinde yerlesmistir. Oksijenin kanda taginmasi

Hb'le geri doniisiimlii kombinasyonlar yapmasi yoluyla olur (19).



R-Zincir

Sekil-1: Hb molekiilii (151)

2.1.1. Hb Yapisi ve Fonksiyonu

Embriyo, fetiis ve erigkin Hb'leri farkli globin zincirlerine sahiptir. Hb'lerin tiimii, her bir
globin zincirine bir hemin baglandigi farkli ikiser ¢ift globin zincirinden olusan, bir tetramerik
yapiya sahiptir (19). Eriskin ve fetal Hb'ler B(beta), delta (5) ve A(gama) zincirlerinin alfa (o)
zincirleri ile birlesmelerinden olusur (Sekil-2). Boylece eriskin Hb'ni HbA a,8,, HbA, 0,3, ve
fetal Hb HbF oy, yapisindadir. Embriyonik Hb'lerden Hb portland ({2A2), zeta () zincirinin
A zinciriyle, Hb Gower 1 (£2€2), {(zeta) zincirinin epsilon (€) zinciriyle ve Hb Gower 2 (0;¢5),
o zincirinin ¢ zinciriyle birlesmelerinden olusur (19,22). y zincirinin 136. aminoasit
pozisyonunda glisin (Gl) ve alanin (Al) bulunmasma gore iki farkli fetal Hb mevcuttur. y

glisin (Gl y) ve y alanin (Al y) zincirlerinin gen lokuslar1 da ayridir (15).
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Sekil-2: a ve B gen kiimesi, globin zincirleri ve gelisim donemlerine gore Hb'ler (20).

Farkli yapidaki Hb'ler degisen g¢evrelerin oksijen ihtiyaglarini saglamaktadir. Hb'nin
baslica fonksiyonu oksijen baglama ve bagladigi bu oksijeni dokulara vermektir. Oksijen hem
demirine baglanir. Hemdeki demir, oksijen baglayabilmesi i¢in +2 degerlikli (ferr6z) durumda
bulunmalidir. Oksijenin baglanmasi ve dokulara verilmesi sirasinda globin zincirlerinin bizzat
kendilerinde ve zincirlerin birbirleriyle ilgili biitiinliiglinde yapisal degisimler olur. Boylece,
oksijenle farkli birlesme egilimleriyle ilgili Hb molekiiliinde bir seri sekil degisiklikleri
meydana gelir. Oksijene bagli olmayan Hb molekiiliiniin, oksijenle birlesme yetenegi
diisiiktiir. Oksijen-hem baglanmasi oldugunda Hb molekiilii daha fazla oksijen tutma yetenegi
kazanir. Bu kooperatif etkilesim sonucunda Hb'nin oksijenasyonu yoluyla ilgili sigmoid
sekilli egri elde edilir. Hb molekiiliiniin oksijen baglamasi pH, karbondioksit (CO;) basinci,
2,3-difosfogliserat (DPG), ATP, 1s1 ve globin zincirlerini etkileyen mutasyonlardan etkilenir
ve bu olay egrinin seklini degistirir (15).



2.1.2. Globin Zincirleri ve Eritropoezin Gelisim Donemleri

Globin doniisimii olarak da adlandirilan olay, cesitli globin genlerinin gelisimi
esnasinda meydana gelen degisiklikler sonucu gen ekspresyonun artisinin diizenlenmesine
klasik bir 6rnektir. a ve B kiimelerindeki genler ayni transkripsiyonel diizen i¢inde siralanir ve
her kiimedeki genler gelisim sirasinda ekspresyonlarinda ayni sekansa sahip olur. Hem o hem

B benzeri globin zincirlerinin de ayni1 sekilde tiretimi vardir (24).
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Sekil-3: Fetus ve infantta eritropoez (22).

Globin sentezinin gecici donilisiimlerinin, eritropoezin baslica bolgelerindeki degisiklige
uymalar1 oldukga ilgingtir. Embriyonik globin sentezi vitellus kesesinde gebeligin 3.
haftasindan 8. haftasina kadar olan dénemde olusur, ancak yaklasik 5. haftada hematopoezin
baslica yeri olan vitellus kesesinden fetal karacigere dogru hareket etmeye baslar(Sekil-3).
HbF (ayy,) fetal yasam boyunca ¢ogunluk teskil eden Hb'dir. Dogumda toplam Hb'min %
70'ini, eriskin yasamda ise toplam Hb'nin %1'inden azin1 olusturur (24). Bir yasindan itibaren
Hb kompozisyonu yaklasik olarak HbA % 97,5, HbA, % 2 ve HbF % 0,5 oranlarinda
meydana gelir (23).



B zincirleri erken gebelikte tespit edilmesine ragmen, sentezleri sadece doguma yakin
belirgin hale gelir ve 3 ayliktan itibaren neredeyse tim mevcut Hb yetiskin tip HbA'dir.
zincirinin sentezi dogumdan sonra da devam eder, ancak HbA; (025,) normal yetiskin Hb'in

yaklasik % 2'sinden fazlasini olusturmaz (24).

2.1.3. Hb'nin Genetik Kontroli

Globin zincir genleri iki farkli gen ailesine mensuptur. B zincir ailesi genleri 11.
kromozom {izerinde 5'-e-G-AA-yP-6-B-3' seklinde siralanmis olarak bulunur (Sekil-4). Bu
kromozomda birer tane aktif f, 5, € geni ve iki tane de aktif & geni mevcuttur. a zincir ailesi
genleri ise 5'- (2-yC1-yo2-yal-a2-al-3" seklinde 16. kromozomda yer almaktadirlar (15,23).
Bu kromozomda bir tane aktif  ve iki tane aktif a geni mevcuttur. yp, ve ya genleri gelisimin

erken devrelerinde aktif olan daha sonra aktivitesini kaybederek ancak kalinti seklinde

bulunan psddo genlerdir (15).
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Sekil-4: Insan globin genleri



Genin kodlanan kisimlar1 eksonlardir. Genin uzunlugu boyunca yer alan intronlar genin
kodlanmayan kisimlaridir. B, A, € globin genlerinde oldugu gibi a ve { globin genlerinde de iki
kiiciik intron mevcuttur. Intronlar ve yapisal genlerin diizenlenmesinde énemli rol oynayan,
genin 5' tarafinda bulunan ve sifrelenmeyen bolgeler (untranslated region, UTR) gen
kopyalanmasinin baslangicinda yer alir (15). B -globin geninin genel yapisi iki kodlanmayan
intron ve ii¢ kodlanan ekzon igeren diger globin lokuslar1 gibidir. Ekzon 2 hem baglanmasini
ve afy dimer formasyonunun meydana gelmesini saglayan yapilar1 kodlarken, ekzon 3 de 2,3-
DPG baglanmasi ve Bohr etkisi i¢in gerekli olan etkilesimleri olusturan bircok aminoasidi

iceren globin alt {initesini kodlar (30).

2.1.4. Gen Ekspresyonu

Gen en basit haliyle bir polipeptid zincirindeki aminoasit dizisinin kodunu ve
ekspresyonda gerekli olan diizenleyici dizileri tasiyan bir DNA parcasi olarak
diisiiniilmektedir. Ancak bu tanimlama insan genomundaki genler i¢in yetersizdir. Insanlarda
cok az gen kesintisiz kodlanan diziler halindedir. Genlerin ¢ogu bir veya daha fazla
kodlanmayan bolge tarafindan kesintiye ugrar. Araya giren bu dizilere intron denir; bunlar,
niikleusta RNA'ya transkribe olur, fakat sitoplazmadaki olgun RNA'da bulunmazlar. Bu
nedenle intronik dizilerdeki bilgi normal olarak son iirlin olan proteinde temsil edilmez.

Intronlar, proteinin aminoasit dizisini kodlayan dizi olan ekzonlarla ardarda dizilirler (25).

Gen sadece kodlayan dizileri degil, dogru gen ekspresyonu i¢in gerekli komsu niikleotid
dizilerini de kapsar. Komsu niikleotid dizileri genden transkribe edilen mRNA sentezi i¢in
"bagla" ve "dur" sinyallerini saglamaktadir. Genin 5' ucunda transkripsiyonun dogru
baslamasindan sorumlu olan dizileri igeren promotor bélge bulunur. Insan genomunda birkag
farkli tipte promotor bulunur. Bu promotorlarin hem gelisim sekillerini hem de ayni genin
degisik dokularda ekspresyon diizeylerini belirleyen farkli diizenleyici 6zellikleri vardir.
Genin 3' ucunda, olgun mesajct RNA (mRNA)'nin sonuna adenozin (poliA kuyrugu) dizisi
eklenmesi i¢in sinyal tasiyan ve translasyonu olmayan bir bdlge vardir. Bir genin
transkripsiyonunun baglamasi diizenleyici elemanlarin, promotorun ve bu bolgelerdeki 6zgiil
dizilerle iliski kuran transkripsiyon faktoérleri denilen proteinlerin etkisi altindadir. Bir genin

transkripsiyonu, kodlayan dizinin 5' ucundaki kromozomal DNA'da bulunan transkripsiyon



baslangi¢ bolgesi ile baglar ve kromozomda ekzon ve intronlar boyunca kodlayan dizilerin
sonuna kadar, birka¢ yiiz baz ciftinden bir milyondan fazla baz ciftine kadar devam eder.
Primer RNA transkriptinin 5' ve 3' modifikasyonlarindan ve introna karsilik gelen kisimlarin
cikartilmasindan sonra ekzona karsilik gelen parcalar birlestirilir (splicing). RNA
"splicing"den sonra olusan mRNA (genin sadece kodlanan kismi), niikleustan sitoplazmaya
tagiir kodlanmis olan polipeptidin aminoasit dizisine ¢evrilir. Bu karmasik islemin her evresi
hataya agiktir ve bu evreleri etkileyen mutasyonlar, kalitsal hastaliklara neden olmaktadir

(25).

Primer RNA transkripti, 5' ucuna kimyasal bir "bashik" (cap) yapisi eklenmesi ve
kodlayan bolgenin sonundaki 6zgiil bir noktadan 3' ucunun kesilmesi ile iglenir. Bu kesilmeyi
RNA'nin 3' ucuna poliA kuyrugunun eklenmesi izler; poliA kuyrugu, poliadenile RNA'nin
stabilitesini arttirmaktadir. Poliadenilasyon noktasinin yeri genellikle RNA transkriptinin 3'
ucunda bulunan ve proteine ¢evrilmeyen kisminda yer alan AAUAAA (veya benzeri bir dizi)
ile belirlenir. Bu post-transkripsiyonel modifikasyonlar da RNA "splicing" gibi niikleusta yer
alir. Tamamen islenmis olan RNA'ya mRNA adi verilir ve translasyonun yapilacagi

sitoplazmaya taginir (23).

Islenmis olan mRNA'nin translasyonu her zaman metionin belirleyen kodonla (Cd)
baslar. Bu nedenle her polipeptid zincirinin ilk (amino ucu) aminoasidi genellikle protein
sentezi bitince ¢ikartilmasina ragmen, metionin olmaktadir. Metionin Cd'u (baslangi¢ Cd'u,
AUG) mRNA'in "okuma c¢ergevesini" (reading frame) olusturur. Bundan sonraki her Cd,

proteinde dogru aminoasit dizilimini saglayacak sekilde okunmaktadir (23).

2.1.5. Globin Zincirlerinin Uretimi

Globin zincirlerinin olusumu herhangi bir proteinin yapilmasindan farkli degildir.
Yapisal genin DNA'sindan mRNA araciligr ile sitoplazmaya bir bilgi akis1 mevcuttur. Bu
bilgiye gore sitoplazmada kopyalanan genin aynadaki goriintlisii olan bir mRNA kalib1

tizerinde protein zincirleri olusur. Bir globin geni kopyalandig1 sirada, bunun bandlarindan
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birinde RNA polimeraz enzimi etkisiyle bir mRNA molekiilii olusur. Globin genlerinin ilk
kopyas1 hem intronlar1 hem de ekzonlar1 ihtiva eden genis bir prekiirsor mRNA molekiiliidiir.
Bu molekiil ¢ekirdekte kiiciik degisikliklere maruz kalir. ilk olarak intronlar kesilir ve
ekzonlar u¢ uca gelecek sekilde birlesir. mRNA molekiilii 5' ucuna bir CAP yapisi ve 3' ucuna
bir poli A'nin ilavesiyle degisir. Bu sekilde islenmis mRNA globin zincir yapimi i¢in bir kalip

vazifesi gérmek tizere sitoplazma i¢ine hareket eder (15).

Aminoasitler, tasiyict RNA'larla (tRNA) kaliba taginir. Her aminoasit i¢in 6zel bir tRNA
vardir. Bir globin zincirinde aminoasitlerin diizeni bir t¢lii bazla tayin edilir. Yani, {i¢ baz
(Cd) belirli bir aminoasiti kodlar. tRNA'lar da ii¢ baz icermektedir (anti-Cd). Bunlar belirli
aminoasitlerin mRNA Cd'nin tamamlayicilaridir. tRNA'lar aminoasitleri kaliba tasir ve
Cd/antiCd bazlarin cift teskil etmesiyle gereken dogru pozisyonu bulur. Ilk tRNA pozisyona
girince birka¢ protein baslama faktoriiyle ve ribozomal alt iiniteler arasinda bir baslangic
kompleksi olusturur. ikinci tRNA bunun boyunca hareket eder ve iki aminoasit arasinda bir
peptid bag1 olusur. Globin zincirleri bu sekilde iki aminoasit uzunluguna ulagir. Daha fazla

tRNA'nin uygun pozisyonlara hareketiyle globin zincirleri biiyiir (15).

Spesifik baglamada AUG ve sonlanmada da UAA, UAG, UGA Cd'lar1 mevcuttur.
Ribozomlar sonlanma Cd'ma erigsince nakil olayr durur ve tamamlanmis globin zincirleri
serbest hale gelir. Her bir globin zinciri hem ile birlesir ve hemoglobin molekiiliiniin nihai
seklini vermek lizere de birbirleriyle birlesirler. Genin normal kopyalanmasini, mRNA'nin

olusumunu veya proteine doniisiimiinii 6nleyen kusurlarin hepsi talasemiye neden olur (15).

2.1.6. B-Globin Gen Ekspresyonu

Oldukga kiiciik ve yapisal olarak basit bir gen olan -globin geni, 11. kromozomun kisa
kolu tizerinde (11p 15,5), B-globin gen kiimesi i¢inde yer almaktadir(Sekil-2). B-globin geni
-globin zincirindeki 146 aminoasidi kodlamak i¢in gerekli bilgiyi, 3 ekzon, 2 intron, 3' ve 5'

diizenleyici bolgelerden olusan yaklasik 1,8 kb iizerinde tagimaktadir (26).

11



B-talasemi promotoru diger bircok gen promotoru gibi, transkripsiyonu diizenleyen
Ozgiil proteinlerle (transkripsiyonel faktorler) iligkili oldugu diisiiniilen oldukca kisa
fonksiyonel eleman serisinden olusmaktadir. Bu proteinler, Hb iireten eritroid hiicrelerin -
globin genlerinde gen ekspresyonunu diizenler. Onemli bir promotor dizisi olan "TATA
dizisi" (TATA kutusu) transkripsiyon baslangi¢ dizisinin yaklasik olarak 25-30 baz gifti
oncesinde bulunan adenin (A) ve timin (T) yoniinden zengin olan korunmus bir bolgedir.
"TATA dizisi", B-globin geninde translasyon baslangic bolgesinin yaklasik olarak 50 baz ¢ifti
Oncesinde yer alan transkripsiyon baslangi¢ pozisyonunu belirlemede énemlidir. Bu nedenle
gende transkribe edilmis ancak proteine cevrilmemis 50 baz cifti uzunlugunda bir dizi
bulunmaktadir. Ikinci korunmus bolge olan "CAT dizisi" (CCAAT) birkag diizine baz cifti
daha onde yer alir (25).

Promotoru olusturan dizilere ek olarak transkripsiyon etkinligini belirgin derecede
degistirebilen baska dizi elemanlar1 da vardir. Bu aktive edici dizilerin en iyi tanimlanmig
olanina "enhancer" adi verilir. "Enhancer"ler transkripsiyonu uyarmak {izere genden uzakta
(¢cogunlukla birkag¢ kb) fonksiyon gorebilen dizi elemanlaridir. "Enhancer"ler promotorlardan
farkli olarak hem yerlesim hem de yon agisindan bagimsizdir ve transkripsiyon baslangig
bolgesinin 5' veya 3' ucunda yer alabilir. "Enhancer"lerin 6zel bazi proteinlerle iliski kurmasi,

transkripsiyon diizeyini arttirmaktadir (25).

B-globin geninin, gelisim sirasinda yiiksek diizeyde eksprese olabilmesi icin &-globin
geninin de 5' ucunda yer alan lokus kontrol bdlgeleri (LCR, Locus Control Region) adi
verilen daha uzak dizilere ihtiya¢ duyulur. Beklenildigi gibi, "Enhancer" veya LCR dizilerini

bozan mutasyonlar B-globin gen ekspresyonunu engeller veya bozar (25).

2.1.6.1. RNA Splicing

B-globin geninin primer RNA transkriptinde yaklasik olarak 100 ve 850 baz cifti
uzunlugunda olan ve birlikte "splice" edilmesi gereken iki ekzon bulunur. Bu islem, hatasiz ve
oldukca verimlidir; B-globin transkriptlerinin % 95'inin fonksiyonel globin mRNA'sin1

olusturmak tizere dogru olarak kesilip birlestirildigi disiiniilmektedir. "Splicing" reaksiyonlar1
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intronlarin 5' ve 3' uclarindaki 6zgiil DNA dizileri tarafindan kontrol edilir. 5' dizisi, 9
niikleotidden olugmaktadir; bunlarin ikisi ("splice" bdlgesinin hemen yanindaki intronda
bulunan GT diniikleotidi) farkli genlerin "splice" bdlgeleri arasinda degismez. 3' dizisi,
yaklagik olarak bir diizine niikleotidden olugmaktadir; bunlarin ikisi normal "splicing" igin
zorunlu olan ve intron/ekzon sinirinin 5' ucunda yerlesen AG'dir. Kesim bolgeleri mRNA'nin

okuma c¢ergevelerine dahil degildir (25).

RNA "splicing"in tibbi 6nemi, ekzon/intron sinirlarinda yer alan korunmus dizilerdeki
mutasyonlarin genellikle RNA "splicing"i bozmasiyla ve buna bagli olarak olgun B-globin
mRNA'sinin miktarindaki azalma ile agiklanmistir. Daha 6nce bahsedildigi gibi GT veya AG
dintikleotidlerindeki mutasyonlar, mutasyonu bulunduran intronun normal "splicing"ini bozar

(25).

2.1.6.2. Poliadenilasyon

Olgun B-globin mRNA'sinin dur Cd'u ile poliA kuyrugu arasinda, yaklasik olarak 130
baz ¢ifti (b¢) uzunlugunda 3' proteine ¢evrilmeyen bolge (3' UTR) bulunur. Diger genlerde
oldugu gibi, mRNA'nin 3' ucunun kesimi ve poliA kuyrugun eklenmesi, poliA bolgesinden
yaklasik olarak 20 b¢ 6nce bulunan bir AAUAAA dizisinin kontrolii altindadir. B-talasemili
hastalardaki poliadenilasyon sinyal mutasyonlari, dogru 3' kesimi ve poliadenilasyon i¢in bu

sinyalin 6nemini kanitlamaktadir (25).

2.2. B-talasemiler

Talasemilerin klasik seklidir. Bir pediatrist olan Dr. Thomas Cooley tarafindan 1925
yilinda 4 Yunan ve Italyan ¢ocukta hayatlarinin ilk yillarinda derin  anemi,
hepatosplenomegali, biiyiime geriligi ve kemik deformiteleri ile karakterize bir sendrom
(Cooley Anemisi) olarak tanimlanmistir (31, 32-33). Daha sonra benzer vakalarin goriilmesi
tizerine bu herediter hemolitik anemiye Van Jaksch anemisi, splenik anemi, eritroblastozis
adlan verilmistir (29). 1936’da George Whipple ve Lesley Bradford inceledikleri vakalarin
Akdeniz civar llkelerden geldigini saptadiklari hastaliga deniz anlamina gelen “thalassa=

deniz (eski Yunanca)” adini vermislerdir (32,35). Zamanla bu hastaligin yalniz Akdeniz
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iilkeleri toplumlarinda olmadigr diger toplumlarda da bulundugu saptanmistir (19).
Tirkiye’de ilk iki talasemi vakasi Ord. Prof. Dr. Sedat Tavat ve Prof. Erich Frank tarafindan
1940 yilinda eszamanli olarak bildirildi (35). Valentine ve Neel talasemi genetigini

aydinlatarak talasemi minor ve major terimlerini 1944 yilinda tip literatiiriine eklediler (35).

Talasemi yaygin goriilen tek gen hastaliklarindan olup otozomal resessif gecis 6zelligi
olan bir hastaliktir. a globin zincirini sentezleyen gen 16. kromozomda ve B globin zincirini
kodlayan gen 11. kromozomda yer almaktadir. o-talasemide molekiiler defekt daha cok
delesyon, B-talasemide ise nokta mutasyonlar seklindedir (29,33,36,37). Ulkemizde talasemi
mutasyonlart ¢ok heterojendir. Toplam 35’in iizerinde mutasyon oldugu bilinmektedir.

Mutasyonlarin dagilimi biiyiik farkliliklar gostermez (5,29).

B-talasemi Akdeniz Ulkeleri, Kuzey ve Bat1 Afrika'dan Orta Dogu ve Giiney Dogu Asya
Ulkelerini de igine alan bir kusak tarzinda yayilma gésterir (15). p -talasemili hastalarda, B -
globin geninin 200'den fazla farkli mutasyonu tanimlanmistir. Diinyada yiiksek sikliga sahip
popiilasyonlarin her birinin 6zellikle bir bolgede birkag yaygin mutasyonu tasidig goriiliirken
nadir olan mutasyonlara da rastlanabilir (27). B-talasemi, Akdeniz tilkeleri, Afrika ve
Gilineydogu Asya gibi malarya i¢in endemik alanlarda yiiksek siklikta goriiliir. Hastaligin
tagiyicilart malaryaya karsit genetik olarak korunur ve segici bir avantaja sahiptir (19,28).
Diinya popiilasyonunun yaklasik % 3 kadar1 (150 milyon) B-talasemi mutasyonu tasiyicisidir

(29).

p-Talasemiye Neden Olan Mutasyonlar

B-talasemiye neden olan 200 civarinda farkli mutasyon tanimlanmistir (Sekil-5). Her ne
kadar ¢ogu, kiime icinde kii¢iik niikleotid degisimleri olsa da, delesyonlar da B-talasemiye
neden olabilir. Biitin mutasyonlar B-globin zincirlerinin sentezinin yoklugu (B° talasemi)

veya sentezdeki bir azalmayla (B+ talasemi) sonuglanir (20).

B-globin genindeki mutasyonlar gen ekspresyonunun herhangi bir kademesini
etkileyerek B-globin zincir sentezinde bozukluklara neden olur. Bu nedenle [ globin
genindeki mutasyonlarin siniflandirilmasi gen ekspresyonu kademelerindeki etkilerine gore

yapilabilir.
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1. Transkripsiyonel mutasyonlar
2. RNA islemlenmesi (processing) ile ilgili mutasyonlar
e Splice kavsagindaki mutasyonlar
o Konsensus dizi degisikliklerine neden olan mutasyonlar
e Intronlardaki degisiklikler
e Kodlanan bolgelerdeki mutasyonlar
3. RNA translasyon mutasyonlari
e Anlamsiz (nonsense) mutasyonlar
e Cerceve kaymasi (frameshift) mutasyonlari
4. RNA ayrilmasi ve poliadenilasyonla ilgili mutasyonlar
5. Baglik bolgesi (cap site) mutasyonu
e 3'-Translasyonu yapilmayan bolgedeki mutasyon
e Bagslangi¢ kodonu mutasyonlari

e Delesyonel mutasyonlar

VS 1-
Codon 6 - 1 bp :vg 1-? g’;TC
:zg ;: gj: Codons 41-42 4 bp del
k 126 GAG/AAG (HD
IVS 2-745 CIG i HHOE)
Codond9C

IvS 1-6 T

v 2-654 o1

VS 1-110 G/A

VS 1-5 G/C # Codons 41-424 bp del
IVS 1-6 T/C Codon26 GAG/AAG
Codon 39 CAG/TAC -28 AIG

Codon 8 2 bp del

=29 &G 619 tp del -

88 /T Cogon 8/9 +G /
Codon 24 T/A VS 1-1 G/T

PolyA T/C Codons 41-424 bp del

Sekil-5: B-talaseminin diinyada dagilimi (152).

Altay'in Tirkiye'nin degisik cografi bolgelerinden gelen hastalarda tespit edilen 1064

mutant kromozom iizerinde yaptig1 calismada 32 farkli mutasyon goriilmiistiir. Dagilim
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bolgeler arasi1 oranlarda farklilik gosterse de toplam dagilimda en yaygin mutasyonun IVS 1-
110 (% 40,88) oldugu goriilmiistiir. Bunu takiben sirasiyla azalan oranlarda en yaygin 10
mutasyon, IVS 1-6 (% 10,33), IVS 2-1 (% 8,08), IVS 2-745 (% 6,20), IVS 1-1 (% 5,73), FSC
8 (% 4,69), -30 (% 4,22), Cd 39 (% 2,91), FSC 8/9 (% 2,63), Cd 44 (% 1,78), FSC 5 (% 1,22)
seklindedir (5).

Diinya populasyonunun yaklasik %3 kadar1 (150 milyon) B-talasemi geni tastyicisidir
(29,39, 44,). Baz1 kaynaklara gore tiim diinyada 240 milyon kisi B-talasemi heterozigottur ve
her yil 200 bin pB-talasemi hasta ¢ocuk dogum oldugu sanilmaktadir (40). Ozellikle
Yunanistan ve Italya’da bu oran cok yiiksektir. En yiiksek tasiyicilik prevalansi Sardinya
adasindadir (%11-34) (33,41). Tiirkiye genelinde [-talasemi tasiyiciligt %2 olarak
bildirilirken, genis bdlgesel farklar dikkati ¢ekmektedir (%0.6-%10.8) (4). Ulkemizde 1.4
milyon tastyict ve 4500 civarinda talasemi hastasi bulunmaktadir (37). Ulkemizde tastyicilik
prevalansinin bolgelere gore dagilimi incelendiginde, Bati Trakya gog¢menleri ve Giiney
Anadolu’da prevalansin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Talasemi tasiyiciligi, Izmir’de
%2.7, Antalya’da %5.7, Denizli’de %3.6, Adana’da %3.9, Bati-Trakya gdg¢menlerinde ise
%10.8 olarak bildirilmektedir (37,39, 44).

B-talasemiler klinik tablonun agirligina gore 3 ana grupta incelenir (31,41,44).

a) PB-talasemi major (B-TM): B-talasemilerin en agir formudur. Agir anemi vardir.

Diizenli kan transflizyonu yasam i¢in gereklidir (31).

b) B-talasemi intermedia (B-TI): Zaman zaman semptomatik olan, infeksiyon, cerrahi
vb. nedenler disinda genellikle transfiizyon gerektirmeyen orta siddette anemisi olan hasta

grubudur (31).

c¢) B-talasemi minor (P -talasemi tasiyiciligi, talasemi trait): Genellikle asemptomatik
olan hastalarda, eritrosit morfolojisinde degisiklikler vardir. Siklikla toplum veya aile

taramalar1 ile tan1 konulur. Anemi yoktur veya c¢ok hafiftir.
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2.2.1. B-Talasemi Major (Homozigot B-talasemi)

Her iki B geni de talasemi mutasyonu tasiyor ise homozigot B-talasemi adi verilir.
+
Molekiiler defekt %5-30 civarinda B-globin zincir sentezine izin veriyor ise [ talasemi; -
0 .
globin zincir sentezine izin vermiyorsa 3 talasemi’den soz edilir. Ulkemizde en sik goriilen

IVS1-110 mutasyonu BO talasemi ve ikinci siklikla goriilen IVS1-6 (T-C) mutasyonu ise B+
talasemi nedenidir. Bu durumda kisinin tasidigi molekiiler defektin siddeti, hastaligin klinik
siddetinin belirleyicisidir. B zincir sentezi ve kisinin heterozigot /homozigot olusu klinik
agirligr etkiler. Homozigot talasemi olgularinda hafif B-talasemi mutasyonu varlig1 ve/veya -
talasemi yanisira a-talaseminin veya fetal Hb iiretimini arttiran y globin geni modulatorlerinin
kalitilmis olmasi daha hafif klinik gidise sahip “Talasemi Intermedia” fenotipine neden
olmaktadir. Siddetli molekiiler defekte sahip olgular ise “Talasemi Major” olarak tanimlanan

siddetli hastaliga sahiptir (37,44).
2.2.1.1. Fizyopatoloji

B-talasemide, B-globin zincir iiretiminin azalmasi veya hi¢ yapilamamasi buna karsin o
zincir yapiminin normal diizeyde devami, a globin zincirinde relatif bir artmaya neden olur. a
ve B globin subiinitlerinin sentezindeki bu dengesizlik fizyopatolojideki temel olaydir. Artmis
a-globin subiinitleri Hb tetrameri olusturamazlar. o zincirlerinin, oksijen tagima yetenegi
olmadig1 gibi, solubiliteleride azdir. Artmis, stabil olmayan serbest a zincirleri dimer seklinde
kemik iligindeki eritroid Oncii hiicrelerin i¢inde birikir ve membranina ¢okerler. Eritrosit
membrant ¢ift katli bir lipid zar ve onun altinda onu destekleyen iskelet proteinlerinden
yapilmistir. Bu iskelet proteinleri spektrin, protein 4.1, protein 3, aktin ve glukoforinlerdir. 3-
talasemide biriken ve c¢oken a-globin agregatlari, protein 4.1'in bazi aminoasitlerinin
oksidasyonuna neden olup, fonksiyonel ve yapisal anormalliine yol acarlar. Neticede
normalde spektrinin, aktine baglanmasini artiran protein 4.1, bu islevini yapamaz. Spektrin-
aktin-protein 4.1 iliskisi bozulur (31,43). Coken agregatlar, eritrosit membran ve
organellerinde harabiyete ve eritrositin kemik iligi icinde yikimina, eritroid prekiirsorlerin
Oliimiine, ineffektif eritropoeze neden olmaktadirlar. Homozigot B-talasemide kemik iligi

normoblastlarinin %15-30'dan fazlas1 yikimdan kurtulamamaktadir. a zincirlerinin yarattig
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inkliizyonlar (Hemikromlar) eritroid kok hiicrelerin i¢inde bile goriilmektedir (69,70). Eritroid
hiicrelerin kemik iliginde yikimi yiiziinden dolasimdaki hiicrelerde dlgiilen B/a. globin sentez
orani, hastalifin agirlik derecesi ile tam korelasyon gostermez. Ciinkii globin dengesizliginin

cok fazla oldugu hiicreler dolagima gegemeden yikilmaktadirlar(43).

B-talasemide; B-globin zincir liretiminin eksikligi veya yoklugu, diger zincirleri igeren
Hb’lerin artis1 (HbA, ve HbF artmasi) ile telafi edilmeye calisilir. Fakat bu artislar,  zincir
yoklugunu yeteri kadar tamamlayamaz ve baslica erigkin Hb’i olan HbA' nin eksikligi devam
eder. Yine globinle baglanmamis Hem ara tirlinlerinin ALA sentetaz enzimi iizerine feed back
inhibisyonu, Hb’nin eksik yapimina katkida bulunur. Sonugta fonksiyonel Hb tetramerlerinin
yapiminda azalmaya bagli olarak Hb seviyesi diiser ve hipokromi, mikrositoz, target hiicreleri

ve daha az siklikla gézyas1 hiicreleri, mikrosferositler meydana gelir (31).

Olgunlasmasin1 tamamlayarak periferik dolasima ¢ikabilen eritrositler hem yogun
olarak inkliizyon cisimleri tagiyor olmalar1 nedeniyle, hem de serbest “hem”, alfa zincirlerinin
ve demir etkisiyle olusan serbest oksijen (radikalleri) tiirevlerinin yaptig1 patolojiler
nedeniyle, dalakta ve retikiiloendoteliyal sistem dokularinda yikima ugramaktadirlar.
Eslesmemis o zincirleri direkt yoldan veya olusturdugu oksidatif hasar nedeniyle eritrosit
membraninin antijenik yapisinda degisiklige yol acar. Bu antijenik yap1 degisikligi otoreaktif
IgG antikorlar1 olusumuna neden olmaktadir. IgG antikorlar1 a-antigalaktosit ile reaksiyona
girer, membran igerigindeki sialik asitte azalmayla, talasemik eritrositlerin dolasimdan
temizlenmesine yardimci olabilir (31). Demir normalde membranda bulunmaz. Ama
talasemide denature Hb ve membran kompleksi ‘“hemichrome” olustururlar (43). Bu
hiicrelerin dalaktan gecisleri sirasinda degisik sekilli eritrositler ortaya cikar (poikilositoz).
Anormal eritrositlerin yikim yeri olan dalak, konjesyona ugrar ve myeloid metaplazi ile
beraber splenomegali gelisimi olur. Derin anemi ve olusan doku hipoksisi eritropoetin
tiretimini arttirarak kemik iliginin normalin 15-30 kat genislemesine, kortikal incelmeyle
ortaya ¢ikan tipik kemik deformitelerine ve mide-barsak liimeninden demir emiliminin
artistna neden olur (29,71). Artmis demir emilimi ve kan transfiizyonlariysa, asir1 demir
birikimi ve bunun sonucu olan organ disfonksiyonlarindan sorumludur (37). Fetal hayatta

eritropoetik organlar olan dalak ve karacigerde eritroid aktiviteye katilirlar (31,41,33).
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Sonug olarak B-talasemide B-globin zincir sentezindeki azalmaya bagli olarak; azalmis
Hb sentezi, artmis serbest a-globin zincirlerinin agregasyonu, ineffektif eritropoez ve
ekstravaskiiler hemoliz talaseminin fizyopatolojisini olusturur (31,45). Serbest a zinciri, klinik

ve patolojik olaylarla direk baglantilidir (Sekil-6).

Artmis serbest a globin zincirleri

l

Eritrosit i¢i birikim

l

Eritrosit membran hasari

/\

Eritrositlerde hemoliz Kemik iliginde
inefektif eritropoez

\ ANEMI /
— T~

Eritropoetin iiretiminin Demir emiliminin Kan transfiizyonu
artmasi artmasi
Kemik iligi Demir
genislemesi yiiklenmesi

| l

Iskelet degisiklikleri ve

hipermetobolik durum Kardiyak oliim

Sekil-6. B-talasemi hastaligin patofizyolojisi.
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2.2.1.2. Klinik

B-talasemi olgularinda klinik bulgular kronik anemi, kemik iliginde genigleme, demir
birikimi ve kronik hemoliz ile iliskilidir. Dogumdan 3-6 ay sonra, derin hipokrom ve
mikrositer anemi ve kronik anemiye ait, solukluk, halsizlik, irritabilite, beslenememe,
biiyiimede duraklama, yanisira hepatosplenomegali ile iligkili olarak karin sisligi ilk
bulgulardir. Hb diizeyleri ¢ogunda ilk alt1 ay ile bir yil arasinda transfiizyon gerektirecek
diizeylere iner. Uygun transfiizyon yapilmayan hastalarda, kemik iliginin genislemesi sonucu,
tipik talasemik yiliz goriiniimii (burun kokii basikligi, maksilla ve alin kemiklerinin ¢ikikligi)
ortaya c¢ikar. Bu kemik degisiklikleri kafa, uzun kemik ve parmaklarda karakteristik
radyolojik bulgular ile birliktedir. Vertebra ve uzun kemiklerde kemik iligi geniglemesine
bagli incelmeden dolay1 kortekste spontan kiriklar olabilir. Maksiller kemikteki deformitelere
bagl olarak dental malokliizyonlar ile 1sirma ve ¢igneme bozukluklar1 gelisir. Ineffektif
eritropoez, hipogonadizm, hipoparatroidi, hipotroidi, folat eksikligi, demir yiikii, yogun
desferrioksamin (DFO) tedavileri osteoporoza yol acan nedenler arasinda sayilabilir. Demir
asir1 yikii, gastrointestinal sistemden demir hiperabsorbsiyonu ve eritrosit transfiizyonlar ile
olusur. Ciltte koyu renkli pigmentasyona ve yetersiz selasyon alan olgularda, genellikle ilk on
yildan sonra, basta kardiak fonksiyon bozuklugu olmak iizere, karacigerde portal fibroz ve
siroza, diyabet, hipotiroidi, hipoparatiroidi, biiyiime ve gelisme geriligi gibi endokrin
disfonksiyonlara neden olur. Epistaksis ve hemostatik diger problemler KC
fonksiyonlarindaki bozulmaya bagli olarak gelisir ve daha ¢ok koagiilasyon faktdrleri sentez
bozuklugu sonucu olusur. Renal tubuler dilatasyona bagli bobreklerde biiylime, orta derecede
proteiniliri ve mikroskopik hematiiri, interstisyel nefrit, demir depolanmasina bagli olarak
meydana gelmektedir. Bliyiik yaslardaki hastalarda safra taglari, kolesistit ve diyare olusabilir
(29,44). Oliim yasamin 2. ve 3. dekatlarinda konjestif kalp yetmezligi ve kardiak aritmilerle
beraber olup (31, 47), kalpte demir birikimi halen 6liimlerin %70’inden sorumludur (46).
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2.2.1.3. Laboratuvar

Anemi ilk bulgudur ve kan tranfiizyonu yapilmamis hastalarda hemoglobin
konsantrasyonu 2.5-6.5 g/dl civarindadir. Anemi; hipokrom (MCHC:23-32 g/dl), mikrositer
(MCV:48-72 fl) ozelliktedir. Anizositoz ¢ok belirgindir. Eritrosit caplart 3-15 pum gibi
degiskenlik gosterir. Cogunlukla siddetli hemoliz sonucu, dolasimdaki normoblastlar
nedeniyle tam kan sayiminda yalanci bir 16kositoz vardir. Normoblast sayis1 fazla oldugu
halde, retikiilosit yiizdesi beklenenden azdir. Retikiilosit % 5-15 arasi degiskenlik gosterir.
Retikulositoza siddetli hemolitik anemi ile iligkili diger biyokimyasal gostergeler (LDH artisi,
indirek hiperbilirubinemi ve haptoglobin azalmasi) eslik eder. Serum demiri 6nemli oranda
artmig, demir baglama kapasitesi ise hafifce artmustir. Transferrin satiirasyonu %80’nin
tizerindedir (31,37). Trombosit sayist normal veya artmistir. Periferik kan yaymasinda,
belirgin anizositoz, poikilositoz, polikromazi, hedef hiicreler, géz yas1 damlast hiicreler,
normoblastlar, eliptositler ve par¢alanmis anormal sekiller bulunur. Hipokromi ¢ok belirgindir
ancak mikrositoz kan yaymasinda her zaman ¢ok acik olmayabilir. Bazofilik noktalanma ve
pappenheimer cisimleri bulunur. Hastaligin genotipik siddetine gore, Hb elektroforezinde
HbA ya hig yoktur ve yerini HbF’e (%98) ve Hb Ay’ye (%2) birakmigtir (B° talasemilerde) ya
da daha 1liml1 genotipik 6zellik tasiyan olgularda oldugu gibi HbF (%70-80) ve HbA, (%2)
yamisira bir miktar HbA (%10-20) (B" talasemi) bulunur. Talasemi intermedia olgularinda
HbF diizeyleri % 20-40 civarinda olabilir. Kemik iligi hiperselliilerdir ve eritroid hiperplazi
(E/M:20/1) saptanir (31). Eritrosit prekiirsorleri metil viole ile boyandiginda o-zincir
presipitat inkliizyonlar1 goriilebilir. B-TM (B-talasemi major)’iin kesin laboratuvar tanisi
rutinde yapilmayan, kemik iligi veya periferik kan retikiilositlerinde globin biyosentetik

oranina bakmaktir (31).

2.2.1.4. Talasemi Major’un Komplikasyonlari:

Komplikasyonlarin etyolojisi multifaktoriyeldir, degiskendir ve genotipe baglidir.
Bunlar inefektif eritropoez, ekstramediiller hematopoez, transfiizyonel demir yiiklenmesi,

transfiizyon iliskili infeksiyon ve selasyon tedavisi gibi faktorlerden kaynaklanir. Yakin

zamanlarda bu hastalarda, tam olarak anlagilmasa da, klinik olarak asikar veya sessiz
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trombozlarin pulmoner hipertansiyon ve portal hipertansiyona neden oldugu rapor edilmistir

(74).

Demir birikimi: Hayat kurtaran kan transfiizyonlarinin en énemli komplikasyonudur
(74). Bir iinite kan ile viicuda yaklastk 200 mg demir girer (1,37). Talasemi major
hastalarinda ortalama demir yiikklenme hizi 0,4 mg/kg/giin’diir. Fakat bu deger c¢ok
degiskendir. Hastalarin %20 kadarinda 0,3 mg/kg/giin’den az, %60’inda 0,3-0,5 mg/kg/giin
arasinda, %20’sinde 0,5 mg/kg/giin’iin {izerindedir (75). [-talasemi hastalarinda
gastrointestinal sistemden demir emilimi de demir yiiklenmesine katkida bulunur. Emilen
demirin miktar1 inefektif eritropoezin derecesine, eritroid ekspansiyonun biyiikliigliine ve
aneminin siddetine baghdir (77). Yapilan bir ¢caligmada pB-talasemi hastalarinda agiz yolundan
alinan demirin absorbsiyonunun %?20-75 arasinda oldugu bildirilmistir. Arastirmacilara gore
barsaktan demir absorbsiyonu plazma demir dongiisii, transferrin satiirasyonu ve karaciger

demir konsantrasyonu ile korelasyon gostermektedir (76).

Demir toksisitesinin mekanizmasi: Normal kosullar altinda demir transferrin gibi
fizyolojik ligandlara bagli olarak tasindigindan zararl radikallerin olusumuna neden olacak
diizeyde bulunmaz. Ancak demir yiliklenmesi gelistiginde bu koruyucu mekanizmalar doygun
hale gelir. Transferrinin demir tasima kapasitesi dolar ve transferrine bagli olmayan demir
(serbest demir, non-transferrin bound iron, NTBI) olugur. NTBI tiirleri muhtemelen heterojen
yapidadir. Demir sitrat monomerleri, oligomerleri ve polimerler seklinde bulunur ve proteine
bagli olarak taginir (78). Demir yiliklenmesi devam ettigi stirece NTBI ve redoks aktif diistik
molekiiler agirlikli intraseliiler demir miktar1 artar (79,80). Parankimal hiicrelerdeki demir
(labil demir havuzu) artinca, bir korunma mekanizmasi olarak, transferrin demirinin hiicre
icine girisi engellenir. Ancak NTBI’nin hiicrelere girisi, tistelik transferrin demirinden ¢ok
daha hizli olarak devam eder (81,82,84) (Sekil-7). Deneysel modellerde NTBI’'nin hizla
hepatositlerin i¢ine girdigi gosterilmistir (83).

Baska bir ¢alismada kalp kiiltiirii hiicrelerinde NTBI tiirlerinin transferrin demirinden
200 kat daha hizli hiicre igine alindig1 ve serbest radikaller ile lipid peroksidasyonu, organel
disfonksiyonu ve anormal ritim meydana getirdigi gosterilmistir (85). Diger taraftan labil

demir havuzunun kontrol edilemez genislemesi, oksiradikal olusumunu baslatarak demir
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toksisitesine neden olur (81,82,84). Ayn1 zamanda plazmada artmig NTBI ile iliskili olarak
plazma antioksidan seviyeleri azalir (86,87) (Sekil-7).

Hidrojen peroksit (H>O,) kendisi goreceli olarak stabil ve nontoksikdir. Hidroksil
radikalinin (OH") onemli bir prekiirsoriidiir. Ancak ortamda demir, bakir ve kobalt gibi
katalitik elementler bulundugunda OH" radikalini meydana getirir. Dokuda yeterli miktarda
Fe™ oldugunda H,0, ile fenton reaksiyonuna girerek OH™ radikali ve Fe™ iin olusmasina
neden olur. Ortaya ¢ikam OH radikali ise oldukga toksik bir molekiil olup protein, DNA ve
membran lipidlerinde peroksidasyon yolu ile hasarlanma meydan getirebilir (8,88). Ozellikle
karaciger hiicrelerindeki lizozomlarda yogunlasan demirin yarattig1 lipid peroksidasyonu ve
organel hasar1 apoptotik hiicre 6liimiine neden olabildigi gibi fibrogenezisi de uyarabilir (90).
Demir yiiklenmesi lipid peroksidasyonu ile birlikte transforme edici biiytime faktorii-f gen
ekspresyonunu arttirir ve iki faktor hepatik zedelenme ve fibrogenezisin gelismesine katkida

bulunur (91).
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Sekil-7. Talasemide serbest demirin oksidatif stresin olusumu ve hiicre hasarlanmasi
tizerindeki rolii. (1) Labil plazma demiri (LPI), demir yiiklenmesi olan talasemik hastalarda
hiicre igine girerek birikir ve labil demir havuzunu olusturur. (2) Kararsiz yapidaki
hemoglobin molekiilii LPI’nin birikimine katkida bulunur eritroid hiicrelerde reaktif oksijen
tiriinleri olusur. (3) Normalde bir¢ok hiicrede mitokondride enerji iiretimi siiresince reaktif

oksijen iriinleri olusur. (4) Fakat talasemide artmus LPI reaktif oksijen iirlinlerinin
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olusumunu arttirir. (5) Reaktif oksijen tiriinleri hiicresel DNA, proeinler ve lipidlerin yapisini

degistirir (154).

Demir yiikiiniin saptanmasi:

a) Serum ferritini: Viicut demir depolarinin en sik kullanilan indirek gostergesidir (96).
Normal olarak ferritin diizeyleri, depo demirinin azalmasi ile diisiis gosterirken depo demir
birikimi ile beraber artig gosterir. Siirekli transfiizyon yapilan hastalarda serum ferritin
diizeyleri ilk yillarda viicut demir deposu ile iyi korelasyon gosterirken, daha sonraki yillarda
bu korelasyon azalir (92,93). Ferritin diizeyi 4000 pg/I’y1 gectiginde hasarlanmis hiicrelerden
demir salinimi olmasi nedeni ile serum ferritini viicut demir deposunu dogru sekilde
yansitmayabilir (94). Diger taraftan ferritin bir akut faz reaktamidir, bunun yaninda
hepatoseliiler zedelenme {irliniidiir. Bundan dolay1 serum ferritininin yorumlanmasi gii¢
olabilir. Infeksiyon, konjestif kalp yetmezligi ve hepatit de serum ferritin diizeylerini
yiikseltebilir (95-98). Uzun siireli ferritin izlemi, viicut demir ytikiindeki dalgalanmalarla ilgili

fikir verir. Bu nedenle tekrarlanan 6l¢timler daha degerlidir (99).

b) Karaciger demir yogunlugu: Viicut demirinin biiyiik bolimi karacigerde
depolandigindan, hepatik demir yogunlugu 6l¢iimii kantitatif, spesifik ve viicut demir yiikiinii
degerlendirmede hassas bir Ol¢iimdiir. Karaciger biyopsi preparatinda demirin atomik
absorbsiyon veya emisyon spektrometre ile kimyasal Ol¢iimii saglanabilir (100). Ancak
biyopsi materyalinin 0.4 mg kuru karaciger agirhgindan daha kii¢iik oldugu 6rneklerde demir
gorece yliksek bulunur. Ayrica, orta veya siddetli karacier fibrozisi varliginda, fibrotik
bantlara diisen biyopsi 6rneginde demir yaniltici olarak diisiik bulunabilir. Manyetik rezonans
goriintiileme (MRGQG) ile oOlgiilen degerlerin biyopsi ile Olglilenle ¢ok uyumlu oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle biyopsinin bahsedilen zorluklar1 da g6z 6niinde bulundurularak non

invaziv bir teknik olarak karaciger MRI yapilabilir (99).

¢) Kardiyak demir birikimi: Talasemik olgularda, kalpte demir birikimi ile iliskili aritmiler
ve kalp yetmezligi en sik 6lim nedenini olusturmaktadir. Bu yiizden myokardial demir
birikimini 6l¢en non-invaziv teknikler, kardiyak riski belirlemede yardimei olabilir. Kardiyak

T2* MRI, kalp demir yogunlugunu saptamada standardize bir yontemdir. MRI T2*’1n 20
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milisaniye Ulzerinde bulunmasi, kalpte normal demir birikimini tamimlarken, 14 — 20
milisaniye degerleri hafif, 8-14 milisaniye orta siddette ve <8 milisaniye siddetli demir
yiikline karsilik gelmektedir (101). Nitekim kalp yetmezligi bulunan talasemik olgularin
cogunda (%89), kardiyak T2*MRI siddetli demir birikimine isaret etmektedir. Buna karsin,
karaciger ve kalp demir birikimi arasinda anlamli bir iligki bulunamamistir. Bundan 6te, bazi
olgularda, karaciger demir yogunlugu diisiikk iken siddetli kardiyak demir birikimi
gozlenmistir. Serum ferritini ile karaciger demir yogunlugu ve kardiyak fonksiyonlar arasinda

da anlamli bir iligki saptanmamistir (102,103).

Tim bu bulgular, serum ferritin seviyelerinin yani sira, yilda bir (en fazla iki) kez
karaciger ve 10 yas lizerinde kalp demir yogunlugu izleminin, demir selasyon sagaltiminin
yonetiminde, demir yiikiini giivenli optimum seviyelerde korumak ydniinde, avantaj

saglayabilecegini gostermektedir.

2.2.1.5. Tedavi

Klasik tedavi yaklasimi eritrosit transfiizyonu, demir selasyonu ve splenektomiden
olusur. Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu ileri tedavi yaklagimlarindandir (48).

Eritrosit transfiizyonu: B-talasemili hastalarin yasam siireleri ve kaliteleri 1960’larda
uygulanan diizenli kan transfiizyonu ile artmistir (49). Diizenli transfiizyon programu ile;
aneminin diizeltilmesi, ineffektif eritropoezin baskilanmasi, gastrointestinal demir emiliminin
inhibisyonu amaglanir. Yine splenomegali, gelisme geriligi ve kemik deformasyonlar1 gibi
komplikasyonlar engellenir. Transflizyon 6ncesi Hb’i 10g/dl (hipertransfiizyon) ve 12g/dl
(stipertransflizyon) tutacak sekilde transfiizyonlar amaca ulastiran transflizyon programlari
olmasina ragmen asirt demir birikimi dezavantajiyla beraberdir (50-52). Transfiizyon dncesi
Hb>9-9.5g/dl tutacak 1liml1 transfiizyon rejimleri daha az demir birikimi ile beraber normalin
2-3 kat1 ilik baskilanmasini saglar (29). B-talasemi majorlii olgulara, transfiizyon 6ncesi Hb
diizeyleri 9,5-11,5 g/dl olacak sekilde, 3-5 hafta araliklarla, ABO-Rh(D) uygun lokositten
fakir, log4 filtre ile eritrosit siispansiyonu 10-20 ml/kg dozda ve 2 saat iginde verilir (31).
Transfiizyon oncesi periferik yaymada her 100 BK sayisina karsilik ¢ekirdekli eritrosit sayisi
5’in altinda, normal gelisme saglanmis ve yillik kemik grafileri takibinde kemik iligi alani

genislememis ise transfiizyon uygulamasi basarili kabul edilir (53).
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Transfiizyon reaksiyonlari, demir yiiklenmesi ve transfiizyonla bulasan enfeksiyonlar
onemli transflizyon komplikasyonlarindan sayilabilir. Alloimmiinizasyon hastalarin %?20-
30‘unda ve genelde 3 yasin iizerinde transfiizyona baslayan olgularda, minor kan grup
antijenlerine bagl olarak gelisebilir. Bu yiizden hastalarin ABO-Rh(D) disinda Rh subgrup
(CcEe) ve Kell uygun kan almalar1 6nerilir (31,54).

Transfiizyon programindaki hastalarin 3 ayda bir boy, kilo, KC fonksiyon testleri,
bilirubin, LDH, ferritin diizeyleri 6l¢iilmelidir (31). Ayn1 zamanda hepatit A ve B virus asilar
ile asilama programina alinmali; Hepatit (A, B, C) ve HIV serolojisi 6 ayda bir kontrol
edilmelidir. Son yillarda talasemik hastalarda transfiizyon sikligin1 ve demir yiikiinii azaltmak
amaciyla, neosit transfiizyonu, exchange transfiizyon, yapay kan gibi yenilikler iizerinde

durulmaktadir (55-57).

Demir yiiklenmesi uzamis transfiizyon tedavisinin istenmeyen ve ciddi bir
komplikasyonudur. Ciinkii her eritrosit silispansiyonunda 200-250 mg demir vardir.
Viicudumuzda biriken demirin atilmmi diizenleyen bir mekanizma yoktur (58).
Transfiizyonlarla kazanilan demir 6nce kemik iligi ve RES makrofajlar1 tarafindan depolanir.
Bu kapasite dolunca demir, makrofajlardan plazma transferrinine ve ardindan parankim
hiicrelerine gecerek doku hasarmi olusturur (58). Demir selasyon tedavisiyle, demir yiikiiniin
toksik etkisinin olmadigi giivenli doku demir seviyelerini siirdirmek ve asir1 demiri
detoksifiye ederek organizmayir demir toksisitesinden korumak amaglanir (58). Demir
selasyonu, diizenli transfiizyon 1. yilin1 doldurdugunda ve/veya 10-12 transfiizyon sonrasinda
ve/veya serum ferritini 1000 pg/L diizeylerine ulagtiginda ve/veya karaciger demir yogunlugu

3.2 mg/g’a ulagtiginda baslatilir (50,58).

Selasyon tedavisi; serum ferritin diizeyi, R2 MRI ile KC demiri ve T2* MRI ile
kardiak demirin belirli araliklarla 6l¢timii ile takib edilir. Fe™ afinitesi yiiksek, metabolizmast
yavas, selasyon etkinligi yiiksek, doku penetrasyonu iyi, negatif demir dengesi saglayan ve

toksik olmayan selator, iy1 bir demir selatoriidiir (58).
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DFO demire karsi 6nemli affinitesi olan kompleks bir hidroksilamin’dir (31). Hiicre
icine girer, demiri baglar, serum ve safrada demir bagli ferroksamin formunda bulunarak
atilir. 30-40 mg/kg dozda, desferrioksamin pompasi ile 8-12 saatte subkutan infiizyon yoluyla
genelde geceleri haftanin 5-7 giinii, inflizyondan hemen 6nce 100 mg C vitamini ile beraber
uygulanir (31, 36). Terapotik indeks <0.025 ve ferritin degerlerini 1000-1500 pg/L diizeyinde
tutacak sekilde uygulanmasi gereklidir (58, 59). Parenteral uygulanmasi hasta uyumu
acisindan dezavantajdir. Retinopati, isitme kaybi, kemik/kartilaj displazisi ciddi yan

etkilerindendir.

Deferipron (DFP), iilkemizde 2004 yilindan itibaren “Standart tedavinin yetersiz
kaldigi, tolere edilemedigi veya kabul edilemez oldugu demir yiikiiniin tedavisi” nde 75-100
mg/kg/giin 3 dozda kullanilabilen oral demir selatoriidiir (58). Giinlimiizde oral DFP’nun kalp
dokusuna geg¢isinin daha iyi ve demir yiikiiniin giderilmesinde daha etkili bir preparat oldugu
kabul edilmektedir. Bu bulgu, o6liimlerin ¢ogunun kardiyak komplikasyonlara bagli olan
talasemili hastalar i¢in olduk¢a Onemlidir. Soliisyon formu bulunmadigindan 6 yas alti
cocuklarda deneyim smirhidir. En sik yan etkisi bulant1 ve kusmadir (60). En ciddi yan etkisi
ise, genellikle tedavinin ilk aylarinda ve splenektomili olmayan olgularda daha sik tanimlanan
ve ilacin birakilmasi ile gerileyen agraniilositozdur (58,61). Bu yan etki 7-10 giin aralarla

hemogram izlemini gerekli kilar (37).

Kombine Tedavi: Klinik ¢alismalar DFO ve DFP’un sinerjik olduklari ve beraber
kullanildiklarinda daha etkin sonug alinabilecegini gostermistir (62). Bu etki “shuttle” etkisi
ile agiklanmaktadir: DFP lipofilik 6zelligi nedeniyle dokulara kolayca penetre olmakta demiri
baglayarak kan dolagiminda bulunan DFO’e aktarmaktadir. DFP tek basina kullanildiginda
plazmada bagli demir gegici olarak artmakta, DFO eklenmesi ile DFP ile bagli olan demir
DFO aktarilarak daha etkin bir selasyon yapilabilmektedir (63). Bu ylizden DFO’ya uyumsuz,
DFP’nin tek basina etkin olmadigi, demir yiikiiniin hizla azaltilmasi gereken (kok hiicre

transplamtasyonu oncesi) hastalara 6zellikle 6nerilmelidir.
Deferasirox(DFR), 2005 yilindan itibaren, suda eriyebilen formuyla 2 yas ve iizeri

transfiizyonel hemosideroz olgularinda, 20-30 mg/kg/giin baslangic dozunda ve giinde bir

kez alinan oral demir selatoriidiir. Kullanimi sirasinda serum kreatinin diizeylerinin ayda bir

27



kez izlemi, renal toksisite izlemi acisindan uygundur. Deferasirox’un Fe™ affinitesi yiiksektir.
2 deferasirox molekiilii 1 demir atomunun 6 koordinasyon alanin1 baglayabilir. DFR, DFO’ne
gore lipofilik, daha kiiciik molekiil agirligina sahip olup, kalp hiicrelerinden demiri daha iyi
uzaklastirdig1 gosterilmistir (58,64).

Splenektomi: Splenektomi agir B-talasemili hastalarin tedavisinde siklikla kullanilir
(31,33,36). Masif splenomegalili, 16kopeni ve trombositopenisi olan, minimum Hb:9-9.5
gr/dl’yi saglamak i¢in yillik kan tiiketimi 200-250 ml/kg’1 asan 5 yasin iizerindeki olgularda
splenektomi onerilir (31,50,65). Talasemi intermedia olgularindaysa dalak boyutlarinin >7 cm
olmas1 ve/veya Hb seviyelerinde diislis splenektomi endikasyonudur. Splenektomiden 4-6
hafta 6nce N.meningitidis, S.pneumoniae ve H.influenzae asilari yapilmali ve splenektomi

sonrasi en az 2 y1l ve >16 yasa kadar penisilin profilaksisi baslatilmalidir (37).

Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu: Talasemi major olgularina hastaliksiz
yasam sunan tek sagaltim seklidir. Talasemi majorlu hastalarda ilk kemik iligi nakli 1981
yilinda Thomas ve ark.lar1 tarafindan gergeklestirilmistir (37). HLA tam uygun kardes veya
tam uygun aile i¢i vericisi olan her talasemili hastaya en erken donemde hematopoetik kok
hiicre transplantasyonu uygulanmalidir. Hepatomegali (kosta kenarinda 2 cm ‘den daha fazla),
karaciger fibrozisi ve asir1 demir yiikii bulunmamasi (pesaro kriterleri) transplant basarisinin
belirleyicisidir. Toksisiteden erken 6liim ve graft versus host hastali1 oran1 genglerde hepatik
disfonksiyon yoksa diisiiktiir (%10’dan az). Yine transplant sonrasi mikst kimerizm olasilig1
ve demir yiikii agisindan olgular takip edilmelidir. Bugiin i¢in hastaligin tek kesin tedavi
yontemi allogenik kok hiicre transplantasyonu olmasina ragmen, gelecekte genetik

miihendislik ile yapilabilecek gen tedavileri sayesinde hastalik i¢in kesin kiir saglanabilir (66).

2.2.1.6. Prognoz
Hastanin uygun transfiizyon ve diizenli selasyon tedavisi alip almamasi ile yakindan

iliskilidir. Uygun transfiizyon ve selasyon tedavisi almayan hastalar ¢cok erken yaslarda anemi,

kalp yetmezligi veya KC yetmezliginden kaybedilir. 1960-1976 yillar1 arasinda sadece
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konvansiyonel transfiizyon ile hastalarda ortalama yasam 17 yil, hipertransfiizyon ve diizgiin
selasyon tedavisi ile 31 yil olarak saptanmistir (33). Talasemi majorlii hastalarda en sik 6liim
nedeni kalp yetmezligidir. Kan transfiizyonlar1 ile Hb diizeyi normal diizeylerde tutularak
kalpteki biiylime azaltilabilir. Fakat tekrarlayan transfiizyonlara bagl olarak hayatin ikinci on
yilinda kardiak hemosiderozis sonucu kardiyak problemler 6n sathaya ge¢mekte, aritmi ve

direngli kalp yetmezliginden dolay1 hastalar kaybedilebilmektedirler (33,41).

2.2.1.7. Talasemi Kontrol Programi ( Tasiyicilarin Saptanmasi ve Prenatal tani)

Homozigot talasemi olgularinin agir morbidite ve erken mortalite 6zelligi, sagaltim
maliyetlerinin yiiksekligi, buna karsin tasiyicilarin ise basit hematolojik testlerle saptanabilir
olusu, bu genetik hastaligin toplum temelinde eradikasyonuna olanak saglamaktadir. Bu 2

temel yaklasimla gerceklestirilir (37).

a) Evlenecek olan ciftlerin, talasemi tasiyiciligl agisindan taranmalar1 ve her ikisinin
de tasiyict oldugu (risk altindaki) ¢iftlerin belirlenmesi. Bu tarama calismasi, MCV<80 fl ve
OEHb < 27 pg olan olgularin Hb elektroforezi ile HbAz, HbF ve anormal Hb’ler i¢in

degerlendirilmesi seklinde gergeklestirilir (37).

b) Risk altindaki ¢iftlere, genetik danigsma verilmesi ve cocuk sahibi olmak
istediklerinde prenatal tani Onerilmesi. Talasemilerde basarili ilk prenatal tan1 1975 yilinda
Kan ve ark.lar tarafindan fetal kanda globin sentez oranlarmin gosterilmesi ile
gergeklestirilmistir (67). Risk altindaki ¢iftlerde, hasta ¢ocuk sahibi olma olasiligi, her
gebelikte %25°tir. Risk altindaki ¢iftler bebek sahibi olmak istediklerinde 6nce molekiiler
genetik (DNA) analizi yapilir ve tagidiklart mutasyon saptanir. Talasemilerde prenatal tani
amactyla gebeligin 18-20. haftalarinda fiberoptik fetoskoplar kullanilarak fetal umblikal
venden alinan kan Orneklerinde o, P, y-globin biyosentez oranlari incelenmektedir (41).
Gebeligin 15-17. (33,68) haftalarinda amniyositlerden, 9-11. (13-73) haftalarinda koryonik
villus biyopsisi ile alinan Orneklerden fetal DNA calismalar1 yapilmaktadir (31,41).
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) kullanilarak yapilan fetal DNA calismasiyla 1-3. glinde
spesifik tani1 konulmaktadir. PCR yontemi ile maternal kanda fetal kokenli g¢ekirdekli

eritrositlerde de genetik markerler aranabilir (41). Yine DNA analizi yontemi ile fetusun anne
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ve babanin mutasyonlarini tasiyip/tasimadigi yani hasta olup/olmadigi saptanir. Fetusun hasta
oldugunun saptanmasi durumunda aileye tibbi abortus 6nerilir. Fetus tamamen normal (%25)

veya sadece tastyict (%50) ise dogum beklenir.

2.3. B-Talasemi intermedia

Homozigot B-talasemilerin yaklasik %10 kadarinda klinik seyir f-TM’den daha hafif ve
talasemi tastyicilarindan daha agirdir. B-talasemi intermedia (TI) adi verilen bu grupta
periferik kan bulgulart ve eritrosit indeksleri B-TM’ de oldugu gibidir (44). Hb
elektroforezinde HbA, HbF ve HbA, seviyeleri degiskenlik gdstermektedir. Genellikle 2
yasindan sonra tani alirlar, klinik olarak aneminin siddeti daha ilimhidir (Hb:7-7,5/dl ve
tizerinde). Klinik, hematolojik ve molekiiler calismalar ile TM/TI ayirici tanis1 baslangicta
yapilmali gereksiz transfiizyon ve komplikasyonlarindan boylelikle korunulmalidir. B-TI’l1
olgular genelde diizenli transfiizyon gereksinimi olmaksizin normal biiyiime ve gelismelerini
sirdlirebilirler (29). Bazi  B-TI'lh olgular ise kardiyomegali, osteoporoz, kirik, artrit,
splenomegali ve hipersplenizm gibi komplikasyonlara maruz kalabilmektedir. Yasamin ikinci
10 yilinda safra taslari, ge¢ addlesan ve daha sonraki donemlerde transfiizyon almayan
hastalarda bacak {ilserleri gozlenebilmektedir. Aneminin derecesi hipersplenizm, enfeksiyon
varhig1 veya folat eksikligi gibi nedenlerle agirlasmakta ve ¢ok degiskenlik gostermektedir.
Parvovirus B19 veya diger enfeksiyonlara bagli aplastik krizler olabilmekte ve buna bagl
olarak da hayati tehdit eden anemi goriilebilmektedir. Daha hafif klinik gidise karsin, bu
olgularda da hepatosplenomegali, kemik degisiklikleri, intestinal demir emiliminin yiiksek
olusu nedeniyle asir1 demir yiikii ve iligkili organ disfonksiyonlar1 olusabilir. Sekonder
hipersplenizm gozlenen hastalarda splenektomi sonrasinda anemilerin derecesinde diizelme
olup kan transfiizyon gereksinimleri ortadan kalkabilmektedir. Bu komplikasyonlar TM’deki
gibi Hb seviyesini normal diizeylerde idame ettirip endojen eritropoezi siiprese edecek sekilde

transfiizyon programlari ile 6nlenebilmektedir (29-44).

30



2.4. B-Talasemi Minor (B-talasemi Tasiyicihigl, Talasemi Trait)

Iki B-globin geninin sadece birinin defektif oldugu bireyler B-talasemi tasiyicisi olarak

tanimlanan heterozigot [30 veya B talasemi olgularidir. Talasemi tastyicilari tamamen saglikli
bireyler iken hemogramlarinda hipokromi, mikrositoz, anizositoz, poikilositoz, target
hiicreleri ve bazofilik noktalanma olabilir. Bu 6zellikleri nedeniyle toplumdaki en sik
hipokrom mikrositer anemi nedeni olan demir eksikligi ile ayirici taniya gereksinim

gostermektedirler (Tablo-1) (37).

Tablo-1. B-talasemi tasiyiciligi ve demir eksikligi anemisi ayirici tanist (37).

Anemi Eritrosit Hb MCV OEHb RDW MI
Demir Eksikligi N/ /1] ! ! >14  >13
B-Talasemi tastyict 1 N/ 1 1 <14 <13

MI: MCV / Eritrosit sayist

Ayn1 zamanda, demir eksikligi anemisinde serum ferritin veya transferrin satlirasyonu,
B-talasemi tastyiciliginda ise Hb elektroforezi (6zellikle HbA, diizeyi 6l¢limii) ayirict tanida
onemlidir (37). B-talasemi tastyiciliginda, yasamin 6. ayindan sonra Hb elektroforezi ile

Ol¢iilen HbA nin %90-95’lere indigi, HbA2 diizeyinin (>% 3.5-4) oldugu goriiliir (36,37). Bu

olgularin yaklasik %50’sinde HbF degerleri normal veya hafifce yiiksektir (HbF %1-5). o
talasemi ve herediter persistan fetal hemoglobin tasiyicilarinda ise, HbA2 diizeyleri normal

iken HbF diizeyleri sirastyla %2-10 ve %10-40 arasinda degismektedir (36).

2.5. a-Talasemiler

a-globin zinciri yapimi sorumlulugu 16 nolu kromozom {iizerindeki gen kiimesindedir.
a-talasemi, a-globin genlerinin delesyonu sonucu ortaya ¢ikar ve normal olarak her kiside iki
16 kromozom ve 4 alfa geni oldugu diisiiniiliir ise delesyon bu genlerin birinde, ikisinde,
icinde veya dordiinde olusabilir (44,45). B-talasemiden farkli olarak intraiiterin donemde de

mevcut olup, cogunlugu hafif sekildedir ve erigskin heterozigotlarda bulgu yoktur (32).
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Hastaligin agirligi etkilenen alfa geni sayisi ile dogru orantilidir.

a) Sessiz (hafif) o-talasemi tasiyicihigl (o-talasemi-2): Dort alfa geninden birinde
parsiyel veya tama yakin delesyon veya fonksiyonel bozukluk vardir (-o/ac). Bu hastalar
genellikle klinik veya hematolojik olarak tamamen normal olup semptomlari olmaz. HbH’li
hastalarin aile incelemesi sirasinda tespit edilirler. Yenidogan devresinde kordon kaninda %
2-5 oraninda Hb Barts tespit edilir. Bu da ilk ii¢ aydan sonra kaybolur. Yenidogan devresi
disinda bunlarin tesbiti ancak in-vitro Hb zincir sentezi ve DNA c¢alismalan iledir (44). Bu
genin anti-orak hiicre geni oldugu diistiniilmektedir. Ciinkii gizli a-talasemi tasiyicisi olan

homozigot orak hiicre anemililerde hastalik hafif seyretmektedir (32).

b) Agir o-talasemi tasiyicilhigr (o-talasemi-1): Ayni kromozom iizerinde iki veya
farkli kromozom iizerinde birer alfa geninde parsiyel veya tama yakin delesyon veya
fonksiyonel bozukluk vardir (-a/-a; --/ aa). B-talasemi tasiyicilarinda goriilen hematolojik
bulgulara benzer bulgular gozlenir. Bu hastalarda anemi yoktur ama periferik kan yaymasinda
eritrositlerde hipokromi, mikrositoz, anizositoz, poikilositoz, polikromazi ve bazofilik
noktalanma vardir. HbA, ve HbF diizeyleri normaldir. MCV diisiiktiir. Yenidogan devresinde
%5-10 Hb Barts vardir, fakat alt1 aydan sonra goriilmez. Bu durumun hastalar agisindan en
onemli sikintis1 teshis amaciyla uygulanan bircok test ve zaman kaybidir. in vitro Hb zincir
sentezi ve DNA c¢alismalari ile kesin tan1 konur. Iki a- talasemi-1 tasiyici (--/o0) bireyin

evlenmesi %25 oraninda letal homozigot hastalik olusturabilir (32,44).

¢) HbH hastaligi: (--/-a). Dort alfa geninden iigiinde parsiyel veya tam fonksiyonel
bozukluk vardir. HbH hastaliginda klinik bulgular TI’ya benzer. Hastalarin hafif
splenomegalileri, sariliklar1 vardir. Periferik kan yaymalarinda eritrositlerde hipokromi,
mikrositoz, anizositoz, poikilositoz, polikromazi ve target hiicreleri vardir. Supravital
boyalarla eritrosit icinde B-globin zincirlerinin olusturdugu inkliizyonlar goriiliir. Yenidogan
devresinde Hb elektroforezinde %20-40 oraninda Hb Barts gozlenir. Daha sonra bunun yerini
%5-30 oraninda HbH alir. In vitro Hb zincir sentezinde alfa zincir sentezinde azalma
goriilmesiyle ve DNA c¢alismalari ile kesin tan1 konur (44). Tedavide aralikli transfiizyon ve

folik asit destegi yapilir.
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d) Hidrops fetalis: (--/--)a-talaseminin en agir formudur. Dort alfa geninin dordiinde
de tam veya kismi delesyon veya fonksiyon kaybi ile Hb Barts’a bagli hidrops fetalis
olusturur. Hb Barts’in oksijene olan affinitesinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle dokulara

oksijen ge¢isi olmaz, fetuslar genellikle hipoksiye bagli 6lii dogarlar (44).

2.6. Eser Elementler

Mineraller, yasam i¢in nispeten kiiciik miktarlarda gerekli mikrobesinlerdir.
Minerallerin kaynag: toprakta bulunan ve besinlerin bir bileseni haline gelmis olan mineral
tuzlar1 ya da deniz sularinda ¢oziinerek deniz canlilarinin yapisina katilan dogal elementlerdir.
Makroelementler, giinde 100 mg’dan fazla miktarda gerekli olan ve dokularda g/kg
diizeylerinde bulunan elementlerdir. Karbon (C), hidrojen (H), oksijen (O) ve azot (N);
karbonhidratlar, lipitler, proteinler ve niikleik asitlerin yap1 tasi olan 17 makroelementlerdir.
Sodyum (Na), potasyum (K), klor (Cl), kalsiyum (Ca), fosfor (P), magnezyum (Mg) ve kiikiirt
(S) insan viicudunda bulunan makrominerallerdir. Eser elementler, giinde 100 mg’dan daha az
miktarda gerekli olan ve dokularda mg/kg doku diizeylerinde bulunan elementlerdir. Demir
(Fe), bakir (Cu), ¢inko (Zn), kobalt (Co), mangan (Mn), krom (Cr), molibden (Mo), selenyum

(Se), ve iyot (I) eser elementlerdir.

Ultraeser elementler, giinde 100 pg kadar1 gerekli olan ve dokularda pg/kg doku
diizeylerinde bulunan elementlerdir. Arsenik (As), bor (B), brom (Br), kadmiyum (Cd),
kursun (Pb), lityum (Li), nikel (Ni), silisyum (Si), kalay (Sn), vanadyum (V) ve stronsiyum

(Sr) ultraeser elementlerdir.

Bir element, yeterli miktarda alinmadiginda organizmada bir fonksiyon bozuklugu
goriiliirse ve sadece o elementin fizyolojik miktarlar1 bu bozuklugu onler veya ortadan
kaldirirsa esansiyel element olarak adlandirilir(156).

2.6.1. Cinko

Serum ¢inko miktar1 normalde 100 ml’de 100 mikrogramdir. Agir metallerin

eliminisayonu ve depolanmasi ile siirekli olarak serum ¢inko degeri diiser ve 100 ml.de 20
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mikrogramin altina kadar iner ve kronik zehirlenme meydana gelir. Hafif rahatsizlik belirtileri
erken ortaya ¢ikar. Cinko eksikligi belirtileri, paradontopati ve sallanan dislerdir. Cinko
eksikligi daima kadmiyum yiiklenmesi ile kombine olur. Genellikle alerji ve astim goriiliir.
Cinko verilmesi durumunda iyilesme goriiliir. Astimli ¢cocuklarda ilk tedavi laser ile yapilir.
Birkag hafta sonra belirgin bir iyilesme goriiliir (% 90). Bu iyilesme uzun siire devam eder.

Sayet niiks ederse birka¢ seans tekrar uygulanir (153) .

Cinkonun biyolojik olarak bir¢ok Onemi vardir. Bunlar arasinda enzimlerin etkisi,
membran ve karbonhidrat metabolizmasi, endokrin sistemler gibi etkileri ortaya konulmustur.
Cinko memeli sistemlerde esansiyel bir elementtir. Cinko kadmiyumun metabolik bir
antagonistidir. Viicutta herhangi bir kadmiyum fazlaliginda ¢inko devreye girerek agir metal
birikimini engeller. Agir metallerin muhakkak ki zararsiz hale getirilmesinde ¢inkoya ihtiyag
vardir. Arastirmalara gore c¢inko eksikliginde civanin zararsiz hale getirilmesi aksar.
Metallothionin enziminin aktive olmasi i¢in ¢inko iyonuna ihtiyag¢ vardir (153). RNA ve DNA
polimerazlar, SOD, karbonik anhidraz, alkalen fosfataz, karboksipeptidaz, alkol dehidrojenaz,
timidin kinaz gibi 300’den fazla metaloenzimin yapisal bilesenidir. Genellikle bu enzimlerin
katalitik bolgesinde sikica bagli halde bulunur. Cinko yapisinda bulundugu bu enzimler
araciligiyla ¢ok c¢esitli biyokimyasal reaksiyonlara katilir. Bag dokusu biyosentezi ve
biitiinliigii i¢in temel role sahip oldugundan yara iyilesmesi icin mutlak gereklidir. Immiin
sistemin biitlinliigli ve fonksiyonlar1 i¢in (Ozellikle antiviral etki i¢in) gereklidir. Cinko
timidin kinaz, RNA ve DNA polimerazin yapisal bir bilesenidir. Ayrica, DNA ve RNA’ya
cinko baglanmasi replikasyon ve protein senteziyle iligkili bazi makromolekiillerin
fizikokimyasal 6zelliklerinin degistirilmesinde de etkilidir. DNA’ya baglanarak gen ifadesinin
diizenlenmesinde rol oynayan ¢inko parmak proteinlerin konformasyonlarinin stabilizasyonu
ve DNA’ya baglanabilmesi i¢in gereklidir. DNA, RNA metabolizmasi ve protein sentezindeki
bu 6nemi nedeniyle ¢inko eksikliginde protein sentezinde azalma, biiylime ve gelismede
gerileme goriiliir. Cinko, pankreasin B-hiicrelerinde insiilin sentezlenmesi, depolanmasi ve

salinmasinda da rol alir (157).
Cinko baslica bitki ve hayvan kaynakli besinlerde yaygindir, 6zellikle sebze ve

meyvelerde ¢ok miktarda ¢inko mevcuttur. Yapilan bir arastirmada Zn ve Cu arast bir

baglant1 oldugu saptanmistir. Yaslh diabetiklerin taze vakalarinda ¢inko verilmesi ile yetersiz
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insiilinin kafi geldigi goriiliir. Birka¢ vakada akupunktur kombinasyonu ile kulaktaki pankreas
noktasiin ignelenmesi ile iyilesme goriilmiistiir. Cinko hemen hemen biitiin dokularda
bulunur. Cinko baslica viicuttan bobrek, deri ve bagirsak yoluyla atilir. Normalin altindaki
plazma ¢inko diizeyleri o6ldiiriicii tiimorler, ateroskleroz karaciger ve karaciger hastaliklarida
postalkolik siroz, tliberkiiloz, ciizzam, tehlikeli anemi, kronik ve akut infeksiyonlari olan

hastalarda belirlenmistir (104).

Cinko sperm liretiminde ¢ok onemlidir. Cinko azlig1 sperm sayist azlig1 ve testosteron
seviyesinin azligia sebep olmaktadir. Geg iyilesen kesik yaralar, bedenin ¢inkoya ihtiyacini
gosterebilir. Bu mineral yaralarin iyilesmesini hizlandirmada énemlidir. Hiicreleri yenilemede
ve yenilerinin olusmasini saglamada ¢inko dnemlidir. Maden sulari, biftek, istiridye, hindi,

tahil ve baklagiller, kahvalt1 gevrekleri, lifli yiyecekler de bulunur (153) .

2.6.2. Demir

Demir, kirmizi kan hiicrelerinde bir protein olan hemoglobinde bulunur. Bu protein
akcigerlerden ¢esitli viicut dokularina oksijen tasir. Demir ayrica, gii¢ gerektiren herhangi bir
1s esnasinda kaslara ekstra yakit saglayan bir protein olan miyoglobin’in de bir bilesenidir.
Besin olarak alinacak demir iki formda bulunur:

1. Kirmizi et, tavuk, deniz {irlinli ve diger hayvansal iiriinlerde bulunan “heme” demir,

2. Koyu yesil sebzeler, tiim tahillar, cerezler, kurutulmus meyve ve diger bitkisel

besinlerde bulunan “heme olmayan” demir.

Heme demirini viicut daha kolay absorplar. Ancak heme demir igeren yiyeceklerle
beraber heme olmayan demir igeren yiyeceklerin yenmesi demir absorpsiyonunu arttirir.
Ayrica bu yiyeceklerle beraber C vitamini alimi da demir absorpsiyonunu arttirir.  Kahve,
cay, soya bazli yiyecekler, asit dnleyiciler ve tetrasiklinler demir emilimini engeller. Ayrica

asirt miktarlarda kalsiyum, ¢inko ve manganez de demir emilimini engeller (153) .
Demir, bagisiklik fonksiyonunu giiclendirdiginden, demir eksikligi ayni zamanda

enfeksiyonlara kars1 direncin diismesine neden olur. Hamile kadinlar, iki yas alti ¢ocuklar,

vejetaryenler ve hemoroidli ya da kanamali mide {ilserli ve kan vericiler gibi kanamali
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durumunda olanlar 6zel olarak disaridan yiiksek oranda demir almas1 gerekir (153) .

Asir1 demir problemlere neden olabilir. Fosforun absorpsiyonunu engeller, bagisiklik
fonksiyonunu bozar ve kanser, siroz ya da kalp krizi riskini arttirabilir. Demir zehirlenmesi

belirtileri; ishal, kusma, bas agrisi, bas donmesi, yorgunluk, mide kramplar1 ve zayif nabizdir.

Maden sulari, badem, avokado, fasulye, kirmizi pancar, pancar, misir gevregi, hurma,
yesil yaprakli sebzeler, karaciger, Lima fasulyesi, bobrek, et, yumurta, balik, findik, midye,
seftali, armut, pili¢, kabak, kuru iiziim, piring, kahve, tahil, deniz sebzeleri, istiridye bol

miktarda demir bulunur (153) .

2.6.3. Bakir

Bakir, kirmizi kan hiicrelerinin iiretimi i¢in gerekli olan ve hematopoezde demirle
birlikte rol oynayan esansiyel bir eser elementtir. Demirin mobilizasyonunda, kemik ve bag
dokusu metabolizmasinda, biiyiime ve ¢ogalmada, miyelinizasyonda, deri, sa¢ ve uveanin
pigmentasyonunda 6nemli rolii vardir. Serbest radikallerden gelebilecek zararlardan dokulari
koruyabilir, viicudun bagisiklik fonksiyonunu destekler ve kanseri 6nlemeye katkida bulunur

(158,159).

Kan Cu’sunun yaklasik %90-95’i plazmada bir plazma proteini olan seruloplazmine
bagli olarak bulunur. Eritrositlerde Cu siiperoksid dismutaz (SOD) ile birlikte olabilir veya
amioasit karisimiyla kompleks olusturabilir. Biitlin viicut sivilar1 Cu bilesimlerine sahiptir. En

yiiksek oranda da safrada bulunur, pankreatik sividaysa daha azdir (160).

Bakir enzimleri viicutta dagilmis halde bulunur. Bakirin elektron ve O, transportu,
oksidasyon- rediiksiyon reaksiyonlarinda katalizor ve O, radikallerinin hasarina kars1 hiicreyi
koruma gibi gorevleri vardir. Sitokrom C oksidaz, dopamin B hidroksilaz, lizil oksidaz ve

SOD gibi enzimlerin yapisina girer (160).

Cogu yetiskin insan normal giinliik besinlerden yeteri kadar bakir alir. Deniz {iriinleri,

cesitli organ etleri en zengin bakir kaynaklaridir. Findik, ¢ekirdek, yesil sebzeler, karabiber ve
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kakao onemli miktarda bakir igerir. Asir1 kalsiyum, kadmiyum ve ozellikle ¢inko bakir
absorpsiyonuna engel olur, bunun sebebi metallothionin’nin hem Zn ile hem de Cu ile
kompleks yaparak bagirsak mukozasini uyarmasi sonucunda hiicrelerin bagirsak liimenine
dokiilerek Cu atilimina neden olmasidir. Fitat ve lifler de Cu emilimini engellerler. Fakat bu
etki nispeten azdir ve ciddi bir duruma sebep olmaz. Eksiklikleri ayn1 zamanda memeden
kesilmis ve bazi prematiire bebeklerde olusabilir. Bakir baslica midenin ve bagirsagin iist
kismindan emilir. Daha ¢ok 37 aminoasitlerden histidin ve peptitlerle bilesik olusturur ve

bagirsagin alt kismindan da emilebilir (207).

Bakir eksikligi, kirllgan ve renksizlesen saclar, viicut iskeletinde kusurlar, anemi,
yiiksek kan basinct gibi belirtilerle ortaya ¢ikar. Giinliik 10 mg’dan daha fazla bakir alimi,
bulanti, kusma, kas agris1 ve mide agrisina neden olabilir. Hamile ya da dogum kontrol

haplar1 alan kadinlar, bakirin kandaki agir1 miktarina oldukca duyarhidirlar (153).

2.7. Atomik Spektrometri

Numune hazirlama islemlerinin ardindan numunede hangi elementten ne kadar
oldugunu tayin etmek i¢in giiniimiizde Atomik spektrometri, x—1ginlar1 floresans spektrometri,
kiitle spektrometri, elektrokimyasal yontemler ve kromatografi gibi ¢ok degisik enstriimental
metotlar gelistirilmistir. Ozellikle atomik spektrometri bu yontemler arasinda énemli bir yer
tutmaktadir. Atomik spektrometri 70 kadar elementin kalitatif ve kantitatif tayininde
kullanilir. Atomik metotlarin tipik duyarlili§i milyonda bir ile milyarda bir arasinda degisir.
Bu metotlarin diger iistiin yonleri arasinda hiz, kullanishk, az bulunan yiiksek segicilik ve

fazla yiiksek olmayan cihaz fiyatlar1 da sayilabilir.

Atomik tiirlerin spektrometrik tayini, ancak tek atomlarin (veya bazen Fe', Mg', Al"
gibi element iyonlariin) birbirlerinden iyice ayrilmig bulundugu gaz ortaminda yapilabilir.
Dolayistyla tiim atomik spektrometri islemleri i¢in ilk asama atomlastirmadir. Atomlagma, bir
niimunenin gaz halindeki atomlara doniigmesi islemidir. Bu siire¢ sirasinda numune, atomik
bir gaz olusturacak sekilde buharlastirilir ve parcalanir. Metodun duyarlilik, kesinlik ve

dogruluk gibi nitelikleri, biiylik Ol¢lide atomlagtirma basamaginin verimliligi ve
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tekrarlanabilirligine bagimlidir. Dolayisiyla atomlastirma atomik spektrometride en 6nemli

asamadir (106).

Atomik spektrometri ¢aligmalarinda numunelerin atomlagsmasi i¢in kullanilan bazi

metotlar Tablo-2’de gosterilmektedir.

Tablo-2. Atomik spektrometri’nin siniflandirilmasi

Atomlastirma  Atomlastirma Metodun
Metodun temel ad1 ve kisaltmasi

metodu sicakligl, °C  temeli
Alev 1700-3150 Absorpsiyon Atomik absorpsiyon spektrometri,AAS
Emisyon Atomik emisyon spektrometri, AES

Floresans  Atomik floresans spektrometri, AFS

Elektrotermal ~ 1200-3000 Absorpsiyon Elektrotermal atomik abs. spektrometri

Floresans  Elektrotermal atomik flor. spektrometri
Endiiktif eslesmis 6000—8000 Emisyon Endiiktif eslesmis plazma spektrometri,
argon plazma ICP

Floresans  Endiiktif eslesmis plazma floresans
spektrometri

Dogru—akim 6000-10000  Emisyon DC plazma spektrometri, DCP

argon plazma
Elektrik arki 4000-5000 Emisyon Ark kaynakli emisyon spektrometri

Elektrik 40000 Emisyon Kivileim kaynakli emisyon spektrometri

kivileimi

2.7.1. Atomik Absorpsiyon ve Atomik Emisyon Spektrometri

Atomik absorpsiyon ve atomik emisyon i¢in alevli ve alevsiz olmak iizere iki tip

atomlastirma teknigi mevcuttur. Alev atomlastirmasinda genellikle sulu ortamdaki analit
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¢oOzeltisi, sislestirme islemiyle bir buluta dontstiiriildiikten sonra gaz halindeki yiikseltgen
veya yakit akisiyla aleve tagiir. Boylece, olusan sicak gaz ortaminda emisyon ve absorpsiyon

spektrumlari elde edilir.
2.7.1.1. Alevli Atomlastiricilar

Alevli atomlastirici, niimuneyi bir bulut veya aerosol sekline doniistiirdiikten sonra alev
basligina yollayan bir sislestiriciden ibarettir. Bir sislestirici tirii Sekil-8’de gosterilen es
merkezli borulardan olusan bir sistemdir. Sivi numune, merkezdeki kilcal borudan bu
borunun ucunun ¢evresinde yliksek basingla verilen gazin etkisiyle emilir. Sivinin bu sekilde
aktarilmasina piskiirtme adi verilir. Yiksek hizdaki gaz, siviyr ¢esitli biiyiikliiklerde
damlaciklara doniistiirerek aleve tasir. Atomlastiricilarin ¢ogunda yiiksek basingh gaz

yiikseltgen olup, aerosolii igeren bu gaz daha sonra yakit gazi ile karistirilir.

Kilcal
boru
Aerosol

Sivi |
akist |

Yiksek basingh
gaz akist

Sekil-8. Es merkezli borulu bir sislestirici

Sekil-9°da laminer akish bir alev bagligi ve tek merkezli boru tiirii sislestirici igeren tipik
bir ticari sistemi gostermektedir. Aerosol, yakit gazi ile karistiktan sonra ancak en kiiclik
boyuttaki damlaciklarin asabildigi bir dizi engelden gegirilir. Bu engellemeler sonucu
numunenin biiyiik bir bolimi karistirma odaciginin altinda toplanarak atik kabina akatilir.
Aerosol, yiikseltgen ve yakit gazlar1 daha sonra yarikli bir alev basligina ve buradaki yaklagik

5 veya 10 cm uzunlugundaki aleve yoneltilir.
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Alev bashig

Akis engelleyici ve kilit halka

tutan vida
Yardimci

yiikseltgen Basing diisiirme

cikislart

Alkag engelleyici

Sislestirici
(Panton plastik)

ayar
diigmesi

Numune

kilcalt \ Sislegtirici igin

Atk yiikseltgen gaz

Sekil-9. Laminer akish bir alev baslig
2.7.1.2. Elektrotermal Atomlastiricilar

Aleve gore ¢ok daha fazla duyarlilik saglarlar. Cilinkii numunenin tiimii kisa bir siirede
atomlastirilir ve 151in yolunda atomlarin ortalama kalis siiresi bir saniye veya daha uzundur.
Elektrotermal atomlastiricilarda, elektrikle 1sitilmis bir grafit tiipli veya kap igerisinde Once
diisiik sicaklikta buharlagtirilan birkag mikrolitre numune, sonra daha yiiksek bir sicaklikta
kil edilir. Kiil etme asamasindan sonra elektrik akiminin hizla birkag yliz ampere
yiikseltilmesi sonucu, 2000 °C-3000 °C arasindaki bir degere ulasan sicaklikla numunenin
atomlagmasi birka¢ milisaniye ile saniye arasindaki bir siiregte gerceklesir. Atomlasmis

analitin absorpsiyon sinyali 1sitilmig ylizeyin hemen yukarisindaki bir bolgede kaydedilir.

Sekil-10°da ticari bir elektrotermal atomlastiricinin kesit goriinlimii verilmektedir.
Atomlagsmanin yer aldigi silindir seklindeki grafit tiipiin iki ucu ac¢ik olup, merkezinde
numunenin bir mikropipet ile konulmasi i¢in bir delik bulunmaktadir. Tiiptin uzunlugu 5 cm

kadar olup, i¢ ¢ap1 ise 1 cm’den azdir (Skoog vd, 1996, Fuller, 1978 ve Varma, 1989).
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Sekil-10. (a) Bir grafit firin kesiti, (b) Grafit tiip

2.7.2. Atomik Absorpsiyon Spektrometre’nin Kisimlari
Temel olarak bir alevli atomik absorpsiyon spektrometresi 5 parcadan olusur; Isin

kaynagi (oyuk katot lamba), atomlastirici, monokromator, dedektor ve kaydedicidir. Cok

sayida tiiretici tarafindan hem tek, hem de ¢ift 1s1nl1 cihazlar sunulmaktadir (Sekil-11).
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Sekil-11. Alevli atomik absorpsiyon spektrometre’nin baslica kisimlari

2.7.2.1. Isin Kayna@

Atomik absorpsiyon cihazlarinda 1s1n kaynagi olarak iki tiir lamba kullanilir: Oyuk katot

lambalar ve elektrotsuz bosalim lambalaridir.

Oyuk Katot Lambalari: Atomik absorpsiyon spektrometride en kullanishi 1s1k kaynagi
olan oyuk katot lamba, sematik olarak Sekil-12’de gosterilmektedir. Bu kaynak, 1-5 torr
arasinda basinca sahip argon gibi inert bir gaz ortaminda kapatilmis bir cam boruda tungsten
bir anot ve silindir seklinde bir katottan ibarettir. Katot, analitin metalinden yapilmistir veya o

metalin kaplamasina destek olabilecek yapidadir.

Elektrotlar arasinda uygulanan 300 V kadar bir potansiyel, argonun iyonlasmasini ve
argon iyonlart ile elektronlarin elektrotlara yonelisinden dogan 5-10 mA’lik bir akimi
olusturur. Potansiyel yeterince biiylikse, argon katyonlar1 katoda yeterli bir enerji ile ¢arparak
metal atomlariin bazilarmi yerinden soékerek bir atom bulutu olusturabilir. Bu isleme
sigratma adi1 verilir. Sigratilan metal atomlarindan bazilar1 uyarilmis halde olup, temel hale
donerken karakteristik dalga boyundaki emisyona neden olurlar. Hatirlanmasi gerekli 6nemli
bir nokta, emisyonun olusturuldugu lambadaki atomlarin, alevdeki analit atomlarina gore
onemli ol¢iide daha diisiik sicaklikta olmasidir. Boylece lambanin emisyon ¢izgileri, alevdeki

absorpsiyon piklerine gore daha az genislerler.
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Lambada sigratilan metal atomlar1 sonunda katot yiizeyine veya lambanin i¢ ¢eperlerine

donerek buralarda toplanirlar.

Ticari olarak yaklasik 40 element icin oyuk katot lambasi bulunabilir. Bazilarinin
katodu, birden fazla element igerebilir. Boyle kaynaklar birka¢ analitin tayini i¢in gerekli
spektrum ¢izgilerini ayn1 anda verebilir. Oyuk katot lambalarinin gelistirilmesi, genellikle
atomik absorpsiyon spektrometrinin dogusunda rol oynamis en Onemli olay olarak kabul

edilir.

N Kuvars veya
/ V4 pyreks pencere
1-5 torr'da
Cam perde Ne veya Ar

Sekil-12. Oyuk katot lambanin sematik goriiniimii

Elektrotsuz Bosalhm Lambalari: Elektrotsuz bosalim lambasi, atomik ¢izgi spektrumu
i¢in yararl bir kaynak olup, ayni element i¢in yapilmis oyuk katot lambalarina gére 10 ila 100
kat fazla 151n siddeti saglayabilir. Tipik bir lamba, birkag torr basingli argon gibi inert bir gaz
ortaminda, analiti metal veya bir tuzu seklinde igeren kapali bir kuvars borudur. Bu kaynak
elektrot icermez, bunun yerine siddetli bir radyo frekans: veya mikrodalga 1smim alani ile
gerekli enerji saglanir. Bu alanda argon iyonlasir ve iyonlar, alanin yiiksek frekansli bileseni

ile hizlandirilirlar. Boylece spektrumu istenilen metalin atomlarini uyaracak enerjiye ulasirlar.
Ticari olarak elektrotsuz bosalim lambalar1 birkag element igin bulunabilir.

Performanslart oyuk katot lambalar kadar giivenilir degildir. Sekil-13 da 27 MHz’lik radyo

frekans kaynagi ile calisan bir ticari elektrotsuz bosalim lambasinin semasi verilmistir.
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Kuvars
pencers

Sekil-13. Elektrotsuz bosalim lambasinin kesiti

2.7.2.2. Atomlastirici

AAS’de iki tip atomlastirma teknigi vardir; alevli ve alevsiz. Alevli atomlagtirma sistemi
sekil-10’da gosterildigi gibidir. Alevsiz atomlastirma baslica, elektrotermal atomlastirma,

hidriir olusturma ve soguk buhar tekniklerini igerir.

2.7.2.3. Monokromator (Dalga Boyu Segici)

Spektroskopik analizlerin ¢cogunda bant adi verilen ve dar, siirekli dalga boyu gosteren
isinlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Dar bant genislikleri absorbans ol¢limlerinin duyarliligini
artirir, absorpsiyon ve emisyon yontemlerine secicilik saglar ve optik sinyal ile derisim
arasinda dogrusal iligski elde etmede aramilan 6zellikler arasindadir (A=ebc). Dalga boyu
secicisinden ¢ikan 1sinlarin tek dalga boylu veya frekansli olmasi ideal olarak beklenebilir.

Ancak bu istegi higbir dalga boyu se¢icisi yerine getiremeyip, aksine bir bant olusturmaktadir.

Monokromatorler, spektral taramalar1 yapabilmek i¢in tasarlanmis sistemlerdir.
Ultraviyole, goriiniir ve infrared 1sinlar1 i¢in kullanilan monokromatorler mekanik agidan ayni
tasarlanmis olup, yapilarinda slitler, mercekler, pencereler ve optik ag veya prizmalar
igerirler. Ancak bu bilesenlerin yapiminda kullanilan malzemeler dalga boyu araliklar1 dikkate

alinarak secilir.
Sekil-14’te dalga boyu ayirict olarak prizma sistemini gostermektedir. Dalga boyu

ayiriminin anlagilmasi agisindan A; ve A, gibi iki dalga boyu alinmis ve A; > A, varsayilarak

gosterilmistir. Bu 1sinlar monokromatoére dar bir slitten gecerek girer ki, paralel 1s1n demeti
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olarak yonlendirilen bu 1sinlar ayirma elemaninin {izerine belirli bir aciyla disiirtliirler.
Prizmal1 sistemlerde yiizeydeki kirilma, 1smin sekilde goriildiigii gibi agisal dispersiyonunu
olusturacaktir. Ayrilan 1ginlar AB odak diizlemi iizerinde giris slitinin (A; ve A, i¢in birer) dik
goriintiilerini olusturacaktir. Ayirici eleman dondiiriilerek ¢ikis slitine diisen bantlar birbiri

arkasina odaklanabilir (107).

E - Odak
c(‘xxx | , diizlemi
e 4 B
Giris Toplayict
sliti mercekler

Odaklama
mercekleri

Sekil-14. Bunsen prizmali bir monokromatdor (A; > A;)
2.7.2.4. Dedektor
Dedektorler, 151n enerjisini elektrik sinyallerine geviren cihazlardir. Ideal bir dedektdr
ylksek duyarlilik gostermeli, sinyal/giiriiltii oran1 yliksek olmali ve genis bir dalga boyu
araliginda sabit, orantili cevap verme o6zellikleri gosterebilmelidir.

2.7.2.5. Kaydedici

Detektorden ¢ikan sinyallerin belli bir diizende anlasilabilecek sekilde gosterildigi

diizeneklerdir. Bu bir yazici, dijital bir ortam veya bir bilgisayar olabilir.

2.7.3. Analiz ve Yontem

Ozetlenen numune alma, saklama, ¢dziiniirlestirme (N ve P tayinleri hari¢) islemleri ile
cesitli  metal analizleri i¢in hazirlanan  ¢dOzeltilerin, Atomik spektrometri ile

konsantrasyonlarinin tayini ve elde edilen verilerin dogru bir sekilde islenmesi, bir analizin en

onemli basamaklarindan biridir. Bu nedenle atomik spektrometri 6lgiimlerinde bazi temel
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kavramlarin iyi bilinmesi gerekir.

Kalibrasyon Yontemleri

Standart Kalibrasyon Egrisi

Bircok analitik teknik i¢in miktarlar1 belli standartlara karsi, bilinmeyen bir numunenin

cevabinin degerlendirilmesi gerekir (Sekil-15). Tiim spektroskopik yontemler birer mukayese

yontemleridir. Yani bilinen konsantrasyonda bir ¢ozelti ile bilinmeyenin tayini gergeklestirilir.

Ornegin, Cu”"nin bilinen konsantrasyonlarda 6 farkli ¢ézeltisi hazirlanmus olsun. Daha sonra

bu 6 ¢ozeltinin, tayini yapilacak elementin (Cu®") rezonans hattinda (primer dalga boyunda)

uygun bir cihazla absorbanslari olgiiliir ve kaydedilir. Sonuglarin asagidaki gibi oldugu

farzedilsin (Tablo-3):

Tablo-3. Farkli konsantrasyonlarda bir seri standart Cu ¢ozeltileri i¢in absorbans degerleri

Cu konsantras. Diizeltilmis
mg L™ Absorbans Absorbans
0 0.002 0.000
1 0.078 0.076
2 0.163 0.161
4 0.297 0.295
6 0.464 0.462
8 0.600 0.598

Diizeltilmis Absorbans = Standardin absorbansi — tanik ¢6zeltinin absorbansi
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Sekil-15. Cu i¢in kalibrasyon grafigi

Yukaridaki dogrusal kalibrasyon grafigi ¢izildikten sonra bilinmeyen numune
¢Ozeltisinin absorbansi cihazdan okunur ve grafikten Glgiilen bu absorbansa karsilik gelen

konsantrasyon bulunur.

Bilinmeyen numunenin absorbansinin 0.418 ve tanik numunenin absorbansinin 0.003
oldugu diistliniiliirse;

Diizeltilmis Absorbans = 0.418 — 0.003 = 0.415°dir. Bu absorbans grafikte isaretlenir ve
buna karsilik gelen konsantrasyon (5.49 mg L") bulunur. Ya da dogrunun denklemi  (y =
0.0750 x + 0.0029) hesaplanir. y; absorbansi ve x; konsantrasyonu temsil ettigine gore; 0.415

=0.0750 x + 0.0029’ten x (bilinmeyenin konsantrasyonu) = 5.49 mg L™ bulunur.

2.8. Oksidatif Stres ve Total Antioksidan Kapasite

Atomlarda elektronlar orbital adi verilen uzaysal bolgede belirli enerji diizeylerinde,
birbirine zit momentli ¢iftler halinde bulunurlar (13). Serbest radikaller; radikal olmayan bir
atom veya molekiilden bir elektron ¢ikmasi veya ilavesi sonucu elektron ¢iftinin dengesinin
bozulmasiyla olusan, dis yoriingesinde eslesmemis elektron tagiyan, organik ve inorganik
molekiiller ile reaksiyona girebilme yetenegine sahip, yiiksek oranda reaktif kisa Omiirlii
bilesiklerdir (108). Normal metabolizma sirasinda ya da patolojik intra ve ekstraselliiler

olaylarla ortaya ¢ikan serbest radikallerin etkileri oksidatif stres olarak adlandirilir. Bu

47



radikaller ortamdan uzaklastirilmadigi taktirde, enzim ve proteinleri inaktive ederek (kovalent
baglanma teorisi) veya serbest radikalin kendisi primer olarak (serbest radikal teorisi) hiicre
hasarina veya oliimiine neden olabilirler (108). Sonugta serbest radikaller erken yaslanma,
kanser, otoimmiin hastaliklar, enflamatuar hastaliklar gibi bircok hastaliklarin

etyopatogenezinde su¢glanmaktadirlar (109-111).

2.8.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Oksijenden zengin atmosferde yasariz ve oksijen birgok metabolik aktivite igin
gereklidir. Aerobik canlilarin enerji metabolizmasindaki rolii nedeniyle hayati 6neme sahip
oksijen, yer aldig1 biyokimyasal tepkimelerde gerceklesen enzim inhibisyonlar1 ve olusan
oksijen radikalleriyle toksik etki de yapabilmektedir (13, 111-113 ). Oksijen radikalleri,
biyolojik sistemlerde meydana gelen serbest radikallerin en Onemlisidir. Serbest oksijen
radikalleri, normal hiicre metabolizmasinda oksijen igeren bircok biyokimyasal indirgenme
reaksiyonlar1 (mitokondrilerdeki oksijenli solunum gibi) sonucunda olusabilmektedir (111-

114) (Tablo-4).

Tablo-4: Reaktif oksijen partikiillerinin kaynaklar1 (13,115).

I - Normal biyolojik islemler
1 - Oksijenli solunum
2 - Katabolik ve anabolik islemler
IT - Oksidatif stres yapict durumlar
1 - Iskemi - hemoraji - travma - radyoaktivite - intoksikasyon
2 - Ksenobiotik maddelerin etkisi
a-) Inhale edilenler
b-) Aliskanlik yapan maddeler
c-) ilaglar
3 - Oksidan enzimler
a-) Ksantin oksidaz

b-) Indolamin dioksigenaz
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c-) Triptofan dioksigenaz
d-) Galaktoz oksidaz
e-) Siklooksigenaz
f-) Lipooksigenaz
g-) Monoamino oksidaz
4 - Stres ile artan katekolaminlerin oksidasyonu
5 -Fagositik inflamasyon hiicrelerinden salgilanma (nétrofil, monosit, makrofaj,
eosinofil, endotelyal hiicreler)
6 - Uzun siireli metabolik hastaliklar
7 - Diger nedenler: Sicak soku, giines 1s1n1, sigara

III - Yaslanma siireci

Viicutta {iretilen radikaller her zaman zararli olarak goriilmemelidir. Oksijenin
biyokimyasal tepkimelerde kullanilmasi i¢in reaktif formlarina ¢evrilmesi zorunludur.
Ornegin, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, steroid yapidaki ¢ok sayidaki bilesiklerin ve
eikozanoidler gibi biyolojik aktif molekiillerin sentezi, ¢ok sayidaki oksidaz ve hidroksilaz
enzimleri ve sitotoksik etkilere sahip hiicrelerin fonksiyonlar1 i¢in radikal yapimi elzem bir

kosuldur (114).

En Onemli Serbest Oksijen Radikalleri; O, (Siiperoksit) Radikali, H,O, (Hidrojen
Peroksit), HO™ (Hidroksil Radikali) ve Singlet Oksijen’dir (Ozm). Bunlarin disinda; HOCI
(Hipoklorid), ROO' (Peroksil radikali), RCOO" (Organik peroksit radikali), HO, (Perhidroksil
radikali), RO (Alkoksil radikali) gibi reaktif oksijen tiirevleri sayilabilir.

2.8.1.1.Siiperoksit Radikali

Molekiiler oksijenin (O;) bir elektron alarak indirgenmesiyle kararsiz bir yap1 olan O,
radikali olusur (O, + ¢ — O, ). H,0O, kaynag1 olup canlilarda olustugu ilk gosterilen serbest
radikal tiirevidir. Hiicre dis1 ortamda endotel hiicreleri, lenfositler, trombositler, fibroblastlar
ve diger hiicreler tarafindan normal hiicresel reaksiyonlar sonrasi ortaya ¢ikan zayif bir

oksidan olan O; nin kendi basina Onemli hiicre hasarlarina yol agmasi miimkiin
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goriilmemektedir (8). Ancak siiperoksit radikalleri oksitleyici ve metal iyonlar1 rediikleyici
etkisi ile oksidatif strese yol agabilen bir dizi reaksiyonlar1 baglatabilir. Aktive edilen fagositik
16kositlerden bol miktarda siiperoksit iiretilerek, fagozom i¢ine ve bulunduklari ortama
verilebilir. Antibakteriyel etki i¢in gerekli olan bu radikal yapimi, daha reaktif tiirlerin

olusumunu da baglatabilmektedir (111, 112, 114, 116).

2.8.1.2.Hidrojen Peroksit

O, e bir elektron eklenirse (siiperoksit dismutasyonu) veya oksijenin direkt olarak
indirgenmesiyle hidrojen peroksit olusur. Dismutasyon spontan olarak veya siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimi araciligiyla katalizle olabilir (2 O," + 2 H — O, + H,0, ). Metal
iyonlarinin varliginda hidroksil radikallerinin olusumuna neden olmasindan dolay:1 radikal

olmamakla birlikte reaktif oksijen kategorisine sokulur (108,117).

Zar fosfolipidleri nedeniyle hiicre zar ylizeyleri sitoplazmaya gore daha asidiktir ve
siiperoksit burada daha kolayca bir proton alarak hidrojen peroksid radikalini
olusturabilmektedir. Hidrojen peroksit membranlardan kolaylikla gecip hiicreler iizerinde bazi
fizyolojik rollere sahip olabilir. Hidrojen peroksit 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda
bulunan demir ile tepkimeye girerek, yliksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini
olusturmaktadir. Bu formdaki demir c¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre

zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilmektedir (108,112,114).

Notrofiller  tarafindan  kullanilan  antibakteriyal = savunma  mekanizmasi
myeloperoksidaz enzimidir. Hidrojen peroksit myeloperoksidaz enzimi araciligiyla
reaksiyona girerek giiclii bir antibakteriyal ajan olan hipoklorik asidi olusturur. infeksiydz
ajanlarla savas i¢in gerekli olan radikaller kan hiicreleri tarafindan asir1 salgilanacak olurlarsa

bu kez yarar yerine zararli olmaya baslarlar (13).
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2.8.1.3.Hidroksil Radikali

En tehlikeli reaktif oksijen radikalidir. Normal biyolojik fonksiyonlarda da
kullanilmaktadir. Fagositoz ve c¢esitli enzimatik katalizlerde iiretilmektedir (112,114,118).
Ana olusum yollari;

a) Fenton reaksiyonu: Hidrojen peroksit Fe™ ve diger gecis elementleri (Cu, Zn, Mn, Cr,

Co, Ni, Mo) varliginda indirgenerek HO" radikali olusur (Fe™ + H,0, — Fe™ + HO'

+ OH).

b) Haber-Weiss reaksiyonu: Hidrojen peroksit O, ile reaksiyona girerek hidroksil

radikalini olusturur (reaksiyon bakir ve demir tarafindan katalizlenir) (O, + H,O,+ H'

— O+ H,O+ HO).

¢) Dokular gamma radyasyona maruz kaldiklarinda, enerjinin ¢ogu hiicre i¢indeki su
tarafindan absorbe edilmekte ve radyasyon, oksijen ile hidrojen arasinda kovalent baga
neden olmaktadir (H,O (X veya y 1s51m1) —> H + HO).

d) HO2’nin UV 15181na maruz kalmasi ile de hidroksil radikali olusabilmektedir (H,O»

— 2 HO) (53).

Hidroksil radikali biyolojik makromolekiilerin biitiin tiirlerine atak yaparak, DNA’nin
plurin ve pirimidin bazlar1 ile etkilesebilmekte, DNA sarmalinda kirilmalara, enzim
inaktivasyonuna neden olabilmektedir (108, 119). Lipid peroksidasyonu, hidroksil radikali ile
olusan en iyi tanimlanmig biyolojik hasardir (112,114).

2.8.1.4. Singlet Oksijen

Oksijenin uyarilmis sekli “singlet oksijen” olarak adlandirilir. Normal oksijenden ¢ok
daha hizli bir biyolojik molekiildiir. Reaktivitesi ¢ok yiiksek bir oksijen tiirlidiir. Singlet O,,
oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji almast sonucu kendi doniis yOniiniin tersi
yonde olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi neticesi olusabilecegi gibi siliperoksit
radikalinin dismutasyonu ve hidrojen peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da
olusabilir. Doymamis yag asitleri ile dogrudan tepkimeye girerek peroksil radikalini
olusturmakta ve hidroksil radikali kadar etkin bir sekilde lipid peroksidasyonunu
olusturabilmektedir (114).
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2.8.2. Serbest Oksijen Radikallerinin Hiicrelere Olan Zararh Etkileri

Serbest radikaller; hiicre organelleri ve membranindaki lipid ve protein yapisini
bozarlar. Hiicre i¢i yararli enzimleri etkisizlestirirler. DNA'yr tahrip ederler.
Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar. Elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipoksigenaz,
siklooksigenaz, ksantinoksidaz, indolamin dioksigenaz, triptofan dioksigenaz, galaktoz
oksidaz gibi litik enzimleri aktive ederler. Hiicrenin potasyum kaybini arttirirlar. Trombosit
agregasyonunu arttirirlar. Dokulara fagosit toplanmasini kolaylastirirlar. Hiicre disindaki

kollagen doku komponentlerini, savunma enzimlerini ve transmitterleri yikarlar (13).

2.8.2.1. Membranlarin Lipid Peroksidasyonu

Serbest oksijen radikallerin en 6nemli etkileri lipidler {izerine olup, lipidlerin oksidatif
modifikasyonunu katalizlerler. Biyomembranlar, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi
hiicre i¢i organellerin membran fosfolipidlerindeki poliansatiire yag asitlerinin doymamis
baglar1, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyona ugrayabilmekte,

dolayisi ile hiicre ve organel zarlarinda oksidatif hasarlara neden olabilmektedir (108).

Lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin doymamis yag asitlerinin metilen
grubundan bir hidrojen atomunu ¢ikarmak igin yaptiklart atakla baslamakta ve zincir
reaksiyonu seklinde ilerlemektedir. Olusan lipid radikali oksijen ile reaksiyona girer ve lipid
peroksi radikalini olusturur. Peroksiradikal, elektronlar1 ve diger duyarl yag asitlerini alarak
lipid radikal ve lipid hidroperoksitleri olusturur. Lipit peroksitleri hiicre zarlarinin énemli bir
komponentidir ve Fe, Cu gibi gecis metallerinin varliginda alkoksi ve peroksi radikallerini
verirler. Bu nedenle Fe veya Cu tuzlari lipit peroksidasyonunu hizlandirir (13). Sonugcta hiicre
zarinin akiskanligin1 ve permabilitesini azaltarak geri doniisiimsiiz olarak zar biitiinliigliniin
bozulmasina yol agarlar. Permeabilite 6zelliklerinin degismesi anormal Ca™ girisine yol
acarak hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina ve oksidasyonla fosforilasyonun ayrilmasina yol
acabilmektedir. Lizozomal membranlarin tahribi hidrolitik enzimlerin salinmasina ve

intraselliiler sindirime neden olur. Biriken hidroperoksitler direkt olarak toksik etki
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gostermenin yanisira duyarli aminoasit kalintilarin1 okside eder veya polimeraz zincir

reaksiyonlariyla enzimleri inaktive edebilirler (120-123).

Peroksiradikali, poliansatiire yag asidi molekiillerini okside edebilmekte, radikallerin
ve aldehidlerin olusmasina neden olan hidroperoksitlerin meydana gelmesini
saglayabilmektedir. Bu maddelerin yikilmasi sirasinda olusan aldehidler uzun Omiirli
olduklarindan hiicre hasarinin yayilmasina neden olabilmektedirler. Aldehidler arasinda en i1yi
bilinen sitotoksik iiriin li¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu ile
olusan malondialdehitdir (MDA) (114). MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da
kantitatif bir indikatorii degildir, ancak lipid peroksidasyonunun derecesi ile korelasyon
gosteren son Uriindiir. Peroksidasyonla olusan MDA, membran komponentlerinin capraz
baglanmasina ve polimerizasyonuna sebep olmaktadir. Bunun sonucunda da deformasyon,
iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik

membran 6zellikleri degismektedir (114, 124).

2.8.2.2. Proteinlerin Oksidatif Modifikasyonu:

Proteinler, serbest radikal hasarina duyarli molekiillerdir. Proteinlerin, siilthidril veya
amino gruplarnyla serbest radikallerin etkilesmesi sonucu protein molekiillerinin yapisi
degismekte amino asitlerin modifikasyonu, proteinlerin fragmantasyonu, agregasyonu veya
capraz baglanmalar1 gibi hasarlar meydana gelebilmektedir (120, 125). Proteinin temel
yapisindaki degisme, antijenitesindeki degismeye ve proteolize hassasiyete yol agabilir.
Radikaller, membran proteinleri ile reaksiyona girebilirler. Enzim, nérotransmitter ve reseptor
proteinlerinin fonksiyonlarinin bozulmasina neden olabilirler (120, 126). Hem proteinleri de
serbest radikallerden énemli oranda zarar goriirler. Ozellikle oksihemoglobinin O, veya H,O,

ile reaksiyonu methemoglobin olusumuna sebep olur (114, 120, 124).
2.8.2.3. Karbonhidratlara Etkileri:
Monosakkaritlerin  otooksidasyonu ile vicudumuzda H,0,, peroksitler ve

okzoaldehitler meydana gelmektedir (53). Serbest radikallerin goéziin vitréz sivisinda bol

miktarda bulunan hyaliironik aside oksidatif hasar1 katarakta zemin hazirlarken; eklem
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sinovial sivisina gegen noétrofillerden extraselliiler siviya salinan H,O, ve O, bu bdlgedeki
hyaliironik asidi pargalayarak enflamatuar eklem hastaliklar1 olusumuna katkida

bulunmaktadir (114, 127).
2.9.2.4. DNA Uzerine Etkileri:

Proteinler, lipidler ve karbonhidratlar gibi DNA’da kimyasal-oksidatif hasara

ugrayabilmektedir. Insan viicudunun her hiicresinde DNA’nin giinde 103 kez oksidatif hasara
maruz kaldig1 6ne siiriilmiistiir (50). DNA hasar1 ve onarimi arasindaki denge nedeniyle, ¢ok
diisiik diizeylerde hasar saglikli bireylerde de saptanmaktadir. Antioksidan enzim
diizeylerindeki azalma, DNA onarim mekanizmalarinda defekt olmasi oksidatif DNA
hasarinin artmasina yol agmaktadir. DNA’da tek ve ¢ift dal kiriklari, kontrolsiiz baz dizilimi,
baz modifikasyonlar, DNA-protein arasinda ¢apraz baglanma oksidatif hasarlarla olabilir
(111,128,129). Bu oksidatif DNA hasarlar1 mutasyonlara, kanserogenezise ve yaslanmaya yol
acabilir (130).

Serbest radikaller, DNA’da mutasyonlara ve hiicre 6liimlerine yol agabilirler. DNA’da
oksidatif hasar olusturan radikaller OH ve O, ~ radikalleridir. OH radikali, DNA‘daki dort
bazin herhangi birine saldir1 yapabilirken, O, dal kirigindan ziyade, guanine spesifik

baglanarak hasar olusturur (111,131).
2.8.3. Serbest Oksijen Radikallerine Kars1 Savunma Mekanizmalari
2.8.3.1. Antioksidan Sistemler

Viicutta reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini kontrol altinda tutmak ve
olusturabilecekleri hasarlari engellemek i¢in bir¢ok savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir
(132,133). Bu savunma mekanizmalar1 arasinda oksidanlarin organizmadaki diizeylerini
arttirict etkenlerin ve risk faktorlerinin iyi belirlenmesi ve bunlardan uzak durulmasi,
radikallerle tetiklenen biyokimyasal reaksiyonlar1 kirmak, olusan mediyatorlerle aktive olan
inflamatuvar hiicrelerin lezyon yerine hiicumunu ve orada asir1 birikimini 6nlemek sayilabilir.

Oksidan molekiillerle miicadelede tizerinde durulacak esas girisim ise belirli diizeyi asmis
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oksidanlara direkt olarak etki edip onlar1 inaktif hale getiren antioksidanlardir (13). Canli
hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside olabilecek maddelerin
oksidasyonunu 6nlemek veya geciktirebilmek amaciyla serbest radikalleri metabolize eden,
serbest radikal olusumunu Onleyen veya serbest radikallerin temizlenmesini arttiran bu
maddelere “antioksidanlar” ve bu olaya antioksidan savunma denir. Bu antioksidanlar endojen
ve eksojen kaynakli olarak ikiye ayrilir (114, 115, 118, 132).

Endojen antioksidanlar, enzim olarak gorev yapan ve enzim olmayan antioksidanlar
olarak iki grupta incelenmektedir. Genel olarak enzimatik antioksidanlar hiicre iginde,

enzimatik olmayan antioksidanlar ise hiicre disinda daha fazla etkilidir (GSH harig).

Enzim olan antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx),
katalaz (CAT), glutatyon transferaz (GST), glutatyon rediiktaz ve mitokondrial oksidaz
sistemidir. Enzim olmayanlar ise, bilirubin, albumin, iirik asit, a-tokoferol, askorbik asit,
seruloplazmin, transferrin, ferritin ve glutatyon gibi maddelerdir. Bunlar oksijen radikallerine
kars1 ilk savunma sistemini olusturmaktadirlar (111,114,132). Eksojen antioksidan olarak da
allopurinol, folik asit, B, C ve E vitamini, flavinoidler, asetilsistein, mannitol, adenozin,
kalsiyum kanal blokerleri, non-steroid antienflamatuar ilaglar ve demir selatorleri sayilabilir

(111,114,132,134).

SOD, CAT ve GPx gibi antioksidan enzimler, aktif oksijen tiirlerini direkt olarak
etkileyen ilk savunma hatt1 olarak goérev yaparlar. Bu savunma sistemleri yetersiz kalirsa ve
lipid peroksidasyonu artarsa ikinci sira savunma sistemleri devreye girer. Antioksidan bir
enzim olan fosfolipid hidroperoksid, glutatyon peroksidaz, peroksidleri alkollerle
indirgeyerek peroksidize edilmis membran komponentlerini uzaklastirma goérevi yapar.
Antioksidan olarak E ve C vitaminleri birlikte zincir reaksiyonlarin1 sonlandirarak
peroksitlerin daha fazla birikmesini Onlerler. Tiim bu savunma yetersiz kaldiginda veya

tilkkendiginde hiicre membrani o kadar ¢ok hasara ugrar ki, sonunda hiicre 6liir.

Antioksidanlar etkilerini baslica iki sekilde gosterirler:

1) Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi:
1. Baslatici reaktif tiirevleri uzaklastirici etki,

2. Oksijeni uzaklastiric1 veya konsantrasyonunu azaltict etki,
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3. Katalitik metal iyonlarin1 uzaklastirici etki.

2) Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:

a) Toplayici etki: Serbest oksijen radikallerini tutma ya da ¢ok daha zayif yeni bir
molekiile ¢evirme islemine “toplayict etki” denilmektedir. Bilirubin, antioksidan enzimler bu

tip bir etki gostermektedirler (53,79).

b) Bastiric1 etki: Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip, onlara bir proton aktararak
aktivitelerini azaltan ya da inaktif bicime doniistiiren etkidir (6r;Vit’ler, flavinoidler, bilirubin)

(114).

¢) Zincir kirict : Serbest oksijen radikallerine baglanarak zincirlerini kirip
fonksiyonlarin1 engelleyerek serbest radikalleri uzaklastirmaktadirlar (6r; Bilirubin, Hb,

seruloplazmin, mineraller ) (114, 135,136).

d) Onaric1 etki: Serbest radikaller tarafindan hasar goren biyomolekiilleri onarirlar.
Hasar goérmiis DNA molekiiliinii tamir eden enzimler bu gruba ornek olarak verilebilir

(114,137).

2.8.3.2. Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD): SOD, substrat olarak serbest oksijen radikallerini
kullanan ve siiperoksiti hidrojen perokside ve molekiiler oksijene dismutasyonunu katalize
eden, yapisinda bakir, ¢inko ve manganezin oldugu bir metalloenzimdir (2 O," + 2 H'
(SOD)— H,0, + O, ). Olusan reaksiyon “oksidatif strese karsi ilk savunma” olarak da
adlandirilmaktadir. Ciinki, siliperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarinin giiclii bir
baslaticisidir. Bu sistem sayesinde hiicresel kompartmanlardaki siiperoksit diizeyleri kontrol
altinda tutulur. Aynm1 zamanda SOD, lipit peroksidasyonunu da inhibe etmektedir. SOD
aktivitesi, yliksek oksijen kullanan dokularda fazladir. SOD’1n ekstraselliiler aktivitesi ¢ok

diisiiktiir (114).

Katalaz (CAT): Peroksizomlarda bulunan, yapisinda hem grubu igerdiginden bir

hemoprotein olarak kabul edilen bir enzimdir. Hidrojen peroksidi su ve oksijene
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ayrigtirmaktadir (2H,0, (CAT) — 2 H,0 + O,). Kan, kemik iligi, karaciger, bobrek ve miikoz
membranda yiliksek miktarda bulunmaktadir (111, 132).

Glutatyon Peroksidaz (GPx): GPx, hiicrelerin sitozollerinde yerlesmis ve yapisinda
selenyum bulunan bir metalloenzimdir. Sitozol ve mitokondrilerde SOD tarafindan
olusturulan H,O; ve lipid hidroperoksitlerini ortadan kaldirmaktadir. Yalniz kapasitesi sinirl
olup diisiik hidrojen peroksit konsantrasyonunda c¢aligmaktadir. Hidrojen peroksit ve organik
peroksitlerin indirgenmesiyle oksitlenen glutatyon, glutatyon rediiktaz enzimi ve baslica
pentoz fosfat yolundan saglanan NADPH yardimiyla indirgenerek reaksiyonlarin devamini
saglar (114). Eritrositlerde GPx ‘‘oksidan strese karsi en etkili antioksidandir.”” GPx

aktivitesindeki azalma, H,O;’in artmasina ve siddetli hiicre hasarina neden olur (114).

Glutatyon Rediiktaz (GR): Glutatyon peroksidaz tarafindan H,O, ve diger lipit
peroksitlerin  yiikseltgenmesi sirasinda glutatyon, okside glutatyona doniismektedir.
Organizmanin glutatyon deposu simirli oldugundan oksidasyona ugramis bu yapiy1 ileride

yeniden kullanmak i¢in rediikte glutatyona doniistiiren enzim glutatyon rediiktazdir (114).

Glutatyon-S-Transferazlar (GST): Organizmaya giren ksenobiyotiklerin biyotrans-
formasyonunda 6nemli gorev almaktadirlar. Basta arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri
olmak {iizere lipit hidroperoksidlere karst GST’ler selenyum bagimsiz GSH peroksidaz
aktivitesi gostermektedirler. Antioksidan aktivitelerine ek olarak c¢ok 6nemli bagka
biyokimyasal fonksiyonlara da sahip olup bilirubin, hem ve bazi kortikosteroidler gibi
endojen maddelere geri doniisiimlii olarak baglanarak bunlarin hiicre i¢i transportunda da

gorev almaktadirlar (114,120).

2.8.3.3. Enzimatik Olmayan Antioksidan Savunma Sistemleri

Glutatyon (GSH): Onemli bir intraselliiler antioksidandir ve ekstraselliiler mesafede

cok diislik konsantrasyonlarda bulunur. GSH’a antioksidan 6zelligini sisteinin tiyol grubu
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kazandirir. Glutatyon, HO  ve OQN gibi reaktif oksijen tiirevlerinin temizleyicisidir. Serbest
radikal ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Demirin Fe™
(ferr6z) halde tutulmasini saglar. Boylece, protein ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller,
hatta rejenere olmalarini saglar. N-asetil sistein hiicre membranini gegip hiicre i¢inde sisteine

donerek GSH iiretimini artirir.

Albiimin: Albiimin kuvvetli sekilde bakir ve zayif olarak da demiri baglar. Yiiksek
konsantrasyonlarda (40-60 mg/ml) bulunur. Albumine bagli bakir, Fenton reaksiyonuna
katilabilir fakat albumin yiizeyinde olusacak olan OH radikali albumin tarafindan temizlenir
ve radikalin serbest sollisyona kagmasina izin vermez. Bu biyolojik olarak 6nemli olmayan,
albumine ait bir reaksiyon 6rnegidir. Ayn1 zamanda myeloperoksidaz tiirevi bir oksidan olan

HOCI' hizhi bir sekilde temizler(105).

Vitamin C (Askorbik Asit): Cok giiclii bir indirgeyici ajan olan C vit’i, siiperoksit ve
hidroksil radikalleri ile kolayca reaksiyona girerek onlar1 temizler, antiproteazlarin oksidan
maddeler ile inaktive olmasini engeller. C vit’in antioksidan etkisinin yaninda pro-oksidan
etkisi de soz konusudur. Ciinkii, vitamin C, Fe"’ii Fe"*ye indirgeyen siiperoksit disindaki
tek hiicresel ajandir. Bu yolla askorbik asit proteine bagl ferrik demiri uzaklastirarak ya da
dogrudan indirgeyerek fenton reaksiyonunda H,O, ile etkilesmeye uygun olan ferr6z demire
dontistiirtir.  Bu prooksidan etki sadece diisiik konsantrasyonlarda goriildiigi daha ytiksek

konsantrasyonlarda ise giiclii bir antioksidan olarak etki gosterdigi belirtilmistir (120,123).

Vitamin E (Tokoferol): a-tokoferol, yagda ¢ozilinen ve lipid peroksidasyon zincirini
kiran bir antioksidandir. Mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi membrandan zengin
hiicre kisimlarinda vitamin E konsantrasyonu artmistir. Cok gii¢lii bir antioksidan olan o-
tokoferol hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerini serbest
radikal ataklarina kars1 korur, olusan radikalleri temizler, lipid peroksidasyonunu inhibe eder.
Askorbik asit E vitamininin etkisini arttirir. E vitamini ve GPx serbest radikal etkisine kars1
birbirlerini tamamlayici etki gosterirler. E vitamini sentezlerini engeller iken GPx olusmus

peroksitleri ortadan kaldirir.
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Vitamin A (B-Karoten): A vitamininin metabolik 6n maddesi olan ve yagda ¢6ziinen
bir antioksidan olan B-karoten son derece giiclii singlet O, temizleyicisidir. Serbest radikaller
biyolojik hedeflerle interaksiyonuna girmeden dnce direkt olarak onlari yakalayabilir ve ayni
zamanda zincir kiran bir antioksidan olarak etki ederek de peroksit radikalleri olusumunu

engeller (120,123).

Seruloplazmin: Molekiil agirlig1 yaklasik 151 kDa olan seriiloplazminin yarilanma
omrii 5-7 giindir. Tek bir polipeptid zincirinden olusan ve bir a2-globulin olan
seriiloplazmin, molekiil basina 8 Cu atomu baglamaktadir(181). Plazma antioksidan
aktivitesinin 6nemli bir kismi, bakir igceren ve tasiyan akut faz proteini seruloplazminden
kaynaklanir. Bir¢ok poliamin ve polifenol substratlari i¢in oksidaz aktivitesine sahip oldugu
gosterilen ve “bakir oksidaz” olarak isimlendirilen seriiloplazmin bir oksidorediiktaz olup,
akut faz yanitta 6nemli bir role sahiptir. Ciinkii bu sayede, oksijenden tiiremis ortaklanmamis
elektronlara sahip olan, oldukga reaktif reaksiyonlara katilan ve doku hasarina neden olabilen
serbest radikalleri etkisizlestirebilmektedir (183). Organik bilesiklerin oksijen ile spontan
oksidasyonu sonucu olusan, hiicresel toksik bilesiklere karsi plazma ve dokularda bulunan
antioksidan aktivitenin 6nemli bir boliimiinii seriiloplazmin ve transferrin gostermektedir (34).
Seruloplazmin oksijen radikal ara {riinleri salinmaksizin ferro-oksidaz aktivitesi gostererek
Fe™i Fe"™’e okside eder. Boylece fenton reaksiyonunu ve serbest radikal olusumunu inhibe
eder. Demir ve bakir bagimli lipid peroksidasyonunu oOnleyici etki gosterir (13). Wilson
hastaliginda plazmanin albiimine bagli Cu konsantrasyonu artmakta, seriiloplazmin diizeyi ise
belirgin olarak azalmaktadir. Erkek bebeklerde goriilen ve o6liim ile sonuglanan menkes
hastaliginda da plazma Cu, seriiloplazmin diizeyleri ve karacigerde Cu konsantrasyonunda

azalma oldugu kaydedilmistir (72).

Ferritin: Dokulardaki demiri baglar, serbest radikal reaksiyonlarinda yer almasini

engeller.

Transferrin ve Laktoferrin: Transferrin dolasimdaki, laktoferrin lokositlerdeki

serbest demiri baglar, serbest radikal olusumunu onler.
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Haptoglobin ve Hemopeksin: Hemoglobin, gerek dekompozisyonla ortama demir
vererek gerekse dogrudan peroksitlerle etkileserek lipid peroksidasyonunu uyarabilir.
Haptoglobin hemoglobini, hemopeksin “hem”i baglayarak bu demir bilesiklerinin lipid

peroksidasyonunu uyarmasini engeller.

Desferrioksamin (DFO): DFO, ferrik demirin giiclii bir baglayicisidir ve olusan bu
kompleksteki demirin indirgenmesi son derece zordur. Bu sayede DFO, demir iyonuna
bagimli lipid peroksidasyonunu onler. DFO, transferrin veya laktoferrine bagli demir

iyonlarini uzaklastirmada zayif bir etkinlige sahiptir.

2.9. Total Antioksidan Kapasite

Normal fizyolojik kosullarda organizma, endojen veya eksojen nedenlerle olusan
serbest radikaller ve bunlara bagl olusan oksidatif stres ile miicadele eden kompleks bir
antioksidan defans sistemine sahiptir. Viicudun olusan oksidan durumlara kars1 redoks ayarini
stirdiirebilmesinde kan ¢ok 6nemlidir. Ciinkii kan antioksidanlarin viicudun tiim bdliimlerine

tasinmasini ve dagitimini gergeklestirmektedir (111).

Total antioksidan kapasiteye en biiyiik katki plazmadaki antioksidan molekiillerden
gelmektedir. Plazmada bilirubin, serbest demiri toplayan transferrin ve seruloplazmin, iirik
asit, E vit’i, C vit’i yaninda serbest radikalleri tutan zincir kirici antioksidanlarda
bulunmaktadir (111,136). Albumin, iirik asit, askorbik asit insan plazmasindaki total
antioksidan kapasitenin %85’inden fazlasini olusturmaktadir. Bunun nedeni, kanda bilirubin,
glutatyon, flavinoidler, alfa tokoferol ve beta karoten gibi antioksidan sistemin
komponentlerine nazaran albumin, iirik asit ve askorbik asitin seviyelerinin fazla olmasidir

(111,138).
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Plazmada antioksidanlar bir etkilesim i¢inde bulunurlar. Genel olarak bu maddeler
sinerjist olarak calismaktadirlar. Bu etkilesimden dolayi, bilesenlerin tek baslarina yaptiklari
etkinin toplamindan daha fazla bir etki olusmaktadir. Bu sinerjizme Ornek glutatyonun
askorbati, askorbatin da tokoferoliin yeniden aktiflesmesini saglamasi gosterilebilir. Ayrica
bir antioksidandaki azalma digerindeki artis ile kompanse edilebilmektedir. Or; yenidoganda
postnatal donemde fizyolojik sartlarda plazmada iirik asit, C vit’i, ve silfidril gruplarn
azalirken, bilirubin ve E vit’i diizeyleri artmaktadir. Total antioksidan kapasitenin 6l¢timii,
antioksidanlarin tek tek Ol¢limiinden daha degerli bilgiler vermektedir. Bu yiizden kanin
antioksidan durumunu saptamada, bireysel antioksidanlardan ¢ok bunlarin toplam antioksidan

degerini veren toplam antioksidan kapasite 6l¢climii yayginlasmaktadir (111,138).

2.10. Beta Talasemi Major ve Oksidatif Stres

Talasemik eritrositlerin yasam siiresinin  kisali§i; morfolojik degisiklikler,
biyokimyasal ve metabolik dengesizliklerle iligkilidir (139). B-TM’li  hastalarin
eritrositlerinde hem eksojen hem de endojen oksidatif hasar siklig1 artmistir (139). B-TM’li
hastalarda eritrositlerin biyokimyasal ve metabolik degisikliklerle oksidatif strese artmig
duyarliligy; 1) Serbest radikallerle olusan oksidatif hasar, ii) Lipid peroksidasyonu, iii) Artmis
demir toksisitesi, serbest demir salinimi ile bagimli oldugu kabul edilen goriislerdir (139,

140).

Eslesmemis fazla a-globin zincirleri, Non-Hb demiri ve hiicre i¢cinde Hb'nin diisiik
olusu bu oksidatif stresi kolaylastiran faktdrlerdendir. Ozellikle serbest, eslesmemis unstable
a-globin subiinitleri oksidatif olaylar zincirini baslatirlar (31,12, 141). Once metHb olusur,
sonra reversible ve irreversible hemikromlar presipite olurlar ve membranin ¢esitli
komponentleri ile iligkiye girerler. Hem ve globiilini parcalarlar. Membran iskeletinde
bozulma ile, deformabilitede azalma, rijiditede artma, membran lipidlerinde peroksidasyon ve
antijenik degisme ile eritrositlerde erken yaslanma, katyon degisiminde bozulma ile hiicre ici

potasyum kayb1 gibi olaylara da neden olmaktadirlar.
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2.11. Beta Talasemi Major ve Demir Toksisitesi

Demir; katalaz, akonitaz, ribonukleotid rediiktaz, peroksidaz, sitokrom oksidaz gibi
enzimlerle redoks kimyasini kullanarak viicuttaki hayati fonksiyonlarda gdrev alan, Hb ve
diger demir iceren proteinlerin yapisina giren bir elementtir. Demir, fizyolojik olarak gerekli
ama biyokimyasal acgidan oldukca tehlikelidir (108,142). Besinlerdeki demir’in yaklasik
olarak %10 kadar1 emilir, ancak fazla demir’in atilmasini saglayan bir mekanizma
bulunmamaktadir. Kan transflizyonlari, hemokromatoz ve talasemi gibi bazi anemilerin

tedavisi sirasinda plazma demir konsantrasyonu yiikselmektedir (143).

Fazla demir saglikli organizmada bile toksik olabilir (108). Demir yiiklenmis
hiicrelerde lizozomal hasar ve proteazlarin salgilanmasiyla hiicre 6limii goriilebilir (142).
Kalp, KC, eklem, pankreas gibi organ hasarlar1 olusabilir. Nitekim yiiksek doz demir verilen
sigan hepatositlerinde demirin mitokondrilerde depolandigi, matriks boslugunda amorf
yogunluklu yapilarin biriktigi ve mitokondriyumlarda sisme oldugu bildirilmistir (144). Demir
yiiklenmis hayvanlarin kalpleri normal hayvanlarin kalplerine gore iskemi-reperfiizyona
maruz kaldiginda belirgin olarak daha fazla hasara ugrar. Bu olayda en 6nemli mediator
oksijen radikalleridir. Kalp kasinda hiicre membranlar1 ve sarkoplazmik membranlar
ekstraselliiler s1v1 ile dogrudan temas halinde bulunurlar. Membranlarin demir toksisitesinden
asir1 etkilenmesi ozellikle kolaylasmaktadir. Iskemi-reperfiizyon olay1 demirin mobilize

olmasina veya yeniden dagilimina neden olabilir.

Demir ve siiperoksit radikali, ozellikle de patolojik sartlar altinda, birbirleriyle
etkilesim halindedir. Bu iki molekiilden her biri digerinin toksisitesini artirict etki
gostermektedir. Artmig demirin zararhi etkileri, oncelikle oksijen radikallerinin {iretiminde
baslica kaynak {iriin olmasiyla agiklanir (144). Asir1 demir yiikii, asir1 sliperoksit iiretimi
sonucu, bu maddelerin hasar verici etkisini artirabilir. Diger taraftan ortaya ¢ikan kronik

oksidatif stres, sitotoksik ve mutajenik olaylara neden olabilir (108,145).
Stiperoksit radikallerinin hasar verici etkilerinin ferritinden demirin ayrigmasinin

azaltilmastyla zayiflayacagina inanilir. Siiperoksit, hidrofilik kanallar boyunca Fe'*’iin

Fe™ye indirgenmesini takiben ferritin molekiiliine girer, bu durum ferritinden demir’in
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serbestlesmesini  kolaylastirir. demir, hiicre i¢inde ¢esitli hasar verici reaksiyonlar
katalizlemek suretiyle ¢esitli biyolojik maddelere elektron verir ve alir. Siiperoksit radikali ve
hidrojen peroksit 6zellikle serbest demir ve bakir iyonu varliginda hidroksil grubu gibi daha
tehlikeli radikallere donligmesi nedeniyle, antioksidan savunmayi giiglendirmek amaciyla
organizmanin demir ve bakir iyonlarini1 bagh duruma getirmesi 6nemlidir. Normal sartlarda
demir, redoks aktivitesi nedeni ile hiicreler ve organizmalar tarafindan ¢ok dikkatli bir sekilde
tutulur. Yine serbest olmayan demir, sitrat veya ATP gibi bilesiklerle hemen selat olusturmaz,
fakat bu kompleksler lipid oksidasyonunu veya HO™ olusumunu katalizleyen redoks

reaksiyonlarina kolayca girer(155).

Transferrin ve ferritin, demiri Fe™ durumda tutarlar ve hiicresel indirgeyiciler
tarafindan Fe™ uzaklastirilmasi ¢ok giictiir. Demir transport proteini olan transferrin saglikli
insanlarda % 20 -30 oraninda demir ile yikliidiir. Boylece plazmadaki serbest iyonik demirin
etkinligi sifira dek diiser. Transferrine bagli demir lipid peroksidasyon islemini yapamaz (13).
Saglikli insanda depolanmis demirde biiyiik bir sorun olusturmaz, ancak hastalik gibi
durumlarda superoksit radikalleri tarafindan yapilan saldiriya ferritin agiktir (108). Kisaca,
siiperoksit anyonlari, Fe+*’in Fe+?ye indirgenmesini katalize eder. Fenton reaksiyonu ve
haber-weiss reaksiyonunda demir, hidrojen peroksit ve siiperoksit molekiillerini toksik
serbest HO™ doniistiiriir (114, 146-148). Protein ve DNA’y1 da igine alan birgok biyolojik

makromolekiil bu radikalden etkilenir.

TI’l1 hastalarda gastrointestinal artmis demir absorbsiyonu, TM’lii hastalarda ise buna
ek olarak hayat boyu devam eden kan transfiizyonlar1 demir yiiklenmesine neden olur (37,58).
Demir 6nce RES ve kemik iligi makrofajlar1 tarafindan tutulur. Kapasite asilinca once
transferrine demir verilir ve oradan da parankimal hiicrelere girerek doku hasart olusur. Asirt
demir yiiklii olgularda, transferrinin demir tagima kapasitesi dolmakta ve transferrine bagl
olmayan demir (serbest demir, NTBI) olugmaktadir. Parankimal hiicrelerdeki labil demir
havuzu artinca, bir korunma mekanizmasi olarak, transferrin demirin hiicre igine girisi
engellenir. Ancak transferrine bagli olmayan NTBI hiicrelere girisi, Ustelik transferrin
demirinden ¢ok daha hizli olarak devam eder (37,58). Boylece hem yiiksek plazma demiri

hem de intraseliiler non-Hb demirinin artis1 oksijenden zengin intraeritrositik ¢evre ile beraber
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reaktif oksijen radikallerinin yapimi i¢in uygun ortam olusturur. Oksidatif stres’e yol agar.

Demir yiiklenmesi, lipid peroksidasyonu, hepatik hasar ve fibrojenezise neden olur (149).

2.12. Beta Talasemi Major ve Lipid Peroksidasyonu

Demirin yol agtig1 fenton reaksiyonu ile olusan HO", lipid peroksidasyonunun en
onemli nedenlerinden biridir. Lipid peroksidasyonu viicuttaki tiim hiicreleri ve organelleri
etkilemekte, bir kere basladiktan sonra da, bir antioksidan devreye girmez ise, zincirleme

devam etmektedir.

Lipid peroksidasyonunun artmasi hem akut hem de kronik demir toksisitesinin dnemli
bir 6zelligidir. Demir, fenton reaksiyonu yoluyla hidroksil radikallerinin olugsmasini saglarken
stabil lipid hidroperoksitlerinin peroksi ve alkoksi radikallerine doniisiimiinii hizlandirir.
Doymamis yag asidleri igeren membran lipidleri ve proteinleri demire bagli peroksidatif
hasara asir1 duyarlilik gosterir. Membran lipidlerinde peroksidasyon islevi hidroksil, alkoksil
ve peroksil radikalleri gibi reaktif maddelerin bir metilen grubundan hidrojen atomunu
cikarmasi ile olur (146,147). Talasemilerde membran fosfolipidlerinden fosfotidil etanol
aminin ve poliansatiire yag asitlerinin (PUFA) asir1 oksidasyona bagli olarak azaldigi
gosterilmistir. Ayrica talasemideki hepatik bozukluk da, serumda fosfolipid, kolesterol ve
PUFA' nin azalmasma katkida bulunmaktadir. Yine lipid solubl antioksidanlarin azalmasi
demir bagimli karaciger harabiyetini artirabilir (150). Membran lipidlerinin peroksidatif
harabiyetinin Onemli bir gostergesi, PUFA'min oksidasyonu sonucu olusan, lipid

peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehit (MDA) konsantrasyonlarinin artigidir (42).

Serbest radikallerin membran fosfolipidleri iizerindeki etkisini sonlandirmada rol alan
SOD gibi enzimleri destekleyen, dogal antioksidan, a-tokoferoliin (vit E) serum diizeyi,
talasemik hastalarda ¢ok diisiik bulunmus, MDA’ ’nin ise arttigi saptanmistir (12,21,38). Bu
eksikligin fazlaca tiiketime bagli olabilecegi vurgulanmistir. Agizdan siirekli a-tokoferol
verilmesi, serum o-tokoferol diizeyini artirip, verildigi miiddetce MDA konsantrasyonunu
azaltmaktadir. Fakat transfiizyon ihtiyacinda bir degisiklik yapmadigi vurgulanmistir (140). E
vit’i sadece membran lipidlerinin peroksidasyonunu onlemekte, oksijen radikallerinin diger

hiicre komponentleri {izerine olan etkisini dnleyememektedir. Talasemik hastalarda vit E ve
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vit A'min azaldigini, kompanzasyon olarak SOD ve GPx'in arttig1 vurgulanmistir (72,89).

Hastanin yetersiz selasyon tedavisi almasi antioksidanlar1 azaltabilecegi vurgulanmstir (34).
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3. MATERYAL VE METOD:

Bu ¢aligma Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim
Dali, Cocuk Hematoloji Bilim Dali’'nda ve Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Hastanesi Cocuk
Hematoloji boliimiinde takipli yaslar1 7,43 + 4,62 yil arasinda degisen 122 (55 kiz, 67 erkek)
B-talasemi major ¢ocuk hasta ve anemisi olmayan yaslar1 7,92 + 3,28 yil arasinda degisen 126
(61 kiz, 65 erkek) saglikli ¢cocuk ile nisan-temmuz 2011 tarihleri arasinda yapildi. Calisma
icin Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nunonay1 alindi. Ayrica ¢alisma, Harran
Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Komisyonu (HUBAK) tarafindan desteklendi.

Cocuklarin ebeveynlerinden ¢alisma baslangicinda bilgilendirilmis olur formu alindu.

Hastalara B-talasemi major tanis1 hemoglobin elektroforezi, biyokimyasal tetkikler ve
molekiiler genetik teknik ile konuldu. Diizenli olarak kan transfiizyonu alan ve demir selatorii
kullanan hastalar ¢aligmaya alindi. Hbs-Ag, HCV, HIV pozitifligi olmasi, yakin zamanda
gecirilmis enfeksiyon Oykiisii ve/veya operasyon Oykiisii olmasi, ila¢ kullanimi olmasi,

hipersplenizm gelismis olmasi ¢calismadan ¢ikarilma kriteri olarak kabul edildi.

Kan 6rnekleri Harran Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Tibbi Biyokimya

Laboratuvari’nda ¢alisildi.

Kan oOrnekleri son kan transfiizyonu {izerinden iki hafta gegtikten sonra toplandi.
Alman kan 6rneklerinden tam kan sayimi, serum demir, ferritin, karaciger fonksiyon testleri
olarak aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), bobrek fonksiyon
testleri olarak ftire, kreatinin diizeyleri ¢alisildi. Geriye kalan kan 6rneginin serumu ayrilarak
Total antioksidan kapasite (TAK), total oksidan seviye (TOS), Lipid Hidroperoksidasyonu

(LOOH), seriiloplazmin ve eser element olgiimleri icin -20°C’de saklandi. Saglikli kontrol
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grubundan da ¢alismanin baglangicinda kan 6rnekleri toplandi. Tam kan sayimi, AST,ALT,
iire, kreatinin taze olarak calisildi daha sonra geriye kalan kan 6rneginin serumu ayrilarak

TAK, TOS, LOOH, seriiloplazmin ve eser element 6l¢iimleri i¢in -20°C’de saklandi.

3.1. Orneklerin Toplanmasi ve Ol¢iimler:

Kan o6rnekleri EDTA’11 ve jelli biyokimya tiipler kullanilarak alindi.

EDTA’lh kan Ornekleri ile otomatik kan sayim cihazi (Celldyn 3700 USA)
kullanilarak tam kan saymmi yapildi ve hastalarin mutasyon tipleri ticari kit kullanilarak
reverse dot blot platform yontemiyle (Beta-globin Strip Assay, Vienna Lab, Viyana,
Avusturya) gerceklestirildi. Jelli biyokimya tiiplerine alinan kan ornekleri Hettich marka
sogutmali santrifiij cihazinda 3000 rpm de 10 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrildiktan
sonra AST, ALT, lire, kreatinin, demir ve ferritin diizeylerinin 6l¢iimleri yapildi. Kalan serum

ornekleri TAK, TOS, LOOH, seriiloplazmin ve eser elementler calisiimak {izere depoland.

Serum ferritin diizeyi rutin biyokimya laboratuvarinda elektrokemiluminesans
yontemle ticari kitler kullanilarak hormon otoanalizériinde (Roche, E-170%) 6l¢iildii. Serum
AST, ALT, iire, kreatinin ve demir dilizeyleri ticari biyokimya kitleri kullanilarak biyokimya
otoanalizoriinde (Abbott, Architect C16000°, USA) spektrofotometrik yontemle caligildi.
Eser element diizeyleri atomik absorbsiyon spektrofotometresinde (AAS) (Varian AA
240FS®, Australia) 6l¢iildii. TOS, TAK diizeyleri Rel” assay kitleri kullanilarak biyokimya
otoanalizdriinde (Abbott Architect C4000” , USA) calisildi.

3.2. Kullanilan Arag, Gere¢ ve Kimyasallar

- Biyokimya otoanalizérii (Abbott Architect C16000°, USA)

- Biyokimya otoanalizorii (Abbott Architect C4000”, USA)

- Kan sayimi otoanalizérii (Abbott Celldyn 3700%, USA)

- Hormon otoanalizérii (Roche E-170%,USA)

- Atomik absorbsiyon spektrofotometresi (Varian AA 240FS®, Australia)
- Derin Ddondurucu (Ugur®, Tiirkiye)

- Buzdolab ( Profilo®, Germany)
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- Santrifiij ( Hettich® Universal 30 RF, Germany)

- Otomatik multipipetler ( Gilson®”, Germany)

- Hassas terazi (Sartorius®, Germany)

- Vorteks (Nitve® NM 110 model, Tiirkiye)

- Dijital pH-metre (Hanna® pH 211 model, Japon)

- Copper (Cu) atomic absorbtion standart solution (Sigma®)
- Zinc (Zn) atomic absorbtion standart solution (Sigma®)

- Nitric acid %65 (CARLO ERBA®)

- Asetilen gazi

- Beta-globin Strip Assay (Vienna Lab®, Avusturya)

Oksidatif parametreler Rel® assay (Mega Tip, Gaziantep, Turkiye) kitleri kullanilarak
Abbott marka architect C4000 modelinde ¢alisildi.

3.3. Mutasyon Tipleri
Hastalarin mutasyon tipleri ticari kit kullanilarak reverse dot blot platform yontemiyle

(Beta-globin Strip Assay, Vienna Lab, Viyana, Avusturya) gerceklestirildi.

3.4. Total Antioksidan Kapasite (TAK)

Orneklerin total antioksidan kapasite (TAK) diizeyi, Rel® assay ticari kitler
kullanilarak Sl¢iilmiistiir. Olgiim yOntemi &rnekteki tiim antioksidan molekiillerin renkli
ABTS* katyonik radikalini rediiklemesi sonucu renkli radikalin antioksidan molekiillerin
toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak dekolorize olmasi esasina dayanir. Kalibrator

olarak E vitamininin suda ¢6ziiniir bir analogu olan trolox kullanilir. Sonuglar mmol Trolox

Equivalent/L olarak ifade edildi (161).

Reaktif 1: 75 mM Clark tamponu ( pH=1.8) icerisinde 10 mM o-dianisidine ve 45
pmol (NHa), Fe(SO4),-6H,0 ¢oziilerek hazirlandi.

Reaktif 2: 7,5 mM hidrojen peroksit 75 mM Clark tamponu ( pH=1.8) igerisinde

karistirilarak hazirlanir.
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Prensip: Fe’'—o-dianisidine kompleksi hidrojen peroksid ile fenton tipi reaksiyon
olusturarak OH radikalini olusturur. Bu gii¢lii reaktif oksijen tiirli indirgenerek diisiik pH’da
renksiz o-dianisidine molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidyl radikallerini
olustururlar. Dianisidyl radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak renk olusumunu
artirmaktadir. Ancak Orneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarini bastirarak

renk olusumunu durdurmaktadirlar.

3.5. Total Oksidant Seviye (TOS)

Orneklerin TOS diizeyi, Relassay® ticari kitler kullamlarak dl¢iilmiistiir. Olgiim testin
calisma prensibinde ifade edildigi iizere 6rneklerin igerdigi oksidan molekiillerin ferroz iyonu
ferrik iyona kiimiilatif olarak oksitlemesine dayanan, kolorimetrik yontem kullanildi.

Sonuglar umol H,O, Equivalent/L olarak ifade edildi (162).

Reaktif 1: 140 mM’lik NaCI ¢ozeltisi igerisine 25 mM H,SOy4 ¢oziilerek ana soliisyon
hazirlanir. Ana soliisyonda dnce % 10 oraninda gliserol ¢6ziiliip daha sonra total voliimde 250
uM Xylenol orange ¢oziilerek hazirlanir.

Reaktif 2: Ana soliisyon igerisinde 6nce 10 mM o-Dianisidine dihidrocloride ¢6ziiliip

sonra 5 mM amonyom ferrdz siilfat ¢oziilerek reaktif hazirlanir.

Prensip: Ornekte bulunan oksidanlar ferrdz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik
iyona oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklagik {i¢ katina
cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks
olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktariyla iligkili olan rengin siddeti

spektrofotometrik olarak 6l¢iilmektedir .
3.6. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)
Orneklerin oksidatif stres indeksi (OSI), drneklerin toplam oksidan seviye (TOS)

diizeylerinin, 6rneklerin toplam antioksidan kapasite (TAK) oranina yiizdesi olarak belirtilir

(Harma ve ark., 2005.). TAK testinin mmol degeri mikromole g¢evrilir.
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(TOS, umol H,O, Equiv./L.)

OSI =
(TAK, pmol trolox Equiv. /L. X 10)
3.7. Lipid Hidroperoksidasyonu (LOOH)
LOOH tayini, Khelifa Arab ve Jean—Paul. Steghens’in tam otomatik yontemiyle,

xylenol orange ve demir oksidasyonun kullanilmasiyla 6l¢tildii (118).

3.8. Seriiloplazmin diizeyi

Orneklerin Seriiloplazmin enzim aktivitesi diizeyi Erel tarafindan gelistirilen motoda
gore Slglilmiistiir (164).

3.9.Eser Element Diizeyleri

Eser element diizeyleri atomik absorbsiyon spektrofotometri cihazinda (AAS)
(VARIAN® AA 240FS, Australia) tayin edildi. Kullanilan tiim malzemeler % 20’lik HNO3
cozeltisi igerisinde 24 saat bekletildikten sonra deiyonize sudan gegirilerek kullanima kadar
agizlar parafilm ile kapatildi.

3.10. Orneklerin Hazirlanmasi

Cinko ve bakir diizeyi calisilmak tlizere numuneler tiiplere alindi ve etiketlenip

deiyonize su ile 1/5 oraninda diliie edildi.
3.11. Kalibratorlerin Hazirlanmasi

Atomik absorbsiyon spektrofotometri cihazi (VARIAN® AA 240FS, Australia)nin

yazilimina yiiklii olan element absorbsiyon-konsantrasyon grafiklerinden yararlanildi. Her
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element i¢cin uygun minimum ve maximum O6l¢iim konsantrasyonlar1 belirlendi ve kalibrator
sollisyonlar1 bu konsantrasyonlara gore yapildi. Her elementin 6l¢iimii i¢in kalibrasyon egrisi
cizildi (Sekil-16,17) ve numunelerin element iceriginin konsantrasyonlar1 bu kalibrasyon
egrisine gore belirlendi. Elementlere ait kalibrasyon egrileri asagida verilmistir. Olgiimii

yapilan elementler Cu ve Zn dur.

1 1
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T PO A A I T A s, . i hes B S,
b h . . . b H H . H .
- | . - S P gl
g W lesiesaseen leee s pas EeRaLe aees Tepfaedeasnasarers Beesviasnie [ e 0 - i S
¢ ' ' r : P AT
LI PO - o SO SO S (O U N I
: Y : : s 4
2 T : : n Pt
LT ] P O S - desasennins IR g Ml
§ o : i ] P
’_/‘ : : : : L : : : :
qmu 2‘ .; b. 'l o [L13] 03 08 [E] iz £
Konsartrasvon(maK 8 Konsantrasyon(mgk g
Sekil-16. Cu elementi kalibrasyon grafigi Sekil 17. Zn elementi kalibrasyon grafigi

3.12. istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler SPSS 11,5 (SPSS® for Windows 11.5, Chicago, IL) programi
kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki cinsiyet dagilimlarini1 degerlendirmek i¢in Chi-square
testi kullanildi. Gruplardaki verilerin dagilimi i¢in Kolmogorrov-Smirnov testi kullanildi.
Talasemi ve kontrol grubunun karsilastirilmasinda bagimsiz student t testi kullanildi. -
talasemi hastalarinin mutasyon tiplerine gore karsilagtirilmasi i¢in Oneway ANOVA testi
kullanild1. Degerler mean + standart deviation olarak verildi. Istatistiksel olarak p<0.05 degeri
anlamli olarak kabul edildi. Grafikler ayni istatistik programi kullanilarak pie cake ve boxplot

ile yapildi.
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4. BULGULAR

Tablo -5 Sanlurfa bolgesinde goriilen B-talasemi mutasyon sikliklar

Homozygote (%) Heterozygote (%) Total (%)
IVS 1.110 (G>A) 52 (21.1) 11(4.5) 63 (25.6)
IVS 1.1 (G>A) 28 (11.4) 7(2.8) 35(14.2)
codon 39 (C>T) 18 (7.3) 8(3.3) 26 (10.6)
codon 8 (-AA) 16 (6.5) 5(2.0) 21 (8.5)
IVS 1.5 (G>C) 12(4.9) 4 (1.6) 16 (6.5)
codon 5 (-CT) 8(3.3) 0 8(3.3)
codon 44 (-C) 8(3.3) 0 8(3.3)
IVS 2.1 (G>A) 10 (4.1) 0 10 (4.1)
codon 8/9 (+G) 6(2.4) 3(1.2) 9(3.7)
IVS 1.130 (G>C) 6(2.4) 0 6(2.4)
IVS 1.6 (T>C) 8(3.3) 2(0.8) 10 (4.1)
IVS 2.745 (C>G) 4 (1.6) 2(0.8) 6(2.4)
IVS 2.848 2(0.8) 0 2(0.8)
codon 6 (A>T) HbS 2 (0.8) 4 (1.6) 6(2.4)
codon6(G>A)HbC 0 0 0
codon 6 (-A) 0 0 0
-110 (C>T) 0 0 0
-87 (C>T) 0 0 0
-30 (T>A) 0 0 0
codonl5 (TTG>TGA) 0 0 0
codon 27 (G>T) knossos 0 0 0
IVS 1.116 (T>G) 0 0 0
codon 9/10, (+T) 4(1.6) 0 4(1.6)
codon 17, (A>T) 4 (1.6) 0 4(1.6)
Undetermined 12 (4.9) NA 12 (4.9)
Total 200 (81.3) 46 (18.7) 246 (100)

Tablo-5’te ve Sekil-18’de goriildiigii gibi Sanliurfa bolgesinde en yaygin goriilen -
talasemi mutasyonu IVS1-110 (% 25.6) olarak tespit edildi. Bunu IVS1-1 (% 14,2), Codon39
(% 10,6), Codon 8 (% 8,5), IVS1-5 (6,5), IVS2-1 (% 4,1), IVS1-6 (% 4,1), Codon8/9 (3,7),
Codon 5 (% 3,3), Codon 44 (% 3,3), IVS1-130 (% 2,4), Codon 6 HbS (% 2,4), IVS2-745
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(%2,4), Codon 17 (%1,6), Codon 9/10 (%1,6), IVS 2.848 (%0,8), tanimlanmayan (%4,9)

olarak belirlenmistir.

normal 4 9%

codon1? 1,6%

codonS10  1,6%

s 548 8%

ive1.130 2,4%

codonS 3,3%

codond4 3,3%

258% ivs1.110

wsZ. 743 2,4%

ivs2.1 4.1%

codon 8 HBS 2 4%

ws1.6 4,1%

codond®  37%

14 2% ivs1.1

ivs1.5 5,5%

codong 2,5%

106% codon3d

Sekil-18: Sanliurfa bolgesinde goriilen -talasemi mutasyon sikliklar
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Hasta ve kontrol grubunun yas ve cinsiyet degerleri Tablo-6’de, ferritin, Fe ve kan

sayimi1 degerleri Tablo-7’de ve bazi biyokimyasal parametreler Tablo-8’de 6zetlenmistir.

Tablo 6: B-TM ve kontrol grubunun yas ve cinsiyet degerleri dagilima.

Hasta (n:122) Kontrol (n:126) P degeri
Cinsiyet (E/K)** 67/55 65 /61 0,641
Yas (Yil)* 7,43 +4,62 7,92 +3,28 0,332

Degerler Mean + SD olarak verilmistir.

Tablo 7: B-TM hasta grubunun ferritin, Fe ve bazi1 kan sayim1 degerleri (n=122).

HB HCT RDW MCV MCHC MCH Ferritin fe
(g/dL) (%) (%) (fL) (g/dL)  (pg/eritrosit) (ng/ml) (ng/dl)

8,414 26,7+4,4 15,5£3,9 79,6£3,8 31,7+1,1 25,2+1,6 2922,1+1468,6 197,8+61,2

Degerler Mean + SD olarak verilmistir.

Tablo 8: B-TM ve kontrol grubunun bazi serum biyokimyasal parametreleri.

Hasta(n:122) Kontrol(n:126) p degeri
Ure (mg/dl) 25,71+7,80 23,19+5,77 <0,001
Kreatinin (mg/dl) 0,41+0,97 0,51+0,14 =0,004
ALT(U/L) 35,60+11,50 16,67+2,23 <0,001
AST(U/L) 38,37+11,48 26,37+6,33 <0,001

Degerler Mean + SD olarak verilmistir. AST:Aspartat transaminaz, ALT:Alanin Transaminaz
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Hasta ve kontrol grubu arasindaki farka bakildiginda talasemi hasta gurubunun kontrol
gurubuna gore serum AST, ALT ve iire degerlerinin yiiksek, kreatinin degerinin diisiik

oldugunu bulduk p degerleri sirayla p<0,001, p =0,004, p<0,001, p<0,001 hesaplandi.

Hasta ve kontrol grubunun eser element ve oksidatidif stres parametreleri Tablo 9’da
Ozetlenmistir. Hasta ve kontrol grubuna ait degerlerin karsilastirilmasinda hastalarimizin TOS,
OSI, LOOH, seriiloplazmin ve Cu degerlerinin saglkli kontrol grubundan yiiksek, Zn
degerllerini ise diisiik bulduk (p degerleri sirayla p<0,001, p<0,001, p=0.001, p=0.001,
p<0.001, p=0,004). Serum TAK diizeyleri arasinda anlamli fark yoktu (p=0,354) (Sekil-
19,20,21,22,23,24).

Tablo 9: B-TM ve kontrol grubun eser element diizeyleri ve oksidatif stres parametrelerin

karsilagtirilmast.
Hasta (n:122) Kontrol (n:126) p degeri

Cu (pg/dl) 180,27+49,21 153,91+£37,38 <0.001
Zn (pg/dl) 142,90+41,70 177,18+41,81 <0.001
TOS (umol H,O, Eqv./L) 19,52+5,65 17,51+3,44 =0.001
TAK (mmol Trolox Eqv./L) 0,86+0,15 0,88+0,16 =0,354
OSI (Arbutrary Unit) 2,31+0,74 2,03+0,50 =0.001
LOOH (umol H,O, Eqv./L) 12,39+3,46 11,01+2,03 <0.001
Sertiloplazmin (U/L) 637,22+93,01 603,94+86,76 =0,004

Degerler Mean = SD olarak verilmistir. TOS:Toplam oksidan seviye,TAK: Toplam antioksidan kapasite, OSI:
Oksidatif stres indeksi, LOOH: Lipit hidroperoksit.

B-TM hastalarin mutasyon tiplerine gore eser element diizeyleri ve oksidatif stres
parametrelerin  karsilastirilmast Tablo-10’da 6zetlenmistir. Gruplar arasindaki dagilima

bakildiginda LOOH, Seriiloplazmin ve Fe diizeyleri arasinda anlamli fark yoktu.
Serum TAK diizeyleri codon 39 (C>T), IVS 1.5(G>C) mutasyonu olan hastalarda IVS

1.110 (G>A) ve IVS 1.1 (G>A) mutasyonu olan hastalara gore, anlamli oranda yiiksekti, p
degerleri sirasiyla p=0,05, p=0,01 ve p=0,03, p=0,017.
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Serum TOS diizeylerinde IVS 1. 5(G>C) mutasyonu olan hastalarda diger tiim
gruplara gore yuksekti, bu artis codon 39 (C>T) ve IVS 1.1(G>A) mutasyonu olan hastalara
gore istatistiksel olarak anlamliydi, p degerleri sirasiyla p=0,008, p=0,043.

Serum Cu diizeylerin codon 8 (-AA) mutasyonu olan hastalarda diger gruplara gore en
disiiktii, bu fark IVS 1.110 (G>A) ) ve codon 39(C>T) mutasyonu olan gruplara gore
anlamliyds, p degerleri sirastyla p=0,012, p=0,011.

Serum Zn diizeyleri codon 8 (-AA) mutasyonu olan hastalarda codon 39(C>T)
mutasyonu olan hastalara gore anlamli diistik, IVS 1.5 (G>C) mutasyonu olan hastalarda da
codon 39 (C>T), IVS 1.1 (G>A), codon 8 (-AA) ve IVS 1.110 (G>A) mutasyonu olan
hastalara gore anlamli yiiksekti, p degerleri sirasiyla p=0,037, p=0,003, p=0,000, p=0,000,
p=0,000 seklindedir.

Mutasyon gruplari icerisinde eser element diizeyleriyle ile oksidatif stres parametreleri

arasinda pozitif veya negatif korelasyon tespit edilmedi.
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Tablo 10: B-TM hastalarin mutasyon tiplerine gore eser element diizeyleri ve oksidatif stres parametrelerin karsilastirilmasi.

IVS 1.110 IVS 1.1 codon 39 codon 8 IVS 1.5 p degeri
(G>A) (n:37) (G>A) (n:21) (C>T) (n:17) (-AA) (n:13)  (G>C) (n:10)

Cu (mg/dl) 187,53+31,58 180,21+23,92 191,88+48,04  158,74+39,64"  164,48+30,61 0,038
Fe (ug/dl) 192,94+59,78 196,48+66,63 196,27+65,21 170,46£60,57  210,78+49,21  =0,627
Zn (mg/dl) 134,66+34,93"  140,99+£38,375""  149,86+34,48"""  123,41£25,45™"  190,94+28.55 =0,000
TOS (umol H,O, Eqv./L) 19,69+5,02 18,86+5,55¢ 17,52+3,369™ 19,07+3,16 22,53+4,67 =0,111
TAK (mmol Trolox Eqv./L) 0,854,147 0,80+0,17¢"¢ 0,97+0,13 0,88+0,12 0,97+0,11 =0,002
OSI (Arbutrary Unit) 2,39+0,762" 2,43+0,74% 1,84+0,51 2,1840,40 2,3367+0,56 =0,052
LOOH (umolH,0; Eqv./L) 12,90+3,46 12,3242,92 11,2743.,34 12,5242.46 13,52+1,62 =0,350
Seriiloplazmin (U/L) 627,04+86,55 634,15+84,43 649,75+£124,99 631,06+78,21 636,86+52,64 =0,943

Degerler Mean + SD olarak verilmistir.

a: IVS 1.110(G>A) ve IVS 1.1(G>A) arasinda anlaml fark vardir
b: IVS 1.110 (G>A) ve codon 39(C>T) arasinda anlamli fark vardir
c: IVS 1.110 (G>A) ve codon 8(-AA) arasinda anlamli fark vardir
d: IVS 1.110 (G>A) ve IVS 1.5(G>C) arasinda anlamli fark vardir
e: IVS 1.1 (G>A) ve codon 39(C>T) arasinda anlamli fark vardir

f: IVS 1.1 (G>A) ve ve codon 8(-AA) arasinda anlaml fark vardir
g: IVS 1.1(G>A) ve IVS 1.5(G>C) arasinda anlamli fark vardir

h: codon 39(C>T) ve codon 8(-AA) arasinda anlaml fark vardir

1: codon 39(C>T) ve IVS 1.5(G>C) arasinda anlamli fark vardir

i: codon 8(-AA) ve IVS 1.5(G>C) arasinda anlaml fark vardir

p<0,05:*
p<0,01:%*
p<0,001:**
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ICIZDO

OSI (Arbitrary Unit)

Hasta (n=122) Kontrol (n=126)

Sekil-19: Hasta ve kontrol grubu OSI diizeyleri.
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Hasta (n=122) Kontrol (n=126)

Sekil-20: Hasta ve kontrol grubu TOS diizeyleri.
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TAK (mmol Trolox Eqv./L)
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Hasta (n=122) Kontrol (n=126)
Sekil-21: Hasta ve kontrol grubu TAK diizeyleri.
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Sekil-22: Hasta ve kontrol grubu Zn diizeyleri.
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CU (mg/dl)

Seriiloplazmin (U/L)
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Hasta (n=122) Kontrol (n=126)
Sekil-23: Hasta ve kontrol grubu Cu diizeyleri.
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Hasta (n=122) Kontrol (n=126)

Sekil-24: Hasta ve kontrol grubu seriiloplazmin diizeyleri.
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S. TARTISMA VE SONUC

B-talasemiler cok genis klinik cesitlilik gdsteren genetik gecisli hastaliklardir.
Kisalmis eritrosit omrii, hizli demir dongiisii ve dokularda demirin birikimi, hastaligin
patogenezinden sorumlu baslica faktorlerdir (167,169). Normal kosullar altinda plazmadaki
demirin biiyiik kismi transferrine bagh sekilde tasinir ve hiicrelerin yiizeyindeki transferrin
reseptorleri araciligi ile hiicre igine alinir. Fakat demir yiiklenmesinin gelistigi patolojik
durumlarda, plazma demir diizeyleri transferrinin baglama kapasitesini asar ve transferrine
bagli olmayan demir artar. Bu demir, labil plazma demiridir ve indirgeyici reaksiyonlarda rol
oynar. Matiir eritrositler ve gelismekte olan eritroid Onciiller tarafindan degisik yollarla hiicre
icine alinabilir. Hiicre ig¢inde artan labil plazma demiri de reaktif oksijen iirlinlerinin artmasina
ve antioksidan kapasitenin azalmasina yol agarak oksidatif stresin artmasina ve sonug olarak

bir¢ok hiicre bileseninin hasarlanmasina yol agar (170,171).

Reaktivitesi yiiksek olan Fe™ iyonlari, fenton ve haber weiss reaksiyonlarim katalizler
ve reaktif oksijen iirlinlerinin olusumuna neden olurlar. Bu tiriinler lipid peroksidasyonuna yol
acarak potansiyel genotoksik yikilma tiriinlerinin (peroksil radikalleri, aldehitler) olusumunu
baslatirlar. Diger taraftan demir yiiklenmesi ile hiicre membraninda oksidatif hasar seklinde

baska bir patolojik mekanizma baglar (165).

Organik bilesiklerin oksijen ile spontan oksidasyonu sonucu olusan, hiicresel toksik
bilesiklere karsi plazma ve dokularda bulunan antioksidan aktivitenin énemli bir bolimiini
seriiloplazmin ve transferrin gostermektedir (34). Seruloplazmin oksijen radikal ara iirtinleri
salinmaksizin ferro-oksidaz aktivitesi gostererek Fe™’i Fe™’e okside eder. Boylece fenton
reaksiyonunu ve serbest radikal olusumunu inhibe eder. Demir ve bakir bagiml lipid

peroksidasyonunu Onleyici etki gosterir (13).
Talasemi major hastalarinda demir yiikii ile oksidatif stres iliskisini degerlendiren

calismalar yapilmigtir (141,165,167,169,172). Pavlova ve ark.lari, yaslar1 5-21 yil arasinda

degisen 22 p-talasemili hastada lipid peroksidasyon firiinlerinin belirgin arttigini, buna
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karsilik SOD enzimi ve total antioksidan aktivitenin ise belirgin azaldigini saptamislardir.
Sonucta B-talasemili hastalarda serbest radikaller ve lipid peroksidasyon liriinlerinin arttigini,
antioksidan aktivitenin azaldigin1 ve bunun da oksidan stresi arttirdigin1 vurgulamislardir
(165). Pavlova ve ark.lar1 yaptiklar1 bu ¢alismada -talasemili hastalarda oksidatif strese bagli
TAK’de ki azalmanin, antioksidan enzimlerin yapimi-aktivasyonunda veya antioksidanlarin
organlardan saliniminda yetersizlikten kaynaklandigini ifade etmislerdir (165). Kassab-Chekir
ve ark.lar1, yaslar1 8+£3.4 yil arasinda degisen 56 transfiizyon bagimli B-talasemili ¢ocukta
oksidan parametre olarak TBARS (thiobarbituric acid reactive substances), antioksidan
olarakta TRAP (total peroxyl radical-trapping antioxidant parameter), SOD (Siiperoksit
dismutaz), GPX(glutatyon peroksidaz) diizeylerine bakmiglardir. Arastirmacilar B-talasemili
hastalarda SOD, GPx ve TBARS konsantrasyonunda artis, TRAP diizeyinde ise azalma
saptamiglardir. Bu sonuca goére de serumdaki transferrine bagli olmayan demirin ve
intraseliiler demir havuzunun peroksidatif hasari indiikledigini 6ne siirmiislerdir (167). Bunun
yaninda, eritrosit i¢inde fazla olan a-globin zincirlerinin oksidasyonunun reaktif oksijen
iiriinlerinin olusumuna yol agtig1, bunlarin da hem kaynakli demir ile fenton reaksiyonu
sonucu OH™ radikallerinin olusumuna neden oldugu gosterilmistir (141,169,172). Bizde bu
calismamizda literatiirle uyumlu olarak B-talesemili hastalarda oksidatif stresin anlamli 6l¢iide
arttigmi, antioksidan kapasitenin ise anlamli olmasada azaldigim tespit ettik. Onceki
calismalardan farkli olarak mevcut calismamizda toplam oksidatif seviye ve toplam

antioksidan kapasiteleri 6l¢erek oksidatif hasar1 degerlendirdik.

Eritroid progenitorlerde gelisim siiresince hemoglobin birikimi olur ve eritrositler
ylizyirmi giinliik yasam siireleri boyunca siirekli bir sekilde biiyiik miktarda oksijen tasirlar.
Bu da onlarin yiiksek oranda oksidatif strese maruz kalmalarina neden olur. Matiir
eritrositlerde niikleus yoktur ve oksidatif strese cevap olarak yeni proteinler sentez edemezler.
Yasamlarinin erken doneminde sentez ettikleri proteinler ile kendilerini reaktif oksijen
iriinlerinden korumak zorundadirlar. Bu antioksidan proteinler; membran oksidorediiktazlar,
selliler antioksidanlar olarak katalaz, siiperoksid dismutaz ve glutatyon sistemidir. Ancak

eritrosit Omriinii ve oksidatif strese cevabi diizenleyen faktorler cok agik degildir (174).

B-talasemi hastalarinda artmis siliperoksid dismutaz aktivitesi O, radikalinin

par¢alanmasini1 saglarken bir yandan da daha fazla H,O, olusumuna neden olur. Artmis
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glutatyon peroksidaz aktivitesi de OH™ radikallerini etkisizlestirir. Arastirmacilar bu bilgiler
cercevesinde hiicre icerisindeki yiliksek demirin neden oldugu oksidatif strese cevap olarak
antioksidan enzimlerin aktivitesinin arttigin1 fakat bu kompansatuar mekanizmanin yetersiz
oldugunu ve oksidatif zedelenme ile ilgili biyokimyasal gdstergelerin yiikseldigini ileri

stirmislerdir (167,168).

Naithani ve arkadaglari, p-talasemi majorlu 50 ¢ocuk hastada yaptiklar1 ¢aligmada
ortalama serum demirini 183+ 89 pg/ml, ferritin diizeyini 3709+ 1625 mg/dl olarak bulmuglar
ve kan oOrneklerinde saglikli kontrollere gére MDA, siiperoksid dismutaz ve nitrik oksit
diizeylerinin yiiksek, antioksidan olan glutatyon peroksidaz diizeyinin diisiik, glutatyon
diizeyinin benzer oldugunu gostermislerdir (169). Bunun yaninda serum ferritini ile oksidatif
stres belirleyicileri arasinda pozitif korelasyon, glutatyon peroksidaz arasinda negatif
korelasyon oldugunu gostermislerdir. Bunun tersine Cheng ve arkadaslari (175) ise uzun
siireli oksidatif strese maruziyet sonucu siiperoksid dismutaz diizeyinin azaldigini rapor
etmiglerdir. Chakroborty ve arkadaslart yaptiklar1 ¢alismada, saglikli kontrollere gore
talasemik eritrositlerde glutatyon peroksidaz ve siiperoksid dismutaz aktivitelerinin yiiksek,

rediikte glutatyon diizeyinin ise 6nemli dl¢iide diisiik oldugunu rapor etmislerdir (173).

Eritrositlerde lipid peroksidasyonunun gostergesi olan MDA’nin karbonil gruplari
oldukca reaktiftir. Bu gruplar protein ve fosfolipidlerin amino gruplar1 ile ¢apraz baglar
yapma yetenegine sahiptir. Capraz baglanmadan sonra MDA’dan zengin, membrani
hasarlanmis eritrositler dalak tarafindan ortadan kaldirilir. Arastirmacilar, talasemik
eritrositlerin demir selatorii ile maruz birakilmasindan sonra MDA miktarinin azaldigim
gostermisler ve MDA’nin tipik olarak demir aracili oksidatif hasarin iirlinii oldugunu
gostermislerdir (173). Livrea ve arkadaslari, ortalama ferritin diizeyini 1866+996 ng/ml olan
42 B-talasemi majorlu olguda konjuge dien ve MDA diizeylerinin artmig, TAK diizeylerinin
azalmis oldugunu ve ferritin diizeyi ile MDA arasinda pozitif korelasyon oldugunu
saptamiglardir (150). Ozetlemeye ¢alistigimiz calismalardan anlasildig: iizere p-talasemideki

patolojik degisikliklerin temel mekanizmalarindan biri oksidatif stres gibi goriinmektedir.

Viicutta reaktif oksijen tiirlerinin diizeylerini kontrol altinda tutmak ve

olusturabilecekleri hasarlar1 engellemek i¢in savunma mekanizmalarindan biri de antioksidan
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vitaminlerdir. Cheng ve ark.lar1 A, C ve E vit’i diizeylerinin B-talasemi hastalarinda belirgin
azaldigin belirtmisglerdir (175). Serbest radikallerin membran fosfolipidleri lizerindeki etkisini
sonlandirmada rol alan SOD gibi enzimleri destekleyen, dogal antioksidan, E vit’i talasemik
hastalarda daha siklikla calisilmistir. E vit’inin talasemik hastalarda azaldigi ve E vit’ini

suplementasyonu ile oksidatif rezistansin arttig1 gosterilmistir (150).

Toplam antioksidan kapasitenin Ol¢limii, antioksidanlarin tek tek ol¢iimiinden daha
degerli bilgiler vermektedir. Bu yilizden kanin antioksidan durumunu saptamada, bireysel
antioksidanlardan ¢ok bunlarin toplam antioksidan degerini veren toplam antioksidan kapasite
Olclimii yayginlasmaktadir (138). Sema Koc ve ark. tarafindan yapilan aragtirmada sik
enfeksiyonlara neden olan kronik adenotonsillitli hastalarda ameliyat Oncesi serum
paraoksanaz, arilesteraz, TAK, TOS ve OSI diizeylerinin ameliyat sonrasi1 ve kontrol grubuna

gore anlamli yiiksek oldugu vurgulanmistir (163).

Biz de talasemi hastalarinin oksidan-antioksidan durumunu degerlendirmek {izere
toplam oksidan-antioksidan kapasite dl¢limii yapmayi tercih ettik. Calismamizda yukarida
ozetlemis oldugumuz calismalar ile uyumlu sekilde hastalarmmzin TOS, OSI, LOOH ve
seriiloplazmin degerlerini saglikli kontrol grubundan belirgin yiiksek TAK degerleri ise
anlamli oranda degil fakat diisiik bulduk. B-talasemi hasta gurubunun kontrol gurubuna gore

serum AST, ALT ve iire degerlerinin yiiksek, kreatinin degerinin diisiik oldugunu bulduk.

Antioksidan sistem oksidatif hemolize karsi koruyucu ozellikleri olan savunma
mekanizmasidir. Yapilan calismalarda orak hiicreli anemi ve diger hemolitik anemilerde
oksidatif stresi noétralize etmek i¢in artan ihtiya¢ nedeni ile hidrofilik ve hidrofobik
antioksidanlar azalmaktadir (170). Talasemik hastalarinda da siiperoksid dismutaz ve
glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitesinin artmasi oksidatif hasari
onlemede yetersiz kalmakta ve antioksidan kapasitesi azalmaktadir (167). Talasemilerde TAK
diizeyinin azaldig1 bilimsel veriler ile ispatlanmistir (155,89,172,173). Bu bilgiler ile de
uyumlu sekilde calismamizda saglikli kontrol grup ile kiyaslandiginda talasemik hastalarda
oksidan seviyenin anlamli derecede yiiksek, antioksidan kapasitenin ise anlamli olmasada

diisiik oldugu gdosterilmistir.
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SOD enziminin aktivitesi i¢in esansiyel elementlerden olan Cu ve Zn, CAT enziminin
de yapisinda yer alan Fe, antioksidan sisteme 6nemli katkida bulunurlar. Cu ayni1 zamanda
GSH ile iligkili bir elementtir. Eritrositlerde Cu transportunda GSH 6nemli rol oynamaktadir.
GSH yapisinda bulunan SH gruplari birgok metale affinite gostermekte, metallerin reaksiyona
girmesini azaltabilir ya da konjugat olusturarak hiicre digina atilmalarina neden olabilir (176).
Cu, Fe’in bagirsaklardan emilimini ve dokulardan plazmaya dagilimini etkilemektedir. Ayrica
Fe’in Hb olusumunda kullanilabilmesi ve eritrosit yapimi i¢in gerekli bir elementtir. Zn
metabolik olaylarda protein, karbonhidrat, enerji, niikleikasit, lipid ve hem sentezinde, gen
ekspresyonu, doku sentezi ve embriyogenezde 6nemli roller listlenmistir (6). Ayrica Zn hiicre
membrani ve damar endotelinin stabilizasyonunu saglamaktadir. Redoks aktivitesi olmadigi
icin baglandig1 proteini dayanikli hale getirir. Oysaki redoks aktif metaller olan Fe ve Cu
RNA ve DNA’a kilitlenir ve radikal reaksiyonlar1 baslatir ve bu reaksiyonlar niikleik asitlerin
hasara ugramasina neden olur. Cu ve Fe hidroksil radikal olusumunu arttirarak lipid
peroksidasyonuna neden olurken, Zn lipid peroksidasyonunu engelleyen bir metal olarak
gorev almaktadir. Redoks aktif ge¢is metallerinden olan Fe ve Cu oksidatif hasari arttirdigini
gosteren ya da eksikliklerinde antioksidan savunmanin azaldigin1 gésteren bulgular mevcuttur
(179,180,). B-talasemili hastalarda demir yiiklemesi sonucunda serum Fe konsantrasyonlarinin
artisina bagh olarak hiicre ve organel membranlarinda peroksidatif hasarin arttigi
gosterilmistir (150). Beydogan ve ark. demir eksikligi anemisi tanis1 konmus bir hastada Fe
ve Zn preparat1 tedavisi ile anemi tablosunun diizeldigini tespit etmislerdir (178). Oktem ve
ark. yaptiklart calismada c¢ocuklarda beslenme aligkanliklarima bagli olarak hematolojik
parametreler ile Fe ve Zn elementleri arasindaki iliskiyi arastirmislardir (177).
Sosyoekonomik diizeyleri iyi olan ¢ocuklarda sosyoekonomik diizeyleri kotii olan ¢ocuklara
gore Fe ve Zn diizeyleri ile hematokrit degerlerinin anlamli olarak yiiksek oldugunu
belirlemiglerdir. Hematolojik parametreler ile eser elementler arasinda herhangi bir iligki
gosterilmemistir. Ayrica gastrointestinal sistemden Zn absorpsiyonu Cu ile yarisma
halindedir. Calismamizda B-talasemi major hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda
hastalarda Zn miktarmin azaldigi, Cu miktarlarinin da arttig1 goriildii. Ayrica hasta ve kontrol
grubunda serum seriiloplazmin ile serum Cu diizeyleri arasinda pozitif bir iliski saptanmistir.
Zn, ve Cu diizeylerindeki bu degisikliklerin artan oksidatif stresten kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.
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Calismamizda ayrica literatiirde ilk olarak B-talasemi major mutasyonu olan hastalar
mutasyon tiplerine gore gruplandirarak eser element diizeyleri ve oksidatif stres bakimindan

gruplar arasindaki farkliliklar inceledik.

Elde edilen verilere géore LOOH, Seriiloplazmin ve Fe diizeyleri arasinda anlamli fark
yoktu. Serum TAK diizeyleri codon 39 (C>T), IVS 1.5(G>C) mutasyonu olan hastalarda IVS
1.110 (G>A) ve IVS 1.1 (G>A) mutasyonu olan hastalara goére anlamli oranda ytiksekti.
Serum TOS diizeylerinde IVS 1. 5(G>C) mutasyonu olan hastalarda diger tiim gruplara gore
yiiksekti.

Serum Cu diizeyleri codon 8 (-AA) mutasyonu olan hastalarda diger gruplara gére en
diisiiktii, bu fark IVS 1.110 (G>A) ) ve codon 39(C>T) mutasyonu olan gruplara gore
anlamliydi, Serum Zn diizeyleri codon 8 (-AA) mutasyonu olan hastalarda codon 39(C>T)
mutasyonu olan hastalara gore anlamli diistik, IVS 1.5 (G>C) mutasyonu olan hastalarda da
codon 39 (C>T), IVS 1.1 (G>A), codon 8 (-AA) ve IVS 1.110 (G>A) mutasyonu olan

hastalara gore anlaml yiiksekti.

Sanlurfa yoresinde en sik rastlanan p-talesemi tipi olan IVS 1.110 (G>A)
mutasyonuna sahip hastalarda serum TAK diizeyleri IVS 1.1 (G>A) mutasyonu olan grup
hari¢ codon 39 (C>T), codon 8 (-AA) ve IVS 1.5 (G>C) mutasyonlu gruplara gore en diisiiktii
(p<0,005 hepsi i¢in). Ayrica OSI degerleri yine IVS 1.110 (G>A) grubumuzda IVS 1.1 (G>A)
mutasyonu olan grup hari¢ en yiiksekti. Dolayisiyle bu bulgularimiz 1s181inda oksidatif stresin
en yaygin goriilen mutasyon tipi olan IVS 1.110 (G>A) grubumuzda daha siddetli oldugunu
diisiinebiliriz. Ayrica eser elementler agisindan yine istatistiksel acidan hepsinde anlaml
olmasada codon 39 (C>T) hari¢ en yiiksek Cu seviyeleri codon 8 (-AA) hari¢ en diisiik Zn

seviyeleride yine bu grubumuzda tespit edildi.

Mutasyon gruplart igerisinde eser element diizeyleriyle ile oksidatif stres parametreleri

arasinda pozitif veya negatif korelasyon tespit edilmedi.

B-talasemi i¢cin homozigot ve birlesik heterozigot durumlarinda klinik seyir degisken

olsa da, transfiizyon almayan vakalarin biiyiik bir cogunlugunda yasaminin ilk birka¢ yilinda
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0liim meydana gelir. Yeterli transfiizyon, selasyon ajanlarinin uygulanmasi, desferrioksamin
ile cocuklar biiyliyiip gelisebilir ve yasam siireleri yetiskin doneme kadar uzayabilir.
Desferrioksamin dezavantaji devamli inflizyon pompasiyla verilmesi ve pahali olmasidir.
Yoksul iilkelerin tamaminda ilaglar iicretsiz elde edilse de ¢ogu hastanin yetersiz dozajda
aldig1 goriilmektedir ve bunlarin ¢ogu asir1 demir yiiklenmesinin etkilerinden dolay1 ¢gocukluk
ve adodlesan donemde Olmektedir (27). Hemoglobinopatilerin onlenmesinde en etkin
yontemler tastyicilarin tespit edilmesi, tagiyicilara genetik danigma verilmesi ve prenatal tani
metodlarinin  kullanilmast ile hemoglobinopatili bebek dogumunun O6nlenmesidir (166).
Akdeniz toplumlarinda antenatal tan1 programlari yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun
basarisi hastalik hakkinda halk egitim programlarinin miikemmelligi ve devaminda antenatal
tan1 i¢in etkin tarama rejimleri ve kolayliklarinin gelistirilmesine baglidir. Dini, kiiltiirel,
kurumsal ve ekonomik nedenlerden dolay1 bu tiir programlarin, Hindistan ve Giineydogu
Asya’nin biiyiik popiilasyonlarinda uygulanmasi ¢ok daha zor olabilir. Bir baslangic olarak,
egitim programlar1  gelistirilmeli, goniillii tabanli tasiyic1 taramalart  kolaylikla
desteklenmelidir. Ulkelerin bunlar1 takip etmesi, gelistirilmis popiilasyon kontrol

programlarinin olusturulmasinda temel yaklasimi olusturur (27).

Sanlurfa bolgesindeki mutasyon sikligi diger bolge illerinin birgogunda yapilan
calismalarla uyumlu olarak goriilmiistiir. Sanlurfa bolgesinde de en sik talasemi mutasyon
tipi IVS1-110 olarak tespit edilmistir bunun yaninda en sik ikinci mutasyon Antalya’da
IVS1-6, Isparta bolgesinde IVS2-1 yaymlanmisken, Sanlurfa ve Denizli’de IVS1-1, olarak

olarak tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak; daha once yapilmig g¢alismalarla uyumlu olarak bu c¢aligmada [-
talasemili olgularimizda oksidan-antioksidan sistem degerlendirmesinde oksidatif sistem
parametrelerinden TOS, OSI ve LOOH diizeylerinin kontrol grubuna gére belirgin olarak
arttig1, antioksidatif sistem parametrelerinden TAK diizeylerinin ise istatistiksel agidan
anlamli olmasada azaldig1 saptandi. Yine bir antioksidan olan ve ayn1 zamanda plazmada hem
Cu baglama hem de akut faz reaktani olma ozelligi gosteren seriiloplazmin diizeyleride
talesemili hasta grubunda kontrole gore yiiksek bulundu. Yine bulgularimiz 1s1ginda oksidatif
stresin Sanliurfa yoresinde en yaygin goriilen mutasyon tipi olan IVS 1.110 (G>A)

grubumuzda daha siddetli oldugunu soyleyebiliriz. Ayrica eser elementler agisindan mutasyon
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tiplerinin ilk kez mukayese edildigi bu caligmada yine istatistiksel acidan hepsinde anlamli
olmasada codon 39 (C>T) hari¢ en yiiksek Cu seviyeleri, codon 8 (-AA) hari¢ en diisiik Zn

seviyeleride yine bu grubumuzda tespit edildi.

B-talasemili hastalarda tespit ettigimiz yiiksek oksidatif stres durumundan dolay1 bu
calismada bulgularimiz 1s181nda, hastalara dogal veya sentetik antioksidanlarla esas tedaviye
destek tedavilerin verilmesinin oksidatif stresi azaltacagin1 veya Onleyebilecegini, bdylece

tedavi etkinliginin artabilecegini diistinmekteyiz.
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