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OZET

BETA TALASEMi MAJOR TANILI HASTALARDA TRANSFUZYON ONCESI
VE SONRASI AMINO ASIT PROFILINIiN iNCELENMESI

Adem DEMIR

Tibbi Biyokimya, Yiiksek Lisans Tezi

Tiim diinyada 6nemli bir saglik sorunu olan beta Talasemi major, uzun siireli ve
yiiksek maliyetli olan bir hastaliktir. Beta Talasemi major hastalarin ¢ogu tedaviye bagh
gelisen komplikasyonlar nedeniyle hayatin1i kaybetmektedir. Beta Talasemi major
hastalarinda, kan transfiizyonlar1 nedeniyle karaciger, akciger ve kalp gibi organlarda
ileri derecede demir birikimi meydana gelmekte ve bu viicutta bazi fonksiyon
bozukluklarina yol acarak hastalarin yasam kalitesini olumsuz etkilemektedir. Bu
calisma Sanliurfa ilinde yasayan Beta Talasemi major tanisi konmus ve diizenli olarak
kan transfiizyonu alan hastalarin transfiizyon oncesi ve sonrasi amino asit profillerinin
saglikli bireylerle karsilastirlmasi amaciyla yapilmistir. Calismada Beta Talasemi major
tanis1 konmus, 9 ile 13 yas aras1 20 ¢ocuk hasta ve ayni yas araligindaki 20 saglikli
kontrol grubundan alinan plazma 6rneklerindeki amino asit profili LC-MS/MS ile analiz
edilmistir. Calisma sonucunda; Beta Talasemi major hastalar kontrol grubu ile
kiyaslandiginda Arg, Asn, Cit, Gln, Pro, Tyr, Val, sarcosine, arginino succunic acid ve
ortophosphoryletanolamin seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde ytikseldigi
gozlenirken, 1-MHIS, 3-amino-isobutyrc acid, Cystine, Glu, His, Orn, carnosine ve
glutamic acid seviyelerinin ise anlamli sekilde azaldig: tespit edilmistir. Bu caligma
sonucunda elde edilen verilerde Beta talasemi major hastalarinda amino asit
profillerinin degistigi tespit edilmistir. Hastalarin eksikligi tespit edilen amino asitlerce
zengin besinlerle beslenmesinin transfiizyon siiresine olan etkilerine yonelik yeni
caligmalarin ayrica yapilmasi gerektigi sonucuna varilmigtir.

Anahtar kelimeler : Talasemi, Beta talasemi Major, Amino asit, Metabolomiks,LC-
MS/MS
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF AMINO ACID PROFILE BEFORE AND AFTER
TRANSFUSION IN PATIENTS WITH BETA THALASSEMIA MAJOR

Adem DEMIR

Department of Medical Biochemistry, Master Thesis

Beta thalassemia major, a major health problem all over the world, is a long-
term and costly disease. Most thalassemia major patients die due to treatment-related
complications. Due to blood transfusions, thalassemia patients develop severe iron
accumulation in organs such as liver, lung and heart. In particular, iron accumulating in
the lungs causes changes in lung function and adversely affects the quality of life of the
patients. The aim of this study was to compare the amino acid profiles of patients with
beta thalassemia major living in Sanliurfa before and after transfusion with healthy
individuals. In this study, beta-thalassemia major was diagnosed and the amino acid
profile of plasma samples taken from 20 pediatric patients between the ages of 9 and 13
years and 20 healthy controls in the same age range were analyzed by LC-MS / MS. In
the results of working; Beta thalassemia major patients compared with the control group
Arg, Asn, Cit, GIn, Pro, Tyr, Val, sarcosine, arginino succunic acid and
orthophosphoryletanolamine levels were observed to increase significantly compared to
the control group, 1-MHIS, 3-amino-isobutyrc acid, Cystine , Glu, His, Orn, carnosine
and glutamic acid levels were found to be significantly reduced. As a result of this
study, it was found that amino acid profiles of beta thalassemia major patients were
altered. It has been concluded that new studies should be conducted separately for the

effects of nutritionally rich nutrients on the transfusion duration of the patients.

Key words: Thalassemia, Beta thalassemia Major, Aminoacid, Metabolomix, LC-MS /
MS



1.GIRIS

Beta talasemiler, hemoglobinin beta zincirlerinin sentezindeki anormalilerle
karakterize, agir anemiden klinik olarak asemptomatik bireylere kadar degisen degisken
fenotiplere yol agan kalitsal kan bozukluklar1 grubudur. Semptomatik bireylerin yillik
toplam insidansinin diinya genelinde 100.000'de 1 ve Avrupa Birligi'nde 10.000 kiside 1
oldugu tahmin edilmektedir.

Talasemiler, hemoglobinin yapisindaki globin zincirlerinin yapim asamasinda
bozukluga yol agan herediter hastaliklar grubuna verilen genel bir isimdir. Talasemiler
diinyada en sik goriilen genetik bozukluklardir(9,19). Talasemi hastaliginin baslangici
ilk kez 1925 yilinda Detroitli Pediatri uzmani olan Dr Thomas B. Cooley (1871-1945)
ve Pearl Lee tarafindan ¢ocuk bir hastada siddetli anemi, hepatomegali ve karakteristik
kemik degisikligi gozlenerek tanimlanmistir ve ilk onceleri “Cooley Anemisi” olarak

adlandirtilmistir (21).

Hastaligin ilk tespitlerde Akdeniz iilkelerinde yaygin oldugu bulgusu hastaligin
adinin eski Yunancada deniz manasma gelen “Thalassa” sozcliglinden ve anemi
eklenerek Thalassanameia yani deniz anemisi olarak tanimlanmasina neden olmustur.
Talasemi terimini ilk defa 1932 de Whipple ve Bardford yayinlarinda kullanmislardir.
Ik zamanlarda hastaligin deniz etrafindaki iilkelerde oldugu samildigindan Akdeniz
bolgesine has oldugu diisliniilmiis ama daha sonralar1 hastaligin Ortadogu, Hindistan,
KuzeyAfrika, Cin, Giineydogu Asya tilkeleri, Amerika ve Avrupa iilkelerinde’de
oldugu tespit edilmistir (9,22).

Diinya Saghik Orgiitii’niin yaymnlarmna gore, Diinya’da talasemi ve anormal
hemoglobin tasiyici sikligi %5,1 ve yaklasik 266 milyon tasiyict oldugu, Diinya
niifusunun yaklasik %4,5’inin talasemi tasiyicist oldugu bildirilmistir(2,3). Tiirkiye’de
akraba evliliklerinin fazla olmasi ve bu akraba evliliklerinin %70’ inin 1. derece
akrabalar arasinda yapilmasi nedeniyle, genetik gecisli hastaliklar olan
hemoglobinopatilerin goriilme siklig1 artmaktadir. Bu nedenle, hemoglobinopatilerin
onlenmesinde en 6nemli adim, evlilik oncesi ¢iftlerin tasiyicilik testinden ge¢cmesi ve
her ikisi de tasiyici olan giftlerin belirlenerek ¢ocuk sahibi olmadan Once, genetik

danigsmanliktan yararlanmalar1 hayati 6nem tagimaktadir.



Beta talasemi majorlii hastalar, saglikli bireylerden farkli olarak yasamlarini
ortalama her 3-4 hafta’da (bazen daha kisa siirede) bir kan transfiizyonu alarak devam
ettirmek zorundadirlar. Transflizyon i¢in uygun kan gruplarinin bulunamamasi,
donorlardan alinan kan gruplarinin uygunlugu, transfiizyon esnasindaki zorluklar ve
olusabilecek komplikasyonlar, transfiizyon sonrasi viicutta demir miktarinin birikimi ve
sonrast uygulanan selasyonlar hem zor hemde biiylik maliyet isteyen islemlerdir.
Talasemi major'un klinik prezentasyonu 6 ile 24 ay arasinda gercgeklesir. Kaynak
yetersizligi nedeniyle hastalarin tedavi edilmedigi veya kotii transflizyonunun yapildigi
baz1 gelismekte olan {ilkelerde, talasemi major'un klinik tablolari; biiylime geriligi,
solukluk, sarilik, zayif kas sistemi, genu valgum, hepatosplenomegali, bacak {ilseri,
kitlelerin gelisimi ile karakterize edilir. Ekstramediiller hematopoez ve kemik iliginin

genislemesinden kaynaklanan iskelet degisiklikleri gézlenir.

Talasemi majorlii bireyler, genellikle normal kirmizi kan hiicresi (RBC)
transfiizyonu gerektiren, siddetli anemi yasamin ilk iki yilinda gortiliir. Baz1 gelismekte
olan {lilkelerde goriildiigii gibi, talasemi majorlii tedavi edilmemis veya kotii transfekte
edilmis bireylerde bulgular, biliylime geriligi, solukluk, sarilik, zayif kas sistemi,
hepatosplenomegali, bacak iilseri, ekstramediiller hematopoezden kitlelerin gelisimi ve

kemik iliginin genislemesinden kaynaklanan iskelet degisiklikleri goriiliir.

Diizenli transfliizyon tedavisi, endokrin komplikasyonlar1 (bliylime geriligi,
cinsel olgunlasma yetersizligi, diyabetes mellitus ve paratiroid, tiroid, hipofiz ve daha
az yaygm olarak adrenal bezlerin yetersizligi), dilate miyokardiyopati, karaciger

fibrozisi ve sirozu gibi asir1 demir yiikiine bagli komplikasyonlara neden olur).

Bazi hastaliklar gibi Beta Talasemi hastaligida genetiktir, Anne ve babadan
cocuklara kalitsal olarak gecer. Beta talasemi hastaligi agir, tedavisi diizgiin
stirdiiriilmezse yasam siiresini belirgin kisaltan ve yasam kalitesini ¢ok olumsuz

etkileyen bir hastaliktir. Hastaligin tedavisi zordur ve maliyeti ¢ok ytiksektir.

Talasemili bir hastanin yillik tedavi maliyeti 10.000 dolar civarindadir. Bu
nedenle gerekli koruyucu tedbirlerin alinmasi devlet tarafindan da desteklenmektedir(2).
Talesemi’li hastalarin yasam kalitesinin arttirilmasi i¢in giin gectikge yeni ¢aligmalar
yapilmakta, giiniimiizde bu durumun incelenmesi i¢in metabolomiks ¢alismalar1 biiyiik

onem kazanmaktadir.



Metabolomik fizyolojik sivilarda, hiicrelerde ve dokularda ortaya ¢ikan
metabolitlerin miktar ve degisimlerinin kromatografi ve spektroskopi gibi yiiksek
teknolojilerle es zamanl, kapsamli ve sistematik tespitidir (Klein ve Shearer 2015).
Geleneksel yontemlerin aksine, metebolomik calisma; bir biyolojik numune i¢indeki
binlerce kiigiik molekiiliin Olgiilebilmesini saglayabilir. Bu analitik kapasitesi ile
milyonlarca veri parcalar1 arasindan bir molekiil sinyali belirlenerek matematiksel bir
hesap ile sayisal bir sonuca ulasabilmektedir (Sansone ve ark., 2007). Metabolik
profilleme; secilen bir biyokimyasal siiregteki secilen metabolitlerin ya da 6zel
bilesikler grubu metabolitlerinin nicel analizini tanimlamaktadir. Bu analiz sinirh
sayidaki metabolitlerin analizini i¢erir. Bu metabolitler amino asit, organik asitler gibi

metabolizmada 6nemli rol oynayan molekiilleri igermektedir (96).

Amino asitler proteinlerin temel yapitaslaridir ve metabolizmada bir¢ok
reaksiyonlara istirak eder, canlilarin metabolik siire¢lerinde O6nemli gorevler
iistlenirler. Buna trozinin tiroid hormonlarinin yapisina katilmasi, glutamatin
norotransmiter biyosentezine katilmasi, ornitin ve sitriillinin de iire dongiisiine
katilmasi gibi ornekler verilebilir (25). Bunun yaninda yapilan aragtirmalar beta
talasemi majorlii ¢ocuk hastalarin kendi akranlari ile hastaligin bariz bir gdstergesi
olarak ayni gelisimi gosteremediklerini ortaya koymaktadir. Beta talasemi majorlii
hastalar kendi yas grubundaki saglikli bireylerle kiyaslandiginda boylarinda ve
kilolarindaki diisiiklik ve degisik kemik defomlar1 goze carpmakta, kendi yasitlaria

oranla fiziksel dig goriiniislerinde gelisimlerinin daha diisiik oldugu goriilmektedir.

Bu calismamizda amino asitlerin Beta talasemi majorlii cocuk hastalar’in
bliylime ve gelismelerinde 6nemli bir rol oynadigimi diisiinmekteyiz. Bu noktadan
hareketle Beta talasemi majorlii ¢ocuk hastalar’in tranflizyon Oncesi ve sonrasinda
plazmadaki serbest amino asit profilleri’nin LC/MS-MS yontemiyle inceleyerek amino

asit ve tiirevlerindeki degisimlerin tespiti amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hb molekiilii

Hemoglobin, kandaki Eritrositlerin i¢inde yiiksek oranda bulunan, akcigerlerden
dokulara gerekli olan oksijen (O2) tasimasina ek olarak Karbondioksitin ( CO2 ) disar
atilmak tizere dokulardan akcigerlere taginmasini da saglayan bir proteindir (26,27).
Hemoglobin Hem ve Globin’den olusur ve molekiil agirligi 64500 Da olan, kabaca
kiiresel yapida olup yaklasik 5,5 nm ¢apinda bir protein olup hiicre kuru agirhiginin
yaklagik %60’1n1 olusturur. Ayrica kan proteinlerinin de 2/3’tinii olusturmaktadir.
Erkeklerde 100 ml kanda ortalama 15 gr, bayanlarda 13 gr ve yenidoganlarda ise
yaklasik 20 gr kadardir. Hem’in 4 pirol halkast ve bir demir atomu vardir. Hem’in
konjuge ¢ift baglardan olusan yogun ag yapisi, goriiniir 151k spektrumunun alt ucundaki
isinlart yutarak molekiile koyu kirmizi renk verir. Globin ise iki farkli globin ¢iftinden
olusur (26,28).

Hemoglobin Molecule

Sekil 2.1. Hemoglobin molekiiliiniin yapis1 (29).



Hem demir mitokondri ve sitozol hiicrelerinde halka seklinde sentezlenirler.
Hem demirde bulunan demir molikiilii viicuttaki oksijenin tagimimini, bu demirin
kolaylikla baglanmasini1 ve oksijenin dokulara ve hiicrelere tasinmasini saglar. Normal
bir yetigkinin viicudunda yaklasik 4 mg demir bulunur ve bunun yaklagik 3 grami
hemoglobin sentezinde kullanilir (7).

Hem grubu tiim hemoglobinlerde ayni yapida olmasina ragmen, buna karsilik
globin zincirleri, amino asitlerin cinsi, siras1 ve sayisi agisindan farklilik gosterir.
Insanda Hb molekiiliiniin globin kisminda alfa (o), beta (B),gamma (y), delta (5), epsilon
(¢), ve zeta () olmak tizere 6 farkli polipeptid zinciri tanimlanmistir. Bunlardan alfa 141
digerleri 146 aminoasitten olugmaktadir. Globin zincirinin yapilimi herhangi bir
proteinin yapimiyla aynidir. Her bir globin geninde 3 ekson ve 2 intron bulunmaktadir.
Globin zincirini sifreleyen dizilerin oldugu gen bolgelerine ekson, proteine doniismeyen

dizileri igeren bolgelere ise intron denilmektedir (31,32).

H3C|} HC|} —CHo
1
HC —C C —— CH
| W |
HaC—C—=C | C=C—CHg

Sekil 2.2. Hem’in yapisi (30).



Globin genlerinin ilk kopyas1 hem intronlar1 hem de ekzonlari ihtiva eden genis
bir prekiirsor mRNA molekiiliidiir. Bu molekiil ¢ekirdekte kiiciik degisikliklere maruz
kalir. ilk olarak intronlar kesilir ve ekzonlar ug 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 gormek iizere

stoplazma igine hareket eder(5).

Hemoglobin {iretimi ve sentezi Krozom 16’daki alfa genleri ve kromozom
11°deki beta, gama, epsilon genlerinin kontroliindedir. Alfa zinciri kodlanmasinda 4 gen
bulunmasina karsin, beta zincir kodlanmasinda 2 gen bulunur (7,33). Fetal yasam
boyunca gebeligin son 6 ayinda hemoglobinin biiyiikk bir kismi HbF seklindedir.
Yetiskin insanlarda da az miktarda yeni doganin kaninda ise %80 civarinda bulunur.

Bu oran bebegin 1 yasina girmesiyle %1’e inmektedir (9,35).

A Eeta globin gen ailesi

Kromozom 11

B Alfa globin gen ailesi

Kromozom 16
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=

Sekil 2.3. Alfa ve Beta globin gen ailesi 11. ve 16. kromozomlardaki alfa ve betaglobin,
gruplar1 (34).
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Sekil 2.4. Bebek globin genlerinin zamana dair grafigi (11).

Sekil 5°te goriildiigii gibi 6.haftada epsilon ve zeta zincirlerinin iiretimi
azalmakta, hemoglobin F ise dogumla birlikte diismeye baslamakta ve 6.aydan itibaren
% 1’e diismektedir (37). Eriskin bir insanin Polipeptid zincirlerine gore eritrositlerinde
3 ayn tipte hemoglobin bulunur. Toplam hemoglobinin %95-%98’ini olusturan
Hemoglobin A (HbA), Globin pargasi 2 alfa ve 2 beta (2a +2p) polipeptid zincirinden
olusmaktadir. HbA1’in alt gruplarindan HbAlc hemoglobinin glukoz baglamis
formudur ve HbAlc seker hastaliginin (diabetus mellitus) bir gdstergesidir. Ortalama
120 giinliik glukoz takibi, biyokimyasal bir gosterge olarak diabetin takibinde 6nemli
bir role sahiptir.



Tablo 2.1. Hemoglobin tiplerini ve oranlarini gosteren tablo (38).

Isim Donem Formiil Eriskin degeri Fetiiste Yapim
Zamani

Hb Gower | | Emriyonik Hb | §2¢2 _ Ik 3 ayda

Hb Gower Il | Embriyonik Hb | a2 &2 _ Ik 3 ayda

Hb Embriyonik Hb | §2y2 3 Ik 3 aydan sonra

Portlandl ve kordon
Kaninda

HbPortlandl | Embriyonik Hb |62 2 HbH ve Talasemi | Ilk 3 aydan sonra

I Tastyicilarinda az

miktarda

Hb F Fetal Hb a2y2 % 1‘den az Intrauterin 10-12.
hafta

Hb A Erigkin Hb a2p2 % 96 3. trimesterde

Hb A2 Eriskin Hb a2d2 % 2,5-3,5 6.ve 8.haftada
yapimi baglar.

Embriyonik donemde Gebeligin ilk 3 ayinda sentezlenen hemoglobinlerden
HbGower | 2 zeta 2 epsilon, HbGowerll 2 alfa 2 epsilon ve HbPortland ise 2 gamma 2

zetapolipeptid zincirinden olusmaktadir (39).

Tablo 2.2. Farkli Hemoglobin tiirleri ve globin zincir yapilar1(40).

Hb A () Hb A2 (0,,8,) Hb portland (C2y2)
a(alfa) | B (beta) a(alfa) | &(delta) | |v(ama) | C(zeta)

B (beta) | o (alfa) §(delta) | o (alfa) | |c@®@ | v(ama)
Hb F (Fetal hb) Hb gowerl (¢5¢») Hb gower 2 (a,¢;)
(0272)

o (alfa) |y (gama) ¢ (zeta) & (epsilon) a (alfa) g(epsilon)
v (gama) | o (alfa) ¢ (epsilon) | C (zeta) e(epsilon) | o (alfa)
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Sekil 2.5. Eriskin bir kiside bulunan Hemoglobin ¢esitleri oranlar grafigi (%’de olarak).
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Globin zincirinin genleri farkli iki gen ailesine mensuptur. Beta zincirine ait gen
ailesi 11. kromozomun kisa kolu iizerinde 5'-e-G-AA-yf-6-B-3' seklinde siralanmis
olarak bulunur. Bu kromozomda aktif olmak birer tane B, 8, € geni ve yine aktif olan iki
tane de & geni bulunmaktadir. o zincir ailesi genlerine bakildigindaise 5'- {2-y(1-yo2-
yal-02-a1-3" seklinde 16. kromozomda yer almaktadirlar (15,23).Yine bu kromozomda
aktif olmak iizere bir tane  ve iki tanede yine aktif o geni mevcuttur. yf3, ve yo genleri
ise gelisim evresinde aktif olan ama daha sonra aktivitesini yitirerek ancak kalinti

seklinde bulunan yalanci genler seklinde bulunmaktadir (15).

2.2. Talasemiler

Talasemiler, Tiirkiye’nin de iginde bulundugu Akdeniz iilkelerinde onemli bir
sorun teskil etmektedir. Talasemi, hemoglobinin yapisindaki alfa veya beta globin zincir
sentezinin azalmasi ya da hi¢ sentezlenememesi durumunda ortaya c¢ikan kalitsal
hastaliklara verilen genel isimdir. Talasemi sendromlari, hemoglobinde bulunan
globinin yetersiz yapimi sonucu gelisen inefektif hematopoez ve artmis hemolizle
karakterize otozomal resesif gecisli kan hastaligidir (21,41).

Talasemi tabiri ilk defa bir pediatrist olan Dr. Thomas Cooley tarafindan 1925
yilinda dért Yunan ve Italyan cocukta hayatlarmm ilk yillarinda derin anemi,
hepatosplenomegali, biiylime geriligi ve kemik deformiteleri ile karakterize bir sendrom
(Cooley Anemisi) olarak tanimlanmistir. Sonralar1 benzer vakalarin ortaya g¢ikmasi
tizerine bu kalitsal hemolitik anemiyi diger ¢cocukluk donemi anemilerinden ayirmak
icin "Van Jaksch" anemisi ad1 verilmistir. George Whipple ve Lesley Bradford 1936’da
inceledikleri vakalarin Akdeniz civarindaki iilkelerden geldigini saptadiklari hastaliga
eski Yunanca’da deniz anemisi anlamina gelen "Thalassanameia" adini vermisler ve

boylece talasemi tabirini ilk kez kullanmislardir. (5,6).

Daha sonralar1 bu hastaligin yalniz Akdeniz iilkeleri toplumlarinda olmadigi
diger toplumlarda da goriildiigii tespit edilmistir. Giliniimiizde Kuzey Afrika, Ortadogu,
Hindistan, Cin, Giineydogu Asya gibi malaryanin sik oldugu {ilkelerde Avrupa ve

Amerika da bulundugu bilinmektedir (1,4,5,15,30,31,32,33).
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Sekil 2.7. Talasemi’nin Diinya iizerindeki dagilimi (sar1 alanlar talasemi dagilimini
ifade etmektedir)(42).

Talasemiler diinyadaki en yaygin genetik (herediter) hastalik olarak kabul
edilmektedir ve Diinya Saglik Orgiitiiniin verilerine gore, diinyada talasemi ve anormal
hemoglobin siklig1 % 5,1°dir ve yaklasik 266 milyon tasiyict vardir. Bir yil i¢inde yeni
dogan 144.000.000 bebegin, 9.285.000'i tasiyict olarak diinyaya gelmekte ve bu da
ortalama yillik % 6,5, baska bir ifade ile 300.000 yeni hasta g¢ocuk istatistiklere
eklenmektedir (5,73).

Hemoglobinin yapimi genlerin kontrolii altindadir ve ailesel, genetik bir defekt
sonucu hemoglobini olusturan globin zincirlerinden birinin yapiminda yetersizlik veya
bozukluk olusmasi sonucu talasemiler ortaya ¢ikar. Talasemi sentezi bozulan globin
zincirinin ismi ile adlandirilirlar. En sik goriilen tipleri alfa ve beta talasemilerdir.
Globin zincirlerinden hangisi sentezlenemiyorsa veya hangisinin sentezi azalmigsa
talasemi onun adryla anilir. Ornegin beta globin sentezindeki degisiklik beta talasemi
hastaligina, alfa globin sentezindeki degisiklik alfa talasemiye neden olur. Beta
talasemide hemoglobin yapisindaki bozukluk sonucu kirmizi kan hiicreleri hizla yikilir
ve bunun sonucunda anemi ortaya ¢ikar. Alfa talasemiler uzak dogu, Beta talasemiler
ise Akdeniz iilkelerinde daha sik oldugu bildirilmistir (1).
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1950 yilinda hemoglobin yapisi ve fonksiyonlar: ortaya konurken, Neel ve Itano
hemoglobin elektroforezinde anormal hemoglobinlerin varligin1 gostermislerdir. Ingram
ve Stretton talasemileri alfa ve beta olarak 1959 yilinda siniflandirmiglardir. Hastaligin
molekiiler patolojisi ile ilgili ¢aligmalar 1980° lerin basinda yaymnlanmistir. Bugiin
200’den fazla beta talasemi mutasyonu, 80’den fazla delesyonel ve non-delesyonel alfa
talasemi formu ve 850 {izerinde anormal hemoglobin oldugu bilinmektedir. Toplum
egitimi, tarama programlari, genetik rehberlik ve dogum 6ncesi tan1 yontemleri ile yeni

olgularin dogumu azaltilmaya ¢alisilmaktadir (1,6).

Altay'm Tiirkiye'nin degisik bolgelerinden gelen hastalarda tespit edilen 1064
mutant kromozom iizerinde yapmis oldugu calismalarda 32 farkli mutasyon tespit
edilmisgtir. Her ne kadar bolgeler arasi farkli veriler elde edilmis olsada, toplam
dagilimda en yaygin mutasyon tipinin % 39-40,88 oranla IVS 1-110 oldugu
goriilmiistiir. Bunu takiben sirasiyla azalan oranlarda en yaygin 10 mutasyon, 1VS 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 (43).

Sanlurfa’da goriilen en yaygin mutasyon tipi %25,6 ile yine IVS1-110 oldugu
bildirilmistir. Bunu sirasiyla IVS1-1 (% 14,2), Codon 39 (% 10,6), Codon 8 (% 8,5),
IVS1-5 (6,5), IVS2-1 (% 4,1) seklinde, tanimlanmayan olarak ta % 4,9 olarak
bildirilmigtir. Beta talasemide popiilasyon ¢alismalarinda yaklasik 25 mutasyonun sik
oldugu bildirilmistir (44,45).

Insanlarda bir 6zelligi gosteren genlerden iki adet mevcuttur. Bireylerde
talasemiyi olusturan mutasyon bir adet ise (heterozigot) tasiyici olur, iki adet olmasi
halinde ise birey (homozigot) talasemi hastas1 olur. Genetik ozellikler ebeveynlerden
gectiginden dolayr talasemi major’lu hastanin bu geni hem annesinden hemde
babasindan aldig1 (homozigot) ve bu mutasyonun varligindan séz edilir. Talasemiler
genetik olarak ebeveynlerden kusaktan kusaga gecer. Beta talasemi igin anne ve
babadan gegen globin geni normalse ¢ocuk normal, biri degisiklige ugramissa ¢ocuk

tastyici, ikisi de degisiklige ugramigsa cocuk hasta olur (46).
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2.2.1. Alfa Talasemiler

Alfa globin zincirinin yapimindan sorumlu olan genler 16. Kromozomun
izerinde yer almaktadir. Alfa globin geni 141 amino asitten olusmaktadir ve bu gen
lizerinde 2 alfa,2 zeta ve 2 psddoalfa geni tasir. Homolog kromozomlarin herbirinde iki
alfa geni olmak {lizere toplam 4 fonksiyonel alfa geni bulunmaktadir. Alfa globin
zincirinin sentezi ya azalmis yada durmustur, diger zincirlerin ise sentezi artmistir. Alfa

talasemilerde tanimlanan molekiiler defektler genelde gen delesyonlart ile ilgilidir.

Her bir globin geninde 3 ekson ve 2 intron bulunur. Globin zincirini sifreleyen
dizilerin oldugu gen boélgelerine ekzon, proteine donligmeyen dizileri icermekte olan
bolgelere ise intron denilmektedir. Translasyona ugramamasina ragmen 5° ve 3’
bolgelerindeki diziler olduk¢a 6nemli olup gen ekspresyonunda rol oynarlar. Promotor
bolge ise transkripsiyonun basladigi bolgenin oniinde 100 baz ¢iftlik bir alan1 kaplar.
Alfa zincir ailesi genlerine bakildiginda ise 5'- (2-y(l-ya2-yol-02-al1-3' seklinde ve
16. kromozomda tizerinde yer almaktadirlar(48,49,50).

Alfa talasemiler’de 4 klinik sendrom tanimlanabilir;

Sessiz Alfa Talasemi Tasiyicih@i: Bulunan dort alfa geninden biri yani tek
genin hatali olmasi sonucu olugur. Klinik ve hematolojik olarak normaldirler. HbH’li
hastalarin aile incelemesi sirasinda tespit edilirler. Yenidogan devresinde kordon
kaninda % 2-5 oraninda Hb Barts tespit edilir. Bu da ilk {i¢ aydan sonra kaybolur.
Yenidogan devresi disinda bunlarin tesbiti ancak in-vitro Hb zincir sentezi ve DNA

caligmalari iledir.

Alfa Talasemi Tastyreihgr: Iki genin hatali olmasi sonucu olusur. Beta talasemi
tastyicilarinin  hematolojik bulgularina benzeyen bulgular bu grupta goriiliir Bu
hastalarda anemi yoktur ama periferik kan yaymasinda eritrositlerde hipokromi,
mikrositoz, anizositoz, poikilositoz, polikromazi ve bazofilik noktalanma vardir. HbA2

ve HbF diizeyleri normaldir. MCV diisiiktiir.

Hemolotik Anemi (HbH Hastahgi): Bulunan dort alfa geninden {igiiniin
kismen veya tam fonksiyonel olarak bozuk olmasi sonucu olusur. Klinik olarak seyirleri
genellikle hafif veya orta diizeyde hemolitik anemi ile kendini gosterir. Hastalarin hafif
splenomegalileri, sariliklar1 vardir. Yenidogan evresinde %20-40 oraninda Hb Barts

gozlenmesine ragmen daha sonra bunun yerini %5-30 oraninda HbH alir.
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Hidrops Fetalis: Alfa talasemilerin i¢gindeki en agir formudur. Dort alfa geninin
dordiiniin de hatali olmas1 sonucu HbBarts’a bagli olarak hidrops fetalis (dokularda,
viicut bosluklarinda sivi birkmesi) gozlenir. HbBarts’in oksijene olan ilgisinin yiiksek
olmas1 sebebiyle dokularaoksijen gecisi olmaz, bebekler hipoksiye bagh olarak ya o6li

dogar yada dogumu izleyen birkag saat i¢inde kaybedilirler(39,52).

Alfa gen ailesi
Etki artinc

It | "
nron____ton DGlge (Enhansr)

CCAAT  TATA

3!

e
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-
\\___ - o

D D D [\“D/ Kromozom 16

TR 3-99 0141 _—"

Sekil 2.8. Alfa gen ailesi (51).

E ile gosterilen bolgeler ekzon bolgelerini, rakamlar ise her bir ekzon tarafindan
kodlanan amino asitlerin konumlarin1 géstermektedir.] numarali Ekzon,1 ile 31
arasindaki amino asitleri; 2 numarali ekzon, 32 ile 99 arasindaki amino asitleri
kodlarken 3 numarali ekzon ise 100 ile 141 aras1 amino asitleri kodlayarak polipeptid

zincirini tamamlarlar.
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Sekil 2.9. Alfa globin’de kromozom 16 (51).

2.2.2.Beta Talasemiler

Beta globin zincirin az yapilmasi veya hi¢ yapilamamasi beta talasemi
hastaliginin olusmasina neden olur. Yapisal olarak basit ve kiiciik bir gen olan beta
globin geni 11.kromozomun kisa kolu {izerinde beta globin gen kiimesi tizerinde yer

alir.

Beta globin geni 146 amino asitten olusmaktadir. Bu amino asitleri kodlamak
icin gerekli bilgiyi 3 ekzon, 2 intron, 3' ve 5' diizenleyici bolgelerden olusan yaklasik
1,8 kb iizerinde tagimaktadir. Beta zincirine ait gen ailesi 11. kromozomun kisa kolu
tizerinde 5'-e-G-AA-yB-0-B-3' seklinde siralanmug olarak bulunur. Bu kromozomda aktif
olmak birer tane B, 8, € geni ve yine aktif olan iki tane de & geni bulunmaktadir
(5,14,53).
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Sekil 2.10. Beta globin gen ailesi (51).

E ile gosterilen bolgeler ekzon bolgelerini, rakamlar ise her bir ekzon
tarafindan kodlanan amino asitlerin konumlarin1 géstermektedir. Beta ve benzeri
genlerin kontrolii lokus kontrol bolgesi (LCR) denilen ve € geninde yer alan bir domen
tarafindan yapilmaktadir. Bu bolge sentezin dogru zamanlamasini ve uygun dokularda
gerekli hizda gerceklesmesini saglar. Beta talasemi’lerde sebep daha ¢ok LCR’de

delesyon olmasi ve bundan dolay1 gen ekspresyonunun yeterli hizda olmamasidir(54).
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Sekil 2.11. Beta globin gen ekspresyonu (51).

Hem anneden hem de babadan kalitimsal olarak defektli genlerin ge¢mesi
homozigot olarak tanimlanir. Beta talasemi durumunda bu homozigot beta talasemi
olarak adlandirilir. Buna ayni1 zamanda beta talasemi major veya coley anemisi de denir.
Anne veya babadan sadece bir defektif gen ve bir saglikli gen alinmas: durumuna ise
heterozigot, hastalik olmasinada beta talasemi heterozigot denir. Bu duruma ise beta
talasemi tasiyicihifi veya talasemi mindr denir. Ulkemiz c¢apinda beta talasemi
tastyicilik sikligr %2,1 olarak bildirilmistir. Tiirkiye’nin baz1 yorelerinde bu oran %10-
%13’lere kadar ¢ikabilmektedir.

Bu say1 bolgelere gore farklilik gosterebilmekle birlikte bolgelere gore farkli
oranlarda oldugu (Aydin %5,1,Izmir %4.8, Antakya %4.6,istanbul %4.5,Elaz1g
%0.5,Antalya %13,Edirne %6.4,Sanliurfa %6.4 (farkli bir calismaya gore %7,4))
goriilmektedir. Akdeniz, Ege ve Trakya’da balkanlardan gelen bireylerde tasiyiciligin
yikksek oldugu bildirilmistir. Bu oranin Kibris’ta ise daha yiiksek oldugu (%15)
civarinda oldugu bildirilmistir (15,55).

17



Tiirkiye’de beklenilenin {izerinde talasemili ¢ocuk olmasi farkli nedenlere
dayandirilmakla birlikte geng niifus yogunlugunun fazlaligi, akraba evliliklerinin ¢ok
olmasi, evlilik oncesi danismanlik hizmetine 6nem verilmemesi, tasiyiciligin énceden
tespit edilmemesi, hamilelik doneminde kontrollerin aksatilmasi ve dogum oraninin

fazlalig1 gibi genis bir yelpaze sayilabilir.

Sanlwurfa ilindeki losemi ve tiim talasemi’lerin toplam kayit altindaki hasta
sayisinin 1372 oldugu ve bunlardan 756’simnin talasemi major ve yine bunlardan
400’niin de ¢ocuk hasta oldugu bildirilmistir. Bu verilere gore de Sanlurfa ilinde
tagiyict sikliginin Kog¢ A. ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptigi bir ¢alismada %7,4
oldugu bildirilmistir (24).

Beta talasemideki molekiiler bozukluk, beta zincirinin az yapilmasi ya da hig
yapilamamasindan kaynaklanir. Alfa zincir yapimi normal hizda devam ettiginden alfa
zincir lehine zincir dengesizligi olusur. Hemoglobin sentezinde kullanilmayan alfa
zincirleri, intraselliiler inkliizyonlar olusturarak kemik iliginde olgunlagsmakta olan
kirmiz1 serinin gen¢ hiicrelerinde ¢oker. Bu hiicrelerin bir kismi kemik iliginde
olgunlagmadan parcalanir (inefektif eritropoiez). Dolasima gecen alfa zincir
inkliizyonlarim1 igeren olgunlagmis eritrositler yasam siirelerini tamamlayamadan
parcalanir. Boylece hem inektif eritropoiez hem de eritrositlerin yasam siirelerinin kisa

olmasindan dolay1 anemi olusur.

Talasemi major’lii hastalarda hemoglobinin biiyiik kismini1 olugturan HbF’in
oksijene affinitesi fazla oldugundan, doku anoksisine yol agarak eritropoietin artigina
sebep olur. Eritropoietin etkisiyle kemik iligindeki asirt yapim sonucunda kemik iliginin
kapladig alan artar ve iskelet degisiklikleri olusur. Bir diger sonu¢ da anormal eritrosit

hiicrelerini dolagimdan kaldiran dalagin biiytimesidir(5,15).
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Sekil 2.12. Beta talaseminin patofizyolojisi. EPO: Eritropoietin (51).

Beta Talaseminin 3 ayr1 klinik formundan bahsedilebilir:

Talasemi intermedia (Orta Agir Hasta Tipi): Bu hasta tipinde de anne ve
baba tasiyicidir ve bebege gecen iki beta globin geni de defektlidir. Tiim 6zellikleri ile
talasemi majore benzemekle beraber bt-intermedia’da Hemoglobin diizeyi 7-10 g/dl,
Ortalama eritrosit hacmi (MCV) 50-80 fl ve ortalama eritrosit hemoglobin (MCH)
diizeyi ise 16-24 pg arasindadir. Bt-intermedia’nin Talasemi majordan farki bir veya iki
beta globin gen lokusundaki mutasyonun talasemi majora gore daha hafif bir klinik
tabloya sahip olmasindan kaynaklanir. Bt-intermedia’nin klinik seyri genel olarak hem
daha 1limlidir hemde anemi tablosu daha hafiftir. Bazen genetik mutasyonun tipine gore
talasemi majora yakin bir seyir de gosterebilirler. Bt-intermedia’li hastalarda
transfiizyon bagimliligi degiskendir, bazi hastalarda ¢ok nadir transfiizyon ihtiyaci

oldugu gibi baz1 hastalarda ise hi¢ gerek duyulmaz.
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Talasemi Minor (Talasemi Tasiyicihigr) : Tasiyicilik bir hastalik olmadigindan
dolayr Bt-minoér’de hafif derecede kansizlik disinda pek sorun goriilmez. Laboratuvar
analizlerinde hemoglobin degeri hafif diisiik, Ortalama eritrosit hacmi (MCV) ve
ortalama eritrosit hemoglobin (MCH) miktarlar1 azalmistir. Tasiyic1 bireylerde hasta
bireylerden farkli olarak eritrositlerde daha hafif morfolojik degisiklikler goriiliir.

Tasiyicilarda eritroblastlar gozlenmez (51).

Demir eksikliginden farkli olarak eritrosit sayilari normal veya artmis olabilir.
Hemoglobin elektroforezine bakildiginda hemoglobin A2 ve hemoglobin F degerleri
yiiksek goriiliir. Talasemi tastyicilarinda bebegin iyi beslenmemesi durumunda demir
eksikligi gelisebilir. Ulkemizde demir eksikligi anemisi de sik goriildiigiinden dolay:
degerlendirilme yapilirken talasemi tasiyicilign faktorii gozardi edilmemeli gerekli
tetkikler yapildiktan sonra teshis konulmalidir. Bt-mindrlii hastalarda agir anemi igin

folik asit destegide uygulanan tedavilerden biridir (57).

Talasemi Major ( Agir Hasta Tipi ) : Tastyici olan anne ve babadan bebege
gecen her iki beta globin geninin defektli olmasi sonucu, beta globin zincirlerinin

yetersiz (B+) veya hi¢ sentezlenememesi (fo) durumunda ortaya ¢ikar.

Tan1 genellikle bebek 6 aylik oldugunda anemi ile kendini gostermeye baslar.
Istahsizlik, huzursuzluk, solukluk, halsizlik ve splenomegali’ye (karaciger ve dalak
bliyiimesi) bagli karin sisligi gibi sikdyetler ile bagvurulan bebegin Tam kan
sayimlarinda agir bir anemi (Hemoglobin diizeyinin 7 g/dI’nin altinda oldugu, ortalama
eritrosit hacmi(MCV) 50-70 fl ve ortalama eritrosit hemoglobini(MCH) 12-20 pg
oldugu goriiliir. Bununla birlikte Hemoglobin elektroforezine bakildiginda hemoglobin
A’nin ¢ok diisiik veya hi¢c olmadigi ve bunun yerini hemoglobin F’nin aldigi,

Hemoglobin A2’nin ise normal, diisiik veya hafif artmis oldugu goriiliir.

Bu major tanist konmus hastalar hayatlari boyunca diizenli olarak kan
transfiizyonu tedavisi gormek zorundadirlar. Diizenli kan transfiizyonu yapilan
hastalarda ise selasyon ve tedavi sonrasinda ortaya cikabilecek komplikasyonlarin
izlemi 6nemlidir. Transflizyon ve sonrasi tedavi almayan ¢ocuklarin 10 yasindan once
oldiikleri, tedavi alan hastalarin uygun sartlarin saglanmasi durumunda 50-60 yaslarina

kadar yasayabildikleri kaydedilmistir(58).
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2.2.3. Beta Talasemide Tedavi

Talasemiler de tedavinin amaci anemideki istenmeyen durumlara Kkarsi
hemoglobin seviyesini sabit tutmaktir. Bu da ancak diizenli yapilan kan transfiizyonlarla
saglanabilir. Beta talasemi majorlii hastalarin hemoglobin degeri 9,5 g/dI’nin {izerinde
tutulmalidir. Kan transfiizyonlarinda aferez teknigi uygulamasinin tercih edilmesi
hastalar agisindan daha avantajlidir. Ciinkii  Aferez ile geng eritrositlerden
zenginlestirilmis eritrosit transflizyonlar1 6mrii kisalmis olan yash eritrositleri ortadan
kaldirdig1 i¢in transfiizyona baglh olan demir yiikiinii azaltmakta bu da hastalar i¢in
avantaj saglamaktadir. Bu uygulamanin zor olmasi zira fazla sayida dondre ihtiyag

duyulmasindan kaynaklanmaktadir (5).

Uygun bir selasyon (desferrioxamin ) tedavisiyle birlikte daha fazla transfiizyon
yapilarak hemoglobin degeri 12 g/dl civarinda sabit tutmakta miimkiindiir. Transflizyon
sonrast hemoglobinin seviyesi 14 g/dlI’yi asmamalidir, aksi halde hemoglobin
seviyesinin yiiksek olmasi kan vizkozitesini artirarak tromboz riski olusturabilir.
Yapilan transfiizyon sayilari hipersplenizm agisindan kaydededilmelidir. Hipersplenizm
bulgulart olmaksizin hastanin yillik transfiizyon ihtiyact 200 ml/kg’yi asmasi
durumunda splenektomi endikasyonu s6z konusudur. Ayrica kan yolu ile bulasabilen
hastaliklara da dikkat edilmeli, 6nceden bulasici hastalik yoniinden tetkiklerin yapilmis

olmasi hayati dnem tagimaktadir(5).

Kansizligi diizeltmek igin verilen kan transfiizyonlarinin yan etkisi olarak
viicutta demir birikmesi meydana gelir. Bu da karaciger, kalp ve dalak gibi organlarda
hiicre hasarlarini meydana getirmekte ve bunun sonucunda hastalarda kalp yetmezligi,
glukoz metabolizmasi bozukluklari, kemik sekillerinde bozukluklar, biiyiime ve gelisme

geriligi ve hipogonadizm gibikomplikasyonlar gelisir (57).

Viicutta biriken demirin atilmasinda hastalara genellikle desferrioxamin
verilmektedir. Bu tedaviye genellikle 4-5 yaslarinda baslanip bu sayede giinliik yaklagik
15-20 mg demir idrarla atilmis olur. Ilacin yiiksek dozlar1 kemik deformlari, boy
kisalig1, isitme ve bulanik gérme, gérme kaybi gibi gecici bazende agir kalici yan etkiler

de gbz oniinde bulundurularak hastalar ayrica takip edilmelidir(5).
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Bir diger tedavi yontemi olan splenektomi; Eritrosit transfiizyon ihtiyaci ilk
baslandi1g1 durumun iki katin1 agmasi veya kan sayimlarinda 16kopeni ve trombositopeni
gibi agik hipersplenizm bulgular ortaya ¢iktigi zaman dalagin alinmasi ile yonteminin
uygulanmasidir. Bunun yapilmasi ¢ocuklar da enfeksiyon riskinden dolay1 genellikle 5
yasindan sonra tercih edilir. Ancak bazen azda olsa dalakta agrilarin ¢ok olmasi veya
dalagin erken biliylimesi erken yaslarda operasyonu kagmilmaz kilmaktadir. Bu
operasyonlar da pnomokok asisinin uygulanmasi olusabilecek enfeksiyonun 6nlenmesi

yoniinden gozardi edilmemelidir.

Kemik iligi nakli uygun donor varliginda ve hastanin fazla sayida transfiizyon
almadan Once (¢iinkii fazla sayida transfiizyon yapilmasi transplantasyon agisindan risk
olusturmakta, doku reddine sebep olmaktadir) erken yasta yapilmasi uygun olacaktir.
Bunun i¢inde kardes gibi birinci derece saglikli yakin bireylerden alinan uygun doku
tipi ile yapilan kemik iligi nakilleri basarili olabilmektedir. Yapilacak Transplantasyon
tam anlamiyla uyan kardeslerden yapildigi takdirde iyilesme sansinin g¢ok yliksek
oldugu ve oliim riskini 1yi se¢cim yapilmis hastalarda % 5’lere kadar indirdigi
bildirilmistir. Bunun yaninda nakil sirasinda veya sonrasinda ¢esitli problemler ortaya
cikabilmekte ve bazen nakiller basarisizlikla da sonuglanabilmektedir. Bu hastalikla
ilgili kesin tedavi i¢in gen nakli gibi yeni yontemler tizerinde ¢alismalar halen devam
etmektedir (1,5,57).

Son yillar da saglikli genlerin transferi lizerine ileri diizeyde biyolojik ¢aligmalar
yapilmis ve dnemli gelismeler elde edilmistir. Transfer icin retroviriislerin kullanilmasi
gelecek agisindan iimit vaat etmektedir. Fakat saglikli genlerin beta zincirinde kalite ve
miktar artiginin olmasi, viriislerin transferi ve interferanslar bu konuyla ilgili 6nemli

sorunlar teskil etmektedir(1,33).
2.3. Amino Asitler

Amino asitler proteinlerin temel yapitaslaridir ve metabolizmada birgok
reaksiyonlara istirak ederler. Bilesenlerinde bir amino grubu (-NH2) ve bir karboksil

grubu (-COOH) bulunduran yapilardir. Ayrica bu iki grup arasinda birde degisken bir
alkil kokii (R) bulundururlar (54,59).
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Karboksil
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grubu

| Yan zincir
R —C— COOH
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NH,

Aminoasit

Sekil 2.13. Amino asitlerin genel formiilti(60,61).

Amino asitlerin c¢esitli olmasi1 bu alkil grubunun degismesiyle olmaktadir.
Tabiatta 300 kadar farkli amino asit ¢esidi bulunmasina ragmen proteinlerin ¢cogu 20
tane amino asit’i degisik oranlarda igerirler. Proteinleri olusturan bu amino asitler canl
yapisinda bulunan proteinlerde onemli ve farkli miktarlarda bulunurlar. Kiiciik bir
protein molekiilii dahi 20’den fazla amino asitin peptid baglarinin birbirlerine
baglanmasiyla meydana gelmektedir. Protein molekiillerinde bulunan ortalama amino

asit sayisinin 400 oldugu bildirilmistir (62,63).

Amino asitler genellikle fiziksel 6zellikleri yada elde edildikleri kaynaklar
dikkate alinarak isimlendirilmislerdir. Proteinler kuvvetli asit yada alkali ile
kaynatilinca amino asitler arasindaki kovalent olan peptid baglar1 kopar ve sonucunda

proteinleri olusturan standart amino asitler saflastirilarak 6zellikleri belirlenir.

Amino asitler icerdikleri halka ve zincir yapilarina gore (Alifatik, Aromatik,
Heterosiklik), cozeltilerde gosterdikleri reaksiyon tiplerine gore (Asidik, Bazik ve
Notral), molekiillerindeki amino ve karboksil gruplarina gére (monoaminokarboksilik)

gibi farkl sekil ve igeriklere gore siniflandirilabilirler(54,63,65,66).
Amino asitleri R gruplarina gore ise bes ana sinifa ayirmak miimkiindjir.

e Non-polar alifatik R gruplu olanlar: Alifatik yan zincire sahiptirler ve

hidrofobiktirler. Glisin, alanin, valin, 16sin ve izolosinler bu grupta yer alirlar.
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e Aromatik R gruba sahip olanlar: Bu gruba sahip olan amino asitler 15181 absorbe
etme Ozelligi gosterirler. Trozin, triptofan ve Fenilalanin bu grupta yer alir.

e Pozitif yiike sahip R gruplu olanlar: Bazik 6zellik tasiyan bu gruba arjininin ve
lizin 6rnek verilebilir.

e Negatif yiikke sahip R gruplu olanlar: Fizyolojik pH’da negatifyiiklidiirler.
Glutamik ve Aspartik asit bu grubun tiyeleridir.

e Polar yiiksiiz R gruplu olanlar: Su ile birlikte hidrojen baglar1 yapabilen

fonksiyonel  gruplardir.  Treonin-serin(-OH  grubu) sistein-metiyonin(-

SH),glutamin- asparajin(amid grubu tagir)bu grupta saymak
miimkiindiir(194,195).
]

ANCCO0H oot !

f H :

dlveme alanin

Sekil 2.14. Amino asitlerin alkil (R) koklerine gore degisen formiilleri(64).

Protein molekiillerinde bulunan amino asitler L izomer seklindedir. D amino
asitler ise bazi bakteria’larda bulunur. Beta amino asitler ise alfa amino asitlerden farkl
olarak proteinlerin yapisina katilmazlar, tabiatta ¢cok nadir bulunurlar ve giiniimiizde
serbest formda sadece sekiz adet bulundugu bildirilmistir. Beta amino asitlerin ilaglar
tizerinde etkin aktivite gostermeleri agisindan (hipertansiyon, immiin sistem iizerinde,
kanser gibi) son donemde caligmacilarinda ilgisini ¢ekmistir. Ayrica peptid bagi

yapimina katildiklar1 da bildirilmistir (54,67).
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Tiim amino asitlerde (glisin hari¢) alfa karbona bagli amin grubu, karboksil
grubu R grubu ve hidrojen vardir. Karbon atomunun dort tek bag olusturdugu
bilesiklerde bagli gruplar karakteristik tetrahedral dizilis gosterirler. Dort farkli atom
veya kimyasal grup baglandigi i¢in alfa karbon asimetriktir ve kiral merkez olusturur.
Bunun sonucunda molekiilde D ve L steroizomeri (enetiomer) ortaya cikar. Bu iki
izomer sag ve sol el gibi, ancak kars1 karsiya gelince tam gakisir, biri digerinin ayna

gorintiisi seklindedir.

COOH COOH

NH—C—H  H—C—NH,
| |

CH, CH,

L - Alanin D - Alanin

Sekil 2.15. Alanin amino asitinin D ve L formlar1 (68,69).

Amino asitler dncelikle canli organizma igin ihtiyac hasil olan protein ve diger
biyolojik molekiillerin sentezi i¢in kullanilmaktadir. Bunlarin fazlasi ise atilmamakta ve

depolanmamakta, hiicre i¢inde yakit metabolizmasina katilmak tizere yikilmaktadirlar.

Canlilarin aminoasit havuzuna proteinlerin besin alim yoluyla, canli sistemi i¢
kaynakl1 proteinlerin hidroliz edilmesi ile ve yine canli sistemi i¢inde amino asitlerin
sentezi yoluyla kaynaklar saglanir. Amino asitlerin yikiminin oldugu en 6nemli yer

karacigerdir.
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Amino asitlerin alfa amino gruplari deaminasyon ve transaminasyon gibi
yollarla uzaklastirilip iireye doniistiiriilerek, geriye kalan carbon iskeletleri ise asetil
CoA, aseto asetil CoA, piriivat veya TCA siklusunun ara bilesiklerinden birine,
karbondioksit ve su’ya oksitlenerek ketone cisimcikleri, yag asitleri ve glukoza
cevrilerek canliya enerji saglanir (25,54,70,71). Amino asitlerin en kiigiigii olan glisin
ise diger amino asitlerin giremedigi bdlgelere girerek, proteinlerin iic boyutlu

yapisinda ve peptid’lerin keskin sekilde biikiildiigii bolgelerde yer alir (25).

Standart amino asitler, ayni karbon atomu {izerinde baglanmis bir amino grubu
ve bir de karboksil grubu barindirirlar ve DNA tarafindan kodlanarak proteinleri
olustururlar. Translasyon sirasinda ve kendine 6zgii transfer RNA bulunan amino
asitlerdir. Fizyolojik pH da amino gruplari proton tasirlar ve pozitif yik ile
yiiklenmisler, karboksil gruplarinda ise proton ayrildigindan dolayir negatif yiik ile
yiiklenmiglerdir. Amin grubu karboksil karbonundan sonra gelen alfa karbona bagli ise
buna alfa amino asit denir. Proteinlerin yapisinda sadece alfa amino asitler bulunur.

Glisinden baska biitlin standart amino asitlerde alfa karbon atomu asimetriktir.

Standart amino asitler yapilarinda bulunan kimyasal gruplara gore
siiflandirilirlar. Karbon iskeletleri diiz veya dallanmis zincir halinde olanlara alifatik
amino asitler, yapilarinda doymamis benzen halkasi ve tiirevlerini igerenlere ise
aromatik amino asitler denir (54). Standart olmayan amino asitler; Hidroksiprolin,
hidroksilizin, desmozin, metillizingama-karboksiglutamat ise translasyon sonrasinda
peptid zincirinde yer alan standart amino asitlerdeki yapisal degisiklik sonucu olusurlar.
Bu kovalent degisiklik proteinlere 6zel fonksiyonlar kazandirmaktadir (54). Standart

amino asitler, li¢ harfli kisaltmalar ve tek harfli sembollerle gosterilirler.
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Tablo 2.3. Standart amino asitler (72).

Amimo asit Kisaltma Amimo asit Kisaltma

Glism Gly G |Treonin Thr T
Alanin Ala A |Sistem Cys C
Valin Val V| Mefiyonn Met M
Losm Leu L |Asparam Asn N
[z0ldsin Ile I Glutamm Gln Q
Prolm Pro P Aspartat Asp D
Fenilalanin Phe F Glutamat Glu E
Tirozin Tyr Y |Lim Lys K
Triptofan Trp W | Arjmin Arg R
Serin Ser S Histidin His H

Canlilar i¢in biyolojik 6neme sahip olan ve viicutta sentez edilemeyen digaridan
besin yoluyla alinmasi gereken amino asitler esansiyel amino asit (eksojen) olarak
adlandirilirlar. Bunlar methiyonin, triptofan, fenilalanin, treonin, valin, lizin, 16sin,
izoldsin, arjinin ve histidin’dir.

Canli viicudunda sentez edilebilenlere ise esansiyel olmayan amino asitler
(endojen) denilmektedir. Bunlar aspartat, glutamat, glutamin, serin, sistein, alanin,
prolin, glisin, tirozin ve asparajin’dir(59,73). Amino asitlerin metabolize edilememesi
ile mental ve gelisme geriligi gibi hayati 6nem tasiyan birgok hastalik (fenilketoniiri

gibi ) tespit edilmistir.
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Tablo 2.4. Esansiyel ve Non-esansiyel Amino Asitler (75).

ESANSIYEL AMINO ASITLER NON-ESANSIYEL AMINO ASITLER
Losin Glisin
Lizin Prolin
zol6sin Serin
Methiyonin Trozin
Valin Aspartat
Treonin Sistein
Triptofan Alanin
Fenilalanin Asparajin
Arjinin Glutamat
Histidin Glutamin

Amino asitlerin en O6nemli kimyasal reaksiyonlarindan biri de peptid bagi
olusturmalaridir. Birinci amino asidin karboksil grubuyla ikinci amino asidin amin
grubu arasinda bir molekiil su agiga ¢ikmasi sonucu C-N bagi olusur. Olusan bu bag,

protein polimerlerinin omurgasini olusturan kovalent bir bagdir. Biyolojik ortamda bu

reaksiyonun gerceklesebilmesi

gerekmektedir. Peptid bagi olusumlarinda enerji harcanir. Peptid zincirindeki birinci

amino asidin amin grubu ve sonuncu amino asidin karboksil grubu serbest oldugundan

icin  karboksil

grubunun ATP

dolay1 peptid zincirlerinde N- ve C- terminalleri olusur(54).
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Sekil 2.16. Amino asitler arasinda Peptid bagi Olusumu (76).
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2.4. LC-MS/MS

Kiitle spektrometrelerdeki yontem, yiikli partikiillerin manyetik veya elektriksel
bir alanda hareketi ile birlikte kiitle(m)/yilik(z) oranlarina gore diger yiiklii partikiillerden
ayirt edilerek analizlenme esasina gore ¢alisirlar. LC-MS/MS likit kromatografi
kullanilarak ayristirilan 6rnek molekiilleri gaz faza gegirildikten sonra kiitle dedektorii
ile analizlenir. Ms’lerde Giris, iyonlagma, kiitle analizorii ve dedektor tiniteleri meveut
iken Ms/ms’lerde ise Giris, iyonlagma, kiitle analizorii, ana iyon, pargalanan iyonlar ve

dedektor tinitelerinden olusurlar (78).

Ms’lerin olugtugu iiniteler
Girls Iyonlasma Kiitle analizor Dedektor

Ms/Ms'lerin olustugu finiteler

Giris Iyonlasma Kiitle analizori Anaiyon ﬁ
Parcalanan iyonlar ﬁ Dedektor

Sekil 2.17. Ms’lerin ve Ms/Ms’lerin {initeleri(78).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu ¢alisma 5 Ocak 2018-30 Ekim 2018 tarihleri arasinda, Sanlurfa Egitim ve
Arastirma Hastanesi Hematoloji poliklinigine bagvuran ve daha once Beta Talasemi
major tanist konmus, 9 ile 13 yas aras1 20 ¢ocuk hastayr ve aym yas araligindaki 20

saglikli kontrol grubunu kapsamaktadir. Calisma toplam 40 bireyle yapilmistir.

Calisma Harran Universitesi Etik Kurulu tarafindan onaylanmis (04.01.2018 tarihli,
Karar no: 24) ve Hiibak tarafindan 19062 nolu Proje ile desteklenmistir.

3.2. Hasta Grubu ve Simrhhiklar:

Calisma Sanlurfa ilinde yasayan, Sanlurfa Egitim ve Arastirma Hastanesi
Hematoloji poliklinigine tedavileri igin bagvuran ve daha 6nce Beta Talasemi major
tanis1 konmus, diizenli olarak kan transfiizyonu ve izlemi alan 20 hasta ¢ocuk birey ile;
anemi tablosuna sahip olmayan, serum ferritin diizeyleri normal, demir takviyesi
almayan, karaciger, malignite veya herhangi bir kronik hastaliklari bulunmayan ayni yas
araligindaki 20 kontrol grubunu kapsamaktadir. Yapilan calismaya 9 ile 13 yas arasi,
Sanliurfa ilinde yasayan Beta Talasemi major tanist konmus ¢ocuk hastalar ve ayni yas
grubundaki kontrol bireyleri dahil edildi. Calisma bu kriterler g6z Oniinde

bulundurularak yapildi.
3.3. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Saklanmasi

Calisma planimiz transfiizyon oncesi ve transfiizyon sonrasini (2543 giin)
kapsadigi i¢in hastalarimizdan ilk kan 6rneklerini transfiizyon yapilmadan hemen 6nce
ve ikinci kan orneklerini ise hastalarimizin ortalama transfiizyon siiresi olan 2543
glinden sonra yine transfiizyon yapilmadan hemen 6nce alindi. Birinci kan 6rnekleri,
transfliizyon yapilmadan hemen 6nce; tam kan sayimlar1 i¢in Edta igeren mor kapakli
hemogram tiiplerine (BD,Belliver Industrial Estate,Plymouth.PL6 7BP.UK), amino asit
Olgtimleri i¢in Litium Heparin iceren yesil kapakli tiiplere (BD,Belliver Industrial
Estate,Plymouth.PL6 7BP.UK), serum ferritin diizeyleri dlglimleri igin ise sar1 kapakli
jelli biyokimya tiiplerine (Becton,Dickinson and company, Belliver Industrial,
Estate,Plymouth.PL6 7BP.UK) alindi.
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Ikinci kan &rnekleri ise yine transfiizyon yapilmadan hemen 6nce hastalarimizin
ortalama transfiizyon siiresi olan 2543 giinden sonra ayni islemler tekrar uygulandi.
Biyokimya tiiplerine ve Litium Heparin igeren yesil kapakli tiiplere alinan numuneler
serum ve plasma elde etmek i¢in 3000 rpm’de 10 dakika Rotofix 32 adli santrifiij
(Labotest, Hettich® Universal, Germany) cihazinda santrifiij edildi.

3.4. Laboratuvar Analizleri ve Yontem

Alinan 6rneklerden mor kapakli Edta’lt hemogram tiipleri Tam kan sayimlarinin
tiim parametreleri patentli lazer optik teknolojisi sayesinde hiicreleri ayirabilme imkani
saglayan Abbott Cell Dyn Ruby (Abbott® Illinois, U.S.A)adli otomatik tam kan sayim
cihazinda optik lazer yontemiyle ¢aligildi.

Sekil 3.1. Cell Dyn Ruby tam kan sayim cihazi (77).

Serum ferritin diizeylerinin dl¢imleri igin sar1 kapakli jelli biyokimya tiiplerine
alinan o6rnekler 3000 rpm’de 10 dakika Rotofix 32 adli santrifiij (Labotest, Hettich®
Universal, Germany) cihazinda santrifiij edildikten sonraelde edilen serumlar Cobas
8000 (Roche® Diagnostics, North America) adli entegre modiiler sistem cihazinda

ferritin diizeylerine ECLA(Elektrokemiliiminesans) yontemiyle bakildi.
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3.4.1. LC-MS/MS Yontemiyle Amino asit Profilleme

Amino asit c¢alismalar1 i¢in yesil kapakli heparinize tiiplerine alinan kan
orneklerinden plasma elde edildi. Aminoasit profilleme jasem marka ticari kit
rotokoliine gore yapildi. Bu yontemde her bir numune i¢in 6nce 50 mikrolitre serum
almip eppendorf tiipiine alindi, {izerine 50 mikrolitre 1.S (internal standart) almip
seruma eklendikten sonra 5 sn vortekslendi, 700 mikrolitre R-1 (Reagent 1) alinarak

tipe eklendikten sonra tekrar 5 sn vorteks edildi. Daha sonra 5 dk. 4000 rpm’de

santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant’tan 150-200 mikrolitre alinarak insortlere
alinarak LC-MS/MS cihazinda (Shimadzu-8045) analiz yapildi. Elde edilen pikler

internal standart pikleri kiyaslanarak her bir aminoasit miktar tespit edildi.

Sekil 3.2. LC-MS/MS cihazi (Shimadzu-8045)
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3.5. istatistiksel Yontem

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shaphiro wilk testi ile test edilmis, Normal
dagilima sahip Ozelliklerin 2 bagimsiz grupta karsilastirilmasinda Student t testi,
normal dagilmayan 6zelliklerin 2 bagimsiz grupta karsilastirilmasinda Mann Whitney u
testi kullanilmistir. Normal dagilima sahip Ozelliklerin 2 bagimli  grupta
karsilastirilmasinda Eslestirilmis t (Paired t) testi, normal dagilmayan o6zelliklerin 2
bagimli grupta karsilastirilmasinda Wilcoxon testi kullanilmistir. Tanimlayic istatistik
olarak sayisal degiskenler icin ortalama+standart sapma, kategorik degiskenler i¢in ise
say1 ve % degerleri verilmistir. Istatistiksel analizler i¢in SPSS Windows versiyon 24.0

paket programi kullanilmig ve P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Veriler
Calismadaki bireylerin demografik verileri tablo 4.1 de verilmistir. Veriler
incelendiginde bireylerin demografik verileri arasinda anlamli fark olmadigi

gbzlenmistir.

Tablo 4.1. Hasta ve Kontrol grubu demografik verileri

(n=10) Kontrol Hasta
Yas Erkek 10,7+1,48 10,5+1,36
Kiz 10,4+1,11 10,6+1,35
Boy Erkek 143,7+9,57 136,6+8,18
Kiz 134,7+8,96 130,4+8,78
Kilo Erkek 47,50+12,86 41,83+11,67
Kiz 39,12+5,72 34,15+5,48

4.2. Hemogram ve Ferritin Diizeyleri

Beta talasemi majorlu bireylerde transfiizyon yapildigindan dolayr her
transfiizyon Oncesi ve sonrasinda bireylerin hemogram parametreleri ve ferritin
diizeyleri incelenmektedir. Hasta ve kontrol gurubuna ait hemogram verileri tablo 4.2
‘de ferritin diizeyleride tablo 4.3 de verilmistir.

Tablo 4.2. Hasta ve Kontrol grubu bireylerin transfiizyon oncesi ve sonrasi hemogram
verileri.

RBC HgB HCT MCV MCH MCHC

Kontrol | 4.44+0.18 | 12.82+0.48 | 37.92+1.34 | 85.32+2.83 | 28.89+1.63 | 34,00+1.08

Trans. 3.13+0.37 | 8.62+0,91 | 24.14+£5.70 | 78.87+1,29 | 27.41+1.34 | 34.20+1.39
Oncesi

Trans. | 3.10+0.29 | 8.40+0.82 | 24.60+2.56 | 78.8442.22 | 27.37+1.54 | 33.60+£2.13
Sonrast
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Sekil 4.1. Hasta ve Kontrol grubu bireylerin transfiizyon oncesi ve sonrasi elde edilen
hemogram parametre grafigi.

Tablo 4.3. Hasta ve Kontrol grubu bireylerin transfiizyon dncesi ve sonrasi elde edilen
ferritin verileri.

Ferritin
Kontrol grubu 64,3+27,34
Trans. Oncesi 2671,1£1584,90
Trans. Sonrasi 2737,25+1765,89
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Sekil 4.2. Hasta ve Kontrol grubu bireylerin transflizyon dncesi ve sonrasi elde edilen
Ferritin verileri.

Elde edilen veriler incelendiginde beta talasemi majorlu hastalarda tiim kan
parametrelerinin kontrole gore diisiik oldugu gozlenirken ferritin diizeylerinin g¢ok
yiiksek oldugu gozlenmistir. Calismada kullanilan hasta gurubundaki bireylerin aldiklari
transflizyon sayilari birbirinden farkli oldugu igin ferritin diizeylerindeki standart sapma

yiiksek tespit edilmistir.
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4.3. Amino Asit Verileri

Hasta ve Kontrol bireylerinden alinan plazma 6rneklerindeki amino asit miktari

LC-MS/MS yontemiyle incelendi. Calisma sonucunda tablodaki amino asitler tespit

edildi. Elde edilen veriler tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.4. Hasta ve Kontrol grubu bireylerin transfiizyon oncesi ve sonrasi elde edilen

amino asit verileri.

AMINOASIT KONTROL T.ONCESI T.SONRASI
Ortalama + std | Ortalama+std | Ortalama =+ std
(n=20) (n=20) (n=20)

1-MHIS 9,99+3 47 2,96+1,03 4,26+1,49
3-amino-isobutyrc acid 0,41+0,60 1,13+0,54 1,68+1,03
4-oh-proline 13,95+3,52 11,27+5,34 15,32+7,75
Ala 225,15+95,36 243,81+136,42 277,44+118,62
Arg 23,94+9.46 55,91+16,86 70,474+24,37
Asn 70,85+33,36 84,70+42,44 93,10+39,65
Cit 22,68+16,48 29,38+14,07 36,78+20,91
Cystine 8,10+2,74 1,76+0,77 1,88+0,95
GlIn 456,24+142,70 614,16+206,24 | 725,47+249,84
Glu 72,22426,13 45,77£21,13 53,62+22.60
His 137,00+41,46 57,75+20,46 67,79+£23,82
Lys 129,304+34,29 135,30+32,31 145,18+54,60
Met 24,00+10,94 26,30+12,63 31,79+11,97
orn 80,61+31,41 51,72+15,17 59,62+19,44
Phe 56,96+18,10 57,204+23,03 58,41+£25,07
Pro 156,39+60,75 311,37+£142,55 454,384+314,32
Ser 71,714£29,65 76,95+28,21 77,91+32.81
Thr 65,95+33,56 70,57+35,72 78,19+52.77
Trp 31,11+8,56 34,05+12,77 40,88+16,86
Tyr 42,05+16,32 55,13+24,98 60,56+22.72
Val 120,034+36,83 135,10+46,89 174,40+67,71
ethanolamin 6,01+2,47 7,20+9,64 5,15+1,70
gaba 0,06+0,02 0,1340,05 0,1140,04
Trans-4- OH-proline 23,01+7,56 18,89+9,86 30,85+9,68
norvaline 4,95+1,95 3,83+1,46 4,77+1,42
sarcosine 152,06+63,25 174,99+90,67 245,57+81,29
carnosine 2,14+1,03 0,1840,10 0,224+0,12
glutamic_acid 91,94 +£34,09 58,05+26,25 62,51+22.66
arginino succunic acid 2,394+2.26 6,40+4,93 12,91+4,22
ortophosphoryletanolamin 12,48+7,94 30,25+11,01 36,75+12,43
Losin 102,89+37,07 106,90+42,69 129,97+51,94
izolosin 53,22+19,18 54,43+20,86 66,66+27,73
alloizolosin 12,37+4,77 10,69+5,08 15,00+6,15
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Tablo 4.5. Kontrol grubu ile hasta bireylerin transfiizyon éncesi amino asit

parametreleri

Kontrol Grubu T. Oncesi
Ortalamazstd Ortalamazstd P
(n=20) (n=20)
1-MHIS 9,99 + 3,47 2,96 +1,03 0,001
3-amino-isobutyrc acid 0,41 + 0,60 1,13 £0,54 0,001
4-oh-proline 13,95 +3,52 11,27+ 5,34 0,445
Ala 225,15+95,36 243,81+136,42 0,619
Arg 23,94+9,46 55,91+£16,86 0,001
Asn 70,85+33,36 84,70+42.44 0,183
Cit 22,68+16,48 29,38+14,07 0,056
Cystine 8,10+£2,74 1,76£0,77 0,001
Gln 456,24+142,70 614,16+206,24 0,008
Glu 72,224+26,13 45,77+21,13 0,001
His 137,00+41,46 57,75+20,46 0,001
Lys 129,30+34,29 135,30+32,31 0,163
Met 24,00+10,94 26,30+12,63 0,277
Orn 80,6131,41 51,7215,17 0,001
Phe 56,96+18,10 57,20+23,03 0,063
Pro 156,39+60,75 311,37+£142,55 0,001
Ser 71,71+29,65 76,95+28,21 0,571
Thr 65,95+33,56 70,57+£35,72 0,820
Trp 31,11+8,56 34,05+12,77 0,398
Tyr 42,05+16,32 55,13+24.,98 0,057
Val 120,03+36,83 135,10+46,89 0,266
carnosine 2,14+1,08 0,1840,10 0,001
ethanolamin 6,01+2.47 7,204+2,64 0,283
Trans-4- OH-proline 23,01+7,56 18,89+9,86 0,583
norvaline 4,95+1,95 3,83+1,46 0,048
sarcosine 152,06+63,25 174,99+90,67 0,359
glutamic_acid 91,94+34,09 58,05+26,25 0,001
ortophosphoryletanolamin 12,48+7,94 30,25+11,01 0,038
argininosuccunicacid 2,39+2.26 6,40+4,93 0,001
Losin 102,89+37,07 106,90+42,69 0,755
izolosin 53,22+19,18 54,43+20,86 0,396
alloizolosin 12,37+4,77 10,69+5,08 0,293

SS: Standart Sapma, p degeri Student t ve Mann Whitney U testlerinden elde edilmistir. (p<0,5)
diizeyinde anlamli kabul edilmistir.

Parametrelerin  Transfiizyon Oncesi ile  kontrol grubunda  yapilan
karsilastirmalarinda MHIS parametresi bakimindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde
farkliliklar gézlenmistir (p=0.001). Kontrol grubundaki kisilerde gézlenen MHIS degeri
(9,99£10,47) tedavi grubunda goézlenen MHIS degerine kiyasla (2,96+1,23) daha

yiiksek oldugu gozlenmistir. Benzer iliski amino-isobutyrc acid, Arg, Cystine, Glin,
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Glu, Orn, Pro, Carnosine, norvaline, glutamic acid, ortophosphoryletanolamin ve

arginino succunic acid parametrelerinde de gozlenmistir (p<0,05).

Tablo 4.6. Kontrol grubu ile transfiizyon 6ncesi amino asit parametrelerinin

karsilastirilmasi.
Kontrol Grubu T. Oncesi
Ortalamazstd Ortalamaztstd P
(n=20) (n=20)
1-MHIS 9,99+3.47 4,26+1,49 0,004
3-amino-isobutyrc acid 0,41+0,60 1,68+1,03 0,001
4-oh-proline 13,95+3,52 15,32+7,75 0,052
Ala 225,15+95,36 277,44+118,62 0,133
Arg 23,94+9,46 70,47+24,37 0,001
Asn 70,85+33,36 93,10+£39,65 0,043
Cit 22,68+16,48 36,78+20,91 0,011
Cystine 8,10+2,74 1,88+0,95 0,001
Gln 456,24+142,70 725,47+£249,84 0,001
Glu 72,22+26,13 53,62+22,60 0,040
His 137,00+41,46 67,79+23,82 0,001
Lys 129,30+34,29 145,18+54,60 0,277
Met 24,00+10,94 31,79+11,97 0,026
Orn 80,61+31,41 59,62+19,44 0,006
Phe 56,96+18,10 58,41+25,07 0,968
Pro 156,39+60,75 454,38+314,32 0,001
Ser 71,71£29,65 77,91+32,81 0,535
Thr 65,95+33,56 78,19+52,77 0,678
Trp 31,11+£8,56 40,88+16,86 0,026
Tyr 42,05+£16,32 60,56+22,72 0,005
Val 120,03+36,83 174,40+67,71 0,003
carnosine 2,14+1,03 0,22+0,12 0,001
ethanolamin 6,01+£2,47 5,15+1,70 0,349
Trans-4- OH-proline 23,01+7,56 25,58+12,32 0,086
norvaline 4,95+1,95 3,94+1,85 0,103
sarcosine 152,06+63,25 204,35+95,92 0,049
glutamic_acid 91,94+34,09 68,42+28.29 0,023
ortophosphoryletanolamin 12,48+7,94 36,75+£12,43 0,005
argininosuccunicacid 2,39+2.26 8,49+6,26 0,001
Losin 102,89+37,07 129,97+51,94 0,065
izolosin 53,22+19,18 66,66+27,73 0,083
alloizolosin 12,37+4,77 15,00+6,15 0,139

SS: Standart Sapma, p degeri Student t ve Mann Whitney U testlerinden elde edilmistir. (p<0,5)

diizeyinde anlamli kabul edilmistir.

Parametrelerin tedavi grubunda transfiizyon sonrasi yapilan 6l¢iimler ile kontrol

grubundaki Slgiimlerin karsilastirmalarinda MHIS parametresi bakimindan istatistiksel

olarak anlamli diizeyde farkliliklar g6zlenmistir (p=0.004).
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Kontrol grubundaki kisilerde gozlenen MHIS degeri (9,99+10,47) tedavi
grubunda gozlenen MHIS degerine kiyasla (4,26+2,49) daha yiiksek oldugu
gozlenmistir. Benzer iligki amino-isobutyrc acid, Arg, Asn, Cit, Cystine, GIn, Glu, His,
Met, Orn, Pro, Trp, Val, Sarcosine, glutamic acid, ortophosphoryletanolamin ve

arginino succunic acid parametrelerinde de gozlenmistir (p<0,05).

Tablo 4.7. Transfiizyon Oncesi ve sonrasi amino asit parametrelerinin karsilastiriimasi.

Kontrol Grubu Trans. Oncesi
Ortalamazstd Ortalamazstd P
(n=20) (n=20)
1-MHIS 2,96+1,03 4,26+1,49 0,025
3-amino-isobutyrc acid 1,13+0,54 1,68+1,03 0,084
4-oh-proline 11,27+5,34 15,32+7,75 0,126
Ala 243,81+£136,42 277,44+118,62 0,225
Arg 55,91+16,86 70,47+24,37 0,004
Asn 84,70+42,44 93,10+39,65 0,332
Cit 29,38+14,07 36,78+20,91 0,135
Cystine 1,76+0,77 1,88+0,95 0,845
GlIn 614,16+206,24 725,47+249.84 0,806
Glu 45,77£21,13 53,62+22.60 0,232
His 57,754+20,46 67,79+23,82 0,679
Lys 135,30+32,31 145,18+54,60 0,823
Met 26,30+12,63 31,79+£11,97 0,108
Orn 51,72+15,17 59,62+19,44 0,156
Phe 57,20+£23,03 58,414+25,07 0,126
Pro 311,37+142,55 454,38+314,32 0,017
Ser 76,95+£28.21 77,91+£32.81 0,459
Thr 70,57+35,72 78,19+£52.77 0,502
Trp 34,05+£12,77 40,88+16,86 0,790
Tyr 55,13+24,98 60,56+22,72 0,546
Val 135,10+46,89 174,40+67,71 0,015
carnosine 0,18+0,10 0,22+0,16 1,000
ethanolamin 7,20+2,64 5,15+1,70 0,758
Trans-4- OH-proline 18,89+9,86 25,58+12,32 0,100
norvaline 3,83+1,46 3,94+1,85 0,603
sarcosine 174,99+90,67 204,35+95,92 0,409
glutamic_acid 58,05+26,25 68,42+28.29 0,845
ortophosphoryletanolamin 30,25+11,01 36,75+12,43 0,204
argininosuccunicacid 6,40+4,93 8,49+6,26 0,232
Losin 106,90+42,69 129,97+51,94 0,601
1zolosin 54,43+20,86 66,66+27,73 0,285
alloizolosin 10,69+5,08 15,00+6,15 0,139

SS: Standart sapma, p degeri Paired ve Wilcoxon testlerinden elde edilmistir. (p<0,5) diizeyinde anlamli

kabul edilmistir.
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Transflizyon Oncesi ve sonrast MHIS parametresi bakimindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde farkliliklar gézlenmistir (p=0.025). Transfiizyon sonrasi gdzlenen
MHIS degeri (4,26+2,49) tedavi oncesi gozlenen MHIS degerine kiyasla (2,96+1,23)
daha yiliksek oldugu baska bir ifade ile tedavi sonrast MHIS degerinin yiikseldigi
gozlenmistir. Benzer iliski Arg, pro ve val parametrelerinde de gézlenmistir (p<0,05).
Bahsi gegen parametreler haricindeki parametrelerin tedavi Oncesi ve sonrasi

degisimlerinin istatistiksel olarak anlamli1 diizeyde olmadig1 gézlenmistir (p>0,05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Talasemiler diinyadaki en yaygin genetik (herediter) hastalik olarak kabul
edilmektedir. Diinya Saglik Orgiitiiniin verilerine gore, diinyada talasemi ve anormal
hemoglobin sikligi % 5,1°dir ve yaklasik 266 milyon tastyict vardir. Talasemi major
tilkemizin cografik konumu, akraba evliligi oran1 ve dogum hizinin yiiksek olusu gibi
nedenlerle sik goriilmekte ve tilkemizde tasiyicilik sikligr % 1°dir (2,3). Pediatrist olan
Dr. Thomas Cooley’in 1925 yilinda dort Yunan ve Italyan cocukta tespit ettigi ve
hayatlarinin ilk yillarinda derin anemi, hepatosplenomegali, biiylime geriligi ve kemik

deformiteleri ile karakterize bir hastalik tablosu (Cooley Anemisi) olarak tanimlanmistir

(4,5).

Ulkemizde birgok ilde evlilik oncesi talasemi tasiyicilifi agisindan yapilan
tarama testlerine ragmen talasemi halen ¢ok 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam
etmektedir. Hastaligin temelinde agir bir anemi vardir ve bunu engellemek igin
uygulanan tedavi sekli diizenli kan transfiizyonudur, ancak transfiizyon yapilan bu
hastalarda kan transflizyonuna baglh olarak viicutta demir birikimi meydana
gelmektedir. Diizenli kan transflizyonlar1 hayat kurtarict olmakla birlikte, bir tinite kan
ile viicuda yaklagik 200 mg demir girmis olur (81). Viicutta biriken demir basta
karaciger ve kalp olmak iizere tiroid, hipofiz ve pankreas gibi organlarda 6limlere yol
acar. Demirin viicuttan uzaklastirilmasi amaciyla diizenli olarak selasyon tedavisi

uygulanir. Fakat uygulanan selasyonun hasta tizerinde yan etkileri olabilmektedir.

Giintimiizde bu ve benzeri hastaliklarin tedavisini ortaya koymak amaciyla
metabololomik calismalar1 olduk¢a ©Onemli yer tutmaktadir. Bu tiir calismalar
giiniimiizde gelisen LC-MS/MS cihazlarmin kullanilmasi nedeniyle olduk¢a yaygin bir
duruma gelmistir. Amino asit profil analizlerinin klinik durumlar i¢in de Onemli
oldugunu daha 6nceki yapilan birgok ¢alismada vurgulanmistir. Metabolomik, viicuttaki
bircok homeostatik sistemi modifiye etme kapasitesine ve sonu¢ olarak, bircok
metabolitin tiretimini, kullanimin1 ve seviyelerini degistirme kapasitesine sahip oldugu
gibi, yeni biyobelirtegler ve terapotik hedeflere dayanan giiglii bir analitik aragtir.
Metabolomik bir yaklasim, biyokimyasal imzalarin kesfine ve sonug olarak, Invaziv
olmayan orneklerde hasta ve saglikli metabolik fenotipler arasindaki farkliliklara izin

verebilir.
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Bu amagla bu c¢aligmada; talesemi majorlu hastalarda tranflizyon oncesi ve
sonrasinda plazmadaki serbest amino asit profilleri’nin LC/MS-MS yontemiyle
hastaligin ve uygulanan tranfiizyon tekniginin lizerinde meydana getirdigi degisimler
incelenmistir. Bu yontem giiniimiizde biyokimya alaninda gold standart olarak kabul
edilmektedir. Bu yontem kullanilarak elde edilen veriler sonucunda serbest amino asit
profili gibi canli organizmanin tiim metabolizmasinda meydana gelebilen degisimler
tespit edilebilir bir hale gelmistir. Metabolomiks calismalariyla elde edilen bu veriler
kanser, diyabet ve benzeri ¢esitli hastaliklarin patogenezinin aydinlatilmasi gibi gesitli
tan1 markirlarinin tespit edilmesi ve yeni tedavi yontemlerinin gelistirimesine de olanak

saglamistir.

Uz ve arkadaglar1 2013 yilinda yaptiklari bir ¢aligma i¢in form 36 kullanip, Beta
talasemi majorlu hastalarin sosyoekonomik durumlari ile yasam kaliteleri arasindaki
iligkiyi arastirmislar. Yapilan ¢caligmada Beta talasemi majorlu hastalarin yasam kalitesi
acisindan kamu yasam kalitesine gore daha diisiik bulmuslar ve bu sonugla kronik bir

hastalig1 olan bireylerin yasam kalitesinin azaldig1 sonucuna ulasmislardir (90).

Sosyoekonomik ve egitim durumu, yasam ve beslenme tarzi gibi belirtegler,
toplum sagligi agisindan hastaliklarin 6nceden tespit edilerek erken saptanmasi,
hastaliklarin 6nlenmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Abdurrezzag ve ark. BAE’nde
Beta talasemi majorlu ¢ocuk hastalarin amino asit metabolizmasinin biiyiime lizerine
etkisiyle ilgili yaptiklar1 bir ¢alismada sosyoekonomik durumun diisiik olmasi, yetersiz

besin alimi1 engellenmis biiylimelerin diger nedenleri arasinda oldugunu belirtmisler.

Talasemili c¢ocuklarin alt sosyoekonomik gruptaki ailelere ait olma egilimi
gosterdigini vurgulamislar. Her iki ebeveynde de egitim oranlarinin kontrol grubundaki
cocuklardan diisiik oldugunu ve talasemili ¢ocuklarin alt sosyoekonomik gruba ait
ebeveynlerinde yiiksek bir akraba evliligi oran1 (% 50’den fazla) tespit etmisler. Bu
hastalarin % 72'sinin ise ilk kuzenlerden olusan ebeveynlerin c¢ocuklart oldugunu
bildirmiglerdir. Bizim yapmis oldugumuz calismada da hastalarimizin ebeveynlerinde
akraba evliligi oraninin % 67 oldugunu tespit ettik ve ¢alismamiz bu yonde benzerlik

gostermektedir.
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Ferritin, demiri depolayan hiicre i¢i bir molekiil olmakla birlikte, dolasimdaki
ferritin toplam viicut demirinin kii¢iik bir kismini olusturmaktadir. Bazi komplik
faktorlerin olmadigi durumlarda viicudun demir depolarini yansittigi kabul edilir (82).
Engellenmis biiyiimelerin diger bir nedeni, yapilan ¢caligmalardaki hastalarin elde edilen
artmig Serum ferritin konsantrasyonlarinin 1iyi kontrolii ile yeterli biliylime elde
edilebildigi bildirilmistir. Talasemi hastalarinda kemik iligi transplantasyonundan sonra
bile ferritin konsantrasyonlarinin kontrol altina alinamamasi ilerleyici biiyiime

geriligine neden olur (Abdulrezag ve ark. ).

Yavuz T’nin Beta Talasemi majorlu ¢ocuklarin doku doppler yontemiyle
diyastolik islevlerin degerlendirilmesiyle ilgili yaptiklar1 ¢alismada Beta Talasemi
majorlu cocuk hastalarda, kontrol grubuna gore Ferritin diizeylerini yiliksek bulmuslar
(Taner Yavuz). Yaptigimiz ¢alismada da hasta grubunda, kontrol grubuna oranla
Ferritin diizeylerini yliksek tespit ettik ve bu hasta grubunun fiziksel gelisimlerinin

yeterli olmamasinin bir nedenide buna baglanabilir.

Tugba koca ve arkadaslarinin yaptiklari talasemi majorlu hastalarda amino asit
ve yag asitleri demir yiikii, anti-oksidan iliskisi ile ilgili bir ¢alismada, esansiyel amino
asit’lerden metiyonin i¢in iki hastada ve non esansiyel amino asit’lerden olan glisin i¢in
dort hastada diisiikliik tespit etmisler, diger amino asit diizeylerini ise normal araliklarda

oldugunu bildirmisler (65).

Bireylerin saglikli oldugunu gdsteren dnemli bulgulardan biride kendi yasitlarina
gére uygun biiylime gostermesidir. Bireylerin yetersiz beslenme veya beslenme
bozukluguna yol agan kronik bir hastaliga sahip olmasi biiylime geriligine neden
olabilmektedir. Fuchs ve arkadaglar1 Talasemili ¢ocuklarda yetersiz besin alinmasi ile
ilgili yaptiklar1 farkli bir ¢alismada bir ay boyunca talasemili ¢ocuklara uygulanan
yogun bir beslenme destegi programinin ardindan yetersiz beslenmeden kaynaklanan
diizelmenin tutarli davranislar gosterdigini, Talasemili ¢ocuklarda optimal biiyiime ve
gelisime yardimct olmast agisindan besleyici amino asit desteginin rol oynayabilecegi
konseptini destekleme egiliminde oldugunu bildirmislerdir. Emine can ve arkadaslarinin
yaptiklari bir ¢alismadaki hastalarda endokrin agisindan istenmeyen durumlar nedeniyle
bliylime ve gelismelerinde saglikli bireylere oranla gerilik, boylarinda kisalik ve puberte

gecikmesi tespit etmisler (91).
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Ozellikle esansiyel amino asitlerden 16sin’in kas protein sentezi ve anabolizmay1
uyardigr bilinmektedir. Pozitif protein dengesinin saglanmasinda egzersizler ve
beslenme sinerjik bir etki gostermektedir (Hartman ve ark. 2009). Lizin, biiylime ve
gelismede onemli rol oynarlar. Kemik ve kaslarin biiytimesinde gerekli olan kalsiyumun
emiliminde kullanilirlar ve yaglarin enerjiye doniisiimiinde viicudu harekete gecirirler
(84,85). Abdurazzak ve arkadaslar1 talasemi majorlu ¢ocuklarda yaptiklari g¢alismada
izolosinde, fenilalaninde, trozinde, taurinde ve glutaminde kontrol grubuna gore anlamli
seviyede diisiik oldugunu tespit etmisler. Talasemi hastalarinda hiicre i¢indeki olaylarda
aminoasit kullaniminda artisa dikkat cekmisler ve yeterli alimlarda dahi ihtiyaci

karsilayamayabilecegini dile getirmigler (92).

Esansiyel amino asitleri igeren proteinlerin maksimum biiylimeyi saglamak i¢in,
protein sentezini uyardigi ve protein dengesinin saglanmasi acisindan etkili oldugu
gozlemlenmistir.Soylemez S.M. ¢ocuklar iizerinde perkiitan transkateter yol ile PDA
kapatilmasinin plazma amino asit profili iizerine olan etkilerini inceleyen bir ¢alisma
yapmis ve Konjenital kalp hastalig1 bulunan ¢ocuklarin operasyon dncesi alanin, arjinin,
glutamin, glisin, valin, fenilalanin, prolin, treonin, tirozin amino asitlerinden zengin
diyet veya soliisyonlarla beslenmelerinin, operasyon sonrast iyilesme ve hastanede kalig

stirelerini kisaltabilecegi ve biiylime hizlarini arttirabilecegi sonucuna varmiglar (95).

Treonin, pek c¢ok protein’den elde edilebilen bir amino asittir. Cilt ve bag
dokusunun onemli bilesenleri olan kollajen ve elastin gibi yapisal proteinlerin temel
parcalarindandir. Ayn1 zamanda yag metabolizmasinda ve bagisiklik fonksiyonlarinda
da 6nemli rol oynar (87). Valin, uyarici aktiviteye sahip dallanmis zincirli bir esansiyel
amino asittir. Orak hiicreli Akdeniz anemisi hemoglobinlerde, bir mutasyon nedeniyle
valin, hidrofilik olan glutamik asitin yerini alir, zihinsel canlilik, kaslarin koordinasyonu

ve duygusal sakinligi korur. Kas biiyiimesini ve dokularin onarimini da tesvik eder (88).

Histidin pekcok katalitik enzim tepkimelerinde proton aligveriginde bulunarak
tepkimeye kolaylik saglarlar(Nelson ve ark.,2005). Insanlarin viicudunda basta biiyiime
ve dokularin onarimi gibi gorevlerin yaninda, alerjik reaksiyonlar ig¢inde bagisiklik

sistemindeki histamin salgisi i¢cinde oncii vazifesi goriirler (84).
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Dawson K. ve arkadaslar1 Beta talasemi majorlu ¢ocuk hastalarla yaptiklar
amino asit metabolizmasi ve biiyiime lizerinde etkileriyle ilgili calismalarinda hastalarda
histidin’1 kontrol grubuna oranla daha diisiik bulmuslar. Yapmis oldugumuz ¢alismada
beta talesemi major hastalarinda da histidin seviyesinin kontrol gurubuna gore anlaml
sekilde diisikk oldugu tespit edilmistir. Hasta grubunun saglikli bireylere oranla boy,
kilo, kas kiitlesinin diisiik olmasi ve fiziksel zayiflik, halsizlik sikayetleri buna

baglanabilir.

Calismamizda Transflizyon Oncesi ve sonrasinda beta Talasemi Major tanili
hastalarda Hematolojik veriler kontrol grubuna gore diisiik, Ferritin degerleri ise kontrol
grubuna gore yiiksekti. Amino asit parametrelerinde transfiizyon oOncesi ile kontrol
grubunda yapilan karsilagtirmalarinda MHIS parametresi bakimindan istatistiksel olarak
anlamli diizeyde farkliliklar gézlenmistir (p=0.001). Kontrol grubu’ndaki bireylerde
gozlenen MHIS degeri (9,99+3,47) tedavi grubunda gbézlenen MHIS degerine kiyasla
(2,96+1,23) daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Benzer iliskiamino-isobutyrcacid, Arg,
Cystine, GIn, Glu, Orn, Pro, Carnosine, norvaline, glutamicacid
ortophosphoryletanolamin ve argininosuccunicacid parametrelerinde de gézlenmistir
(p<0,05).

Amino asit parametrelerinin hasta grubunda transfiizyon sonrasi yapilan
Olctimler ile kontrol grubundaki oOlgiimlerin karsilagtirmalarinda MHIS parametresi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkliliklar gdzlenmistir (p=0.004).
Kontrol grubundaki bireylerde gozlenen MHIS degeri (9,99+3,47) tedavi grubunda
gozlenen MHIS degerine kiyasla (4,26+1,49) daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Benzer
iliski amino-isobutyrcacid, Arg, Asn, Cit, Cystine, GIn, Glu, His, Met, Orn, Pro, Trp,
Val, Sarcosine, glutamicacid, ortophosphoryletanolamin ve argininosuccunicacid
parametrelerinde de gozlenmistir (p<0,05). Amino asit parametrelerinin transfiizyon
oncesi ve sonrast MHIS parametresi bakimindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde
farkliliklar gozledik (p=0.025). Transfiizyon sonras1 gozlenen MHIS degeri (4,26+1,49)
transflizyon oncesi gozlenen MHIS degerine kiyasla (2,96+1,03) daha yiiksek oldugu,
baska bir ifade ile transfiizyon sonras1t MHIS degerinin yiikseldigi gézlenmistir. Benzer
iliski Arg, pro ve val parametrelerinde de gozlenmistir (p<0,05). Bahsi gegen
parametreler haricindeki parametrelerin transfiizyon 6ncesi ve sonrasi degisimlerinin

istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmadig1 gézlenmistir (p>0,05).
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Bazi hastaliklarda amino asit diizeylerinin dl¢iilmesi ve takibi komplikasyonlarin
onlenmesi agisindan énemlidir. Caligmamizda amino asit ve tiirevlerinde farkli sonuglar
elde ettik, fakat bu galismayla ilgili olarak daha detayli ¢alisma yapilmasina ihtiyag

oldugu kanisindayiz.
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