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Kuzey Kibris Turk Cumhuriyeti’nde Yasayan Beta-Talasemi Majorli
Hastalarda Demir Yuklne Bagli Oksidatif Stres Dizeylerinin Belirlenmesi ve
Kontrol Grubu ile Karsilastiriimasi.

Ogrencinin Adi: Ziya Salman
Danismani: Prof. Dr. Tamer Yilmaz
Anabilim Dali: Biyokimya

OZET

Amagc:Bu calismanin amacl, Beta Talasemi Majorli (B-TM) hastalarda olusan farkh
derecelerdeki artmis demir yikinln proteinler, lipitler ve DNA Uzerindeki oksidatif
etkilerini arastirmak ve E vitamini (o-tokoferol),Koenzim Q10 ve EC-SOD
gibiantioksidan biyobelirtecler tizerine olan etkilerini belirlemektir.

Gere¢ ve Yontem:Yas ve cinsiyeti uyumu Uc¢ grupB-TM’li hasta ile cahsildi.
Gruplarin her biri farkh yikseklikteki ferritin seviyelerine sahip 15’erkisiden
olusturuldu. Bulgular ferritin dlzeyleri normal,yas ve cinsiyet uyumlu,15 saglikh
kisiden olusan kontrol grubu ile karsilastirildi. Serum Ferritin deQerleri oto-analizor
ile Total Oksidan Stati (TOS) ve Total Antioksidan Stati (TAS) kalorimetrik
yontemle, 8-epi-prostaglandin F2 alfa (8-epi-PGF2a), Advanced Oxidation Protein
Products (AOPPs), 8-hidroksi-deoksiguanozin (8-OHdG), Ekstraselliler Stiperoksit
Dismutaz (EC-SOD) ve Koenzim Q10 Micro Eliza kullanilarak él¢tldd.
Bulgular:TOS, 8-epi-PGF2a, AOPPs, 8-OHdG ve EC-SOD degerleri B-TM
gruplarinda kontrol grubuna gére anlamli olarak yiksek bulundu. Ayrica B-TM’li
hastalarinda ferritin ve oksidatif stresin biyobelirtecleri arasinda anlamli ve gucli
pozitif korelasyon tespit edildi. TAS, a-tokoferol ve Koenzim Q10 diizeyleri B-TM’li
hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli derecede distik bulundu. Ayrica, B-TM’li
hastalarinda ferritin ve TAS, a-tokoferol ve Koenzim Q10 arasinda anlamli ve guclu
negatif korelasyon tespit edildi.

Sonug:Ferritin ilelipitler, proteinler ve DNA’da meydana gelen oksidatif hasar
arasinda anlamli ve gucli pozitif korelasyon tespit edilmisken, buna karsilik
antioksidanlar ileanlamli ve glclu negatif korelasyon bulunmustur.

Anahtar Sozcukler:Talasemi, Ferritin, Oksidatif Stres, Oksidan, Antioksidan.



Determination of Oxidative Stress Levels of Iron Burden in Patients with Beta-
Thalassemia Major Living in Turkish Republic of Northern Cyprus and
Comparison with Control Group.

Student’s Name: Ziya Salman
Advisor: Prof. Dr. Tamer Yilmaz
Department: Biochemistry

ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to investigate the oxidative effects of iron
overload at different heights on proteins, lipids and DNA in Beta Thalassemia Major
(B-TM) patients and to evaluate the changes on antioxidant biomarkers, vitamin E
(a-takoferol), CoenzymeQiq9and EC-SOD.

Materials and Methods: We studied with three groups of age and sex match B-TM
patients. Each consists of 15 subjects at different heights of ferritin levels. Findings
were compared with age and sex match control group of 15 healthy people with
normal ferritin levels. Ferritins were measured with an auto-analyzer, Total
Antioxidant Status (TAS) and Total Oxidant Status (TOS) were measured by
calorimetric methods, 8-epi-prostaglandin F2 alpha (8-epi-PGF2a), Advanced
Oxidation Protein Products (AOPPs), 8-hydroxy-deoxyguanosine (8-OHdG),
Extracellular Superoxide Dismutase (EC-SOD) and Coenzyme Q10 were measured
using the Micro Elisa in sera.

Results: TOS, 8 epi-PGF2a, AOPPs, 8-OHdG and EC-SOD values were found
significantly elevated in B-TM groups compared to the control group. In addition, a
significantly strong positive correlation was determined between ferritin and
biomarkers of oxidative stress at B-TM patients. TAS, a- tokoferol and Coenzyme
Q10 levels were found significantly low in B-TM patients compared to the control. In
addition, a significant strong negative correlation was determined between ferritin
and TAS, a- tokoferol and Coenzyme Q10 at B-TM patients.

Conclusion: Our results indicate that there is a significantly strong positive
correlation between ferritin and oxidative damage to lipids, proteins and DNA and a
significantly strong negative correlation with antioxidants a-tokoferol and
Coenzyme Q10.

Key words: Thalassemia, Ferritin, Oxidative Stress, Oxidant, Antioxidant.



1. GIRIS ve AMAC

Talasemi, normal yetiskin insan hemoglobin molekilini (HbA) olusturan
polipeptit zincirlerinden alfa (o) veya beta () globulin sentezinin azalmasi veya
sentezlenememesi ile karakterize bir grup genetik kan hastaligidir. Genel olarak
talasemiler, barindirdiklari polipeptit zincirinin yapisina bagh olarak alfa veya beta
talasemi olarak iki ana gruba ayrilir. Alfa talasemiler kendi icerisinde dorde ayrilir ve
en agir formu olan alfa talasemi majér cok nadir goralir ve dinyanin farkli
bélgelerinde bulunabilirler. Ote yandan beta talasemiler ise kendi iclerinde tige ayrilir
ve en agir formu olan Beta Talasemi Major (B-TM), ayni zamanda “Cooley anemisi”
veya “Akdeniz anemisi” olarak da bilinir.Diinya ¢apinda bilinen en yaygin genetik
bozukluk olup o6zellikle Akdeniz bolgesi, Afrika, Orta Dogu, iran, Hindistan
kitasinin giney kisimlarini, Burma, Gineydogu Asya, Cinin Glney bolgesi ve
Endonezya’da daha sik olarak gorulmektedir.

Tipik olarak B-talasemi major, ineffektif eritropoez ve hemoliz nedeni ile, orta
derecede veya siddetli anemi ile karakterize bir kan hastaligidir (Asif ve ark., 2015).
Hastalar hayatta kalabilmek icin yasamlari boyunca diizenli kan transflizyonuna
ihtiya¢c duymaktadirlar. Bu nedenle selasyon tedavisine ragmen demir birikimi beta
talasemi major hastalarinda en blyiik sorun olmaya devam etmektedir (Rahim ve
ark., 2016). Demir birikimi sonucu reaktif oksijen turleri ve serbest radikal
olusumunda artis, oksidatif stres diizeylerinde yukselme, ve peroksidasyona bagl
hlcre, doku ve organlarda hasarlar meydana gelmektedir (Abdalla ve ark., 2011).
Reaktif oksijen turleri ylksek derecede reaktiviteye sahip olduklarindan hicresel
makromolekuller olan lipitler, proteinler ve DNA ya hasar verme kapasitesine
sahiptirler (Al-Sweedan ve ark., 2012).

Oksidatif stres, oksidanlarla antioksidanlar arasindaki dengenin, oksidanlar
lehine artisi isaret etmek icin kullanilan bir terimdir. Oksidatif stres, birgok hastaligin
ilerlemesinde rol oynayan genel bir mekanizmadir. Reaktif oksijen tlrlerindeki
(ROT)artis, lipitler, proteinler ve DNA’ da meydana gelen peroksidasyonlardaki artis
oksidatif stresin gostergelerindendir (Hossain ve ark., 2015). Oksidatif stresin



laboratuvarda 6l¢limii biyokimyasal bir parametre olan “Oksidatif Stres indeksi* ile
mimkindir. Bu da Total Oksidan Statu’nun (TOS), Total Antioksidan Statii’ye

bélinmesinin ylzdelik olarak ifade edilmesi ile hasaplanir (Soma ve ark., 2015).

Vicudumuz bizi oksidatif stresin yikici etkilerinden koruyabilme potansiyeline
sahip, antioksidanlar olarak adlandirilan maddeleri barindirmaktadir. Antioksidanlar,
dusiik konsantrasyonda bulunan, oksidatif siireci 6énemli Olctide inhibe eden veya
geciktiren, ¢cogu zaman kendileri oksidasyona ugrayan maddeler olarak tanimlanir.
Son birkag yilda, antioksidanlar beslenme diinyasinin vazgecilmez besin takviyeleri
haline gelmistir. (Kassab-Chekir ve ark., 2003).

Biz bu calismamizda, demir yukunun oksidatif stres (zerine olan etkisini
arastirmak icin farkh ferritin seviyelerine sahip (< 1000 ng/ml, 1000-3000 ng/ml,>
3000 ng/ml) B-TM ’li hastalarin oksidatif stres indekslerini, normal ferritin diizeyine
sahip saghkli kisilerden olusan kontrol grubu ile karsilastirdik. Bunun icin éncelikle
Total Oksidan Stattlerini (TOS) ve Total Antioksidan Statulerini (TAS) 0lctik ve
oksidatif stres indekslerini hesapladik. Ayrica Oksidatif stresin sebep oldugu protein
hasarini 6lgmek icin Advance Oxidation Protein Products (AOPPs) duzeylerini, lipit
peroksidasyonunu 6lgmek icin 8-Epi-prostaglandin Fy (8-epi-PGFy) diizeylerini ve
DNA daki hasari 0Olgmek icin ise 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG)
seviyelerini tesbit ettik. Oksidatif stresle bas etmede viicudumuzun sahip oldugu en
O6nemli savunma sistemi olan antioksidan sistem elemanlarindan Koenzim Q10,
Ekstracellller Superoksit Dismutaz enzimi (EC-SOD) ve alfa-tokoferol (a-tokoferol)

seviyelerini olctiik ve kontrol grubu ile karsilastirdik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hemoglobin

Omurgali canlilarda hicrelere oksijen akisi oksijen tasiyici molekiller ile
saglanir. Bu molekiller protein yapisinda olan hemoglobin ve myoglobulin’dir.
Kirmizi kan hiicrelerinde bulunan hemoglobinin baslica gorevi akcigerlerden doku
kapilerlerine oksijeni transport etmektir. Hemoglobin ayni zamanda dokulardan
akcigerlere CO, ve hidrojen iyonlarinin transportunda da o6nemli rol oynar.
Hemoglobin , icinde demir bir ¢ekirdedin oldugu “hem” yapisi ile “globulin” ismi
verilen bir protein yapidan olusurlar. insanda en fazla bulunan Hemoglobinin A
(%96-98) nin yapisi Sekil 2-1 de gdsterilmistir.

Dremin Hem
curubu

Hemogloban molekdilil (Fe)

I-Llezl Kire
{Eritrosit)

P ozingin @ Eincird
Polipreptid molek @l Cn aelikal sekli

Sekil 2-1: Hemoglobin A’nin yapisi (Hemoglobin.gen.tr, 2018).

2.2. Hem’in Yapisi

Hem protoporfirin IX ile +2 degerlikli demirden (Fe?*) olusan bir kompleksdir.
Demir, porfirin halkasinin 4 azotuna baglanarak hem molekuluniin merkezinde

tutulur.



Protoporfirin IX 4 pirol halkasindan olusur. Hem ‘in yapisi Sekil 2-2 de

gosterilmistir.

Sekil 2-2: Hem in yapisi (Wikibooks, 2018)

2.3. Globulin’in Yapisi

Globulin yapisinda 2 farkli zincir bulunur. Normal bir eriskinde % 98 oraninda
bulunan “Hemoglobin A” da 2 adet alfa (o) ve 2 adet beta () zinciri bulunur. Alfa
zinciri 141, beta zinciri ise 146 aminoasit den olusur. Globulin iki benzer dimerden
(op1 ve ap2) olusan tetramerik bir yapiya sahiptir. Bu dimerler 1 ve 2 olarak
numaralandirilirlar (heterotetramer). Her dimerdeki 2 polipeptit zinciri 6zellikle
hidrofobik etkilesmeler ile sikica birarada tutulur. Dimerdeki zincirler arasinda ayni
zamanda iyonik baglar ile hidrojen baglari da olusur. Hemoglobinin a subinitleri 8

subdnitleri ile birbirlerine nazaran daha kuvvetli iliskidedirler.

Hemoglobindeki a-globulin zincirlerini kodlayan iki gen cifti (ao/aa) 16.
kromozomda bulunur. 16. kromozomda ayni zamanda embriyonik gelisimin
baslarinda gorulen zeta () globulin zincir genleri de bulunur. B-globulin zinciri igin
tek bir gen ise 11. kromozomda bulunur. Bu kromozomda ayrica -globuline benzer
zincirler olan gama (y), delta (8) ve epsilon (g) zincirlerine ait genler de bulunur. y

zinciri fetal hemoglobinde (HbF), & zinciri yetiskinlerde bulunan minér hemoglobin



olan HbA2’de ve ¢ zinciri ise embriyonik gelisim esnasinda gorultr. Globulin gen

lokuslarinin sematik gosterimi Sekil 2-3 de verilmistir.

Beta Globhin Gene Cluster
Chromosome 11
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Sekil 2-3: Globulin gen lokuslarinin sematik gésterimi
(Bunn ve Forget, 1986).

2.4. Gelisim Sirasina Gore Hemoglobinler

Embriyonik globulin zincirlerinin Gretimi ilk trimestirin sonunda durur.
Embriyonik gelisimin baslangicinda, zeta ve epsilon globulin zincirleri sentezlenerek
embriyonik hemoglobinler olan Gower1(2€2), Gower2 (02¢2) ve Portland ({2y2)
uretilir. Gebeligin ilk iki ayindan sonra, kromozom 16’da zeta zincirlerinin Gretimi
sonlanir ve alfa zincirlerinin Uretimi baslar. Bu arada benzer sekilde kromozom
11’de epsilon zincirlerinin sentezi durur, gama zincirlerinin sentezi baslar ve
hemoglobin F olusur. Fetal yasamin 5.ayinda beta zincirlerinin Gretimi yavas yavas
artmaya baslar. Dogumdan kisa bir stire dnce, gama zincirlerinin Gretimi durur ve
11.kromozomda beta zincir sentezi ile kucik miktarda delta zincirlerinin sentezi
baslar. Boylece yetiskin hemoglobinleri olan HbA ile HbA2 retilir. Embriyonik,
fetal ve eriskin evrelerde saglikli insanda bulunan hemoglobin tipleri tablo 2-1 de,
dogum o6ncesi ve sonrasi toplam globulin sentezinin ylzdelik olarak miktarlari ise

Sekil 2-4 de gosterilmistir.



Tablo 2-1: Ug farkli gelisim evresindeki hemoglobin tipleri (Kutlar, 2011).

Uretim Hemoglobin Yapi Eriskin
L Gower | Zeta 2 Epsilon 2
Emt;r\ll)rlsmk Gower 11 Alfa 2 Epsilon 2 8
Portland | Zeta 2 Gama 2 0
Fetal HbF Alfa 2 Gama 2 % 80-85
Evre HbA Alfa 2 Beta 2 %15-20
HbA2 Alfa 2 Delta 2 Cok dustik
HbA Alfa 2 Beta 2 96 - 98%
Eriskin HbA, Alfa 2 Delta 2 2,5-35%
HbF Alfa 2 Gama 2 <1%
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Sekil 2-4: Dogum dncesi ve sonrasi sentezlenen globulin zincirleri
(Hemoglobinopati tani rehberi, 2018) Hsgm.saglik.gov.tr.



2.5. Hemoglobine Oksijenin Baglanmasi

Her hemoglobin 4 hem grubu icerdiginden herbirine birer tane olmak tzere 4
molekil oksijeni baglayabilir. Baslica fonksiyonu akcigerlerden dokulara oksijeni
transport etmek ek olan hemoglobin oksijen ile dissosiye olabilen bir kompleks
olusturur (Wikibooks, 2018; Schechter, 2008; Marengo-Rowe, A.J. 2006). Sekil 2-5
de oksijenin akcigerlerde hemoglobine baglanmasi ve dokularda hemoglobinden

ayrilmasi gosterilmistir.

Oxygen from
pulmonary alveolus

@-

H-l-rhugjﬁ-.hlh molaculas Oxygen
{one hemoglobin moleculs releaased to cells

can Bind up o four osygen molocu o)

Rzl
blosod cell

=

Sekil 2-5: Oksijenin hemoglobine baglanmasi ve hemoglobinden ayrilmasi
(Dreamstime.com, 2018)

2.6. Hemoglobinopatiler

Anormal hemoglobinler veya hemoglobinopatiler, kalitsal hastaliklar olup, esas
olarak hemoglobinin globulin genlerini etkileyen mutasyonlardir. Yaklasik 1000
hemoglobin mutasyonu sonucu hemoglobinin yapisi, ekspresyonu, globulin
genlerinin gelisimsel duzenlenmesi degisir. Genel olarak hemoglobinopatiler 3

grupta siniflandirilabilir.

a) Kalitatif anormallikler (hemoglobin varyantlari),
b) Kantitatif anormallikler (talasemiler),

¢) Hem Kkalitatif hem de kantitatif anormallikler

(Information Center For Sickle Cell And Thalassemic Disorders, 2002).



2.7. Talasemiler

Talasemi, globulin zincir sentezi bozuklugu sonucu meydana gelen, kalitsal,
hemolitik ve tek gen bozukluguna bagh en yaygin kan hastaligidir. En yuksek
insidansi %40 a kadar giiney dogu Asya’da olmak Uzere, diinya nifusunun %3 (inden
fazlasi talasemi genini tasimaktadir. Talasemi Kuzey Kibris Turk Cumhuriyeti
(KKTC) icin de bir halk saghgi problemi olarak karsimiza cikmaktadir. Kibris
adasinda yasayan populasyonun beta-talasemi geni tasima insidansi %16 - %18
arasinda olup bu oran muhtemelen dinyadaki en ylksek oranlarindan biridir.
Talasemi, bilinen 100 den fazla alfa ve 200 civari beta globulin gen mutasyonu ve
delesyonu sonucunda meydana gelen, azalmis globulin zincir sentezinden, hig
uretilmeyen alfa ve beta zincirlerine kadar olan bircok farkli dereceye sahip, genis
yelpazeli bir genetik kan hastaligidir. Normal olarak, alfa ve beta globulin
zincirlerinin sentezi koordineli bir sekilde yapilir, boylece her bir-alfa globulin
zinciri bir beta globulin zincir partnerine sahiptir. Bunun sonucu eriskin hemoglobini
olan HbA (02B2) meydana gelir. Talasemiler, DNA'daki bir veya daha fazla
nlkleotitin sibstitisyonu veya delesyonu dahil olmak (zere cesitli mutasyonlar
nedeniyle alfa veya beta globulin zincirinin sentezinde meydana gelen kusurlar
sonucu olusurlar. Talasemiler, yalnizca tek bir ¢esit globulin zincirinin Gretildigi (aO-
veya [0-talasemi) veya globulin zincirlerinden birtanesinin dusik bir seviyede
sentezlendigi (o+ veya B+ talasemi) bozukluklar olarak siniflandirilabilir. Alfa
talasemiler ve beta talasemiler olmak tzere iki ana sinifa ayrilirlar. (Laksmitawati ve
ark., 2003; Baysal ve ark., 1992).

2.7.1. Alfa (a) Talasemiler

Alfa globulin zincirinin yapimindan dort gen sorumludur. Bunlarin ikisi anneden
ikisi babadan kalitsal olarak gecmektedir.Alfa talasemiler, kromozom 16 da lokalize
olmus dort adet alfa globulin geninin birinde veya daha fazlasinda meydana gelen
delesyon veya mutasyon sonucu alfa globulin zincir Gretiminin azalmasi veya hig
yapilamamasina bagli olarak meydana gelen bir grup kan hastahigidir. Bunun sonucu
olarak fonksiyon yapmayan beta globulin veya gama globulin tetramerleri olusmakta
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ve hucre 6lumleri meydana gelmektedir. Alfa globulin zincirinde gorilen delesyon
ve mutasyonlari s6yle gruplandirmak mimkdndur.

» 1 mutasyona ugramis gen: Bu kisilerde talasemiye bagli herhangi bir isaret
veya belirti bulunmamaktadir. Fakat bu hastahgin tasiyicisidirlar ve bunu
cocuklarina gecirebilirler. Bu kisilere Alfa Talasemi Gizli Tasiyicisi da denmektedir.

*2 mutasyona ugramis gen: Bu kisilerde talasemiye bagli isaret ve belirtiler
hafiftir. Bu durumdaki Kisilere Alfa Talasemi Taslyicisi da denir.

*3 mutasyona ugramis gen: Bu Kisilerde talasemi ye bagl isaret ve belirtiler
hafiften siddetliye kadar degisebilmektedir. Bu Kisilere Hemoglobin H hastasi da
denmektedir.

*4 mutasyona ugramis gen: Bu tip alfa talasemi seyrek olarak bulunur.
Etkilenmis olan fetiis agir anemiktir ve genellikle 61u dogar. Canli dogan bebeklerde
genellikle kisa bir sure sonra o6lir. Canhi kalabilenler ise Omir boyu kan
transflizyonuna ihtiya¢ duyar. Bu durumdaki Kkisilere Alfa Talasemi Major,
Hemoglobin Barts veya Hydrops Fetalis da denmektedir (Mayo Clinic, 2016). Tablo

2-2 de Alfa Talasemilerin siniflandirilmasi goériilmektedir.

Tablo 2-2: Alfa Talasemiler’in Siniflandiriimasi

Normal Gen sayisi Genotip Klinik sniflandiriima
4 gen aa/aa Normal
3gen ao/-a Gizli tastyici
2 gen -0/-a veya —a/-- Taslyicl
1gen -a/-- Hb H
O gen --[-- Hb Barts / Hydrops Fetalis

2.7.2. Beta () Talasemiler

Beta Talasemi hemoglobin sub 0nitesi olan beta globulin zincirinin azalmis
sentezi ve ya hi¢ Gretilememesi sonucu olusan mikrositik, hipokrom anemi ile
karakterize bir kan hastaligidir (Origa, 2018).
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Beta globulin zincirinin yapimindan iki gen sorumludur. Bunlarin biri anneden,
birisi ise babadan kalitsal olarak ge¢cmektedir. Beta Talasemiler, kromozom 11 de
lokalize olmus iki adet beta globulin geninin birinde veya ikisinde meydana gelen
delesyon veya mutasyon sonucu beta globulin zincir Uretiminin azalmasi veya hig
yapilamamasina bagl olarak meydana gelen bir grup kan hastahigidir. Gorilen
baslica gen mutasyonlari soyledir.

1 mutasyona ugramis gen: Bu kisilerde talasemi ye bagl isaretler ve belirtiler

hafiftir. Bu duruma Beta Talasemi Mindr veya Beta Talasemi Tasiyicisi denmektedir

*2 mutasyona ugramis gen: Bu kisilerdeki belirtiler orta derece ile agir derece
arasinda degismektedir. Bu duruma Beta Talasemi Majoér veya Cooley’s anemisi

denmektedir.

iki hatali hemoglobin geni ile dojan bebeklerde, dogumda saglikli
gorinmelerine ragmen hayatlarinin ilk iki yilinda talasemi ye bagl isaret ve belirtiler
gelismektedir. iki mutasyonlu gene bagl olarak, daha hafif seyreden ve Talasemi
intermedia olarak adlandirilan, farkli bir Beta Talasemi formu da meydana
gelebilmektedir. Beta Talasemi Mindr ile Beta Talasemi Major (B-TM ) arasi klinik
ile Kkarakterize bu talasemiler, Beta Talasemi intermedia (BTIi) olarak
adlandiriimaktadir. Tablo 2-3 de Beta Talasemilerin siniflandirilmasi gosterilmistir.

Tablo 2-3: Beta Talasemilerin Siniflandirilmasi

Siniflandirma Genotip Klinik
B Talasemi min6r / tastyici B/B+, B/BO Sessiz
B Talasemi intermedia B+/B+, B+/B0 Orta derece
B Talasemi major BO/B0 Agir

Beta Talasemilerde, B-globulin zincirlerinin sentezi, tipik olarak fonksiyonel
mRNA'nin Gretimini etkileyen nokta mutasyonlarinin bir sonucu olarak azalir veya
yoktur. Bununla birlikte, alfa-globulin zincir sentezi normaldir. Beta globulin

zincirleri ile eslesememis alfa-globulin zincirleri, kararl tetramerler olusturamazlar
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ve bu nedenle de hiicre iginde presipitasyona ugrarlar. Bu da eritrositlerin olgunluga
erisemeden premature 6limine neden olur. Beta-talasemilerde HbA2 (A252) ve HbF
(02y2) 'de artis meydana gelir. Her hiicrede beta globulin geninin sadece iki kopyasi
vardir (her kromozom 11'de bir tane). Sekil 2-6 da alfa ve beta genleri kromozom 16.

ve 11. de sematik olatrak gosterilmistir.

Chromosome 11 Chromosome 16
p globin gene ¢ globin gene

Sekil 2-6: Alfa ve beta genlerinin 11. ve 16. kromozmlardaki temsili pozisyonlari
(thalassemia.com, 2018)

Bu nedenle iki beta-globulin geninden sadece bir tanesi kusurlu olan bireyler
Beta Talasemi Tasltyicisi (B-Talasemi Mindr), her iki geni de kusurlu olanlar ise -
talasemi intermedia veya major (Cooley anemi) diir. Beta-globulin geni gebeligin son
donemine kadar eksprese edilmediginden, [-talasemilerin fiziksel belirtileri
dogumdan sadece birkag ay sonra ortaya ¢ikar. -talasemi minorl bireyler bir miktar
B-zinciri yapabildikleri igin spesifik tedavi gerektirmezler. B-talasemi majérle dogan
bebekler dogumda saglikli gériinmekle birlikte birkag ay icerisinde ciddi anemik hale
gelirler. Bu hastalar yasamlarini idame ettirebilmeleri icin dizenli kan
transflizyonuna gerek duyarlar.Bu tedavi hayat kurtarici olsa da, transflizyonlarin
kimalatif etkisi asiri demir yikadir (hemosideroz olarak bilinen bir sendrom).
Demir selasyon tedavisi morbidite ve mortaliteyi azaltmak amaciyla kullaniimaktadir
(Wahed ve Dasgupta, 2015; Forget ve Bunn, 2013; Gumrik, F. 2018)
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2.8. Demir Metabolizmasi

Demir pek ¢ok canli icin esansiyal bir elementtir ve yasamsal éneme sahiptir.
Elektron alip verme 6zelligi nedeniyle oksijen tasinmasi, enerji yapimi, DNA, RNA
ve protein sentezinde yer alir. Pek ¢cok enzimin yapi ve fonksiyonu icin gereklidir.
Demir fonksiyonlari, tasinmasi ve depolanmasi sirasinda hiicrelerde ve vicut
sivilarinda ferrik (Felll) veya ferroz (Fell) sekilde bulunur. Demirin bu elektron
degisimi yani redoks aktivitesi, bir taraftan gerekli ve yararl olurken, diger taraftan,
demir fazlahgi durumlarinda olusan serbest demir, prooksidan olarak serbest oksijen
radikallerinin olusmasina yol agar. Antioksidanlar tarafindan yeteri kadar detoksifiye
edilemiyen serbest oksijen radikalleri, Ozellikle de hidroksil radikali htcresel
elemanlar icin ileri derecede =zararli ve toksiktir (Fenton ve Heber-Weis
reaksiyonlarr). Bu nedenle demir hichir zaman serbest birakilmamaya calistlir.
Demir, plazmada karaciger tarafindan sentezlenen ve glukoprotein yapisinda olan
transferin tarafindan tasinir ve ferritin olarak depolanir. Organizmada demir
konsantrasyonu cok siki bir denetim altindadir. Organizmada bulunan demirin % 60-
70’i hemoglobinde ve dolasan eritrositlerde, % 10’u miyoglobulin ve sitokromlarda
ve demir iceren enzimlerdedir. Kalan %20-30’u gerektiginde kullanilmak (zere
baslica karaciger ve retikiloendotelial sistem makrofajlarinda depolanir. Organizma
demiri yararlari nedeniyle siki  bir sekilde korumaya programlanmistir.
Organizmadan demir atan normal fizyolojik bir mekanizma yoktur. Gastrointestinal
sistemden dokdlen epitel hiicrelerle az miktarda olmak Utzere ve kanamalar disinda
demir kaybi olmaz. Fazlasi toksik olan bu elementin sistemik dengesi tamamen
emilimin kontrolu ile saglanmaktadir. Organizmada ¢ok ciddi bir demir ekonomisi
vardir. Diyet demirinin %10’u duedenumdan olmak (zere ginde 1- 2 mg demir
emilir ve buna karsilik 1-2 mg demir digki ile atilir. Normal sartlarda transferinin
demirle saturasyonu (TS) % 30 orandadir. Transferinin demir baglama kapasitesi
tamamen dolarsa, plazmada transferine bagl olmayan (Non Transferrin Bound Iron)
serbest demir dolasmaya baslar. Bu demir 6zellikle karaciger ve kalp hicrelerine
kolaylikla girebilir ve hiicresel diizeyde hasar olusturabilir (Uysal, 2018)
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2.9. Ferritin

Ferritin viicudumuzun demir diizeyini gosteren ve serbest demiri depolayarak
kontrol altinda tutan bir anahtar vazifesi gérmektedir. Ferritin her canlida bulunan ve
yuksek derecede korunmus demir depolayan ve demiri kontrollu bir sekilde serbest
birakan bir proteindir. Omurgalilarda sitozolde bulunan ferritin H (heavy, 21kD) ve
L (light, 19kD) olarak adlandirilan 2 alt Gniteden olusur. Hucrenin fizyolojik
durumuna ve doku tipine bagh olarak ferritinde H ve L alt birim orani degisebilir.
Karaciger de L alt birim agirhkli iken, kalp ve bobrekte ise H birimi agirhkhdir. H ve
L orani sabit degildir ve oldukca esnektir.iltinaphi ve enfeksiyonlu durumlarda,
ksenobiyotik strese yanitta, farklilasma ve gelisimsel gecisler gibi uyaranlarla
degisebilir. Ferritin H feroxidaz aktivitesiyle demiri oksitleyerek Fe (I11) formuna
dondsturar.  Ferritin - L ise, demirin mineralizasyonundan ve uzun slre
depolanmasindan sorumludur. Ferritinin en 6nemli fizyolojik islevi demir depolamak
ve gerektiginde rezervden kullanima sunmaktir. Ferritin her canlida bulunan ve
yuksek derecede korunmus demir depolayan ve demiri kontrollu bir sekilde serbest
birakan bir proteindir. Biyosentezi demir tarafindan uyarilir.  Apoferritin
biyosentezinin demir ile uyarilmasi, bu elementle basa c¢ikmak icin hucresel bir
mekanizmadir. Ferritin biyosentezinin demir yoluyla indiksiyonu, bir dizi patolojik
durumda cok ©nemli olabilir. Tekrarlayan kan transflizyonu ile tedavi edilen
talasemilerde, ferritin ve hemosiderin seviyeleri, ortaya cikan fazla demir ile basa
citkmak igin artar ve bobrekler yoluyla elimine edilemez (Akarsu, 2012; Harrison,
1986). Ferritinin kimyasal yapisi sekil 2.7 de, kuresel yapisi ise sekil 2,8 de

gosterilmistir.
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Sekil 2-7: Ferritinin kimyasal yapisi Sekil 2-8: Ferritinin kiresel sekli
(chemistry.wusti.edu, 2018). (chemistry.wusti.edu, 2018).

2.10. Beta Talasemi Majorli Hastalarda Kronik Demir Birikimi

Beta Talasemi Majorli hastalar gibi transfiizyona bagimli anemilerde demir
birikimi, splenektomisiz olgularda 0.5 mg/kg/gin ve splenektomili olgularda 0.4
mg/kg/gin kadardir. Transfuzyonlarla kazanilan demir basta goreceli olarak
zararsizdir. Kemik iligi ve retikuloendotelial sistem (karaciger ve dalak) makrofajlari
tarafindan depolanir. Retikuloendotelial sistemin 10-15 gram civarinda olan
depolama kapasitesi asilinca, demir makrofajlardan plazma transferrinine verilir ve
oradan da parankimal hticrelere girerek doku hasarina neden olur. Asiri demir yikli
olgularda, transferrinin demir tasima kapasitesi dolmakta ve transferrine bagli
olmayan demir (serbest demir, non-transferrin bound iron, NTBI) olusmaktadir.
Parankimal hicrelerdeki demir (labil demir havuzu) artinca, bir korunma
mekanizmas! olarak, transferrin demirinin hucre igine girisi engellenir. Ancak
transferrine bagl olmayan serbest demirin (NTBI) hicrelere girisi, Ustelik transferrin
demirinden ¢ok daha hizli olarak devam eder. Bdylece labil demir havuzunun kontrol
edilemez genislemesi, oksiradikal olusumunu baslatarak demir toksisitesine neden
olur.

Beta Talasemi Majorli hastalarda hemoliz ve etkisiz eritropoez sonucunda
olusan kronik anemi en 6nemli komplikasyonlardandir. Bu nedenle hayatta

kalabilmek icin dizenli kan (eritrositler) transfiizyonuna ihtiya¢c duymaktadirlar.
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Ancak, sik transfuzyonlar kacinilmaz demir birikimi ile sonuglanir. Hastalarda yilda
25 Unite kan transflizyonunu takiben 5 g demir biriktirebilir. Talasemi hastalarinda
azalmis olan hepsidin nedeniyle artan gastrointestinal demir emilimi, demirin daha
fazla birikmesine neden olur. Asirt demir ylk{nun bir sonucu olarak demir baglayici
protein “transferrin”, dolasimdaki serbest demir ile baglanma kapasitesini asar,
transferrine baglanamayan demiri kan dolasimina NTBI olarak birakir. Transferrine
bagli olmayan demir, dengesizdir ve ferrik durumdan ferr6z duruma donuserek
reaktif oksijen trlerini (ROT) olusumuna neden olur. Demir birikimine bagli serbest
radikallerdeki artis, lipit, protein ve DNA’ nin peroksidasyonuna neden olarak hcre
hasarina yol acar. Demir birikimindeki artisin devam etmesi kalp, karaciger ve
endokrin bezler olan hipofiz, tiroid, paratiroid, adrenal ve pankreas da dahil olmak
Uzere ana organlarin islev bozukluguna ve yetersizligine yol acar. Serum ferritin
diizeyi vicut demir depolarinin en sik kullanilan indirek gostergesidir (Aydinok,
2018; Karunaratna ve ark., 2017).

2.11. Oksidanlar

Elektronlarin bir atom veya molekilden bir digerine gecisleri redoks reaksiyonu
olarak adlandiriimaktadir. Bu reaksiyonlarda molekillerden biri elektron kaybederek
oksitlenmekte (Yikseltgenmekte) digeri elektron kazanarak reduklenmekte
(indirgenmekte) dir. Standart Reduksiyon potansiyeli, elektronlara olan ilgiyi olcer.
Yiksek pozitif rediksiyon potansiyeline sahip maddeler, daha kolay elektron alir ve
oksidan olarak davranir. Yiksek negatif rediksiyon potansiyeline sahip maddeler,
daha kolay elektron verir ve rediktan olarak davranir (Gelisgen, 2013). Tablo 2-4 de
biyolojik 6neme sahip bazi yari reaksiyonlarin standart rediiksiyon potansiyelleri
gosterilmistir.

Tablo 2-4: Biyolojik 6neme sahip bazi yari reaksiyonlarin standart rediiksiyon
potansiyelleri

Sistern Eo Valt | Sistem Eo Valt
H*/ H2 -0.42 Fumarat / Stiksinat +0.03
NAD+/ NADH -0.32 | Sitokrom b; Fe** / Fe™ +0.08
Liopat ; oks / red -0.29 Ubikinon; oks / red +0.10
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Asetoasetat / 3-hidroksibiitirat -0.27 Sitokrom c1; Fe™® / Fe*? +0,22
Piruvat/Laktat -0.19 | Sitokroma; /Fe®/ Fe*? +0,29
Oksaloasetat / Malat -0.17 Oksijen / Su +0.89

2.12. Fenton ve Heber-Weis Reaksiyonlari

Superoksit radikali kuvvetli bir indirgeyicidir. Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlari olarak tanimlanan reaksiyonlar sonucunda,stperoksit radikali son
derece etkili hidroksil radikaline donusir. Bu doniistimde bir gecis metali olarak
demir 6nemli bir rol oynar. Dolayisiyla, stiperoksit radikalinin siratle ortamdan
uzaklastiriimasi gerekir. Bu radikal, peroksit dismutaz etkisi ile H,O, ‘ye donusur.
H,O, ise radikal niteliginde olmayan zayif etkili indirgeyici bir bilesiktir. Ancak

H.0, de Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari ile hidroksil radikaline dénusebilir.
Fe'™ + O, eseep Fe™™ + 0,.- (Suiperoksit radikali)

O,.- + 2H" + e- eeeep H,0, (Hidrojen peroksit)

H,O, + Fe™ eseep Fe™™" + OH + OH' (Hidroksil radikali) Fenton reaksiyonu

H.O;, + Oy.- eseep OH + 0O, + OH' (Hidroksil radikali) Heber-Weis reaksiyonu

2.13. Serbest Radikaller

Serbest radikaller dis orbitallerinde bir yada daha fazla eslesmemis elektrona
sahip yuksek enerjili atom ya da molekillerdir. Serbest Radikallerin ¢ogu yiksek
oranda reaktiftir ve eslesmemis elektron bulundurduklarindan kararsiz yapidadirlar.
Baska molekullerden ya bir elektron alarak ya da bir elektron vererek stabil duruma
gecme egilimindedir. Serbest radikaller organizmada metabolik olaylar sirasinda
olustuklari gibi, radyasyon, ilaglar ve zararli kimyasal maddeler gibi cesitli dis
etkenler nedeniyle de olusur. Aerobik organizmalarda bu radikallerin ¢ok énemli bir
bolimi oksijen ve azot kaynaklidir. Organizmada ayrica karbon ve kukirt merkezli
radikaller de olusur. Aerobik organizmalar yasamlarini sirdirmek igin oksijene
mutlak gereksinim duyar. Oksijen hicrede bir dizi reaksiyondan gecerek suya
donusir ve bu sayede hiicre kendisi igin gerekli enerjiyi saglar. Fakat bu sirecte
oksijenin %2-3 kadari suya dénusmeyip oksijen kaynakl radikaller olusur. Oksijen

molekiltnin bir elektron alarak indirgenmesi ile stiperoksit radikali, ikinci elektronu
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alarak indirgenmesi ile hidrojen peroksit olusur. Uglincii elektronun eklenmesi ile
yuksek derecede reaktif hidroksil radikali, dordinct elektron eklenmesiyle de su
meydana gelmektedir. Sekil 2.8 de molekiler oksijenden su su oluysumuna kadar

gecen sirecte elektron transferi ve olusan ara uriinler gosterilmistir.

i " - N, o\

'\_1___. 'l\.___:-!__.ll '.‘__3_ J '1\_4___..'
O ¢ @ +0-" + 2 + 2H' » H0y + @ s OH + & + ¥ » H.0
Molekuler Superoksit Hidropn Hadroksil Su
OkEION racddall poroksn radikali

Sekil 2-9: O, den su olusumu surecinde meydana gelen radikal ara urtnler
(sabis.sakarya.edu.tr, 2018).

Serbest radikaller organizmada, mitokondride ve hiicrenin diger fraksiyonlarinda
membran’a bagli veya serbest halde bulunan pek cok enzimin Kkatalizledigi
reaksiyonlar sirasinda olusur. Bunlar arasinda mikrozomal karma fonksiyonlu
oksidaz sistemi, sitoplazmik ksantin oksidaz, hiicre membranina bagli NADPH
oksidaz ve lipooksijenazlar gibi enzimlerin kataliz ettigi reaksiyonlar sayilabilir.
(Webders, 1996; Koca, 2018)

2.14. Serbest Radikal Olusturan Baslica Mekanizmalar.
1) Otooksidasyon
2) Gegis Metal iyonlarinin Etkisi
3) Fotooksidasyon
4) Enzimatik Oksidasyonlar

5) Halojenlenmis Hidrokarbonlar

2.15. Reaktif Oksijen Turleri (ROS)

Oksijen vicut icin vazgecilmez bir elementtir. Biyolojik sistemlerde en dnemli
serbest radikaller oksijenden olusanlardir. Oksijen iceren herhangi bir serbest radikal
reaktif oksijen tirl olarak isimlendirilir. Viicuda alinan oksijenin yaklasik %3-5’i
reaktif oksijen tirlerine (ROS) cevrilmektedir. Normal sartlarda oksijenin yaklasik

%95-97’si suya indirgenir. Geriye kalan %3-5’i ise superoksit anyonuna donusur.
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Bunun sebebi, ubikinon’un (koenzim Q) yiklendigi elektronu Kompleks 111 yerine
molekdiler oksijene aktarmasidir. Hicrelerdeki oksijen metabolizmasi, cevre
Kirleticileri, radyasyon, pestisitler, ¢esitli tibbi tedavi yollari ve kontamine sular gibi
bircok etmen kacinilmaz bir sekilde oksijen tlrevi serbest radikallerin olusumuna
neden olur.

Enfeksiyoz ajanlar ve bagdisiklik sisteminin fagositoz yapan hucreleri (notrofiller,
eozinofiller, monosit ve makrofajlar), ¢cok hizli O, tlketerek serbest radikallerin ana
kaynagini olusturan solunum patlamasina yol acarlar. Serbest radikaller, hiicre
metabolizmasi sirasinda meydana gelen enzimatik reaksiyonlarda ara trunler olarak
enzimlerin aktif yerinde devaml olusmaktadir. Ara Urtinler olarak bilinen reaktif
oksijen ve reaktif nitrojen tlrleri bazen enzimlerin aktif yerinden sizarak molekuler
oksijenle kazara etkilesir ve serbest oksijen radikallerini meydana getirirler. Kararsiz
yapidaki bu reaktif oksijen turleri, kararlh hale gelmek icin hicrelere saldirmakta ve
hicre bilesenlerine zarar vermek suretiyle gesitli hastaliklara yol agmaktadir.

Bu radikaller serbest radikal zincir reaksiyonlarini baslatarak hiicrede karbon
merkezli siperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, organik hidroperoksit,
hipoklorit, peroksinitrit, alkoksi ve radoksi radikalleri gibi cesitli oksidantlarin
olusumuna neden olurlar. Organizmada en ¢ok gorilen ROS doymamis yag
asitlerinin alil grubundan bir hidrojenin ¢ikmasiyla olusan lipit radikalidir. Bu yapi
once oksijenle tepkimeye girerek lipit peroksi radikalini, daha sonrada lipitlerle
zincir reaksiyon yapmak suretiyle lipit hidroperoksitleri olusturur. Ortamdaki demir
(Fe*?) ve bakir (Cu™) iyonlari hem lipit peroksit olusumunu hizlandirmakta, hem de
bu radikali sitotoksik trtinlere donustirmektedirler. Reaktif oksijenler elektron almak
uzere lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve DNA ile reaksiyona girmektedirler. Bu
oksidanlar fazla miktarda oldugunda, membrandaki lipitlerin peroksidasyonuna yol
acarak permeabilitenin bozulmasina, dolayisiyla hiirce i¢i iyon dengesizligine neden
olmaktadirlar. Ayrica, proteinlerin, DNA ve RNA gibi molekdllerin yapisini bozarak
bircok hastaligin olusumunda 6nemli rol oynamaktadirlar. Reaktif oksijen tdrleri,
hlcre zarinda bulunan doymamis yag asitlerinin peroksidasyonuna neden olarak asil
toksik etkilerini gosterirler. Lipit peroksit radikalleri, bir yandan hicre
membranindaki diger doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin
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olusumuna yol acarken, diger taraftan agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipit
peroksitlerine dontsurler ve boylece olay kendi kendini katalizleyerek devam eder
(Sezer ve Keskin, 2014).

Organizmadaki serbest radikaller hem endojen hem de eksojen kaynaklar
tarafindan meydana getirilebilir. Endojen olarak en 6nemli Uretim yeri mitokondridir.
Eksojen kaynaklar ise UV isinlari ve gesitli kimyasal maddelerdir. Canlilarda serbest
radikallerin yogunlugunun arttigi durumlarda lipitler, proteinler ve nukleik asitler
uzerinde yapisal bozukluklara neden olarak zararli etkilere yol acabilirken disik
duzeyde bulunmalari halinde yararli etkilerinden de s6z etmek mumkunddr.

Dlsuk yogunluktaki serbest radikaller enfeksiyonlara karsi savunma, kanser
hicrelerinin  6lddrilmesi ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu gibi savunma
fonksiyonlariyla birlikte intraselliler depolardan kalsiyum salinimi, tirozin amino
asidini fosfatlama aktivasyonu ve biylime faktort sinyallerinin aktivasyonu gibi
hlcresel sinyallerin aktivasyonunda rol oynamaktadir. Serbest radikaller oksijen ve
nitrojen kaynakl olabilir. Oksijen kaynakli olanlar reaktif oksijen tirleri (ROS) ve
nitrojen kaynakli olanlar reaktif nitrojen tirleri (RNS) olarak isimlendirilir.

Reaktif Oksijen Turleri (ROS), oksijen iceren reaktif maddelerdir ve baska
molekdlleri okside etme egilimine sahiptir (oksidan). ROS, yiiksek 6lglide pozitif
redoks potansiyeline sahiptir. Reaktif oksijen turleri genel olarak serbest radikaldir,
ancak tamami serbest radikal degildir (Karabulut ve Gilay 2016). Tablo 2-5 de

reaktif oksijen tarleri, sekil 2-6 da ise reaktif nitrojen turleri gosterilmistir.

Tablo 2-5: Reaktif oksijen turleri (ROS)

Radikaller Nonradikaller

Suiperoksit 0O,” Hidrojen peroksit H.0,
Hidroksil OH Hipokloroz asit HOCI
Peroksil ROO" | Hipobromoz asit HOBr
Alkoksil RO | Singlet oksijen 0,
Hidroperoksil HOy Ozon O3
LIPIT peroksil LOO

Tablo 2-6: Reaktif nitrojen turleri (RNS)
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Radikaller Nonradikaller

Nitrik oksit NO Nitrik asit HNO,

Nitrojen dioksit NOy Nitrosil katyonu NO*
Nitroksil anyonu NO
Dinitrojen tetroksid N20O4
Dinitrojen trioksid N2O3
Peroksinitrit ONOO
Peroksinitrik asit ONOOH
Nitronyum katyonu NO,"
Nitril klorid NO.CI
AlKil peroksinitrit ROONO

2.16. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Serbest radikaller reaktif yapilari nedeniyle basta lipitler, proteinler ve nikleik
asitler olmak Uzere tum htcre bilesenleri ile etkilesebilme ve onlara zarar verebilme
ozelligindedir. Lipitler serbest radikallerin etkisine karsi en hassas biyomolekullerdir.
Stiperoksit radikali ve hidroksil radikali sitoplazma, mitokondri, nikleus ve
endoplazmik reticulum membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis
baglan ile kolayca reaksiyona girerek peroksidasyonu baslatir ve sonug olarak
membran permiabilitesi artar. Coklu doymamis yag asitleri, hiicre membrani ve
LDL’ nin yapisinda bol miktarda bulunur ve hiicre membraninin akiskanhgini saglar.
Reaktif oksijen tirleri coklu doymamis yag asitlerindeki C=C c¢ift bagi hedefler, C
‘nin eslesmemis bir elektronunun kalmasina ve bir serbest radikal olmasina yol acar.
Karbon merkezli radikalin stabilizasyonu i¢in molekiler yeniden yapilanma gelisir.
Oksijenle kolayca reaksiyona girerek peroksiradikal olusturabilir. Peroksiradikal bir
baska lipit molekuliinden elektron ¢alar ve bu olay bir zincir reaksiyon olarak devam
eder. Olusan lipit radikalleri hicrenin bircok komponenti ile reaksiyona girerek
toksik etkilerini gosterirler.

Proteinler serbest radikallere karsin poliansature yag asitlerinden daha az
hassastirlar. Serbest radikallerden etkilenme dereceleri amino asit kompozisyonlarina

baglidir. Doymamis bad ve kukdrt iceren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin,
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metiyonin ve sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden daha
kolay etkilenirler. Bu etki sonucunda 0zellikle sulfir radikalleri ve karbon merkezli
organik radikaller olusur. Hemoglobin gibi hem proteinleri de serbest radikallerden
onemli oranda zarar gorrler. Ozellikle oksihemoglobinin stiperoksit radikali ve
hidrojen peroksitle reaksiyonu methemoglobin olusumuna neden olur.

Serbest radikaller DNA “yi etkileyerek hiicrede mutasyona ve 6lime yol acarlar.
Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere
yol acar. Hidrojen peroksit membranlardan kolayca gecerek hiicre cekirdegindeki
DNA’ ya hasar vererek hticrelerde fonksiyon bozukluklarina, hatta hicre 6limiine
yol acabilir. Sonug olarak hiicrede ROS ve serbest radikallerin artisi hiicre hasarinin

o6nemli bir nedenidir (Akpoyraz ve Durak, 1995).

2.17. Pro-Oksidanlar

Reaktif oksijen tirlerinin Gretimine yol agarak veya antioksidan sistemleri inhibe
ederek oksidatif strese neden olan molekillere pro-oksidan denir. Hicre ve
dokulardaki reaktif serbest radikal iceren tim molekdller pro-oksidandir. (Rahal,
2014).

2.18. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif oksijen turleri (serbest radikaller) ve antioksidanlar
arasindaki dengenin reaktif oksijen tirleri (serbest radikaller) lehine bozulmasi
sonucu hticre ve doku hasari olusmasi olarak tanimlanabilir (Betteridge, 2000). Sekil

2-10 da oksidatif denge sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2-10: Oksidatif denge (jceionline.org, 2018)

2.19. Antioksidanlar

Canli organizmalar, hicrede meydana gelen zararli etkilere karsi koyabilmek
icin kendilerine bazi stratejiler gelistirir. Bunlardan en 6nemlisi antioksidan savunma
mekanizmalaridir. Serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stresin 6nlenmesinde
antioksidanlarin olusturdugu savunma sistemleri birinci sirada yer alir. Endojen ve
eksojen antioksidanlar olarak iki ana gruba ayrilirlar. Endojen antioksidanlar
kompartmanlara ayriimis bir ag sistemi seklinde, antioksidan enzimler ve enzim
olmayan molekdller olarak hicre sitoplazmasinda ve cesitli organellerinde
bulunurlar. Okaryotik organizmalarda her hiicrede bulunan Siiperoksit Dismutaz
(SOD), Katalaz ve Peroksidazlar gibi temel antioksidan enzimler, reaktif oksije
tarlerinin kademeli bir sekilde daha kararli molekdller olan su ve oksijene cevirir.
Temel antioksidan enzimlerin yani sira, cok sayida ikincil enzimler, kiiciik molekuler
agirlikh antioksidanlarla beraber redoks sikllstnde gorev alarak temel antioksidan
enzimlerin fonksiyon gorebilmesi icin gerekli kofaktorleri saglarlar. Kigik
molekdler agirlikh bu antioksidanlar (Glutatyon S-transferazlar , NADPH,
tioredoksin, vitaminler E, vitamin C ve selenyum gibi eser elementler v.s.) ayrica
ROS un direk temizleyicileri olarak da goOrev yaparlar. Bu enzimatik ve
nonenzimatik antioksidan sistemler yasamin surdirilebilmesi icin gerekli olan hiicre
ici redoks dengesini hassas bir sekilde koruyarak ROS'un neden oldugu istenmeyen

hlcresel hasari en aza indirirler (Birben, 2012).
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Sekil 2-11 de antioksidanlarin serbest radikallere elektron transferi ve tablo 2-7

de antioksidanlarin siniflandiriimasi gosterilmistir.

Eksik Elektian

@ -2 =l
F il & e
i Mot € DnmEds W
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Antioksidan Serbest radikal

Sekil 2-11: Antioksidanin serbest radikale elektron transferi
(blog.bodyforumtr.com, 2018).

Tablo 2-7: Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

ANTIOKSIDANLAR
ENDOJEN EKSOJEN
ENZiM OLAN ENZIM VITAMINLER ILAC VE
OLMAYAN GIDALAR
1. Slperoksit 1. Transferrin 1. a-tokoferol 1. Trolox-C
Dismutaz (SOD) | 2. Melatonin 2. B-karoten 2. Sitokinler
2. Glutatyon 3. Seruloplazmin | 3. Askorbik asit) 3. Barbitiiratlar
Peroksidaz 4. Ferritin 4.Folik asit (folat). | 4. Demir selatorleri
(GSH-Px). 5. Miyoglobulin ;
3. Glutatyon S 6. Albimin 5. Desferroksamin
Transferazlar 7. Hemoglobin
(GST). 8. Bilirubin
4. Katalaz (CAT). 9. Glutatyon
5. Mitokondriyal 10. Sistein
Sitokrom 11. Urat
Oksidaz sistemi 12. Laktoferrin
6. Hidroperoksidaz | 13. Metiyonin
14. Koenzim Q10
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2.20. Total Oksidan Statt (TOS)

Bircok farkli oksidan turu laboratuvarlarda olcilebilmektedir. Fakat ayri ayri
yapilan bu élcimler zaman kaybina, yogun is glcline ve pahaliya mal olmaktadir.
Farkh oksidan molekullerinin ayri ayri dl¢ilmeleri pratik olmadigindan ve bunlarin
oksidan etkileri eklenebilir olduklarindan test &rneklerindeki toplam oksidan
miktarlari 6lcllebilmektedir. Bu Olcimlere Total Oksidan Statli, Total Peroksit,
Serum Oksidasyon Aktivitesi, Reaktif Oksijen Metabolitleri gibi farkl isimler

verilmektedir.

2.21. Total Antioksidan Stat (TAS)

Bircok farkli antioksidan tiru laboratuvarlarda 6lgllebilmektedir. Fakat ayri ayri
yapilan bu 6lcimler zaman kaybina, yogun is glcline ve pahaliya mal olmaktadir.
Farkli antioksidan molekullerinin ayri ayri 6lctlmeleri pratik olmadigindan ve
bunlarin antioksidan etkileri eklenebilir olduklarindan test érneklerindeki toplam
antioksidan miktarlari Olculebilmektedir. Bu Ol¢iimlere Total Antioksidan Statd,
Total Antioksidan Kapasite, Total Antioksidan Aktivite, Total Antioksidan Gi¢ gibi

farkli isimler verilmektedir.

2.22. 8-Epi-Prostaglandin F2 Alfa (8-epi-PGF2a)

Bir izoprostan (IsoP)olan8-epi-PGF2a serbest radikallerin katalizledigi ¢oklu
doymamis yag asitlerinden (esasen arasidonik asit) in vivo Uretilen prostaglandin
izomerleridir. lipid membranlardaki doymamis yag asitlerinden in situ olarak
olusturulur ve daha sonra fosfolipazlar tarafindan serbest birakilirlar. F2-
isoprostan1990 yilinda kesfedilen ilk isoprostan sinifidir. izoprostanlar in ilk fark
edilen kullanim alanlari oksidatif stres biyobelirteci olmalaridir. 8-epi-PGF2alipit
peroksidasyonunun en iyi belirteclerinden biridir. Bunun en ©6nemli nedenleri
kimyasal olarak stabil olmalari, peroksidasyonun spesifik Grtnleri olmalari, in vivo
olarak olusmalari, biyolojik sivilarda ve dokularda tespit edilebilir dizeylerde
olmalari ve diyetteki lipit iceriginden etkilenmemeleri sayilabilir (Czerska ve ark.,
2016)
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2.23. 8-Hydroxy-2'-Deoxyguanosine (8-OHdG)

DNA kromozomlar icerisinde proteinlerle c¢evrilmesine ragmen, molekuler
hareketlerden ya da dis kosullardan dolayr bozulmalar meydana gelebilir. Reaktif
oksijen turleri ile indliiklenen DNA hasarinin hicresel modifikasyonlarin en ciddisi
oldugu dustnulmektedir. DNA’nin her bir pargasi, serbest oksijen radikallerinin
saldirilarina karsi kolay bir hedeftir. Oksidatif DNA hasari, toksik etkenlerin
seviyelerine bagli olarak artis egilimi olan hicresel metabolizmanin kaginilmaz bir
sonucudur. Yirmiden fazla baz lezyonu tanimlanmis olmasina ragmen en dikkat
cekeni 8-hydroxy-2’deoxyguanosine’dir. DNA oksidasyonunun bir gostergesi olan
8-OHdG ¢ok yaygin olarak meydana gelen bir baz hasar Griini oldugundan oksidatif
DNA hasar indeksi olarak kabul edilmekte ve bircok arastirmaci tarafindan DNA

hasar belirteci olarak kullanilmaktadir (Agirbas ve ark., 2015).

2.24. Advanced Oxidation Protein Products (AOPPs)

Plazma proteinleri oksidanlar icin kritik hedeflerdir.Serbest radikaller ve
oksidanlar proteinlerin, 6zellikle serum alblminin oksitlenmesine neden olmaktadir.
Ozellikle hassas amino asit kalintilarinin oksidasyonu, proteinlerin denaturasyonuna,
capraz bag olusumuna ve fragmantasyona neden olmaktadir. AOPPs ilk defa 1996
yilinda Witko-Sarsat ve arkadaslari tarafindan tanimlanmis modifiye bir protein olup,
oksidan aracili protein hasarini 6lgmek icin kulanilan guvenilir bir biyobelirtectir
(Demirbilek ve ark., 2007).

2.25. Vitamin E

Vitamin E, ylksek antioksidan potansiyeli olan yagda ¢6zlinen bir vitamindir.
Bu vitamin, sekiz stereoizomeri olan asimetrik bir bilesiktir. Bu asimetrik formlar a,
B, y, & tokoferol ve a, B, y, & tokotrienol olarak siniflandiriimaktadir. insanlarda en
biyoaktif formu o-tokoferol diir. a-tokoferol, serbest radikallerin hasarlarindan hiicre
membranlarini korur. a-tokoferol in antioksidan olarak temel fonksiyonu lipit
peroksidasyonuna karsi korumada bulunmaktir. Vitamin E serbest radikalleri sabit
hale getirerek peroksidasyon zincirini kirar ve bu olgu 1 O, ’nin ¢ogunlukla OH" e
ya da O,.- ye indirgenmesi ile gerceklestirilir. Vitamin E, radikallerin yok edilmesi,

zincirin kirilmasi, baskilama, bozulan yapilarin onarilmasi ve endojen savunma
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sistemlerinin gigclendirilmesi gibi mekanizmalarin tamamini kullanarak antioksidan
gorevini yerine getirdiginden antioksidan kapasitesi ¢cok genis ve ylksektir. Vitamin
E’nin hicre zarinda gosterdigi antioksidan etkiyi, hiicre icerisinde genelde glutatyon
peroksidaz (GPx) uzerine alir. Glutatyon peroksidaz ve o-tokoferol birbirlerini
tamamlayici bir antioksidan etki gosterirler. o-tokoferol peroksitlerin olusumunu
engellerken, GPx olusmus olan peroksitleri ortadan kaldirir.

2.26. Koenzim Q10

Koenzim Q10 (CoQ10, ubikinon, vitamin Q10, ubidekakinon, ubidekarenon),
insan vicudunda dogal olarak sentezlenen vitamin benzeri benzokinon bilesigidir.
Aerobik solunum, aerobik metabolizma ya da hiicre solunumu islemlerinde enerji
uretiminde hayati 6neme sahiptir. Koenzim Q10, ubikinonlar olarak bilinen
bilesiklerin  bir ailesidir. Butin hayvanlarda ve insanlarda ubikinonlar
sentezlenebildiklerinden vitamin olarak kabul edilmezler. insan hiicreleri tirozinden
koenzim Q10 sentezleyebilir. Koenzim Q10 nin lipitlerdeki ¢ozunurlugi yiksektir.
Hemen hemen butln hicre membranlarinda bulunmasinin yani sira lipoproteinlerde
de bulunur. Ayrica, mitokondri i¢ zarinda bulunan, en az ¢ mitokondri enzimi
(Kompleks 1, 11, 1) icin bir kofaktér olup oksidatif fosforilasyonda énemli bir rol
oynar. Koenzim Q10 bir antioksidan olarak, serbest radikalleri stpirdr, lipit ve
protein peroksidasyonunu baskilar. indirgenmis formu, ubikinol (CoQH? ), bir
lipofilik antioksidan olarak hareket eder ve elektron tasima sisteminde elektron ve
proton tasinmasina katilir. Ubikinol, oksidanlari nétralize etmek icin elektron verir
ve ¢ok guiclii bir antioksidan aktivitesi gdsterir. Boylece koenzim Q10, H*O? ve O°.-
gibi toksik ROS’lara karsi etkin bir koruma saglar. Koenzim Q10, vitamin E’ye
benzer oranlarda lipit peroksidasyonunu onler. Koenzim Q10, a-tokoferol ile sinerjik
olarak calisir, aktif formlarini yeniden olusturur ve vitamin C ile benzer bir

mekanizmayla etkisini gosterir.

2.27. Suiperoksit Dismutaz (SOD)
Reaktif oksijen tlrlerine karsi ilk savunma hattini olusturur. Superoksit

Dismutaz, stperoksit radikalini (O.-) hidrojen peroksit (H.O, ) ve molekiler
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oksijene (O, ) katalizleyen enzimatik bir antioksidandir. insanlarda SOD’un ii¢
formu bulunur. Bunlardan bakir (Cu) ve cinko (Zn) igeren siperoksit dismutaz
(Cu/Zn SOD) sitozolde, manganez (Mn) iceren siperoksit dismutaz (Mn SOD)
mitokondride ve ekstrasellller siiperoksit dismutaz (EC SOD) hicre disi sivilarda
bulunur. Siperoksit dismutaz izoenzimlerinden sitozolik dimerik Cu/Zn SOD,
hicrelerde en bol bulunan SOD formudur. Bir diger SOD izoenzimi olan Mn SOD,
80 kDa molekiil agirligina sahip mitokondriyal bir enzimdir. Aktif bolgesinde Mn*?
bulundurmaktadir. Farkhliklara ragmen Cu/Zn SOD ile ayni reaksiyonu
katalizlemektedir. Ekstrasellliler stperoksit dismutaz (EC SOD), 135,000 kDa
molekiler agirliga sahiptir. Ekstraselluler Stiperoksit Dismutaz, her bir alt Ginitesinde
bir Cu ve bir Zn atomu icerir. Bakir ve ¢inko enzimatik aktivite icin gereklidir.
Ekstraselluler superoksit dismutazin oncelikli yeri ekstraselliler matriks ve hiicre
yuzeyleridir. Bu bolgelerde plazmada bulunandan daha yiksek yogunlukta bulunur.
Ekstraselluler stperoksit dismutaz, fibroblast hucreleri, glia hicreleri ve endotel
hicreleri tarafindan salgilanmakta ve sentezlenmektedir. Akciger dokusunda tip 11
epitel hicrelerinin ve solunum vyollari ile kan damarlarini ¢evreleyen diz kas
hicrelerinin yogunluguna bagll olarak EC SOD sevileri yuksektir. Ekstraselller
dizeyde enzimatik olarak Oj.- leri etkisizlestirebilen tek antioksidan olmasi
sebebiyle, EC SOD oksidan hasari, yangi ve fibrozis gibi bircok akciger

hastaliklarindan korunmada ¢ok dnemli bir role sahiptir (Karabulut ve Giilay 2016).
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3. GEREC ve YONTEM

Kuzey Kibris Turk Cumhuriyetinde yasayan Beta Talasemi Majorlu (B-TM)
hastalarda demir yikine bagh oksidatif stres diizeylerinin belirlenmesi ve kontrol
grubu ile karsilastiriimasi bashkli calismamiz Yakin Dogu Universitesi Etik Kurulu
tarafindan 17.11.2016 tarihinde YDU/2016/41-336 proje numarasi ile onaylanmistir.

Bu calisma KKTC ‘de yasayan ve selasyon tedavisi altinda olan transflizyona
bagimh B-TM i hastalarinda ilk defa yapilmis olup, ylksek demir birikiminin
indirekt bir gostergesi olan yiksek serum ferritin seviyeleri ile oksidatif stres
biyobelirtecleri arasindaki iliski arastirilmistir. Bu sebeple B-TM ’ li hastalar serum
ferritin seviyelerine gore (¢ gruba ayrilmis pro-oksidan ve anti-oksidan parametreleri

belirlenmistir.

3.1. Calismanin Planlanmasi

Dr. Burhan Nalbantoglu Devlet Hastanesi Talasemi Merkezinde tedavi goren,
18-55 yas arasi 45 Talasemi majorll hasta bu calismaya dahil edilmistir. Bu hastalar
hemoglobin degerlerini 10 g/dL nin lzerinde tutabilmek icin kilogram basina 15 ml
eritrosit konsantresi almaktadirlar. Bu ¢alismaya katilan hastalarin timintn dalaklari
alinmis ve selator olarak desferoksamin (DFO) kullanmaktadirlar. Hastalar dizenli
olarak ayda iki kez sorumlu hekim tarafindan muayene edilmekte ve tedavileri
gerektigi gibi guncellenmektedir. Serum ferritin diizeyleri ve diger biyokimyasal
parametreleri her (i¢ ayda bir diizenli olarak dl¢tlmektedir. Ayrica, kardiyak,
endokrinolojik, serolojik ve hepatolojik degerlendirmeler yilda bir kez diizenli olarak
yapiimaktadir.

Calismamizda B-TM ’li hastalari serum ferritin seviyelerine gore 15 er Kisilik 3
gruba ayirdik. Her 3 gruptaki 15er hastadan, 8 i erkek ve 7 si kadin olarak segilmistir.
Hasta gruplarinin ferritin seviyeleri birinci grup icin < 1000 ng/mL, ikinci grup igin
1000-3000 ng/mL ve Ggunct grup i¢in > 3000 ng/mL olarak belirlenmistir.

Kontrol grubu yine 8 i erkek ve 7 si kadin olmak (izere, cinsiyet ve yas olarak
hasta grubu ile uyumlu, Beta Talasemi tasiyicisi olmayan, saghkli ve ferritin

seviyeleri normal sinirlar igerisinde olan kisiler arasindan segilerek olusturulmustur.
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Hasta ve kontrol grubundan hi¢ kimse herhangi bir antioksidan madde veya besin
takviyesi kullanmamaktadir.

Ferritin ayn1 zamanda bir akut faz proteini olmasi sebebi ile hastalardaki ylksek
seviyelerinin  herhangi  bir karaciger enflamasyonu veya hastaligindan
kaynaklanmadiginin teyidi icin tim hasta grubunun karaciger fonksiyon testleri olan
ALT ve AST testleri de yapilmistir.

Tablo 3-1 de ¢alismaya dahil edilen 3-TM ‘li hasta gruplari ve kontrol grubu ile
ilgili demografik bilgiler icermektedir. Cinsiyet, Yas, aldiklar transfiizyon miktari ve
sikligi, splenektomi ameliyati ve kullandiklari selatorlerle ilgili temel bilgiler yer

almaktadir.

Tablo 3-1: B-Talasemi Majorli Hasta ve Kontrol Gruplarinin Demografik Verileri.

Kontrol B-TM -1 B-TM -2 B-TM -3
Erkek 8 8 8 8
Kadin 7 7 7 7
Yas (Ortalama + SD) | 32 + 11 38+ 10 377 35+9
Transfiizyon/Ay Yok B;Sﬂggi)t.e 3;5[312:;.6 3;5[312:;.6
Splenektomi Hicbiri Hepsi Hepsi Hepsi
Kullanilan Selator Yok Desferoksamin | Desferoksamin | Desferoksamin

3.2. Kan Orneklerinin Alinmasi

Tdm kan ornekleri en az 10 saatlik bir achgin ardindan sabahleyin
transflizyondan 6nce alinmistir. Kan 6rnekleri kuru tiplere 10 ml ve EDTA | tlipe 2
ml olarak alinmistir. Kuru tipler bir saat stireyle pihtilasmasi beklendikten sonra
1300 xg de 15 dakika santriftj edilerek serumlari ayrilmis ve testlerin yapilmasina
kadar gecen slre boyunca - 80 derecede dondurularak saklanmistir. EDTA i

tiplerden ise 2 saat igerisinde tam kan sayimi yapiimistir.
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3.3. Yapilan Testler ve Kullanilan Ydntemler
3.3.1. Serum ferritin duzeylerinin belirlenmesi

Serum ferritin diizeyleri Yakin Dogu Universitesi Hastanesi laboratuvarlarinda
kullanilan Abbott immunoanalyzer i2000 (USA) kullanilarak yapilmistir.

3.3.2. Tam kan sayiminin belirlenmesi

Tam kan sayimi Yakin Dogu Universitesi Hastanesi laboratuvarlarinda

kullanilan Sysmex XP-300™ otomatik kan sayim cihazi kullanilarak yapilmistir.

3.3.3. ALT ve AST duzeylerinin belirlenmesi

ALT ve AST dizeyleri Yakin Dogu Universitesi Hastanesi laboratuvarlarinda
kullanilan Abbott kimya oto-analiz6ri ci4100 (USA) kullanilarak belirlenmistir.

3.3.4. Total oxidan statti (TOS) niin belirlenmesi

TOS un belirlenmesi Rel Assay Diagnostics (Gaziantep, Turkiye) Kkitleri
kullanilarak kalorimetrik olarak dlgtlmustur.

Testin prensibi:

Numunede bulunan oksidanlar ferroz iyono-dianisidine kompleksini ferrik iyona
donastardrler. Ferrik iyonlar asidik ortamda ksilenol oranj ile renkli kompleks
olusturur. Spektrofotometrik olarak 530 nm &lcllebilen renk yogunlugu, 6rnekte
bulunan toplam oksidan molekil miktari ile orantihdir. Test, hidrojen peroksit ile
kalibre edilir ve sonuclar, litre basina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri

cinsinden ifade edilir (umol H,O, Equiv./L).

Kullanilan reaktifler: (Reaktiflerin timi kullanima hazir sekildedir)
1. Reaktif 1[Tampon ¢ozeltisi (NaCl, H,SO4,glisero, Xlenol orange)]
2. Reaktif 2 (o-Dianisidine dihidrocloride, amonyum ferr6z sulfat)
3. Standart 1 (Deiyonize su, kor olarak kullanildr)
4, Standart2 [Stok stabilize standart solusyonu (SSSS), (800 mM H,0,
Equiv./L)]
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Testin yapilist:
I.  Standart 2 soliisyonu (SSSS) 40.000 kez deiyonize su ile dilte edildi ve 20
MM H,0,Equiv./Lelde edildi.
Il. 500 pl Reaktif 1’e 75ul standart veya test edilecek serum drnegi ilave edildi.
1. ilk 6lgiim (absorbans) spektrofotometre ile 530 nmdalga boyunda okundu.
IV.  Ardindan 25 pul Reaktif 2 eklenerek 37 °Cde 5 dk. inkube edildi.

V. ikinci kez 6l¢iim (absorbans) yine 530 nm dalga boyunda okundu.

Sonuglarin hesaplanmasi:
Orneginin absorbansi = (Ornegin 2. Olgiimii — ornegin ilk dlgtimi)
Standart 2’ nin absorbansi = (Std. 2’ nin 2. Olgtimii - Std. 2 nin ilk Olgimii)
Test sonucu = (Ornegdin absorbansi / Std. 2’ nin absorbansi) x 20

Olgtim sonucundaelde edilen dederler pmol H,O, Equiv./L seklindeifade edilmistir.

3.3.5. Total antioksidan statu (TAS) nun belirlenmesi

TAS In belirlenmesi Rel Assay Diagnostics (Gaziantep, Turkiye) Kkitleri
kullanilarak kalorimetrik olarak dl¢tlmustur.

Testin prensibi:

Numunedeki antioksidanlar 2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic
acid) (ABTS) radikalinin olusturdugu karakteristik koyu mavi-yesil rengin ortama
ilave edilen numunedeki antioksidanlar ile acgilmasi esasina dayanmaktadir. 660
nm'de 6lcilen absorbans (abs.) degisimi, numunenin toplam antioksidan seviyesini
belirler. Testin kalibrasyonu stabil bir antioksidan standart (std.) ¢6zelti olan ve

geleneksel olarak Trolox Esdeger olarak isimlendirilen bir Vitamin E analogu ile

yaptlir.

Kullanilan reaktifler: (Reaktiflerin timu kullanima hazir sekildedir)
1. Reaktif 1 (Tampon ¢ozeltisi)
2. Reaktif2 (ABTS Radikali)
3. Standart 1 (Deiyonize su, kor olarak kullanildr)
4. Standart 2 (1 mM Trolox Equiv./l)
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Testin yapilist:

I. 500 ul Reaktif 1’e 30l standart veya test edilecek serum drnegi ilave edildi.

I.  ilk 6lctim (Abs.) spektrofotometre ile 660 nm dalga boyunda okundu.
1. Ardindan 75 pl Reaktif 2 (ABTS) eklenerek 37 °C de 5 dk. inkibe edildi.
IV. ikinci 6lciim (Abs.) yine 660 nm dalga boyunda okundu.

Sonuglarin hesaplanmasi:
Ornegin absorbansi = (Ornegdin 2. Ol¢timii — 6rnegin ilk 6lgiimii)
Standart 1’in absorbansi = (Std. 1’in 2. Ol¢timii - Std. 1”in ilk Olguimii)
Standart 2’ nin absorbansi = (Std. 2’nin 2. Ol¢iimii - Std. 2’nin ilk Olgimii)
Test sonucu = (Std. 1 Abs.) — (6rnek Abs.) / (Std. 1 Abs.) — (Std. 2 Abs.)
Olgim sonucunda elde edilen degerler pmol Trolox Equiv./L seklinde

ifadeedilmistir.

3.3.6. Oksidatif stres indeksinin (OSi)belirlenmesi

OSi asagidaki formiile gre TOS ve TAS sonuglari kullanilarak hesaplanmistir

T ,ur H:Z0Ze /L
T ,um JLZ

OSi (arbitrary unit, AU) = X 100

3.3.7.Advanced oxidation protein products (AOPPs) un belirlenmesi

AOPPs nin belirlenmesinde Yehua marka (Yehua Biological Technology,
Shanghai) eliza kitleri (Cat.No: YHBO0770Hu) kullaniimistir. Kullanilan kit biyotin
bazli ¢ift antikorlu Sandwich eliza teknolojisi ile ¢alisiimaktadir.

Sandwich eliza testin uygulanmasi:

i.  Tum reaktifler, standart soltsyonlar ve cahisilacak ornekler tarif edildigi

sekilde hazirlandi ve oda sicakligina gelmesi beklendi.

ii.  Kor olarak kullanilacak kuyucuga serum 0Ornegi, biyotin ile isaretli ikinci
antikor (deteksiyon antikoru) ve Streptavidin -HRP (Horse Radish
Peroksidaz) konmadi sadece substrat A (50 ul) ve B (50 pl) ve stop
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Vi.
Vil.

viii.

Xi.

Xii.

Xiil.

solusyonu (50 ul) ilave edildi. Diger basamaklar érneklere uygulanan ile

aynidir.

Standart kuyucuklarina konsantrasyonlari ayarlanmis (3, 6, 12, 24) 50ul
standart solusyonlari ve 50 ul Streptavidin —HRP ilave edildi.Biyotin ile
isaretli ikinci antikor ilave edilmedi ¢unku standart solusyonun iginde zaten

mevcuttur. Diger basamaklar érneklere uygulanan ile aynidir.

Calisilacak serum ornekleri (40 ul), biyotin ile isaretli ikinci bir antikor
(deteksiyon antikoru, 10 pl) ve Streptavidin -HRP (Horse Radish Peroksidaz,
50 pl), monoklonal antikorlar (yakalama antikorlari) ile kaplanmis
kuyucuklara ilave edildi.

37 °C de 60 dk inkiibe edildi.

Baglanmamis proteinler yikanarak uzaklastirildi.

Ortama enzime ait substrat A (50 pl) ve B (50 ul) ilave edildi.
37 °C de10 dk. inkiibe edildi.

Olusan mavi renk Reaksiyonu durdurmak icin kullanilan stop solusyonu (50

ul) ilavesi ile sari renge dondstu.

Olusan renk degisimi, stop solusyonu ilavesini takip eden 10 dk icerisinde,
eliza okuyucusu ile 450 nm dalga boyunda olcilerek optik densiteleri (OD)
elde edildi.

Olusan rengin tonu ile AOPPs miktari arasinda pozitif bir korelasyon

mevcuttur.

Standartlarin  6lgimi ile elde edilen OD degerleri ile standart egri

olusturuldu.

Bu egri kullanilarak 6rneklerin OD degerlerinden AOPPs degerleri

hesaplandi.

Biz calismamizda OD degerlerinden AOPPs nin hesaplanmasi igin otomatik

SoftMaxPro V5.3 statistiksel yazilim programi kullandik.
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Sekil 3-1 de Sandwich eliza’nin ¢alisma prensibinin temsili resmi, tablo 3-2 de
AOPPs’nin standart ve OD degerleri, sekil 3-2 de ise AOPPs’nin standart egri

grafigigosterilmistir.

Sekil 3-1: Sandwich Eliza UygulamasininTemsili Resmi

H3™-Con ugated -..._..-
Antibody ""“’
LIgtecticmn
durtianey
1 I|
|F|."|]I‘."- S A, I W Jl -,
Antigen C?/',:// \"& "' \" \%/. \%

Caplure
Aolisody %

Tablo 3-2: AOPPs’nin Standart ve OD degerleri

Standart oD

3 0,729

6 0,982

12 1,614

24 2,829
3000

a v = 0104w - 0,403
1,500 - R = 0,905
2000
1500 2 * S
Daogruss {5=ri 1)
L0 |
0500 -
000
] & 10 15 o0 .4} X

Sekil 3-2: AOPPs’nin standart egrisi
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3.3.8. 8-epi-prostaglandin F2 alfa (8-epi-PGF2a) nin belirlenmesi

8-epi-PGF2a nin belirlenmesinde Yehua marka(Yehua Biological Technology,
Shanghai) eliza kitleri (Cat.No: YHB0049Hu) kullaniimistir. Kullanilan kit biyotin
bazli ¢ift antikorlu sandvig eliza teknolojisi ile ¢alisiimaktadir. Tablo 3-3 de 8-epi-
PGF2a’nin Standart ve OD degerleri,Sekil 3-3 deise 8-epi-PGF2a’nin standart egri

grafigi gosterilmistir.

Testin Yapilisi: Test yukarida anlatildigi sekilde Sandwich eliza yontemi kullanilarak

yaptmistir.

Tablo 3-3: 8-epi-PGF2a’nin Standart ve OD degerleri

Standart oD
3 0,846
6 1,238
12 1,983
24 3,101
W00 Ty D 79ar- 0,768
1.0 L
2,53
a0 .
1,500 — Oearal en 1)
1,000
0,500
Lo .
o 1 2 3 : 5 0

0500

Sekil 3-3: 8-epi-PGF2a’nin standart egrisi

3.3.9. 8-hydroxy-deoxyguanosine (8-OHdG) in belirlenmesi.

8-OHdG nin belirlenmesinde Yehua marka (Yehua Biological Technology,
Shanghai) eliza kitleri (Cat.No: YHB0050Hu) kullaniimistir. Kullanilan kit biyotin
bazli cift antikorlu sandvi¢ eliza teknolojisi ile galisiimaktadir. Tablo 3-4 de 8-
OHdG’nin Standart ve OD degerleri, Sekil 3-4 de ise 8-OHdG’nin standart egri

grafigi gosterilmistir.
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Testin Yapilisi:

Test yukarida anlatildigi sekilde Sandwich eliza yontemi kullanilarak yapiimistir.

Tablo 3-4: 8-OHdAG’nin Standart ve OD degerleri

Standart oD
3 0,661
6 0,808
2 1,689
24 3,171
30 37w DA%

F&e 0,007 .

& banl

—— Diorual (Serl 1)

€,000

i, 520

Sekil 3-4: 8-OHdG’nin standart egrisi

3.3.10. Koenzim Q10 (CoQ10) nin belirlenmesi

Koenzim Q10 nin belirlenmesinde Yehua marka (Yehua Biological Technology,
Shanghai) eliza kitleri (Cat.No: YHB0770Hu) kullaniimistir. Kullanilan Kit biyotin
bazli ¢ift antikorlu sandvig eliza teknolojisi ile ¢alisiimaktadir. Tablo 3-5 de Koenzim
Q10’nin Standart ve OD degerleri, Sekil 3-5 de ise Koenzim Q10’nin standart egri
grafigi gosterilmistir.

Testin Yapilisi:

Test yukarida anlatildigi sekilde Sandwich eliza yontemi kullanilarak yapiimistir.
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Tablo 3-5: Koenzim Q10’nin Standart ve OD degerleri

Standart oD
0 0,042
3 0,533
6 0,925
12 1,426
24 2,859

3,500
F= 011386 01367
ek L
3000 R £

2000

1,506

0000 *
o 5 10 15

0

i3

Sekil 3-5: Koenzim Q10’nin standart egrisi

3.3.11. o-tokoferol (vitamin E) Gn belirlenmesi

o-tokoferol un belirlenmesinde Yehua marka (Yehua Biological Technology,
Shanghai) eliza kitleri (Cat.No:YHB3208Hu) kullanilmistir. Kullanilan kit biyotin
bazh cift antikorlu sandvi¢ eliza teknolojisi ile calisiimaktadir.Tablo 3-6 dao-

tokoferol’un Standart ve OD degerleri, Sekil 3-6 da ise a-tokoferol’un standart egri

grafigi gosterilmistir.

Testin Yapilisi:

Test yukarida anlatildigi sekilde Sandwich eliza yontemi kullanilarak yapiimistir.

Tablo 3-6: o-tokoferol’un Standart ve OD degerleri

Standart oD
1,5 0,149
6 0,633
12 1,013
24 2,141
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Sekil 3-6: a-tokoferol’un standart egrisi

3.3.12. Ekstraselltler stperoksit dismutaz (EC-SOD) In belirlenmesi

EC-SOD un belirlenmesinde Yehua marka (Yehua Biological Technology,
Shanghai) eliza kitleri (Cat.No:YHB2870Hu) kullaniimistir. Kullanilan kit biyotin
bazli ¢ift antikorlu sandvic eliza teknolojisi ile galisiimaktadir.Tablo 3-7 de EC-
SOD’un Standart ve OD degerleri,Sekil 3-7 de ise EC-SOD’un standart egri grafigi

gosterilmistir.
Testin Yapilisi:

Test yukarida anlatildigi sekilde Sandwich eliza yontemi kullanilarak yapilmistir.

Tablo 3-7: EC-SOD’un Standart ve OD degerleri

Standart OD
1,5 0,481
3 0,521
6 0,754
12 1,177
24 2,330
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Sekil 3-7: EC-SOD’un standart egrisi

3.4. Kullanilan Kitler

TOS, Rel Assay Diagnostics, RL0024

TAS,Rel Assay Diagnostics, RL0017

AOPPs, Yehua Biological Technology, YHB3598Hu
8-epi-PGF2a Yehua Biological Technology, YHB0049Hu
8-OHdG, Yehua Biological Technology, YHB0050Hu
SOD, Yehua Biological Technology, YHB2870Hu
CoQ10, Yehua Biological Technology, YHB0770Hu
Vitamin E, Yehua Biological Technology, YHB3208Hu

3.5. istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirmeler IBM SPSS 21,0 istatistik programi kullanilarak
yaptimistir. Sonuclar ortalama ve standart sapma olarak verildi. Gruplarin
karsilastirilmasinda variyans analiz testi olan One Way Anova kullaniimistir.
Sonuglari arasindaki korelasyon Pearson korelasyon testi ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR

B-TM ’li hasta gruplari ve kontrol grubuna ait Ferritin, ALT, AST ve
hematolojik veriler tablo 4.1. de gosterilmistir. Bu verilere gore B-TM 1 ve -TM 2
gruplarina ait ALT ve AST degerleri normal sinirlar igerisinde olup B-TM 3
grubundaki hastalarda hafif derecede bir yukseklik gorilmektedir. Tdm B-TM i
hasta gruplarinda RBC, HGB, HTC ve MCHC degerleri kontrol grubuna gore dusuk

tespit edilirken, MCV degerinde anlamli bir fark gorilmemistir.

Tablo 4-1: B-Talasemi Majorlu Hasta ve Kontrol Gruplarinin Serum Ferritin,
ALT, AST ve Hematolojik Verileri. (Ortalama + SD).

Kontrol B-TM1 B-TM 2 3-TM 3 (n=15)
(n=15) (n=15) (n=15)
Ferritin
103+ 21 496 £ 127 a 2008 + 418 a,b | 6077 £ 1522 a,b,c
(ng/mL)
ALT (U/L) 15+4 23%6 32+7 61 + 22
AST (U/L) 13+£3 17+£3 29+ 6 43+ 25

RBC (10°%uL) | 4,94+0,37 | 3,90+0,32a 3,73+0,33a 391+0,20a

HGB (g/dL) | 143+0,89 | 10,5+0,70a 10,2+ 0,93 a 10,6 + 0,69 a

HTC (%) 41+23 32+21a 31+30a 32+20a
MCV (fL) 85+38 82+ 3,0 83+33 82+38
MCHC (g/dL) | 34+13 32+08a 32+0,7a 32+17a

Gruplar arasindaki karsilastirmalar a, b ve c harfleri ile simgelestirilmis ve
acthmlari asagidaki gibidir.

*a: kontrol ile karsilastirildiginda anlamli fark (p< 0.05) bulundugunu,
*b: B-TM-1 ile karsilastirildiginda anlamli fark (p< 0.05) bulundugunu,

*C:B-TM-2 ile karsilastirildiginda anlamli fark (p< 0.05) bulundugunu
gostermektedir.
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Yapilan testlerden elde ettigimiz sonuglarda, oksidatif stresin biyobelirtecleri
olan TOS, TAS, OSi, 8-epi-PGF2a, AOPPs, 8-OHdG ve EC-SOD degerleri B-TM
‘li hasta gruplarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlaml derecede artmis
bulunurken, TAS, o-tokoferol ve Koenzim Q10 degerleri anlamli derecede dusik
olarak tespit ettik . Sonuglar Tablo 4-2 de ayrintili olarak gosterilmistir.

Tablo 4-2: B-TM’li hastalarda ve kontrol grubundaki, TOS, TAS, OSi, AOPPs,

8-epi-PGF20, 8-OHdG, o-tokoferol, Koenzim Q10 ve EC-SOD seviyeleri
(ortalama + SD).

Kontrol B-TM -1 B-TM -2 B-TM -3

(n=15) (n=15) (n=15) (n=15)
TOS (umol/L) 6,35+135 | 14,7+508a 165+7,2a |36,2+14,0ab,c
TAS (umol/L) 1157 £ 130 880+20a 715+ 87ab 650 + 144 a,b
OSi (%) 0,55+0,12 1,73+ 0,69 232+102a |575+281lab,c
8-epi-PGF2a (ng/L) 386+1,06 | 542+0,78a |821+114ab|148+178abc
AOPPs (ng/mL) 132+0,20 | 17,4+194a | 232+2,07ab | 26,7+ 1,664a,b,c
8-OHdG (ng/mL) 128+0,69 | 17,7+x252a | 21,7+x261ab | 255+164ab,c
a-tokoferol (nmol/mL) | 20,2+ 7,2 10,3+1,27 a 9,19+1,36a | 3,30+1,214a,b,c
Koenzim Q10 (ng/mL) | 26,1+ 1,32 256+138 | 21,7+184ab| 205+141lab
EC-SOD (U/L) 330+105 | 803+170a | 917+330a |23,0£5,734ab,c

Gruplar: B-TM -1, B-TM -2 and B-TM -3 ferritin seviyeleri sirasiyla < 1000,
1000-3000 and >3000 ng/mL.

B-TM “li hastalarin oksidatif stres parametreleri ile ferritin seviyeleri arasinda
bir paralellik goézlenmistir. Buna gére [B-TM ‘li hasta gruplarinda, serum ferritin
seviyeleri ile oksidatif stres biyomarkerleri arasindaki korelasyona baktigimizda
gordik ki ferritin ile TOS, OSi, 8-epi-PGF2a, AOPPs, 8-OHdG ve EC-SOD arasinda
pozitif, TAS, Vitamin E ve Koenzim Q10 seviyeleri arasinda negatif bir korelasyon

mevcut. Sonugclar tablo 4-3 de ayrintili olarak verilmistir.
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Table 4-3: B-TM ‘li hastalarda serum ferritin duzeyleri ile oksidatif stres
parametreleri arasindaki Pearson Korelasyon Katsayilari (r) ve
Determinasyon Katsayilari (r2).

Parametreler B-TM li Hastalar B-TM li Hastalar
(n=45)r (n=45) r2
TOS 0,719* 0,518
TAS -0,606* 0,367
osi 0,770* 0,593
8-epi-PGF2a (Isoprostane) 0,940* 0,883
AOPPs 0,836* 0,699
8-OHdG 0,736* 0,541
a-tokoferol (Vitamin E) -0,884* 0,781
Koenzim Q10 -0,664* 0,440
EC-SOD 0,838* 0,702

* Guglu pozitif veya negatif korelasyon

Sekil 4.1 ile 4.9 da B-TM I hastalar ile kontrol grubunun OSI, TOS, TAS, 8-epi-
PGF2a,AOPPs, 8-OHdG,a-tokoferol,Koenzim Q10 ve EC-SOD degerleri bar grafik

olarak verilmistir.

Sekil 4-10 ile 4-18 arasi B-TM"li hastalarda ferritin ile OSI, TOS, TAS, AOPPs, 8-
epi-PGF2a, 8-OHdG, Vitamin E, KoenzimQ10 ve EC-SOD arasindaki korelasyon

grafikleri gosterilmektedir.
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5. TARTISMAve SONUC

Demir pek ¢ok canli igin esansiyel bir elementtir ve yasamsal 6neme sahiptir.
Elektron alip verme 6zelligi nedeniyle oksijen tasinmasi, enerji yapimi, DNA, RNA
ve protein sentezinde yer alir. Pek ¢cok enzimin yapi ve fonksiyonu icin gereklidir.
Demirin bu elektron degisimi, redoks aktivitesi, bir taraftan gerekli ve yararh
olurken, diger taraftan, demir fazlahgr durumlarinda olusan serbest demir, pro-
oksidan olarak serbest oksijen radikallerinin yapilmasina yol acar. Antioksidanlar
tarafindan yeteri kadar detoksifiye edilemeyen artmis serbest oksijen radikalleri
Ozellikle de hidroksil radikali hiicresel elemanlar icin ileri derecede zararli ve
toksiktir (Fenton ve Heber-Weis reaksiyonlart) (Uysal, 2018). Normal hiicresel
metabolizma sirasinda meydana gelen hidroksil radikali (OH), Stperoksit radikali
(O2), hidrojen peroksit (H,O,) gibi reaktif oksijen turlerindeki artis ile, serbest
radikallerin ortadan kaldiriimasinda rol oynayan antioksidanlarda meydana gelen
azalma sonucu, oksidatif dengenin oksidanlar lehine bozulmasi, oksidatif stres,
olarak tanimlanir. Oksidatif stres, insanlarda meydana gelen hastaliklarinin
gelisiminde &nemli bir rol oynamaktadir. Reaktif oksijen tirlerinin tetikledigi
oksidatif stres, lipitlerdeki cift baglara, proteinlere ve DNA bazlarina saldirarak
yapilarindan bir hidrojen atomu alir ve oksitleyici zincir reaksiyonlarinin
baslamasina neden olurlar. Bu sire¢ hicresel hasara ve 6lume neden olur
(Betteridge, 2000; Birben, 2012).

Biz bu calismada, transfiizyona bagimli, 3 farkli diizeyde (G1< 1000 ng/mL, G2
1000-3000 ng/mL ve G3 > 3000 ng/mL) olmak tzere gruplandirdigimiz, yuksek
ferritin seviyelerindeki B-TM ’li hastalarda, ferritin ile oksidatif stres (pro-
oksidanlar ve anti-oksidanlar) arasindaki iliskiyi arastirdik. Sonuclari ferritin
seviyeleri normal olan, saglikh kisilerden olusan kontrol grubu ile karsilastirarak
degerlendirdik. Aslinda ferritinin kendisi bir demir depo proteini olup oksidatif strese
ve hicre hasarina neden olmamakla birlikte enflamasyon ve karaciger hastaliklarinin
bulunmadigi durumlarda toplam vicut demir depolarinin glvenli bir gdstergesidir.
Artmis demir yukindn noninvazim guvenilir bir belirteci oldugundan calismamiza

dahil edilmistir. Bu baglamda ferritin esasen vicuttaki toplam demir yukini temsil
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etmektedir. Buradaki esas arastiriimak istenen yiiksek demir yikiiniun neden oldugu
oksidatif stresi 6lgmektir.

Oksidatif stresin o6l¢lilmesinde bircok belirte¢ ve yontem kullaniimaktadir.
Ancak bu belirteclerin ayri ayri 6l¢tilmesi, 6rnekteki sadece o molekil hakkinda bilgi
vermektedir. Molekdllerin hepsini 6lgmeye c¢alismak hem zaman alici hem de
masraflidir. Cesitli calismalar TAS ve TOS parametrelerinin, oksidatif stres ile
iliskili hastaliklar icin yararli, noninvaziv belirtecler olabilecegini bildirmektedir. Bu
nedenle son vyillarda 6rnekteki net oksidan ve antioksidan miktari ve bunlar
arasindaki dengeyi belirlemek icin TOS, TAS 6lciimii ve Oksidatif Stres indeksi
(OSI) nin hesaplanmasi énerilmektedir. Biz de calismamizda, B-TM ‘li hastalarda
Total Oksidan Statlyi (TOS) ve Total Antioksidan Statliyl belirledik ve bu iki
parametreden oksidatif stresin bir ifadesi olan Oksidatif Stres indeksini (OSI)
hesapladik. TOS degerlerini yiizde cinsinden TAS degerlerine oranlandik ve OSI
degerleri hesaplandik (OSi (arbitrary unit, AU) = (TOS, pmol H,0, eq/L / TAS,
pumolTroloxeg/L) x100).

Biz calismamizda kontrol grubu ile karsilastirdigimiz B-TM “li hasta grublarinin
TOS degerlerini anlamli derecede yiksek (p<0.05), TAS degerlerini ise anlamli
derecede distk (p<0.05) bulduk. Ayrica B-TM ‘li hastalarda ferritin ile TOS
arasinda gucli pozitif korelasyon (0.719), ferritin ile TAS arasinda ise guclu negatif
korelasyon (-0.606) tespit ettik. TOS daki bu yikselisi muhtemelen asiri demir
yukinin neden oldugu ROS daki artisin indikledigi oksidasyon reaksiyonlarina
baglarken, TAS daki disus ise artmis ROS un neden oldugu hiicre, doku ve organ
hasarina bagl patolojik sonuglarin, etkilerini dengeleyebilmek icin, antioksidan
kullaniminin artmasina bagladik. Bircok arastirmaci da B-TM °‘li hastalarla yaptiklari
calismalarda bizim sonuglarimizla uyumlu olarak oksidan kapasiteyi yuksek
antioksidan kapasiteyi ise duslk tespit etmisken (Ghoneve ark., 2008; Pavlova ve
ark., 2007) bazi arastirmacilar ise bizden farkli olarak TOS degerlerinde anlamli bir
fark tespit etmedikleri halde TAS degerlerini anlamli derecede (p<0.001) ylksek
tespit etmisler (Karakas ve ark., 2015).
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Artmis oksidatif stres, lipitler, proteinler ve DNA’ da hasara ve hiicre limine
neden olabilmektedir. Biz de bu makromolekillerdeki oksidatif hasari bazi
biyobelirteclerle dlgmek istedik. Calismamizda B-TM ‘li hastalardaki lipit , protein
ve DNA ‘da meydana gelen oksidatif hasari 6lgmek icin sirasiyla bir izoprostan
tirevi olan 8-epi-PGF2a, AOPPs ve 8-OHdG biyobelirteclerini sectik ve bunlarin
serumdaki miktarlarini tespit ederek kontrol grubu ile karsilastirdik.

Lipitler, 6zellikle ¢oklu doymamis lipitler, molekuler yapilarinda bir¢ok cift
bagin varligindan dolayi oksidatif hasara daha duyarlidirlar. izoprostanlar (IsoP),
coklu doymamis yag asitlerinden in vivo Uretilen prostaglandin izomerleridir. 8-epi-
PGF2a ise arasidonik asidin enzimatik olmayan, serbest radikallerin indikledigi
peroksidasyon sonucu olusan, biyolojik olarak aktif, bir izoprostandir. 8-epi-PGF2a
gunimuzde arastirmacilar tarafindan lipitlerde meydana gelen oksidasyonu 6l¢gmek
icin yaygin olarak kullanilan, guvenilir bir oksidatif stres belirtecidir (Czerska ve
ark., 2016). Biz calismamizda B-TM ‘li hastalarda, 8-epi-PGF2a miktarini, kontrol
grubu ile karsilastirdigimizda, anlaml derecede (p<0.05) yiksek tespit ettik. Ayrica
ferritin ile aralarinda oldukca yuksek derecede (0.940) pozitif bir korelasyon da
saptadik. Bizim bulgularimiz, bekledigimiz Uzere lipit peroksidasyonundaki artisi
gosterecek sekilde, yiiksek olarak tespit edilmis olup, sonuglar birgok arastirmaci ile
uyum igerisindedir (Matayatsuk ve ark., 2007; Milatovic ve ark., 2011).

Oksidatif stres sonucunda olusan basta hidroksil radikali olmak (zere reaktif
oksijen turleri hucre igi proteinler Uzerinde oksidatif modifikasyona ve sonugta
oksidatif hasara yol acar. Proteinlerde serbest radikal hasarina duyarhdir. 1996° da
yeni bir oksidative stres markeri olarak lanse edilen AOPPs ,oksidatif stresin neden
oldugu protein hasarini 6lcmede kullanilan bir biyomarkerdir (Selmeci ve ark.,2006;
Matteucci ve ark., 2001). Biz de calismamizda oksidasyona bagli protein hasarini
6lgmek icin AOPPs u kullandik. Sonuclar, oksidatif strese bagli protein hasarini
ortaya koyar sekilde, B-TM ‘li hastalarda, kontrol grubuna gére anlamli derecede
(p<0.05) yiiksek cikti. Ayrica ferritin ile AOPPs arasinda yuksek derecede gugcli
(0,836) pozitif bir korelasyon tespit ettik. Elde ettigimiz sonuglar daha énce baska
arastirmacilarin  yaptiklari oksidatif stress calismalarinin sonuglari ile uyumlu

bulunmustur (Witko-Sarsat ve ark., 1996; Gryszczynska ve ark., 2017).
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Oksidatif stresteki artis sonucunda olusan reaktif oksijen DNA’daki bazlarin gift
baglarina saldirir ve bir hidrojen atomu kopararak zincirleme oksidasyon
reaksiyonlarini baslatirlar. Sonugcta hiicre ici DNA hasarlanarak hiicre zedelenmesi
veya hicre 6limui meydana gelir. DNA baz mutasyonlari icerisinde en fazla bilineni
8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG)’dir. Hidroksil radikalleri (OH), guanin
molekilinde 8. pozisyonda etkileserek oksidasyona yol acar. Degisiklige ugrayan
DNA’nin oksidatif hasari sonucunda 8-OHdG olusur. Serbest radikallerin etkileri ile
makro molekillerin oksidatif hasari sonucunda, agiga ¢ikan 8-OHdG gibi Grtnlerin,
vicut sivilar ve dokularda biyokimyasal yontemlerle dlgtilmesi ile oksidatif hasarin
varligi tespit edilebilir (Ozcan ve ark. 2015). Biz de calismamizda DNA ‘da meydana
gelen oksidatif hasarinin saptanmasinda bu belirteci kullandik. Elde ettigimiz
sonuclarda kontrol grubu ile kiyaslandiginda B-TM li hastalarin, 8-OHdG duzeyleri
anlamli derecede (p<0.05) yiksek bulundu. Bu oksidasyon drinleri B-TM  “li
hastalarda ferritin diizeyleri ile gugli (0.736) pozitif korelasyon gostermistir. Elde
ettigimiz sonuclar artmis oksidatif stresin DNA (zerindeki oksidan etkisini
yansitmaktadir. Bekledigimiz bir sonu¢ olup bir cok arastirmacinin sonuclari ile

uyum gostermektedir (Ferro ve ark., 2012; Lodovici ve ark., 2000).

UV sinlari, ilaglar, yag oksidasyonu, immunolojik reaksiyonlar, radyasyon,
stres, sigara, alkol ve biyokimyasal redoks reaksiyonlari gibi pek ¢ok yolla serbest
radikal olusumu gerceklesebilir . Olusan serbest radikaller, aralarinda ateroskleroz,
kalp hastaliklari, kanser, serebrovaskuler hastaliklar, norodejeneratif hastaliklar,
diyabet, akut renal yetmezlik, akciger hastaliklari, anfizem, bronsit ve karaciger
hastaliklar1 gibi yaslanmaya bagli dejeneratif bozukluklarin da yer aldigi patolojik

durumlarin olusumuna katkida bulunurlar.

Aerobik (oksijen soluyan) organizmalarda serbest radikal olusumunu kontrol
altinda tutmak ve bu molekillerin zarali etkilerine engel olmak Uzere antioksidan
savunma sistemleri gelismistir. Ancak bazi durumlarda mevcut antioksidan savunma
sistemi yetersiz kaldigindan serbest radikallerin etkisini tamamen 6nleyemez ve

oksidatif stres olarak adlandirilan durum ortaya ¢ikar.
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Modern tip bir yandan hastaliklarin tedavisinde yeni segenekler arastirirken bir
yandan da saghkli bir yasam sirdirme ve hastaliklari énleme alaninda yogun
calismalar yapmaktadir. Bu baglamda, serbest radikal olusumunun ve antioksidan
kapasitenin belirlenmesi s6z konusu hastaliklara yakalanma riskini azaltmak (zere

antioksidan diyet uygulanmasi ve/veya ila¢ kullanimi agisindan énemli olmaktadir.

Biz calismamizda B-TM ‘li hastalarda asiri demir birikiminin serbest radikal
olusumunu indukleyerek  oksidatif hasar meydana getirdigini elde ettigimiz
sonuclarla ortaya koyduk. Artmis serbest radikallerle basedebilmek icin viicut fazla
miktarda antioksidan tuketmeye baslar, bunun sonucunda ise Total Antioksidan
Statiide (TAS) disis meydana gelir. Bu baglamda biz calismamizda énemli
oldugunu dusindugumiz bazi enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlari
minferiten calisarak serumdaki duzeylerini belirlemek istedik. Bu nedenle
calismamiza E vitamini (alfa-tokoferol), Koenzim Q10 ve Siperoksit Dismutaz
enzimini dahil ettik. Elde ettigimiz sonuclari kontrol grubu ile karsilastirarak
degerlendirdik.

E vitamini (tokoferol) 7 farkli formu bulunan, yagda c¢d6ziinen en 6nemli
antioksidanlardan  biridir.  En  0nemli antioksidan fonksiyonu ise lipit
peroksidasyonunu engellemektir. Biz ¢alismamizada E vitamininin, alfa-tokoferol
formunu arastirdik. B-TM ‘li hastalarda elde ettigimiz sonuclarda alfa-tokoferol
seviyelerini kontrol grubu ile kiyasladigimizda anlamli derecede (p<0.05) dusuk
olarak tespit ettik. Ayrica ferritin ile aralarinda negatif yonde gucli bir korelasyon (-
0.884) tespit ettik. B-TM ‘li hastalardaki bu durumun muhtemel sebebi, patolojik
eritrosit membranlarinda ve diger dokulardaki oksidatif hasari nétralize ederken
ortaya cikmaktadir. Elde ettigimiz sonuglar bekledigimiz gibi ¢ikmistir ve birgok
baska arastirmaci ile uyum icerisindedir (Das ve ark., 2004; Behera ve ark., 2014).

Koenzim Q10 (CoQ), tm hiicrelerde ve membranlarda bulunan (ayni zamanda
ubikinon olarak da adlandirilir), yan zincirde 10 izoprenil Uniteli, lipit ¢ozindr bir
benzokinondur ve adenosin trifosfat (ATP) sentezi icin mitokondriyal solunum
zincirinin anahtar bilesenidir. Koenzim Q10, serbest radikal kaynakli oksidatif

hasardan membran fosfolipitleri, mitokondriyal membran proteinini ve dusik
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yogunluklu lipoprotein-kolesterolii (LDL-C) koruyan bir hiicre i¢i antioksidandir
(Lee ve ark., 2012).

Biz B-TM “li hastalar ile yaptigimiz ¢alismamizda Koenzim Q10 duzeylerini
kontrol grubuna gére anlamli derecede (p<0.05) duslk bulduk, ayrica Ferritin ve
Koenzim Q10 arasinda gcli (-0,664) negatif bir korelasyon oldugunu tespit ettik.
Bu dusuk degerlerin muhtemel sebebi yiksek oksidatif stres nedeni ile artmis lipit ve
protein oksidasyonunu engellemek icin vicudun fazla miktarda Koenzim Q10
kullanmasidir. Bulgularimiz  birgok arastirmaci ile uyum gostermektedir
(Belardinelli ve ark., 2008; Lee ve ark., 2012).

Canh sistemlerde antioksidan savunma sistemini olusturan antioksidan
molekdller, farkl diizeylerde hareket ederler. Bunlar radikal olusumunu 6nleyiciler,
radikal temizleyiciler ve radikal kaynakli hasar onaricilar olarak siniflandirilabilirler.
Savunma hattina dayanarak ise antioksidanlar, ilk sira savunma hatti antioksidanlari,
ikinci sira savunma hatti antioksidanlari, Gglinc sira savunma hatti antioksidanlari
ve dordunci sira savunma hatti antioksidanlari olarak siniflandirilabilir. Stiperoksit
Dismutaz (SOD) serbest radikallerin ve reaktif oksijen turlerinin muhtemel etkilerine
karsi ilk savunma hattini olusturan en 6nemli endojen antioksidan enzimlerden biri
olup, hiicre ve doku hasarinin olusmasini engellemede yardimcidir. iki molekiil
stiperoksit anyonunun (O,.-) hidrojen peroksite (H,O,) ve molekdler oksijene (Oy)
donisimina katalize ederek potansiyel olarak zararli superoksit anyonunu daha az

tehlikeli hale getirir (Ighodaro ve Akinloye, 2017).

Her nasilsa, B-TM‘li hastalardan elde edilen SOD ile ilgili verilerin ¢ogu
celiskilidir. Bazi arastirmacilar B-TM‘li hastalardaki SOD degerlerini dusik olarak
tespit ederken (Dhavan ve ark., 2004) bazi arastirmacilar kontrol gruplarina goére
anlamli olarak yuksek tespit etmislerdir (Kassab-Chekir ve ark., 2003), (Naithani ve
ark., 2006). Bu farkhhklarin nedeni B-TM “li hastalarindaki antioksidan enzimlerin,
gunlik diyet, yasanilan cevre ve demir selasyonu icin uygulanan tedavi yontemleri
gibi bazi faktorlerden etkilenebilmeleri olarak gdsterilmistir (Rujito ve ark., 2017).
Bu da bircok calismada elde edilen celiskili sonuclarin sebebini aciklamaktadir.

Bizim calismamizda, kontrol grubuyla karsilastirildiginda B-TM ‘li hasta gruplarinda
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EC-SOD duzeylerini anlamli olarak yuksek bulduk. Bu da serbest radikalleri yikmak
icin telafi edici bir mekanizma olarak beklenen bir sonugtu. Buna ek olarak, B-TM
‘li hastalarda EC-SOD ve ferritin seviyeleri arasinda anlamh (p<0.05) pozitif

korelasyon da tespit ettik.

Sonug olarak, elde ettigimiz bulgular, Kuzey Kibris Tirk Cumhuriyetinde
yasayan beta talasemi majorlu hastalarda, coklu kan transflizyonu nedeniyle
meydana gelen asiri demir yikinln indirekt bir gostergesi olan yiksek ferritin
duzeylerinin, pro-ve anti-oksidan dengeyi pro-oksidan lehine etkiledigini
gostermektedir. Bu nedenle B-TM ‘li hastalarin demir selasyon tedavisine ek olarak,
antioksidan kapasitelerini artirici yeni uygulamalara, ek takviye ve tedavilerin, yasam
kalitelerini ve olusabilecek hastaliklsara karsi direclerini artirabilecegi gorisundeyiz.
Ayrica B-TM ‘li hastalarda antioksidan dlzeylerinin ylkseltilmesinin eritrositlerde,
doku ve organlarda oksidatif hasari dnlemek igin koruyucu olabilecegini bu nedenle
oksidatif stres diizeylerinin dizenli olarak izlenmesinin hastalarin sagligi agisinda

onemli olacagi gorusindeyiz..
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7. EKLER

7.1. Forumlar

7.1.1. Arastirma amagcli calisma icin aydinlatiimis onam formu
(Arastirmacinin Acgiklamast)

B-Talasemi Majorli hastalar ile ilgili yeni bir arastirma yapmaktayiz.
Arastirmanin ismi Kuzey Kibris Tirk Cumhuriyeti’nde Yasayan Beta-Talasemi
Majorli Hastalarda Demir Yikune Bagh Oksidatif Stres Diizeylerinin Belirlenmesi
ve Kontrol Grubu ile Karsilastiriimasidir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Bu arastirmaya Kkatilip
katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim gonallulik esasina dayahdir.
Kararinizdan 0Once arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri
okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Bu arastirmanin amaci oksidatif stres acisindan Beta-Talasemi Maj6rli hasta
grubu ile kontrol grubu arasinda anlamh fark olup olmadigini arastirmak ve
bulunmasi durumunda, arastirilan parametrelerdeki farklar dikkate alinarak, Beta
Talasemi Majorli hastalarin tedavi protokollerinde doku ve organlardaki oksidatif
hasari en az seviyeye indirmek ve tedavi protokollerinde yeni dizenlemeler
yapmaktir. Bu calismada hedef hastalarin yasam sirelerini ve kalitesini
artirmaktir.Bu proje KKTC de bu konuda yapilacak ilk calisma olacagindan elde
edilecek verilerin istatistiksel anlamda 6zgun bir degere sahip olacaktir

Yakin Dogu Universitesi Eczacilik Fakiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nin
ortak katihmi ile gergeklestirilecek bu calismaya katiliminiz arastirmanin basarisi
icin 6nemlidir.

EQer arastirmaya katilmayi kabul ederseniz sabah a¢ karnina 10ml diz tlipe ve 2
ml EDTA’l tupe kan o&rnekleriniz alinacaktir. Bu o6rneklerden Tam Kan
Sayimi,Serum Ferritin, Alt, Ast, Total Oxidan Statu, Total Antioksidan Statu,
Oksidatif Stres indeksinin, Advanced Oxidation Protein Products, 8-epi-PGF2a, 8-
OHdG, Koenzim Q10, Alfa-Tokoferol ve Ekstraselliiler Silperoksit Dismutaz
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diizeyleriniz belirlenecektir. Sonuglar kontrol grubu ile karsilastirilarak statistiksel
olarak degerlendirilecektir.

Bu calismaya katilmaniz icin sizden herhangi bir Ucret istenmeyecektir.
Calismaya katildiginiz icin size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Sizinle ilgili tibbi bilgiler gizli tutulacak, ancak calismanin kalitesini denetleyen
gorevliler, etik kurullar ya da resmi makamlarca gereg@i halinde incelenebilecektir.

Bu calismaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen
istege baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir
degisiklik olmayacaktir. Yine calismanin herhangi bir asamasinda onayinizi gekmek
hakkina da sahipsiniz.

Katilimci Gorusme tanigi Arastirmaci

Adl, soyadi: Adi, soyadi: Adl, soyadi:
Adres: Adres: Adres:
Telefon no: Telefon no: Telefon no:

Imza: Imza: imza:
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7.1.2. Arastirma amagcli calisma icin aydinlatiimis onam formu

(Katilimcinin / Hastanin Beyant)

Sayin Ziya Salman tarafindan YDU Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Anabilim
Dalinda Kuzey Kibris Tirk Cumhuriyeti’nde Yasayan Beta-Talasemi Majorli
Hastalarda Demir Yikune Bagh Oksidatif Stres Duzeylerinin Belirlenmesi ve
Kontrol Grubu ile Karsilastiriimasi konusunda bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu
arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bodyle bir
arastirmaya “katilimci” olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam arastirmaci ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da blyik o6zen ve saygl ile
yaklasilacagina inantyorum. Arastirma sonuclarinin egitim ve bilimsel amaglarla
kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli
guvence verildi.

Projenin yardtilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak icin arastirmadan
cekilecegimi onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
disi tutulabilirim.

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya cikmasi
halinde, her turl tibbi mudahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi.
(Bu tibbi midahalelerle ilgili olarak da parasal bir yik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,
Ziya Salman’1 6085441 (is) veya 0(533) 8479335 (cep) no’lu telefonlardan ve 18
Serin sokak Yenikent Gonyeli adresinden arayabilecegimi biliyorum. Bu arastirmaya
katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam konusunda
zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmayi reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar

getirmeyecegini de biliyorum.
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Bana yapilan tim aciklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir disunme siresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde
“katihmci” olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti kabul
ediyorum.

Imzah bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Katilimci GOrusme tanigi Arastirmaci
Ad1, soyadi: Adi, soyadi: Adi, soyadi:
Adres: Adres: Adres:
Telefon no: Telefon no: Telefon no:
imza: imza: imza:
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7.2. Etik Kurul Kararlari
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