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OZET

Er Oztas, Y. Orak hiicreli anemide plazma ve eritrosit ortamindaki
degisimlerin biyokimyasal parametrelerle incelenmesi. Hacettepe
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Programi Doktora Tezi,
Ankara, 2010. Orak hicreli anemi (OHA) hemoglobin (Hb) B zinciri genindeki
bir nokta mutasyonuna bagli olarak ortaya ¢ikan genellikle 6lumcul seyreden
kronik bir hastaliktir. Orak eritrositlerde, Hb otooksidasyonu ve serbest radikal
olusumunun artmasi yaninda, membran lipitlerinde peroksidasyon ve
proteinlerinde oksidatif degisimler gdézlenmistir. Bu konuda yapilan
calismalarin bulgulari, OHA’da Hb mutasyonu ve membran hasarinin
Otesinde; eritrosit ve plazmanin protein, lipit ve iyonlarini kapsayan yaygin bir
degisim ve harabiyetin var oldugunu dusundurmektedir. OHA'da artmis olan
oksitleyici baski bu harabiyetin baslaticisi olabilir. Bu duslinceden yola
cikarak tez calismasinda hem eritrosit hem de plazmada; protein, lipit ve
iyonlardaki genel degisim incelendi. Bu amacla OHA hastasi, tasiyicisi ve
saglikli cocuklara ait plazma ve hemolizat drneklerinde protein, lipit ve iyon
degisimleri ve oksitleyici baski iligkisi incelendi. Hastalar, tasiyici ve
saglamlarla kiyaslandiginda; plazma proteinlerinde hasar ve yapisal degisim;
plazma kolesterol dizeylerinde dusus, plazma demirinde artis saptandi.
Eritrositte oksitleyici baski varhgi, artmig bakir ve kalsiyum duzeyleri
gosterildi. Stabil OHA hastalarinin plazma ve eritrosit ortaminin protein, lipit
ve iyonlar yoninden tasiyici ve saglikli gocuklardan farkli oldugu sonucuna

varildi.

Anahtar Sozciikler: Orak hiicre, anemi, oksidatif stres, protein, lipit, iyon
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ABSTRACT

Er Oztas, Y.The investigation of plasma and erythrocyte medium
in sickle cell anemia by biochemical parameters. Hacettepe University
Institute of Health Sciences, Ph.D. Thesis in Biochemistry, Ankara, 2010
Sickle cell anemia (SCA) arises due to a mutation in the B globin gene of
hemoglobin (Hb). It is a disease of high mortality with a chronic course.
Increased autoxidation of Hb and free radical formation, findings of
peroxidation of membrane lipids and oxidative changes of its proteins were
observed in sickle erythrocytes. The findings of the studies in this area imply
a widespread change and damage comprising the proteins, lipids and ions of
the erythrocyte and plasma beyond Hb mutation and membrane damage. The
increased oxidative stress in SCA may be the trigger of this damage. Having
this idea in mind, the general change in proteins, lipids and ions and their
relation with the oxidative stres in both erythrocyte and plasma of SCA
patients, carriers and healthy controls were studied. Plasma protein damage
and structural alteration, low plasma cholesterol levels, high plasma iron
levels were found in SCA patients compared to carriers and controls.
Oxidative stres, increased copper and calcium levels were detected in the
erythrocyte. It was concluded that plasma and erythrocyte medium of SCA
patients were different from carriers and controls considering proteins, lipids

and ions.

Key Words: Sickle cell, anemia, oxidative damage, protein, lipid, ion
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1. GIRIS

Orak hiicreli anemi (OHA), eritrosit proteinlerinin %99’nu olusturan
hemoglobin molekiiliindeki bir amino asit degisikligiyle ortaya ¢ikan genetik bir
hastaliktir. Kalitim1 otozomal resesiftir. Orak seklini alan eritrositler, kronik
hemolitik anemi ve tekrarlayan agri, hastaligin en tipik bulgularidir. Hastaligin
sistemik etkileriyle enfeksiyonlara hassasiyet artar, biiylime ve gelisme yavaslar.

Hemoglobin (Hb) beta zinciri genindeki nokta mutasyon sonucunda asidik bir
aminoasit olan glutamat yerine hidrofobik bir aminoasit olan valin ge¢mistir. Bu
yapisal degisiklik Hb molekiiliiniin yiikk dengesini degistirdigi gibi fonksiyonel
ozelliklerini de pek cok agidan etkiler ve degistirir. Oksijen basincinin distigu,
asidoz veya dehidratasyon gelistigi hallerde, eritrosit i¢indeki orak Hb (HbS)
molekiilleri polimerize olarak hiicre i¢inde ¢oziiniirliigiinii kaybeder. Eritrosit i¢inde
uzun Hb polimer lifleri olusur, hiicre orak benzeri sekil alir. Oraklagma hali ¢cogu
zaman geri doniisiimliiyken, bazi eritrositlerde kalict sekil degisikligi goriiliir. Hb
polimerizasyonu kadar hiicre membraninin hasarlanmasi ve kaybi da hiicrenin sekil
bozuklugunda etkilidir. HbS molekiilii, eritrositin kendisine hasar vererek erken
hemolize neden oldugu gibi, HbS polimerizasyonu sonrasi oraklagan hiicreler, kii¢iik
damarlarda kiimelenme ve tikanikliga yol acar.

OHA’da damar tikanikligina bagh gelisen iskemi, beyin, bobrek, akciger gibi
organlarda hasara ve fonksiyon kaybina yol a¢maktadir. Diger yandan siklikla
uygulanan transfiizyonlar bu hastalarin doku ve organlarinda demir birikimine yol
acmakta, bu ac¢idan da organlar etkilenmekte ve fonksiyonlar1 bozulmaktadir.

OHA hastaliginin, eritrositte dehidratasyon, hemoliz, artmis adezyon,
koagiilasyon baslatic1 aktivite, inflamasyon ve endotelyal hiicre bozuklugu gibi
bilesenleri oldugu anlagilmigtir. Bu genetik hastalifin ortaya ¢ikardigi biyokimyasal
degisimlerin etraflica incelenmesi ile hastaligin tedavisi ve hastalarin hayat
kalitesinin artirilmasi i¢in yeni yaklagimlar gelistirilmektedir.

Ulkemizde daha ¢ok Akdeniz bolgesinde yogunlasmus bir hasta populasyonu
var iken, diinya genelinde OHA hastalar1 Afrika kitasi, Ortadogu ve Akdeniz
ilkelerine dagilmistir. Bu cografyadan 6zellikle Amerika’ya yapilan gocler, hastaligi,

bu kita i¢in de 6nemli bir saglik sorunu haline getirmistir. Ingiltere ve Almanya’da



da OHA hastalig1 tastyan gd¢men sayisindaki artis, bu iilkeleri de OHA ile ilgili

caligsmalara yonlendirmistir.

1.1. Normal Eritrositlerde Oksidasyon

Eritrositler her zaman oksijen tehdidi altinda olan hiicrelerdir. Ciinkii bu
baskiy1 tetikleyen elemanlarla donanmislardir. Eritrositler devamli bir oksijen akisi
altindadir, bir oksidasyon tetikleyicisi olan demir (Fe*?) iyonu bulundururlar ve
doymamus yag asitleri igeren bir zarla cevrilidirler. Ancak normal sartlarda, Fe*?
iyonu “hem grubu” cebi i¢inde izole edilmistir. Ayrica antioksidasyon yoniinde
calisan enzimler, olusan az miktardaki oksidasyonun hasara yol a¢masini

engellemektedirler.

1.2. Orak Hiicre Anemisinde Oksidasyon

1.2.1. HbS Otooksidasyonu

HbS’in, hemoglobin A (HbA)’ya gore otooksidasyonun artmis oldugu ilk kez
Hebbel tarafindan gostermistir (1). Orak hiicre Hb’inin otooksidasyon hizinin
normalin yaklasik iki katina kadar ¢iktig1 rapor edilmistir (1). Bu durumda siiperoksit
olusumu da hizlanmis demektir. Saflastiritlmis HbS ve orak bic¢imli eritrositlerle (2)
yapilan calismalar benzer sonuglar vermis ve siiperoksit olusumunun normale gore
yaklasik iki katina c¢iktigin1 gostermistir. HbS’deki mutasyonun, otooksidasyonu

neden artirdig1 tam olarak bilinmemektedir.

1.2.2. Lipit Peroksidasyonu

OHA’da ¢ok fazla miktarda lipit peroksidasyonu olusumu goézlenmistir (3).
Orak eritrosit membraninin peroksidasyon yolu ile hasara ugradig: diistiniilmektedir
(4). Orak hiicre membraninda olusan hasar potasyum iyonuna karsi gecirgenligin
artmasi (5), membran asimetrisinin degismesi (6), eritrosit deformabilitesinde azalma

(7), hiicre dehidrasyonu (8-9) ve hiicre par¢alanmasi ile gésterilmistir (4).

1.2.3. Orak Hiicrede Oksidasyonu Tetikleyen Etkenler
Fe*? ve ozellikle bakir (Cu™) iyonlari Hb oksidasyonunu tetikleyici

elemanlardir (10-12). OHA’da eritrositlerdeki Fe*? ve Cu*? miktar1 konusundaki



bulgular celiskilidir. Orak bi¢imli eritrositlerde bu iyonlarin miktarmin arttigr (12-
14), ayn1 oldugu veya azaldigi rapor edilmistir (15-16).

Ayrica OHA’da Fe™ iyonu deposu normalden farkli olarak membranla
yiizylize gelmektedir. Membran {izerinde hem grubuna bagli olan (17) ve olmayan
(18) Fe*? iyonu gosterilmistir. Bu da membran iizerindeki oksitleyici baskiy1 ¢ok

artiran bir faktordiir.

1.3. Orak Hiicre Anemisinde Lipitlerdeki Degisim

OHA’da eritrosit lipitlerini inceleyen az sayida ¢aligma vardir. Bir ¢aligmada
orak eritrositlerinde total lipidin istatistiksel olarak arttigi, fosfolipit ve kolesterol
degerlerinin normalden diisiik olmasina ragmen istatistiksel olarak 6nemli olmadigi
bildirilmistir (19). Bir baska calismada tersinmez olarak oraklasmis hiicrelerin
fosfolipit ve kolesterol igerikleri incelenmis ve her ikisinin de %10 dolayinda
diistiigii gosterilmistir (20). Retikiilositlerde oraklagsmanin etkisi ile lipit sentezinin
%69 oraninda arttig1, bu artisin en fazla fosfolipitlerde ve trigliseritlerde gozlendigi
bildirilmistir (21).

Orak hiicre ile ilgili lipit caligmalar1 daha ¢ok eritrosit membrani {izerine
yogunlagsmistir. Bu caligmalar orak eritrosit membraninda fosfolipit organizasyonu
(22-23) ve igeriginin (24-25) degistigini gostermisti. OHA’da  plazma
fosfolipidlerinin ve kolesterol esterlerinin yag asidi igeriginin de normalden farkli
oldugu rapor edilmistir (26).

OHA’da lipit caligmalar1 plazma lipitleri iizerinde yogunlasmistir ancak
bulgular ¢eligkilidir. Biitiin ¢aligmalarda plazma total kolesterol diizeylerinin
diisiikliigii ortak sonugtur (27-29). Incelenen diger lipit fraksiyonlar1 (Trigliserit,
diisiik ve yiiksek yogunluklu kolesterol, fosfolipit) konusunda celiskili bulgular
vardir (27-28, 30-33).

1.4. Amacg

OHA patofizyolojisi mutant bir gen {irlinii olan HbS ile agiklanamayacak
kadar karmasik goriilmektedir. Mutant gen iiriinii ile yukarida anlatilan bozukluklar
arasindaki iliski mekanizmasi heniliz aydinlatilamamistir. HbS’ nin otooksidasyon
egilimi de demirin orak hiicrede daha etkin konumda oldugunun anlasilmasina

ragmen) tam olarak a¢iklanamamaktadir.



OHA calismalar1 daha ¢ok eritrosit membrani ve Hb iizerinde yogunlagmustir.
Giris bolimiinde anlatilan bulgular, bu hastaliktaki problemin Hb molekiilii ve
eritrosit membrani ile kisitlanamayacak, biitiin hiicre ortamini1 ve hatta plazmayi da
icine alan genis bir alan1 kapsadigini diisiindiirmektedir. Bu diisiinceden hareketle
hiicre ortamiin biitiiniindeki degisimleri yansitacak olan hemolizat esas alinarak
calisgilmas1 planlanmistir. Ayrica bu hastalikta plazmada Onemli degisiklikler
olmasina ragmen “eritrosit-plazma” paralel ¢alismalarinin azlig1 géz oniine alinarak
hemolizat yaninda plazmadaki degisimler de incelenmistir.

Plazma proteinlerindeki genel oksidasyon toplam siilfidril grubu (T-SH)
tayini ile degerlendirilmistir. “Silfidril grubu” (-SH) igerigi proteinin ii¢ boyutlu
yapisindaki degisimin (harabiyetin) iyi bir gostergesidir. Plazma SH gruplarinin
%80°1 proteinden geldigi icin protein harabiyeti konusunda 6nemli bilgiler verebilir.
Ayrica proteindeki degisimin (harabiyetin) bir diger gostergesi olan “karbonil grubu”
icerigi de Olciilmiistiir. Bilgilerimize gére OHA’da karbonil grubu icerigiyle ilgili iki
calisma vardir. Yine oksidatif strese bagli plazma proteinlerinde yapisal bir
degisiklik olup olmadigmin anlasilmasi i¢in denatiiran ortamda plazma protein
elektroforezi yapilmistir.

Orak hiicre lipitleri konusundaki ¢alismalar da azdir ve daha ¢ok eritrosit
membranina yoneliktir. Giris bolimiinde belirtildigi gibi OHA hastalarinin
plazmalarindaki lipit degisimini inceleyen yayinlarda cesitli sonuglar bildirilmistir.
Bu calismada hemolizat ve plazmadaki lipit degisiminin paralel olarak caligilmasi
planlanmistir. Bunun ic¢in hemolizatta trigliserit ve kolesterol igerigi ve plazma
lipitlerindeki (kolesterol, trigliserit, fosfolipit) degisim kantitatif olarak Olgiilerek,
kendi aralarinda veya diger bulgularla bir korelasyonun olup olmadig1 incelenmistir.
Ayrica hemolizat lipitlerinin durumunu kalitatif olarak gorebilmek i¢in total lipit
ekstraktlar1 ince tabaka ile incelenmistir.

Oksidasyonun orak hiicredeki bircok hasarin temelindeki olay oldugu
diistiniilmektedir, ancak bu konuda kesin veriler yoktur. Bulgularimizla oksidasyon
arasindaki baglantiy1 arastirabilmek i¢in oksidasyon gostergesi olarak en ¢ok tercih
edilen yontem olan malondialdehit (MDA) 6l¢timii yapilmistir. Ayrica orak hiicre
oksidasyonundaki temel basamagin hemikrom olusumu oldugu diisiiniilmekte, bu

olayin da methemoglobin (MetHb) olusumu ile basladig1 bilinmektedir (34-35). Bu



nedenle oksidasyonun ikinci gostergesi olarak (ek olarak Hb’in otooksidasyonunun
gostergesi oldugu icin) MetHb miktar1 da dl¢tilmustiir.

Hiicre ortamindaki metabolik olaylarda 6nemli bir etken de elementlerdir. Bu
calismada oksidasyonu tetikleyebilen Cu*? ve Fe™ yaninda, orak hiicrede
konsantrasyonu ¢ok yiikselen ve birgok metabolik olay: tetikleyen kalsiyum (Ca*?)
lyonunun (36-37) ve ayrica bazi ¢alismalarda OHA hastalarinin plazmalarinda
diistiigii gézlenen (38) ve Cu*? ile yakin ilgisi olan ¢inko (Zn*?) iyonunu hemolizat

ve plazmada paralel olarak ol¢lilmiis ve diger bulgularla baglantilar1 aragtirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihsel Gelisim

Afrikalilar ¢ok eski yillardan bu yana OHA hastaligin1 farkli kabilelerde
“tekrarlayan agriyr” ya karsilik gelen degisik adlarla tarif etmiglerdir. Ganali bir
ailenin 1670 yillarina giden soy agacinda hastalikli bireyler tanimlanmistir (39). 1904
yilinda, Dr. James Herrick, kaninda ‘uzamis ve orak sekilli eritrositler’ goriilen ilk
OHA vakasini bildirmistir (40). 1915°de bildirilen 3. orak hiicre vakasinin,
ebeveynlerinden birinin kaninda da anormal orak hiicreler gdsterilmis, hastaligin
kalitsal olabilecegi distinilmistir (41). 1927°de Hahn ve Gillespie oksijen
yoklugunda oraklagma oldugunu ve tekrar oksijen verilmesiyle eritrositlerin normal
seklini kazandigini bildirmis ve bozuklugu eritrositlere degil, hiicre i¢indeki Hb’e
baglamistir (42). 1939°da Diggs ve Bibb orak hiicre morfolojisini detayli bir bi¢imde
tanimlamig, oksijenlenmeye ragmen geri doniigsiiz oraklasmis hiicrelerin
varoldugunu belirtmislerdir (43).

1940’da Ham ve Castle ‘bozuk eritrostasiz sikliisli’ hipotezini ortaya atarak
deoksijenizasyon, asidik pH ve orak eritrosit viskozitesi etkilesimine ait bulgular
birlestirmeyi amaglamustir (44). 1946 “da tip fakiiltesi 6grencisi olan Sherman normal
eritrositlerin degil, sadece orak eritrositlerin, oksijensiz birakildiginda ‘i1s18in ¢ift
kirmim1’ 6zelligini gosterdigini kesfetmis, boylece oksijen azligimin Hb yapisim
degistirdigini ileri stirmistiir (45). Bu, orak Hb’in, oksijensiz ortamda diizenli bir
yapt kazandigina da ilk kanmttir. 1948°da Pauling ve arkadaglari Hb S’in
elektroforetik mobilitesinin normal Hb’den (Hb A) farkli oldugunu gostermis (46) ve
bunu globin zincirindeki ylik degisimine baglamistir. Bodylece OHA, bir proteindeki
bozukluktan kaynaklandig: anlasilan ‘ilk molekiiler hastalik’ olmustur.

1950°de Harris deoksijene Hb S solusyonlarinda geri doniistimlii kati-jel
degisimini tanimlayarak katt Hb S polimerlerinin patolojideki roliinii agiklamistir
(47). Perutz ve Mithicson deoksijene Hb S’in solusyonda ¢oziintirligiini kaybettigini
bildirmistir (48). 1956 ’da Vernon Ingram ve J.A. Hunt HbS dizisini belirleyerek
altinc1 pozisyondaki glutamik asitin valinle yer degistirdigini ve her bir Hb molekiilii
basina iki negatif yiikiin kaybedildigini bularak HbS’in elektroforez ve ¢oziiniirlitk
bozukluklarini agikliga kavusmustur (49). 1959 ° da Perutz, Hb’in 3 boyutlu yapisini
tanimlamistir (50). 1984 yilinda 16semili bir ¢ocuga yapilan kemik iligi nakli



sonrasinda eslik eden OHA de tamamen iyilesmis, orak hiicre hastaliginin tedavisine
yonelik kemik iligi nakli ¢aligmalar1 hiz kazanmistir (51). 1995 yilinda Dr. Samuel
Charache’in yirittigii ‘Cok Merkezli, Hidroksiiire’” nin OHA’ da Kullanimr’
aragtirmasiyla hidroksitire orak hiicre hastaliginin komplikasyonlarini 6nleyebilen ilk

ve tek ilag olarak duyurulmustur (52).

2.2. Genetik

Orak hiicre hastalarinda sadece HbS bandi goriiliir. Hastaligi olmayan,
tasiyici, anne babada hem HbA hem de HbS bandi bulunur. Tasiyicilar hastalik
belirtilerini gostermez, ancak tetkik ve taramalar sirasinda tesadiifen anlasilir.
Tasiyicilik formu SA, homozigot formu SS, birlesik formlar1 ise S-Beta, S-Alfa, S-C,
S-D seklindedir. Genotipik olarak farklt OHA formlar1 olsa da bunlardan o6zellikle
HbSS ve Hb S-Beta (HbSP) olgular1 ayni sekilde takip edilmektedir. Bu hastalardaki
Hb fenotipi degisimleri i¢cin Ohene-Fempong siniflamast Tablo 2.1’de sunulmustur

(53).

Tablo 2.1. Orak hiicreli aneminin fenotipik siniflandirilmasi

Eriskin Yenidogan
Ohene-Fempong Tanimlayici elektroforez elektroforez
siniflamasi isim patterni patterni
Homozigot orak Hb S (77-97) Hb F (85-90)
. < hiicre hastaligi HbF (1-20) HbS (10-15)
Orak Hiicre Hastalig1-SS (orak hiicreli HbA2 (2-3,5)
anemi
HbS (60-88) HbF (85-90)
Orak Hiicre Hastaligi- Orak- g+ HbA1 (9-30) HbS (5-11)
SB+talasemi talasemi HbF (5-20) HbA1 (4-7)
HbA2 (4-7)

HbS:Orak hemoglobin

HbF: Fetal hemoglobin

HbA2: Normal erigkin hemoglobin
HbAL: Minér erigkin hemoglobin

2.3. Hastahi@in goriilme sikhig1

Diinyada en yaygin kalitsal kan hastaliklarinin basinda OHA ve talasemiler
gelmektedir. Hastaligin merkezi Afrika olsa da, ticaret yollar1 ve kole ticaretinin
etkisi ile orak hiicre geni diinyanin degisik yerlerine dagilmistir. Afrika kokenli

Amerikan yenidoganlarda orak hiicre hastaligi tasiyiciligi %8-10 olup her yil OHA’I1



4000-5000 bebek dogmaktadir. Bat1 Afrika’da tasiyicilik siklig1 %25-30 olup her yil
yaklasik olarak 120000 bebek OHA ile diinyaya gelmektedir (54). Ayrica,
Karayipler, Orta ve Giiney Amerika, Akdeniz Bolgesi (Tiirkiye, Yunanistan), Orta
Dogu ve Hindistan bolgesinde de OHA goriilme siklig1 dnemlidir.

Ulkemizde hemoglobinopatiler ile ilgili ilk ¢alismalar, M. Aksoy tarafindan
1950°li yillarda Cukurova bdlgesinde yapilmistir (55). Ozellikle giiney illerimizde
OHA hastast ve tastyicist sayisi yiiksektir (56). Mersin OHA tasiyiciliginin ve
hastaligin yaygin oldugu bir ilimizdir (57). Mersin ilinde evlilik Oncesi tarama
sonuglarina gore HbS tastyicilign %1,3 bulunmustur (58). Ozellikle aile ici evlilikler

hastaligin ortaya ¢ikiginda 6nemli bir etmendir.

2.4. Patofizyoloji

Orak hiicre patofizyolojisi agagidaki olaylar zinciriyle agiklanmistir:

1. B globin geninin altinci kodonundaki A—G niikleotit degisimine bagli
olarak, polipeptit zincirinde 6. siradaki glutamik asit yerine valin geger.

2. D1s yiizeyde yer alan hidrofilik bir aminoasitin hidrofobik bir amino asitle
yer degistirmesi proteinin ¢oziiniirliik 6zelliklerini degistirir.

3. Oksijensiz kalindiginda eritrosit i¢inde ¢ozilinilirliigii azalan HbS proteini
polimerize olur (Sekil 2.1),

4. Eritrositlerde sekil bozuklugu ve oraklagsma goriiliir,

5. Orak eritrositler kiiciik damarlarda kiimelenerek tikanikliga yol acar
(Sekil 2.2) (59),

Polimerizasyon orak hiicre hastaliginin degismez 6zelligi iken (60) hastaligin
patofizyolojisini tam anlamiyla aciklayabilmek i¢in fizikokimya, molekiiler biyoloji,
hiicre biyolojisi, biyokimya, koagulasyon ve genetik bilimleriyle elde edilecek

verileri birlestirecek biitiinlesmis bir bakis agisina ihtiyag vardir (4, 8).
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Sekil 2.1. Deoksijenizasyonun polimerizasyon ve oraklagma tizerindeki etkisi (61).
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A  Normal eritrositler

Normal
eritrosit

Normal eritrosit kesiti

Serbest dolasan
eritrositler

Normal
hemoglobin

B Orak eritrositler

Dolasimi
tikayan

Orak eritrosit kesiti

Yapisan orak hucreler

Anormal
hemoglobin
bantlar
orak sekli
olusturur )

Sekil 2.2. Normal (A) ve orak (B) eritrositlerin damarlardaki dolagimi1 (59).

2.4.1. Hemoglobin

Insan Hb molekiilleri o- ve B-globinlerin dimerlerinin eslenerek tetramer
yapisinda ve fonksiyonel bir birim olarak olusturdugu proteinlerdir. o, B2 molekiilii
eriskindeki esas Hb’dir (Sekil 2.3). Memelilerdeki esas fonksiyonu akcigerlerdeki
oksijeni (O2) dokulara tasimaktir. Bunun yaninda Hb 6nemli biyolojik rolleri olan;
karbondioksit (CO;), karbon monoksit (CO), ve nitrik oksit (NO) gazlar1 ile de
etkilegsmektedir (62).
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Polipeptit
zincir C\OO‘ 00
B zincir-.. CH, f“z
}:\Hz H /CH,
C
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HC CH
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AN ¢ J; | \\C—cn
ﬁ/ \C > \c /C\C / 3
a zinci c/H3 H é*cu
2
Hem

Hemoglobin (Fe-protoporfirin 1X)

Sekil 2.3. Hemoglobinin 3 boyutlu yapisi ve hem halkasi (62).

Globin proteininin amino asitleri a-heliks peptidinin, o zincirinde 7 ve
zincirinde 8 alan iceren karakteristik bir bicimde katlanmasi ile Hb proteinin
fonksiyonel 6zellikleri ortaya ¢ikar. Hb tetramerine ait dort polipeptidin her birinde
kovalan olmayan etkilesimlerle baglanmis demir-protopofirin IX molekiilii olan bir
hem prostetik grubu vardir ki boylece demir atomu sulu ortamdan saklanmis olur. Bu
ortamdaki demir atomlari bashca fizyolojik ferréz (Fe?") halindedir.
Koordinasyonlar1 bir diizlemdeki dort nitrojen atomu; ‘F’ heliksin 8. pozisyonundaki
histidin amino asidinin imidazol nitrojen atomuna ve porfirin diizlemine gore
histidinin karsisina gelen tarafa da gaz atomu baglanir. Gaz atomlarinin bu dort
demir atomuna geridoniislii baglanmasi ile Oy, CO ve NO’nun taginimi gercgeklesir.
CO; demir atomlarma baglanarak degil de Hb’nin amino ucundaki amino asitlerle
zayif karbamino kompleksi olusturarak ve kanda ¢6ziinmiis olarak tasinir. CO toksik
bir gaz olmasinin yaninda viicutta ‘hem’ molekiiliiniin hem oksijenazla yikimi
sirasinda olugur. NO’nun B zincirinin 93. pozisyonundaki sistein amino asidine
baglanarak S-nitrozil Hb olusturdugu anlasilmis, S-nitrozil Hb’nin de diisiik oksijen
konsantrasyonlarinda NO’yu salmasinin da dokularda vazodilatasyon ile kan akisini
ve oksijen salinimini artiran bir mekanizma olabilecegi diistiniilmiistiir.

Saglikl1 erigkinlere ait eritrositlerde Hb’in %97°si HbA (02B2), %2’si HbA;
(0202) ve %1°1 fetal Hb (azy2) olan HbF tir. A globin gen lokusu kromozom 16’da ve
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B globin gen lokusu kromozom 11°de yer alir. Yetigskin insanda Hb sentezi normal

olarak kemik iligindeki olgunlasmamis eritrositlerde meydana gelir.

2.4.2. Orak Hemoglobin ve polimerizasyon

HbS proteini oksijen bagladiginda HbA ile benzer ¢oziniirlik gosterdigi
halde; 6. pozisyondaki glutamik asit yerine valin geg¢mesiyle HbS tetramerinin
yiizeyi daha hidrofobik hale gelir. Kiicilik bir genetik degisiklik molekiiler stabiliteyi
onemli Olglide etkiler. Oksijenini birakan, deoksi HbS molekiiliiniin ¢oziiniirligi
azalir, buna karsilik viskozitesi artar, deoksi HbS tetramerleri kendi aralarinda
etkileserek polimer lifgikleri olusturur, bunlar da lifler halinde biraraya gelir
(Sekil 2.4).

Orak hiicre

. mutasyonu
(B6 Glu—>Val)

0B

B globinler

a globinler Demir atomlari ‘

Sekil 2.4. Hemoglobinin 3 boyutlu gosterimi, A; HbS mutasyonunun yerlesimi B;
oksi ve deoksi formdaki Hb (62).
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Temel polimer yapisinda iki sarmalli lifcik yer alip bunlardan yedi tanesi
birleserek lif yapisini olusturur. Tetramerin iki f6val’inden bir tanesi komsu HbS
tetramerindeki F heliks hidrofobik cebinde yer alan f85phe ve B88leu amino asitleri
ile etkilesime girerek polimerizasyonu baslatmaktadir (60). Eritrositteki HbS
konsantrasyonu 30 g/dL’ye ulastigi zaman yari kati jel formu olusur. HbS polarize
1sikta incelendiginde kiiglik mekik seklinde cisimler igerir. Bu siv1 kristallere taktoid
de denir. HbS’in siv1 ve kati fazlar1 arasindaki dengeyi tayin eden dort degisken;
oksijen konsantrasyonu, HbS konsantrasyonu, 1s1 ve HbS disindaki Hb’lerin
varligidir. Bunlarin en 6nemlisi oksijen konsantrasyonudur. Deoksijenizasyon HbS
molekiiliinii oksijensiz birakarak siipersatiire eder, HbS tetramerleri kiimelenir ve

HbS polimeri olusur (Sekil 2.5).

Sekil 2.5. HbS polimer zinciri 7 ikili sarmaldan olusur. Her top bir molekiil Hb’i

temsil eder. Ayni ikili sarmalda ait olan molekiiller ayn1 renkte boyanmustir (60).

2. 4. 3. Hiicresel Oraklasma

Orak hiicre siispansiyonu oksijensiz birakildiginda viskozitesinde dramatik
bir artis gozlenir. Viskozite degisimi polimer miktariyla paraleldir. Saniyeler i¢inde
gerceklesen HbS polimerizasyonu ile deforme olan eritrositler, oksijenizasyonla eski
seklini kazanir (Sekil 2.6). Deoksijenizasyonun siire ve siddetine bagli olarak Hb
tetramerleri farkli bicimlerde polimerize olmakta ve graniiler veya orak bicimli

eritrositlere rastlanmaktadir.



14

Sekil.2.6. Oksijenizasyon ve oraklasma. Oksijenizasyon a; %100, b; %75 ¢; %50 d;
%25 ve e; %0 (59).

Genellikle yeniden oksijenlenme ile orak eritrositler eski bi¢imini kazanirken,
baz1 hiicrelerin dolagimda orak sekillerini koruduklar1 bilinmektedir. Hiicrelerin geri
doniigsiiz oraklasmasindaki mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir. Bu
hiicrelerde HbF igeriginin daha az oldugu bilinmektedir (63). Bu hiicrelerin deforme
olabilme 6zellikleri ¢ok azaldigindan dolasimda kalis siireleri de kisalmustir (64). Her
bir hasta i¢in doniissliz oraklagmis hiicre sayis1 genellikle sabittir ve esas olarak
kansizlik derecesiyle iliskilidir. Bu hiicre sayist hastanin krizleriyle iligkili olmadig:
gibi 6rnegin akut agr1 atagi gibi durumlarin da bir belirleyicisi degildir. Periferik
yaymada geri doniissiiz oraklagsmis hiicrelerin (GDO) saptanmasi orak hiicre
sendromlarinin tanisinin konulmasinda ¢ok oOnemlidir; tiim orak hiicre hastaligi

genotiplerinde GDO goriiliirken, orak hiicre tagiyicilarinda GDO goriilmez.

2.4.4. Orak Hiicrede Dehidratasyon ve Sonugclar:

Orak hiicrelerin normalden farkli bir katyon igerigi oldugu ilk kez 1937°de
Erickson ve arkadaslari tarafindan bildirilmistir (65). Orak hiicre hastalarmin
kanlarinda sodyum yiiksekligi ve potasyum disiikliigii saptanmis, ancak bu
degerlerin hastalar arasinda Onemli varyasyon gosterdigi de belirtilmistir. Orak
eritrositler yogunluklarma gore ayrilip incelendiginde katyon homeostazisine ait
anormalliklerin varlig1 daha iyi anlagilmistir.

Diger yandan orak hiicre hastaliginda hemoliz nedeniyle ortalama eritrosit

omrii kisalmis, periferal kanda retikiilosit sayis1 artmigtir. Ortalama retikiilosit sayimi1
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%4-24 arasinda olup yaklasik %10 civarindadir. Boylece bazi pompa sistemlerinde
saptanan aktivite artisinin hiicrelerin gen¢ olmasi ile iligkili olabilecegi de
distinilmiistiir.

Orak eritrositlerde aktivite degisikligi gosterdigi diisliniilen tasima sistemleri
asagidadir:

-Na*, K" pompasi

-Na*,K", 2CI" kotransportu

-K*,CI" kotransportu

-Na*, H" degistiricisi

-Ca”" tastyicisi
-Ca®* bagimli K*kanali (Gardos Yolu) (Sekil 2.7)

Sekil 2.7. Orak eritrositte artmis kalsiyum diizeyleriyle Gardos kanalinin aktive
olmasi (65).

Ca?* bagimh K kanali ve K*,CI" kotransportu bunlarin iginde en etkili
olanlaridir. Orak hiicre membraninda bozulmus transport fonksiyonu sonucunda
hiicre K* ve su kaybeder, hiicre yogunlugu artar. Bu yogun (dens) hiicrelerde eritrosit
Hb konsantrasyonu 50 g/dL ‘ye ulasabilir. Bu durumda SS Hb’lerin polimerizasyonu
hizlanirken GDO eritrosit olusumu kolaylasir. Ozellikle GDO eritrositlerde hiicre ici
Ca®* diizeyi yiiksektir.
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2.4.5. OHA’da bakir, ¢cinko, demir ve kalsiyum iyonlarinin durumu

OHA hastalarinda antioksidan ozellikleri iyi bilinen Zn iyonunun, plazma,
eritrosit, sa¢ gibi dokularda eksildigi bildirilmis (66-67), yine idrarla Zn kaybedildigi
gosterilmistir (38). Bir c¢alismada ¢ocukluk ¢agi OHA hastalariin %44’tinde Zn
eksikligi saptanmistir (68). Ancak OHA hastalarinin kontrolle benzer Zn diizeylerine
sahip oldugunu bildiren ¢alismalar da vardir (69). Antioksidan sisteme Onemli
katkida bulunan Zn’nun redoks aktivitesi olmadig1 i¢in, baglandig proteini dayanikli
hale getirir. Cinkonun membranlara baglanarak antioksidan olarak etki gosterdigi
bilinmektedir (70).

Zn diizeylerindeki degisim siklikla Cu dengesini de etkilemektedir (71-72).
Zn eksikligi goriilen dokularda Cu diizeylerinin arttigi gosterilmistir (73). OHA
hastalarinda plazma Cu diizeylerini artmis (74-75) veya benzer bulan galismalar
vardir (67, 76).

OHA’ daki bir diger 6nemli iyon da Hb yapisinda yer alan Fe’ dir. OHA
hastalarinda kronik hemoliz nedeniyle idrarla Fe kaybi artmakta (77) ancak tedavi
amacli uygulanan transfiizyonlar neticesinde Fe birikimi de gozlenebilmektedir (78).
Fe, Cu ile birlikte oksidasyonu tetiklemesi bakimindan 6nemlidir. Orak eritrositlerde
Fe miktarinin kontrole kiyasla arttig1 (13), ayni1 kaldigi veya azaldigi rapor edilmistir
(15).

Orak eritrositlerde Ozellikle oksijensizlik sirasinda ca?t iyonu derisiminin
arttig1 gosterilmistir (79). Yiiksek total Ca diizeyi sitoplazmik vezikiillere dogru bir
kompertmentalizasyonla (yer tutma) ilgilidir. Plazma membranindan tiireyen bu
vezikiiller, Ca®*- ATPaz’1 da igeren integral membran proteinlerini de kapsar. Ca
hiicre iginde bir¢ok metabolik olayr baglatabilmektedir (37). OHA hastalarinda
plazma Ca diizeyleriyle ilgili az sayida ¢alisma vardir (80-82).

2.4.6. OHA’da oksidatif hasar

OHA hastalig1 tablosundaki oksidatif hasarin {i¢ bileseni vardir:

1. Eritrositteki HbS oksidasyonuna bagli gelisen peroksidasyon ve serbest
radikal olusumu

2. Damar tikaniklig1 sonrasi gelisen reperfiizyon hasarindan kaynaklanan
serbest radikaller

3. Eritrosit iginde ve dolagimda azalmis antioksidan kapasite
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Orak Hb’in elektroforetik mobilitesi ve ¢oziiniirliigli normalden farkli oldugu
gibi yapisi da kararsizdir (17, 83). Bu durumda MetHb bozunumu ve hem salinimi
artmistir (84). Diger yandan fizyolojik Hb oksijenlenmesi ve oksijensizlesmesi
stirecinde devamli MetHb ve oksijen radikalleri tiretilmektedir (85).

Orak hiicredeki bu oksidatif stres, indirgeyici savunma mekanizmasini
bozarak, diger oksidatif ajanlarin hasar vermesini kolaylastirir. Orak eritrositlerdeki
serbest hem, hiicreyi oksidasyondan koruyan bazi enzimleri inhibe ederken; heksoz
monofosfat yolu aktivitesi ve glutatyon igerigi azalmistir (86). Orak hiicrelerdeki bu
metabolik hasar yeterince anlagilamadiysa da hastalik patolojisine katkisiin biiyiik
oldugu diistiniilmektedir.

Band 3 ve diger bir transmembran protein olan glikoforinin membran
dagilimindaki diizensizlik, orak hiicrelerde membran iskeletinin bozuldugunu
gosterir (9). Bant 3’iin sitoplazmik kisminda hemikrom agregatlarinin birikmesi ile
bant 3 molekiillerinin membranda bir araya toplandigi; immiinglobiilin G ve
komplemanin band 3’tin hiicre dis1 bolgelerine baglanmasi ile orak hiicrenin
makrofajca taninmast ve endotele yapigsmasinin kolaylastigi goézlenmistir (87).
Membran iskeleti proteinlerinden biri olan spektrinin orak hiicre membraniyla
birlesememesi, iskeleti olusturan proteinlerin anormalliginin bir sonucudur.
Membran iskeleti proteinleri olan ankirin, spektrin, band 3 ve band 4,1’de oksidatif
hasar gelistigine dair direkt kanitlar vardir (88).

Orak hiicrede membran lipitlerinin oksidatif hasara ugradig1 da gosterilmistir
(3). Kural olarak biyolojik zarlarda asir1 lipit peroksidasyonu ile akigkanlik kaybu,
membran potansiyelinde diisme, H ve diger iyonlara gegirgenlikte artis ve takibinde

hiicrenin parcalanmasiyla hiicre igeriginin ve organellerin disariya ¢ikist gerceklesir.

2.4.7. inflamasyon ve adherans

OHA’da kronik hemoliz sonucu agiga cikan hiicre icerigi de plazmanin
kimyasal bilesimini degistirmekte ve inflamatuvar bir ortam hazirlamaktadir (89).
Sitokinlerin ve plazma faktorlerinin OHA patolojisinde 6nemli bir rolii oldugu ve
ozellikle plateletlerin bu sitokin salinimina aracilik ettigi anlasilmistir (90). OHA’da
platelet kokenli CD40 ligand diizeyleri artmis iken krizlerde daha da artis olmustur
(91). CD40 ligand tiimor nekrozis faktor ailesinden olup OHA’daki kronik

inflamasyonun potansiyel medyatorii olarak diisiinilmiistir. OHA’da kronik
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inflamasyon bulgular1 olmakla beraber, hasta krize girdiginde akut inflamasyon

bulgular alevlenir (Tablo 2.2) (53).

Tablo 2.2. Tipik bir agrili krizin evreleri

Prodromal evre Baslangic evresi Pik evresi Yatisma evresi

(1-2 giin) (2-3 giin) (2-7 giin) (1-2 giin)

Dens eritrositler! Lokosit sayimi 1 Fibrinojen? Fibrinojen?
Dens eritrositler 1 ESR? ESR?
RDW? Eritrosit Eritrosit
LDH? deformabilitesi| deformabilitesit
CRP? Hemoglobin |  Trombosit?
ESR?

Eritrosit Fibrinojen? Lokosit sayimi |

deformabilitesi | Trombosit] Dens eritrositler |
Eritrosit RDW|]
deformabilitesi ] CRP|

RDW: Eritrosit dagilim genisligi, LDH: Laktat dehidrogenaz, CRP: C reaktif protein
ESR: Eritrosit sedimentasyon hizi

Orak hiicreler damar endotel hiicre kiiltiiriine belirgin yapigsma gdstermis, bu

gozlem OHA patofizyolojisinin aydinlatilmasinda yeni bir yol agmistir (92).
Orak hiicre hastalifinda gelisen damar tikanikligmin derecesi orak hiicrelerin
yapiskanlhigiyla dogrudan iligkilidir. Eks vivo ¢aligmalarda vazookliizyonun
baglangicinda orak hiicrelerin vaskiiler endotele yapistigi gosterilmistir (93).
Genellikle en diisiik yogunluklu, retikiilositten zengin orak hiicre fraksiyonu en fazla
yapigkanlik gosterir (94). OHA’da adezyonu (yapismayi) etkileyen faktorler
asagidaki gibi belirlenmistir (4).

1. Orak hiicre alt populasyonu (alt tipi)

2. Endotel hiicresinin kaynagi (kokent, tipi)

3. Sitoadhezif (hiicreye adezyon kuvvet gosteren) ligandlar

4. Hiicre membran reseptorleri.

Orak eritrositlerin uyarilmamis endotele yapismasinda Yyiiksek molekiil
agirlikli von Willebrand Faktor, glikoprotein Ib, integrin, trombospondin, CD36,
siilfatlanmig glikanlar, fibronektin, laminin ve CD44 gibi ¢esitli molekiiller aracilik
etmektedir. Bu molekiiler ¢esitlilik orak eritrositlerin endotele yapismasinda

karmagik mekanizmalarin igledigini ortaya koymaktadir. Endotel aktivasyonu veya
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hasar1 oldugunda, orak eritrositlerin adezyon mekanizmasina plateletler ve
polimorfoniikleer 16kositler de katilmaktadir (90). Adezyon olayindaki temel
bilesenler Sekil 2.8’de gosterilmistir. Yine artmis tiimor nekrozis faktor a diizeyleri
orak hiicre adezyonuyla iligkili goriilmiistiir (95). Diger yandan endotel hiicrelerinin
oksijensiz kalmasi, iskemi-reperfiizyon hasarinin gelismesi, mevcut immiin
yetmezlikle kroniklesen inflamasyon, adezyon molekiillerinin artis1 ile belirginlesen

orak hiicre adezyonu tablosu da vazookliizyonu desteklemektedir.

Endotel A
( Aktive
\_platelet
inflamatuvar ——
Sitokinler

Orak hiicre

Sekil 2.8. Orak eritrositlerin endotele adezyonundaki temel bilesenler (95).

2.4.8. Proteomik arastirmalar

Orak eritrosit membran proteinlerinin proteom analizinin yapildigt bir
calismada (96) ozellikle aktin aksesuar proteinler, lipid raft bilesenleri, oksijen
radikal temizleyici, protein tamirinde gorevli proteinler ve protein yapim-yikim
(turnover) bilesenlerinin ekspresyonu kontrole gore artmistir. Hidroksiiire tedavisinin
orak eritrosit proteomuna etkisinin incelendigi yeni bir ¢aligmada; ilag tedavisiyle
eritrosit gekil ve fleksibilitesini diizenlemekle goérevli membran iskeleti
proteinlerinde artis oldugu gozlenmistir (97). Miktar1 diisen proteinlerse protein

tamir ve yikiminda goérevli olanlardir.
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2.5. Klinik

25.1. Tam

Hemoglobin ¢alismalari ile taniya gidilir. Alkali pH'da yapilan elektroforezde
HbS, Hb A, Hb A2 ve HbF birbirlerinden net olarak ayrilirlar. HbS, HbA ile HbA2
arasinda yer almaktadir. Ayrica HPLC ile Hb fraksiyonlarmin ayrilmasi ile HbS
ylizdesinin belirlenmesi de yaygin olarak kullanima girmistir. Molekiiler tani

yontemleri olan PCR-Restriksiyon Endoniikleaz kesimi ile tani kesinlestirilebilir.

2.5.2. Klinik Tablo

Orak hiicre hastalarinda anemi bulgular1 olmakla birlikte agrili kriz donemleri
disinda genellikle belirti vermezler. Erkek hastalarin ortalama yasam siiresi 42,
kadinlar icinse 48 yildir. Fakat bu yas sinirlar1 hastaliin komplikasyonlar ile
degiskenlik gosterebilir. Hastalarda biiyiime ve gelisim geri, ergenlik gecikmistir.
Kronik ve ilerleyici kemik ve eklem hasar1 dikkat ¢eker.

Santral sinir sistemi agir felglerin yani sira, sessiz infarktlarin etkisi
altindadir. Kronik anemi, pulmoner arterlerde tekrarlayan hafif tikanikliklar ve
miyokarddaki hemosideroz, kardiyovaskiiler sistemi stres altina sokan faktorlerdir.
Tekrarlayan infarktlar ve enfeksiyonlara bagl kronik akciger hastaligi ortaya ¢ikar;
akciger fonksiyonlar: ortadan agira giden diizeyde bozuktur.

Dalak OHA’de en sik tutulan organlardan biridir (98). Once splenomegali

daha sonra da otosplenektomi ve dolayisiyla da enfeksiyonlara duyarlilik gelisir.
Bir yasinda baslayan karaciger biiylimesi hayat boyu devam eder. Hastalarda
gozlenen karaciger hasar1 ¢ok faktorlii olup demir birikimi (hemosideroz) ve viral
enfeksiyonun bir sonucu olarak ortaya c¢ikar (99). Hepatik fonksiyon bozuklugu
goriilebilir, eriskinde difiiz nodiiler siroz ortaya c¢ikabilir. Artmis hem
katabolizmasina bagli, pigmenter safra taglar siktir.

Bobreklerde klinik belirti vermeyen kiiclik kortikal infarktlar goriiliir. Tiibiil
epitelinde hemosiderin birikimi, glomeriiler arterlerde dilatasyon ve konjesyon
saptanmistir. Hipostenuri ve hematiiri sik goriilen belirtilerdir.

Orak eritrositlerin géz damarlarinda yol ac¢tifi stazis ve okliizyon cesitli

okiiler lezyonlara neden olur. Geri doniisiimsiiz hasarlar siktir. Tekrarlayan ayak
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tilserleri erigkin doneme ait bir problem olarak ortaya c¢ikar, sekonder enfeksiyon

geligimi siktir.

2.5.3. Laboratuvar bulgular

Hemoglobin diizeyleri 5-9 gr/dL arasinda degisir. Periferik kan yaymasinda
goriilen oraklasmis hiicreler, homozigot OHA’nin tanisal bulgularindandir.
Retikiilosit sayisi %5-15 arasinda degisir, c¢ekirdekli eritrositler, polikromatofili
goziikiir, bunlar hizlanmis eritropoez bulgularidir. OHA’da eritrosit Omrii
kisalmisken (yaklasik on giin) eritrosit iiretimi 4-5 kat artmistir. Total 16kosit sayisi
artabilir (12000-20000 /mm3). Periferik yaymada notrofil hakimiyeti goriliir.
Trombosit sayis1 yiiksek, sedimentasyon hiz1 diisiiktiir. Karaciger fonksiyon
testlerinde bozulma, hiperbilirubinemi ve hipergamaglobinemi goriilebilir.
Karacigerde eritroid hiperplazi bulunur. OHA’l1 hastalarda hemostatik sistemin
siklikla etkilendigi tesbit edilmistir.

2.5.4. Tedavi

HbF yapimim artiran ilaglarin basinda hidroksiiire gelmektedir. Hidroksiiire
HbF sentezini artirarak eritrosit kok hiicrelerin farklilagsmalarina etki eder ve eritrosit
yasam siiresini etkileyerek oraklagmay1 azaltir. Bu ilag agr1 krizlerini, hastanede kalig
stirelerini, akciger ve norolojik olaylar1 azaltmada basarili olmustur fakat hastalarin
bir kisminda ilacin kullanimina yamt alinmayabilir. Onemli bir yan etkisi yoktur.
Hidroksitire tedavisinin sik transfiizyon ihtiyacini azaltarak yasam kalitesini artirdig:
gosterilmistir (100).

Orak hiicrelerin kiiciik damarlarda tutulmasini ve endotele yapismasini
azaltmak amaciyla von Willebrand karsit1 faktor, eritrositlerin endotele yapigsmasini
engelleyen antikorlar, integrin karsitt molekiiller ve ayrica sulfasalazin, flocor gibi
endotel aktivasyon engelleyicilerinin tedavide etkinligi arastirilmaktadir.

NO eksikliginin oraklasmada rolii oldugu bilinmektedir. Yapilan
caligmalarda NO o6n maddesi olan L-arginin tedavisinin 0Ozellikle pulmoner
hipertansiyon tedavisinde yarar sagladigi gosterilmistir (Sekil 2.9). NO ve L-arginin,
hidroksiiire ile beraber kullanildiginda birbirlerinin etkilerini artirdig1 gézlenmistir.

Bununla beraber orak hiicre hastalarinda Zn desteginin oksidatif stresi, enfeksiyon
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insidansini ve sitokin tretimini azalttig1 tesbit edildiginden, hastalara diizenli Zn

destegi saglanmalidir (101).

Hidroksitire
inhale nitrik oksit
inhale yada intravaskdiler nitrit
Statinler

Diiz kas
hicreleri

NN N ST —_—

Platelet

Pre kapiller arteriyol Kapiller Post kapiller venl

Sekil 2.9. Orak hiicreli anemi tedavisinde kullanilan baz ilaclarin etki bolgeleri

(101).

OHA tedavisinde kullanimi denenmis ¢esitli ilaclar Tablo 2.3° de

Ozetlenmistir.
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Tablo 2.3. Orak Hiicreli Anemi tedavisinde kullanilan ilaglar ve etki mekanizmalari

(102).

la¢ Grubu Mekanizma Ila¢

Eritrosit rehidratasyonu Gardos kanali inhibisyonu  Klotrimazol
KCI kotransport Mg Pidolat
inhibisyonu

Antiadezyon Eritrosit endotel adezyonu  Antiadezyon antikorlari
Endotel aktivasyonu Sulfasalazin

HbF yapimi Riboniikleotid rediiktaz Hidroksiiire

Antioksidatif tedavi

Antitrombotik tedavi

Vazodilatasyon

Transfiizyon tedavisi
Transplantasyon
Gen tedavisi

Antiinflamatuvar tedavi

Histon deasetilaz

DNA hipometilasyon
Stres eritropoezi
Membran demir selasyonu
Glutatyon metabolizmasi

Trombini azaltma
Trombosit aktivasyonu
inhibisyonu
Antioksidasyon
Adezyonu ve
polimerizasyonu azaltma
Anti-adezyon, anti-
inflamasyon

Orak eritrositleri azaltmak

Hematopoietik kok hiicre
Direk gen replasmani
HMGCoA rediiktaz

inhibisyonu
Apo Al mimetik

Kisa zincirli yag asitleri
2-deoksi-5-azaktadin
Eritropoietin
Deferipron

Glutamin
N-asetilsistein

Heparin

n-3 yag asitleri

Nitrik oksit
Arjinin

Flokor

Aferezis, basit
transfiizyon
Allojenik,
nonmyeloablatif
B-globin geni viral
transferi

Statinler

2.6. Oksidatif hasara genel bakis

2.6.1. Protein oksidasyonu, protein karbonil grubu olusumu

Reaktif oksijen tiirleri (ROS); atmosferde kirletici olarak bulunur, normal

metabolizmada yan {irlin olarak veya radyasyona ve bazi kimyasallara maruziyetle

ortaya ¢ikabilir. Bunlar; hidrojen peroksit (H,0,), hipoklorit iyonu (OCI ), hidroksil

radikali (OH-), hidroperoksil radikali (HO,-), ve siiperoksit anyonu (O2-") dur.
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Serbest haldeki veya protein yapisinda yer alan amino asitler ROS tarafindan
oksitlenmeye yatkin olan yapilardir. Protein oksidasyonu ile olusan hasar, proteinin
fonksiyonunu etkilemedigi siirece fark edilmez. Fonksiyon etkilendiginde hastalik
ortaya cikar. Diger yandan fonksiyon etkilenmese bile, oksitlenmis proteinlerin
bagisiklik sistemi tarafindan yabanci olarak algilanmasi ile de hastaliklar ortaya
cikabilir.

ROS iirlinlerinin olusum mekanizmasi; amino asit, peptit ve proteinleri
iyonize edici radyasyonla olusan OH- veya OH- ve O2- karisimina maruz birakarak
anlasilmistir (103-104). Bu deneyler sonucunda; amino asitlerin veya peptitlerin o-
C’undan veya aromatik amino asitlerin yan zincirlerinden *OH etkisi ile bir H atomu
¢itkmasi sonucu, C merkezli radikal olustugu gosterilmistir. Bu radikal de; O, ve ROS
varliginda, peroksi radikali, alkil peroksit, alkoksil radikali olusturarak peptit zinciri
oksitlenmektedir. Radyasyonla olusturulan *OH ve HO,* radikalleri, organizmada
H,0,’ den Cu ve Fe etkisi ile olusabilmektedir.

Proteinlerin oksidasyonu sirasinda, alifatik ve aromatik amino asit yan
zincirleri hidroksillenebilmekte, siilfidril gruplari nitrozillenebilmekte ve disiilfit
olusturabilmekte, metiyoninler siilfoksit olusturabilmekte, aromatik ve primer amino
gruplar1 klorlanabilmekte ve baz1 amino asit kalintilar1 karbonil tiirevlerine (aldehit
ve keton) ¢evrilebilmektedir. Ayrica protein ¢apraz baglari olusabilmektedir (105).

Oksidasyon islemi sonucunda polipeptit zincirinde agagidaki tepkimelerle

(Sekil 2.10) karbonil grubu ile beraber kiriklar olusabilmektedir:



25

Polipeptit zincirinin oksidatif yolla parcalanmasi

A § R 2
A N0 o
diamid i N

yolu 1 Rs

i m
e 8 N T

Y N e

0 R, 0 R,

i
q-amidasy&
yolu °
: NH !

f
2 NH =
g \R/\ NH, * 0/\13/ \I/\NHHI’
1 o R,
v \"/

B
~ ~Ri_o
"\ X

I (o]
N ~ — <_>4
/Rz ) .
OH, HO, 7
<—>)\ NH #  2-prolidon

prolil peptidi peptidi %,

NN+ ~RoooK

OH
o-amino biitirik
asit

+ ~R,;NH, + H,0 + co,

0
~Ry NH N 0
~R
Y \gtmmr —_— 1}{NHz * L NHRp~ + GOOH+HO

o] . OH, HO,, O, s CHy 1 COOH"
HO o
. purivil
glutamil peptidi
peptidi
2 %I-NH-R,
R-C-NH-CH G4, KO, 2

i i i
‘i;"'z ———= RrC-NH, + CH;-C-C-NH-R, + CO, + HQO,

COOH
aspartil peptidi

Sekil 2.10. Polipeptit zincirinin serbest radikaller araciligiyla kirilmasi. A-Diamid ve
a-amidasyon yollari iizerinden kirilma B- Prolil birimlerinin oksidasyonu ile kirtlma
C- Glutamil birimlerinin oksidasyonu ile kirilma D-Aspartil birimlerinin

oksidasyonu ile kirilma (105).
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Karbonil grubu olusumuna yol agan bir diger oksidasyon tiirii metalle
katalizlenen oksidasyondur (106), bu tip oksidasyonun serbest hale gegen demirden
dolayr OHA’da onemli bir etkisi olabilir. Lizin yan zincirinin hedef oldugu Fe™ile

katalizlenen bir oksidasyonu Sekil 2.11°da gosrerilmistir.

H,0, CH
2
/N
b NFeqn)”
CH,
:: \/N Hz 7 CHz\NH
a
e’ &, P. 2
OH"
c
- Fe(ll)
HZO 3 //O
/ CH 20 H
NH, P.
Nreqiny” e
CHy
OH- d P/ /NH
N Fe(ll)
¥ :
H
OH-

Sekil 2.11. Demir ile katalizlenen protein oksidasyonu (106).

Sonugta; proteindeki lizin, arjinin, prolin ve treonin amino asitlerinin yan
zincirleri karbonile doniisiir, histidinden 2-0kzo-histidin olusur.

Proteinler, ROS ile dogrudan etkilesmeden, ¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyon {iirlinlerinin katilhmi ile de asagidaki sekilde (Sekil 2.12) karbonil gruplari
olusturabilirler (107).
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Sekil 2.12. Coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyon iirlinlerinin katilimi ile

karbonil grubu olusumu (107).

ROS tarafindan etkilenerek yeni karbonil gruplari olusturan amino asit yan

zincirleri ve olusan {irlinler asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 2.4).

Tablo 2.4. Protein amino asit yan zincirlerinde ROS aracili oksidasyon

Amino asit Uriinler Kaynaklar

Arjinin Glutamik-semialdehit (108)

Lizin 2-Amino-adipik-semialdehit (108)

Prolin Glutamik-semialdehit (108)
2-pirolidon (109)
4,5-hidroksiprolin (110)
piroglutamik asit

Sistein Sistein distilfitleri, Sulfenik (103)
asit

Treonin 2-amino-3-keto biitirik asit (111)

Losin 3-,4- 5-hidroksildsin (103)

Histidin 2-okzo-histidin (109)
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2.6.2. Protein siilfidril grubu oksidasyonu

Genellikle sistein ve metiyonin en duyarli amino asitlerdir. Diger oksidasyon
mekanizmalarindan  farkli olarak hiicrelerin  oksidasyonu geri dondiirecek
mekanizmalar1 vardir. Bunlar metiyonin siilfoksit rediiktaz, glutatyon veya
tiyoredoksin redoks sistemleridir.

Eritrosit membrani hiicre iskeleti proteinleri ile siki bir iligki i¢indedir. Bu
iliskide protein SH grubunun 6nemi SHI-reaktif ajanlarin etkisi (112-113) ile
gosterilmigtir OHA’da SH grubu degisimi membran proteinlerinde (114) ve Hb’de
(115-117) incelenmis ve normalden farkli oldugu goériilmiistiir.

Plazmadaki SH gruplari esas itibariyle protein kaynaklidir (118). Protein SH
gruplart oksidasyon zincirini kirma 06zelligine sahip onemli antioksidanlardandir.
Protein yapisinda olup viicutta olduk¢a fazla miktarda bulunan (40-60 mg/ml)
albuminin giiclii bir ekstraseliiler antioksidan oldugu gosterilmistir (12). Albiiminde
SH grubu oksidasyonu ile olusan triinler sekilde gosterilmistir (Sekil 2.13). Plazma
protein SH gruplar1 diizeyi oksidatif hasara karsi hassas olup koroner arter hastaligi
(119), diabetes mellitus (120) gibi oksidatif hasarin oldugu hastaliklarda
diismektedir.



29

Oksidasyon
B Cys 34
Tiyol grubu
& 4
Oksid
ksidasyon N\ Oksidasyon
SOH ) a SOH—) & SOH
Silfenik asit Siilfinik asit Silfonik asit
= —~ 2 Reaksiyonun kararli
Tersinir ara trlnler son Urind

Sekil 2.13. Albiimin proteinindeki oksidasyon (118).

2.6.3. Lipit peroksidasyonu, Malondialdehit olusumu

Serbest radikal etkisi ile yag asidi zincirinden hidrojen atomunun
uzaklagmasi, bu yag asidi zincirinin radikal niteligi kazanmasina neden olmaktadir.
Olusan lipit radikali dayaniksiz bir bilesik olup, bir dizi degisiklige ugramaktadir.
Oncelikle, molekiil i¢i cift bag aktarilmasi (rezonans) ile dien konjugatlari
olugmaktadir. Daha sonra, lipit radikalinin molekiiler oksijen ile reaksiyona girmesi
ile lipit peroksit radikali meydana gelmektedir. Bu lipit peroksit radikalleri de zar

yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin
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olusmasini saglamakta, kendileri de agiga cikan hidrojen atomlarini alarak lipit-
hidroperoksitlere doniismektedir (121).

Otooksidasyon iirlinlerinden lipit-hidroperoksitler siiperoksit iyonu ataklari
veya lipoksijenaz aktivitesi ile parcalanarak yeni radikaller iiretmeye baslar. ikincil
oksidasyon {iriinleri olarak tanimlanan bu yapilarin sekillenmesi geg¢is metalleri
iyonlarinin Katalizi ile olmaktadir. Lipit peroksidasyonu, lipid-hidroperoksitlerin
aldehit ve diger karbonil bilesiklere doniismesi ile sonlanir (122).

Malondialdehit (MDA), non-enzimatik oksidatif lipit peroksitlerinin
parcalanmasi sonucu olusan toksik etkili son iiriinlerden birisidir. Ikiden fazla ¢ift
bag iceren yag asitlerinin otooksidasyonunda veya eikozanoid sentezinde
serbestlesen siklik endoperoksitler MDA’ nin asil kaynagini olusturmaktadir (Sekil
2.14) (123). MDA miktarmin Sl¢timii, lipit peroksit diizeylerinin saptanmasinda
siklikla kullanilmaktadir.

— — — — OOH
=N\ = OH
VAN — — OOH
02
o
I
(e]
WA= = OOH

AN — = OOH Lipit hidroperoksit

Aldehidik Granler
Siklik peroksit (MDA, HNE gibi)

Siklik endoperoksit / \

Nukleotit katimi

Aminoasit katimi

Sekil 2.14. Malondialdehit olusumu (123).
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Lipit peroksidasyonunun; hiicre zarinin lipit yapisindaki degisiklikler nedeni
ile hiicre zar1 islevinin bozulmasi, olusan serbest radikallerin enzimler ve diger hiicre
bilesenleri iizerine etkisi, son iirlinler olan aldehitlerin sitotoksik etkileri gibi farkl
yollarla hiicre hasarmma neden oldugu diisiiniilmektedir. Her ii¢ olayin da esit
derecede etkili oldugu veya birlikte ya da birbirlerinin ardinca etkili olduklar ileri
stiriilmektedir. Bununla birlikte, aldehit yapili bilesiklerin uzun yasam siireli ve
zarlar1 gegebilme 0Ozelliginde olmasi, hedef organlardaki, lipit peroksidasyonu

etkilerinden, bu bilesiklerin sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir (124).

2.7. Plazma proteinleri ve protein elektroforezi

Plazma protein elektroforezi ile agaroz jelde yiiriitiilen plazma proteinleri;
boyut ve elektrik yiikiine gore bes ayr1 fraksiyona ayrilir. Bunlar albiimin, al, a2, j,
ve v fraksiyonlaridir. Albiimin plazma proteinlerinin esas bilesenidir, karacigerde
iretilir. Elektroforez grafik ¢iktisinda anoda yakindir, solda yer alir, en biiyiik piki
olusturur (Sekil 2.15). Globiilinler toplam protein igeriginde daha kiigiik bir yere
sahiptir, dort ardisik pik katoda dogru yerlesim gosterir, y piki katoda en yakin

olandir.

Albamin
«,-Lipoprotein (HDL)
a,-Glikoprotein
a,-Antitripsin
a,-Makroglobiilin
Haptoglobin
Pre-B-lipoprotein
Transferrin
B-Lipoprotein
Kompleman faktérler

IgA
— IgM

IgG

Prealbiimin v N\/n\_///\i’_\

L 1 ]
oy @ B

Sekil 2.15. Protein elektroforezinde proteinlerin fraksiyonlara dagilimi (125).
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3. BIREYLER VE YONTEM
3.1. Geregler

3.1.1. Kullanilan kimyasal bilesikler

Tris(hidroksimetil)aminometan, metanol, trikloroasetik asit, hidroklorik asit,
etanol, etil asetat, iire, aseton, trikloroasetik asit ¢ozeltisi, n-hekzan, kloroform, asetik
asit, dietil eter, sodyum kloriir, di-sodyum hidrojen fosfat, potasyum fosfat
monobazik, tiyobarbitiirik asit, n-butanol, siilfiirik asit, tetramethoxypropane, biitile
edilmis hidroksitoluen, albiimin bovin fraksiyon, hidrojen peroksit, potasyum
hidroksit, Cu(NOs)s.3H,0, Fe(NOs)s.9H,O (Merck, Almanya); 5,5 -ditio-bis(2-
nitrobenzoik asit), l-a-fosfatidil inozitol, [-a-fosfatidil kolin, Drabkin reaktifi,
etilendiamintetraasetik asit, Hb standart, Brij35 (Sigma, ABD); 2,4-
dinitrofenilhidrazin Fluka’dan; Zn(NO3),.6H,0 (BHD, Ingiltere), kalsiyum standardi
(Perkin Elmer) kullanildi.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Sicak su banyosu (BM 302 Niive), vorteks (Cenco instrument whirlmix),
vorteks (MS2 minishaker, 1KA), spektrofotometre (UV-1601 Shimadzu), siticili
manyetik karistirict (Torrey-Pines Scientific), mikrofiij (Heraecus Biofuge A),
buzdolab1 (Argelik), derin dondurucu (Argelik), pHmetre (Consort C 830), sogutmali
stipersantrifiij (Supra21K), Klinik santrifiij (Niive), hassas terazi (Mettler Toledo),
firm (Elektro Metal Kollektif Sirketi), atomik absorpsiyon spektrofotometri cihazi
(Analyst-800, Perkin Elmer), yiiksek basingli sivi kromatografi cihazi (Agilent, 1200
Serries), elektroforez (Hydrasys instrument, SEBIA), distile su cihazi (Nano Pure

Infinity), buz makinesi (Fiocchetti).

3.2. Bireyler
Hasta, tasiyici ve saglam kan Ornekleri; Haziran 2008 ve Mayis 2009
tarihlerinde 2 ayr1 grup halinde toplanmistir. Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi’nden

etik kurul izni alinmistir (18.06.2007, 06/06). Gruplarin 6zellikleri asagidaki gibidir.
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3.2.1. 1. grup (Haziran 2008)

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Saglign ve Hastaligi Boliimii,
Hematoloji klinigince diizenli takip edilen, genel durumu stabil, iki ay ve daha uzun
stiredir kriz ge¢irmemis ve transflizyon almamis, orak hiicre hastas1 (n=15) ve orak
hiicre tasiyicist (n=13) cocuklar caligmaya dahil edildi. OHA ve tastyicilik tanisi
elektroforez ve HPLC ile konulmustur, ayrica genotiplendirme yapilmistir. Saglikli
cocuklar (n=10), akut veya kronik herhangi bir saglik problemi olmayan, biiyiime ve

gelisimi normal, benzer yas grubundaki ¢cocuklardan segilmistir

3.2.2. 11. grup (May1s 2009)

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk Sagligi ve Hastaligi Béliimii,
Hematoloji klinigince diizenli takip edilen, genel durumu stabil ve ii¢ ay veya daha
uzun siiredir kriz ge¢irmemis, transfiizyon almamis, hastalar (n=15) ¢alismaya dahil
edildi. Tasiyict cocuklar (n=10), kardes veya akrabalardan olusmaktaydi. OHA ve
tastyicilik tanist elektroforez ve HPLC ile konulmustur, ayrica genotiplendirme
yapilmistir. Saglikli ¢ocuklar (n=10), akut veya kronik herhangi bir saglik problemi
olmayan, biiylime ve gelisimi normal, benzer yas grubundaki c¢ocuklardan

secilmistir.

3.3. Kan 6rneklerinin alinmasi, plazma eldesi, eritrosit paketinin hazirlanmasi
Hastalardan, 12 saat aclik sonrasi, 10 ml kan EDTA’ 11 tiiplere alindi. Kan
ornekleri klinik santrifiijde 3000 rpm’ de 10 dk ¢evrildikten sonra, plazma pastor
pipetiyle ayrildi, ependorf tiiplere boliinerek -20 °C’ ye kaldirildi. Lokosit tabakasi
ortamdan uzaklastirildi. Elde edilen eritrosit ¢okelegi 1:1 oraninda serum fizyolojik
icinde siispanse edildi. Bu siispansiyon ortamda kalan plazma ve lokositleri
uzaklastirmak amaciyla, 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatan
uzaklastirildi. Ayni islem iki kez tekrarlandi ve eritrosit paketi elde edildi. Paket
ependorf tiiplere boliinerek -20 °C’ ye kaldirildi. Ornekler Mersin’den Ankara’ya
kuru buz i¢inde nakledildi. -20 °C’ ye aktarilarak ¢aligma giinline kadar saklandi.
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3.4. Yontemler

3.4.1. Total Protein Tayini (Biiiret Yontemi)

Bu yontem, alkali kosullar altinda Cu®* iyonlarmim amonyum, aminoasitler,
peptidler, proteinler ve biliretler gibi amonyumlu bilesiklerle mavi-mor renkli
kompleks olusturmasi esasina dayanir (126). Protein ve peptitlerde, iki peptid bagi
olusumuna katilan 4 azot atomu ile biiiret ayiracindan gelen Cu®*” nin renkli bilesik
olusturmasi esastir. Olusan bu kompleksin absorbansi 550 nm’de 6l¢iiliir.

Biiiret reaktifi, 9 gr Na-K tartarat 400 ml 0,2 N NaOH'de ¢oziildiikten sonra
3 gr CuSO4 ve 5 gr KI eklenip son hacim su ile 1000 ml'ye tamamlanmasiyla
hazirlandi. Albiimin standardi, 10 mg/ml olacak sekilde, bovin serum albumin
kullanilarak distile su i¢inde hazirlandi. Deneye baglamadan 6nce plazma Grnekleri
10 kez seyreltildi. 200 pl 6rnek veya standarda 1 ml Bitiret reaktifi eklendi, 20 dk.
oda 1sisinda bekletildi. Reaktif korii yaninda, 6rnek korii de hazirlandi. Absorbans

550 nm’de olgiildii.

3.4.2. Hemoglobin tayini

Alkali potasyum ferrisiyanit varliginda Hb ve tilirevlerinin oksitlenerek
MetHb’e doniismesi esasina dayanir. MetHb potasyum siyanitle reaksiyona girerek
siyanmetHb olusturur (127). Bu bilesik 540 nm’de maksimum absorbans verir.

Sodyum bikarbonat, potasyum ferrisiyanit ve potasyum siyanit igeren
Drabkin reaktifi hazir olarak alindi. Firmanin talimatlarina uygun olarak hazirlandi.
Oda 1sisinda, karanlikta, amber sisede saklandi. Drabkin ¢ozeltisinin pH’s1 7,2
civarinda olup, acik sar1 renkli berrak bir ¢ozeltidir. 540 nm’de suya kars1 absorbansi
sifirdir.  Cozeltiye eklenen deterjan, eritrosit stromasindan ve protein
presipitatlarindan kaynaklanabilecek bulaniklig: 6nler.

Siyanmethemoglobin standart c¢ozeltisi, 180 mg/ml Hb olacak sekilde
Drabkin ¢6zeltisinde hazirlandi, 2-8 °C” de karanlikta saklandi. Bundan da 60 ve 120
mg/ml’lik standartlar hazirlandi. Deneyde 5 ml Drabkin ¢ozeltisine 20 ul 6rnek veya
standart eklenerek, 15 dk bekletildi. Absorbans 540 nm’de Drabkin ¢6zeltisine karsi
(kor) olciildi.
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3.4.3. Malondialdehit tayini

MDA diizeyleri Draper ve Templar’in metotlar1 esas alinarak uyarlanan
yontemle ¢alisild1 (128). Organik ¢oziiciiyle ekstre edilen pembe renkli MDA-TBA
katim iriiniiniin floresans Ozelliginden yararlanarak basingli sivi kromatografisi
(HPLC) floresans detektor sisteminde saptandi.

250 ul plazma ve eritrosit hemolizati1 (50 pl paket + 200 ul dH,0) iizerine
650 pl %5' lik TCA ve 100 pl metanol i¢inde ¢oziinmiis 500 ppm biitile edilmis
hidroksi toluen eklenip, vortekslendi. Payreks tiipler icindeki drnekler daha sonra 30
dk kaynar su banyosunda bekletildi. Siire sonunda su banyosundan alinip buz i¢inde
sogutulan rnekler 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Ust fazin 500 ul’ si iizerine
500 ul doymus tiyobarbitiirik asit ¢ozeltisi eklendi ve vortekslemeyi takiben ornekler
kaynar su banyosunda 30 dk daha inkiibe edildi. Daha sonra 500 ul drnek 1000 pl
butanol ile 30 saniye vortekslenerek n-butanol igine ekstre edildi. Faz ayrimim
kolaylastirmak icin 1500 devir/dk' da 5 dk santrifiij edildi. Ustteki MDA-TBA katim
tirtiniinii iceren N-butanol faz1 14000 rpm’ de 15 dk santrifiij edilmeyi takiben HPLC
kolonuna enjekte edildi.

HPLC sistemine ait bilgiler:

Kolon: 250x4,6 mm boyutlarinda, “chromospher”” C18 kolon

Detektor: Agilent 1200 serisi markali floresans detektorlic HPLC sistemi
(eksitasyon dalga boyu 532 nm, emisyon dalga boyu 553 nm'ye ayarlanarak
kullanildi).

Hareketli faz: %65 metanol ve %35 oraninda 50 mM KOH - 50 mM KH;PO,4
karisimiyla pH’ s1 7.0 fosfat tamponundan olusan karigim

Akis hizi: 0,6 ml/dk

Enjeksiyon hacmi:100 pl

Analiz suresi: 8 dk

3.4.4. Protein karbonil tayini

Plazma protein karbonil diizeylerinin Ol¢limiinde, Levine’in yodntemi
kullanildi (129). Bu yontem 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile protein yapisinda
bulunan karbonil gruplarinin olusturduklar1 dinitrofenilhidrazonlarin renk siddetinin
360 nm dalga boyunda 6l¢lilmesine dayanir. 0,1-1 mg protein igerigi i¢in iyi sonuglar

Verir.
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50 pl plazmaya 100 pl 2 N DNPH eklendi. Oda 1sisinda, karanlikta 1 saat
bekletildi, her 10 dk’ da tiipler vortekslendi. Bu siirenin sonunda tiiplere 150 pl %20
TCA eklendi. 13000 rpm’ de 3 dk santrifiij edildi, siipernatan uzaklastirildi. Pelet,
150 pl etanol:etil asetat (1:1, [v/v] ) ’la 3 kez yikanarak siipernatan atildi, lipit
kalintilar1 ve serbest DNPH uzaklastirildi. Pelet 1 ml 1 M NaOH iginde 37 °C’de 15
dakika bekletilerek ¢oziildii. Numunenin absorbansi NaOH koriine karst 360 nm’ de
okundu. emax =22000/M.cm degeri kullanilarak sonug¢lar mol karbonil /mg protein

olarak verildi.

3.4.5. Total SH tayini

Serbest tiyol gruplarinin bazik ortamda DTNB ile sar1 renkli bir bilesik
olusturmasi ve bu bilesigin renginin 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmesi esasina dayanir. Sedlak ve Lindsay’den modifiye edilen yontem
kullanilmustir (130).

0,01 M DTNB hazirligt icin 99 mg DTNB 25 ml metanol icinde ¢oziildi,
amber sisede saklandi. 200 pl 6rnege, 600 pl Tris tamponu (0,2 M, pH=8,2), 40 pul
DTNB ve 3160 ul metanol eklendi. Reaktif koriinde plazma yerine 200 pl dH,O,
ornek koriine de DTNB yerine 40 ul dH,O eklendi. Tiiplerin kapaklar1 kapatilip, alt
iist edildi, ara sira ¢alkalanarak 15 dk bekletildi. Oda sicakliginda 3000 g’de 10 dk
santrifiij edildi. 412 nm dalga boyunda absorbans okundu. Hesaplamalarda
emax=13600 /M.cm degeri kullanildi.

3.4.6. Plazma protein elektroforezi

6 hasta ve 5 saglama ait plazma ornekleri kullanildi. Ure muamelesi olarak;
50 pl plazma Ornegine, son konsantrasyon 3M olacak sekilde, %0,9 NaCl’de
¢cozlilmiis tire eklendi, 24 saat 30 °C’ de inkiibe edildi. Muamele yapilmayan
orneklere de ayn1 hacimde %0,9 NaCl eklendi.

Ureli ve iiresiz olarak inkiibe edilen plazma drnekleri, yar1 otomatik protein
elektroforezi cihazinda, hazir ticari jel (Hydragel 15) kullanilarak yiiriitiildii. Islemler
esnasinda tiretici firmanin talimatlarina uyuldu. Yiiriitme sonrasi jeller kit i¢inde yer
alan reaktiflerle boyandi, cihazin jel islem kisminda boyadan arindirildi ve kurutuldu.

Jel fraksiyonlarinin degerlendirilmesi cihazdaki yazilim tarafindan gerceklestirildi.
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3.4.7. Total kolesterol tayini

Enzimatik, kolorimetrik yontemle SPINREACT kolesterol (CHOD-PAP) kiti
kullanilarak belirlendi. Yontem, kolesterol ve esterlerinin deterjanlar tarafindan
lipoproteinlerden ayrilmasi, kolesterol esteraz tarafindan esterlerin hidrolize edilmesi
ve kolesterol oksidaz araciliiyla kolesteroliin enzimatik oksidasyonu sonucu H,0,
olusturulmasi esasina dayanir. H,O, de 4-aminofenazon ve fenol ile kinomin renkli
bilesigini olusturur. Kirmiz1 renkli kinomin miktari, kolesterol konsantrasyonuyla
orantilidir.

Calisma soliisyonu reaktif 1 ve 2’nin karistirilmasiyla hazirlandi. Reaktif 1,
90 mmol/L pipes (pH 6,9) ve 26 mmol/L fenol igerir. Reaktif 2, 1250 U/L
peroksidaz, 300 U/L kolesterol esteraz, 300 U/L kolesterol oksidaz ve 0.4 mmol/L
4-aminofenazon igerir. Deneylerde kullanilan standart kolesterol soliisyonu 200
mg/dL konsantrasyondadir. 10 pl 6rnege ve standarda 1 ml calisma sollisyonu
eklendi. Oda sicakliginda 10 dk beklendikten sonra absorbans kore karst 505 nm’de

okundu.

3.4.8. Trigliserit tayini

Enzimatik, kolorimetrik yontemle SPINREACT TG (GPO-POD) Kkiti
kullanilarak belirlendi. Bu yontemde TG.ler, lipoprotein lipaz ile hidrolize olur,
gliserol ve yag asitleri agiga ¢ikar. Serbest kalan gliserol, gliserol kinaz ve gliserol-3-
fosfat oksidazla reaksiyona girer ve dihidroksiasetonfosfat ve H,O, iiretir. H,O,
konsantrasyonu Trinder reaksiyonu vasitasiyla, 4-aminofenazon ve p-klorofenol
kullanilarak, kinomin olusumu iizerinden tespit edilir.

Calisma soliisyonu reaktif 1 ve 2’nin karistirilmasiyla hazirlandi. Reaktif 1 50
mmol/L GOOD tamponu (pH 7,5), 2 mmol/L p-klorofenol igerir. Reaktif 2’de
150000 U/L lipoprotein lipaz, 500 U/L gliserol kinaz, 2500 U/L gliserol-3-oksidaz,
440 U/L peroksidaz, 0,1 mmol/L 4—aminofenazon, 0,1 mmol/L ATP igerir. Standart
konsantrasyonu 200 mg/dL’dir. 10 pl 6rnege ve standarda 1 ml calisma soliisyonu

eklendi. 10 dk beklendikten sonra absorbans kore kars1 505 nm’de okundu.
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3.4.9. Plazmada fosfolipit tayini

Plazma lipit ekstresinin eldesi i¢in 150 pl plazmaya 5 ml Ethanol: Dietileter
(1:2) eklendi, ara ara vortekslenerek 15 dakikada ekstraksiyon tamamlandi. 2500
devirde 10 dk santrifiij edildi. Siipernatan ayrildi, hacmi 6l¢iildii. 2 ml siipernatan 50
ml’lik cam tiipe aktarildi, 50 °C ‘de uguruldu. Ugurma tamamlandiktan sonra 500 pl
H.SO, eklenerek 150 °C’de 3,5 saat yakildi. 2 damla H,O; eklendikten sonra yakma
islemi 1,5 saat siirdiiriildii. Fosfat tayini kit kullanilarak gerceklestirildi.

Plazmadan elde edilen lipit ekstresinde fosfat tayini yapilarak, fosfolipit
hesabina gidildi. Fosfat tayini i¢in Spinreact Fosfor (Phosphomolybdate, UV) kiti
kullanildi. Yontem inorganik fosforun (Pi) amonyum molibdat ve siilfirik asitle
fosfo-inorganik molibdat bilesigini olusturmasina dayanir. Bilesik absorbansi
ultraviyolede maksimumdur ve bunun olusumu 340 nm’de takip edilir.

Reaktif, 210 mM siilflirik asit, 0,40 mM amonyum molibdat ve deterjan
icerir. Standart 5 mg/dL (1,8 mmol/L) fosfor soliisyonu bulundurur. 10 pl drnege ve
standarda 1 ml reaktif eklendikten sonra oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi. Kore
karst 340 nm’de absorbans Olgiildii. Fosfolipit hesabi, fosfolipitlerin agirlikca
%?2,2’sinin P1 oldugu kabullenmesine gore yapildi.

3.4.10. Hemolizat lipit ekstresinin elde edilmesi

“Folch” yontemi (131) esas alinarak eritrosit paketi 6nce 1: 1 sonra 1: 5
oraninda distile su ile seyreltilerek hemolizat elde edildi. 1 ml hemolizat 50 ml’ lik
cam kapakli meziire aktarildi, iizerine 1 ml dH,O eklenerek 50°C’de 30 dakika
bekletildi. Daha sonra 10 ml kloroform: metanol (2: 1) eklendi, tiip kuvvetlice
calkalandi. 50°C* de 1 saat siiresince, ara sira ¢alkalanarak, ekstraksiyon
gerceklestirildi. Karisim 2000 devir/dk’ da 10 dk santrifiij edildi. Alttaki kloroform
faz1 alinarak trigliserit ve kolesterol tayini gerceklestirildi. Ayrica hemolizat 18000
rpm’ de, 20 dk siireyle santrifiij edilerek gost ve sitozol elde edildi. Bunlardan da
yukarida belirtildigi bigimde lipit ekstraksiyonu yapildi.

3.4.11. Ince tabaka kromatografisi
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Deneylerde 20x20 cm boyutlarinda, 0,20 mm kalinliginda ticari Silika jel 60
(ALUGRAM® SIL G, Machery Nagel) tabakalari kullamldi. Ornek olarak;
hemolizat, gost ve sitozolden elde edilen lipit ekstreleri kullanildi. Polar olmayan
lipitlerin ayriminda yiiritme ¢Ozeltisi olarak, hegzan/dietileter:/asetik asit
(90:10:1[v/v/v]) kullanildi. Polar lipitlerin ayriminda yiiriitme ¢ozeltisi olarak,
kloroform/ metanol/ asetik asit/ dH,O (60:50:1:4 [v/v/v/v]) kullanildi. Noktalar

150°C firinda, karbonizasyonla belirlendi.

3.4.12. Cinko, Bakir, Demir, Kalsiyum tayini

Plazma ve hemolizatta Cu, Fe, Zn ve Ca diizeyleri alev atomizorlii ve déteryum
lambali Atomik Absorpsiyon Spektrofotometri cihaziyla 6l¢iildii. Kullanilan pipetler
ve diger cam malzeme en az 1 saat sulfokromik asit karistminda (konsantre siilfirik
asit ¢ozeltisinde doyurulmus potasyum dikromat) bekletilerek deiyonize su ile
yikandi. Stok standart ¢ozeltiler elementlerin nitrat tuzlari, ve deiyonize su ile 1000
mg/L olacak sekilde hazirlandi. Ca i¢in standart ¢ozelti Perkin Elmer Pure, Atomic
Spectroscopy Standard, (1000 pg L™ kullanilarak hazirlandi. Plazma &lciimlerinde
15 kez seyreltme, sadece Ca igin 30 kat seyreltme uygulandi. Hemolizat
Olctimlerinde ise 10 kez seyreltme, sadece Fe i¢in 70 kez seyreltme uygulandi. Cu
(IT) i¢in 324,8 nm, Ca (II) i¢in 422,7 nm, Zn (II) i¢in 213,9 nm ve Fe (III) igin 2483
nm dalga boylari ile dl¢im yapildi. Plazmada Ca diizeyi, hemolizatta ise Fe diizeyi
mg/dL olarak, diger tim iyon diizeyleri ise pg/dL olarak ifade edildi.

3.4.13. Total bilirubin tayini

Total bilirubin Sl¢iimii otoanalizorde Roche Diagnostics (Bil-T, Bilirubin
DPD, Cobas) kiti kullanilarak yapildi. Indirekt bilirubinin deterjanla salmmasi
sonrasinda, total bilirubin 2,5-diklorofenil diazonyum tetrafloroborat (DPD) ile
kuvvetli asidik (pH=1-2) ortamda azobilirubin bilesigini olusturmasi esasina dayanir.
Olusan rengin siddeti bilirubin konsantrasyonuyla dogru orantilidir, 546 nm’de
absorbans okunur (132). Reaktif 1, 100 mmol/L HCI ve Reaktif 2, 100 mmol/L HCI
ile 3 mmol/L DPD igerir.

3.4.14. Methemoglobin diizeyi tayini
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Potasyum siyanid (KCN) ve Potasyum Ferrisiyanid (KsFe(CN)g) kullanilarak
spektrofotometrik ydntemle (133) yapildi. Ornek olarak EDTA’Il taze tam kan
kullanildi.

3.4.15. istatistiksel Degerlendirme

Bulgular SPSS paket programiyla (SPSS 15.0 for Windows) degerlendirildi.
Sonuglar aritmetik ortalamatstandart sapma (SD) olarak ifade edildi. Gruplarin
karsilastirllmasinda nonparametrik testler kullanildi. Iki grubun ortalamasini
karsilastirirken “Mann Whitney U” testi, ikiden ¢ok grubun Kkarsilastirilmasinda
“Kruskal Wallis” varyans analizi kullanildi. Degiskenler arasindaki korelasyonlar
“Spearman” korelasyon katsayisiyla ifade edildi. P<0,05 degeri anlamli olarak kabul
edildi.
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Hastalarin yas, cinsiyet, tani, Hb, ferritin, ALT ve AST diizeyleri, aldiklar

tedaviler, en son bakilan HbS ve HbF yiizdeleri (dosyalarinda kaydedilmis olan)

Tablo 4.1’ de sunulmustur.

Tablo 4.1. 1. Grup hastalarin genel 6zellikleri

Tedavi
Hasta  Yas Cins Tani Hb  Ferritin ALT  AST ) HbS HbE
(o/dL)  (ng/ml) (UL) (UL) HU Zn FA (%) (%)
SS 11 E SS 8,7 616 24 48 + - + 85,5 6,4
ico 12 E SB 96 12 34 + - - 70,8 23
NS 4 K SS 91 878 34 28 + - + 64 2,8
ZGU 15 K SS 8,9 272 87 78 + - + 72 4,8
YSA 13 K SS 9,2 640 35 36 + - + 86 9
EA 4 E SB 7,2 108 5 - - + 72 22,2
KA 3 E SB 9,4 1415 24 48 + + - 72 2,6
ZA 4 K SB 9,3 3020 24 32 + + + 46,7 3,8
MNU 13 K SS 9,2 388 17 27 - - + 88 6,4
DE 9 K SB 8 76 10 32 + - + 64 28
EN 4 E SS 9,4 321 38 24 + + + 88 3
AT 12 E SB 78 34 19 49 + - + 64 9,6
HIB 9 E SS 134 58 12 27 - - + 42,3 0,5
00 7 E SS 74 488 29 22 + + + 88 44
NT 8 K SS 9,4 38 14 26 - - + 60 20

Calisma kapsamina alinan OHA hastalarunin yas ortalamasi 8,8+ 4,2,

tagtyicilarin 7,8+4,0 ve saglamlarin 10,9+3,0 bulundu. Gruplar yas bakimindan

istatistiksel olarak fark gdstermedi.

OHA hastasi, tastyicist ve saglam c¢ocuklarin plazmalarinin total protein,

diizeyleri arasinda anlamli fark bulunmamstir (Tablo 4.2).



42

Tablo 4.2. Hasta, tasiyici ve saglikli ¢ocuklarda total protein diizeyleri

Hasta Tasiyic1 Saglam *
(n=15) (n=13) (n=10) P
Total 7,51 7,2+0,4 6,9+0,9 0,199

protein(g/dL)
Ortalama + SD
*Kruskal Wallis varyans analizi

OHA hastasi, tastyicist ve saglikli cocuklara ait ortalama kolesterol diizeyleri
Tablo 4.3’de sunulmustur. Ortalama kolesterol diizeyleri acisindan gruplar arasinda
anlaml fark vardi (p=0,002) ve bu fark hastalara ait kolesterol diizeylerinin,
tastyicilardan (p=0,007) ve saglamlardan (p=0,001) daha diisiik olmasindan

kaynaklanmaktaydi. Tastyic1 ve saglam g¢ocuklara ait kolesterol diizeyleri arasinda

anlamli fark bulunmad1 (p=0,349).

Tablo 4.3. Hasta, tastyic1 ve saglam ¢ocuklarda plazma total kolesterol,

plazma ve hemolizat MDA diizeyleri

Hasta Tasiyic1 Saglam %
(n=13) (n=11) (n=10) b
Total kolesterol
(mg/dL)
Plazma 91,82+18,93 118,39+23,62 126,60+16,36 0,002
MDA (nmol/L)
Plazma 25,36+1,62 18,93+0,67 19,64+0,80  <0,001
Hemolizat 89,61+24,94 56,35+10,10 56,81+£9,25 <0,001

Ortalama = SD
*Kruskal Wallis varyans analizi

OHA hastasi, tasiyicist ve saglam c¢ocuklara ait total kolesterol ve MDA
diizeylerinin dagilim1 Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de sunulmustur.
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Sekil 4.1. Plazma total kolesterol diizeylerinin hasta, tastyici ve saglam gruplardaki
dagilimu.
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Sekil 4.2. Plazma MDA diizeylerinin hasta, tasiyici ve saglam gruplarindaki
dagilimi.
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Sekil 4.3. Hemolizat MDA diizeylerinin hasta, tastyici ve saglam gruplarindaki
dagilima.

Tiim olgular dikkate alindiginda total kolesterol ve plazma MDA diizeyleri
arasinda negatif korelasyon (r=-0,501 p=0,003) saptand1 (Sekil 4.4). Total kolesterol
ve hemolizat MDA arasinda da negatif korelasyon bulundu (Sekil 4.5).
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Sekil 4.4. Plazma total kolesterol ve plazma MDA diizeyleri arasindaki iliski.



00}
o

o Saglam
o Taslyici
* Hasta

— — — — —
Qo O N A O
o O o o o
Il L L Il

N A O
o O o
L Il

Plazma total kolesterol (mg/dl)

o

0 50 100 150 200
Hemolizat MDA (nmol/L)

Sekil 4.5. Plazma total kolesterol ve hemolizat MDA diizeyleri arasindaki iligki.
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Hastalarin yas, cinsiyet, tani, Hb, ferritin, ALT ve AST diizeyleri, aldiklar

tedaviler, en son bakilan HbS ve HbF yiizdeleri (dosyalarinda bulunan)Tablo 4.4°de

sunulmustur.

Tablo 4.4. II. Grup hastalarin genel 6zellikleri

Hb Ferritin ALT AST Tedavi Hb S Hb F
Hasta Yas Cins Tam (g/dL)  (ng/mL) (/L) (UL) HU Zn FA (%) (%)
PSG 14 K SS 8,9 761 37,7 42,18 + - + 55 17
NA 10 K SS 8,1 910 15 23 + - + 54 8,9
ico 13 E SB 8,7 40 14 35 + - +
AT 12 E SB 7,8 38 55 5 + - +
NT 8 K SS 9,5 - - +
BCO 14 E SS 6,4 128 31 76 + + + 84,6 10,2
K 4 K SS 8,9 149 12 39 - +
DE 10 K SB + - +
AC 12 E SS 7,8 16 - - + 57,3 9,3
MK 3 K SS 9,4 116 15 34 - + + 70 23,7
VE 15 E SB 9 2379 20 29 + + + 84,3 144
ES 9 K SS 8,2 541 22 33 + + + 66,4 10
DS 8 E SB 9 3724 108 79 + - - 42 3,5
CK 9 E SB 8,6 294 45 25 + - + 55,2 12,5
AYK 7 E SS 8,4 432 12 34 + - + 83,1 10,7

Calisma kapsamina alinan 15 OHA hastasinin yas ortalamasi 9,843,6,

tastyicilarin 12,345 ve saglamlarin 10,8+3,7 bulundu. Gruplar yas bakimindan

istatistiksel olarak fark gdstermedi.
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4.2.1. Protein calismalar

Total protein diizeyleri
Plazma total protein diizeyleri OHA hastalarinda 6,7+0,6 g/dL, tasiyicilarda

6,6+0,4 g/dL ve saglam ¢ocuklarda 7,0+0,4 g/dL bulundu (Tablo 4.5), gruplar
arasinda fark yoktu (Sekil 4.6).

| m
.

Plazma protein (g/dL)
AP (PRI IR B

I I I
Hasta Taslyicl Saglam

Sekil 4.6. Plazma protein diizeylerinin hasta, tasiyici ve saglam gruplarindaki

dagilimi.
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Bilirubin (Hemoglobin yikim iiriinii) diizeyleri

OHA hastalarinda ortalama bilirubin diizeyleri 2,64+1,28 mg/dL iken
tastyicilarda 0,30+0,10 mg/dL ve saglamlarda 0,37+0,14 mg/dL bulundu (Tablo 4.5).
Hastalarin bilirubin diizeyleri, tasiyici ve saglamlara gore anlamli olarak yiiksek

bulundu (p<0,001) (Sekil 4.7). Tasiyict ve saglam arasinda fark bulunmadi.

Tablo 4.5. OHA hastalari, tasiyicilar1 ve saglam gocuklarda ortalama plazma
bilirubin, protein karbonil ve toplam SH diizeyleri

Hasta Tasiyici Saglam -
(n=15) (n=10) (n=10) P
Total Protein 6,7+0,6 6,6+0,4 7,0+£0,4 0,145
(g/dL)
Bilirubin 2,64+1,28 0,3+0,1 0,37+0,14 <0,0010
(mg/dL)
Total SH 417,4+77,9 457,5+£106,3 522,6+77,2 0,034
(nmol/L)
Protein Karbonil 0,93+0,15 0,74+0,08 0,82+0,05 0,001

(nmol/mg prt)

Ortalama+SD
*Kruskal Wallis varyans analizi
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Sekil 4.7. Toplam bilirubin diizeylerinin hasta, tasiyici ve saglam gruplarindaki
dagilimi.
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Toplam SH diizeyleri

Plazmada ¢alisilan toplam SH grubu diizeyleri hasta ¢ocuklarda 417,4+77,9
nmol/L,tastyicilarda 457,5£106,2 nmol/L ve saglamlarda 522,6+77,2 nmol/L
bulundu (Tablo 4.5). Hastalara ait toplam SH diizeyleri saglamlardan anlamli
derecede diisiik bulundu (p=0,003) (Sekil 4.8). Ortalama toplam SH diizeyleri igin
hasta-tagiyict ve tasiyici-saglam gruplari arasinda farklar istatistiksel Onem

tasimamaktaydi.
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Sekil 4.8. Plazma toplam SH diizeylerinin hasta, tasiyici ve saglam gruplardaki
dagilimu.
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Plazma protein karbonil diizeyleri

OHA hastalarinda protein karbonil diizeyleri 0,93+0,15 nmol/mg protein,
tagtyicilarinda 0,74+0,08 nmol/ mg protein ve saglikli ¢cocuklarda 0,82+0,05 nmol/
mg protein bulundu (Tablo 4.5). Hastalara ait karbonil diizeyleri tasiyicilardan ve
saglamlardan anlamli diizeyde yiiksekti (sirastyla p<0,001 ve p=0,032). Tasiyic1 ve

saglam gruba ait karbonil diizeyleri de istatistiksel fark gostermekteydi (p=0,009)
(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Plazma protein karbonil diizeylerinin hasta, tastyici ve saglam gruplardaki

dagilimu.
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Methemoglobin (MetHDb) yiizdesi diizeyleri
MetHb diizeyi (%) c¢alisilan 14 hastaya ait sonuglar Sekil 4.10°da
gosterilmistir. Alt1 hastanin yiiksek, ii¢ hastanin ise sinirda MetHb diizeyine sahip

oldugu gozlendi. Normal araligin iist sinir degeri kesikli ¢izgilerle gosterildi.

3

N
o
1

MetHb (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Hasta

Sekil 4.10. Hastalara ait MetHb yiizdeleri. MetHb normal araliginin iist sinirt (%1,5)

kesikli ¢izgilerle gosterilmistir.
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Plazma protein elektroforezi bulgular
Alt1 hasta ve bes saglam cocuga ait plazma Orneklerinin total protein

diizeyleri Tablo 4.6’de sunulmustur.

Tablo 4.6. Protein elektroforezi yapilan hasta ve saglam ¢ocuklara
ait total protein diizeyleri

Hasta Saglam -
(n=6) (n=5) P

6,96+0,28

Protein (gr/dL)
Ortalama+SD

7,18+0,16 0,171

Hasta ve saglam cocuklara ait plazma o6rneklerinden baslangigta ve iireyle
muamele sonrasi her bir protein fraksiyonuna ait yiizdelerin ortalamasi ve standart
sapmasit Tablo 4.7 ve Tablo 4.8’de sunulmustur. Buna gore baslangigta Alfal ve
gama fraksiyonlari hastalarda anlaml diizeyde yiiksek ve alfa-2 fraksiyonu anlamli

Olciide diistiktii. Alfal/Globiilin orani da hastalarda anlamli olarak yiiksekti.

Tablo 4.7. Hasta ve saglam grupta baglangigtaki protein fraksiyonlarinin

ortalamasi

Protein Fraksiyonu Hasta Saglam .
(Baslangic) (n=6) (n=5) P
Albumin (%) 66,03+3,61 68,62+1,15 0,177
Alfal (%) 2,224+0,45 0,98+0,30 0,004*
Alfa2 (%) 6,62+0,83 8,92+0,70 0,004*
Beta (%) 12,87+1,26 14,36+1,20 0,126
Gama (%) 12,27+2,71 7,12+1,64 0,009*
Albiimin/Globiilin 1,97+0,31 2,19+0,12 0,177
Alfal/Globiilin 0,065+0,01 0,031+0,01 0,004*

Ortalama+SD
*Mann Whitney U testi



Tablo 4.8. Hasta ve saglam grupta iire ile muamele sonrasi protein

fraksiyonlarinin ortalamasi

Protein Fraksiyonu Hasta Saglam *
(Ure) (n=6) (n=5) P
Albimin (%) 44,92+10,34 36,28+9,10 0,247
Alfal (%) 17,63£10,68 28,86+11,92 0,177
Alfa2 (%) 9,25+2,12 12,42+421 0,177
Beta (%) 15,88+2,48 17,08+1,44 0,177
Gama (%) 12,3242 .87 5,36+3,02 0,009*
Albiimin/Globiilin 1,97+0,31 2,19+0,12 0,247
Alfal/Globiilin 0,30+0,13 0,44+0,12 0,177

Ortalama+SD
*Mann Whitney U testi
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Ure muamelesi sonras1 saglam ve hastalar arasinda gama fraksiyon yiizdeleri

arasinda fark devam etmistir (p=0,009). Ayrica lire muamelesinin her fraksiyona

etkisi, degisim yiizdesi (%Degisim) olarak hesaplanmis ve Tablo 4.9°da sunulmustur.

Buna gore tire muamelesi sonrasi Alfal fraksiyonundaki degisim hastalarda daha az

oldu (p=0,004)

% Degisim= [Protein fraksiyonunun yiizdesinde iire muamelesi ile olusan

fark/Fraksiyonun baslangi¢ yiizdesi] x 100

Tablo 4.9. Hasta ve saglam gruptaki her bir fraksiyona ait % degisimlerin

ortalamasi
Degisim Yiizdesi Hasta Saglam
(n=6) (n=5) P

Albiimin -31,49+18,00 -47,21£12,85 0,177
Alfal 726,76+511,36 2770,95+415,42 0,004*
Alfa2 40,824+32,30 37,92+37,81 0, 792
Beta 23,24+11,72 19,76£15,27 0,792
Gama 1,13+15,45 -27,19+35,38 0,177
Albiimin/Globiilin 53,84+23,57 73,03+9,37 0,177

Alfal/Globiilin 363,82+194,89 1318,23+150,62 0,004*

Ortalama+SD
Azalma yoniindeki degisimler (-), artama yoniindeki degisimler (+) ile
gosterilmistir.



54

Her bir protein fraksiyonu i¢in saglam ve hasta grupta baslangig, iire
muamelesi sonrasi ve degisim yiizdeleri dagilimi grafiklerle (Sekil 4.11°den Sekil
4.26’ya kadar) sunuldu. Karsilastirma kolayligi agisindan bagslangic ve {ire
muamelesi sonrasi ortalama degerlerin yer aldigi grafiklerde ‘y ekseninin alt ve iist
sinirlar’ ayn1 deger araliginda tutuldu.

Baslangigta saglam ve hastalar arasinda Albiimin fraksiyonu yiizdeleri
arasinda anlaml fark goriilmedi (Sekil 4.11). Ure muamelesi sonrasi1 saglamlardaki
albiimin farksiyonu ylizdesi hastalara kiyasla daha diisiik degerlere ulasti (Sekil
4.12).
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Sekil 4.11. Baglangigtaki ortalama albiimin ytizdesi.
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Sekil 4.12. Ure muamelesi sonrasi albiimin yiizdelerinin dagilimu.
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Albiimin fraksiyonundaki azalma saglamlarda daha fazlaydi, dagilimi dard;,
oysa hastalarda daha diisiik bir degisim gozlendi, dagilim daha genisti (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Saglam ve hastada albumin fraksiyonundaki degisim.



56

Baslangigta ve iire muamelesi sonrasinda Alfal fraksiyonu yiizdeleri ve
degisim yiizdesi Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de sunuldu. Sekil

4.14 ve Sekil 4.15 ayni grafiktir. Ancak Sekil 4.15’te y ekseni alt ve iist degerleri, iire

muamelesi grafigi olan Sekil 4.16 ile ayni1 tutuldu.
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2,007
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Sekil 4.14. Baslangi¢ Alfal fraksiyonunun saglam ve hastada dagilimi.
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Sekil 4.15. Baslangi¢ Alfal fraksiyonunun saglam ve hastadaki dagilimi (y ekseni alt

ve Uist degerleri, lire muamelesi grafigi ile ayni tutuldu).
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Sekil 4.16. Saglam ve hastada iire muamelesi sonrasi Alfal fraksiyonlari yiizdesi.

Alfal ylizdesindeki degisim hasta gruba gore saglam grupta anlamli sekilde
yiiksekti (p=0,004).
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Sekil 4.17. Saglam ve hastada Alfal degisim yiizdesinin dagilimi



Baslangigta ve iire muamelesi sonrasinda Alfa2 Fraksiyonu ve degisim

yiizdeleri Sekil 4.18, Sekil 4.19 ve sekil 4.20’de sunuldu.
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Sekil 4.18. Saglam ve hastalarda baslangictaki Alfa2 yiizdesinin dagilimai.
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Sekil 4.19. Saglam ve hastadaki iire muamelesi sonrasi Alfa2 yiizdesinin dagilimu.
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Sekil 4.20. Saglam ve hastadaki Alfa2 yiizdesinin degisimi.
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Baglangigta ve iire muamelesi sonrasinda Beta fraksiyonu ve degisim yiizdeleri Sekil
4.21, Sekil 4.22 ve Sekil 4.23’te sunuldu.
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Sekil 4.21. Saglam ve hastada baslangictaki Beta fraksiyonu yiizdesinin dagilima.
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Sekil 4.22. Saglam ve hastada iire muamelesi sonrasi Beta fraksiyonu yiizdesinin
dagilimu.
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Sekil 4.23. Saglam ve hastada Beta fraksiyonu degisim yiizdeleri
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Saglam ve hastada baslangigta ve lire sonrasinda Gama fraksiyonu ve
degisim yiizdeleri Sekil 4.24, sekil 4.25, Sekil 4.26’da sunulmustur.

16,00 =

12,00 =

Gama (%)
1

—

Saglam Hasta

4,00 =

Sekil 4.24. Saglam ve hastada baglangigtaki Gama fraksiyonu ylizdesinin dagilimi.
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Sekil 4.25. Saglam ve hastada iire muamelesi sonrasi Gama fraksiyonu yiizdesinin

dagilima.
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Sekil 4.26. Saglam ve hastada Gama fraksiyonundaki degisim yiizdesinin dagilima.
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Protein fraksiyonlar1 ve diger calisma parametreleri arasindaki anlamli

iligkiler; saglam grupta Tablo 4.10°da ve hasta grupta Tablo 4.11°de gosterilmistir.

Tablo 4.10. Saglam grupta protein fraksiyonlar1 ve diger parametreler arasindaki

anlaml korelasyonlar

Korelasyon r P
Albiimin ve Trigliserit 1 <0,001
Albiimin ve Protein Karbonil -0,900 0,037
Alfa2 ve T-SH diizeyleri -0,900 0,037
Beta-Ure ve Bilirubin 0,900 0,037
Albiimin/Globiilin ve TG 1 <0,001
Albiimin/Globiilin ve Protein Karbonil -0,900 0,037
Globiilin ve Trigliserit -1 <0,001
Globiilin ve Protein karbonil 0,900 0,037

r: Pearson korelasyon katsayisi



Tablo 4.11. II. grup hasta drneklerinde protein fraksiyonlar1 ve diger

parametreler arasindaki anlamli korelasyonlar

Korelasyon r p

Albiimin-Degisim ve T-SH -0,943 0,005
Albiimin-Degisim ve Protein Karbonil -0,829 0,042
Alfal-Ure ve T-SH -0,943 0,005
Alfal-Degisim ve T-SH 0,943 0,005
Alfal-Degisim ve Protein Karbonil -0,829 0,042
Alfa2-Ure ve T-SH -0,886 0,019
Alfa2-Degisim ve T-SH -0,943 0,05
Alfa2-Degisim ve Protein Karbonil -0,829 0,042
Beta ve Kolesterol 0,829 0,042
Beta ve Trigliserit 0,841 0,036
Gama-Ure ve T-SH 0,812 0,05
(Albumin/Globiilin) Ure ve T-SH 0,886 0,019
(Albumin/Globiilin) Degisim ve T-SH -0,943 0,005
(Alfal/Globiilin) Ure ve T-SH -0,943 0,005
(Alfal/Globiilin) Ure ve Protein. Karbonil -0,829 0,042
Alfal/Globiilin Degisim ve T-SH -0,943 0,005
Alfal/Globiilin Degisim ve Protein Karbonil -0,829 0,042

r: Pearson korelasyon katsayisi
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Hemolizat Hb Diizeyleri

Hemolizat Hb diizeyleri; hastalarda 256,1+50,1 g/L, tasiyicilarda 263,2+39,1
g/L ve saglamlarda 281,0+£18,2 g/L bulundu, gruplar arasinda anlamli fark goriilmedi
(Sekil 4.27).

(o]

Hemolizat Hemoglobin (g/L)
I

160 -
I I I

Hasta Taslyici Saglam

Sekil 4.27. Hemolizattaki Hb’nin hasta, tastyici ve saglam gruptaki dagilimu.
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4.2.2. Lipitler

Plazma total kolesterol diizeyleri

Plazma total kolesterol diizeyleri OHA hastalarinda 116,67+23,61,
tastyicilarda 127,5£22,4 mg/dL ve saglam g¢ocuklarda 151,6+£16,5 mg/dL olarak
bulundu (Tablo 4.12). Hasta ve tasiyict ¢ocuklara ait plazma kolesterol diizeyleri
saglikli cocuklardan anlamli 6l¢giide diistiktii (sirasiyla p<0,001 ve p=0,014). Hasta ve
tagiyict gruplara ait ortalama kolesterol diizeyleri arasinda istatiksel anlamli fark

bulunmamastir.

= P
N o1
1 1
I 1 1 1 1 1

Plazma Total Kolesterol (mg/dl)

...

| | |
Hasta Taslyicl Saglam

Sekil 4.28. Plazma total kolesterol diizeylerinin hasta, tasiyict ve saglam grupta
dagilimi.
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Plazma TG diizeyleri

Hastalarda plazma TG diizeyleri 89,3+23,5 mg/dL, tasiyicilarda 60,94+9,2
mg/dL, ve saglam c¢ocuklarda 83,0+21,1 mg/dL olup hastalarda tasiyicilara goére
anlamli derecede yiiksekti (p=0,014). Hasta ve saglamlar arasinda fark goriilmedi.
Saglamlara ait degerler tasiyicilardan yiiksekti (p=0,007) (Sekil 4.29, Tablo 4.12).

150 o
125—
100—

75—

Plazma Trigliserit (mg/dL)

50—

| | |
Hasta Tagtyicl Saglam

Sekil 4.29. Plazma TG diizeylerinin hasta, tasiyict ve saglam grupta dagilimi.

Tablo 4.12. Hasta, tasiyict ve saglam grupta plazma ve hemolizat lipitlerinin
ortalama diizeyleri

Hasta Tastyic1 Saglam *

Lipitler (n=15) (n=10) (n=10) P

Plazma
Total 116, 7+£23.,6 127,5+22.4 151,6+16,5 0. 006
Kolesterol
(mg/dL)
Trigliserit 89,3+23,5 60,9+9,2 83,0£21,1 0.002
(mg/dL)
Fosfolipit 583,5+57,2 574,4+£27,4 584,0+27,1 0.702
(mg/ml)

Hemolizat
Trigliserit 0,66+0,29 0,58+0,17 0,64+0,13 0.627
(mg/gr Hb)
Kolesterol 3,79+0,80 3,34+0,61 3,26+0,54 0.165
(mg/gr Hb)

Ortalama+ SD

*Kruskal Wallis varyans analizi
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Plazma fosfolipit diizeyleri
Plazmada ortalama fosfolipit diizeyleri hastalarda 583,5+57,2 mg/ml,

tastyicilarda 574,4427,4 mg/ml ve saglikli ¢ocuklarda 584, 0+27,1 mg/ml bulundu
(Tablo 4.12). Gruplar arasinda fark gortilmedi (Sekil 4.30).

Plazma Fosiollplt (mg/mL)
i
-
-
B

[o]

| | |
Hasta Taslyicl Saglam

Sekil 4.30. Plazma fosfolipit diizeylerinin hasta, tastyict ve saglam grupta dagilimu.



67

Hemolizat TG diizeyleri

Hemolizatta TG diizeyleri hastalarda 0,66+0,29 mg/grHb, tasiyicilarda
0,58+0,17 mg/grHb, ve saglamlarda 0,64+0,13 mg/grHb bulunmustur (Tablo 4.12).
Degerler arasinda fark goriilmemistir (Sekil 4.31).

g

0,50—

Hemolizat Trigliserit (mg/g Hb)

| | |
Hasta Tasiyici Saglam

Sekil 4.31. Hemolizat trigliserit diizeylerinin hasta, tasiyict ve saglamlarda dagilimi.

Hemolizat kolesterol diizeyleri

Hemolizat kolesterol diizeyleri hastalarda 3,79+0,80 mg/gr Hb, tasiyicilarda
3,34+0,61 mg/gr Hb, ve saglamlarda 3,26+0,54 mg/gr Hb bulundu (Tablo 4.12).
Gruplar arasinda fark goriilmedi (Sekil 4.32).

(o}

Hemolizat Kolesterol (mg/gr Hb)

| I I
Hasta Taslyici Saglam

Sekil 4.32. Hemolizat kolesterol diizeylerinin hasta, tasiyict ve saglamlardaki
dagilimi.
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Ince Tabaka Sonugclar:

Notral lipitler

Hasta, tasiyict ve saglamlara ait hemolizatlardan elde edilen lipit ekstreleri,
Silika G ince tabakaya her ornekten ikili olarak uygulandi. Hasta, tasiyict ve
saglamlara ait 6rneklerin ayr1 ayr1 ayr1 uygulandigi ince tabakalarda, bir hastaya ait

sitozol ektresi (H) de kontrol amagh yiiklendi

Hasta grup
Hastalarda; hemolizat ve gostta daha yogun olarak, sitozolde ise az diizeyde

kolesterol saptandi (Sekil 4.33). Biitiin 6rneklerde yogun olarak polar lipit gézlendi.

 ~ Cozicu
yukselmesi

Kolesterol
Fosfolipit

Sekil 4.33. Hastalara ait hemolizat, gost ve sitozol orneklerinin uygulandig1 ince
tabaka gOrlintlisii. Yiritme c¢ozeltisi: Hekzan: Dietil eter: Asetik asit (90:10:1

[V/viV]). Goriintiileme: Karbonizasyon. H: Kontrol amagli hasta sitozol ektresi.
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Tasiyic1 grup
Tasiyicilarda; hemolizat ve gostda daha yogun olarak, sitozolde ise az
diizeyde kolesterol saptandi (Sekil 4.34). Polar lipitler biitiin 6rneklerde yogun

sekilde gozlendi. Ayrica tasiyicilara ait Orneklerde; c¢oziiclinlin yiikseldigi sinirda,

ozellikle sitozol ve gostta belirgin olan kolesterol esterleri gortildii.

Cozici
~ yikselmesi

— Kolesterol
esteri

Kolesterol
Fosfolipit

Sekil 4.34. Tasiyicilara ait hemolizat, gost ve sitozol drneklerinin uygulandigi ince
tabaka goriintiisii. Yiirlitme ¢ozeltisi: Hekzan: Dietil eter: asetik asit (90:10:1 [v/v/v])

Goriintiileme: Karbonizasyon, H: Kontrol amagli hasta sitozol ektresi.
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Saglam Grup
Saglamlarda; hemolizat ve gostta daha yogun olarak, sitozolde ise az diizeyde

kolesterol saptand1 (Sekil 4.35). Biitiin 6rneklerde yogun polar lipit gézlendi.

~ Cozucu
yukselmesi

Sekil 4.35. Saglamlara ait hemolizat, gost ve siipernatan 6rneklerinin uygulandig: ice
tabaka gOrilintlisii. Yiriitme c¢ozeltisi: Hekzan: Dietil eter: Asetik asit (90:10:1

[vIviv]) Goriintiileme: Karbonizasyon. H: Kontrol amagl hasta sitozol ektresi.
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Polar Lipitler

Hasta, tasiyict ve saglamlardan segilen ikiser drnege ait hemolizat ektreleri
Silika G ince tabakaya ciftler halinde uygulandi.Tabakanin alt yarisinda
sfingomyelin (SM), fosfatidilkolin (FK) ve iist yarisinda daha silik olarak fosfatidil

inozitol (FI) ve fosfatidil etanolamin (FE) lekeleri gdzlendi.

Cozucu
ylikselmesi

Sekil 4.36. Hasta, tasiyict ve saglamlara ait hemolizat ektresi Orneklerinin
uygulandigi ince tabaka fotografi. Yiritme Cozeltisi: Kloroform: Metanol: Asetik
asit:Su (60:50:1:4 [v/v/v/v)] Goriintiileme: Karbonizasyon
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Plazmada Fe iyonu hastalarda tasiyici ve kontrollere kiyasla anlamli olarak

yiiksek bulunurken, diger iyon diizeyleri arasinda fark gériilmedi (Tablo 4.13).

Hemolizatta Zn iyonu diizeyleri 3 grupta benzerdi. Hemolizat Cu hastalarda

tastyict ve saglamlara kiyasla anlamli yiiksekti (p<0,001). Hastalarda hemolizat Fe

diizeyleri kontrollerden anlamli olarak diisiik (p=0,002) olup hastalara ait hemolizat

Ca diizeyleri de tasiyicilardan diisiiktii (p=0,041).

Tablo 4.13. Hasta, tasiyici ve saglam gruba ait plazma ve hemolizat Zn, Cu, Fe, Ca

diizeyleri
Hasta Tasiyic1 Saglam -
fyonlar (n=15) (n=10) (n=10) P
Plazma
Cinko 158,3+13,8 155,8+435,8 154,1£22 .4 0,519
(ng/dL)
Bakir 95,94+9.9 90,7+10,3 96,34+9,1 0,480
(ngldL)
Demir 156,9+31,9 102,6+17,6 94,0+£26,9 <0,001
(ng/dL)
Kalsiyum 11,0+0,8 11,2+0,8 10,8+0,6 0,607
(mg/dL)
Hemolizat
Cinko 405,1+68,7 378,7+£57,3 332,7+66,2 0,075
(ng/dL)
Bakir 80,4+13,0 44,0+10,1 59,0+11,2 <0,001
(ng/dL)
Demir 36,9+6,2 39,7+4.8 46,8+5,6 0,002
(mg/dL)
Kalsiyum 168,4+230,8 309,1+£206,4 138,7+118,9 0,043
(ng/dL)
Ortalama+SD

* Kruskal Wallis varyans analizi
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4.2.4. Korelasyonlar

Iyon korelasyonlari

Tiim olgular dikkate alindiginda plazma Fe diizeyleri ve galisilan diger test
parametreleri arasinda saptanan anlamli iligkiler Tablo 4.14°de verildi. Hasta, tasiyici
ve saglam gruplar birlikte degerlendirildiginde, saptanan plazma Fe ve protein
karbonil iligkisi sekil 4.37° de gosterildi. Ayrica tek basina hasta grubunda saptanan
plazma Fe ve protein karbonil iliskisi Sekil 4.38’de gosterildi.

Tablo 4.14. Plazma demir diizeylerinin diger parametrelerle korelasyonlari

Korelasyon katsayisi p
Plazma Bilirubin r=0,711 <0,001
Plazma Protein Karbonil r=0,495 0,002
Plazma Trigliserit r=0,427 0,011
Plazma Kolesterol r=-0,429 0,01
Hemolizat Kolesterol r= 0,364 0,032
Hemolizat Demir r=-0,366 0,031
Hemolizat Bakir r= 0,558 <0,001
285 -

g 235 - °

g °

E 185 - R? = 0,3687

'-E- @ Hasta

o 135 1 ® Tagiyici

(] O G

g Saglam

£ 85 -

o

o

35 T T T T T T T 1
05 06 07 08 09 1 1,1 1,2 13

Plazma Protein Karbonil (nmol/mg prt)

Sekil 4.37. Hasta, tasiyici ve saglam gruplarda plazma demir ve plazma protein
karbonil diizeyleri arasindaki iligki.
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245 -
225 -
205 -
185 - Rz2=0,3877
165 -
® Hasta
145 -

125 -

105 -

Plazma Demir {mikrogr/dL)

85 T T T T T T 1
0,6 0,7 0,8 09 1 1,1 1,2 13

Plazma Protein Karbonil (nmol/mg prt)

Sekil 4.38. Hasta grupta plazma demir ve plazma protein karbonil diizeyleri
arasindaki iligki.

Tiim olgular dikkate alindiginda hemolizat Cu diizeyi ile anlaml korelasyonu
olan calisma parametreleri Tablo 4.15’de gosterildi. Hemolizat Cu’inin TG ile
iligkisi Sekil 4.39’da, plazma protein karbonil ile iligskisi Sekil 4.40°da, hemolizat
kolesterol ile iliskisi Sekil 4.41°de gosterildi.

Tablo 4.15. Hemolizat bakir diizeylerinin diger parametrelerle korelasyonlari

Korelasyon katsayisi p
Plazma Trigliserit r=0,648 <0,001
Plazma Protein Karbonil r=0,545 <0,001

Hemolizat Kolesterol r=0,439 0,008




165 -
~ 145 - ¢
o
Es)

125 -
E
= R2=0,2584
A= 105 -
L
w ® Hasta
© 85 1 ® Tasiyici
E -~ Sagjlam
(]
§
)
(a

25 T T T !

05 2056 405 60,5 805 1005 120,56

Hemolizat Bakir (mikrogr/dL)

Sekil 4.39. Plazma trigliserit ve hemolizat Cu diizeyleri arasindaki iliski.
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Plazma Protein Karbonil (nmol/mg prt)

Sekil 4.40. Hemolizat Cu ve plazma protein karbonil diizeyleri arasindaki iliski.
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Hemolizat Bakir (mikrogr/dL)
Sekil 4.41. Hemolizat kolesterol ve hemolizat Cu diizeyleri arasindaki iligki.
Sadece hasta grubu degerlendirildiginde hemolizat Zn ve plazma protein

karbonil diizeyleri arasinda anlamli korelasyon (r=-0,711 )(p=0,006) bulundu (Sekil
4.42).
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Plazma Protein Karbonil (nmol/mg prt)

Sekil 4.42. Hasta grubunda hemolizat Zn ve plazma protein karbonil diizeyleri
iligkisi.
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Lipit Korelasyonlar:

Tiim olgular dikkate alindiginda plazma TG diizeyleri ile plazma protein
karbonil diizeyleri arasinda anlamli korelasyon (r=0,528) (p<0,001)bulundu (Sekil
4.43 ). Sadece hasta grubu degerlendirildiginde plazma fosfolipit ve TG diizeyleri
arasinda iliski (r=0,606)(p=0,017) saptanmistir (Sekil 4.44). Ayrica TG ve Bilirubin
diizeyleri arasinda korelasyon (r=0,539) (p<0,001) gozlendi.
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Plazma Protein Karbonil (nmol/mg prt)
Sekil 4.43. Plazma trigliserit ve plazma protein karbonil diizeyleri arasindaki iliski.
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Plazma Trigliserit (mg/dL)

Sekil 4.44. Hasta grubunda plazma fosfolipit ve TG diizeyleri arasindaki iligki.
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Hemoliz (Total Bilirubin)- Protein Karbonil korelasyonu
Tiim olgular degerlendirildiginde total bilirubin ve plazma protein karbonil

arasinda korelasyon(r=0,608) (p<0,001) bulunmustur (Sekil 4.45).
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Plazma Protein Karbonil (nmol/mg prt)

Sekil 4.45. Total bilirubin ve plazma protein karbonil diizeyleri arasindaki iliski.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismaya OHA tanis1 almis, diizenli takip edilen, genel durumu stabil 15
cocuk; hastalarin kardes ve yakin akrabalar1 arasindan secilen 10 tasiyict ve 10
saglikli ¢cocuk, dahil edildi. Hasta grup tasiyict ve saglam grupla yas ve cinsiyet
bakimindan benzerdi.

Bu calismada OHA hastasi, tastyicist ve saglikli ¢ocuklarin plazma ve
hemolizat ortami protein, lipit ve iyonlar yoniinden incelendi. OHA hastalariin
plazma ve hemolizat ortaminin diger iki gruptan Onemli farkliliklar gosterdigi

gorilldii.

5.1. OHA’da oksitleyici baski (I. Grup ornekler)

OHA hastalarinda plazma (134) ve hemolizat (135) ortaminda oksitleyici
baskinin, saglikli ve tastyici ¢cocuklara gore artmis oldugu birgok ¢alisma ile MDA
diizeyleri incelenerek gosterilmistir. Benzer sekilde bu c¢alismada da MDA
diizeylerinin hem plazma hem de hemolizatta istatistiksel olarak onemli Slgiide

artmis oldugu gozlendi (Tablo 4.3).

5.2. OHA’da hemoliz diizeyleri (IL. Grup Ornekler)

Hasta, tasiyict ve saglam grubun plazmalarinda total bilirubin diizeyleri
ol¢iildii (Sekil 4.7). Hasta grubunda bilirubin diizeyi, tastyic1 ve saglikli grubun her
ikisinden de 6nemli derecede yiiksek bulundu (p<0,001). OHA hastalarinda hemoliz
artist bilinen bir gergek olmasina ragmen, diger bulgularla korelasyonu onemli
bilgiler verebilecegi igin bu 6l¢iim yapildi. ikinci grupta incelenen tim olgularda
total bilirubin diizeyleri ile; plazma protein karbonil (r=0,608), plazma Fe (r=0,711),
plazma TG (r=0,539) ve hemolizat Cu (r=0,661) degerleri arasinda anlamli
korelasyon gozlendi. Bu da bu sayilan parametrelerin, hemolizle aymi faktérden

etkilendigini diislindiirdii.
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5.3. Protein Ortam
Hastalarin plazma protein diizeyleri, tasiyict ve saglamlardan anlamli fark

gostermedi.

5.3.1. Plazma proteinleri
Plazma proteinlerinde olas1 hasar 3 farkli yontemle (protein karbonil, toplam
SH diizeyi ve elektroforezle) arastirildi. Sonucta OHA plazmasinda proteinlerin

yaygin sekilde hasar gordiigii ve yapisal degisime ugradigi gosterildi.

Protein karbonil diizeyi ¢calismalari

Ikinci grup hastalarda protein karbonil degerleri, tastyict ve saglam gruba ait
degerlerden anlamli olarak yiiksek bulundu (Tablo 4.5). Giris boliimiinde detayli
anlatildigr gibi yeni karbonil gruplarinin olugmasi proteinin birincil yapisindaki
hasarin bir gostergesidir. OHA hastalarinin plazma proteinlerinin yapisal degisime
ugramasi durumunda konformasyon ve fonksiyonlarinin etkilenmesi beklenir.

Plazma protein karbonil diizeyi ile plazma Fe (r=0,495) (Sekil 4.37) ve
hemolizat Cu (r=0,555) (Sekil 4.40) diizeyleri arasindaki pozitif korelasyon,
proteindeki  hasarin  biiyiilk  Olglide  metalle katalizlenen oksidasyondan
kaynaklandigini diigiindiirmektedir. Yine protein karbonili ile total bilirubin diizeyi
arasindaki korelasyon (r=0,711) (Sekil 4.45), eritrosit hemolizi ile protein karbonil
olusumunun aynm etkiden, yani oksitleyici baskidan  kaynaklandigim
diistindiirmektedir. Yine bu bulgular1 destekler sekilde, hasta grubu iginde; Cu ile
genellikle ters etkilesim iginde olan hemolizat Zn diizeyi ile plazma protein karbonil
diizeyi arasinda negatif korelasyon gozlenmistir (r=-0,711, p=0.006).

OHA’da protein oksidasyonunu inceleyen az sayida calisma vardir. Bizim
hasta grubumuzla benzer olarak stabil durumdaki OHA olgularinin incelendigi bir
calismada hastalarin plazma protein karbonil diizeyleri kontrolden yiiksek
bulunmustur (136). Kronik transfiizyon alan OHA hastalarinin degerlendirildigi bir
diger calismada ise hastalardaki protein oksidasyonu kontrolle benzer bulunmustur
(134). Kronik transfiizyonun bir tedavi olarak uygulanmasi, OHA hastalarinin
genelinde var olan artmis eritropoetik ve oksidatif stresi (137) azaltarak, protein

oksidasyonunun artmasini dolayl olarak dnlemis olabilir.
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Plazma toplam siilfidril diizeyi ¢aliymalar:

Toplam SH diizeyi 2. grup 6rneklerde Ol¢iildii ve hasta grubunda, saglam ve
tasiyic1 degerlerinden anlamli olarak diisiik bulundu (Tablo 4.5). OHA hastalarmin
plazmalarinda bildigimiz kadariyla toplam SH igerigi daha 6nce calisilmamistir, bu
calisma bu yonden ilk verileri sunmaktadir. Plazma tiyol iceriginin %80’nin plazma
proteinlerinden kaynaklandigi rapor edilmistir (138). Bu durumda plazma
proteinlerinin serbest siilfidril i¢eriginin; hasta grubunda, saglam ve tasiyiciya gore
onemli Olcilide azaldigini ve tiyoliin okside formu olan disiilfit formuna dondiigiinii
sOyleyebiliriz. Bu da OHA hastalarinda plazma proteinlerinin konformasyon ve
yapilariin oksitleyici ortamdan etkilendiginin bir diger gostergesidir.

Toplam SH diizeyi ile calisilan diger parametreler arasinda bir korelasyon
gozlenememistir. Biiyiik olasilikla protein toplam SH diizeyi baska faktorlerden de
etkileniyor olabilir. Ancak hasta grubunda toplam plazma SH diizeyi ile “iire
muamelesi sonrasi” alblimin fraksiyonundaki % degisim arasindaki gii¢lii negatif
korelasyon (r=-0,943) (Tablo 4.11) 6nemli bir bilgidir. Ciinkii saglikli grupta,
albiimin fraksiyonundaki degisim ylizdesi hasta grubundan farklidir ve iire
muamelesi ile albiiminden ol fraksiyonuna go¢, saglam grubun Onemli bir
ozelligidir. Bu goriist destekler sekilde, hasta grubunda, bu albiimin degisim yiizdesi
ile protein karbonil diizeyi arasinda giiglii negatif korelasyon (r=-0,829) (Tablo 4.11)
vardir. Biitiin bu bilgiler, stabil OHA hastalarinda plazma toplam SH ve protein SH
diizeyinin daha fazla olgu ile incelenmesi ve ayni Ol¢limiin kriz hastalarinda da

yapilmasinin 6nemli sonuglar verecegini diisiindiirmektedir.
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Plazma proteinlerindeki degisimin elektroforezle incelenmesi

Plazma protein karbonil diizeyleri ve toplam plazma SH diizeyleri 6l¢iimii ile
hasar belirlemenin disinda, proteinlerdeki yapisal degisimi gozleyebilmek igin
plazma 6rnekleri elektroforezle incelendi.

Literatirde OHA hastalarinda plazma protein paternini inceleyen az sayida
calisma vardir (139-141). Bu calismalarda; yiiksek total protein, diisiik albiimin,
diisik Alfal ve Alfa2 globiilin fraksiyonu ve degismis albiimin/globiilin orani
bulunmustur. Ayrica kriz doneminde elektroforez paterninin tamamen degistigi bir
calismayla rapor edilmistir (139). Bir diger ¢alismada ise total protein diizeyi yiiksek,
fakat yukarida belirtilenlerden farkli olarak artmis alblimin diizeyi gdzlenmistir
(142). Hastalarin klinik durumlari konusunda bilgi verilmedigi i¢in karsilastirma
yapilmasi da giiglesmektedir.

Bu caligmada, sadece plazma protein paterninin yeterli bilgi veremeyecegi
diisiiniilerek proteinlerin olast yapisal farkliliklarini gérebilmek icin plazmalarin {ire
ile muamele edilmesi yoluna gidildi. Yontemler kisminda belirtildigi sekilde her bir
plazma &rnegi iire ile muamele edilerek ve edilmeden elektroforez ile incelendi. Ure
ile muamelede, konsantrasyon ve siire belirlemede asagidaki bilgiler kullanildi:

Molekiiler dinamik simiilasyonlar 8 M iire ve 60°C’da proteinin hizla acildigs,
fakat aymi sicaklikta, sulu ortamda bu acilmanin olmadigimi gostermektedir.
Ac¢ilmada ilk adim, molekiiliin hidrofobik kisminin genislemesi ve sonra su ve iire
tarafindan ¢6ziilmesidir (143). 6 M iire ¢ozeltisinde ise alblimin tamamen denatiire
olmamakta fakat konformasyonel degisimlere ugramaktadir (144). Bir diger
calismada ise ¢esitli konsantrasyonlarda iire bulunduran akrilamid ile elektroforez
yapildiginda, 2,2 M iire ile albiiminin denatiire olmaya basladig1 goriilmistiir (145).
Alblimin gibi monomerik bir protein olan arjinin kinazin, elektroforez paterni, iire
gradyeni ile incelendiginde; 2 M {ire konsantrasyonunda agilmanin bagladig: iire
miktar1 5 M’ a ulastiginda ikincil ve iiclinciil yapinin yok oldugu rapor edilmistir
(146).

Bu calismada iire son konsantrasyonu 3M’da tutularak plazma proteinlerinin
denatiire olmalar1 engellendi ve yapilarinin en az dl¢lide zarara ugramasi saglandi.
Ornekler 2. gruptan segildi ve bu grupta total plazma protein degerleri arasinda

anlamli fark olmadig1 i¢in biitiin 6rneklerde ayni iire konsantrasyonu kullanilabildi.
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Ure ile muamelede 24 saat secildi, ¢iinkii iireye kisa siire maruziyetin etkili
olmadigi; 24 saatin uygun bir siire oldugu, iireli ve iresiz ortamda albiiminin
izoelektrik nokta belirleme galismalar ile gosterilmistir (147).

3 M ire ile 24 saat 30°C’de inkiibasyonla plazma proteinleri denatiire
edilmeden, protein c¢evresindeki sulu ortamin yapisinin ve dinamiginin biraz
degismesi, solvofobik etkinin azalmasi ve hidrofobik kisimlarin daha ¢6ziiniir hale
gecmesi amacglandi. Bu degisen ¢evreye, yapisi farkli olan proteinlerin farkli cevap
vermesi beklenir. Beklendigi gibi, bu calismada, hasta ve saglikli grup plazmalarinin
tire muamelesine tepkileri carpici sekilde farkli oldu (Tablo 4.8, Sekil 4.12, Sekil
4.16, Sekil 4.25).

Ure ile muamele etmeden, plazmalarin protein elektroforezi yapildiginda;
hastalarin Alfal, ve Gama fraksiyonlarinin saglamlardan anlaml sekilde yiiksek ve
Alfa2 fraksiyonlarinin anlamli sekilde diisik oldugu, albiimin ve Beta
fraksiyonlarinin saglamlardan biraz diisiik olmasina ragmen aralarinda anlamli bir
fark olmadig1 goriilmiistiir.

Alfal fraksiyonundaki artiy OHA hastalarinda goriilen inflamasyona, Gama
fraksiyonundaki artis ise poliklonal gamopatiye (89, 148) baglanabilir. Hastalarda
Alfa2 globiilinlerindeki diisiis OHA hastalarinda goriilen kronik hemolize bagl,
haptoglobiilin diizeyindeki diisiisten kaynaklanabilir (149).

Ure ile muamele sonrasinda saglam ve hasta gruplarmin her ikisinde de,
anlaml1 olmamakla beraber, albiimin fraksiyonunda diisme, Alfal, Alfa2 ve Beta’ da
artis goriiliirken, Gama fraksiyonunda ise saglam grubunda diisiis, hasta grubunda
artis gozlenmistir.

Ure muamelesi tablosunda fraksiyonlar arasinda sadece Gama fraksiyonunda
iki grup arasinda anlamli fark goriilmektedir. Fark anlamli olmamakla beraber,
alblimin fraksiyonu hasta grubunda; Alfal, Alfa2, ve Beta fraksiyonlar1 saglam
grubunda daha yiiksektir.

Bu tabloyu daha iyi kavramak i¢in, fraksiyonlarin, iire muamelesiyle
ugradiklar1  degisimlerin  ylizdesi hesaplanmistir.  Fraksiyonlar birer birer
incelendiginde sunlar goriilmektedir:

Ure ile muamele etmeden, hasta ve saglikli grubun albiimin fraksiyonlari

arasinda anlamli bir fark olmamasina ragmen, saglamlarin albiimin fraksiyonu
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(%68,62), hasta grubununkinden (%66,03) yiiksektir. Ure ile muamele sonrasinda,
her iki grupta da; albiimin bandi genislemekte, ancak bir 6nceki durumun tersine
olarak, hasta alblimini fraksiyonu saglamdan daha yiiksek bir deger almaktadir
(Tablo 4.8), ¢iinkii saglam grupta albiimin bandinda énemli bir diisiis goriilmektedir.
% degisim hesaplandigi zaman saglam gruptaki degisim (%47) hasta grubundaki
degisimden (%31) daha yiiksektir. Muhtemelen degerlerin dagiliminin yaygin
olmasindan dolayr anlamli fark gozlenememektedir ama “kutu grafikleri” ile iki
grubun ve degisim yiizdelerinin farki acik olarak goziikmektedir (Sekil 4.13).

OHA’da plazma proteinlerindeki 6nemli degisim; en ¢ok al ve y globiilin
fraksiyonlarindaki % degisimin ¢arpici farkliligi ile ortaya ¢ikmaktadir.

Saglamlarda Alfal fraksiyonlarindaki degisim yiizdesi 2770 £+ 415 iken
hastalarda bu yiizde 726+511 (Tablo 4.9) bulundu. Goriildigi kadaryla,
saglamlarda; albiimin fraksiyonundan, Alfal fraksiyonuna onemli o6lglide gog
olurken, hastalarda bu go¢ ¢ok daha az olmaktadir. Alfal fraksiyonunun miktarinin,
alblimine nazaran ¢ok az olmasi, Alfal fraksiyonundaki artis yiizdelerinin bu derece
yiiksek olmasina yol agmaktadir.

Saglam grupta, iire muamelesi yapilinca, Alfal fraksiyonuna yogun albiimin
go¢li olurken, hastalarda bu gb¢iin ¢ok daha az olmasi nasil aciklanabilir?

Plazmanin ana proteini olan albiimin, klasik elektroforez teknikleriyle, tek
bant halinde goziikmektedir, ancak insan ve sigir alblimin preperatlarmin dimer ve
stilfidril icerigi yoniinden heterojen bir yapida oldugu uzun yillardir bilinmektedir
(150). Bu heterojenlik, kismen serbest tiyol bulunduran (sistein 34) ve
bulundurmayan formlarindan kaynaklanmaktadir. Serbest tiyol bulundurmayan form
sistein ve glutatyonla dimer olusturan formdur. Ayrica albiiminin hidroksi apatit,
DEAE sefadeks kolonlarindaki davranisi, termal denaturasyonla yapilan
termodinamik ¢aligmalarda albiiminin heterojen yapida oldugunu gostermistir (151).
Daha sonraki yillarda, kapiller zon elektroforezi gibi daha ileri teknikler kullanilarak
da insan albiimininin heterojen yapida oldugu gosterilmistir (152). Albiimin
heterojenliginin 6nemli kaynaklarindan birinin, farkli disiilfit baglanmalar1 ile olugan
izomerizasyon oldugu o©ne siiriilmektedir. Bu izomerlerin, ancak katodik

elektroforezle gosterilebilen ve normal formdan daha katyonik olan izoformlar
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oldugu one siiriilmiistiir. Bu izomerler, normal albiiminden daha dayaniksizdir ve
normal albiimine gore daha pozitif yiikliidiir, yani daha katodiktir (144).

Bulgularimizi yorumlamakta kullanabilecegimiz bir diger bilgi de sudur:
Oksitleyici sartlar altinda, albiiminin serbest olan sisteini (sistein 34) ROS ile
etkileserek iki tersinir tiirev, yani siilfenik (SOH-alb) ve siilfinik asit (SO,H-alb)
olusturabilmektedir (Sekil 2.12). Bu iki ara iiriin de giliclii oksitleyici sartlarda,
tersinmez olan son liriine, yani stilfonik asit tiirevine (SOsH-alb) doniisebilmektedir.

Bu iki sonucun 15181 altinda; biiylik olasilikla saglikli kisilerde ve normal
sartlarda daha katodik olan albiimin izomeri, daha anodik olan ana molekiille cesitli
zayif etkilesimlerle ve 6zellikle polar olmayan siki bir baglanti i¢inde bir arada
yiirlimekte ve elektroforezde tek bir bant goériilmektedir. Plazma {ire ile muamele
edildiginde, zayif etkilesimler kirildigr i¢in bu iki izomer birbirinden bagimsiz
yiriimekte ve daha katodik olan izoform, Alfal fraksiyonuna go¢ etmektedir. Bu
goc, etkin olarak, saglikli grupta albiimin fraksiyonunda diisiis (%47) ve al
fraksiyonunda artis (%2770) olarak gozlenmektedir (Tablo 4.9).

OHA hasta grubunda bu go¢ saglam gruba gore ¢ok daha azdi, (albiimin
distisi %31, Alfal artist %726). Bu da biyiik olasilikla, OHA hastalarinin
plazmalarindaki giiglii oksitleyici ortamin, albiimin molekiillerinin serbest tiyoliiniin
bir kismin1 oksitleyerek son iiriin olan siilfonik asit tiirevlerini olusturmasi ile ortaya
cikmaktadir. Boylece katodik izomer, fazladan bir negatif ylik kazanacak ve go¢
etmesi engellenecektir.

Ure, zayif etkilesimleri kirarak proteinlerin yapisin bozmaktadir. Yapisal
olarak, herhangi bir modifikasyona ugramadigi siirece, bir proteinin iire muamelesine
ayni tepkiyi vermesi beklenir. Molekiilin yapisint bir arada tutan zayif
etkilesimlerde; molekiiliin yiikiinde; birincil, ikincil veya iiclinciil yapisinda bir
degisim olmasi halinde molekiiliin lire veya diger denatiiran ajanlara tepkisi farklh
olacaktir.

In vitro deneylerle, oksitlendigi zaman albiiminin 6zelliklerinin degistigi
gosterilmistir: Molekiil tripsinle daha kolay yikilmakta, daha hizla degredasyona
ugramaktadir (153). Ayrica ligand baglama ve antioksidan potansiyeli degismektedir.
Antioksidan aktivitesi de sistein 34’e dayanmaktadir (138). Oksitlenen albiiminin

proteolize ugrayarak plazmadan uzaklastigi rapor edilmektedir (154). Bu ¢alismada
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gbzlenen hasta grubunda saglikli gruptan biraz diigiik albiimin degeri belki
oksitlenme ile tetiklenen bu proteolizle ilgili olabilir.

Sistein 34°1in oksitlenmesi halinde olusan SO3H-albiimin yapisal olarak farkli
oldugu gibi molekiilde agilma olusabilecegi bobrek patolojisi olan olgularin plazma
alblimininde gosterilmistir (155). Ayrica bu hastalarda 48 Da’luk bir katilim ile
albliminin molekiil agirliginin ve net negatif yiikiiniin arttig1 gosterilmistir (138).

Albliminin son zamanlarda anlagilan bir rolii de antioksidan 6zelligidir.
Plazmada enzimatik antioksidan sistemlerin zayif olmasi dolayisiyla, albiimin,
onemli bir plazma antioksidani olarak gorev yapmaktadir. Bu fonksiyonu i¢in 6nemli
olan grup serbest olan siilfidril (sistein 34) grubudur ve oksitleyici baskinin etkisiyle
bu grup sulfonik aside kadar oksitlenebilmektedir. OHA hastalarinin plazmalarinda
da, artan oksitleyici baskiyla, dnemli miktarda albiiminin, serbest tiyolii oksitlenerek
stilfonik asit olusturuyor olabilir.

Albliminin oksitlenmesi ve serum protein profilindeki degisim, daha once,
bobrek hastalarinda ve diyabette ¢alisilmistir (156-158).

Bu caligsma ile de, ilk defa, OHA hastalarinin plazma alblimininde yapisal bir
degisim oldugu, zayif denatiiran sartlarda saglam ve hastalikli plazmalarin
elektroforez sonuglarinin karsilastirilmasi ile dolayl olarak gosterilmistir.

Bobrek yetmezligi (156) ve diyabette (157) albiiminin kismen oksitlendigi,
“merkaptosuz alblimin”  (nonmerkapto albiimin) ile dolayli olarak gosterildi.
Merkaptosuz albiimin diizeyinin bobrek bozukluk derecesi ile orantili oldugu ve
hemodiyaliz hastalarinda belirgin sekilde arttigi gosterilmistir (159). Daha sonra 8
hemodiyaliz hastasinda albiimin oksidasyonunun ara {irlinleri gosterilmis fakat son
irin gosterilememistir (155). Ayrica yine hemodiyaliz hastalarindan saflastirilan
albliminin, radikalleri yok etme kapasitesinin azaldigi ve ligand baglama
ozelliklerinin degistigi gosterildi (153, 160). Ligand baglama 6zelliklerindeki
degisim albiimin yapisindaki degisimin bir belirtisidir. Cesitli ileri tekniklerle bobrek
hasarli hastalarda albiiminin oksitlenme ile yapisal olarak degistigi, molekiilde sisme
ve kismen agilma oldugu konusunda gii¢lii deliller elde edilmistir (155). Ayrica;
hipertirodi ve bobrek hastalarinda plazma proteinlerinde ve albiiminde yapisal
degisme oldugu denatiire edici sartlardaki elektroforez paterni ile gosterilmistir (161-

162).
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Bu c¢aligmada, iki grubun plazma proteinleri arasinda bir diger Onemli
farklilik, gama fraksiyonlar1 arasinda goriildii. Saglam grubun plazmasinin iire
muamelesi ile gama fraksiyonunda diisiis goriiliirken (%27), hasta grubunda artis
(%]1) gozlendi. Muhtemelen saglikli grupta gama fraksiyonundan bir gé¢ olurken,
hasta grubunda, gerceklesmis olan yapisal degisimlerle, farkli bir davranis ortaya
cikmaktadir.

Daha once ayrintili olarak belirtildigi gibi, bir ka¢ ¢alismayla, OHA
hastalarinin plazmasi klasik protein elektroforezi yontemleriyle c¢alisilmis ve hangi
fraksiyonlarin artip eksildigi rapor edilmistir (139-141). Bir ¢alisma sonucunda da
OHA’da albiimine oksidasyonla MDA eklentisi oldugu bildirilmistir (163).

Bu calisma ile ilk defa, OHA hastalarinda plazma proteinlerinde yaygin hasar
ve yapisal degisim oldugu gosterildi. Yukarida belirtilen albiimin oksidasyon
calismalari ve bu c¢alismanin bulgulart beraberce degerlendirilince plazma
proteinlerindeki gozlenen degisime, “oksitleyici ortamin” yol actig1 sonucuna varildi.
Elde edilen elektroforez grafikleri, plazma protein karbonil ve toplam plazma
stlfidril verileri, plazma ve eritrosit MDA diizeyleri degerlendirilerek su sonuca
varildi:

OHA hastalarinin plazmalarinda sadece albiimin fraksiyonunda degil diger
fraksiyonlarda da yaygin hasar ve degisimler vardir. Ayrica bu hastalarin sadece
eritrositleri1 degil, plazma ortamlarinda da oksitleyici baski etkindir. Hastalarin
plazma protein ortami, saglikli ve tasiyict grubun plazma protein ortamindan

farklidir.



88

5.3.2. Hemolizat protein ortam

Eritrositlerin proteinlerinin %99’dan fazlasi Hb’den olustugundan, hemolizat
protein ortamindaki degisim, Hb {izerinden incelenmistir. Gruplar arasinda Hb
diizeyleri yoniinden anlamli fark yoktu (Sekil 4.27), ancak hastalarin Hb diizeyleri
tagiyict ve saglamlara gore daha genis bir dagilim gosterdi. Hb oksidasyonunun bir
gostergesi olan MetHb yiizdeleri, hastalarda tam kanda ayrica ¢alisilmis, hastalarin
ithmal edilmeyecek bir kisminda yiiksek MetHb diizeylerine rastlanmistir (Sekil
4.10). Orak eritrositlerde MetHb olusumunun arttig1 bilinmekteyse de MetHb
yiizdesinin dikkate alindig1 klinik caligmaya rastlanmamistir. Stabil donemde dahi
artmis MetHb yiizdesi bulgusu, bu hastalarin eritrositlerindeki oksidatif ortam
hakkinda fikir vermektedir. Hemolizattaki yiiksek interferans dolayisi ile karbonil ve

stilfidril iceriginin 6l¢iilmesi miimkiin olamadi.
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5.4. Lipit ortam

5.4.1. Plazma Kolesterolii

OHA hastalarinda plazmada kolesterol, trigliserit ve fosfolipit tayiniyle lipit
ortami1 incelenmistir. OHA hastalarinda plazma kolesterolii tasiyict ve saglam
cocuklardan anlamli 6lgiide diisiik bulundu. Bu bulgu literatiirde OHA hastalarinda
siklikla gozlenen bulgudur (29), ancak mekanizmasi anlasilamamustir.

Kolesterol diizeylerinin distiigii diger klinik durumlar arasinda; sitma
enfeksiyonu (164-165), siyanotik konjenital kalp hastaligi (166), kronik bobrek
yetmezligi, hipertiroidizm, sindirime bagli malabsorpsiyonlar (167), yiiksek rakimda
yasama (9), talasemi major ve intermedya (168-169), G6PD eksikligi (170),
sferositoz (171), aplastik anemi (172) verilebilir. Sayilan kronik anemilerde ve
sitmada artmis hemoliz ve eritropoezin uyarilmasi tipiktir.

OHA hastalarinda kronik anemi yliziinden siirekli eritrosit sentezi
yapilmaktadir. Bu da membran sentezi i¢in kolesterol ihtiyact dogurur ve bu ihtiyag
biiyiik dl¢iide plazma kolesterol havuzundan saglanabilir. Bu diisiincemizi destekler
sekilde kronik anemilerde yiiksek eritropoetik aktivite ile diisiik kolesterol diizeyleri
arasinda korelasyon gosterilmistir (173). Diger yandan OHA hastalarinda saglamlarla
karsilastirildigi zaman apoA1l ve apoB diizeylerinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir
(174). ApoAT1’in kolesterol taginmasindaki rolii ve antioksidan fonksiyonu goz 6niine
aliminca OHA’daki diisiik kolesterol diizeyine eritropoezden baska faktorlerin de
katkida bulunabilecegi sdylenebilir. Nitekim bu ¢aligmada hasta, tasiyict ve saglam
olgular (1. Grup) goz Oniine alininca plazma MDA ve kolesterol diizeyleri arasinda
oldukca giiglii bir negatif korelasyon (r=-0.501) (Sekil 4.4) gozlendi. Plazmada
oksitleyici baskinin gostergelerinden biri olan MDA diizeyi arttikca kolesterol diizeyi
diismektedir. Bu da oksitleyici baskiyla hipokolesterolemi iligkisini ortaya
koymaktadir. Bildigimiz kadariyla OHA hastalarinda bu iliski ilk defa kurulmustur
ve bundan bdyle OHA hastalarinda hipokolesterolemiyi etkileyen faktorlerden biri
olarak oksidatif baskinin g6z oniine alinmasini gerektirmektedir.

Plazma kolesterolii ile eritrosit membran kolesterolii denge halindedir.
Sicanlarda, diyete eklenen kolesteroliin, eritrosit oksidatif stresi tizerindeki etkisi
incelenmis (175); kolesterolle beslenen siganlarda kontrole kiyasla plazma kolesterol

diizeyi %6 ve eritrosit kolesterol diizeyi %12 artarken, eritrosit MDA diizeyi de
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anlamli olarak azalmistir. Ayn1 hayvanlarda yiiksek dozda fenilhidrazin kullanilarak
peroksidan stres olusturuldugunda; kontrol farelerde, kolesterol diizeyinde diisiis
goriilmiis; kolesterolle beslenenlerde bu diislis gozlenmemistir. Kolesteroliin oksidan
stresten  koruyucu etkisini, membran kolesteroliinii artirarak  gosterdigi
diistiniilmiistir. OHA’l1 hastalarda da diyetin kolesterolden zenginlestirilmesinin
hastalarin genel metabolizmasi ve hastalik seyri {izerindeki etkilerinin incelenmesi
yararli olabilir.

Aynm sekilde biitiin olgular (I. Grup; hasta, tasiyici, saglam) gbéz Oniine
aliminca hemolizat MDA diizeyiyle plazma kolesterolii arasinda daha giiglii bir
negatif korelasyon oldugu goriildii (r=- 0,523) (Sekil 4.5).

Bu bulgular OHA hastalarinda artan oksitleyici baskinin plazma lipit
dengesini de bir sekilde degistirdigini gdstermektedir.

Hipokolesterolemik bireylerin kanindaki T ve CD8+ hiicreleri azalmistir,
enfeksiyonlara duyarlilik artmistir (176). Organizmanin oksidatif strese daha duyarli
olmasindan dolayi, hipokolesterolemi varliginda total serum antioksidan aktivitesi ve
tiyol konsantrasyonu da diiser (177). Hipokolesterolemi primer intraserebral kanama
i¢in bir risk faktoriidiir (178). Kolesterol diizeyleri diisitk OHA hastalari bu agilardan

da degerlendirilmelidir.
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5.4.2. Plazma Trigliserit diizeyi

Plazmada bir diger 6nemli lipit olan trigliserit, OHA hastalarinda tasiyicilara
gore anlamli olarak yliksektir. Hastalarin plazma trigliserit ortalamasi saglamlardan
yiiksek olmakla beraber fark anlamli degildir. Calismada kan Ornekleri sabah ag
karnina alinmistir. Dolayisiyla TG diizeyleri, endojen sentezlenen ve VLDL
partikiilii i¢inde karacigerden dolagima verilen TG’ 1 yansitir.

OHA hastalarinda kontrole kiyasla yiiksek TG diizeylerinin saptanmasinin
yaninda (27, 179-180), normal TG diizeyleri de go6zlenebilmektedir (30).
Tiirkiye’den yapilan bir calisgmada da OHA hastalarinda yiiksek TG diizeyleri
saptanmigtir (181). 67 Nijerya’li OHA hastasi gocuga ait lipit parametrelerinin
incelendigi bir ¢alismada plazma kolesterol ve HDL-kolesterol diizeylerinin diistiigii
bulunurken, plazma TG diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Hastalarin
klinik durumuyla ilgili bilgiye rastlanmamustir.

Bu caligmada; hasta, tasiyici ve saglam olgularin hepsi géz oniine alindiginda,
plazma TG diizeyi ile total bilirubin diizeyi arasinda anlamli pozitif korelasyon
(r=0,539), plazma Fe diizeyi arasinda yine pozitif korelasyon (r=0,427), hemolizat
Cu diizeyi arasinda kuvvetli pozitif korelasyon (r=0,648) ve plazma protein karbonil
diizeyi arasinda kuvvetli pozitif korelasyon (r=0,528) gozlendi.

Bu ¢alismadaki TG-Bilirubin korelasyonu bulgusunu destekler tarzda
OHA’da rolatif hipertrigliseridemi ve intravaskiiler hemoliz arasinda korelasyon
bildiren bir caligma vardir (182). Ayrica plazma lipitleri, o6zellikle de TG
diizeyleriyle vaskiiler fonksiyon bozuklugu arasinda bir iliski olabilecegini ileri
siirmislerdir.

Hastalarin TG diizeyindeki artis, saglamlardan anlamli olarak yiiksek degildir
ama bu yukarida belirtilen korelasyonlar, TG diizeyinin diger parametrelerle
iligkisini gdstermektedir. Hemolizin 6nemli Slgiitlerinden biri olan bilirubin, énemli
oksitleyici metaller olan Fe ve Cu ve protein hasarinin gostergesi olan protein
karbonil diizeyi ile TG diizeyi arasindaki bu korelasyonlar oksitleyici baski ve
hasardan TG’in de etkilendigini diislindiirmektedir.

Tas1yict gruptaki diger iki gruba gére daha diisiik TG diizeyi daha fazla olgu

ile plazma lipoproteinleri incelenerek aydinlatilabilir.
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5.4.3. Plazma fosfolipit diizeyleri

Plazma fosfolipit diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark
gozlenmedi. Bu bulguya benzer sekilde bir ¢alisma da, plazma fosfolipitlerinin
krizsiz donemde kontrolle benzerken, krizlerde arttigini1 bildirmistir (183).

Korelasyonlar incelendiginde plazma fosfolipitlerinin, sadece hasta grubu goz
Oniine alindiginda, plazma TG ile pozitif korelasyonu (r=0,606) ve saglam grup goz
Oniine alindiginda ise hemolizat kolesterolii arasinda pozitif korelasyon (r=0,636)
gozlenmistir. Bu bulgularla, plazma fosfolipit diizeyleri hastaligin stabil oldugu

donemde en az etkilenen lipit fraksiyonu olarak goziikmektedir.

5.4.4. Hemolizat Lipitleri

Hemolizat lipit ekstresinde kolesterol ve TG diizeyleri incelendi ve her iki
lipit i¢in de gruplar arasinda anlamli fark goriilmedi. Literatiirde bildigimiz kadartyla
kolesterol ¢alismalar1 daha c¢ok eritrosit membran1 kullanilarak yapilmistir. OHA
hastalarinda eritrosit membran kolesteroliiniin arttigini bildiren ¢alismalar vardir (31-
32, 184) . Sadece bir ¢alismada orak eritrositlerdeki kolesteroliin daha diisiik oldugu
rapor edilmistir (185). Bir baska c¢alisma, orak eritrositlerin membranindaki
kolesterol miktarinin hiicre yasiyla ilgili oldugunu ileri stirmistiir (186). OHA
hastalarmin kanlarinda geng eritrosit sayisinin fazla olmasi dolayisiyla; membran
kolesterol iceriginin yiliksek bulunmas1 dogaldir.

Bu c¢alismada ayrica bazi hasta, tagiyici ve saglam olgulara ait hemolizat ve
buradan elde edilen gost ve sitozoldeki lipitler silika G ince tabakasi ile incelendi.
Polar olmayan ve polar lipitlerin ayrimmi gérmek icin iki farkli ytiriitme ¢ozeltisi
uygulandi. Polar olmayan lipitler i¢in yapilan yliriitmede polar lipitler baslangic
noktasinda kalirken, polar olmayan kolesterol tabakada yiiriiyerek ayrilmistir. OHA
hasta grubunun eritrosit lipitleri, polar olmayan lipitler agisindan, tasiyict ve saglam
cocuklarin eritrosit lipitleriyle benzer bulundu. Sitozoldeki kolesterol miktar1 biitiin
gruplarda gosta gore daha azdi.

Polar lipitler igindeki fosfolipit tiirlerini ayirmak ic¢in ayr1 bir yiriitme
¢ozeltisi uygulandi. Hasta, tasiyict ve saglam olgulara ait hemolizat lipit ekstresinde;

fosfatidil kolin, fosfatidil etanolamin, sfingomyelin varlig1 goriildii.
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Ince tabaka ile hemolizat, gost ve sitozole bakilmasinin sebebi hastalarda,
digerlerinde olmayan bir lipit tipi bulunup bulunmadigin1 gérmek veya herhangi bir
lipidin normalden farkli miktarda bulunup bulunmadigin1 anlamakti. Bu yonden
hasta, tastyic1 ve saglikli gruplar arasinda bir fark gozlenemedi. Daha Once yapilan
bir c¢alismada OHA’da membran fosfolipit tiirlerinin normal kisilere ait

eritrositlerden farkli oldugu gozlenmistir (25).
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5.5.1yon ortam

5.5.1. Cinko

Bu c¢alismada OHA hastasi, tasiyicist ve saglamlar arasinda plazmada Zn
diizeyleri acisindan fark goriilmedi. Cesitli calismalarda OHA hastalarinda plazma
veya serum Zn diizeylerinin kontrole gore diisiik oldugu bildirilmistir (38, 75, 187-
190). Prasad ve arkadaslar1 84 Afrika kokenli hastayr inceledikleri galismalarinda
plazma Zn diizeylerinde anlamli diistikliik tespit etmislerdir (16). Diger yandan OHA
hastalarinin plazmalarinda normalle benzer Zn diizeyleri bildiren ¢alismalar da vardir
(191-192). Suudi Arabistanli OHA hastalarinda plazma Zn diizeylerinin normal
seviyede oldugu ve bu hastalarda ayak iilserleri ve enfeksiyonlarin da Afrikal
hastalardan daha iyi seyirli oldugu belirtilmistir (76). Bu ¢alismada ozellikle genel
durumu 1iyi, krizler yoniinden stabil hastalarin secilmesi; bu hastalarin ¢inko
diizeylerinin tasiyict ve kontrole yakin olmasini agiklayabilir. Literatiirdeki birgok
calisma hastalarin klinik durumuyla ilgili bilgi vermemektedir.

Bu caligmada hastalarin eritrosit Zn diizeyleri tasiyict ve saglamdan anlaml
diizeyde yiiksek bulundu. OHA’da eritrosit Zn diizeylerini, hasta ve kontrol
grubunda benzer (67, 191) veya hastalarda daha diisiikk bulan ¢aligmalar vardir (16).
Ulkemizden vyapilan bir ¢alismada hastalarin hem plazmasinda hem de
eritrositlerinde Zn diizeylerininin diistik oldugu bildirilmistir (193). Bir baska
calismada ise plazma Zn diizeyleri kontrolle benzer olan hastalarda, eritrosit ve sagta
da Zn eksikligine rastlanmamustir (194). Hastalarimizin ¢ok az1 Zn destegi almasina

ragmen, beklenilenin aksine , Zn almayan grupta da eksiklik gozlenmedi.

5.5.2. Bakir

Bu ¢alismada, plazma Cudiizeyi agisindan gruplar arasinda fark goriilmedi.
Daha onceki ¢alismalarda OHA hastalarinin plazmalarinda, bakir diizeyleri normalle
benzer (76) veya artmis (75) olarak rapor edilmistir.

Bu caligmada OHA hastalarina ait eritrositlerin ortalama Cu diizeyleri tasiyici
ve kontrollerden anlamli olarak yiiksek bulundu. Orak eritrositlerde bakir diizeyinin
artt1ig1 histolojik yontemlerle (14) ve atomik absorpsiyon spektrofotometrisi (195) ile
gosterilmistir. Artmig eritrosit Cu’ 1nin, siilfidril gruplart varliginda siiperoksit

iyonlari iireterek hemolize yolagabilecegi gosterilmistir (196). Orak eritrositlerdeki
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artmis Cu’1n, kemik iligini terkederken organelleri tamamen uzaklastirilamayan geng
eritrositlerin mitokondrilerilerindeki birikim olabilecegi diisiiniilmiistiir (197). Diger
yandan Tiirkiye’den yapilan bir calismada OHA hastalarinin plazmasinda diisiik Cu
diizeyleri bildirilmistir (193).

5.5.3. Demir

Bu calismada hastalarin plazma Fe diizeyleri, tasiyict ve kontrollerden
anlamli diizeyde yiiksek bulundu. OHA’da kronik hemoliz ve transfiizyonlara bagl
olarak plazma Fe diizeylerinde artis gelisebilir (78). Literatirde plazma Fe
diizeylerini diisiik bulan ¢aligmalar da vardir (198-199). Hastalarimizin eritrosit Fe
icerigi tastyicilardan diisliktiir. Bu durum OHA hastalarinda siirekli Hb yapiminin

uyarilmis halde olmasi ve Fe depolarinin yeterli gelmeyisiyle ilgili olabilir.

5.3.4. Kalsiyum

Calismamizda, hastalarin plazma Ca diizeyleri tasiyici ve saglamlarla benzer
bulunurken hemolizat Ca diizeyleri gruplar arasinda farkli bulundu. Ancak her bir
grup icinde kalsiyum iyonu dagilim araliginin genis oldugu yiiksek standart sapmasi
degerleriyle de goriilmektedir. Bu nedenle hemolizat Ca diizeyleriyle ilgili saglikli
bir degerlendirme yapilamayacag diistiniilmuistiir.

Geri doniigtimsiiz oraklagmanin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamakla
beraber; eritrosit membraninda artan Ca konsantrasyonu, bu olay1 etkileyen
faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir. Eritrositlere Ca yiiklenmesinin, bu
hiicrelerin oksitleyici baskiya hassasiyetlerini artirdigi rapor edilmistir (200). Bu
durumda, OHA hastalarinda, baska calismalarla da gosterilen ve bu caligmayla da
dogrulanan artan eritrosit Ca konsantrasyonu; OHA’da eritrositlerdeki oksitleyici
baskinin etkisini agirlastiran bir faktor olacaktir.

Ayrica, Ca membran proteinlerine baglanarak, hiicrenin su kaybetmesini
tetikleyerek (201-202) hem geri doniisiimsiiz oraklasmaya, hem de membran yapisini
bozarak eritrositin esnekligini kaybetmesine yol agabilir.

Calismamizda Fe ve Cu iyonu ile oksidatif ve lipit parametreleriyle saptanan
anlamli  korelasyonlar; bu iyonlarin OHA’daki oksidatif ortamin Onemli

bilesenlerinden oldugunu ve patolojik bulgularla ilskisini ortaya koymaktadir.
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Sonug olarak OHA hastalarinin plazma ve hemolizat iyon ortaminin, saglikli
bireylerin ortamlarindan farkli oldugu goriildii. Ayrica plazma karbonilinin; plazma
Fe hemolizat Cu ve Zn ile korelasyonlari, iyon dengesinin de oksitleyici baskidan
etkilendiginin gostergesidir. Hemolizat Cu’ 1nm, plazma trigliseridi ve hemolizat
kolesterolii ile korelasyonu da iyon ve lipit ortaminin etkilesimine veya ayni

faktorden etkilendiklerine isaret etmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismaya genel durumu stabil (yontemler kisminda belirtilen siireyle
transflizyon almamus, kriz ge¢irmemis) OHA hastasi, tasiyicist ve saglikli cocuklar
dahil edildi. Calismanin 6nemli sonuglar1 asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1. Bu calisma ile OHA hastalarinin plazma proteinlerinde genel protein hasari
ve yapisal degisim gosterildi. Ayrica hasta grubunda, Alfa

1 globiilin fraksiyonuna albiimin gociliniin gozlenmesi, bu hasar ve yapisal
degisimden plazmanin ana proteini olan albiiminin de etkilendigini gosterdi.

2. Yine bu ¢caligmada OHA hastalarinda; agiklanamamis ortak bir bulgu olan,
diisiik plazma kolesterolii ile oksitleyici baskinin gostergesi olan plazma ve
hemolizat MDA diizeyleri arasinda anlamli korelasyon gosterildi. Boylece oksitleyici
baskinin kolesterol diizeyini etkileyen faktorlerden biri olabilecegi sonucuna varildi.

3. Stabil OHA hastalarinin; plazma ve eritrosit ortaminda protein, lipit ve

iyonlar yoniinden tastyici ve saglikli ¢ocuklardan farkli oldugu sonucuna varildi.

Bu sonuglar 15181nda 6neriler asagidaki gibi 6zetlenebilir;

1. OHA hastalart ile ilgili yayinlarda; hastanin genel durumu, ne kadar stiredir
transfiizyon almadigi, destek ve tedavi amacli ilag alip almadig konusunda bilgi
verilmedigi durumlarda bulgularin saghkli karsilastirmasi yapilamamaktadir. Bu
yizden hasta grubu segilirken bu o6zelliklerin dikkate alinmasi, sonuglarin
degerlendirilmesinde ¢ok yararli olacaktir.

2. Stabil durumdaki hastalar yaninda krizdeki hastalarin da aymi
parametrelerle incelenmesi ve genellikle thmal edilen plazma ortaminin da dikkate
alinmasi hastaligin patofizyolojisinin aydinlatilmasini saglayabilir.

3. Saglam grubun ayni yoreden secilmesi fenotiplerin benzer olmasi

yoniinden daha kesin sonuca gétiiren bulgularin elde edilmesini saglayacaktir.
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