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OZET

DEMIR EKSIiKLiGi ANEMi HASTALARINDA SOD2(RS4880) VE HM0X-1(RS2071746)
GENLERINDEKI POLIMORFIZMLERININ ARASTIRILMASI

Demir eksikligi anemisi (DEA), farkli yas gruplarindaki bireylerde goriilebilen, bircok toplumun
onde gelen saglik sorunlar1 arasinda yer alan viicutta yeterli demirin bulunmamasindan
kaynaklanan bir anemi tlridir. Giliniimiizde molekiiler mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamayan bu hastaligin patogenezinde oksidanlarda artis veya antioksidanlarda azalma
sonucu olusan oksidatif stres olasi bir rol oynayan biyokimyasal mekanizmalardan biridir. SOD2
(Stiperoksit dismutaz 2) (rs4880) ve HMOXI1(Hem oksijenazl1) (rs2071746) genleri oksidatif
stresle iliskili olup antioksidan etkiye sahiptir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak bu ¢alismaya Mersin
Universitesi Hematoloji Béliimiine bagvuran demir eksikligi anemisi tanisi alan 45 hasta ve
saglikli bireylerden olusan 45 kontrol grubu olmak tlizere 90 birey dahil edilmistir. Bu
bireylerden alinan kan orneklerinden RT-PCR yontemiyle SODZ2 (rs4880) ve HMOX-1
(rs2071746) genlerinin polimorfizmlerinin dagilimini arastirmay1 amagladik.

Calismamizda SODZ2 (rs4880) polimorfizme ait allel istatistikleri incelendiginde yabanil A
allelinin goriilme siklig1 kontrol grubunda % 56,7 (n=51) iken hasta grubunda % 55,6 (n=50),
polimorfik olan G allelinin goriilme siklig1 kontrol grubunda % 43,3 (n=39) iken hasta grubunda
% 44,4 (n=40) olarak belirlenmistir. Gruplara gore alel dagilimlar1 farklilik géstermemektedir
(p=0,881). SOD2 (rs4880) polimorfizmine ait allel oranlari ile DEA arasinda iliski olmadigi tespit
edilmistir. SOD2 (rs4880) polimorfizmine ait genotip oranlari incelendiginde AG genotipinin
goriilme siklig1 kontrol grubunda % 46,7 (n=21), hasta grubunda % 44,4 (n=20), AA genotipinin
goriilme sikligi kontrol grubunda % 33,3 (n=15), hasta grubunda % 33,3 (n=15), GG genotipinin
gorilme sikhig1 ise kontrol grubunda % 20 (n=9) hasta grubunda % 22,2 (n=10) olarak
belirlenmistir. SODZ2 (rs4880) polimorfizmine ait genotip oranlarinin DEA arasinda iliski
olmadigl saptanmistir (p=0,962). HMOX-1 (rs2071746) polimorfizme ait allel istatistikleri
incelendiginde yabanil A allelinin goriilme siklig1 kontrol grubunda % 62,2 (n=56) iken hasta
grubunda %45,6 (n=41), polimorfik olan T allelinin goriilme siklig1 kontrol grubunda % 37,8
(n=34) iken hasta grubunda % 54,4 (n=49) olarak belirlenmistir. Gruplara gore HMOX-1
(rs2071746) alel dagilimlan farklhilik gostermektedir(p=0,025). Hasta ve kontrol grubuna
kiyasla T alleli A alleline gore 1.968 kat daha fazla tespit edilmistir. HMOX1 (rs2071746)
polimorfizme ait alel oranlar1 ile DEA arasinda iliski oldugu tespit edilmistir. HMOX1
(rs2071746) polimorfizmine ait genotip oranlari incelendiginde AT genotipinin goériilme siklig1
kontrol grubunda % 40 (n=18) hasta grubunda % 42,2 (n=19), AA genotipinin goriilme siklig1
kontrol grubunda % 42,2 (n=19), hasta grubunda % 24,4 (n=11), TT genotipinin goriilme siklig1
ise kontrol grubunda % 17,8 (n=8) hasta grubunda % 33,3 (n=15) olarak belirlenmistir. HMOX-
1 (rs2071746) polimorfizmine ait genotip oranlarinin DEA arasinda iliski olmadig1 saptanmistir
(p=0,117). Calismamizin bulgularina goére SOD2 (rs4880) ve HMOX-1 (rs2071746)
polimorfizmlerin genotip oranlarinin DEA arasinda iliski olmadigini allel oranlarina
bakildiginda HMOX1(rs2071746) geninde T alleli A alleline gore fazla oldugu tespit edilmistir.
Bu genlerin farkli polimorfizm boélgelerinin calisilmas1 demir eksiligi anemisi ve bu genler
arasindaki iliskinin ortaya konmasina katki saglayacaktir. Ancak bulgularin klinik sunumlarin
degerlendirebilmek icin daha kapsamli ¢alismalara gereksinim vardir.

Anahtar kelime: DEA, SOD2, HM0OX1, POLIMORFIZM, RT-PCR

Danisman: Prof. Dr. Nurcan ARAS, Mersin Universitesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Mersin.
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ABSTRACT

INVESTiIGATION OF POLYMORPHISMS iN SOD2 (RS4880) AND HMOX-1 (RS2071746)
GENES IN IRON DEFICIENCY ANEMIA PATIENTS

Iron deficiency anemia (IDA) is a type of anemia that can be seen in individuals of different age
groups and is one of the leading health problems of many societies, resulting from the lack of
sufficient iron in the body. Oxidative stress, which occurs as a result of an increase in oxidants
or a decrease in antioxidants, is one of the biochemical mechanisms that play a possible role in
the pathogenesis of this disease, the molecular mechanism of which is not fully elucidated today.
SOD2(Superoxide dismutase 2) (rs4880) and HMOX1(Heme oxygenasel) (rs2071746) genes are
associated with oxidative stress and have antioxidant effects. Based on this information, 90
individuals, 45 patients with iron deficiency anemia who applied to Mersin University
Hematology Department and 45 healthy individuals, were included in this study. We aimed to
investigate the distribution of polymorphisms of SOD2 (rs4880) and HMOX-1 (rs2071746)
genes by RT-PCR method from blood samples taken from these individuals. When the allele
statistics of SOD2 (rs4880) polymorphism were examined in our study, the incidence of wild A
alleles was % 56.7 (n=51) in the control group, % 55.6 (n=50) in the patient group, and in the
control group, while the incidence of the polymorphic G allele was % 43.3 (n=39) while it was
% 44.4 (n=40) in the patient group. Allele distributions do not differ according to the groups
(p=0.881). It was determined that there was no correlation between the allele ratios of the SODZ2
(rs4880) polymorphism and DEA. When the genotype rates of the SODZ (rs4880) polymorphism
are examined, the incidence of AG genotype is % 46.7 (n=21) in the control group, % 44.4
(n=20) in the patient group, and % 33.3 (n=15) in the control group, % 33.3 (n=15) in the
patient group, and the incidence of GG genotype was determined as % 20 (n=9) in the control
group and % 22,2 (n=10) in the patient group. It was determined that the genotype ratios of the
SOD2 (rs4880) polymorphism were not related to DEA (p=0.962). When the allele statistics of
the HMOX-1 (rs2071746) polymorphism were examined, the frequency of wild A alleles was %
62.2 (n=56) in the control group, % 45.6 (n=41) in the patient group, and % 37.8 (n=34) of the
polymorphic T allele in the control group. while it was % 54.4 (n=49) in the patient group. The
HMOX-1 (rs2071746) allele distributions differ between the groups (p=0.025). Compared to the
patient and control groups, the T allele was detected 1.968 times more than the A allele. It has
been determined that there is a relationship between the allele rates of HMOX1 (rs2071746)
polymorphism and DEA. When the genotype rates of the HMOX1 (rs2071746) polymorphism
were examined, the incidence of the AT genotype was % 40 (n=18) in the control group, % 42.2
(n=19) in the patient group, and % 42.2 (n=19) in the control group. The incidence of TT
genotype was determined as % 24.4 (n=11) in the patient group and % 17.8 (n=8) in the control
group and % 33.3 (n=15) in the patient group. It was determined that the genotype ratios of the
HMOX-1 (rs2071746) polymorphism were not related to DEA (p=0.117). According to the
findings of our study, the genotype ratios of polymorphisms in the SODZ (rs4880) and HMOX1
(rs2071746) genes were not related to DEA, and when the allele ratios were examined, it was
determined that the T allele was higher than the A allele in the HMOX1(rs2071746) gene.
Studying different polymorphism regions of these genes will contribute to revealing the
relationship between iron deficiency anemia and these genes. However, more comprehensive
studies are needed to evaluate the clinical presentations of the findings.

Keywords: DEA, SOD2, HMOX1, POLYMORPHYSM, RT-PCR

Advisor: Prof. Dr. Nurcan ARAS, Mersin University, Department of Medical Biology, Mersin
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1. GIRiS

Kanda bulunan hemoglobin konsantrasyonunun cinsiyet ve yasa gére normal degerlerin
altinda olmasina anemi denir. Diinya Saghk Orgiiti (WHO)'ne gore eriskin kadinlarda
hemoglobin degerinin 12 gr/dl, eriskin erkeklerde hemoglobin degerinin 13 gr/dl, gebe
kadinlarda 11 g/dl altinda olan bireylerde anemi oldugu kabul edilmektedir [1]. Demir eksikligi
anemisi (DEA) insan viicudunda giinliik alinan demir ile kaybedilen demir miktar
dengelenmediginde ortaya ¢ikan, mikrositik ve hipokromik eritrositler ile serum demir ve
ferritin diizeylerinin azalmasi sonucunda transferin saturasyonunun %15’in altina diismesi ve
total demir baglama kapasitesinin artmasi ile karakterize edilen bir anemi c¢esididir [2]. DEA
diinya genelinde ve ayni1 zamanda farkl yas gruplarinda goriilen (diinya popiilasyonun yaklasik
%15’i)) en sik anemi nedeni olup kadinlardaki oran erkeklerdeki orandan daha fazla
gorilmektedir [3]. Genetik ve ¢evresel etmenlerle ortaya ¢ikan DEA patogenezi henliz yeterince
aydinlatilamamuistir.

Hem oksijenaz-1 (HMOX-1) geni bir antioksidan enzim olan hem oksijenaz-1 enzimini
sentezlemektedir. HMOX-1 hem katabolizmasinin ilk asamaya aracilik ederek biliverdin
olusturmak icin hem’i anti-inflamatuar ve antioksidan 6zellikleri sahip olan 3 ayr1 farkli son
iriin olan bilirubin, demire ve karbonmonoksit’e indirgemektedir. HMOX1 geni viicutta en fazla
karaciger ve dalakta bulunmaktadir. Ozellikle karaciger ve dalakta yiiksek konsantrasyonda
bulunan, hem oksijenaz ailesinin {iyelerinden demir iceren Hem oksijenaz-1 (HO-1), oksidatif
strese karsi savunmada gorev alir. Hem oksijenaz-1 eritrosit dongiisic ve demir
konsantrasyonunun dengede kalmasini saglamak, hiicre farklilasmasi, gibi bilinen etkilerinin
yani sira reaksiyon iirtinleri tizerinde etkisini gosterip oksidatif strese karsi hiicre koruyucu gibi
onemli etkiye de sahiptir [4]. HO-1 gen promotoriindeki T (413) tek niikleotid polimorfizmi
(SNP) ve (GT) » mikrosatellit polimorfizmi, HO-1 gen transkripsiyonel aktivitesini modiile eder
ve bu polimorfizmler diyabet, hipertansiyon, kalp hastaliklari, inflamasyon, transplantasyon,
norodejenerasyon, yaslanma, kanser dahil olmak tlizere ¢ok sayida hastalik icin hiicresel
savunmada ¢ok 6nemlidir [5]. Heme Oksijenaz 1 (HMO0X1), hemoglobin, miyoglobin ve sitokrom
p450 gibi bazi 6énemli proteinlerin yapisinda bulunan hem grubunu bozan reaksiyonu katalize
eden bir enzimdir. Gilinlimiizde HMOX1 ile iliskilendirilen bircok hastalik bulunmaktadir. Crohn
hastaligy, iilseratif kolit iceren inflamatuar bagirsak hastaliklari, mikrobiyota dengesizlikleri,
enfeksiyonlar basta olmak iizere akut ve kronik bagirsak iltihabinin olusumunu
etkilemektedir[6].

Siiperoksit dismutaz 2, mitokondriyal (SODZ2), SODZ geni tarafindan kodlanan giiclii bir
antioksidan enzimdir. insanlarda bulunan tic SOD enziminden biri olan SOD2, o6zellikle
sliperoksit temizleme islevi gordiigii mitokondride ifade edilmektedir [7]. Stiperoksit dismutaz

(SO0D2), oksidatif fosforilasyon tarafindan iiretilen siiperoksit anyonlarinin toksisitesine karsi

1
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temel savunmayi saglar. Gelismekte olan alyuvarlarin mitokondrisinde (olgun alyuvarda
mitokondri bulunmaz) asir1 demir birikimi sonucu serbest radikal olusturan giiclii oksidatif
katalist olarak gorev yaparak serbest radikallerin artmasimi saglamaktadir. Serbest radikal
tiretimindeki artis proteinlerin yapisinda hasar olusturmakta, hiicrenin hayatta kalma siiresini
azaltmaktadir. Oksidatif stresin artmasi sonucunda eritrositlerde olusan hasar, hiicrenin yasam
stresini kisaltmakta, eritrosit membranindaki sekil degistirme yetenegini azaltmakta ve
fosfatidilserin olusumu sonucu dolasimdan daha kisa silirede kaldirilmalariyla anemiye neden
olmaktadir. SOD2 (rs4880) geninin T(-413)A SNP’si, insanlardaki hastaliklarda fonksiyonel
oneminin belirlenmesi acisindan calismalara ihtiya¢ duyulmalidir. Ayrica SODZ geninde

T47C'nin hangi alelinin hastaliklarda risk tasidigi konusu hala belirsizdir [8].

Demir Eksikligi Anemisi farkli yas grubunu igerirken ayni zamanda gastrointestinal
hastaliklar, sinir sistemi, immiin sistem, kalp hastaliklarinin 6nciisii olmaktadir. Bu genlerin
etkisi varsa antioksidan sistemlerin hastalifin tedavisinde kullanilmasi ve erken tani ile
ilerleyen donemlerde gelisebilecek kronik rahatsizliklar1 en aza indirgerek erken tani ve etkili
tedavi oldukca 6nemlidir. Hastaligin erken tani ve tedavisi, iilke ekonomisi, toplum saghgi ve
hasta bireylerin yasam kalitesinin arttirilmasi agisindan faydali olabilir. SOD2 (rs4880)
ve HMOX1 (rs2071746) genlerindeki polimorfizmlerin Demir Eksikligi Anemi hastalarinda daha

once calisilmamis olmasi nedeniyle literatiire katki saglayacaktir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. Anemi

Halk dilinde kansizlik olarak bilinen anemi, hemoglobin (Hb) degerinin kisinin cinsiyet
ve yasina gore normal kabul edilen degerlerin altinda olmasi durumudur [9]. Diinya Saglik
Orgiitii (WHO)'ne gore eriskin kadinlarda hemoglobin degerinin 12 gr/dl, eriskin erkeklerde
hemoglobin degerinin 13 gr/dl, gebe kadinlarda 11 g/dl altindaki bireyler anemi hastasi olarak
kabul edilmektedir [1]. WHO’nun raporlarina gore diinya niifusunun yaklasik %25-30unun
anemi oldugu bildirilmektedir [10]. Yas ve cinsiyet disinda, 1rk, sosyoekonomik diizey, yasanilan
bolgenin rakimi, plazma hacim degisikleri gibi cesitli faktdrlerde hemoglobin degerlerinde

bireysel degisikliklere neden olmaktadir [11].
2.1.1. Anemilerin Morfolojik Siniflandirilmasi

Morfolojik siniflandirma, ortalama eritrosit hacmi (MCV mean corpuscular volume)
degerlerine gore yapilan siniflamadir. Normositer (MCV=80-100 fL), mikrositer (MCV<80 fL) ve
makrositer (MCV>100 fL) olarak ii¢ sinifta ayrilir. En ¢ok yaygin olan mikrositeranemi cesididir.
Mikrositer anemiler icinde de en ¢ok yaygin olan anemi demir eksikligi anemisidir (DEA) [12].

Anemilerin morfolojik siniflandirmasi Tablo 2.1’de gosterilmektedir [13].

Tablo 2.1. Anemilerin morfolojik siniflandirmasi

Mikrositer Anemiler Normositer Anemiler Makrositer Anemiler
(MCV<80 fL) (MCV 80-100 fL) (MCV >100 fL)
o Demir eksikligi e  Akut kan kaybi e Vitamin B12 ve folik asit eksikligi
anemisi e Plazma voliimiiniin o DNA sentezinin herediter
e Globin sentezi asir1 derecede artmasi bozukluklari
bozukluklari (gebelik, hidrasyon) o Ilaglara bagli DNA sentezi
(Talasemiler) e  Kronik hastalik bozukluklar: (kematerapétikler,
e Hem sentezi anemisi antikonviilzanlar, oral
bozukluklari o Kemik iligi kontraseptifler)
(Sideroblastik infiltrasyonlari e Eritropoezin arttig1 durumlar
anemiler) e  Kronik karaciger ve (Akut kan kaybi, hemoliz)
e Kronik hastalik bobrek hastaliklari e Kronik karaciger hastaliklari
anemisi e Hipotiroidi

MCV: Mean corpuscular voliime fL: Femtolitre.

2.1.1.1. Mikrositer Anemiler

Eritrositlerin yapisinda bulunan hemoglobin molekiiliiniin sentezi i¢in, hem ve globin
molekiillerinin olusumu icin saglam metabolik yolaklarina bunun yanisira yeterli demir
destegine ihtiyag duyulmaktadir. Demir, globin ve hem {glisiinden herhangi birinin

eksikliginde, ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) ve ortalama eritrosit
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hacminin (MCV) azalmasi sonucu mikrositer anemi meydana gelmektedir. Mikrositer

anemilerin cogunlugunu demir eksikligi ve talasemiler olusturmaktadir [14].

2.2, Demir Eksikligi Anemisi
2.2.1. Demir Eksikligi Anemisi Tanimi

Viicudun giinliik olarak kaybettigi demirin, gida ile alinan demir ile tamamlanmadigi
zaman ortaya cikan anemiye demir eksikligi anemisi (DEA) denir. Demir eksikligi anemisi
viicudunuzda yeterli demirin bulunmamasindan kaynaklanmaktadir [15]. DEA eritrositlerde
mikrositer ve hipokromi serum ferritin ve serum demir dilizeyinin azalmasi, transferrin
satlirasyonunun %15’ in altina inmesi ve total demir baglama kapasitesinin artmasi ile

karakterize edilen bir anemi ¢esididir [2].
2.2.2. Demir Eksikligi Anemisi Tarihgesi

Demir eksikligi anemisi M.0. 1500’lerde Misir tedavi kitabinda dispne ve 6demle,
solukluk karakterize bir hastalik olarak tarif edilmis olup aynm1 zamanda Ortacag tarihcileri ise
bu eski zamanlardan kalma ancylostomal anemiyi demir eksikliginin bir formu olarak
tanimlamislardir [16]. 16. yy ortalarindan sonra Avrupali bilim adamlar tarafindan
chlorosis(kloroz) veya yesil hastalik olarak adlandirilan demir eksikligi anemisi i¢cin Fransa’'da
17.yy'1in ortalarinda hastalia yonelik tedavi gelistirip bu hastalifin tedavisinde demir tuzlarn
kullanilmaya baslanilmistir. Sydenham tarafindan klorozun 6zgiin tedavisi olarak 6nerilmistir.
1830-1930 yillar arasinda 100 y1l boyunca kloroz tedavisinde etkili olmayan dozlarda demir
kullanilmistir. 20.ytizyilin basinda ise klorozun kandaki demir miktarinin diismesi sonucunda
hipokromik eritrositlerin ortaya ¢ikmasi ile karakterize oldugu saptanmistir [17]. Giiniimiizde

demir eksikliginin birden ¢ok tanimina rastlanilmaktadir.
2.2.3. Demir Metabolizmasi

Demir esansiyel bir element olup tiim hiicreler icin gerekli, en 6nemli gorevi ise kanda
bulunan hemoglobin molekiiliiniin araciligi ile oksijen tasimaktir. Demir oksijen depolamasi ve
tasimasi, oksidatif metabolizma, elektron tasinmasi, hiicre ¢ogalmasinda ve biliylimesinde,
esansiyel reaksiyonlarin katalizinde kullanilmaktadir[18]. Demir; kolaylikla elektron
alisverisinde, ferroz (Fe3+) ve ferrik (Fe2+) formlara donilisebilme 6zelligine sahip olan bir
elementtir. Hem'in yapisinda bulunan oksijen baglayan molekil olup hemoglobin ve
miyoglobin'nin yapisinda bulunmaktadir. Ayrica bir¢ok enzimin yapiminda ve sitokromda yer
alir. Bununla beraber hidrojen peroksitin serbest iyon radikallerine doniismesi sonucunda

protein ve DNA’da hiicre membranda hasar verebilme 6zelligine sahiptir. Demir-protoporfirin
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(hem) ve demir stlfiir bilesimleri enzim-kofaktdr olarak gérev almaktadir [17]. Demir iceren

baslica proteinler ve bunlarin fonksiyonlar: Tablo 2.2’de gosterilmistir [19].

Tablo 2.2. Demirin biyolojik fonksiyonlar1 [19].

Fonksiyon Bilesik
Oksijenin tasinmasi Hemoglobin
Miyoglobin
Sitokrom a,b,c
Oksidatif enerji tiretimi Sitokrom P450
Katalaz, peroksidaz
Mitokondriyal solunum Siiksinat dehidrogenaz
Zararl oksijen radikallerinin inaktivasyonu | Ksantin oksidaz
DNA sentezi Riboniikleotid rediiktaz

Bircok bilesiklerin ve enzimlerin yapisinda bulunan demir viicutta meydana gelen
reaksiyonlarda artabilmekte veya azalabilmektedir. Viicutta demir dagilimi Sekil2.1'de

gosterilmektedir.

DiyetFe = Duodenum 5 S
(1-2 mg/giin) Fe iceren enzimler(100 mg)

Kullanim g
\‘\» *-_ Plazma
N

transferrin (3 mg)

Kemik iligi

Mulozal hiicreler,
desquamasyon,

\ menstruasyon, diger

N J

Kas
(miyoglobin)
(300 mg)
eritrosit

O i Fe kaybi

Karaciger (hemOglobin ) s 3 1

(1000 mg) j k ..? (1800 mg) mg/gl
Depo Fe 3 p—

@ depolanmasi <“— |V Fe

Relikuloendotelial
makrofaj (600 mg)

25 mg/gun .

Sekil 2.1. Yetiskinlerde viicutta demir dagilimi [20]

Diger ferroproteinler tarafindan kullanilmayan hiticresel demir, demir kapasitesi sinirh
olmasi artan demir kapasitesi asildiginda depo ferritin olarak birikmektedir. Ayrica, makrofajla

hiicrelerden hizh bir sekilde demirin salinmasiyla lokal asir1 demir yiikii yaratabilecegi ve lokal
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doku hasarina neden olabilecegi de miimkiindir. Serbest demirin toksik etkileri, reaktif serbest
radikallerin olusumuna baglh olarak gelismektedir [21].

Gastrointestinal sistemden epitelyal, ciltten epidermal hiicrelerin ve adet goren
kadinlarda eritrositlerin kaybi ile demir viicuttan atilarak hiicrelerde demir kaybi olusmaktadir.
Postmenapozal (menopoz sonrasi) kadinlarda ve erkeklerde ortalama demir kaybi 1 mg/gilin
kadar olup ayni zamanda premenopozal (menopoz dncesi) kadinlarda ise ek olarak giinde 0.006
mg/kg demir kaybi goriilmektedir. Hamile bir kadinda ise erkekteki demir kaybinin 3,5 kati
kadar demir kaybi goriiliir. Kompanzasyon mekanizmasi sayesinde kaybedilen demir kayby,
diyetten emilen demir ile dengelenmektedir. Demir metabolizmasinin kontrolii ve demirin
viicuttaki dengesi emilimi ile kontrol edilmektedir. Demir, ferr6z formda duodenumdan ve
proksimal jejunumdan emilir. Viicutta demir emilimi iki farkli sekilde olmaktadir. Bunlardan
biri hem demirinin emilimi, digeri ise ferr6z demirin emilimidir. Besinler ile alinan demirin
%901 non-hem demirdir ve bunun %5’i emilir. Non-hem demiri besinlerde ferrik formda
bulunmaktadir. Non-hem demirin emilimi diyetteki faktorlerden ve viicutta bulunan demir
durumundan etkilenmektedir. Diyetle alinan demirin %10'u hem demiri olup yliksek emilim
oranina sahip, diyetteki faktorlerden ise ¢ok az etkilenmektedir [22]. Hem demirinin emilimi
tam olarak bilinmemekte yalniz diyetle alinan inorganik non-hem demir, siit {irlinlerinde ve
bitkilerde bulunmaktadir. Non-hem demirin emilebilmesi icin ferréz forma cevrilmesi
gerekmektedir. Diyette bulunan askorbik asit ve hayvan dokulari non-hem demirin emilimini
artirirken, polifenol, 11 fitat, fosfoprotein, kalsiyum, fosfat gibi maddeler non-hem demir
emilimini engellemektedir [17].

Demir absorpsiyonu; diyet, eritropoez hizi, efektivitesi ve viicuttaki depo miktar: ile
ayarlanmaktadir. Kemik iligindeki eritropoezi, enterositlerden demir emilimi iizende etkilidir.
Diyetle fazla miktarda demir alindiginda kompansatuar mekanizmalar birkac giin siire ile demir
emilimine engel olmaya calismakla birlikte akut hipoksi durumunda da oksijenizasyonu
saglamak amaciyla demir emilimi artirmaktadir. Demir emilimini ek olarak enfeksiyoz ve
inflamatuvar hastaliklar da etkilemektedir. Bu durumda hem makrofajlardan demir salinimi
hem de ince bagirsaklardan demir emilimi baskilanmaktadir. Makrofajlardan demir saliniminin
infeksiyonlara karsi diren¢ mekanizmasi oldugu diisiiniilmektedir [23]. Diyet demir, agirlikh
olarak 1ti¢ degerlikli ferrik formda bulunur, sadece iki degerli demir plazma zarini
gecebilmektedir. Bu nedenle demir, bir zar divalent metal tasiyict (DMT1- divalent metal
transporter 1) ile enterosit membrani boyunca tasinmadan once ferrirediiktaz (biiyiik Dcytb
proteini tarafindan) ile azaltilmaktadir. Demirin, enterosit bazolateral membrani boyunca
tasinmasina, bir membran tasiyici olan ferroportin (Iregl) aracilik etmektedir. Demir akisinin
enterositlerden ve ayrica hepatositler ve makrofajlardan diizenlenmesine ise peptit yapisinda

hepsidin aracilik etmektedir [24].
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Hepsidin, karacigerde sentezlenip ve bobrek yolu ile disar1 atilir. Gorevi enterosit
membranindan demir emilimini azaltmaktir. Bu sebeple demir eksikligi anemisinde hepsidin
ekspresyonu azalmaktadir. Demir emilimi ince bagirsakta, villus hiicrelerinde bulunan iki
degerli metal iyon transportu yapan DMT1 proteini aracilifiyla apikal membrandan demirin
gecisini saglamakta ve demir hiicre icine girmektedir. DMT1 sadece iki degerli katyonlari
tasimas1 sebebiyle enterositlere gelen ferrik katyonlarin transportunu yaptigindan ince
bagirsaklara ferrik halde gelen diyetteki hem olmayan demir burada duodenal sitokrom b
benzeri ferrirediiktaz enzimi tarafindan indirgenmektedir. Hem demiri hiicreye girdiginde
porfirin halkas1 hem oksijenaz enzimi ile parcalanmakta ve demir serbest kalmaktadir.
Sonrasinda non-hem demir emilimi ile ayni1 sekilde mekanizma devam etmektedir. Emilen
demirin bir kism1 hiicrenin membranindan plazmaya gecer, geri kalan kismi ferritin olarak
enterosit icinde depolanmaktadir. Demirin plazmaya gecisi ferroportin yardimi ile olmaktadir.
Apikal demir emiliminde oldugu gibi bazolateral demir saliniminda da demirin oksidasyon
durumu degismekte ve hiicreden cikan Fe+2 apotransferrine baglanmak icin bakir iceren bir
oksidaz olan hephaestin ile Fe+ * formuna cevrilmektedir. Kalan demir ferritin olarak depo
edilmektedir. Viicutta kullanilan demir, yasam siirelerini tamamlamis olan eritrositlerin
dalaktaki retikiiloendotelyal sisteme ait makrofajlarda parcalanmasiyla elde edilmektedir.
Makrofajlardan ¢ikan demir ferréz formdadir ve transferrine baglanabilmesi icin seruloplazmin
aracilig ile okside olmasi gerekmektedir. Hiicre i¢i demir, ferritin ve hemosiderin olarak
depolanmaktadir. Ferritinin kismi katabolizmasi sonrasi olusan, demirden zengin tUriine

hemosiderin ad1 verilmektedir [25].

RETICULO
ENDOTEDGAL
-, SETEM WUCRELER
.9, Os s
e
=

rritin(Fe%s)

Sekil 2.2. Demir metabolizmasi [25]



Pinar GETINKAYA, Yiiksek Lisans Tezi, Saglk Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2021

Plazmada demirin tasinmasi transferin proteini ile saglanmaktadir. Baslica karaciger
parankima hiicrelerinde, testis, over, az olarak da santral sinir sistemi ve T lenfositler tarafindan
sentezlenmektedir. Viicutta demir depolarinda azalma oldugu zaman transferrin sentezi
artmaktadir. Total demir baglama kapasitesi (TDBK) dolasimdaki transferrinin indirekt
gostergesidir. TDBK, serumdaki demir baglayan gruplarin neredeyse hepsinin transferrin
lizerinde bulunmasindan dolay1 transferrinin bagladigi demir miktarn ile iliskilidir (17).
Makrofajlardan demir salinim orani gilindiizleri daha fazladir. Bu nedenden dolay1 plazmada
demir dilizeyinin en fazla oldugu zaman dilimi sabah saatleridir. Ferrik haldeki demir
transferrine biiytik bir afiniteyle baglanmaktadir. Demir, DMT1 yardimiyla endozom
membranindan gegerek sitoplazmaya cikmaktadir. Transferrin ve transferrin reseptori ise
tekrar kullanilmak tizere hiicre yiizeyine geri donmektedir. Transferrin reseptorlerinin artmasi
demir eksikliginin 6nemli nedenlerinden biridir. Hiicre icindeki serbest hem
konsantrasyonunda bir azalma oldugunda hiicreye demir alinimi artmaktadir. Bu hiicrelerden
baska bircok dokunun demir iceren enzim ve proteinlerin sentezinde demire ihtiyaci vardir.

Hematopoetik olmayan hiicrelerin demiri hiicre igine almasi i¢in transferrin molekiiliine
ihtiyac yoktur. Plasenta ise viicuttaki demir diizeyi disiik olsa da annenin kemik iligi ile
yarisarak demiri temin etmektedir. Viicuttaki total demir miktar1 demir emiliminden
saglanmaktadir. Emilim oranimi iki faktor etkilemektedir. Birincisi viicuttaki depo demir
miktaridir. Eger depo demir miktar1 azalirsa demir emilimi 2-3 kat artmaktadir. Buna karsilik
depo demiri yeterli ise demir emilimi azalmaktadir. Bu durum “depo regilatér” olarak
adlandirilmaktadir. ikincisi ise eritropoezin ineffektif veya efektif olmasidir. Bu durum ise
“eritroid regiilator” olarak adlandirilmaktadir. Eger eritrosit yapimi artarsa intestinal demir

emilimi de artmaktadir (25).
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Sekil 2.3. Demirin plazmada tasinmasi [26]
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2.2.4. Demir Eksikligi Anemisi Epidemiyoloji

Alyuvarlardaki hemoglobinin azalmasiyla olusan anemi halk arasinda kansizlik olarak
bilinmektedir. Anemi sebepleri arasinda en sik alyuvar yapiminin normalin altinda olusu ya da
alyuvar kaybinin ve yikiminin normalden fazla olmasi vardir. Diinya niifusunun f{cte birinin
anemi oldugu tahmin edilmekte ve ¢ogunlugu demir eksikliginden kaynaklanmaktadir [28].
Demir eksikligi anemisi toplumda en fazla goriilen anemi tiiriidiir [17]. Diinya Saghk Orgiitii'ne
gore demir eksikligi anemisi diinyada en sik besin eksikliginden kaynaklanip gelismis ve
gelismekte olan iilkelerin birgogunda halk saglig1 sorunu olarak ortaya ¢cikmaktadir [29].

Diinya Saghk Orgiitii verilerine gore gelismekte olan iilkelerdeki kadin ve ¢ocuklarin
yarisinda erkeklerin ise % 25'nde demir eksikligi anemisi mevcut olup yaklasik 2 milyar kisi
demir eksikligi anemisi hastasidir. Demir eksikligini belirleyen en 6nemli faktérlerden biri
tlkelerin gelismislik diizeyidir [17]. Amerika Birlesik Devletleri'inde yapilan ¢alismada 1988-
1994 yillarindaki sonuglarina gore demir eksikligi anemisi 50 yasindan kiiciik erkeklerde %
1’den az olup 50 yasin tizerindeki erkeklerde % 2-4 olarak saptanmistir. 12-19 yas araligindaki
ve adet goren kadinlarda ise bu durum % 9-11 ve postmenapozal kadinlarda % 5-7 olarak
saptanmaktadir. Bu durum sonucunda ABD’de demir alim azliginin engellenmesi amaciyla
cesitli gida irlnlerine 6rnegin mama ve unlarin igerisine demir ilave edilmis olup demir
eksikligi insidansinda belirgin diisiise sebep olmustur [30]. Ulkemizde yapilan arastirmalara
gore anemi, dogurgan ¢agdaki kadinlarda % 40-50 olarak saptanmis ¢ogunlugunun demir
eksikligi anemisi oldugu 6ne siiriilmektedir. 1974 yilinda ulusal diizeyde yapilan bir beslenme
arastirmasinda iilkenin cogunlugunda sehirlerde yasayan kadinlarda % 51 oraninda olup,
gebelerde ve emziren kadinlarda ise % 71 oraninda anemi saptanmistir. Bu sonuglar goz
oniinde bulunduruldugunda anemi iilkemiz icin 6nemli bir saglik sorunudur [31,32]. Kisacasi
DEA siklig1 kitalara, bolgelere ve iilkelere gore farklilik gostermekte olup yiikseklik; yani kisinin
yasadig1 cografyanin rakimi hemoglobin diizeyini etkilemektedir. DEA, menstriiasyon ve gebelik

nedeniyle kadinlarda erkeklerden daha fazla gériilmektedir.
2.2.5. Demir Eksikligi Anemisi Patogenezi

DEA’den sorumlu 3 patogenetik faktor vardir:

1) Azalmis demir nedeniyle Hb sentezinin bozulmas;,

2) Hiicre proliferasyonun sinirli olmasi ve eritrosit sayisinin azalmas,

3) Eritrosit 6mriiniin kisalmasidir (6zellikle anemi agir ise) [33].

Transferrin satiirasyonu % 16’nin altina dustigi anda kemik iligi hemoglobin sentezi
icin gerekli demir bulunmadigindan dolay1 hem sentezinde protoporfirin demirden daha 6ne
cikar ve serbest eritrosit protoporfirin diizeyi artar. Uretilen her hiicre daha az hemoglobin

icerir, mikrositer ve hipokromi meydana gelmektedir. Bunun yanisira demir eksikliginde hiicre
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proliferasyonu azalmakta ve eritrosit sayisi diismektedir. Kemik iliginde relatif eritroid
hiperplazi bulunmasina ragmen eritroid hiperplazi derecesi ve retikiilosit sayis1 aneminin
derinligine gore azalmaktadir. Eritrositlerin genellikle yikim yeri dalaktir. Kanda hiicrelerin
orani artik¢a eritrositlerin 6mrii kisalmaktadir [34].

Demir ihtiyacinin demir alimindan fazla olmasi durumlarinda viicut demirinin azalmasi
olan demir eksikligi, ii¢c evreden olusmaktadir:

Birinci evrede kemik iligi demir diizeyi ve serum ferritin diizeyi diismeye baslamistir.
Prelatent demir eksikligi olarak da adlandirilan bu evrede diger demir parametreleri normal
simrlardadir. ikinci evrede ise Latent demir eksiliginde depo demiri tiikkenmis transferrin
saturasyonu % 16'nin altina diigmiistiir ancak kan Hb diizeyi normal simirlardadir. Ugiincii
evrede ise belirgin demir eksikligi hemoglobin degeri normalin altina inmis ve DEA

gorilmektedir [35,36].
2.2.6. Demir Eksikligi Anemisi Etiyolojisi

Demir eksikligi anemisinde etiyolojik nedenleri yas gruplarina gore farklilik
gostermekte olup bunun sonucunda bir¢ok neden ortaya ¢ikmaktadir. Demir eksikligi siklig1 ve
gebelikte ve menstiirasyon donemine baghh demir depolarindaki azalmasiyla kadinlarda
gorilme olasilig, erkeklere gore daha siktir. Cocuklarda fizyolojik ihtiyacin artmasindan dolay,
dogurgan yastaki kadinlarda menstriiel kanamalar ve gebelik ileri yaslarda gastrointestinal
sistem (GIS) hastaliklar siklik géstermektedir. Aym zamanda paraziter hastaliklar ve beslenme
bozukluklar1 da gelismekte olan iilkelerde demir eksikligi anemisinin etiyolojisinde dnem
kazanmaktadir [37]. Viicutta yetersiz demir alinmamasi sonucunda, gebelik ve lohusalik
donemde artmis ihtiyaclar nedeniyle ve yine diisiik gelir gruplarinda, bliyilime dénemindeki
cocuklarda, vejetaryenlerde diyette beslenen bireylerde yeterli demir bulunmadig i¢in, demir
eksikligi anemisi gelisebilir. Fitatlardan zengin diyet ve asin lifli fosfat, asir1 cay tiiketimi de
diyette yeterli demir olsa bile, emilimini engellemesi nedeniyle demir eksikligine neden
olmaktadir. Yetiskin yastaki bireylerde goriilen demir eksikliginin asil nedeni kan kaybina
baghdir. Yetiskin kadinlarda her ay menstruasyon dongli zamaninda ortalama 30 mg, bir
gebelik boyunca ise menstruasyon olmamasina ragmen 600 mg yakin demir kaybedilmektedir.
Emzirme donemindeki kadinlarda ise giinde 1 mg demir kaybi1 gériilmektedir. Menopoz sonrasi
kadinlarda ve erkeklerde demir eksikligi siklikla gastrointestinal sistemden kayiplara bagh
gelismektedir. Aspirin alma aliskanligl, mide rahatsizligl olanlarda 6rnegin gastrit, reflii gibi
gastrointestinal sistemin maligniteleri hastaliklarda, divertikiil ve polipler, inflamatuar bagirsak
hastaliklari ve paraziter hastaliklar bu sistemden olan kan kayiplarinin en sik nedenleridir [38].
Ayni zamanda kan kayiplar1 disinda emilim kusurundan dolayr demir eksikligi olusturan

hastaliklar (¢6lyak hastaligy, ince bagirsak tutulumlu crohn hastaligl, pankreas yetersizligi gibi)
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nedeni ile DEA sik goriilmektedir [17]. Pernisiy6z anemide B12 vitamini tedavisi siirecinde
artan eritropoezis, depolari yetersiz ve emilimi bozuk olan demiri tiiketebilir. Bunun yanisira
gidalarin bagirsaklardan hizla gegmesi aklorhidri ve anastomoz yerinde iilser olusumunu saglar,
total ve parsiyel gastrektomiler ve gastroenterostomilerden sonra emilim bozulur. Bunun
sonucunda demir eksikligi anemisi ortaya ¢ikmaktadir [39]. Bircok nedeni gozden gecirildikten
sonra bagirsak protozoonlarinin da DEA nedenlerinden biri olabilecegini goz Oniinde
bulundurmak gerekir. Parazit enfeksiyonlara neden olan kancali kurt infeksiyonlar1 ise
mikroskopik kan kaybina yol acarak demir eksikligine sebep olmaktadir [40]. Tablo 2.2.6 demir

eksikligi anemisindeki etyolojik faktorler gdsterilmistir

Tablo 2.3. Demir eksikligi anemisindeki etyolojik faktorler [41].

Azalmis Demir Alimi Artmis Demir Kaybi Artms
Demirihtiyaci
A-Diyetle Yetersiz Alimi Gastrointestinal kanama Bebeklik cagi
B-Emilimin bozulmasi Parazitozlar Gebelik
Aklorhidri Hemoroid Laktasyon
Gastrik cerrahi Peptik iilser
Colyak hastalig1 Gastrit
Gastrik pH yiikselten ila¢ Hiatal herni
kullanimi Helikobakter pylori

Tannin, kepek, fitat gibi maddeler | Divertikiilozis
Emilimde yarisan metaller (bakir, | Neoplazi Inflamatuvar bagirsak

kursun vb.) hastalig1

Pika Arteriyoven6z malformasyon
Varis
Salisilat kullanimi

Menoraji-metroraji
Jinekolojik neoplazi
Mesane neoplazisi
Epistaksis

Tekkik icin kan verme
Hemoglobiniiri

Sik flebotomi
Pulmoner hemosideroz
Koagiilopatiler

Kronik bobrek yetmezligi ve
hemodiyaliz

Herediter hemorajik
telanjiektazi

2.2.7. Demir Eksikligi Anemisi Klinik Bulgular

Demir eksikligi anemisi hematolojik bir hastalik olmayip ayni zamanda bir¢ok sistemi de
etkileyen viicutta fonksiyonel bozukluklara yol agar. Demir eksikligi anemisi hastalarina rutin

laboratuvar incelemeleri sonucunda bile tani konulabilir. Demir eksikliginin anemisi
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semptomlar1 ve bulgular1 dokulardaki hipoksinin siddetine ve siiresine ayni zamanda
kardiyovaskiiler- pulmoner kompanzasyon yanitlarina bagh olarak gelismektedir. Demir
eksikligi anemisinin en sik bulgulari arasinda solukluk, istahsizlik, tasikardi, irritabilite, sistolik
ufiirim gibi bulgular 6n plana ¢ikmaktadir [42]. Demir eksikligi anemisinde hemoglobin
miktarinin diisiikliigiinden dolay1 dokulara yeterince oksijen tasinmaz ve buna bagh olarak
bulgular arasinda en sik goriilen solukluk goriilmektedir. Bu bulgu en sik goriilen bulgu olup
eforkapasitesinde azalma sonucunda ileri derece anemilerde ise kalp yetmezligine neden
olmaktadir. Demir eksikligi anemisinin siklikla rastlanan bulgularindan biri de istahsizlik olup
cocuklarda biiylime yetersizligi ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan ¢alismalar sonucunda DEA olan
¢ocuklarda istah ve bliylimenin negatif etkilenmesi sonucunda olabilecek nedenlerden biri ise
ghrelin diizeyidir. DE’deki istah kaybini ve biiylimede azalmayi agiklayabilecegi belirtilmistir
[43].

Literatliirde yapilan arastirmalar arasinda demir eksikligi ayn zamanda viicutta bazi
fonksiyonel bozukluklara neden oldugu s6z edilmektedir. Bu fonksiyonel bozukluklar arasinda
tiroid metabolizmasida yer almaktadir. Tiroid hormon sentezinin ilk basamaklarinda yer alan
katalizor olarak gorev yapan tiroid peroksidaz enziminin demire bagiml oldugu ayni zamanda
demir eksikliginin tiroid hormon metabolizmasinin ise santral sinir sisteminin ¢alismasinda
etkisini oldugu tespit edilmistir [44].

En 6nemli demir eksikligi anemisini bulgular1 arasinda yer alan cizgili kaslarda efor
kapasitesinde azalma sonucunda ve egzersiz intoleransi olusmaktadir. Bunun nedeni ise kaslara
yeterince oksijen gelmediginden ve mitokondride oksijen yetersizliginden kaynaklanan
bozukluktur. Bu nedenle elektron transport zincirindeki total bozukluk olusmaktadir. Ayni
zamanda kas cesitlerinden bir digeri olan kalp kasinda da elektro fizyolojik degisiklikler
meydana gelmektedir. Bu bulgulardan en o6nemlisi elektrokardiyografide ST segment
¢okmeleridir. Bu bulgudan yola c¢ikarak demir tedavisiyle tamamen bu durum
diizelebilmektedir. Anemide goriilebilen diger kardiyak bulgular; kardiyak hipertrofi, kardiyak
outputta artis, kalp yetmezligi, tasikardi ve plazma voliimiinde artis olarak bilinmektedir [45].

Demir eksikligi anemisiyle ilgili yapilan arastirmalar arasinda yer alan bir diger bulgu
ise anne siitl ile beslenen bebeklerde DE'nin davranis bozukluguna neden olan bu durumun
tedaviyle diizelebilecegi one siirmektedir. Okul ¢aglarindaki ¢ocuklarda bazi gelisimsel testler
yapilmistir. Bu testler sonucunda c¢ocuklarda 6grenme gii¢liigiinlin yetersiz olmasi demir
eksikliginden kaynaklanip demir tedavisi ile diizelebilecegini gostermistir. Demir eksikliginde
tizerinde durulan psikomotor gelisim, bilissel ve davranissal islev {izerine etkisi gz onilinde
bulundurulmustur. Bu durumda ¢ocuklarda bir¢ok norolojik belirti goriilmekte olup norolojik

degisimler genellikle demir tedavisine yanit verip diizelmektedir [46].

12



Pinar GETINKAYA, Yiiksek Lisans Tezi, Saglk Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2021

DE’de gastrointestinal sistem etkilenmekte olup; mide asit sekresyonu azalmasiyla ince
bagirsakta bulunan villuslardaki degisiklik sonucunda birgok besin, madde ve demir emilimi
bozulmaktadir. Bu nedenle tedavide olumlu sonug¢ alabilmek icin 6ncelikle gastrointestinal
sistemdeki mukozal lezyonlarin diizelmesi gerekmektedir. Demir eksikligine 6zgii olan bir diger
bulgu ise tirnak bombeliginin kaybolmasi, zamanla ice c¢dkmesi (koilonisi) dir. Tirnak
hiicrelerinin etkilenmesi sonucu koilonisi ve kasik tirnak gelismesi, tirnaklarda yumusama ve
tirnakta konkavite deformitesi gibi bulgular yani sira anguler stomatit, atrofik glossit, dil
papillalarindaki atrofiye bagl olarak dilde diizlesme ve parlaklik goriilmektedir [39,47].

Fizik muayenede bireyde elde edilen bulgular arasinda soluk cilt ve konjunktivada,
mukozalarda goriilen solukluk en carpici bulgulardir. Mavi sklera, agiz kenarindaki ¢atlaklar, dil
papillalarinda gelisen atrofi, tasikardi, masum tfiiriim, tirnaklarda uzunlamasina ¢izgiler, tirnak
ayrilmalari, kasik tirnak, splenomegali muayene sonucu tespit edilebilen diger bulgular arasinda
yer alir. Demir eksikligi bagisiklik sisteminde bozukluga neden olup hematolojik problemlere
yol acabilmektedir [42].

Demir eksikliginde goriilen bulgulardan biri pika dikkat ¢ekebilir; toprak (jeofaji), buz
(pagofaji)gibi degisik maddeler yenilmesi hasta bireylerde dikkat cekmektedir. Pika kelimesi
Latin kokenli olup pick up (toplamak)’tan gelmektedir. Pika tanim olarak en az 1 ay siireyle
yiyecek olmayan maddeleri gelisimsel diizeye ve kiiltlirel olmayarak yenilmesidir. Pika diinya
capinda sikca rastlanilan bir problem olup bitiin 1rklarda, cografi bolgelerde, kadin ve
erkeklerde bu durum gorilmektedir. Bu durumda hastalar kil ve buz gibi besin 6zelligi olmayan
maddeler yerler bdylelikle gastrointestinal sistemde demiri baglar ve demirin emilimini

azaltirlar. Bu durumda demir eksikligi anemisine neden olmaktadir [48].

Tablo 2.4. Demir Eksikligi Anemisi Klinik Bulgular [42].

Cilt Solukluk

Tirnaklar Kasik tirnak

Kas ve iskelet sistemi | Efor kapasitesinde azalma

Egzersiz kisithligl

Kalp ve damar sistemi | Kalp debisinde artis

Kardiyomegali

Kalp yetmezligi

Tasikardi

Gastrointestinal sistem | Istahsizlik

Yutma giicliigii

Anguler stomatit

Pika

Glutene duyarli enteropati

Atrofik glosit

Plummer-Vinson sendromu
Immiin sistem Enfeksiyonlara karsi azalmis direng
T lenfosit ve polimorf niiveli 16kosit islevbozuklugu
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Merkezi sinir sitemi Irritabilite-halsizlik
Katilma nobeti

Senkop

Papil 6demi

Psodotiimor serebri
Huzursuz bacak sendromu
Ogrenme giicliigii

Uyku bozuklugu

Algilama

Dikkat eksikligi

Davranis bozuklugu
Islevlerinde azalma

Motor ve mental gelisme testlerinde gerilik

2.2.8. Demir Eksikligi Anemisinin Laboratuvar Bulgulari

Anemi olan hastalarda DEA teshisini koyabilmek i¢in demir eksikliginin laboratuvar
bulgularinin olmasi1 g6z O6niinde bulundurulur. Labarutuvar sonug¢larina dayanarak
serumferritinin diisiik olmasi (15-20 ng/mL’'nin altinda olmasi) ve diisitk hemoglobinin
(kadinlarda 12 g/dL’nin ve gebelerde 11g/dL’nin, erkeklerde 13 g/dL’'nin, altinda olmast) varhigi
DEA tanisi i¢in yeterli kabul edilmektedir [1].

Hemoglobin: Kana kirmizi rengini veren ve ayni zamanda solunum gazlarini tasiyan bir
molekiildiir. Nutrisyonel aneminin tanisi icin Hb 6l¢ciimii esansiyel olup en yaygin, en kolay, en
ucuz yontemlerden birisidir. Hemoglobin 6l¢iimii demir eksikligi icin yeterli olmayabilir.

Hematokrit: Bu dl¢lim anemi tanimlamasi daha kolay, uygun olup tavsiye edilir bir
metot olmasina ragmen hemoglobinden daha c¢ok kullanilmaktadir. Hematokrit tanimi
bakildiginda kanin sekilli elemanlarinin hacminin toplam kan hacmine orani olup ve yiizde
olarak ifade edilir. Hematokrit icin 6n goriilen alt sinir degerleri hemoglobin degerlerini 3 sayisi
ile carpip elde edilen deger alt sinir degeri olarak kabul edilir [49].

Serum demiri: Serum demiri dolasimdaki transferine baglhh demir miktarini
gostermektedir. Serum demir konsantrasyonu demir eksikligi anemisinde genellikle diisiik olup
ayni zamanda bu deger normalde olabilmektedir. Serum demir konsantrasyonu diurnal ritim
gosterir, sabahleyin ylikselmekte aksam ise bu deger diismektedir. Bunun nedeni ise menstrual
dongiide kanamadan dolay1 ayni zamanda oral kontraseptif kullanimi sonrasindaki kanamadan
meydana gelmektedir. Serum demiri 6lgmek icin sabah, 8 saatlik aclik sonrasinda oral demir
preperati alan bireyler ila¢c kesildikten 24 saat sonra, parenteral demir alan bireyler ise 2-3
hafta sonra alinmasi gerekmektedir [26,47].

Total Demir baglama kapasitesi (TDBK): Kanda bulunan proteinlere baglanabilen
toplam demir miktar olarak ol¢iilmektedir. TDBK demir baglama kapasitesi kandaki transferin
miktarinin 6l¢ciimii olup serumda 100 pg/dl demir bulunmaktadir. Seruma baglamak iizere hazir

250-450 pg/dl transferin bulunup boylelikle transferinin 1/3 kismi demir ile baglanmaktadir.
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Demire baghh olmayan kismi ise serum demirinin toplami, total serum demir baglama
kapasitesini olusturmaktadir [26,47,50].

Transferin satiirasyonu: Serum demirininin total demir baglama kapasitesine
boliinmesi ve yiiz ile ¢arpilmasi ile hesaplanmaktadir. Normal demir dengesine bakildiginda
transferrin satiirasyon degeri % 20-50’dir. Transferrin satiirasyonu % 15’in altina diistigi
zaman eritropoez demirin eksildigini géstermektedir [50]. Transferrin satiirasyonu % 10’un
altina diistiigiinde ise demir eksikligi oldugunu kesin olarak géstermektedir [2].

Ferritin: invaziv olmayan testler arasinda yer alan en iyi demir depo miktarini ferritin
yansitmaktadir. Ferritin’in normal referans araligi erkeklerde 15 - 300 ng/mL olup kadinlarda
ise bu deger 15-150 ng/mL ‘dir. Ferritin diizeyinin 15-20 ng/mL’in altinda olmasi1 ve buna eslik
eden bir hastalik yoksa demir eksikligi anemisine neden oldugunu gostermektedir. Eslik eden
hastaligl olanlarda ise ferritin diizeyinin 50pg/It'nin altinda olmasi demir eksikligiyle
uyumludur. Bunun yam sira ferritin akut faz reaktanlari (AFR) oldugu icin enfeksiyonlar, akut-
kronik yangi, organ ve doku hasarlari meydana gelip kanserli dokularda bu deger yiikselebilir.
Ayrica yasla beraber serumferritin diizeyi artmaktadir. Bu nedenle yaslilarda ferritin diizeyi
DEA tanisinda ¢ok giivenilir olmamaktadir [51].

Serum soluble transferrin reseptor dizeyi (sTfR): Transferin reseptorlerinin
¢ogunlugu hiicre ylizeyinde bulunup transferine bagli demirin hiicre i¢ine girisini kolaylastirir
distilfid baglh transmembran proteini olup solubl protein formu plazmada tespit
edilebilmektedir. Bu proteninin demir eksikliginde miktar1 artmasindan dolay: kronik hastalik
anemilerde solubl transferin reseptor diizeyi 6lciimii bir yardimc test olarak kullanilmaktadir
[52].

Hepsidin: Kronik hastalik anemilerde inflamasyonlarda demir yiiklenmesi ve hepsidin
sentezi artmaktadir. Demir eksikliginde hepsidin iiretimi azaltmakta ve buna bagh olarak
demirin emilimi ve yeniden dolasimini artirir[53].

Eritrosit indeksleri:

MCV (Ortalama Eritrosit Hacmi): Alyuvarlarin ortalama hacmi hematokritin alyuvar
sayisina boliinmesiyle hesaplanir ve alyuvarin biiyiikligii hakkinda bilgi vermektedir. Buna
gore bu hiicreleri mikrositer, normositer ve makrositer anemi gruplarina ayirmada olanak
saglar. MCV'nin normal degeri 80- 100 fl degerleri arasindadir. MCV degerleri nutrisyonel
anemilerin nedenini belirtip bunun yani sira demir eksikligi anemisinde MCV diiserken, B12 ve
folik asit eksikliklerine bagli anemilerde MCV degeri yiikselmektedir [49].

MCH (Ortalama Eritrosit Hemoglobini): Alyuvarlarda bulunan ortalama hemoglobin
miktar1 olup hemoglobin miktarinin alyuvarlarda sayisina béliinmesiyle hesaplanmaktadir. Bu
deger demir eksikligi anemisinde 27 pg'nin altinda olup MCH i¢in normal sinirlar ise 28-32 pg

arasindadir.
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MCHC (Ortalama Eritrosit Hemoglobin Konsantrasyonu): Ortalama bir alyuvarda
bulunan hemoglobin yogunlugunun yiizdelik olarak ifadesidir. MCH alyuvar hemoglobin
molekiiliiniin agirligidir. MCHC ise yogunlugun, birim hacimdeki agirhigin g/dl olarak ifade
edilmesine denir. Bu parametreler alyuvarlarin igerisindeki hemoglobin ve dolayisiyla rengi ile
ilgili olciitler oldugundan hiicrelerin normokrom ve hipokrom olarak gruplandirilmasinda
kullanilir. Demir eksikligi anemisinde bu deger 30 g/dI'nin altinda bulunmakta olup normal
degeri ise 32-36 g/dl'dir.

RDW (Eritrosit Dagilim Genisligi): Alyuvarlarin dagilim genisligi olup gelismis
otomatik kan sayim cihazlar trafindan belirlenmektedir. Alyuvarlarda goriilen anizositoz
hakkinda bilgi verip anizositoz ise, alyuvarlarin boyutlarindaki farklilig1 ifade etmektedir [53].

Kemik iligi Demiri: ilik hiicrelerinde depo demiri olarak degerlendirilip, hiicre normal
olup asil bakilmasi gereken normoblast sayisinda artis géz oniinde bulundurulmaktadir. Bu
durumun anemi agirlig ile iliskisi yoktur. Kemik iligi aspirasyonunda kullanilan yéntemlerden
demir boyasi en glvenilir yéntem olup normal ilikte eritroblast sitoplazmasinda her asamada
siderotik grantil gostermektedir. Kemik iligindeki eritroid 6ncti hiicrelerin % 30-50’si siderotik
eritroblast olup demir eksikliginde sideroblast yiizdesini ve graniil sayisim1 azaltmaktadir. Bir
diger yontemdende so6z edersek kemik iligi biyopsi preperatinda demir boyasi: Ferritin
saplanmasi sirasinda eriyip ortadan kaybolmasi histolojik incelemeler sonucunda boyanan
demirin ¢cogu hemosiderin oldugu gézlemlenmistir. Hemosiderin 151k mikroskobunda boyanmis
preperatlarda altin sarisi graniil olarak goriilmekte, Prusya mavisi ile boyandiktan sonra ise
histiositler icinde diizensiz mavi hiicreler haline doénlismektedir. Demir eksikliginde
karakteristik olarak azalmakta ve yok olmaktadir. Yapilan calismalarda bazi hastaliklarda
ornegin miyelofibroz ve kronik miyeloid l6semi hastalarinda demir depolanmamaktadir

[26,56].
2.2.9. Demir Eksikligi Anemisinin Tanisi

Tipta tiim hastaliklarin tanisinda dncelikle hastaya yonelik sorular sorulur ve ardindan
fiziki muayene yapilir. Hastaligin tanisini koymak igin 6ncelikle hastanin oykiistinden yola
cikarak demir eksikliginin nedeninin alim azligi mi, yoksa kan kaybi1 mi oldugunu ortaya
¢ikarmak icin tanida 6nemli yontemlerin basinda tam kan sayimi ve periferik yaymanin
mikroskopik incelemesi gelmektedir [14]. Bununla birlikte DEA tanisinda kullanilan testler
kullanilmaktadir. Tablo2.5’te verilmistir [17].

Anemiyi morfolojik olarak siniflandirdigimizda eritrosit indekslerine bakildiginda
mikrositik (MCV<80 fL) aneminin bir alt tiirtidiir demir eksikligi anemisi en yaygin olan anemi
tiradir [12]. Mikrositik anemiye bakildiginda ayni zamanda ortalama korpuskuler hemoglobin

konsantrasyonu (MCHC) 27 pikogramdan kiigiiktiir. Kisacasi ilk olarak bakildigina demir
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eksikliginin en tipik laboratuvar bulgusu, MCHC 27 pikogramdan kiiciik, MCV 80 fl altinda
olmasi goz oniinde bulundurulur. Bazen MCHC’'nin 35 gr / dI'nin lizerindeki yiiksek degerleri
sferositoz icin karakteristik olurken diisiik diizeydeki degerler ise en ¢ok DEA’'nde
gorilmektedir. Tablo2.2.9.2’de hipokromik anemilerin ayirici tanisi ile gosterilmistir. DEA
erken belirtisi anizositoz olup RDW degeride goz 6nilinde bulundurarak RDW’nin normal degeri
% 13,4dir. Demir eksikliginde ve megaloblastik anemilerde bu degerlerin artig
gozlemlenirken, heterozigot ise bu deger talesemide normal degerler arasinda yer almaktadir.
Anemi olmayan hastalarda RDW’si yiiksek olsa dahi demir eksikliginin arastirilmasinin yararh
olacagini, RDW degerinin yiiksek olmasi hastaligin erken teshis de ve diger tetkiklerle bir
parametre olarak kullanilmaktadir [44].

Demir eksikliginin tanisi icin bir diger deger ise total demir baglama kapasitesi (TDBK),
serum demiri ve transferrin satlirasyonu diizeyleri demir eksikliginin tanisinda kolaylik
saglamaktadir. Artmis transferrin diizeyi, diisik serum demiri ve % 10-15’den daha az
transferrin satiirasyonu demir eksikligini anemisi oldugunu gostermektedir. Kisacasi demir
eksikligi anemisinde serum demiri (SD) azalmakta, transferrin satiirasyonu (TS) azalmakta,
serum demir baglama kapasitesi (SDBK) artmaktadir [2].

Goz oOnlinde bulundurulacak bir diger deger ise ferritin diizeyinin azalmasi demir
eksikliginin tanisinda yardimci olmaktadir. Demir eksikliginde serum ferritin diizeyi genellikle
bu deger 10 ng/dl’den azdir. Ferritin degeri enfeksiyon durumunda stres durumunda ve yas
ilerledik¢e artmaktadir [57].

Demir eksikliginin tanisinda herhangi bir kesinlik olmadiginda, kemik iligine bakilir
sonra ilik icindeki demir depolar: incelenir ve ilikteki makrofaj hiicrelerinde demir olmamasi
eritrosit oncilik eden hiticrelerinin % 10’ dan daha az olanlarinda demir ytikli granitiller
bulunmaktadir. Demir depolarinin olmamasi demir eksikliginin anemisi tespit ederek tani

koymak i¢in 6nemli bir neden olmaktadir [14].

Tablo 2.5. DEA tanisinda kullanilan testler [17].

DEA tanisinda kullanilan testler
Tam kan sayimi,
Periferik yayma
Retikiilosit
SD, SDBK, TS, Ferritin
Serum TfR
Eritrosit serbest ¢cinko protoporfirini
Kanda ve idrarda hepsidin 6l¢ctimii
Hipokromik eritrosit ytizdesi
Retikiilosit Hb icerigi
Kemik iligi demir boyanmasi
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Tablo 2.6. Hipokromik anemilerin ayirici tanisi [14]

Bulgu Demir eksikligi | Kronik hastalik anemisi | Talasemi | Sderoblastik anemi
MCV l N, 1l N, 1
Serum ferritin l N, T N i)
TDBK T ! N N
Serum demiri ! ! N T
Transferrin sat. l N, ! N N, T
1lik demiri - + + +

(N: Normal T: Artma !: Azalma)

2.2.10. Demir Eksikligi Anemisinin Tedavisi

Demir eksikligi tedavisi i¢in ilk olarak demir eksikligi anemisinde etiyolojik nedene
bakilmaktadir. Eger etiyolojik neden saptanmasi tedavi yapilirsa tedaviden olumsuz sonug elde
edilmektedir. Demir eksikligi anemisindeki asil amag; demir eksikligi nedenini ortadan
kaldirmak, yeterli siire, etkili tedavi vermek ve tedaviye yanitin degerlendirilmesini géz éniinde
bulundurmaktir. Oncelikle demir eksikligine neden olan durum arastirilmaktadir. Arastirma
yapilirken demir eksikligine neden olan kanama varlig1 siiphesinin gastrointestinal, jinekolojik
ve radyolojik incelemeler yapilmakta ve bunun sonucunda kanama odag arastirilmaktadir.
Sonug¢ olarak altta yatan nedene yodnelik olarak tedavi uygulanmaktadir. Daha fazla demir
kaybini ortadan kaldirmak icin altta yatan neden tedavi edilmelidir. Bunun sonucunda tiim
hastalardan aneminin diizelmesi ve demir depolarinin dolmasi i¢in demir tedavisi
uygunlanmalidir[47].

Demir eksikligini anemisi tedavisinde kullanilan en iyi yontem oral tedavi yontemidir
[58]. Oral demir tedavisi etkili, glivenli sonu¢ vermesinin yani sira ve ucuz olmasi nedeniyle DEA
olan hastalarin genelinde ilk segcenek olarak kullanilmaktadir. Oral demir tuzlarinin ferrik
(Fe+3) veferroz (Fe+2) olmak iizere 2 formu vardir. En etkili demir tuzu olan ferréz sulfat hala
tedavide kullanilmakta ve iyi sonuglar vermektedir. Genel olarak ferréz tuzlar1 GiS‘ten emilimi
daha iyi oldugundan dolay: tercih edilir [51].

Demir preparatlarinin genellikle a¢ karnina alinmasi onerilir. Ferréz tuzlarn etkili ve
ucuz olmalarina ragmen hastalarda en ¢ok goriilen yan etkiler preparat1 aldiktan 30-60 dakika
sonra ortaya cikan epigastrik rahatsizliklar ve bulant1 gériilmektedir. Bu gastrointestinal sistem
(GIS) etkileri dozla iliskili olup ve genellikle tedavinin ilk 2-3 giiniinden sonra bu yan etkiler
azalmaktadir. Bu tip yan etkiler goriildiigiinde ilag yemekle birlikte veya yemekten sonra da

alinabilir ve hicbir sakincasi yoktur [56].
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Bunun yamni sira tiiketilen gidalar demir emilimini artirabilmekte veya azaltabilmektedir.
Ornegin cay, tahillar ya da tibbi tedaviler mide asidi pH'1m1 artirip demir emilimini azaltmakta,
askorbik asit, portakal suyu veya kirmizi etli gidalar ise demir emilimini artirmaktadir [59].

Demir eksikliginde iki yontemle giderilmektedir.
1. Oral Demir Tedavisi

2. Parenteral Demir Tedavisi

2.2.10.1. Oral Demir Tedavisine Yanit

Demir eksikligi icin etkili bir tedavi yontemi olup hemoglobin konsantrasyonunu 3-4
haftadan sonra 2gr/dl ylikseltip ayni zamanda hemoglobin degerinde ylikselme ise 2-3 haftadan
sonra baslar ve bu deger normal diizeye ise 1-2 ayda ulasmaktadir. Hemoglobin konsantrayonu
normal degere ulasincaya kadar tedavi siiresince demir depolarint doldurmak i¢in en az 3 ay
daha devam edilmelidir. Tedaviye yanitin en erken belirtisi retikiilositoz (olgunlasmamis
alyuvarlar) olup ki bu tedavinin 5-7. giinlerinde olusup ve maksimum % 5-10 artmaktadir
[47,51].

Demir eksikligi tedavisinde ilk 6ncelik anemiye neden olan halsizlik yorgunluk gibi
semptomlar ortandan kalkar bunun nedeni ise hemoglobinin demirinin doydugunu
gostermektedir. Daha sonra doku demirinin doymasi ile demir eksikligi sonucu olusan belirtiler
bunlar; sa¢ dokiilmesi, deri kurulugu kirilan saclar ve kirilan tirnaklar seklindeki derinin trofik
bozukluklar1 gerilemektedir. Uykusuzluk, sinirlilik, depresyon sinir sistemi islev bozukluklari

ortadan kalkmaktadir [60].

Tablo 2.7. DEA’da Tedaviye Cevap Siiresi [61].

Tedavi Siiresi Cevap
12-24 saat | Hiicre i¢i demir enzimlerinin yerine konmasi
24-48 saat Kemik iliginde eritroid hiperplazi
48-72 saat Retikiilositoz (5-7 giinde max)
4-30 glin Hemoglobin diizeyinde artma
1-3 ay Depolarin dolmasi

Oral Demir Tedavisine Yanit Alilnamamasina Yol Acan Nedenler

e Kanama kontrol altinda degilse hemoglobin olusumundan daha fazla kan kaybi
vardir.

e Tedavide verilen lila¢ kullanimi ile ilgili sorunlar: Hasta ilaci belirtilen sekilde

almamis veyailaci yetersiz kullanmistir.
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e Demir eksikligi ile birlikte baska bir anemi varsa 6érnegin; kobalamin eksikligi, bakir
eksikligi, folik asit eksikligi, kursun zehirlenmesi, bobrek yetersizligi, inflamasyon,
tiroid hormonu yetersizligi, karaciger hastaligi v.b.

e Emilim bozuklugu sonucu demirin gastrointestinal sistemden yeterli
emilememesinden kaynaklanan sorun ¢oéziintir 6zellige sahip olmayan, enterik kapl
ya da az miktarda demir iceren preparatlar kullanilmis.

e Yanlis teshis [62].

2.2.10.2. Parenteral Demir Tedavisi

Kronik diizelmeyen kanamalar sonucunda emilim sorunu halen devam ediyorsa oral
demir tedavisine gore fazla demir acig1 varsa ve oral demir tedavisi iyi tolere edilemediginde
demir depolarinin hizlica doldurulmasi gerektiginde ve emilim bozukluklarini ortadan
kaldirmak icin parental demir tedavisi uygulanmalidir [62]. Parenteral demir tedavisi agrili,
pahali bir yontemdir. Parenteral tedavi sonucunda viicutta baz1 alerjik reaksiyonlar meydana
gelebilir. Intravenéz (IV) veya intramiiskiiler (IM) olmak iizere iki sekilde uygulanabilir.
Parenteral tedavide demir dekstran ve demir sukroz kullanilmaktadir. Demir dekstran 50
mg/mL demir icermektedir [13].

Parenteral tedavi i¢in gerekli toplam demir miktari dozu (Ganzoni formiilii)

Toplam demir a¢181 = (hedef Hb degeri - hastanin Hb degeri) x kg x 2.4* + 500 mg*2.4 =
0.0034 x 0,07 x 1000 ile hesaplanir.

Parenteral demir tedavinin lokal ve sistemik yan etkileri olabilir. Enjeksiyon yerlerinde
renk degisimi, agri, bolgesel lenf diigiimii hassasiyeti lokal etkileri olup damar i¢i uygulamada
ise vende agri kizariklik olusur tromboflebite yol acabilir, metalik tat hissedilmektedir. Sistemik

olarak iseanaflaksi, iiriker, ates, dispne, miyalji, artralji, bulanti, kusma goriilmektedir [47].
2.3. Genetik ve Demir Eksikligi

Insan genomu c¢apinda iliski calismalari (GWAS), yapilan calismalar sonucunda
laboratuvar sonuglarindan elde edilen bilgilere gore hemoglobin, transferrin doygunlugu,
eritrosit ortalama hiicre hacmi (MCV) ve serum demir konsantrasyonlar1 dahil olmak tizere
anormal hematolojik parametrelerle iligkili yaygin TMPRSS6 genini tespit edip ve varyantlarini
tanimlayarak demir homeostazinin kontroliinde matriptaz-2'nin 6nemini vurgulamistir. GWAS"1
takiben, serum demir parametreleri, demirle ilgili hastaliklar ve spesifik TMPRSS6 tek ntikleotid
polimorfizmleri (SNP'ler) arasindaki iliskiyi incelemek bazi iilkelerde yapilan ¢alismalar
arastirildi. Bu arastirmalar sonucunda rs855791 (V736A) ve rs4820268 (D521D) SNP’lerin
TMPRSS6 genine ait oldugu tespit edildi. insanlarda TMPRSS6'daki mutasyonlar, oral demir

tedavisine yanit alamayan ve ebeveyn demir tedavisine yalnizca ¢ok az yanit veren demire
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direngli demir eksikligi anemisine (IRIDA) yol agmaktadir. IRIDA ayrica konjenital hipokromik,
mikrositik anemi, diisiik ortalama korpiiskiiler eritrosit hacmi, diisiik transferrin doygunlugu ve
demir emilimi ve kullanimindaki kusurlarla karakterize edilmekte olup yapilan ¢alismalarda ise
su anda, insanlarda bildirilen, tiim farkli hiicre dis1 alanlara dagilmis 42 farkli TMPRSS6
mutasyonu oldugu one siiriilmiistiir [64].

Kalitsal demir metabolizmasi bozukluklari siklikla hepsidin yetersizligine veya hepsidin
artisina bagh ortaya cikmaktadir. TMPRSS6 genindeki en az 40 mutasyonun, demire direncli
demir eksikligi anemisi ad1 verilen kalitsal bir anemiye neden oldugu bulunmustur. Bu durum,
kan dolasiminda demir ile tedaviye direngli (refrakter) demir eksikligini karakterize etmistir.
Demir tedavisine direncli demir eksikligi anemisi (IRIDA; “iron-refractory iron deficiency
anemia”) ve hemokromatozis gibi genetik durumlar iizerinde yapilan ¢alismalar sonucunda
viicuttaki demir dengesini kontrol altina alan molekiiler mekanizmalarla ilgili 6nemli ipuglari

elde edilmistir.

™ SEA CUB CUB LDLRYA Proteaso

r~ " gee——
L o I‘-.-. _—— '

4 44 ¢ VY 44 4 ded ¢
Sekil 2.4. Matriptaz-2 gen yapisi ve IRIDA mutasyonlarinin yerleri [65].

IRIDA fazla hepsidin iiretimine bagl bir hastalik olup ayni zamanda karacigerden
sentezlenen tip 2 transmembran serin proteaz olan ve diger bir adiyla matriptase-2’yi kodlayan
TMPRSS6'nin  mutasyonuna baglh resesif bir bozukluktur [66]. Genom igerikli yapilan
calismalarda, TMPRSS6’nin, transferin saturasyonu, serum demiri, eritrosit ve hemoglobin
varyasyonlarindaki genetik rolii vardir. Demir eksikligi anemisinde hepsidin diizeyi diisiik veya
gorilmezken IRIDA’da normal veya bu deger ytiksektir. TMPRSS6 geni tarafindan kodlanan tip II
transmembran serin proteaz matriptaz-2, tip Il transmembran serin proteaz (TTSP) ailesine ait
bir gendir. Matriptaz-2 Kkaraciger organi tarafindan iiretilmekte ve HAMP geni tarafindan
kodlanan sistemik demir diizenleyici hormon olan hepsidin iiretimini negatif olarak

diizenlemektedir [67].
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Sekil 2.5. Matriptaz-2 ile hepsidin ekspresyonunun diizenlenmesi [65].

Hepsidin, viicutta demir ihtiyacini karsilamakta ve demir emiliminin ayarlanmasinda
gorev alan karaciger tarafindan salgilanan bir peptittir. Ayn1 zamanda hepsidin, ince bagirsagin
epitel hiicrelerinde makrofajlar ve hepatosit hiicrelerinden gelen demiri bloke etmektedir.
Ferroportine baglanip parcalayarak demirin kana girisini engellemektedir. Boylece demir
emilimini ve demir salinimin sinirlandirir. Kan dolasiminda yeterli demir bulunmadiginda, az
miktarda hemoglobin liretilmekte olup kirmizi kan hiicrelerimiz viicudun hiicrelerine ve
dokularina bu durumdan dolay1 etkin bir sekilde oksijen tasiyamaz. Bunun sonucunda oksijen
eksikligi, yorgunluk, halsizlik ve soluk cildi icerebilen anemi belirti ve semptomlarina neden

olmaktadir [68].
2.4.50D2 (MnSOD)
2.4.1.SOD2 Geni Tanimi

SOD2 geni, demir/manganez siiperoksit dismutaz ailesinin bir iiyesindendir. MnSOD
mitokondriyal matrikste yer alan antioksidan enzim olup ROT’nin (Reaktif oksijen tiirleri)
neden oldugu oksidatif hasara karsi 6nemli bir savunma sistemi saglamasi agisindan énemli bir

role sahiptir [69].
2.4.2. SODZ Geni Hakkinda Genel Bilgi

Viicudumuzda biitiin hiicrelerde hi¢bir zorlukla karsilamadan giren ve en ¢ok kullanilan
ozellige sahip molekiil oksijendir. Oksijenin yapisi radikal olmaya uygun olup bundan dolay1
serbest radikal denildiginde akla ilk gelen yapi ROT’tur. Insan viicudunda serbest radikaller
fizyolojik kosullarda bircok mekanizmada ve metabolik olaylarda rol oynamaktadir [70].

Bu mekanizmalardan biri ise mitokondriyal elektron transport zincirinde elektron kagip
oksijenle direkt olarak reaksiyona girerek siiperoksit radikal meydana getirir. Mitokondriyal

solunum zincirinde a¢iga ¢ikan elektronlar yaklasik olarak % 12’si bu sekilde toksik bir triin
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olusturur. Stiperoksit radikal iiretimi ve solunum, i¢ mitokondri membranindan sitolojik tarafa
dogru olmaktadir. Ayn1 zamanda mangan siiperoksit dismutaz (MnSOD) aktivitesinin ytliksek
olmasiyla mitokondride siliperoksit diizeyi denge halinde tutularak yalnizca hidrojen peroksit
mitokondri membranindan gecer ve sitoplazmaya ulasir [71,72].

Mitokondride oksijenli solunum sonucunda bir¢ok anabolik ve katabolik reaksiyon
gerceklesir. Bu reaksiyon sirasinda molekiiler diizeyde elektron kacislar1 olur ve bunun
sonucunda ROT’ler olusur. ROT’ler baska molekiiller ile ¢ok kolayca elektron alisverisine giren
molekiillerdir. Organizmada pek ¢ok sekilde ROT bulunmaktadir [73]. ROT’lerin fazla iiretimi
sonucunda antioksidan savunma mekanizmasinin dengesizligi ve oksidatif strese neden
olmaktadir. Bunun sonucunda bir¢ok lostaljin patojenizinde ve komplikasyonlarin gelismesinde
onemli rol oynamaktadir [74].

Oksidatif stresi ele aldigimizda organizmada serbest radikallerin olusmasi, ortadan
kaldirilmasi hizinin dengeli bir sekilde olmasina oksidatif denge denir. Oksidatif denge oldugu
slire icerisinde serbest radikaller etkilenmez. Bu dengenin bozulmasi yani radikallerin olusum
hizinda artis, ortadan kaldirilmasinda bir diisiis olmasi stres durumunu yaratir, bu olaya
‘oksidatif stres’ denir. Bir diger sekilde ROT’lerin birikmesine de denir [75,76]. Fazla ROT
redoks dengesini bozar ve ayni zamanda makromolekiilleri, oksitleyerek doku hasarina neden
olmaktadir. Peroksidasyon liriinleri 6rnegin lipit peroksit, gibi yapilar olusur ve bunlar oksidatif
stresin basinda yer alir [77]. Oksidatif stresin olusturdugu ROT ve antioksidan solunum ve
sistemi arasindaki denge bazi biyolojik olaylar1 ortaya ¢ikarir, ayni zamanda bazi hastaliklarla
iliskilidir. Ornegin; norolojik hastaliklar, karaciger ve akciger hastaliklari, bagisiklik sistemine
ait hastaliklar v.s gibi hastaliklara neden olmaktadir [78].

Antioksidan savunma, antioksidan okside olan subsrata goére ortamda az derisimde
bulunup ve ayni zamanda substratin oksidasyonu geciktiren veya engelleyen madde olarak
bilinmektedir. Fizyolojik rolii ise serbest radikalleri iceren kimyasal tepkiler sonucunda olusan
zararlar1 6nlemektir [79,80].

ROT’un olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 engellemek icin viicutta bazi
savunma mekanizmalar1 gelismektedir. Gelisen bu mekanizmaya ‘antioksidan savunma sistemi’
denir. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyip ROT’un toplayip ayni
zamanda lipid peroksidasyonunu engeller [81].

Antioksidan molekiilleri endojen ve ekzojen yapiya sahip olup ayni zamanda oksidan
molekiillerin neden oldugu hasarlar1 hem hiicre ici hem de hiicre dis1 savunma gostererek
etkisiz hale getirir [77].

Insanda belirli hiicre ici antioksidanlar bulunur. Bu antioksidanlar siiperoksit dismutaz
(SOD) katalaz (CAT), glutatyon peroksidoz (GPX)) enzimleridir. SOD’un yapisinda bazi

elementler yer almakta bakir, ¢cinko ve magnezyum GPX'de ise selenyum iyonu oldugundan
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dolay1 bu enzimler metalloenzim olarak adlandirilir. SOD’ler oksidatif strese karsi énemli role
sahiptir [73].

Siiperoksit dismutaz (SOD) ailesinin proteinleri, ROT’lerin toksik etkilerinde ve oksijene
gerek duyan hiicreleri korumak icin gerekli olup ayni zamanda bu proteinleri hiicrenin
fizyolojisini kontrol eden sinyalizasyon yolaginda gorev almaktadir. SOD’'un memelilerde bilinen

ic izoformu bulunmaktadir.

SUPEROXIDE DISMUTASE GENE FAMILY
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!
CuZn-SOD — E — - — l]
L S exon
(human) 152 «n\\\ l’w/ms ,’/ an
/ 7’ .
e
— \ 1 n coding
L] Z S
EC-SOD [l oy [ % identity
(human) s % 13 homology
Mn-SOD HMH 439 :H 3085 B 210 D
(hl”nan) 97 03 u7 180 sB

Sekil 2.6. SOD Enzimlerinin Gen Yapisi [82].

SOD’un izoformlart:

SOD-1 (Cu-2n SOD): Bakir ¢inko siiper dismutaz olarak bilinen bu gen fare ve insanlarla
belirlenmis olup ayni zamanda tiirler arasinda benzerlik gorilmiistiir. Genin yapisina
bakildiginda bes ekzon ve dort introndan olusur. SOD1 geni insanlarda 21 nolu kromozomda yer
alir. (21q22) de lokalizedir [82]. Bu gen ayni zamanda 32.000 dalton agirliginda olup
sitoplazmada niikleer bélmelerde ve lizozomda bulunur. SODI1 gen mutasyonlari Down
Sendromu ve Amniyotrotik Laterol Skleroz (ALS) hastaliklarinin patofizyolojisinde énemli rol
oynamaktadir [83]. SOD ailesinin bir diger formu SOD3"lin genomik yapisi belirlenmistir. Bu gen
135.000 dalton agirhginda olup aym zamanda SODI1 genlerindeki ekzon dizileri birbirine
benzerlik gosterirken MnSOD ile benzerlik gostermektedir. Ug ekzon ve iki introndan meydana
gelip CCAAT ve TATA dizileri eksiktir. SOD3 geni 4. kromozomda (4p-q21) ve ekstraseltiler

kisimda sinirlandirilmis olup yalnizca bir tane mutasyon bulunmustur [82].

24



Pinar GETINKAYA, Yiiksek Lisans Tezi, Saglk Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2021

SOD2 (stiperoksit dismutaz 2) mitokondride temizleme islevinde gorev alan antioksidan
enzimidir. SOD2, siiperoksidi daha az zararl lriinlere doniistiirerek 6nemli bir rol oynar ve
daha sonra mitokondri disinda islenebilir veya temizlenebilir, boOylece mitokondriyal
fonksiyonun devam etmesine izin verir ve hasari onler. SOD2 bazen manganez bagimh
sliperoksit dismutaz olarak bilinir ¢linkii islev gérmesi icin kofaktor olarak manganez gerektirir.
Siiperoksit dismutazlar, siiperoksit radikalini normal oksijene veya hidrojen peroksite
doniistliiren enzimlerdir [84].

Siiperoksit, oksijen metabolizmasinin yan iriinlerinden biri olarak iretilir ve
diizenlenmezse bircok hiicre hasarlarina neden olur. Bu islev, SOD2'nin mitokondriyal ROS
temizlemesini ve hiicre 6liimiine karsi koruma saglamasini saglar. Siiperoksitin viicutta olumlu
birkac islevi vardir: enfeksiyonlari temizlemek, hiicresel iletisim, yeni mitokondri olusturmak ve
tlimorleri yok etmek. Bununla birlikte, stiperoksit gercekten zararlidir ve hemen hemen her
kronik hastaliklarda oksidatif strese neden olmaktadir. Bu genin gorevi dolasimdaki

eritrositlerin sayisinda veya hemoglobin miktarinda azalmayi saglamaktadir[85].
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Sekil 2.7. Manganez siiperoksit dismutazin (Mn-SOD) islevi [86].

MnSOD nasil olusur?

Sitoplazmada sinyal sekansini iceren onciil (prekiirsér) bir molekiil olarak sentezlenip
daha sonra mitokondri icerisine geldiginde bu molekiil sinyal sekansimi kaybeder. Okaryot
hiicrelerde niikleer kromotin tarafindan kodlanmaktadir. Oncelikle MnSOD mRNA sitozoliine

gecip daha sonra ise ribozom icerisine gelir. MnSOD proteinin prekiirsér formu yaklasik 223
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aminoasitten olusmaktadir. Translasyon sonrasinda ise bu protein prekiirsor formu

mitokondriyal matrikse tasinmaktadir. Bu protein mitokondriyal hedef dizisi enerji bagiml bir

proteaz tarafindan kisaltilip insan i¢in protein seklinde tetramer icerisine yapistirilir. Kisacasi

bu protein 6karyot bir hiicrede MnSOD mitokondriyal matriksle bulunur [87].

5 - ‘Q'.‘
R ' ( I e :
- ' = e i}
, | oy

I Elektron tasima zinciri

ftoplazma | Mitokondri |

Sekil 2.8. SOD2 sentezi, tasinmasi, islenmesi ve yerlesiminin teorik gésterimi [88]

SOD2 sentezi, islenmesi, tasinmasi, yerlesiminden ele alinirsa sekilden yola ¢ikarak;

1.
2.

uos

o T p

e

Oncelikle SOD2’nin ribozomal translasyonu olur.

SOD2'nin post translasyonal modifikasyonlar1 (Proteinlerin yan zincirlerinde
translasyonu ve ribozomdan cikisi takiben meydana gelen enzimatik kovalent
modifikasyonlardir.) gerceklesir.

Modifikasyonlardan sonra ise SOD2'nin mitokondriyal hedef sekansi (MTS) ile
sitoplazmadan mitokondriye transfer edilir.

Enzim mitokondriye girdikten sonra MTS nin ayrilir.

Siiperoksit radikalinin H202’ye temizlenir.

SOD2 Ala aminoasit (GCT) -MTS de,

SOD2 enzimi Val amino asiti (GTT),

MTS ayrilir

Olgun enzim tam olarak reaksiyona hazir hale gelir [89].
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2.4.3. SOD2 Genomik Yapisi

SODZ2 geninin yapis1 insanlarda ve sicanlarla yapilan ¢alismalar sonucu tanimlanmistir.
SOD2 geni 4 introndan ve 5 ekzondan olusur. CAAT ve TATA upstream kutular1 bulunmayip ayni
zamanda GC-zengin olan bolgeleri bulunmaktadir. Bunlar housekeeping genlerin ayirt edici

ozelligidir [82]. SODZ2 geninin kromozomal yerine bakildiginda 6q25 gen bélgesinde lokalizedir.

W i vV
Kromozom 6425 I #I—I H_IT Sod?2 (11kb)

5Pl AF2 MF-xH

Sekil 2.9. SODZ2 geninin kromozomal gosterimi. Siyah kutular ekzonlari, ekzonlarinaralarinda
kalan cizgi ise intronlar1 ifade etmektedir [90].

SOD2 geni memeli hiicrelerinin yasami icin esasiyel bir antioksidan enzim olup
homotetromerdir. Toplam agirligi1 88kDa‘dir [82]. Bu genin yapisina bakildiginda her alt iinitede
bir manganez iyonu bulunur. Cok iyi korunmus bir protein olup ayn1 zamanda ¢ogu MnSOD
asidiktir. MnSOD geni ayn1 zamanda inaktive edilebilir. Ik defa ise insan karacigerinde 1984

yilinda kesfedildi [91].

Sekil 2.10. Insan mangan superoksit dismutaz yapisi A,B. [92].
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2.4.4. SOD2 Polimorfizmi

Polimorfizm, bir toplumda sadece tekrarlayan mutasyonlarla siirdiiriilecek oranlarda
var olan nadir siklikla ve devamli gosterilmeyen iki ve daha fazla genetik 6zelligi birlikte bir
arada gosteren yapiya denir. Polimorfizimler insanlarla ilgili genetik arastirmalarda énemli role
sahip olup genetik bir marker gibi gérev yapmaktadir [93].

MnSOD polimorfizminin varyant ve mutasyon seklinde ili¢ formuna rastlanmistir;
bunlardan ilki MnSOD’un bir genetik polimorfizmin tiirevi olarak, sinyal peptidindeki

9. konumundaki valin yerine alanine degismesidir. Bu degisikligin MnSOD’un hiicresel
konumunu ve mitokondriyal transportunu etkilemektedir [94]. ikinci olarak ise MnSOD bir
varyant/ mutasyon 58. pozisyonda izolasin aminoasidin treonine degismesidir[95].

Uciincii olarak bakildiginda MnSOD diger bir mutasyon ise 60 pozisyonda lsinin fenil
alanine donlismesidir. MnSOD proteininin intraseliiler tiyollerin araciligla redoks
regiilasyonlarini duyarli hale getirmektedir [96].

Asi1l ele alacagimiz bu ii¢ formun icindeki SOD2’de fazla goriilen polimorfizmin T—C
degisimi, Valin/Alanin polimorfizmi (rs 4880, V16A) dir. Bu polimorfizimde mitokondriyal
sekansta kodonun 9. pozisyonda sinyal peptidinde bulunan valin (GTT) den alanin (GCT) ye
degisir [97].

ikinci ekzonda metiyonin baslangic kodonu adenozin sayilldigindan 47 niikleotitle
bulunan mitokondriyal sinyal sekansinin 24. kalintis1t COOH terminali tarafindan ayni zamanda
16. aminoasitte alanin/valin polimorfizmine rastlanmaktadir. Sinyal peptitinde bu sekansin 9.
aminoasitle meydana geldigi gorilmektedir. Bu aminoasitlerdeki degisim proteinin ikincil
yapisindaki degisimine neden olmaktadir. Alfa helikal yapidan beta tabakali konformasyon

yapisini alir [98].

-9 Ala type -9 Val type
— W _ NMWWWWWWWWWA____
4 10 18 4 11

Sekil 2.11. SOD2 Val16Ala polimorfizimi ile yapisindaki degisim [98].

Bazi arastirmalarda SODZ C(Ala) alleleri T(Val) allerine gore % 30-40 daha etkili olup
mitokondriyal matrikse yer degistirmektedir [95]. SOD2 geninin Val allellerinin mitokondriye
transportunda etkisinin azalmasi nedeniyle stiperoksit radikallere tam savunma etkisini

gosterememektedir. Bu nedenle protein oksidasyonu sonucunda mitokondriyal DNA da
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mutasyonlar olusur [92]. CC (Ala/Ala) genotipli bireylerde SODZ2 geninin aktivitesi TC(Val/Ala)
-TT(Val/Val) tasiyan bireylere gore daha fazladir [99].

MnSOD Alal6Val gen polimorfizmine ait allel ve genotip sikliklar1 etnik kokenlerde degisiklik

gosterir. Tiirk popiilasyonunda ve beyaz irka ait genotip ve allel sikliklar1 ¢alismalardan yola

cikarak asagidaki sekilde gosterilmektedir [90, 96].

Ulke Ornek savis Lrenotip sikhi@ Aldlel Heferans
{sa@hklh birey) frekans
Alaidle Ala'Val Vab'Val  Ala Val
% % Yo o T
Tiirkiye 926 14,6 52,1 333 406 594 Bizim calismamz
Tiirkive 196 235 42.3 34,2 = 54 (Akyol ve digerleri, 2003)
Tiirkiye 440 17,5 50,5 i2 43 57 (Silig ve digerleri, 201 3)
Tiirkiye 50 16 38 46 33 63 (Anlgan ve digerler,
20014}
Tiirkive 104 12,5 h5.4 22.1 452 54K (Kalkan ve digerlen,
2013}
Tirkave 40 25 57.5 20 51 49  (Kadwoglu, Sardas, Erglin,
Unal ve Karakaya, 20010)
Tiirkave 50 0 G4 36 14 ¥2  (Ergen, Narter, Timrc ve
Ishir, 2007)
Tiirkive ik 174 478 B 413 38T (Seckin ve digerlen, 20016)
Tirkave 167 17 49 34 41 59 (Kalkan ve digerlen,
2014}
fralya 257 21 4.1 249 48 52 (Ventrnigha ve digerler,
20W6r)
Fransa 214 252 53,7 21 52 48 (Hung ve digerler, 2004)
Amenka T 235 49,6 2459 50,3 497 (L1 v diferlers, 2005)

(Bevyaz irk)

Sekil 2.12. Tirk popiilasyonu ve beyaz irkta Mn-SOD Ala16Val genotip ve allel sikliklari

V-MnSOD prekiirsoriiniin

mitokondriye

girerek MnSOD

aktivitesi degiserek

mitokondriyal elektron transport zincirinde iiretilen ROT’lara karsi etkili bir miicadele

saglamaz. Mitokondri icinde MnSOD enziminin yeterli olmamasi durumunda seviyesi artan

stiperoksit anyonu, nitrik oksit ile tepkimeye girerek nitrojen metabolitlerin olusmasiyla

29



Pinar GETINKAYA, Yiiksek Lisans Tezi, Saglk Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2021

solunum zincirini inaktive eder. Nitrik oksitin yaninda O2-mitokondrideki demir-siilfiir
kiimeleri ile de tepkimeye girer demir serbest hale gecer ve bu organel icin son derecede énemli
olan Fe-S kiimelerini etkisiz hale getirir [93].

Ala-MnSOD alleli, hepatik demir birikimi ve artmis hepatoseliiler karsinom riski ile
iliskili bulunmustur. Ala-MnSOD varyanti, hepatik demir birikimini saglamak icin demir
depolama (sitozolik ferritin), alim (transferrin reseptorleri, TfR-1 ve-2), ekstriizyon (hepsidin)
ve hiicre ici dagitim (frataksin) ile ilgili proteinlerin ekspresyonunu modiile edebilir. Sonug
olarak, Ala-MnSOD varyanti, demir homeostazinda rol oynayan proteinlerin ekspresyonunu

modiile ederek hepatik demir birikimini destekler [8].
2.5. HMOX-1 Geni
2.5.1. HMOX-1 Geninin Tanimi

Heme Oksijenoz-1, hemoglobin miyoglobin ve sitokrom p450 gibi birka¢ 6nemli
proteinde bulunan hem grubunu bozan reaksiyonu katalizleyen antioksidan enzimdir [99]. Hem
oksijenaz-1, dokularda ve bazi hiicrelerde hemi biliverdine oksidatif degredesyonu katalizleyip
protein ailesinin bir iliyesi olup hiicresel homeostazinin siirdiiriilmesine olanak saglayan

oksidatif strese karsi adaptif ve savunucu bir rol iistlenmektedir [101].
2.5.2. HMOX-1 Genel Bilgi

Hem oksijenaz enzim sistemini ele alirsak hem molekiili bir¢ok protein yapisinda
bulunur. Ornegin; hemoglobin, miyoglobin ve sitokrom gibi 6zel proteinler hem grubu
proteinler olarak adlandirilir. Diger bir adiyla hemoproteinde denir. Hem (fe-protoporfirin1X)

tetropirol yapisinda olup merkezinde demir bulunup biyolojik aktivitelerde rol oynar [102].

Sekil 2.13. Hem molekiiliintin yapisi [103].
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Oksijen transportunda depolanmasinda, enerji iiretimi ve detoksifikasyonda gorev alan
proteinlerin yapisinda bulunup hem molekiilii enzimatik sistemlerde rol oynar. Hem molekiilii
yliksek hidrofobik yapisiyla mitokondri, niikleus, endoplazmik retikulum, hiicre membrani gibi
cesitli hiicresel membranlara zarar vererek ayni zamanda lipid peroksidasyona, ROS olusumuna
neden olarak zararli demir-bagiml reaksiyonlar1 baslatir. HO enzim sistemi ise hem’in bu
oltimciil etkilerine karsi ayni zarda hiicreyi korur [104].

HO-sistemi hiicre korumasinin yani sira hiicre icerisinde katalitik reaksiyonlar sirasinda
metabolitlerin meydana gelmesi, hiicresel serbest hem’in azalmasini saglar. HO izoenzimleri
endoplazmik retikulum icinde NADPH, sitokrom p450 rediiktaz ile birlikte bulunup hem’in
metan koprisi ile birbirine baglanan dort pirol halkasinda olusan yapisi tetropirol halkasini

ayirir [105].

HEM
INADP"
i NADPHNADF®
Fe(ll o >
) Biliverdin Bilirubin
@ Biliverdin reduktaz Antioksidan
Fe(ll) * Antinitrosatif
JLertn, * Antiinflamatuvar?
*Antiapoptotik (NF-kB)
* Antioksidan (=)
P38 MAPK
ERK 1/2 GUANILAT SIKLAZ
GTP cGMP Vazodifatosyon
JAntiapoptotk | Anuanfiamatuver, Nérotransmisyon

L6 TNFa, L1 MIPTE ety p21 m

Sekil 2.14. Hem molekiiliiniin par¢alanma triinleri ve fonksiyonlari [5].

Hem’in tetropirol halkasini ayirmasiyla biliverdin (BV) serbest demir (Fe+2) ve
Karbonmonoksit (CO) olusur, bunun sonucunda olusan biliverdin molekiili daha sonra
biliverdin rediiktaz enzimi ile bilirubine dontisiir [105].

Hem molekiliiniin hem oksijenaz ile oksidatif parcalanmasindan s6z edecek olursak

1968 yilinda Tenhunen ve arkadaslar safra pigmentlerinden biliverdin ve bilurubinin uzun
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yillar o6nce tamimlanmasina ragmen bu reaksiyonun hem oksijenaz (HO) tarafindan
katalizlendigini tespit etmistir [106].

HO basit protein yapisinda olmasi oksijen aktivasyonu icin herhangi bir gruba gerek
duymayan substrat hem ile biitiin olusturdugunda aktif olup mikrozomal bir enzim yapisina
sahiptir. Ferrik hem-HO kompleksinin olusmasi icin baslayan tepkimede NADP-H sitokrom ile
p450 rediiktaz tarafindan aktarilan elektron sayesinde demir molekiilii indirger. Sonrasinda
molekiiller oksijen enzimi ile baglanmasiyla oksi formuna gecer. Demire bagli oksijen,
rediiktazdan bir elektron ve sudan ise proton alir. Bunun sonucunda Fe+3-OOH yapisini
olusturur. Olusanbu yap1 terminal oksijenin porfirin halkasina saldirir. Hidrosihem yapisi
olusur. Hidrosihem yapisi tekrar oksijen ile tepkimeye girer. Fe+3-verdo hem yapisini
olustururken, CO reaksiyonundan salinir. Tepkimenin bu basamaginda bir elektron kullanilir.
Daha sonra verdo hem'in ferrik biliverdin -IXa doniistimd i¢in bir molekiil oksijen ile 3 elektron
kullanilir. Tepkimede demir ve biliverdin serbestlesir [107].

Reaksiyon sonrasi aciga c¢ikan demir organik bilesiklerin yapisinda bulunur. Serbest
demir ise Intraselliiller ROS olusumunu engeller. Ayni zamanda lipid peroksidasyonu, nitrit oksit
(NO) bagh tiyol gruplarinda nitrolizasyon, hidrojen peroksiz gibi radikallerin olusmasinda
Haber-Weiss reaksiyonunda gorev almaktadir [108]. Ferritin ve sitoprotektif bir molekiil olup
HO aktivitesine bagl olarak hiicrelerin daha direngli hale gelmesini saglar [109].

Hem oksijenaz, hem molekiiliine parcalanmasindan dolay1 hiicre farklilasmasinda,
eritrosit dongiisiinde ve demir konsantrasyonunu saglar ve énemli hiicre koruyucu etkilerine
sahiptir. Yan iirtin olarak CO bilirubin Fe/Feritin tizerindeki etkileri vardir. HO reaksiyonundaki
bilirubin molekiilii ise hem molekiiliiniin par¢alanmasi ile ilk olarak biliverdin yesil renkli olup
biliverdin rediiktaz ile tepkimeye girip sar1 renkli bilirubine doéniistir. Memeli hiicrelerde en
fazla bulunan antioksidandir. Karbonmonoksit ise hemoglobine baglanarak oksijenin dokulara
dagilimini engeller. Sinyal molekiilii olup hiicre fonksiyonlarini diizenler [5].

Hem oksijenazin genetik olarak farkli ii¢ izoenzimi bulunmaktadir. HO-1 indtklenir
formu sabit olarak eksprese edilen formlar1 ise HO-2 ve HO-3’diir. Bu izoformlar farkl genler

kodlar ve ekspresyon sonucu farkli hiicre ici dokulara dagilir. [108].
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Tablo 2.8. Hem Oksijenaz izofromlar: ve Ozellikleri [108].

HO-1 HO-2 HO-3
Fizyolojik Heme yikimi Hem y1ikimi Hem
roli Anti-oksidan defansda Damar tonus Hem baglama baglama

ayarlamasinda Noral sinya
Noral sinyal iletiminde
Doku Dalak, karaciger Beyin, retina, karaciger, Bircok
dagilim dalak, testis, akciger, doku
bobrek vs
Ekspresyonu Oksidatif stres, sitokinler, agir Adrenal Bilinmiyor
arttiran metaller, hipoksi, NO, endotoksin, glukokortikoidler,
hem vs opiatlar

Enzim Km=0,24 uM Km=0,67 uM Onemsiz
aktivitesi

HMOX-1 ve HMOX-2 tek kopya genlerdir. Memelilerin ¢cogunda doku ve hiicre tipinde

HO-2 ise 1.3 kb ve 1.8 kb uzunlugunda belirlenmis olup insanlarda HO-2 transkripti 1.3 ve 1.7

kb bulunur. Farelerde ise iki mRNA saptanmistir [109]. HO-1 ve HO-2 benzer kimyasal

tepkimeleri katalizler. Aym1 zamanda bu iki izoform arasinda aminoasit benzerligi ise % 45

arasinda olup primer yapisi farklilik gésterir [110].

HO-2

HO-1
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MRMY  Kamafsk

balge

Cys 265 O 282

Ma
1 —

MHREMI HRM2 v
Membran
Doigen

PELINAHAY TRY MGDLSGGOVIRX

Ha 1M

Kasalnk
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([
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Sekil 2.15. Hem Oksijenaz Proteinlerinin Yapisi
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HO-1 sistein grubu icermez, HO-2 sistein prolin grubu igerir. HO-2’in HO-1'den farki
fonksiyonel bir boélge icerir. Bu bolge regiilatér bolge olup hem baglanma bolgelerini saglar.
Hem oksijenaz-2 enzimi testiste beyinde, damarlarda, karacigerde, bobreklerde ve merkezi sinir

sisteminde yiiksek miktarda HO-2 bulunur.
2.5.3. HMOX-1 Genomik Yapisi

Hem oksijenaz-1 (HMOX-1) geni bir antioksidan enzim olan hem oksijenaz-1 enzimini
sentezler. HMOX-1 insan geninde 22 no’lu kromozomun 9 kolunda kodlanan bir gendir. 12.3
bandinda yer alir. Bu genin yapisinda 5 ekzon iceren 14 kb uzunlugunda translasyona ugradigi
zaman 32 kDa. olusan protein yapisina sahiptir. HM0X1, ilk iki alfa sarmal arasinda bulunan bir
aktif bolge ile 288 aminoasitten olusur. Hemoglobin, hemin ve miyoglobinin bilirubine

doniisiimiine yol acan reaksiyonlarda gorev alir [111].

Chr 22
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Sekil 2.16. HM0OX1 Genomik Goriinimi [112].

HO-1 proteini, hem molekiiliine direkt baglanarak hem-HO kompleksini 6zgii olarak 405
nm’de absorbsiyon gostermektedir. Iinsanlarda HO-1’in kristal yapisina bakildiginda hem
molekiiliinii ¢evreleyen hareketli ¢ift heliks yapisidir. Ayni zamanda HO-1 proteini icermez
[113,6].

Hem oksijenaz-1 dokularda dagilimina bakildiginda dalakta HO-1 baskin form olarak
bulunur. Bunun yani sira karaciger kemik iliginde ¢ok fazla bulunur. Kanin hemoglobin diizeyi
artigl zaman HO-1 enzimi bobrek karaciger makrofaj hiicrelerinde artis olur.

Hemoglobin ve eritrosit metabolizmasi ile ilgili olmayan dokularda HO-1 diizeyi
normaldir. HO-1 6nemli o6zelligi ise kimyasal ve fiziksel bir uyariya karsi hizli olarak
transkripsiyonel aktivasyon gosterir [114].

Kisacasi tiim stres cevaplar1 ise blyik oranda HO-1I geninin transkripsiyonel
aktivasyonuna bagl olup HO-1 stres proteinlerinin bir iiyesi olarak bilinmektedir. Genelde bu
protein ailesine HSP denilir. Aym1 zamanda HSP32 (HSP: heat de shock proteins) proteinin
yapisinin bozulmasinda rol oynar. Hiicresel 1s1 direncinin olusmasi hiicrede bozulmus
proteinlerin tasinmasinda gorev alir. HO-1 geni protein baglayic1 olarak rol oynamaz sadece
HSP’lere benzer gorevlerde bulunmaktadir [115].

HO-1 geni ROR (reaktif oksijen radikali) olusturulan oksidatif siirece karsi yanit veren

bir yapiya sahiptir. Hiperoksit stresin olusmasinda o6nemli olan HO-1 geni protein
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ekspresyonuna yol a¢maktadir. HO-1 geni karacigerde inflamasyona karsi genel sistemik
cevabin bir pargasi olarak kabul edilmektedir. Fizyolojik kosullar altinda endoplazmik
retikulum (ER) membrani ile iliski daha sonra bu enzim i¢in dogrulanmistir. Bununla birlikte,
stres kosullar1 altinda, HMOX1, diger hiicresel membranéz bdlmelere translokasyon
yapabilir. Lipopolisakkarit (LPS) ve hem tedavileri altinda, HMOX1, sitokrom c igeren
fraksiyonlarla iliskili bulunmustur ve bu, mitokondride olas1 bir lokalizasyon oldugunu
diistindirmektedir. Oksidatif hasarin arasinda, HO-1, hem degradasyonundan antioksidatif yan
trlnleri serbest birakarak hiicre i¢ci ROS iretimini zayiflatmak i¢in anahtar bir enzim olarak
kabul edilmistir.

HO-1 ekspresyonunun indiiksiyonu, Nrf2 dahil olmak ilizere ¢ok sayida transkripsiyon
faktorleri; sitokinler, endotoksinler, oksidatif stres ve hipoksi gibi uyaranlar tarafindan kontrol
edilir. Ayrica, HO-1 geninin promotoriindeki birka¢ polimorfizm de transkripsiyonel aktivitesini

modiile etmektedir [116].
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Sekil 2.17. HMOX1'in transkripsiyonel diizenlemesi [6].

2.5.4. HMOX-1 Polimorfizmi

Hem oksijenaz-1 (HO-1), oksidatif strese karsi sitoproteksiyon saglar. HO-1 geninin ii¢
promoter polimorfizmi tanimlanmistir. Bunlar (GT) » mikrosatellit uzunlugu polimorfizmi ile
tek niikleotid polimorfizmleri olan, G(-1135)A ve T(-413)A degisimleridir. Uzun
(GT)n, tekrarlarinin,  transkripsiyon  aktivitesinin = diisiik  olmasiyla iligkili  oldugu
bulunmustur. T(-413)A SNP'nin AA genotipi ise, daha yiiksek bir HO-1 ekspresyonuna yol agar.
HO-1 ekspresyonu lizerine yapilan c¢esitli c¢alismalara goére, HO-1 promotoriiniin

transkripsiyonel aktivitesi, hem (GT) , mikrosatellit polimorfizmi hem de T(-413)A SNP
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tarafindan dilizenlenir. A alelinin HO-1 promoter aktivitesi, transfekte sigir endotel
hiicrelerinde ve insan karaciger orneklerinde (GT)n. uzunluguna bakilmaksizin T allelinden
onemli oOlclide daha yiliksek oldugu bulunmustur. Diger veriler, uzun yerine Kkisa
(GT) n tekrarlarinin insan kani mononiikleer hiicrelerde ve transfekte edilmis sican diiz kas
hiicrelerinde HO-1 ekspresyonunun artmasiyla iligkili oldugunu géstermistir [5]. (GT). tekrar
uzunlugu polimorfizmi, promoter aktivitesini ve gen ekspresyonunu diizenler, kisa tekrarlarla
(<27 tekrar), uzun tekrarh alellere kiyasla (> 32 tekrar) HMOX-1'in transkripsiyonunda artisa
neden olur [117].

Hem ve hem dis1 selale edilebilen demir demir diizenleyici proteinlerin (IRP)
fonksiyonlarin1 etkilediginden, HO aktivitesi sonucu meydana gelen demir molekilii IRP
aktivitesi icin 6nemli role sahiptir. Ayrica IRP’ler, demirin tasinmasinda islevinde kritik
proteinlerin mRNA stabilitesini etkilemektedir. Bu proteinler ayni zamanda hiicre i¢ci demir
dengesini ayarlamaktadir. Demir-IRP sisteminde etkileri s6z edilirse, ferritin sentezini ve
aminolevulenat sentezini arttirip, transferrin reseptor sentezini ise azaltir. IRP, demir eksikligi
durumlarinda ferritin mRNA translasyonunu engeler. Sitoplazmik demir molekiilii arttif1 zaman
demir IRP’ye baglanir ve ferritin mRNA sentezinin translasyonunu artirmaktadir. Diger bir
taraftan ise demir, hiicrede azaldiginda ise tansferrin reseptor mRNA’s1 IRP ile baglanir ve
stabilitesini artirir. Hiicrede demir arttifinda demir IRP ile baglanir ve transferrin mRNA
stabilitesi bozulur. Bu mekanizma sonucunda hiicre icinde asir1 demir oldugunda demir
seviyeleri azalmaktadir. Demir disinda meydana gelen bazi olaylar ise NO, oksidatif stres,
fosforilasyon, iskemi-reperfiizyon (I/R) gibi bir¢ok faktdr IRP fonksiyonunu etkilemektedir
[118].

Heme Oksijenaz 1 (HMO0X1), hemoglobin, miyoglobin ve sitokrom p450 gibi baz1 6nemli
proteinlerde bulunan hem grubunu bozan reaksiyonu katalize eden bir enzim oldugundan
bahsetmistik. Ayn1 zamanda bazi1 hastaliklarda 6nemli rol oynar. Crohn Hastaligi (CD) ve
tilseratif kolit (UC) iceren inflamatuar bagirsak hastaliklari, HMOX1 etkileri ile iliskili en cok
calisilan hastaliklardandir. Bununla birlikte, mikrobiyota dengesizlikleri ve enfeksiyonlar,
HMOX1 aktivitesinin 6nemli bir rol oynadig1 akut ve kronik bagirsak iltihabinin olusumunu
etkileyen onemli faktorlerdir. Bu faktorlere ek olarak belirlenen enzim ve genlerin eksikligi
hastalarda demir eksikligine bagl oldugu gorilmistiir. Hem oksijenaz 1 eksikligi (HMOX1):
Bobrek ve karaciger dokularinda belirgin eritrosit parcalanmasi ve intravaskiiler hemoliz,
pithtilasma anormallikleri, endotel hasar1 ve demir birikimi ile sonuglanan, bozulmus stres
hematopoeziyle karakterize bir hastalia neden olur. Klinik 6zellikler arasinda kalic1 hemolitik

anemi, aspleni, nefrit, yaygin eritemli dokiintii, bliytime geriligi ve hepatomegali bulunur [6].
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3. MATERYAL ve YONTEM

Demir eksikligi anemisi olgularinda SOD2 ve HMOX1 gen polimorfizmlerinin arastirildigi bu
calismada, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Anabilim Dali tarafindan hasta ve
kontrol gruplart olusturuldu. Calismanin etik kurul onayr Mersin Universitesi Klinik

Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 30.09.2020 tarihinde 657 sayili karar ile alind1.

Hasta ve kontrol grubu olusturulmasinda Mersin Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Hastanesi i¢ hastaliklar1 (Hematoloji) béliimiinde yapilan muayeneler sonucu demir eksikligi
anemisi saptanan 45 hasta ve yine ayni anabilim dalinda demir eksikligi anemisi saptanmamis
45 saglikh birey olmak tizere 90 kisi (18-80 yas) dahil edilmistir. Calismaya katilan goniilliiler,

yapilan bilgilendirme sonrasi onam formunu imzalayarak ¢alismaya dahil olmuslardir.
Dahil Edilme ve Dislama Kriterleri

Hasta grubu Dahil Edilme Kriterleri
e 18-80 yas aras1

e Mersin Universitesi Hematoloji boliimiinde tedavi goéren Demir Eksikligi

Anemi tanisi konulan hasta bireyler
e Baska malignite tanis1 olmayan hastalar
e Baska Merkezde tanisi konulmamis hastalar
e BGOF nu imzalayan hasta bireyler
Kontrol grubu Dahil Edilme Kriterleri
e 18-80 yas aras1
e Saglikh bireler
e Daha 6nce malignite tanis1 konmamis hastalar

e BGOF nu imzalayan saglikl bireyler

Calismaya katilan hasta ve kontrol grubundan alinan yaklasik 2 ml periferik kan EDTA’1
tiiplere alindi. EDTA’l1 tiiplere alinan kanlar deney yapilincaya kadar -202C’de saklandi.
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Genotiplendirme

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu PureLink® Genomic DNA Kit'i (Invitrogen, ABD) kullanilarak asagidaki

asamalar izlenerek yapilmistir:

1.
2.

o 1o W

10.
11.

12.

13.
14.

15.
16.

Steril mikrosantrifiij tliptine (1,5 mL’lik kapakli) 200 pL tam kan alinmistir.

Uzerine siras1 ile 20 pL Proteinaz-K ve 20 pL RNase-A eklenmistir, vortex
kullanilarak karistirilmistir.

Oda 1s1sinda 2 dakika inkiibasyona birakilmistir.

200 pL Genomic Lysis/Binding Buffer eklenmis, vortex kullanilarak karistirilmistir.
10 dakika 55 °C’ de inkiibe edilmistir.

Tilp icerisine 200 pL %96-100 ethanol eklendi, 5 saniye vortex kullanilarak
karistirilmistir.

Yaklasik 640 pL olan lizat toplama tiipiiniin de bulundugu filtreli tiipe aktarilmistir.
Oda sicakliginda 1 dakika 10.000 g’'de santrifiij edilmistir.

Ardindan filtreli tiip yeni toplama tiipiine yerlestirilmisir.

Etanolle hazirlanan 500 pL Wash Buffer 1 eklenmistir.

Oda sicakliginda 1 dakika 10.000 g'de santrifiij edilmis. Toplama tiipi
degistirilmistir.

Ardindan filtreli tiipiin lizerine etanolle hazirlanan 500 pL Wash Buffer 2
eklenmistir, oda sicakliginda 3 dakika maximum g'de santrifiij edilmistir.

Son olarak filtreli tiip 1,5 mL’lik kapakli mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilmistir.
25-200 pL of PureLink® Genomic Elution Buffer eklendi. Oda 1sisinda 1 dakika
inkiibasyona birakilmistir.

1 dakika maximum g’'de santrifiij edilmistir.

Saflastirilmis DNA iceren tiip +4 °C’de saklanmistir.

Real Time PCR (qRT-PCR) Analizi
Bu ¢alismada SODZ2 genine ait rs4880 polimorfizmi icin A/G, HMOX genine ait rs2071746

polimorfizmi icin de A/T alellerinin siklig1 arastirilmistir. Alel sikligini belirlemek icin Tablo

3.1'de gosterilen TagMan problar kullanilmis, analizler LightCyler 480 II Real Time PCR (Roche,

USA) cihazinda yapilmistir.
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Tablo 3.1. SOD2 ve HMOX1 genlerinin prob dizileri

SODZ gen

rs4880 CTGCCTGGAGCCCAGATACCCCAAA JA/G] CCGGAGCCAGCTGCCTGCTGGTGCT
HMOX1 gen

rs2071746 | AGTTCCCTGATGTTGCCCACCAGGCT JA/T] TTGCTCTGAGCAGCGCTGCCTCCCA

Polimorfizmleri belirlemek i¢in hazirlanan, TagMan SNP Genotyping Assays (Thermo
Fisher, USA), Probe qPCR Reaction Mix (Promega, USA), ultra-saf su (Thermo Fisher, USA) ve
DNA’'dan olusturulan karisim Tablo 3.2’de gosterilen ticari kullamim kilavuzunda onerilen

sartlara uygun olarak hazirlanmistir.

Tablo 3.2. Real-Time PCR Bilesenleri

Real-Time PCR Bilesenleri Hacim (pL)
Probe qPCR Reaction Mix 10 pL
TagMan® Genotyping Assay (20X) 1 pL
DNA+H-0 9 uL
Toplam Karisim Hacmi 20 pL

Total hacmi 20 pL olan Real-Time PCR Reaksiyon Karisimi Real-Time PCR cihazinda PCR

dongiisii Tablo 3.3’te gosterildigi gibi ayarlanarak analiz edilmistir.

Tablo 3.3. Real-Time PCR Doéngiisti.

Basamak Siklus | Sicaklik (°C) | Zaman
GoTaq® DNA Polimeraz Aktivatori 1 95 2 dk
Denatiirasyon 95 15 sn
Uzama 40 60 1dk
Soguma 1 40 10 sn

Her reaksiyondaki Tagman problarin floresan oranlar1 F2/F1 floresan kanalinda
okunarak, 95°C’erime noktasi (Tm) degerlendirilmistir.rs4880 probu i¢in A aleli floresan isaretli
F2 kanalindan, G aleli ise floresan isaretli F1 kanalindan okunmustur. rs2071746 probu icin A
aleli floresan isaretli F2 kanalindan, T aleli ise floresan isaretli F1 kanalindan okunmustur. qRT-
PCR cihazina F2/F1 referans degerleri girildiginde probun icerdigi boyaya gore cihaz bir grafik

olusturarak analiz sonuglarini vermistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Bulgular
4.1.1. Demir Eksikligi anemisi Hasta ve Kontrol grubunun Yas ve Cinsiyet Dagilimi

Demir eksikligi anemisi hastalar ve kontrol gruplarinin yas ve cinsiyet dagilimlari incelenmistir.

45 demir eksikligi anemisi hasta ile 45 kontrol grubunun yas ve cinsiyet dagilimlari Tablo 4.1’de

verilmistir.
Tablo 4.1. Gruplara gore yas ve cinsiyet dagilimlari
GRUP
Kontrol grubu Demir eksikligi anemisi
hastalari
Ort£SS Min- Max Ort+SS Min- Max p
Yas 55,40+12,74 30-69 44,38+10,96 20-69 <0,001
N % N %

Kadin 25 55,6 27 60,0

Erkek 20 44,4 18 40,0 0,670

pl:Student’s t test, p2:Ki-Kare test

Calismamizda cinsiyetin demir eksikligi anemisi ile iliskisi degerlendirildiginde
kontrol grubunun 25'i kadin 20 tanesi erkek bireyden olusmaktadir. Demir eksikligi anemisi
hastalarimin 27’si kadin 18'i ise erkek bireyden olusmaktadir. Istatiksel analize gore gruplara
gore cinsiyet dagilmlar1 homojendir (p>0,05). Yas ortalamasi degerlendirildiginde ise gruplara

gore yas ortalamalar1 farklilik gdstermektedir (p<0,001).
4.1.2. SODZ (rs4880) Polimorfizimine Ait Allel ve Genotip Frekanslari

SOD2 (rs4880) polimorfizmine ait genotip oranlari incelendiginde AG genotipinin
gorulme sikhig1 kontrol grubunda % 46,7 (n=21), hasta grubunda % 44,4 (n=20), AA genotipinin
goriilme siklig1 kontrol grubunda % 33,3 (n=15), hasta grubunda % 33,3 (n=15), GG genotipinin
gorulme siklhigr ise kontrol grubunda % 20 (n=9) hasta grubunda % 22,2 (n=10) olarak
belirlenmistir. SOD2 (rs4880) polimorfizmine ait genotip oranlarinin DEA arasinda iliski

olmadig saptanmistir (p=0,962). Istatiksel analizler Tablo 4.2’de verilmistir.
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Tablo 4.2. Demir eksikligi anemisi hasta ve kontrol gruplarinda SOD2 (rs4880) genotipleri

Kontrol grubu Dem.ir.eksikligi p
anemisi hastalar
Say1 Yiizde Say1 Yiizde
n % n %
AA 15 33,3 15 33,3 0,962
GENOTIP AG 21 46,7 20 44,4
GG 9 20,0 10 22,2

SOD2 (rs4880) polimorfizme ait allel istatistikleri incelendiginde yabanil A allelinin
goriilme sikligi kontrol grubunda % 56,7 (n=51)iken hasta grubunda % 55,6 (n=50), polimorfik
olan G allelinin gorilme siklig1 kontrol grubunda % 43,3 (n=39) iken hasta grubunda % 44,4
(n=40) olarak belirlenmistir. Gruplara gore alel dagilimlar1 farklilik géstermektedir(p=0,881).
SOD2 (rs4880) polimorfizmine ait allel oranlar ile DEA arasinda iliski olmadig tespit edilmistir.
Tablo 4.3’de belirtilmistir.

Tablo 4.3. Demir eksikligi anemisi hasta ve kontrol gruplarinda SOD2 (rs4880) allel

dagilimlari
Demir eksikligi
ALLEL ol e anemisi hastalari P
Say1 Yilizde Say1 Yiizde
A Alleli 51 56,7 50 55,6 0,881
G Alleli 39 43,3 40 44,4

Hasta ve kontrol gruplarinda SODZ (rs4880) genotipleri Hardy Weinberg dengesindedir
(p>0,05).

4.1.3. HMOX-1 (rs2071746) Polimorfizimine Ait Allel ve Genotip Frekanslari

HMOX1 (rs2071746) polimorfizmine ait genotip oranlari incelendiginde AT genotipinin
gorulme siklig1 kontrol grubunda % 40 (n=18) hasta grubunda % 42,2 (n=19), AA genotipinin
goriilme siklig1 kontrol grubunda % 42,2 (n=19), hasta grubunda % 24,4 (n=11), TT genotipinin
gorulme siklig1 ise kontrol grubunda % 17,8 (n=8) hasta grubunda % 33,3 (n=15) olarak
belirlenmistir. HMOX-1 (rs2071746) polimorfizmine ait genotip oranlarinin DEA arasinda iliski
olmadig1 saptanmistir (p=0,117).
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Tablo 4.4. Demir eksikligi anemisi hasta ve kontrol gruplarinda HM0OX-1(rs2071746)

genotipleri
Demir eksikligi
Kontrol grubu anemisi hastalari P
Say1 Yiizde Say1 Yiizde
n % n %
GENOTIP AA 19 42,2 11 24,4 0,117
AT 18 40,0 19 42,2
TT 8 17,8 15 33,3

p:Ki-Kare test

HMOX-1 (rs2071746) polimorfizme ait allel istatistikleri incelendiginde yabanil A
allelinin goriilme siklig1 kontrol grubunda % 62,2 (n=56)iken hasta grubunda % 45,6 (n=41),
polimorfik olan T allelinin gériilme sikligi kontrol grubunda % 37,8 (n=34) iken hasta grubunda
%154,4 (n=49) olarak belirlenmistir. Gruplara gore HMOX-1 (rs2071746) alel dagilimlar: farklilik
gostermektedir(p=0,025). Hasta ve kontrol grubuna kiyasla T alleli A alleline gore 1.968 kat
daha fazla tespit edilmistir. HMOX1 (rs2071746) polimorfizme ait alel oranlari ile DEA arasinda
iliski oldugu tespit edilmistir.

Demir eksikligi anemisi
ALLEL Kontrol grubu hastalgrl P
Say1 Yiizde Say1 Yiizde
A Alleli 56 62,2 41 45,6 0,025
T Alleli 34 37,8 49 54,4

4.2. Tartisma

Anemi kanda bulunan hemoglobin ve alyuvar sayisinin yas ve cinsiyete gére normal
degerlerin altina diismesidir. Demir eksikligi anemisi, toplumumuzda tiim yas gruplarinda
siklikla goriilen bir sorun olup diinyada en ¢ok gorilme sebepleri arasinda kadinlarda
jinekolojik kayiplar, postmenapozal kadin ve erkeklerde gastrointestinal sistemden kaynakli
kayiplar, beslenme diizensizligi neden olmaktadir. Bu sebeplerden dolay1 diinya niifusunun
yaklasik % 34’line etki etmektedir [1,9]. Oksidanlarin artmasi veya antioksidanlarin azalmasi
sonucunda oksidatif stres meydana gelmektedir. Bu durum demir eksikligi anemisinin
patogenezinde olas1 biyokimyasal mekanizmalardan birisi olarak goriilmektedir. Fizyolojik
kosullarda oksidanlar ile antioksidanlar arasinda bir denge vardir. Yalniz hiicrenin yasamasi ve
fonksiyonlarinin devami i¢in bu dengenin devam etmesi gerekir. Oksidatif stres, oksidanlar ve

antioksidanlar arasindaki dengesizlik sonucu olusur [119].
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Calismamizda heme katabolizmas1 ve antioksidan sistemlerle iliskili olan iki enzimin
demir eksiligi anemisinin olusmasinda SODZ2 (rs4880) ve HMOX-1 (rs2071746) genlerdeki
polimorfizmlerin etkisini arastirdik. HMOX1, dokularda bazal seviyelerde eksprese edilmesine
ragmen, bu enzimin ekspresyon seviyeleri, dalak, karaciger, kemik iligi ve bobrek gibi
makrofajlar tarafindan kirmizi kan hiicrelerinin veya hemoglobinin parcalandigi hiicrelerde
veya dokularda 6nemli 6l¢lide artmasinin yani sira HMOX1 ekspresyonu, fiziksel ve kimyasal
uyaranlarla indiklenebilir [4]. Ayn1 zamanda mitokondriyal konumu nedeniyle siiperoksit
dismutaz (SOD2), oksidatif fosforilasyon tarafindan iiretilen siiperoksit anyonlarinin
toksisitesine karsi temel savunmayi saglar. Belirgin o0zelligi gelismekte olan kirmizi kan
hiicrelerin mitokondrilerinde asir1 demir birikmesidir; bunun sonucunda, hiicresel serbest
radikal iiretiminde bir artis, proteinlerin yapisinda hasara neden olur ve hiicre 6mrini kisaltir.
Oksidatif strese bagh olarak eritrositlerde goriilen hasar hiicrenin yasam omriinii kisaltmakta
olup ayn1 zamanda eritrosit membranindaki sekil degistirme yeteneginin azalmasi ve bununla
beraber fosfatidilserin olusumu ise anemiye neden olmaktadir [85]. Calismamizda SOD2
(rs4880) polimorfizme ait allel istatistikleri incelendiginde yabanil A allelinin goériilme siklig1
kontrol grubunda % 56,7 (n=51)iken hasta grubunda % 55.6 (n=50), polimorfik olan G allelinin
goriilme siklig1 kontrol grubunda % 43.3 (n=39) iken hasta grubunda % 44.4 (n=40) olarak
belirlenmistir. Gruplara gore alel dagilimlari farklihik géstermektedir (p=0,881). SOD2 (rs4880)
polimorfizmine ait allel oranlari ile DEA arasinda iliski olmadigi tespit edilmistir. SOD2 (rs4880)
polimorfizmine ait genotip oranlar1 incelendiginde AG genotipinin goriilme sikligi kontrol
grubunda % 46.7 (n=21), hasta grubunda % 44.4 (n=20), AA genotipinin goriilme siklig1 kontrol
grubunda % 33.3 (n=15), hasta grubunda % 33.3 (n=15), GG genotipinin gorilme siklig1 ise
kontrol grubunda % 20 (n=9) hasta grubunda % 22.2 (n=10) olarak belirlenmistir. SOD2
(rs4880) polimorfizmine ait genotip oranlarinin DEA arasinda iliski olmadig1 saptanmistir
(p=0,962). HMOX-1 (rs2071746) polimorfizme ait allel istatistikleri incelendiginde yabanil A
allelinin gorilme siklig1 kontrol grubunda % 62,2 (n=56)iken hasta grubunda % 45.6 (n=41),
polimorfik olan T allelinin gériilme sikligi kontrol grubunda % 37.8 (n=34) iken hasta grubunda
% 54.4 (n=49) olarak belirlenmistir. Gruplara gore HMOX-1 (rs2071746) alel dagilimlarn
farkliik gostermektedir(p=0,025). Hasta ve kontrol grubuna kiyasla T alleli A alleline gore
1.968 kat daha fazla tespit edilmistir. HMOX1 (rs2071746) polimorfizme ait alel oranlar1 ile DEA
arasinda iliski oldugu tespit edilmistir. HMOX1 (rs2071746) polimorfizmine ait genotip oranlari
incelendiginde AT genotipinin goriilme siklig1 kontrol grubunda % 40 (n=18) hasta grubunda %
42.2 (n=19), AA genotipinin goriilme siklig1 kontrol grubunda % 42,2 (n=19), hasta grubunda %
24.4 (n=11), TT genotipinin goriilme siklig1 ise kontrol grubunda % 17.8 (n=8) hasta grubunda
% 33,3 (n=15) olarak belirlenmistir. HMOX-1 (rs2071746) polimorfizmine ait genotip

oranlarinin DEA arasinda iliski olmadig1 saptanmistir (p=0,117). Calismamizin bulgularina gore
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SOD2 (rs4880) ve HMOX-1 (rs2071746) genlerdeki polimorfizmlerin genotip oranlarinin DEA
arasinda iliski olmadigini allel oranlarina bakildiginda HMOX1(rs2071746) geninde T aleli A
alleline gore daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Yapilan literatiir calismalarinda SODZ2 (rs4880) ve HMOX-1 (rs2071746) polimorfizm
calismalarn kanser tiirlerinde, astim ve kronik obstriiktif akciger hastalifinda, eklem
hastaliklarinda, diyabet, sizofreni, depresyon alzheimer, parkinson hastaligiyla ilgili ¢calismalar
yapilmistir. Demir eksikligi ile ilgili calisma yapilmamistir. Calismamiz bu polimorfizmlerin
demir eksikligi anemisi ile ilisikisini ortaya koymak amaciyla yapilan ilk ¢alismadir.

Yavuz ve ark. (2015) Mangan siiperoksit dismutaz (MnSOD, SOD2) hiicresel
metabolizmada ROS tiirlerinin fazla olustugu mitokondride bilinen tek siliperoksit siiptiriicii
olarak bilinen antioksidan savunma sisteminin 6nemli bir enzim oldugunu 6ne siirmektedir.
Yapilan bu ¢alismada toplam 440 saglikli birey dahil edilmistir. Bu bireylerden alinan kan
orneklerinden PCR-RFLP yontemi kullanarak polimorfizm dagilimlarina bakilmistir. Yapilan
calismada toplam 440 (kadin: 201, %46 ve erkek: 239, %54) saglikli birey yer almistir. Calisma
grubunun yas ortalamasi ise 54,41+5,76 yil (erkek, 55,34+5,76; kadin, 53,12+7,16) olarak ele
alinmistir. Mangan stiperoksit dismutaz geninde elde edilen genotip frekanslar: sirasiyla CT: %
50,5, CC: % 17,5 ve TT igin % 32,0 olarak tespit edilmistir. Yapilan ¢alisma SODZ
(rs4880)polimorziminin genotip frekanslar1 ¢alismalarda 6n bilgi olup hastaliklar tizerinde
etkisini arastirmaya onciiliik etmistir [120].

Insan genom calismalarinda laboratuvar sonuglari géz éniinde bulunduruldugunda ise
yaptigimiz ¢alismaya yakin demir eksikligi anemisinde SOD2 ve HMOX1 polimorfizmin etkisine
iliskin genis ¢capl arastirma bulunmazken GWAS"1 takiben, serum demir parametreleri, demir
metabolizmasiyla ilgili hastaliklar ve spesifik TMPRSS6 tek niikleotid polimorfizmleri
(SNP'ler) arasindaki iliskiyi incelemek icin bazi iilkelerde calismalar yapilmistir. Calismalar
sonucunda rs855791 (V736A) ve rs4820268 (D521D) SNP’ lerin TMPRSS6 genine ait oldugu
tespit edilmistir. Insanlarda TMPRSS6'daki mutasyonlar, oral demir tedavisine yanit alamayan
ve ebeveyn demir tedavisine yalnizca ¢ok az yanit veren demire direncli demir eksikligi
anemisine (IRIDA) yol agtig1 gozlemlenmistir. Kalitsal demir metabolizmasi bozukluklar siklikla
hepsidin yetersizliine veya hepsidin artisina bagh olarak c¢ikmasinin yani sira
TMPRSS6 genindeki en az 40 mutasyonda demire direngli demir eksikligi anemisi ad1 verilen
kalitsal bir anemiye neden oldugu bulunmustur [64].

Al-Jamea LH ve ark. (2021) Demir eksikligi anemisi (IDA) olan Suudi kadin hastalarda
demir diizeylerini etkileyen TMPRSS6 geninin ortak genetik varyasyonlarini belirlemeyi
amaglamislardir. Calismalarinda suudi kadinlardan olusan 12-49 yas araliginda olusan 32 DEA'l1
hasta ile 32 IRIDA hastast ve kontrol grubunu olusturan 34 saglhkli birey dabhil

edilmistir. Hematolojik incelemeler sonucunda demir profili, serum hepsidin diizeyi ve
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TMPRSS6 gen transkripsiyonu belirlendi. TMPRSS6 geni, tim calisma katilimcilar1 arasinda
analiz edildi. IDA ve IRIDA gruplarinda ortalama hepsidin ve TMPRSS6 RNA transkripsiyon
seviyeleri kontrol grubuna gore anlaml derecede disiik olup TMPRSS6 gen dizi analizi sonucu
41 varyant tespit edilmistir. Bu ¢alisma ise DEA'll Suudi kadin hastalarda TMPRSS6 geninin
genetik varyantlarini arastiran ilk ¢alisma olup literatiirde yer almaktadir [121].

Sri, W. Ve ark. (2015) Ferroportin (FPN1) gen promotor bélgesindeki -1355G/C
polimorfizmi, demir eksikligi anemisi (IDA) ile kendini gosteren ferroportin ekspresyonu ve
demirin artmasi, hemoglobin ve serum ferritin diizeylerinde azalmasina neden olmaktadir. Bu
calismanin amaci ise DEA i¢in bir risk faktorii olarak FPN1 -1355G/C polimorfizmini
arastirmistir. 20 anemi tanisi konmus ergenlik cagindaki kadin birey ve 52 saglikli kontrol birey
dahil edilmistir. -1355G/C polimorfizmini belirlemek icin Bfal restriksiyon enzimi ve polimeraz
zincir reaksiyonu-kisitlama fragman uzunlugu polimorfizmi (PCR-RFLP) kullanip kan 6rnekleri
toplanmistir ve tam kan sayimi i¢in analiz edilmistir. Serum ferritin seviyeleri ELISA ile
Olciilmistiir. IDA grubunda C aleli tasiyan bireyler, IDA olmayan gruptaki bireylere gore daha
diisik serum ferritin seviyelerine sahip oldugu gozlemlenmistir (p=0.000). Bu c¢alisma
sonucunda FPN1 -1355G/C genetik polimorfizminin C alelinin, ergenlik ¢agindaki kadin
bireylerde demir eksikligi anemisi i¢in bir risk faktorii oldugu tespit edilmistir [122].

Garcia-Martin, E. ark. (2015) Ispanyol populasyonunda néropatolojik, nérogériintiileme
verilerinden yola ¢ikarak demir eksikliginin huzursuz bacak sendromunun (HBS)
patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynadigini diistindiirmektedir. HMOX oksidatif strese karsi
onemli bir savunma mekanizmas1 olup HMOX1 veHMOXZ2 genlerinin RSL gelistirme riski ile
iliskili olup olmadigini arastirmislardir. 205 RSL hasta birey ve 445 saglikli birey calismaya
dahil edilmistir. HMOX1 rs2071746, HMOX1 rs2071747, HMOX2 rs227036 ve HMOX2 rs1051308
polimorfizleri calisilmigtir. Bu ¢alisma sonucunda HMOX1 rs2071746 polimorfizmi ile Ispanyol
popiilasyonunda RLS gelistirme riski arasinda zayif bir iliski oldugu tespit edilmistir[123].

Gilsene, G. P.ve ark. (2013) Brezilya popiilasyonunda orak hiicreli anemi hastalarinda
oksidatif stres yolaginda yer alan ii¢ polimorfizm ile fetal hemoglobin (Hb F) seviyeleri
arasindaki iliskiyi arastirmislardir. Orak hiicre anemisi olan hastalardan genomik DNA
ekstraksiyonu i¢in alinmistir. Ayn1 zamanda HbF diizeyleri, cinsiyet ve yas parametreleri goz
oniinde bulundurulmustur. Dogrudan dizileme yoluyla CYBA geninde 1s4673:T>C ve
rs9932581:G>A ve HMOX1 geninde r1s2071746:A>T olmak Tlzere ¢ polimorfizm
gozlemlenmistir. HbF  seviyeleri cinsiyet, yas veya rs4673:T>C ve 1s9932581:G>A
polimorfizmlerin iligkili olmayip c¢alisma sonucunda rs2071746:A>T polimorfizminin TT
genotipi, artan HbF seviyeleri ile iliskisi ortaya cikmistir.(p degeri = 0,0131).rs2071746:A>T
polimorfizminin TT genotipi arasinda bir iliski oldugu tespit edilmistir [124].
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Hariharan, P., ve ark. (2020) yaptig1 calismada HMOX1 gen polimorfizmleri ile HbF
seviyeleri arasindaki iligkisini arastirmislardir. HMOX1 genindeKki ii¢ varyant bolgesi secilmistir.
Bu varyantlarin genotiplemesi yapilmistir. Bu calismada 90 SCA tanis1 konmus birey ve 50
saglikli birey olmak tizere toplam 140 birey calismaya dahil edilmistir. Bireylerin DNA dizilimi
ve SCA’'l1 hastalarin hematolojik analizlerine bakilmistir. Calisma sonucunda rs2071746 (A-T)
polimorfizminin TT genotipinin, yiiksek HbF seviyeleri ile iligkili oldugu tespit edilmistir (P:
0.012). Ayn1 zamanda diger bir varyanti olan, rs3074372 (GT)n tekrarlarinin uzun biciminin (>
25 GT tekrar), artan HbF seviyeleri ile iliskisi oldugunu tespit edilmistir. HbF seviyeleri ile
rs2071749 (A—G) polimorfizmi arasinda bir iliski bulunmamistir. Orak hiicre anemi hastalari
hemolize bagh olarak 6nemli oksidatif stres gosterdiginden, HMOX1 genindeki polimorfizmlerin
incelenmesi sonucunda ortaya c¢ikan sonug yliksek HbF seviyeleri icin potansiyel bagimsiz bir
belirte¢ gorevi gorebilir [125].

Sogut, S.ve ark. (2011) oksidatif stres, orak hiicreli aneminin klinik seyrinin altinda
yatan anormalliklerin patofizyolojisine katkida bulunabilir. insan MnSOD genindeki fonksiyonel
polimorfizm Ala-9Val ile orak hiicre anemisi arasinda olasi bir genetik iliskisini arastirmislardir.
Orak hiicre anemisi olan 127 hasta birey ve 127 saghkli birey ¢calismaya dahil edilmistir. MnSOD
geninin sinyal peptidindeki alanine karsi valin polimorfizmi, 107-bp'lik bir bir primer cifti ve
ardindan kesme enzimi olan NgoMIV kullanilmistir. Orak hiicreli anemi hastalarindaki bireyler
kontrol bireylerine gore Val/Val genotipinin siklig1 yaklasik 1.4 kat daha dustik ve Ala/Val'in
siklig1 1.3 kat fazla oldugu ortaya ¢ikmistir. Hastalar ve kontroller arasinda genotip sikliklarinda
herhangi anlamli bir fark bulunmamustir. (p = 0.101). MnSOD gen polimorfizminin orak hiicreli
anemi ile iliskili olmadig tespit edilmistir [126].

Son olarak literatiirde yapilan arastirmalara dayanarak yukarida s6z edilen calismalarin
yani sira SOD2 (rs4880) ve HMOX-1 (rs2071746) genlere ait polimorfizmlerin demir eksikligi
anemisiyle iligkisi hakkinda ¢ok fazla bilgi bulunmamaktadir. Genis ¢apli arastirma sonucunda
bu iki gen polimorfizmi baz1 hastaliklarin patogenezinde yer almaktadir. Calismamizda SOD2
(rs4880) ve HMOX-1 (rs2071746) polimorfizmi arastirilmis olup, genlerin demir eksikligi
anemisi ile iliskisi bulunmadig tespit edilmistir. DEA iliskisini ortaya koymak bu gen bélgesine

ait diger polimorfizmlerinde arastirilmasi daha fazla ek ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir.
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5.SONUCLAR ve ONERILER

Calismamizda SOD2 (rs4880) polimorfizme ait allel istatistikleri incelendiginde yabanil
A allelinin goriilme siklig1 kontrol grubunda % 56.7 (n=51)iken hasta grubunda % 55.6 (n=50),
polimorfik olan G allelinin goriilme siklig1 kontrol grubunda % 43.3 (n=39) iken hasta grubunda
% 44.4 (n=40) olarak belirlenmistir. Gruplara gore alel dagilimlar1 farklilik gdstermektedir
(p=0,881). SOD2 (rs4880) polimorfizmine ait allel oranlari ile DEA arasinda iliski olmadigi tespit
edilmistir. SOD2 (rs4880) polimorfizmine ait genotip oranlari incelendiginde AG genotipinin
goriilme siklig1 kontrol grubunda % 46.7 (n=21), hasta grubunda % 44.4 (n=20), AA genotipinin
gorilme siklig1 kontrol grubunda % 33.3 (n=15), hasta grubunda % 33.3 (n=15), GG genotipinin
gorilme siklig1 ise kontrol grubunda % 20 (n=9) hasta grubunda % 22.2 (n=10) olarak
belirlenmistir. SODZ (rs4880) polimorfizmine ait genotip oranlarinin DEA arasinda iliski
olmadigi saptanmistir (p=0,962).

HMOX-1 (rs2071746) polimorfizme ait allel istatistikleri incelendiginde yabanil A
allelinin goriilme siklig1 kontrol grubunda % 62.2 (n=56)iken hasta grubunda % 45.6 (n=41),
polimorfik olan T allelinin goériilme sikligi kontrol grubunda % 37.8 (n=34) iken hasta grubunda
% 54.4 (n=49) olarak belirlenmistir. Gruplara gore HMOX-1 (rs2071746) alel dagilimlar
farkliik gostermektedir(p=0,025). Hasta ve kontrol grubuna kiyasla T alleli A alleline gore
1.968 kat daha fazla tespit edilmistir. HMOX1 (rs2071746) polimorfizme ait alel oranlari ile DEA
arasinda iliski oldugu tespit edilmistir. HMOX1 (rs2071746) polimorfizmine ait genotip oranlari
incelendiginde AT genotipinin goriilme sikligi kontrol grubunda % 40 (n=18) hasta grubunda %
42.2 (n=19), AA genotipinin gorilme siklig1 kontrol grubunda % 42.2 (n=19), hasta grubunda %
24.4 (n=11), TT genotipinin goériilme siklig1 ise kontrol grubunda % 17.8 (n=8) hasta grubunda
% 33.3 (n=15) olarak belirlenmistir. HMOX-1 (rs2071746) polimorfizmine ait genotip
oranlarinin DEA arasinda iliski olmadig1 saptanmistir (p=0,117). Calismamizin bulgularina gore
SOD2 (rs4880) ve HMOX-1 (rs2071746) genlerdeki polimorfizmlerin genotip oranlarinin DEA
ile iliski olmadigini allel oranlarina bakildiginda HMOX1(rs2071746) geninde T aleli A alleline
gore fazla oldugu tespit edilmistir.

DEA patogenezinin aydinlatilmasina yonelik olarak SODZ2 (rs4880) ve HMOX-1
(rs2071746) genlerin baska polimorfizmlerine bakilmalidir. Ayrica bu gen bolgelerindeki
mutasyonlar da ayrintili sekilde daha genis 6rneklem grubuna sahip hastalarda arastirilmalidir.
Calisilan gen polimorfizmlerinin DEA ilgili herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Diinyada

calisiimamis olup 6zgiin bir ¢alisma olarak sunulmustur.
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