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Kisaltmalar

MDA : Malondialdehit

SOD : Superoksit Dismutaz

GSH : Redukte Glutatyon

GPx : Glutatyon Peroksidaz

GST : Glutatyon S Transferaz

HKHN: Hematopoietik Kok Hicre Nakli
ROS: Reaktif Oksijen Turleri

GVHD: Graft- Versus-Konak Hastaligi
GVL: Graft-Versus Losemi



1. GiRIS

Hematopoietik kdk hicre nakli (HKHN) hematopoietik ve
immun sistemin cesitli hastaliklarinda sifa saglayan tedavi olarak artan bir
sekilde kullaniimaktadir . Donér kaynagina gére allojenik ve otolog olmak
uzere iki tip kdk hucre nakli (KHN) mevcuttur. Allojenik transplantasyonda,
kok hucreler doku uyumlu akraba veya akraba digi vericilerden hastaya
verilir. Otolog transplantasyonda ise hastanin kendi hematopoietik kok
hicreleri kullanilir. Otolog transplantasyonun allojenik prosedire goére
avantajlari hematopoietik kok hucrelerin buyuk miktarda bulunabilmesi ve
graft-versus-konak hastaligini engellemesidir. Bu durumda daha az
morbidite, mortalite ve ekonomik maliyete neden olur. En buylk
dezavantaj potansiyel dokunun timér hiicreleri ile kontamine olmasidir 2.
Transplantasyon pratiginde onemli ilerlemeler olmasi ve hayatta kalma
oranini artirsa da transplantasyona bagl mortaliteler HKHN sonucunun iyi
olmasinda engeldir. HKHN uygulanan, kirmizi hicre transfizyonuna-
bagiml hastalarda demir yuklenmesi genel bir problemdir. Demirin HKHN
uygulananlar Uzerindeki ters etkileri talasemi hastalarindan guglu kanitlarla
desteklenmektedir . Hematolojik malign lezyonlarda demir yiikienmesinin
altinda yatan mekanizmalar uzamig diseritropoez, hemoliz, artan bagirsak
demir emilimi ve birden ¢ok kirmizi kan htcresi transfizyonudur. Demir
organizmada gerekli bir elementtir ve birka¢ biyokimyasal tepkimede
oksijen transportu ve elektron transferi de dahil énemli bir role sahiptir.
Bununla birlikte demirin fazlasi hidrojen peroksidi reaktif oksijen tlrlerine
donusturerek protein oksidasyonu, membran lipit peroksidasyonu ve
nakleik asit modifikasyonu yolu ile doku hasarina neden olabilir. HKHN
oncesi demir artisinin  bir dizi komplikasyondan sorumlu oldugu

gorinmektedir 3.



Cesitli kaynaklardan serbest radikallere maruz kalmak
organizmay! bir dizi savunma mekanizmasi geligtirmeye yoneltir. Serbest
radikallerin indUkledigi oksidatif strese kargi savunma mekanizmalari: (i)
engelleme mekanizmalari, (ii) tamir mekanizmalari, (iii) fiziksel savunma
ve (iv) antioksidan savunma gerektirir. Enzimatik antioksidan savunma
Superoksit dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz (GPx) ve Katalaz
(CAT), Glutatyon S-Transferaz (GST) igerir. Enzimatik olmayan
antioksidanlar askorbik asit (Vitamin C), a-tokoferol (Vitamin E), glutatyon
(GSH), karotenoidler, flavonoidler ve diger antioksidanlardir. Normal
kogullar altinda, bu antioksidanlarin aktiviteleri ve intraseltler dizeyleri
arasinda bir denge vardir. Bu denge organizmalarin sag kalimlari ve

sagliklari icin gereklidir .

Bu calismada allojenik ve otolog kok hicre transplantasyonu
yapilan hasta ve kontrol grubunda serum demir, demir baglama kapasitesi
ve ferritin Olguldu. Hasta ve kontrol serumlarinda bir lipit peroksidasyon
urinud olan malondialdehit duzeyleri Olguldu. Bazi toksik bilesiklerin
metabolizmasinin yani sira plazmada lipoproteinlerin oksidasyonunu
onlemede rolU oldugu belirtilen, antioksidan kapasiteye sahip paraoksonaz
ve arilesteraz aktiviteleri tespit edildi. Antioksidan savunmada rol alan
glutatyon peroksidaz, katalaz ve glutatyon s transferaz enzim seviyeleri
kOk hucre transplantasyonu olan hastalarda ve kontrol grubunda dlguldu
ve her bir enzim aktivitesinin degeri tespit edilerek hasta ve kontrol
bireylerde bu parametrelerin  aktivitesini ve Dbirbiriyle iligkisini

degerlendirmek amaclandi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Hematopoietik Kok Hiicre

Kok hucreler blastosist gelisimi esnasinda i¢ hucre
kUtlesinden koken alirlar. Pluripotentdirler ve embriyonik kok hucreler
olarak adlandirilirlar. Bu hucreler doku-6zgin multipotent kok hucrelere
farkhlasmaya yol acarlar. Bu multipotent doku-6zgun koék hicreler daha
sonra projenitor hucrelere neden olurlar. KOk hucrelerin genellikle dort
onemli Ozellik gosterdikleri dugunular: (1) kendini yenileme veya kendini-
yonetme; (2) multipotent olmalari; (3) fonksiyonel, uzun dénemli doku
yeniden olusumu; ve (4) transplantabilitede bulunan farklilasmamis
hiucreler olup diger hucresel elemanlari meydana getirme yetenegine
sahip ana hiicrelerdir °. Kendi kendilerini yenileme kapasiteleri vardir ve
olgunlastiklarinda trombosit, eritrosit ve |okosit olarak periferik dolagima
katilirlar. Periferik kdk htcre nakli (PKHN) miyeloablatif tedavide zarar
goren kok hucrelerin yerine yenisini koyma iglemi olup 06zellikle solid
tumorler gibi malignitelerde yogun kemoterapi verilmesine firsat verir ve
bazi kanser tiplerinde kemoterapiye gore Ustunlik saglar (yuksek riskli
akut lenfoblastik l16semi (ALL), akut myeloid I6semi (AML), relaps
lenfomalar). Kok hicreler aferez denilen islemle hastanin periferik
dolagimindan toplanir ®. Kok hiicrelerin, pankreas, eklemler, kas ve iskelet
sistemi ve kardiyovaskuler sistemin bilesenleri gibi farkli organ ve
sistemlerin rejenerasyonunu gergeklestirdikleri ve ayrica malignitelerde
adjuvant tedavi olarak kullanildiklari gdsterildi. Genis bir hlicre tipi olan
endotelyal projenitor hucrelerden bagka, mezensimal kok hucreler,
embriyonik kok hucreler, kemik iligi-kaynakl hemapoietik kok hucreler ve

noral kok hicreler farkl sistemlere uygulandi ’

. Hematopoietik hicre
transplantasyonu c¢esgitli malign ve malign olmayan hastaliklarda artarak

kullaniimaktadir 8.



HKHN'nin graft kaynagi olarak periferik kan, kemik iligi, kord
kani veya fotal karaciger ekstresinden her biri tek basina veya kombine

kullanilabilmektedir °.

Hematopoietik sistem vicutta tUm kan hdcrelerini, 16kosit ve
lenfosit veya kirmizi kan hucrelerini meydana getirir. Bu hucreler pek ¢ok
gorev igin kullanilirlar; enfeksiyondan korunma, hasarli dokularin
uzaklastiriimasi, bundan baska yasamsal molekullerden oksijenin gerekli
oldugu yerlere tagsinmasi. Bu hemapoietik hicrelerin ¢cogunun sinirli bir

Omrua vardir ve bu gorevlerin yerine getirilmesi surekli bir intiya¢ dogurur 10,

.

Multipotent Hematopoietik Kok hiicre
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Sekil 1: Bir Multipotent Hematopoietik Kok Hiicre Hematopoez

Diyagrami ",

HKHN  ylksek-doz  kemoradioterapiyi izleyen &ncll
hematopoietik kdk hlcre inflzyonu uygulamasi igeren bir agresif tedavi

prosedurudar. Donéran kim olduguna bagli olarak iki tip transplantasyon



vardir: allojenik ve otolog. Allojenik transplantasyonda kok hucreler doku
uyumlu akraba veya akraba digiI vericilerden hastaya verilir. Otolog
transplantasyonda ise hastanin kendi hematopoietik kok hucreleri
kullanilir. Otolog transplantasyonun allojenik prosedire goére avantajlari
hematopoietik kok hlcrelerin buylk oranda bulunabilirligi ve graft- versus-
konak hastaligini (GVHD) onlemesi, sirayla daha az morbidite, daha az
mortalite ve daha az ekonomik maliyete yol acar. En buylk dezavantaji
tumor hucreleri ile dokunun kontamine olmasi ve daha buyuk risk ise

timorin nitkksetmesidir 2.

2.1.1 Otolog Hematopetik Kok Hiicre Nakli

Otolog transplantasyonda hastanin kendi hematopoietik
hacreleri kullanilir. Otolog transplantasyonun allojenik prosedure gore
avantajl hematopoietik kok hicrelerin buyuk miktarda elde edilebilmesi ve
GVHD’nin engellenmesidir. Otolog transplantasyonun daha az mobidite,
daha az mortalite ve daha az ekonomik maliyeti vardir. En buyuk
dezavantaji potansiyel greftin tiumor huicreleri ile kontaminasyonu ve
neoplazinin nuksetmesidir. Farkli kemoterapiler ve radyoterapiler sadece
tumor hicreleri Uzerinde etki etmez ayrica saglikh hicreler, dzellikle hizli

eslenen hiicreler ilizerinde etkide bulunur 2"

. Malign hucrelerin tedavi
edilen alicinin greftini kontamine etme riskinin olmasi kok hucreleri
aylklama teknolojisi ile malign hucreleri transplantdan uzaklastirmaya
neden olur. Bununla beraber otolog kdk hilicre transplantasyonunda kok

hiicre ayiklamanin acik bir avantaji bulunamamistir *2.
2.1.2. Allojenik Hematopoietik Kok Hiicre Nakli
Allojenik  hematopoietik kok hucre transplantasyonu

hematolojik malign hastaliklarin tedavisinde kullanilan potansiyel tedavi

edici Ozelligi olan bir yontemdir. Allojenik hematopoietik kok hucre



transplantasyonu icin ideal dondr insan I0kosit antijen (HLA)-es
kardeglerdir. Bununla beraber transplantasyon gereksinimi duyan
hastalarin yalniz % 30’'u uygun kardes dondrlere sahiptirler. Kok hicre
kaynagi adayi olarak alternatif dondrler gonulli akraba olmayan donorler,
akraba olmayandan umbilikal kord kani ve haplotip-uyumsuz aile
uyeleridir. Akraba olmayan transplantlarda transplant sonrasi sagkalimi
maksimize etmek igin yuksek oranda HLA uyumunun olmasi
onerilmektedir. Transplant sonucunu etkileyen en énemli HLA lokuslarinin

HLA-A, -B, -C (sinif | lokus) ve —=DRB1 (sinif Il lokus) oldugu bilinmektedir
13

Allojenik HKHN tedaviye bagli toksisite, erken ve ge¢ dénem
enfeksiyonlar, veno-okliziv hastalik, akut ve kronik GVHD post transplant
komplikasyonlardan bir kismini olusturmaktadir. Allojenik HKHN'de hedef
hematopoietik ve immunolojik toparlanma elde etmek ve GVHD
gelismesinden kaginmaktir. Lésemi ve malign hastali§i olanlarda diger
onemli bir nokta da relapsin 6nlenmesinde 6nemli olan graft-versus l6semi
(GVL) etkisidir. GVL etkisi ve GVHD'ne T lenfositler aracilik etmektedir.
Bu, hayvan modellerinde ve klinik ¢alismalarda gosterilmigtir. Ancak hem
GVL etkisi, hem de GVHD'nin etyopatogenezi tam olarak anlasiimis
degildir. Bununla birlikte bu etkiler agisindan sorumlu tutulmakta olan T
hdcre alt gruplari kismen belirlenmigtir. GVL etkisi ve GVHD patogenezinin
tam olarak anlasiimasi ile hem nukslerin 6nlenmesi hem de allojenik
HKHN'de 6nemli mortalite ve morbidite nedeni olan GVHD'nin dnlenmesi

klinik sonuclari dnemli dlciide etkileyecektir °.
2.1.3. Hematopoietik Kok Hiicre Nakli Uygulanan Hastaliklar

Tedavi olarak HKHN uygulanan hastaliklar Tablo 1 ve Tablo
2'de gériilmektedir ™.



Tablo 1: Tedavi Olarak Otolog HKHN Yapilan Hastaliklar

Multiple myelom

Non-Hodgkin lenfoma

Hodgkin lenfoma

Noroblastoma

Meme kanseri

Diger kanserler; Akut myeloid I6semi, Akut lenfositik

|I6semi, Kronik myeloid I6semi, Kronik lenfositik I6semi

Germ hiticre tumorleri, Over kanseri, Kliguk Hucreli

Akciger Kanseri, Merkezi Sinir Sistemi tumorleri

Tablo 2: Tedavi Olarak Allojenik HKHN Yapilan hastaliklar

Akut Myeloid I6semi

Akut Lenfositik LOsemi

Myelodisplastik sendrom

Non-Hodgkin lenfoma

Kronik Myeloid Lésemi

Malign Olmayan hastaliklar: Aplastik anemi

Fanconi Anemisi, Talasemi, Orak Hucreli Anemi

Dogumsal immun yetmezlikler, Kalitsal metabolik bozukluklar




2.2. Demir Metabolizmasi

Demir, oksijenin tasinmasinda ve kullaniimasinda gorevli

hem proteinlerinin (retiminde gereklidir '°

. Demir, ferroz ve ferrik hal
arasinda birbirine donusme Ozelligi ile oksijenasyon, hidroksilasyon ve
benzeri diger bir cok metabolik olayi katalize eder '®. Toplam viicut demir
miktari yaklasik 3-4 gramdir ve blUyuk cogunlugu eritrosit yapisindaki

hemoglobinde bulunur ',

Demir igeren hemoglobin, myoglobin ve
sitokromlar toplam viucut demirinin %70-90’ini olugsturur. Geri kalan kisim
ise ferritin ve hemosiderin olarak karaciger, dalak ve kemik iliginde
depolanir "> Eritrosit yikimi sonucu ortaya gikan hem ve hemoglobin,
hemopeksin ve haptoglobulin tarafindan alinir ve tekrar eritrosit yapiminda

kullaniilmak Uzere kemik iligine veya depolanmak Uzere karacigere tasinir
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Sekil 2: Demir Metabolizmasi 2,

GuUnlik demir ihtiyacinin, yaklasik 20 mg’i hemoglobin
katabolizmasindan saglanir. Geri kalani ise demir depolarindan veya
demir emilimi ile saglanir 2! Viicutta bulunan demirin yaklasik olarak ucte
ikisi fonksiyonel demir olarak hemoglobin (%60), miyoglobin (%5) ve
degisik hem (sitokromlar ve katalaz) ve hem olmayan (NADH hidrojenaz,
suksinik dehidrojenaz, akonitaz) enzimler (%5) de kullanilir. Geriye kalan
demir vucutta depo ferritin (%20) ve hemosiderin (%10) olarak bulunur.
Sadece c¢ok az bir miktar demir (<%0.1) vicutta bulunan esas demir
tagima proteini ile birlikte bulunur. Demir metabolizmasi bir yonuyle diger

minerallerden ayrilir: demirin fizyolojik bir atilim yolu yoktur 2.



Besin maddeleri ile alinan demir gastrointestinal sistemden
emilir. Demirin baslica emilim yeri duodenumdur, daha az miktarlarda
mide ve jejunumdan da emilebilir. inorganik demir tuzlari % 5-16 oraninda,
organik demir ise % 30-70 oraninda emilir. C vitamini, kalsiyum ve asit pH,
demir emilimini kolaylagtirir. Antiasitler, fosfatlar ve fitatlar ise emilimi
azaltir. Ayrica hayvansal besinlerdeki demir (hem demiri), bitkisel
besinlerdekinden daha kolay emilir. Baslica demir iceren besinler et,

yumurta sarisi, karaciger, bdbrek, dalak, yesil sebze ve meyvalardir 2.
2.2.1. Demir Emilimi

Demir ferro (Fe*?) halinde kolaylikla emilir. Ancak besinlerle
alinan demirin ¢odu (%90) ferri (Fe*’) seklindedir. Fe*® pH>2 olan
ortamlarda ¢6zunemez ve biyoyararlanimi s6z konusu olmaz. Mideden
demir emilimi ¢cok az duzeydedir. Ancak mide salgilari demiri ¢ézUndurur
ve Fe*? sekline indirgenmesini saglayan askorbik asit ve diger maddelerle
coziilebilen kompleksler haline gelmesini saglar **. Emilebilecek demir
miktarini etkileyen cesitli faktorler vardir. Askorbik asit, sitrat ve diger
organik asitler Fe* ile ¢cozunlr selatlar olusturup absorbsiyona yardimci
olurken; fitat, tannat, oksalatlar ve antiasitler demir ile reaksiyona girerek
ince bagirsakta suda c¢ozunmeyen selatlar olustururlar ve bdylece
absorbsiyonu olumsuz etkilerler %°. Pankreatik sivilar ise demir emilimini

inhibe ederler 2.

Gunluk bati diyeti yaklasik olarak 15 mg demir icerir, sadece
1-2 mg’t emilir. Emlilen demirin Ugcte ikisi hem, geriye kalan miktar ise
inorganiktir. Hem hem hemde inorganik demir duodenal enterositlerin
apikal membranlarindan emilir. Gastrik sivinin distuk pH’si mideye alinan
inorganik demiri ¢ozer ve firgamsi kenarin ferrirediktaz etkisi ile enzimatik

olarak ferrdz forma indirgenmesini saglar ?’.
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Emici hucrelerin firgamsi kenarinda, ferrik demir ferrik
reduktaz tarafindan ferr6z forma gevrilir. Membran boyunca transportu ise
divalent metal transporter-l tarafindan (DMT-1, ayni zamanda Nramp-2
yada DCT-1 olarak bilinir) saglanir. DMT-1 genel bir katyon tasiyicidir.
Benzer sekilde baska bir ferroksidaz olan hefaestin burada diger bir
tasiyici ile hareket eder. Hefaestin bakir tasiyan protein olan

seruloplazmine benzerdir %,

Demir, bol miktarda bulunan bir protein olan transferine
baglanarak dolasima girer. Transferin ferrik demiri ¢ozunur tutar ve
demirin redoks aktivitesini azaltarak demirin diger molekullerle reaksiyona
girmesini engeller. Ozgln bir hiicre-ylizey transferin reseptériine (TFR1)

demirin hiicrelere génderilmesi igin baglanmasina yardim eder %°.

Demir bagirsaklardan emildikten sonra mukozal hucrelerden
kana gecer. Transferin proteini ile kemik iligindeki gelismekte olan
eritrositlere tasinir. Demir, karaciger ve dalak bagta olmak uUzere baslica
retikiiloendotelyal hiicrelerde depolanir ?*. Demirin etkin kullanimi igin;

% Transferrin ile demirin transportu.

% Kemik iligindeki eritrosit prekursorlerinin hicre
membranindaki  transferin  reseptoérlerine, transferrin-ferrik  demir
kompleksinin baglanmasi.

% Transferrin-ferrik  demir-reseptor kompleksinin  sitozole
alinmasi.

%  Sitozolde transferrinden ferik demirin serbestlenmesi.
% Ferik demirin indirgenmesi.

% Mitokondriyal membranlarda ferréoz demirin intraselltler
% Demirin mitokondriye alinmasi.

% Mitokondride demir ve protoporfirinden hem olugmasi.

«»  Hem’in mitokondriden sitozole birakilmasi.

11



< Hem’in hemoglobin yapisina girmesi gerekmektedir ',
2.2.2. Demir Yuklenmesi

Demir sinirh  elde edilebilirligi olan gerekli bir besin
elementidir. Asiri bulundugunda, demir hiucre ve dokulara tehdit arz eder,
bu nedenle demir hemostasisi siki kontrol edilmelidir. Demirin toksisitesi
daha c¢ok radikal Uretimini kataliz etmesi temelindedir, radikaller hicresel
makromolekullere saldirip bozarak hiucre olumunt ve doku hasarini
arttinirlar. Herediter hemokromatozis veya transfuzyonel sideroz da demir
yiikiinde artis doku hasari ve organ hastaliklarina yol acar ?’. Dolasimdaki
normal demir formu transferinden bagka transferin doygunlugu 6nemli
oranda yukselen degisik patolojik kosullardaki hastalarin plazmalarinda
transferine bagli olmayan (NTBI) tanimlandi, NTBI sadece kronik demir
yuklenme hastaliklari esnasinda bulunmaz, ayni zamanda cesitli
hastaliklarda da bulunur. Demirin bu tart reaktif oksijen tarlerinin tretimine
sebep olan potansiyel bir toksik demir seklidir. Plazma NTBI ve oOzellikle

kararsiz plazma demirinin azaltiimasi en buyuk terapotik amagtir 0

HKHN malign ve malign olmayan kan hastaliklarinda énemli
bir mudahaledir. Bununla beraber HKHN’nin mortalite ve morbidite ile
onemli bir iligkisi bulunmaktadir, bu oranlarin bir kismi demir
yuklenmesiyle ilgilidir. Demir metabolizmasi bozulmasi, transplantasyon
oncesi transfuzyonlari veya HKHN 6ncesi sitotoksik terapiler sonucunda
serum demir seviyesi kok hucre transplantasyonuna girecek hastalarda
yukselmektedir. Demir yuklenmesinin HKHN hastalarindaki
komplikasyonlari enfeksiyonlari, mukositleri, kronik karaciger
hastaliklarini, sinosidal obstriksiyon sendromunu ve idiopatik pnémoni
sendromunu igerir. Demir ytuklenmesinin B talasemi veya myelodisplastik
sendromlari da iceren hematolojik malignitelerde HKHN tedavisi goren

hastalarin sag kalimi lizerinde ters etkileri vardir "
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2.2.3. Ferritin

Ferritin, demirin depolanmasinda rol oynayan molekuler
agirhgr 460-550 kDa arasinda, 24 adet iki farkl alt birimden (h,l) meydana
gelen bir proteindir. Serum ferritin seviyesi, siklikla vucutta bulunan
demirin depo durumunu yansittigi icin, klinisyenler tarafindan demir
eksikligi veya asiri demir yuklenmesini degerlendirmek amaciyla istenir.
Yuksek serum ferritin dizeyleri, demir depolariyla ilgili olabildigi gibi
karaciger hastaliklari, renal patolojiler, insan immunyetmezlik virtsi (HIV)
enfeksiyonu, diger non-HIV enfeksiyonlar, malign hastaliklar, kronik kan
transfuzyonlari ve orak hucre anemisi gibi bazi klinik durumlarda da

gozlenebilir %,

2.2.4. Transferin

B1 globilin yapisindadir. Karacigerde sentez edilen molekil
agirigr 80 kDa olan bir glikoproteindir. Yari émrii 7,6 giindir 2. iki demir
baglama alani vardir; tek demir baglanirsa monoferrik, iki demir baglanirsa
diferrik transferinden bahsedilir. Diferrik transferrinin kendi reseptorine

ilgisi digerinden daha fazladir **.

Transferrin reseptort eritroid oncu hdcreler, plasenta ve
karacigerde ¢ok sayida olmak Uzere butin ¢ekirdekli hicrelerde bulunur.
Reseptorin transferrine afinitesi ortamin pH’si ve transferrinin demir yuku
ile iliskilidir. Transferrin kendi reseptérine baglaninca klatrin kapli
membran igerisinde hucre igine alinir, burada ortam asidifiye edilir. Asit

ortamda demir serbestlesir **.
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2.2.5. Demir ve Serbest Radikal Olugsumu Arasindaki iligki

Fizyolojik sartlarda demir ve bakir gibi gecis metalleri, ¢esitli
oksidasyon basamaklarinda gorev alirlar. Gegis metalleri serbest radikal
tepkimelerini hizlandirarak katalizér gérevi tstlenirler *°. Metal iyonlarinin
serbest radikal tepkimelerinde, LPO Uzerine etkileri vardir. Oksijenin
kendisi, Oz *, H,O2, OH" ve gecis metallerinin iyonlari reaktif oksijen turleri
(ROS) biyokimyasinda 6nemli rol oynayan maddelerdir . Canli
organizmalarda H,O, ve O2'nin toksik etkileri, OH" ve reaktif radikal metal
komplekslerine dontsmeleri ile olusur *. H,0, O, ile Haber-Weiss
tepkimesi adi verilen tepkimeye girerek hicre igin son derece toksik olan

OH'’lere pargalanir °.

Haber-Weiss tepkimesi
H,O2 + O,——» OH + OH™ + O,

Bu tepkime katalizor varliginda veya katalizor olmadan da
olusabilmektedir. Katalizor olmadan olusan tepkime oldukga yavas ilerler
¥ Tepkime eger demir elementi ile katalizlenirse (Fenton tepkimesi)

oldukga hizli meydana gelir *>

Fenton tepkimesi

Fe'? + HoO,— Fe™ + OH + OH

Viicutta demir, transferine Fe* seklinde baglanarak
plazmada tasinir * ve transferine bagli demir serbest radikal olusumuna

katilmaz %".
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2.3. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

ROS’'un kesin ya da goreli artisi ile tanimlanir. ROS
uretiminin artisi veya antioksidan savunma sistemlerinin azalmasi veya
ikisinin birlegimiyle tanimlanabilir. Oksidatif stres biyolojik molekullerin

oksidatif hasarina ve énemli bir doku hasar mekanizmasina yol agabilir *%.

Normal kosullarda soludugumuz oksijenin yaklasik %Z2’si
ROS yapiminda kullanilir, bu antioksidan sistem tarafindan dengelenen bir

tretimdir °.

Enflamatuvar cevap esnasinda, aktive edilmis ndtrofiller ve
makrofajlar buylk miktarda ROS salgilar. Her ne kadar istila eden
mikroplara karsi fagositler tarafindan ROS uretimi etkili bir savunma igin
gerekli ise de, kronik enflasmasyon esnasinda uzun sureli asiri dretim

genis capli doku hasarina yol acabilir *°.
2.3.1. Serbest Radikallerin Tanimi ve Onemi

Oksijen canlilar i¢in hayati énemi olan bir molekuldur ve
hicrede enerji Uretim basamaklarinda kullanilir. Serbest oksijen radikalleri
enerji Uretim sdreglerinin dogal bir yan urinu olup ¢ok reaktif ve potansiyel
olarak zararli maddelerdir *'. Serbest radikalin en yaygin tanimi molekiiler
ya da atomik yodrungesinde c¢ok reaktif olan cifttesmemis elektron

bulunduran bir kimyasal @irtin oldugu seklindedir *2.
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Tablo 3: Reaktif Tiirler ve Radikaller .

*NO Nitrik oksit

*NO, Nitrojen dioksit

ONOO | Peroksinitrit

0, Superoksit

*0OH Hidroksil radikal

H,0, Hidrojen peroksit

ROO» Peroksi radikal

HOCI Hipoklorik asit

Bu eslesmemis elektron serbest radikali karasiz bir konuma
getirir. Serbest radikalin kararli, stabil bir yapiyi tekrar kazanmasi amaciyla
elektronunu bir bagka elektronla eglestirmesi gerektiginden bu durum

serbest radikale kimyasal olarak biyiik bir aktivite kazandirir .

2.3.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir veya birden ¢ok ciftlesmemis elektron
tasiyan kisa omdarll, kararsiz, molekul agirhgr dusuk ve ¢ok etkin atom
veya molekuller olarak tanimlanir. Serbest radikaller aslinda serbest
oksijen radikalleri (SOR) veya ROS olarakta bilinmektedir °.

Ciftlesmemis elektronlarin  varligindan dolayr serbest

radikaller kararsizdir ve oldukca reaktif molekdillerdir *°.
ROS’lar hucrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere

bagh olarak tum hucreler tarafindan normal veya patolojik olarak aerobik

metabolizma ile surekli Uretiimektedir. Aerobik metabolizmasi olan
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memelilerde ROS genellikle oksijenden uretilmekle birlikte organizmada
oksijen turevi ROS diginda karbon ve kukurt merkezli radikallerde

olusmaktadir “°.

Kimyasal maddelere maruz kalma, karbon tetraklorur,
parasetamol gibi ila¢ toksisiteleri, iyonize ve ultraviyole radyasyon, hava
kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, sigara dumani gibi ¢cevresel faktorler,
nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve adriamisin gibi antineoplastik

ajanlar ROS olusumuna neden olan ekzojen kaynakli etmenlerdir *’.

Oksidatif metabolizma surecinde oksijenin ¢ogu hidrojene
baglanarak su olusturmaktadir. Ancak oksijenin yaklasik % 4-5’lik kismi
ise su olusumuna katilmaz ve ROS olusturur. Molekuler oksijenin

rediiksiyon yolu Sekil 3'de gdsterilmektedir *°.

O;+e —> Oy

0, +H,0——> HO;
HOy+e+H___, H,0,
H20, + e- ——» ‘OH+OH"

Sekil 3: Serbest Oksijen Radikallerinin Uretimi 4°.

Baslangigta molekuler oksijenin bir elektron ile reduksiyonu
superoksit anyonunu olusturmaktadir. Bu da hidrojen peroksite dénisume
dogru gider. Bu reaksiyon spontan olabildigi gibi SOD ile de
katalizlenebilir. Hidrojen peroksit indirgenmis metal iyonlari ile reaksiyona
girerek hidroksil radikallerini olusturur. Cok guglu oksidan olan bu

radikaller hiicrelerde hasara neden olmaktadir 8

. Psikolojik stres ve
yetersiz beslenme (disuk antioksidan ve fazla yad alimi) gibi cevresel
faktérler de ROS uretimini artirmaktadir. immiin sistem, tiimér biyiimesine

karsi major savunma mekanizmasidir. Sitotoksik dogal olduricu (NK)
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hdcreler; tumor baglangici ve metastazlara karsi immuan savunmada ana

komponenttir. Asiri oksidatif stres,

DNA hasarina ve protoonkogen

mutasyonuna neden olmaktadir. Psikolojik stres, ROS Uretiminde artisa ve

NK hucre sitotoksisitesinde azalmaya neden

olarak immunitede belirgin

degisiklikler meydana getirir. Ayrica insanlarda stresli olaylardan sonra

birka¢g hafta slresince ROS’un arttigi gosterilmistir. Oksidatif stres,

mutasyona ugramis hucre kolonilerinin

yaylimasini

uyarabilir ve

transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonunu aktive edebilir.*® Sekil 4'de

reaktif oksijen turlerinin olusum yolu, lipid peroksidasyonu, glutatyonun ve

diger antioksidan enzimlerin oksidatif stres idaresindeki rolu gorulmektedir
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Sekil 4: Reaktif Oksijen Tiirlerinin Olusum Yollar 4.

ROS diabetes mellitus ve

norodejeneratif hastaliklar

(Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi) gibi farkh patolojilere neden
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olmaktadir. Ayrica mutasyon ve onkojenik transformasyon hizini arttirip
DNA hasarlanmasi yaparak timér gelisimine de neden olabilir *°. Bu
durumlarda ROS duzensiz bir $ekilde Uretilir. ROS proliferasyon, hicresel
remodeling, apopitozis ve yaslanma gibi hlcresel fonksiyonlara da etki

ederek kanser ve metastaz gelisimine neden olabilir *'.

2.3.3. Reaktif Oksijen Turleri

Molekuler oksijen antibag orbitallerinde eslesmemis iki
elektron icerir. Bu elektronlar, paralel spinli ve farkli orbitallerde iken
minimum enerji seviyesindedirler. Radikal tanimina gore oksijen ‘diradikal’
yapiya sahip bir molekuldir. Oysa oksijenin reaktivitesi beklenenin aksine
¢ok dusuktur. Diradikal bir yapiya sahip olan oksijenin herhangi bir molekul
ile tepkimeye girebilmesi icin, tepkimeye girebilecegi molekulin de benzer
yaplya sahip olmasi gerekir. Ancak oksijene elektron vericiler, genellikle
uygun bir orbitallerinde zit spinli bir ¢ift elektrona sahiptirler. Bu nedenle
molekuler oksijenin reaksiyona girme egilimi kisithidir. Bu duruma “spin
sinirlamasi” denilmektedir. Molekuller oksijene elektron veya enerji
saglanmasi durumunda spin sinirlamasi ortadan kalkar ve diger ROS
turleri olusur. Molekuler oksijene tek elektron transferi ile stiperoksit anyon
radikali olusur. Olusan sulperoksit anyon radikali oksijene goére daha

reaktiftir 2.

Oksijen molekullerinin buylk kismi oksidatif fosforilasyon
sirasinda mitokondrial sitokrom oksidazlar ile suya donusturilmekte ve
sonugta ATP elde edilmektedir. Bu reaksiyonlar esnasinda reaktif Grunler
olusur. Bunlar superoksit radikali (O27), hidrojen peroksit (H202) ve
hidroksil radikalidir (OH"). Reaktif oksijen metabolitleri icerisine singlet

oksijen, hipoklorik asit, peroksinitrit ve nitrik oksit de dahil edilebilir.*®
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2.3.3.1. Siiperoksit (0;")

Serbest slperoksit radikal anyonu (O2") hemen tum aerobik
hicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu meydana

gelir %3
Oy+e" —» Oy

Hem cevresel etkenler, hem de organizmalardaki enzimatik
ve enzimatik olmayan tepkimelerle en ¢ok ve en kolay olusan oksijen
radikali, superoksit radikalidir. Esas 6nemi, hidrojen perokside kaynaklik
etmesi ve gecis metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Uzun bir yari
Omre sahiptir ve lipofilik o6zellik gosterir. Bu 06zelliginden dolayr da
meydana geldigi yerden uzak bodlgelere difuzyonla yayilabilmektedir.
Ancak dogrudan hasar yapici etkisi ¢ok fazla degildir. En ¢ok mitokondri,
endoplazmik retikulum ve kloroplast gibi hicresel organellerde, elektron
transport zincirinin c¢esitli komponentlerinden O, ye elektron sizmasi ile
olur **. Siiperoksit aldi§i elektronu metal iyonuna, sitokrom c'ye veya bir
radikale verirse tekrar oksijene oksitlenir. Oksijenden daha oksitleyici olan
superoksit bir elektron daha alirsa peroksi anyonuna indirgenir. Aerobik
canlilarda sUperoksitlerin H,O2'ye ¢evrilmesi, katalitik aktivitesi gok ylksek
bir enzim olan SOD tarafindan katalizlenir ve SOD enziminin yuksek
katalitik aktivitesi sebebiyle hlcrelerde superoksit birikimine izin verilmez
55.

SOD
20,7 +2H" — 2H,0,+0;
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2.3.3.2. Hipoklorikasit Radikali (HOCI)

Aktif polimorfonuveli 16kositler tarafindan Uretilen major
bakterisidal ajandir. H,O, ile klorir iyonunun miyeloperoksidaz ile

katalizlenen tepkimesi sonucunda olusur °°.

Bu reaksiyon, nétrofil fagositik vakuollerinin miyeloperoksidaz
iceren lizozomal veziklllerle fuzyonundan sonra meydana gelir. HOCI
gecis metallerinin varliginda OH' radikali olusturabilir. Organizmada
sadece miyeloperoksidaz reaksiyonuyla olusan HOC/I'nin lipit ve DNA gibi
molekulleri hi¢ ya da ¢ok az modifiye edebildigi, baslica hedefinin
proteinler oldugu ve protein karbonil bilesiklerinin olusumunu indukledigi

bildirilmektedir °’.

2.3.3.3. Hidrojen Peroksit (H,0-)

Molekuler oksijenin cevresindeki molekullerden iki elektron
almasi veya superoksit anyonunun bir elektron almasi sonucu peroksit
molekuli meydana gelir. Peroksit molekuli de iki hidrojen atomuyla

birleserek hidrojen peroksiti meydana getirir °%.

Hidrojen peroksitin
olusmasina neden olan bir diger olay da kendiliginden veya superoksit
dismutaz enzimi tarafindan katalizlenen dismutasyon tepkimesidir. iki
superoksit molekuld iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekuler

oksijen olusturabilirler >°.

SOD- spontan

Oy'+ 02"+2H+—> H,O05+0,
Spontan olarak gergeklesen dismutasyon igin optimum pH:
4.8’ dir, ancak SOD enziminin katalizledigi reaksiyonlar daha genis bir pH

araliginda gerceklesebilir. Hidrojen peroksit birgok bilesigi oksitleyici bir
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ajandir.  Proteinleri, tiyol grubu iceren enzimleri, fosfolipidleri,
karbohidratlari ve DNA’y1 hedef alip fenton reaksiyonu araciligiyla hasara

neden olabilir *°.

H,O, bir serbest radikal degildir ancak yapisinda su
bulundurmasindan dolay! biyolojik membranlardan gegebildigi icin ¢ok
onemli bir molekulddr. Basta hidroksil ve hipokloréz asit olmak Uzere
birgok oksidanin olugmasina yol acar.% Hidrojen peroksitin énemli bir
gorevi de intrasellliler iletisim molekiilii olarak gérev yapmasidir ®'. insan
metabolizmasinda bir saat igerisinde yaklasik olarak 3x10° toksik hidrojen

peroksit molekdilii olusmaktadir 2.
2.3.3.4. Hidroksil Radikali (OH)

Hidroksil radikali biyolojik sistemlerde yaklasik olarak 107
saniye yarilanma 6mrl olan son derece gugli bir oksidandir. Bilinen en
toksik radikaldir ve lipitler, proteinler ve nukleik asitler dahil hemen hemen
biitiin biyolojik molekiilleri okside edebilir ®. Biyomolekiillerle olan giglii
aktivitesinden dolayr OH' radikali diger ROS’lara nazaran biyolojik

sistemlere cok daha fazla hasar vermektedir *°.

Hidroksil radikali hidrojen peroksitin gegis metalleri varliginda
indirgenmesi ile, Hidrojen peroksitin stperoksit radikali ile reaksiyonu ve
suyun yuksek enerijili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda
meydana gelir °®. Hidrojen peroksidin Fe*? ve diger gecis elementleri (Cu,
Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo) varhginda indirgenmesi (Fenton Reaksiyonu) ile
veya suUperoksit radikali ile reaksiyonu sonucunda (Haber-Weiss
Reaksiyonu) hidroksil radikali meydana getirmesi reaksiyonlarla

gosterilmistir ©°.
H,0, + Fe*? — OH' + OH™ + Fe™(Fenton Reaksiyonu)
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Fe*? +O, + H,0, — Fe* + OH' + OH™ (Haber-Weiss Reaksiyonu)
2.3.3.5. Singlet Oksijen ('0,)

Singlet oksijen eslesmemis elektron icermedigi igin serbest
radikal degildir. Bununla birlikte donme yonlerinin farklihgindan dolayi

oksijenin yUksek reaktif formudur %

Molekuler oksijende paylasiimamis iki dis elektron ayni
yonde, ayri yorungelerdedir. Singlet oksijende ise elektron donme yonleri
birbirine zittir ve olusturduklari delta veya sigma formuna goére ayni veya
ayri yorungelerde bulunurlar. Ayni yériingede ise delta singlet oksijen, ayri
yorungelerde iseler sigma singlet oksijen formu olusur. Sigma formu delta

formuna gore daha enerjetik olup kolayca delta formuna déniisebilir ®.
2.3.3.6. Perhidroksil Radikali (OOH")

O," radikali asidik ortamda daha reaktif olup protonlanarak
kendisinden daha kuvvetli bir oksidan olan OOH" radikalini olusturur *®.
pH{
Oy +H" » OOH’

2.3.3.7. Peroksil Radikali (ROO")

R" radikalleri hizli bir sekilde oksijen ile reaksiyona girerek

ROO"yi olustururlar *.

R™+ O,— ROO’
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Peroksil radikalleri askorbat ve NADH’1 okside etmekte;
oksijen varliginda NADH’in oksidasyonu ise superoksit olusumuna yol

acmaktadir ®°.

ROO" + NADH — ROOH + NAD
NAD + O,— NAD" + O,”

2.3.3.8. Nitrik Oksit (NO)

Memeli hucrelerinde NO baglica Nitrik Oksit Sentaz (NOS)'in
aktivitesi sonucu sentezlenir. NOS, oksijeni kullanarak L-arjinin amino
asitinden; sitrilin ve NO’yu olusturur. Bu olay, nikotinamid adenin
dindkleotid fosfat (NADPH), flavin mononukleotid (FMN), flavin adenin
dinukleotid (FAD), tetrahidrobiopterin (BH4) ve kofaktor olarak bir tiyol

donériine ihtiyag duyar *°.

Arjinin + O+ NADPH + H* U Sitrdlin + NO'+ NADP + H,O

Eslesmemis elektronu nedeniyle bir serbest radikal turG
olarak bazi memeli hulcre tiplerince Uretiien NO; damar tonusunun
kontrolinde, platelet agregasyonunda, I6kosit adezyonunda, hucre aracil
immun sitotoksisitesinde, sinaptik gecirgenlikte sinyal molekulu olarak

onem tasimaktadir °°.
2.3.3.9.Peroksinitrit (ONOO )

Superoksit radikali veya hidrojen peroksitin  NO™ ile

reaksiyona girmesi ile olusur °’.

02"+ NO® —» ONOO-
H202+ NO© — ONOO®
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Olusan peroksinitrit radikalinin oksidatif potansiyeli O," ve

H,O,'ye gore daha yiksektir 2.
2.3.4. Serbest Radikallerin Biyomolekiiller Uzerine Etkileri

Fizyolojik  sartlarda organizmada  oksidan-antioksidan
sistemler denge halindedir. Bu dengenin antioksidan sistem yonunde
bozulmasiyla serbest radikaller hicrelerin lipit, protein, karbohidrat, DNA
ve enzim gibi tum 6nemli bilegenlerine etki ederler. Hucre duvari hasari,
DNA hasari, kollajen yikimi, lipitlerin depolimerizasyonu ve lipit

peroksidasyonuna neden olurlar ©°.
2.3.5. Membran Lipidlerine Etkileri (Lipid Peroksidasyonu)

Lipidler serbest radikal etkilerine en duyarli hucre
bilesenleridir. Biyolojik sistemlerde poliansatire yag asitlerinin (PUFA)
serbest radikallerle oksidasyonu lipid peroksidasyonu olarak isimlendirilir.
Lipid peroksidasyonu organizmada olusan kuvvetli bir oksidan radikalin
zar yapisindaki PUFA zincirinin alfa metilen gruplarindan bir hidrojen
atomunu uzaklagtirmasi ile baglar. Biyolojik sistemlerde birgok radikalin
lipid peroksidasyonuna neden oldugu kabul edilmektedir. Bununla beraber

lipid peroksidasyonunu baslatan asil ajan OH radikalidir °.
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Sekil 5: Lipid Peroksidayon Kimyasi ”°

Ug veya daha fazla cift bag iceren yagd asitlerinin
peroksidasyonunda tiobarbittrik asitle dlgtlebilen malondialdehit meydana
gelir. MDA, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve

polimerizasyonuna neden olur. Boylece iyon transportu enzim aktivitesi
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gibi membran o6zelliklerini bozar. MDA oOlgumu lipid peroksit seviyelerinin

belirlenmesinde siklikla kullanihr #?

. Lipid peroksidasyonu son derece
zararh bir zincir reaksiyonudur. Membran akiskanliginda kayip, membran
potansiyelinde azalma, hidrojen ve diger iyonlarin permeabilitesinde artma
ve sonug olarak membranin pargalanmasi ile hicre ve organel igeriklerinin
ortama bosalmasina neden olur. Bazi peroksid pargalanmalarinin
sitotoksik dzellikleride vardir *. Hiicre membrani yaninda mitokondri gibi
organellerin membranlari da fosfolipidlerinde fazla miktarda doymamis yag
asidi bulundurmalari nedeniyle lipid peroksidasyonuna karsi duyarldir.
Lizozomal membranlarin tahribi hidrolitik enzimlerin salinmasi ve

intraselliiler sindirimle sonuglanir ”".
2.3.6. Antioksidan Sistem

Antioksidan molekuller; endojen (organizma tarafindan
sentezlenen) veya eksojen (disaridan besinlerle alinan) kaynakh yapilar
olup, olusan oksidan molekullerin  hlcreye hasar vermesini
engellemektedirler. Hucre diginda ve hicrede farkli organellerde
yerleserek savunma mekanizmasinda rol alan biyomolekuller enzimatik
yapida olabilecekleri gibi non-enzimatik yapida da olabilirler 2. Hiicre disi
savunma; albumin, bilirubin, seruloplazmin, drik asit gibi ¢esitli molekulleri
icermektedir. Hucre igi serbest radikal toplayici enzimler asil antioksidan
savunmay! saglamaktadir. Bu enzimler SOD, GST, GPx, glutatyon

rediiktaz, katalaz ve sitokrom oksidazdir .
Organizmada, oksidan ve prooksidan yapilar arasinda denge

s6z konusudur. Bu dengenin oksidanlarin lehine kaymasi, degisik

diizeylerde hiicresel hasarlara neden olmaktadir ™.
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enzimatik antioksidan sistem

G6PD ICDH
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ROS olgumu ve yaylliml

SON

Oksidatif stress

DNA lezyonlari zincir kinimas:
protein cksidasyonu - nitrasyon
lipid peroksidasyonu

Fonksiyonel dedigiklik ve doku hasar

Sekil 6: Reaktif Oksijen Tiirleri Uretimi ve Anahtar Antioksidan Enzim

Yolu ™.

Antioksidanlar, su prensipler dogrultusunda koruma saglarlar
75

e Enzim aktivitesi Uzerinden veya dogrudan kimyasal
reaksiyonlar yoluyla,

e Oksijenden tureyen molekullerin olusumunu en az
duzeye indirerek,

e Radikallerle dogrudan kimyasal yolla temasa gecerek,
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e Reaktif metabolitlerin temizlenmesini veya bu radikallerin
daha az aktif ve toksik olmayan drtnlere donisumunid saglayarak,

e Zayif reaktif tlrlerin daha zararl turlere dontsima igin
gereksinim duyulan metal iyonlarini baglayarak,

e Hedef molekullde olusan hasari onarma yoluyla,

e Hasar ¢cok buyuk oldugunda, hasara ugramisg molekull

uzaklagtirarak.

Antioksidan ajanlar, oksidan molekullere kargi etkilerini dort

yolla gostermektedirler "°.

1) Sdpuariact etki gosterenler: Olusturduklari etki ile yeni
radikal olusumunu engeller ve olugsmus olan radikalleri daha az zararli
hale getirirler. SOD, GPx, ferritin, serlloplazmin ve metallotiyonein gibi
metal baglayici proteinler bu tur etkiye ornektir.

2) Giderici etki gosterenler: Oksidanlarla etkilesip onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini inhibe eden bilesiklerdir. B-karoten, vitamin
C ve vitamin E bu tur etkiye drnektir.

3) Zincir kirici etki gosterenler: Zincirleme olarak devam
eden reaksiyonlari belli yerlerinden kirarak, oksidan etkiyi durdururlar.
Bunlara 6rnek olarak, bazi vitaminler, mineraller, hemoglobin, Urik asit,
bilirubin ve albumin verilebilir.

4) Onarici etki gosterenler: Bu grupta DNA tamir enzimleri

ve metiyonin sulfoksit reduktaz 6rnek gosterilmektedir.
2.3.6.1. Nonenzimatik Yapida Olan Antioksidanlar:

Ekzojen Kaynakli Nonenzimatik Antioksidanlar: B-karoten,
vitamin C ve vitamin E. Endojen Kaynakli Nonenzimatik Antioksidanlar:
Hemoglobin, ferritin, miyoglobin, Urik asit, bilirubin, laktoferrin, transferrin,

melatonin, askorbik asit, albumin ve glutatyon.
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2.3.6.1.1. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (y-glutamilsisteinilglisin), dusuk molekdl agirlikl
onemli bir tripeptiddir. Glutatyon hicrelerde en ¢ok bulunan protein disi
endojen tioldur. Doku GSH duzeyi sadece senteze katllan enzimler
tarafindan duzenlenmez, tiol iceren aminoasitlerin yeterince olmasi da

oldukca dnemlidir ”’.

GSH, tim memeli hicrelerinde bol miktarda (0.5-10 mM)
sentezlenir. Bu sentez iki basamakta gergeklesir. Birinci basamakta, y-
glutamilsistein sentetaz enzimi GSH'In prekursér amino asitleri olan
glutamat ve sisteinden, y-glutamilsisteinin olusumunu katalizler. ikinci
basamakta ise, glutatyon sentetaz, glisin ve y-glutamilsisteinden
glutatyonu olugturur. GSH negatif geri besleme ile glutamilsistein olusum
hizin1 ve boylelikle kendi sentezini de denetler. Bu sentezde bir molekul
GSH icin 2 molekiil ATP'nin hidrolizi gerekir 8.

in vivo sentezlenebilen ve ince bagirsaktan kismen
emilebilen GSH endojen ve eksojen bir antioksidandir. Glutatyon, GSH
transferaz ve peroksidazlar igin bir substrat olup ksenobiyotik ve reaktif
oksijen tlrlerinin detoksifikasyonuna katilir. Ayrica, antioksidan etkili C ve

E vitaminleri (izerinde orta diizeyde koruyucu etkiye sahiptir 2.

GSH eksikligi hucre oélumine yol acar. Karaciger iki GSH
havuzuna sahiptir. Birincisinin yari omru 2-4 saat ve sitozoliktir, ikincisinin
yarl dmrii 30 saattir ve mitokondriyaldir. Okaryotik hiicrelerde GSH’nin
%90’1 sitozolde, %10’u mitokondride, ¢ok azi da endoplazmik retikulumda
bulunur "°. GSH oksidasyonu, apopitotik siirecin erken olarak metabolik
sinyal gibi davranabilir . GSH, DNA sentezinde ve hasarli DNA

parcalarinin onarilmasinda, metabolik fonksiyonlarin yerine getiriimesinde,
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zehirli maddelerin inaktif hale donusturilmesinde ve serbest radikallerin

olasi hasarlarinin énlenmesinde gérev yapmaktadir ®'.
2.3.7. Enzimatik Yapida Olan Antioksidanlar:
2.3.7.1. Superoksit Dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1)

SOD, O™ radikalinin H,0O, ’ye dismutasyonunu katalizleyen
bir metaloproteindir. Hucredeki superoksit duzeyleri kontrol etmede 6nemli
bir rol oynar. Hucre i¢i serbest radikal Uretimine kargi ilk enzimatik
savunma sistemidir. O, bagl bagina toksik olmamasina ragmen biyolojik
membran ve diger hicre komponentlerinden elektron kopararak serbest
radikal zinciri reaksiyonlarina neden olabilir, bu nedenle O, ’'nin kontrol
altinda tutulmasi hucre igin sarttir. 2 molekul O,™ ’yi 2 molekul proton ile

reaksiyona sokarak H,O'e dénistirir 8.

SOD

O, " +0, " + 2H —— » H>O, + O
3 farkl stiperoksit dismutaz enzimi bulunmaktadir:

1. Aktif bolgesinde Cu*® ve Zn*? iceren siiperoksit
dismutazlar, tum Okaryotik hucrelerin sitozolinde bulunur. Memeli
hicrelerindeki Cu, Zn iceren SOD’larin (Cu-ZnSOD) molekdl agirligi
32000 daltondur. iki protein alt birimi icerir. Herbir altbirim aktif kisminda
bir bakir ve bir c¢inko icerir. Bu enzimlerin aktivitesinden bakir,

stabilitesinden ise ginko sorumludur &.
2. Aktif bolgesinde manganez iceren SOD’lar prokaryot ve

Okaryotlarin mitokondrisinde bulunur. MnSOD, 6 nolu kromozomda
lokalizedir. Mitokondriyal MnSOD, sitozolik Cu-ZnSOD gibi siyanidle inhibe
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olmaz "'. MnSOD’lar bakterilerden yuksek yapili organizmalara kadar pek
¢ok kaynaktan izole edilmistir. Yuksek yapili organizmalardan elde edilen

tim MnSOD’lar tetramerdir ve alt birimde 1.0 Mn*? iyonu igerirler %%,

3. Aktif bolgesinde demir igceren SOD’lar prokaryotlarda
bulunur. FeSOD’lar daha ¢ok prostatik grup olarak demire gereksinen
bakterilerde bulunur. FeSOD’lar da MnSOD’lar gibi CN" ile inhibe
olmamaktadir. Ayrica hicre disi sivilarda ¢ok az miktarda glikoprotein
yapisinda EC-SOD bulundugu tespit edilmistir. Bu sebepten dolayi hiicre
disi sivida bulunan O2 radikalinin eritrosit membranina penetre

oldugunda enzimatik olarak dismutasyona ugradigi gdsterilmistir 5.

2.3.7.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx; EC.1.11.1.9) ve Glutatyon
Rediiktaz (GR; EC.1.6.4.2)

GPXx, lipit peroksitlerini daha az toksik yag asitlerine indirger.
Kofaktor olarak GSH’I kullanmaktadir.
GPx
ROOH + 2GSH » ROH + GSSG + H,O

GPx, hucrede H>O2'nin temizlenmesinden sorumlu iki
enzimden biri olup diger enzim ise katalazdir. Glutatyon-GPx sistemi
H.O2'nin H,O’ya indirgenmesini katalizlerken organik hidroperoksitleri de

parcalamaktadir .

Genel olarak GPx'in H;O2'e karsi en belirgin savunma
sistemi oldugu dusunulmektedir. Tetramerik yapida olan enzim en ¢ok
karaciger ve eritrositte aktif olarak bulunmaktadir. Kalp, akciger ve beyinde
orta, kasta ise duslk aktivitede bulunur. %60-75’i stoplazmada, %25-40’1
mitokondride yer alir. Selenyuma bagimli ve bagimsiz iki tipi mevcuttur.

Selenyuma bagimli olan GPx (Se-GPx) sitozol ve mitokondride
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bulunmaktadir ve hem H,O, hem de lipit hidroperoksitleri metabolize eder.
Selenyumdan bagimsiz olan GPx (non-Se GPx) ise sadece lipit
hidroperoksitleri metabolize eder. Bu fonksiyonu ile lipit

peroksidasyonunun baslamasini ve ilerlemesini dnlemektedir .

GR; hucresel GSH redox siklusundan sorumlu olup endojen

% GPx peroksitleri

peroksitlerin  detoksifikasyonu i¢cin  onemlidir
temizlemek igin hidrojen dondru olarak GSH’a ihtiya¢g duymaktadir. Okside
formu olan GSSG, glutatyon rediktaz ile yeniden glutatyona
donugmektedir. Gerekli olan NADPH pentoz fosfat yolundan

saglanmaktadir &.

2 GSH

NADP* ROOH veya H,0,

Glutatyon reduktaz Glutatyon peroksidaz

NADPH + H*
I GSSG

ROH veya H,O

Glukoz 6-fosfat

Glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz

Glukoz

Sekil 7: Glutatyon Peroksidaz ve Glutatyon Rediiktazin Katalizledigi

Reaksiyon.
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2.3.7.3. Glutatyon S-Transferaz (GST; EC 2.5.1.18)

Okaryotik hiicrelerin sitozollerinde bulunan dimerik yapida bir
enzimdir. GST’lerin homo ve heterodimerik ¢ok farkli yapilari ve izoenzim
formlarinin bulundugu bilinmektedir. izoenzim dagiimlariyla ilgili belirgin
bireysel farkhliklar goértulmektedir. Karaciger basta olmak Uzere bodbrek,

adrenal, akciger, eritrosit, plasenta, testis, iskelet ve kalp kasinda bulunur
88

Basta arasidonik asit ve lineloat hidroperoksitleri olmak tzere
lipid peroksitlerine kargi GST’ler selenyum bagimsiz glutatyon peroksidaz

aktivitesi gostererek bir savunma mekanizmasi olustururlar.

GST
ROOH + 2 GSH ——» GSSG + ROH + H,O

GST enzimleri katalitik ve katalitik olmayan c¢ok sayida
fonksiyona sahiptirler. Hem detoksifikasyon yaparlar hem de hucre igi
baglayici ve tasiyici rolleri vardir. Katalitik olarak; yabanci maddeleri
glutatyondaki sisteine ait —SH grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik
bdlgelerini nétralize ederler ve Urinidn daha fazla suda ¢ézinir hale
gelmesini saglarlar. Olusan bu GSH konjugatlari bdylece organizmadan
atilabilir. GSH'dan glutamat ve glisinin koparilmasindan sonra sisteinin
serbest amino grubu asetillenerek merkapturik asitlere donutsturalir.
Ksenobiyotiklerin klasik atilim trunleri olan bu merkapturik asitler, yani N-
asetil sisteinin S-alkile olmus turevleri, daha sonra safra ile atilirlar. Bu yol,
GST’lerin kanserojen, mutajen ve diger zararli kimyasallarin htcre igi
detoksifikasyonunda rolleri oldugunu godsterir. Metabolize edilmeyen
lipofilik-hidrofobik pek c¢ok bilesigi baglamalari ise bu enzimlerin hiicre
icinde sinirli ¢ézundrlige sahip molekdller igin depo ve tasima rolu

(istlendigini gosterir 5°.
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2.3.7.4. Katalaz (CAT EC 1.11.1.6)

Peoksizomlarda lokalize, dort tane hem grubu bulunan
hemoproteindir. Karaciger, bobrek ve eritrositlerde aktivitesi yuksektir.

H,0O,'i oksijen ve suya parcalar %.

Katalaz
2 H,0, V 2 H,O + O,

Ayni zamanda fenol ve alkollerin de detoksifikasyonunu
saglayan katalaz; hidrojen peroksitin fenton reaksiyonlari ile demir ve bakir

iyonlari tarafindan reaktif hidroksil radikaline déniisiimiinii engeller °'.
2.3.7.5. Paraoksonaz/Arilesteraz

Enzim aktivitesini dlgmek icin en sik kullanilan paraokson
substratindan dolayi paraoksonaz (arildialkilfosfataz, E.C.3.1.8.1.) olarak
isimlendirilmigtir. Paraoksonaz (PON1), hem aktivite hemde stabilite icin
kalsiyuma htiyag duyar. Bu o0zellik PON1'1 diger A-esterazlardan
ayirmaktadir. Clink(i diger esterazlar aktiviteleri icin Co** Mn*, Mg*?a
ihtiyac duyarlar %2. insan serum PON1’I kalsiyum bagimli anti-aterojenik
Ozellikleri olan organofosfat ve lakton gibi esterleri hidrolize eden bir

enzimdir %3,

Paraoksonazin fizyolojik roli tam olarak bilinmemekle birlikte
plazma dusUuk dansiteli lipoproteinlerdeki okside lipidlerden, bakteri
endotoksinlerinden, toksik organofosfatlar gibi toksik ajanlarin
olusturabilece@i hicresel hasara karsi énemli koruyuculuk goérevi yapar
9495 Bir organofosfat olan paraokson PON tarafindan sekil 8 de gorildiigi

gibi hidroliz olur %.
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Sekil 8: Paraoksonaz Tarafindan Paroksonun Hidrolizi %.

In situ hibridizasyon c¢alismalarinda paraoksonaz geninin
insanlarda 7. kromozomun uzun kolu q21-q22 lokusunda lokalize oldugu

gosterilmistir ¥7.

Paraoksonaz gen ailesinin PON1, PON2 ve PON3 olmak
lizere (¢ Uyesi vardir. insan genomu, PON2 ve PON3 olarak adlandirilan
iki PON1 benzeri gen icerir. insan PON1 ve PON2 her birinin dokuz
eksonu bulunur. PON1 geni, PON2 ve PON3 genine bitigik yerlesimlidir.
Genlerin yapisal benzerlikleri olduk¢a fazladir ve bir evrimsel rekirsérden
gen duplikasyonu ile olusmuslardir. Bazi memeli turleri iginde PON1,
PON2, PON3 aminoasit dizilimlerinde ve nukleotit dizilimlerinde 6zdeslik

gostermektedir *.
2.3.7.5.1. insan Serum Paraoksonazinin Ozellikleri

Saflastiriimis PON1, yaklasik 43000 dalton molekul agirhgi
olan glikolize bir proteindir. Her molekul U¢ seker bagi igermekte ve her
molekulin total agirhginin  %15.8’ini  karbonhidrat olusturmaktadir.
izoelektrik noktasi 5.1°dir % %°. Protein kismi ise (g sistein kalintisi iceren
354 aminoasitten olusmustur. Aminoasit bilesimi yUksek 10sin icerigi
disinda bir ézellik gdstermez %°. Saflastiriimis aktif PON1 yapisinda Cys-
41 ve Cys-352 arasinda intramolekuler disulfit bagi ile 283 serbest sistein
olmak Uzere sadece 3 sistein rezidusu bulunur. 283. konumdaki serbest

sistein kalintisi enzimin aktif merkezine yakin bélgede bulundugu ve bu
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bélgenin substrata baglanma icin gerekli oldugu disiinilmektedir '%.

Sistein reziduleri, PON1 aktivitesi icin gerekli bir bilesendir. Sistein, sulfidril
reajanlari tarafindan baskilanmig PON1 aktivitesini tersine g¢evirmektedir
190 'E52 ve D53 gibi kalsiyum ligandlari veya W280 gibi substrat baglayan
yerler veya nukleofilik yerler olarak etki gosteren esansiyel aminoasit

rezidUleri PON1’in etkin yerlerinin bir pargasidir 101,

Paraoksonaz, serumda spesifik olarak HDL Uzerinde lokalize
ve aktivitesi kalsiyuma bagimli bir enzimdir. Kalsiyum, enzimin hem
aktivitesi hem de stabilitesi igin gerekmektedir. Kalsiyum direkt olarak
katalitik reaksiyonda yer alarak veya aktif alanin uygun konformasyonda

tutulmasini sadlayarak aktif alanin korunmasinda gérev alir '%.

Paraoksonazin bir 6zelligi hidrofobik N terminal sinyal peptidi
bdlgesinin olmasidir. N terminal bolgesi aracihdiyla HDL'deki fosfolipidlere
baglanir. PON1’infosfolipidlere baglanmasi ve stabilizasyonunda apo A1

% jnsan serum arilesteraz (ARE) ve PON1 aktivitesi bazi

rol oynar
aromatik asit esterleri ve organofosfatlarin buyuk bir kismini hidrolize etme

Ozelligi olan tek bir enzim tarafindan katalizlienmektedir .
2.3.7.5.2. PON1 ve Oksidatif Stres

PON1‘in, LDL'nin hicre kaynakli oksidasyonuna karsi

% PON1, lipid peroksitlerinin aterojenik

koruyucu oldugu gosterildi
etkilerini nétralize ederek hiicre membranlarini koruyucu etki gosterir '%.
PON1in  bunu nasil  yaptiginin  mekanizmasi tam  olarak
aciklanamamasina ragmen  calismalarda PON7in  antioksidan
kapasitesinde 284. pozisyondaki serbest sisteinin rol oynadigi bildirilmistir.
Yapilan bir galismada sistein 284’de mutasyon olan PON1’in, LDL'yi
oksidasyona karsi koruyucu olmadigini gostermislerdir. HDL bagimli

PON7’in yalmz LDL oksidasyonunu degil, ayni zamanda HDL
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oksidasyonunu da engelledi§i gdsterilmistir’®. PON1T’in lipoprotein
kaynakli fosfolipid peroksitlerinde ve kolesterol ester peroksitlerinde
bulunan O ve P arasindaki ester bagini hidroliz edebildigi gdsterilmistir '”.
Paraoksonazin fosfotidilkolinleri hidroliz etme kapasitesi, okside LDL’deki
kolesteril linoleat hidroperoksitleri ve hidroksitleri indirgemesi nedeni ile
peroksidaz benzeri aktivitesi oldugu bildirilmigtir '. LDL izerine PON1’in
antioksidan etkisi endotel hucrelerine monosit adezyonunu ve okside
fosfolipidlere baglanan makrofaj kemotaksisini azalttigi bildirilmistir '°°.
Yapilan calismalarda paraoksonaz dizeyi ile oksidatif stres arasinda

karsilikli bir iliski oldugu ileri striilmstir '*°.
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3. GEREG VE YONTEM

Bu calismada Ankara Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Hematoloji poliklinigine gelen, tanilari asagida belirtilen kok
hidcre transplantasyonu karari verilen hastalarin kan ornekleri alinip
Ankara Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Arastirma Laboratuvarinda calisiimistir. Calisma icin Gazi Universitesi Tip
Fakulltesi Yerel Etik Kurulundan bilimsel arastirma izni alinmis olup, bu
calisma Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) birimi
(01/2010-60 No’lu Proje) tarafindan desteklenmistir. Toplam 61 hasta ve
36 kontrol grubuna ait serum degerleri c¢alisildi. Hastalik tanilari; akut
myeloid |6semi (5), akut lenfoblastik I6semi (2), multiple myeloma (16),
agir aplastik anemi (7), Non hodgkin lenfoma (8), Hodgkin lenfoma (19),
kronik lenfoblastik 16semi (1), myelodisplastik sendrom (mds) (2) ve kronik
myeloid 16semi (1) olmak Uzere 61 hastadir. Otolog hastalar 10 kadin ve
21 erkektir. Allojenik hastalar 10 kadin ve 20 erkekten olusur. Otolog
median 41 (20-66) yastir. Allojenik median 27 (16-64) yastir. Kontrol grubu
median 35 (17-58) yastir.

3.1. Deney Gruplari

Serumlar deney gunune kadar -80°C de saklanmigtir.
Serumda MDA, demir, ferritin ve demir baglama kapasitesi dizeyleri,
katalaz, GPx, GST, paraoksonaz ve arilesteraz aktiviteleri Olculmustir.
Serum demir, demir baglama kapasitesi ve ferritin dizeyleri Gazi
Universitesi Klinik Biyokimya Laboratuarinda galisildi. Diger parametreler
arastirma laboratuarinda gergeklestirildi.

3.2.Kullanilan Aletler

- Hassas terazi( Schimadzu, Libror, AEG 220 )
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- Vorteks (Heidolf Reax 200)

- Santrifuj (Hermle Z 380K )

- Santriftj (Damon IEC, B-20A Hermle Z 323 K, sogutmali Germany)
- Spektrofotometre(Schimadzu, UV1601 )

- pH metre (Jenway)

3.3. Yontemlerin Uygulanmasi:

3.3.1. Serum Malondialdehit (MDA) Analizi

Serum MDA diizeyleri Yoshioka ve arkadaslarinin "’
tarifledikleri yonteme gore analiz edildi. Yontemin temel ilkesi serumdaki
proteinlerin trikloroasetikasit (TCA) ile ¢oktlrilmesinden sonra MDA’nin

TBA ile olusturdugu kompleksin kolorometrik olarak 6lgimune dayanir.

Kullanilan Reaktifler:

% 20 Trikloroasetik asit (TCA) : Distile su icinde hazirlanmistir
% 0.67 Tiobarbiturik asit (TBA) : Distile su iginde hazirlanmigtir

n butanol.

Tablo 4: Serum MDA Tayini

Numune Standart 1 Standart 2 Standart 3

Standart - 250 pl 125 pl 62,5 pl
Distile su - - 125 pl 187,5 ul
Numune 250 pl - - -

TCA 1.25 ml 1.25 ml 1.25 ml 1.25 ml
TBA 0.5ml 0.5ml 0.5ml 0.5ml

Tiipler 30 dakika, 95 °C’de su banyosunda kaynatilmistir.

Bundan hemen sonra ornekler sogutularak ,

Butanol 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml
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Daha sonra 3000 rpm’de 5 dakika santriflj edilip Ust faz 532

nm.’de butanole karsi okunmustur.

MDA standart olarak 1,1°,3,3’ tetraetoksi propan
kullanilarak standart grafik elde edilmis (grafik 1) ve drneklerin absorbans

degerlerinin nmol/ml cinsinden MDA miktari saptanmistir.

y=0,0248x +0,0017

Serum MDA Standart Grafigi R = 0,9948

0,6 -
N /

204

g /

; 0,3 /

2

202 /

0,1

0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

MDA (nmol/ml)

Grafik 1: Serum MDA Standart Grafigi
Sonuglar nmol/ml cinsinden verilmistir.
3.3.2. Serum Glutatyon Peroksidaz (GPx) Analizi :

Glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia DE, Valentina ve
arkadaslarinin "2 metoduna gére tayin edilmisti. Bu metotda GSSG
olusum hizi 340 nm dalga boyunda, NADPH’In NADP’ye donmesi sonucu
karigsimin optik dansitesinde azalma ile tayin edilmektedir.

Kullanilan Reakstifler :
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NADPH : 3 mM tampon ile hazirlanir.

NaN;:2 M

H203: % 30 luk stoktan 100 mM olarak, tamponda hazirlanir.

GSH : 150 mMolacak sekilde tamponda hazirlanir.

Glutatyon Rediktaz : (200 U/mg protein) 1N(NH42SO, ile 10 kat

seyreltilerek kullanilir.
Deneyin Yapiligi:
Spektrofotometre 340 nm ‘ye ayarlanip, distile suya karsi

sifirlanmigtir.

Tablo 5: Serum GPx Tayini

Numune

Fosfat tamponu + 5SmM EDTA 2635 pl
NaN; 30 pl
GSH 100 pl
NADPH 100 pl
Glutatyon Rediiktaz 10 pl

Numune 25l

H20, 0,100

H,O, ilave edilerek reaksiyon basglatiimis, 3 dakika boyunca
340 nm dalga boyunda numune absorbans azalmasi izlenmigtir.
Dakikadaki absorbans degisimi hesaplanmistir. NADPH i¢cin molar
absorbsiyon katsayisi olan € =6.22 x 10° mM™" cm™ kullanilarak AA= an,
.AC.1 formulune gore dakika basina okside olan NADPH hesaplanmigtir.

Glutatyon peroksidaz aktivitesi nmol/dak/ml olarak verilmistir.
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3.3.3. Serum Glutatyon-S-Transferaz Aktivitesinin Olgiimii

Glutatyon-S-transferaz aktivitesi, Habig ve arkadaslarinin ",
GSH ile 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)'nin 340 nm’de absorbans artisi
ile izlenebilen bir konjugasyonla tioeter bagi olusturmasina dayanan

metodu ile galigiimigtir.

Kullanilan Reaktifler:

CDNB: 25 mM (saf etanolde ¢ozullr)

GSH: 25 mM (tamponda ¢ozulir)

Fosfat Tamponu : 100 mM pH:6 Na;,HPO4/KH,PO4

Deneyin Yapilisi:
Serumdan GST aktivitesi ¢alisiimistir (tablo 6).

Tablo 6: Serum GST Tayini

Numune
Fosfat Tamponu 1850 pl
CDNB 50 pl
GSH 50 pl
Numune 50 ul

Spektrofotometre distile su ile sifilanmigtir. Absorbans artigi
kore karsi 25°C’de 5 dakika boyunca izlenmistir. CDNB ic¢in molar
absorbsiyon katsayisi olan € = 9,6 mM'ecm™ kullanilarak hesap yapilmistir.
1 Unite GST aktivitesi 25°C’de ve pH:6,5de dakikada 1 pmol Uriin
olusturan enzim miktari olarak tanimlanmigtir. Sonuglar pmol/dk/ml olarak

verilmigtir.
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3.3.4. Serum Katalaz Aktivitesi Tayini :

Serum katalaz aktivitesi Aebi ve arkadaslarinin®

metoduna gore ¢aligiimigtir.

Kullanilan Reaktifler:

Fosfat Tamponu : 50 mMpH:7Na;HPO4/KH,PO4

H,0, Cozeltisi : %30 luk H,O,

Tamponlanmis H;0, Cozeltisi : 50 mM pH:7fosfat tamponunun

icinegdzeltiabsorbansi ortalama 0,500 olacak sekilde %30 Iluk H20;

katilarak hazirlanir.

Deneyin Yapihisi:

Serumdan katalaz aktivitesi ¢alisiimistir (tablo 7).

Tablo 7: Serum Katalaz Tayini

Numune
Tamponlanmis H,0; Cozeltisi 2995 ul

Numune 5ul

Kor olarak,icinde H,O, olmayan fosfat tamponu kullanilir.
Numune eklenir eklenmez kuvet alt Ust edilip absorbans degisimi 240 nm
de 5 dk takip edilir. Dakikadaki absorbans azalmasi hesaplanir. H2O; igin
molar absorbsiyon katsayisi olan € = 0,040 mM'cm™ kullanilarak hesap
yapilmistir. Serumdan da protein tayini yapilarak sonuglar pmol/dk/ml

olarak verilmigtir.

44



3.3.5. Paraoksonaz ve Arilesteraz Aktivitesinin Tayini

Paraoksonaz aktivitesinin 6lgimu, sentetik substrat olarak
kullanilan paraoksonun enzimatik hidrolizi sonucu olusan p-nitrofenoliin
spektrofotometrik olarak élciilmesi esasina dayanir %°. Paraokson substrati
ile PONT’in paraoksonaz aktivitesinin saptanmasinda kullanilan yéntemin

tepkimesi asagida verilmigtir:

HaC Q H3C o
I FParaoksonaz
LO—E—D—@—ND}; —_———— '\—O—” OH + HU—@—NUE
+Hz20

P—
I\CH:; I\ P-Mitrofenol

CHs
Dietil p-nitrotenil fastat

Sekil 9: PON1’in Paraoksonaz Aktivitesi.

Paraoksonaz aktivitesi 2.5 mM CaCl, ve 1 M NaCl igceren 0.1
M Tris-HCI (pH 8.5) tamponu icinde o&lguldi. Tepkime ortamina uygun
miktarda serum oOrnegi eklendikten sonra, son konsantrasyonu 1.2 mM
olacak sekilde paraokson (Sigma) ilavesi ile tepkime baglatildi ve olusan
tepkime UrlnU 4-nitrofenol 412 nm’de spektrofotometrik olarak oOlculdu.
P-nitrofenol icin molar absorbtivite katsayisi €412= 18000 M cm™ olarak
alindi. Paraoksonaz aktivitesinin bir birimi (bir Unite paraoksonaz), bu
Olcim kosullarinda dakikada bir nmol paraoksonu hidroliz eden enzim
miktari olarak tanimlanmis ve enzim aktivitesi nmol/dak/ml (U/ml) seklinde
ifade edilmistir.  Arilesteraz aktivitesi, substrat olarak kullanilan
fenilasetatin enzimatik hidrolizi sonucu olusan fenolin 270 nm’de
spektrofotometrik olarak modifiye metodlar kullanilarak olgulmesi esasina

96,115

dayanir . Fenilasetat substrati ile PON1’in arilesteraz aktivitesinin

saptanmasinda kullanilan yontemin tepkimesi asagida verilmigtir:
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O\ /L PONI /L
o~ © +HO OH

Asetik asit
Fenil Asetat Fenol

Sekil 10: PON1?’in Arilesteraz Aktivitesi.

Arilesteraz aktivitesi 0.9 mM CaCl, iceren 10 mM Tris-HCI
(pH 8) tamponu iginde dlguldl. Tepkime ortamina uygun miktarda serum
eklendikten sonra, son konsantrasyonu 3.6 mM olacak sekilde fenilasetat
(Merck) ilavesi ile tepkime baglatildi. Tepkime sonunda olugsan fenol 270
nm’de spektrofotometrik olarak olg¢uldd. Fenol icin molar absorbtivite
katsayisi €270= 1310 M cm™ olarak alinmistir. Arilesteraz aktivitesinin
bir Gnitesi bu 6lcim kosullarinda dakikada bir mikromol fenilasetati hidroliz
eden enzim miktari olarak tanimlanmis ve enzim aktivitesi pymol/dak/ml
(U/ml) seklinde ifade edilmistir. Paraoksonaz ve arilesteraz enzimlerinin
aktiviteleri, yukarida verilen deney ortamlari kullanilarak paraoksonaz
aktivitesi icin pH 8.5 ve 37 °C, arilesteraz aktivitesi icin pH 8 ve 25 °C’de
Olguldu. Paraoksonaz aktivitesi Olgulerek yapilan kinetik ¢caligmalarda, son
hacmi 1 ml olan dlgiim ortami 2 mM CaCl, ve 1 M NaCl igceren 0.1 M Tris-
HCI tamponu (pH 8.5), 0-2 mM arasinda paraokson ve uygun maktarda
enzim icermekteydi. Spektrofotometrede 37 °C’de 3 dakika inkliibe edilen
aktivite karisimina paraokson substratinin pipetlenmesi ile baslatilan
tepkime, 3 dakika sureyle izlendi. Arilesteraz aktivitesi Ol¢llerek yapilan
kinetik calismalarda da, son hacmi 1ml olan tepkime ortami 0.9 mM CaCl2
iceren 10 mM Tris/HCI tamponu (pH 8), 0-3.6 mM arasinda fenilasetat ve
uygun miktarda enzim icermekteydi. Spektrofotometrede 25 °C’'de 3
dakika inkibe edilen aktivite karisimina fenilasetat substratinin
pipetlenmesi ile baslatilan tepkime, 3 dakika slreyle izlendi. Butin

bulgular U¢ olgimun ortalamasi olarak degerlendirildi.
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3.4. istatistiksel Degerlendirme:

istatistiksel hesaplamalar, istatistik paket programi SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences Program, for windows 16.0)
ve Microsoft Excel (for windows XP) programlari ile yapilmistir.
Degerlendirmede Kruskal-Wallis varyans analizi ve gruplar arasindaki
farklihgr tespit etmek icin Mann-Whitney U testi kullaniimistir. Ayrica
gruplar spearman korelasyon analizine tabi tutulmustur. TUm sonuglar
tablo ve grafiklerde ortalama * standart hata olarak verilmistir. p<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.
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4. BULGULAR
Gruplara ait serum MDA, Demir, Demir Baglama ve Ferritin
duzeyleri ile Paraoksonaz, Arilesteraz, GSH-Px, GST ve Katalaz enzim

aktivitelerinin istatistiksel sonuglari tablo 8 'de sunulmustur.

Tablo 8: Hasta ve Kontrol Grubu Serum MDA, Demir, Demir Baglama
Kapasitesi ve Ferritin dlizeyleri ile Paraoksonaz, Arilesteraz, GSH-Px,

GSTve Katalaz Enzim Aktiviteleri istatistik Sonuglari.

(ortalama + standart hata = X +SE)

Biyokimyasal Grup 1 Grup 2
Parametreler (Kontrol) (Hasta)
MDA (nmol/ml serum) 6.72+0.25 7.71+0.23

GPx (nmol/dk/ml)

1197.71 £ 28.13

1120.64 + 31.41

GST ( pmol/dk/ml)

68.02 +2.72

68.03 £ 2.35

Katalaz (umol/dk/ml)

1035.76 + 69.77

937.19 £ 75.69

Arilesteraz aktivitesi

133.78 £5.13 130.42 + 3.70
(umol/dk/ml)
Paraoksonaz aktivitesi

118.55 £9.25 90.51 +4.82
(nmol/dk/ml)
Demir Seviyesi

88.36 + 5.59 85.69 + 8.36
(ng/dL)
Demir Baglama

255.30 £ 13.63 282.38 £ 9.06

Kapasitesi ( pg/dL)

Ferritin ( ng/ml)

98.84 + 17.05

604.49 + 100.60
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4.1. Hasta ve Kontrol Grubu Serum MDA Duizeyleri

Serum MDA duzeyleri igin kontrol grubu ile hasta grubu
karsilastirildiginda MDA duzeylerinin hasta grubunda kontrol grubuna gore
daha yuksek goruldugu tespit edilmistir. Aralarinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmustur (p=0.004; p<0.05) (grafik 2).

MDA duzeyi
(nmol/ml)

Kontrol Hasta

Grafik 2: Hasta ve Kontrol Grubu Serum MDA diizeyleri (Ortalama *
Standart Hata).

Tablo 9: Hasta ve Kontrol Grubu Serum MDA diizeyleri (Ortalama *
Standart Hata)

MDA
(nmol/ml serum)
Kontrol 6.72 £ 0.25 n=36
Hasta 7.71%20.23 n=61
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4.2. Hasta ve Kontrol Grubu Serum Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi

Serum glutatyon peroksidaz aktivite dizeyleri
karsilastirildiginda kontrol grubuna gore hasta grubunda dugus tespit
edilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p=0.028; p<0.05). (grafik 3).
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Grafik 3: Hasta ve Kontrol Grubu Serum Glutatyon Peroksidaz
Aktivitesi (Ortalama * Standart Hata

Tablo 10: Hasta ve Kontrol Grubu Serum Glutatyon Peroksidaz
Aktivitesi (Ortalama * Standart Hata)

GPx
(nmol/dk/ml)

Kontrol 1197.72 £28.13 n=36

Hasta 1120.64 = 31.41 n=61




4.3. Hasta ve Kontrol Grubu Serum Glutatyon S Transferaz Aktivitesi

Serum GST aktivitesi i¢in kontrol ve hasta gruplari arasinda
onemli bir farktespit edilememis olup, istatistiksel anlamli fark
bulunmamistir (p=0.878; p>0.05 ) (grafik 4).

GST aktivitesi
(umol/dk/ml)
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Grafik 4: Hasta ve Kontrol Grubu Serum Glutatyon S Transferaz
Aktivitesi (Ortalama * Standart Hata)

Tablo 11: Hasta ve Kontrol Grubu Serum Glutatyon S Transferaz

Aktivitesi (Ortalama * Standart Hata)
GST

(mmol/dk/ml)

Kontrol 68.02 %272 n=36

Hasta 68.03 £2.35 n=61
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4.4. Hasta ve Kontrol Grubu Serum Katalaz Aktivitesi

Serum katalaz aktivitesi hasta gruplarda kontrole goére
azalmis olarak bulunmus ancak kontrol ve hasta gruplari arasinda aktivite

istatistiksel olarak anlamli gorulmemigtir (p=0.063; p>0.05) (grafik 5).
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Grafik 5: Hasta ve Kontrol Grubu SerumKatalaz Aktivitesi (Ortalama *

Standart Hata)

Tablo 12: Hasta ve Kontrol Grubu Serum Katalaz Aktivitesi (Ortalama
+ Standart Hata)

Katalaz (umol/dk/ml)

Kontrol 1035.76 £ 69.77 N=36

Hasta 937.19 £ 75.69 N=61
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4.5. Hasta ve Kontrol Grubu Serum Paraoksonaz Aktivitesi

grubuna gére énemli farkli bulunmustur. istatistiksel olarak anlamli fark

Serum paraoksonaz aktivite seviyesi hasta gruplarda, kontrol

tespit edilmistir (p=0.015; p<0.05) (grafik 6).

140 -

120

100 +

80
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Paraoksonaz (nmol/dk/ml)

Kontrol Hasta

Grafik 6: Hasta ve Kontrol Grubu SerumParaoksonaz Aktivitesi

(Ortalama * Standart Hata)

Tablo 13: Hasta ve Kontrol Grubu Serum Paraoksonaz Aktivitesi

(Ortalama * Standart Hata)

Paraoksonaz (nmol/dk/ml)

Kontrol

118.55 £ 9.25

N=

36

Hasta

90.51 £4.82

N=

61
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4.6.

onemli fark tespit edilmemistir (p=0.540; p>0.05) (grafik 7).

Hasta ve Kontrol Grubu Serum Arilesteraz Aktivitesi

Serum arilesteraz aktivite seviyesi kontrol ve hasta gruplarda
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Grafik 7: Hasta ve Kontrol Grubu SerumArilesteraz Aktivitesi

(Ortalama * Standart Hata)

Tablo 14: Hasta ve Kontrol Grubu Serum Arilesteraz Aktivitesi

(Ortalama * Standart Hata)

Arilesteraz (umol/dk/ml)

Kontrol

133.78 £5.13

N=36

Hasta

130.42 £ 3.70

N=61
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4.7.

karsilastinldiginda, gruplar arasi fark istatistiksel olarak anlamh

Hasta ve Kontrol Grubu Serum Demir Seviyesi

Serum demir seviyesi kontrol ve hasta grubu

bulunmustur (p=0.021; p<0.05) (grafik 8).
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Grafik 8: Hasta ve Kontrol Grubu SerumDemir Seviyesi (Ortalama *

Standart Hata)

Tablo 15 : Hasta ve Kontrol Grubu Serum Demir Seviyesi (Ortalama %
Standart Hata)

Demir (pg/dL)

Kontrol

88.36 £ 5.59

n=36

Hasta

85.69 % 8.36

n=61
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4.8. Hasta ve Kontrol Grubu Serum Demir Baglama Kapasitesi
Serum demir baglama kapasitesi kontrol ve hasta grubu

karsilastirildiginda, kontrol ve hasta grubu arasindaki fark 6nemlidir. Hasta

grubunda serum demir baglama kapasitesi yuksek bulunmustur. Fark

istatistiksel olarak anlamli goralmustur (p=0.015 ; p<0.05) (grafik 9).
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Grafik 9: Hasta ve Kontrol Grubu Serum Demir Baglama Kapasitesi
(Ortalama * Standart Hata)

Tablo 16: Hasta ve Kontrol Grubu Serum Demir Baglama Kapasitesi
(Ortalama * Standart Hata)

Demir Baglama Kapasitesi
(pgl/dL)
Kontrol 255.30 + 13.63 n=36
Hasta 282.38 + 9.06 n=61
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4.9. Hasta ve Kontrol Grubu Serum Ferritin Seviyesi

karsilastirildiginda, hasta grubunda énemli oranda artmistir. istatistiksel
olarak anlamli fark tespit edilmigtir (p=0.000; p<0.05) (grafik 10).

Serum ferritin seviyesi kontrol ve hasta grubu

Grafik 10: Hasta ve Kontrol Grubu Serum Ferritin Seviyesi (Ortalama

+ Standart Hata)
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Tablo 17: Hasta ve Kontrol Grubu Serum Ferritin Seviyesi (Ortalama *
Standart Hata)

Ferritin (ng/ml)

Kontrol

98.84 + 17.05

n=36

Hasta

604.49 + 100.60

n=61
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Tum gruplara ait kalp dokusu MDA, Demir. Demir Baglama
ve Ferritin dlzeyleri ile Paraoksonaz, Arilesteraz, GSH-Px, GST ve

Katalaz enzim aktivitelerinin istatistiksel sonuclari tablo 18’de sunulmustur.
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Tablo 18: Allojenik, Otolog ve Hasta Serum MDA, Demir, Demir

Baglama

Kapasitesi ve

Ferritin Duzeyleri

Paraoksonaz,

Arilesteraz, GSH-Px, GSTve Katalaz Enzim Aktiviteleri istatistik

Sonuglari.
(ortalama + standart hata = X £SE

Biyokimyasal

Parametreler

Grup 1 ( Kontrol)

Grup 2 (Allojenik)

Grup 3 (Otolog)

MDA

(nmol/ml serum)

6.72+0.25

7.43+0.33

7.93+0.32

GPx(nmol/dk/ml) 1197.72+28.13 1133.80+55.87 1110.87+36.36
GST
68.02+2.72 63.52+3.65 71.39+2.9
(umol/dk/ml)
Katalaz
1035.76+69.77 944.71+107.54 931.61+106.31
(Mmol/dk/ml)
Arilesteraz
aktivitesi 133.78+5.13 130.12+5.31 130.65+5.16
(Mmol/dk/ml)
Paraoksonaz
aktivitesi 118.55+9.25 92.29+7.94 89.18+6.08
(nmol/dk/ml)
Demir
o 88.36+5.59 118.81+£15.41 61.08+6.58
Seviyesi(ug/dL)
Demir Baglama
Kapasitesi 255.30+13.63 274.15+13.68 288.48+12.16
(Mg/dL)

Ferritin(ng/ml)

98.84+17.05

841.94+176.34

428.09+£109.51
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4.10. Allojenik, Otolog ve Hasta Serum MDA Duzeyleri

Serum MDA duzeyleri i¢in kontrol grubu ile allojenik ve otolog
grubu karsilastiriidiginda MDA duzeyleri hasta gruplarinda kontrol
grubuna gore yuksek bulunmustur. Aralarinda istatistiksel anlaml fark
tespit edilmistir (p=0.009; p<0.05) (grafik 11).

Kontrol grubu ile allojenik grup karsilastiriidiginda allojenik
grupta MDA yuksek bulunmustur. Ancak aralarinda istatistiksel olarak

anlamh fark bulunmamistir (p=0.067; p>0.05).

Kontrol grubu ile otolog grubu karsilastirildiginda, otolog
grubunda MDA duzeyi yuksek bulunmustur. Aralarinda istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmustur (p=0.003; p<0.05).

Allojenik grup ile otolog grup arasinda istatistiksel anlamli

fark bulunmamistir (p=0.274).

MDA (nmol/ml)
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A S I
64
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Kontrol Allojenik Otolog

Grafik 11: Allojenik, Otolog ve Hasta Serum MDA diizeyleri (Ortalama
+ Standart Hata).
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Tablo 19: Allojenik, Otolog ve Hasta Serum MDA diizeyleri (Ortalama
+ Standart Hata)

MDA
(nmol/ml)

Kontrol 6.72 £0.25 n=36

Allojenik 7.43+0.32 n=26

Otolog 7.93 £0.32 n=35

4.11. Allojenik, Otolog ve Hasta Serum Glutatyon Peroksidaz
Aktivitesi

Serum glutatyon peroksidaz dizeyleri igin kontrol grubu ile
allojenik ve otolog grubu karsilastirildiginda glutatyon duzeyleri hasta
gruplarinda kontrol grubuna goére dusuk bulunmustur. Aralarinda
istatistiksel anlamli fark tespit edilmemistir (p=0.089; p>0.05) (grafik 12).

Kontrol grubu ile allojenik grup karsilastiniidiginda allojenik
grupta glutatyon peroksidaz seviyesi dusuk bulunmustur. Ancak aralarinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0.086; p>0.05).

Kontrol grubu ile otolog grubu Kkarsilastiriimis. Otolog
grubunda glutatyon peroksidaz duzeyi dusuk bulunmustur. Aralarinda

istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir (p=0.045; p<0.05).

Allojenik grup ile otolog grup arasinda istatistiksel anlamh fark

bulunmamistir (p=0.884).
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Grafik 12: Allojenik, Otolog ve Hasta Serum Glutatyon Peroksidaz
Aktivitesi (Ortalama * Standart Hata)

Tablo 20: Allojenik, Otolog ve Hasta Serum Glutatyon Peroksidaz
Aktivitesi (Ortalama * Standart Hata)

Glutatyon Peroksidaz
(nmol/dk/ml)

Kontrol 1197.72 + 28.13 T=ES
Allojenik 1133.78 + 55.87 npet
Otolog 1110.87 + 36.36 TREE
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4.12. Allojenik, Otolog ve Hasta Serum Glutatyon S Transferaz
Aktivitesi

Serum glutatyon s transferaz dlzeyleri icin kontrol grubu ile
allojenik ve otolog grubu karsilastirildiginda glutatyon s transferaz

diuzeyleri arasinda istatistiksel anlamli fark tespit edilmemigstir (grafik 13).

Kontrol grubu ile allojenik grup karsilastiniidiginda allojenik
grupta glutatyon s transferaz seviyesi disik bulunmustur. Ancak
aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0.275;
p>0.05).

Kontrol grubu ile otolog grubu karsilastiriimig. otolog grupta
glutatyon s transferaz duzeyi yluksek bulunmustur. Aralarinda istatistiksel

olarak anlamh fark bulunmamistir (p=0.264; p>0.05)

Allojenik grup ile otolog grup arasinda istatistiksel anlamli
fark bulunmamistir (p=0.101; p>0.05).
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Grafik 13: Allojenik, Otolog ve Hasta Serum Glutatyon S Transferaz
Aktivitesi (Ortalama * Standart Hata)

Tablo 21: Allojenik, Otolog ve Hasta Serum Glutatyon S Transferaz
Aktivitesi (Ortalama * Standart Hata)

Glutatyon S Transferaz
GST (umol/dk/ml)

Kontrol 68.01 £ 2.72 =
Allojenik | 63.51%3.65 =2
Otolog 71.39 +2.99 =g
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4.13. Allojenik, Otolog ve Hasta Serum Katalaz Aktivitesi

Serum katalaz duzeyleri igin kontrol grubu ile allojenik ve
otolog grubu Kkarsilagtirildiginda katalaz duzeyleri hasta gruplarinda
kontrol grubuna gore dusuk bulunmustur. Aralarinda istatistiksel anlamli

fark tespit edilmemistir (grafik 14).

Kontrol grubu ile allojenik grup karsilastiriidiginda allojenik
grupta katalaz seviyesi dusuk bulunmustur, ancak aralarinda istatistiksel

olarak anlamli fark gdézlenmemistir (p=0. 169; p>0.05).
Kontrol grubu ile otolog grubu karsilastiriimig, otolog grupta
katalaz duzeyi dusuk bulunmustur. Aralarinda istatistiksel olarak anlaml

fark gorulmemistir (p=0.079; p>0.05).

Allojenik grup ile otolog grup arasinda istatistiksel anlamli
fark bulunmamistir (p=0.930; p>0.05).
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Grafik 14: Allojenik, Otolog ve Hasta SerumKatalaz Aktivitesi
(Ortalama * Standart Hata)

Tablo 22: Allojenik, Otolog ve Hasta Serum Katalaz Aktivitesi
(Ortalama * Standart Hata

Katalaz ( pmol/dk/ml)

n= 36

Kontrol 1035.76 £ 69.77
n= 26

Allojenik 944 71 £ 107.54
n= 35

Otolog 931.61 + 106.31




4.14. Allojenik, Otolog ve Hasta Serum Paraoksonaz Aktivitesi

Serum paraoksonaz duzeyleri i¢in kontrol grubu ile allojenik
ve otolog grubu Kkarsilasgtirildiginda paraoksonaz duzeyleri hasta
gruplarinda kontrol grubuna gore dusuk bulunmustur. Aralarinda fark
istatistiksel olarak anlamli sinir gérulmustur (p=0.052; p>0.05) (grafik 15).

Kontrol grubu ile allojenik grup karsilastiniidiginda allojenik
grupta paraoksonaz seviyesi dusuk bulunmustur. Aralarinda istatistiksel

olarak anlaml fark tespit edilmemigtir (p=0.058; p>0.05).

Kontrol grubu ile otolog grubu karsilastiriimis. Otolog grupta
paraoksonaz duzeyi dugsuk bulunmustur. Aralarinda istatistiksel olarak

anlaml fark tespit edilmigtir (p=0.027; p<0.05).

Allojenik grup ile otolog grup arasinda istatistiksel anlamli
fark bulunmamistir (p=0.890; p>0.05).
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Grafik 15: Allojenik, Otolog ve Hasta SerumParaoksonaz Aktivitesi
(Ortalama * Standart Hata)
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Tablo 23: Allojenik, Otolog ve Hasta Serum Paraoksonaz Aktivitesi
(Ortalama * Standart Hata)

Paraoksonaz aktivitesi

( nmol/dk/ml)
n= 36

Kontrol 118.55 + 9.25
n= 26

Allojenik 9229+7.94
n= 35

Otolog 89.18 + 6.08

4.15. Allojenik, Otolog ve Hasta Serum Arilesteraz Aktivitesi

Serum arilesteraz dizeyleri igin kontrol grubu ile allojenik ve
otolog grubu karsilastinldiginda arilesteraz duzeyleri hasta gruplarinda
kontrol grubuna gore az farkli bulunmustur. Aralarinda istatistiksel anlamli

fark tespit edilmemistir (grafik 16).

Kontrol grubu ile allojenik grup karsilastiniidiginda allojenik
grupta arilesteraz seviyesi dusuk bulunmustur, ancak aralarinda

istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir (p=0.559; p>0.05).
Kontrol grubu ile otolog grubu Kkarsilastiriimis. Otolog
grubunda arilesteraz duzeyi dusuk bulunmustur. Aralarinda istatistiksel

olarak anlaml fark bulunmamistir (p=0.637; p>0.05).

Allojenik grup ile otolog grup arasinda istatistiksel anlamli
fark bulunmamistir (p=0.953; p>0.05).
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Grafik 16: Allojenik, Otolog ve Hasta SerumArilesteraz Aktivitesi
(Ortalama * Standart Hata)

Tablo 24: Allojenik, Otolog ve Hasta Serum Arilesteraz Aktivitesi
(Ortalama * Standart Hata)

Arilesteraz aktivitesi

(nmol/dak/mil)
n= 36

Kontrol 133.78 £5.13
n= 26

Allojenik 130.12 £ 5.31
n= 35

Otolog 130.65 * 5.16
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4.16. Allojenik, Otolog ve Hasta Serum Demir Seviyesi

Serum demir dizeyleri igin kontrol grubu ile allojenik ve
otolog grubu karsilastirildiginda demir duzeyleri hasta gruplarinda kontrol
grubuna gore farkh bulunmustur. Aralarinda istatistiksel anlamli fark tespit
edilmigtir. (p=0.000; p<0.05) (grafik 17).

Kontrol grubu ile allojenik grup karsilastiriidiginda allojenik
grupta demir seviyesi yuksek bulunmustur. Ancak aralarinda istatistiksel

olarak anlaml fark tespit edilmemigtir (p=0. 454; p>0.05).
Kontrol grubu ile otolog grubu karsilastiriimig, otolog grupta
demir duzeyi dusUuk bulunmustur. Aralarinda istatistiksel olarak anlamli

fark tespit edilmistir (p=0.000; p<0.05).

Allojenik grup ile otolog grup arasinda istatistiksel anlaml
fark bulunmustur (p=0.000; p<0.05).
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Grafik 17: Allojenik, Otolog ve Hasta SerumDemir Seviyesi (Ortalama
+ Standart Hata)

Tablo 25 : Allojenik, Otolog ve Hasta Serum Demir Seviyesi (Ortalama
*+ Standart Hata)

Demir Seviyesi (pg/dL)

Kontrol 88.36 + 5.59 n= 36
Allojenik 118.81  15.41 n=26
Otolog 61.08 + 6.58 n=35
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4.17. Allojenik, Otolog ve Hasta Serum Demir Baglama Kapasitesi

Serum demir baglama kapasitesi duzeyleri igin kontrol grubu
ile allojenik ve otolog grubu karsilasgtirildiginda demir baglama kapasitesi
duzeyleri hasta gruplarinda kontrol grubuna goére yuksek bulunmustur.
Aralarinda istatistiksel anlamli fark tespit edilmemigstir (p=0.032; p<0.05)
(grafik 18).

Kontrol grubu ile allojenik grup karsilastiniidiginda allojenik
grupta demir baglama kapasitesi duzeyi yuksek bulunmustur. Aralarinda
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir (p=0.164; p>0.05).

Kontrol grubu ile otolog grubu karsilastiriimig, otolog
grubunda demir baglama kapasitesi duzeyi yuksek bulunmustur.
Aralarinda istatistiksel olarak anlaml fark tespit edilmistir (p=0.009;
p<0.05).

Allojenik grup ile otolog grup arasinda istatistiksel anlamli
fark bulunmustur (p=0.314; p>0.05).
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Grafik 18: Allojenik, Otolog ve Hasta SerumDemir Baglama
Kapasitesi (Ortalama * Standart Hata)
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Tablo 26: Allojenik, Otolog ve Hasta SerumDemir Baglama Kapasitesi
(Ortalama * Standart Hata)

Demir Baglama Kapasitesi
(ng/dL)

n= 36

Kontrol 255.30 £ 13.63
n= 26

Allojenik 274.15£13.68
n= 35

Otolog 288.48 £ 12.16

4.18. Allojenik, Otolog ve Hasta Serum Ferritin Seviyesi

Serum ferritin dizeyleri i¢in kontrol grubu ile allojenik ve
otolog grubu karsilastirildiginda ferritin diizeyleri hasta gruplarinda kontrol
grubunda gore yuksek bulunmustur. Aralarinda istatistiksel anlamh fark
tespit edilmistir (p=0.000; p<0.05) (grafik 19).

Kontrol grubu ile allojenik grup karsilastinidiginda allojenik
grupta ferritin duzeyi yuksek bulunmustur. Aralarinda istatistiksel olarak
anlaml fark tespit edilmistir (p=0.000; p<0.05).

Kontrol grubu ile otolog grubu Kkarsilastiriimis, Otolog
grubunda ferritin dizeyi yuksek bulunmustur. Aralarinda istatistiksel olarak
anlaml fark tespit edilmistir (p=0.001; p<0.05).

Allojenik grup ile otolog grubu kargilastirildiginda, allojenik

grubunda ferritin dizeyi yuksek bulunmustur. Aralarinda istatistiksel
anlamh fark tespit edilmistir (p=0.011; p<0.05).
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Grafik 19: Allojenik, Otolog ve Hasta Serum Ferritin Seviyesi
(Ortalama * Standart Hata)

Tablo 27: Allojenik, Otolog ve Hasta: Serum Ferritin Seviyesi
(Ortalama * Standart Hata)

Ferritin
(ng/ml)
36
Kontrol 98.84 £ 17.05
26
Allojenik 841.94 £ 176.34
35
Otolog 428.10 + 109.51




4.19. Spearman Korelasyon Analizi

Parametreler arasindaki korelasyonu incelemek amaciyla

yaptigimiz spearman korelasyon analizi tablo 28'de gosterilmistir.

Tablo 28: Spearman korelasyon analizi sonuglari (r ve p degerleri).

ARILES | PARAOK
MDA | GPx GST KATALAZ | T SONAZ |DEMIR |DBK FERRITIN
MDA —0224* |r=0.249* | r=-0.141 |r=-0.030 | r=0.132 |r=-0.113 |r=0.049 | r=0.096
p=0.028 | p=0.014 | P=0.168 |p=0.771 | p=0.199 |p=0.268 |p=0.631 |p=0.348
GPX r=-0.224" r=-0.044 |r=0.052 |r=0.023 |r=0.134 |r=0.052 |r=-0.011 |r=-0.119
p=0.028 | p=0.668 | p=0.614 |p=0.822 | p=0.189 |p=0.611 |p=0.911 |p=0.246
GST r=0.249" | r=-0.044 r=0.050 |r=0.198 |r=0.132 |r=-0250* |r=-0.212* |r=-0.016
p=0.014 |p=0.668 | p=0.627 |p=0.052 |p=0.197 |p=0.014 |p=0.037 |p=0.873
KATALAZ |r=-0.141 |r=0.052 | r=-0.050 r=0.184 |r=0.123 | r=0.015 |r=-0.056 |r=-0.053
p=0.168 |p=0.614 |p=0.627 | p=0.072 | p=0.231 |p=0.887 |p=0.587 |p=0.609
ARILESTE | r=-0.030 | r=0.023 | r=0.198 |r=0.184 r=0.207* | r=-0.092 |r=-0.035 |r=0.059
RAZ p=0.771 | p=0.822 | p=0.052 |p=0.072 | p=0.041 |p=0.373 |p=0.732 |p=0.564
PARAOKS | r=-0.132 | r=0.134 | r=0.132 |r=0.123 | r=0.207" r=0.092 | r=-0.045 |r=-0.090
ONAZ p=0.199 |p=0.189 | p=0.197 |p=0.231 |p=0.041 | p=0.369 |p=0.659 |p=0.378
DEMIR | r=-0.113 | r=0.052 | =0.250* | r=0.015 | r=-0.092 | r=0.092 F=-0.341"" | r=0.098
p=0.268 |p=0.611 | p=0.014 |p=0.887 |p=0.373 |p=0.369 | P=0.001 | p=0.341
DBK r=0.049 | r=-0.011 | r=0.212* | r=-0.056 | r=-0.035 | r=-0.045 |=0.341"" r=-0.282""
p=0.631 | p=0.911 | p=0.037 |p=0.587 |p=0.732 | p=0.659 |p=0.001 | p=0.005
FERRITIN | r=0.096 | r=-0.119 | r=-0.016 | r=0.053 | r=0.059 | r=-0.090 |r=0.098 [r=0.282""
p=0.348 | p=0.246 | p=0.873 |p=0.609 |p=0.564 | p=0.378 |p=0.341 |p=0.005 |

**gucli korelasyon

* zayif korelasyon
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Spearman korelasyon analizi sonuglarina gore :

Serum MDA ile serum GPx aktivitesi arasinda negatif
korelasyon bulunmustur. Serum MDA dizeyi azalirken GPx aktivitesi
artmistir (r = -0.224; p = 0.028*), (grafik 20).
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Grafik 20: Serum MDA duizeyleri ile serum GPx aktivitesi arasindaki

korelasyon.
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Serum MDA ile serum GST aktivitesi arasinda pozitif
korelasyon bulunmustur. Serum MDA dizeyi artarken GST aktivitesi de
korole bir sekilde artmistir (r = 0.249; p = 0.014*), (grafik 21).
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Grafik 21: Serum MDA diizeyleri ile serum GST aktivitesi arasindaki

korelasyon.
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Serum paraoksonaz ile serum arilesteraz aktivitesi arasinda
pozitif korelasyon bulunmustur. Serum paraoksonaz duzeyi artarken
serum arilesteraz aktivitesi de korole bir sekilde artmistir (r = 0.207; p =
0.041%*), (grafik 22).
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Grafik 22: Serum paraoksonaz ile serum arilesteraz aktivitesi

arasindaki korelasyon.
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5. TARTISMA

HKHN malign ve malign olmayan kan hastaliklarinda énemli
bir mudahaledir. Bununla beraber HKHN’nin mortalite ve morbidite ile
onemli bir iligkisi bulunmaktadir, bu iligki biraz da demir yuklenmesiyle
ilgilidir. Demir metabolizmasinin bozulmasi, transplantasyon oncesi
transfuzyonlar veya HKHN 6ncesi sitotoksik terapiler sonucunda olup,
serum demir seviyesi kOk htcre transplantasyonu yapilacak hastalarda
yukselmektedir. Demir yuklenmesinin HKHN hastalarindaki
komplikasyonlari enfeksiyonlar, mukositler, kronik karaciger hastaliklari,
sinosidal obstriksiyon sendromu ve idiopatik pndmoni sendromunu igerir.
Demir ylUklenmesinin B talasemi veya myelodisplastik sendromlari da
iceren hematolojik malignitelerde HKHN tedavisi goren hastalarin sag

kalimi Gizerinde ters etkileri vardir 3'.

Donérun kaynagina gore allojenik ve otolog olmak Uzere iki
tip transplantasyon bulunur. Allojenik transplantasyonda, kok hucreler
doku uyumlu vericiden olup, akraba olmasina bakilmaksizin hastaya
verilir. Otolog transplantasyonda ise hastanin kendi hematopoietik kok
hacreleri kullanilir. Otolog transplantasyonun allojenik prosedire goére
avantaji hematopoietik kok hucrelerin buyuk miktarda bulunabilmesi ve
GVHD'yi engellemesi nedeniyledir. Bu durum daha az morbidite, mortalite
ve ekonomik maliyete neden olur. En buylk dezavantaj potansiyel
dokunun tiimér hiicreleri ile kontamine olmasidir 2. Demir organizmada
gerekli bir elementtir ve oksijen transportu ve elektron transferi dahil pek
¢ok biyokimyasal tepkimede onemli bir role sahiptir. Bununla birlikte
demirin fazlasi hidrojen peroksidi reaktif oksijen turlerine donustirerek
protein oksidasyonu, membran lipit peroksidasyonu ve nukleik asit
modifikasyonu yolu ile doku hasarina neden olabilir. HKHN éncesi demir

artisinin bir dizi komplikasyondan sorumlu oldugu gériinmektedir 2.
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Demir artisi HKHN olan kirmizi hdcre transfuzyonu-bagimli
hastalarda yaygin bir problemdir. Demir artiginin ters etkilerine en guglu

"6 Demir

kanit HKHN olan talasemi kaynaklarindan verilebilmektedir
artisi transplantasyon oncesi serum ferritini 6lgilen HKHN alicilarinda,
Ozellikle de hemoglobinopatiler, akut I6semi ve myelodisplastik
sendromlarinda yaygin gorulmektedir. Kirmizi hicre transfuzyon tedavisi
kronik anemi igin yardimci bir tedbir olup boyle hastalarda en dnemli demir

artisi nedeni oldugu gérilmistir 7.

Bu calismamizda serum demir seviyesi kontrol ve hasta
grubu karsilastinidiginda, gruplar arasi fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0.021; p<0.05). Serum demir baglama kapasitesi duzeyi
kontrol ve hasta grubu kargilastirildiginda, kontrol ve hasta grubu
arasindaki fark onemlidir. istatistiksel olarak dnemli fark bulunmustur
(p=0.015; p<0.05). Serum ferritin seviyesi kontrol ve hasta grubu
karsilastirildiginda, hasta grubunda énemli oranda artmistir. istatistiksel
olarak anlamh fark bulunmustur (p=0.000; p<0.05).

Armand ve ark '@

. yaptiklari bir ¢alismanin analizinde
myeloablatif allojenik HKHN yapilan 543 yetiskin hastada transplantasyon
oncesi yuksek serum ferritin seviyelerinin genel olarak disik hastaliksiz
sad kalmla iliskisi oldugunu rapor etmistir. ileriye yonelik myeloablatif
HKHN olan 190 vyetiskin hastasi bulunan bir c¢alismada artmis
transplantasyon éncesi serum ferritini artmis 6lum riski, 100. gun 6lum
orani, akut GVHD, kan dolasim enfeksiyonlari ve 6lim ile baglantili oldugu

belgelenmistir "'

. Oral yoldan busulfan kullanimi ile ferritin duzeyleri
artmis hastalarda Hepatik veno-oklisif hastalik/sinozidal-tikanma-

sendromu seklinde gériinen HKHN toksisitesi artis gdstermistir .

GoOzlemsel yapilan 20 yilhk bir galismada orak hucre

hastaligi olan 247 yetigkin hastada demir yuklenmesi olan hastalar akut
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agrili ve organ yetmezligi oykusu sergilemigstir. Asiri demir artigi olan orak
hidcre hastalarinin demir artisi olmayan hastalara gore o6lum oranlari

yiiksek gdzlenmistir "'

Demir yukinu tahmin etmek igin kullanilan en yaygin test

plazma veya serum ferritin konsantrasyonudur '%2.

Myelodisplastik sendrom veya aplastik anemi hastalarinda
kardiyak ve karaciger yetmezligi nedeniyle olumler yapilan bir analizle

serum ferritin seviyeleri 1000 pg/L lizerinde oldugunda gdézlenmistir "2,

Serum ferritin seviyesi ayrica kronik karaciger hastaliklarinda

ve malignitelerde yiiksek gorilmustir "2,

Onceki calismalar transplantasyon 6ncesi yiiksek serum
ferritin seviyesinin demir artisinin bir isareti oldugunu goéstermistir. Demir
artisi disuk genel sagkalimla ve hematolojik maligniteler icin myeloablatif

allojenik HKHN yapilan hastalarda artmis dlimle iliskili bulunmustur *'®.

Kataoka ve ark '?°. hematolojik malingniteler icin allojenik
HKHN vyapilan 264 yetigkin hastanin kayitlarini goézden gecirmis.
Transplantasyon oncesi serum ferritin medyan degerini 599 ng/mL (5-
8128 ng/mL) tespit etmigtir. Transplantasyon dncesi serum ferritin ile genel
sagkalim arasinda guglu bir iligki bulmustur. YUksek ferritin degerine sahip
hastalarda genel sagkalimdaki dusus artmig nuksetmeyen Olume
atfedilmigtir. Nuksetmeyen oOlum, enfeksiyon ve organ yetmezligini
aciklayabilecek cesitli nedenler arasinda anlamli olarak yuksek ferritin
seviyesi bulunmustur. Bu bulgular 6nceki raporlarlarda gecen demir
yuklenmesi ve transplantasyon bagimli komplikasyonlardan enfeksiyon ve

kronik karaciger hastaliklari baglantisi ile HKHN sonrasi uyugsmaktadir.
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Hastaliksiz ve genel sag kalim transfuzyon-iligkili demir-
yuklenen ve kok hdcre transplantasyonu olan bir grup hastada daha dusuk
cikmistir ?°. Ferritin degerinin yaklasik olarak 685 ng/ml olmasi niiks ve
nukse bagh olum ile iligkili bulunmustur. Fakat Hodgkin veya non-Hodgkin
lenfomalar igin otolog hematopoietik kOk hucre transplantasyonu olan
genis bir hasta grubunda nilksetmeyen &lim ile iliskili gérilmemistir 7.
Yuksek serum ferritin artmis olum riskiyle iligkili olup, 100. gunde oOlum

orani , akut GVHD ve dolagsim sistemi enfeksiyonlari artmistir '*°.

Son yillarda, bir dizi galigma transplantasyon oncesi yuksek
serum ferritin seviyelerinin HKHN sonrasi talasemi olmayan hastalarda
sagkalim Uzerinde etkilerini arastirmistir. Calismalarin ¢odu retrospektif
olmasina ragmen, sonuglar anlagilir gorulmustar; komplikasyonlarin
insidansinda artis yuksek demir yuku ile iligkili olup HKHN sonrasi 6zellikle
MDS li ve akut |I6semili hastalarda dusuk genel sagkalima neden olmustur
"9 Bu veriler yiiksek transplantasyon éncesi serum ferritin seviyelerinin
posttransplant komplikasyonlar ve sagkalim Uzerinde onemli bir etkiye
sahip oldugunu gostermigtir. HKHN oncesi serum ferritin seviyesi allojenik
transplantasyon yapilan MDS veya akut [6semi hastalar i¢in prognoza son

zamanlarda dahil edilmistir 2.

Oksidatif stres serbest radikaller, reaktif oksijen turleri ve
endojen antioksidan savunma mekanizmlari arasindaki dengede bir
bozulma olarak tanimlanmistir. Oksidatif stres, proteinler, DNA ve
membran lipidleri gibi tum 6nemli hicresel bilesenlerin zarar gdérmesine ve
hicre olumune neden olabilmektedir. Oksidatif stresin DNA hasari,
proliferasyon, hicre yapismasi ve sagkalim gibi cesitli fizyolojik ve
patolojik sureclerde rol aldigi gosterilmigtir. Ayrica birkag deneysel ve
klinik veri oksidatif stresin karsinogenezinde dahil oldugu pek ¢ok patolojik

duruma katildigini gésteren kanitlar saglamistir '2°.
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Bu calismamizda serum MDA duzeyleri igin kontrol grubu ile
hasta grubu karsilagtirildiginda MDA duzeylerinin hasta grubunda kontrol
grubuna goére daha yuksek goruldigu tespit edilmigtir. Aralarinda
istatistiksel olarak anlamh fark bulunmustur (p=0.004; p<0.05). Serum
glutatyon peroksidaz aktivite duzeyleri kargilastirildiginda kontrol grubuna
goére hasta grubunda dusus tespit edilmistir. Gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark bulunmustur (p=0.028; p>0.05). Serum GST aktivitesi
icin kontrol ve hasta gruplari arasinda énemli bir fark tespit edilememis
olup, istatistiksel anlamh fark bulunmamistir (p=0.878; p>0.05 ). Serum
katalaz aktivitesi hasta gruplarda kontrole gore azalmig olarak bulunmusg
ancak kontrol ve hasta gruplari arasinda aktivite istatistiksel olarak anlamli
goriimemistir (p=0.063; p>0.05). Serum paraoksonaz aktivite seviyesi
hasta gruplarda, kontrol grubuna goére Onemli farkh bulunmustur.
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir (p=0.015; p<0.05). Serum
arilesteraz aktivite seviyesi kontrol ve hasta gruplarda onemli fark tespit
edilmemistir. Istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0.540;
p<0.05).

Membran poliansatire yag asitlerinin oksidasyonu sonucu
olusan malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyonunun en &nemli
gostergelerinden birisidir . Antioksidanlar, serbest oksijen radikallerinin
hedef dokularda yapacaklari hasari Onleyen, geciktiren veya meydana
gelen hasarin tamirinde gorev alan maddelerdir. Antioksidanlar, enzimatik
ve non-enzimatik olmak Uzere iki grup altinda toplanirlar. Enzimatik
antioksidanlar; SOD, katalazve GPx, non-enzimatik antioksidanlar ise
vitamin E, vitamin C, vitamin A (a-karoten), selenyum, transferin ve
laktoferrindir. Antioksidanlar siklikla intraselliler bazen de ekstrasellller

olabilirler ™.

Serbest radikal ve antioksidanlar arasindaki dengenin

bozulmasi sonucunda oksidatif stresin artabilece@i, DNA dizisinde kiriklar
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olusturarak kanser dahil pek c¢ok hastaliga neden olabilecegi
g('jrijlmij§tijr131. Bakan ve ark "*2. kronik 16semili olgularda serum GSH-Px
ve Cu-ZnSOD seviyesini kontrol grubundan dusuk, NO ve MDA seviyesini
ise kontrol grubundan yuksek bulmus ancak glutatyon reduktaz
seviyesinde anlamli bir fark bulamamistir.

k 133

Singh ve ar . akut I6semi tanisi almis olgularda serum

MDA seviyelerinin kontrol grubuna gore artisini tespit etmistir . Abou-Seif

ve ark

. yeni tani almis ALL hastalarinin MDA seviyelerinin normalden
yuksek oldugunu ve tedavi sonrasinda dustugunu tespit etmistir. Yine ayni
sekilde Dagdas ve ark 135 AML'li hastalarda serum MDA seviyesinin

kontrol grubuna nazaran arttigini bildirmislerdir.

Akut I6semiler disindaki hematolojik malignitelerde de buna
benzer sonuglar elde edilmistir. Bolaman ve ark '°. multipl myelomali
hastalarda serum MDA seviyesinin arttigini bildirmiglerdir.

Berkdz ve ark ¥

. yaptiklari calismada serbest oksijen
radikali ve lipid peroksidasyonunun son drinu olan MDA seviyesinde
anlamli bir artis, antioksidan savunma sisteminin énemli bir komponenti

olan katalaz seviyesinde ise anlamli bir azalma gozlemislerdir.

Farkli kanser tiplerinde GSH ve GSH bagimli enzimlerle ilgili
raporlar tartismalidir. Bazi arastiricilar kanserli hastalarin kanlarinda
antioksidan aktivite seviyesini (GSH, GSHPx, GST, GSHR) duslk
bulurken ', bazilari da farkli timérleri olan hastalarda GSH seviyesini ve
GSH-bagimh enzim aktivitelerini yuksek bulmuglardir 139 Scibior ve ark
140 gastrik kanseri hastalarinda GST aktivitesinde kontrol grubuna gére

kayda deger artig gozlemiglerdir.
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Bizim bu c¢alismada ise hasta ve kontrol grubu

kargilagtirildiginda GST aktivitesinde anlamli bir fark bulunamamistir.

Gruner ve ark '*'. akci§er kanseri hastalarinin CAT ve SOD
aktivitelerini kontrol grubu ile karsilastirdiklarinda o6nemli bir duasus

g6zlemiglerdir.

Depresyon hastalarinin oksidan ve antioksidan savunma
sistemlerinin bozuldugu kanitlanmistir. Ozcan ve ark 2. GSH-Px, CAT,
SOD ve NO nun konsantrasyonlarinin duygusal bozukluk hastalarinda
dusuk oldugunu rapor etmistir, oysa MDA konsantrasyonlari depressif
olmayan bireylerle karsilastirildiginda ylksek c¢ikmistir. Oksidatif stres
metabolizmasinda bozulma degismis tumor hucrelerin genel 6zelligi olarak

gbzlenmistir 142,

Battisti ve ark '*. SOD ve CAT aktivitelerinin ALL
hastalarinda azaldigini gostermislerdir. Oltra ve ark '°. disiik SOD ve
CAT aktivitelerinin kronik lenfositik 16semi (CLL) hastalarinda dusuk
oldugunu dogrulamistir. Benzer sonuglar; CAT ve SOD aktivitelerinin ALL
hastalarinin lenfositlerinde azaldi§i, Sentuerker ve ark '*°. tarafindan rapor

edilmigtir.

PON1 g genli bir ailenin Gyesi olup ayni zamanda PON2 ve
PON3 de kapsar. Hepsi insan 7.ci kromozomunun (q21.22) uzun kolu
Uzerinde ard arda kimelenmistir. PON 1 baslica karacigerden sentezlenir
ve bir kismi plazmaya salgilanir. Plazmada yuksek densiteli lipoproteinlere
(HDL) baglanir. PON1 hem dusuk dansiteli lipoproteinleri (LDL), hem de
HDL yi oksidasyondan korur '*’.

K 148

Camuzcuoglu ve ar . yumurtalik kanseri bireylerde PON1

aktivitesini kontrol grubu ile karsilastirdiklarinda 6énemli derecede dusuk
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gbzlemislerdir. Akcay ve ark *°. pankreatik ve gastrik kanseri hastalarinda
PON ve HDL dizeyleri saglkh bireylerle karsilastirdiklarinda dusuk
bulmustur. Benzer sekilde, Elkiran ve ark'. Serum PON1 ve ARE
aktivitesinin akciger kanseri hastalarinda onemli derecede duguk oldugunu
bulmustur. Fakat metastaz durumunun akciger kanseri hastalarinda serum
PON1 aktivitesini etkilemedigini gozlemiglerdir. Tersine, Korpacka ve ark
¥ azalmis PON1 aktivitesinin gastrodzofajal kanser hastalarinda lenf
nodu metastazinin isareti oldugunu bulmustur.

Cayir ve ark '

. serum bazal PON1, tuzla uyarilan PON1 ve
ARE aktivitelerinin 6zofajal kanserli hastalarda saglikli kontrollerle

kargilastirildiginda énemli derecede ylksek oldugunu gostermistir.

Calismamizda serum MDA seviyesi yonunden Kontrol grubu
ile allojenik grup Kkarsilastirildiginda allojenik grupta MDA ylksek
bulunmustur. Ancak aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamistir (p=0.067; p>0.05). Kontrol grubu ile otolog grubu
kargilagtinimig, otolog grubunda MDA dizeyi yuksek bulunmus olup,
aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0.003; p<0.05).
Allojenik grup ile otolog grup arasinda istatistiksel anlamh fark

bulunmamistir (p=0.274).

Bu calismada serum glutatyon peroksidaz aktivite seviyesi
igin kontrol grubu ile allojenik grup karsilagtirildiginda allojenik grupta
glutatyon peroksidaz seviyesi dugsuk bulunmustur. Ancak aralarinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0.086; p>0.05). Kontrol
grubu ile otolog grubu karsilastirilmig, hasta grubunda glutatyon
peroksidaz dizeyi dusuk bulunmustur. Aralarinda istatistiksel olarak
anlamh fark bulunmustur (p=0.045; p>0.05). Allojenik grup ile otolog grup
arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmamistir (p=0.884).
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Calismamizda serum paraoksonaz seviyesi yonunden
kontrol grubu ile allojenik grup karsilastirildiginda allojenik grupta
paraoksonaz seviyesi dusUk bulunmustur. Aralarinda istatistiksel olarak
anlamh fark tespit edilmemistir (p=0.058; p<0.05). Kontrol grubu ile otolog
grubu karsilastirlmig. Otolog grupta paraoksonaz duzeyi dusuk
bulunmustur. Aralarinda istatistiksel olarak anlamh fark tespit edilmigstir
(p=0.027; p<0.05). Allojenik grup ile otolog grup arasinda istatistiksel
anlamh fark bulunmamistir (p=0.890; p>0.05).

Bu calismada serum ferritin duzeyleri yonunden kontrol
grubu ile allojenik grup karsilastirildiginda allojenik grupta ferritin duzeyi
yuksek bulunmustur. Aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit
edilmistir (p=0.000; p<0.05). Kontrol grubu ile otolog grubu karsilastiriimis.
Otolog grubunda ferritin duzeyi yuksek bulunmustur. Aralarinda
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmigtir (p=0.001; p<0.05). Allojenik
grup ile otolog grubu karsilastirildiginda, allojenik grupta ferritin duzeyi
yuksek bulunmustur. Aralarinda istatistiksel anlamli fark tespit edilmistir
(p=0.011; p<0.05).

Bu calismada elde edilen sonuglar gostermektedir ki
hematolojik hastaliklarin gelisiminde oksidatif stresin 6nemli oldugu,
antioksidan enzim seviyelerine bakilarak tespit edilebilir. Oksidatif stresin
mekanzimalarinin agiga ¢ikariimasi ile fonksiyonel gruplarda ne tar
islevsel etkilesimlere neden olduklari tam olarak acgiga cikarilabilir.
Fonsiyonel grup hasarlarina kargi antioksidanlar gelistirebilir veya dogada
antioksidan 6zelligi olan pek ¢ok bitki ekstrakti besinlerle birlikte ek olarak
alinarak savunma desteklenebilir. Oksidatif stres belirteci olarak MDA
seviyesinin bakilmasi 6nemlidir. Yaygin olarak serum seviyeleri tespit
edilen SOD, CAT ve GPx in yani sira paraoksonaz da oénemli bir
antioksidan enzim olarak bakilabilir. Arilesteraz ve GST enzimleri i¢in daha

fazla sayida bireyde ve farkli doku hasarlarinda seviyeleri bakildiginda
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faydali olabilir. Hematolojik hastaliklarda en 6nemli hasar kaynagi olarak
serbest demir, en iyi depo formu ve gostergesi olarak ise ferritin seviyesi
onemlidir. Antioksidan enzim aktiviteleri ile ferritin dlzeyleri arasinda
korelasyon gorulmemigtir. Ferritin yeterince galisilmis olup oksidatif stres
ve demir yuklenmesinin guvenilir bir belirteci olarak kullanilabilir. Hasta
sayisi arttinldiginda ve belirli bir hastalik grubu calisildiginda guvenilir

sonugclar elde edilebilir.
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6. SONUGLAR

Hematolojik hastaliklar pek ¢ok etkilesimle hemen her yasta
gorulebilme insidansi olan hastaliklardir. Tani koymada kullanilan
belirteclerden bu calismada 6nemli oldugu istatistiksel olarak da gorulen
ferritindir. Demirin depo formu olarak dnemlidir, oksidatif stres olusumuna
fenton reaksiyonlariyla girdigi deneysel olarak da kanitlanan demirin
gOstergesi olarak malignitelerde transplantasyon o6ncesi seviyesi

bakilarak, genel sag kalimda etkisi istatistiksel olarak analiz edilebilir.

MDA’nin bir lipid peroksidasyonu son drind olmasi ve
seviyesinin kolay tespiti oksidasyon belirteci olarak kullanimini dnemli hale
getirmektedir. Oksidatif stresin etkisi hesaplandiginda MDA’'nin bakilmasi
gereken en oOnemli belirteglerden biri oldugu bu calismada da tespit

edilmistir.

Oksidatif stresle iligkili hastaliklarda aktivite seviyeleri yaygin
olarak bakilan antioksidan enzimlerden CAT ve GPx bu c¢alismada hasta
grubunda kontrol grubuna goére dusuk ¢ikmigtir. Fakat istatistiksel olarak
anlamhligi cahisilan hasta sayisi artirilarak test edilmelidir. GST aktivitesi

tespitinde gruplar arasinda fark bulunmamistir.

Paraoksonaz ve ayni gen ailesine bagli etkisi oldugu bilinen
arilesteraz aktiviteleri de galisiimis olup, paraoksonazin gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkli aktivite gésteren bir enzim oldugu goraldu.
Paraoksonaz enzim seviyesi hastalarda dusuk c¢ikmistir. Arilesteraz
seviyesi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Paraoksonaz ROS
artigina kargl koruma sagladigindan serum aktivite degeri azalan en

onemli enzimlerden biri olarak bulunmustur.
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Allojenik ile otolog gruplar arasi ve her bir grubun kontrol
grubu ile istatistiksel analizlerinin daha guvenilir bir sonucunu elde etmek
icin hasta sayisinin arttirilmasi ve alt gruplarinda c¢aligilmasi olasi veri

evrenine ulasmak igin iyi bir yaklagim olabilir.
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7. Ozet

Kok hiicre transplantasyonu hastalarinda serum demir
parametreleri ile paraoksonaz, arilesteraz ve oksidatif stres

belirtecglerinin iliskisinin incelenmesi

Hematopoietik kok hucre nakli (HKHN) cesitli malign ve
malign olmayan hastaliklarin tedavisinde artarak kullaniimaktadir. HKHN
ayni zamanda morbidite ve mortalite ile artmis demir duzeyi Uzerinden
iligskilendiriimektedir. Dokularda ve sistemik dolagimda demir artiginin

onemli derecede oksidatif stresi arttirdigi dustntlmektedir.

Oksidatif stresin kanser dahil pek ¢ok hastaliga neden
oldugu bildirilmigtir. Hasta ve kontrol bireylerin serum demir, serum demir
baglama kapasitesi ve serum ferritin dizeyleri 6l¢uldi. Antioksidan
enzimler; katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), paraoksonaz (PON),
arilesteraz (ARE) ve glutatyon s transferaz (GST) serum aktiviteleri
Olculdu. Bu parametrelerin ve enzimlerin MDA ile iligkisi degerlendirildi. Bu
calisma allojenik veya otolog transplantasyon tedavisi alacak farkli
hastaliklardan hastalarin serumlari alinarak yapildi. Bu calismada, 61

hasta ve 36 kontrol serumu caligildi.

Serum ferritin ve MDA duzeyleri hasta grubunda oOnemli
oranda artmigtir. Hasta grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel

anlamh fark tespit edilmistir (p<0.05).

Serum glutatyon peroksidaz ve katalaz aktivite duzeyleri
hasta grubunda dusik tespit edilmis, ancak kontrol grubu ile hasta grubu
arasinda istatistiksel anlamh fark saptanmamistir (p>0,05). Serum GST
aktivite seviyesi ve serum arilesteraz aktivite seviyesi degerlendirildiginde,

gruplar arasinda fark istatistiksel olarak anlaml bulunmamistir (p>0,05 ).
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Serum paraoksonaz aktivite seviyesi hasta grupta kontrol gruba gore
diistk bulunmustur. iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit
edilmistir (p<0.05).

Spearman korelasyon analizi sonuglarina gore, serum MDA
duzeyi azalirken, serum GPx aktivitesi artmis ve aralarinda negatif
korelasyon bulunmustur. Serum MDA ile serum GST arasinda, serum
paraoksonaz ile serum arilesteraz aktivitesi arasinda pozitif korelasyon
bulunmustur. Hematolojik hastaliklarin tedavisinde, serum ve dokularda
demirin artisi engellenmelidir. Buna ek olarak, antioksidan enzim
seviyelerini korumak icin antioksidan 6zelliklere sahip dogal gidalar yemek

gerekir.

Anahtar Kelimeler : Kok hicre nakli, demir, oksidatif stres, paraoksonaz,

arilesteraz, malondialdehid.
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8. SUMMARY

Analyzing the correlation of serum iron parameters with
paraoxanase, arylesterase and oxidative stres markers in stem cell

transplantation patients

HSCT is increasingly used for the treatment of a variety of
the malignant and nonmalignant disorders. However, HSCT is also
associated with morbidity and mortality, because of increasing in iron
level. Iron overload, in tissues and systemic circulation, is importantly

thought that increase the oxidative stress.

Oxidative stress has been reported to cause many diseases,
including cancer. In patients and controls serum iron, iron binding capacity
and ferritin levels were measured. Antioxidant enzymes, CAT, GPx, PON,
ARE, and GST activities were measured in serum. These parameters and
enzymes in relevance to MDA were evaluated. This study was done by
taking serum from different disease's patients who will take allogeneic or
otolog transplantation therapy. In this study, 61 patients and 36 controls

serum were studied.

Serum ferritin and MDA levels were significantly increased in
the patient group. Statistically significant difference was found between the

patient group and the control group (p<0.05).

Serum glutathione peroxidase and catalase activity levels
were lower in the patient group, but no significant difference was observed
between the control group and patient group (p>0.05). Serum GST activity
level and the level of serum arylesterase activity was evaluated, there was
no statistically significant difference between the groups (p> 0.05). Serum
paraoxonase activity levels in the patient group was lower than the control
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group. Statistically significant difference was found between the two
groups (p <0.05).

According to Spearman's correlation analysis, while serum
MDA level was decreasing, GPx activity in serum was increased, and
between them a negative correlation was found. Between serum MDA and
serum GST, and between serum paraoxonase activity and serum
arylesterase activity were found a positive correlation. In treatment of the
hematological diseases serum and tissues iron overload must be
prevented. In addition, to protect our antioxidant enzymes levels. we must

ingest natural foods which have antioxidant features.

Key words: Stem cell transplantation, iron, oxidative stress, paraoxonase,

arylesterase, malondialdehyde.
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