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OZET

Sinan M, Talasemi Hastalarinda, Hemoreolojik Parametreler Uzerine Cinkonun
Etkisinin Arastirilmast, Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji Anabilim
Dali, Doktora Tezi, Istanbul 2020.

Amag: Calismanin amaci, TM hastalarinda hemoreolojik parametreler ile enzim
aktiviteleri tizerine ¢inkonun etkisini arastirmaktir.

Gereg ve Yontem: Bu ¢aligmaya, 28 TM hastasi ile 30 saglikli goniilli (SG) dahil
edildi. Deneklerden venoz kan alinarak, ¢inko inkiibasyonundan 6nce ve sonra olmak iizere;
eritrosit deformabilitesi ve agregasyonu, ozmotik deformabilite ile CAT, GPx, SOD ve MDA
ol¢iildii. Bulgular, hem TM ile SG gruplar1 arasinda, hem de inkiibasyondan 6nceki degerleri
baslangic olarak kabul edilerek kendi i¢inde karsilastirildi.

Bulgular: Bazi kayma kuvveti (SS) degerlerinde TM hastalarinin baslangig EI
degerleri SG’e gore anlamli olarak diisik bulundu. Inkiibasyondan sonra bazi SS
degerlerindeki EI degerlerinde, TM ve SG de anlamli olarak artis goriildii. Baglangic AMP
degeri, TM hastalarinin SG’e gore anlamli olarak yiiksek bulunurken, diger eritrosit
agregasyon parametrelerindeki farklar anlamli gériilmedi. Inkiibasyondan sonra SG’nin Al
degeri anlamh olarak diisiik, t'2 degeri yiiksek bulunurken TM hastalarinin AMP degeri
anlaml olarak diisiik bulundu. TM hastalarinin baslangi¢c Omin, Omax V€& Onyper degerleri SG’e
gore anlamli olarak diisiik bulundu. Inkiibasyondan sonra, SG’nin ozmotik deformabilite
parametrelerinde anlamli bir fark goriilmedi. Oysa, TM hastalarmin Elma, Omax Ve Area
degerlerinde, anlamli bir azalma goriildii. TM ve SG gruplarinin, baslangi¢ ve inkiibasyondan

sonra GPx, CAT, SOD ve MDA degerlerinde anlamli bir degisiklik olmadi.

Sonug: Calismamiz bize, TM hastalarinin eritrositlerinde saglikli eritrositlere gore
daha diistik eritrosit deformabilitesi ve ozmotik deformabilitesi ile daha yiiksek bir eritrosit
agregasyonu bulgular ile ifade edebilecegimiz eritrosit reolojik bozukluklar1 oldugunu
gdsterdi. Inkiibasyondan sonra ise; her iki grupta da eritrosit deformabilitesinde arts, eritrosit
agregasyonunda azalma goriildii. Cinkonun eritrositler tizerine bu olumlu etkisinin, hastalarin

lehine kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje N0:31192
Anahtar Kelimeler: talasemi, ¢inko, eritrosit deformabiltesi, eritrosit agregasyonu,

ozmotik deformabilite
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ABSTRACT

Sinan M, Investigation of The Effect of Zinc On Hemoreological Parameters In
Thallasemia Patients, istanbul University, Institute of Health Science, Department of Physiology,
Doktora Tezi, Istanbul 2020.

Purpose: The aim of this study was to investigate the effect of zinc on hemorheological
parameters and enzyme activities in TM patients.

Materials and methods: Twenty eight TM patients and thirty healthy volunteers (HV)
were included in this study. Venous blood samples were analyzed before and after the zinc
incubation. We measured erythrocyte deformability, aggregation and osmotic deformability
including enzyme activities. Data obtained from measurements before incubation were
considered as initial and compared between groups also investigated TM and HV groups
separately.

Results: In some shear stresses (SS), initial EI values of TM patients were significantly
lower than HV group. After incubation, El values at some SS, were found significantly increased
in both groups. Initial AMP values were found significantly higher in TM patients than HV group,
other erythrocyte aggregation parameters were not found significantly. After incubation, the Al
value of HV group was found significantly decreased and the t'4 value was found increased,
whereas the AMP value of TM patients were found significantly decreased. Initial Omin, Omax and
Onyper Values of TM patients were found significantly lower than HV group. After incubation, no
significant difference was observed in osmotic deformability parameters of HV group. However,
there was a significant decrease in Elmax, Omax and Area values of TM patients. GPx, CAT, SOD
and MDA enzyme activities also examined. But data showed that zinc had no significant effect
on enzyme activities of both groups.

Conclusion: Our study showed that TM patients erythrocytes is associated with
erythrocyte rheological disorders can be expressed by decreased erythrocyte deformability and
osmotic deformability and increased erythrocyte aggregation compared to HV erythrocytes. After
incubation; erythrocyte deformability was significantly increased while erythrocyte aggregation
was significantly decreased in both groups. We think that this positive effect of zinc on
erythrocytes can be used in favor of patients.

The present study was supported by the Research Fund of Istanbul University, Project
No: 31192

Key Words: thalassemia, zinc, erythrocyte deformability, erythrocyte aggregation,

osmotic deformability



1. GIRIS VE AMAC

Talasemi, hemoglobinin (Hb) alfa (a)/beta (B) globin zincir oraninda dengesizlik,
etkisiz eritropoez, intestinal demir emilimi artis1 ve kronik hemolitik anemi gibi
bulgularla karakterize, otozomal resesif gegisli bir kan hastaligidir. En sik goriilen
talasemi tipleri a-talasemi ve B-talasemidir (1-4). a zincir yapimi azlig1 a-talasemiye, B
zincir yapimi azlig1 B-talasemiye neden olmaktadir (5). Kalitsal Hb bozukluklarinin o ve
B-talasemi gibi major siniflarindan baska; HbS, HbC ve HbE gibi Hb anomalileri de farkl
globinleri kodlayan gendeki veya yakinindaki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir
(3,4,6).

Cinko (Zn) ise, yeryiiziinde en bol bulunan eser elementlerden biri olup sahip
oldugu kimyasal ozellikler sayesinde biyolojik sistemlerde dnemli ve yararh etkileri
bulunmaktadir. Biiyiime, gelisme ve immiin sistem {izerine etkili bir eser elementtir (7,8).
Zn’nin talasemi ile iliskisi, ¢esitli caligmalarla gosterilmistir (9-13). Talasemi
hastalarinda Zn eksikliginin goriildiigii ¢alismalarda; bu eksikligin temel nedenleri, demir
selasyon tedavisine bagli olarak idrarla fazla Zn atilimi, yiiksek ferritin diizeyleri,
karaciger yetmezligi ve besinsel alimin yetersizligi olabilmektedir (9-13).

Hemoreoloji; plazmanin ve kani olusturan hiicresel elemanlarin damar
icerisindeki davranisini (deformasyon, agregasyon) ve kan akimini inceleyen bilim
dalidir (14,15). Kanin akig davranisi, uygun doku perfiizyonunun siirdiiriilmesinde
onemli bir belirleyicidir. Bir¢ok klinik ¢alismada, kan akiskanligi ile dolasima baglh
hastaliklarin siddeti arasindaki iliski dogrulanmistir. Yapilan arastirmalarla, kanin
eritrosit deformabilitesinde azalma ile agregasyonunda artma, ayrica kan ve plazma
viskozitesinde artma gibi akis davranisinda degisiklikler goriildiigi, bir dizi patolojik
durumda gosterilmistir (16-20). Bu patolojik durumlarda gézlemlenen degisiklikler,
“hemoreolojik anormallik” olarak adlandirilir (21).

Talasemi hastalarinda da, hemoreolojik anormallikler gosterilmistir. Cesitli
caligmalarda; o- talasemi tasiyicilarinin (22), ve farkli talasemi grubu hastalarinin (23)
eritrosit deformabilitesinin kontrol grubuna gore diisiik oldugu, bir diger ¢alismada ise
hem o- hem de B-talasemi hastalarinda RDW (eritrosit dagilim genisligi) ile belirli kayma
kuvveti etkilerindeki eritrosit elongasyon degeri arasinda bir korelasyon oldugu (24)

gosterilmistir.



Zn ile ilgili hemoreolojik ¢alismalarda, sporcularda Zn takviyesinin eritrosit
deformabilitesini arttirdigr gosterilmistir (25). Orak hiicre anemileri ile yapilan in vitro
bir ¢aligmada eritrosit deformabilitesinin Zn inkiibasyonu sonrasinda arttigi (26), bir
diger in vitro ¢alismada da, 1sitma ile eritrosit rijiditesi artis1 saglanarak deformabilitesi
azalan eritrositlerin ¢inko inkiibasyonu sonrasinda rijiditenin diizelerek deformabilitenin
de arttig1 gosterilmistir (27). Baska bir ¢alismada, ¢inkodan fakir beslenen siganlarda
ozmotik frajilitenin arttig1, tekrar ¢inkodan zengin beslenme ile diizeldigi gosterilmistir
(28-30). Yine baska bir calismada da in vitro ¢inko inkiibasyonunun eritrosit
agregasyonunu azalttigi gosterilmistir (31). Dolayisiyla, Zn ile eritrositlerin iligkisi bazi
parametrelerle gosterilse de ¢inko ile hemoreolojik parametreler arasindaki iligki heniiz
tam aydinlatilamamastir.

Bu bilgilerin 1s18inda, biz de c¢aligmamizda talasemi major hastalarinda
hemoreolojik parametreler ve bu parametrelerin ¢inko ile iligkisini arastirmay1 amacgladik.
Boylece, yukarida bahsedilen nedenlerden dolayr olusan bir Zn eksikliginin, hastada
mikrodolagim1 etkileyecek olumsuz bir etkiye neden olup olmadigi, bu eksiklik
tamamlandig1 zaman ise bu etkinin ortadan kalkip kalkmadig: arastirilacaktir. Ayrica,
daha oOnceki calismalarda gosterilen “eritrosit deformabilitesinde artisin” talasemi
hastalarinda da goriilmesi, zaten siddetli anemisi olan bu hastalarda, eritrositlerin dar
siniislerden gegerken, hemolizde azalma anlamina gelir.

Yaptigimiz literatiir taramasina gore, ¢inkonun talasemi hastalarinin eritrositleri
tizerine etkisini gosteren boyle genis kapsamli bir caligmaya rastlamadik. O nedenle biitiin
literatiir verilerinin 1$181nda, tezimizi, ¢inkonun saglikli kisilerdeki olumlu etkilerine
dayanarak, talasemi hastalarinin eritrositleri izerine de olumlu katkisi olabilecegi lizerine
kurduk ve bunun bir 6l¢iitii olarak da hemoreolojik parametreleri sectik. Bu calisma
sonunda, ¢inkonun olumlu/yararli etkisi goriildiigii takdirde, ileride talasemi
hastalarindaki aneminin tedavisine katkida bulunmasi ve ¢inkonun tedavi protokoliinde

yer alabilmesine katkis1 agisindan, bu ¢alismanin degerli olacagini diisiinmekteyiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Talasemi

2.1.1. Tarihge ve Epidemiyoloji

Talasemi ilk kez 1925°de, Thomas B. Cooley tarafindan, Italyan kdkenli 4 cocukta
gosterilmistir. Agir anemi, dalak ve karaciger genislemesi, cilt ve sklerada solukluk ile
seyreden; hipotonik soliisyonlara direngli eritrositlerin ve periferik kanda niikleuslu
eritrositler ile orta derecede I16kositozun goriildiigi bir kan hastaligi olarak
tamimlanmustir. 1932°da George Whipple ve Lesley Bradford, Akdeniz civarindaki
tilkelerden geldigini saptadiklari hastaliga Yunanca “deniz anemisi” anlamina gelen
"Thalassanameia" adin1 vermislerdir (1). 1938’de Caminopetros, talaseminin genetik
gecisini, 1950°de ise Neel ve itano hemoglobin elektroforezinde anormal hemoglobinleri
tanimlamislardir. 1950-1960 yillar1 arasinda Minich, Vella, Aksoy, Whetherall, Chernof
ve daha bir¢ok arastirmaci degisik iilkelerden talasemiyi tanimlamis ve yaymlamislardir.
1959°da Ingram ve Stretton, talasemileri a ve B olarak siniflandirmiglardir. 1960-80 yillart
arasinda a, B, v (gama) ve 6 (delta) globinlerin, farkli genlerde oldugu yayinlanmstir.
1960°l1 yillarda Wolman, talasemide farkli transfiizyon rejimleri uygulamis ve bunu
yayimlamistir. Kan transfiizyonu sonrasinda biriken fazla demirin uzaklastirilmasi i¢in bir
yol olan selasyon ajan1 Deferoksamin (DFQO), Ciba tarafindan elde edilmis ancak ilk
kullanimi1  1970°1i yillarda baslamistir. Talaseminin molekiiler patolojisi ile ilgili
caligmalar ise, Southern blot teknigi kullanilarak 1980°1i yillarda gergeklestirilmeye
baglanmistir (1,32).

Talasemi ve diger hemoglobin anomalileri, iilkemizde oldugu gibi tiim diinyada
onemli bir halk sagligi sorunudur. Toplum taramasi, halk egitim programlari, genetik
danisma ve rehberlik hizmetleri kullanilarak, anormal hemoglobin hastast dogumunun,
uygun strateji ile onlenmesi ¢alisilmaktadir (1,33). Hb bozukluklari diinya genelinde %5
sikliktadir. Talasemi; Afrika, Uzak Dogu, Orta Dogu, Bati Pasifik de artan gogler
nedeniyle de Amerika ve Avrupayi igine alan kusakta sik goriiliir (32). Ulkemizde ise
Cukurova ve Akdeniz kiy1 seridi basta olmak iizere, Ege ve Marmara bdlgelerinde
talasemi tasiyicilign ¢ok sik goriilmektedir. Saglikli Tiirk popiilasyonunda B-talasemi
tastyict sikligr % 2,1 olup Tiirkiye'de 1,3-1,4 milyon tasiyict ve 5.000 civarinda hasta
bulunmaktadir (32,34).



1970’lerde iilkemizde talasemi ve hemoglobinopati ile ilgili ¢aligmalar baslamis,
1987°de Akar ve ark. tarafindan Tiirk toplumunda talasemiye ait ilk molekiiler ¢aligmalar
gerceklestirilmis ve 2002°de Basak ve ark. tarafindan Tirk toplumunda B-talaseminin
molekiiler spektrumu yayinlanmistir. 2002°de Altay ve ark. son 40 yilda yapilan anormal
Hb ¢alismalarini taramis ve en sik HbS, sonrasinda HbD ve HbE oldugunu ve bunlardan

bagka 42 anormal Hb’nin iilkemizde bulundugunu yayinlamislardir (32,35-37).

2.1.2. Talaseminin Tanim

Talasemi, Hb sentezindeki bozukluk sonucunda gelisen, otozomal resesif gegisli
bir kan hastaligidir. Hastaligin ayirt edici oOzellikleri; a/B globin zincir oraninda
dengesizlik, etkisiz eritropoez, kronik hemolitik anemi ve intestinal demir emilimi
artisidir. En sik goriilen talasemi tipleri o-talasemi ve [-talasemidir (2-4). Bu
tanimlamaya gore, o zincir yapimi azligi a-talasemiye, B zincir yapim azlig1 B-talasemiye
neden olmaktadir. B zincir yapimi hi¢ yoksa buna (°), B zincir yapimi az yapiliyorsa buna

(B"), kismen yapiliyorsa (B**) talasemi adi verilmektedir (5).

2.1.3. Globin Zincir Yapimi

Hb, omurgalilarin eritrositlerinde bulunan, oksijen tasiyan bir proteindir (38).
Gorevi; akcigerlerde oksijenle baglanmak, doku kapillerlerinde bu oksijeni birakmaktir
(39).

Hb, dort alt birimden olusan kiiresel bir molekiildiir. Her alt birim, bir polipeptide
birlesik hem kismi igerir. Hem, demir i¢eren bir porfirin tiirevidir. Polipeptitler toplu
olarak, Hb molekiiliiniin globin kismi olarak adlandirilir (38). Hem molekiilii, globin adli
uzun polipeptit zinciri ile baglanarak Hb alt birimi olan Hb zincirini olusturur. Dért Hb
zinciri gevsekge baglanarak biitiin bir Hb molekiiliinii olusturur. Her bir Hb zincirinde,
bir demir atomu igeren bir hem prostetik grubu ve her Hb molekiiliinde de dért Hb zinciri
oldugu igin, her Hb molekiiliinde, dért demir atomu bulunur. Bunlarin her biri de bir
molekiil oksijen ile baglanabildiginden, her Hb molekiilii ile dort molekiil oksijen (sekiz
atom oksijen) tagmabilir (Sekil 2.1) (39).



Sekil 2.1: Eritrositin Oz baglayan Hb molekiilii (40)

Farkli Hb zinciri alt birimleri arasinda, polipeptit kismin aminosit igerigine bagl
olarak bazi kiigiik degisiklikler bulunur. Farkli zincir tipleri; a, B, y ve & zincirleri olarak
tanmimlanmustir (39).

Eriskin insanda en sik rastlanan Hb ¢esidi olan Hemoglobin A (HbA) toplamin
yaklagik % 97'sini olusturur ve 2a ile 23 zincirinin birlesmesinden olugmaktadir (o2[32).
a zinciri 141, B zinciri 146 aminoasit igerir. Toplamin yaklasik % 2-3"linii olusturan diger
bir eriskin insan Hb ¢esidi de Hemoglobin A2 (HbA>) dir. Burada B ile & zincirleri yer
degistirmistir (a282). Normal fetal yasamda bulunan ana Hb ¢esidi ise Hemoglobin F
(HbF, azy2) dir. HbF’den bagka {i¢ embriyonik Hb daha vardir. Bunlar; Hb Gower 1
(zetazepsilon; - (oe2), Hb Gower 2 (aze2) ve Hb Portland ((2y2) dir (2).

Spesifik genler, farkli Hb zincirlerinin iretimini saglamaktadir. Hb sentezi,
kromozom 16 (a- benzeri globinleri kodlayan) ve kromozom 11 (B- benzeri benzeri
globinleri kodlayan) iizerinde, iki ¢ok genli kiime tarafindan kontrol edilir. a ve {
zincirleri 16. kromozomun kisa kolunda (16p13.3) kodlanirken, 6, €, Gy, Ay ve B
zincirleri 11. kromozomun kisa kolunda (11p15.5) kodlanir (Sekil 2.2) (4,41).
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Sekil 2.2: Molekiiler seviyede globin sentezi (4)
A- Kromozom 16'da a globin ailesinin ve kromozom 11'de B globin ailesinin organizasyonu
B- Eritropoez bdlgeleri ve gelisim sirasinda globin sentezi modeli
(y: eksprese edilmeyen psodogenleri, IVS: intronlar1 gostermektedir. Globin genlerinin {i¢ ekzonu soluk

mavi renkte gosterilmistir.)

Gebeligin ilk ayinda Hb Gower 1, Hb Gower 2 ve Hb Portland esas olarak vitelliis
kesesinde bulunan eritroid hiicrelerinde olusur. Fetal yasamin geri kalaninda, eritropoez
bolgesi, karaciger ve dalaktan kemik iligine dogru kayar ve burada esas Hb, HbF dir. y -
globinden B globin ekspresyonuna gegis dogumdan 6nce baglar ve bebek 6 aylikken
tamamlanir. Bu siirenin sonunda normal eritrosit Hb’nin % 95'inden fazlasi yetiskin HbA
dir. Geri kalan Hb, iki kii¢iik bilesen olarak HbA2 ve HbF'den olusur (4,42,43).

2.1.4. Talasemi Sendromunda Patofizyoloji

Talaseminin en dnemli 6zelligi; etkisiz eritropoez ve hemolize, bununla birlikte
bir dizi patofizyolojik mekanizmaya yol agan a ya da 8 globin zinciri dengesizligidir (2-
4,44).

B-talasemide, eritroid hiicrelerde dengesiz o globin zinciri tetramerlerinin
birikmesi; reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna ayrica etkisiz eritropoez ve periferal
hemolize yol agar (45). En 6nemli belirtisi; kolelitiyazis gibi akut komplikasyonlara ve

bliylime ile organ ve vaskiiler fonksiyon lizerinde zararli etkilere neden olabilen kronik



hemolitik anemidir (46). Kemik iliginde eritroid Onciillerinin proliferasyonun artmasi,
kemik iliginde genislemenin ardindan kemik hastaliklarina yol acar (45). Kemik iligine
ilaveten, dalak (splenomegali) ve karaciger (hepatomegali) de aktive olur. Son olarak,
etkisiz eritropoez; demir emilimi artisina ve asirt demir birikimine neden olur. Asir1 demir
yiikii, ¢esitli organ sistemlerinde, Ozellikle de karacigerde morbiditelere yol acabilir
(Sekil 2.3) (47).

a-talasemili hastalarda, a/p zincir dengesizligi ve etkisiz eritropoez kavramlari -
talasemi ile benzerdir. B globin zincirleri; eritrosit zarina zarar veren Heinz cisimcikleri
olusturan, hiicre i¢inde ¢oken p4 veya HbH tetramerleri olusturabilir. Her ne kadar asirt
demir yiikii ve hiperkoagiilabilite gibi belirtiler goriilse de, a-talasemili hastalarda goriilen
belirtiler, B-talasemili hastalarda goriilen belirtilerden daha hafiftir. o-talaseminin ana
patolojik mekanizmasi, p-talasemi hastalarinda goriilen etkisiz eritropoezden ziyade

periferal hemoliz ve kronik anemidir (44).

‘F\.}II’I demir yiki ‘ 4’1 Kemik iligi genislemesi ve kemik hastalig ‘ /

' Y

r —P‘ Ekstramedullar hemopoez ve organomegali ' Organ hasarlarl
zincir o (kalp, karaciger,
wp- dengesizligi Etkisiz eritropoez }7 endokrm

'y
4’{ Periferal hemoliz ve safra tas

r
‘Anemi ‘ _b{ Hiperkoagtlabilite ve vaskiler hastaliklar

Sekil 2.3: Talasemi sendromlu hastalarda patofizyoloji (4)

2.1.5. Talasemilerin Simiflandirilmasi

Talasemi sendromlari; Hb’nin bir veya daha fazla globin alt biriminde tiretim
hizindaki azalma ile karakterize edilen bir genetik bozukluklar ailesidir. Kalitsal Hb
bozukluklarinin o ve B-talasemi gibi major siniflarindan baska, yapisal varyantlari da
(HbS, HbC, HbE) bulunmaktadir ve bu farkli alt gruplar, farkli globinleri kodlayan
gendeki veya yakinindaki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. o ve B-talasemi ile yapisal

varyantlar birlikte hemoglobinopatileri olusturur (3,4).



Talasemiler, azalmis oranda sentezlenen globin alt birimini ifade edecek genetik
temele gore siniflandirilir. Hangi globin veya globinlerin yetersiz iretildigine bagl

olarak; a, B, v, 6B ve €y8p ¢esitlerine ayrilir (3).

2.1.5.1. Alfa Talasemiler

a globin geni, 16. kromozomun kisa kolunda yer alir. Normal bireylerde o globin
sentezi, kromozom 16’nin her bir kopyasinda iki tane olan dort a globin geni tarafindan
diizenlenir. Normal bir a globin genotipi, (ao/aa) olarak gosterilebilir. a. genleri tizerinde
meydana gelen delesyonlar veya nokta mutasyonlar1 (tek veya birka¢ baz degisimleri)
sonucu, globin zincir sentezi azalmakta veya tamamen engellenmektedir (3,4).

Bir kromozomdaki her iki o globin geninin delesyona ugramasi veya devre dist
birakilmas1 durumuna (a°) talasemi denir; bu heterozigot genotip, (--/aa) ile gosterilir.
Bu durumda o globin gen ekspresyonu ortadan kalkmistir. Bir kromozomdaki her iki o
globin geninde delesyon olmasi veya bagli a genlerinden biri inaktive oldugunda ise,
duruma (a*) talasemi denir. Genotip; o globin genlerinden birinin delesyonu durumunda
(-o/ar) olarak yazilirken bu genlerden biri, bir mutasyon ile etkisiz hale getirilmigse
(a'o/oo) seklinde yazilir. Klinik bulgu, etkilenen gen sayisiyla iliskili olarak
goriilmektedir (3).

a-talasemi hastalarinin cogunun klinik fenotipleri ¢ok hafiftir ve yasam boyunca
fark edilmeyebilir. HbH hastaligi olan hastalar, degisken bir fenotipe sahiptir. Hb Bart's

hydrops fetalis hastalari ise 6ldiiriicii bir anemi formuna sahiptir (48).

2.1.5.1.1. Alfa Talaseminin Klinik Tipleri

2.1.5.1.1.1. Sessiz Alfa Talasemi Tasiyicihigr:
Dort o geninden birinde delesyon veya fonksiyonel bozukluk vardir (ao/a-). En

hafif formudur. Hematolojik ve klinik olarak normaldirler.

2.1.5.1.1.2. Alfa Talasemi Tasiyicihigi:

Dort o geninden ikisinin etkilendigi tiptir. Tek kromozomda iki o geninde
delesyon (--/aa) veya her iki kromozomda birer o geninde delesyon (a-/a-) nedeni ile
meydana gelir.

Rutin kan saymmu ile tespit edilen hafif veya orta siddette mikrositik hipokromik

aneminin disinda, a-talasemi tasiyicilari (heterozigotlar), klinik olarak asemptomatiktir.



Tani, genellikle saglik kontrolii veya dogum Oncesi tarama sirasinda yapilir. Yorgunluk,

halsizlik ve nefes darlig1 gibi daha ciddi anemilerle ilgili sikayetler nadirdir (3,4,48).

2.1.5.1.1.3. HbH Hastahg:

HbH hastaligi, en sik olarak iki farkli mutasyon i¢in bilesik heterozigotlu
hastalarda, daha az siklikta ise orta derecede siddetli molekiiler bir eksiklikten dolay1
homozigotlarda goriiliir. a globin miktar1 %30 daha az tiretilir (48).

U¢ o geninin delesyonu veya inaktivasyonu sonucu, (--/a-) olusur ve P4
tetramerlerinin olusmasi ile biiyiik miktarda [ zinciri tiretimi ile sonuglanir. Bu (4
tetramerleri, B zincirinin olduk¢a dengesiz bir varyantidir ve eritrositlerde ¢okeltiler
olusturur. Bu ¢okeltiler “Heinz body” olarak isimlendirilir (4).

Hafif veya orta derecede hemolitik anemi, dalak genislemesi, sarilik ve eritrosit
parametrelerinde anormallik ile karakterizedir (48).

2.1.5.1.1.4. Hb Bart’s Hydrops Fetalis (Alfa Talasemi Major):

Hb Bart's hydrops fetalis sendromlu yenidoganlar, 16. kromozom iizerindeki o
globin ekspresyonunda ¢ok ciddi eksikliklere sahiptir. En sik olarak; her iki ebeveynden
a globin geninin kalitilmamasindan kaynaklanirken bazi durumlarda bir ebeveynden
siddetli bir delesyonel olmayan mutasyonun kalittimindan, diger ebeveynden ise a
genlerinin kalitilmamasindan kaynaklanir (48). Diger bir deyisle her iki kromozomda o
geninde tam delesyon mevcuttur (--/--) (4). o zinciri tretimi intrauterin donemde de
olmadig igin fetal Hb sentezi de yoktur. Fizyolojik olarak fonksiyonel olmayan y4 , Bart's
hydrops fetalis sendromlu yenidoganlarin eritrositlerindeki Hb’nin ¢ogunu olusturur, yani
sadece dort y globin sentezi sz konusudur. Ayrica, tek fonksiyonel Hb, embriyonik Hb
Portlanddir (48).

Hb Bart's hydrops fetalis sendromlu bebeklerde utero kalp yetmezligi ve anemi
goriiliir. Hepatosplenomegali, beyin biiylimesinde gerilik, iskelet ve kardiyovaskiiler
bozukluklar ve plasenta genislemesi hastaligin karakteristik 6zelliklerdir. Hasta bebekler,
genellikle utero (23-38 hafta) iginde veya dogumdan kisa bir siire sonra doku hipoksisi
nedeniyle olir. Bununla birlikte, yogun yasam destek tedavisi verilen ve kan

transfiizyonu ile tedavi edilen, birkag yenidogan vaka tanimlanmustir (6,48).
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2.1.5.2. Beta Talasemiler

B-talasemiler, Hb’nin B zincirlerinin sentezindeki azalma ile karakterize, kalitsal
kan hastaliklar1 grubudur (49). B globin zincirindeki azalma, o/f globin zincir
dengesizligine yol agar (50). Ciddi anemiden, klinik olarak asemptomatik bireylere kadar,
degisken fenotiplere neden olur (53).

Simdiye kadar, B globin geninde neredeyse 200 mutasyon karakterize edilmistir.
B-talasemilerin biliyiik ¢ogunluguna B globin genleri i¢indeki nokta mutasyonlari neden
olur. Birkag B-talasemi mutasyonu da, birkag bazin eklenmesi veya delesyonu seklindedir
(6). B globin geninde hastalifa neden olan bu 200 mutasyondan bazilari sessiz
mutasyonlara (sessiz ), bazilar1 f globin zincir tiretiminde nispi bir azalmayla olan hafif

mutasyonlara (f*) neden olurken bazilar1 da, B globin zincir liretiminde tam bir azalmaya

(B°) neden olur (4).

2.1.5.2.1.Beta Talasemide Patofizyoloji

B globin zincirlerinin iiretiminin az yapilmasi (B*) veya hi¢ yapilmamasi (B°),
dengesiz globin sentezine ve dolayisiyla fazla miktarda o zincirinin tiretimine yol agar.
B-talaseminin tiim ciddi formlarinda HbF sentezi bir dereceye kadar devam etse de; HbA
sentezi, B globin zincir tiretimindeki eksiklikten dolay: yetersizdir. Baska bir deyisle,
ve y zincirlerinin liretimi, o zincirleri ile eslesmek i¢in yeterli degildir. Bu,  globin zinciri
ile birlesemeyip agikta kalan fazla miktardaki a globin zincirleri kemik iliginde bulunan
eritroid onciillerde ¢okerler. Sonug olarak, hatali eritroid 6lciil olgunlasmasi, etkisiz

eritropoez ve eritrositlerin yagam siiresinin kisalmasi gortiliir (Sekil 2.4) (49,51).

2.1.5.2.2. Beta Talaseminin Klinik Tipleri

2.1.5.2.2.1. Sessiz Beta Talasemi Tastyicihigr (§**):
Neden olan mutasyon hafiftir. Klinik ve hematolojik olarak normaldirler (52,53).

2.1.5.2.2.2. Talasemi Minér (p-Talasemi Tastyicihig: - Heterozigot B-Talasemi):
Genellikle klinik olarak asemptomatiklerdir ancak bazen hafif bir anemi ile
birlikte eritrosit parametrelerinde anormaliteye sahip olabilirler. B-talasemi minér igin
tedavi gerekmez. Her iki ebeveyn de tasiyici oldugunda, %25 homozigot talasemili
cocuga sahip olma riski vardir (49,53).
B-talasemi minorde karakteristik bulgu, Hb disiikligi ile eritrosit sayisi

yiiksekligi ve hafif anemidir. Karakteristik olarak eritrositlerin boyut ve sekillerinde
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mikrositoz ve hipokrom vardir. f-talasemi minoriin 6nemli bir 6zelligi de HbA:

seviyesinin yiikselmesidir. Ayrica HbF seviyesi de hafifge yiikselebilir (53).

1 o]

Denatiirasyon

HbF i Degrrdas}'
HbF iceren énciillerin ~ Hemoliz |
secici sagkalim Eritrosit énciillerinin

l vikim

HbF sevivesinin eritrosit  Splenomegali, plazma

L . . Etkisiz eritropoez
igerisinde gul]xelm esi hacim artisi ]7
Y

Eritrositin yiiksek Anemi
oksijen afinitesi

—# Eritropoietin *—————
Azalms oksijen Doku hipoksisi
iletimi l

Kem ik iligi genislemesi
Demir
l T—> viiklenmesi-+——

y
Transfiizyon

Demir emilim
Iskelet bozukluklar: artisa
Metabolik hiz artis1

Endokrin bozukluklar
Az zayiflama Siroz
Gut hastahiz {ardivalk v i
Folat eksikligi Rardiyalcyetmezliier

Sekil 2.4 Beta talasemide patofizyoloji (51)

2.1.5.2.2.3. p-Talasemi intermedia (TI):

TI, B globin iiretimini etkileyen gen mutasyonlarindan kaynaklanir. Cogu hasta f3-
talasemi i¢in homozigot veya bilesik heterozigottur. Daha az yaygin olarak sadece bir f3
globin geni etkilenir. TI'li hastalarin farkli fenotipleri, hafif ila siddetli o/ globin
zincirlerinde dengesizlige neden olan farkli gen kusurlarindan kaynaklanmaktadir (50).

TI, talasemi major ile talasemi minor arasi klinik ile karakterizedir. Heterojen bir
Klinik vardir. Hastalar eriskin hayata kadar tamamen asemptomatik olup hafif bir anemi
ile transfiizyon gereksimi olmaksizin yasamin1 devam ettirir. Daha agir klinik ile (yani
bliylime ve gelismede yavaslamalarin olabildigi) karakterize hastalar ise nadiren
trasfiizyon alabildikleri gibi transfiizyon almadan da yasamlarini devam ettirebilirler
(44,50,54,55).

TI teshisi genellikle, >2 yas, Hb >7 gr/dl olup, enfeksiyonu olmayan ve folik asidi
yeterli diizeyde olan B-talasemili hastalarda yapilir. Ebeveynlerinden biri, normal veya
siir degerde HbA2 veya artmis HbF (genellikle % 10'a kadar) ile karakterize -talasemi

tastyicisidir. Bu hastalara genellikle mikrositik-hipokromik anemi (diisitk MCV ve diisiik
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MCH) denir. Periferik yaymada; hafif ila siddetli mikrositoz ve hipokrom,
anizopoikiloitoz, polikromasi, bazofilik stippling (noktalanma) ve ¢ekirdekli eritrositler
(eritroblastlar) goriilir. Serum demir, ferritin ve transferrin doygunlugu da artmis
olabilmektedir (50).

2.1.5.2.2.4. Beta Talasemi Major (TM):

TM; "Cooley Anemisi” ve "Akdeniz anemisi” olarak da adlandirilir (49).

Her iki B globin geninin bozuk oldugu TM, (B°) veya (B*) genleri i¢cin homozigot
veya bilesik heterozigottur (56). TM, otozomal resesif kalitilir. Etkilenen bir ¢ocugun
ebeveyni zorunlu heterozigottur ve hastaliga neden olan bir  globin gen mutasyonunun
bir kopyasini tasir. Bu heterozigot ebeveynlerden dogacak her bir ¢ocukta etkilenme
olasilig1 % 25, asemptomatik bir tastyict olma olasiligi % 50 iken etkilenmemis ve tasiyici
olma olasilig1 % 25 olur (49,56).

TM bireyler, genellikle 6-24 aylarda tibbi destek i¢in basvurur ve bireylerin
hayatta kalmak i¢in diizenli kan transfiizyonu almasi gerekmektedir (49,53).

Etkilenen bebeklerde gelisme geriligi ve renk soluklugu goriiliir. Ayn1 zamanda;
beslenme problemleri, ishal, tekrarlayan ates nobetleri ve dalak genislemesi sebebiyle
meydana gelen karin biiyiimesi goriilebilir (56).

Kaynaklarin yetersizligi nedeniyle tedavi edilemeyen veya transfiizyonun yetersiz
yapildig1 bireylerde, TM'un klinik tablosu; biiytime geriligi, solukluk, sarilik, kas
sisteminde zayiflik, ¢arpik bacaklik, hepatosplenomegali, bacak {ilseri ve kemik iliginin
genislemesinden kaynaklanan iskelet degisiklikleridir. Bu iskelet degisiklikleri;
bacaklarin uzun kemiklerinin deformitesini ve osteoporozu igerir. Kan transfiizyonu
yetersiz bireyler, genellikle kalp yetmezliginden oliirler. Hb degerini minimum 9-10,5
gr/dl de tutan diizenli bir transfiizyon programi baslatilirsa, etkisiz eritropoez engellenir.
Biiylime ve gelisme 10-12 yaslarinda normale doéner. Bununla birlikte, diizenli
transfiizyon alan hastalar, selasyon tedavisine uygun olarak, asir1 demir yiikiine bagh
komplikasyonlar gelistirebilirler. Cocuklarda asir1 demir yiikii komplikasyonlari
arasinda, biiylime geriligi ve cinsel olgunlasmada basarisizlik goriiliir. Eriskinlerde ise
karaciger fibrozu ve sirozu, diyabet ayrica paratiroid, tiroid, hipofiz ve daha az yaygin

olarak adrenal bezlerin yetersizligi goriiliir (49).
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Diger komplikasyonlar hipersplenizm, kronik hepatit (hepatit B ve/veya hepatit
C'ye neden olan viriislerin enfeksiyonu kaynakli), siroz (asirt demir yiikii ve kronik

hepatit kaynakl1), HIV enfeksiyonu ve venéz trombozdur (49,56).

2.1.5.2.2.4.1. Talasemi Majorde Klinik Tam
TM’den genellikle, <2 yasinda bir bebekte siddetli mikrositik anemi, hafif sarilik

ve hepatosplenomegali varligi ile siiphelenilir (49).

2.1.5.2.2.4.2. Talasemi Majorde Hematolojik Tan1

Mikrositik aneminin goriildigi TM de Hb<7 gr/dl, ortalama korpiiskiiler hacim
(MCV)>50<70 fl ve ortalama korpiiskiiler Hb (MCH)>12<20 pg dir.

Periferik yaymada goriilen morfolojik degisiklikler; mikrositoz, hipokromi,
anizositoz, poikilositoz (spikiile gozyas1 damlasi ve elonge hiicreler) ve eritroblastlardir.
Eritroblast sayisi, anemi derecesi ile iligkilidir ve splenektomiden sonra belirgin sekilde

artmaktadir.

2.1.5.2.2.4.3. Talasemi Majorde Tedavi
1- Transfiizyon

Transflizyon uygulamasindaki amag; aneminin diizeltilmesi, etkisiz eritropoezin
baskilanmasi, artmis gastrointestinal demir emiliminin inhibisyonu ve buna bagh gelisen
kemik ve kalpteki yan etkileri 6nlemektir (56,57).

TM igin 6nerilen giincel kan transfiizyon rejimi, transfiizyon 6ncesi Hb seviyesini
9-10,5 gr/dl'nin iizerinde tutmak i¢in 2—5 haftada bir seklindedir. Bu rejim, transfiizyonel
demir birikimini en aza indirir. Kan hacminin hizl artisindan kaginmak igin transfiizyon
hizi, saatte 5 ml/kg'lik bir hizda damar i¢ine verilecek sekilde, giinde 15 ila 20 ml/kgh
gecmemelidir (56).
2- Splenektomi

Splenektomi, operasyon sonrasinda ortaya g¢ikabilecek yan etkiler nedeniyle,
sadece birka¢ durumda uygulanabilmektedir. <5 yas ¢ocuklarda uygulanmasi dnerilmez
iken, yillik eritrosit transfiizyon ihtiyaci; >200-250 ml/kg ve >5 yas ¢ocuklara
splenektomi onerilir (56).

3- Asir1 Demir Yiikiiniin Tedavisi

Asirt demir yliklenmesi, diizenli transflizyonlarin ka¢imilmaz bir sonucudur,

¢linkii insan viicudunda asir1 demiri atmak i¢in bir mekanizma yoktur. Bununla birlikte,
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demir selasyonuyla; viicuttan fazla demirin alinmasi saglanir iken; kalp yetmezligi, siroz
ve biiylime geriligi gibi transfiizyonel hemosideroz ile ilgili en yaygin komplikasyonlar
da 6nlenebilmektedir (56).

Deferoksamin (DFO), deferipron (DFP) ve defasiroks (DFX), viicuttan asir1 demir
yiikiiniin alinmas1 amaciyla kullanilan demir selatorlerindendir (12,13,56,58,59).
4- Kemik Tligi Transplantasyonu (KIT):

Yas1 kiiciik olup (<17) insan lokosit antijen (HLA) uygun donérii olan,
hepatomegali ve karaciger fibrozisi olmayan ve 1iyi selasyon alan hastalarda

transplantasyonun %90°’dan fazla vakada basarili oldugu bildirilmistir (56,60).

2.1.5.2.3. Hb Anomalileri ile Tliskili Beta-Talasemiler

2.1.5.2.3.1. HbE/p-talasemi:

Yapisal degisken hemoglobin E ile [-talasemi etkilesimi, farkli talasemi
fenotiplerine yol acar. Ortaya c¢ikan bu klinik formlar; yasa, aneminin derecesine ve
semptomlarin ciddiyetine bagl olarak {i¢ kategoride tanimlanabilir (4, 49). Hafif, orta ve
siddetli olarak smiflandirilir; siddetli formu, TM’e benzerlik gosterirken, hafif ve orta
formlar TI’ya benzerlik gosterir (4).

- Hafif HbE/B-talasemi: Bu hastalarda Hb seviyeleri, 9-12 gr/dl dir ve genellikle klinik
normaldir. Herhangi bir tedavi gerekmez.

- Orta derecede siddetli HbE/B-talasemi: HbE/B-talasemi vakalarinin ¢cogu bu kategoriye
girer. Hb seviyeleri 6-7 gr/dl dir ve klinik semptomlar1 T1’ye benzerdir. Enfeksiyon, daha
fazla anemiye neden olmadikga transfiizyon gerekmez. Asirt demir yiiklenmesi olusabilir.
- Agir HbE/pB-talasemi: Hb seviyesi 4-5 gr/dl kadar diisiik olabilir. Bu gruptaki hastalar

TM’e benzer semptomlar gosterir ve ayni tedavi protokolii uygulanir.

2.1.5.2.3.2. HbC/B-talasemi:

Hastalar asemptomatiktir ve teshisleri ancak rutin testler sirasinda konulur. Klinik
bulgular; anemi ve dalagin genislemesi olabilir. Kan transfiizyonu nadiren gereklidir. Her
durumda mikrositoz ve hipokromi goriiliir. Periferik yaymalari; diiz paralel kenarlara,

hedef hiicrelere ve mikrositoz gibi diizensiz hiicrelere sahip farklit HbC kristalleri gdsterir
(49).
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2.1.5.2.3.3. HbS/B-talasemi:
Orak hiicre geninin B-talasemi alleli ile birlikte kalitimi s6z konusudur ve bu
hastalar orak hiicre anemisine benzeyen bir hastaliga sahiptirler. Kan transfiizyonu

gerektirmezler (49,61).

2.2. Cinko (Zn)

Zn; yeryiiziinde en bol bulunan elementlerden biridir ve sahip oldugu kimyasal
Ozellikler sayesinde, biyolojik sistemlerde 6nemli ve yararh etkileri vardir.

Insan organizmasi igin esansiyel olarak kabul edilen ¢inkonun biyolojik gerekliligi
ilk olarak 1869’da Raulin tarafindan “Aspergillus Niger” adli siyah ekmek mantarinda
tanimlanmistir. Bu arastirmaci, ¢inkonun biiyiime i¢in gerekli bir element oldugunu
gostermistir. 1934’de Todd ve ark. tarafindan ¢inkonun sigan biiyiimesi i¢in gerekli
oldugu bildirilmistir (7,8). Cinkonun insan sagligi i¢cin Onemi ilk kez 1963'de
belgelenmistir (7).

Cinko eksikliginin klinik 6nemi, ilk kez Prasad ve ark. tarafindan gézlenmis ve
bunu izleyen calismalarda, gelisme geriligi, anemi ve seksiliel gelisme geriligi

(hipogonadizm) ile ¢inko eksikligi arasinda yakin iliski oldugu gosterilmistir (62).

2.2.1. Cinko Metabolizmasi

Cinko; mavimsi-beyaz renktedir, atom numarasi 30, atom agirhigi 65,4 tir. “Zn”
ile sembollendirilen ve periyodik tabloda 2. grupta yer alan iki degerli bir metaldir. Hem
organik hem de inorganik bilesiklerle reaksiyona girebilir ayrica asidik soliisyonlarda
¢oziinebilir (63).

Yetiskin bir insanda ortalama 2-3 gr ¢inko bulunmaktadir. Zn, esas olarak kas,
kemik, karaciger, prostat, semen, bobrek, retina, beyinde hipokampus ve eritrositlerde yer
almak tizere cesitli organ, doku ve viicut stvilarinda bulunur. Bunun %60-90°1 ¢izgili kas,
karaciger ve kemikte, %1-2’si beyinde geriye kalani1 da diger dokularda bulunur.
Fizyolojik olarak, organizmadaki toplam ¢inkonun yaklasik %98'i hiicre i¢inde bulunur
(64).

Tam kanda 900 pg/dl kadar ¢inko bulunmaktadir. Bunun %85'i eritrositlerde,
%3"0 lokositlerde, %]l'i trombositlerde, geri kalan kismi1 da plazmada bulunmaktadir.
Plazmada ortalama 80-120 pg/dl ¢inko bulunur. Plazmadaki ¢inkonun %80°i albumine
ve %15’1 makroglobuline bagl olarak bulunur. Transferrin, seruloplasmin, haptoglobulin

ve gamma globuline de baglanir. Ayrica, amino asitlerden histidin, glutamin, threonin,
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sistein ve lisin en ¢ok ¢inko baglayanlardir (7,64). Eritrositlerde Zn konsantrasyonu;
40,67+3,6 pg/gr Hb dir (7,65).

Viicutta ¢inko seviyesinin saptanmasinda plazma veya serum ¢inko diizeylerinin
Olclimii, eritrosit ¢inko diizeylerinin 6l¢limii, sa¢ ve 24 saatlik idrarda ¢inko diizeylerinin
tayini yontemleri kullanilmaktadir (65).

Plazma ¢inko diizeyinin alt sinir;; 60—70 pg/dl kabul edilmektedir. Cinko

diizeyinin, bu degerlerin altinda bulunmasi ile ¢inko eksikligi tanis1 konunabilir (66).

2.2.2. Giinliik Gereksinim ve Cinkonun Besinlerdeki Dagililm

Cinko i¢in giinliik alinmasi tavsiye edilen miktar; yenidogan, bebek ve ¢ocuklarda
3-10 mg, yetiskinlerde 10-15 mg dir (7).

Cinko, oldukga fazla besinde bulunur. Kirmizi et, tavuk, balik, deniz tiriinleri, tim
tahillar ve siit iirlinleri; ¢inko i¢in ana besin kaynaklaridir. Beslenmedeki ¢inkonun
kalitesi, elde edildigi kaynaga ve biyoyararliligina gore degismektedir. Tablo 2.1°de

cesitli gidalarda, yaygin tiikketim porsiyonlarina gore ¢inko icerikleri gosterilmektedir.

Tablo 2.1: Cesitli gidalarda, yaygin tiiketim porsiyonlarina gore ¢inko igerikleri (ons: bir
kagit bardak kadar) (7,67)

Gida Porsiyon Cinko miktari (mg)
Balik, tavuk eti, kabuklu deniz Grint 3 ons <2.0
(yengec ve istiridye harig)

Tavuk karacigeri, koyu renkli tavuk eti 3 ons 2.0-3.0
Domuz, dana eti, yengeg ve koyu renkli hindi eti 3 ons 3.0-4.0
%77 yagsiz kiyma

Istiridye 3ons =5.0
Buatin yumurta 1 adet 0.5
Fistik ezmesi 2 yemek kasidi 0.9
Kuru fasulye, mercimek, nohut, ayiklanmis bezelye 1/2 fincan 0.9-1.0
(haslanmisg, stztlms)

Bérilce (haslanmis, stzilmis) 1/2 fincan

Tam yagh st 1 fincan

Evapore st 1/2 fincan

Yadsiz sit tozu 1/3 fincan

Dondurma 1 1/2 fincan

Kasar peyniri
Pismis yulaf ezmesi

3 dilim (1 1/2 ons)
1 fincan

e rrrtrro
N oOoO©OW,

Pismis kepekli tahil 1 fincan
Bugday gevredi 1 ons
Kepek gevredi, %40 1ons 1

Kavrulmus bugday tohumu 2 yemek kasigi 0.9
Misir gevregi 1 ons 0.08
Pismis misir unu 1 fincan 0.3
Budgday ekmedgi 1 dilim 0.2
Tam bugday ekmedgi 1 dilim 0.5
Pismis esmer piring, sicak 1 fincan 1.2
Pismis beyaz piring, sicak 1 fincan 0.8
On pisirme uygulanmis beyaz piring, sicak 1 fincan 0.4
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2.2.3. Cinkonun Emilim, Tasinma ve Atilim

Agi1z yoluyla alinan ¢inkonun yaklasik olarak %30’u, duodenum ve proksimal
jejunum olmak iizere bagirsaklardan emilir. Hayvansal proteinlerden gelen ¢inko daha iyi
emilmektedir (7,67).

Tahil ve bitkilerde bulunan fitat, ¢inkonun emiliminin olumsuz yo6nde
etkilenmesine ve biyoyararliliginin diismesine neden olmaktadir. Fitattan baska; fosfat,
karbonat, tannat, oksalat ve polifenollerin diyette bulunmasi emilimi zorlastirirken,
karboksilik asit, glikoz, histidin ve sistein gibi aminoasitler, B6 ve D vitamini ve yag
asitlerinin bulunmasi emilimi kolaylastirir (64,67). Ayrica, bir gidanin igerdigi demir
miktarinin ¢inko miktarindan fazla olmasi, ¢inko emilimini negatif yonde etkilemektedir
(7,67).

Cinko, ince bagirsak mukozasi firgamsi kenar epitelinden tasiyici araciligiyla aktif
tasinma ile emilmektedir (7). Emilme islemi ger¢eklesmeden 6nce ¢inkonun, aminoasit
ve niikleik asitlerden ayrigsmasi gerekmektedir. Cinkonun sindirim esnasinda muhtemelen
mide ve ince bagirsaktaki proteaz ve niikleaz enzimleri tarafindan besinlerden
ayristirtldigina inanilmaktadir (68). Mukozal hiicreye alim, bagirsak liimeninde ve zar
tasiyicisinda ¢inko baglayict ligandlarin ¢inko baglama afinitesine baglidir. Bu
ligandlarin bazilar1 (6rn. histidin) diyetsel kokenlidir ancak metalotiyonin gibi diger
ligandlar ekzojen kdkenlidir. intestinal hiicreye girdikten sonra ¢inko, metalotiyonin ve
diger proteinlerle iligkili hale gelir (7).

Metalotiyonin, ¢inko i¢in Onemli bir liganddir. Kiiciikk bir protein olan
metalotiyonin, hiicre i¢i sitosolik bir molekiildiir ancak plazma ve idrar gibi hiicre dist
stvilarda da bulunabilir. Metalotiyonin, yiiksek miktarda sistein i¢erir ve proteinin her bir
molii bagia 7 mol ¢inko baglar. Bu proteinin normal islevi heniiz tam agiklanmamakla
birlikte serbest radikal temizleyicisi olabilecegi diistintilmektedir (7,69).

Cinko, mukozal hiicrelerden emilip hiicrelere girdikten sonra, bu hiicreler ¢inkoyu
kendi metabolizmalarinda kullanabilir ya da ¢inko kana gegip transferine bagli olarak
karaciger basta olmak iizere pankreas, bobrek, dalak ve viicudun diger boliimlerine
gonderilir. Kemikler ve sinir sistemi tarafindan ¢inko alimi1 daha yavas olmaktadir (70).

Cinkonun biyolojik yarilanma 6mrii 250 giin—1 yildir. Viicuttan atim1 bagirsaklar
basta olmak iizere bobrek ve ter ile olmaktadir. Normal idrarla 0,5 mg/giin, terle 0,5

mg/giin ve bagirsak yoluyla 2-3 mg/giin ¢inko kayb1 olmaktadir (64,71).
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2.2.4. Cinkonun Biyokimyasal ve Fizyolojik Rolii

Cinko insan viicudunda demirden sonra en ¢ok bulunan ikinci eser elementtir ve
yaklasik 300 enzimin optimum fonksiyonu i¢in gereklidir. Bu enzimlerde bulunan ¢inko;
katalitik fonksiyonlara katilma, yapisal biitinligii sitirdirme gibi fonksiyonlari
gerceklestirmektedir (67,72).

Cinko metaloenzimler, ana endojen bilesik siiflarinin her birinin (karbonhidrat,
protein, lipit ...) yapiminda veya hidrolizinde rol alir ve bundan dolay1 viicutta bir ¢cok
reaksiyonun katalize edilmesinde etkindir. Cinko metaloenzimlerin baslicalari olarak
karbonik anhidraz, alkalen fosfataz, alkol dehidrogenaz ve karboksipeptidazlar gibi
enzimler sayilabilir. Cinkonun bu enzimlere yapisal biitiinliik sagladigi diistiniilmektedir
(7,73).

Cinko, DNA'ya baglanmada belirleyici olan ¢inko parmak, ¢inko - twist veya
¢inko — cluster gibi birgok diizenleyici protein ve hormon reseptoriiniin dogru kuaterner
yapisint olusturmak icin gereklidir. DNA sentezinin diizenlenmesini saglayan ¢inko,
DNA’ya baglanarak, transkripsiyon ve gen ekspresyonunu baslatmaktadir (72,74).

Son yillarda ¢inko metabolizmasinda sorumlu oldugu diisiiniilen bazi insan
genleri saptanmistir. Bu genler; Metalotiyoninler, ZNT4 (SLC30A4), ZIP gen ailesi ve
¢inko parmak proteindir (75).

Cinko parmak protein, transkripsiyonda gorevli olan TF-IIIA (transkripsiyon
faktor I1IA)’da ¢inkonun yerlestigi bolgedir. DNA c¢ift heliksinin biiylik oluguna yerlesir
ve DNA bazlari ile temasa geger. Niikleik asitler ve diger regiilator proteinlerde yapisal
olarak gorev alir. Niikleik asit polimeraz ve siiperoksit dismutazin yapisinda yer alir.
DNA’da 0zgiin baglanma bolgesine baglanarak gen regiilasyonunda gorev alir.
Cinkonun, hormonlarin reseptorleri ile baglanma etkilesiminde de rolii vardir (7,75).

Cinkonun bir diger o6zelligi de, biyolojik membranlarin ve iyon kanallarinin
biitiinliiglinii korumaktir. Cinko, kalsiyumu dogal baglanma yerinden baska bir yere
tastyabilir ve kalsiyum bagimli hiicre siireclerini degistirebilir (7,72,75).

Cinko, biyolojik sistemlerde in vitro kosullar altinda, makromolekiillerin siilfidril
gruplar1 ile etkilesime girerek antioksidan olarak hareket edebilir, bdylece
oksidasyonlarini inhibe edebilir. Bakir ve demir gibi metallerle, membran {iizerindeki
baglanma bolgeleri i¢in rekabet ederek elektron transfer yeteneklerini azaltir. Cinkonun
in vivo kaynakli antioksidan etki mekanizmalarindan biri de, bir serbest radikal

stiptiriiciisli olan metalotiyoninin uyarilmasidir (7,72,74,75).
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Hem hiicre biiyiimesi hem de sitokinez, hiicresel ¢inko igerigine ve bunun hiicre
icinde taginmasina baglidir. Biiyiime ve gelisme iizerine etkili bir eser elementtir (7,8,72).
Cinko, bagisiklik sisteminin bir¢ok yo6niinii de etkiler. Dogal immiinite, notrofil
ve dogal oldiiriicti (NK-natural killer) hiicrelerin gelisimi ve fonksiyonu i¢in 6nemlidir.
Makrofajlar, fagositoz ve sitokin iiretimi, T ve B hiicrelerinin biiyiimesi ve islevi de ¢inko

eksikliginden etkilenir (8,67).

2.2.5. Cinko Eksikligi

Son 40 yildir insanlarda, ¢inko eksikliginin olduk¢a yaygin ve ciddi bir sorun
oldugu anlasilmistir (8).

Cinko eksikligi goriilmesinin en 6nemli nedeni, beslenmede mineralleri baglayan
fitat bakimindan zengin tahillarin yiiksek miktarlarda tiiketilmesidir (7). Cinko
eksikliginin diger nedenleri ise; yag bezlerinde salgi artisi/yagl digski ve enterit gibi
bagirsaktan anormal kayiplar, karaciger hastaliklari, kronik bobrek hastaligi, orak hiicreli
anemi, malabsorbsiyon (emilim bozuklugu) sendromlari ve uzun siire parenteral
beslenme gibi patolojik nedenler, alkolizm, diiiretiklerle zorlanan fazla idrar ¢ikarilmasi

ve sicak ortamda fazla terleme ile olan kayiplar olabilir (7,8,64,75).

2.2.5.1. Cinko Eksikliginin Klinik Belirtileri

Cinko eksikliginin klinik belirtileri hafif ila siddetli arasinda degisen bir spektrum
sergiler ve diizeltilmedigi takdirde 6liimciil olabilir.

Agir ¢inko eksikligi olan kisilerin klinik belirtileri arasinda; biilloz pistiiler
dermatit, diyare, alopesi, zihinsel bozukluklar ve immiin bozukluklara bagli enfeksiyonlar
bulunur. Bu ciddi bulgular, dogustan ¢inko emilimine bagli ikincil akrodermatit
enteropatika hastalarinda, ¢inkosuz total parenteral beslenme alan hastalarda ve
penisillamin tedavisi alan hastalarda gortliir. Biiytime geriligi, erkek hipogonadizmi, cilt
degisiklikleri, istahsizlik, zihinsel uyusukluk, anormal karanlik adaptasyon ve gecikmis
yara iyilesmesi; orta derecede ¢inko eksikliginin olagan belirtileridir. Son zamanlarda
yapilan calismalar, insanlarda ¢inkoda hafif bir eksikligin; norosensoryel degisiklikler,
erkeklerde oligospermi (normalden az sperm sayisi) Ve serum testosteron azalmasi,
hiperammonemi (kanda amonyak diizeyinin artmasi), Serum timin aktivitesinde azalma,
IL-2 tretiminde azalma ve NK hiicre aktivitesinde azalma gibi bulgular ile karakterize

edildigini gostermistir (7,8,76).
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2.3. Talasemi ve Cinko

Talasemi sendromlarinin  homozigot oldugu tipleri, ciddi anemi ile
sonuglandigindan diizenli kan transflizyonu gerektirir. Bu tiir tedaviler, hastanin émriinii
arttirsa da, viicutta asir1 demir yiiklenmesi, insan viicudunda asir1 demiri atmak igin 6zel
bir mekanizma olmamasi nedeniyle; endokrin, metabolik, iskelet ve biiyiime bozukluklar
gibi ¢esitli komplikasyonlar gelismesi ile sonug¢lanir. Bununla birlikte, demir
selasyonuyla asir1 demir yiikii azaltilabilecegi gibi kalp yetmezligi, siroz ve biiyiime
geriligi gibi transfiizyona bagli komplikasyonlar oOnlenebilmektedir (56,77). TM
hastalarinda kullanilan DFP ve DFO gibi selatorler, demir selasyonu yaninda ¢inko gibi
metalik iyonlarin da selasyonuna neden olabilmektedir (12,13,78).

TM hastalarinda demir selasyon tedavisine bagl olarak goriilen idrarla fazla Zn
atilimu (hiperzinkiiri); yiiksek ferritin seviyeleri, karaciger bozukluklart ve Zn emilim
bozukluklari gibi ¢ok faktorlii nedenlerden kaynaklanabilir (9).

Cinkonun talasemi ile iliskisi, cesitli ¢aligmalarla gosterilmis ve bu ¢aligmalarda,
talasemi sendromlu hastalarin serum ¢inko seviyelerinin, saglikli kontrol grubuna gore
diisiik oldugu goriilmiistiir (9,10,12). Bu, demir selatorlerinin demire ek olarak idrarla
¢inko atimi egilimini artirmast ve besinsel alimin yetersizligi ile agiklanabilir (10,12).
Ayni zamanda bu ¢inko seviyesi diisiikligiiniin, ¢inko takviyesi ile tersine ¢evrilebilecegi
diistintilmiistiir (10).

TM hastalarinda hiperzinkiiri ve diyet ile ¢inkonun az alinmasi gibi sebeplerle
kronik ¢inko eksikligi s6z konusudur (10,12). Bunun sonucunda sekonder olarak gelisen,
endokrin komplikasyonlar goriillmektedir.

Biiyiime geriligi de diizenli transflizyon tedavisi ile birlikte demir selasyon
tedavisi alan TM hastalarinin 6nemli bir komplikasyonudur. Biiyiime geriligi ayni
zamanda, ¢inko eksikliginin de bir Klinik komplikasyonudur (10). Arcasoy ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢alisma, ¢inko eksikliginin TM de goriilen dogrusal biiylime
geriliginden sorumlu faktorlerden biri oldugunu gostermistir. Buna ek olarak da, ¢inko
takviyesinin hastalarin dogrusal bilyiimesini olumlu yonde etkiledigini bildirmislerdir
(10,79).

Talasemili hastalarda goriilen bir endokrin komplikasyon olan osteoporoz, diisiik
kemik kiitlesi ve kemik dokusunun mikro-mimarisinin bozulmasi ile sonuglanan ve
kemiklerde kirilmaya yatkinlik ile karakterize, sistemik bir iskelet hastaligidir. f-

talasemili kisilerde osteoporozu tedavi etmek igin bir dizi tedavi stratejisi uygulanmustir.



21

Bu tedavi stratejilerden biri de ¢inko takviyesidir. Bhardwaj ve ark. tarafindan talasemi
hastalar1 ile yapilan bir ¢alismada ¢inko siilfat takviyesi sonrasinda kemik mineral

yogunlugunun, bel omurgasi ve kalgada arttig1 gosterilmistir (80).

2.4. Hemoreoloji

2.4.1. Reoloji ve Tlgili Kavramlar

Reoloji, akiskanlar mekaniginin 6zel bir boliimiidiir ve kat1 veya s1vi olan

malzemelerin akis ve deformasyon davranislariyla ilgilenen bilimsel bir alandir (81).

—y

KAN
P Y AKIMI
—* A4 7 dx
__f,/y dv
T LT T T T Endotel

Viskozite= Kayma Kuvveti (F/A)/ Kayma Hizi {dv/dx)

Sekil 2.5 : Bir damar liimeninin sematik temsili (82)

Egri ¢izgi, laminer akista akis hizi profilini temsil eder. Viskozite; kayma geriliminin kayma hizina orani
olarak ifade edilir, burada kayma kuvveti (dyne/cm?= F/A), birbiri iizerinde kayan sivinin birim alam
basina (A) akis yoniine paralel kuvvettir (F) ve kayma hiz1 (si') laminer akistaki bitisik tabakalar

arasindaki hiz gradyanidir. dv; bitisik sivi tabakalarinin hiz farki, dx; akiskan lamelleri arasindaki mesafe

Hemoreoloji; reoloji biliminin kanla ilgilenen boliimiidiir. Kani olusturan
plazma ve hiicresel elemanlarin damar igerisindeki davranigin1 (deformabilite,
agregasyon) ve kan akiminin dinamigini inceler (15,81). Kan, biyolojik bakis agisina
gore, plazma denen bir s1vi ve bu s1vi iginde asili halde bulunan hiicresel elemanlardan

olusur. Hiicresel elemanlart; eritrosit, 16kosit ve trombositlerdir (83).

Sekil 2.6’da gortldigi gibi, fizyolojik kosullar altinda, sivi partikiilleri kan
damar duvarina paralel, bitisik diizlemlerde ve siv1 tabakalarinin birbiri tizerinde diizgiin
bir bigimde kaymas1 seklinde hareket eder. Bu tiir akimlara laminer akim denir (15,84).
Laminar akimda, damarin merkezindeki tabakanin akim hizi, kenarlardaki tabakalardan

cok daha fazladir. Bunun sebebi, damara degen tabakadaki sivi molekiillerinin damar
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ceperi ile aralarindaki siirtinme kuvveti nedeniyle daha zor hareket etmesidir (15,38).
Laminar akimda olusan hiz profili paraboliktir. Sivinin akim hiz1 arttirildiginda, akim
karakteristiginin diizensizlestigi ve girdapl bir hale geldigi gozlenir. Bu tipteki akima
tirbiilans akim adi verilir. Akim hizi arttikga tiirbiilansin derecesi de artar (15,85). Bu

tiirbiilan akim kosullar1 altinda, akima karsi olan direng, laminar akimdan biiytiktiir (15).

2.4.1.1.Viskozite:

Sekil 2.5’de goriildigii gibi, laminar akim kosullar1 altinda, sivilarin akiskanligini
tanimlamak igin shear stress/shear rate iliskisi kullanilir. Bu iligki; akiskan tabakalar
(laminalar) arasindaki i¢ direnci yani akiskanin viskozitesini yansitir. Bdylece; bir sivinin
viskozitesi; shear stress: bir sivi tabakasinin komsu sivi tabakasi lizerinde, yiizeye paralel
olarak (teget) hareket etmesini saglayan, birim alan basina etki eden kuvvettin (kayma
kuvveti), shear rate; iki komsu sivi tabakasi arasindaki hiz farkinin bu tabakalarin
arasindaki uzakliga boliinmesi ile elde edilen, bu tabakalarin ilerleyici bir sekilde

birbirine paralel olarak hareket ettigi, hiz gradyanina (kayma hizi) orani olarak tanimlanir

(15,81,84).

MERKEZ

v
£330 2,7

(b)

a - Laminar akim b- Tiirbiilan akim

Sekil 2.5: Laminar ve tiirbiilan akimda hiz profili (86)

Sivilar reolojik agidan; Newton tipi olan (Newtonian) ve Newton tipi olmayan

(Non-newtonian) sivilar olmak {izere 2 gruba ayrilir.

Newtonian bir sivinin viskozitesi, sabit bir sicaklik ve basingta kayma kuvveti ve
kayma hizindan bagimsizdir. Bu sivilar i¢in kayma kuvveti ve kayma hizi arasindaki egim

sabittir ve bdylece viskozite de sabit olur. Orn. su ve plazma Newtoniandir.
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Non-Newtonian sivilarda sivi viskozitesi sabit degildir ve kayma hizina baglh
olarak degisir. Stvinin cinsine gore de kayma hizi artik¢a viskozite azalir (shear-thinning)
veya artar (shear-thickening). Non-Newtonian sivilar, sinirli bir stresin oldugu, ancak
kayma hizinin sifir (akissiz) oldugu, belirli bir viskozite igin sonsuz bir degerle
sonuglanan “yield stress e sahip olabilirler (87). Kan; ‘Non-Newtonian/shear-thinning’
ozellik gosteren bir stvidir, yani viskozitesi, kayma hizi1 arttik¢a azalir. Ayrica, sivilarin
her iki smifi i¢in viskozite sicakliga baglidir. Cogu sivilarin viskozitesi artan sicaklikla

birlikte azalmaktadir (15,81).

Viskozite i¢in birgok birim kullanilabilir, en yaygin olarak centipoise (cP) 'ye esit
olan millipascals.sec (mPa.sec) kullanilir. 20°C'deki su, 1 mPa.sec veya 1 cP'lik bir
viskoziteye sahiptir. Ayni zamanda, 1 resiprok saniye (1sn) shear rate olusturmak igin

1 dyn/cm? shear stress gereken bir madde, 1 poise (P) viskoziteye sahiptir (15).

2.4.1.2. Kayma Hiz1-Viskozite Tligkisi:

Yiiksek kayma hizlarinda kan, capt >3 mm den biiyiik arterlere 6zgii bir akis
diizeninde, yiliksek hizda hareket ettigi zaman daha az viskdz olur ve eritrositler dagilir.
Burada, tam kan viskozitesi suyun yaklasik 3-5 katidir ve eritrositler akis direncini
azaltmak igin eliptik sekle deforme (eritrosit deformabilitesi) olurlar (18,88,89).

Diisiik kayma hizlarinda ise kan, daha yavas hareket eder ve eritrositler para dizisi
seklinde kiimelesmeye (eritrosit agregasyonu) baslar. Bu durumda kan daha viskoz hale
gelir. Bazen makromolekiillerin artmasi nedeniyle artan eritrosit agregasyonu sonucu tam
kan viskozitesi suyun 20-30 katina ¢ikabilir (88). Eritrosit agregasyonu, normal
kosullarda geri doniistimliidiir (18).

Kayma hiz1 ile kan viskozitesi arasindaki iliski Sekil 2.7°de gosterilmistir.
Viskozite degisimleri, yiiksek kayma hizlarinda eritrosit deformabilitesi ile iliskili iken,
diisiik kayma hizlarinda eritrosit agregasyonu ile iliskilidir (84,89,90).
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Sekil 2.7: Normal kanda kayma hizi-viskozite egrisi (90)

Sekil 2.7°de goriildiigii gibi kan viskozitesi igin yaklasik degerler; 0,1 sn™! de 100
cP iken 1 sn™! de 9-10 cP'dir. 100-200 sn™! {izerindeki yiiksek kayma hizlarinda, 37°C'de
oOlglilen normal kanin viskozitesi yaklasik 4-5 cP'dir, daha yiiksek kayma hizlarinda
viskozite sabit kalir. Bununla birlikte viskozite, 100 sn™'’nin altindaki kayma hizlarina

karsi daha hassastir ve kayma hizi azaldik¢a viskozite artisi da katlanarak artar
(14,15,81,87,91).

2.4.2. Kan Akim ve Ozellikleri

Kan akimi, dolasimin belli bir noktasindan belirli bir siirede gecen kan miktaridir.
Uygun doku/organ fonksiyonunun siirdiilebilmesi, yeterli kan akisina baghdir.
“Yeterlilik” sadece kararli bir durumu belirtmez, ayn1 zamanda belirli bir dokuya olan
talebi karsilayabilme yetenegidir. Dokulara yeterli diizeyde kan akimi1 saglanmasi; kalbin

pompalama giiciine, damar yapisina ve kanin akiskanlik 6zelliklerine baglidir (92).

Ohm yasasina gore; damar sisteminde kan akisi; basing farki (yani perfiizyon
basinct), kan damarlarmin hidrolik iletkenligi ve kan akigkanligi ile belirlenir. Son iki
faktor, bir direng parametresi (R) olarak birlestirildiginde; aralarindaki iliski asagidaki
formiil ile ifade edilebilir:

AP Q:Kan akim

Q= AP: Damarin iki won arasindaki basing farda
R R: Direng

AP = Q xR iligkisi vardir.
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Baska bir deyisle, belirli bir perfiizyon basinci altindaki kan akisi, hidrolik
direngle ters orantilidir. Belirli bir dokuya yeterli kan akisi, yeterli bir basing gradyaninin

korunmasini gerektirir (91,92).

Poiseuille yasasina gore; kan akimi, damar yaricapinin dordiincii kuvveti ile

dogru, damar uzunlugu ve kan viskozitesi ile ters orantilidir (81).

Q= Kan alkam
AP=Damarn iki ucun
a arasindali basing farln
AP -mT-r

Q) r=Damarin yvarigapl
8- I - n L=Damarmn uzunlugu

n=Viskozite

Poiseuille Yasasi

20. yiizyilin baglarinda akigkan dinamigi iizerine yapilan ¢aligmalarda, kilcal
borularin i¢inden akan kanin viskozitesinin, boru ¢api kiigtildiik¢e azaldig1 (Fahraeus-
Lindqvist etkisi), 6-8 um civarinda minimum bir degere ulastigi ancak c¢ap daha da
kiiciildiikge keskin bir sekilde arttig1 gosterilmistir (15).

Sekil 2.8’de gorildiigii gibi; eritrositlerin akis sirasinda damarin enine kesiti
boyunca esit olarak dagilmadigi, bunun yerine, eksenel go¢ olarak bilinen, merkezi
bolgede tek sira halinde birikme egiliminde olduklar1 ve damarin ¢eperine yaklastik¢a
hiicreden fakir, plazma agisindan zengin alanlar olusturduklari bildirilmistir. Bunun
sonucunda hematokrit (Hct) merkezde en yiiksek, periferde en diisiiktiir (Fahraeus etkisi)
(15,93). Bu diisiik Het degeri, in vivo kosullarda kanin viskozitesini de diistiriir. Ayni
zamanda merkezde hiz en yiiksek iken, boru ¢eperinin yakinindaki kisimlarda en disiik

seviyeye sahiptir (93).

Sekil 2.8: Damarin enine kesiti boyunca eritrositlerin akisi (15)
Kan akisi sirasinda kan damarimin merkezi bdlgesinde eritrositler birikirken, yan dallar, plazma

bakimindan zengin, hiicre bakimindan fakir tabaka tarafindan beslenir ve boylece doku hematokriti azalir.
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2.4.3. Kanin akiskanhgini belirleyen faktorler

Kanin akigskanligt; kan hiicreleri ve plazmanin reolojik davranislarinin yaninda

Hct degerinden de etkilenir (15,94).

2.4.3.1. Hematokrit (Hct)

Laminar akim kosullarinda, kanin akiskanligini belirleyen faktorlerin basinda
hiicresel elemanlarin oransal miktar1 gelir. Hct, kanin sekilli elemanlarindan biri olan
eritrositlerin hacim yiizdesidir. Sekil 2.9’da goriildigii gibi kan viskozitesi ile Hct
arasinda, %20-60 Hct degerlerinde etkisi daha az goriilen, >%60 Hct degerlerinde ise

etkisinin daha fazla oldugu logaritmik, dogrusal bir iligki vardir (15).
20

iy
L]

Vizkozite (mPa.sn )
-
o
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0 25 S0 75

Hematokrit (36)

Sekil 2.9: Kan viskozitesi tizerine %Hct etkisi (15)

2.4.3.2. Plazma viskozitesi

Plazma kandaki hiicresel elemanlar ic¢in siispansiyon ortami olarak gorev
yaptigindan viskoziteyi; Het ve hiicresel elemanlarin 6zelliginden bagimsiz olarak etkiler
(84).

Fizyolojik kosullarda plazma viskozitesi 37°C‘de 1,10-1,35 cP arasindadir.
Plazma viskozitesindeki artig, herhangi bir Hct diizeyinde kan viskozitesinin artigina
neden olur. Fibrinojen, gama globulin gibi akut faz reaktanlarinin artisi plazma
viskozitesinin hastalik siirecindeki artiginda 6nemli o6lgiide rol oynarlar. Plazma

Newtonian bir s1vi oldugundan, viskozitesi kayma hizindan bagimsizdir (15,95).
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2.4.3.3. Eritrositler

Eritrositler, kanin hiicresel elemanlarinin bilyiik ¢ogunlugunu olusturur (93).
Eritrosit tiretimi; kemik iligindeki pluripotent kok hiicrelerden kaynaklanan dinamik bir
stirectir ve bobrekler tarafindan {iretilen eritropoietinin (EPO) kontrolii altindadir.
Dokulara tagman oksijen miktarinin azalmasina neden olan her kosul, eritrosit liretim
hizim1 EPO’yu uyararak artirir. Eritrositler, basglangicta cekirdekli olarak iiretilir ve
periferik dolasima katilmadan 6nce ¢ekirdeklerini kaybettikleri i¢in dolasimdaki olgun

eritrositlerin ¢ekirdegi bulunmaz (39,96).

Eritrositlerin esas islevi, dokulara oksijeni ileten Hb’i ve solunum gazlarim
tagimaktir. Sekil 2.10°da goriildiigii gibi normal eritrositler, bikonkav disk seklinde olup,
ortalama caplar1 yaklagik 7-8um (mikronmetre)’dir. Kalinliklar1 ise en kalin noktada
2,5um, merkezde ise 1um veya daha azdir. Hiicrenin yiizey alam1 140um?, hacmi ise
ortalama 90fl (femtolitre) kadardir (39).

Eritrositlerin bikonkav disk seklinin korunmasi, fonksiyonel yonden ¢ok
onemlidir. Bes temel faktoriin, bu 06zel seklin korunmasinda etkili oldugu ileri
stirilmiistiir. Bu faktorler; membran igindeki elastik kuvvetler, yiizey gerilimi, membran
yiizeyindeki elektriksel kuvvetler, ozmotik ve hidrostatik basinglar ve eritrosit membrani

i¢ ylizeyindeki membran iskeletini olugturan proteinler olarak sayilabilir (96-99).

Enine kesit

Sekil 2.10: Eritrositlerin {i¢ boyutlu sekli ve bir eritrositin enine kesiti (100)

2.4.3.3.1. Eritrosit Deformabilitesi
Eritrosit deformabilitesi, kan akimi sirasinda kendisine uygulanan kuvvetlere
yanit olarak, eritrositin tersinir olarak sekil degistirebilme yetenegidir. Bu sekil

degistirebilme yetenegi sayesinde 7-8um c¢apindaki eritrositler, 2-3um ¢apindaki
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kapillerlerden gecebilirler. Bikonkav disk seklinden wuzaklasildikga, eritrositlerin
deformabilite yetenegi azalmaktadir (98,99). Sekil degisikliginin miktari; eritrositlerin
hiicresel 6zellikleri, onlara uygulanan kuvvetlere oryantasyonlari ve bu oryantasyonun
biiyiikliigii tarafindan belirlenir (15).

Sekil 2.11°de goriildiigii gibi, eritrositin diskoid sekli, ilk 6nce kemik iliginde ve
daha sonra dolasimda 48 saatlik olgunlasma sirasinda, multilobiillenmis retikiilositten
evrimlesir. Diskoid eritrositin 6nemli bir 6zelligi; damar sisteminin, kendi ¢apinin tigte
biri kadar dar kilcal kisimlarindan, 120 giinlik 6mrii boyunca tekrarlanan gegisleri
sirasinda, pasif deformasyonlara ugramasidir. Bu 6zellik en ¢ok, in vivo olarak dalak
siniislerine gecisi sirasinda goriiliirken, in vitro olarak da akisa bagli deformasyon
sirasinda goriiliir. Deformabilitenin azalmasi ile birlikte anormal eritrositlerin splenik

sekestrasyonu, birkag hematolojik hastalikta hemolitik anemi olusmasina yol agar (97).

Sekil 2.11: Eritrosit olgunlasma evreleri (97)

A- Multilobiiler retikiilosit, B- Olgun diskoid eritrosit, C- Splenik korddan splenik siniise gecen bir
eritrosit - Bu gecis sirasinda goriinen belirli deformabilite, D- Akis sirasinda olusan deformabilite

nedeniyle goriilen elipsoid hiicreler

Eritrosit deformabilitesini; hiicre membraninin viskoelastisitesi, hiicre geometrisi

ve sitoplazmik viskozite belirlemektedir (97).
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2.4.3.3.1.1. Hiicre Membraninin Viskoelastisitesi
Eritrosit membraninin viskoelastisitesini temel olarak, membran iskeletinin yapisi
ile membran proteinleri arasindaki iligskiler belirler ve hiicrenin dinamik mekanik

yapisindan sorumludur (101).

Sekil 2.12’de gorildigii gibi, eritrosit membrani hidrofilik baslar1 disariya,
hidrofobik baslar1 ise iceriye bakan, iki katli fosfolipid tabakadan olusmaktadir.
Membranin bu iki katli lipit tabakasi, tamamen viskozdur ve eritrosit membraninin elastik
davranisina neredeyse hi¢ katki yapmaz (15,97). Iki katl lipit tabaka, esit oranlarda
kolesterol ve fosfolipidlerden olusur. Kolesterol, iki kat arasinda esit dagilirken,
fosfolipidler asimetrik olarak yerlesmistir. Fosfatidilkolin ve sfingomyelin agirlikli olarak
dis tabakaya baglanirken, ¢ogu fosfatidiletanolamin ve tiim fosfatidilserin (PS) ile kiigiik
fosfatidilinositol bilesenleri, i¢ tabakaya baglanir (97,102).

Sekil 2.13’de goriildiigii gibi, membrandaki lipit tabakanin altinda; spektrin,
ankrin, band 3 gibi proteinlerin hekzogonal dizildigi gii¢lii, esnek, daha az hareketli
membran iskeleti vardir (103,104). Bu, eritrosit membran hiicre iskeleti, esas olarak
bikonkav-disk seklinin korunmasindan sorumludur (15,39,97,103,104). Spektrin
proteini, eritrosit iskeletinde basrolii oynayan fibroz yapidaki proteindir. Spektrin agi,
band 3 ve glikoforin gibi membran integral proteinlerine baglanir. Spektrin, eritrosit
membraninda dogal hallerde katlanmis durumda bulunur. Kuvvet uygulandigi zaman
kuvvetin yoniine gore bazi spektrin molekiilleri agilip uzarken bir kismi biiziisiir ve bu,
eritrositlerin sekil degistirmesini saglar (97,98,103,106). Eritrosit membraninin mekanik
stabilitesinin ana diizenleyicileri; spektrin dimer-dimer etkilesimi ve spektrin-aktin-
protein 4.1R birlesme kompleksidir. Eritrositler dolasimda yiiksek kayma kuvvetleri ile

karsilastiginda, membran par¢alanmasinin 6nlenmesinde kritik bir rol oynarlar (97).
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Sekil 2.12: Eritrosit membraninin sematik yapisi ve igerdigi lipitler (105)
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2.4.3.3.1.2. Hiicre Geometrisi (Yiizey Alami-Hacim Tliskisi)

Normal eritrositlerin, bikonkav disk sekillerinden dolayi, hacimlerine gore daha
bliylik yiizey alanina sahip olmalari, onlara ylizey alanini genisletmeksizin sekil
degistirme (deformabilite) olanag: saglar. Ote yandan, eritrosit hacminde bir degisiklik
olmaksizin yiizey alanindaki % 3-4’luk bir artig, eritrositin parcalanmasina neden olur
(98).

dimer-dimer Protein 4.1R
etkilesimi

Sekil 2.13: Eritrosit membraninin sematik yapisi ve igerdigi proteinler (96)

Membran yiizey alaninin korunmasina, iki katl lipit tabaka ile membran iskeleti
arasindaki kuvvetli birlesme ve spektrin bazli membran iskeleti aracilik eder. Hiicre
hacminin korunmasina da membranla iliskili ¢esitli iyon tasiyicilar aracilik eder.
Membrandaki bu kuvvetli birlesmenin azalmasi nedeniyle, membran vezikiillesmesinin
bir sonucu olarak meydana gelen yiizey alani kayb1 veya membran mekanik stabilitesinin
azalmasinin bir sonucu olarak meydana gelen hiicre par¢alanmasi, ayrica hatali iyon
tastyicilar nedeniyle hiicre hacmindeki artig, eritrositin deformabilitesini bozar ve

dolagimdan erken ayrilmasina yol agar (97).

Eritrosit hacmi, ozmotik kosullara bagli olarak da degisebilir (107). Eritrosit
siispansiyon ortaminin ozmotik basincindaki artig, hiicre yiizey alami sabit olmak
kosuluyla hem eritrosit hacminde azalmaya, hem de ortalama eritrosit hemoglobin
konsantrasyonunda (MCHC) artisa sebep olur. Yiiksek ozmolaritede ayrica Hb ile

membran komponentleri arasinda bir etkilesim meydana gelerek eritrosit deformabilitesi
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azalabilir. Ozmolaritenin azalmasi ise, eritrosit hacminde artisa neden olarak

deformabiliteyi zit yonde etkiler (107,108).

2.4.3.3.1.3. Sitoplazmik Viskozite

Eritrosit membraninin sitoplazmik viskozitesi esas olarak, sitoplazmanin énemli
bir igerigi olan Hb konsantrasyonu tarafindan belirlenir. Hb konsantrasyonunun,
dolayisiyla sitoplazmik viskozitenin artmasi, eritrosit deformabilitesinin azalmasina
neden olur (98). Aktif katyon pompalar1, hem 6zel geometriyi hem de normal sitoplazmik

viskoziteyi koruyarak eritrositlerin hiicre i¢i hacmini kontrol eder (15,98,106).

2.4.3.3.1.4. Eritrosit Deformabilitesi Olgme Yéntemleri

Eritrosit deformabilitesi; eritrositlerin kendi boyutlarindan daha kiigiik ¢aplara
sahip silindirik gozeneklerden gegcisi izlenerek degerlendirilebilir. Bu degerlendirmede,
eritrositlerin boyle gozeneklerden sabit bir basingta taginmasi i¢in gereken zaman

belirlenir ve bu siirenin uzamasi, eritrosit deformabilitesinin azaldiginm1 gosterir

(15,109,110).

Eritrosit deformabilitesi, uygulanan kayma kuvvetlerinden kaynaklanan hiicre
seklindeki degisikliklerinin dogrudan mikroskobik goriintiilenmesi ile veya deforme

hiicreler tarafindan {iiretilen lazer difraksiyon modellerinin analizi ile de olgiilebilir

(15,111).

2.4.3.3.2. Eritrosit Agregasyonu

Eritrositler, plazma proteinleri (6rn. fibrinojen) ya da biiyiik molekiil agirlikli
polimerler (6rn. dekstran) i¢eren sulu ¢ozeltiler igerisinde siispanse edildiginde veya Sekil
2.14°de goriildiigii gibi kan akiminin azaldigi durumlarda, st {iste gelmis bozuk para
dizisini andiran sekilde bir araya gelerek agregatlar yani rulo formasyonu olusturabilirler
(112). Bu agregatlar, normal kosullarda zayif baglarla baglandigindan, kayma kuvveti
arttig1 yani fazla kuvvet uygulandigr zaman dagilir, kuvvet ortadan kalktig1 zaman ise

tekrar olusurlar (88,112).
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Sekil 2.14: Stazda otolog plazmada eritrosit agregatlari (112)

Bununla birlikte eritrositler basit, izotonik tuz ¢ozeltilerinde siispanse edildiginde
bu tiir agregatlar meydana gelmez ve birgok calisma, eritrosit agregasyon derecesinin ve
hizinin, siispansiyon ortamindaki makromolekiillerin tipine ve konsantrasyonuna bagl
oldugunu gostermistir. Basta fibrinojen olmak iizere, plazmadaki ¢esitli proteinler

eritrositler arasindaki bu baglanmayi saglar (88).

Eritrosit agregasyonuna, in vitro ortamda plazma proteinlerinden baska yiiksek
molekiiler agirlikl dekstranlar veya diger suda ¢oziiniir polimerler gibi makromolekiiller
de neden olabilir. Yeni c¢alismalar, eritrosit hiicresel o6zelliklerinin de eritrosit
agregasyonunda c¢ok onemli bir rol oynadigini gostermistir. Ayrica diger akut faz
reaktanlari, ozmolarite ile pH degisiklikleri ve Hct degerindeki artis da eritrosit
agregasyonunu etkiler (113).

Eritrosit agregasyonu olusumu, agregan kuvvetler ile agregasyonu ortadan
kaldiran (disagregan) kuvvetler arasindaki denge ile iligkilidir. Disagregan kuvvetler;
kayma kuvvetleri, eritrosit membran yiizey yiikiine bagl olarak ortaya ¢ikan hiicreler
arasindaki elektrostatik itim kuvvetleri ve eritrosit membraninin rijiditesidir. Agregatlara
etki eden kayma kuvvetleri biiyiidiik¢e, agregasyon egilimi azalir. Agregan kuvvetler ile

ilgili olarak ise, iki birbirine zit hipotez mevcuttur (15,113).

1. Koprilleme hipotezi: Birbirine bitisik hiicrelerin yiizeylerine adsorbe olan
makromolekiillerin (antikor, lektin, bakteriyel adezinler, fibrinojen, albiimin gibi),
disagregan kuvvetleri asmasi nedeniyle, kopriileyici kuvvetler olustugunda agregasyon
olur (15,114).

2. Deplesyon hipotezi; Makromolekiillerin eritrosit yiizeyinden fizikokimyasal

mekanizmalarla uzak tutulmasi, bir ozmotik gradyan ve hiicrelerarasi boslukta bir sivi
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hareketi olusturur. Bu sivi hareketinin yarattigi basing farkliliklari, komsu hiicreleri

birbirine dogru iter (15,115).

Bu iki hipotez, eritrosit yiizeyine yakin bolgedeki makromolekiil
konsantrasyonlari i¢in karsit tahminlerde bulunurlar. K6priileme hipotezine gore, ylizeye
yakin bolgede makromolekiil konsantrasyonu siispansiyonunun diger boliimlerine gore
daha yiiksek iken, deplesyon hipotezine gore, bu konsantrasyon diisiiktiir. Eritrosit
yiizeyindeki, makromolekiiler adsorpsiyon derecesini dogrudan belirlemeye yonelik
calismalar, basarisizla sonuglanmistir (15,113). Ancak, hiicre elektroforezi calismasi

deplesyon hipotezini destekler niteliktedir (116).

2.4.3.3.2.1. Eritrosit Agregasyonu Olcme Yontemleri

Eritrosit agregasyonu da kanin olgiilebilir bir 6zelligidir. Agregat olusumunun
genigligini ve oranini goésteren parametreler, eritrosit siispansiyonu sabit bir duruma
yaklastig1 karakteristik bir zaman dilimi analiz edilerek elde edilebilir (112) . En yaygin
kullanilan parametre; dikey cam bir tiipte eritrositlerin ¢6kmesinin gézlendigi ancak
nispeten yavas sonug¢ veren eritrosit sedimantasyon hizi (ESH) testidir (15,112).
Fotometrik tekniklere dayali daha yeni otomatik yontemler de gelistirilmistir. Boyle
cihazlar, eritrosit siispansiyonlarindan gelen 1sik yansimasmi veya eritrosit

slispansiyonundan gegen 151k iletiminin 6l¢iilmesine dayanir (15,117).

Eritrosit agregasyonu, bu yontemlerden bagka; santrifiijleme yontemleri (6rnegin,
zeta sedimantasyon orani), bilgisayarli goriintii analiz teknikleri, diisiik kayma hizi
viskometresi, ultrason goriintiileme, elektriksel 6zelliklerin izlenmesi ve mikroskopik

yontemler ile de 6lgiilebilir (112).

2.5. Talasemi ve Diger Baz1i Hematolojik Hastaliklarda Hemoreolojik Degisiklikler

Yapilan arastirmalarla, kanin eritrosit agregasyonu ve deformabilitesindeki
degisiklikler ile kan ve plazma viskozitesindeki artiglar gibi reolojik davranislarinda
degisiklikler goriildiigli; kardiyovaskiiler hastaliklar, serebrovaskiiler hastaliklar (6rn.
akut miyokard infarktiisii, iskemik kalp hastaliklar1, inme ...), hipertansiyon ve diyabet
gibi bir dizi patolojik durumda gosterilmistir (16-20). Bu patolojik durumlarda
gozlemlenen hemoreolojik degisiklikler (6rn., eritrosit agregasyon artisi, plazma
viskozitesi artigi...) genellikle doku perfiizyonunu etkiler ve bu nedenle de reolojik

"anormallikler" olarak adlandirilir (21).
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Hematolojik hastaliklar, hemoreolojik degisikliklerin doku perfiizyonunda
goriilen sorunlarin nedeni olarak tanimlanabilmesi agisindan istisnadir (91). Eritrositlerde
sekil bozukluguyla seyreden hematolojik hastaliklarda eritrosit deformabilitesi genellikle
degisir (98). Bu tip hastaliklardan biri olan, HbS igeren eritrositlerin goriildiigii orak hiicre
anemisi, eritrosit membran yapisindaki degisikliklere bagli olarak eritrosit
deformabilitesinin azalmasi ile dogrudan iliskili en c¢arpici 6rnektir (91,118). Herediter
sferositoz ve eliptositoz gibi hastalik tablolarinda da eritrosit membran defektleri
goriildiigiinden, eritrosit deformabilitesi azalmis olarak saptanmustir (119).

Talasemili hastalarda yapilan ¢alismalarda; tam kan vizkozitesinin arttigi, eritrosit
deformabilitesinin ise azaldigi bildirilmistir (120,121). Farkli talasemi gruplart ile yapilan
calismalarda da, eritrosit deformabilitesinin kontrol grubuna gore diisiik oldugu

gosterilmistir (22-24).

2.6. Hemoreoloji ve Cinko

Kanin ¢inko seviyesini belirlemede, plazma ¢inko konsantrasyonunun 6l¢iilmesi,
genel kabul goren bir yontemdir (28). Plazma ¢inko Seviyesi, ¢inko degerinin 6nemli bir
belirleyicisi olmakla birlikte, tek basina yetersizdir. Zira, ¢ginko eritrositlerin yapisinda da
bulunur. Cinko, metabolizmada bir¢ok 6nemli rol oynar ve sayisiz metaloenzimin ve
transkripsiyon faktoriiniin bir bilesenidir (7,8,28).

Cinko eksikliginde plazma ve membran proteinlerinde de postranslasyonel
degisiklikler goriilebilir. Plazma membran proteinlerinin ¢inko baglama afinitesi, ¢inko
eksikligi ile azalma egilimindedir (28,122).

Cesitli arastirmalarda, ¢inkonun eritrosit deformabilitesini ve agregasyonunu
etkiledigi gosterilmistir (26,27,31,123). Sporcularla yapilan bir ¢alismada, plazma ¢inko
seviyesinin diisiik, kan viskozitesinin normalden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (124).
Yine sporcularda, Zn takviyesinin eritrosit deformabilitesini arttirdigi da gosterilmistir
(25).

2.7. Oksidatif Stres

2.7.1. Serbest Oksijen Radikaller

Serbest oksijen radikalleri [reaktif oksijen tiirleri (ROS)], canli organizmalarin
normal fizyolojik ya da g¢esitli patofizyolojik siiregleri sirasinda retilirler (125).
Hiicrelerin oksidatif durumu, pro-oksidanlar (Orn. ROS) ile antioksidanlar arasindaki

dengeyi yansitir ve bu normal fizyolojik fonksiyonlarda rol oynar. Bununla birlikte,
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patolojik kosullar altinda denge oksidanlara dogru kayar ve sitotoksik olan oksidatif
strese yol agar. Boyle durumlarda, doku ve hiicreler zarar gorebilir ve durum, hiicre ve
organ hasari ile sonuglanabilir. Bu nedenle, oksidatif stresin kanser, ateroskleroz, diyabet
ve kardiyovaskiiler, norodejeneratif hastaliklar gibi birgok hastalikta rol oynadigina
inanilmaktadir (126).

ROS’lar normal hiicre metabolizmas1 sirasinda oksijen igeren kimyasal
reaksiyonlar sonucunda ortaya ¢ikar. Bu ROS’lar arasinda; stiperoksit radikali (O2"),
hidrojen peroksit radikali (H202), hidroksil radikali (OH") ve singlet oksijen radikali (O2’)
sayilabilir. Son derece reaktif olan bu radikaller; lipidlere, proteinlere, polisakkaritlere,
DNA ve diger makromolekiillere saldirabilirler. Bunlarin sonucunda islev bozukluklar
ortaya ¢ikmakta ve hiicre 6liimii olabilmektedir (125).

Lipid peroksidasyonu; lipit radikali tarafindan baslatilir. Olusan lipit radikali,
oksijen ile reaksiyona girer ve lipit peroksi radikali olusur. Bu radikal ise hiicre membrani
yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olup membran
akiskanliginin ve gegirgenliginin bozulmasi gibi hiicre membran yapisinda bozulmalara
yol acar (126,127). Malondialdehit (MDA); yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusur
(128).

ROS’lar etkilerini, proteinler {izerinde de gosterir. Proteinlerin, siilfidril veya
amino gruplariyla etkilesebilir ve proteinlerde agregasyon ve parcalanmalar
(fragmantasyon) meydana gelebilir (125).

DNA’da oksidatif hasara ugrayan molekiillerden biridir. Bu hasar; hasar onarim

mekanizmalarindaki azalma sonucunda olusur (125).

2.7.2. Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Viicutta, normal sartlar altinda ROS’larin bu zararh etkilerine karsi, antioksidan
savunma mekanizmalar1 (antioksidanlar) korumayi saglar. Cesitli enzim sistemleri ROS'u
metabolik doniisiimle nétralize eder (126).

Hiicrelerde bulunan ana antioksidan enzimler; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon transferaz
(GST) olarak siralanabilir. SOD, en etkili hiicre i¢i antioksidan enzim sistemlerinden
biridir. Bu enzim, siiperoksit radikalinin, H.O2 ve molekiiler oksijene doniisiimiini
katalize eder. Siiperoksitten daha az tehlikeli olan H20.; katalaz ve GPx etkisiyle su ve

oksijene indirgenir. CAT, peroksizom ve eritrositlerin sitoplazmalar1 i¢inde bulunan
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hiicre i¢i bir antioksidan enzimdir. H,O2'nin suya ve molekiiler oksijene doniisiimiinii
katalize eder. GPx; sitosol, mitokondri ve gekirdekte bulunur (148). Yapisinda selenyum
bulunur ve eritrositlerde oksidatif strese kars1 etkili antioksidanlardan biridir (126). GPx
igin substrat, H.O> veya organik peroksitlerdir (ROOH). GPx, H2O: igin katalazdan ¢ok
daha yiiksek afiniteye sahiptir ve H20.'yi diisiik konsantrasyonlarda bile ortadan
kaldirabilir. Peroksitler, suya (veya alkole) doniistiiriildiikten sonra glutatyon (GSH)
eszamanli olarak GSSG'ye (glutatyon disiilfid - okside olmus glutatyon formu) oksitlenir
(128).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma igin, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar

Etik Kurulu’ndan 12.01.2018 tarih, 01 nolu karar ve 61 say1 ile onay alinmistir (Ek 1).

3.1. Caliymaya Katilan Hastalar

Bu ¢alisma, Ocak — Kasim 2019 da Istanbul Universitesi, Istanbul T1ip Fakiiltesi
Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Pediatrik Onkoloji ve Hematoloji Bilim
Dali’nda ayakta TM tedavileri takip edilen hastalar ile yapildi. Hasta grubuna ek olarak
kronik bir hastaligi olmayan saglikli goniilliiler arasindan kontrol grubu (saglikli grup)

olusturuldu.

Hastalara, saglikli gruba ve resit olmayan hastalarin yakinlarina, ¢alisma ile ilgili
yazil1 ve sozlii bilgi verildikten sonra, ¢calismaya katilmayi kabul eden tiim goniillillerden
ve hastanin resit olmama durumunda ise, yakinlarindan yazili onam formu alind1 (Ek 2).
Calisma siirecinde hastalarin, hastaliklarinin gerektirdigi diger tedavilerine devam edildi.
Calismamiz, hastalarin tedavisini higbir sekilde etkilememis, herhangi bir ek tedavi ya da

ila¢ uygulanmamustir.

3.2. Calisma Protokolii

3.2.1. Kan Ahnmasi ve Olgiimler:

Calismaya dahil edilen deneklerden, heparin igeren tiibe 10 ml vendz kan alindu.
Bu vendz kanlar; Kog Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Hemoreoloji
laboratuvarinda, ¢inko inkiibasyonundan once ve sonra olmak iizere, hemoreolojik
parametrelerin (Hct, eritrosit deformabilitesi, ozmotik deformabilite ve eritrosit
agregasyonu) ve antioksidan enzimlerin [Katalaz (CAT), Glutatyon Peroksidaz (GPx),
Stiperoksit Dismutaz (SOD) ve Lipid peroksidasyon -MDA enzim aktivitesi tayini-]

Ol¢limii i¢in kullanildi.

Hemoreolojik parametrelerin = dl¢limii, 4 saati ge¢gmemek kosulu ile
gerceklestirildi. Antioksidan enzim testleri ise, yaklasik 1 ml kadar kan, kitlerin saklama
prosediirlerine uygun olarak hazirlandi ve -80°C’de saklanip, tiim denekler

tamamlandiktan sonra 6lgiildii.

Hematolojik (hemogram) ve biyokimyasal (ferritin, glukoz, BUN, kreatinin, tirik

asit...) incelemeler, hastalar kontrole geldigi zaman, rutin olarak yapildi. Biitiin bu
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parametreler, Istanbul Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklar1 Merkez Biyokimya Laboratuvarinda
rutin uygulamadaki metodlarla 6lgiildii. Hematolojik 6l¢iimler igin EDTA’l1 tiipe alinan
kan oOrnekleri kullanildi ve Ol¢iimler hemogramda yapildi (ABX MICROS 60,
Montpellier France). Jelli ve antikoagiilant icermeyen tiipe alinan kan ornekleri ile ise
biyokimyasal testler yapildi (C Modiiler DPP Roche Hitachi).

3.2.2. Hct Tayini ve Ayarlanmast:

Hct tayini, mikrohematokrit metodu ile yapildi. Deneklerden alinan kandan,
heparinli Hct tiipiiniin bir ucundan 2/3 sine kadar kan ¢ekildi. Diger ucu Hct macunu ile
kapatildiktan sonra 9000 rpm de 4 dk santrifiij edildi (Elektromag M19). Ozel cetvel ile
%Hct oOlgiildi.

Dogal hematokriti 6l¢iilmiis kan 6rnekleri, 3000 rpm de 10 dk santrifiij edildi
(Niive — NF 1215). Hematokrit, baslangi¢c degerlerine gore, plazma ekleyerek ya da
cikarilarak %40 olarak ayarlandi.

3.2.3. Eritrositlerin Cinko ile inkiibasyonu:

Cinko inkiibasyonu i¢in 1M ZnSO4(7H20) (Cinko Siilfat Heptahidrat), (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) kullanildi. [IM ZnSO4(7H20)= 287,54 g/mol)] Cinko
stilfat distile suda ¢oziilerek, 0,145 M c¢inko siilfat stok ¢ozeltisi hazirlandi ve deneylerde

kullanilmak tizere 1/100 distile su ile seyreltildi.

Hematokriti %40 olarak ayarlanmis 3 ml kan santriflij edildi. Cinko siilfat;
plazmadaki final konsantrasyonu 0,5 pg/dl olacak sekilde, plazma ile degistirilerek
yavasca karigtirildi. Hazirlanan bu eritrosit stispansiyonu 30 dk, 37°C 'de su banyosunda
inkiibe edildi.

3.2.4. Hemoreolojik Parametrelerin Ol¢iimii:

Hemoreolojik parametrelerin Ol¢limleri, lazer uygulamali bir refraktometre
[LO®RCA (laser-assisted optical rotational cell analyser) MaxSis, Mechatronics, Hoorn,
Netherlands] kullanilarak 37°C'de yapildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: LO®RCA Ektasitometre

3.2.4.1. Eritrosit Deformabilitesi Ol¢iimii
- Ol¢iim Prensibi:

Metot olarak, daha once Hardeman ve ark. tarafindan da tanimlanan LORCA

aletinin standart kullanim metodu uygulandi (111,129).

Bu sistemde, dis silindir, kademeli bir motor yardimiyla farkli hizlarda doéner ve
boylece araya konulan kan, farkli kayma kuvvetlerinin etkisi altinda kalir. Isik kaynag,
bir lazer diyot (670 nm, 4 mW), bir foto diyot (sensor) ve bir sicaklik kontrol {initesi
olarak, sabit i¢ silindire entegre edilmistir. Lazer kaynagindan ¢ikan isin, eritrosit
slispansiyonuna ulasir. Bir ekran {izerine yansiyan difraksiyon paterni (lazer 1s18in
hiicrelerin tizerinden yansimasiyla arka ekranda elde edilen sekil), siispansiyondaki
eritrositlerin sekil degisikligini yansitir. Artan kayma kuvvetlerine paralel olarak, dairesel
bir formdan elipsoid bir forma doniisiimiin derecesi ile eritrositlerin deformabilitesi

arasinda dogru orant1 vardir.
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Sekil 3.2: Eritrosit elongasyonu sirasinda difraksiyon paterninde degisiklik, elongasyon

indeksinin hesaplanmasi, EI: elongasyon indeksi (111)

Sekil 3.2°de goriildiigi gibi, elipsoid difraksiyon paterninin uzun (A) ve kisa (B)
eksen uzunluklart kendi yazilim programi ile ol¢iiliir ve elongasyon indeksi hesaplanir

(111,129).
Elongasyon indeksi (El): (A-B)/(A+B)

Bu metodla 6l¢lim yapmak i¢in, hematokriti plazma ile %40’a ayarlanmis 25 pl
kan, viskozitesi 29,7 mPa.sec olan 5 ml lik polivinilpirolidon (PVP) soliisyonuna (Sigma
PVP-360, RR Mechatronics, Hoorn, The Netherlands) eklenerck karistirildi. Olgiimler
icin bu karigimdan yaklagik 1,5 ml, aralarinda 0.3 mm aralik igeren iki konsantrik
silindirden olusan sisteme yerlestirildi. EI degerleri, 0,3-50 Pa arasinda otomatik olarak
degisen 10 degisik kayma kuvvetinde 6l¢iildii. Bu degerler kullanilarak, her 6rnek i¢in
maksimum elongasyonun (Elmax) yarisi kadar sekil degistirmeye neden olan shear stress:
SS%, Linea Weaver-Burke analizi uygulanarak hesaplandi (SS': degerinin azalmasi,
eritrosit deformabilitesinde artma oldugunun gostergesi olarak kabul edilmektedir) (129-
132).

3.2.4.2. Ozmotik Deformabilite Ol¢iimii
Eritrositlerin ozmotik deformabilitesi, Osmoscan testi ile, 30 Pa'lik bir sabit shear

stress uygulanarak, 37°C'de dl¢iildii.

Bu metodla 6l¢im yapmak i¢in, hematokriti plazma ile %40’a ayarlanmis 250 pl
kan, 5 ml'lik PVP soliisyonuna eklenerek (Ozmolalite: 296 mOsm/kg) hafifge karistirild

ve sisteme yerlestirildi. Eritrosit deformabilitesinin bir 0Olgiisii olarak eritrosit
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elongasyonu (uzama derecesi) siirekli olarak kaydedilirken siispansiyon ortaminin

ozmolalitesi, ektositometre i¢inde 6zel bir program araciligiyla otomatik olarak 100
mOsm/kg'dan 500 mOsm/kg'a kadar kademeli olarak degistirildi (107,133).

Sekil 3.3’de de goriilen ve cihaz tarafindan hesaplanan parametreler Tablo 3.1’de

tanimlanmistir:

Tablo 3.1: Ozmotik deformabilite parametreleri (107)

Elmin

Elmax

El hyper

Omin
Omax

Ohyper

Area

30 Pa kayma geriliminde, diisiik ozmolaritede 6l¢iilen minimum uzama
derecesi

30 Pa kayma gerilimi ile dl¢iilen maksimum uzama derecesi

30 Pa kayma geriliminde, yiiksek ozmolaritede maksimum uzama
derecesinin yarist

Minimal El'nin olustugu ozmolalite
maksimum EI'nin olustugu ozmolalite

Elnyper'da, yani Elma’in yarisi kadar elongasyonun meydana geldigi
ozmolalite

El - ozmolarite egrisi altindaki alan

0.6

El

Flmax =—e 54
Elhypot ——o

Flmin ———e

100 150 00 2% M0 1 00 45 S0
I I Ozmolalite
'« (mOsm/kg)

O min O (Fl max) O hyy

Sekil 3.3: Olgiim ydntemiyle belirlenen parametreler ile elongasyon indeksi (EI)

—ozmolalite (O[mOsm/kg]) egrisi (osmoscan egrisi) (134)
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3.2.4.3. Eritrosit Agregasyon Olciimii
Ol¢iim Prensibi:

Eritrosit agregasyonu, geri yansiyan 1s1gin zamanla yogunlugundaki degisimi ile

degerlendirilir ve sylectogram olarak adlandirilan bir grafik olarak ¢izilir (111,117).

Eritrosit agregasyon dl¢limiinde; Sekil 3.4’de goriildiigii gibi, tamamen disagrege
olmaya yetecek kadar yiiksek bir kayma hizinda, kisa bir donme periyodundan sonra,
motor aniden durdurulur. Kayma etkisinin ortadan kalkmasi ile elips seklindeki eritrosit,
tekrar normal bikonkav seklini alir. Ardindan, fotodiyot sensorii tarafindan gozlenebilen
15181 yansima yogunlugunda (Isc) bir artis olur. Bunu, 1s18in yansima yogunlugunda
diisme ile agiklanan agregasyon siireci izler. Baslangicta, esas olarak iki boyutlu rulo

formasyonu olusurken (135), ardindan daha yavas olarak {i¢ boyutlu aglar olusur.

Isik geri yansima yogunluklari (Isc) “au” ile ifade edilir.

motor
durdurulur

Isc =15181n geri yansima yogunlugu

sn

Sekil 3.4: Eritrosit agregasyonunun sylectogranu (Isc: Iscattering) (117)
Sekil 3.5°de goriildiigl gibi, agregasyon parametreleri otomatik olarak hesaplanir.
AMP; agregasyonun genisligi ya da genligi, t'2; tam agregasyonun yaris1 kadar

agregasyonun meydana geldigi siire ve Al; agregasyonun kinetigini ifade etmektedir.
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Sekil 3.5: Eritrosit agregasyon indeksleri (111)

Agregasyon Slc¢limleri i¢in; daha 6nce tanimlandigi gibi, 6nceden kendi plazmasi
ile %40 hematokrite ayarlanmis kandan yaklasik 1,5 ml alinarak sisteme yerlestirildi ve

Ol¢tim yapildi. Tiim Slgiimler 37°C’de yapildi.

3.2.5. Oksidatif Stres ve Antioksidan Durumun Belirlenmesi

Oksidatif stres diizeyinin belirlenmesi i¢in; CAT, GPx, SOD ve tiyobarbitiirik asit
reaktif maddelerin (TBARS) miktarinin belirlenmesi yoluyla lipit peroksidasyonu
eritrosit lizatinda bakildi. Biitlin o6lgiimler, kitlerin iretici firmalarinin uygulama

kilavuzuna uygun olarak yapildi (Cayman Chemicals, Michigan, USA).

Ornekler, 96 kuyucuklu plakalarda hazirlandi ve 6lgiim, bir plaka okuyucu
tarafindan (Hybrid Reader, Synergy H1, BioTek, VT, ABD) spektrofotometrik olarak
gergeklestirildi.

3.2.5.1. Eritrosit Lizatinin Hazirlanmasi
Enzim aktivitelerinin belirlenmesi igin ayrilmig, 1 ml kan 6rnegi 4°C de 8000 x

g de 10 dk, santrifiij edildi. Ustteki plazma kism1 -80°C de saklanmak iizere ayrildi.

Santrifiij edilip, plazmasi1 ayrilmis kan 6rneginin “buffy coat” tabakasi atildiktan
sonra, altta kalan eritrosit paketi 1:4 buzlu ultra saf yiiksek performansli kromatografi
stvist (HPLC Grade) igerisinde ¢oziildii. 4°C de 10.000 x g de 15 dk santrifij edildi.

Eritrosit lizati, -80°C de saklanmak {izere ayrildi.
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3.2.5.2. CAT Cahsma Plam

Katalaz (CAT) enzim etkinligi 6l¢iim kiti (Cayman, catalase assay kit Item no.:
707002), CAT enziminin aktivitesini, enzimin peroksidatik islevini kullanarak olger.
Yontem, CAT’1in H20: varliginda metanol ile tepkimesine dayanir. Olusan formaldehit,
4-amino-3-hidrazino-5-merkapto-1,2,4-triazol (Purpald) ile kolorimetrik olarak olgiiliir.
Purpald, formaldehit tepkimesi ile oksidasyonu sonucu mor renge doniisir. CAT

aktivitesi, bu mor rengin 540 nm dalga boyundaki absorbansi okunarak oSlgiiliir.
Deneysel islemler:

Daha 6nce hazirlanmis olan eritrosit lizati, 6rnek tamponu ile 1:2 oraninda

seyreltilerek asagidaki basamaklara gore deney gergeklestirildi.

1- Formaldehit standartlarinin hazirlanmasi: Formaldehit stok ve seyreltilmis
ornek tampondan, Tablo 3.1°de belirtilen miktarlarda alinarak 7 farkli formaldehit

standart tiipli (A-G) hazirlandu.

Tablo 3.3: Formaldehit stok ve seyreltilmis 6rnek tamponu miktarlar

Tipler | Formaldehit Stok | Ornek Tamponu | Standart Formaldehit
() () (Final konsantrasyon) (uM)

A 0 1000 0

B 10 990 5

C 30 970 15

D 60 940 30

E 90 910 45

F 120 880 60

G 150 850 75

2- Formaldehit standart kuyucuklari: Plaka tizerindeki belirlenmis kuyucuklara,
100 pl seyreltilmis deney tampon ¢ozeltisi, 30 pl metanol ve 20 pl formaldehit standardi
(A-G) eklendi.

3- Pozitif kontrol kuyucuklari: Plaka {izerinde belirlenmis kuyucuklara, 100 pl
seyreltilmis deney tampon ¢6zeltisi, 30 pl metanol ve 20 ul seyreltilmis CAT (kontrol)

eklendi.

4- Ornek kuyucuklari: Plaka iizerinde belirlenmis kuyucuklara, 100 pl

seyreltilmis deney tampon ¢ozeltisi, 30 ul metanol ve 20 pl 6rnek eklendi.
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5- Tim kuyucuklara, 20 pl seyreltilmis Hidrojen Peroksit eklenerek reaksiyon
baslatildi. 20 dk oda sicakliginda ¢alkalayici ile inkiibe edildi.

6- Reaksiyonu sonlandirmak i¢in her bir kuyucuga 6nce 30 ul Potasyum Hidroksit
daha sonra da 30 ul Purpald eklendi ve 10 dk oda sicakliginda g¢alkalayici ile inkiibe
edildi.

7- Tim kuyucuklara, 10 ul Katalaz Potasyum Periodat eklendi ve calkalayicida
oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.

8- Absorbans degisimi, 540 nm dalga boyunda 6l¢iildii.
CAT Tepkime Hizinin Belirlenmesi

Tiim standard ve orneklerin, ortalama absorbanslar1 hesaplandi ve A standartinin
ortalama absorbansi, kendisinden ve diger tiim standart ve Orneklerden ¢ikarildi. Bu
absorbans degerleri ve tablodaki standart formaldehit derisimleri kullanilarak bir
formaldehit standart grafigi olusturuldu. Elde edilen standart grafigin denklemi
kullanilarak, 6rneklerin formaldehit derigsimi hesaplandi. Hesaplanan formaldehit miktari,
CAT’1n 20 dakikalik aktivitesi oldugundan, dakikadaki aktivite hesaplanarak seyreltme

oranlariyla carpildi ve enzim miktar1 belirlendi.

3.2.5.3. GPx Calisma Plam

Gulutatyon peroksidaz (GPx) enzim etkinligi o6l¢tim kiti (Cayman glutathione
peroxidase assay kit, Item no.: 703102), GPx aktivitesini glutatyon rediiktaza (GR) bagh
olarak olger. Hidroperoksit, GPx aktivitesi sonucu indirgenirken, glutatyon (GSH) okside
glutatyona (GSSG) doniisiir. GSSG, glutatyon rediiktaz (GR) ve NADPH ile indirgenerek
tekrar GSH olusur. NADPH’1In NADP"’a oksidasyonu ile 340 nm dalga boyundaki
absorbansta azalma meydana gelir. GPx aktivitesi, absorbanstaki bu azalma ile dogrudan

orantilidir.

R-0-0-H + 2GSH GPx R-O-H + GSSG + H,0

GSSG+NADPH +H” L’ 2GSH + NADP™

Santrifiij sonrast elde edilen eritrosit lizati, 6rnek tamponu ile 1:2 oraninda

seyreltilerek deney gerceklestirildi.
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Deneysel islemler

1- Enzimatik olmayan kuyucuklar (Kor): Plaka lizerinde belirlenmis kuyucuklara,

120 ul deney tampon ¢ozeltisi ve 50 ul kosubstrat karigimi eklendi.

2- Pozitif kontrol kuyucuklari: Plaka tizerinde belirlenmis kuyucuklara, 100 pl
deney tampon ¢ozeltisi, 50 ul kosubstrat karisimi ve 20 ul seyreltilmis GPx (kontrol)

eklendi.

3- Omek kuyucuklari: Plaka iizerinde belirlenmis kuyucuklara, 100 pl deney

tampon ¢ozeltisi, 50 pl kosubstrat karisimi ve 20 ul 6rnek eklendi.

4- Tiim kuyucuklara, 20 pl kiimen hidroperoksit eklenerek reaksiyonlar baglatildi
ve plaka birkag saniye dikkatlice karistirildi.

5- Absorbans degisimi 340 nm dalga boyunda 5 dk boyunca, dakikada bir kez
olacak sekilde kaydedildi. Her o6rnek ve kor igin, dakikadaki absorbans degisimi
hesaplandi. Kor igin hesaplanan absorbans degeri, 6rnek i¢in hesaplananan degerden

cikarilarak GPx aktivitesi hesaplandi.

3.2.5.4. SOD Calisma Plam

Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim etkinligi &l¢iim kiti (Cayman, superoxide
dismutase assay kit Item n0.:706002), SOD’u ksantin oksidaz ve hipoksantin tepkimesi
sonucu olusan siiperoksit radikallerini, tetrazolyum tuzuna gore belirler. Ksantin oksidaz,
ksantin ve hipoksantini, tirik asit ve H202’e doniistiiriir. Bu tepkime sirasinda da
siiperoksit radikalleri olusur. Deney ortamina eklenen o6rneklerdeki SOD da, bu
stiperoksit radikallerini molekiiler oksijen ve H>O2’e doniistiiriir. Ortamda tetrazolyum
tuzu (radikal bulucu) varliginda, siiperoksit radikalleri tetrazolyum ile tepkimeye girer ve
tetrazolyum tuzunun indirgenmesi sonucu formazen boyasinin etkisi ile renk degisikligi

gerceklesir. Bu tepkimenin inhibisyonu ile SOD aktivitesi belirlenir.

Ksantin 20,

+O2 /‘

\ Formazan boyasi
Ksantin oksidaz > <
H,0, ./ k 20,* Tetrazolyum tuzu

Urik asit

SOD

-

0, +H,0,
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Deneysel islemler:

Daha once hazirlanmis olan eritrosit lizati, 6rnek tamponu ile 1:5 oraninda

seyreltilerek asagidaki basamaklara gore deney gerceklestirildi.

1- SOD standartlarinin hazirlanmasi: 7 farkl tiipe (A-G) eklenmis SOD stok ve

seyreltilmis 0rnek tamponu miktarlar1 agagidaki gibidir.

Tablo 3.4: SOD stok ve seyreltilmis 6rnek tamponu miktarlari

Tupler | SOD Stok (ul) Ornek Tamponu | Standart SOD
() (Final konsantrasyon) (U/ml)
A 0 1000 0
B 20 980 0,005
C 40 960 0,01
D 80 920 0,02
E 120 880 0,03
F 160 840 0,04
G 200 800 0,05

2- SOD standard kuyucuklari: Plaka iizerinde belirlenmis kuyucuklara, 200 pl
seyreltilmis radikal bulucu (tetrazolyum tuzu) ve 10 ul standart (A-G) eklendi.

3- Ornek kuyucuklari: Plaka iizerinde belirlenmis kuyucuklara, 200 pl

tetrazolyum tuzu ve 10 pl 6rnek eklendi.

4- Tim kuyucuklara, 20 pl seyreltilmis ksantin oksidaz eklenerek reaksiyon
baglatildi. Plaka kapag: kapatilarak birka¢ sn dikkatlice karistirildi. Oda sicakliginda 30
dk calkalayici ile inkiibe edildi ve 450 nm de absorbans okundu.

SOD Analizi (Hesaplama)

Tiim standart ve Orneklerin ortalama absorbanslar1 hesaplandi. Standart A'nin
absorbans1 kendisine ve diger tiim standart ve Ornek absorbanslara boliinerek
dogrusallagtirilmis oran (LR) hesaplandi. Bu, dogrusallastirilmig oranlar (LR) ve standart
SOD aktiviteleri ile standart grafik olusturuldu. Orneklerin LR degerleri ve standart grafik
denklemi kullanilarak, SOD aktiviteleri hesaplanda.

3.2.5.5. Lipid Peroksidasyon (MDA Enzim Aktivitesinin Tayini) Calisma Plam
Lipid peroksidasyonunun taranmasi ig¢in bilinen en iyi yoOntemlerden biri,

Tiyobarbitiirik Asit Reaktif maddelerin (TBARS) 6l¢timiidiir. MDA, dogal olarak olusan
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bir lipit peroksidasyon iiriiniidiir. Cayman’in TBARS (TCA Yontemi) oOlgiim kiti
[Cayman TBARS (TCA Method) Assay Kit Item no.:700870]; MDA ve TBA
(Tiyobarbitiirik Asit)nmin yiiksek sicaklikta (90-100°C) ve asidik kosullar altinda
reaksiyonu ile olusan MDA-TBA bilesimini, 530-540 nm de kolorimetrik olarak olger.

Hi

o
o 5. M. _OH 0. _MN._ _SH
i L ‘2 N *T’* S ] \]/
W T Ty Je ~ m T2RP
e T J\“Iﬂl:-l—-}l:-:ll-‘ \l/
oH oM

MDA TBA MDA - TBA

Deneysel Islemler:

1- Kolorimetrik standartlarin hazirlanmasi: 8 farkli tiipe (A-H) eklenmis 125 uM
MDA stok ¢ozeltisi ve su miktarlar1 asagidaki gibidir.

Tablo 3.5: MDA stok ve su miktarlari

Tupler | MDA (ul) Su (ul) MDA final
konsantrasyonu (uM)

A 0 1000 0

B 5 995 0,625

C 10 990 1,25

D 20 980 2,5

E 40 960 5

F 80 920 10

G 200 800 25

H 400 600 50

2- Cam tiiplere, 100 pl seyreltilmis standart ¢ozeltisi veya 6rnek eklendi.
3- Her cam tiipe, 100 pl TCA deney reaktifi eklendi ve karigtirildi.

4- Her cam tiipe, 530 mg TBA’nin seyreltilmis asetik asit ¢ozeltisi (50 ml) ve
seyreltilmis sodyum hidroksit ¢ozeltisi (50 ml) i¢inde ¢oziilmesi ile hazirlanan renk

reaktifi, 800 ul kadar eklenerek karistirildi.

5- Tiipler su banyosunda (100°C) bir saat boyunca bekletildi. Bu siirenin sonunda
tiipler kaynayan sudan hizlica alinarak 10 dk buzda inkiibe edildi.

6- Tiipler 1.600 x g'de 4°C'de 10 dk santrifiij edildi.
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7- Pellete dokunulmadan iistteki siipernatant alinip 530-540 nm de absorbans

olciildii.
MDA Diizeyinin Hesaplanmasi

Her standart ve Ornegin ortalama absorbans degerleri hesaplandi. 0 uM (A)
standard1 kendi absorbans degerinden ve diger absorbans degerlerinden (standartlar)
cikartilarak dogru absorbans degerleri elde edildi. Bu degerler MDA konsantrasyonunun
bir fonksiyonu olarak c¢izdirildi ve standart bir egri elde edildi. MDA diizeyleri uM

cinsinden hesaplandi. Sonuglar nmol/mg protein cinsinden verildi.

3.3. Verileri Degerlendirmede Kullanilan Istatistiksel Yontemler

Elde edilen veriler SPSS 22.0 paket programi kullanilarak degerlendirildi. Nitel
veriler yiizde oranlar, nicel veriler ortalama+standart sapma ile verildi. Verilerin
normalligi Shapiro-Wilks testi kullanilarak test edildikten sonra; normal dagilim gosteren
verilere, bagimli gruplarin degerlendirilmesinde eslestirilmis t testi, bagimsiz iki grup
degerlendirmelerinde t testi uygulandi. Normal dagilim gostermeyen verilere ise bagimli
gruplarin  degerlendirilmesinde Wilcoxon Sum Rank test, bagimsiz gruplarin
degerlendirilmelerinde ise Mann Whitney U analizleri kullanildi. Anlamhilik diizeyi

<0,05 olarak kabul edildi.



50

4. BULGULAR

Bu ¢alismada, TM hastalarinda ve saglikli goniillillerde (saglikli grup) ¢inko

inkiibasyonundan once ve sonra olmak tizere iki ayr1 6lgiim yapilmistir.

4.1. Deneklerin Demogrofik Ozellikleri

Denekler, ¢alismaya katilmay1 kabul eden TM hastalar1 ve saglikli goniilliiler
arasindan secilmistir. Hematolojik ve biyokimyasal parametrelerin kendi standartlar
“kontrol” olarak kabul edilmis ve minimum—maksimum (min-max) araligi olarak

verilmistir.

Hastalarin ve saglikli grubun demografik 6zellikleri, Tablo 4.1°de gosterilmistir.
Calismamizda, 15 kadmn, 13 erkek olmak iizere toplam 28 TM hastas1 mevcuttu. Yas
ortalamasi, 22,9+8,83 yil idi. Saglikli grupta ise, 17’°si kadin 13’1 erkek olmak {izere
toplam 30 kisi olup yas ortalamasi1 21,3+4,92 yil idi. Her iki grup yas ve cinsiyet olarak
uyumlu bulundu. Saglikli grup, beyanlar1 dogru kabul edilerek, kendisinde ve ailesinde
parametrelerimizi etkileyecek herhangi bir kan hastaligi olmayan ve son 1 ay i¢inde bir
saglik sikayeti olmamis goniilliillerden olusturuldu. O nedenle, bu grupta hemogram ve

biyokimyasal testlerin yapilmasina gerek goriilmedi.

Tablo 4.1: Hastalarin ve saglikli grubun demografik 6zellikleri

TM hastalar1 (n=28) | Saghkh grup (n=30)

Vak’a sayis1 (Kadin/Erkek) 15/13 17/13 n.s.

Yas (Yil) 22,948,83 (10-41) 21,3+4,92 (15-38) | n.s.

Degerler ortalama+standart sapma, (minimum — maksimum) olarak verilmistir. (n.s.:istatistiksel olarak anlamsiz)

4.2. Hematolojik ve Biyokimyasal Ol¢iimler
TM hastalariin, hematolojik 6lgtim degerleri ortalama+standart sapma (ort+ss) olarak

Tablo 4.2°de, biyokimyasal 6l¢iim degerleri ise Tablo 4.3°de verilmistir.
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Tablo 4.2: TM hastalarinin hematolojik 6l¢iim degerleri

Parametreler TM Hastalar1 | Standart Degerler
En diisiik - En yiiksek

Hct (%) 28.89+3,15¢ | 38-47

Hb (gr/dl) 8,78+1,18 | |12-16

RBC (M/ul) 3274044 v |4-55

MCV (fL) 81,6+5,37 79 - 94

MCH (pg) 26,89+1,75 26 - 32

MCHC (gr/dl) 32,99+1,68 32-36

RDW (%) 18,65+4,55 4 | 11-15

WBC (10%/ul) 13,85¢10,73 4 | 4-12

Degerler ortalama+standart sapma olarak verilmistir.
(Hct: Hematokrit, Hb: Hemoglobin, RBC: Eritrosit sayisi, MCV: Ortalama eritrosit hacmi, MCH: Ortalama
korpuskiiler hemoglobin, MCHC: Ortalama korpuskiiler hemoglobin konsantrasyonu, RDW: Eritrosit dagilim
genisligi, WBC: Lokosit sayist)

Denek gruplarinin %Hct degerleri karsilastirildiginda, TM hastalariin %Hct
degerinin; (28,89+3,15), saglikli grubun ise (42,43+4,41) oldugu ve TM hastalarinin
%Hct degerlerinin saglikli gruba gore anlamli sekilde diisiik oldugu goriildii (p< 0,001)
(Sekil 4.1).
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44
41
X 38
5 35 *k
T3
29
26
23

Saglkh grup  TM hastalari

%

Sekil 4.1: Saglikli grup ile TM hastalarinin %Hct degerleri (**p< 0,001)



Tablo 4.3: TM hastalarinin biyokimyasal degerleri

Parametreler

TM Hastalan

Standart Degerler
En diisiik — En yliksek

Glukoz (mg/dl) 91,15+8,86 70 —100
Ure (mg/dl) 26,72+7,88 10— 40
Urik Asit (mg/dl) 5,06+1,7 3-7
BUN (mg/dl) 12,35+3,78 822
Kreatinin (mg/dl) 0,53+0,12 ¢ 06-1,2
CRP (mg/l) 3,244+4,1 0-5
Demir (pg/dl) 179,26+56,93 50 - 350
UIBC (pg/dl) 54,06+23,25 + 112 — 346
Ferritin (ng/ml) 2299,53+1440,3 % | 30 - 400
Albumin (gr/dl) 4,7+0,26 3-5
indirekt Bilirubin (mg/dl) | 1,89+1,43 4 0-0,1
Direkt Bilirubin (mg/dl) | 0,44+0,2 4 0-0,3
Total Bilirubin (mg/dl) | 2,33+1,45 4 02-1,2

Degerler ortalama+standart sapma olarak verilmistir.
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(BUN: Kan fire nitrojeni, AST: Aspartat Transaminaz, ALT: Alanin Aminotransferaz, CRP: C-reaktif protein, UIBC:

4.3. Eritrosit Deformabilitesi:

Saglikli ve TM gruplarinin, 10 degisik kayma kuvvetinde (0,3-50 Pa) dl¢iilen EI degerleri

Demir Baglama Kapasitesi)

ortxss olarak Tablo 4.4°de, bu El degerleri kullanilarak, her 6rnek i¢in maksimum

elongasyon (Elmax) Ve Elmax’nin yarisi kadar sekil degistirmeye neden olan shear stress:

(SSy,) degerleri ise Tablo 4.5’de verilmistir.
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Tablo 4.4: 10 farkli kayma kuvvetinde saglikli ve TM denek gruplarina ait elongasyon
indeksi (El) degerleri

El degerleri

Saghkh Grup (n=30)

TM hastalari (n=28)

inkiibasyondan

once

inkiibasyondan

sonra

inkiibasyondan

once

inkiibasyondan

sonra

0,3 Pa

0,048+0,046

0,034+0,016

0,043+0,032

0,051+0,027

pl= 0,320
p?= 0,065
p’= 0,834

0,53 Pa

0,082+0,022

0,082+0,021

0,074+0,032

0,079+0,018

pl= 0,804
p2= 0,020
p3= 0,307

0,94 Pa

0,145+0,032

0,148+0,029

0,123+0,021

0,132+0,02

pl= 0,242
p2= 0,002
p3= 0,004

1,65 Pa

0,228+0,035

0,236%0,035

0,191+0,025

0,20310,024

p'= 0,048
p2<0,001
p3<0,001

2,91 Pa

0,323+0,037

0,332+0,035

0,278+0,034

0,286+0,03

p'= 0,017
p2= 0,005
p3<0,001

5,15 Pa

0,410+0,037

0,421+0,035

0,352+0,046

0,359+0,039

pl= 0,004
p%= 0,022
p3<0,001

9,09 Pa

0,481+0,036

0,493+0,031

0,418+0,059

0,422+0,049

p'<0,001
p2= 0,307
p3<0,001

16,04 Pa

0,534+0,034

0,545+0,028

0,466%0,069

0,469+0,052

pl<0,001
p?= 0,672
p3<0,001

28,32 Pa

0,574+0,035

0,583+0,027

0,504+0,078

0,506+0,056

pl= 0,002
p?= 0,825
p3<0,001

50 Pa

0,598+0,039

0,604+0,030

0,536+0,080

0,538+0,06

pl= 0,354
p?= 0,870
p3<0,001

Degerler ortalama+standart sapma olarak verilmistir. [Kayma Kuvveti (Pa)]
p: Saglikli grubun, ¢inko inkiibasyonundan dncesi ve sonrasi, p2 TM hastalarinin ¢inko inkiibasyonundan dncesi ve
sonrasi, p:Cinko inkiibasyonundan énce (baslangic), saglikli grup ile TM hastalari

Cinko inkiibasyonundan 6nce (baslangi¢), saglikli ve TM denek gruplarina ait EI

degerleri Tablo 4.4°de istatistiksel olarak karsilastiritlmis ve sonuglar Sekil 4.2°de de
grafik olarak gosterilmistir. Tablo 4.4’te goriildigii gibi; 0,94 - 1,65 - 2,91 - 5,15 - 9,09 -

16,04

- 28,32 ve 50 Pa kayma kuvveti uygulanan ol¢timlerde, TM hastalarinin EI
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degerleri saglikli gruba gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diistik oldugu goriilmiistiir

(strastyla; p= 0,004 — < 0,001- < 0,001- < 0,001- < 0,001 — < 0,001- < 0,001- < 0,001).

Tablo 4.4’teki degerler ayrintili olarak irdelendigi zaman; saglikli grubun ¢inko
inkiibasyonundan 6nce ve sonra Olgiilen EI verilerinin istatistiksel karsilastirilmasinda
(Sekil 4.3A); 1,65 - 2,91 - 5,15 - 9,09 - 16,04 ve 28,32 Pa kayma kuvveti uygulanan
Ol¢timlerde, inkiibasyondan sonra anlamli bir artis oldugu goriilmiistiir (sirasiyla; p=
0,048 — 0,017 — 0,004 — <0,001- <0,001- 0,002) (Tablo 4.4). TM hastalarinin ¢inko
inkiibasyonundan 6nce ve sonra dl¢iilen EI verilerinin istatistiksel karsilastirilmasinda ise
(Sekil 4.3B); 0,53- 0,94 - 1,65 - 2,91 - 5,15 Pa kayma kuvveti uygulanan 6l¢timlerde,
inkiibasyondan sonra anlamli bir artis oldugu goriilmistiir (sirasiyla; p= 0,020 — 0,002 —
<0,001 - 0,005- 0,022).

Baslangi¢
| Saglhkli grup TM hastalari
0,8
0,7
0,6

Elongasyon indeksi

0,5 *x
0,4
0,3
0,2 i
0,1 T I
o I |

0,53 094 165 291 5,15 9,09 16,04 28,32

Kayma kuvveti (Pa)

Sekil 4.2:Cinko inkiibasyonundan 6nce (baslangic), saglikli ve TM denek gruplarinda,
10 degisik kayma kuvvetinde Elongasyon Indeksi (EI) ortalamalar1 (*p<0,05 ,
**p<0,001).
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A Saghkl Grup

0,8 M Baslangig inkiibasyon sonrasi
0,7

0,6

*
*% T
-
0,5 * T
0.4 * T
’ T
03 * T
T

o : i I
0,1 T i
’ T
T |

0,3 053 094 165 291 515 9,09 16,04 28,32

*k
T T

50

Elongasyon indeksi

Kayma kuvveti (Pa)

B TM Hastalar
038 M Baslangic inkiibasyon sonrasi
0,7
‘s 0,6
% o5 - 11 mh
2 4 * 17T
—= 04 * T
C
% 0’3 *: T
gi) 0,2 - ‘_’I‘_ I
0,1 - i
o ’
& o Wb i

0,3 053 094 165 291 5,15 9,09 16,04 2832 50

Kayma Kuvveti (Pa)

Sekil 4.3: A: Saglikli ve B: TM hastalar1 denek gruplarinda, inkiibasyondan 6nce
ve sonra, 10 degisik kayma kuvvetinde élgiilen Elongasyon Indeksi (EI) ortalamalari
(*p<0,05, **p<0,001).

Tablo 4.5: Saglikli ve TM denek gruplarina ait SS % ve Elmax degerleri

Saglikli Grup (n=30) TM hastalari (n=28)
inkiibasyondan | inkiibasyondan | inkiibasyondan | inkiibasyondan
once sonra once sonra
SS1/2 2,54+0,668 2,37+0,585 3,02+0,653 2,74+0,654 pl= 0,027
p?<0,001
p3=0,008
Elmax 0,63310,045 0,64040,031 0,583+0,073 0,561+0,078 pl= 0,256
p2= 0,098
p3<0,001

Degerler ortalama+standart sapma olarak verilmistir. SS1/2: Elmax’1n yaris1 kadar sekil degistirmeye neden olan shear
stress, EI max: her 6rnek i¢in maksimum elongasyon
p': Sagliklt grubun, ¢inko inkiibasyonundan éncesi ve sonrast, p>: TM hastalarinin ginko inkiibasyonundan éncesi ve
sonrasi, p3:Cinko inkiibasyonundan &nce (baslangic), saglikli grup ile TM hastalari
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Tablo 4.5°de verilen, ¢inko inkiibasyonu oncesi (baslangig), saglikli ve TM denek
gruplara ait SSi1» Ve Elmax degerleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda; TM
hastalarinin SSi1, degerlerinin saglikli gruba gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek oldugu (p=0,008), Elmax degerinin ise istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik
oldugu goriilmiistiir (p< 0,001).

Tablo 4.5’de goriildiigii gibi, saglikli grubun SSi1» degerinde, inkiibasyondan
sonra istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu goriiliirken (p=0,027), Elmax degerinde
ise anlaml1 bir fark goriilmemistir. TM hastalarinin SS1/2 Ve Elmax degerlerine ait veriler
incelendiginde de SSi12 degerinde, inkiibasyondan sonra istatistiksel olarak anlamli bir
azalma oldugu gortiliirken (p< 0,001), Elmax degerinde ise bir azalma goriilmekle birlikte,

istatistiksel olarak fark anlamli bulunmamustir.

4.4. Eritrosit Agregasyonu:
Eritrosit agregasyonu parametrelerinden; AMP (agregasyonun genisligi ya da
genligi), Al (agregasyon indeksi) ve t'4 (max. agregasyonun yarist ig¢in gerekli siire)

degerleri ort+ss olarak Tablo 4.6°da verilmistir.

Tablo 4.6: Saglikli ve TM denek gruplarina ait AMP, Al, t/4 degerleri

Saghkh Grup (n=30) TM hastalari (n=28)
inkiibasyondan | inkiibasyondan inkiibasyondan | inkiibasyondan
once sonra once sonra

AMP 16,9713,32 18,11+3,06 19,8214,67 14,9+5,05 p'=0,290
p?<0,001
(au) p®=0,011
Al (%) 68,419,68 62,10+7,71 58,62+17,48 56,6+10,92 p'<0,001
p?= 0,564
p3<0,111
s 1,92+0,83 2,54+0,87 2,72+1,39 2,94+1,03 p'<0,001
p2=0,284

p3=0,11

Degerler ortalama+standart sapma olarak verilmistir. AMP: agregasyonun genisligi, Al: agregasyon indeksi ve t'2
‘max. agregasyonun yarist i¢in gerekli siire
p: Saglikl1 grubun, ¢inko inkiibasyonundan éncesi ve sonrasi, p2 TM hastalarinin ¢inko inkiibasyonundan dncesi ve
sonrast, p*:Cinko inkiibasyonundan &nce (baslangig), saglikli grup ile TM hastalari

Tablo 4.6°da goriildiigii gibi, TM hastalarinin AMP degerinin saglikli gruba gore

istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu (p= 0,011) goriilirken, Al ve t%

degerlerinde anlamli bir fark gériilememistir.
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Tablo 4.6’daki verilerden saglikli grubun istatistiksel incelenmesinde, Al

degerinde, inkiibasyondan sonra istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu goriliirken

(p< 0,001), t'; degerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir artma oldugu goriilmiistiir (p<
0,001). TM hastalarinin AMP, Al ve t' degerlerine ait veriler incelendiginde de AMP

degerinde, inkiibasyondan sonra istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu gortiliirken

(p < 0,001), Al’de azalma ve t¥2’de artma goriilmekle birlikte farklar istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir.

4.5. Ozmotik Deformabilite:

Saglikli ve TM denek gruplarina ait Elmin, Elmax, Elnyper, Area, Omin, Omax V& Ohyper

degerleri istatistiksel olarak karsilastirilmis sonuglar Tablo 4.7°de gdsterilmistir. Ayni

veriler Sekil 4.4’de grafik olarak da gosterilmistir.

Tablo 4.7: Saglikli ve TM denek gruplarina ait Elmin, Elmax, Elhyper, Area, Omin, Omax Ve

Ohyper degerleri

Saglikli Grup (n=30)

TM hastalari (n=28)

inkiibasyondan inkiibasyondan
once sonra

inkiibasyondan
énce

inkiibasyondan
sonra

Elmin

0.112+0.022 0.129+0.066

0.181+0.074

0.161+0.041

pl= 0,632
p?=0,245
p3=0,122

Elmax

0.536+0.032 0.534+0.029

0.524+0.065

0.49+0.071

p'=0,239
p?<0,001
p3=0,074

Elhyper

0.268+0.016 0.267+0.014

0.262+0.032

0.245+0.035

p'=0,074
p?=0,06
p3=0,084

Area

148+13.19 147.9+13.77

143.9+21.76

136.4+22.35

p'=0,922
p2<0,001
p3=0,121

Omin

162.2+13.81 145.1+36.11

147+35.61

150.4+6.211

p'=0,109
p?=0,201
p3= 0,003

Omax

319.7+19.71 320.9+17.3

298+23.24

290.9+22.74

p'=0,406
p?=0,04
p3=0,01

Ohyper

499.2+24.92 495.4+26.03

452.7+23.11

447.7+25.93

p'=0,06
p?=0,736
p3<0,001

Degerler ortalama+tstandart sapma olarak verilmistir.
pt: Saglikli grubun, ¢inko inkiibasyonundan dncesi ve sonrast, p>: TM hastalarinin ¢inko inkiibasyonundan 6ncesi ve

sonrast, p*:Cinko inkiibasyonundan &nce (baslangig), saglikli grup ile TM hastalari
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Tablo 4.7°de goriildiigii gibi, TM hastalarinin; baslangi¢ Omin, Omax V€ Onyper
degerlerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik oldugu (sirasiyla p= 0.003 - 0,01 -
<0,001) goriilmiistiir.

Saglikli grubun ¢inko inkiibasyonundan 6nce ve sonra dl¢iilen Elmin, Elmax, Elhyper,
Area, Omin, Omax Ve Onyper verilerinin istatistiksel karsilagtirillmasinda; Sekil 4.4’de de
goriildiigii gibi, inkiibasyondan sonra anlamli bir fark goriilememistir (Tablo 4.7). TM
hastalariin ¢inko inkiibasyonundan Once ve sonra oOlgiilen ozmotik deformabilite
parametrelerinin istatistiksel karsilastirilmasinda ise Elmax Ve Area ve Omax degerlerinde,
inkiibasyondan sonra anlamli bir azalma oldugu goriiliirken (sirasiyla p < 0,001 - < 0,001

—0,04), diger parametrelerde goriilen fark anlamli bulunmamustir.

0.7 5
0.6+
0.54
0.4
0.3
0.24
0.1
0.0

Elongasyon Indeksi [El)

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Ozmolalite (mOsm/kg)

o Ginko Oncesi TM Hastalan e Cinko Sonrasi TM Hastalari

v Cinko Oncesi Saglikli Grup v Cinko Sonrasi Saglkli Grup

Sekil 4.4: Saglikli ve TM hastalar1 denek gruplarinda, ¢inko inkiibasyonundan

once ve sonra Olgiilen ozmotik deformabilite egrileri

4.6. Antioksidan Enzim Aktiviteleri
Saglikli grupta ve TM hastalarinda; antioksidan enzimlerin aktiviteleri, ortalama

(standart hata) olarak Tablo 4.8”de gosterilmistir.
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Tablo 4.8: Saglikli ve TM denek gruplarinin, eritrosit drneklerinde antioksidan

enzim aktiviteleri ve lipit peroksidasyon biyobelirteci

Saghkl Grup TM hastalari
inkiibasyondan | inkiibasyondan | inkiibasyondan | inkiibasyondan
once sonra once sonra

EPx (nmol/min/ | 78.04 (5.913) | 72.76 (4.327) | 78.75 (5.236) | 66.31 (7.082) | p'=0,3818
Hib) p§=0,1531
03=0,9291
CAT (nmol/min/ | 211.1 (34.83) | 196.8(22.43) | 173.2 (14.06) | 166.3 (26.40) | p'=0,5049

02=0,788

gHb) 03=0,3095

SOD (U/ gHb) 957.8 (41.14) | 974.0 (60.75) | 984.8 (43.55) | 990.3 (55.64) | p'=0,7993
02=0,8053

p3=0,6554

MDA (nmol/ gHb) | 219.0 (34.88) | 255.1 (45.25) | 252.5 (29.83) | 201.9 (22.42) | p'=0,6181
02=0,1171

03=0,4709

Degerler ortalama (standart hata) olarak verilmistir. GPx: glutatyon peroksidaz, CAT: katalaz, SOD: siiperoksit

dismutaz, MDA: malondialdehit
p: Saglikl1 grubun, ¢inko inkiibasyonundan dncesi ve sonrasi, p2 TM hastalarinin ¢inko inkiibasyonundan dncesi ve
sonrasi, p:Cinko inkiibasyonundan énce (baslangig), saghikli grup ile TM hastalar

Tablo 4.8’de verilen, ¢inko inkiibasyonundan dnce (baslangig), saglikli ve TM

denek gruplarina ait GPx, CAT, SOD ve MDA degerleri istatistiksel olarak

karsilastirilmistir. TM hastalarinin GPx, SOD ve MDA degerlerinin saglikli gruba gore

yiiksek, CAT degerinin ise diisiik oldugu goriilmesine ragmen, aradaki farklar istatistiksel

olarak anlamli bulunamamustir.

Saglikli grubun istatistiksel incelenmesinde; GPx ve CAT degerlerinde,

inkiibasyondan sonra azalma, SOD ve MDA degerlerinde ise artma oldugu goriilmiis,

ancak aradaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir. TM hastalarinin enzim

aktivitelerine ait veriler incelendiginde de; GPx, CAT ve MDA degerlerinde

inkiibasyondan sonra azalma, SOD degerinde ise artma goriilmekle birlikte farklar

istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (Tablo 4.8).
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5. TARTISMA

B- talasemi, diinya ¢apinda sik goriilen otozomal resesif hastaliklardan biridir. Tki
a globin ve iki B globin (a2p2) zincirinden olusan Hb molekiiliiniin,  globin zincirlerinin
yapimmin azhgindan (B*) veya yapimm hi¢ olmamasindan (B° kaynaklanir. B-
talaseminin, dort klinik ve hematolojik durumu kabul edilir. Klinik durum, a globin ve a
olmayan globin zincirleri (6rn:y, ...) arasindaki dengesizligin derecesine baglidir. Eritroid
onciilleri i¢inde, B globin zincirleri azaldiginda veya bulunmadiginda, eslestirilmemis o
zincirleri ¢okelir ve hiicre zarin oksidatif hasarina neden olur, bu da etkisiz eritropoez
ile sonuglanir (49,51,136). Her iki B globin geninin bozuk oldugu TM, B-talaseminin
klinik olarak en siddetli formudur. TM’lii bireyler genellikle <2 yas iken tibbi destek i¢in

bagvurur ve hastalara diizenli kan transfiizyonu verilir (56,136).

Cesitli calismalarda, TM hastalarinin hematolojik (%Hct, Hb, RBC...) ve
biyokimyasal (ferritin, glukoz, BUN, kreatinin ...) parametrelerinde degisiklikler oldugu
gosterilmistir. Eritrosit parametreleri, mikrositik anemi gosterir. TM; azalmis Hb seviyesi
(<7 g/dl), MCV>50<70 fl ve MCH>12<20 pg ile karakterize edilir (56). TM hastalarinin
%Hct ve Hb degerlerinin saglikli kontrol grubundan diisikk oldugu da daha once
gosterilmistir (137,138). Aynmi sekilde, bizim g¢alismamizdaki hasta grubunun %Hct
degeri de saglikli gruptan diisiik bulunurken (TM hastalart: 28,89+3,15, saglikli grup:
42,43+4.,41), Hb ve eritrosit sayis1 (RBC) da daha onceki bu bulgularla uyumlu olarak,
standart referans degerlerlerden diisiik bulunmustur (137,138). MCV ve MCH degerleri
ise diisiikk goriilen galismalardan (136,138) farkli olarak standart referans degerlerle
uyumlu ancak en diisiik degerlere yakin olarak saptanmistir. Ayni zamanda, hasta
grubumuzun kreatinin degerlerinin de standart referans degerlerlere gore diisiik oldugu
goriilmiistiir. Bu, Karim ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmanin bulgular ile uyumludur
(138) ve TM hastalarinda renal disfonksiyonun gostergesi olabilir. Bilirubin, bir
hemoglobin yikim {riiniidiir. Eritrosit onciillerinin dolasimda anormal ve hizli yikimai,
bilirubinin artisina neden olur (136). Bizim ¢aligmamizdaki hasta grubunun bilirubin
degerleri, standart referans degerlerlere gore yiiksek bulunmustur. Bu sonug, literatiirde
TM hastalarinda bilirubinin yiiksek goriildiigii ¢alismalarin sonuglarini desteklemektedir
(139,140). TM de, o/ zincir dengesizliginden kaynaklanan etkisiz eritropoez, bilirubinin
de artisina neden olabilir. TM’lii hastalarda sik transfiizyon nedeniyle, asir1 Fe yiiklemesi

goriiliir. Bu, kanda Fe ve ferritin seviyelerinin normalden yiiksek, demir baglama
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kapasitesinin de normalden diisiik olmasina neden olur. Calismamizdaki hasta grubunun
ferritin 6l¢lim degerleri, literatiirde kabul edilen normal degerlerden yiiksek, demir
baglama kapasitesi de diisiik bulunmustur (139). Ayni1 zamanda bulgularin, Karim ve ark.
ile (138) Ayvash ve ark. tarafindan yapilan (141) klinik ¢alismalarin bulgulariyla da
benzer oldugu goriilmiistiir. Yiiksek ferritin igerigi, bu hastalarda reaktif Fe’in dokularda
birikimi ile dogrudan baglantilidir. Asir1 Fe yiikii ise, eritrosit membraninda oksidatif

hasara yol agabilir.

Zn, ylizlerce enzim ve proteinin yapisinda goriiliir, ayn1 zamanda biiylime ve
gelisme i¢in Onemlidir. Beslenme yetersizligi nedeniyle olusabilecek ¢inko eksikligi;
biiylime geriligi, istahsizlik ve bagisiklik yetersizligi ile karakterize edilir (7,78). TM
hastalarinda, Zn eksikliginin yaygin oldugunu gosteren bir¢ok caligma vardir (9-13,142-
144). Mashhadi ve ark. tarafindan 333 TM hastas1 ile yapilan bir caligmada, tiim
hastalarin serum Zn seviyesinin normalin altinda oldugu gosterilmistir (142). TM
hastalarinda, asir1 Fe yiikiiniin oksidatif stresi artirmasi nedeniyle c¢inko eksikligi
olusabilir (78). Ayrica, demir selasyon tedavisine bagli olarak hiperzinkiiri, yiiksek
ferritin diizeyleri, karaciger yetmezligi ve besinsel alimin yetersizligi nedeniyle de ¢inko
eksikligi olabilmektedir (9-13,142-144). TM hastalarinda gastrointestinal sistemden Fe
emiliminin yiiksek oldugu daha Onceki calismalarla bildirilmistir. Artan Fe emilimi
nedeniyle, Zn emiliminin de azalabilecegi gésterilmistir (10-12,78). Cinko eksikligi
sonucunda sekonder olarak gelisen, biiyiime geriligi ve osteoporoz gibi endokrin
komplikasyonlar goriilmektedir (10,13). Ayn1 zamanda bu Zn seviyesi diistikliigiiniin, Zn
takviyesi ile tersine gevrilebilecegi hatta, Zn takviyesinin hastalarin dogrusal biiyiimesini
olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir (10,79,80). Swe ve ark. tarafindan yapilan, talasemi
hastalarinda Zn takviyesinin degerlendirildigi bir diger ¢aligmada ise; Zn takviyesinin
talasemi hastalarinin serum Zn seviyesi iizerine bir etkisi oldugu goriilmez iken
antropometrik Ol¢timler agisindan Zn kullanan talasemi hastalarinda, kullanmayan
talasemi grubuna (kontrol) gore boy uzama hizinda artis oldugu goériilmiistiir (145). Diger
yandan, TM hastalarinda Zn eksikliginin goriilmedigi, az sayida calisma da
bulunmaktadir (146). Bu, diizenli transfiizyonun bir sekilde Zn eksikligini 6nlemesinden
ve c¢inkodan zengin kaynaklarin tiiketiminin yaygin oldugu beslenme degisikliklerden

kaynaklaniyor olabilir (10).
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Calismamizin baslangic kisminda, TM hastalarinda ve kontrol grubunda
kullanilacak olan Zn diizeyinin belirlenmesi amaciyla, literatiirde kullanilan ¢esitli Zn
dozlari ile saglikli kisilerde 6n ¢alismalar yapilarak en uygun doz tespit edilmeye ¢alisildi.
Bunun igin eritrosit deformabilitesi (ED) testleri 6rnek segildi. Literatiirden belirledigimiz
diisiik dozlarda hig¢ etki etmedigini, yiiksek dozlarda ise eritrosit deformabilitesini ¢ok
azaltarak olumsuz yonde etkiledigini gordiikk. Boylece kendimiz deneyerek, saglikli
kisilerde eritrosit deformabilitesi iizerine olumlu etki yaptigimi gordiigiimiiz en diistik
dozu deneylerimiz i¢in kabul ettik. 0,25 - 0,5 — 1 — 2 pg/dl olacak sekilde dort ayr ¢cinko
dozu sinandi. Sonug olarak, en uygun dozun, ED’de optimum seviyede artma goriilmesi
sonucunda 0,5 pg/dl deney dozu olarak uygulandi. Bu 6n ¢alismalar ger¢eklestirilirken,
literatiirdeki bazi calismalardaki gibi EDTA’ll tiip kullanilarak yapilan in vitro Zn
inkiibasyonundan sonra yiiksek oranda agliitinasyon goriildii. Bu bulgu, Ollig J ve ark.
tarafindan yapilan, in vitro Zn inkiibasyonu ¢alismasi sonrasinda goriilen agliitinasyon ile
de desteklendi (147). Bu sonug neticesinde, metot degistirilerek heparinli tiip kullanildi.
Cinko ¢ozeltisi olarak, daha 6nce yapilmis in vitro ¢alismalara dayanarak, (26,123,148)
¢inko siilfat kullanildi. Yine Ollig J ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, PBS’in ¢inkoyu
cokelttigi gosterildiginden (147) deneylerde kullanilan ¢inko siilfat [ZnSO4.(7H20)]
distile suda ¢oziilerek, ozmolariteyi izoozmolar yapmak ic¢in 0,145 M olacak sekilde

hazirlandi.

Calismamizda, TM hastalarinda hemoreolojik parametreler ve bu parametrelerin
cinko ile iliskisini arastirdik. Literatiirde, talasemi grubu hastaliklarda, kanin akis
davranig1 lizerine ¢inkonun etkisini inceleyen az sayida calisma mevcuttur ve bu
caligmalarda incelenen hemoreolojik parametreler, kan viskozitesi ve eritrosit
deformabilitesi ile sinirhdir (22-24,120,121). Yapmis oldugumuz ¢alismada ek olarak

eritrosit agregasyonu ve ozmotik deformabilite de yer almaktadir.

Cinkonun eritrosit reolojisi iizerine etkisini arastiran ¢esitli ¢alismalarda, eritrosit
deformabilitesini arttirdig1 ve agregasyonunu azalttigi gosterilmistir (25-31,123,124). Zn,
eritrositlerin membran yapisinda da bulunur (7). Zn eksikliginin plazma zar1 bilesimini
degistirdigi bir¢ok calisma ile gosterilmistir (28-30,149,150). Xia ve ark. ile O’Dell ve
ark. tarafindan, eritrosit membraninin siilfidril (SH) icerigi ve eritrosit fonksiyonu {izerine
etkisini degerlendirmek amaciyla c¢inkodan fakir beslenen siganlarla yaptiklar

caligmalarda, diyetsel ¢inko eksikliginin plazma zar1 SH konsantrasyonunu diisiirdiiglinii
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ve bu diistikliiglin, ozmotik frajilite (hemoliz) ile ters orantili oldugu gosterilmistir. Ayni
zamanda, ozmotik frajilite artisinin tekrar ¢inkodan zengin beslenme ile diizeldigi
gosterilmistir (29,30). Yine bagka bir ¢alismada, membran lipit i¢eriginde degisiklikler
olusturdugu gosterilmistir (150). Bununla birlikte, bu bulgulara zit olarak, diyetsel Zn
eksikliginin eritrosit membran proteinlerinin in vitro fosforilasyon ve defosforilasyon
paternini degistirme yoluyla, membran proteinlerinde degisiklikler olusturarak

deformabiliteyi arttirdigini gosteren bir ¢alisma da bulunmaktadir (149).

Kanin 6nemli reolojik 6zelliklerinden biri, eritrosit deformabilitesidir. Ozellikle
dar kapillerlerden gegerken, eritrositlerin deformabilite 6zelligi ¢ok 6nem tasimaktadir.
ED; yiizey/hacim oranina (S/V), sitoplazmik viskoziteye ve hiicre iskeleti 6zellikleri ile
membran lipid bilesimine bagli olan zar viskoelastisitesine baglidir (15,97). Bizim
calismamizda, saglikli ve TM denek gruplarina ait 10 farkli kayma kuvveti uygulanarak
yapilan deformabilite Ol¢iimlerinde, TM ile saglikli grubun baslangic EI degerleri
karsilastirildiginda, 0,94-50 Pa kayma kuvveti 6l¢iim degerleri arasinda, TM hastalarinin
EI degerleri saglikli gruba gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik bulunmustur.
Calismamizda saptamis oldugumuz bu sonuglar, literatirde [ ile of talasemi
tastyicilarinin ve farkli talasemi grubu hastalarinin ED’nin kontrol grubuna gore diisiik
oldugunu gosteren sonuglar ile uyumludur (22,23,121,137,151-153). Talasemi
sendromlarinda ED’nin diisiik olmasi; morfolojik degisikliklerden ve eslestirilmemis
globin zincirlerinin ¢okelmesinden dolay: eritrosit rijiditesi artisina bagli olarak membran
viskoelastisitesinin azalmasindan veya eritrosit membrandaki fosfolipid asimetrisinin
bozulmasindan kaynaklanabilir (23). Bizim g¢alismamizdaki, TM hastalarindaki diisiik
kayma kuvvetlerinde yapilan 6l¢iimlerde, saglikli gruba gore daha azalmis ED goriilmesi

de bunun bir gostergesidir (154,155).

RDW; eritrosit biiyiikliigiiniin homojenligini yansitir ve mikrositik aneminin
teshisinde kullanilir. Anemideki bu RDW artis1, morfolojik degisikliklerle birlikte S/V
azalmasi ile iligkilidir (24). Patel ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, RDW’nin >%14
degerlerinin, ED’nde azalma ile iliskili oldugu gosterilmistir (156). Artaza ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢alismada; 20 B-talasemi hastasinin RDW degerinin kontrol
grubundan yiiksek oldugu (157) gosterilmistir. Bizim ¢alismamizdaki hasta grubunun
RDW degeri de, daha 6nceki bu bulgu ile uyumlu olarak, standart referans degerlerlerden
yiiksek bulunmustur. ED’nin TM hastalarinda saglikli gruptan diisiik bulunmasi, RDW
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ile ED arasindaki negatif iligski bulgusunu destekler niteliktedir. Zira, hem a- hem de (-
talasemi hastalarinda RDW ile belirli kayma kuvveti etkilerindeki EI degerleri arasinda

korelasyon oldugu, Vaya ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada gésterilmistir (24).

Calismamizda; saglikli grubun ¢inko inkiibasyonundan once ve sonra 6lgiilen EI
verilerinin Karsilagtirilmasinda, 10 farkli kayma kuvveti uygulanarak yapilan EI
Ol¢timlerinde, 1,65-28,32 Pa kayma kuvveti dl¢lim degerleri arasinda, inkiibasyondan
sonra anlamli bir artis oldugu gorilmiistiir. Bu bulgular, daha 6nceki ¢alismalarin
bulgulariyla uyumluluk gostermektedir (25-27,123,124). TM hastalarmin ¢inko
inkiibasyonundan 6nce ve sonra Ol¢iilen EI verilerinin karsilagtirllmasinda ise, 0,53-5,15
Pa kayma kuvveti 6l¢lim degerleri arasinda, inkiibasyondan sonra anlamli bir artig oldugu
goriilmistiir. 3 Pa'in tizeri kayma kuvveti 6lglim degerlerinde izotonik ortamda 6lgiilen
ED artisinin; S/V’deki artis veya membran elastikiyetindeki artis veya i¢ viskozitedeki
azalma ile iligkili iken, 3 Pa'in altindaki kayma kuvveti dl¢iim degerlerinde dlgiilen ED
artisinin - membran esnekligi artis1 ile iliskili olacagi gosterilmistir (154,155).
Calismamizda, TM hastalarindaki diisilk kayma kuvvetlerinde yapilan olgiimlerde,
inkiibasyondan sonra 6ncesine gore artmis ED goriilmesi de membran esnekligindeki
artigin bir gostergesidir. Bulgularimiz ayn1 zamanda, orak hiicre anemileri ile yapilan in
vitro caligmalarda ED’nin Zn inkiibasyonu sonrasi arttigini gosteren g¢aligmalarin
bulgulart ile uyumludur (26,27,123). Bu, c¢inkonun eritrosit membran Ozelliklerini
degistirmesinden  kaynaklanabilir ~ (28-30,149,150).  Cinko, orak hiicrelerin
deformabilitesi iizerine, bazi Ca?" kanallarinda, Ca®* ile rekabet etme yoluyla
baglanmasinm1 engelleyerek veya hiicre iskeletinde aktin ve spektrin ile etkilesime girip
eritrosit membraninin normal elastikiyetini geri kazandirarak olumlu etki yapabilir.
[laveten, ¢inko, eritrosit membran iizerindeki sialik asit veya proteinlerin karboksil
gruplar ile etkilesime girebilir ve eritrosit membran akiskanliginda degisiklik meydana

getirebilir (27).

Bizim ¢alismamizda, diger ED parametrelerinden maksimum elongasyonun
(Elmax) yaris1 kadar sekil degistirmeye neden olan shear stress (SS'%) ve Elmax’in saglikli
ve TM denek gruplarina ait baslangic degerleri karsilastirildiginda; TM hastalarinin SS%2
degerlerinin saglikli gruba gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek, Elmax
degerinin ise diisiik oldugu gorilmustiir. Talasemik eritrositlerin Elmax degerinin diisiik

olmasi, membran rijiditesindeki artistan kaynaklanmaktadir (158). Saglikli grubun ¢inko
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inkiibasyonundan 6nce ve sonra ol¢iilen SS'2 ve Elmax verilerinin karsilagtirilmasinda,
SS's degerinde, inkiibasyondan sonra istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriiliirken,
Elmax degerinde anlamli bir fark goriilememistir. TM hastalarinin SS%2 ve Elmax
degerlerine ait veriler incelendiginde de SS¥: degerinde, inkiibasyondan sonra istatistiksel
olarak anlamli1 bir azalma oldugu goriiliirken, Elmax degerindeki fark, istatistiksel olarak
anlamli bulunamamistir. SS% degerinin azalmasi, eritrosit deformabilitesinde artma
oldugunun gostergesi olarak kabul edilmektedir (130-132). Talasemi ile ilgili olarak
literatlirde buldugumuz hemoreolojik ¢alismalarda, SS'2 degeri hesaplanmamisti. Bu

nedenle bu parametreyi baska ¢aligmalara gore tartisamadik.

Kanin bir diger 6nemli reolojik 6zelligi de, kan akiminin azaldig1 durumlarda, rulo
olarak adlandirilan ve iist tiste gelmis bozuk para yiginlar1 gibi diizenlendigi, dogrusal
diziler (agregatlar) olusturma egilimidir. Cesitli plazma proteinleri ve biiyiik molekiil
agirliklt  polimerler (6rn. dekstran), eritrositlere etki eden kayma kuvvetlerinin
biiyiikliigiine bagl olarak, agregasyonu tesvik eder (15,87,112). Yapilan arastirmalar,
agregasyon artiginin  kan viskozitesini artirdigini  ve dokulardaki perfiizyonun
bozulmasina neden oldugunu gostermistir (15,91). Chen ve ark. tarafindan yapilan bir
calismanin sonuglarma gore; TM hastalarinda, trombotik olaylarin geligimi ile iliskili
olabilecek eritrosit agregasyonunun arttigi bildirilmistir (159). Bizim g¢alismamizda
saglikli ve TM denek gruplarina ait inkiibasyondan 6nce yapilan 6l¢iimlerdeki AMP, Al
ve t'4 degerleri karsilastirildiginda, TM hastalarinin AMP degerinin saglikli gruba gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu goriiliirken, Al ve t' degerlerinde
anlamli bir fark goriilmemistir. AMP ve Al degerinin azalmasi ile t/2 degerinin artmast;
eritrosit agregasyonunda azalma oldugunun gostergesi olarak kabul edilmektedir (117).
O nedenle sonuglarimiz, TM hastalarinin agregasyon egiliminin daha yiliksek oldugunu
ve bu nedenle bir risk grubu olusturdugunu gostermistir. Caligmamizda saptamis
oldugumuz bu sonuglar, Chen ve ark. tarafindan yapilan ¢calismanin sonuclariyla uyumlu

bulunmustur (159).

Saglikli grubun ¢inko inkiibasyonundan sonraki agregasyon parametrelerinin
incelenmesinde, Al degerinde, inkiibasyondan sonra anlamli bir azalma oldugu
gortliirken, t%2 degerinde ise artma oldugu goriilmiistiir. Bulgularimiz, daha 6nce Khaled
ve ark. tarafindan sporcularda Zn takviyesinin eritrosit agregasyonunu azalltigini (25) ve

in vitro ¢inko inkiibasyonunun eritrosit agregasyonunu azalttigmi (31) gosteren
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calismalarin sonuglariyla uyumluluk gostermektedir. Bu, ¢inkonun; hiicre biitlinliigiinii
devam ettirmek amaciyla direkt membran iizerine etkisi ve/veya Ca ile rekabet ederek
Hb-membran etkilesimini degistirme etkisi veya plazma proteinleri ile eritrosit membran
arasindaki etkilesimi ile ilgili olabilir (31). TM hastalarinin AMP, Al ve t% degerlerine
ait veriler incelendiginde ise AMP degerinde, inkiibasyondan sonra istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gorilmiistiir. Bu bulgu, c¢inko inkiibasyonunun agregasyonu
azalttiginin bir gostergesidir. Al’de goriilen azalma ve t'2’de goriilen artma istatistiksel
olarak anlamli olmamakla birlikte agregasyonun azalmasi seklinde bir egilimi
yansitmaktadir. Sonug¢larimiza gore, ¢inko TM hastalarinda eritrosit agregasyonunu

azaltmaktadir.

Ozmotik gradyan ektasitometre; eritrosit slispansiyonunun deformabilitesini,
sabit bir kayma geriliminde (30 Pa), ortamin ozmolaritesini 50 mOsmol/kg’dan 600
mOsmol/kg’ a kadar kademeli olarak degistirerek 6lcer. Ektasitometrenin bu 6zelliginden
yararlanarak; eritrosit ozmotik frajilitesi, hiicre yiizey alani, hiicre hacmi, eritrosit
hidrasyon durumu ve deformabiltesi hakkinda bilgi saglanmir. Bu 06l¢iim; kalitsal
sferotositoz (HS), eliptositoz, propoilositoz ve kalitsal stomatositoz gibi eritrosit
membran hastaliklarini teshis etmek icin referans teknik olarak kabul edilmektedir
(107,154). Calismamizda, saglikli ve TM denek gruplarina ait ozmotik deformabilite
parametrelerinin (Elmin, Elmax, Elnyper, Area, Omin, Omax Ve Onyper) baslangic degerleri
istatistiksel olarak karsilastirildiginda, TM hastalarinin; Omin, Omax V€ Onyper degerlerinin
anlamli gekilde disiik oldugu goriilmiistiir. Bulgularimiz, daha once Singer ve ark.
tarafindan 15 HbE/PB talasemi hastasi ile yapilmis ve Omin, Omax V€ Onyper degerlerini
kontrol grubuna gore (normal eritrositler) diisiik bulduklar1 ¢alismanin sonuglariyla
uyumluluk gostermektedir (160). Omin; Elmin’in olustugu ozmolalite degeri olmakla
birlikte ayn1 zamanda S/V’yi yansitir ve ozmotik frajilite ile iligkilidir (154,158). Buna
dayanarak, TM hastalarinin Omin degerinin diisiik olmasi; S/V’de artis meydana gelmesi
ve/lveya membran rijiditesinde artis meydana gelmesinden kaynaklanabilir. TM
hastalarinin eritrositleri, hacim olarak normal eritrositlerden kiiciik olmakla birlikte,
normal eritrositlere yakin bir yiizey alanina sahiptir. Bu nedenle TM eritrositleri yliksek
S/V’na sahiptir, aym1 zamanda da ozmotik olarak daha direngli olurlar (158,160).
Bulgularimizda da goriildiigii gibi, talasemilerde Omin’in sola kaymasi, frajilitenin
azalmasinin bir gostergesidir. Bunun da nedeni yukarida bahsedilen S/V’nin artigidir.

Sonug olarak bu nokta, aynt zamanda ED’nin de en diisiik oldugu (Elmin) yerdir. Bu
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Desouky ve ark. tarafindan 20 TM hastasi ile yapilan ve ozmotik frajilitenin saglikli
kontrol grubundan diisiik goriildiigii ¢alismanin bulgusuyla da uyumludur (120).
Calismamizda, TM hastalarinin Omin ile birlikte Onyper degerinin de diismesi egriyi sola
kaydirir ve ayni zamanda deformabilite azalir. Onyper noktasinin sola kayarak
deformabilitenin azalmasi ise, eritrositlerin dehidrasyona ugrayarak MCHC artisina
neden olmasindan ve dolayisiyla sitoplazmik  viskozitenin  artmasindan

kaynaklanmaktadir (158,160).

Saglikli grubun, c¢inko inkiibasyonundan oOnce ve sonra Olgiilen ozmotik
deformabilite parametrelerinin istatistiksel karsilagtirilmasinda, inkiibasyondan sonra
anlamli bir fark olugsmamistir. TM hastalarinin; Elmax, Area ve Omax degerlerinde ise
inkiibasyondan sonra anlamli bir azalma oldugu goriilmiistiir. Diger parametrelerde
goriilen farklar ise anlamli bulunmamustir. Yaptigimiz literatiir taramasinda; ¢inkonun,
talasemik eritrositlerin ozmotik deformabilitesi {izerine etkisini inceleyen benzer bir
calismaya rastlayamadik. O nedenle bu konudaki bulgularimizin, 6zgiin oldugunu

diisiiniiyoruz.

Oksidatif stres; fazla miktarda serbest radikal iiretimi nedeniyle viicuttaki oksidan
ile antioksidan arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Bu dengesiz
durum, viicuttaki hiicre ve dokularda hasara neden olur. Siddetli anemi nedeniyle sik
olarak kan transfiizyonu gerektiren TM hastalarinda ise oksidatif stres, artmis lipid
peroksit seviyelerinin ve serbest radikallerin yani sira antioksidan kapasitedeki azalmanin
bir sonucu olarak ortaya ¢ikar (161). TM hastalarinda tekrarlanan kan transfiizyonlari,
asir1 demir yiiklenmesine neden olur. Bu durum, eritrositleri peroksidatif hasara ugratir.
Antioksidan sistemler ise lipit peroksidasyonunu diisiirerek doku hasarimi azaltmaya
calisir. TM hastalarinda, oksidatif stresin viicutta yaratabilecegi zararli etkileri
engellemek i¢in ¢esitli antioksidan enzim sistemleri aktive olur. SOD, CAT ve GPx, bu
enzimler arasinda sayilir (161). MDA ise, bir lipit peroksidasyon friiniidir ve lipid
peroksidasyonunun belirleyicisi olarak kullanilmaktadir (128). Daha 6nce Abdalla ve ark.
(162) ile Hossain ve ark. (163) tarafindan yapilan ¢alismalarda; MDA ve SOD seviyesinin
TM hastalarinda, saglikli kontrole gore anlamli derecede yiiksek, CAT seviyesinin ise
diisiik oldugu gosterilmistir. Naithani ve ark. (164) tarafindan TM ¢ocuklar ile yapilan
calismada ise; SOD ve CAT enzimleri ile MDA’e ilave olarak GPx enzim aktivitesinin

de kontrole gore diisiik oldugu gosterilmistir. Bu yiiksek MDA seviyesi, tekrarlanan kan
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transfliizyonlart nedeniyle asir1 demir yiliklemesinden ve hemen sonrasinda olusan
oksidatif stresten kaynaklanabilir. SOD enzimindeki yiiksek degerise, oksidatif strese
cevap olarak telafi edici mekanizmalarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilir. - talasemide
artmis SOD aktivitesi, siiperoksit radikalinin temizlenmesinde, boylece eritrositlerde
daha fazla H20; iiretilmesinde rol oynayabilir (165). CAT aktivitesinin diisiik olmasinin
da, bu enzimin aktivitesinin korunmasinda onemli olan NADPH’in TM hastalarinda
diisiik bulunmasindan kaynaklanabilecegi diisiintilmiistiir (162). Bizim ¢alismamizda da;
c¢inko inkiibasyonu oncesi (baslangig), sagliklt ve TM gruplarina ait GPx, CAT, SOD ve
MDA degerleri istatistiksel olarak karsilastirilmis, TM hastalarinin GPx, SOD ve MDA
degerlerinin saglikli gruba gore yiiksek, CAT degerinin ise diisiik oldugu goriilmiis ancak

aradaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunamamastir.

Cinko, sahip oldugu cesitli 6zelliklere ek olarak antioksidan aktiviteye de sahiptir.
Stiperoksit ve MDA gibi serbest radikallerin tiretimini kisitlar. Bununla birlikte Zn
eksikliginde, cesitli dokularda ROS kaynakli hasar riskinin arttigi ve GSH gibi ¢esitli
antioksidan enzimlerin seviyelerinin azaldigir bildirilmistir. Zn eksikliginde, lipid
peroksidasyonu nedeniyle artan doku hasarinin ¢inko takviyesi ile 6nlenebilecegi de daha
onceki caligsmalarla gosterilmistir (166). Daha dnce yapilan deneysel bir ¢alismada; ¢inko
seviyesi normal olan sigcan grubunda, ¢inko takviyesinden sonra MDA seviyesinde
anlamli bir azalma goriilirken SOD seviyesinde herhangi bir degisiklik goriilemedigi
bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada, ¢inko eksikligi goriilen sigan grubunda ise g¢inko
takviyesinden sonra MDA seviyesinde anlamli bir azalma, SOD seviyesinde ise anlamli
bir artma goriilmistir (167). Bizim ¢alismamizda saglikli grubun istatistiksel
incelenmesinde; SOD ve MDA degerlerinde artma oldugu goriiliirken aradaki farklar
istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir. Calismamizin TM hastalarina ait enzim
aktiviteleri incelendiginde de; GPx, CAT ve MDA degerlerinde inkiibasyondan sonra
azalma, SOD degerinde ise artma goriilmekle birlikte, farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunamamaistir. Sonuglarimiz daha 6nceden Rashidi ve ark. tarafindan 120 TM hastasi
ile yapilan ¢alismanin bulgular ile benzerlik gostermektedir (165). GPx aktivitesinde
goriilen azalmanin ¢inko takviyesinin, bu enzim lizerine koruyucu ve antioksidan durumu

yiikseltici etkisinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (165).

Sonug olarak, bulgularimiza toplu olarak bir degerlendirme yaparsak; ¢calismamiz

bize, TM hastalarinin eritrositlerinde, saglikli eritrositlere gore daha diisiik eritrosit
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deformabilitesi, daha yiiksek bir eritrosit agregasyonu ve daha diisiik ozmotik
deformabilite bulgulari ile ifade edebilecegimiz eritrosit reolojik bozukluklart oldugunu
gostermistir. Bu durum, TM hastalariin, diger bilinen sorunlarinin yaninda
mikrodolasimla iligkili bir risk grubu olusturdugunu da gostermektedir. Cinko
inkiibasyonundan sonra ise; her iki grupta da eritrosit deformabilitesinde artis, eritrosit
agregasyonunda azalma gorilmistir ve bizim goriisiimiize goére bu bulgu, ¢inko
takviyesinin TM hastalarindaki mikrodolasimla ilgili riskleri azaltacagini gostermesi
bakimindan dikkate almaya degerdir. Ancak, TM grubunun inkiibasyondan sonra elde
edilen bulgular, saglikli grubun baslangic degerleri ile istatistiksel olarak
karsilastirildiginda, talasemik eritrositlerin ¢inko inkiibasyonu sonrasi degerlerinin, yine
de saglikli eritrositlerin baslangi¢ seviyesine ulagsamadigi goriildii. Boylece ¢alismamizin,
¢inkonun talasemik eritrositler iizerine bu olumlu etkisinin, hastalarda mikrodolasimla
ilgili risklerin yaninda beklenen anemiye bagli olusabilecek komplikasyonlarin da
azalmasi ya da Onlenmesine ayrica tedavi Kalitesini arttirmaya katki saglayabilecegini

diisiinmekteyiz.

Bu calismadaki 6n calismalarimiz sirasinda, denedigimiz bazi yiiksek dozlarin
eritrosit deformabilitesini ¢ok azalttigin1 hatta eritrositlere zarar verdigini gordiik. O
nedenle saglikli eritrositlerde olumlu etki ettigini gordiigiimiiz daha az bir dozu
deneylerimiz i¢in sectik. TM grubunda ise alinabilen kan miktarlari, hastalarin 6zel
durumlarindan 6tiirii yeterli olmadigi i¢in, doz denemesi yapamadik. Ancak, ileride her
parametre dl¢limiinii ayr1 calismak kosulu ile bir doz ¢alismasi yaparak, TM hastalar1 i¢in
daha etkili bir ¢inko dozu aragtirmay1 da simdiden planladik ve bunun hem gerekli hem

de hastalar icin faydali olacag: diislincesindeyiz.
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adin1 verdigimiz caligmaya katilmak tizere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢alismada yer
almay1 kabul etmeden once ¢alismanin ne amagla ve nasil yapilacagini anlamaniz ve katilip
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vs.) kanda akiskanligi etkileyen faktorlerde olumsuz yonde farkliliklar bulundugunu gdstermistir.
Talasemi hastalarinda da bu kan akiskanligini etkileyen faktorlerde degisiklik oldugu calismalarla
gosterilmistir. Beta talasemi-major hastalarda ¢inko (Zn) eksikligi de gesitli arastirmalarla
gosterilmistir. Ancak, bu eksikligin neden kaynaklandigi ve ¢inko ile hemoreolojik parametreler
arasindaki iliski heniiz tam aydinlatilamamistir. Bu nedenle bu ¢aligmada talasemi hastalarinda
hemoreolojik parametreler ve bu parametrelerin ¢inko eksikligi ile iliskisi arastirilacaktir.
Aragtirmamiz, tedavinizi higbir sekilde etkilemeyecek, herhangi bir ek tedavi, deneme ya da ilag
uygulanmayacaktir. Sadece zaten yapilacak olan testlere ilave olarak, planlanan arastirmada
kullanilmak iizere ek kan alinacaktir. Arastirma, sadece bu kan kullanilarak yapilacaktir. Kan,
sadece akiskanlik testleri ile ilgili kullanilacagi i¢in sadece 10 ml alinacaktir. Size baska higbir ek
islem uygulanmayacaktir.

Hemoreolojik parametrelerle ilgili bu ¢alisma, talasemi hastalarinda mikrodolasimla ilgili risk

seviyesinin (Orn: agregasyonun artmasi, enfarktiis egilimini arttirmasi) belirlenmesine katkida
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bulunacaktir. Bunun, hastalarin tedavi prosediirii agisindan onemli bir katkisi olacagini
diistinmekteyiz. Ayrica ¢inkonun etkisi ile ilgili bulgular da tedaviye yon verme ag¢isindan degerli
olacaktir.

Bu aragtirmanin sizin aginizdan bir riski bulunmamaktadir. Yine de istediginiz anda ¢alismadan
¢ikmakta serbestsiniz. Arastirma grubundan ¢ikmaniz tedavinizi higbir sekilde etkilemeyecektir.
Size hicbir maddi yiik getirmemektedir. Bunun yaninda size herhangi bir 6deme de
yapilmayacaktir. Bu aragtirmay1 yaklasik 30 hastada yapmayi planladik. Yaklagik 18 ay
stirecegini diisiindliglimiiz bu arastirmanin sonuglar1 konusunda sizi de bilgilendirecegiz. Alinan
kan sadece soz edilen arastirmada kullanilacak, baska bir amagcla kesinlikle kullanilmayacaktir.
Bu tiir ¢aligmalarin sonuglari tiim bilim diinyast ile paylasilir. Biz de sonuglar1 yayinlayacagiz.
Ancak kimliginizle ilgili hi¢bir bilgi agiklanmaz, kesinlikle gizli kalir.

Katilimcinin Beyani

Sayn Prof. Dr. Zeynep Karakas tarafindan Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali Pediatrik Onkoloji ve Hematoloji Bilim Dalinda “Talasemi
Hastalarinda, Hemoreolojik Parametreler Uzerine Cinkonun Etkisinin Arastirilmas1” konusunda
bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu aragtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu
bilgilendirmeden sonra bdyle bir arastirmaya “goniillii” olarak katilmak iizere davet edildim. Eger
bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin; gizlilik i¢inde, bu
arastirma sirasinda da bilylik 6zen ve saygi ile korunacagi giivencesi verildi. Arastirma
sonuclarinin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda da kisisel bilgilerimin 6zenle
korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi. Arastirmanin yiriitilmesi sirasinda herhangi
bir sebep gostermeden arastirmadan ¢ekilebilirim. Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar
verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma digi da tutulabilirim. Arastirma igin
yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum. Tarafima bir
iicret ddenmeyecektir. Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle olabilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi
miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak
parasal bir yiik altina da girmeyecegim. Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda;
herhangi bir saatte, Prof. Dr. Zeynep Karakas’1 Istanbul Tip Fak. Cocuk Saglig1 ve Hastaliklari
Anabilim Dali Pediatrik Onkoloji ve Hematoloji boliimiinden ulasabilecegimi ve/veya 0532
4251960 nolu telefondan arayabilecegimi biliyorum. Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim
ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilagmig
degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime
herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Bana yapilan tiim ag¢iklamalar1 ayrintilariyla
anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi ge¢en bu arastirma

projesinde goniillii olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti goniilliiliik i¢erisinde
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kabul ediyorum. imzal1 bilgilendirilmis goniillii olur formunun bir érneginin bana verilecegini de

biliyorum.”
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