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1. GIRIS VE AMAC

Hemoglobin molekiiliinii olusturan globin zincirlerinden birinin veya daha ¢ogunun
yapilamamasi ile karakterize olan ve {lilkemizde de yaygin olarak goriilen (heterozigot
insidans1 %1.66 iken homozigotlarm milyonda 71 dolayinda oldugu sdylenmektedir)
hemoglobinopatiler talasemi olarak bilinir.

B-Talaseminin giincel tedavisini olusturan kan transflizyonu ve selasyon tedavisinin
onemli komplikasyonlar1 vardir. Son yillarda talasemi tedavisinde yeni yaklasimlar
denenmektedir. Talasemi etyolojisinin ve patogenezinin tam olarak anlasilmasi, efektif bir
tedavi modelinin gelistirilmesine imkan saglayacaktir.

Bazi hemolitik anemilerde (orak hiicreli anemi, P-talasemi) eritrosit kalsiyum
homeostazindaki  degisikliklerin  hastaligin ~ semptomlarindan  sorumlu  olabilecegi
bildirilmistir. B-Talasemide total eritrosit kalsiyum igeriginin artmasinin nedeni, kalsiyum
depolayan endositotik vezikiillerin sayica artmasidir. Bu hemolitik anemilerde ayn1 zamanda
hiicre i¢ine kalsiyum transport hizmin arttif1 veya kalsiyum pompasindan disar1 kalsiyum
cikisinin azaldigi tespit edilmistir (1,2).

Talasemik eritrositlerde  tanimlanan membran anormalliklerinin, hastaligin
patogenezinde 6nemli bir rolii olduguna inanilmaktadir. Hemoglobin membran iliskisinin
eritrosit deformabilitesini tanimladig1 ve eritrosit mriiniin de deformabilite ile iliskili oldugu
belirtilmistir (3). Kalsiyum konsantrasyon artismin, hemoglobine bagli membran ve eritrosit
reolojik 6zelliklerine etkisi oldugu bildirilmistir (3).

Talasemik eritrositlerin oto-oksidasyona normal hiicrelerden daha ¢ok duyarl oldugu
bilinmektedir. Oksidatif stres altindaki eritrositlerde, lipid peroksidasyonunun son {iriinii olan
MDA (malondialdehid ) seviyesinde artig gozlenmistir (4).

Viicutta endojen olarak sentezlenebilen ve antioksidan etkisi olan L-karnitinin,
talasemi hastalarinda ortaya cikan oksidatif hasara karsi eritrositleri koruyucu etkisinin
olabilecegini diigiindiik. L-karnitin Fenton reaksiyonuna giren demir ile selasyon yaparak,
hidroksil radikali iiretimini inhibe eder ve lipid peroksidasyonun son Uriinii olan MDA
diizeylerini azaltir. L-karnitinin hiicre membranini stabilize ettigi de bilinmektedir.

Biz bu c¢alismamizda [(-talasemi hastalarinin, L-karnitin tedavisi almadan once ve
aldiktan sonraki hiicre i¢i kalsiyum, eritrosit deformabilitesi, plazma MDA ve eritrosit MDA
diizeylerini saptadik. Ayrica plazma serbest karnitin diizeylerini de oOlgerek, L-karnitin

tedavisinin bu parametreleri nasil etkiledigini gormeyi amacladik. Plazma L-karnitin



seviyesindeki artig, B-talasemi hastaliginin patogenezinde 6nemli rolii olan bu parametreleri
olumlu yonde mi etkiliyor? Membrani peroksidatif hasardan korudugu ve membrani stabilize
ettigi bildirilen karnitin, B-talasemi tedavisinde alternatif bir se¢enek olabilir mi? Calisma
sonunda bu sorulara verebilecegimiz olumlu yanitlar; glinlimiizde zor, pahali ve ciddi yan
etkileri olan tedavi yontemlerine alternatif segenekler sunabilir.

B-Talasemi hastalarinin eritrositlerinde yapisal ve fonksiyonel olumsuz degisiklikler
olmaktadir. Karnitin tedavisi sonras1 plazma karnitin seviyesindeki artigin peroksidatif hasari
azalttigin1 ve bu azalmanin hastaligin fizyopatogenezi iizerine olumlu etkisi olabilecegini

diisiinerek, L-karnitinin bu hastalarda terap6tik bir ajan olabilecegini gostermeye calistik.



2. GENEL BILGILER

1925’ te Thomas Cooley ve Pearl Lee italyan orjinli cocuklarda goriilen; splenomegali
ve karakteristik kemik degisimleri ile kendini gosteren siddetli bir anemi ¢esidini tanimladilar
(5). Sonraki 10 yilda, bir ¢ok Italyan arastirici tarafindan birbirinden bagimsiz olarak daha
hafif ¢esitleri tanimland1 (6). Tiim ilk vakalar Akdeniz orjinli ¢ocuklarda bildirildiginden,
hastalik daha sonra talasemi olarak adlandirildi. Thalassa, Yunanca’da deniz anlamina gelir.
Sonraki caligmalarda, Cooley ve Lee’nin, Akdeniz’le smirli kalmayip tropikal iilkelerde
yaygin olarak goriilen resesif Mendel tipi bir hastaligin homozigot veya heterozigot formlarini
tanimladiklar1 ortaya c¢ikti. Hemoglobinin a- ve [B- zincirlerinin defektif sentezinden
kaynaklanan o- ve - talasemiler, insanlarda en yaygin goriilen monogenik hastalik olarak
tanindi.

-Talasemi hastalarinda yaklasik 200 farkli mutasyon tanimlanmistir. Cogu, kiime
icinde kiiciik niikleotid degisimleri olsa da, delesyonlar da -talasemiye yol acabilir. Tiim
mutasyonlar, ya B-globin zincirlerinin sentez edilememesiyle veya sentezinde azalma ile

sonuglanir.

2.1. B-TALASEMIDE PATOFIZYOLOJI
2.1.1.GLOBIN ZINCIRI FAZLALIGI

Siddetli B-talaseminin, B-globininin hasarli iretiminden kaynaklandigi, retikiilositlerde
globin biyosentezinin direkt dl¢limii ile tespit edilmistir (7). Eslesecek non-o. komponentleri
olmayan fazlalik a- zincirler, metil viyole boyamasinda gosterilebilen ¢6ziinmez inkliizyonlar
olustururlar. Eritrositlerdeki ve talasemi majorlu hastalarin ¢ekirdekli eritroid hiicrelerindeki
o- globin inkliizyonlar1 ilk olarak Fessas ve arkadaslar1 ile Nathan ve arkadaslar1 tarafindan
gosterilmistir (8). Inkliizyonlarmn eritroid hiicreler iizerine bir ¢ok zararli etkisi vardir ve
siddetli ineffektif eritropoeze yol agtiklarna inanilir. Intrasitoplazmik inkliizyonlar hiicre
membranlarma hasar verir, hiicre i¢i iyonik cevreyi rahatsiz eder ve dolayisiyla eritroid
hiicrelerinin  intramediiller Olimiine katkida bulunur. Ayrica o-inkliizyonlar hiicre

deformabilitesini de azaltir (9).



2.1.2. ERITROSIT MEMBRANINDA DEGISIKLIKLER

Talasemik eritrositlerde bir ¢ok membran anormallikleri tanimlanmistir. Bu
anormallikler presipite olan hemoglobin zincirlerinin yikimi sonrasi olusan fazla globinden
dogan oksidatif hasarla ve ayrica hem ve demirin hiicre membraniyla birlesmesi ile iliskilidir.
Diger anormallikler, fazla globin zincirlerinin hiicre membran iskeleti ile selektif etkilesimi
sonucu olusabilir. Oksidasyondan sonra globin zincirleri ve demir, bakir gibi eser metaller
serbest oksijen radikallerini olustururlar. Bu serbest oksijen radikalleri membrana oksidatif
hasar verir. Eritrosit membranindaki lipidlerin peroksidasyonu, degisen membran lipid
bilesimi ve dagilimi ile yansir: Lipid peroksidasyonundan sonra membran komponentlerinin
polimerizasyonu, katyon kayb1 ve dehidratasyonu, azalan hiicre deformabilitesi ve fosfolipid
c¢ift katmaninin artan rijiditesi. Serum ve eritrosit E vitamini seviyesinde gézlenen azalmalar,
oksidan stresten kaynaklanan hizlanmis tiiketimin sonucu olabilir. Talasemik eritrositlerde
kalsiyum igeriginin artmas1 da membran hasarinin baska bir gostergesidir (8).

B-Talasemide eritrosit membran proteini 4.1°in, spektrinin aktine baglanmasini
artrma kapasitesi azalmistir. Fazla o-globin zincirlerinin ve bunlarm yikim {riinlerinin
eritrosit membraninda ve iskeletinde birikiminin sonuglar1 {izerine yapilan calismalarda,
spektrin’in bant 3’e oraninda ve bant 4.1°in fonksiyonunda anormallikler gostermistir (10).
Iskeletle ilgili globin miktari; anormal hiicresel rijiditeyle direk koreledir (11). Bu durum;
membran iskeletine bagli olan a-globinin; eritrosit reolojik 6zelliklerindeki degisikliklerden
sorumlu oldugunu gosteren giiclii bir bulgudur. Transgenik talasemik farelerde yapilan
calismalarda; B-globin liretiminde sadece %10’luk bir artis, membran iskeletiyle ilgili globin
miktarinda %350’lik bir azalmaya yol agmistir ve bu azalma; deformabilitede orantisiz bir 3
katlik artisa neden olmustur (11).

Fazla membran demirinin, membran degisikliklerini artirdigi gozlenmistir. Bu da
talasemi hastalarinda eritrosit membraniin, potansiyel tedavi hedefi olarak goriilmesine
neden olmustur. Bir fare modelinde, membranla iliskili a-globin zincirleriyle baglantili
olarak artan hiicresel rijidite ve azalan stabilite, membran demirine baglanan ajanlara maruz
birakma sirasinda 6nemli derecede diizelmistir (12).

Talasemik eritrositlerin oksidatif strese artan duyarliligi bu eritrositlerin hemolizinde
onemli rol oynar (13). Oksidatif hasar1 kolaylastiran mekanizmalar c¢ok sayidadir ve
eritrositlerde fazla miktarda eslesmemis globin zinciri, yiiksek konsantrasyonda hiicre i¢i non-
hemoglobin demir igerigi ve bu hiicrelerdeki diisiik hemoglobin konsantrasyonu sonucu

ortaya cikar. Temel genetik hasarin sonucu olarak, B-talasemik eritrositler fazla miktarda o-



globin zinciri igerir ve bu zincirler B-talasemik eritrositlerde birikir. Oksidasyon sonrasi,
stabil olmayan hemoglobinlerin invitro serbest oksijen radikal tiirlerini olusturdugu
bilinmektedir (siiperoksit anyonu ve giiclii hidroksil radikali gibi). Oksijen radikalleri,
oksidatif olaylar zincirini baslatir; 6nce daha fazla methemoglobin olusumuna, daha sonra
geri doniisimlii ve geri donilislimsliz hemikromlarin olusumuna yol agar. Hemikromlar,

inkliizyon cisimcikleri ve/veya Heinz cisimcikleri olarak tanimlanir (13).
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Sekil 1 : Serbest a-globin zincirlerinin agir1 liretiminin etkileri (5).




2.1.3. HEM VE MEMBRAN ETKIiLESIiMI

Talasemik eritrosit membraninda hem etkilesiminin tam konumu hentiiz bilinmemektedir.
Ancak serbest hem ya lipid ¢ift katmani ile, ya da spektrin, aktin ve protein 4.1 gibi hiicre
iskelet proteinleri ile etkilesim gosterme yetenegindedir. Hem molekiiliiniin oksidatif hasara
direk katkis1 heniiz agiga cikarilmamigken, yikimi kendi basina eritrosit oksidasyonunda

temel rol oynayan demir salinimi ile birlikte gerceklesir (13).

2.1.4. DEMIR FAZLALIGI

Eser metaller, ozellikle de bakir ve demir, eritrositte ve saflastirilmis hemoglobinde
oksidatif hasar yaratabilen endojen serbest oksijen radikallerinin asir1 olusumuna neden olan
ajanlar olarak tanimlanir. Artan miktarlarda non-hemoglobin demir, talasemik eritrositlerde
ilk defa Bessis tarafindan bildirilmistir. Hiicre i¢i demir havuzuna ek olarak talasemik hastalar
ayn1 zamanda diisiik molekiiler agirlikli demir komplekslerini, plazma proteinlerine gevsek
baglanmis sekilde bulundururlar. Eser metallerin ve oksijence zengin eritrosit i¢i ¢evrenin
kombinasyonu, oksijen toksisitesine yol acan sartlara uygundur. Fenton reaksiyonuna katilan
demir iyonlar, lipid ve protein peroksidasyonunda katalizor olarak rol oynar (13). Fizyolojik
kosullarda demir iyonlari; molekiiler oksijenin, asir1 reaktif radikal tiirlerine doniistimiini
katalizlemeye uygun degildirler. Ciinkii; demir iyonu proteinlere baghdir, bu da demir
iyonunun, hiicre hasarma yol agabilecek reaksiyonlara katilmasini onler. Protein olmayan
hiicresel bir havuz (diisiik molekiil agirlikli demir) da tespit edilmistir. Talasemi de dahil,
demir yiiklenmesinin oldugu ¢esitli patolojik kosullarda; serumda ve hiicresel havuzda diisiik
molekiil agirlikli demirin arttig1 bildirilmistir. B- talasemide antioksidan durum ile ilgili
veriler oldukca smirhidir (14). Oksidatif hasar1 engellemek ig¢in, eritrositlerin normal

fonksiyon gdsteren hemoglobin yaninda, gii¢lii antioksidan kapasitesinin de olmas1 gerekir

(13).

2.1.5. MEMBRAN LiPIDLERINDE DEGISIKLIKLER

Talasemik eritrositlerde, lipid peroksidasyonunun artis gosterdigine dair veriler
mevcuttur. Membran lipidlerinin bilesimi calisildiginda, toplam hiicre lipidlerinde neredeyse
iki kat artis bulunmustur. Bu gozlemin anlami hala agik degildir, ancak talasemik
eritrositlerde goriilen yiiksek yiizey/hacim oranindan kaynaklanabilir. Talasemik eritrositlerde
membran fosfolipidlerinin organizasyonu c¢alisildiginda, fosfolipidlerin anormal dagilim

gosterdigi bulunmustur; fosfotidilkolinin ¢ogu i¢ ¢ift katman yaprak¢iginda bulunurken,



fosfotidiletanolaminin ¢ogu dis yaprak¢iktadir. Sadece membran lipidlerinin dagilimi anormal
degil, ayn1 zamanda diisiik fosfotidiletanolamin yiizdesi ve arasidonik asid gibi ¢oklu
doymamis yag asitlerinin (PUFA) de daha diisiik ylizdesi tespit edilebilmistir. Hem
PUFA’larm hem de fosfotidiletanolaminlerin peroksidasyona Ozellikle hassas olduklari
bilinir. Bunlarm talasemik eritrosit membranlarinda azalmasi, asir1 oranda oksitlendiklerini
gosterir (13). Giardini ve arkadaslar1 total fosfolipid, kolesterol ve 6zellikle PUFA’larin
serum seviyelerinde onemli bir azalma gostermistir. Talasemi hastalarinda karaciger hasari
tespit edildiginden, bu verilerin basit olarak karacigerde azalan sentezinden kaynaklandig:
diistiniilebilir. Ancak, olgun eritrositlerin de novo fosfolipid sentezini gerceklestiremeyecegi
ve hasarli fosfolipid iceriginin tamir edilme mekanizmalarindan birinin plazma ile degisme
oldugu akilda tutulmalidir. Talasemik hastalardaki diisiik plazma fosfolipid seviyeleri, artan
peroksidatif hasarin bir gostergesi olabilir. Boyle bir hasarin bagka bir gostergesi, eksojen
oksidan stresi takiben, talasemik eritrositlerin yiiksek malondialdehid (MDA) igerigidir.
Temelde PUFA’larin oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan bu yikim {iriinii, ayn1 zamanda
talasemik hastalarin retikiiloendotelial sistem (RES) organlarinda yiiksek miktarlarda bulunur.
Membran fosfolipidlerinin PUFA’lar1 tarafindan c¢ogaltilan serbest radikal zincir
reaksiyonlarinda gorev alan ve bir antioksidan olan alfa-tokoferol (E vitamini) seviyeleri
talasemik hastalarda diisiik bulunmustur. Bu yetersizlik biiyiik olasilikla artan tiiketim
nedeniyledir.

Lipid peroksidasyonu, membran komponentlerinin polimerizasyonuna neden olur,
dolayisiyla hiicre deformabilitesini azaltir. Ayrica, fosfolipid ¢ift katmanmin rijiditesini de
arttirdig bildirilmistir (13).

Bu degisimlerin bir acgiklamasi, membran komponentlerine bagli fazla globin
zincirlerinin varligi ile olabilir. Ayrica, MDA’ ’nin kendisi de membran komponentlerinin
capraz baglanmasma neden olur. Bunun sonucunda eritrosit membran rijiditesini arttirarak
eritrosit deformabilitesinin azalmasina yol agar.

Talasemik eritrositlerin anormal mekanik 6zellikleri; yapisinda bulunan oksitlenmis
lipidler, fazla globin zincirleri ve membran proteinlerinden kaynaklanmaktadir. Talasemik
eritrositlerin anormal lipid asimetrileri, azalmis PUFA konsantrasyonu, artmis MDA

seviyeleri ve sonucta diisiik E vitamini seviyeleri gosterilebilecegi bildirilmistir.



2.1.6. MEMBRAN PROTEINLERINDE DEGISIKLIKLER

Talasemik eritrosit membran proteinlerinin, oksidatif stres tarafindan hasara ugradigmni
one siiren ilk ¢aligmalar ile; talasemik eritrositin hidrojen peroksite maruz birakilmasmin
ardindan membran proteinlerinin artan derecede ¢apraz baglandigi ve titre edilebilir membran
tiyollerinde azalma oldugu gosterilmistir.

Talasemik eritrositlerin diizensiz sekilleri eritrosit membran iskeletinin hasara ugramis
olabilecegini gosterir. Clinkli iskelet agmin deformabilite ve stabilite gibi farkli eritrosit
fonksiyonlarmi diizenlemede 6nemli oldugu diisiiniiliir.

Normal eritrositlerin siilfhidril oksitleyici ajanlara in vitro olarak maruz birakilmasinin
spektrinde degisikliklere neden oldugu bilinir: Normal eritrositlerin, tetratiyonat ve diamid
gibi kimyasal oksidanlara maruz birakilmasinin ardindan spektrin ¢apraz baglanmasi tesbit
edilmistir. Temel hiicre iskelet proteininin oksidatif hasara karsi artan hassasiyeti, siilthidril
gruplarinin  bazilarinin  eritrosit membraninin  PUFA’larina topografik yakinhigi ile
aciklanabilir. Talasemik spektrinde goriilen tiim yapisal anormalliklere ragmen, bu proteinin
farkli fonksiyonlarmin korundugu gorilmiistiir. Spektrinin tersine, diger hiicre iskelet protein
etkilesimleri talasemik eritrositlerde anormaldir. Protein 4.1; hiicre iskelet proteinleri spektrin
ve aktin, integral proteinler olan glikoforinler, muhtemelen protein 3 ve aym zamanda
membran fosfolipidleri ile etkilesime girdiginden bir kilometre tasi proteinidir. Yakin
zamanda elde edilen veriler, protein 4.1’in, eritrosit membran stabilitesini diizenlemede ¢ok
onemli rolii oldugunu gostermistir. Talasemi hastalarmin eritrositlerinden saflastirilan protein
4.1°in; spektrinin aktine baglanma yetenegini azalttig1 saptanmistir (13). Protein 4.1°in -
talasemik eritrositlerde kantitatif yetersizligi bulunmadigindan, oksidatif bir edinilmis yapisal
lezyon gergeklestigi ve protein 4.1 molekiillerinin yaris1 kadarini etkiledigi kabul edilmistir.

Bu anormal durum, bazi aminoasitlerin yan zincirlerinin oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikabilir.

2.1.7. TALASEMIK ERITROSITLERDE HEMIKROM OLUSUMU
Hemoglobinin geri doniistimlii veya doniisiimsiiz hemikromlara denatiirasyonu sonucu
Heinz cisimcikleri olusur. Denatiire hemoglobin agregatlar1 en yaygin olarak, artan oksidan
stres ile birlikte bulunur. Talasemide Heinz cisimciklerinin morfolojik goriiniimii, o veya B-
globin zincirlerinin esit olmayan sentezine baglanmistir. Bunlar stabil degildir ve presipite

olma ve oksidasyon ile kolayca hemikromlara doniisme egilimindedirler.



Hemikromun, protein 3’lin sitoplazmik birimi ile birlesmesinin patofizyolojik roli,
Low ve arkadaglarinin ¢aligmalarindan sonra daha fazla ilgi odagi olmustur. Low; hizla biiytik
molekiiler boyutlara ulagan, ¢6ziinmez bir ko-polimerin olusumunun ve eritrosit membraninda
hemikromlarin birikmesinin, membran diizleminde protein 3 kiimelenmesini sagladigini
gosterdi (13). Talasemik eritrositler ayn1 zamanda artan miktarlarda otolog Ig G baglama
yetenegindedir. Cogunlukla yash eritrositlerde yapilan 6nceki caligmalar, bagka bir otolog
antikorun (anti protein 3) hasarli eritrositlerin uzaklastirilmasindan sorumlu olduguna isaret
etmistir. Eritrosit ylizeyinde yaslh hiicre antijeninin olusumu; ki anti-protein 3 antikoru bu
antijene yoOneliktir, hemoglobin denatiirasyonu, hemikrom olusumu ve sonugta protein 3
kiimelenmesi ile tetiklenir.

Talasemik eritrositlerde ciddi oksidatif hasar meydana gelir. Globin zincir
presipitasyonu sirasinda, serbest radikaller olusur. Presipite olmus hemoglobin zincirlerinden
demir ve globin serbest birakilir. Globin zincirlerinin eritrosit membrani ile etkilesime girip
membrani pargaladigi, hiicre iskeletini hasara ugrattig1 bildirilmistir. Hemin rolii talasemik
eritrositlerde detayli olarak c¢alisilmamistir. Demir fazlaligi, Fenton reaksiyonu yoluyla
peroksidasyon katalizorii olarak bilinir, ayrica ¢esitli eritrosit membran bilesenlerine (lipidler,
proteinler) hasar verir. Denatiire olmus hemoglobin, hemikromlar seklinde protein 3 ile
agregat olusturur ve sonugta spesifik antikor baglanmasma neden olur, bu da eritrositlerin
dolasimdan uzaklastirilmas: ile sonuglanir. Ancak, kaydedilen ilerlemeye ragmen, talasemik
eritrositlerde artan oksidatif stresin mekanizmasini anlama konusunda ek verilere hala ihtiyag

vardir.
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Sekil 2: Talasemik eritrosit membran bilesenlerinde hasar ve degisiklikle sonuglanan

oksidatif hasarlar zincirinin sematik gosterimi (13).
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2.2. KARNITIN
2.2.1. KARNITININ TARIHCESI

Karnitin (3-hidroksi-4-trimetilaminobiitirik asit), ilk kez 1905 yilinda sigir kas
dokusundan izole edilmistir. Ancak biyolojik etkileri iizerinde yapilan bir ¢ok calismaya
ragmen, yarim yiizyil boyunca fonksiyonu agiklik kazanmadi (15). 1952 yilinda Tenebrio
malitor isimli bir yemek kurdu icin bir bliylime faktorii oldugu kesfedildi ve Br vitamini
olarak isimlendirildi (16). 1959°da Fritz; karnitinin, karaciger ve kalp kasinda uzun zincirli
yag asidi oksidasyonunu artirdigini gostermistir. 1966 yilinda; karnitin palmitoil transferazin,
i¢ mitokondrial membranda ve acil-KoA sentetazin dis mitokondrial membranda yeraldiklar1

gosterildi. 1971 yilinda lizinin karnitin 6nciisii oldugu belirtildi.

2.2.2. KARNITININ METABOLIZMASI

Karnitin, B-hidroksi-y-trimetilamonyum biitirattir.

o

CHg-hllhcna-(I:H-CHa—coo”
CH, OH

Sekil 3: Karnitinin yapisal formiilii (17).

Aminoasitler gibi karnitinin de yalnizca L formu dokularda sentezlenir ve biyolojik
aktivite gosterir. Serbest karnitin, 161.2 molekiil agirliginda bir zwitteriyonik molekiildiir.
Diyetteki karnitinin suda ¢éziinen vitaminler gibi kolayca ve tamamen emildigi kabul edilir.
Minimum giinliik ihtiyacin 8-11 mg/giin oldugu one siiriilmiistiir. Insan viicudundaki
karnitinin kaynagi; diyet karnitini ile lizin ve metiyonin metabolizmasindan koken alan,
biyolojik olarak sentezlenen karnitinden olusur. Karnitin karaciger ve bobrekte sentezlenir,
iskelet kasinda depolanir ve idrarla atilir (17,18).

Hayvanlarda ve insanda karnitin, viicut proteinlerinden serbest birakilan trimetil

lizinden olusturulur. Cogu doku trimetillizini biitirobetaine doniistiirebilir, ancak
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biitirobetainin karnitine hidroksilasyonunun gerceklestigi son basamak, tiire bagl olarak
karacigere ve birka¢ diger dokuya smirlidir. Ratlarda butirobetain hidroksilaz enzimi sadece
karaciger ve testiste bulunur; insanda karaciger, bobrek ve beyinde bulunur (16).
Trimetillizinin miktari, karnitin biyosentezinin hizini regiile eder.

Kan plazmasinda karnitin konsantrasyonu 25-50 pM dir. Kan karnitin seviyesinin
temel olarak bobrekler tarafindan diizenlendigi bildirilmistir. Cogu memelide; barsak
mikroorganizmalar: tarafindan olusturulan trimetilamin, trimetilaminooksit ve krotonobetain
gibi karnitin yikim iirlinleri bulunmustur (15). Plazma karnitin konsantrasyonu arttiginda,
karnitinin renal absorbsiyonu azalir (19).

Pek cok dokudaki karnitin konsantrasyonu kan plazmasindan birkag kat daha yiiksek
oldugu i¢in ; karnitin i¢in aktif bir transport mekanizmasi gerekmektedir.

Hamilton ve arkadaslari, in vitro olarak, insan ince barsak mukozasinin karnitini iki
mekanizma ile absorbe ettigini gosterdi: Aktif transport ve pasif diflizyon. Karnitinin aktif
transportu, enerji ve sodyum bagimhidir ve D-karnitin ve L-asetilkarnitin ile inhibe edilir.
Karnitin, portal kan ile karacigere tasmir ve sistemik dolasima verilir. Karnitinin ¢esitli hiicre

tiplerine girisi aktif bir islemdir, yani transport bir konsantrasyon gradientine karsidir (17).

S-Adenozil S-Adenozil 2-Okso glutarat Siksinat
+ +
metiyonin homosistein o) €Oz
Askorbat
Il ’ o3
(f' Ceos & (ololo}
= & ; |
H,N-(CH,), gH 1 (CHy); ~fi-(CH,), —CH (CH,)~R—(CH ), CH~CH
= NHZ? i
Protein-baglh Z [uznmensz ] > [ metilizin o iy
e Lizin metilaz 3-hidroksilaz
izin i
6-N-Trimetillizin 3-Hidroksi-6-N-trimetillizin
—_\ Coo~
5 3 3-Hidroksi-metillizin SN CIH
aldolaz j
(Pridoksal-5-fosfat) NH3
Siksinat  2-Oksoglutarat
*+C0;, 0,
Askorbat NADH+H* NAD*
Fe2+
+ = +
{CH,)y—N-CH, —(llH—CHZ—CDO (CHy3y ~ N~(CH,); - Co0" (CH3)3-—I{I—(CH233gCHo
OH
4: Butirpbe!ain | Aldehit
hidroksilaz | dehidrogenaz
3- Hidroksi-4-trimetilamino-
bitirat 4-N-Trimetilamino-butirat 4-N-Trimetilamino-butiraldehit

(4-Butirobetain)
Karnitin

Sekil 4: Karnitin biyosentezinin semast (15).
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L- karnitin; L-lizin ve metiyonin esansiyel aminoasitlerinden sentez edilir. Karnitin
dort karbon zincirini lizin molekiiliiniin 3 den 6 ya kadar olan karbonlarindan, amino
gruplarini lizinin epsilon amino grubundan ve metil gruplarmi da S-adenozil-metiyonin

yoluyla L-metiyoninden alir (20).

2.2.3. HUCRE iCi MEKANiZMADA KARNITININ ROLU

Yapilan caligmalar, karnitininin geri doniisiimlii olarak C,’den (asetat) C,’ye (erukat)
kadar degisen zincir uzunluklarindaki karboksilik asitlerle agillenebilecegini gosterdi. Ayrica
yag asidi oksidasyonu iizerindeki etkisinin, uzun zincirli yag asitlerinin mitokondriye transferi
ile gergeklestigini gosterdi (21).

Karnitin translokaz ile karnitin palmitoiltransferaz 1 ve Il yag asidi transfer sistemini
olusturur. Dis mitokondrial membranda aktive edilmis yag asitlerinin mitokondri i¢ine

alinarak, matrikste B-oksidasyon enzimleri tarafindan okside edilmelerine olanak verir.

Dhig membran

iq membran
Anil -CoA =~ | .
AHP P M | Karnitin arnitin
e ™ i
NN g 58 aif Acil - Cok
1, = - J"’ e "
(1] h
] 1 ‘ ' : INCO, +xet or
/"; |_,"'; i\ | asH” cisimlen
ATP 7~ ~o  Acil - .
'oasH ‘ Karnitin Agll
Karnitin

* Serbest yaj asidi

Sekil 5: Yag asitlerinin, i¢ mitokondrial membrandan karnitin bagimli transportu (21).
a. Dis mitokondrial membrandaki acilkoenzim A sentetaz
b. Dis mitokondrial membrandaki dis karnitin palmitoiltransferaz I
c. I¢ mitokondrial membranda karnitin / agilkarnitin translokaz

d. I¢ mitokondrial membranda i¢ karnitin palmitoiltransferaz II
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2.2.4. KARNITININ FONKSiYONLARI

1- Uzun zincirli yag asitlerinin, mitokondri i¢ zarindan matrikse tasmmasi (22).

2- Mitokondrial A¢il KoA /KoA ¢iftinin tamponlanmasi (22).

3- Acil gruplar1 i¢in “¢copeli” sistemi (22).

4- Peroksizomal yag asit oksidasyonu; hiicre i¢i ileti (22).

5- Dall1 zincirli aminoasit metabolizmasi (22).

6- Hiicre membranini stabilizasyonu ve kalsiyum transportu (22,23).

7- Sperm metabolizmasi (15,17).

8- Mitojenik stimiilasyon sonrast hem miirin hem de insan lenfositlerinin proliteratif
cevaplarini arttirmak (17).

9- Polimorfoniikleer kemotaksisi arttirmak (17).

10- Lipid kaynakli immiin baskilanmay1 nétralize etmek (17).

11- Klasterin, fetuin veya fibrinojen gibi agregat olusturan proteinlerce indiiklenen eritrosit

agregasyonunu onlemede gorev almak (17).

2.2.5. KARNITIN VE ANTIOKSIDAN SISTEM

Serbest oksijen radikalleri; bir ¢cok farkli patofizyolojik olayda yeralirlar. Bu nedenle;
serbest radikal hasarinda yeralan biyolojik olaylarin mekanizmalarmin anlasilmast 6nem
tasimaktadir. Bunlarin bircogunda, serbest oksijen radikallerinin hedefi, vaskiiler sistemdir
(24).

Herhangi bir atom veya molekiil serbest radikal olarak tanimlanabilir. Bunun i¢in
serbest radikallerin dig yoriingelerinde bir veya birden fazla ¢iftlesmemis elektron bulunmasi
gereklidir. Ciftlesmemis elektron varliginda atom veya molekiil nisbeten stabil degildir ve
yiiksek reaktivitesi mevcuttur (25).

Son ¢alismalarda, serbest oksijen radikallerinin ndrodejeneratif hastaliklar, diabetes

mellitus, iskemi-reperflizyon hasari, karsinogenezis, radyasyon hasar1 gibi biyolojik
fenomenlere neden oldugu aciklanmistir. Reaktif oksijen tiirlerinin genellikle dort tipi
gosterilmistir:
1- Siiperoksit anyonu (O;")
2- Hidrojen peroksit (H,O,)
3- Hidroksil radikali (OH )
4- Singlet oksijen ('O, )
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Bunlar biyolojik olarak 6nemli serbest radikallerin biiyiik boliimiinii olusturur (26).
H,0, ve '0, serbest radikal olarak tanimlanmazlar; fakat bu tiirlerin serbet radikallere benzer

olduguna manilir. Siiperoksit kimyasinda 6nemli ilk reaksiyon:

X+0, |::>X+ + 0Oy

Bir X dondriinden (hemoglobin, sitokrom, tiyol, redoks metal gibi) tek elektron,
oksijen molekiiliine transfer edilir. Olusan siiperoksit anyon radikali, reaktif bir tiir degildir,
ancak potansiyel olarak toksiktir. Biyolojik olarak daha tehlikeli hidroksil radikallerine
doniisebilir. Bu doniisimde 1ilk evre siiperoksit anyonunun hidrojen perokside

dismutasyonudur.

202_"‘2H+ —> O, + H,O,

Hidrojen peroksit hiicrelere Ozellikle toksik degildir, ancak hiicresel membranlar1
gecebilir ve bu 6zellik potansiyel olarak 6nemlidir. Hidrojen peroksit, hidroksil radikalini
olusturmak iizere siiperoksit anyon radikali ile etkilesime girebilir. Bu reaksiyon Haber-

Weiss reaksiyonu olarak bilinir:

H,O, + Oy ——> OH +OH + 0,

Haber-Weiss reaksiyonu genellikle fizyolojik durumlarda yavastir. Fakat gecis
metaller, metal selatorler veya hemoproteinlerin varliginda bu reaksiyon hizli olusur. Bu

durum Fenton reaksiyonu olarak tanimlanir (27):

H,0, + Fe*" —— OH + OH +Fe’"

Hidroksil radikali yliksek reaktiviteye sahiptir ve kisa Omiirlii bir oksiradikaldir.
Proteinler, polisakkaritler, niikleik asitler ve coklu doymamis yag asitleriyle reaksiyona
girerler. Bu reaksiyon lipid peroksidasyonu ile sonuglanir. Coklu doymamis yag asitleri hiicre
membraninda yiiksek konsantrasyonda  mevcuttur ve radikallerin saldirisima hazirdir.
Hidroksil radikali ile olusan lipid peroksidasyonu sonucu membranlarda bunu takiben, hiicre
parcalanmas1 ve 6liimii olur (27). Serbest oksijen radikalleri lipid yikimi1 ve membran hasari
disinda; ayrica siilfhidril enzim inaktivasyonuna, protein c¢apraz baglarmin ve DNA’ nin

bozulmasina neden olur (28).
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Diger biyolojik 6neme sahip serbest radikaller; lipid hidroperoksit (ROOH), lipid
peroksil radikali (ROO") ve lipid alkoksil radikali (RO") dir. Bunlar membran lipidleri ile
iligkilidir; nitrik oksit (NO), reaktif bir nitrojen tiirevi; tiyil radikal (RS") ise siilfiir atomunun
eslesmemis elektron icerenidir. Karbon radikali (R;C’) ise hepatositlerin mikrozomlarinda
CCl4 metabolizmasi sirasinda tiretilir.

Son calismalarda gosterilmistir ki, diisiik diizeydeki oksidatif stres  selliiler
proliferasyonu ilerletir, hiicre dejenerasyonu ve 6liimiine neden olur. Hiicrelerin molekiiler
komponentleri icerisinde reaktif oksijen tiirlerinin hedefi; proteinler, membran lipidleri ve
niikleik asitlerdir (26).

Membrana bagl bir enzim olan Ca"-ATPaz’in, siiperoksit anyon radikali (0, ile
inhibe edildigi, ancak bu mekanizmada; hidrojen peroksidin (H,O,) veya hidroksil radikalinin
(HO") yer almadig tespit edilmistir (24). Bu ilging bir bulgudur; ¢iinkii O, zayif bir oksidan
olarak bilinir ve daha potansiyel bir oksidan olan HO" ; genellikle, Ca"™-ATPaz’m oksidatif
hasar1 da dahil olmak iizere, pek ¢ok durumda hasar veren bir reaktif oksijen tiirii olarak kabul
edilmektedir. Fakat HO” nin reaktivitesi, diflizyon yetenegini smirlar ve bu yiizden hiicresel
hedeflere kolayca ulagamaz. Diger yandan O,"; diger molekiillerle ¢cok az reaksiyona girdigi
icin konsantrasyonunda 6nemli degisiklik gézlenmez. Bu ylizden; herhangi bir fonksiyonel
molekiil O, ye maruz kalirsa, o molekiil oksidatif stres icin spesifik bir hedef olabilir.

Cesitli antioksidanlarla serbest radikal kaynakli hasardan korunma mekanizmalari,
biiylik oranda arastirilmistir. Antioksidan o6zellikleri oldugu bilinmeyen diger ajanlarin da;
serbest oksijen radikallerinin yer aldig1 patolojik durumlarda koruyucu oldugu bildirilmistir.
Fakat serbest radikallere bagli hasara karsi antioksidan sistem disindaki koruma
mekanizmalart heniiz tam olarak aydmlatilamamistir. Uzun zincirli yag asidlerinin
mitokondriyal oksidasyonu i¢in esansiyel bir kofaktor olan L- karnitin ve tiirevlerinin; serbest
radikallere bagli hasar1 dnleyerek iskemik kalbi koruyabildigi bildirilmistir (24). Karnitin
tirevi olan propiyonil L-karnitinin Ca-ATPaz’1 nasil stimiile ettigi kesin degildir. L-
karnitin tiirevinin membran i¢ine yerlestigi ve membran stabilizasyonuna yol agtigi one
siiriilmiistiir. O, nun ; fosfolipid ¢ift tabakasindan daha ziyade membran bagli Ca™-ATPaz
molekiiliinin SH gruplarma saldirabilecegi 6ne siiriilmiistir (24). Eritrosit Ca*"-ATPaz
potansiyel olarak otooksidatif modifikasyon ile hasara ugramaya agiktir, ¢iinkli serbest tiyol
gruplart vardir ve doymamis membran lipidlerine yakin bulunur. Ca’"-ATPaz aktivitesi
kismen, membran tiyollerinin indirgenmis hallerinde korunmalarina baghdir. Aktiflestirilmis
oksijenin, tiyolce zengin bir protein olan Ca’"-ATPaz’1 inhibe etme mekanizmalarindan biri

distilfid baglarinin olusumudur (29).
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Propiyonil L-karnitin; endotelial hiicreleri Fe™ - Fe™, hidrojen peroksit -Fe™ veya
ksantin oksidaz-ksantin sistemine karsi korur (30). Karnitinin demire baglandigini; ve
hidroksil radikallerinin iiretiminde aktif olmayan kompleksler olusturdugunu ileri
stirmiislerdir. Demir iyonlar1 ve diger metaller; H,O, ’den oksijen derivelerinin olusumunda
cok onemlidirler (30).

Laktoperoksidaz; hidrojen peroksit ve iyodid iyonlar1 varliginda; lipid
peroksidasyonunu stimiile eder. Muhtemelen; yag asitlerinden bir hidrojen atomu ayman bir
iyodin radikali olusmaktadir. Laktoperoksidaz-hidrojen peroksit-iyodid iyonlariyla singlet
oksijen olusumu da 6ne striilmistiir (31). Bu sitolitik sistem; eritrosit membranini1 dakikalar
icinde pargalayabilir. Baslangigctaki membran hasarmin ardindan; c¢atlaklar olusur ve hiicresel
komponentler serbest kalir. Sonugta hiicre membrani tamamen ¢oziiniir. Bu sitolitik sistemde
eritrositler tlizerine, karnitin tiirevlerinin etkileri arastirilmis. Bu ortamda eritrositlerin
peroksidasyona yatkinligi azalmistir. Karnitin tiirevlerinin eritrositleri peroksidatif lizisten
korudugu saptanmustir. Karnitin deriveleri varhiginda MDA olusum hizt azalir.
Antiperoksidatif etkinin demir-baglamaya ve hidroksil radikallerinin iiretiminde aktif
olmayan komplekslerin olusumuna bagh oldugu diisiiniilmektedir (31).

Asetil-L karnitin, ksantin oksidaz aktivitesini inhibe eder. Bu ilacin antioksidan
ozellikleri, ksantin oksidaz lizerinden serbest oksijen radikal olusumunun azaltilmasiyla

saglanmis olabilir (28).

2.2.6. KARNITININ TERAPOTIK KULLANIMI

Karnitinin primer sistemik ve miyopatik karnitin yetersizligi durumlarinin tedavisinde
kullanildig1 gosterilmistir. Sekonder karnitin yetersizligine neden olan durumlarda da
faydalidir. Cogu terapotik amag icin; 1-2 gr/giin’lilk bolinmiis dozlar yeterli olmaktadir.
Intravendz dozlar 40- 100mg/kg arasinda degisir. Cocuklarda oral L- karnitin; 100 mg/kg
giinliik dozu verilir (32).
2.2.6.1. KALITSAL KARNITIN YETERSIZLIiGI

Genetik defektlere bagl karnitin yetersizligi heterojendir. Ug grupta toplanur:
1-Miyopatik karnitin yetersizligi: Otozomal resesif geg¢is gosterir. Proksimal miyopati vardir.
Zayiflik ve erime, kol ve bacaklarin proksimal kaslarinda ve omurilik, boyun ve ¢enenin
kaslarinda daha belirgindir. Serum karnitin seviyeleri diisiik ve hepatik karnitin seviyeleri

normaldir (17).
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2- Sistemik karnitin yetersizligi: Otozomal dominant olarak gegis gosterir. ilerleyici miyopati,
cesitli metabolik ensefelopati ndbetleri, hipoglisemi ve hiperammonemi ile karakterizedir.
Kas, karaciger ve plazmadaki toplam karnitin seviyeleri diisiiktiir (17). Bu hastalarda orta
zincirli acil-KoA dehidrogenaz yetersizligi bulunmustur.

3-Organik asidiiriler: Kisa, uzun ve orta zincirli acil-KoA dehidrogenaz yetersizligi,
izovalerik asidemi, propiyonik asidemi ve metilmalonik asidemi bulunur. Uriner total karnitin

bosaltimi artmstir ve liriner agilkarnitin/ serbest karnitin orani da artmustir (17).

2.2.6.2. EDINSEL KARNITIN YETERSIZLIiGi

1- Yetersiz karnitin alimi : Diisiik karnitin ve lizin alimi, disiik demir alim1 ve vejeteryan
diyetle beslenmek buna neden olabilir.

2- Artan karnitin gereksinimi : Hamile ve emziren kadmnlarda gereksinim artmustur.

3- Artan karnitin kayb1: Hemodialize giren kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda, dializat
stvisina dramatik derecede plazma gegisi ve bozuk renal karnitin biyosentezi ile artan
kaylp s6z konusudur. Karboksil grubu igeren valproik asit ve benzoik asit gibi
ksenobiyotikler, eger bir acil-KoA sentetaz icin substrat iseler invivo ortamda direk KoA
esterlerini olustururlar. Bu siradisi KoA esterleri, intramitokondrial agil- KoA/KoA
dengesini bozarlar. Fazla acil gruplarini uzaklastirmak i¢cin karnitin kullanilir ve serbest

KoA’nin rejenerasyonu miimkiin olur (17).

2.2.7. L-KARNITIN OLCUM METODLARI

Karnitin 6l¢timiinde kullanilan birka¢ metod vardir. Viicut sivilar1 ve dokularindaki L-
karnitinin 6l¢timii; L-karnitin ile asetil KoA’nin reaksiyona girip karnitin asetil transferaz

enzimi araciligiyla asetil L-karnitin ve serbest KoASH olusturmasi prensibine dayanir (15).

Karnitine asetiltransferaz
Asetil KoA + L-karnitine <——> asetilkarnitin + KoASH
Bu reaksiyonu monitorize eden iki temel metod kullanilir:
1- Radyoaktif isaretli asetil gruplarinin, asetil KoA’dan asetil karnitine doniistimiiniin
Olctimti.

2- KoASH olusumunun enzimatik veya fotometrik 6l¢iimii (33).
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Karnitin esterlerinin ayristirilmasi ve tanimlanmasi; gaz kromatografisi, radyoenzimatik
yontemle kombine edilmis HPLC (yiiksek performansli likit kromatografisi) ve kiitle
spektrometrisi ile yapilabilir (34).

2.3. HUCRE iCi KALSIiYUM ( [Ca*'];)

insan viicudundaki temel katyonlardan biri olan Ca®" un ¢ogu, kemiklerde ve dislerde
hidroksiapatit kristalleri olarak bulunur. Hiicre dis1 ve hiicre i¢i sivilarda ihmal edilebilir
miktarda Ca*" (insanda, toplam 1250 g’ dan sadece birka¢ gram) bulunur (35). Hiicre disi
bdlmelerde, ki buna kan plazmas1 da dahildir, kemik depolarindan iceri ve disar1 Ca’" hareketi
ile kontrol edilir ve yaklasik 3mM’da fikse edilir. Bunun yaklasik yarisi iyonize Ca*"dur.
Ca®’, plazmada 3 fizyokimyasal durumda bulunur: %50’si serbest ya da iyonize, %40’1
plazma proteinlerine bagli, %10’u da kii¢iik anyonlarla (HCO;", H,POy, HPO4'2, sitrat, laktat)
kompleks yapmus sekilde bulunur (36). Serbest yada iyonize Ca>™ fraksiyonu biyolojik aktif
olan formdur. Bu aktif formun plazma konsantrasyonu PTH, 1-25 dihidroksi vitamin D3,
kalsitonin gibi Ca®" diizeyini regiile eden hormonlarla sikica diizenlenmektedir. Proteine bagh
olan Ca®>" fraksiyonunun yaklasik % 80’i albumine bagl iken, geri kalani globulinlerle
baghdir.

Plazma Ca’”u 6nemini, [Ca®"]; ile olan iliskisinden alr. Ciinkii [Ca*'];, gesitli
subselliiler kompartmanlardaki biyokimyasal aktivitelere sinyal iletimini saglar. Hiicre
disinda ve hiicre iginde Ca®’sinyali arasindaki iliski iyi anlagilamamustir, ancak plazma
havuzunun i¢inden Ca*"un alindig1 ve hiicreye akisinin saglandigi, oldukea biiyiik bir depo
olusturdugu kanitlanmustir. Plazma ca® un dar bir konsantrasyon araliginda tutulmas, sabit
bir Ca®" kaynaginin her zaman hiicreler i¢in mevcut oldugunu garantiler. Hiicre dist
havuzdaki sebest Ca*" miktar: (mM), hiicre i¢i ortamla (uM’ iin altinda) kiyaslandiginda ¢ok
yiiksektir. Bu durum Ca”*" iizerinde ¢ok yiiksek elektrokimyasal gii¢ olusturur. Bu sonug
Ca’"un hiicre ici diizenleyici olarak iistlendigi role ¢ok uygundur. Ciinkii plazma
membraninin Ca®" a gegirgenligindeki, fizyolojik uyarilarm neden oldugu kiigiik degisiklikler
bile sitozolik konsantrasyonunda ¢ok onemli degisiklikler ortaya cikaracaktir. Boyle biiytik
degismeler tabii ki, Ca®" tizerindeki elektrokimyasal gii¢, yani hiicreye penetre olma egilimi
cok kii¢iik seviyede olsaydi daha zor elde edilebilirdi. Hiicre dis1 ve i¢i Ca’" havuzlarinin
konsantrasyonlar1 arasindaki farkliliklar Ca®"un iyonize kismu ile ilgilidir. Hiicre dis1 havuzda
total Ca”"un yaklasik yaris1 iyonize durumda iken, hiicrelerin icinde sadece toplammn %0.1°i

veya daha azi bu durumdadirr. Ca’”un mesajci olarak kullamlma karari verildiginde,
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hiicrelerin [Ca*']; konsantrasyonunu ¢ok diisiik tutmak i¢in cesitli yollar gelistirmesi zorunlu
hale gelmistir. Siklik niikleotidler, inozitol trifosfat veya diagilgliserol gibi diger biyolojik
mesajcilarin konsantrasyonlari, metabolik sentez ve yikim yoluyla kolaylikla degistirilebilir.
Ca’" konusunda bu miimkiin olmadigindan, bunu hiicreler i¢inde kontrol etmek icin farkl
mekanizmalar gelistirilmesi gerekmistir. Bugiin hiicreler bunu, Ca>" u spesifik ligandlarla geri
dontistimlii olarak baglamak yoluyla basarirlar (35).

[Ca®];, kas kontraksiyonu, hormon sekresyonu, glikojen metabolizmasi ve hiicre
bdliinmesi gibi 6nemli fizyolojik fonksiyonlara sahiptir. Hiicre sitozoliinde yaklasik 10°-107
mol/L’dir. Sitozolik Ca®", ayni zamanda Ca”"transport proteinleri olarak da gérev yapan Ca*"
baglayic1 proteinler, dikarboksilik asitler ve fosfolipidler tarafindan kismen tamponlanmis
olarak bulunur.

170’den fazla Ca*"-baglayic1 protein bulunmustur. Fakat fonksiyonlarinmn kiigiik bir
kismi biliniyor. Kalmodulin, kalgranulin A ve B, grankalsin ve anneksin bu proteinlerden en
fazla bilinenlerdir. Anneksinler (kalpaktin, lipokortin, endoneksin, kalsimedin ve
kalsiyum/fosfolipid baglayici diger proteinleri igerir) Ca’"’un mikromolar konsantrasyonlar1
varlifinda membranlarda asidik fosfolipidlerle etkilesir ve eritrosit =~ membranlarina
baglanabilir (37). Sitozolik Ca**-baglayici proteinlerin en dnemlisi olan kalmodulin ise
plazma membranindaki Ca>*-ATPaz pompasi aktive eder. Bunu protein kinaz A ve C
aracilikli Ca**-ATPaz fosforilasyonunu inhibe ederek saglar. Kalgranulin ve grankalsin ise
ozellikle graniilosit, monosit ve makrofajlarda bulunan Ca**-baglayic1 proteinlerdir (37).

[Ca*']’un yaklasik %90-99’u mitokondri, sarkoplazmik ya da endoplazmik
retikulumda bulunur. Diisiik sitozolik Ca** konsantrasyonu; plazma, mitokondri ve
mikrozomal membranlarda yer alan Ca®" transport sistemleri tarafindan saglanir. [Ca*'];
konsantrasyonu birka¢ mekanizma ile degisebilmektedir. Baz1 hormonlar ve ilaglar membran
permeabilitesini arttirirken Ca®un ice akisini da arttirr. Ca® pompalari da hiicrelerden Ca*" u
cikarir. Serbest Ca’", ayrica hiicre icindeki depolardan da salnabilir. Bazi hormonlar ikinci
mesajc1 sistem olarak  fosfoinozitolii kullanir ve inozitoltrifosfat hiicre i¢i depolardan
Ca’salinmasina neden olur. Diagilgliserol, Ca®" bagimli bir protein kinaz1 aktive eder. Hiicre
i¢i Ca®" bagimli bir protein olan kalmodulin, bazi enzim sistemlerinin (fosforilaz kinaz gibi)
regiilasyonunda 6nemlidir. Serbest Ca’" un kendisi de direkt olarak bazi enzimleri (adenilat

siklaz gibi) aktive ya da inhibe eder (36).
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Sekil 6: Kalsiyum depolari, sinyal sistemleri ve hiicresel tastyicilarinin gemast (37).

Hiicre ¢ekirdegi (N), mitokondri (M), endoplazmik retikulum-Ca deposu (ER), alternatif Ca

deposu (S),

vezikill veya graniil (V), biitiin Ca- baglayan proteinleri ihtiva eden sitozol

(Ca.X), plazma membrani (PM), Kalmodiiliin (CaM), Fosfolipaz C (PLC), 1,2-diagilgliserol

(DAG),

inozitol

1,4,5-trifosfat (IP3),

arasidonik asit (AA), fosfolipaz A2 (PLA2),

ekozonoidler (EICO), reseptdr (R), G protein (G), Ca depolari i¢indeki Ca** konsantrasyonu
tarafindan regiile edilen Ca kanali ( CRAC).

Plazma membranlarinda Ca®'-transport eden ii¢ sistem vardir: Spesifik bir ATPaz, bir

Ca’" kanali ve bir Na'/ Ca®" degistiricisi (ancak Na'/ Ca®" degistiricisi olgun eritrositlerde

bulunmaz). Toplam hiicre kalsiyumunun uzun siireli kontroliiniin plazma membran

sistemlerinin aktivitesine bagli olmasma ragmen, hiicreler kalsiyum ihtiya¢larmin en biiyiik
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kantitatif kismin1 kendi sitozol veya organellerindeki Ca* havuzlarimni kullanarak karsilar (17).
Insanlardaki eritrosit Ca®" pompast; kalmodulin, kalpain, asidik fosfolipidler, Ozellikle
fosfoinozitol 4,5 bifosfat ve protein kinaz A ve C tarafindan regiile edilir (38).

Hiicre i¢i kalsiyumundaki artiglar c¢esitli hiicresel disfonksiyonlara neden olur.
Bunlardan bazilar1 sunlardir:

1- Mitokondride enerji eksikligi ile sonuglanan oksidatif fosforilasyon bozuklugu.

2- Bleb formasyonu, hiicre iskeletinde hasarla sonuglanir.

3- Fosfolipaz A,’ nin aktivasyonu.

4- Proteaz aktivasyonu ile ksantin dehidrogenazin ksantin oksidaza dontigiimii.

Fosfolipaz A;’nin aktivasyonu ile PAF (platelet aktive edici faktér) ve plazma

membranindaki fosfolipidlerden arasidonik asit iiretilir. Arasidonik asitten l16kotrienler

ve metabolitleri olusur. Fosfolipidlerin yikilmasi, hiicre membrani hasarmma ve

permeabilite artisina neden olur (39).

2.3.1. B-TALASEMIDE KALSiYUM HOMEOSTAZI

Kalsiyumun, membran plastisitesi, katyon degisimi ve hatta hiicre 6liimii dahil bir¢ok
kritik hiicresel fonksiyonu modiile edebildigi diisiiniiliir (40).

Eritrositlerde hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu, ¢ok az gegirgen olan bir
membrandan diisiik pasif ice akis ve Ca’"-Mg*"ATPaz tarafindan katalizlenen aktif disar1 akis
ile kontrol edilir. Talasemik eritrositlerde a-globin zincirlerinin presipitasyonu normal
membran fonksiyonunu engelleyebilir (41). B-Talasemik eritrosit hiicresi i¢inde ca-globin
zincirlerinin fazlasi stabil degildir ve eritrosit membranlarinin fonksiyon ve yapilarini ters
etkileyebilecek inkliizyonlar olusturmak iizere presipite olurlar. Fosfolipid igerigi
degisiklikleri, membran ylizey karbonhidrat birimleri tizerindeki degisiklikler ve hiicre iskelet
yapis1 anormalliklerinin dahil oldugu membran bozukluklar1  makrofajlar i¢in sinyal
olustururlar. Eritrositlerin biitiinliigliniin korunmasi i¢in 6nemli bir fonksiyon, ¢ok dik bir
elektrokimyasal gradiente kars1 diisiik hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonlarinin korunmasidir.
Bu hem ige dogru Ca*" a diisiik membran gegirgenligi hem de membran —bagimh enzim Ca®'-
Mg2+ATPaZ tarafindan katalizlenen aktif bir disa akis mekanizmasi araciligiyla gerceklesir. -
talasemik hastalarin eritrositleri anormal yiizey Ozelliklerine, artmis fosfolipid igerigine,
azalmis deformabiliteye ve yitksek Ca®" igerigine sahiptir (41). Hiicre i¢i Ca>" birikiminin
nedenleri heniiz acik degilse de, bir ¢ok olasilik vardir. Bu hiicrelerde Ca’un pasif ice

akislarinda artig olmustur. Bu da membran bariyerinde bir lezyonun varligina isaret eder.
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Biriken kalsiyum, Ca’’pompasmin ulasamayacagi bélgelerde yerlesebilir (talasemik
eritrositlerde gerceklestigi bilinen endositik vakuollerde tutulan Ca®" veya a-globin
agregatlara bagl olan gibi). Bu agregatlar, aym1 zamanda pompa bolgelerine kalmodulin
ulagilabilirligini engelleyerek Ca®" atilimmi kotii yonde etkileyebilir (41).

Eritrositlerde Ca®" birikiminin, ortalama hiicre hacminde azalma ve ortalama hiicre
hemoglobin konsantrasyonunda artis1 indiikledigi bilinir. Insan eritrositlerinde, hiicre ici

kalsiyum hiicre deformabilitesini etkiler ve bir¢ok enzim sistemlerini regiile eder (42).

2.3.2. HUCRE IiCI SERBEST KALSIYUMUN OLCUMU

Canli hiicrelerinde sitozolik serbest kalsiyumun ( [Ca®'];) ilk dlciimleri 1960°larda kas
hiicrelerinde aequorin ile yapilmistir. 1970’lerde iki yeni metod, bis-azo absorbans boyalar1
ve kalsiyum-selektif mikroelektrotlar ortaya ¢ikmustir. [Ca2+]i, biiytik kas hiicreleri disinda ¢ok
az sayida hiicre tipinde giivenilir olarak 6lctilebilmistir. 1982°de yeni bir floresan boya quin-2
ile bir kimyasal yol bulunmustur. Fura-2 ve indo-1 gibi iistiin boyalarin kesfi ile tiim hiicre
alanlarinda lokalize [Ca®"]; igin 6l¢iim teknikleri gelistirilmistir (43). ideal metod; prensip
olarak, yaklasik 10 nM Ca®'konsantrasyonunu; asir1 miktarda Mg®" ve diger fizyolojik
katyonlarin varliginda 6lgebilecek sekilde olmalidir. Eger bir indikator kullaniliyorsa; bunun
ideal olarak plazma membranindan geri difflize olmamas1 ve hiicre i¢i membran sinirlarindan
tekrar dagilmamasi gerekir. Son yillarda floresan Ca*“selatdr esterlerinin kullanimi sayesinde
kii¢iik hiicrelerde caligilabilir hale gelmistir. Bu esterler, pasif diffiizyonla hiicre icine girerler
ve iceride ester kismin uzaklagsmasiyla bloke edilir. Bu floresan esterleri; artik biiylik
hiicrelerde bile tercih edilen bir metod haline gelmistir.

Fura-2, diger floresan Ca’" selatorlerinden daha tatmin edicidir; ciinkii cok daha diisiik
intraselliiler konsantrasyonlarda daha yiiksek floresans verir. Bir bagka avantaji da;
intraselliiler floresan bilesiklerinin interferansi nedeniyle olusan floresans emisyon piklerinin,

spektrum bolgelerinden uzaklastirilabilmesidir (35).

2.4. MALONDIALDEHID (MDA )

MDA, coklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonundan, deoksiribozun bir
hidroksil radikaliyle yikimindan ve prostaglandin biyosentezinin bir yan iriinii olarak
meydana gelir. MDA’nm; yaslanmada, mutagenezde ve karsinogenezde rol aldig:
gosterilmistir. Yaslanma veya dejeneratif hastaliklar gibi ¢esitli invivo durumlarda meydana

gelen lipid peroksidasyonunun siddetinin ve besinlerde meydana gelen oksidatif bozulma
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miktarmin  bir gostergesi olarak MDA uzun zamandir kullanilmistir (44). Biyolojik
orneklerdeki MDA’y1 tespit etmek amaciyla; TBA (tiyobarbitiirik asit) testi, HPLC (ytiksek —
performansh likit kromatografisi) ile direk saptama, MDA/TBA-HPLC metodlari,
MDA/fenilhidrazin-HPLC metodlar1 ve gaz kromatografisi gibi metodlar gelistirilmistir (44).

Lipid peroksidinin bir iirlinii olan MDA hiicre ve dokulardaki oksidatif hasarin bir
gostergesidir. Biyolojik orneklerde lipid peroksidasyonu sonucu iiretilen MDA’ ’nin, baglh
formlara cevrildigi; bunlarin da yapisal olarak biyomolekiillerin primer amino gruplari ile
baglantili olduklar1 bildirilmistir. Nair ve arkadaglari, MDA’ ’nin primer aminlere karsi yiiksek
reaktivite gostererek, asidik kosullar altinda Schiff bazlar olusturdugunu gostermislerdir.

MDA i¢in mevcut analitik teknikler, TBA ile reaksiyon tlizerine kuruludur. TBA ayrica
bir cok maddeyle de reaksiyona girebilir; 6rnegin diger lipid oksidasyon iirlinleri, safra
pigmentleri, aminoasitler ve sekerler; ve sonugta interferans veren kromojenler meydana gelir.
MDA, TBA ile en reaktif bilesik olsa bile; TBA ile reaksiyon sonucu olusan tiriinlere MDA
yerine TBARS (tiyobarbitiirik asit reaktif tirtinleri ) denmesi daha anlamlidir (45).

2.5. ERITROSIT DEFORMABILITESI
2.5.1. ERITROSITLER

Eritrositler respiratuvar gazlari tasirlar. (46). Matiir eritrositler 8um c¢apinda, bikonkav
disk seklinde hiicrelerdir. Hiicrenin yiizey alani 140um?’, hacmi ise ortalama 90 fL olarak
belirlenmistir. Bu hiicreler kemik iliginde iiretilir ve periferik dolasima katilmadan once
cekirdeklerini kaybederler. Olgun eritrositlerin, oksijen tasiyan pigment olan hemoglobinden
olusan amorf bir sitoplazmalar1 vardir. Eritrositlerin bikonkav disk seklinin korunmasinda
etkili dort faktor oldugu ileri siiriilmiistiir. Bunlar, membran i¢indeki elastik kuvvetler, yiizey
gerilimi, membran yilizeyindeki elektriksel kuvvetler, ozmotik ve hidrostatik kuvvetlerdir.
Ayrica hiicre seklinin korunmasinda eritrositlerin icinde bulunduklar1 ortamin 6zellikleri de
biiyiik 6nem tasimaktadir. Eritrosit membrani i¢ yiizeyindeki membran iskelet proteinleri de
bu diizenlemede gorev alir (47). Eritrositler bulunduklar1 ortamin 6zelligine gore sekilsel bir
esneklik gosterirler ve bunun geceklesmesinde eritrosit membran iskeletinin biiylik rolii
vardir.

Eritrosit membran lipidlerinin biiylik kismin1 fosfolipidler (%49,5) ve
esterlesmemis kolesterol (%47,1) olusturur. Fosfolipidler tasidiklar1 elektrik yiiklerine

gore notral ve negatif ylkliller olmak tlizere iki gruba ayrilir. Notral fosfolipidler;
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fosfotidil kolin ve sfingomiyelin, negatif yiikliiler ise; fosfotidil etanolamin, fosfotidil
serin, fosfotidil inozitol’diir. Yag asidlerinin uzunlugu ve doymamishk derecesi zar

akiskanliginda 6nemlidir.

2.5.2.ERITROSIT DEFORMABILITESI

Eritrosit deformabilitesi ; hem fizyolojik eritrosit yaslanmasinda hem de hastalik
durumunda dolagimdaki eritrositlerin émriinii belirleyen énemli bir parametredir (48).
Eritrositlerin disk seklinde olmasi, eritrosit fonksiyonlar1 agisindan 6nemlidir. Bikonkav
disk seklinde olmasi deforme olma yetenegini kolaylastirir. Boylece 8 um capindaki
eritrositlerin, 2-3 um ¢apindaki kapiller alanda optimal hareketi saglanmis olur (49).

Deformabilitenin birimi; elongasyon indeksi (EI) dir. EI; elipsoid difraksiyon
paterninin iki ekseni arasindaki fark ile; bu eksenlerin toplami arasindaki oran olarak
tanimlanir (48).

Hiicre deformabilitesini (hiicre biitiiniiniin, deforme edici giiglere cevap olarak,
yeni bir sekil alabilmesini) belirleyen dort 6nemli faktor tanimlanmigtir:

I- Yiizey alan1/ hacim oram

2- Sekil

3- Sitoplazmik viskozite

4- Membranm mekanik 6zellikleri.

Yiizey alan1 /hacim orani, eritrosit sekli ve internal viskozite etkileri genis ¢apta
calisilmis olsa da; intrensek membran 6zelliklerinin, hiicresel deformabiliteye katkisi
hala ¢ok acik degildir (3). Ek olarak; eritrosit reolojik Ozelliklerinin detayh
karakterizasyonu basariyla tamamlansa da; membrandaki yapisal degisiklikler de (
membran proteinlerinin ¢apraz baglanmasi, oksidan hasarm birikmesi ve hemoglobin
baglanmasmin artig1 gibi) hiicresel reolojideki yetersizlige katkida bulunabilir.
Spesifik olarak;

1- Eritrositlerin; membran materyal Ozelliklerinin diizenlenmesinde 6nemli bir
rolii oldugu cok 1yi bilinmektedir. Molekiiller aras1 veya molekiil i¢i proteinlerin
etkilesimindeki artisin; membran deformabilitesi iizerinde derin etkisi olabilir.

2- Hemoglobinin, eritrosit membrani ile etkilesimi; temel olarak pH’ya ve iyonik

glice dayanmaktadir.
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3- Cesitli hiicre i¢i elamanlarin (hiicre i¢i iyonlar gibi) hemoglobinin membrana
yapismasini etkileyerek, membran 6zelliklerini diizenlemedeki rolii, heniiz tam

olarak analiz edilmemistir.

Eritrosit deformabilitesi iizerine kalsiyumun rolii; bazi tartismalara neden
olmustur. Hemoglobinin; membrana, kalsiyum ve/veya magnezyum aracilifiyla
baglanmasi ile ilgili raporlar olsa da ; kalsiyum iyonlarinin, membranin mekanik
ozelliklerini, hiicre iskelet proteinleriyle direk etkilesim yoluyla mi, yoksa protein
aginin kisimlariyla kalsiyum aracili bir hemoglobin etkilesimiyle mi degistirdigi hala
kesinlik kazanmamistir. Fakat kalsiyumun, hemoglobinin eritrosit proteinlerine
baglanmasini artirdig1 gosterilmistir (50).

Eritrosit sitoplazmasmin akigskanligi da eritrositlerin mekanik 6zelligini
etkilemektedir. Sitoplazmanin 6nemli bir igerigi olan hemoglobin konsantrasyonu
sitoplazma akigkanligini belirler (47,51).

Eritrosit deformabilitesi i¢ ortamin ozmotik basing degisikliklerinden etkilenir.
Plazma ozmolaritesinde ortaya ¢ikan bir artis hiicre hacminde bir azalmaya yol agarak,
hemoglobin konsantrasyonunu artirir. Hiicre iskelet proteinleri ile hemoglobin arasinda
veya membran proteinleri arasinda olusan capraz baglar eritrosit deformabilite

yetenegini bozar (52,53).

2.6. ERITROSIT AGREGASYONU

Eritrositlerin agregabilitesi kan akiminin 6zellikle mikrodolagimda 6nemli bir
belirleyicisidir. Normalde, kan akimi doku perflizyonu icin gerekli olan eritrosit
agregatlarin1  dagitma isi i¢in yeterlidir. Artan agregabilite normal eritrosit
agregatlarindan daha biiyiik bicimli olmay1 saglar, 6zellikle akim hizinin diisiik oldugu
mikrosirkiilasyonda kan akimiyla disagregasyona diren¢ olabilir. Artan eritrosit
agregasyonu parabolik olarak akima karsi direncin major bir belirleyicisi olan kan
vizkositesini arttirir (54). Yikselen kan vizkositesi kan akimini diisiirmesi, azaltmasi
nedeniyle eritrosit agregasyonunu arttirir.

Eritrosit agregasyonunun biiyiikligii, karsi koyan kuvvetlerle belirlenir: Negatif
yiiklii hiicreler arasindaki itici giicler, plazma proteinlerinin varliginda indiiklenen

hiicre-hiicre adezyonu ve kan akimiyla indiiklenen karsi koyucu kayma kuvveti (54).
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Bu engeller azalan doku perfiizyonuna ve iskemiye yol agar. Boylece kiigiik kan
damarlarinda trombus olusumuna katkida bulunur. Eritrosit agregabilitesi, hemodinami
icin en 6nemli parametredir.

Talasemi hastalig1 eritrosit yasam siiresinin kisalmasma ve kronik anemiye yol
acar, morfolojik ve fonksiyonel eritrosit anomalileriyle karakterizedir. Son yillarda
talasemi hastalarinda yapilan calismalarda; dolasim problemlerinin ve kronik bacak
iilserlerinin goriinmesine yol agan mikrosirkiilatuar engeller, arteriyel-vendz tromboz
ve gecici iskemik ataklarin gorildiigii bildirilmistir. Talasemi majorlu hastalarin
eritrosit membranlarinda anormallikler bildirilmis ve bu hiicrelerin agregabilitesinin
yiikseldigi gosterilmistir. Bu eritrositler normal eritrositlerden daha az hidrate ve daha
rijittir. Ayrica bu sonug, azalan deformabilite ile ve artan agregabilite ile birlestirilebilir.
Bu hastalarin eritrosit membran sialik asit diizeyleri normalden daha disiiktiir ve bu,
azalmis yiizey yiikiinii gosterir. Eritrosit agregabilitesi giiclii sekilde membran
kompozisyonuna ve ylizey ylikiine baghdir.

Eritrosit agregasyonu gerek plazmanin, gerekse eritrositlerin  cesitli
ozelliklerindeki degisimlerden etkilenir. Fibrinojenin eritrosit agregasyonu sirasinda
gliclii bir aract oldugu bilinir. Plazma proteinleri, o6zellikle fibrinojen ve
immiinglobulinler, eritrosit agregasyonunda 6nemli rol oynar (55,56). Plazma globulin
fraksiyonlarindaki degisimler, osmolarite ve pH degisiklikleri gibi faktorler de eritrosit
agregasyonunu etkiler. Hematokrit degerindeki artig, eritrosit membraninin fiziko-
kimyasal 6zelliklerindeki (membran ylizeyinin 6zellikleri ve ylizey yikii) degisimler,
hiicre sekli ve eritrositin sekil degistirme yetenegi de eritrosit agregasyonunu etkileyen
faktorler arasinda sayilabilir.

Oksijen serbest radikallerinin eritrosit agregasyonu iizerindeki etkisi bu
oksidanlarin hiicre i¢i ve hiicre dis1 kaynakli olmasina bagl olarak degismektedir

(57,58).
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Sekil 7: Eritrosit agregatlari.

2.6. OKSIDAN STRES VE ERITROSITLER

Stiperoksit anyonlari, elektron transfer sistemi ve fagozitoz gibi in vitro
fizyolojik reaksiyonlarin ve fagozitozun korunmasinda vazgegilmezdir. Ancak asiri
miktarda olugmalar1 ve sonrasinda diger aktif oksijen tirlerinin olusumu, ¢esitli
sitotoksik etkiler yaratir. Kirmizi kan hiicreleri, hiicresel ve molekiiler seviyelerde
peroksidatif membran hasarinin mekanizmasini agiga ¢ikarmak i¢in yogun olarak
kullanilmiglardir. Eritrosit, aktif oksijen tiirii kaynagi olan hemoglobini igerir.
Fizyolojik olarak olusan oksihemoglobinin methemoglobine otooksidasyonu, siiperoksit
anyon salinimi ve sonrasinda hidroksil radikali ve hidrojen peroksit gibi diger reaktif
oksijenlerin olusumu ile sonlanir. Ciinkii oksijen diger aktif oksijen tiirlerine kolayca
doniigebilir. Dolayisiyla eritrositte siiperoksit anyonunun asir1 miktarda {retimi,

eritrositin fizyolojik 6zeklliklerini ve sonugta Omiir uzunluklarini degistiren potansiyel
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bir neden olarak goriilir. Birgok kanit, eritrositte oksidatif hasarm, eritrosit
deformabilitesi gibi fizyolojik fonksiyonlarda degisiklige neden olduguna isaret eder.
Bir¢ok calismada, aktif oksijen tiirleri ve/veya peroksit olusturan bilesiklerin neden
oldugu membran proteinlerinin polimerizasyonuna (¢apraz baglanma) bagli olarak
deformabilitenin azaldig: bildirilmistir.

Yiiksek oksijen girisine maruz kalindiginda, serbest radikal reaksiyonlarmin
potent katalizorii olan demir ve ¢oklu doymamis yag asitlerinden zengin eritrositler
zorunlu olarak hiicre dis1 ve hiicre i¢i kaynakli serbest radikallere maruz kalir.

Okside eritrositlerde, lipid ve protein degisiklikleri olusur. Serbest radikaller
coklu doymamis yag asitlerini igeren diger lipid molekiilleriyle reaksiyona girer.
Okside kolesterol ve fosfolipidlerin doymamis yag acil gruplar1 gibi lipit oksidasyon
driinleri membranin yap1 ve fonksiyonlarmi etkileyebilir. Oksidan hasar sonucunda
fosfolipid molekiil tiirleri degisir ve eritrosit membrani bozulur.

Oksidatif degisiklik sonucu olusan patolojik eritrositlerde protein tiyol
gruplarmin kayb1 ve aminoasitlerin oksidasyonu ile protein degisiklikleri olusur (59).
Peroksidan hasar, membrandaki fosfolipid ve diger lipid komponentlerinde baslar,
membran proteinlerine goc eder (60).

Eritrosit hiicresinin tiim lipid ve protein bilesenleri, oksidan stresten etkilenir. Bu
bilesenler membranla iliskili veya sitoplazmik olabilirler. Hemoglobin, eritrositin en
onemli sitoplazmik bilesenidir ve tiim oksidatif islemlerde 6nemli rol oynar. Diger
sitoplazmik proteinler, oOzellikle enzimler de oksidan etkiye maruz kalirlar ve
fonksiyonlar1 engellenir. Proteinler ve enzimlerde serbest radikallerin saldirilar1 sonucu
polimerizasyon, polipeptit zincir kesimi ve aminoasitlerde kimyasal degisiklikler
meydana gelir (61).

Membranda oksidatif hasar, genellikle fosfolipidlerde baslar ve kolayca
membran proteinlerine yayilabilir, bunlara membran iskeleti de dahildir. Spektrin
siilfidril gruplari, aminofosfolipidlerde coklu doymamis yag asitlerine ¢ok yakin
konumlanmistir. Bu durum bunlar1 hasara 6zellikle ¢ok duyarli kilar. Sonug¢ olarak
spektrin iiniteleri, disiilfid baglarla ¢apraz baglanabilir. MDA gibi lipid peroksidasyon
iirlinleri de, amino gruplar1 iceren membran bilesenlerini ¢apraz baglayabilir. Hb nin de
oksidan saldir1 sonucu spektrin ile ¢apraz baglandigi gosterilmistir (62,63).

Oksidan stres altinda gozlenen, lipid peroksidasyonu ile direk iliskili olmayan
diger bir degisim, artan katyon gecirgenligidir. Artan pasif katyon (cogunlukla

potasyum) gecirgenligi, muhtemelen membran -SH gruplarinin oksidasyonu sonucu
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gerceklesir. Degisen su gecirgenligi ile birlikte potasyum sizintis1i gerceklesir ve
eritrositlerde dehidratasyon ile sonuglanir. Ote yandan, lipid peroksidasyonu membran

yapisini hasara ugratabilir ve hemoglobine bile duyarli porlar olusturur (64,65).
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Sekil 8: Eritrositteki peroksidatif reaksiyonlara kars1 koruyucu sistemler (61).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calismada; kontrol, tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi olmak iizere {ii¢ grup
olusturuldu. Kontrol grubunu olusturan birinci grupta; bilinen bir hastalig1 olmayan, kronik
ila¢ kullanim 6ykiisii olmayan, fizik muayenesi ve rutin biyokimyasal tetkikleri normal olan,
yaslar1 3 ile 17 arasinda degisen 20 saglikli ¢ocuk bulunmaktadir. Tedavi 6ncesi grubu
olusturan ikinci grupta ise; Akdeniz Universitesi Tip fakiiltesi Hastanesi Pediatri Anabilim
Dali Hematoloji Poliklinigi’nde B- talasemi teshisi ile diizenli olarak takip edilen ve bir aydir
transflizyon tedavisi almayan, yaslar1 3 ile 17 arasinda de§isen 20 B- talasemili ¢ocuk
bulunmaktadir. Ugiincii grup ise; tedavi dncesi gruptaki 20 B- talasemi hastasmin bir ay

siireyle karnitin tedavisi almasiyla olusturuldu.

Kontrol grubu ve hasta gruplarmin kan Ornekleri pediatri-hematoloji polikliniginde
alindi. Hasta ve kontrollerden; bir tane tam kan tiipline ve iki tane de heparinli biyokimya
tiipline olmak tizere {i¢ tlip kan alindi. EDTA’l1 tam kan tiipline alinan kan 6rneklerinin tam
kan sayimlar1 pediatri hematoloji polikliniginde bulunan hematoloji analizorii (Cell-Dyn
1600, Abbot) ile yapild1 ve bu tam kan tiipii daha sonra Fizyoloji Anabilim Dali Hemoreoloji
labaratuvarina gotiiriilerek eritrosit deformabilitesi ve agregasyon Ol¢iimii i¢in kullanildi.
Heparinli tiipe alinan orneklerden birisi; 2000xg’de 10 dakika santrifiij edilerek plazmasi
ayrildi. Bu plazmanm bir kismi plazma MDA O6lgliimii igin ayrilip —20 °C de saklandi.
Plazmanm bir kismi da plazma serbest karnitin 6lgiimii igin —70 °C de saklandi. Plazmasi
ayrildiktan sonra eritrosit paketi elde edebilmek icin; hiicre paketi ii¢ kez izotonik fosfat
tamponu ile yikandi. Bu paketten hazirlanan siispansiyonlardan hemoglobin (Hb) ve MDA
Olciimii yapildi. Heparinli tiipe alinan diger kan orneginde ise; histopaque-1119 ilavesiyle
eritrositlerin ayrilmasindan sonra hazirlanan hiicre paketinde; eritrosit hiicre i¢i serbest

kalsiyum 6l¢timii yapildi.
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3.1. ERITROSIT HUCRE ICi KALSIYUM TAYINI (35, 42, 43,
66, 67)

Prensip:

Eritrositlerde hiicre ici kalsiyum tayini; Dufilho ve arkadaslarinin fluorofotometrik
metoduna gdre yapildi. Fluoresan Ca’'selatdrlerinden birisi olan Fura-2’nin, tetra-
asetoksimetil esteri olan Fura-2AM kullanilarak fluorofotometrik 6l¢iim yapildi. Nispeten
apolar olan fluoresan ester; pasif diflizyonla plazma membranindan hiicre i¢cine serbestce
difiize olur. Igeride ester kisminin, sitozolik esterazlar tarafindan uzaklastiriimasiyla bloke
edilir ve molekiiliin dort karboksil grubu ortaya cikar. Olusan Fura-2 Ca®" komplexinin;
exitasyon dalga boylar1 335-385 nm ve emisyon dalga boyu 510 nm deki fluoresansi
spektrofluorometre (Shimadzu RF-5000) ile 6lgiildii. Fura-2 Ca®" komplexi ve komplex
olusturmayan serbest Fura-2’nin fluoresans yogunluklar1 arasindaki oran sitozolik
Ca’"konsantrasyonlarini yansitir.

Reaktifler :

1) Hepes tamponu ( pH: 7.4 ):

123 mM NaCl (Sigma, S 7653), 5 mM KCI (Sigma, P 9333), 1 mM MgCl.6H,O (Sigma, M
2670), 1.3 mM CaCl, (Sigma, C 1016), 10 mM Glukoz (Sigma, G 5767) ve 25 mM HEPES
(Sigma, H 3375) distile suda ¢o6ziildiikten sonra, son hacmi distile su ile 1000 mL’ ye
tamamlandi. Bu tampon 4 °C’de saklandh.

2) Fura-2AM (Sigma, F 0888): 1 mg Fura-2AM, 1 mL Dimetil Siilfoksit (Sigma, D 5879 )
icinde ¢oziilerek 1 mM’lik Fura-2AM ¢o6zeltisi hazirlandi.

3) Histopaque-1119 (Sigma, 1119-1)

Yontem:

Heparinize tiiplere alinan kan Orneklerinden, kan alindiktan sonraki iki saat i¢cinde
Olciimler yapildi. Heparinli tiip igine 2 mL histopaque-1119 eklendikten sonra, 15 dakika
siireyle sogutmali santrifiijde (Kubota 5800) 4 °C’de ve 3500 rpm’de santrifiij edilerek,
eritrositler bir kez histopaque-1119 ile yikandi. Ust faz atildiktan sonra, tiip icine 3 mL
HEPES tamponu eklendi ve tiip yavas bir sekilde alt iist edildikten sonra 10 dakika 4 °C’de
3500 rpm’de santrifiij edilerek histopaque-1119 elimine edildi. Ust faz atildiktan sonra, tiipte
kalan hiicre paketinden 10 pL alarak, 1 mL HEPES tamponu igeren bir tiipe koyuldu. Boylece
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paketlenmis hiicreler, HEPES tamponuyla %1 hemotokrite diliie edildi. Bu kirmizi hiicre
stispansiyonu igine 10 pL Fura-2AM eklendi ve 37 °C’de 25 dakika su banyosunda inkiibe
edildi. Daha sonra 3000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi. Boylece hiicre dis1 Fura-2AM
elimine edildi. Ust faz aspire edilip atildiktan sonra, tiip igerisine 2 mL HEPES tamponu ilave
edildi.

Fluoresans spektrumu; Shimadzu RF-5000 spektrofluorofotometre ile, eksitasyon

dalga boylar1 335-385 nm’de, emisyon dalga boyu 510 nm’de kaydedildi.

3.2. PLAZMA SERBEST KARNITIN TAYINI (68,69,70)

Prensip:

Plazma L-karnitin diizeyleri, Cederblad ve Lindstedt tarafindan tanimlanan
radioenzimatik metoda gore sivi sintilasyon cihazinda Olgiilmiistii. Metodun temel
reaksiyonu :

Karnitine asetiltransferaz

[1-'"*C]asetilkoenzim A + L-karnitine <<———=>> [1- '*C]asetilkarnitin + KoASH

Karnitin asetiltransferaz varliginda, L- karnitinin [1-'*C]asetilkoenzim A ile inkiibasyonu, [1-
(CJasetilkarnitin olusumu ile sonuglanir. Asetil koenzyme A’nin fazlasini tutmak i¢in anyon
degistirici re¢ine kolonu kullanildi. Kolon eluentindeki izotop igerigi [1- 1C]asetilkarnitinden
kaynaklaniyordu. Eluentin izotop igerigi, siv1 sintilasyon sayaci (1500 TR-Carb® , Packard)

ile belirlendi.

Reaktifler:

1) 1 mol/ L HEPES (Sigma, H 3375)

2) 40 mmol/L N-etilmaleimid (Sigma, E 3876 )

3) 100 pmol/L [1-"*C]Jacetil koenzim A (0.2 pCi/ mL) (Sigma, A 7925)

4) Karnitin asetiltransferaz (0.5 mg/mL) (Sigma, C 8757)

5) L-karnitin standart solusyonu (Sigma, C 0283); 15, 25, 50, 100 upmol/L

konsantrasyonlarinda hazirlandi.
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Yontem:
Heparinli tiipe alman kan 6rnegi 2000xg’de 10 dakika siireyle santrifiij edilerek
plazmasi ayrildi. Ayrilan plazma kisimlar1 —20 °C’de ¢alisma giiniine kadar saklandi.

Serbest karnitin dl¢limii i¢in 25 pL erimis plazma 6rnegi kullanildi.

Numune
HEPES (uL) 50
N-etilmaleimid (nL ) 20
[1-"*C]asetil koenzim A (uL ) 100
Plazma (pL ) 25
Karnitin asetiltransferaz (uL ) 30

Bu karisim 37 °C’de bir saat inkiibe edildi. Karisim; 2 cm x 0.5 cm Dowex AG 2-X8
(200-400 mesh, Klorid form (Sigma, 2X8-400)) kolonundan gecirildi. Bu kolon daha
sonra iki kez 0.5 mL deiyonize su ile yikandi. Total kolon eluenti toplandi. Bunun iizerine
10 ml sintilasyon sivist eklendi ve bir siv1 sintilasyon sayaci (1500 TR-Carb® , Packard)

kulllanilarak izotop icerigi belirlendi. Sonuglar pmol/L olarak verildi.

Karnitin Standart Grafigi
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Sekil 9: Karnitin standart grafigi
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3.3. PLAZMA TBARS TAYINI ( 44,45,71,72)

Prensip:

Plazma TBARS tayini Wasowicz ve arkadaslarinin fluorometrik metoduna gore
yapilmistir. TBA-reaktif maddeler (TBARS) ; ki bu madde primer olarak MDA’dan olusur;
iki molekiil TBA ile kirmizi renkli bir tiriin (MDA-TBA;) olusturur. Olusan MDA-TBA
iirlinliniin, diisiik pH’da n-biitanol ile ekstraksiyonundan sonra 525 nm (eksitasyon) ve 547

nm (emisyon) dalga boylarinda fluoresans1 6l¢iildii.

Reaktifler:

1) 29 mmol/L tiyobarbitiirik asit (TBA) (Sigma, T 5500): 8.75 M Asetik asit (Sigma, A
6283) igerisinde hazirlanir.

2) 5 mol/L hidroklorik asit (HCI ) (Sigma, H 7020)

3) n-Biitanol (Sigma, B 1417)

4) Malondialdehid bis (dimetil asetal) (Sigma, T 1642) standart soliisyonu, 0, 0.5, 1, 2.5, 3.5,
5,7,8,9, 10 umol/L konsantrasyonlarinda hazirlandu.

Yontem:
Heparinli tiipe alman kan 6rneklerinin plazmasi, 2000xg’de 10 dakika siireyle santrifiij
edildikten sonra ayrilarak -20 °C’de ¢alisma giiniine kadar saklandi. Calisma gilinii -20

°C’den alinan drnekler oda 1sisinda ¢oziindiikten sonra ¢alisildi.

Deney
Plazma (mL ) 0.05
Distile su (mL) 1
TBA (mL) 1

Deney tiiplerinin agzi ¢ok sik1 bir sekilde kapatildiktan sonra, 100 °C kaynar su banyosunda 1

saat slireyle kaynatildi ve su banyosundan c¢ikarildiktan hemen sonra musluk suyu altinda

sogutuldu.
HCI (mL) 0.025
n-Biitanol (mL ) 3.5
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Tim deney tiipleri 5 dakika siireyle vorteks ile karistirildi. Sonra 10 dakika siireyle
1500xg’de santrifiij edildi. Ust faz ayrildiktan sonra spektrofluorometrede (Shimadzu RF-
5000) 525 nm (eksitasyon) ve 547 nm (emisyon) dalga boylarinda fluoresanslar1 okundu.

Orneklerin MDA igerikleri standart grafiginden pmol/L olarak hesaplandi.

Plazma MDA Standart Grafigi
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Sekil 10: Plazma MDA standart grafigi

3.4. ERITROSIT TBARS TAYINI (53)

Prensip:

Lipid peroksidasyon iriinlerinin TBA ile reaksiyona girerek olusturdugu kompleksin
532 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermesi ve bu absorbansin spektrofotometrede
(Schimadzu UV 1601) olgiilmesi prensibine dayanir. TBARS diizeyleri Stocks ve

Dormandy’nin metoduna gore tayin edilmistir.
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Reaktifler:

1) Fosfat NaCl tamponu ( pH:7.4 ): 0.5 M KH,PO4 (Potasyum fosfat monobazik anhidroz,
Sigma, P-5379 ); 0.5 M K,;HPO, (Potasyum fosfat, Sigma, P-8281); 0.15 M NaCl (Merc,
6400)

2) %?30’luk TCA ( Triklorasetik asit, Sigma, T 4885)

3) %1’lik TBA (2-Tiyobarbitiirik asit, Sigma, T 5500): 0.05 M NaOH (Merk, 6462) i¢cinde
hazirland1.

4) Malondialdehid bis (dietil asetal) (Sigma, T 9889) standart soliisyonu, 253.12, 506.25,
1012.5, 2025, 4050 nmol/L konsantrasyonlarinda hazirlandi.

Yontem:

Heparinli tiipe alinan kan 6rnekleri beklemeden ¢aligmaya alindi. 2000xg’de 10 dakika
santrifiij edildikten sonra plazmasi ayrildi. Paket eritrositler ii¢ kez fosfat NaCl tamponu ile
yikandiktan sonra yine ayni tamponla 10 kez diliie edildi. Hazirlanan bu silispansiyonun 3
mL’si bagka bir tiipe alind1 ve iizerine 2 mL TCA soliisyonundan eklenerek karistirildi. Daha
sonra 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Stipernatanin 3ml’si alinarak bagka bir deney
tiiptine koyuldu ve tizerine TBA soliisyonundan 1 mL eklendikten sonra 15 dakika siireyle
deney tiipleri kaynatildi. Kaynatma siiresi biter bitmez tiipler tiipler musluk suyu altinda
sogutuldu. Sonra 532 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Schimadzu UV 1600) kore karsi

absorbans 6l¢iimii yapildi.
Numunelerin konsantrasyonlar1 standart grafigine gore hesaplandi. 10 kez diliie edilen

eritrosit paketinin hemoglobin icerigi, Drabkin yontemine gore tayin edildi. TBARS diizeyleri

nmol/g Hb olarak belirtildi.
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Eritrosit MDA Standart Grafigi
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Sekil 11: Eritrosit MDA standart grafigi

3.4.1. HEMOGLOBIN TAYINIi (73)
Prensip:

Alkali pH’da, Potasyum ferrisiyaniirle hemoglobin, methemoglobine doniisiir ve
potasyum siyaniirle de siyanmethemoglobin  olusur. En son olusan bilesigin absorbans1 546
nm dalga boyunda spektrofotometrede (Schimadzu UV 1600) okunur.

Reaktifler:

1) Drabkin aywract: 1 g Sodyum bikarbonat (Sigma, S 6297), 200 mg potasyum ferri
siyaniir (Sigma, P-8131) ve 50 mg potasyum siyaniir (Merk, 4965) karisimina 1000 mL
oluncaya kadar distile su eklendi.

2) Hemoglobin standart soliisyonu: Hemoglobin (Sigma, H 7379) standart soliisyonu
1g/dL olacak sekilde hazirland.

Yontem:

2.5 ml Drabkin ayiraci tlizerine, fosfat NaCl tamponu ile 10 kez diliie edilmis eritrosit
paketinden 50 pl eklenerek 15 dakika karanlikta ve oda 1sisinda bekletildi. Sonra
spektrofotometrede (Schimadzu UV 1600) 546 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii kore
kars1 yapild.
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3.5. ERITROSIT DEFORMABILITESININ DEGERLENDIRILMESI
(74,75)

Prensip:
Eritrosit deformabilitesi, bir ektasitometre (LORCA (Laser-assisted Optical Rotational
Cell Analyzer), RR Mechatronics, Hoorn, The Netherlands) kullanilarak, ¢esitli stvi kayma

kuvvetlerinde lazer difraksiyon analizi ile degerlendirildi.

Reaktifler:
1) PBS (Phosphate Buffered Saline, pH 7.4):
- 140 mM NaCl (Sigma, S 7653)
- 18.4 mM Na,HPO, (Sigma, S 7927)
- 1.3 mM NaH; PO, (Sigma, S 8282)
2) 0.14 M PVP (polivinil pirolidon, Sigma, PVP-360): 300 g PVP 6 litre PBS i¢inde
¢6ziindii ve 5 ml’lik kisimlar halinde boliiniip —70 °C de donduruldu. Sonra —20 °C de

depolandi. Kullanmadan 6nce oda 1sisinda eritildi ve iyice karistirildi.

EDTA’ll tam kan tiipline alinan ornekler bekletilmeden calisildi. Eritrositler, PBS
icinde hazirlanmig 0.14 M PVP ¢ozeltisi i¢inde, yaklagik 1/200 diliisyonda siispansiyon
haline getirildi. Bu siispansiyonun 1 ml’si, aralarinda 0.3 mm bosluk kalacak sekilde birbirine
uyan iki cam silindirden olusan bir viskometre sistemine yerlestirilmisti. iki cam silindirin
arasindaki boslugu dolduran siispansiyon, distaki cam silindirin sistemi kontrol eden
bilgisayar tarafindan, uygun kayma kuvvetlerini olusturmak {izere hesaplanan bir hizda
dondiiriilmesiyle, bu kuvvetlerin etkisinde birakilmistir. Belirlenen araliktaki kayma
kuvvetlerini olusturacak donme hizlar1 bilgisayar tarafindan, PBS-PVP ¢6zeltisinin viskositesi
de dikkate almarak hesaplanmaktadir. Bu sirada sabit silindirin iginde yer alan bir lazer
kaynagmdan cikan 151n, eritrosit slispansiyonuna ulasir ve sonra bir ekran iizerine yansiyan
difraksiyon paterni, silispansiyondaki eritrositlerin seklini ve donme hareketinin yarattigi
akima orientasyonlarin1 yansitir. Artan kayma kuvvetlerine paralel olarak, dairesel bir
formdan elipsoide doniisiimiiniin derecesi ile eritrositlerin sekil degistirme yetenekleri

(deformabilite) arasinda dogru orant1 vardir. Elipsoid difraksiyon paterninin uzun (A) ve kisa
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eksenlerinin (B) uzunluklarinin bilgisayar tarafindan saptanmasi, EI= A-B/A+B seklinde bir
elongasyon indeksinin hesaplanmasima olanak tanir.

Bu ¢alismada elongasyon indeksleri (EI ) 0.5-15 Pascal (Pa) kayma kuvveti araliginda
Olciilmiis ancak, degisimleri en iyi yansitan 1.58 Pa kayma kuvvetindeki 6l¢iim sonuglar1

kullanilmustir ve dlgtimler 37 °C’de yapilmistir.
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Sekil 12: RBC deformabilite tespitinin  6lciim ve deteksiyon sistemi LORCA’nin sematik
cizimi (74)
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Sekil 13: RBC elongasyonu sirasinda difraksiyon paternindeki degisiklik; elongasyon

indeksinin hesaplanmasi (74)
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3.6. ERITROSIT AGREGASYONUNUN
DEGERLENDIRILMESI (76)

Prensip:

Eritrosit agregasyonu Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarlarinda gelistirilmis olan fotomerik agregometre kullanilarak olctilmiistiir.
Bilgisayar kontrollii bu cihaz aralarinda 0.3 mm mesafe bulunan, birbirine paralel iki cam
plaka ve bunlardan birisini bilgisayar tarafindan belirlenen hizda dondiiren bir motordan
olugsmaktadir. Bu iki cam plaka arasina yerlestirilen kan 6rneginin 151k gecirgenligi, bir diyot (
LED) tarafindan gonderilen infrared 151k demeti, amplifikator sistemi ve analog/dijital
cevirici yardimiyla bilgisayara aktarilmis ve 1s1k gecirgenli§inin zamana kars1 kaydedilmesi

saglanmigtir.

Reaktifler:
1) %1’lik Dekstran 500 ( Sigma, D 5251)

Yontem:

Olgiimiin baslangicinda cam plakalardan birisi dondiiriilerek, kan 6rnegi (8l¢iim
noktasinda) 500 sn”'kayma hizinda 10 saniye hareket ettirilmistir. Kan rnegi icindeki eritrosit
agregatlarini parcalayan (disagregasyon) bu hareket sonrasinda 6rnek aniden durdurulmustur
ve kan Orneginin 151k gecirgenligi 10 saniye siiresince bilgisayar tarafindan kaydedilmistir.
Kayma kuvvetlerinin ortadan kaldirilmasindan sonra ortaya ¢ikan eritrosit agregasyonu
sirasindaki 151k gecirgenligi degisikliginin zaman i¢indeki seyri izlenerek agregasyonun
biiytikligl (derecesi) ve dinamigi saptanabilir. Bilgisayar, 151k gecirgenligi zaman egrilerinin
altinda kalan alan1 hesaplayarak, agregasyon derecesini yansitan birimsiz bir agregasyon
indeksi saglamaktadir.

Eritrosit agregasyonu otolog plazma i¢inde veya agregasyon i¢in standart bir
siispansiyon ortamu kullanilan %1°lik Dekstran 500 iginde, 37 °C’de 6l¢iilmiistiir. Ol¢iimlerde

kullanilan 6rneklerin hematokrit degeri %10’a ayarlanmustir.
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3.7. TAM KAN SAYIMI

Tam kan orneklerinde eritrosit sayist (RBC), hematokrit (Htc), hemoglobin (Hb),
ortalama eritrosit hacmi (MCV), ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC),
eritrosit geniglik dagilimi (RDW) oranlar1 elektronik hematoloji analizorii (Cell-Dyn 1600,
Abbot) kullanilarak saptanmaistir.

3.8.iISTATISTIKSEL ANALIZ

Hasta grubuna ait tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi parametrelerinin karsilastirilmasinda,
Paired t-test kullanilmistir.

Tedavi 6ncesi degerlerin, hasta ve kontrol gruplar1 arasinda karsilastirilmasinda ise,
Student t-test kullanilmistir.

Ayrica parametrelere ait ortalama ve standart sapmalar da hesaplanmaistir.

Istatistiksel analizde SPSS 10,0,1 paket programi kullanilmustir.

42



4. BULGULAR

Yapilan istatistiksel incelemeler sonucunda; ¢alismada 6lgiimii yapilan 7 parametrenin
timii i¢in, kontrol grubu ile karnitin tedavisi kullanimma baglamayan tedavi oncesi grup
arasinda anlaml bir farklilik bulundu. Ancak tedavi 6ncesi gruba 1 ay siireyle L-karnitin
tedavisi verilmesi sonrasi yapilan 6l¢iim ile tedavi dncesi Ol¢timler karsilastirildiginda eritrosit
agregasyonu ve tam kan sayimi disindaki bes parametrenin (eritrosit hiicre i¢i kalsiyum
diizeyi, plazma TBARS diizeyi, eritrosit TBARS diizeyi, plazma serbest karnitin diizeyi ve

eritrosit deformabilitesi) diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bulundu.

4.1. ERITROSIT HUCRE iCi KALSIiYUM DUZEYLERI

Kontrol grubu, tedavi 6ncesi grup ve tedavi sonrasi gruplardaki eritrosit hiicre ici
kalsiyum diizeylerinin ortalama + SD degerleri ve bu {i¢ gruptaki eritrosit hiicre i¢ci kalsiyum
oranlar1 degisimi sirasiyla tablo 1 ve sekil 14°de gosterilmistir. Tedavi dncesi grup ile kontrol
grubu arasi karsilastirma icin Student t-test kullanilmistir ve tedavi 6ncesi grubun eritrosit
hiicre i¢i kalsiyum diizeyleri, kontrol grubuna goére anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(p<0.001). Tedavi sonras1 grup ile tedavi Oncesi grup arasi karsilagtirma icin Paired t-test
kullanilmistir ve tedavi sonrasi grubun eritrosit hiicre i¢i kalsiyum diizeyleri, tedavi dncesi

gruba gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0.01).
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Tablo 1: Eritrosit hiicre i¢i kalsiyum degerleri

Gruplar n Ortalama Standart Sapma
Kontrol 20 0.5950 0.03980
Tedavi 6ncesi 20 0.789 0.0870
Tedavi sonrasi 20 0.7045™" 0.0806
*#% p<0.001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
++ p<0.01 Tedavi 6ncesi grup ile karsilastirildiginda
1,20
E 1,00
o
'S \
a i
£ 0.80 .\.—O\NN
3 , —i— Kontrol
2 )60 - W' .| | —®—Tedavi Oncesi
':“m W - Tedavi Sonrasi
2 0,40 -
(5]
H=]
T
’g 0,20 -
2

O,CX) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1234567 8 91011121314151617181920

Sekil 14: Eritrosit hiicre i¢1 kalsiyum degerler1
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4.2. PLAZMA SERBEST KARNITIN DUZEYLERI

Kontrol grubu, tedavi oncesi grup ve tedavi sonrasi gruplardaki plazma serbest

karnitin diizeylerinin ortalama + SD degerleri

ve bu ii¢ gruptaki plazma serbest karnitin

diizeylerinin degisimi sirasiyla tablo 2 ve sekil 15°de gosterilmistir. Tedavi Ooncesi grup ile

kontrol grubu arasinda Student t-test ile yapilan karsilastirmada, tedavi oncesi grubun plazma

serbest karnitin diizeyleri, kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0.001).

Tedavi sonras1 grup ile tedavi dncesi grup arasinda Paired t- test ile yapilan karsilastirmada,

tedavi sonras1 grubun plazma serbest karnitin diizeyleri, tedavi 6ncesi gruba goére anlamli

olarak yiiksek bulunmustur (p<0.001).

Tablo 2: Plazma serbest karnitin diizeyleri (umol/L)

Gruplar n Ortalama Standart Sapma
Kontrol 20 43.3345 9.5533
Tedavi Oncesi 20 24.5320%** 4.2326
Tedavi sonrasi 20 36.6940" 7.7892
*#% p<0.001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
+++ p<0.001 Tedavi dncesi grup ile karsilastirildiginda
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12345672829
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Sekil 15: Plazma Serbest Karnitin Diizeyleri

45




4.3. PLAZMA TBARS DUZEYLERI

Kontrol grubu, tedavi Oncesi grup ve tedavi sonrasi gruplarda plazma TBARS
diizeylerinin ortalama + SD degerleri ve plazma TBARS diizeylerinin bu {ii¢ gruptaki
diizeylerinin degisimi sirasiyla tablo 3 ve sekil 16’da gosterilmistir. Tedavi Ooncesi grup ile
kontrol grubu aras1 karsilastirma i¢in Student t-test kullanild1 ve tedavi dncesi grubun plazma
TBARS diizeyleri, kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.001). Tedavi
sonras1 grup ile tedavi oncesi grup arasi karsilastirma i¢in Paired t-test kullanild1 ve tedavi
sonras1t grubun plazma TBARS diizeyleri, tedavi Oncesi gruba gore anlamli olarak diisiik

bulundu (p<0.01).

Tablo 3: Plazma TBARS diizeyleri (umol/L)

Gruplar n Ortalama Standart Sapma
Kontrol 20 0.2690 0.1240
Tedavi 6ncesi 20 1.6684 0.5465
Tedavi sonrasi 20 1.1399"" 0.3247

*#% p<0.001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
++ p<0.01 Tedavi dncesi grup ile karsilastirildiginda

4,000

3,500 -
3,000 -

2,500 -

—— Kontrol
2,000 - —&— Tedavi Oncesi
Tedavi Sonrasi

1,500 -
1,000 -

o MN

0,000 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 T T T T T T T
12345678 91011121314151617181920

Plazma TBARS Diizeyleri (umol/L)

Sekil 16: Plazma TBARS Diizeyleri
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4.4. ERITROSIT TBARS DUZEYLERI

Kontrol grubu, tedavi Oncesi grup ve tedavi sonrasi gruplarda eritrosit TBARS

diizeylerinin ortalama + SD degerleri ve eritrosit TBARS diizeylerinin bu ii¢ gruptaki

degisimi sirasiyla tablo 4 ve sekil 17°de gdsterilmistir. Tedavi 6ncesi grup ile kontrol grubu

aras1 karsilastirma i¢in Student t-test kullanildi ve tedavi Oncesi grubun eritrosit TBARS

diizeyleri, kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.001). Tedavi sonrasi

grup ile tedavi Oncesi grup arasi karsilastirma icin Paired t-test kullanildi ve tedavi sonrasi

grubun eritrosit TBARS diizeyleri, tedavi 6ncesi gruba gore anlamli olarak diisiik bulundu

(p<0.01).

Tablo 4: Eritrosit TBARS Diizeyleri (nmol/L)

Gruplar n Ortalama Standart Sapma
Kontrol 20 14.3645 2.7041
Tedavi 6ncesi 20 37.7205 11.5314
Tedavi sonrasi 20 28.6455"" 11.0047
*#% p<0.001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
++ p<0.01 Tedavi 6ncesi grup ile karsilastirildiginda
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g
‘© 60,00
E
£
.= 50,00 -
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>
@ 40,00 -
2 —i— kontrol
& 30,00 1 —0— tedavi 6ncesi
g' 20.00 tedavi sonrasi
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i
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12345678910
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Sekil 17: Eritrosit TBARS Diizeyleri
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4.5. ERITROSIT DEFORMABILITESI

Kontrol grubu, tedavi 6ncesi grup ve tedavi sonrasi gruplarin elongasyon indeksleri

ortalama + SD degerleri tablo 5 ve sekil 18’de gosterilmistir. Tedavi dncesi grup ile kontrol

grubu Student t-test ile karsilastirildiginda, tedavi 6ncesi grup elongasyon indeksleri, kontrol

grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0.001). Tedavi sonras1 grup ile tedavi

oncesi grup Paired t-test ile karsilastirildiginda ise tedavi sonrasi grubun elongasyon

indeksleri, tedavi dncesi gruba gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Tablo 5: Eritrositlerin 1.58 pascal (pa) kayma kuvveti altinda 6lgiilen elongasyon indeksleri

Gruplar n Ortalama Standart Sapma
Kontrol 20 0.2621 0.0285
Tedavi 6ncesi 20 0.2196 0.0316
Tedavi sonrasi 20 0.2363" 0.0252
*#%p<0.001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
+ p<0.05 Tedavi 6ncesi grup ile karsilastirildiginda
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o o ©o o o o
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S 8 8 8 8 8
| | | | | |
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0.000
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Sekil 18: Eritrosit Elongasyon Indeksi
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4.6. ERITROSIT AGREGASYONU

Kontrol grubu, tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi gruplarda, otolog plazma i¢inde 6lgiilen

eritrosit agregasyon (M) indeksleri

ortalama £+ SD degerleri tablo 6 ve sekil 19°da

gosterilmistir. Tedavi Oncesi grup ile kontrol grubu Student t-test ile karsilastirildiginda

agregasyon indekslerinin, tedavi dncesi grupta kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek

oldugu belirlendi (p<0.05). Tedavi sonrasi grup ile tedavi Oncesi grup Paired t-test ile

karsilastirildiginda ise agregasyon indekslerinin, tedavi sonrasi grupta tedavi dncesi gruba

gore dislik oldugu, ancak bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (p>0.05).

Tablo 6: Otolog plazma i¢inde 6l¢iilen eritrosit agregasyon (M) indeksleri

Gruplar n Ortalama Standart Sapma
Kontrol 20 8.2350 3.4977
Tedavi 6ncesi 20 11.045* 3.422
Tedavi sonrasi 20 10.940 3.494
* p<0.05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
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— 16.00 -
7 |
<
S 14.00
=
s 12.00 —a— Kontrol
= 10.00 - / —o— Tedavi Oncesi
S r
) 8.00 ﬂ Tedavi Sonrasi
o
2 6.00
<

4.00

2.00

0.00 T T T T T 1

1 7 11 13 15 17 19

Sekil 19: Otolog Plazma I¢inde Eritrosit Agregasyon ( M) Indeksi
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Eritrosit agregasyon indeksinin; yikanmis eritrositlerin, standart agregasyon ortami
olarak kullanilan %1°lik dekstran 500 ¢6zeltisi i¢inde yapilan dl¢iimlerinde ise tedavi oncesi
grup ile kontrol grubu Student t-test ile karsilastirildiginda, tedavi 6ncesi grubun eritrosit
agregasyon indeksi, kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.05). Tedavi
sonras1 grup ile tedavi 6ncesi grup Paired t-test ile karsilastirildiginda ise tedavi sonrasi grupta
tedavi Oncesi gruba gore agregasyon indeksleri diisiik bulundu, ancak bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). Dekstran 70 iginde Olgiilen eritrosit agregasyon (M)

indeksi ortalama + SD degerleri tablo 7 ve sekil 20 ‘de gosterilmistir.

Tablo 7: Dekstran 70 i¢inde dlgiilen eritrosit agregasyon (M) indeksleri

Gruplar n Ortalama Standart Sapma
Kontrol 20 11.605 3.6502
Tedavi 6ncesi 20 14.86° 4.3148
Tedavi sonrasi 20 13.68 2.3799
*p<0.05 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
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Sekil 20: Dekstran 70 Iginde Eritrosit Agregasyon (M) Indeksi
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4.7. ERITROSIT TAM KAN PARAMETRELERI

Kontrol grubu, tedavi 6ncesi grup ve tedavi sonrasi gruplarin tam kan parametrelerinin
ortalama + SD degerleri tablo 8’de gosterilmistir. Eritrosit sayis1 (RBC), hematokrit (Htc),
hemoglobin (Hb), ortalama eritrosit hacmi (MCV) i¢in tedavi dncesi grup ile kontrol grubu
Student t-test ile karsilastirildiginda, tedavi oncesi gruptaki degerler kontrol grubuna gore
anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001). Eritrosit genislik dagilimi1 (RDW) ise tedavi dncesi
grupta, kontrol grubuna gore anlamh olarak yiiksek bulundu (p<0.001). Ortalama eritrosit
hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) i¢in tedavi Oncesi grup ile kontrol grubu
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05). Tedavi sonrasi
grup ile tedavi Oncesi grup Paired t-test ile karsilastirildiginda, MCHC disindaki tam kan

parametreleri i¢in anlamli bir istatistiksel fark bulunamadi (p>0.05).

Tablo 8: Kontrol, tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi gruplarda eritrosite iliskin tam kan

parametrelerinin degerleri ( ortalama + standart sapma)

Gruplar | n RBC(M/ul) Htc (%) Hb (g/dL) MCV (fL) | MCHC(g/dL) | RDW (%)
Kontrol 20 4.5800 39.2200 13.0450 85.1250 33.4400 13.4550
+ 0.6269 +4.3462 +1.3539 +5.1263 +7.7810 %0.9928
Tedavi 20 3.2260 24.175 8.135 76.05 33.69 21.885
ek sk sk sk sk
oncesi +0.6433 +3.413 +1.054 +7.43 +1.3905 %9.131
Tedavi 20 3.1340 23.825 7.85 76.39 33.06 22.170
+
sonrasi %0.6505 + 4.610 +1.44 +5.95 +1.637 8772

*#* p< 0.001 Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
+ p<0.05 Tedavi 6ncesi grup ile karsilastirildiginda
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5. TARTISMA

B-Talasemi hastaligmin patofizyolojisine ag¢iklik kazandirmak amaciyla g¢esitli
arastirmalar yapilmustir. Ozellikle B-talaseminin temeli olan ineffektif eritropoez, a-globin
zincirlerinin zararlt etkisinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar (5). Eslenmemis asir1 globin
zincirlerinin, membranda birtakim degisikliklere neden oldugu kabul edilmektedir. Bu
membran  degisiklikleri; fosfolipidlerin  oksidasyonu, hiicre iskelet proteinlerinin
modifikasyonu ve birbiriyle etkilesimleri, membranla baglantili ATPaz aktivitelerinin
azalmas1 ve katyon permeabilitesinin kolaylasmasidir. Bu tiir degisiklikler, eritrosit dig
ylizeyinin neoantijenlere maruz kalmasina, antikorlarin ve komplemanlarm baglanmasinin
kolaylasmasma neden olur. Bu degisiklikler de talasemik eritrositlerde deformabilitenin
azalmasina ve rijiditenin artmasina katkida bulunur (77).

Bu calisma, bir ay siireyle oral yoldan 100mg/kg/giin karnitin tedavisi alan ve son bir
aydir kan transflizyonu almayan [3-talasemi hastalarinda yapildi. Hastalarda tedavi dncesi ve
sonrast olmak {izere; eritrosit hiicre i¢i kalsiyumu, plazma serbest karnitin seviyesi, eritrosit
ve plazma TBARS seviyeleri ile eritrosit deformabilite ve agregasyonu Olciildii.

Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olarak, eritrosit ve plazmada TBARS
diizeyleri Olctlmiistiir. Tedavi Oncesi plazma ve eritrosit TBARS diizeylerinin kontrol
grubuyla karsilastirilmast sonucunda anlamli olarak yiliksek oldugu bulunmustur (p<0.001).
Temelde coklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan yikim iirlini
MDA’nin talasemi hastalarinda yiiksek bulunmasi, eritrosit membran lipidlerindeki
peroksidasyonun bir gostergesidir. Talasemik eritrositlerde membran lipid analizinin yapildig:
calismalarda; ¢oklu doymamis yag asitlerinin diisilk yiizdesinin tespiti ve ayrica
fosfolipidlerin total miktarindaki artisa ragmen diisiik oranda fosfotidiletanolamin bulunmasi,
artmis lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olarak kabul edilmistir (4).

-Talasemi hastalarinda lipid peroksidasyonunu gostermek amaciyla yapilan MDA
analizi, TBA ile reaksiyon iizerine kuruludur. TBA, MDA disinda baska maddelerle de
reaksiyona girdiginden reaksiyon sonucu olusan iirlinler TBARS olarak ifade edilmistir.
Ancak MDA, TBA ile reaksiyona giren en Onemli bilesiktir. Bu caligmada [-talasemi
hastalarinda TBARS diizeylerini 6l¢mek i¢in basit ve giivenilir bir yontem olan fluorometrik
metod kullanildi (45).

Talasemik eritrositlerdeki membran yag asidi dagilimi, lipid peroksidasyonunu
degerlendirme agisindan dnemlidir. Otooksidasyon, normal eritrositlerde sabit olarak olusan

serbest radikallerce olusturulur ve kararsiz hemoglobinlerin varliginda 6zellikle artis gosterir.
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Eritrositlerde bulunan hemoglobin, lipit peroksidasyonunu baglatan giiclii bir katalizérdiir
(61). Yiksek oksijen girisine maruz kalindiginda, serbest radikal reaksiyonlarmnin potent
katalizorii olan demir ve ¢oklu doymamis yag asitlerinden zengin eritrositler zorunlu olarak
hiicre i¢i ve hiicre dis1 kaynakli serbest radikallere maruz kalir. Eritrositlerde oksithemoglobin,
stiperoksit anyonlarm iiretimiyle es zamanli olarak methemoglobine doniisiir (61).Talasemik
eritrositlerdeki genel peroksit savunma mekanizmalar1 ayni oranda artis gostermez. Bu durum
talasemik eritrositleri oto-oksidasyona daha duyarl kilar (4).

Talasemik eritrosit membran lipidlerinin hasara ugradigin1 gosteren bir ¢aligmada
Giardini ve arkadaslar1 tarafindan yapilmistir. Giardini ve arkadaglari, total fosfolipid,
kolesterol ve 6zellikle coklu doymamis yag asitlerinin serum seviyelerinde 6nemli bir azalma
oldugunu gostermislerdir. Talasemi hastalarinda kan transflizyonuna bagli hepatik hasar tespit
edildiginden, bu sonuglarin karacigerde azalan sentezden kaynaklandigmi diisiinebiliriz.
Ancak, olgun eritrositlerin de nova fosfolipid sentezini gerceklestiremeyecegi, ve hasarli
fosfolipid igeriginin tamir edilme mekanizmalarindan birisinin plazma ile degisme oldugu da
bilinmektedir. Talasemik hastalardaki diisiik plazma fosfolipid seviyeleri, artmis lipid
peroksidasyonunun dolayli bir géstergesidir (13).

Talasemik eritrositlerin membran fonksiyonunu degerlendirmek amaciyla eritrosit
kalsiyum igerigi bazi caligmalarda incelenmis; eritrosit hiicre i¢i kalsiyumunun artis gosterdigi
ve Ca’"-ATPaz’n azaldig1 bildirilmistir (41). Eritrosit hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun
diizenlenmesinde, Ca**-ATPaz 6nemli bir kontrol mekanizmasidir. Ca**-ATPaz, kalsiyumun
hiicre i¢inden hiicre disina aktif olarak ¢ikisini saglar.

Bizim ¢alisma grubumuzu olusturan P-talasemi hastalarinda, eritrosit hiicre igi
kalsiyumu 06l¢iildiigiinde, tedavi 6ncesi gruptaki degerlerin kontrol grubuna oranla anlamli
olarak yiiksek oldugu bulundu (p<0.001).

Bu hastalarda eritrosit hiicre i¢i kalsiyum artisi muhtemelen su nedenlere bagl
olabilir:

1- B-Talasemik eritrositlerdeki endositotik vakuollerde kalsiyumun tutulmasi veya o-
globin agregatlarma bagli olmasi nedeniyle, kalsiyumun Ca*"-ATPazin
ulagamayacag1 bolgelerde birikmesi.

2- Talasemik eritrositlerde hiicre i¢inde olusan agregatlar, Ca>*-ATPaz bolgelerine
kalmodulinin ulasmasini engelleyerek hiicreden kalsiyum ¢ikisini azaltabilir.

3- Siiperoksit anyon radikali, Ca’’-ATPaz iizerine inhibe edici bir etki gdsterir.
Aktiflestirilmis oksijenin Ca’"-ATPazi inhibe etme mekanizmalarindan birisi,

disiilfid baglarinin olusumudur (29). Ca’"-ATPazin membranda lipidlere yakin bir
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konumda olmast ve serbest tiyol gruplar1 igermesi nedeniyle, serbest oksijen
radikalleri i¢in bir hedef olusturur.

4- Talasemik eritrosit membraninda 6nemli bir defekt olmasi da hiicre i¢ine kalsiyum

girigini arttirir.

Eritrosit deformabilitesi ya da stres uygulandiginda hiicrenin seklini degistirebilme
kapasitesi eritrosit fonksiyonlar1 agisindan 6nemlidir. Mikrodolasimdaki damarlarin ¢apa,
eritrositlerin capindan daha kiigiik oldugu i¢in, dolagim sirasinda hiicrelerin sekil
degistirmesi gerekir. Eritrosit deformabilitesinin azalmasi, eritrosit dmriiniin kisalmasinda
onemli bir rol oynar (78).

Eritrositlerin reolojik 6zellikleri detayli olarak tanimlanmissa da bu hiicrelerin erken
yikimma neden olan biyokimyasal mekanizmalar daha az bilinmektedir. Membran
yapisindaki degisikliklerle ilgili bazi olas1t mekanizmalar 6ne siiriilmiistiir. Bunlar membran
proteinlerinin ¢apraz baglanmasi, oksidatif hasar, sitoplazmik proteinlerin baglanmasi ve
hiicre 1i¢i i1yon dagilimmin degismesi seklindedir. Hb-membran etkilesimleri de
deformabiliteyi etkiler (3). Kalsiyum; katyon gecirgenligi, lipid igerigi ve hiicre seklini
belirleyen hiicre iskeletiyle ilgili pek¢ok membran fonksiyonu iizerine etki gosterir.

Hiicre i¢1 kalsiyumundaki bir artis, potasyum kanalini aktive eder ve hiicre disina
potasyum c¢ikis1 artar. Bunun sonucunda eritrositler dehidrate olur (2). Bu hastalarda
membranin oksidatif hasar1 da membran gecirgenliginin degismesine neden olabilir (79,80).

Talasemi hastalarinda deformabilitenin azalma nedenlerinden birisi de hiicre ig¢i
kalsiyum artis1 sonucunda hiicrede potasyum ve su kaybinin gelismesidir. Bunun sonucunda
sitoplazmik viskozite artis1 olur. Bu durum Gardos fenomeni olarak bilinir (51). Bu
hastalardaki fazla a-globin zincirlerinin membran iskeletiyle birlesmesi sonucu olusan
membran hasar1 da, membranin mekanik stabilitesinde 6nemli degisiklikler yaratarak
deformabilitenin azalmasma neden olur. Eritrosit membran proteinlerinin, lipid
peroksidasyon iiriinleri tarafindan ¢apraz bag yaparak hasara ugramasi sonucu, membran
stabilitesi ve deformabilite azalir (81,82).

L-karnitin tedavisi verilmeden 6nce (-talasemi hastalarindan aliman kan 6rneklerinde
eritrosit deformabilitesini Olctiiglimiizde; tedavi dncesi hastalardaki elongasyon indeksinin,
kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik oldugunu bulduk (p<0.001).

Eritrosit agregasyonun da olgiildiigli bu c¢alismada; agregasyon indeksinin, tedavi
oncesi hastalarda kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu bulundu. Tedavi
oncesi hastalardaki agregasyon artisi, hem otolog plazma hem de dekstran 70 i¢inde yapilan

Olglimlerde tespit edildi. Talasemi hastalarindaki agregabilite artist muhtemelen bu
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hastalarin eritrosit membranlarinda daha diisiik miktarda sialik asit bulunmasina ve buna
bagl yiizey yiikiiniin azalmasma, membranin daha rijit olmasma ve anormal sekillerinin
olmasina baglanabilir (28).

-Talasemi hastalarinda, 3-hidroksi-4-trimetilaminobiitirik asit yapisinda olan L-
karnitinin plazma serbest diizeylerini 6lgtiiglimiizde ise; tedavi Oncesindeki degerlerin
kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik oldugunu bulduk (p<0.001).

Talasemik hastalarda plazma serbest karnitin seviyesini, kontrol grubu degerlerine gore
diisiik bulmamizin muhtemel nedenleri ise:

1- Karnitin seviyesindeki azalma yetersiz diyet alimina bagli olmayip, bu hastalardaki

artmus oksidatif strese yanit olarak tiiketimin artmasina bagl olabilir.

2- Talasemik hastalarda gelisen hepatik hasara bagli olarak endojen karnitin

sentezinde olas1 bir yetersizlik olabilir.

Hastalara 1 ay siireyle oral yoldan 100 mg/kg/giin dozunda L-karnitin tedavisi verildi.
Bu tedavi siliresince hastalara kan transflizyonu yapilmadi. Tedavi bitiminde hastalardan
alman kan Orneklerinde, tedavi Oncesi Olglimii yapilan parametrelerin timii yeniden
Olgtilerek L-karnitin tedavisinin sonuglar1 degerlendirildi.

Tedavi sonunda eritrosit ve plazma TBARS diizeyleriyle eritrosit hiicre i¢i kalsiyum
diizeylerinin tedavi Oncesine gore anlamli olarak azaldigi bulundu. Deformabilitenin ise
tedavi sonunda anlamli olarak arttig1 bulundu.

Calismanin sonunda eritrosit agregabilitesinin L-karnitin tedavisiyle azaldigi, ancak bu
azalmanin anlamli olmadig1 bulundu (p>0.05). Eritrosit agregasyonu hem plazma hem de
eritrositlerin ¢esitli Ozelliklerindeki degisimlerden etkilenir. Plazmadaki fibrinojen ve
makroglobulin konsantrasyon artislar1 agregasyonun da artmasina neden olur. Agregasyonu
etkileyen hiicresel faktorler ise membran yiizey yikii, hiicre sekli, hiicre yas1 ve
deformabilite gibi 6zelliklerdir. Meiselman ve arkadaslar1 eritrosit agregabilitesinde hiicresel
ozelliklerin daha fazla 6nemli oldugunu belirtmislerdir (55).

Eritrosit agregasyonunu ag¢iklamak i¢in iki model ortaya konulmustur:

1- Kopriileme modeli: Bitisik (adsorbe) hiicre ylizeylerinde bulunan makromolekiillere
dayali kopriileme gii¢lerinin, elektrostatik itim, membran gerilmesi ve mekanik kesime bagli
olarak ortaya ¢ikan disagregasyon giiclerine lstiin geldigi model. Artan adsorbsiyon daha
biiyiik eritrosit agregasyonuna yol acar. Boylece bu model, yliksek oranda agrege olan
hiicrelerin, daha az oranda agrege olan hiicrelere oranla daha fazla protein veya polimer

adsorbe edebilecegini 6ne siirmektedir.
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2- Yoksunluk modeli: Eritrosit yiizey konsantrasyonunun daha diisiik oldugu ve ozmotik
bir gradientin hiicre agregasyonuna yol agtig1 yoksunluk modelinde tersi durum 6ne siiriiliir.
Yiiksek oranda agrege olan hiicrelerin, daha az oranda agrege olanlardan daha az protein
veya polimer adsorbe etmesi gerektigi belirtilmistir (55).

Son zamanlarda yapilan eritrosit elektroforez ¢alismalarinin yoksunluk modelini
destekledigi bildirilmistir.

Yapilan bazi g¢alismalarda karnitin ve tiirevlerinin serbest radikal hasarmna karsi
koruyucu etkisinin oldugu, ancak O, radikalini temizlemeyen bir madde oldugu
bildirilmistir. Karnitin ve tiirevlerinin Ca*’-ATPaz molekiiliniin —~SH gruplarin1 serbest
radikal hasarma kars1 korudugu rapor edilmistir. Yine bu ajanlarin membran i¢ine inkorpore
oldugu ve protein ve/veya fosfolipid kisimlara baglanmak suretiyle membran
stabilizasyonuna yol agtig1 da one siiriilmiistiir (24).

TBARS diizeylerinin tedavi sonunda azalmasi; karnitinin eritrosit membrani ve
dolasimdaki lipoproteinleri peroksidasyondan korudugunu, ayrica serbest radikaller
tarafindan hasarlanmis hiicre membranini stabilize ettigini gosterir.

Baz1 arastrmacilar karnitin ve tilirevlerinin demire baglandigint ve hidroksil
radikalinin iiretiminde aktif olmayan kompleksler olusturdugunu ileri stirmiislerdir (30). Bu
hipotez talasemi gibi demir yiiklenmesinin oldugu bir patolojide, karnitinin demire
baglanarak olusturdugu antioksidan etki agisindan 6nem kazanmustir.

Calismanin  sonunda, L-karnitinin eritrosit deformabilitesini arttirdigir  bulundu.
Karnitinin deformabilite {izerine olan bu etkisi, hiicre i¢i kalsiyum iyonunun, Ca’"-ATPaz
aktivasyonuna bagli azalisindan kaynaklanabilir. Bu konuda yapilan ¢ok az sayidaki
calismaya gore hiicre i¢i kalsiyum artis1 membran i¢ yliziine bagli olan spektrin-aktin agmnin
konfigiirasyonunu degistirerek membran sertlesmesine neden olmakta ve eritrosit membran
rijiditesini arttimaktadir (83). Karnitin hiicre i¢i kalsiyum diizeyini azaltarak membrandaki
bu rijidite artigin1 engelliyor olabilir.

Hiicre i¢i kalsiyum artis1 ile deformabilite arasindaki iliskiyi agiklayan bir ¢calismada
ise; deformabilitenin hiicre i¢i sinyal ileti sisteminin iki temel yolagi ile diizenlendigi,
bunlarin Ca*"-bagimli ve cAMP bagimli yolaklar oldugu bildirilmistir. Bunlarm kinazlar1 ve
fosfatazlar1 uyararak membran iskeletindeki anahtar proteinlerin fosforilasyon ve
defosforilasyonu ile eritrosit deformabilitesini diizenledigi bildirilmistir (84).

Plazma serbest karnitin diizeylerinin tayininde ; daha 6nceki metodlarin modifikasyonuna

dayanan ve giivenilir bir metod olan radioenzimatik bir yontem kullanild1.
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Bu yontemin temel prensibini olusturan reaksiyon su sekildedir:
Karnitine asetiltransferaz
Asetil KoA + L-karnitine <—— asetilkarnitin + KoASH
Radioenzimatik yontemle karnitin 6l¢iimiinde 3 temel hata kaynagi mevcut idi:

1-Biyolojik orneklerde asetil karnitinin bulunmasi reaksiyonun sola dogru
ilerlemesine neden olur.

Reaksiyon karigimina eklenen asetil KoA miktar arttirilarak ya da KoASH {iretimi
icin biyokimyasal tuzak kullanilarak reaksiyonun saga dogru islemesi saglanir. Bu ¢alismada
kimyasal tuzak olarak N-etilmaleimid (NEM) kullanildi. Boylece reaksiyonun saga dogru
tamamlandigindan emin olundu. NEM kullanmamizin diger KoASH tuzagi olan
kimyasallara (sodyum tetratiyonat, ditiyonitro benzoik asit, okside glutatyon gibi) gore bazi
avantajlar1 vardir:

NEM; KoASH iirliniinii hizla uzaklastirirken, karnitin asetil transferaz enzim
aktivitesini inhibe etmez. Ayrica asetil karnitin/ serbest karnitin orani1 90:1 kadar biiyiik
oldugunda bile, serbest karnitinin kesin tespitini saglar.

2- Biyolojik orneklerde asetil karnitin bulunmasina bagl olarak karnitin 6lglimiinde
karsilasabilecegimiz ikinci bir hata kaynagi ise; asetil karnitin havuzunda [1-
"(CJasetilkoenzim A dan [1- "“Clasetil degisimi olurken, mevcut olan serbest karnitin
miktarinin oldugundan daha fazla tayin edilmesidir. Bu durum ortama eklenen [I1-
!CJasetilkoenzim A miktarmimn arttirilmast ile dnlenmeye ¢alisilir (68).

3- Karnitin 6l¢timiinde karsilasabilecegimiz {igiincii bir hata kaynagi ise tris, fosfat
tamponu gibi bazi tamponlarin interferansa neden olmasidir. Karnitin asetil transferaz
enzimi tarafindan, bu tamponlar asetile edilebilir. Ayrica tris tamponu, isaretlenmis asetil
KoA’nm Dowex kolonuna baglanmasini da 6nledigi i¢cin degerlerin yiiksek ¢ikmasina neden
olur. Hepes tamponu bu reaksiyon ortaminda asetile olmadig1 i¢cin en uygun tampon olarak
kabul edilebilir.

Literatiirde L-karnitin tedavisinin talasemi hastalarinda hematolojik parametrelere
etkileri lizerine iki ¢alisma bulunmustur. Ancak bu hastalarda plazma karnitin seviyeleri
Olciilmemistir. Bu iki caligmada karnitinin Hb F {izerine sitimiilator bir etki gosterdigi ve
transflizyon araliklarinin uzadig: belirtilmistir (85,86).

[-Talasemi hastalarinda artan oksidatif stres sonucu gelisen lipid peroksidasyonunu,

plazma ve eritrosit MDA diizeylerini Olgerek gosterdik. Eritrosit membrani ile ilgili
fonksiyonlar1 diizenlemede ©Onemli role sahip hiicre i¢i kalsiyum diizeylerini de Olgerek

azalmig deformabiliteyi ve artmis agregabiliteyi agiklamaya c¢alistik. Membran rijiditesindeki
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artis ve buna bagh olarak sekil degistirme yeteneginin azalmasinda bir olas1 mekanizma da,
eritrosit membran iskeletini olusturan proteinler arasinda peroksidasyona bagli gelisen capraz
baglanmadir.

Calismanin sonunda L-karnitin tedavisinin eritrositler lizerine oksidatif hasara karsi
koruyucu bir etki gosterdigi tespit edildi. Ayrica hiicre i¢i kalsiyumunu azalttigi ve
deformabiliteyi arttirdigi bulundu. Bu sonuca gore Kkarnitinin eritrosit membran
stabilizasyonunu saglamada 6nemli bir role sahip oldugunu kabul edebiliriz.

Bu caliymada L-karnitinin 6nemli etkilerinin ortaya konmasi yaninda; bu ajanin
kolay kullanilabilmesi, o©Onemli bir yan etkisinin goriilmemesi, endojen olarak
sentezlenebilmesi ve maliyetinin diisiik olmas1 gibi 6zellikler de talasemi tedavisinde yaygin
olarak kullanilmasina neden olacaktir. Kuskusuz talasemi hastalarindaki fizyopatolojik ve
biyokimyasal degisiklikleri tam olarak aciklayabilmek i¢in karnitin ve tiirevleriyle yapilacak
daha kapsamli ¢caligmalara gereksinim vardir.

Sonug olarak Hb’in oto-oksidasyonu ile birlikte gerceklesen, siiperoksit anyonunun
tetikledigi sirali oksidatif reaksiyonlarin eritrositlerin oksidatif hasarinda anahtar roli
oynadigini sOyleyebiliriz. Ayrica talasemik eritrositlerin membran lipidleri ve proteinleri,
artmis oksidatif stres tarafindan hasara ugramaktadir. p-Talasemide fazla a-globin
zincirlerinin daha kararsiz olmasi ve monomerlerine daha cabuk ayrigsmasi, o-globin
zincirlerinin daha fazla oksijen radikali liretmesine neden olur.

-Talasemi hastalar1 lizerinde yaptigimiz bu ¢alismada; artmis oksidatif strese bagh
olarak lipid peroksidasyonunun arttigmi, muhtemelen Ca’*’-ATPaz molekiiliiniin aktivite
azalisma bagli olarak hiicre ic¢i kalsiyumunun arttigmi, deformabilitenin azaldigini ve
agregasyonun arttigmi tespit ettik. Hastalarin tedavisinde antioksidan etkisi oldugu ileri
siiriilen L-karnitini kullandigimizda ise; lipid peroksidasyon iiriini MDA’ ’nin ve hiicre i¢i
kalsiyumun azaldigi, deformabilitenin ve plazma serbest karnitin diizeyinin arttig1 ve ayrica
agregasyonun ise anlamli olarak degismedigi tespit edildi.

Talasemilerin tedavisiyle ilgili calismalarin ¢ogu, hastaligin prenatal tani ile
onlenmesine ya da genetik defektin gen tedavisi ile diizeltilmesine yoneltilmisse de, talasemik
eritrositlerde oksidatif hemoglobin denatiirasyon hizinin azaltilmasi veya Onlenebilmesiyle
yarar saglayabilecek bir ¢ok hasta vardir. Bugiine kadar bu anlamda uygulanan tek tedavi E
vitamininin yliksek dozda kullanilmasidir. Ciinkii E vitamininin, talasemi hastalarmin

serumunda c¢ok diisiik diizeyde oldugu tespit edilmistir. Ancak E vitamini biiylik olasilikla
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membran lipidlerindeki peroksidatif hasar1 diizeltirken, membranin diger komponentlerinde
bu etkiyi gostermemektedir (13).

L-Karnitinin demire baglanarak aktif olmayan kompleksler olusturup Fenton
reaksiyonunu engellemesi, Ca®"-ATPaz molekiiliiniin —SH gruplarini oksidasyondan korumasi
ve eritrosit membraninin protein ve/veya fosfolipid kisimlarina baglanarak membrani stabilize
etmesi, talasemi tedavisindeki Onemini ortaya koymaktadir. Bu calismada L-karnitin
tedavisiyle, eritrosit ve plazmada TBARS diizeylerinin azalmasi, eritrosit hiicre i¢i kalsiyum
diizeylerinin azalmasi, eritrosit deformabilitesinin artmasi ve agregasyonun degigsmemesi
seklinde elde ettigimiz sonuglarin, L-karnitin ve tilirevleriyle yapilacak daha genis kapsamli

calismalar agisindan 6nemli oldugu inancindayiz.
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6. OZET

Hemoglobinin a veya [ zincir sentezindeki bozukluktan kaynaklanan talasemi
hastalig1 olduk¢a yaygin goriilen bir hemoglobinopatidir. Bozukluk zincirin yapisindan degil,
yetersiz sentez edimesinden kaynaklanir. Eslenmemis asir1 globin zincirleri membranda
onemli bazi degisikliklere neden olur. Yine talasemi hastalarinin eritrositleri, normal
hiicrelere gore oto-oksidasyona daha duyarhdir.

-Talasemi hastalarina, diisik Hb degerlerini yiikseltmek amaciyla sik sik kan
transflizyonu yapilmaktadir. Transfiizyona bagli demir toksisitesini engellemek i¢in hastalara
selasyon tedavisi de uygulanmaktadir. Uygulanmasi zor ve pahali olan transfiizyon - selasyon
tedavisinin ciddi yan etkileri vardir.

Bir ay siireyle kan transfiizyonu almayan (- talasemi hastalarma 100 mg/kg/giin
dozunda oral yoldan L-karnitin tedavisi uygulandi. Hastalardan tedavi dncesi ve sonrasinda
alman kan 6rneklerinde eritrosit hiicre i¢i kalsiyumu, plazma serbest karnitin diizeyi, eritrosit
ve plazma TBARS diizeyi, eritrosit deformabilitesi ve ayrica eritrosit agregasyonu c¢aligildi.

Calismamizin sonunda L-karnitin tedavisinin talasemi hastalar1 lizerine olumlu etkileri
oldugu tespit edildi.Tedavi dncesi hastalarin eritrosit hiicre i¢i kalsiyumu, eritrosit ve plazma
TBARS diizeyleriyle eritrosit agregasyonu, kontrol grubu degerlerine goére daha yiiksek
bulundu. Plazma serbest karnitin diizeyleri ve deformabilite ise kontrollerden diisiik bulundu.

Ayn1 hastalara bir ay siireyle L-karnitin tedavisi uygulandi. Tedaviden sonra ise; lipid
peroksidasyonunun gdstergesi olan TBARS diizeylerinin anlamli olarak azaldig,
deformabilitenin arttig1, hiicre ici kalsiyum degerlerinin diistiigii, agregasyonun ise anlamli
olarak degismedigi bulundu.

Sonuglarimiz; oksidan stresin arttig1 3-talasemi hastalarinda L-karnitinin, antioksidan
bir ajan olarak kullanilabilecegini desteklemektedir. 3-B-hidroksi-4-trimetilaminobiitirik asit
yapisinda olan L-karnitin, artmis hiicre i¢i kalsiyumu azaltarak membran rijiditesini azaltir.
Demir ile kompleks olusturup Fenton reaksiyonunu inhibe eder ve oksidatif strese bagli hasari
azaltir. BOylece eritrosit membran stabilizasyonunu saglar ve eritrosit deformabilitesini
arttirrr. Yaptigimiz bu calisma; L-karnitinin, eritrositleri serbest oksijen radikal hasarina karsi

koruyan 6nemli bir ajan oldugunu gostermektedir.
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7.SUMMARY

Thalassemia, which results from defects in synthesis of a or 3 chain of hemoglobin, is
a common hemoglobinopathical disorder. The defect occurs as a consequence of inadequate
chain synthesis, rather than of a structural error. Unpaired excess globin chains cause some
alterations in the membrane. The erythrocytes of thalassemic patients are more sensitive to
auto-oxidation than normal cells.

Patients with B-thalassemia major receive frequent blood transfusions in order for
their low Hb levels to be increased. Such patients also receive chelation therapy for
prevention of transfusion-mediated iron toxicity. The transfusion-chelation therapy, which is
quite difficult to apply, cause severe side effects.

-Thalassemia patients who were not exposed to blood transfusion for one month
received 100mg/kg/day oral L-carnitine therapy. Intracellular erythrocyte calcium, plasma
free carnitine level, erythrocyte and plasma TBARS levels, erythrocyte deformability and also
erythrocyte aggregation were investigated in blood samples from patients, obtained before
and after the therapy. Plasma free carnitine levels and deformability were found to be low
compared to those of the control subjects.

The same patients received L-carnitine therapy for a month. TBARS levels, which are
indications of lipid peroxidation, were found to be decreased after the therapy, while
deformability increased and intracellular calcium levels decreased, yet no significant change
was detected in aggregation.

Our results support that L-carnitine is suitable to be used as an antioxidant agent in [3-
thalassemia patients, who have increased oxidant levels. L-carnitine, with a structure of 3-f3-
hydroxy-4-trimethylaminobutyric acid, increases membrane rigidity by reducing the increased
intracellular calctum level. It inhibits the Fenton reaction by forming a complex with iron and
reduces the damage resulting from oxidative stress. It thereby provides erythrocyte membrane
stabilization and increases erythrocyte deformability. Our study indicates that L-carnitine is

an important agent protecting erythrocytes against damage caused by free oxygen radicals.
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