TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

GST OMEGA 1 ve OMEGA 2 GEN POLIMORFIZMLERININ
TALASEMI HASTALARINDAKI KAN METAL DUZEYLERINE
ETKISIi

Bilge Ahsen KARA

DIiSIPLINLER ARASI ADLI BiLIMLER ANABILIiM DALI
ADLI KIMYA VE ADLI TOKSIKOLOJi
DOKTORA TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. H. Sinan SUZEN

2019-ANKARA






TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

OMEGA 1 ve OMEGA 2 GEN POLIMORFiZMLERININ
TALASEMIi HASTALARINDAKI KAN METAL DUZEYLERINE
ETKISIi

Bilge Ahsen KARA

DISiPLINLER ARASI ADLi BILIMLER DOKTORA TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. H. Sinan SUZEN

2019-ANKARA



Etik Beyan

Ankara Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigii’ne,

Doktora tezi olarak hazirlayip sundugun “OMEGA 1 ve OMEGA 2 Gen
Polimorfizmlerinin Talasemi Hastalarindaki Kan Metal Diizeylerine Etkisi’’
” baslikli tez; bilimsel ahlak ve degerlere uygun olarak tarafimdan yazilmstir.
Tezimin fikir/hipotezi tiimiiyle tez danigmanim ve bana aittir. Tezde yer alan deneysel
caligma/aragtirma tarafimdan yapilmis olup, tiim ctimleler, yorumlar bana aittir.

Yukarida belirtilen hususlarin dogrulugunu beyan ederim.

Ogrencinin Ad1 Soyadi: Bilge Ahsen KARA
Tarih:

Imza:



Kabul ve Onay

Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Disiplinler Arasi Adli Bilimler Anabilim Dal Bilge Ahsen KARA tarafindan hazirlanan
“OMEGA 1 ve OMEGA 2 Gen Polimorfizmlerinin Talasemi Hastalarindaki Kan Metal
Diizeylerine Etkisi” adl1 tez ¢calismasi
asagidaki jiiri tarafindan DOKTORA TEZI olarak OY BIRLIGI / OY COKLUGU ile
kabul/ret edilmistir.

Tez Savunma Tarihi:

Prof. Dr. H. Sinan SUZEN



ICINDEKILER

Etik Beyan

Kabul ve Onay
Icindekiler

Onséz

Simgeler ve Kisaltmalar
Sekiller

Cizelgeler

1. GIRIS

1.1. Hemoglobin Molekiilii ve Hemoglobin Molekiiliiniin Yapisi
1.2. Talasemi

1.2.1. Tamim

1.2.2. Talasemi Tipleri

1.2.2.1. Alfa Talasemi

1.2.2.2. Beta Talasemi

1.2.2.3. Beta Talasemide Klinik Semptomlar
1.2.2.4. Beta Talaseminin Patofizyolojisi

1.2.2.5. Beta Talasemide Karsilagilan Komplikasyonlar
1.3. Metaller

1.3.1. Tanim

1.3.2. Demir

1.3.2.1. Demirin Viicutta Dagilimi

1.3.2.2. Demir Metabolizmasi

1.3.2.3. Demir Toksisitesi

1.3.3. Kursun

1.3.3.1. Kursunun Metabolizmasi

1.3.3.2. Kursun Toksisitesi

1.4. Ksenobiyotiklerin Metabolizmasi

1.4.1. Biyotransformasyonun Yer Aldig1 Organlar
1.4.2. Biyotransformasyon Reaksiyonlari

1.5. Genetik Polimorfizm

11
11
11
12
16
17
19
21
28
28
29
30
31
35
38
40
41
49
49
49
55



1.5.1. Tek Niukleotid Polimorfizimi 55

1.5.1.1. GST Omega 1 ve Omega 2'nin Polimorfizmi 56
1.6 Amag 56
2. GEREC VE YONTEM 58
2.1. Geregler 58
2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler 58
2.1.2. Kullanilan Arag ve Geregler 59
2.1.3. Deney Protokolii 60
2.1.3.1. Calisma Grubunun Secilmesi 60
2.1.3.2. Calisma Grubundan Biyolojik Materyalin Toplanmasi 61
2.1.4. Yontem 61
2.1.4.1. Metal Analizi 61
2.1.4.2. GSTO1 ve GSTO2 GEN POLIMORFIZMLERI 68
3. BULGULAR 78
3.1. Orneklerin Genel Degerlendirilmesi 78

3.2. Talasemili Bireylerin GSTO1 Genindeki C—A Tek Niikleotid Polimorfizminin
Belirlenmesi 78
3.2. Talasemili Bireylerin GSTO2 Genindeki A—G Tek Niikleotid Polimorfizminin

Belirlenmesi 84
4. TARTISMA 91
5. SONUC ve ONERILER 95
OZET 08
SUMMARY 99
KAYNAKLAR 101

OZGECMIS 118



ONSOZ

Calismamizda Talasemili hastalarinda,GSOT1 (OMEGA 1) ve GSOT2 (OMEGA 2) Gen
Polimorfizminin;kan metal diizeylerine etkisi arastirilmistir.Demir ve kursun diizeyleri atomik
absorbsiyon spektrometri yontemi ile Sl¢iilmiistiir.Gen polimorfizmleri PCR-RFLP ve ASO-PCR
yontemi ile belirlenmistir.

Calismamizin GSOT1 ve GSOT2 gen polimorfizminin,Talasemili hastalarin,kan metal
diizeylerine etkisi aragtirilmisgtir.

Tezimiz; "Talasemi Hastalarinda Metallerin Toksikokinetiginde Rol Oynayan Enzim ve
Talasemi Gen Polimorfizmlerinin Kan Metal Diizeyleri ile iliskisinin Arastirilmas1" baslikli ve
1148312 numarali TUBITAK Projesi tarafindan desteklenmistir.

Basarili geng¢ bilim insanlarina yardim eden, toplumuzda bilim ve teknoloji ile ilgili
bilincin ve kiiltiiriin olusmasini1 destekleyen, TUBITAK kurumuna,

Calisamanin tamamlanmast ve sonug¢lanmasinda ,yardim ve destegini esirgemeyen
,degerli danisman hocam Sayin Prof.Dr.H.Sinan SUZEN’e ,doktoraya baslamama vesile olan
Prof.Dr.Tiilin SOYLEMEZOGLU’na,

Anlayis ve destegini hi¢gbir zaman esirgemeyen sevgili esim Biilent KARA ve canim

aileme sonsuz tesekkiir ederim.



A
AAAS
AAS
ACO2
ALAS2
ApoTf
ASO-PCR
bp

C

Cd
DMT1
DNA
dNTP
EDTA
L-fer

F primer

Fe

Fe*?
Fe*s
FPN
GFAAS
GSOT1
GSOT2

Hb Gower 1
Hb Gower 2

HbF

Hb Portland
Hb

HbA

HbA:2

SIMGELER VE KISALTMALAR

Adenin

Alevli Atomik Absorbsiyon Spektroskopisi
Atomik Absorbsiyon Spektroskopisi
Mitokondriyal Akonitaz

Eritroit 5-aminolevulinate Sentaz
Apotransferrin

Alel Spesifik PCR

Baz Cifti

Sitozin

Kadmiyum

Divalent Metal Transporter 1
Deoksiriboniikleik Asit
Deoksiriboniikleozid Trifosfatlar
Etilen-diamin-tetra-asetik Asit
L-ferritin

Forward Primer

G Guanin

Demir

Ferr6z Demir

Ferrik Demir

Ferroportin

Grafit Firinli Atomik Absorbsiyon Spektrometresi
Glutatyon S-Tranferaz 1
Glutatyon S-Tranferaz 2
Hemoglobin Gower 1
Hemoglobin Gower 2
Hemoglobin F

Hemaoglobin Portland
Hemoglobin

Hemoglobin A

Hemoglobin A2



H-Fer
HIF2 a
IRE

IRP

Pb

PCR

ppb

R primer
ppm
RFLP
o232

02y2

0202
a-globin
a-talasemi
B-globin
pB-talasemi
RE

SDS
SNP

T

TBE

TE

Tf

TfR1

H-ferritin

Hipoksiyle Indiiklenen Faktor
Demir Responsive Element
Demir Diizenleyici Protein
Kursun

Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Milyarda Bir Olgiitii

Reverse Primer

Milyonda Bir Olgiitii
Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi
Hb A

Hb F

Hb A2

Alfa Globin

Alfa Talasemi

Beta Globin

Beta Talasemi

Restriksiyon Endoniikleaz
Sodyum Dodesil Siilfat

Tek niikleotid polimorfizmi (Single Nucleotid Polymorphism)
Timin

Tris-borikasit-edta

Tris-edta

Transferin

Transferrin Reseptorii



SEKILLER

Sekil 1.1. a- and - Talasemi Hastaliginin Global Dagilimi1 4
Sekil 1.2. Patolojik Hemoglobin Bozuklugu Diinya Dagilimi1 5
Sekil 1.3. Talasemi Hastaliginin Ulkemizdeki Gériilme Sikligma Ait Harita

(Canatan ve ark., 2007). 5
Sekil 1.4. Hemoglobin (Hb) Molekiilii 6
Sekil 1.5. Hemoglobin Molekiiliiniin Yapisi (X Isinlar1 Yardimiyla) Ve

Eritrositlerdeki Temsili (Schechter, 2008). 7
Sekil 1.6. Insanlara ait globin proteininin evrim semasi 8

Sekil 1.7.a ve B- globin genlerinin genomik yapist ve Hb igerikleri (Schechter,2008).

9
Sekil 1.8. insan globin zincir sentezinin evreleri (Schechter, 2008). 10
Sekil 1.9. a -Talasemi Kromozomu 12
Sekil 1.10. Hb- Bart's Hidrops Fetal Sendromu. 15
Sekil 1.11 B -talasemi kromozomu ve P -globin gen yapis1 (Cao ve Galanello, 2010).
16
Sekil 1.12.  -talasemi etkisi - Serbest a -globin zincir tiretimindeki artig (Cappellini
ve ark., 2014). 21
Sekil 1.13. Komplikasyonlar1 gésteren cizelge (Yatmark ve ark, 2014) 22
Sekil 1.14. Demir kullanimin1 gésteren ¢izelge (Abbaspour ve ark., 2014). 30
Sekil 1.15. Hiicresel demir homeostazinin kontrolii (Anderson ve ark., 2012). 32
Sekil 1.16. Demir elementinin varliginda Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari
neticesinde OH- radikal olusumu (Halliwell ve Gutteridge, 1990 yilindan
itibaren uyarlanmistir). 36

Sekil 1.17. ROS olusmasi ve zararlar1 (CAT: Katalaz, GSH: Indirgenmis glutatyon,
GSSG: Oksitlenmis glutatyon, SOD: Siiperoksit dismutaz, GPX: Glutatyon
peroksidaz, GR: Glutatyon rediiktaz) (Henrotin ve ark., 2009). 38

Sekil 1.18. Kursun Alma Yollar 43



Sekil 1.19. Kursunun kalmoduline baglanmasi (kalsiyuma alternatif olarak) (PLC:
Fosfolipaz C ; PIP2: Fosfatidilinositol 4,5-bifosfat; IP3: Inositol trifosfat;

DAG: Diagilgliserol) (Nussey ve Whitehead, 2001). 46
Sekil 1.20. Kursun zehirlenmesi (Klinik gosterim) 48
Sekil 1.21. Ksenobiotic Metabolizma safhalariin Ozeti ( http://www.preskorn.com

dan alinmistir.) 50
Sekil 1.22. Glutathione S-transferase ait kristolografik yap1 51

Sekil 1.23. Glutatyonun kimyasal yapis1
(https://tr.depositphotos.com/130746872/stock-photo-molecular-structure-of-

glutathione.html) 52
Sekil 1.24. Glutatyon Sentezi 52
Sekil 1.25. Glutathione S-transferase omega kristal yapisi 53
Sekil 2.1. Demir analizine ait 6rnek kalibrasyon grafigi. 63
Sekil 2.2. Kursun analizine ait 6rnek kalibrasyon grafigi. 66
Sekil 2.3. PCR ile ¢ogaltilan 472 bp'lik baz dizilimi ve tek nokta mutasyonu. 72
Sekil 2.4. PCR ile ¢ogaltilan 185 bp'lik baz dizilimi ve tek nokta mutasyonu. 75

Sekil 3.1. 471 bp uzunlugundaki PCR iiriiniiniin homozigot tipik CC bireylerde,
Cac8I enzimi ile kesiminin sematik gdsterimi. 79
Sekil 3.2.GSTO1 genindeki rs4925 polimorfizminin PCR-RFLP ile saptanmasina ait
jel goriintiisti [PCR {iriinii 471 bp. M=100 bp Ladder; 1 nolu 6rnek:
Heterozigot genotipli birey (CA)= 410bp+265bp+145bp+61bp; 2,3 ve 5 nolu
ornekler: Yabanil tipli birey (CC)= 265bp+145bp+61bp; 4 nolu 6rnek:
Mutant tipli birey (AA) = 410bp+ 61bp] 80
Sekil 3.3. Kursun ve Demir Diizeyleri 83
Sekil 3.4. 185 bp uzunlugundaki PCR {iriiniiniin homozigot atipik GG bireylerde,
Mbol enzimi ile kesiminin sematik gosterimi. 85
Sekil 3.5. GSTO2 genindeki rs156697 polimorfizminin PCR-RFLP ile saptanmasina
ait jel goriintiisii [PCR iiriinii 185 bp. M=100 bp Ladder; 1 nolu 6rnek:
Mutant birey (GG) = 122bp+ 63bp; 2 ve 3 nolu 6rnekler: Yabanil tip birey
(AA)=185bp; 4 ve 5 nolu drnekler: Heterozigot genotipli birey (AG)=
185bp+122bp+63bp] 86
Sekil 3.6. Demir ve Kursun Diizeyi 89



CIZELGELER

Cizelge 1.1. Faz-1 Reaksiyonlar1 (Vural, 2005) 49
Cizelge 1.2. Faz-Il Reaksiyonlar1 (Vural, 2005) 49
Cizelge 2.1. Mikrodalga firina ait tam kan yakma programa. 62

Cizelge 2.2. Alevli atomik absorpsiyon cihazi kullanilarak kan 6rneginde demir
metalinin analizi i¢in uygulanan metot. 64
Cizelge 2.3. Kan orneklerinde kursun analizine ait grafit firin sicaklik programi. 65

Cizelge 2.4. Kursun analizi i¢in grafit firin teknikli atomik absorpsiyon cihazinda

uygulanan metot. 67
Cizelge 2.5. GSTOI1 geninin amlifikasyonunda kullanilan PCR bilesenleri. 71
Cizelge 2.6. GSTO1 geninin gogaltilmasinda kullanilan primerler ve 6zellikleri. 72
Cizelge 2.7. GSTO1 gen polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan PCR 73
Cizelge 2.8. GSTO2 geninin amlifikasyonunda kullanilan PCR bilesenleri. 74
Cizelge 2.9. GSTO2 geninin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler ve 6zellikleri. 74
Cizelge 2.10. GSTO2 gen polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan PCR 75
Cizelge 3.1. Bireylerin GSTO1*A140D tek niikleotid polimorfizmi ile olusan

genotiplerin frekans:. 81
Cizelge 3.2. Bireylerin GSTO1 C—A tek niikleotid polimorfizmi ile olusan alel

frekansi. 81

Cizelge 3.3. Calistigimiz populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde olup
olmadiginin tespiti (GSTO1rs4925) 82
Cizelge 3.4. Talasemili bireylerde GSTO1 gen polimorfizmi ile kan Fe ve Pb
diizeylerinin istatistiksel degerlendirmesi. 82
Cizelge 3.5. Bireylerin GSTO2*N142D tek niikleotid polimorfizmi ile olusan
genotiplerin frekansi. 86
Cizelge 3.6. Bireylerin GSTO2 A—G tek niikleotid polimorfizmi ile olusan alel
frekansi. 87
Cizelge 3.7. Calistigimiz populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde olup
olmadiginin tespiti (GSTO2 rs156697) 87
Cizelge 3.8. Talasemili bireylerde GSTO2 gen polimorfizmi ile kan Fe ve Pb

diizeylerinin istatistiksel degerlendirmesi. 88



1. GIRIS

Talasemi kelime olarak Yunanca "haima"™ (kan) ve "thalassa" (deniz)
sozcliklerinden tiiretilmistir. “Beta Talasemi” geninin kalitimsal olarak gectigi bir tiir
“kansizlik” hastalig1 olan Talesemi yeryiiziinden en sik rastlanan otozomal resesif

hastaliklarin basinda gelmektedir.

Tek gen hastaliklar1 dikkate alindiginda diinyada en ¢ok rastlalanan
hastaliklardan birisi olan Taleseminin meydana gelme sebebi globin zincirinin veya
birden ¢ok global zincirlerinin sentezinin var olmamasi veya az sentezlenmesidir (Flint

ve ark., 1998; Galanello ve Origa, 2010; Weatherall ve ark., 2002).

Alfa talasemili ve beta taleseemili bireyler arasinda bir takim farklilikar
bulunmaktadir. Karsilagtirma yapildiginda a-globin zinciri sentezinde bozukluk
oldugunda Alfa talasemili bireyler ve B-globin zincir sentezinde bozukluk
goriildiigiinde beta talasemili bireyler s6z konusudur. Alfa ve Beta talesemili bireyler,
hangi tiir globin zincir sentezinde bozukluk olduguna gore isimlenidirilir (Weatherall,
2001).

Talasemiyi tarihte ilk kez 1925 yilinda pediyatrist Pearl Lee ve Thomas Cooley
tanimlamustir. Pearl Lee ve Thomas Cooley Talesemiyi Akdenizden gd¢ eden kiiglik

yastakilerde "Cooley anemisi” olarak ortaya ¢ikarmistir.

Cooley anemesi daha sonralari Akdeniz anemisi veya talesemi major olarak
tanimlanmistir. Talesemi hastaliginin en yaygin belirtileri arasinda biiyliyen dalak,

gelismede gerilik, derin anemi ve kemiklerde deformite gelmektedir.



Aym vyillarda Italya’da tamimlanan bir diger hatalik ise su anda talasemi
intermedia olarak bilinmektedir. Rietti tarafindan tanimlanan ve Cooley anemisi ile
benzerlik gosteren talasemi intermedia hastaligi, Cooley anemesine benzemekle

beraber, bu hastalik ile kiyaslandiginda semptomlar1 daha hafiftir.

Ayni dénemlerde biiyiik oranda Yunanistan, Italya, Malta gibi ¢evre adalari
kapsayan bir cografyada daha sik rastlanan talasemi hastaligi, zaman gectik¢e bu
tilkelerin digina da ¢ikmis, daha uzak iilkeleri de kapsayan (tropikal iilkeler vb) genis
bir cografyada da tespit edilmistir (Vallance ve Ford, 2003).

Yeryiiziinde 190 milyondan fazla kisi genetik mutasyonlar ile baglantili farkli
hemoglobinopatilere sahiptir. Bu kisilerin neredeyse yarisina yakini (%48) talaseminin

olugsmasinda ol oynayan kusurlu genlere sahiptir (Ambekar ve ark., 2001).

Bunun yani sira diinyada Asya iilkeleri ile birlikte Orta Dogu iilkeleri talasemi
hastas1 yeni doganlarin neredeyse tamamini olusturmaktadir (%95 oran). Giiniimiizde
de devam eden aragtirmalar ¢er¢evesinde 2000 - 2020 yillar1 arasinda yaklasik bir
milyon talasemili hastanin diinyaya gelecegi on izlenmektedir (Lorey ve ark., 2001,
Weatherall ve Clegg, 2001).

Diinya iizerinde en sik rastalana tek gen bozuklugu hastaligi Talasemi
hastaligidir (Sekil 1.1) (Pan ve ark., 2007; Quek ve Thein, 2007). Gliniimiizde oldukca
onemli bir klinik durum haline gelen Talasemi hastalig i¢in en yiiksek insidans Kibris,
Sardinya (Italya) ve Giiney Dogu Asya iilkelerinde kaydedilmistir (Flint ve ark., 1998;
Galanello ve Origa, 2010).

Diinyada bazi cografyalarda goc ve degisik etnik kimliklerin evlenmesi

nedenleriyle Talasemi Hastalig1 diger bolgelere gore daha yaygin olarak goriiliir.



Sitma hastaliginin endemik sekilde goriildiigii bolgelerde oldugu gibi Talasemi
hastaligina Giliney Amerika, Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupa’da daha fazla rastlanir

(Cao ve Galanello, 2010).

Yunanistan, Italya gibi Akdeniz iilkelerinde de oldugu gibi Tiirkiye’de Talasemi
hastalagimin gériilme sikli1 oldukga fazladir. Ulkemizde en yiiksek oranda goriilen
geneteik hastaliklarin basinda gelen Talasemi Hastaliginin iilkemizde yaklasik 1.5

milyona yakin tagiyicisit ve 5000°e yakin talasemi hastalig1 oldugu bildirilmektedir.

Tiirkiye niifusu ile karsilastirildiginda Talasemi Hastaliginin goriilme orani tilke
genelinde %2 olarak rapor edilmistir. Buna karsilik bazi bolgelerimizde (Ege ve
Akdeniz) %2 olarak rapor edilen oran %10’lara kadar ¢ikabilmektedir (Sekil 1.1,
(Sekil 1.3) (Basak, 2007; Canatan ve ark., 2006).



assemias

Sekil 1.1 a- and B- Talasemi Hastaliginin Global Dagilim1
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Sekil 1.2 Patolojik Hemoglobin Bozuklugu Diinya Dagilimi

Diinya iizerinde her 1000 dogumda rastalanan Patolojik Hemoglobin Bozuklugu

sikligin1 gosterir harita Sekil 1.2°de gortilmektedir.

Talasemi
Federasyonu

BEYAZ: 0, SARI: 1-10, MOR: 10-50, GRi: 50-100, YESiL: 100-200, BORDO: 200 iizeri

Saghk Bakanhgi ACSAP Genel Midiirligi: Hemoglobinopati Kontrol Programi. Editérler: Canatan D, Aydinok Y: Talasemi ve Hemoglobinopatiler:
Tani-Tedavi. Saghk Bakanligi-Tal i Fed , Antalya, 2007.

Sekil 1.3 Talasemi Hastaligmin Ulkemizdeki Gériilme Sikligina Ait Harita (Canatan
ve ark., 2007).



1.1. Hemoglobin Molekiilii ve Hemoglobin Molekiiliiniin Yapisi

Hemoglobin (Hb) molekiiliiniin, ¢ap1 ortalama 6.4 namometredir ve Hb
molekiiliiniin agirligr ise 64.500 dalton molekiil agirligindadir (Schechter, 2008). Hb
molekiilii kirmizi kan hiicrelerinde yer alir ve Hb molekiiliiniin asil gérevi dokulara
akcigerden aldig1 oksijeni tasimasidir. Esas fonksiyonu olan akcigerden dokulara
oksijen tagimasinin yani sira Hb molekiilii nitrikoksit (NO), karbonmonoksit (CO) ve
karbondioksit (CO2) gibi 3 biyolojik rolleri Onemli gazla da etkilesimde
bulunmaktadir (Perutz, 1997).

Hb molekiiliinii olusturan gruplara “hem” ve “globin” ad1 verilmektedir. “hem”
ve “globin” ismiyle anilan gruplar hiicrelerde farkli yerde sentezlenmektedir.

Sentezlenme isleminden sonra birleserek Hb molekiiliinii olusturmaktadir. (Nagel ve
ark., 2003).

Sekil 1.4 Hemoglobin (Hb) Molekiilii



Hemoglobin (Hb) molekiiliiniin globin tarafinda 2 beta ve 2 alfa olmak iizere (a-
B) 4 adet polipeptid zinciri mevcuttur. Bu bu polipeptidlere ayri1 ayr1 baglanan 1 tane

protestetik grubu ve 1 tane de demir protoporfirin IX molekiilii vardir (Sekil 1. 4).

Fe- protoporphyrin IX

Sekil 1.5. Hb Molekiiliiniin Yapisi (X Isinlar1 Yardimiyla) ve Eritrositlerdeki
Temsili (Schechter, 2008).

Hemoglobin (Hb) molekiiliiniin karmasik yapisindaki hem molekiiliileri her
insan hemoglobin tipinde ayni olmakla bereaber ve Hemoglobin (Hb) molekiili
yapisinda toplam olarak 4 hem grubu mevcut oldugu i¢in oksijen i¢in de 4 baglanma

noktasi bulunmaktadir.

Globin zincirini sentezleyen genler alfa ve beta olarak 2 gruba ayrilir (a ve
gen). Bununla birlikte evrimsel siire¢ sirasinda miyoglobin ve diger globin genleri,
bahsi gecen alfa ve beta genlerinden ayrilmistir. Bahsi gegen 2 gen sirasiyla 11. ve 16.

kromozomlarda geligsmistir. Genlerin gelisimsel kontrolleri ve genlerin sayisi tiirlerine



gore oldukca fazla degisim gostermektedir. Ancak temel globin yapilar ile birlikte
protein katlanmalari memelilerin evrim siireci boyunca korunmustur (Sekil 1.6.)

(Schechter, 2008).
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Sekil 1.6. Insanlara ait globin proteininin evrim semasi

Genlerin kromozomlar tizerindeki dizilimi a gen kiimesinde {-¥Y(—Pal-02-al-
01 diizeninde oldugu izlenmektedir. (Sekil 1.7). Sentez { geninin iist kisminda bulunan
hipersensitif bolge 40 (HS-40) tarafindan kontrol edilmektedir. a geni duplike olarak
al ve a2 zincirlerini olusturmaktadir. Genlerin kromozomlar tizerindeki dizilimi  gen
kiimesinde ise &-Gy-Ay-¥B-6- diizenindedir (Sekil 7). Bu genlerin sentezi ise, 5'
kisminda yer alan lokus kontrol bolgesi tarafindan (LCR) diizenlendigi izlenmektedir.
YC-Pal ve WP gibi psddo genler gelisimin erken evrelerinde aktif olmakla birlikte
ilerleyen donemlerde fonksiyonlarimi kaybetmektedirler. (Grosveld ve ark., 1987;

Weatherall, 2010).
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Sekil 1.7 o ve B globin genlerinin genomik yapist ve Hemoglobin igerikleri
(Schechter, 2008).

Ontojeni boyunca insanin oksijen gereksinimlerindeki farkliliga bagli olarak
gelisiminin her asamasinda farkli Hb molekiilleri; embriyonik Hb, fetal Hb, yetiskin
Hb sentezlendigi bilinmektedir. Tiim Hb'ler tetramerik yapiya sahiptir ancak her biri
farklr iki ¢ift globin zinciri igerir. (Wilber ve ark., 2011). Ornegin, 141 aminoasitten
olusan o polipeptid zincirleri embriyonik ve yetiskin hemoglobinlerinde yer
almaktayken, P zinciri yetiskin hemoglobininde (a2B2), gama zinciri fetal
hemoglobinde (a2y2), delta zinciri ise HbA2'de yer alir. (Marengo-Rowe, 2006).
Ayrica yetiskin Hb'nin yaklasik %97'si hemoglobin A (a22), %2'si hemoglobin A2
(0282) ve %]1'1 fetal hemoglobin (a2y2) olarak bilinmektedir. (Schechter, 2008).

Embriyonik hemoglobinlerin {i¢ farkli tipi mevcuttur. Fetliste { ve € genleri
oncelikle yolk kesesinde, sonra para-aortik bolgede ve ardinda da karacigerde ekspre
edilmektedir. Bunun neticesinde Hb Gower I ({2€2), Hb Gower II (a2¢2), Hb Portland
(€2y2) sentezlenmektedir. Hamileligin 6-8. haftasinda embriyonik € globinden fetal y-
globine, dogumdan az bir siire sonra ise y- globinden yetiskin B ve & globine gecis

gozlenir. (Sekil 1.8) (Harju ve ark., 2002).
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Sekil 1.8. insan globin zincir sentezinin evreleri (Schechter, 2008).

Embriyonik globin sentezi ilk olarak vitellus kesesinin kan adaciklarinda
meydana gelir. Hamileligin yaklasik besinci haftasinda eritropoezin yeri fetal
karacigere dogru gecis gostermektedir ve eritropoezin karacigerde baslamasiyla
hamileligin son iki trimesterinde baskin olan ve 2,3 BPG'ye (bifosfogliserat) daha
gevsek baglamasina bagli olarak yetiskin hemoglobinlerine nazaran oksijen affinitesi
daha yiiksek olan hemoglobin F sentezlenir. Ayn1 zamanda bu goérev hamileligin 18.
haftasindan doguma kadar fetal karacigerden yavag yavas kemik iligine gecer ki burasi
yetiskinin yasam boyunca eritropoezinin gerceklesecegi yerdir (Forget, 1998; Harju
ve ark., 2002).

Son 30 yilda talasemi ve anormal hemoglobinlerin tedavilerine yonelik yapilan
caligmalarin artarak siirdiiriilmesi a ve [ globin genlerinin expresyonundaki
degisikliklerin molekiiler ve hiicresel mekanizmalarini  anlamamiza katki

saglamaktadir (Stamatoyannopoulos ve Grosveld, 2001).
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1.2. Talasemi

1.2.1. Tanim

Talasemi, genetik olarak hemoglobin molekiiliinii olusturan globin zincirlerinin
birinin ya da birden fazlasinin sentezindeki azalma veya tamamen kaybolmasina bagl
ortaya c¢ikan ve otozomal resesif gegis gosteren genetik bir hastaliktir. Ayrica etkin
olmayan eritropoez ve asirt kirmizi kan hiicresi hemolizi anemiye neden olur
(Marengo-Rowe, 2006).

1.2.2. Talasemi Tipleri

Retikiilositler esit miktarda o ve B zinciri rettigi i¢in olgun eritrositlerde her
zincirden esit miktarda molekiil bulunmaktayken, talasemili hastalarda o ve
polipeptid zincirlerinden esit miktarda tretilemedigi ic¢in yeterli miktarda

Hemoglobin-A (02p2) bulunmamaktadir.

Talasemiler Alfa (o) ve Beta (B) talasemi olmak {izere iki gruba ayrilir.
Hemoglobin tetramerini meydana getiren globin zincirindeki yetersizlikler ve ya

dengesizlikler talasemi tiplerinde ortak 6zellik olmaktadir (Marengo-Rowe A, 2006).
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1.2.2.1. o -Talasemi

Alfa talasemi en yaygin hemoglobin genetik anormalliklerindendir ve a-
talasemili kisiler a zincirlerinin yetersiz yapimiyla karekterize edilir. a-talasemi
sitmanin epidemik oldugu bolgeler olarak bilinen tropikal ve subtropikal diinya
bolgelerinde yaygindir ve hemoglobinopati tasiyiciliginin sitmaya karsi segici bir

avantaj saglayarak korudugu diistintiliir (Bernini, 2001; Higgs, 2013).

a-globin genleri 16. kromozomun telomerik bolgesinde (16p13.3) yer alir. (Sekil
9).

. - - . . - o . .
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Sekil 1.9. a-talasemi Kromozomu

(https://en.wikipedia.org/wiki/Chromosome_16_human)

Saglikli bir bireyde her bir homolog kromozom {iizerinde iki tane olmak iizere
toplam dort tane a- globin geni (ao/aa) yer alir. o gen kiimesi -P-Yal-a2-a1-01
diizenindedir ve a gen ekspresyonunda iki o geni arasinda transkripsiyon diizeyinde
farkliliklar bulunmaktadir. a2 geni al geninden yaklasik iki ya da ii¢ kat fazla
sentezlenir (Galanello ve Cao, 2011). Iki o geni arasindaki bu farkli ekspresyon
diizeyinin o talasemili bireylerde olusan delesyonel ve delesyonel olmayan
mutasyonlarin patofizyolojisi ve ol ya da o2 globin mutasyonlarin1 kapsayan
hemoglobin varyantlarin miktari {izerinde 6nemli etkileri mevcuttur (Harteveld ve

Higgs, 2010).
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a-talasemiye sebep olan farkli molekiiler defektler populasyonda degisken
frekanslarda ve formlarda ortaya ¢ikar. o -talaseminin iki tane tasiyici ve iki tane klinik

olarak anlamli formu mevcuttur.

Fenotipik seviyede tasiyicilik durumu sessiz a-talasemi tasiyict tipi ve o-
talasemi tasiyici tipi olarak ikiye ayrilir. Sessiz a-talasemi tasiyici tipinde dort o
geninden tek bir tanesi delesyona ugrar ve (a-/a0) genotipindedir. a-talasemi tasiyici
tipinde ise iki kromozomun her birindeki ya da ayn1 kromozomdaki iki a- globin geni

delesyona ugrar ve (a-/a-) ya (--/ac) genotipindedir.

Klinik olarak anlamli formlar ise Hb-H ve Hb-Bart's Hidrops Fetalis
Sendromu'dur. Hb-H {i¢ o-globin gen delesyonu durumunda goriirliir ve (o-/--)
genotipindedir. Hb-Bart's Hidrops Fetalis Sendromu'nda ise dort a-globininde

delesyon gergeklesmektedir ve (--/--) genotipindedir.

Delesyonel olmayan mutasyonlar o gen ifadesini kontrol eden kritik bolgelerde
gerceklesen bir ya da daha fazla tek niikleotid degisimleri neticesinde olusur. Ayrica
fenotipin siddeti yanlizca etkilenmis o gen sayisi ile baglantili degildir. Delesyonel ya
da delesyonel olmayan mutasyonlarin degerlendirilmesi yapilirken epigenetik
etkilesimlerde goz 6niinde tutulmalidir (Berdasco ve Esteller, 2013; Galanello ve Cao,
2011; Harteveld ve Higgs, 2010).

1.2.2.1.1. Sessiz a- Talasemi Tastyic1 Tipi

Sessiz a-talasemi tasiyici tipi, o -globin alellerinden birinin islev gdrmemesine
bagl olusur. Geriye kalan {i¢ fonksiyonel alel yeterli miktarda a-globin zinciri
sentezlenir. Bu sebeple klinik fenotipleri asemptomatiktir. Kisilerin Hb, hematokrit ve

ortalama eritrosit hacmi normaldir. Klinik olarak herhangi bir sorunla karsilagilmadigi
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icin tam kan sayimi yapilmadigi siirece hayat boyunca fark edilmeyip
saptanamayabilir (Harteveld, C. L. and Higgs, D. R, 2010).

1.2.2.1.2. a- talasemi Tasiyic1 Tipi

a- talasemi tasiyici tipi, iki a-globin alelinin islev gérmemesine bagli olarak
ortaya ¢ikar. Yeterli miktarda a globin sentezlenemez ve buna bagli olarak Hb-A
miktart ile eritrositlerdeki Hb igerigi azalir. Klinik olarak hafif anemi, mikrositoz ve

hipokromi goriiliir (Galanello ve Cao, 2011).

1.2.2.1.3. Hb-H Hastahg

Klinik ve hematolojik agidan degiskenlik gosteren Hb-H hastalig1 ti¢ a -globin
alelinin islev gérmemesine bagl olarak ortaya ¢ikar (Origa ve ark., 2007). Hastalarda
%30 daha az a -globin sentezlenirken - globin sentezi normal olarak devam eder. Bu
sebeple Hb molekiiliinde yiiksek miktarda 3 -globin zinciri bulunur ve B4 tetramerini

olusur.

Hb-H hastaliginin en belirgin klinik semptomlart hemolitik anemi,
hepatosplenomegali, derecesi farklilik gosteren sarilik ve orta a-talasemi benzeri
kemik modifikasyonlaridir. Bazen bu tabloya periferal kandaki Hb-Bart eslik eder.
Ayrica Hb-H kiiglik yastakilerde gelisme azligime neden olabilir. Diger
komplikasyonlar i¢cinde enfeksiyonlar, bacak iilserleri, safra taglar1 ve folik asit azlig1

bulunur (Laosombat ve ark., 2009; Weatherall ve Clegg, 2001).

Diizenli transfiizyon alan yasl hastalarda ise ¢ogu zaman demir yiiklemesine

bagl gelisen demir toksisitesi sonucu olusan komplikasyonlar goriilebilmektedir.
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1.2.2.1.4. Hb- Bart's Hidrops Fetalis Sendromu

a -talaseminin en agir formu olan Hb- Bart's Hidrops Fetalis Sendromu dort alfa
alelinin de islev gérmemesine bagli ortaya c¢ikandir. Hb- Bart's Hidrops Fetalis
Sendromlu infantlarin eritrositlerinde alfa zincir sentezlenemedigi i¢in fizyolojik
olarak fonksiyonel olmayan y4 ve 4 tetramerleri olusur. Bu infantlarda fonksiyonel
olan Hb, embriyonik Hb- Portland ({2y2) olup bireylerde degisik miktarlarda bulunur
ve O2 tastyarak infantlarin canli kalmasini saglayan tek Hb cesitidir. Klinik belirtileri

yaygin 6dem, kalp yetmezligi ve uzamis intrauterin anemidir (Sekil 1.10).

p ’

. Abdominal
Bolgede
Siskinlik

Sekil 1.10. Hb -Bart's Hidrops Fetal Sendromu.

A.Periferik yaymada olgunlasmamis kirmizi hiicre Onciilleri, mikrositoz,
anizositoz ve poikiilositozu gostermektedir. B. Yenidogan hidropik bebek (Weatherall
ve Clegg, 2001).
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Klinik ozelliklerin i¢cinde hepatosplenomegali, beyin gelisiminde gerileme,
plesanta biiylimesi, iskelet ve kalp-damar deformiteleri de yer alir. Hb- Bart's Hidrops
Fetalis Sendromlu infantlarda ya gebeligin 23-38. haftasinda diisiik gozlenmekte ya da
dogumdan hemen sonra Oliimolusur. Bununla birlikte literatiirde sayis1 az da olsa
yasayan Hb- Bart’s Hidrops Fetalis vakalari bulunmaktadir. Bu durumdaki hastalara
yogun yasam destek tedavileri ve kan transfiizyon uygulamalari yapilir (Beaudry ve
ark., 1986; Bianchi ve ark., 1986; Yi ve ark., 2009).

1.2.2.2. p -Talasemi

Hemoglobin (Hb) tetramerindeki B-globin zincirlerinin sentezlenememesi ya da
eksik senteziyle karakterize edilen B-talasemi, kalitsal olarak aktarilabilen bir kan
hastaligidir.  -globin geni 11. kromozomun p15.5 bdlgesinde yer alir ve 6 globin geni,
embriyonik € geni, fetal Ay ile Gy genlerini kapsayan 80 kilobaz uzunlugundaki DNA
bolgesinde lokalizedir (Sekil 1.11.) (Cao ve Galanello, 2010).

HS54 321 € Gy Ay wynm d
LCR 3

Sekil 1.11. B -talasemi kromozomu ve B -globin gen yapis1 (Cao ve Galanello, 2010).
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TATA, CAAT ve CACC kutularinin bulundugu 5' promotor bolgesi ile lokus
kontrol bolgesi (LCR) B geninin regulasyonunda 6nemli rol oynar. LCR, eritroid
transkripsiyon faktorleri igin baglanma boélgeleri olan eritroid spesifik DNAse
hipersensitif bolgeleri (HSS) icerir. (Cao ve Galanello, 2010; Palstra ve ark., 2008).
Bu boélgelerde olusan mutasyonlar B- globin zincir sentezinde dnemli rol oynar.
Yapilan g¢aligmalarda bu giine kadar B -globin geninde 200' {in iizerinde farkli

mutasyon saptanmaistir.

Farkli talasemi alellerinin olugsmasinda nokta mutasyonlari major rol oynar. Bu

nokta mutasyonlar1 ti¢ farkli kategoride incelenir:

B gen transkripsiyonunda hataya sebep olan promotor mutasyonlar1 ve 5S'UTR

(untranslate bolge) mutasyonlari,

Splice-junction mutasyonlar1 ve mRNA siirecini etkilemekte olan 3'UTR
mutasyonlari,
Anormal mRNA translasyonuna sebep olan non-sense, ¢erceve kaymasi ve

baslama kodon mutasyonlari (Nienhuis ve Nathan, 2012).

1.2.2.3. Beta Talasemide Klinik Semptomlar

Klinik Semptomlara gore P talasemi {i¢ sinifa ayrilir ;

1.2.2.3.1. Talasemi Major (Homozigot § Talasemi)

Cooley anemisi veya homozigot B talasemi olarak bilinen Talasemi major, klinik

olarak en o6nemli talasemi tiiriidiir. 11. kromozomda yer alan B-talasemi
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geninin homozigot yada birlesik heterezigot aktarilmasi ileolusur. (kisiler iki B

talasemi aleline sahiptir).

Hayatta kalabilmek i¢in talasemi majorlu hastalar yasamlarinin ilk iki senesinde
kan transfiizyonuna baslar ve yasamlar1 boyunca diizenli olarak transfiizyona devam
gerekir. Diizenli transfiizyon almayan bireylerin ise yasamlar1 6liimle sonuclanir.
Ayrica diizenli transflizyonlar ve inefektif eritropoez sonucunda viicutta demir
yiikiinlin artmasina bagli olarak demir toksisitesi goriiliir. Bu sorunun {istesinden

gelebilmek i¢in de hastalara uygun selasyon yontemleri uygulanmasi gerekmektedir.

B talasemi majorlu hastalarin belirgin 6zellikleri kaslarin zayiflamasi, biiytime
geriligi, sarilik, hepatosplenomegali ve deride kahverengi pigmentasyondur. Iskelet
yapisinda bacaklarda yapi bozuklugu ve kraniyofasial degisiklikler gibi onemli
deformaliteler goriilebilmektedir. Kraniyofasial degisiklikler i¢cinde alin ve yanak
kemiklerinin belirgin olarak ortaya ¢ikmasi, maxillar kemikte hipertrofi ve burun
kopriisiinde ¢okme yer alir. Ayrica ylizde belirgin bir mongoloid sekil mevcuttur

(Weatherall ve Clegg, 2001; Cao ve Galanello, 2010).

Hastalarda siddetli mikrositik ve hipokromik anemi goriiliir. Ayrica ortalama
eritrosit hacminde (MCV) ve ortalama eritrosit hemoglobininde (MCH) azalma olusur.
Bunlara ek olarak periferik kan yaymada anisositosiz ve poikilositoz goriiliir (Cao ve
Galanello, 2010).

1.2.2.3.2. Talesemi intermedia

Talasemi intermedia, B talaseminin ara formudur. Tedavi hastaligin gidisine

bagl olarak degismekle beraber ¢ogu zaman transfiizyona ihtiya¢ az olmaktadir.
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Talasemi intermedia hastalarinda talasemi mindre yakin bir seyirden talasemi
majore yakin bir tabloya kadar degisebilen heterojen bir klinik seyir s6z konusudur.
Dolayisiyla hastadan hastaya farkli semptomlar izlenmektedir. Bu semptomlar
icerisinde anemi, sarilik, safra kesesi tasi, karaciger ve dalak biiylimesi, iskelet
yapisinda degisiklikler ve trombotik komplikasyonlar yer alir (Eldor ve Rachmilewitz,
2002; Weatherall ve Clegg, 2001).

1.2.2.3.3. Talasemi Minor (Heterezigot Beta Talasemi)

Talasemi minor, heterozigot B talasemi ya da P talasemi tasiyicisi olarak da
bilinir ve B talasemi mutasyon geninin heterozigot tasinmasi durumunda goriiliir.
Hatali genin gorevini yapan bir de saglam gen bulundugundan, en hafif seyir gdsteren

[ talasemi tiiriidiir.

[ talasemi tasiyicilart mikrositoz, hipokromi, artan Hb -A2 diizeyi, hafif ya da
minimal anemi gibi karakteristik hematolojik ozellikleri tasir. Klinik olarak
asemptomatiktir ve spesifik bir tedavi uygulanmasina ihtiyaci bulunmamaktadir (Cao
ve Galanello, 2010).

1.2.2.4. Beta Talaseminin Patofizyolojisi

B talasemide oa-globin zincir sentezi etkilenmemekteyken, B-globin zincir
sentezinin yeterli ya da hi¢ yapilamamasina bagli olarak eritroid Onciillerde
eslesmeyen asir1 a-globin zincir birikimi gergeklesmektedir. Bu durumda serbest a
zincirleri gecerli bir tetramer yapisi olusturamayarak ve kemik iligindeki kirmizi hiicre
onciillerinde inkliizyon cisimcikleri halinde c¢okmektedirler. Isik ya da elektron
mikroskobu yardimiyla goriintiilenebilen bu inkliizyon cisimcikleri eritroid
onciillerinin intramediiller hasarlanmasina neden olur. Ayrica eslesmeyen asir1 a-

globin zincirleri periferik eritrositlerin membran hasarina neden olur (Sekil 1.12).
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B-talasemi hastaliginin siddetini o ve a olmayan zincirler arasindaki dengesizlik
ve serbet o zincir havuzunun boyutu belirler. Bu nedenle, zincir dengesizlikleri ve

kirmiz1 hiicre 6nciillerindeki o zincirindeki asir1 artis B-talasemi fenotipini etkilenir.

[B-talasemi hastaliginin temelini olusturan inefektif eritropoezin klinik 6zellikleri
ortalama hiicre hacminde azalma, ekstrameduller alanda ve kemik iliginde erken Hb
yikimlaridir. Inefektif eritropoez, periferal hemoliz ve hemoglobin sentezindeki
azalma sonucunda anemi goriiliir. Anemi, [P-talasemili hastalarda 6nemli kalp
yetmezligine neden olabilir. Ayrica inefektif eritropoez ve anemiye cevap olarak
hastalarda eritropoietin tliretiminde artig goriiliir. Bu artig belirgin bir sekilde eritroid
hiicrelerde hiperplazi olusumuna sebep olmakla birlikte iskelet deformitelerin,
osteoporozun ve splenomegalinin olusumuna katki saglar. Yetersiz tedavi edilen ya da
tedavi edilmeyen talasemi major hastalarinda aneminin ve asiri metabolik yiikiin

sonucunda biiylimede yavaslama olugu izlenmektedir.

Inefektif eritropoez artmis demir emilimi ile alakalidir. Tekrarlayan kan
transfiizyonlari, inefektif eritropoez ve demir absorpsiyonundaki artis karaciger,
endokrin dokular ve kalp olmak iizere bircok dokuda demir birikimine neden olur ve
selasyon terapisi uygulanmazsa ¢ok onemli sonuglar dogurur (Cappellini ve ark.,

2014; Thein, 2005; Wood ve Higgs, 2009).
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Sekil 1.12. B-talasemi etkisi - Serbest a -globin zincir tiretimindeki artis (Cappellini
ve ark., 2014).

1.2.2.5. Beta Talasemide Karsilasilan Komplikasyonlar

Infertilite, hepatobilyer, endokrinopati, hipersplenizm, , kardiyopulmoner ve
kas-iskelet hastaliklar - talasemi hastalarinda sik goriilen komplikasyonlarin basinda

gelmektedir.

B -talasemi hastalarinda sik goriilen komplikasyonlarmin nedenleri arasinda,
kemik iliginin fazlaca uyarilma durumu, eritropoezin yeter diizeyde bulunamamasi,
demir yiikii kapasitesinin fazlalagmasi, antioksidan ve oksidan denge diizeyinin

anormallesmesi ile dogrudan baglantihidir (Sekil 13) (Muncie ve Campbell, 2009;
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Perera ve ark., 2010). Hastalarda goriilen bu komplikasyonlarin sayisi kan
transfliizyonuyla biiylime ve gelisim saglanip minimum diizeye indirgenebilse de

tedavi sirasinda ortaya ¢ikan demir yiikii - talasemi hastalari i¢in ¢ok 6nemlidir.

Duodenal demir emilimi saglikli bir bireyde giinliik yaklasik 1-2 mg olarak
Olclilmiistiir. Talasemi intermediali hastalarin ¢ok biiyiik bir boliimiinde tedavi
esnasinda kan transfiizyona almamis olmalarina ragmen normal diizeylerin 6tesinde
demir emilimiyle viicutta demir yiikiinde artma izlenmektedir. (3-9 mg/giin) (Hershko
ve ark., 1998). Bu sebepten dolayr kan transfiizyonu ve gastrointestinal demir

emiliminlerinde meydana gelen artma organlarda 6nemli problemlere yol agmaktadir.

Oksidatif Stres

o [ Karaciger inflamasyonu ve Siroz ]

& g Hiperkoagulabite

Y Kemik
Deformasyonu|

| Demir Yiikii Artmms Kardiyomiyopati
Talasemili Hastalar
Duodenal Demir ‘

e e
il e Endokrinopati
Etkin Olmayan Eritropoez

Kan Transfiizvonu

(420 mV/ iinite
yaklasik 200 mg demir igerir)

Sekil 1.13. Komplikasyonlari gosteren ¢izelge (Yatmark ve ark, 2014)
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1.2.2.5.1. Endokrinopati

Puberte gecikmesi, bozulmus glikoz toleransi, biiylime geriligi ve osteoporoz
gibi endokrinopatiler talesemili hastalarda olduk¢a sik gelisebilmektedir. Demir
yiikiindeki artisin sonucu olarak gonadotropin azligt meydana gelebilmektedir ve
talasemi hastalarinda sikca goriilen komplikasyonlarin basinda hipogonadizm

gelmektedir (Chatterjee ve Bajoria, 2009; Perera ve ark., 2010; Raiola ve ark., 2003).

Endokrinopatiye rastlanma nedenlerinin basinda ¢inko azligi ve 6n hipofiz
bezinin etkilenmesi bulunmaktadir. Artan demir yiikii ile 6n hipofiz bezi etkilenmekte

ve bu etkilesim ile biiyiime hormonu azlig1 izlenmektedir (De Sanctis ve ark., 2011).

Hipogonadizm biiylime siirecini etkiledigi gibi diger yandan interfetiliteye de
neden olabilemektedir. Tim bunlar géz 6niine alindiginda B-talasemi hastalari i¢in
erken tan1 ve uygun tedavi alinmasi kritik 6neme sahiptir. Diger tedavi yontemleri
arasindan yer alan hormon tedavisi biliylimenin normallesmesi ve pubertenin

uyarilmasi i¢in yapilmaktadir.

Merchant ve ark., arastirmalarinda yas araliklar1 13 ve 16 arasinda bulunan ve
%60" puberteye erisemeyen 35 talasemili hasta bulunmaktadir (Merchant ve ark.,
2011). Yaslar1 13-16 arasindan bulunan p-talasemili hastalara hormon tedavisi
uygulanmis ve hormon tedavisine ilave olarak demir yiikii artist engellenerek
hastalarin boylarinda uzama ve puberteye girisleri tespit edilmistir. Bunun yan1 sira
¢inko da B-talasemili hastalarda hipogonadizm gelismesinde kritik 6enem sahiptir
(Chatterjee ve ark., 2011; Perera ve ark., 2010). Bu sebeple hormon tedavisi alan
talasemili hastalar i¢in belirli 6l¢iilerde ¢inko takviyesi onerilmektedir (Perera ve ark.,
2010).
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1.2.2.5.2. Hipersplenizm

Dalak bagisiklik sistemizi korumasinin yani sira, yasamlarinin sonuna gelen kan
hiicrelerini  parcalayip, vicudumuzun dolasim sisteminden uzaklagmalar1 gibi

gorevleri de iistlenen bir yapiya sahiptir.

Parcalanmisg hiicreden ¢ikan demir viicut hiicrelerinin tekrar yapiminda
kullanilmaktadir. Bu sebepten dolayi, dalak olgun eritrositlerin doniistiiriilme

stirecinde kritik rol oynamaktadir.

Talasemili hastalarin bir ¢ogunda demirin geri kullanim siirecinde problem
izlenmektedir ve nihayetinde dalak giderek biiyiiylip - talasemi hastalarinda oldukca

fazla karsilasilan bir komplikasyona doniisebilmektedir.

Hipersplenizm 16kopeni, trombositopeni ve artan transfiizyon ihtiyaci ile
dogrudan baglantilhidir. Splenomegali karsilasilan hastalara kan transfiizyonu
gereksinimini  indirgemek tlizere splenektomi uygulanmaktadir. Ancak bu
uygulamanin platelet aktivasyonu (Eldor ve Rachmilewitz, 2002), ve trombin tiretimi
uyarilmasi ve hemoliz miktarinin artigi gibi 6nemli yan etkileri bulunmaktadir (Barnett
ve ark., 2008). Bu sonuglarindan dolay1 dalagin bir kismi1 ¢ikarilarak splenektominin

meydana getirecegi komplikasyon dnlenebilmektedir.

1.2.2.5.3. Infertilite

B -talasemi hastasi bayanlar incelendiginde kan transfiizyonu sonrasinda
endokrin organlarda demir yigilmasi ile ortaya ¢ikan fertilite sorunlar1 sik¢a karsimiza
cikabilmektedir. Bunun yaninda, gliniimiizde tedavilerdeki iyilesmeler ve gelismeler

sonucunda talasemili bayanlarin da hamile kalma oranlarinda artislar izlenmektedir.
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Talasemi majorlu hamile bayanlarin hemoglobin diizeyleri minimum 10 g/dL
seviyesinde tutulmalidir ve bu duruma wuygun olarak kan transflizyonlari
uygulanmalidir. (Patel ve ark., 2012). Kardiyak disfonksiyon tanis1 olan bayanlardaki
hamilelik stiresince kardiyak fonksiyonlar1 degerlendirilmelidir ve bu bayanlara klinik
degerlendirilme yapilmadan gebelik onerilmektedir (Patel ve ark., 2012; Cogliandro
ve ark., 2008).

Talasemili hastalarina hamileli esnasinda desferalla (DFO) demir selasyon

tedavi sekli uygulanmasi 6nerilmemektedir. (Origa ve ark., 2010; Patel ve ark., 2012).

Ancak karaciger ve kalpte demir birikme riski tasiyan talasemi hastalar1 sosn
desferal ile selasyon tedavi secenegi 2. trimestere yakin olarak uygulanabilir (Origa ve
ark., 2010). Gebelik sonrasinda ise bebeklere diizenli olarak kan transfiizyonlar1 ve

gerekli selasyon tedavi olanagi saglamak gerekmektedir.

1.2.2.5.4. Hepatobilyer Hastahklar

Diizenli olarak kan transfiizyonu uygulanan talasemi hastalarinda birincil demir
birikiminin ortaya ¢iktigi organ karacigerdir. Kan transfiizyon nedeniyle demir
konsantrasyonun kabul edilebilir diizeyi gegmesi dokularin harap olmasina, kollajen
meydana gelmesine ve portal fibrozise sebep olan hepatoseliiler hasarlarin olusmasina
sebebiyet vermektedir (Deugnier ve ark., 2011). Bununla daha farkli komplikasyon
diisiiniildiigline talasemi hastalarin safra keselerinde de tas olusma riski yiiksektir.

Fibrotik doku olusumunun karacigerde siroz meydana gelme riskini artirdigi
bilinmektedir. Bazi enfeksiyonlarin (Hepatit C viriisii) karaciger organinda fibrogenez
olusumunu daha da artirdig1 sdylenmeltedir. Bunun yani sira karaciger oraninda demir

konsantrasyonunun 7 mg/giin degerinden yukar1 ¢ikmasi mortalite ve morbiditeyeve
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sebep verebilmektedir (Deugnier ve ark., 2011). Bu sebepten dolayi, B- talasemi
hastalarinda demir yiikiiniin minimize edilmize kritik 6neme sahiptir. Uygun demir
selasyon metotlar1 ile karaciger organindaki demir yiikii ve fibrozisi azalma

gostermektedir.

1.2.2.5.5. Kas-iskelet Sistemi Bozukluklar:

Tedavi sirasinda kan nakli yapilan alan ve bunun yami sira diizenli demir
selasyon uygulamasi gerceklestirilen - talasemili hastalarin bir kisminda osteopeni ve
osteoporoz gibi bir takim kemik hastaligi goriilmeye devam etmektedir (Chatterjee ve
Bajoria 2009).

Talasemi hastaligi ile ilgili yapilan calismalar 1518inda talasemi major
hastalarinda bu kemik bozukluklarin meydana gelmesini bir ¢ok etken

belirleyebilmektedir.

Yogun olarak demir selasyon tedavi protokolil goren ve optimal transfiizyon alan
kemik erimesi tanis1 bulunan talasemi hastalar i¢in bifosfonat tedavi plan1 ve hormon

replasman tedavi plan1 uygulanmaktadir.

Arastirmalar neticesinde bifosfonat tedavi protokolii géren B- talasemi hasta
nifusunun kemik mineral yogunluklar1 Olclildiigiinde onemli diizelmeler tespit
edilmistir Skordis ve ark., 2008). Bagka arastirmalar da gostermistir ki hormon
replasman tedavi plani alan - talasemi hasta niifusunun ayni1 tedaviyi gormeyen kesme
kiyasla kemik yogunlugunda dnemli iyilesmeler tespit edilmistir (Lasco ve ark., 2001).
Bunun yani sira - talasemi hasta niifusuna kalsiyum takviyesi ve D vitamini de tavsiye

edilmektedir.
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1.2.2.5.6. Kardiyopulmoner Bozukluklar

Kardiyak anormallik - talasemili kisilerin 6liim sebepleri arasinda ilk siralarda
yer almaktadir. Onemle vurgulanmalidir ki demir birikimi kalp yetmezligine yol
acabileceginden,B-talasemili  kisilerin  %75'ine  yakininda 6lime  sebebiyet
verebilmeltedir ve ayrica bahsi gecen kisilerin biiyiilk bir ¢ogunluguna 25-30 yas
arasinda hayatini kaybetmektedir (Maggio ve ark., 2011). En ¢ok rapor edilen kardiyak
hastaliklar arasinda diyastolik disfonksiyonlar, pulmoner hipertansiyon, sol

ventrikiiler sistolik, perikardir ve valvulopatiler, kardiyak aritmiler gelmektedir.

Kardiyomiyopatiler endokrin disfonksiyonu, koagiilasyon anomalileri,
inflamatuar yanitta ve demir yiikiindeki artma gibi bir ¢ok sebebin neticesinde ortaya
¢ikmaktadir. Bunun yani sira demir yiikii artmasi oksidatif stres ve hemoliz - talasemi
hastalarda mortalite ve morbiditeye sebep veren sekonder pulmoner hipertansiyonun

ortaya ¢cikmasindaki pay1 biiytiktiir.

Demir yiikii artmasi B- talasemili hastalarda lipid peroksidasyon ve Reaktif
Oksijen Tirleri (ROS) olusmasina katalizleyerek ve hiicrelerin 6lmesi suretiyle
kardiyak disfonksiyonlara sebep olabilmektedir (Barnett ve ark., 2008; Morris ve
Vichinsky, 2010). Demir yiikii artmasi bununla beraber interstisyel kardiyak
hemosiderozisi pulmoner fibrozisi wuyarabilir ve pulmoner damar sagligim

etkilemektedir (Fikry ve ark., 2003).

Kardiyak komplikasyon olumsasini tesipt edebilmek igin belirte¢ gorevinde
serum ferritin tercih edilmektedir. Uygun selasyon tedavisinin verimliligi i¢in erken
teshis ¢ok onemlidir (Barnett ve ark., 2008). Optimum transfiizyon tedavi plan1 ve
selasyon tedavi planindaki uyum, kardiyak komplikasyonun engellenmesi anlaminda

kritik 6neme sahiptir. Tedavi uygulama esnasinda hemoglobin diizeyinin minimum
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9.5 g/dL, ferritin diizeyinin ise 2.500 ng/mL'den kii¢iik olmamas1 son derece onemlidir

(Cogliandro ve ark., 2008; Muncie ve Campbell, 2009)

Oral antikoagiilan ya da antiplatelet, oksijen tedavisi ve FDA (Amerikan Gida
ve Ilag Dairesi) onayli pulmoner hipertansiyon ilaclar1 o6zellikle pulmoner
hipertansiyonu olan B- talasemi hastalara uygun yardimci tedavi planlar1 arasinda
sayilabilir (Barnett ve ark., 2008; Cogliandro ve ark., 2008; Fikry ve ark., 2003; Morris
ve Vichinsky, 2010).

1.3. Metaller

1.3.1. Tamim

Metallerin en 6nemli gorevleri arasinda hiicre biiyiimesine yardimci olmak,
hiicrelerin gelisim sathasinda destek olmak (Valko ve ark., 2006) ve hiicrelerin 6nemli
faaliyetlerini gergeklestirebilmek adina pek ¢ok biyolojik olay gelir. Metallerin bir cok
transkripsiyon faktoriinii aktive edip hiicrelerin dongiisiiniin, kanser fenotipi ve
proliferasyonun ve karakteristik ozellik olarak karsimiza ¢ikan farklilasmanin

diizenlenmesinde kritik gorevleri vardir (Evan ve Vousden, 2001).

Metaller iki boliimde incelenebilir. Bunlar; esansiyel olanlar; ¢inko (Zn), demir

(Fe), bakir (Cu) ve esansiyel olmayanlar; kadmiyum (Cd), civa (Hg), kursun (Pb).

Metal (Zn,Fe,Cu) azlig1 veya metale asir1 maruz kalma olaylar1 insan saghigi
acisindan Onemli etkilere sebebiyet verebilmektedir. Bu sebepten dolayi insan
viicudunda belli bir seviyede olmasi gerekmektedir ve homeostazinin saglanmasi
adina metal iyonu alimi, metal iyonunun depolanmasi ve bu iyonlarin atilmasi etkin

bir mekanizma vasitasiyla diizenlenmesi gerekmektedir (Bertini ve Cavallaro, 2008).
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Bununla birlikte bir metalin yapacagi etki, insan viicudundaki emilimi, metal dagilima,
fizyolojik olaylarla etkilesim derecesi ile tespit edilmektedir (Abbaspour ve ark.,
2014).

1.3.2. Demir

Tarihin ilk zamanlarindan bu yana demirin hastaliklar bakimindan énemli bir
metal oldugu bilinmektedir. Tip alaninda ilk kullanim ise Yunanlilar, Misirlilar ve

Romalilar tarafindan uygulanmistir (McDowell, 2003; Wood ve Ronnenberg, 2006).

Onyedinci yiizyilda kloroz tedavisi siirecinde demir kullanilirken inorganik
demirin hemoglobin sentezi siirecindeki gerekliligine dair kritik gelismeler 1932°de
gerceklesmistir (Guggenheim ve Martin, 1995). Bunun yaninda uzun siire demirin
oksijen transportundaki ve hemoglobin yapimindaki rolii bilinmektedir (Underwood,
1999; Yip ve ark., 1996). Demir elementi hem enzimlerinde, miyoglobin veya
hemoglobin gibi hem bilesiklerinde yer aldig1 gibi flavin demir enzimleri, transferrin

ve ferritin gibi non-hem bilesikler de bulunmaktadir (McDowell, 2003).

Insan viicudu igin ¢ok kritik bir element olarak bilinen demir sistemik ve
hiicresel diizeyde olusan pek ¢ok biyolojik olayda kritik gorev iistlenmektedir. Demir
elementi dokulara oksijen goétiiriilmesinde, ayrica enerji iiretiminde, esansiyel
reaksiyonlarin katalizinde gorev yapan enzimlerin fonksiyon ve yapisinda yer
almaktadir. Bununla beraber demir spesifik kimyasal 6zelligi sebebiyle serbest radikal
olusmasinda da énemli rol iistlenmtektedir (Da Silva ve Williams, 1991). Ornek
olarak, ROS varliginda, membran protein ve lipitlerine, niikleik asitlere zarar vermekte
olan reaktif hidroksil radikallerinin meydana gelmesini katalizlemektedir (Halliwell
ve Gutteridge, 1990). Bu sebepten dolayi, yeryiizii izerinde bol miktarda bulunan bir
demir elementinin konsantrasyonu yasam anlaminda sinirlayici bir faktor olarak
karsimiza g¢ikmaktadir (Wood ve Ronnenberg, 2005; Quintero Gutiérrez ve ark.,
2008).
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1.3.2.1. Demirin Viicutta Dagilim

Demir elementinin her canli i¢in dnemli bir besin 6gesi oldugu bilinmektedir.
Insan viicudundaki toplam demir elementinin dagilim yiizdesi incelendiginde, %10"a
yakin kesimi kas liflerinde (miyoglobin), sitokrom ve enzimlerde diger kesimiyse depo
seklinde karaciger organinda yer almaktadir. %60 oranindan daha biiyiik kesmini
olusturan yiizde incelendiginde ise, kemik iliginde 300 mg, kirmiz1 kan hiicrelerinde
1800 mg,, dalak retikiiloendotelyal makrofajlarda 600 mg demir bulunmaktadir
(Hentze ve ark., 2004). Normal diyetin 20 miligram civarinda demir igerdigi
bilinmektedir. Intestinal mukoza hiicre gruplarinin parcalanmasi ve menstriiel evre
esnasinda olusan kayiplarin telafisiyle denge korunmasi i¢in diyetle temin edilen

demir elementinin 1-2 miligram1 emilmektedir.

Bu sebepten dolay1r demir elementinin internal geri doniisiimii diisiiniildiigiinde
eritropoez ve kemik iligi kritik rol oynamaktadir (20-30 mg) (Andrews ve ark., 1999;
Munoz ve ark., 2009; Siah ve ark., 2006) (Sekil 1.14).

Giinliik diyet
15-20 mg demir igernir
) Transferin
.4 ""\ (demir tastyicist)
L = Demir kayb1 ortalama
@ ) 1-2mg -~ / 1-2 mg/giin
g_) demir
absorbe
5-15%
10-20% '
Hemoglobin 8’\ i ;
Eritropoez (ai Ser prosesler
©
Ferritin
(Depo)

Sekil 1.14. Demir kullanimin1 gésteren ¢izelge (Abbaspour ve ark., 2014).
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Saglikli bireyin ve hiicresel rejenerasyonu ve protein sentezi yapmak adina

ihtiya¢ duydugu demir miktar1 25 ila 30 miligram arasindadir.

Babhsi gecen demir ihtiyacuin ¢ok biiylik bir kism1 dalak makrofajlar1 vasitasiyla
olgun eritrosit geri doniisiim yontemiyle karsilanmaktadir. Kiiglik bir kismi ise
deskuamasyon ve kan kayibi1 ve gibi demir kaybedildigi durumlarda bunu telafi etmek
adma diyet ile tedarik edilmektedir. Bunun yan1 sira giinliik demir tiikketiminin ¢ok
biiyiik bir kismi1 kirmizi kan hiicrelerinin eritropoetik dokularda iiretimi esnasinda

olusmaktadir (Zhang ve ark., 2014).

Demir elementinin yeterli miktarda bulunmadig1 zamanlarda viicut ihtiyaci i¢in
gereken enerjinin kesilmeden tiretimi, DNA onarimi ve hiicrelere icin gerekli oksijenin
nakli gibi birgok hiicresel islevde 6nemli hasarlar olugsmaktadir (Andrews ve Schmidt,
2007). Bunun yan1 sira, demir elementi, reaktiftir ve insan viicudunda 6nemli miktarda
yer almasi hiicrelerde hasar yol agmaktadir (Prohaska ve ark., 2012). Bu sebeple demir
elementinin eksik ya da fazla miktarlarda olmasi hiicrelere hasar verebileceginden
onemle diizenlenmelidir (De Domenico ve ark., 2008). Demir homeostazi memelilerin
hiicresinde demir elementinin alimi, tasinmasi ve depolanmasma ile ilgili

diizenlemelerle olusmaktadir (Hentze ve ark., 2010).

1.3.2.2. Demir Metabolizmasi

Sistemik demir homeostazi duodenumdan demir emilimi, dalak makrofajlar
vasitastyla demir elementinin geri doniismesi, eritropoez vasitasiyla iliklerde demir
elementinin kullanilmas1 ve karaciger organinda demir elementinin depolanmasiyla
oldukca yakindan ilgilidir. Bundan dolayidir ki demir elementinin emilimi ve bunun

nedeni faktorler kritik Gneme sahiptir (Zhang ve ark., 2014).
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Insanlarda, deskuamasyon, ter ve idrar vasitasiyla meydana gelen demir
azlhigmin giderilmesi sebebiyle giinliik ortalama 1-3 miligram demir emilimi meydana
gelir. Memelilerde demir elementinin atilimiyla alakali fizyolojik olaylarin meydana
gelmesinde bazi eksiklikler bulunmasina karsin intestinal demir absorbsiyonu gayet
1yi diizeyde diizenleyen bir prosestir. Demir emilimin en ¢ok yapildig1 alan duodenum
ve jejenumun st kisimlar olmakla birlikte gastrointestinal kanalin biitiin bolimlerinde
absorbe edilebilmektedir. Bagirsaklarin alt kisimlarinda demir emilimi gitgide
diismektedir. (Hagar ve ark., 2002). Bunun yani sira diyetle alinan non-hem demirin
(ferrik demir) enterositlere absorpsiyonu membrana bagl ferric rediiktaz (duodenal
sitokrom b; CYBRD1; DCYTB) vasitasiyla ferrik demirin (Fe+3) ferrdz yapiya yani
Fe+2 sekline doniistiiriilmesi sonrasi divalent metal tasiyici 1 (DMT1) vasitasiyla
meydana gelir (Sekil 15). Demirin Fe+3 formu suda ¢oziinme yetisine sahip degildir

ve ferr6z forma doniistiiriilerek suda ¢oziiniir hale dontistiiriilmelidir.
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Sekil 1.15 . Hiicresel demir homeostazinin kontrolii (Anderson ve ark., 2012).

Hiicresel demir ya ferritin seklinde depolanir ya da transferrine baglanip dolagim
sistemine dahil olmak {izere bazolateral tasiyan olan ferroportin 1 vasitasiyla

taginmaktadir. Demir elementinin transferi membrana bagli multicopper oksidaz
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hephaestin vasitasiyla oksidasyonuna baglidir. Hephaestin vasitasiyla yeniden Fe+3

sekline degistirilerek plazma transferrine (Tf) baglanmasi saglanmaktadir.

Diferrik Tf (Tf-Fe(Ill)) hiicre yiizeyindeki transferrin reseptor 1 (TfR1)'e
baglanmasindan sonra Tf-Fe(llI)-TfR1 kompleksi klatrin aracili endositoz ile hiicre

i¢ine alinmaktadir.

Endozomal asidifikasyon sonras1 (pH degeri 5.5 degeri altin) Tf'den ferrik demir
kopar ve bir metalloreduktaz olan STEAP3 araciligyla indirgenerek DMT1 tarafindan
sitoplazmaya taginmaktadir. Sitozolik demir, demir tasiyan proteinlerin olusturulmasi

(Fe-S kiimeleri ve hem biyosentezi) i¢in mitokondri kullanilir.
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Viicut demir depolar1 ve eritropoez yeterli miktarda bulundugunda, enterositten
demir tasinmast hepsidin aracili internalizasyon ve ferroportin degredasyonu ile azalir
ve bunun yerine demir ferritin olarak depolanir. Ferritindeki demir elementi ii¢ giin
igerisinde intestinal hiicrelerin deskuamasyonuyla kaybolmaktadir. Dolasimdaki
demirin kritik bir parcasini retikiiloendotel makrofajlar vasitasiyla yasam siiresini
tamamlamis eritrositlerin yikimi sonrasinda meydana gelen hem geri doniistimii
saglamaktadir. Hem molekiiliinden ayrilan demir dolasima ferroportin vasitasiyla
dahil olmaktadir ve apoTfe baglanarak hemoglobin sentezi gergeklestirmek igin
kemik iligine tasinmaktadir. Artmis hepatik demir depolar1 ve inflamasyon hepsidin
tiretim miktarin1 fazlalastirmaktadir. Hepsidin, plazma demir miktarin1 indirgemek
icin  retikiiloendotelyal —makrofajlar ve intestinal hiicrelerde  ferroportin

degredasyonuna aracilik etmektedir (Anderson ve ark., 2012).

Demir hemosiderin ve ferritin seklinde oncelikle dalak, karaciger ve kemikte
depo edilmektedir (Wood ve Ronnenberg, 2006). Demirin 6nemli bir boliimii evrimsel
siirecte gayet 1yi bir sekilde muhafaza edilmis bir demir baglayici protein olan ferritine
baglanmaktadir (Nadadur ve ark., 2008) Bu nedenle serum ferritin konsantrasyonu
total viicut demir depolari ile koreledir (Hunt, 2001). Dolayisyla demir depolarim

incelemekte kullanilan en iyi laboratuvar aracidir.

Cinko, kursun, kobalt ve manganez gibi bazi agir metaller demir ile intestinal
emilim yolag: icin yargirlar. Demir azlif1 ¢ogu zaman kursun intoksikasyonu ile
birlikte bir arada izlenmektedir ve bu etkilesim kiiciik yastakilerde cok dnemli tibbi
komplikasyonlara sebebiyet vermektedir (Piomelli ve ark., 1987). Kursun demir
metabolizmasi igin tehlikeli bir unsur olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Goyer, 1993).
Kursun absorpsiyonu DMT1 vasitasiyla olusur ve demiri yarigmali olarak inhibe eder.
Bunun yam sira, kursun hem biyosentezi gibi demir bagimli metabolik bir dizi
basamagi engel olusturmaktadir. Bu ¢ok yonlii etkiler 6zellikle kiigiik yastakilerde
kritik 6neme sahiptir. Ciinkii kursun anemiye neden olmamaktadir fakat bilissel

gelisimin azalmasina sebep olmaktadir. Bunun yaninda kursun bazi bdlgelerde yeralti
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suyunda ve toprakta yiiksek diizeylerde bulunmaktadir. Bu sebepten dolayr kiigiik

yastakilerin sagligin1 bozabilecek 6nemli bir metal olarak degerlendirilir.

1.3.2.3. Demir Toksisitesi

Demir DNA sentezi, oksijenin taginmasi ve solunum gibi hiicresel olaylara

katilan proteinlerin prostetik grubu oldugundan organizmada 6nemli goreve sahiptir.

Demir azlig1 hiicresel proliferasyonun bozulmasina neden olurken, hiicresel
demirin st seviyelerde olmasi lipitlere, DNA ve proteinlere zarar veren serbest
radikallerin {iretimini katalizlemektedir. Insanlarda iist seviyelerde hiicresel demir
birikimi siroz, diabetus mellitusa ve kardiyomiyopatiye sebebiyet vermektedir
(Fleming ve Ponka, 2012).

Insan beyninde ¢ok fazla demir yigilmasi Parkinson, Alzheimer gibi énemli
norodejeneratif hastaliklar ile birlikte Friedreich's ataksi (FA) benzeri bir¢cok kalitsal
norodejeneratif hastalikla da baglanti gostermektedir (Fleming ve Ponka, 2012;
Madsen ve Gitlin, 2007). Bununla birlikte, demir azligi yetiskin bireylerde anemi,
kiiciik yastaki bireylerde kognitif hasarlara sebebiyet vererek diinya capinda
milyonlarca insan1 etkilemektedir. Bu sebeple, hiicresel demir igerigi demir
seviyesinin (az ya da fazla) olumsuz etkilerini engellemek igin dar bir aralik igerisinde

bulunmalidir.

Demir elementi biyokimyasal olaylarda gorev alan enzimlerin kofaktorii olarak
gorev yapar ve ayrica redoks tepkimelerinde de gorev alan kimyasal bir katalizordiir.
Demir Fe+3 ve Fe+2 seklinde olup elektron vericisi ve alicist olarak gorev yapar
(Kalinowski ve Richardson, 2005). pH ve diger kimyasal 6zellikler demir elementinin

hiicredeki biyokimyasal fonksiyonlarini etkilemektedir. Fe+3 fizyolojik oksijen
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konsantrasyonlarinda biyolojik komplekslerinin en kararli formudur. Redoks
potansiyeli (Eh) demir ve diger biyomolekiil kompleksinin gorev yaptigi

reaksiyonlarda kritik gérev yapmaktadir.

Biyolojik bir oksidan araliginda demirin Eh degeri +820 mV iken rediiksiyon
degeri —320 mV'tur. Ayrica redoks tepkimeleri geri doniisiimlii bir prosestir (Aisen ve

Wessling-Resnick, 2001).

Demir Haber Weiss ve Fenton reaksiyonlari araciligi ile siiperoksit (O2),
hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikallerini (OH") i¢eren ROS olusumunu
katalizlemektedir (Sekil 1.16).

Fe3*+ 02._ <> FeZ + 02
Fe2* + H,0, —> Fe3* + HO* + OH- Fenton Reaksiyonu

0, - + H,0,6—> 0O, + HO*+ OH~ Haber-Weiss Reaksiyonu

Sekil 1.16 Demir elementinin varlifinda Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari
neticesinde OH- radikal olusumu (Halliwell ve Gutteridge, 1990 yilindan itibaren
uyarlanmustir).

Serbest durumndaki radikallerin fazlalagmasi sonrasi olusan oksidatif stres
biyolojik makromolekiillerde metabolik zararlara neden olmaktadir. B-talasemili
hastalarda oksidatif stres bircok etkene gore olusmaktadir. Ornegin serbest,
eslesmemis ve stabil durumda olmayan globin alt tiniteleri protein agregasyonu ve
DNA hidroksilasyonuna sebep olan (027 ve (OHY) radikallerini meydana
getirmektedir. Bunun yami sira OH-radikalleri membran iskeletinde lipit
peroksidasyonuna, deformabiliteye, ve membran hasarina sebebiyet vermektedir
(Sekil 1.15) (Comporti ve ark., 2002).
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Sekil 1.17. ROS olusmast ve zararlart (CAT: Katalaz, GSH: Indirgenmis glutatyon,
GSSG: Oksitlenmis glutatyon, SOD: Siiperoksit dismutaz, GPX: Glutatyon
peroksidaz, GR: Glutatyon rediiktaz) (Henrotin ve ark., 2009).

Normal kosullarda plazmadaki demir transferine baglanama seklinde
taginmaktadir. Agir transfiizyon hastalarinda transferinin demir baglama kapasitesi
gecildiginde plazma kompartmaninda hem plazmada transferine bagli olmayan serbest
demir ve Kararsiz demir havuzlari meydana gelmektedir. Bu sebepten dolayi
transferrin kapasitesi gastrointestinal sistem veya retikiiloendoteliyal hiicre kaynakli

demir elementi i¢in siirlayici bir etken olarak karsimiza ¢ikar (Porter, 1997).

Plazmada transferrine bagli durumda olmayan serbest demir, karaciger, kalp ve
endokrin organlar gibi bir cok yapida zarar yol agabilmektedir. Ornek olarak, kalpte
demir y1gi1lmasi oksidatif stres ve hiicresel hasara sebebiyet vermektedir (Kremastinos
ve ark., 1984; Schellhammer ve ark., 1967; Sonakul ve ark., 1988). Demir yiiklemesi
olan hemosiderotik f- talasemi hastalarin %60’ma yakininda kalp yetmezligi
neticesinde 6liim meydana gelmektedir (Aldouri ve ark., 1990; Bannerman ve ark.,

1967; Kremastinos ve ark., 1995). Metallerin hem enzimatik reaksiyonlarda hem de
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oksidatif streste dnemli rol oynamasi mitokondride de kritik 6neme sahip olmasina

sebep olmaktadir.

Mitokondri canli hiicrelerinde enerji iireten primer organeldir. Bu enerjinin
tiretimi demir ve siilfiir-demir baglantili sitokromlarin gorev yaptigi enzimatik
kompleksler araciligi ile olustugu i¢in mitokondri oksidatif zarara ciddi oranda duyarh
bir organeldir. Bunun yani sira kalp mitokondri anlaminda zengin bir organdir ve
kardiyak fonksiyonlarin meydana gelmesinde demir gibi metaller 6nemli gorevler
tistlenmektedir (Rines ve Ardehali, 2012). Kalp hiicrelerinde normal seviyelerin
iistiinde demir yigilmasi neticesinde miyokardiyal islemlerin degismesi ve Fenton
reaksiyonlar1 ile hidrojen peroksitin DNA hasarina sebep olur (Andrews, 1999;
Bartfay ve Bartfay, 2000). Demir yiiklemesi olan -talasemi majorlu hastalarda tespit
edilen kardiyak disfonksiyonlarin tedavisi icin etkin demir selasyon metotlar

denemelidir (Freeman ve ark., 1989).

Sitozolik kararsiz demir havuzlart Fe*? ve Fe™ formlarindan meydana
getsrmektedir ve redoks kapasitesini belirlemek anlaminda 6nemli gorevi bulunur
(Esposito ve ark., 2003; Hershko ve ark., 2005). Redoks-aktif demir formlar1 igin
kavsak islevinde olan kararsiz demir havuzlari ROS iiretimini 6nemli derecede
etkilemektedir ve demir yiiklindeki ylikselis bu havuzlarin meydana gelmesine katki

saglamaktadir (Katerelos ve ark., 1979).

1.3.3. Kursun

Yeryiiziinde dogal olarak goriilen ve mavi gri renkte olan kursun elementi
periyodik cetvelde IVA grubundadir. Kursun elementinin (Pb), atomik agirlig1 207.19,
atom numarasi 82, kaynama noktasi 1740°C, yogunlugu 11.3 g/cm3 ve erime noktasi

327.5°C'dir (Bergdahl ve Skerfving ve, 2008). 208, 206, 207 ve 204 atom agirliklariyla
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4 dogal izotop formu vardir. Bu izotop oranlart mineral kaynaklar anlaminda ¢esitlilik

gosterebilmektedir.

Kursun metabolik islevi bulunmayan ve dogada oldukca fazla bulunan bir
elementtir. Tarih siireci i¢inde bilinen en eski metallerden biri olan kursun kolay sekil
almasi, islenmesinin kolay olmasi ve paslanmaya karsi direngli olmasi gibi
Ozelliklerinden dolay1r ¢ok eski c¢aglardan beri siklikla kullanilmaktadir. Dogada
nadiren metal formda bulunan kursun, genellikle iki veya daha g¢ok elementle
birleserek kursun bilesiklerini meydana getirmektedir. Kursun ve alasimlarinin ise
radyasyon yalitimi, boru izolasyonu, mithimmat yapimi, akii yapimi ve pil yapimi
olmak iizere modern endiistride de 6nemli bir yeri vardir. Bununla birlikte endiistriyel
acidan 6nemi bulunan organik kursun bilesikleri tetra metil kursun ve tetra etil

kursundur (ATSDR, 2007).

Kursuna maruz kalma cesitli kaynaklar ile meydana gelebilmektedir. 1995 yili
oncesinde kursuna maruz kalmanin en yaygin sekli konserve kutularindaki kursun
lehim olarak saptanmistir ve daha sonraki yillarda yemek saklama kutularinda kursun
miktarini sinirlayan yasalar yliriirliige girmistir. ABD’de bu kapsamda uzun zamandan
beri tercih edilmemesine ragmen ¢ogu iilkede kullanimi giiniimiizde siirmektedir.
Diger bir 6nemli neden ise kursun igeren boyalardir. Yapilan ¢alismalar 1sunda gore
Amerika Birlesik Devletleri’nde 2002 yili itibariyle 38 milyon hanenin %60’dan
fazlasinin kursun igeren boya kullandig1 tespit edilmistir. Bu boyalarin dermal yolla
temas1 veya solunmasi toksik etkilerin ortaya cikmasina sebep olabilmektedir

(Toscano ve Guilarte, 2005).

Kursun metaline maruz kalma durumu su kaynaklarindan oldugu gibi kursun ve
alagimlarin1 icinde barindiran su borulardan da dogabilir. Son g¢alismalar 15181inda
Amerika Birlesik Devletleri'nin DC bélgesinde bulunan evlerin %20’sine yakininda

kursun bulunan su borularinin bulundugu ve bu hanelerde ikamet edenlerin %30’una
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yakininin kan kursun diizeylerinin 5 pg/dl' den daha fazla oldugu kaydedilmistir.
Bunun yani sira bu diizeyin kiigiik yastakilerde biligsel hasara sebebiyet verebilecek

derecede fazla miktarda oldugu tespit edilmistir (Toscano ve Guilarte, 2005).

Kursun ile kontamine olan toprak iglenmesi ise diger kaydedeger kaynaktir.
Amerika Birlesik Devletlerinde 1923 ve 1986 yillar1 arasinda kursunlu benzin
kullanilmasi neticesinde 4 milyon tondan fazla kursunun topraga ve atmosfere ve
karistigi ve kursun metalinin %90'!ndan fazlasinin atmosferde depolandigi rapor
edilmistir (Brochin ve ark., 2014). Cesitli yaptirnmlar sayesinde sanayide islenen
kursun diizeyi minimize edilerek boyalar %0.06'dan ¢ok, benzin ise 0.1g/L'den daha

¢ok kursun igermemektedir (Markowitz, 2000).

1.3.3.1. Kursunun Metabolizmasi

Kursunun viicuda girmesi dermal, solunum ve sindirim vasitasiyla olmaktadir.
Fetusa giris ise plasenta araciligiyla meydana gelmektedir (Goyer, 1990). Anorganik
kursuna maruz kalma dermal, solunum ve sindirim araciligiyla meydana gelirken,
organik kursun bilesikleriyla maruz kalma dermal yolla absorbsiyon neticesinde
meydana gelebilir. Dermal ve solunum yolla maruz kalma daha ¢ok mesleki sebeplerle
olusurken primer maruziyet daha ¢ok kursun ile kontamine olan besin tiiketimiyle

olugmaktadir (Goyer, 1996).

Kursunun viicuda absorpsiyon seviyesini maruz olunan kaynak ve o6zellikleri,
maruz kalan kisinin yasi, partikiil biiylikliigl, genetik 6zellikleri, cinsiyeti, beslenme
aliskanliklarina baglidir (ATSDR, 1999). Beslenme aliskanliklar1 kursun emilimi ve
zehirlenme potansiyelini farkli diizeylerde etkilemektedir. Cinko, kalsiyum ve demir
gibi elementler kursunun emiliminde ¢ok 6nemlidir. Bunun yani sira vitamin D ve
demir eksikligi diyetle beslenme kursun emilimi miktarini fazlalastirmaktadir (Goyer,

1996).
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Kan dolagiminin igine giren kursunun baglandig1 yer eritrositlerdir ve buralarda
taginir. Emilen kursunun %98-99’u 20-40 giin civarinda kan dolagiminda eritrositlere
bagl halde olur (Silbergeld ve ark., 1988). Dolasimin igine giren kursun bobrek,
karaciger, dalak ve akciger gibi yumusak dokular ve dis ve kemik gibi mineral doku
olmak kaydiyla iizere 2 kompartmana yonelmektedir (Rabinowitz, 1991). Kursun
biiyiik oranda kemikte depolanmaktadir ve yasin artmasiyla beraber kemikteki kursun
orant % 902dan fazla artis gosterebilir. Kemikte bulunan kursun internal kursun
maruziyetinin kaynagi ve depo merkezi olarak kan kursun seviyesi tizerine kritik bir
etkiye sahiptir Bunun yani sira kursunun insan viicudundaki birikim alani yillar
gectikce degisebilir. Kemik i¢inde saklanan kursun gebelikte ve emzirme periyodunda

bebegi etkilemektedir (Silbergeld ve ark., 1988).

Kursun solunum araciligiyla alinirken partikiillerin biiyiikligii, ventilasyon
degeri ve bilesigin biyolojik sivida erime 6zelligi ¢ok dnemlidir. Solunum araciligryla
absorbe edilen kursunun bir boliimii savunma sistemi ile tutularak atilirken bir bolimii

de absorbe edilerek kan dolagima gegmektedir (ATSDR, 1999).

Bobrekler emilen kursunun isan viicudundan uzaklastirilmasinda son asamay1
olusturmaktadir. Bunun yan sira gastrointestinal sekilde, safra, tlikriik, tirnak ve sag

ile de eleminasyon olmaktadir.

1.3.3.2. Kursun Toksisitesi

Kursun toksisitesi kardiyovaskiiler, renal ve iireme sistemleri dahil olmak iizere

viicudun birgok sistemi iizerinde 6nemli etkilere sebebiyet vermektedir (Sekil 1.18).
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Sekil 1.18. Kursuna Maruz Kalma Yollar1

1.3.3.2.1. Merkezi Sinir Sisteminde Kursun Toksisitesinin Etkisi

Kursunun en kritik ve zararli etkileri merkezi sinir sisteminde goriilmektedir.
Kursun sinir sisteminde beyin plastisitesinin olusmasinda etkin rol iistlenen N-metil-
D-aspartat reseptoriinii bloklar ve bu reseptoriin bloklanma asamasi uzun periyotlu
potansiyasyonda kesinti meydana getirmektedir. Sonug olarak yeni 6grenilen bilgilerin
saklanmast kosnusunda sikint1 yaratmaktadir. Bununla birlikte artmis kan kursun

seviyeleri kan beyin bariyeri islevleri anlamainda kritik etkilere sebebiyet vermektedir.
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Beynin ekstraselliiler ortaminin diizenlenmesinde 6nemli rolii olan kan beyin
bariyeri sistemi, sik1 baglantilarla bagli endotelyal hiicrelerden meydana gelmektedir
ve bahsi gecen endotelyal hiicreler astrositlerle ¢evrelenmis durumdadir. Arastirmalar
kursun zehirlenmesinin astrositler ve endotelyal hiicreler arasi haberlesmede kritik

gorevi oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Brochin ve ark., 2014).

Artmis seviyede kursun maruziyeti esnasinda kan beyin bariyeri sistemi plazma,

beynin intersitisyal bolgelerine ilerler ve akabinde 6dem olusur.

Odem geri déniisiimii olmayan beyin hasarlarina sebebiyet verebilmekte asiri
basing yiikselmesine yol agabilmektedir (Brochin ve ark., 2014). Bununla birlikte buna
benzer beyin hasari dikkat daginikligma yol agabilirken, gorsel-motor muhakeme
yetenegine, sosyal davraniglarina, okuma ve matematiksel yeteneklerinde de sorunlara

yol agabilir (Toscano ve Guilarte, 2005).

1.3.3.2.2. ikincil Haberci Sistemi Uzerine Kursun Toksisitesinin Etkisi

Hiicresel seviyede gergeklestirilen ¢ok sayida arasgtirma kursunun hiicresel
haberci sistemlerini etkiledigi hipotezini giiglendirmektedir. Ikincil habercil sistemleri
genellikle proteinler, aminler, ve peptidler gibi non-steroid hormonlari1 kapsamaktadir.
Adi gegen hormonlar hiicrelerin iizerinde bulunan spesifik reseptor alanlarini
etkilemektedir. Bahsi gecen etkilerini hiicre membran proteinlerinin aktivitesinde ve
hiicre icinde biyokimyasal degisikliklere neden olarak gostermektedirler (Butler ve
ark., 2007). Bunun yan1 sira ¢alismalar sonucunda kursunun kalsiyum (Ca*?) ile yer

degistirebilecegi tespit edilmistir.
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Ca*?un hiicre ici konsantrasyonlar: artis1 bilyilk cogunlukla endoplazmik
retikulumda saklanan kalsiyumun salinmasiyla ya da hiicre membranindaki kalsiyum
kanallarinin agilmasiyla olur. Her 2 durum G-proteinin uyarilmasiyla meydana
gelmektedir. Birincil habercilerin baglanma alanina baglanma sonras1 G-proteini hiicre
membranin hiicre i¢ tarafina dogru olan yiiziine baglanir ve aktif hale gelmektedir. Bu
durum kalsiyum kanalinin agilmasini uyarir ve hiicre disindaki kalsiyum hiicreye
girerek kalmodulin ile birlesmektedir (Nussey ve Whitehead, 2001). Kalmodulin
inflamasyon, metabolizma, apoptoz, kas kasilmasi, hiicre i¢i tasinma ve immiin yanit
benzeri birgok hiicre igi islevi etkilemekte ve uyarmaktadir. Kursun hiicre i¢i Ca*?

konsantrasyonunun fazlalagmasina neden olan bu 2 yolu da etkileyebilir.

Kursunun kalmoduline baglanma siirecini inceleyen bir ¢alismada kursunun
kalmoduline yonelik daha fazla bir afiniteye sahip oldugu ve az diizeylerde dahi
baglanabildigi saptanmistir (Kursula ve Majava, 2007). Ayrica kalmodulin 4Ca*?
baglanma alanina sahiptir. Kursun yalnizca bahsi gecen bdlgelere baglanmakla
kalmamakta ve bu siirecte kalsiyumun baglanamadigr 2 sinif kalmodulin baglanma

alanlarina da baglanmaktadir.

Protein kinazlar fosfat gruplarmi ATP molekiillerinden protein substrat
molekiillerine aktarmaktadir ve bu fosforilasyon neticesinde de substrat molekiiliiniin
formu degismekte, inaktif formdan aktif forma donlismektedir. Bir sonraki asamada
bu aktif proteinler daha ¢ok enzimi aktif etmek, membran gegirgenligini degistirmek,
belirli proteinlerin sentezini ve metabolik yolaklari uyarmak ya da inhibe etmek gibi
bir ¢ok hiicresel igslemleri degistirmektedir (Butler, 2007). Dolayisiyla kalmoduline
kalsiyum yerine kursun baglanmasi protein konformasyonunu degistirmektedir
(Simons, 1986). Bu durum ise protein kinazlarin aktivasyonunu degistirecek etkiye

sebebiyet verebilmektedir (Sekil 1.19).

44



Kalsiyum kanalt

Homon
O | Gprotein
\

N p —OEndoplamﬁk——'AKalmodu]in + o2

Z %

T Enzim Gen
aktivitesi l transkripsivonu

Sekil 1.19. Kursunun kalmoduline baglanmasi (kalsiyuma alternatif olarak) (PLC:
Fosfolipaz C ; PIP2: Fosfatidilinositol 4,5-bifosfat; IP3: Inositol trifosfat; DAG:
Diagilgliserol) (Nussey ve Whitehead, 2001).

1.3.3.2.3. Utero Doneminde Kursun Toksisitesi

Kursun toksisitesinin muhtemelen en 6nemli ve zararl siireci utero donemidir.
Utero siireci boyunca fetiis gelisim durumundadir ve bu nedenle kendini ¢ok fazla
koruyamamaktadir. Bu sebepten dolayr hastaliklara ve toksinlere duyarliligi bu
periyotta daha ¢oktur. Bu siire¢ zarfinda kursuna maruz kalma ileriki yaslarda ¢ocugun
ysaamini etkileyebilecek kritik gelisimsel ve ndrolojik problemler getirebilmektedir.
Bahsi gecen belirtilerin kisa zamanda goriilmesinden bahsedilmese dahi utero
periyodunda kursuna maruz kalan bir kisi hayatinin sonraki asamalarinda yiiksek
ihtimalle kriik merkezi sinir sistemi problemleri tecriibe edecektir (Brown ve ark.,
1990).
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Kursun gebelik esnasinda plasenta araciligiyla annenin kan dolasimindan
bebegin kan dolasimina rahatlikla gegme kabiliyetine sahiptir (Crocetti ve ark., 1990).
Ciinkii anne kan diizeyi ile kordon kan diizeyleri arasinda giiglii bir korelasyon vardir

ve kursun gecisi ile gobek kordon kan akim hizi arasinda dogrusal iliski vardir.

Kan beyin bariyeri gelisim siireci dogum siirecinden yaklasik olarak 6 alt1
sonraya kadar devam etmektedir (Brochin ve ark., 2014). Bu anlamda kursun metali

toksisite riski dogumun gerceklesmesini takip eden periyotta da devam etmektedir.

Kursun zehirlenmesinden fetiis disinda en fazla etkilenenler kiiglik yastaki
bireyler, gebe kadinlar ve kursun element ile temasi olan meslek alanlarinda gorev
yapan kisilerdir. Kiiciik yastakilerdeki maruziyet nedenleri icerisinde davranissal
karakterleri (hijyen anlaminda dikkatsiz davranmalari, ellerini dikkatt etmeden daha
fazla agizlarina gotiirmeleri), beslenme eksikliklerinde karsilasian yayginliklar
(vitamin D ve kalsiyumdan az beslenme gastrointestinal sistemden kursun emilimini
cogaltir) ve yetigkin bireylere nazaran kursun elementi i¢in ndrolojik ve hematolojik
unsurlarin daha minimal esik diizylerdee meydana gelmesi yer almaktadir
(Brunekreef, 1985). Bunun yam sira kiiclik yastakilerde biiylime periyodu siiresince
kursun zehirlenmesi daha ¢ok biligsel ve 6grenmede goriilen bozuklik ile baglantilidir.
Kursun N-metil-aspartatin (NMDA) baskilanmasina sebebiyet vermektedir. NMDA
reseptorleri ise insan beynini gelisimi ve sinaptik plastisitede en ¢ok hippokampiisiin
uzun siireli potansiyasyonu agisindan olduk¢a 6nemlidir (Gularte ve McGlothan,
1998).

Yetigkin bireylerde kursuna maruz kalma, tireme, yliksek tansiyon, sindirim ve
bosaltim sistemi problemleri ile eklem ve kas agrilar1 dahil bir ¢ok problemle ortaya

¢ikabilmektedir (Sekil 1.20).
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Sekil 1.20. Kursun zehirlenmesi (Klinik gosterim)

Kursun toksisitesi yetiskin bireylerde de hafiza ve konsantrasyon sorunlarina
sebebiyet vermektedir (Brochin ve ark., 2014). Yapilan arastirmalar 1s1¢inda kursuna
cevresel maruziyet yetiskin bireylerde biligsel fonksiyonlar anlaminda kalic1 etkiye
sahip oldugu tespit edilmistir (Shih ve ark., 2006). Bunun yani sira kursun Parkinson

hastalig1 ve amyotrofik lateral skleroza da yol agabilmektedir.

Klinik anlamda kursun toksisitesine anemili yetiskin bireylerde ve kiigiik
yastakilerde rastlanabilmektedit. Kursun formasyonunu etkiledigi gibi, mikrositik
anemiye de sebebiyet vermektedir. Kursun proteinlerdeki siilfidril gruplarina baglanir
ve islev bozukluguna sebebiyet vermektedir. Bunun yani sira kursun ferrokelatazi ve
porfobilinojen halkasinin meydana gelmesini katalize eden delta-aminolevulinik asit

dehidratazi inhibe etmektedir.
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1.4. Ksenobiyotiklerin Metabolizmasi

Metabolizma, hayatsa faaliyetlerin deam1 i¢in gerekli olan ve organizmada
meydana gelen tiim kimyasal reaksiyonlardir. Organizma i¢in yabanci olan kimyasal
maddeler ise “Ksenobiyotik™ olarak tanimlanir. Biyotransformasyon (metabolizma),

Organizma biinyesindeki ksenobiyotiklerin kimyasal degisimine denir (Ada, 2013).

Biyotransformasyon neticesinde ilaclar viicutta genelde daha az etkili veya
etkisiz bilesikler haline getirilir. Bu nedenle biyotransformasyon, biyoinaktivasyon

veya detoksikasyon (zehirden arindirma) da denir (Vural, 2005).

1.4.1. Biyotransformasyonun Yer Aldig1 Organlar

Biyotranformasyon i¢in en Onemli organ karacigerdir. Karaciger disinda
biyotranformasyon sinirli olacak sekilde, akciger, bobrek ve kolonlarda; daha da siirh
olarak deri, erkeklerde testiste, plasenta ve adrenal bezlerde gergeklesebilmektedir
(Ada, 2013).

1.4.2. Biyotransformasyon Reaksiyonlari

Biyotransformasyonla ilgili enzimatik olaylar esas olarak iki fazda gerceklesir.
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(O,)
R » R-O

Phase I
(oxidation)

Y

Y
» R-O-Y
Phase II
(conjugation)
Y

Reactive Metabolite

{usually minor)

Elimination

(usually via kidneys)

Sekil 1.21: Ksenobiotic Metabolizma Safhalarinin Ozeti ( http://www.preskorn.com

dan alinmistir.)

1.1. Faz-1 Reaksiyonlar1 (Vural, 2005)

Yiikseltgenme

Sitokrom P450 (CYP)'ler
Ksatin Oksidaz
Peroksidazlar
Aminooksidaz
Dioksijenaz

Stiperoksit dismutaz

Indirgenme

Sitokrom P450 (CYP)'ler
Ketorediiktaz
Glutastyon Peroksidaz

Hidroliz

Amidazlar

Epoksit hidrolaz
Karboksitetraz

1.2. Faz-1l Reaksiyonlar1 (Vural, 2005)

Konjugasyon Reaksiyonlari

Glukronil Transferaz

Siilfonil Transferaz

Glutatyon S- Transfraz (GST)
Glukozil Transferaz

Tiyol Transferaz

Diger Metilasyon
Asetilasyon

O, N, S — metiltransferaz
N — asetiltransferaz
Agiltransferaz
Siilfotransferaz
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Birinci fazda genellikle yag ¢oziiniir ve ksenobiyotikler polar molekiiller haline
gecerler. Ikinci fazda ise endojen maddelerle birlesen bu polar metabolitler inaktif

olarak eliminasyona ugrarlar (Vural, 2005).

Glukronatlar genellikle inaktif olup, kismen bobreklerden kismen de karaciger
hiicreleri tarafindan safra i¢ine atilirlar. Glutatyon ile konjigasyonda, “Glutatyon S-

Transfraz (GST)” enzimi ile katalizlenir. Ornek Aromatik hidrokarbonlar.

Glutatyon S- Transfraz (GST)

Glutathione S-transferase (GST) enzimleri, ikinci faz reasksiyonlar igersinde
onemli multifonksiyonel antioksidan enzim ailesinin roliinii {istlenen olarak taninir.
GST, Aktif ksenobitiklerindetoksifikasyonu ve ila¢ metabolizmasi igin sorumlu olan
sitozolik enzimlerdir (Mannervik ve ark., 1992). GST, 25000 MW kii¢iik molekiil
agirhigina sahip olup, genel olarak iki alt yapisi vardir (Coleman ve ark., 2005) (Sekil
1.22).

Sekil 1.22. Glutathione S-transferase ait kristolografik yap1

(http://en.wikipedia.org/HYPERLINK"http://en.wikipedia.org/HYPERLINK"http://en.wikipedia.org/)
"
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Glutatyon (GSH), glisin, sistein ve glutamik asisten meydana gelmektedir
(Casarett ve ark., 2001) (Sekil 1.23).

NH, o}
H
HOM Ny, OH
’, N
N /\”/
0 0 0
HS

Sekil 1.23. Glutatyonun kimyasal yapisi
(https://tr.depositphotos.com/130746872/stock-photo-molecular-structure-of-
glutathione.html)

GSH, koruyucu role sahiptir ve gérevi hiicresel hedefleri oksidatif ve elektrofilik
kimyasallara karsi savunmaktir. Glutatyon (GSH), Hb ve diger Onemli eritrosit
proteinlerini oksidatif hasardan koruyan bir tripeptittir Glutatyon (GSH), Hb ve diger
onemli eritrosit proteinlerini oksidatif hasardan koruyan bir tripeptittir. Glutatyon
sentezinde gorevli y-glutamilsistein sentetaz ve glutatyon sentetazin eksiklikleri
nadirdir. Ancak eksikliklerinde glutatyon sentezlenemez. Oksidatif stres arttiginda

yetersiz glutatyon nedeniyle hemoliz meydana gelmektedir.

Glutatyon Sentezi
+ +ATP

y-Glutamilsistein sentetaz
v
yGlutamilsistein

+ ATP

-.f Glutatyon sentetaz
Glutatyon + ADP

Sekil 1.24. Glutatyon Sentezi
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Glutathione S-transferase enzim ailesi, insan organizmasi i¢inde yedi ana sinifa
sahiptir; Alpha, Mu, Pi, Theta, Zeta, Sigma and Omega (Hayes of Pulford, 1995).
GST'nin bazi gruplart sitozolun i¢inde bulunurken, diger kismi ise endoplazmik
redikulum i¢ine eklenir. Lipofilik GST'ler farkli yapiya sahiptir. GST,
prostaglandinleri ve l16kotriensleri metabolize ederler. Sitosolik GST'ler zararli toksik
molekiillerin detoksifikasyonundan ve bazi hasarlt proteinlerin onarilmasindan

sorumludur (Coleman, 2005).

Ayrica, glutathione S-transferas enziminin seviyesi bazi hastaliklarin
belirlenmesinde énemli bir indikatérdiir. Ornegin, yiiksek GST seviyesi viral bir
enfeksiyonun habercisi olabilecegi gibi bir organdaki toksikasyonunda habercisi
olabilir (Loguercio et al., 1998 and Beckett et al., 1985). Mesela; GSTP sinif enzim
renal tupler igindeki varligi, yani GSTP nin yiiksek seviyede olmasi nefrotoksisiteyi

gosterebilir (Sundberg ve ark., 1994 ve Harrison ve ark., 1989).

Glutathione S-transferase omega sinifi iki izoforma sahiptir. Bunlar; GST omega
1 ve GST omega 2 (Whitbread et al., 2003). Glutathione S- transferase yapisini, Sekil
1.25.’te gérmekteyiz.

Sekil 1.25. Glutathione S-transferase omega kristal yapisi
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Iki alan vardir; N terminali ve C terminali. N-terminali tioredoksin benzeri bir
alandir ve C-terminali alfa sarmal yapilar igerir. Diger GST'lerin aksine, omega
smifinin 19 kalinti N-terminal uzantisi vardir. Bu bélge prolin zengindir ve hidrojen
baglariyla C-terminali ile konjuge edilir. Bu yapinin islevi acik degildir. Ayrica, aktif
bolge kalintisi, sistein bulunan GST omega familyasinda farklidir, diger GST'ler ise
serine ve tirozine sahiptir (Board ve ark., 2000). Bu tortu nedeniyle omega ailesi,
hidrojen bagindan ziyade GSH molekiilii arasinda disiilfiir bag1 olusturur (Board ve
ark., 2000).

Omega ailesi glutatyon bagimli detoksifikasyon reaksiyonunu katalize eder.
GST omega dokularin ¢gogunda bulunur, ancak bu enzim karaciger, pankreas, iskelet
kasi, prostat, dalak, kolon ve yumurtalikta bol miktarda bulunur. Beyindeki
ekspresyon diistiktiir, cogunlukla glial hiicrelerde bulunurlar (Yin ve ark., 2001). GST
omega ailesinin substrati diger GST'lerden farklidir. Diger GST ailesi tiyelerinin
aksine, bu enzimler 1-kloro 2, 4-dinitroklorobenzen, 7-kloro-4-nitrobenzo-2-oksa-I, 3-
diazol ve p-nitrofenil asetat gibi substratlara sahiptir (Board ve ark., 2000). Glutatyon
S-transferaz omega familyas1 ayrica, tiyotransferazlar ve dehidroaskorbat reduktazlar
gibi hidroksietil distilfid ve dehidroaskorbati igeren bir antioksidan aktivite roliinii
oynar (Board ve ark., 2000). Ayrica, omega smifinin bazi formlar1 bityiik ve agik
hidrofobik bir baglanma alanina sahiptir, bu nedenle protein tamirinde reaksiyona

katkida bulunabilirler (Coleman, 2005).

Dahasi, GSTOI, hiicre i¢i klorid kanal proteinleri (CLIC) ile benzer bir yapiya
sahiptir, bu nedenle bu enzim, CLIC tarafindan gonododin reseptorleri gibi tanitilan
reseptorleri baglayabilir (Yin ve ark., 2001). Bu reseptorler, bir tiir Ca kanali ve
endoplazmik retikulumda bulunurlar. Bu nedenle, GSTO1, Ca tarafindan indiiklenen
apoptoz stlirecini modiile edebilir (Dulhunty ve ark., 2001). Ayrica GST omega 1 sinifi,
sitokinleri ve interlokin 1B'i posttranslasyonda modifiye ederek etkileyerek

inflamasyon siirecinin aktivasyonunu tesvik etmektedir (Laliberte ve ark., 2003).
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Mekanizma tamamen agik olmamasina ragmen, GSTO1 enzimleri dstrojen reseptor

negatif meme kanserinin diizenlenmesinde de rol oynar (Adam ve ark. 2002).

Arsenik metabolizmasinda glutatyon S-transferaz omega 1 ve 2 6nemli rol
oynamaktadir. Arsenik maruz kalinan ¢evresel toksik bir elementtir ve oksidatif stres
i¢cin bir kaynaktir (Sampayo- Reyes ve ark., 2010). Arseniklerin zararl etkisi GST
omega ailesi tarafindan katalizlenen reaksiyon ile azalir. Arsenik, GST omega
familyas1 tarafindan tesvik edilen reaksiyon yoluyla daha az toksik olan iki tip
metabolit, monometilarsonik asit (MMA) ve dimetilarsinik aside (DMA) doniistiirtiliir
(Zakharyan vd., 2001). Bu nedenle, baz1 kanser tiirleri, norotoksisite, hiperkeratoz,
serebral enfarktiis vb. Gibi inorganik arseniklerin katkida bulunabilecegi hastaliklarin
risk ve siddeti GST omega enzimleri ile azaltilabilir (Sampayo- Reyes ve ark., 2010
ve Paiva ve ark., 2010).

1.5. Genetik Polimorfizm

Genetik polimorfizm, bir popiilasyonun bireyleri arasinda DNA dizisinde
cesitliligin varlhigidir. Bu cesitlilik, fonksiyonel veya fonksiyonel olmayabilir. Cesitlili
fonksiyonel oldugunda fenotipleri, homeostaziyi, enzim aktivitesini vb. etkiler. iki
temel polimorfizm tiirli vardir: uzunluk polimorfizmleri ve tek baz degisimleri.
Birincisi li¢ smifa ayrilir: ters geviriler, ekleme-silme ve basit sekans tekrarlari
(mikrosatelitler gibi). Diger tip polimorfizm iki gruba ayrilir: tek niikleotid

polimorfizmleri ve nokta mutasyonlari.

1.5.1. Tek Niikleotid Polimorfizimi

Tek niikleotid polimorfizmi, en az bir popiilasyonda %1'den daha fazla bir
frekans ile DNA molekiiliinde sadece bir niikleotidin degistigi anlamina gelir. SNP,
DNA i¢inde kodlu veya kodlu olmayan bolgede yer alabilir. Kodlama bolgesinde yer
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alan SNP'nin iki etkisi vardir. Gen fonksiyonlarini etkilemezler. SNP’lerin ¢cogu bu
gruba dahildir. Eger amino asit degisimi meydana gelmezse, sessiz mutasyonlar denir.

Bu durum homeostazdaki biyokimyasal reaksiyonu etkiler.

1.5.1.1. GST Omega 1 ve Omega 2'nin Polimorfizmi

Alal40Asp ve Asnl42Asp polimorfizmleri, misssense mutasyonlaridir ve
sirastyla GSTO1 ve GSTO2 genlerinde meydana gelirler. GSTO1 Alal40Asp ekson
4'te bulunur. 419 niikleotid sitozin adenine doniisir, bu nedenle amino asit alanin
aspartik aside ikame edilir. Asp genotipi azalmis enzim aktivitesine neden olur

(Tanaka-Kagawa ve ark, 2003).

GSTO2 Asn142Asp polimorfizmi de ekzon 4'te bulunur. GSTO2 Asnl142Asp
polimorfizmi, 424 konumunda guanininden, adenine olan baz degisimidir. Bu degisim
ile genin 142. amino asidinde, asparajinden aspartik aside degisim olur (Rafiee ve ark.,

2010). Onceki bir ¢aligmaya gore, bu polimorfizm daha diisiik enzim aktivitesi ile

iligkili olabilir (Whitbread ve ark., 2003).

Literatiirde GSTO1 ve GSTO2 gen polimorfizmleri ile ilgili baz1 ¢aligmalar, bu
genlerin ifade ettigi enzimlerin c¢esitli atamalarina odaklanarak yapilmaktadir.
Glutatyon S-Transferaz omega familyasinin arsenik metabolizmasi tizerindeki iglevi
nedeniyle, GST omega genlerindeki SNP'nin kanser dokularindaki etkisi arastirildi.
Cevresel arsenik kanser i¢in bir risk faktoriidiir ve GST omega ailesi organizmada
arsenik detoksifikasyonundan sorumludur. Urotelyal karsinom hastalarinda GSTO1
Alal40Asp ve GSTO2 Asnl42Asp polimorfizmlerinin etkileri incelenmistir (Chung
ve ark., 2011).
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Baska bir ¢alismada arsenik metabolizmasi1 ve ateroskleroz arasinda bir iliski
oldugu 6ne siiriilmistiir. Bu nedenle, inorganik arsenikin GST omega 2 gibi daha az
toksik molekiillere doniistiiriilmesinden sorumlu genler {izerindeki polimorfizmler
arastirilmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, arsenik metabolizmasi1 bozuldugunda karotis

ateroskleroz riskinin arttigin1 gostermistir (Hsieh ve ark., 2011).

GSTO1 enzimi redoks homeostazinda rol oynar, bu nedenle bu durum
Alzheimer hastaligin1 etkileyebilir ve bu nedenle sporadik Alzheimer hastaligi
hastalarinda Alal40Asp polimorfizmi ¢alisilmistir (Capurso ve ark., 2010). Ayrica,
glutatyon S-transferaz enzimleri ile sigara ve pestisit metabolizmasi arasindaki
iliskiden dolay1, Parkinson hastaliinda GST Omega genlerinde polimorfizm etkisi
arastirilmistir. Sigara ve pestisitler Parkinson hastalig1 riskini azaltir, bu nedenle
GSTO1 genindeki Alal40Asp ve GSTO2 genindeki Asn142Asp polimorfizmleri
hastaligin siddetini etkileyebilir (Kiyohara ve ark., 2010 ve Wahner ve ark., 2007).
Tiirk populasyonunda GST01-C419A ve GSTO2-A424G genetic polimorfizme sahip
olmanin iskemik inme riski agisindan iligskisi bulunmazken, diyabetus mellitusu ve
sigara igiciligi olan bireylerde mutant allele sahip olmanin inme riskini arttirdigi

bildirilmistir.( Bilgin ve ark 2018)

1.6 Amac

B -talasemi majorlu hastalarda efektif olmayan eritropoez, bagirsaklardan
demir emiliminin artmas1 ve klinik tedavide regiiler kan transfiizyonlarinin
uygulanmas1  sonucunda hastalarin viicutlarinda demir birikimine bagli olarak
toksisite goriilmektedir. Bu toksisitede metallerle dogrudan ya da dolayli etkilesen

genlerin polimorfik yapilar1 da 6nemli rol oynamaktadir.

Bu nedenle yapilan ¢alismada metal metabolizmasinda 6nemli rol oynayan

GSTO1 ve GSTO2 genlerindeki tek niikleotid polimorfizmlerinin talasemi
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hastalarinda incelenmesi, genetik farkliliklarin ve bu farkliliklarin bireylerin metal

diizeylerine etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecle

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Restriksiyon enzimi (Cac8l, Mbol)

Neb (New England Biolab)

Primerler Alpha DNA, Montreal

NEBuffer 4 New England Biolab
PCR Buffer, 10X Qiagen
Deoksiriboniikleozid trifosfat (ANTP Mix) Fermentas

DNA's RNA's free water Qiagen

Hot Star Tag DNA polimeraz Qiagen

Agaroz Prona

Etidyum bromiir Applichem

6X loading ¢ozeltisi Qiagen

Etanol Merck
Fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1) Applichem
Sodyum dodesil siilfat (SDS) Applichem
Proteinaz K Fermentas

100 bp ladder Fermentas

Sodyum kloriir (NaCl) Merck

Trizma Base Merck

EDTA Merck A

Borik asit Merck

Fe Standart Cozeltesi AA Standart Etanol pour SCP Science
Pb Standart Cozeltesi AA Standart Etanol pour SCP Science
Ammonyum dihidrojen fosfat Merck

Nitrik asit (%65'lik) Merck
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2.1.2. Kullamilan Arac¢ ve Gerecler

Jel goriintiileme cihazi
Laminar flow kabin
Thermal Cycle PCR cihazi
Sogutmali santrifiij cihazi
Otoklav

Su banyosu

Etiiv

Su purifikasyon sistemi
Vorteks karistirict

Dijital hassas terazi

pH metre

Yatay elektroforez cihazi
Giic kaynagi

Mikrodalga firin

Ependorf tiipler (1.5 ml ve 0.2 ml'lik)

Otomatik mikro pipetler

Pipet uglart (100 ul, 2000 pl, 5 ml, 10 ml)

Manyetik Karistirict
Mikro santrifiij
Steril eldiven

Derin dondurucu

Atomik Absorpsiyon Spektrometresi
Atomik Absorpsiyon Spektrometresi

Grafit Tiip Atomizer
Grafit Kompenent Tiipler
Oyuk Katot Lambas1
Vial (2 ml)

Santrifuj

Polipropilen, Kapakl1 Tiipler (15, 25 ml'lik)

Hava-Asetilen Tiipii

Syngene

Esco

Techne Tc 512
Hettich

Niive

Niive Bm 402

Memmert

Human UP 900 Scholar-UV

Biosan
Mettler Toledo
Mettler Toledo
Scie-Plas
Bio-Rad
Argelik
Axygen Genuine
Ependorf, Thermo
Finntip
Mirak
Hettich
TopGloves
Regal

VarianAA240FS Fast Sequantial

Varian AA240Z Zeeman
Varian GTA 120

Varian GTA

Varian Spectra AA Lamp
Pothtech Elkay

Heraeus Sepatech Labofyge 200
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Argon gaz tiipi
Cam malzemeler

Parafilm

2.1.3. Deney Protokolii

2.1.3.1. Calisma Grubunun Secilmesi

Calisma grubunu 2010 ile 2013 tarihleri arasinda Balcali Hastanesi Hematoloji
Boliimii'ne kan transfiizyonuna diizenli olarak gelen PB-talasemi majorlu hastalar
olusturmaktadir. Planlanan ¢alismaya secilen 100 birey, talasemi disinda bagka bir
hematolojik hastaligi ve c¢evresel toksik metallere maruziyeti olmayan hasta
bireylerdir. Ek olarak, hastalar 1845 yas arasinda olup, en az bir yildir eritrosit
siispansiyonu transfiizyonu yapilan bireylerdir. Bireyler calisma hakkinda

bilgilendirildikten sonra kanlar1 alinarak demir ve kursun konsantrasyonlar: ile

GSTO1ve GSTO2 gen polimorfizmleri belirlendi.

Bu calisma, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu'nun 29.04.2013 tarih
ve 07-286-13 sayili karan ile yiiriitildii ve genetik ¢aligmalar ile metal analizleri
Ankara Universitesi Disiplinlerarast Adli Bilimler Anabilim dali laboratuvarlarinda
gerceklestirildi. Ek olarak tiim talasemili hastalar Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Etik Kurullar1 Aragtirma Projesi Bilgi ve Taahhiit Formu'nda belirtilen kurallara gore

bilgilendirilme onam formlar1 doldurularak incelemeye alindi.

2.1.3.2. Calisma Grubundan Biyolojik Materyalin Toplanmasi

Balcali Hastanesi Hematoloji Boliimii'ne diizenli olarak kan transfiizyonuna

gelen 50 erkek 50 kadin toplam 100 B-talasemi majorlu bireyden kan 6rnekleri alindi.
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Demir ve kursun analizleri ile genetik c¢alismalar (GSTOlve GSTO2 gen
polimorfizmleri) i¢in kullanilan kan 6rnekleri, K2ZEDTA igeren mor kapakl: tiiplere
alinip soguk zincirde korundu. Genetik analizler i¢in gerekli miktarda kan kurutulup
ayrildiktan sonra polietilen tiiplere aktarilan 6rnekler ¢alisma zamanina kadar

dondurularak -20°C'de saklandi.

2.1.4. Yontem

Calismada tam kan 6rneklerinde demir ve kursun diizeyleri atomik absorpsiyon
spektrometri yontemiyle dlciilerek GSTO1lve GSTO2 gen polimorfizmleri ile iligkisi

olup olmadig arastirildi.

2.1.4.1. Metal Analizi

2.1.4.1.1. Metal Diizeylerinin Belirlenmesi icin Yapilan On Islemler

Coziiniirlestirme ait mikrodalga firin programi Cizelge 3'te verilmistir.
Coziintirlestirme 1slemi yiliksek sicakliga dayanikli teflon tiiplere konulmus olan 1'er
ml tam kan 6rnegine, 9 ml %65'lik Nitrik Asit (HNOs) eklenerek yapildi. Yakilan
ornekler 50 Ml'lik doner kapakli polipropilen tiiplere aktarilip, toplam hacim deiyonize
su ile 40 MI'ye tamamlandi. Karisim vorteksle karistirildiktan sonra 6rnekler analiz

anina dek kapakli polipropilen tiiplerin iginde +40 °C 'de saklandi.
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Cizelge 2.1. Mikrodalga firina ait tam kan ¢oziintirlestirme programiu.

Max. Giig Giig Zaman Sicaklik Bekleme

(Watt) % (dak.) (oC) (dak.)

800 100 15:00 200 5:00
2.1.4.1.2. Tam Kan Orneklerinde Demir Analizi

Alevli Atomik Absorpsiyon Spektrometre (Varian AA240FS Fast Sequantial
Flame Atomic Absorption Spectrometry) cihazi ile ¢oziiniirlestirilmis olan 6rneklerin
demir diizeyi belirlendi. Demir analizi yonteminde kalibrasyon egrisi (Sekil 2.1)
olusturmak i¢in 1000 ppm olan demir ana stok ¢ozeltisinden oncelikle O, 4, 8, 16
ppm'lik konsantrasyonlarda standart ¢6zeltiler hazirlandi. Demir ana stogundan demir
standartlar1  hazirlanirken  %4'liik nitrik  asit  kullamildi. Kalibrasyon egrisi
olusturulurken her bir standart ¢6zelti i¢in 3 kez 6l¢tim yapildi. Ek olarak, kalibrasyon

20 6rnekte bir tekrarlandi ve ornekler icin 3'er kez dl¢tim yapildi.

Calismada demir analizinde dalga boyu ise 372.0 nm olarak ayarlandi. Ortam
gaz1 olarak hava-asetilen kullanildi; hava akis1t 13,50 L/dak, asetilen akist 2,00
L/dak'dir. Olgiim sonucu kalibrasyon egrisi yapild.
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Absorbans

¥ =0,0522x+ 0,0032
2=0,9999

0.9

R s 0 o 1 1 1
Konsantrasyon (ppm)
%
Konsantrasyon Absorbans RSD
CAL ZERO 0,0 ppm 0 0
STANDART 1 4,0 ppm 0,2125 3,2
STANDART 2 8,0 ppm 0,4263 2,3
STANDART 3 16,0 ppm 0,8354 1,8

Sekil 1.26. Demir analizine ait 6rnek kalibrasyon grafigi.
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metalinin analizi i¢in uygulanan metot.

Element - matriks
Enstriiman
Konsantrasyon birimi
Enstriiman modu
Ornekleme
Kalibrasyon modu
Ol¢iim modu
Standart tekrar1
Ornek tekrari
Ekspansiyon faktor
Egri ¢izimi

Konsantrasyon ondalik aralig1

Dalga boyu

Slit genisligi

Gain

Akim

Background

Lamba Pozisyonu
Standart 1

Standart 2

Standart 3

Reslope standardi
Reslope alt limit
Reslope tist limit
Rekalibrasyon
Kalibrasyon algoritmasi
Kalibrasyon alt limit
Kalibrasyon iist limit
Ol¢iim Zamani
Okuma 6ncesi bekleme
Alev tipi

Hava akist

Asetilen akis1

2.1.4.1.3. Tam Kan Orneklerinde Kursun Analizi

Cizelge 2.2. Alevli atomik absorpsiyon cihazi kullanilarak kan 6rneginde demir

. Fe — Kan

: Alev

: mg/L

: Absorbans

: Manuel

: Konsatrasyon
: PROMT

13

03

01,0

: 7 noktali

: 3 basamak
:372,0 nm
10,2 nm

: %75

: 5,0 Ma

: BC off

1

: 4,000 mg/L

: 8,000 mg/L

: 16,000 mg/L
. Standart 2

1 %75

1 %125

: 20 Ornekte bir
: New Rational
1 %20

: %150

: 10s

. 5s

: Hava / Asetilen
: 13,50 L/dak

: 2,00 L/dak

Grafit Firin Atomik Absorpsiyon Spektrometresi (Varian AA240Z Graphite

Furnace Atomic Absorption Spectrometry) ile yakilmig olan orneklerde kursun
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diizeyleri belirlendi. Caligmada talasemili bireylerden alinan kan o&rneklerindeki

kursun analizine ait grafit firin sicaklik programi Cizelge 2.3.'te verilmistir.

Cizelge 2.3. Kan 6rneklerinde kursun analizine ait grafit firin sicaklik programa.

Sicaklik

Zaman

Akis

Step (0C) (s) (L/min) Sinyal Toplama Okuma
1 85 5 0,3 x Hayir x Hayir
2 95 50 0,3 x Hayir x Hayir
3 120 15 0,3 x Hayir x Hayir
4 550 5 0,3 x Hayir x Hayir
5 550 5 0,3 X Hayir X Hayir
6 550 2 0,3 X Hayir X Hayir
7 200 6,1 0,3 v Evet V Evet
8 200 2 0,0 v Evet V Evet
9 2150 0,9 0,0 v Evet V Evet
10 2150 2 0,0 v Evet V Evet
11 2150 2 0,3 v Evet V Evet
12 2600 2 0,3 X Hayir X Hayir
13 2600 2 0,3 X Hayir X Hayir

Kursun analizi yonteminde kalibrasyon egrisi (Sekil 2.2.) olusturmak i¢in 1000

ppm olan stok ¢ozeltisinden 6ncelikle 5, 10, 15 ppb'lik konsantrasyonlarda standart

cozeltiler hazirlandi. Kursun ana stogundan kursun standartlar1 hazirlanirken %2'lik

nitrik asit kullanildi. Piklerin 6l¢timii pik yiiksekligi ile, kalibrasyon hesabi ise

konsantrasyon modu ile yapildi. Kalibrasyon egrisi olusturulurken her bir standart

¢ozelti i¢in 3 kez Ol¢lim yapildi. Ayrica kalibrasyon 20 ornekte bir tekrarlandi ve

ornekler icin 3'er kez 6l¢lim yapildi.
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y =0,0151x+0,0002
R2=0,9986
0,25
0,2
g 0,15
=
2 01
0,05 -
0 T T T T T T
4 6 8 10 12 14 16
Konsanftrasyon (ppb)
Konsantrasyon Absorbans %RSD
CAL ZERO 0,000 ppb 0,0034 4,9
STANDART 1 5,000 ppb 0,0723 5,2
STANDART 2 10,000 ppb 0,1487 31
STANDART 3 15,000 ppb 0,2301 2,2

Sekil 2.2. Kursun analizine ait 6rnek kalibrasyon grafigi.

Calismada ortam gazi olarak argon gazi ve atomlastirict olarak grafit firin

kullanild1. Dalga boyu 283,3 nm olarak ayarlandi. Matriks modifier olarak %]1'lik

amonyum dihidrojen fosfat soliisyonu kullanildi. Toplam enjeksiyon 20 pl olacak

sekilde ana standart seyreltilerek, matriks modifier eklenmistir. Kursun analizi i¢in

kullanilan metod Cizelge 2.4.'de yer almaktadir.
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Cizelge 2.4. Kursun analizi i¢in grafit firin teknikli atomik absorpsiyon cihazinda

uygulanan metot.

Element - matriks
Enstriiman
Konsantrasyon birimi
Enstriiman modu
Ornekleme

Kalibrasyon modu
Ol¢iim modu

Standart tekrar1

Ornek tekrari
Ekspansiyon faktor

Egri ¢izimi
Konsantrasyon ondalik aralig1
Dalga boyu

Slit genisligi

Gain

Akim

Background

Lamba Pozisyonu
Standart 1

Standart 2

Standart 3

Reslope standard1
Reslope alt limit

Reslope tist limit
Rekalibrasyon
Kalibrasyon algoritmast
Kalibrasyon alt limit
Kalibrasyon iist limit
Toplam enjeksiyon hacmi
Ana standart konsantrasyonu

:Pb - Kan

: Zeeman

s ug/L

: Absorbans

: Otomatik

: Konsatrasyon
: Pik Yiksekligi
3

3

:1.0

: 7 noktal1

: 2 basamak
:283,3 nm
:0,5nm

- %47

10,0 mA
:BCon

1

: 5,000 pg/L

: 10,000 pg/L
: 15,000 ng/L
: Standart 2

: %75

%125

: 20 ornekte bir
: Lineer

: %20

: %150

125 ul

115 ng/L
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2.1.4.2. GSTO1 ve GSTO2 GEN POLIMORFiZMLERI

2.1.4.2.1. Yontemde Kullanilan Cozeltiler

TE ¢ozeltisi (100 ml)

0,121 gram tris tartildi ve 80 ml distile su igerisinde ¢6ziildii. 0,037 gram EDTA
ilave edildi. pH 7,5'a ayarlandi. Distile su ile son hacim 100 ml'ye tamamlanda.

1 M Sodyum Kloriir (NaCl) (1000 ml)

58,44 gram sodyum kloriir 1000 ml distile su igerisinde ¢oziildi. Cozelti
+40C'de muhafaza edildi.

Proteinaz K hazirlanmasi (1250 ul)

25 mg Proteinaz K, 1250 pl distile su igersinde ¢oziildii. 20 pl — 10 pl ve 5 pl'lik
hacimlerde epondorf tiiplere koyuldu. -200C'de muhafaza edildi.

%20'lik Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) ¢ozeltisi (500 ml)

100 gram sodyum dodesil siilfat (SDS) tartildi. 300 ml distile su igerisinde

coziilerek 500 ml'ye tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.

2.1.4.2.2. Sivi Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Kan 6rneklerindeki nDNA'y1 agiga ¢ikarabilmek i¢in fenolkloroform-izoamil-

alkol ekstraksiyon yontemi kullanildi. Yontemin detaylar1 asagida verilmistir.

1. Sivi kan 6rneginden 200 pl aliarak 1,5 ml'lik ependof tiip icerisine konuldu.

2. 100 pl s1v1 kan 6rneginin tizerine 1000 pl Tris-EDTA konularak 1200 rpm'de
2 dakika santrifiij edildi. Alt faz 100 pl kalincaya kadar {ist faz atildi. Bu islem 3 defa
tekrarlandu.

3. Pelet tizerine;

45 ul NaCl (1 M),

40 ul SDS (%10'uk),

410 ul TE
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5 ul Proteinaz K eklenerek kisaca vortekslendi.

4. 56 °C'lik su banyosunda 1.5-2 saat inkiibe edildi.

5. Inkiibasyondan sonra fenol-kloroform-izoamil alkol karisimindan (25:24:1)
500 pl ilave edildi.

6. Ependorf tiipleri 2500 rpm'de 2 dakika santrifiij edildi.

7. Alt faz hareket ettirilmeden silipernatan kismi yeni bir ependorf tiipe alind1 ve
alt faz atild.

8. 1000 pl soguk saf etil alkol ilave edildi.

9. 10000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi.

10. Alkol olusan pelete zarar vermeden dikkatli bir sekilde uzaklastirildi.

11. 500 pl %70'lik oda sicakliginda etil alkol ilave edildi.

12. 10000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi.

13. Ependorf tiipiin igerisinde bulunan tiim alkol dikkatlice uzaklastirildi.

14. Tiipiin dibinde kalan alkol de tamamen ugurulduktan sonra 100 pl DNAse-
RNAse free su ilave edildi. Tiim DNA 6rnekleri diger analizlere alinincaya kadar -20

°C'de muhafaza edildi.

2.1.4.2.3. Genomik DNA'nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Belirlenmesi ve
%0.5'lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

Genomik DNA'nin kan 6rneklerinden izole edilip edilmediginin analizi %0.5'lik

agaroz jel elektroforezi ile belirlendi.

1. 0.6 gr agaroz tartildi ve 120 ml 1X TBE ¢6zeltisi bir erlen i¢inde karistirildi.
2. Agz1 aliminyum folyo ile kapatildi ve {lizerinde birka¢ delik acilarak
mikrodalga firinda kaynatildu.
3. Cozelti oda sicakliginda 50-600C'ye diisiinceye kadar bekletildi.
4. Uzerine 8 ul EtBr (10 mg/ml) ilave edildi ve ¢dzelti homojen bir yap1 kazanana

kadar erlen ¢alkalandi.
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5. Bu karisim jel taraklar yerlestirilmis jel kaliplarna hava kabarcigi
kalmayacak sekilde dokiildii. Ayrica jel lizerinde hava kabarciklar1 olusmus ise, jel
katilasmaya baslamadan pipet ucu yardima ile patlatildi.

6. Jelin katilasmasi i¢in bir siire oda sicakliginda bekletildi.

7. Taraklar ve bariyerler dikkatlice ¢ikarilarak kalip elektroforez tankina
yerlestirildi. Bu esnada jel kuyucuklariin, yiiriitme tankinin katot elektrot (-) tarafina
yerlestirilmesine dikkat edildi.

8. Jelin tizerini kaplayacak miktarda tank igerisine 1X TBE ¢o6zeltisi konuldu.

Agaroz jel hazirlandiktan sonra ornekler jele yliklenmek iizere hazirlanmis ve

yiirlitiilmiistlir. Bu amacla yapilan islemler asagida maddeler halinde verilmistir.

15 cm uzunlugunda parafilm kesilerek buz kalibi iizerine yerlestirildi.

1 ul 6X Jel Loading Buffer ve 5 ul DNA 6rnegi parafilm {izerine konuldu ve
homojenizasyon igin mikropipet yardimi ile yavase¢a karistirildi.

Toplam 6 pl karisim jeli delmeden dikkatli bir sekilde jel kuyucuklarina
yerlestirildi.

Tank kapagi kapatildi ve anot ile katot uglarinin baglantilar: takildi.

Gii¢ kaynagi 100 V ve 70 mA'e ayarlanarak, numuneler 45 dakika jel tizerinde
yiriitildi.

UV 1s181nda, jel goriintiileme cihazinda sonuglar degerlendirildi.

2.1.4.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Izole edilen genomik DNA &rneklerinde, GSTO1 (rs4925) ve GSTO2
(rs156697) tek niikleotid polimorfizmlerini igeren gen bolgeleri Forwad ve Reverse

primer ¢iftleri kullanilarak PCR yontemi ile amplifiye edilmistir. Bu islem
TECHNE TC 512 Thermal Cycle cihazinda gerceklestirilmistir ve hedeflenen DNA
bolgesinin her biri 235 defa cogaltilmigtir. Ayrica her PCR analizinde kontrol

amaciyla, pozitif ve negatif 6rnekler de kullanilmistir.
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2.1.4.2.4.1. GSTOL1 Gen Polimorfizminin Polimeraz Zincir Reaksiyonu-
Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (PCR-RFLP) Yéntemi ile

Belirlenmesi

2.1.4.2.41.1. GSTO1 Geninin Amplifikasyonunda Kullanilan PCR Bilesenleri ve
PCR Programi

GSTO1 genindeki C—A tek niikleotid polimorfizminin (rs4925)
belirlenmesinde PCR-RFLP yontemi kullanildi. PCR reaksiyonunda PCR Buffer, Hot
Star Taqg DNA Polimeraz, dNTP karisimi, F Primer, R Primer ve DNA bilesenleri
bulunmaktadir. Calismada kullanilan PCR reaksiyonunun bilesenlerine ait bilgiler

Cizelge 2.5.”de verilmistir.

Cizelge 2.5. GSTO1 geninin amlifikasyonunda kullanilan PCR bilesenleri.

PCR Stok Reaksiyona 25 ul'lik reaksiyon

Bilesenleri Konsantrasyon konulan karisimindaki final
miktar konsantrasyon

10X PCR 10X 2,5 ul 1X

Buffer

dNTP karisimi 2mM 2 ul 200 uM

F Primer 10 pmol/ pl 0,5 pl 10 pmol/ pl

R Primer 10 pmol/ pl 0,5 pl 10 pmol/ pl

Hot Star Taq

DNA 50/ ul 0,125 ul 1,25U

Polimeraz

DNA Sul ~200 ng

Steril H20 17 pl

Primerler HPSF yontemi ile Montreal'deki Alpha DNA firmasina sentezlettirildi.

Kullanilan primerler ve 6zellikleri Cizelge 2.6.’da gosterilmistir (Xu ve ark ,2009).
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Cizelge 2.6. GSTO1geninin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler ve dzellikleri.

F PRIMER R PRIMER
GSTO1
5- AACGTGGGTACAATTTCC 3. 5'- CCAGGACTGTAAGGGTTC -3’
Uzunluk 18 baz 18 baz
GC igerigi %44,4 %55,5
Tm 53,1C 52,7C
Tm fark 0.4°C

PCR sonucunda GSTOI1 geni i¢in 471 bp'lik PCR iiriinleri elde edildi. Bu {iriiniin

baz dizilimi ve primer dizilimleri asagida gosterilmistir (Sekil 2.3.).

AACGTGGGTACAATTTCC  tttttccttgttattttaacattagcagaatatttaaaagc/aaageccatgacaaagtctgtttaggtgttttgatttatatcttaa

SNP ( C > A'Transisyonu)
gcaggacagctttctgctttataacagcagtectgetgtaaacaaaaatgtttaggggaattttcctaattaccttaaagtgacttggaaagtgggaatataaagaaaagaatag

gaggaaaaggagggtagatatagttatcgtttactctgatgatagctaggagaaataattacctcetctagettggtaaattctttacgaaattcttcttttaggc/acageatagt

SNP ( C > A TranJisyonu)
cttctttattttggcttctaataaagcttcctaccaaggatggcacctagacagagaataatttcttagtttatcagtttatggctaactgtatcggecccctcacataaaaatatggt

aGAACCCTTACAGTCCTGG

Sekil 2.3 PCR ile ¢ogaltilan 471 bp'lik baz dizilimi ve tek nokta mutasyonu.

GSTO1 genindeki C—A tek niikleotid polimorfizminin (rs4925)
belirlenmesinde kullanilan PCR programi Cizelge 2.7.'de verildigi sekildedir. PCR

irlinleri, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliinceye kadar -20°C'de muhafaza edildi.
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Cizelge 2.7. GSTO1gen polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan PCR programu.

Sartlar oC Siire (dakika)
Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C 10
Denatiirasyon 94°C 1
Baglanma 55°C 1
Uzama 72°C 1
Son uzama 72°C 5

4°C oo dakika
Siklus sayisi 35 dongi

2.1.4.2.4.2. GSTO2 Geninin Amplifikasyonunda Kullanilan PCR Bilesenleri ve
PCR Programi

GSTO2 genindeki A—G tek niikleotid polimorfizminin (rs156697)
belirlenmesinde PCR-RFLP yo6ntemi kullanildi. PCR reaksiyonunda PCR Buffer, Hot
Star Tag DNA Polimeraz, dNTP karisimi, F Primer, R Primer ve DNA bilesenleri

bulunmaktadir. Calismada kullanilan PCR reaksiyonunun bilesenlerine ait bilgiler

Cizelge 2.8.’de verilmistir.
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Cizelge 2.8. GSTO2 geninin amlifikasyonunda kullanilan PCR bilesenleri.

Stok Reaksiyona 25 pl'lik reaksiyon
PCR Bilesenleri Konsantrasyon konulan miktar karisimindaki final konsantrasyon
10X PCR 10X 2,5ul 1X
Buffer
dNTP karisim 2mM 2l 200 uM
F Primer 10 pmol/ pul 0,5 ul 10 pmol/ pl
R Primer 10 pmol/ pul 0,5 ul 10 pmol/ pl
Hot Star Taq
DNA Polimeraz 50/ ul 0,125 pl 1,25U
DNA 5ul ~200 ng
Steril H20 17 pl

2.1.4.2.4.2.1. Klasik PCR' da Kullamilan Primerler ve PCR Programi

Primerler HPSF yontemi ile Montreal'deki Alpha DNA firmasina sentezlettirildi.

Kullanilan primerler ve 6zellikleri Cizelge 2.9.’da gosterilmistir (Xu ve ark., 2009).

Cizelge 2.9. GSTO2 geninin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler ve 6zellikleri.

GSTO? F PRIMER R PRIMER
5- AGGCAGAACAGGAACTGGAA -3' | 5- GAGGGACCCCTTTTTGTACC -3
Uzunluk 20 baz 20 baz
GC igerigi %50 %55
™Tm 59,8°C 59,7°C
Tm fark 0.1°C

PCR sonucunda GSTO2 geni i¢in 185 bp'lik PCR iiriinleri elde edildi. Bu {iriiniin

baz dizilimi ve primer dizilimleri asagida gosterilmistir (Sekil 2.4.).
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AGGCAGAACAGGAACTGGAAgtttccacagacttctccactgagaacctgtgtectctgattaggtcccacatttgaccaaggagtgectggta

gcgttgagatgtgggagagaatgcacta/gatctgaaggcagecctgegtcaggaattcagcaacctggaagaGGTACAAAAAGGGGTCCCTC

SNP (' A > G Transisyonu)

Sekil 2.4. PCR ile ¢ogaltilan 185 bp'lik baz dizilimi ve tek nokta mutasyonu.

GSTO2 genindeki A—G tek niikleotid polimorfizminin (rs156697)
belirlenmesinde kullanilan Klasik PCR programi Cizelge 2.10.'da verildigi sekildedir.

Cizelge 2.10. GSTO2gen polimorfizminin belirlenmesinde kullanilan PCR programa.

Sartlar oC Siire (dakika)
Baslangi¢ denatiirasyonu 94°C 10
Denatiirasyon 94°C 1
Baglanma 60°C 1
Uzama 72°C 1
Son uzama 72°C 5

4°C oo dakika
Siklus say1st 35 dongii

PCR driinleri, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilinceye kadar -20°C'de

muhafaza edildi.

2.1.4.2.5. PCR Uriinleri I¢in Agaroz Jel Hazirlanmasi

PCR islemininin ardindan istenilen dizinin amplifikasyonunun dogru olarak
gerceklestigini kontrol etmek amaciyla 8 pl PCR {iriinii ile 1 pl 6X Jel Loading Buffer

ile karistirilarak %2'lik normal agaroz jele yiiklendi. Bu jelin hazirlanmasi i¢in 2,4 gr
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agaroz tartilarak 120 ml 1X TBE igerisinde ¢oziildii. Ayrica 100 bp DNA ladder'dan 1
ul, 6X Jel Loading Buffer’dan 1 p ve distile sudan 6 pl karistirilarak yiikleme yapildi.
Jel 100 Volt ve 70 Amperde 45 dakika elektroforeze tabi tutuldu ve PCR {irtinleri UV

15181nda, jel goriintiileme sistemi ile degerlendirildi.

2.1.4.2.6. PCR Uriinlerinin Restriksiyon Enzimi ile Kesilmesi (RFLP)

Calismamizda GSTO1 genindeki C—A polimorfizmini belirlemek i¢in
(Ala—Asp), amplifikasyon sonucunda olusan PCR iirlinii, Cac8I restriksiyon enzimi
ile kesildi. GSTO2 genindeki A—G polimorfizmini belirlemek i¢in ise (Asn—Asp),
Mbol restriksiyon enzimi kullanildi. PCR {iriiniinlerinin RFLP yontemi ile kesim

isleminde negatif ve pozitif 6rnekler de kontrol amaciyla analizlere alindi.

2.1.4.2.6.1. Restriksiyon Enzim Kesim Kosullar1

GSTO1 (rs4925) gen bolgesi i¢in kesim kosullari: Cac8l enziminin tanima

bolgesi: 5

10 pl Niikleaz Free H.0 /A
5’...GCN NGC...»

2 ul NEB4 Buffer

10 pl PCR iiriinii 3... CGNVNCG...S’

0,5 ul Cac8l oo

GSTO2 (rs156697) gen bolgesi i¢in kesim kosullari: Mbol enziminin tanima

bolgesi:
8 o0

o

/A

5°... L3
18 ul Niikleaz Free H20O GATC...3

2 ul NEB4 Buffer 3°...CTAG ... 5

10 pl PCR iiriinii Y
00

1 ul Mbol

Ornekler gece boyu 37 °C’de inkiibe edildi.
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2.1.4.2.7. Restriksiyon Enzimleri ile Inkiibasyondan Sonra Agaroz Jel

Hazirlanmasi

GSTO1*A140D ve GSTO2*N142D gen polimorfizmlerinin belirlenmesi igin,
kesim tirtinleri 6X yiikleme boyasi ile (8 pl kesim {irtinii 1 pl boya ile karigtirildi)
bolim 2.1.4.2.5." te anlatildig1 sekilde %?2'lik jele yiiklendi ve elektroforeze tabi

tutuldu. Sonuglar UV 15181nda, jel goriintiileme sistemi ile degerlendirildi.

2.1.4.2.8. istatistiksel Analizler

Tiim istatistiksel analizlerde SPSS V16 programi kullanildi. Kategorik veriler
icin 2 testi kullanildi. Datalar ortalama+S.S ve median, minimum, maksimum

degerleri kullanilarak verildi. P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

Calisma ornekleminde yer alan 100 B-talasemi majorlu hastadan toplanan kan
orneklerinde demir eser element diizeyi Alevli Atomik Absorpsiyon Spektrometre
(Varian AA240FS Fast Sequantial Flame Atomic Absorption Spectrometry) cihazi ile
kursun diizeyi Grafit Firin Atomik Absorpsiyon Spektrometresi (Varian AA240Z
Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry) kullanarak tespit edilmistir.
GSTO1*A140D ve GSTO2*N142D gen polimorfizmleri ise PCR-RFLP yontemi ile

belirlenmistir.

3.1. Orneklerin Genel Degerlendirilmesi

Calismaya katilan bireyler metal maruziyeti olmayan, en az bir yildir eritrosit
slispansiyon transfiizyonu yapilmakta olan ve talasemi disinda bagka bir hematolojik
hastalig1 olmayan bireylerdir. Calisma grubunu yaslar1 18—45 yas arasinda degisen 100
hasta (50 erkek, 50 kadin) olusturmaktadir.

3.2. Talasemili Bireylerin GSTO1 Genindeki C—A Tek Niikleotid

Polimorfizminin Belirlenmesi

GSTOL1 geni 10. kromozomda yer alan bir gen bdlgesidir. Bu gen bolgesinde
C—A tek niikleotid polimorfizmi (rs4925) yabanil tip bireylerde "C" iken, mutant
bireylerde "A" ya degisim gostermektedir.

GSTOI1 genindeki C—A polimorfizmini gostermek amaciyla, bu noktayr da
iceren 471 bp'lik bolge amplifiye edildi ve sonuglar jel goriintiileme sisteminde, UV
151k altinda degerlendirilerek fotograflandi.
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Calismamizdaki agaroz jel analizlerinin degerlendirilmesi sonucunda tii¢ farkl

varyasyon elde edilmistir:

"CC" yabanil tip (homozigot tipik)
"AA" mutant tip (homozigot atipik)

"CA" heterozigot genotip varyantlari belirlenmistir.

Cac8l enzimi, 471 bp'lik bolgeyi hem 5' ucundan GCNNGC dizisini taniyarak
GCN/NGC noktasindan hem de 3' ucundan CGNNCG dizisini tantyarak CGN/NCG

noktasindan keser (Sekil 3.1.).

5’AACGTGGGTACAATTTC Cittttecttott attttaacattagcagaat attttaaaa

.\,

F primet ————

gca  agcccatgacaaagtctgtttaggtgtittg atttatat cttaageag gacagetttctgetitat

|
gl

LEl'G

aacagcagtctgctotasacaaaaatgtttaggooaattttcct aattacettaaagt gactto gaaag

12003a1aTa33233a3373aTaZ a7 T3aa3adgagootagatatagitatcgtitacicigat gata g
ctaggagaaataattacciectctagotiggiaaatictitacgaaattctictittags cc  agoatagic
N
& O
Tictitattttgactictaataaagciicctaccaaggalg gcaccia Zacagagaata attictia grrtatca

gtttatgoctaactgtatcgocccectcacataaaaatatgotaGAACCCTTACAGT CCTGGY

<—— R primer

Sekil 3.1. 471 bp uzunlugundaki PCR iiriinliniin homozigot tipik CC bireylerde,
Cac8I enzimi ile kesiminin sematik gdsterimi.

Sonug olarak, C/C genotipli yabanil tip (homozigot tipik) bireylerde enzim

kesimi sonucu 265 bp, 145 bp ve 61 bp’lik olmak iizere ii¢ oligoniikleotid pargasi
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olusur. Bununla birlikte, A/A genotipli homozigot mutant bireylerde Cac8l enzimi
471 bp’lik bolgeyi 410 bp ve 61 bp’lik olmak tizere iki oligoniikleotid parcasina ayirir.
C/A genotipli heterozigot bireylerde ise restriksiyon enzimi 471 bp’lik bolgeyi hem
homozigot tipik hem de homozigot atipikler gibi keser, boylece 410 bp, 265 bp, 145
bp ve 61 bp’lik olmak {izere dort oligoniikleotid pargasi olusur (Sekil 3.2.).

>145 bp

>265 bp
>410 bp

Sekil 3.2. GSTOL1 genindeki rs4925 polimorfizminin PCR-RFLP ile saptanmasina ait
jel goriintiisti [PCR iiriinii 471 bp. M=100 bp Ladder; 1 nolu 6rnek: Heterozigot
genotipli birey (CA)= 410bp+265bp+145bp+61bp; 2,3 ve 5 nolu 6rnekler: Yabanil
tipli birey (CC)= 265bp+145bp+61bp; 4 nolu 6rnek: Mutant tipli birey (AA) =
410bp+ 61bp]

Calismaya katilan 100 hastanin %511 GSTO1*A140D tek niikleotid
polimorfizmi agisindan yabanil tip (CC), %40 heterozigot (CA) ve %9'unun da
mutant tip (AA) genotipe sahip olduklar1 belirlenmistir (Cizelge 3.1.).
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Cizelge 3.1. Bireylerin GSTO1*A140D tek niikleotid polimorfizmi ile olusan

genotiplerin frekansi.

GSTO1 Genotip Frekansi
Polimorfizmi (n:100)

N %
cC
(Yabaml tip) 51 51
CA
(Heterozigot) 40 40,0
AA
(Mutant tip) 9 9

GSTO1*A140D tek niikleotid polimorfizmi ile olusan alel frekanslar1 (n:200)
gruplandirilmis, 100 bireye ait alel frekansi C aleli i¢in %71 (n:142), A aleli iginse
%29 (n:58) olarak belirlenmistir (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2 Bireylerin GSTO1 C—A tek niikleotid polimorfizmi ile olusan alel

frekansi.
Alel Frekansi
GSTO1
(n:200)
Alel(C/A)
N %

C 142 71,0
A 58 29,0

Calismamizin GSTO1*A140D gen polimorfizmi agisindan Hardy-Weinberg
dengesi ile uyumlu olup olmadigi incelendi. Hardy-Weinberg uygunluk hipotezinin
istatistik olarak karsilastirilmasinda y2 testi kullanildi. Bu islemler sonucunda elde

edilen bulgular Cizelge 3.3.’te gosterilmistir.
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Cizelge 3.3. Calistigimiz populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde olup
olmadiginin tespiti (GSTO1rs4925)

CcC CA AA

GSTO1 ) ) Toplam

(rs4925) (yabamil tip) (Heterozigot) (mutant tip) ")
(n) (n) (n)

Gozlenen 51 40 9 100

Beklenen 50,41 41,18 8,41 100

Serbestlik Derecesi: 2 x2=0,08 *p>0,05

Buna gore GSTO1*A140D gen polimorfizmindeki genotip ve alel frekans
dagilimmin Hardy-Weinberg dengesi ile uyumlu oldugu hesaplanmistir (p>0,05).

Fe ve Pb diizeyleriyle GSTO!1 154925 polimorfizminin genotipleri arasindaki
iligskiler One-Way ANOVA testi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir ve Cizelge

3.4.’de Ozetlenmistir.

Cizelge 3.4. Talasemili bireylerde GSTOL1 gen polimorfizmi ile kan Fe ve Pb

diizeylerinin istatistiksel degerlendirmesi.

Ortalama £ SS

GSTO1 n (Standart Sapma) Minimum Maksimum P degeri

CC 51 291,274£51,38 97,99 413,02

Fe CA 40 295,76+68,45 102,32 396,73 0,878

(mg/L) AA 9 286,08+33,95 228,85 329,74

Toplam 100
CC 51 68,67+38,09 20,99 227,78

Pb CA 40 71,68+45,90 21,26 247,66 0,646

(ng/L) AA 9 83,38+61,17 23,00 202,14

Toplam 100
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Demir diizeyi (mg/L)
310

300
290
280
270
260
250
cc CA

GSTO1 A140D Genotipleri

Kursun diizeyi (pg/L)
120

100
&0

60

20

cc CA AA
GSTO1 Al140D Genotipleri

Sekil 3.3. Kan Kursun ve Demir Diizeyleri

Sekil 3.3’de goriildiigii gibi AA genotipli bireyler, CA ve CC genotipli bireylerle
karsilastirildiginda daha diisiik demir diizeylerine sahiptir. Kursun diizeyi ise CC
genotipli bireylerde daha diisiiktiir ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli diizeyde
degildir (p>0,05).

Kan demir diizeyi bakimindan AA, CA ve CC gruplan arasinda istatistiksel
olarak anlamli iligki bulunamamstir (p=0,878). Kan demir diizeyleri bakimindan CC,
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CA ve AA gruplarina ait ortalama+standart sapma degerleri ise 291,27+51,38,
295,76+68,45 ve 286,08+33,95 olarak bulunmustur.

Kan Kkursun diizeyi bakimindan AA, AC ve CC gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli iliski bulunamamistir (p=0,646). Kursun bakimindan CC, CA ve AA
gruplarina ait ortalama+standart sapma degerleri ise 68,67+£38,09, 71,68+45,90 ve
83,38+61,17 olarak bulunmustur

3.2. Talasemili Bireylerin GSTO2 Genindeki A—G Tek Niikleotid

Polimorfizminin Belirlenmesi

GSTO2 geni 10. kromozomda yer alan bir gen bolgesidir. Bu gen bolgesinde
A—G tek niikleotid polimorfizmi (rs156697) tipik bireylerde "A™ iken, atipik
bireylerde "G" ye degisim gostermektedir.

GSTO2 genindeki A—G polimorfizmini gdstermek amaciyla, bu noktayr da
iceren 185 bp'lik bolge amplifiye edildi ve sonuglar jel goriintiileme sisteminde, UV
151k altinda degerlendirilerek fotograflandi.

Caligmamizdaki agaroz jel analizlerinin degerlendirilmesi sonucunda ii¢ farkl

varyasyon elde edilmistir:

"AA" yabanil tip (homozigot tipik),
"GG" mutant tip (homozigot atipik),

"AG" heterozigot genotip varyantlari belirlenmistir.
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Mbol enzimi, 180 bp'lik bolgeyi hem 5' ucundan GATC dizisini taniyarak
/GATC noktasindan hem de 3' ucundan GATC dizisini tantyarak /GATC noktasindan
keser (Sekil 3.4.).

5’ AGGCAGAACAGGAACTGGAA gtttccacagacttctccactgagaacctgtgtectetgattaggtee
F primer ———>

cacatttgaccaaggagtgcectggtagegttgagatgtgggagagaatgeact gatctgaaggeagecectgegtecagga

3o

attcagcaacctggaagaGGTACAAAAAGGGGTCCCTC3?

<—— R primer

Sekil 3.4. 185 bp uzunlugundaki PCR firtiniiniin homozigot atipik GG bireylerde,
Mbol enzimi ile kesiminin sematik gosterimi.

Sonug olarak, G/G genotipli mutant bireylerde enzim kesimi sonucu 122 bp ve
63 bp’lik olmak tizere iki oligoniikleotid parcasi olusur. Bununla birlikte, A/A
genotipli yabanil tip bireylerde Mbol enzimi 185 bp’lik bdlgeyi kesmez ve bu
amplifikasyon triinii tek 185 bp’lik oligoniikleotid pargas1 olarak goriintiilenir. A/G
genotipli heterozigot tipik bireylerde ise restriksiyon enzimi 185bp’lik bolgeyi hem
yabanil tip hem de mutant tiplerdeki gibi keser, boylece 185 bp, 122 bp ve 63 bp’lik

olmak tizere tii¢ oligoniikleotid pargasi olusur (Sekil 3.5.).
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63 bp
122bp
185 bp

M | 2 3 + 5

Sekil 3.5. GSTO2 genindeki rs156697 polimorfizminin PCR-RFLP ile saptanmasina
ait jel gortintiisii [PCR tirtinii 185 bp. M=100 bp Ladder; 1 nolu 6rnek: Mutant birey
(GG) = 122bp+ 63bp; 2 ve 3 nolu drnekler: Yabanil tip birey (AA)= 185bp; 4 ve 5
nolu 6rnekler: Heterozigot genotipli birey (AG)= 185bp+122bp+63bp]

Calismaya katilan 100 hastanin %42'si GSTO2*N142D tek niikleotid
polimorfizmi agisindan yabanil (AA), %45' heterozigot (AG) ve %131 de mutant
(GG) genotipe sahip olduklar1 belirlenmistir (Cizelge 3.5.).

Cizelge 3.5. Bireylerin GSTO2*N142D tek niikleotid polimorfizmi ile olusan

genotiplerin frekans:.

Genotip Frekansi
GSTO2

) o (n:100)
Polimorfizmi
N %
AA
42 42,0
(Yabanil tip)
AG
) 45 45,0
(Heterozigot)
GG
13 13,0

(Mutant tip)

GSTO2*N142D tek niikleotid polimorfizmi ile olusan alel frekanslar1 (n:200)
gruplandirilmis, 100 bireye ait alel frekanst A aleli i¢in %64,5 (n:129), G aleli i¢inse
%35,5 (n:71) olarak belirlenmistir (Cizelge 3.6.).
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Cizelge 3.6. Bireylerin GSTO2 A—G tek niikleotid polimorfizmi ile olusan alel

frekansi.
Alel Frekansi
GSTO2
(n:200)
Alel(A/IG)
N %

A 129 64,5
G 71 35,5

Calismamizin GSTO2*N142D gen polimorfizmi agisindan Hardy-Weinberg
dengesi ile uyumlu olup olmadig1 incelendi. Hardy-Weinberg uygunluk hipotezinin
istatistik olarak karsilastirilmasinda %2 testi kullanildi. Bu islemler sonucunda elde

edilen bulgular Cizelge 3.7.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.7. Calistigimiz populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde olup
olmadiginin tespiti (GSTO2 rs156697)

AA AG GG
GSTO2 ] ) Toplam
(Yabamil tip) (Heterozigot) (Mutant tip)
(rs156697) (n)
(n) (n) (n)
Gozlenen 42 45 13 100
Beklenen 41,60 45,79 12,60 100
Serbestlik Derecesi: 2 %2=0,03 *p>0,05

Buna gore GSTO2*N142D gen polimorfizmindeki genotip ve alel frekans
dagilimimin Hardy-Weinberg dengesi ile uyumlu oldugu hesaplanmistir (p>0,05).

Fe ve Pb diizeyleriyle GSTO2 rs156697 polimorfizminin genotipleri arasindaki
iliskiler One-Way ANOVA testi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir ve Cizelge

3.8. 'de Ozetlenmistir.
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Cizelge 3.8. Talasemili bireylerde GSTO2 gen polimorfizmi ile kan Fe ve Pb

diizeylerinin istatistiksel degerlendirmesi.

Ortalama £ SS

GSTO2 n Minimum Maksimum P degeri
(Standart Sapma)
AA 51 283,59+59,69 97,99 396,73
Fe AG 40 302,14+58,69 102,32 413,03 0,312
(mg/L) GG 9 288,65+40,29 210,55 336,69
Toplam 100
AA 51 74,30+47,55 20,99 247,66
Pb AG 40 67,27+35,60 21,26 186,44 0,719
(ng/L) GG 9 74,76£55,22 23,00 202,14
Toplam 100
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Demir diizeyi (mg/L)
320

310 T
300

290 T

280

270

260

250

AA AG

GG
GSTO2 N142D Genotipleri
Kursun diizeyi (ug/L)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

AA AG GG

GSTO2 N142D Genotipleri

Sekil 3.6. Demir ve Kursun Diizeyi

Sekil 3.6.’da goriildigli gibi AA genotipli bireyler, AG ve GG genotipli
bireylerle karsilagtirildiginda daha diisiik Fe diizeyine sahiptir. Pb diizeyi agisindan
karsilagtirildiginda ise AG genotipli bireyler, AA ve GG genotipli bireylere gore diisiik
Pb diizeyine sahiptir. Fakat istatistiksel agidan degerlendirildiginde, bu farklar anlaml

diizeyde degildir (p>0,05).
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Kan demir diizeyi bakimindan AA, AG ve GG gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli iligki bulunamamistir (p=0,312). Demir bakimindan AA, AG ve GG
gruplarina ait ortalama+standart sapma degerleri ise 283,59+59,69, 302,14£58,69 ve
288,65+40,29 olarak bulunmustur.

Kan kursun diizeyi bakimindan AA, AG ve GG gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli iliski bulunamamaistir (p=0,719). Kursun bakimindan AA, AG ve GG
gruplarina ait ortalama+standart sapma degerleri ise 74,30+47,55, 67,27+35,60 ve
74,76+55,22 olarak bulunmustur.
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4. TARTISMA

Tirk popiilasyonunu kapsayan ve Talasemili hastalar1 igceren, GSOT1 ve

GSOT?2 gen polimorfizmi ile ilgili yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Diinya genelinde goriilen yaygin otozomal resesif hastaliklardan birisi olan
talasemi, hemoglobin molekiiliinii olusturan globin zincirlerinin bir veya birden
fazlasinin sentezinin olmayigi ya da yetersiz sentezlenmesi sonucu ortaya ¢iktigi
bilinmektedir. a-talasemi a-globin zincir sentezinde aksaklik yasanmasi ile karakterize
edilirken, B-talasemi ise B-globin zincir sentez asamasinin etkilenmesi neticesinde
meydana gelmektedir. (Rund ve ark., 2005). Talaseminin en sik goriilen tipi B-
talasemi olup, p-talasemide goriilen patolojilerin olusma sebebi, azalmis - globin
sentezine bagli olarak olusan eslesmemis a-globin zincirindeki artig ve eritroblastlarda
olusan erken apoptotik yikimdir (Makis ve ark., 2016). iki p-globin geninde de defect
meydana gelmesi neticesinde B-globin iiretiminde azalma olan - talasemi majorlu

hastalar 6miir boyu kan transfiizyonuna bagimli haldedir. (Nagar ve ark., 2015).

Klinik tedavi asamasinda yapilan transfiizyonla viicuda demir giriginin olmast,
efektif olmayan eritropoez ve bagirsaklarda demir emilimindeki artig neticesinde
viicutta bir siire sonra demir birikimi olusmaktadir. Hiicrelerde katabolik demirin
artmasi transferrinin demir tasima kapasitesinin agilmasina ve transferrinden bagimsiz
serbest demir havuzlarinin olugmasma sebep olmaktadir. Olusan kararsiz demir
havuzlar1  serbest radikallerin meydana gelmesini katalizlemektedir ve
mitokondrilerde, lizozomlarda, lipit membranda, proteinlerde ve DNA'da hasar
meydana gelmesine sebep olan oksidatif stresin gelisimine ciddi katki saglamaktadir.
(Roussou ve ark., 2013). Bu sebeple B-talasemili hastalarda pro-oksidan/antioksidan
dengesinde oldukca 6nemli degisiklikler olusmaktadir. Ornegin, oksidatif strese kars1
eritrosit ve 10kositlerin muhafaza edilmesinde hayati 6nemi olan glutatyon enzimi,

Mahdi'nin 2014 yilinda yaptig1 ¢calismada B-talasemili hastalarda glutatyon enziminin
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diizeyinin 2-3 kat daha diisiik oldugu bulunmustur (Mahdi, 2014). Benzer bigimde
reaktif tiol gruplarinin ve antioksidan muhafazasinda gorev alan diger enzimlerin
diizeylerinin de talasemili hastalarda kontrol gruplan ile karsilastirildiginda diisiik
oldugu bulunmustur (Kalpravidh ve ark., 2005). Farkli bir calismaya gore hiicrelerin
serbest radikallere karst muhafazasinda onemli rol alan ¢inkonun seviyesinin f-
talasemili hastalarda kontrol grubuna kiyasla daha diisiik oldugu bulunmustur ve bu
azalmanin demir yiikiindeki artisa bagli olarak intestinal sistemden ¢inkonun
emiliminin azalmasina bagl olarak gelisebilecegi oneri siiriilmiistiir (Farazin ve ark.,
2012). Bu nedenle talasemili hastalarda esansiyel iz elementlerin de diizeylerinde

degisiklikler s6z konusudur (Nasr ve ark., 2002).

Hiicresel demir igeriginin fazla olmasi oksidatif strese neden olurken, az olmasi
hiicresel proliferasyonun bozulmasina, biiylime geriligine hatta 6liime bile neden
olabilmektedir (Muckenthaler ve ark., 2008). Ciinkii, demir yasayan tiim organizmalar
icin hayati 6neme sahip olup oksijen taginmasinda, elektron transportunda, niikleotid
biyosentezinde kritik rol oynamaktadir. Bu nedenle hiicresel demir homeostazinin
saglanmast i¢in demirin alimi, depolanmasi ve tasmmasini diizenleyen
mekanizmalarin  kusursuz olmasi gerekmektedir. Demir homeostazi demir
metabolizmasina katilan proteinlerin  ekspresyonunu  kontrol eden post-

transkripsiyonel feedback mekanizmalar ile saglanmaktadir (Kiihn, 2015).

Talasemili hastalarda demir toksikokinetiginde rol oynayan proteinleri kodlayan
genlerdeki polimorfizm, bu proteinler i¢in yarigan kursun diizeylerini etkilemektedir.
Hiicresel demir dagilimi ve konsantrasyonu kursun toksisitesi agisindan biiyiik 6nem
arz etmektedir. Clinkii, demir eksikligi genellikle kursun intoksikasyonu ile birlikte bir
arada goriilmekte olup, bu etkilesim ¢ok ciddi tibbi komplikasyonlara sebebiyet
verebilmektedir (Wang ve ark., 2012).
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Talasemili bireylerden alinan kan 6rneklerinde GSOT1 geninde yer alan C>A
(rs 867469) tek niikleotid polimorfizminin kan kursun diizeyine etkisi irdelendiginde
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski gériilmemis olmakla beraber (p=0,646),
mutant (AA) bireylerin (83,38+61,17 ppb) heterezigot (CA) (71,68+45,90 ppb)
bireylere gore ve yabanil tip (CC) (68,67+38,09 ppb) bireylere gore daha yiiksek kan
kursun diizeyine sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 16).

Talasemili bireylerden alinan kan 6rneklerinde GSOT1 geninde yer alan C>A
(rs 867469) tek niikleotid polimorfizminin demir diizeyine etkisi irdelendiginde

aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki goriilmemis olmakla beraber (p=0,878),

mutant (AA) bireylerin (286,08+33,95 mg/L);

Heterozigot (CA) bireylere (295,76+68,45 mg/L) gore ve yabanil tip (CC)
(291,27£51,38 mg/L) bireylere gore daha yiiksek demir diizeyine sahip oldugu
belirlenmistir (Cizelge 16).

Yapilan ¢aligmalarda demir eksikligi goriilen gocuklarda kan kursun seviyesinin
yiiksek oldugu saptanmistir. Ciinkii, kursun demir ile ayni emilim mekanizmasi
yoluyla viicuda alinmakta ve yarismali olarak demiri inhibe etmektedir (Hegazy ve
ark., 2010). Bunun yaninda bir ¢ok c¢alismada demir ve kursun arasinda negatif
korelasyon saptanmistir (Khan ve ark., 2011; Keramati ve ark., 2013; Willows ve
Gray-Donald, 2002; Wright ve ark., 2003). Dolayisiyla elde ettigimiz degerler
istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen literatiir bilgileri ile uyumsuzluk

gostermemektedir.

Talasemili bireylerden alinan kan 6rneklerinde GSOT2 genindeki A>G (rs
156697) tek niikleotid polimorfizminin kan kursun diizeyine etkisi incelendiginde

aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki goriilmemis olmasina ragmen
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(p=0,719), mutant tip (GG) bireylerin (74,76+55,28 ppb), heterezigot (GA)
(67,27+35,60 ppb) ve yabanil tip (AA) (74,30+47,55 ppb) bireylere gore daha yiiksek
kan kursun diizeyine sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 20).

Talasemili bireylerden alinan kan Orneklerinde GSOT2 genindeki A>G (rs
156697 ) tek niikleotid polimorfizminin kan demir diizeyine etkisi incelendiginde
aralarinda istatistiksel agidan anlamli bir iligki goriilmemis olmasma ragmen
(p=0,312), heterozigot (AG) bireylerin ( 302,14+58,69 mg/L), yabanil tip (AA)
(283,59+59,69) ve mutant tip (GG) (288,65+40,29) bireylere gore daha yiiksek demir
diizeylerine sahip oldugu, yabanil tip (AA) bireylerin ise diisiik demir diizeyine sahip

oldugu belirlenmistir.

Calismamizda goriilen demir ve kursun arasindaki negatif korelasyon yapilan

pek ¢ok ¢alismada da bulunmustur (Bradman ve ark., 2001; Kaufmann ve ark., 2000).

[

Organizmada metal metabolizmasinin onemli Olgiide degistigi talasemide,
metallerin toksikokinetiginde 6nemli rol oynayan gen polimorfizmlerinin kan metal
diizeyleri ile iliskisi son derece onemlidir. GSOT1 ve GSOT2 genlerindeki
farkliliklarin ise bu iliskinin daha 1y1 anlasilmasimna katki saglayabilecegi
diistiniilmektedir. Yapmis oldugumuz literatiir taramalarinda, GSOT1 ve GSOT2 gen
polimorfizmlerinin talasemi hastalarinin kan ve demir, diizeylerine etkisini Tiirk
poplilasyonunda arastiran bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu sebeple ¢alismamizin
bundan sonraki talasemi ve diger transfiizyon bagimli anemi tiirlerinin arastirilacagi

diger caligmalara 151k tutabilecegi diisiiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Talasemi hastalarinda klinik seyir ve tedavi siirecinde, artmis hemoliz, intestinal
demirin fazla absorbe edilmesi ve tedavide uygulanan sik transfiizyonlar sonucunda
viicut demir yiikii kronik olarak artmaktadir ve bu olgularda ortaya ¢ikan asirt demir
yiikii birikimlere neden olacagindan, organ disfonksiyonlar1 gelisebilmektedir.
Bununla birlikte demir toksikokinetiginde gorev alan enzimlerle ilgili
polimorfizminin, bu enzimler igin yarisan 6zellikle kursun basta olmak tizere toksik
metal diizeylerine etkisi de ciddi 6nem arzetmektedir. Bu nedenle GSOT-1 ve GSOT-
2 genlerindeki tek niikleotid polimorfizmlerinin kan demir ve kursun diizeylerine

etkisi arastirilmustir.

Bu ¢alismada, Eyliil 2010-Kasim 2010 ile Temmuz 2013-Agustos 2013 tarihleri
arasinda Adana Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Hematoloji
Boliimii'ne diizenli olarak kan transfiizyonuna gelen 100 B-talasemi majorlu hastanin

kan 6rneklerinde belirlenen;

GSOT1 gen polimorfizmi, genotip frekanslari; %51 yabanil tip (CC), %40
heterozigot (CA), %9 mutant tip(AA).

GSOTI gen polimorfizmi alel frekanslar1 (n:200) gruplandirilmis, 100 bireye ait
alel frekans1 A aleli i¢in %29 (n:58), C aleli iginse %71 (n:142).

GSOT2 gen polimorfizmi genotip frekanslary; %42 yabanil tip (AA), %45
heterozigot (GA) ve %13 mutant tip (GG).

GSOT2 gen polimorfizmi alel frekanslar1 (n:200) gruplandirilmis, 100 bireye ait
alel frekans1 A aleli igin %64,5 (n:129), G aleli iginse %35,5 (n:71).

GSOT1 ve GSOT2 gen polimorfizmlerindeki genotip ve alel frekans dagilimi
Hardy-Weinberg dengesi ile uyumludur. (p>0,05).
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Bu sonuglara gore; GSOTT1 (154925 C/A):

-Demir diizeyi AA genotipine sahip bireylerde (286,08+33,95 mg/L) CA
(295,76+68,45 mg/L) ve CC genotipli bireylere (291,27+51,38 mg/L) gore daha diisiik
oldugu tespit edilmistir ancak bu sonug istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

-Kursun diizeyi CC genotipine sahip bireylerde (68,67+38,09 ppb) CA
(71,68+45,90 ppb) ve AA genotipli bireylere (83,38+61,17 ppb) gore daha diisiik
oldugu tespit edilmistir. Dolayisyla demir ve kursun arasinda negatif bir korelasyon

gbzlemlenmistir ancak bu sonug istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

GSOT2 (5156697 A/G):

-Demir diizeyi AA genotipine sahip bireylerde (283,59+59,69 mg/L), AG
(302,14+58,69 mg/L) ve GG genotipli bireylere (288,65+40,29 mg/L) gore daha diisiik
oldugu tespit edilmistir ancak bu sonug istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

-Kursun diizeyi GG genotipine sahip bireylerde (74,76+55,22 ppb), AG
(67,27£35,60 ppb) ve AA genotipli bireylere (74,30+47,55 ppb) gore daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Dolayisyla demir ve kursun arasinda negatif bir korelasyon

gozlemlenmistir ancak bu sonug istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

Genetik farkliliklarin metal maruziyetinde etkili olmasi metallerle dogrudan
veya dolayl etkilesen proteinlerin polimorfik yapisinin 6nemini arttirmaktadir.
Aragtirmamiz bu hastalarda bir taraftan iz element ile toksik metaller arasindaki
iliskinin genetik agidan degerlendirimesine diger taraftan ise metal maruziyetinden
etkilenme mekanizmalarinin aydinlatilmasina katkida bulunacaktir.

Literatiir taramalarinda aragtirmamizda calisilan gen polimorfizmlerinin

talasemi hastalarinin kan demir ve kursun diizeylerine etkisini aragtiran bir calismaya
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rastlanmamistir. Bu agidan calismamiz bir ilk olma oOzelligi tasimaktadir. Diger
yandan; bu polimorfizm ¢aligmalarinin Tiirk populasyonunun genetik havuzunun

olusturulmasina katki saglayabilecegi diistiniilmektedir.

Talasemi hastalarinda, bireysel genetik farkliliklara dikkat edilerek, tedavi
yaklasimlarinda bulunulmasinin tedavi etkinligini arttirmada avantaj olusturabilecegi,
boylelikle etkin tedavi yontemleri ile zaman ve ekonomik kaybin Onlenebilecegi

distiniilmektedir.
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OZET

GST Omega 1 Ve Omega 2 Gen Polimorfizmlerinin Talasemi Hastalarindaki
Kan Metal Diizeylerine Etkisi

Bu ¢alisma ile organizmada metal homeostazinin 6nemli dl¢iide degistigi bir
hastalik olan talasemide, demir toksikokinetiginde rol oldugu diisiiniillen GSOT1
(rs4925 C/A) ve GSOT2 (rs156697 A/G) gen polimorfizmlerinin kan demir ve kursun

diizeylerine olan etkisinin aydinlatilmas: amag¢lanmistir.

Calismamizda talasemi disinda baska bir hematolojik hastaligi ve metal
maruziyeti olmayan, en az bir yildir eritrosit siispansiyonu transflizyonu yapilmakta
olan 100 hasta bireyden elde edilen kan ornekleri kullanilmistir. Kan 6rneklerinde
demir iz elementi konsantrasyonlar1 Alevli Atomik Absorpsiyon Spektrometre (Varian
AA240FS) cihaz ile, kursun konsantrasyonlar1 ise Grafit Firin Atomik Absorpsiyon
Spektrometresi (Varian AA240Z7) ile belirlenmistir. Genetik arastirmalar i¢in izole
edilen DNA'larda GSOT1 C/A (rs4925) tek niikleotid polimorfizmini belirlemek
amaciyla Alel Spesifik Oligoniikleotid- Polimeraz Zincir Reaksiyonu (ASO-PCR)
yontemi, GSOT2 A/G (rs156697) tek niikleotid polimorfizmini belirlemek amaciyla
Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (PCR-

RFLP) yontemi kullanilmistir.

Calismanin  sonucunda talasemili hastalarda GSOT1 ve GOST2 gen
polimorfizmlerinin kan demir ve kursun diizeylerine etkisi istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, GSOT1 gen polimorfizmi genotip frekanslari; %51 yabanil tip
(CC), %40 heterozigot (CA), %9 mutant tip (AA) olarak belirlenmistir. Demir diizeyi
AA genotipine sahip bireylerde (286,08+33,95mg/L), CA (295,76+68,45mg/L) ve CC
genotipli bireylere (291,27+51,38 mg/L) gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir
ancak bu sonug istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Calismamizda demir ve
kursun arasinda negatif bir korelasyon gozlemlenmistir ancak bu sonug istatistiksel

olarak anlaml degildir (p>0,05).
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GSOT2 gen polimorfizmi genotip frekanslari; %42 yabanil tip (AA), %45
heterozigot (GA) ve %13 mutant tip (GG) olarak belirlenmistir. Demir diizeyi AA
genotipine sahip bireylerde (283,59+59,69 mg/L) AG (302,14 £58,69 mg/L ) ve GG
genotipli bireylere (288,65 £40,29 mg/L ) gore daha diisilk oldugu tespit edilmistir
ancak bu sonug istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Calismamizda demir ve
kursun arasinda negatif bir korelasyon gozlemlenmistir ancak bu sonug istatistiksel

olarak anlaml degildir (p>0,05).

Anahtar Sozciikler: Gen polimorfizmi GSOT-1, GSOT-2, Metal, Talasemi.
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SUMMARY

Effect Of Gst Omega 1 And Omega 2 Gene Polymorphism On Blood Metal Levels
In Thalassemia Patients

The aim of this study was to clarify the effect of GSTO1 (rs4925 C / A) and
GSTO2 (rs156697 A / G), thought to be involved in iron toxicokinetics, gene
polymorphisms on blood iron and lead levels in thalassemia, a disease in which metal
homeostasis in the organism is significantly altered.

In our study, blood samples obtained from 100 patients who had undergone
erythrocyte suspension transfusion for at least one year without any hematological
disease and metal exposure other than thalassemia were used. Iron trace element
concentrations in blood samples were determined by Flame Atomic Absorption
Spectrometer (Varian AA240FS) and lead concentrations were determined by
Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometer (Varian AA240Z). DNAs isolated
for genetic research; Allele Specific Oligonucleotide-Polymerase Chain Reaction
(ASO-PCR) method to determine single nucleotide polymorphism for GSTO1 C/ A
(rs4925), and Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism (PCR-RFLP) method for GSTO2 A/ G (rs156697) was used.

As a result of this study, when the effect of GSTO1 and GSTO2 gene
polymorphisms on blood iron and lead levels in thalassemia patients were statistically
evaluated, GSTOL1 gene polymorphism genotype frequencies were identified as; 51%
wild type (CC), 40% heterozygous type (CA), 9% mutant type (AA). Iron levels were
lower in individuals with AA genotype (286.08 + 33.95mg / L) than CA (295.76 +
68.45mg / L) and CC genotype (291.27 + 51.38 mg / L). However, this result was not
statistically significant (p> 0.05). In our study, a negative correlation was observed
between iron and lead levels, but this result was not statistically significant (p> 0.05).

GSTO2 gene polymorphism genotype frequencies were identified as; 42% wild
type (AA), 45% heterozygous type (GA) and 13% mutant type (GG). Iron levels were
lower in individuals with AA genotype (283.59 + 59.69 mg / L) than AG (302.14 +
58.69 mg / L) and GG genotype (288.65 +40.29 mg / L). However, this result was not
statistically significant (p> 0.05). A negative correlation was observed between iron
and lead levels, but this result was not statistically significant (p> 0.05).

Keywords: Gene polymorphism, GSTO1, GSTO2, Metal, Thalassemia.

100



KAYNAKLAR

ABBASPOUR, N., HURRELL, R., KELISHADI, R. (2014). Review on iron
and its importance for human health. Journal of research in medical sciences: the
official journal of Isfahan University of Medical Sciences, 19: 164.

ADA, TUGBA GUZIDE (2013). "Association between Glutathione S-
Transferase Omega 1 A140D Polymorphism in the Turkish Population and
Susceptibility to Non- Small Cell Lung Cancer." Archives of Industrial Hygiene and
Toxicology, 64: 61-67.

ADAM, G. C., SORENSEN, E. J., CRAVATT, B. F. (2002). Proteomic
profiling of mechanistically distinct enzyme classes using a common chemotype.
Nature Biotechnology, 20: 805.

AISEN, P., ENNS, C., WESSLING-RESNICK, M. (2001). Chemistry and
biology of eukaryotic iron metabolism. The International Journal Of Biochemistry
Cell Biology, 33: 940-959.

ALDOURI, M. A, WONKE, B., HOFFBRAND, A. V., FLYNN, D. M.,
WARD, S. E., AGNEW, J. E.,, HILSON, A. J. W. (1990). High incidence of
cardiomyopathy in beta-thalassaemia patients receiving regular transfusion and iron
chelation: reversal by intensified chelation. Acta haematologica, 84: 113-117.

AMBEKAR, S. S., PHADKE, M. A., BALPANDE, D. N., MOKASHI, G. D.,
KHEDKAR, V. A., BANKAR, M. P., ... BASUTKAR, D. G. (2001). The prevalence
and heterogeneity of beta thalassemia mutations in the western Maharashtra
population: a hospital based study. International Journal of Human Genetics, 1: 219-
223.

ANDERSON, C. P., SHEN, M., EISENSTEIN, R. S., LEIBOLD, E. A.
(2012). Mammalian iron metabolism and its control by iron regulatory proteins.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular Cell Research, 1823: 1468-1483.

ANDREWS, N. C. (1999). Disorders of iron metabolism. New England
Journal of Medicine, 341: 1986-1995.

ANDREWS, N. C., SCHMIDT, P. J. (2007). Iron homeostasis. Annu. Rev.
Physiol., 69: 69-85.

101



ATSDR (Agency for Toxic Substances and Disease Registry). 2007.
Toxicological Profile for LeadCase No. 7439-92-1Atlanta, GeorgiaATSDR.

ATSDR, U. (1999). Toxicological profile for mercury. Agency for Toxic
Substances and Disease Registry, Atlanta, USA.

BAJORIA, R., CHATTERJEE, R. (2009). Current perspectives of fertility
and pregnancy in thalassemia. Hemoglobin, 33: S131-S135.

BANNERMAN, R. M., KEUSCH, G., KREIMER-BIRNBAUM, M.,
VANCE, V. K., VAUGHAN, S. (1967). Thalassemia intermedia, with iron overload,
cardiac failure, diabetes mellitus, hypopituitarism and porphyrinuria. The American
Journal Of Medicine, 42: 476-486.

BARNETT, C. F., HSUE, P. Y., MACHADO, R. F. (2008). Pulmonary
hypertension: an increasingly recognized complication of hereditary hemolytic
anemias and HIV infection. Jama, 299: 324-331.

BARTFAY, W. J., BARTFAY, E. (2000). Systemic oxygen-free radical
production in iron-loaded mice. Western Journal Of Nursing Research, 22: 927-935.

BASAK NAZI, A. (2007). The molecular pathology of B-thalassemia in
Turkey: The Bogazi¢i University experience. Hemoglobin, 31: 233-241.

BASUTKAR, D. G. (2001). The prevalence and heterogeneity of beta
thalassemia mutations in the western Maharashtra population: a hospital based study.
International Journal of Human Genetics, 1: 219-223.

BEAUDRY, M. A., FERGUSON, D. J,, PEARSE, K., YANOFSKY, R. A,
RUBIN, E. M., KAN, Y. W. (1986). Survival of a hydropic infant with homozygous
a-thalassemia-1. The Journal Of Pediatrics, 108: 713-716.

BECKETT, G. J.,, CHAPMAN, B. J.,, DYSON, E. H.,, HAYES, J. D. (1985).
Plasma glutathione S-transferase measurements after paracetamol overdose: evidence
for early hepatocellular damage. Gut, 26: 26-31.

BERDASCO, M., ESTELLER, M. (2013). Genetic syndromes caused by
mutations in epigenetic genes. Human genetics, 132: 359-383.

BERGDAHL, I. A, SKERFVING, S. (2008). Biomonitoring of lead
exposure—alternatives to blood. Journal of Toxicology and Environmental Health,
Part A, 71: 1235-1243.

102



BERNINI, L. F. (2001). Geographic distribution of 4 thalassemia: In Steinberg
MH, Forget B, Higgs DR, Nagel RL, eds. Disorders of hemoglobin. Genetics,
pathophysiology, and clinical management.

BERTINI, I., CAVALLARO, G. (2008). Metals in the “omics” world: copper
homeostasis and cytochrome c oxidase assembly in a new light. JBIC Journal of
Biological Inorganic Chemistry, 13: 3-14.

BIANCHI, D. W., BEYER, E. C.,, STARK, A. R., SAFFAN, D., SACHS, B.
P., WOLFE, L. (1986). Normal long-term survival with a-thalassemia. The Journal
Of Pediatrics, 108: 716-718.

BILGIN, E., CAN DEMIRDOGEN, B., TURKANOGLU OZCELIK, A.,
DEMIRKAYA, S., ADALI, O. (2018). Association analysis of Glutathione S-
transferase omega-1 and omega-2 genetic polymorphisms and ischemic stroke risk in
a Turkish population. Neurological Research, 1-
7.doi:10.1080/01616412.2018.1544385

BOARD, P. G., COGGAN, M., CHELVANAYAGAM, G., EASTEAL, S,
JERMIIN, L. S., SCHULTE, G. K., ... ROSNER, M. H. (2000). Identification,
characterization, and crystal structure of the Omega class glutathione transferases.
Journal of Biological Chemistry, 275: 24798-24806.

BRADMAN, A., ESKENAZI, B., SUTTON, P., ATHANASQOULIS, M.,
GOLDMAN, L. R. (2001). Iron deficiency associated with higher blood lead in
children living in contaminated environments. Environmental Health Perspectives,
109: 1079-1084.

BROCHIN, R., LEONE, S., PHILLIPS, D., SHEPARD, N., ZISA, D.,
ANGERIO, A. (2014). The cellular effect of lead poisioning and its clinical picture.
Management, 8: 1

BROWN, E. O., SUNDSTROM, S. A., KOMM, B. S., YI, Z., TEUSCHER,
C., RICHARD LYTTLE, C. (1990). Progesterone regulation of estradiol-induced rat
uterine secretory protein, complement C3. Biology of reproduction, 42: 713-719.

BRUNEKREEF, B., FISCHER, P., REMUN, B., LENDE, R. V. D,
SCHOUTEN, J., QUANJER, P. (1985). Indoor air pollution and its effect on
pulmonary function of adult non-smoking women: Ill. Passive smoking and

pulmonary function. International Journal Of Epidemiology, 14: 227-230.

103



BUTLER, J. (2007). El género en disputa: el feminismo y la subversion de la
identidad. Paidos.

CANATAN, D., KOSE, M. R., USTUNDAG, M., HAZNEDAROGLU, D.,
OZBAS, S. (2006). Hemoglobinopathy control program in Turkey. Public Health
Genomics, 9: 124-126.

CANATAN, D., TALASEMI, A. Y., TANI, H. (2007). Tedavi. Retma
Matbaacilik Antalya Subat.

CAO, A, GALANELLDO, R. (2010). Beta-thalassemia. Genetics in medicine,
12: 61.

CAPPELLINI, M. D.,COHEN, A.,PORTER, J., TAHER, A., VIPRAKASIT,
V. (EDS.). (2014). Guidelines for the management of transfusion dependent
thalassaemia (TDT) (pp. 148-9). Nicosia, Cyprus: Thalassaemia International

Federation.
CAPURSO, C., PANZA, F., SERIPA, D., FRISARDI, V., IMBIMBO, B. P.,
VERDILE, G., ... SOLFRIZZI, V. (2010). Polymorphisms in glutathione S-

transferase omega-1 gene and increased risk of sporadic Alzheimer disease.
Rejuvenation research, 13: 645-652.

CASARETT L. J., AMDUR M. O., KLAASSEN C. D., Doull J. Casarett and
Doull’s Toxicology: The Basic Science of Poisons5th. McGraw-Hill, New York 2001

CHATTERIJEE, R., BAJORIA, R. (2009). New concept in natural history and
management of diabetes mellitus in thalassemia major. Hemoglobin, 33(supl), S127-
S130.

CHATTERIJEE, R., KATZ, M., BAJORIA, R. (2011). Use of hormone
replacement therapy for correction of high turnover bone disease in hypogonadal -
thalassemia major patients presenting with osteoporosis: comparison with idiopathic
premature ovarian failure. Hemoglobin, 35: 653-658.

CHUNG, C.J.,PU,Y.S,, SU, C. T., HUANG, C. Y., HSUEH, Y. M. (2011).
Gene polymorphisms of glutathione S-transferase omega 1 and 2, urinary arsenic
methylation profile and urothelial carcinoma. Science of the Total Environment, 409:
465-470.

COGLIANDRO, T., DERCHI, G., MANCUSO, L., MAYER, M. C,,
PANNONE, B., PEPE, A., ... MAGGIO, A. (2008). Guideline recommendations for

104



heart complications in thalassemia major. Journal of Cardiovascular Medicine, 9:
515-525.

COLEMAN, S. H., VAN DAMME, N., DAY, J. R, NOVIELLO, C. M,
HITCHIN, D., MADRID, R., ...  GUATELLI, J. C. (2005). Leucine-specific,
functional interactions between human immunodeficiency virus type 1 Nef and
adaptor protein complexes. Journal of Virology, 79: 2066-2078.

COMPORTI, M., SIGNORINI, C., BUONOCORE, G., CICCOLLI, L. (2002).
Iron release, oxidative stress and erythrocyte ageing. Free Radical Biology and
Medicine, 32: 568-576.

CROCETTI, A. F.,, MUSHAK, P., SCHWARTZ, J. (1990). Determination of
numbers of lead-exposed US children by areas of the United States: an integrated
summary of a report to the US Congress on childhood lead poisoning. Environmental
health perspectives, 89: 109-120.

DA SILVA, J. F., WILLIAMS, R. J. P. (2001). The biological chemistry of
the elements: the inorganic chemistry of life. Oxford University Press.

DE DOMENICO, I., WARD, D. M., KAPLAN, J. (2008). Regulation of iron
acquisition and storage: consequences for iron-linked disorders. Nature reviews
Molecular cell biology, 9: 72.

DE SANCTIS, V., SOLIMAN, A. T., ELSEDFY, H., SKORDIS, N.,
KATTAMIS, C., ANGASTINIOTIS, M., ... RAIOLA, G. (2013). Growth and
endocrine disorders in thalassemia: The international network on endocrine
complications in thalassemia (I-CET) position statement and guidelines. Indian
Journal Of Endocrinology and Metabolism, 17: 8.

DEUGNIER, Y., TURLIN, B., ROPERT, M., CAPPELLINI, M. D., PORTER,
J. B., GIANNONE, V., ... BRISSOT, P. (2011). Improvement in liver pathology of
patients with [p-thalassemia treated with deferasirox for at least 3 years.
Gastroenterology, 141: 1202-1211.

DULHUNTY, A., GAGE, P., CURTIS, S., CHELVANAYAGAM, G,
BOARD, P. (2001). The glutathione transferase structural family includes a nuclear
chloride channel and a ryanodine receptor calcium release channel modulator. Journal
of Biological Chemistry, 276: 3319-3323.

105



ELDOR, A., RACHMILEWITZ, E. A. (2002). The hypercoagulable state in
thalassemia. Blood, 99: 36-43.

ESPOSITO, B. P., BREUER, W., SIRANKAPRACHA, P., POOTRAKUL, P.,
HERSHKO, C., CABANTCHIK, Z. I. (2003). Labile plasma iron in iron overload:
redox activity and susceptibility to chelation. Blood, 102: 2670-2677.

EVAN, G. ., VOUSDEN, K. H. (2001). Proliferation, cell cycle and apoptosis
in cancer. nature, 411: 342.

FARAZIN L, SAJADI F, KUPAI L. SERUM ANTIOXIDANT LEVELS IN
CHILDREN WITH BETA THALASSEMIA MAJOR. 1JBC 2012; 4: 1-5.

FIKRY, S. I, SALEH, S. A., SARKIS, N. N., MANGOUD, H. (2003). Study
of serum zinc in relation to nutritional status among thalassemia patients in Damanhour
Medical National Institute. The Journal of the Egyptian Public Health Association, 78:
73-93.

FLEMING, R. E., PONKA, P. (2012). Iron overload in human disease. New
England Journal of Medicine, 366: 348-359.

FLINT, J., HARDING, R. M., BOYCE, A. J., CLEGG, J. B. (1998). 1 The
population genetics of the haemoglobinopathies. Bailliére's clinical haematology, 11:
1-51.

FORGET, B. G. (1998). Molecular basis of hereditary persistence of fetal
haemoglobin. Annals of the New York Academy of Sciences, 850: 38-44.

FREEMAN, A. P, GILES, R. W., BERDOUKAS, V. A., TALLEY, P. A,
MURRAY, I. P. C. (1989). Sustained normalization of cardiac function by chelation
therapy in thalassaemia major. Clinical Laboratory Haematology, 11: 299-307.

GALANELLO, R, CAO, A. (2011). Alpha-thalassemia. Genetics in
medicine, 13: 83.

GALANELLO, R., ORIGA, R. (2010). Beta-thalassemia. Orphanet Journal
Of Rare Diseases, 5: 11.

GOYER, R. A. (1990). Transplacental transport of lead. Environmental health
perspectives, 89: 101-105.

GOYER, R. A. (1993). Lead toxicity: current concerns. Environmental health
perspectives, 100: 177-187.

106



GOYER, R. A. (1996). Results of lead research: prenatal exposure and
neurological consequences. Environmental Health Perspectives, 104: 1050-1054.

GROSVELD, F., G. BLOM VAN ASSENDELFT, D. GREAVES, AND G.
KOLLIAS. 1987. Position-independent, high-level expression of the human [ -globin
gene in transgenic mice. Cell 51: 975-985.

GUGGENHEIM, S., MARTIN, R. T. (1995). Definition of clay and clay
mineral: joint report of the AIPEA nomenclature and CMS nomenclature committees.
Clays and clay minerals, 43: 255-256.

GULARTE, T., AND MCGLOTHAN, J. (1998). Hippocampal NMDA
receptor mRNA undergoes subunit specific changes during developmental lead
exposure. Brain Research, 790: 98-107.

HAGAR, W., THEIL, E. C., VICHINSKY, E. P. (2002). Diseases of iron
metabolism. Pediatric clinics of North America, 49: 893-9009.

HALLIWELL, B., GUTTERIDGE, J. M. (1990). [1] Role of free radicals and
catalytic metal ions in human disease: an overview. In Methods in enzymology (Vol.
186, pp. 1-85). Academic Press.

HARJU, S., MCQUEEN, K. J., PETERSON, K. R. (2002). Chromatin
structure and control of B-like globin gene switching. Experimental biology and
medicine, 227: 683-700.

HARRISON, T. M., SPEAR, F. S., HEIZLER, M. T. (1989). Geochronologic
studies in central New England II: Post-Acadian hinged and differential uplift.
Geology, 17: 185-189.

HARTEVELD, C. L., HIGGS, D. R. (2010). o-thalassaemia. Orphanet
Journal Of Rare Diseases, 5: 13.

HAYES, J. D., PULFORD, D. J. (1995). The glut athione S-transferase
supergene family: regulation of GST and the contribution of the Isoenzymes to cancer
chemoprotection and drug resistance part 1. Critical reviews in biochemistry and
molecular biology, 30: 445-520.

HEGAZY, A. A., ZAHER, M. M., ABD EL-HAFEZ, M. A., MORSY, A. A,
SALEH, R. A. (2010). Relation between anemia and blood levels of lead, copper, zinc
and iron among children. BMC research notes, 3: 133.

107



HENROTIN, Y., PESESSE, L., SANCHEZ, C. (2009). Subchondral bone in
osteoarthritis physiopathology: state-of-the art and perspectives. Bio-medical
materials and engineering, 19: 311-316.

HENTZE, M. W., MUCKENTHALER, M. U., ANDREWS, N. C. (2004).
Balancing acts: molecular control of mammalian iron metabolism. cell, 117: 285-297.

HENTZE, M. W. MUCKENTHALER, M. U. GALY, B,
CAMASCHELLA, C. (2010). Two to tango: regulation of Mammalian iron
metabolism. Cell, 142: 24-38.

HERSHKO, C., HOFFBRAND, A. V., KERET, D., SOUROUJON, M.,
MASCHLER, I, MONSELISE, Y., LAHAD, A. (2005). Role of autoimmune
gastritis, Helicobacter pylori and celiac disease in refractory or unexplained iron
deficiency anemia. haematologica, 90: 585-595.

HERSHKO, C., KONIN, A. M., LINK, G. (1998). Iron chelators for
thalassaemia. British Journal Of Haematology, 101: 399-406.

HIGGS, D. R. (2013). The molecular basis of a-thalassemia. Cold Spring
Harbor perspectives in medicine, 3:a011718.

HSIEH, Y. C,, LIEN, L. M., CHUNG, W. T., HSIEH, F. I., HSIEH, P. F., WU,
M. M., ... CHEN, C.J. (2011). Significantly increased risk of carotid atherosclerosis
with arsenic exposure and polymorphisms in arsenic metabolism genes.
Environmental research, 111: 804-810.

HUNT, J. R. (2001). How important is dietary iron bioavailability?.

KALINOWSKI, D. S., RICHARDSON, D. R. (2005). The evolution of iron
chelators for the treatment of iron overload disease and cancer. Pharmacological
reviews, 57: 547-583.

KALPRAVIDH, R. W. WICHIT, A. SIRITANARATKUL, N,
FUCHAROEN, S. (2005). Effect of coenzyme Q {10} as an antioxidant in -
thalassemia/Hb E patients. Biofactors, 25: 225-234.

KATERELOS, C., CONSTANTOPOULOS, A., AGATHOPOULOS, A,
CONSTANTZAS, N., ZANNOS-MARIOLEA, L., MATSANIOTIS, N. (1979).
Serum levels of retinol, retinol-binding protein, carotenoids and triglycerides in
children with B-thalassemia major. Acta haematologica, 62: 100-105.

108



KAUFMANN, R. B., CLOUSE, T. L., OLSON, D.R., MATTE, T. D. (2000).
Elevated blood lead levels and blood lead screening among US children aged one to
five years: 1988-1994. Pediatrics, 106:e79-e79.

KERAMATI, M. R., MANAVIFAR, L., BADIEE, Z., SADEGHIAN, M. H.,
FARHANGI, H., MOOD, M. B. (2013). Correlation between blood lead
concentration and iron deficiency in Iranian children. Nigerian Medical Journal:
Journal Of The Nigeria Medical Association, 54: 325.

KHAN, D. A., ANSARI, W. M., KHAN, F. A. (2011). Synergistic effects of
iron deficiency and lead exposure on blood lead levels in children. World Journal of
Pediatrics, 7: 150-154.

KIYOHARA, C., MIYAKE, Y., KOYANAGI, M., FUJIMOTO, T,
SHIRASAWA, S., TANAKA, K., ... OEDA, T. (2010). GST polymorphisms,
interaction with smoking and pesticide use, and risk for Parkinson’s disease in a
Japanese population. Parkinsonism related disorders, 16: 447-452.

KREMASTINOS, D. T., TINIAKOS, G., THEODORAKIS, G. N,
KATRITSIS, D. G.,, TOUTOUZAS, P. K. (1995). Myocarditis in B-thalassemia
major: a cause of heart failure. Circulation, 91: 66-71.

KUHN, V., DIEDERICH, L., KELLER IV, T. S.,, KRAMER, C. M,
LUCKSTADT, W., PANKNIN, C.,... CORTESE-KROTT, M. M. (2017). Red blood
cell function and dysfunction: redox regulation, nitric oxide metabolism, anemia.
Antioxidants redox signaling, 26: 718-742.

KURSULA, P, MAJAVA, V. (2007). A structural insight into lead
neurotoxicity and calmodulin activation by heavy metals. Acta Crystallographica
Section F: Structural Biology and Crystallization Communications, 63: 653-656.

LALIBERTE, R. E., PERREGAUX, D. G., HOTH, L. R., ROSNER, P. J.,
JORDAN, C. K., PEESE, K. M., ... GABEL, C. A. (2003). Glutathione S-transferase
omega 1-1 is a target of cytokine release inhibitory drugs and may be responsible for
their effect on interleukin-1p posttranslational processing. Journal of Biological
Chemistry, 278:16567-16578.

LAOSOMBAT, V., VIPRAKASIT, V., CHOTSAMPANCHAROEN, T.,
WONGCHANCHAILERT, M., KHODCHAWAN, S., CHINCHANG, W,

109



SATTAYASEVANA, B. (2009). Clinical features and molecular analysis in Thai
patients with HbH disease. Annals of hematology, 88: 1185-1192.

LASCO, A., MORABITO, N., GAUDIO, A., BUEMI, M., WASNIEWSKA,
M., FRISINA, N. (2001). Effects of hormonal replacement therapy on bone
metabolism in young adults with beta-thalassemia major. Osteoporosis International,
12: 570-575.

LOGUERCIO, C., DE GIROLAMO, V., CUOMO, A., ARGENZIO, F.,
IANNOTTA, C., DISALVO, D., ... BLANCO, C. D. V. (1998). Determination of
plasma a-Glutathione-S-transferases in chronic alcohol abusers: relationship with
alcohol intake and liver involvement. Alcohol and Alcoholism, 33: 366-372.

LOREY F, CHAROENKWAN P, WITKOWSKA HE, LAFFERTY J,
PATTERSON M, ENG B, WAYE JS, FINKLESTEIN JZ, CHUI DH. (2001). Hb H
hydrops foetalis syndrome: A case report and review of literature. Br J Haematol 115:
72-78.

MADSEN, E., GITLIN, J. D. (2007). Copper and iron disorders of the brain.
Annu. Rev. Neurosci., 30: 317-337.

MAGGIO, A., FILOSA, A, VITRANO, A, ALOJ, G.,, KATTAMIS, A,
CECI, A., ... PORTER, J. B. (2011). Iron chelation therapy in thalassemia major: a
systematic review with meta-analyses of 1520 patients included on randomized
clinical trials. Blood Cells, Molecules, and Diseases, 47: 166-175.

MAMHDI, E. A. (2014). Relationship between oxidative stress and antioxidant
status in beta thalassemia major patients. Acta Chim Pharm Indica, 4: 137-145.

MAKIS, A., HATZIMICHAEL, E., PAPASSOTIRIOU, I., VOSKARIDOU,
E. (2016). 2017 Clinical trials update in new treatments of B-thalassemia. American
Journal Of Hematology, 91: 1135-1145.

MANNERVIK, B., AWASTHI, Y. C., BOARD, P. G., HAYES, J. D., DI
ILIO, C., KETTERER, B., ... PEARSON, W. R. (1992). Nomenclature for human
glutathione transferases. Biochemical Journal, 282(Pt 1), 305.

MARENGO-ROWE, A. J. (2006, July). Structure-function relations of human
hemoglobins. In Baylor University Medical Center Proceedings (Vol. 19, No. 3, pp.
239-245). Taylor Francis.

110



MARKOWITZ, G., ROSNER, D. (2000). " Cater to the children™: the role of
the lead industry in a public health tragedy, 1900-1955. American Journal of Public
Health, 90: 36.

MCDOWELL, L. R. (2003). Minerals in animal and human nutrition(No. Ed.
2). Elsevier Science BV.

MERCHANT, R. H., JOSHI, A., AHMED, J.,, KRISHNAN, P.,
JANKHARIA, B. (2011). Evaluation of cardiac iron load by cardiac magnetic
resonance in thalassemia. Indian pediatrics, 48: 697.

MORRIS, C. R., VICHINSKY, E. P. (2010). Pulmonary hypertension in
thalassemia. Annals of the New York Academy of Sciences, 1202: 205-213.

MUCKENTHALER, M. U., GALY, B., HENTZE, M. W. (2008). Systemic
iron homeostasis and the iron-responsive element/iron-regulatory protein (IRE/IRP)
regulatory network. Annu. Rev. Nutr., 28: 197-213.

MUNCIE, J. H, CAMPBELL, J. (2009). Alpha and beta thalassemia.
American family physician, 80: 339-344.

MUNOZ, M. J., SANTANGELO, M. S. P., PARONETTO, M. P., DE LA
MATA, M., PELISCH, F., BOIREAU, S., ... BIRD, G. (2009). DNA damage
regulates alternative splicing through inhibition of RNA polymerase Il elongation.
Cell, 137: 708-720.

NADADUR, S. S., SRIRAMA, K., MUDIPALLI, A. (2008). Iron transport
homeostasis mechanisms: their role in health disease. Indian Journal of Medical
Research, 128: 533.

NAGAR, R., SINHA, S, RAMAN, R. (2015). Genotype—phenotype
correlation and report of novel mutations in B-globin gene in thalassemia patients.
Blood Cells, Molecules, and Diseases, 55: 10-14.

NAGEL, P. H. A. F., BRUGGINK, E. D. M., WOBBES, T. H.,, STROBBE,
L.J. A. (2003). Arm morbidity after complete axillary lymph node dissection for breast
cancer. Acta Chirurgica Belgica, 103: 212-216.

NASR, M. R., ALI, S., SHAKER, M., EL GABRY, E. (2002). Antioxidant
micronutrients in children with thalassaemia in Egypt. EMHJ-Eastern Mediterranean
Health Journal, 8: 490-495, 2002.

111



NIENHUIS, A. W., NATHAN, D. G. (2012). Pathophysiology and clinical
manifestations of the B-thalassemias. Cold Spring Harbor perspectives in medicine,
2:a011726.

NUSSEY, S, WHITEHEAD, S. (2001). The pituitary gland. In
Endocrinology: An Integrated Approach. BIOS Scientific Publishers.

ORIGA, R., GALANELLO, R., GANZ, T., GIAGU, N., MACCIONI, L.,
FAA, G., NEMETH, E. (2007). Liver iron concentrations and urinary hepcidin in -
thalassemia. Haematologica, 92: 583-588.

ORIGA, R., PIGA, A., QUARTA, G., FORNI, G. L., LONGO, F,
MELPIGNANO, A., GALANELLO, R. (2010). Pregnancy and B-thalassemia: an
Italian multicenter experience. haematologica, 95: 376-381.

PAIVA, B., ALMEIDA, J., PEREZ- ANDRES, M., MATEO, G., LOPEZ, A.,
RASILLO, A,, ... ORFAO, A. (2010). Utility of flow cytometry immunophenotyping
in multiple myeloma and other clonal plasma cell- related disorders. Cytometry Part
B: Clinical Cytometry, 78: 239-252.

PALSTRA, R. J.,, DE LAAT, W., GROSVELD, F. (2008). B -globin
regulation and long- range interactions. Advances in genetics, 61: 107-142.

PAN, H. F., LONG, G. F, LI, Q., FENG, Y. N., LEI, Z. Y., WEI, H. W, ...
LING, S. Y. (2007). Current status of thalassemia in minority populations in Guangxi,
China. Clinical genetics, 71: 419-426.

PATEL, H. V., QARI, M., MOUSA, S. A., BLOEMEN, S., LAAT, B. D,
HEMKER, H. C, HAJJIAR, W. M. (2012). Iron balance in P-thalassemia:
Maintaining an antioxidant/oxidant ratio. J Appl Hematol, 3: 4-11.

PERERA, N. J., LAU, N. S., MATHEWS, S., WAITE, C., HO, P. J,,
CATERSON, I. D. (2010). Overview of endocrinopathies associated with -
thalassaemia major. Internal Medicine Journal, 40: 689-696.

PERUTZ, M. F. (1997). Mutations make enzyme polymerize. Nature, 385:
773.

Piomelli, S., Seaman, C., Kapoor, S. (1987). Lead- Induced Abnormalities of
Porphyrin Metabolism The Relationship with Iron Deficiency a. Annals of the New
York Academy of Sciences, 514: 278-288.

112



PORTER, J. B. (2001). Practical management of iron overload. British Journal
Of Haematology, 115: 239-252.

PROHASKA, R., SIBON, O. C., RUDNICKI, D. D., DANEK, A,
HAYFLICK, S. J., VERHAAG, E. M., ... WALKER, R. H. (2012). Brain, blood, and
iron: perspectives on the roles of erythrocytes and iron in neurodegeneration.
Neurobiology of disease, 46: 607-624.

QUEK, L., THEIN, S. L. (2007). Molecular therapies in p-thalassaemia.
British Journal Of Haematology, 136: 353-365.

QUINTERO-GUTIERREZ, A. G., GONZALEZ-ROSENDO, G., SANCHEZ-
MUNOZ, J., POLO-POZ0, J., RODRIGUEZ-JEREZ, J. J. (2008). Bioavailability of
heme iron in biscuit filling using piglets as an animal model for humans. International
Journal Of Biological Sciences, 4: 58.

RABINOWITZ, M. B. (1991). Toxicokinetics of bone lead. Environmental
health perspectives, 91: 33-37.

RAFIEE, M. A., RAFIEE, J., SRIVASTAVA, |, WANG, Z., SONG, H., YU,
Z.Z., KORATKAR, N. (2010). Fracture and fatigue in graphene nanocomposites.
small, 6: 179-183.

RAIOLA, G., GALATI, M. C.,DE, V. S., CARUSO, M. N., PINTOR, C., DE,
M. S., ... ANASTASI, S. (2003). Growth and puberty in thalassemia major. Journal
of Pediatric Endocrinology Metabolism: JPEM, 16: 259-266.

ROUSSOU, P., TSAGARAKIS, N. J., KOUNTOURAS, D., LIVADAS, S.,
DIAMANTI-KANDARAKIS, E. (2013). Beta-thalassemia major and female fertility:
the role of iron and iron-induced oxidative stress. Anemia.

RUND, D., RACHMILEWITZ, E. (2005). B-Thalassemia. New England
Journal of Medicine, 353: 1135-1146.

SAMPAYO-REYES, A., HERNANDEZ, A., EL-YAMANI, N., LOPEZ-
CAMPOS, C., MAYET-MACHADO, E., RINCON-CASTANEDA, C. B., ..
HINOJOSA-GARZA, D. (2010). Arsenic induces DNA damage in environmentally
exposed Mexican children and adults. Influence of GSTOl1 and AS3MT
polymorphisms. Toxicological Sciences, 117: 63-71.

SCHECHTER, A. N. (2008). Hemoglobin research and the origins of
molecular medicine. Blood, 112: 3927-3938.

113



SCHELLHAMMER, P. F., ENGLE, M. A., HAGSTROM, J. W. (1967).
Histochemical studies of the myocardium and conduction system in acquired iron-
storage disease. Circulation, 35: 631-637.

SHIH, R. A,, HU, H., WEISSKOPF, M. G., SCHWARTZ, B. S. (2006).
Cumulative lead dose and cognitive function in adults: a review of studies that
measured both blood lead and bone lead. Environmental Health Perspectives, 115:
483-492.

SIAH, C. W., OMBIGA, J., ADAMS, L. A, TRINDER, D., OLYNYK,J. K,
(2006). Normal iron metabolism and the pathophysiology of iron overload disorders.
Clinical Biochemist Reviews, 27: 5.

SILBERGELD, E. K., SCHWARTZ, J., MAHAFFEY, K. (1988). Lead and
osteoporosis: mobilization of lead from bone in postmenopausal women.
Environmental research, 47: 79-94.

SIMONS, T. J. (1986). Passive transport and binding of lead by human red
blood cells. The Journal of Physiology, 378: 267-286.

SONAKUL, D., PACHAREE, P., THAKERNGPOL, K. (1988). Pathologic
findings in 76 autopsy cases of thalassemia. Birth Defects Original Article Series, 23:
157-176.

STAMATOYANNOPOULOS, G, GROSVELD, F. (2001). In
Stamatoyannopoulos. G., Majerus, PW, Perlmutter, RM and Varmus, H.(eds),
Molecular Basis of Blood Diseases. 3rd edn: WB Saunders Publishing Company,
Philadelphia, PA, 135-182.

SUNDBERG, J. P., ELSON, C. O., BEDIGIAN, H., BIRKENMEIER, E. H.
(1994). Spontaneous, heritable colitis in a new substrain of C3H/HeJ mice.
Gastroenterology, 107: 1726-1735.

TANAKA-KAGAWA, T., JINNO, H., HASEGAWA, T., MAKINO, Y.,
SEKO, Y., HANIOKA, N., ANDO, M. (2003). Functional characterization of two
variant human GSTO 1-1s (Alal40Asp and Thr217Asn). Biochemical and biophysical
research communications, 301: 516-520.

THEIN, S. L. (2005). Genetic modifiers of beta-thalassemia. haematologica,
90: 649-660.

114



TOSCANO, C. D., GUILARTE, T. R. (2005). Lead neurotoxicity: from
exposure to molecular effects. Brain Research Reviews, 49: 529-554.

UNDERWOOD, B. A. (1999). Micronutrient deficiencies as a public health
problem in developing countries and effectiveness of supplementation, fortification,
and nutrition education programs: Is there a role for agriculture?. International Food
Policy Research Institute.

VALKO, M., RHODES, C., MONCOL, J., IZAKOVIC, M. M., MAZUR, M.
(2006). Free radicals, metals and antioxidants in oxidative stress-induced cancer.
Chemico-biological interactions, 160: 1-40.

VALLANCE, H., FORD, J. (2003). Carrier testing for autosomal-recessive
disorders. Critical reviews in clinical laboratory sciences, 40: 473-497.

Vural, N. Toksikoloji. Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Yaymnlari, 73:
381. 2005.

WAHNER, A. D., GLATT, C. E., BRONSTEIN, J. M., RITZ, B. (2007).
Glutathione S-transferase mu, omega, pi, and theta class variants and smoking in
Parkinson's disease. Neuroscience letters, 413: 274-278.

WEATHERALL, D. J. (2010). The inherited diseases of haemoglobin are an
emerging global health burden. Blood, 115: 4331-4336.

WEATHERALL, D. J., CLEGG, J. B. (2001). Inherited haemoglobin
disorders: an increasing global health problem. Bulletin of the World Health
Organization, 79: 704-712.

WEATHERALL, D. J.,, MILLER, L. H.,, BARUCH, D. I, MARSH, K.,
DOUMBO, O. K., CASALS-PASCUAL, C., ROBERTS, D. J. (2002). Malaria and
the red cell. ASH Education Program Book, 2002: 35-57.

WHITBREAD, A. K., TETLOW, N., EYRE, H. J.,, SUTHERLAND, G. R,
BOARD, P. G. (2003). Characterization of the human Omega class glutathione
transferase genes and associated polymorphisms. Pharmacogenetics and Genomics,
13: 131-144.

WILBER, A., NIENHUIS, A. W., PERSONS, D. A. (2011). Transcriptional
regulation of fetal to adult haemoglobin switching: new therapeutic opportunities.
Blood, 117: 3945-3953.

115



WILLOWS, N. D., GRAY-DONALD, K. (2002). Blood lead concentrations
and iron deficiency in Canadian aboriginal infants. Science of the total environment,
289: 255-260.

WOOD, B., HIGGS, D. (2009). Molecular basis of thalassaemia syndromes.
ESH Handbook on Disorders of Erythropoiesis, Erythrocytes and Iron Metabolism,
250-263.

WOOD, R.J., RONNENBERG, A. G. (2006). Iron. In M. E. Shils, M. Shike,
A. C. Ross, B. Caballero, R.J. Cousins (Eds.), Modern nutrition in health and disease
(10 ed., pp. 248-270). Baltimore: Lippincott Williams Wilkins.

WRIGHT, R. O., TSAIH, S. W., SCHWARTZ, J.,, WRIGHT, R. J., HU, H.
(2003). Association between iron deficiency and blood lead level in a longitudinal
analysis of children followed in an urban primary care clinic. The Journal Of
Pediatrics, 142: 9-14.

XU, Y., LI, X., ZHENG, Q., WANG, H., WANG, Y., SUN, G. (2009). Lack
of association of glutathione-S-transferase omega 1 (A140D) and omega 2 (N142D)
gene polymorphisms with urinary arsenic profile and oxidative stress status in arsenic-
exposed population. Mutation Research/Genetic Toxicology and Environmental
Mutagenesis, 679: 44-49.

YATMARK, P., MORALES, N. P., CHAISRI, U., WICHAIYO, S,
HEMSTAPAT, W., SRICHAIRATANAKOOL, S., ... FUCHAROEN, S. (2014).
Iron distribution and histopathological characterization of the liver and heart of f3-
thalassemic mice with parenteral iron overload: Effects of deferoxamine and
deferiprone. Experimental and toxicologic pathology, 66: 333-343.

Y1, P, CHEN, Z., ZHAO, Y., GUO, J., FU, H., ZHOU, Y., ... LI, L. (2009).
PCR/LDR/capillary electrophoresis for detection of single- nucleotide differences
between fetal and maternal DNA in maternal plasma. Prenatal diagnosis, 29: 217-222.

YIN, Z. L., DAHLSTROM, J. E., LE COUTEUR, D. G.,, BOARD, P. G.
(2001). Immunohistochemistry of omega class glutathione S-transferase in human
tissues. Journal of Histochemistry Cytochemistry, 49: 983-987.

YIP, R., DALLMAN, P. R., ZIEGLER, E. E., FILER, L. (1996). Present
knowledge in nutrition. Iron, 7th ed.; Ziegler, EE, Filer, LJ, Eds, 278-292.

116



ZAKHARYAN, R. A, SAMPAYO-REYES, A., HEALY, S. M,
TSAPRAILIS, G., BOARD, P. G, LIEBLER, D. C., APOSHIAN, H. V. (2001).
Human monomethylarsonic acid (MMAYV) reductase is a member of the glutathione-
S-transferase superfamily. Chemical research in toxicology, 14: 1051-1057.

ZHANG, D. L., GHOSH, M. C., ROUAULT,T. A. (2014). The physiological
functions of iron regulatory proteins in iron homeostasis-an update. Frontiers in

pharmacology, 5: 124.

117



Adi ve Soyadi
Dogum Yeri ve Tarihi
Medeni Durum
Cocuk Sayis1

Is Bilgileri

Egitim Bilgileri

Seminer ve Sertifikalar :

Bilimsel Yayin

Gorev Aldigi Projeler

OZGECMIS

: Dr. Bilge Ahsen KARA
: Ankara / 31.07.1978

: Evli

23

. Ankara Ertugrul Simsek Saglik Ocagi

Ankara Cevizlidere Saglik Ocagi

Ankara Golbasi Hasvak Devlet Hastanesi

Ankara Ulusal Zehir Danisma Merkezi (114-Uzem)
Ankara Gazi Mustafa Kemal Devlet Hastanesi

: Eskisehir Osman Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi

Ankara Universitesi Adli Bilimler Enstitiisii Adli Toksikoloji Doktorasi

Aile Hekimligi Egitimi
CPGD Egitimi
Klinik Toksikoloji Egitimi

: Marmaris Adli Bilimler Kongresi 2014 Yili Talyum Posteri

Uluslarasi Adli Toksikoloji Kongresi Mantar Zehirlenmesi Posteri
The Turkish Journal Of Occupational Environmental Medicine And
Safety (Mantar Zehirlenmesi Posteri)

Tiirk Farmakope Dergisi (Talyum Elementinin Tibbi Alanda
Kullanimi Ve Toksisitesinin Klinik Ozellikleri

: Tlibitak Talasemili Hastalarda Agir Metal Diizeyleri

118



