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Amac: Anemi olmadan demir eksikligi olan hastalar ile oksidatif durumu etkileyen tiyol disiilfid dengesi arasindaki iliskinin ortaya konulmasi
amaclanmistir.

Gereg ve Yontem: Pediatri polikliniginde basvuran 5-15 yas araligi demir eksikligi (n=35) olan grup ile yas ve cinsiyet uyumlu saghikl kontrol

grubunun (n=36) olusturdugu toplam 71 olgu calismaya dahil edildi. Demir eksikligi tanisi, yas ve cinsiyete gre normal hemoglobin seviyesine sahip
olup, ferritin degeri <12 ng/mL altinda olan hastalara konuldu.

Bulgular: Demir eksikligi grubunda ferritin diizeyi 11,01+0,89 ng/mL iken, kontrol grubunda ise 25,27+2,57 ng/mL idi (p<0,001). Demir eksikligi
grubunda nativ tiyol ve total tiyol degerleri anlamli olarak diisiikken (p<0,001 ve p<0,001, sirasiyla), disiilfid, distilfid/nativ tiyol ve disiilfid/total
tiyol degerleri anlamli olarak yiiksekti (p<0,001, p<0,001 ve p<0,001, sirasiyla). Ferritin diizeyi ile sadece total tiyol diizeyi arasinda pozitif korelasyon
mevcuttu (r=0,330, p=0,049).

Sonuc: Bu calismada anemi olmadan da demir eksikliginin oksidatif strese neden oldugu izlendi.

Anahtar Kelimeler: Demir Eksikligi, Oksidatif Stres, Tiyol Disiilfid Dengesi

Abstract

Objectives: We aimed to investigate the relationship between iron deficiency without anemia and thiol disulphide homeostasis, which effected
oxidative status.

Materials and Methods: A total of 71 cases, including the 5-15 age group with iron deficiency (n=35) and age- and gender-matched healthy
control group (n=36), who applied to the pediatric outpatient clinic, were enrolled in the study. The diagnosis of iron deficiency was established for
the patients who had normal hemoglobin levels considering age and gender, and whose ferritin value was <12 ng/mL.

Results: Ferritin levels were 11.01+0.89 ng/mL in patients with iron deficiency and 25.27+2.57 ng/mL in healthy controls (p<0.001). In patients with
iron deficiency, native thiol and total thiol levels were significantly lower (p<0.001 and p<0.001, respectively), and disulphide, disulphide/native
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thiol ratio and disulphide/total thiol ratio were significantly higher (p<0.001, p<0.001 and p<0.001, respectively). Only total thiol levels had positive

correlation with ferritin levels (r=0.330, p=0.049).

Conclusion: In this study, we showed that iron deficiency has effect on oxidative stress.

Key Words: Iron Deficiency, Oxidative Stress, Thiol Disulphide Homeostasis

Demir diinyada en sk bulunan element olmasina
ragmen demir eksikligi (DE) diinyada en sik karsilasilan
beslenme sorunudur ve cocukluk cagi anemisinin en sik
nedenidir. Cocuklarda DE daha cok vyetersiz beslenmeden
kaynaklanmaktadir (1,2). Cocukluk caginda biylimenin ve
gelismenin devam etmesi, oOzellikle belli yas gruplarinda
(bytimenin hizli oldugu dénemler, kiz ¢ocuklarda ergenlikteki
fizyolojik kayiplar) demir gereksinimde artis gozlenmesi
nedeniyle DE ile sik olarak karsilagilmaktadir. Diinya'da en
sik stit cocuklugu doneminde, Ozellikle 6-24 aylar arasinda,
ikinci ve Uctincu siklikta ise okul ¢cagr ve preaddlesan donemde
goriilmektedir (3). Diinya Saglik Orgiitii'niin raporuna gore DE
anemisi, gelismekte olan tlkelerde yaklasik 3,5 milyar insani
etkilemektedir (4). DE; tlim viicut demir diizeyinin, normal
hemoglobin (Hb) yapimi yaninda, demir iceren enzimleri
olusturabilmesi ve diger gorevlerinin yerine getirilmesi icin
gerekli olan demir diizeyinden daha az olmasi durumudur.
DE anemisi ise agir DE sonucu olusur ve son basamaktir. DE
anemisi cocukluk cagi hematolojik hastaliklarinin en yayginidir
(5-7).

Genelde DE ve DE anemisi kavramlari karistirimaktadir.
Anemi gelismeden de DE'den s6z edilebilir. Bir kiside demir
durumunun ortaya konulmasi icin depo demirin durumu
bilinmesi gereklidir. DE anemisinde hem oksidan miktarinin
artmasi hem de antioksidan enzim kapasitesinin azalmasina
bagli olarak oksidatif stresin arttigi kabul edilmektedir (8).
DE sadece Hb uretimini etkilemekle kalmaz ayni zamanda
sitokrom, miyoglobin, katalaz ve peroksidaz gibi demir
iceren diger proteinlerin iiretimine de etki eder. in vitro
yapilan calismalarda DE olan kisilerin eritrositlerinin hidrojen
perokside maruz birakildiginda normal hicrelerden daha
kolay parcalandigi saptanmistir. Bu durum DE olan kisilerin
eritrositlerinde oksidatif hasara karsi koruyucu mekanizmalarda
bozukluk oldugunu gdosterir (9). Ferritin bir taraftan serbest
demir selasyonu yaparak oksidatif strese karsi koruyucu iken
diger taraftan ortama serbest demir salarak oksidatif stresi
artirir (10).

Dinamik tiyol-dislfid dengesi (TDD) tiyol diizeyindeki
artis ve disiilfid diizeylerindeki azalma antioksidan aktivite
yoniinde degerlendirilirken, tam tersi degisiklikler ise oksidan
aktivitenin artmasi lehine degerlendirilir. TDD dengesindeki
degisiklikler antioksidan koruma, detoksifikasyon, uyari iletimi,

apopitoz, enzimatik aktivite regilasyonu, transkripsiyon
faktorlerinin regllasyonu ve hiicresel sinyal mekanizmalarinda
onemli ve kritik rolii vardir (11,12). Ayrica, dinamik TDD'nin
bircok hastalik icin 6nemi ortaya konulmakta olup ve TDD'nin
bircok hastaligin patogenezinde etkisi oldugunun kanitlari
gosterilmeye baslamistir. Bu hastaliklar diabetes mellitus (DM),
kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH), kanser, romatoid artrit, kronik
bobrek yetersizligi, kazanilmis immiin yetmezlik sendromu,
Parkinson, Alzheimer hastaligi, Friedreich ataksisi, multipl
skleroz, amyotrofik lateral skleroz ve karaciger hastahklardir
(13-22). Son yillarda yayinlanan Erel ve ark/nin (23) buldugu
bir yontem ile TDD degerlendirmeleri otomatik metodlarla
yapilabilmektedir.

Bu calismada 5-15 yas DE tespit edilip, anemi tespit
edilmeyen hastalarda enflamasyon ve oksidatif durumu gésteren
hematolojik ve biyokimyasal parametrelerin karsilastiriimasi
amaclanmustir.

Gerec ve Yontem

Bes-on bes yas DE tespit edilip anemi tespit edilmeyen
hastalar ile yas uyumlu saglikli kontroller arasindaki enflamasyon
ve oksidatif durumu gosteren TDD'nin karsilastiriimasini
amaclayan bu calisma Nisan 2015-Eyliil 2015 aylari arasinda
yapilmistir.

Calisma Gruplarinin Segimi

Pediatri anabilim dal polikliniginde izleme alinan DE (n=35)
olan ve saglam cocuk poliklinigine slinnet ve adenoid cerrahisi
oncesi basvuran kan alinmasi gereken saghkl kontrol grubunun
(n=36) olusturdugu toplam 71 olgu alindi. Calismaya alinan
hastalarin yas araligi 5-15 yas olarak belirlendi. DE tanisi; yas ve
cinsiyete gore normal Hb seviyesine sahip olup, ferritin degeri
<12 ng/mL altinda olan hastalara konuldu (24).

Calismadan Dislanma Kriterleri

Asagidaki ozelliklere sahip olgular calisma kapsamindan
cikarildi (25,26).

1. Kronik veya gecirilen enfeksiyonu olan, parazitoz tanisi
almis ve tedavisi henliz tamamlanmamig hastalar,

2. Anemisi olup vitamin B12 veya folik asit vitamini eksikligi
saptanan hastalar,

3. Demir tedavisi ile allerjik reaksiyon gelisen veya bu sekilde
oykusi olanlar,
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4. Calisma dncesi herhangi bir demir preperati kullanmis olan,
oral demir tedavisini son 3 ayda, parenteral demir tedavisini son
1 ayda alan hastalar,

5. Vitamin kullanan hastalardir.

Laboratuvar Analizi

Calismaya katilan tiim cocuklardan tam kan sayimi igin
EDTA'l tiipe 2 mL venoz kan &rnegi alindi. Ferritin diizeyi, TDD
degerlerinin tespiti icin diiz polistren tlipe 4 mL vendz kan
ornegdi alindi. Serum demirinin sabahlari yliksek, aksamlari diistik
olarak saptanmasi nedeniyle kan drnekleri sabah 09-10 saatleri
arasinda alindi. Kan orneklerinden tam kan sayim ve ferritin
degerleri ayni giin cahsildi. TDD c¢alismalari icin diiz tlipe alinan
kanlar 4000 devirde 5 dakika santrifiij edildi, ayrilan serumlari
-20 °C'de calismanin yapildigi gline kadar saklandi.

Tam kan sayimi Coulter Gen-S system (Coulter Corp, Miami,
USA) ile ferritin diizeyi immulite 2000 cihazinda immulite 2000
F kiti (DPC, Los Angeles, USA) ile bakildi (27).

Etik Kurul izni

31.11.2015 tarihli Ufuk Universitesi Yerel Etik Kurul karari ile
"5-15 yas DE tespit edilip anemi tespit edilmeyen hastalar ile yas
uyumlu saglikh kontroller arasindaki enflamasyon ve oksidatif
durumu gosteren hematolojik ve biyokimyasal parametrelerin
karsilastiriimasi” isimli calisma etik kurulca incelenerek uygun
bulunmustur (karar no: 31.11.2015).

istatistiksel Analiz

Sonuclarin istatistiksel degerlendirilmesi icin Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) 17 (SPSS, Chicago, IL)

paket programi kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu
“Kolmogorov-Smirnov" normallik testi ile incelendi. Sonuclar
ortalama+standart sapma seklinde verildi. Normal dagilima
sahip olmayan ozellikler ise ortalama deger (minimum-
maksimum deger) seklinde verilmistir. Normal dagilima
uyan surekli degiskenleri karsilastirmak icin parametrik test
(bagimsiz Student's t-testi) kullanildi. Katerorik degiskenler
sayl ve ylzde olarak verilmistir. Kategorik verileri karsilastirmak
icin ki-kare veya Fisher's Exact test kullanilmistir. Ferritin
diizeyinin dusikligl ile korele olabilecek TDD parametreleri
degerlendirbilmek amaciyla Pearson korelasyon analizi
kullanildi. P<0,05 diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Calismaya yaslari 5-15 yas arasinda, DE tanisi alan 35
cocuk ile saglikli 36 cocuk olmak tizere toplam 71 cocuk
alindi. DE grubunda olan cocuklarin yas ortalamasi, cinsiyet
dagihmi ve vicut kitle indeksi acisindan, kontrol grubundaki bu
parametreler acisindan farklilhk saptanmadi (p=0,622, p=0,806
ve p=0,948, sirasiyla). Her iki grubun demografik ozellikleri
Tablo 1'de gosterilmistir.

Her iki grup arasinda Hb, hematokrit, beyaz kiire sayisi ve
kirmizi hiicre sayisi acisindan anlamli farkhlk yoktu (p=0,654,
p=0,387, p=0,279, p=0,685, sirasiyla). DE grubunda ferritin
diizeyi 11,01+0,89 ng/mL iken, kontrol grubunda ise 25,27+2,57
ng/mL idi (p<0,001). Gruplarin tam kan sayimlari ve ferritin
parametreleri Tablo 1'de gosterilmistir.

Tablo 1'de ise DE olan hasta grubu ile kontrol grubu
arasindaki tiyol disilfid parametreleri gosterilip, gruplararasi

Tablo 1: Demir eksikligi olup anemisi olmayan hasta grubu ile kontrol hasta gruplarinin bazal demografik, hematolojik ve tiyol disiilfid

dengesi (oksidatif durum) ozelliklerinin karsilastiriimasi

Demir eksikligi grubu (n=35)

Yas (yil) 12,11+1,13
Cinsiyet

Kiz 22 (9%62,9)
Erkek 13 (%37,1)
Viicut kitle indeksi (kg/m?) 17,42+1,04
Hemoglobin (g/dL) 12,97+0,74
Hematokrit (%) 34,97+0,78
Ferritin (ng/mL) 11,01+0,89
Beyaz kiire sayisi (x10°/L) 9,36+0,28
Kirmizi kiire sayisi (x10'2/L) 4,58+0,18
Nativ tiyol (umol/L) 410,41+42,15
Total tiyol (umol/L) 446,54+47,31
Disilfid (umol/L) 24,99+9,50
Disiilfit/nativ tiyol (%) 5,56+2,46
Disilfit/total tiyol (%) 4,93+1,75
Nativ tiyol/total tiyol (%) 0,91+0,01
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Kontrol grubu (n=36) p degeri
12,89+1,03 0,622
0

T2 3 0737
17,43+1,03 0,948
13,05+0,82 0,654
35,13+0,83 0,387
25,27+2,57 <0,001
9,46+0,27 0,279
4,60+0,17 0,685
497,09+40,74 <0,001
538,56+42,53 <0,001
13,99+2,88 <0,001
3,10+0,53 <0,001
2,92+0,48 <0,001
0,92+0,01 0,325
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karsilagtirmalar gosterilmistir. Nativ tiyol (Sekil 1) ve total tiyol
(Sekil 2) degerleri anlamli olarak distikken (p<0,001 ve p<0,001,
sirasiyla), disiilfid (Sekil 3), disiilfid/nativ tiyol ve distilfid/total
tiyol degerleri anlamli olarak yiiksekti (p<0,001, p<0,001 ve
p<0,001, sirasiyla).

Tablo 2'de ise ferritin dustikligu ile korele olabilecek TDD
degiskenlerinin analizi gosterilmistir. Ferritin dustkligi ile
sadece total tiyol diizeyi ile pozitif korelasyon mevcutken
(r=0,330, p=0,049); nativ tiyol, disilfid, disilfid/nativ tiyol,
distilfid/total tiyol ve nativ tiyol/total tiyol degerleri icin
korelasyon analizi agisindan anlamlilik yoktu (r=0,306, p=0,070;
r=-0,251, p=0,140; r=-0,282, p=0,095; r=-0,287, p=0,090; r=-
0,042, p=0,807, sirasiyla).

DE anemisi gelismekte olan {ilkelerde daha sik olmakla beraber,
gelismis Ulkeler icin de halen sorun olmaya devam etmektedir.
Klinik olarak DE'nin bulgulari dokulara oksijenin ulasmasindaki
eksiklige ve dokudaki demir deposunun vyetersizligine bagli
olusmaktadir. Cocuklarda DE ve DE anemisi gelisme geriligine,
davranis bozukluklarina ve geri doniisimsiiz 6grenme yetisinde
bozulmalara neden olmaktadir. DE anemisi tedavi edilse bile
bilissel yetilerdeki degisiklikler diizelmemektedir. Bu nedenle
demir profilaksisi ve anemi gelismeden DE'nin erken donemde
taninmasi ve tedavisi nérokognitif bozukluklari 6nlemede son
derece onemlidir (1). DE anemisi tamisinda kullanilan klasik
parametreler icinde en degerli kabul edilen ferritin, akut faz
reaktani olarak yukseldigi icin 6zellikle hem DE anemisi hem
de enflamatuvar durumlarin birlikte oldugu olgularda tanida
guclik yasanmaktadir. Plazmadaki serbest demirin hiicre

700,00 -
(o]
600,001 o

500,007
T

400,007 l

p<0.001

300,00 T T

Normal Demir eksikligi

Sekil 1: Demir eksikligi olup anemi olmayan grup ile kontrol grubu
arasindaki nativ tiyol degerlerinin karsilastiriimasi

membranlar {izerinde dogrudan ya da dolayli olarak oksidan
stres etkisi bulunmaktadir (28).

Oksidatif stres, serbest radikal ile antioksidan sistem
arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanir. Karbonhidrat,
yag ve protein metabolizmasi lizerine olumsuz etkisi vardir.
Oksidatif stres KVH ve enfeksiydz hastaliklar, kanser, diyabet
ve norodejeneratif patolojilerle baglantihidir. DE anemisinin
oksidan-antioksidan  sistemi  etkileyebilecegi  belirtilmistir.
Bu radikaller hiicre icin cok toksik olup bugin icin pek cok
hastahgin (ateroskleroz, iskemi-reperfiizyon hasari, gastrit,

700,00 *
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500,00
_[_
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p<0.001

300,00 T
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Sekil 2: Demir eksikligi olup anemi olmayan grup ile kontrol grubu
arasindaki total tiyol degerlerinin karsilastiriimasi

0,009

40,004

20,00 ;I

00

00 T T

Normal Demir eksikligi

Sekil 3: Demir eksikligi olup anemi olmayan grup ile kontrol grubu
arasindaki distilfid degerlerinin karsilastiriimasi
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kanser, akut ve kronik akciger hastaliklar) patogenezinde rol
oynadi§ina inanilan reaktif molekillerdir. Ortamda oksijen
rediiksiyon Grtinleri ve yliksek miktarda demir olmasi durumu
prooksidan durum olarak yorumlanabilir ve hiicrenin oksidan
strese acik oldugunun géstergesidir (29). Bu degisiklikler demir
tedavisi ile diizeltilebilir. Literatiirde DE anemisi olan hastalarda
goriilen oksidatif stres ve antioksidan savunma mekanizmasi
hakkinda cok az bilgi bulunmaktadir, bazi calismalarda oksidatif
stresin negatif yonde bozuldugu gosterilirken, bazi ¢alismalarda
ise degisiklige ugramadigi gosterilmistir (30-36).

Aslan ve ark'nin (8) yaptigi baska bir calismada DE anemisi
olan 22 kadin ve saglikli 22 kadinda periferal DNA hasari ve plazma
total antioksidan kapasite arastirilmistir. DE anemisinde lenfosit
DNA hasar kontrol grubundan daha yiiksek, total antioksidan
kapasite daha dusik bulunmustur. Oksidatif stresin artmasinin
DNA hasarina neden olmasi DE anemisinin patogenezinde
oksidatif stres ve DNA hasarinin rol aldigini géstermektedir (8).

McAnulty ve arkimin (37) vyaptiklari calismada anemik
olmayan fakat diisik demir depolari olan ve demir depolari
normal olan hastalara demir tedavisi verilmistir. Serum selenyum
ve glutatyon peroksidaz konsantrasyonlari diisiik demir depolari
olan olgularda yeterli demir depolari olan olgulardan farkli
bulunmamistir. Diisiik demir depolari olan olgularda serum
selenyum ve glutatyon peroksidaz konsantrasyonlari tedavi
oncesi ve sonrasi degisiklik gostermemistir (37). Gropper ve ark.
(38) ise anemik olmayan DE olan hastalarda demir tedavisi 6ncesi
ve tedaviden 8 hafta sonra oksidatif hasari degerlendirmiglerdir.
DE olan grupta tedavi oncesi lipid hidroperoksit ve protein
karbonil diizeyinin  kontrol grubundan farkli olmadig
goriilmistiir. Oral demir tedavisinden 8 hafta sonra da plazma
lipit hidroperoksit ve protein karbonil konsantrasyonunda
onemli degisiklik olmadigi saptanmistir. Calismada oral demir
tedavisinin oksidatif hasarla iliskili olmadigi bulunmustur (38).
Hamed ve ark. (39) yaptigi calismada anemi gelismeden demir
tedavisinin verilmesinin, bu hastalardaki oksidatif durumu
diizelttigi gosterilmistir. Bizim hasta popiilasyonumuza benzer
hasta grubunda yapilan Ustte belirtilen makalenin aksine, bizim
calisma poplilasyonumuzda nativ tiyol, total tiyol ve disiilfid
degerlerindeki degisiklikler, anemisi olmayan kontrol grubuna
gore oksidatif stresin degistigini dne siirecek nitelikteydi.

Tablo 2. Serum ferritin diisiikliigii diizeyini etkileyebilecek
degiskenler ile korelasyon analizi

Ferritin r p degeri
Nativ tiyol 0,306 0,070
Total tiyol 0,330 0,049
Disulfid -0,251 0,140
Disiilfid/nativ tiyol -0,282 0,095
Disiilfid/total tiyol -0,287 0,090
Nativ tiyol/total tiyol -0,042 0,807
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Bektas ve ark. (40) yaptigi bir calisma da TDD'nin inme ve
ciddiyeti ile iliskili oldigu gosterilmistir. Ates ve ark. (41) yaptig
bir calismada tip 1 DM olan hastalarda kontrol grubuna gore
tiyol oksidasyonunun arttigi gdsterilmis olup, bu durum kronik
enflamasyon ve hiperglisemiye baglanmistir. Topal ve ark.
(42) yaptigr bir calismada, DE anemisi olan cocuklarda TDD
bozukdugu gosterilmistir. Bizim calismamizda da DE olan grupta
nativ tiyol ve total tiyol degerleri belirgin olarak diistikken,
distlfid duizeyleri belirgin olarak yiiksekti. Bu tablo da, anemi
olusmadan da DE'de tiyol oksidasyonun degistigini yani oksidatif
stresin ortaya ciktigini gostermektedir.

Ferritin bir taraftan serbest demir selasyonu yaparak oksidatif
strese karsi koruyucu iken diger taraftan ortama serbest demir
salarak oksidatif stresi artirir. Yapilan bir calismada serum ferritin
konsantrasyonu ile idrarda oksidatif hasar ve onarimi gosteren
biomarker olan 8-hidroksideoksiguanozin iliskisi incelenmis
ve serum ferritin seviyesi ile 8-hidroksideoksiguanozin
konsantrasyonu arasinda pozitif iliski g6sterilmistir (10).
Bizim calismamizda da ferritin dustikliigiiniin TDD'yi gdsteren
degiskenler arasinda sadece total tiyol dlzeyi ile pozitif
korelasyonu mevcutken, TDD'nin diger degiskenleri acgisindan
korelasyonu mevcut degildi.

Calisma Kisithliklar

Tek merkezli yapilmasindan dolayr calismaya alinan hasta
sayisinin az olmasi ve demir eksikligi anemisi tanisina sahip
cocuklardan olusan bir grup ile karsilastirma yapilamamasi
calismanin kisithhiklarindandir. Ayrica, oksidatif stresin diger
laboratuvar parametreleri ile kiyaslanamamasi da ayr bir
kisithkhktir.

Sonu¢ olarak bu calismada anemi olmadan da DE'nin
TDD lzerinden gosterilerek oksidatif strese neden oldugu
izlendi. Calismamiz cocukluk cagr ani olmayan DE anemisinde
TDD'nin nasil degistigini gosteren ilk ¢alisma oldugu igin 6nem
tasimaktadir. TDD parametre Olclimleri giivenilir, pratik ve
maliyeti ucuz metodlardir. Bu sayede oksidatif durumu gosteren
bircok parametrenin 6&lciimiine gerek kalmamaktadir. Olgu
sayisinin artiriimasi ve diisiik Hb seviyesine sahip DE anemilerinin
incelenmesi ile farkli sonuglara ulasilabilecegini diisinmekteyiz.

Etik

Etik Kurul Onayi: 31.11.2015 tarihli Ufuk Universitesi Yerel
Etik Kurul karari ile "5-15 yas DE tespit edilip anemi tespit
edilmeyen hastalar ile yas uyumlu saglikli kontroller arasindaki
enflamasyon ve oksidatif durumu gosteren hematolojik ve

biyokimyasal parametrelerin karsilastiriimasi” isimli calisma etik
kurulca incelenerek uygun bulunmustur (karar no: 31.11.2015).
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Ertem ve ark. Cocuklarda Demir Eksikligi ve Oksidatif Stres

Hasta Onayi: Calismamiza dahil edilen tiim hastalardan

bilgilendirilmis onam formu alinmistir.

Hakem Degerlendirmesi: Editérler kurulu disindan olan

kisiler tarafindan degerlendirilmistir.
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