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OZET

Demir eksikligi anemisi (DEA) infant ve cocukluk c¢ag1 hematolojik
hastaliklar1 i¢inde en yaygm olanidir. Tim yas gruplarinda goriiliir. Yasa ve cinse
gore normal hemoglobin (Hb) degerinin iki standart sapma (SD) altinda olmasi
anemi olarak kabul edilir. Nutrisyonel aneminin en sik nedeni olan DEA’nin
gelisiminde beslenme biiyilk rol oynar. Ulkemizde 4 ay-18 yas cocuklarin
%12.7’sinde DEA saptanmistir. Demir eksikligi anemisinin klinik 6zelliklerinden
birisi istah kaybidir ve beslenme DEA’nde biiylik rol oynar. Girelin istah ve yiyecek
alimmi uyarir. Istahin beyin tarafindan kontrol edildigi ve yeme davranisinin santral
sinir sistemi (SSS)’nde hipotalamusta yer alan belli bolgelerde karmasik bir
mekanizma ile diizenlendigi kabul edilir. Hipotalamus arkuat niikleusunda istah
diizenlenmesinde rol alan girelin igeren ndronlar saptanmustir. Bu lokalizasyon ile
girelin yemek alimmi kontrol eder. Girelin aglik hormonu olmasi yani sira yeme
davranisi ile kilo dengesini diizenler. Girelin aglik ve sonrasi davranigsal, metabolik
ve gastrointestinal adaptasyonlar1 yonetir. Viicuttaki demir ve girelin seviyesi
arasinda belirgin pozitif iliski saptanmistir. Demir azalmasindan DEA gelisimine
dogru, girelin diizeyi giderek azalir.

Bu calismanin amaci demir eksikligi anemisi tanisi alan c¢ocuklarda ve
saglikli kontrol grubunda girelin gen polimorfizminin siklig1 arastirilmak istendi. Bu
sekilde, toplumumuzda saglkli cocuklarda; Girelin gen polimorfizmi orani
belirlenmek istendi. Belirlenen polimorfizmlerden hangisinin daha sik gorildigi
incelenmek istendi. Bdylece saglikli olan ¢ocuklar ile DEA olan c¢ocuklardaki
goriilme orani arasindaki farklilik belirlenmek istendi. Beslenme tarzi da dahil olmak
iizere, ortak yasam sartlar1 slirdiirenler arasinda; DEA gelismesinin gercek nedeni;
girelin geninde meydana gelen bir polimorfizm olabilir mi sorusuna cevap bulunmak
istendi.

Calismada 27 kiz (%47.4) ve 30 erkek (%52.6) olmak iizere toplam 57 DEA
tanili olgu ve 57 saglkli kontrol grubu degerlendirildi. Hasta ve kontrol grubunda
girelin genindeki -501 promoter, Arg51Gln, Leu72Met ve GIn90Leu polimorfizmleri
calisildi. Girelin genindeki -501 A/C polimorfizmi agisindan A alleli istatistiksel
olarak hasta grubunda artmis siklikta saptandi (p<0.05). Promoter -501 A/C
polimorfizmi i¢in genotip sikliklar1 kontrolle farkli bulunmadi (p<0.05). Arg51Gln,

v



Leu72Met ve GIn90Leu polimorfizmleri i¢in genotip ve allel sikliklar1 kontrolle
karsilastirildiginda istatistiksel anlamli farklilik saptanmadi (p<0.05).

Girelin geninin DEA’nin immiinogenetiginde onemli rolleri olabilecegini
diistinmekteyiz. Bu gende yer alan diger polimorfizmlerin hastaliga katki saglayip
saglamadiginin belirlenmesi i¢in gerek Tiirk populasyonunda gerekse diger
populasyonlarda yapilacak caligmalara ihtiya¢ oldugu kananatindeyiz. Caligmada
elde edilen verilerin dogrulanabilmesi i¢in ayni polimorfizmlerin farkli toplumlarda
DEA hastalarinda c¢alisilarak verilerimizin daha fazla arastirilmayla desteklenmesi
gerekmektedir.

Girelin genindeki artmis promoter -501 varyant sikhiginim DEA

etyopatogenezinde rol oynayan mekanizmalardan biri olabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Demir eksikligi anemisi, girelin gen polimorfizmi



ABSTRACT
GHRELIN GENE POLYMORPHISM IN IRON DEFICIENCY ANEMIA

Iron deficiency anemia (IDA) is the most common in infancy and childhood
hematologic diseases. It is seen in all age groups. According to age and gender,
anemia is considered to be that normal hemoglobin (Hb) value below two standard
deviation (SD). Nutrition plays an important role in the development of IDA which is
the most common cause of nutritional anemia. In our country, IDA has been
determined in 12.7% of children between 4-months and 18-years old. One of the
clinical features of IDA is loss of appetite and nutrition plays a major rol in IDA.
Ghrelin stimulates appetite and food intake. It is considered that appetite and eating
behavior are controlled with complex mechanisms by certain areas located at
hypothalamus in central nervous system (CNS). The neurons containing ghrelin
involved in appetite were found at arcuate nucleus of hypothalamus. Ghrelin at this
localization controlles food intake. In addition to becoming hunger hormone, ghrelin
regulates eating behavior and weight balance. Also ghrelin, before and after fasting,
controlles behavioral, metabolic and gastrointestinal adaptations. The significant
positive correlation was found between body iron and ghrelin levels. Ghrelin levels
progresively decrease from iron decrease to development of IDA.

The frequency of ghrelin gene polymorphism was aimed to be investigated in
children diagnosed as IDA and healthy control group. In this way, we aimed to
determine ghrelin gene polymorphism in healthy children of our society. It was
aimed which determined polymorphisms are seen more frequently. Thus, we aimed
to determine difference between the ratios of healthy children and children with IDA.
Among children with the same nutrition manner, common living conditions, we
aimed to answer question that the real reason of IDA development may be occurance
of a polymorphism at ghrelin gene.

In our study, total 57 children with IDA, 27 female (47.4%) and 30 male
(52.6%), and 57 healthy control group were assessed. -501 promoter, arg51Gin,
Leu72Met, and GIn90Leu polymorphisms at ghrelin gene were studied in patients
and contol group. In terms of -501 A/C polymorphism at ghrelin gene, A allele was
found statistically significant in patients group (p<0.05). For promoter -501 A/C
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polymorphism, the frequencies of genotype was not different from the control group
(p<0.05). When genotype and allele frequencies were compared with control group
for Arg51GIn, Leu72Met and GIn90Leu polymorphisms, there is no statistically
significant difference (p<0.05).

We suggest that ghrelin gene may play an important role in IDA
immunogeneticy. Also we think that studies are needed to be done in both Turkish
population and other populations for the determiation of other polymorphisms in this
gene which may contribute to this disease. To verify our data, the same
polymorphisms should be futher investigated in patients with IDA in different
populations by more futher studies.

We suggest that increased promoter -501 variant frequency in ghrelin gene

may be one of he mechanisms involved in etiopathogenesis of IDA.

Keywords: Iron defiency anemia, ghrelin gene polymorphism
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1. GIRIS

Demir eksikligi anemisi (DEA) infant ve ¢ocukluk c¢agi hematolojik
hastaliklar1 i¢inde en yaygin olanidir. Tiim yas gruplarinda goriiliir (1). Yasa ve cinse
gore normal hemoglobin (Hb) degerinin iki standart sapma (SD) altinda olmasi
anemi olarak kabul edilir (2). Ulkemizde 4 ay-18 yas cocuklarin %26’sinda demir
azalmasi, %11.1°inde demir eksikligi ve %12.7’sinde DEA saptanmistir (3). Demir
eksikligi anemisinin klinik 6zelliklerinden birisi istah kaybidir ve beslenme DEA’nde
biiyiik rol oynar (4). Fazla miktarda inek siitli, demir ile desteklenmemis besin
tiiketimi infantlarda sikligini1 artirir (5). Bebek ve ¢ocuklarda, viicudun hizli gelisme
temposu yaninda besinsel demir alimi1 eksikligine de baghdir (5-7). Ergenlik donemi
vejeteryan beslenme, yetersiz besin alimi, zayiflama rejimleri ve yeme bozukluklar:
nedeniyle sik goriiliir (8).

Demir eksikligi anemisi prodromal fazda istah azalir (9,10). Demir eksikligi
anemisi tedavisi sonrasi, istah ve gida alimiyla ilgili subjektif skorlarda artis gozlenir
(11). Girelin istah ve yiyecek alimmi uyarir. Plazmada bulunan girelinin 2/3’1
midede, 1/3’0 incebarsaklarda sentezlenir. Gastrik girelin salgilanmasi nutrisyonel ve
hormonal faktorlerce diizenlenir (12-15). Girelin viicut kitle indeksinde artiga yol
acar. Biiyiime hormonu (BH) salgilatir. Plazma seviyeleri obezitede azalir ve
kasekside artar (16-19). Girelin yemek aliminin baslamasi i¢in baslangic sinyali
olusturabilir. Ya da girelin salgilanmas1 kandaki bazi1 beslenme faktorleriyle kontrol
edilir (20). Giin icerisinde 6giin saatlerine gore degisiklik gosterir. Ogiin dncesi artar.
Yemegi takiben diiser (14). Aclikta artan plazma girelin diizeyi yemeklerden sonra
(yiiksek yagli diyetle azalma, diisiik proteinli diyetle artma) azalir (14,15). Midenin
su ile sisirilmesi girelin seviyesini etkilemez (21). Salgisin1 azaltan inhibitor sinyaller
leptin ve BH’dur (15). Fetal donemde girelin iireten hiicre sayis1t midede azdir. Bes
yasa kadar sayilar1 artar (22). Gastrointestinal sistem (GIS), karbonhidrat
metabolizmasi, yag ve lireme dokusu ile hiicre ¢ogalmasi/davranigini etkiler (16-19).
Endojen girelin yiyecek alimi ve viicut kilosunu ayarlayan regiilator olabilir (23).

Istahin beyin tarafindan kontrol edildigi ve yeme davramisinin santral sinir
sistemi (SSS)’nde hipotalamusta yer alan belli bolgelerde karmasik bir mekanizma
ile diizenlendigi kabul edilir (24). Hipotalamus arkuat niikleusunda istah
diizenlenmesinde rol alan girelin iceren ndronlar saptanmustir (25). Bu lokalizasyon
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ile girelin yemek alimini kontrol eder. Ugiincii ventrikiile cok yakin dorsal, ventral,
paraventrikiiler ve arkuat hipotalamik niikleuslar arasinda girelin oldugu
gosterilmistir. Arkuat niikleustaki ndronlar Noropeptid Y (NPY) ve istah etkili
proteinini (AGRP) aktive ederek yiyecek alimini arttirir (23).

Istah mekanizmas1 sadece SSS’nden degil periferde sentez edilen faktdrlerle
de diizenlenir. Leptin beyine doyma sinyalleri géndererek istahi baskilar. Girelin ise
perifer dokulardan aclik sinyali gdnderir (13). Girelin a¢lik hormonu olmasi yani sira
yeme davranisi ile kilo dengesini diizenler (12). Girelin aclik ve sonrasi1 davranissal,
metabolik ve gastrointestinal adaptasyonlar1 yonetir (26). Viicuttaki demir ve girelin
seviyesi arasinda belirgin pozitif iligki saptanmistir (27). Demir azalmasindan DEA
gelisimine dogru, girelin diizeyi giderek azalir. Demir eksikligi anemisinde girelin
diizeyi en diisiik seviyeye iner ve tedavi ile tekrar ytikselir (27,28).

Insan genomunda tek niikleotid degisimleri sik bulunur. Bunlar sikliklarma ve
hastalik yapma yeteneklerine bagli olarak polimorfizm ya da mutasyon olarak
adlandirilirlar (29). Polimorfizm, bir gen veya deoksiriboniikleik asit (DNA)
dizisinin alternatif formlarindan (allel) birinin toplumda %1’den fazla bulundugu
durumdur (30,31). Girelin geni 3. kromozomun 3p25-26 lokusunda yer alir (32).
Yapilan farkli caligmalarda girelin geninde DNA dizileme kullanilarak pek ¢ok farkli
tek niikleotid polimorfizmi tespit edilmistir. Bunlardan en yaygin olanlar1 promoter
-501 A/C, Arg51GIn, Leu72Met ve GIn90Leu seklindedir (33-35). Girelin geni
mutasyonlar1 girelin proteininde kusur/aktivasyon kaybi ile BH salgilanmasinda ve
enerji dengesinde degisiklige neden olabilir (36). Leu72Met polimorfizmi sonucu
matiir girelinde yapisal bozukluk olmamasina ragmen, mesajc1 riboniikleik asit
(mRNA) kararliligindaki degisiklikler girelin sekresyonu veya aktivitesinde
degisikliklere neden olur (36).

Demir eksikligi anemisi tanisi alan ¢ocuklarda ve saglikli kontrol grubunda
girelin gen polimorfizminin siklig1 arastirilmak istendi. Bu sekilde, toplumumuzda
sagliklt cocuklarda; girelin gen polimorfizmi orani belirlenmek istendi. Belirlenen
polimorfizmlerden hangisinin daha sik goriildiigii incelenmek istendi. Boylece
saglikli olan ¢ocuklar ile DEA olan ¢ocuklardaki goriilme orani arasindaki farklilik

belirlenmek istendi. Beslenme tarzi da dahil olmak {izere, ortak yasam sartlar



siirdiirenler arasinda; DEA gelismesinin gercek nedeni; girelin geninde meydana

gelen bir polimorfizm olabilir mi sorusuna cevap bulunmak istendi.
1.1. Demir Eksikligi Anemisi
1.1.1 Tanim ve Sikhgi

Cocuklarda en sik goriilen nutrisyonel eksiklik demir eksikligidir. Demir
eksikligi anemisi tiim yas guplarinda goriilmekle birlikte oOzellikle 6-24 aylar
arasinda ve addlesan donemde aneminin en yaygin nedeni olarak kabul edilmektedir
(1).

Demir eksikligi viicut total demir diizeyinin, normal Hb yapimi yaninda,
demir iceren enzimlerin ve diger gorevlerinin yapilabilmesi i¢cin gerekli olan demir
diizeyinden daha az olmasi durumudur. Demir eksikligi anemisi infant ve ¢ocukluk
cag1 hematolojik hastaliklarinin en yaygmidir. Agir demir eksikligi sonucu olusur ve
son basamaktir (2, 5).

Amerika Birlesik Devletleri’nde 1-2 yas cocuklarin %9’unda demir eksikligi,
%3’iinde ise DEA tespit edilmistir. Adolesan kizlarm %9’unda demir eksikligi ve
%2’sinde ise DEA saptanmistir. Adolesan erkeklerde pubertede depo demirinde %50
azalma saptanmistir (5). Gelismekte olan iilkelerde toplumun yarisinda demir
eksikligi oldugu gosterilmistir. Diyetin demir bakimindan zenginlestirilmesi ve demir
eklenmesinin yaygin kullanilmasiyla prevalans ve agir DEA azalmistir. Buna ragmen
1-2 yas grubu ¢ocuklar, 11-14 yas erkek cocuklar ve 15-44 yas kiz cocuklar1 ve
kadmlarda demir eksikliginin dnemini korumaktadir (6, 8). Ulkemizde yapilan
calismalarda, 4 ay-18 yas arasi1 ¢ocuklarin %26’sinda demir azalmasi, %]11.1’inde
demir eksikligi ve %12.7’sinde DEA saptanmistir. Demir azalmasi (%28.9), demir
eksikligi (%21.9) ve DEA (%26.2) oranlar1 en yiiksek 4 ay-2 yas grubunda tesbit
edilmistir (3).

Demir eksikligi ve DEA kavramlar1 karistirilmaktadir. Anemi gelismeden de
demir eksikliginden s6z edilebilir. Bir kiside demir durumunun ortaya konulmasi i¢in
depo demirin durumu bilinmelidir. Organizmada demir depolanan organlar
karaciger, dalak, kemik iligi ile diger bolgelerdeki retikiiloendotelyal sistem
(RES)’dir. Viicudun demir ihtiyaci oldugunda 6ncelikle depolardan demir hareketi

beklenir. En erken evrede depo demirinde azalma goriiliir. Bu donem, kemik iligi ve



RES hiicrelerinde demir graniillerinde azalmanin gosterilmesi ile saptanir. Depo
demiri hemosiderin ve ferritin (F)’in prusya mavisi ile boyanmas: ile tesbit edilir.
Demir eksikligi durumunda deponun tamamen tiikkenmesi s6z konusudur. Bu dénemi
belirlemede F diizeyinin 6lgiilmesi daha kolay ve gilivenilir bir yontem olarak
kullanilmaktadir. Kemik iliginde depo demirin kayboldugu tek anemi DEA’dir.
Ancak F, akut faz reaktani olarak kronik enflamasyon gosteren hastalarda ve

neoplastik ile karaciger yetmezlikli hastalarda artmis bulunabilir (37,38).
1.1.2. Demir Metabolizmasi

Dogada ferrdz (Fe™) ve ferrik (Fe™) formda bulunur. Ferrik haldeki demir
fonksiyone degildir. Demir serbest halde viicut i¢in zararlidir. Bu nedenle herhangi
bir protein ile kompleks yapar (39). Demir tiim canlilar i¢in biyolojik dneme sahip
vazgecilmez bir elementtir. Canli organizmalarda eser miktarda bulunur. insan ve
diger canli tiirleri igin esansiyel bir elementtir. insan viicudunda da Fe™ ve Fe™ halde
bulunur. Baz1 metabolik ve enzimatik tepkimelerde rol oynadigindan biiyiime i¢in
zorunludur. Demir Hb sentezi (kan voliimiiniin genislemesi, dokulara oksijen
tasinmasi), miyoglobin sentezi (kas kiitlesinin biiyiimesi), demir igeren enzimlerin
senteziyle, F ve hemosiderin seklinde demir depolarmin idamesi i¢in gereklidir.
Cocuklarda viicuttaki demirin %65°1 Hb’de bulunur. Hemoglobindeki demirin
fonksiyonu, dokulara oksijen tasimaktir (40,41). Viicuttaki demirin %10’u
miyoglobinde bulunur ve kas kontraksiyonu sirasinda oksijenasyonu saglar. Insan
viicudunda Hb ve miyoglobin disinda demir igeren baslica proteinler sitokromlar,
sitokrom oksidaz, homogentisik oksidaz, peroksidaz ve katalazlardir (42).

Viicuttaki demir miktar1 barsaktan emilen ve cesitli yollarla viicuttan
kaybedilen demir arasinda bir denge ile korunur. Demir duodenum ve proksimal
jejunumdan emilir. Plazmaya gec¢en demir, Hb sentezinde kullanilmak iizere
gelismekte olan eritroblastlara alinir. Eritrositlerle dolasimda 4 ay kadar kaldiktan
sonra makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Burada Hb’den uzaklasir ve bir kismi
viicuttan atilirken, biiyiik bir kismi plazmaya donerek siklusa yeniden katilir (1, 43).

Gastrointestinal sistemden gegen demirin emilebilir sekilde olmasi, diyetteki
miktar1 ve bilesimi, gastrointestinal faktorler GIS’den demir emilim hizini etkiler.
Diyetteki demirin %90 kadar1 hem olmayan demir, geri kalani hem demiri
seklindedir. Hem demirinin emilimi olmayana gore ¢ok yiiksektir ve diyetteki diger
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faktorlerden etkilenmez. Hem olmayan demir gidalarda ferrik kompleksler
seklindedir. Sindirim sirasinda ferr6z formda rediikte edilerek emilir. Hem demirinin
%30’u, hem olmayan demirin %5°1 emilir (1). Gastrik sivi, diyetteki hem olmayan
demiri stabilize ederek, ferrik hidroksit halinde ¢okmesini onler. Fizyolojik pH’da
Fe'™ hizla ¢oziiniir olmayan Fe™ sekline doniisiir. Mide asit salgisi ile duodenumda
pH diiser ve Fe™tin ¢oziinirligi ve alimi artar. Ortamda pH<3 oldugunda Fe™
stabildir ve musine baglanir. Musin demirin eriyebilir duruma gelmesini saglayan
selatdor gibi davranir ve demiri intestinal emilime uygun hale getirir. Demir,
musinden mukozal epitel hiicrelerinin ylizeyindeki reseptdr proteini olan B3 integrine
aktarilir (44). Sonra hiicre membranindan integrinle yakin iliskisi olan mobilferrin
adli proteine baglanarak sitozole iletilir. Demir-mobilferrin kompleksi mukozadan
kapillerlere gecgerek transferine baglanip hematopoetik doku ve diger dokulara
taginir. Demir fazla miktarda ise hiicreyi oksidatif zedelenmeden korumak icin F
sentezi uyarilir ve demir, F seklinde depo edilir. Transferin reseptorii (TfR) ise emici
hiicrelerin bazolateral membraninda yer alir ve demirin plazmadan intestinal hiicreler
ve diger organlara gegisini saglar (45).

Demir yenidoganda yaklasik 0.8 g iken, yetigkinlerde 5 g’dir. Bu farklilig1
telafi etmek icin hayatin ilk 15 yili boyunca ortalama 0.8 mg/giin demir emilmelidir.
Biiyiime gereksinimine ek olarak hiicre kaybiyla olusan normal demir kayiplarini
dengelemek i¢in kiigiik bir miktar gereklidir. Cocukluk caginda pozitif demir
dengesini siirdiirmek i¢in her giin yaklasik 1 mg demir emilmelidir (5).

Yasamin ilk 4 aymda demir depolar1 yeterli oldugundan demir eklenmesi
gerekli degildir. Dordiincii ay sonras1 depolar azalip hizli biiyiime devam ettigi i¢in
demir eklenmelidir. Anne siitiindeki demir diizeyi disiiktiir. Ancak emilim ve
biyoyararlanim iyidir. Inek siitiindeki diizeyi fazla olmasima karsin biyoyararlanimi
yetersizdir. Anne siitiindeki diisiik kalsiyum ve fosfor diizeyi ile igerdigi laktoferrin
bunun nedenidir. 4-12 ay arasinda diyette emilmesi gereken demirin 0.6 mg/giin’i
bliylime icin, 0.2 mg/giin’ii ise kayiplart karsilamak icin kullanilir. Besinlerle
sindirim kanalma gelen demirin normal kosullarda sadece %10’u emilebilmektedir.
Cocuklarda eriskinlere gore olduk¢a yiiksek olan emilim orani, anemi gibi
hastaliklarda normalin 2-10 katina ¢ikabilir. Kirmiz1 et ve yumurtada bol miktarda

(") degerli hem demiri bulunmaktadir ve kolaylikla emilmektedir. Tavuk ve balik



gibi beyaz etlerde ise demir orani yeterli degildir. Fasulye, kabak ve 1spanak gibi
yesil sebzelerde bol miktarda demir olmasina karsin (*) degerli olduklar1 igin emilim
az olmaktadir. Mide asidi, C vitamini, sistein, laktat ve fruktoz demir emilimini
artirr. Bu etkisini  bitkisel kaynakli Fe™ demiri Fe™ demire indirgeyerek
yapmaktadir. Besinlerde bulunan fosfat, oksalat, fitat ve taninler demir ile suda

coziinmeyen bilesikler olustururlar ve emilimi azaltirlar (3, 46).
1.1.3. Demir Eksikligi Anemisi Nedenleri

Demir eksikligi ile DEA en sik olarak hayatin ilk 2 yili i¢inde, 6zellikle 6-24.
aylarda goriiliir (7). Diisiik dogum agirligi ve perinatal kanamalar neonatal Hb
kitlesinde ve demir depolarinda azalma ile iligkilidir. Yenidogan infantin yiiksek Hb
yogunlugu yasamin ilk 2-3 ay1 boyunca diiser. Demirin O6nemli bir kismi
kullanilabilir hale getirilir ve depo edilir. Bu kullanilabilir depolar term infantlarda
yasamin ilk 6-9 ay1 icinde kan yapimi i¢in genellikle yeterlidir. Diisiik dogum
agirhikli infantlarda veya perinatal kan kaybi olanlarda, depo demiri erken
tiikketilebilir ve diyet kaynaklar1 baslica 6neme sahip olur. Term infantlarda, anemi
nadiren yetersiz diyet ile olusabilir. Altinct aydan once olusmasi nadirdir. Genellikle
9-24. aylarda meydana gelir. Yiiksek miktarda inek siitii (>750 ml) ve demir ile
desteklenmemis besinleri tiiketen infantlarda DEA siklig1 artar. Kan kaybi1 6zellikle
daha biiylik ¢cocuklarda DEA nedenidir (5).

Baz1 cografik bdlgelerde, kancali kurt enfestasyonu DEA’nin 6nemli bir
nedenidir. Gizli kanamalardan olusan DEA peptik iilser, meckel divertikiilii, polip
veya hemanjioma veya inflamatuar barsak hastalig1 gibi gastrointestinal yol
lezyonundan olabilir. Inek siitiindeki 1s1ya dayaniksiz bir proteinde barsaktan kronik
kan kayb1 yapar. Ayrica demir eksikligi, barsak mukozasini bozarak gizli kanamaya
neden olabilir. Bebek ve c¢ocuklarda demir eksikligi genellikle kan kaybindan c¢ok
viicudun hizli1 gelisme temposu yaninda besinsel demir alimi eksikligine baglidir
(5-7). Ergenlik doneminde hizli biiyiimenin yaninda 06zellikle gen¢ kizlarda
menstriiasyonla kan kaybi, vejeteryan beslenme sekli, yetersiz besin alimi, zayiflama
rejimleri ve yeme bozukluklari (anoreksiya nervoza) DEA’nin sik goriilmesine neden

olur. Bu nedenler Tablo 1’de gdsterilmektedir (8).



Tablo 1. Demir eksikligi anemisi nedenleri (8).

1) Diyete bagh alim azli§1

2) Artmig demir ihtiyact

a
b.

C.

d.

c.

Diisiik dogum agirlikli bebekler, prematiireler

Diisiik dogum agirlikli ikizler veya ¢ogul dogumlar

Adolesan evresi

Gebelik

Siyanotik konjenital kalp hastalig

3) Kan kaybi

A. Prenatal, perinatal devre

1. Transplasental, retroplasental, intraplasental kanamalar

2. Plasenta previa

3. Fetomaternal kanama

4. Umblikal kord riiptiirii

B. Posnatal devre

1. Gastrointestinal sistem

L N SN N A W N

a.
b.

& 0

c.

f.

Intestinal hemoraji
Inek siitii allejisi
Anatomik lezyonlar
Ilaglar

Intestinal parazitler

Henoch-Schonlein purpurasi

. Safra kesesi (hemokolesistit, kolelitiazis)

. Akciger (pulmoner hemosideroz, Goodpasture sendromu)

. Burun kanamasi

. Uterus (menstruel kanama)

. Kalp (intrakardiak miksoma, valviiler protez ve yamalar)

. Bobrekler (travmatik hemolitik anemi, hematiiri, nefrotik sendrom)
. Ekstrakorporeal (hemodializ, travma)

9.

Sik araliklarla kan vericiligi

4) Azalmis absorpsiyon (malabsorpsiyon sendromlari, uzun siireli ishaller, gastrektomi sonrasi,

inflamatuar barsak hastaliklar1)

1.1.4. Demir Eksikligi Anemisi Klinigi

Demir eksikligi anemisinde anemiye ikincil klinik bulgular olabilir. Hicbir

klinik bulgu olmaksizin rutin laboratuar incelemeleri sirasinda da tani konulabilir.

Demir ¢ogu organ fonksiyonu i¢in gereklidir. Eksikliginde bir¢ok sistem etkilenir
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(39). Solukluk 6nemli bulgudur. Demir eksikligi anemisi olan ¢ocuklar, sisman veya
diisiik agirlikli olabilir. Bazi ¢ocuklarda, Hb seviyeleri 5 g/dl altina indigi zaman
anoreksiya ve irritabilite goze carpar. Tasikardi ve kardiak dilatasyon goriiliir.
Sistolik iiflirlimler mevcuttur. Irritabilite ve anoreksi dokudaki demir eksikligi
yansimasidir. Demir tedavisi ile hematolojik diizelme 6ncesi davranislar diizelir (5).

Demir eksikligi anemisi i¢in 6zel semptom ve bulgular olarak kabul edilen
pika, kagik tirnak ve mavi skleradan bir veya daha fazlasi olabilir. Kulak ¢inlamasi,
bas agrisi, cabuk yorulma, halsizlik, huzursuzluk ve istahsizlik gibi klinik bulgular
olabilir. Tirnak ve saglar kolay kirilir. Dil papillalarinda atrofi, angiiler stomatit ve
glossit goriilebilir. Norolojik ve entellektiiel fonksiyonlar {izerine etkisi olabilir.
Demir eksikligi anemisi ve anemi olmadan demir azalmasi uyaniklik, dikkat stiresi
ve 6grenme lizerine etkilidir (10).

Toprak yiyen c¢ocuklarda aneminin meydana geldigini ilk defa tanimlayan
Tiirk hekimi M Tayanc, bu gozlemini 1942 ve 1943 yillarinda Tiirk tip diinyas1 ve
Tiirk Tip mecmuasinda'toprak yeme anemileri' bashg1 altinda yaymlamstir. Iran’m
Siraz kentinde gelisme geriligi olan ve anemi, hepatosplenomegali, hipogonadizm,
kaba ve kuru derisi ve laterjisi olan bir hastada geophagia tesbit edildikten sonra,
diinyada baz1 koyliiler arasinda pikanin siklikla rastlanilan bir davranis oldugu fark
edilmistir. Daha sonra Misirda bazi kdylerde pikasi olan ve gelisme geriligi saptanan
olgular bildirilmis ve Prasad bu olgular1 genis bir sekilde rapor etmistir (47).

Pika Latin kokenli olup pick up (toplamak) tan gelmektedir. Pika en az 1 ay
siireyle yiyecek olmayan maddeleri gelisimsel diizeye ve kiiltiirel pratige uymayan
bicimde yemek olarak tanimlanir. Pika bir yeme bozuklugu olarak homojen kiiciik
bir gruba sinirli degildir. Normal gelisim gdsteren oyun ¢ocuklarinda da goriilebilir.
Cocukluk ¢aginda pika 2-3 yaslarinda baslar ve ¢ocukluk ¢agi boyunca devam eder.
Pika diinya capinda bir problemdir ve biitiin rklarda, cografi bolgelerde, cinslerde ve
kiiltlirlerde goriilebilir (48). Bu tanimda infantil otizim veya sizofreni gibi baska bir
mental hastalik ya da Kleine-Levin sendromu gibi bagka bir fiziksel hastalik
kastedilmemektedir. Bazi yazarlar ise pikay1r hem yenilmeyecek hem de yenilebilir
olan maddelerin kompulsif olarak tiiketilmesi anlaminda kullanmaktadir (49).

Pikanin prevelansi kesin olarak bilinmemektedir ¢linkii ¢ogunlukla

sorulmayan ve rapor edilmeyen bir bulgudur. Bununla beraber ¢ocuklarda, hamile



kadinlarda ve mental retarde kisilerde daha sik goriildiigii bildirilmistir (50-52). Her
2 cinste esit olarak goriiliir. En biiyiik prevelans 1-6 yas cocuklardadir. Bunlarin
bliylik bir kismi da diisiik sosyoekonomik gruptan ve cogu zamanda davranis
bozuklugu olan ¢ocuklardir. Mental retarde g¢ocuklarda en sik goriilen yeme
bozuklugu pikadir ve retardasyon agirlastik¢a siddeti de artar (53). Pika diinyanin her
yerinde goriilebilir ve toprak yeme (geophagia) en sik goriilen ¢esididir. Bu oranin
zencilerde %28 beyazlrda ise %17 oldugu bildirilmistir (54).

Demir SSS miyelinizasyonunda 6nemli rol oynar. Bebekte miyelinizasyon
icin dnemli olan 8-15 aylik donemde demir eksikligi olmasi, biligsel fonksiyonlarda
geri doniisiimsiiz gerilige ve ileride dikkat azligina, belli dl¢iide mental ve motor
gerilige neden olmaktadir. Dopaminerjik sistemin demir eksikliginden etkilenmesi ile
motor kontrolde degisme, algilama, hafiza ve motivasyonda degisiklik ve davranis
degisiklikleri olur. Demir eksikligi, katalaz ve sitokrom oksidaz gibi enzimlerin
aktivitelerinde azalma meydana getirir (2, 5).

Demir eksikligi anemisi ii¢ donemde ortaya ¢ikar. Depo demirinde azalmanin
oldugu birinci dénem (depo demir tiikkenmesi) yalnizca F diisiikliigii bulunur. Ikinci
donemde anemi olmaksizin serum demir diizeyinde azalma, total demir baglama
kapasitesi (TDBK)’nde artma vardir. Transferrin satiirasyonu (TS) diiser. Hb diizeyi
normalin alt smirmdadir. Ugiincii dénemde Hb diizeyi azalmistir. Hem olusumu igin
gerekli demirde azalma nedeniyle eritrosit protoporfirininde artma gézlenir. Anemi,

mikrositoz ve hipokromi mevcuttur. Serum F diizeyi iyice azalmistir (2, 55).
1.1.5. Demir Eksikligi Anemisi Tan1 ve Laboratuar Bulgulan

Demir eksikligi anemisinde Hb ve hematokrit (Hct), yas ve cinse gore olmasi
gereken degerden 2 SD diisiiktiir (Tablo 2) (56). Tanida gerekli testler Tablo 3’de
verildi (43).

Kanamaya bagli DEA’nde retikiilosit sayis1 (%3-4) artar. Plazma F diizeyi
disiikligii depo demiri azligin1 yansitir. Saglikli goriinen kisiler gizli demir eksikligi
gosterebilirler. F diizeyi enfeksiyon, enflamasyon, kanser ve karaciger hastaliklarinda
yiikselir. F degeri demir eksikliginden bagimsizdir. Erigkinlerde F degeri alt sinir1
<20 ng/ml’dir. Cocuklarda ise 10 ng/ml’dir (37,38, 41). Plazma demirinde diisme,

TDBK artma ve TS’nda azalma (<%16) plazma demir konsantrasyonunda azligi



yansitir. Eritrosit sayis1t (RBC), DEA gelisim siirecinde uzun siire normal sinirlarda
bulunur. Aneminin ilerledigi durumlarda azalir (<5 milyon/mm?®). Ortalama eritrosit
hacmi (OEH) DEA gelisiminde son bozulan ve tedavi ile en ge¢ diizelen gostergedir.
Mikrositoz gostergesidir. Erigskinlerde normal OEH degeri 80-90 fI’dir. 2 yas alt1
cocuklarda <75 fl smir kabul edilebilir. Eritrosit dagilim genisligi (RDW) anizositozu
gosterir. Eritrosit dagilim genisligi normal degeri %12 olup >%14 DEA lehinedir
(57). Eritrosit protoporfirini hiicre i¢i demir durumunu yansitmasi agisindan
degerlidir. Kursun zehirlenmesinde ve Hb sentezindeki bazi edinsel kusurlarda da
patolojik olmasi nedeniyle spesifik bir test degildir. Kronik hastalik anemisinde
etkilenir (37,38).

Tablo 2. Yasa gore Hb ve Hct degerlerinin normal dagilimi (56).

Hb (g/dl) Hect (%)
Ortalama Alt sinir Ortalama Alt simr

Kord kam 16.8 13.7 55 45
0-2 hafta 16.5 13.0 50 42
2 hafta-3 ay 12.0 9.5 36 31
4 ay-5 ay 11.5 9.5 35 29
6 ay-2 yas 12.5 11.0 37 33
2-4 yas 12.5 11.0 38 34
5-7 yas 13.0 11.5 39 35
8-11 yas 13.5 12.0 40 36
12-14 yas

Kiz 13.5 12.0 41 36

Erkek 14.0 12.5 43 37
15-17 yas

Kiz 14.0 12.0 41 36

Erkek 15.0 13.0 46 37
18-49 yas

Kiz 14.0 12.0 42 37

Erkek 16.0 14.0 47 40

Kemik iligi gerekli olmayan invaziv bir islemdir. Kemik iligi yaymasi prusya
mavisiyle boyanarak hiicrelerdeki F ve hemosiderin varligi gosterilebilir (8, 38).

Solubl TR (sTfR) demir eksikliginin saptanmasinda popiilerdir. Enzim bagl
immiinabsorbent test (ELISA) ydntemi ile bakilan zor ve pahali bir testtir. Daha ¢ok
akademik ¢alismalarda tercih edilir. Ozellikle eriskinlerde demir eksikliginin diger
ciddi tablolar ve enfeksiyon anemisinden ayirt edilebilmesinde 6nem tasir. Hemolitik
anemilerde de arttig1 i¢in ¢ocukluk caginda ayrici tan1 degeri azdir. Demirin emilim
sonras1t Tf ile tasmarak Hb sentezi i¢in hiicre icine ulagsmasinda bu reseptorler

gereklidir (38, 58).

10



Tablo 3. Demir eksikligi anemisi tanisi i¢in gerekli testler (43).

a.
b.

C.

1. Periferik kan yaymasi (hipokromi, anizositoz, poikilositoz)
2.

Hipokromi ve mikrositozun eritrosit indeksleri ile desteklenmesi
Ortalama eritrosit hacmi (OEH)’nde azalma
Ortalama eritrosit hemoglobini (OEHDb)’ nin 27 pg altinda olmasi

Ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (OEHbK) nun %30’un altina

diismesi

d
3
4
5
a
b.
6
a
b
7

. Eritrosit dagilim genisligi (RDW)’nin %14’{in {istiinde olmasi

Serbest eritrosit protoporfirini (SEP)’nde artma (>40 mg/dl)
Serum ferritin diizeyinde azalma (<10 ng/ml)

Serum demirinde azalma

Serum toplam demir baglama kapasitesi (TDBK)’nde artma

Transferin satiirasyonu (%16 nin altinda)’nda azalma

. Demir tedavisine cevap
. Tedaviyi takiben 5-10 giin arasi retikiilositoz
. Retikiilozu takiben giinde 0.25-0.4 g/dl/giin ve Hct’de %1/glin artis

. Kemik iligi: Demir igeren eritroblast sayismin demir boyama ile incelenmesi,

bu hiicrelerde azalma veya yokluk

depolarin yetersiz olmasidir. Fetiisiin agirli§i ve gebelik yasi ile serum demiri
arasinda dogru bir orant1 bulunur. Gebelikte gelisen hafif-orta derecedeki anemide,
fetal demir diizeyini etkilemez. Ancak agir anemide (Hb <7 g/dl) yenidogan demir
diizeyleri etkilenmektedir (59). Demir eksikligi anemisinin gelismesini 6nlemek i¢in
siit cocuklugu doneminden itibaren yeterli demir alimmasi gereklidir. Yeterli demir
almabilmesi i¢cin zamaninda dogan bebeklerde ilk 6 ay anne siitii ile beslenme, daha
sonra demir ilave edilmis mama ve demir igeren ek gida verilmelidir. Anne siitii
almayan cocuklarda ilk 12 ay demir ilave edilmis mama ve 4. ayda demir iceren ek
gida verilmelidir. Anne siitii veya demir ilave edilmis mama alamayan ¢ocuklarda 4.

ayda profilaktik olarak 1 mg/kg/giin demir ilavesi ve prematiirelere en gec 2. ayda 2

1.1.6. Demir Eksikligi Anemisinde Tedavi ve Korunma

Yasamm ilk alti1 ayinda demir eksikliginin 6nemli nedenlerinden biri

mg/kg/glin profilaktik demir ilavesi yapilmalidir (8).
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Demir eksikligi anemisinde demir preparatlar1 agizdan veya parenteral yolla
(intravendz [IV], itramuskuler [IM]) verilmektedir. Etkinligi, emniyetli olmast,
ekonomik olmasi, sistemik ve lokal yan etkilerinin olmamasi nedeni ile genellikle
agizdan tedavi kullanilir. Hastalarin ¢ogunda demir verilmesine bagli yan etki
goriilmemektedir. Ancak %10-20 hastada demire bagli yan etkiler goriilebilir. En sik
goriilen yan etki ishal ve kabizlik gibi sindirim sistemi bulgularidir. Bu
komplikasyonlar genellikle demir dozu ile ilgili degildir. Bulanti, epigastrik agri,
kusma ve karin agris1 gibi {list gastrointestinal bulgular genellikle demir alimindan bir
saat sonra ortaya ¢ikar. Bu bulgular demirin hemen yemegi izleyerek alinmasi ile
gecer ya da azalir. Eger bulgular devam ederse, her dozdaki demir miktarmni
azaltmak ya da kullanilan demir preparatini tablet, draje veya sivi formiillerden bir
digerine ge¢mek yararli olabilir. Buna karsmn bulgular devam ederse daha diisiik
dozlarda ve tek doz seklinde vermek uygundur. Diisiik dozlarda belli bir siire devam
ettikten sonra, yeniden dozun artirilmasi gereklidir. Dislerde boyamanm Oniine
gecmek icin demir surubu plastik enjektorlerle dislerle temas onlenerek verilebilir.
Demir tedavisinde ilk secenek demir preperatlar siilfat, glukonat ve fumarat gibi
ferr6z demir tuzlaridir. Ferrik demir tuzlar1 emilimlerinin az ve etkisiz olmasi nedeni
ile daha az Onerilmektedir. Eger ferrik demir verilmesi gerekirse, emilimi
artirabilmek i¢in C vitamininin eklenmesi ile daha iy1 sonuclar alabilir (41).

Agizdan demir tedavisi 3-6 mg/kg/giin elementer demir miktar1 olacak
sekilde ve giinde 2-4 dozda, a¢ karnma 6gilinler arasinda Onerilmektedir. Demir
eksikligi anemisi olan ¢ocuklarda agizdan demir tedavisine yanit olarak 72-96 saat
icinde periferal retikiilositoz baslar. Retikiilositozu 0.5 g/dl/24 saat kadar ¢ok
yiikselebilen Hb seviyelerindeki artis izler. Birinci haftadan sonra Hb artis1 olur.
Mikrositozdaki diizelme ise 3-4. ayda olmaktadir. Demir tedavisine kan degerleri
normale dondiikten sonra 8 hafta devam edilmelidir. Beslenme rejiminin Oneriler
dogrultusunda diizenlenmesi ve fazla miktarda inek siitiiniin alinmasinin dnlenmesi
ile diyetteki eksiklige bagli goriilen DEA Onlenecektir (5, 41). Demir eksikligi

anemisinde tedaviye cevap Tablo 4’da verildi (5).
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Tablo 4. Demir eksikligi anemisinde tedaviye cevap (5).

Tedavi sonrasi gecen Cevap

siire

12-24. saat Hiicre i¢i demir enzimleri islev kazanmaya baglar.
Irritabilite ve istahsizlik iyilesmeye baslar.

36-48. saat Kemik iligi yanit1 baslar. Eritroid hiperplazi gelisir.

48-72. saat Retikiilositoz baglar ve 5-7. giinler doruga ulasir.

4-30. giinler Hemoglobin diizeyi yiikselir.

1-3. aylar Depolar dolar.

Parenteral demir tedavisi (IM, 1V); agizdan alinan demirin absorbsiyonu
malabsorbsiyon nedeniyle bozuk olursa, operasyona hazirlanma gibi hizli cevap
gereken durumlarda, agizdan demir tedavisinde dozajdaki ayarlamalara ragmen
intolerans s6z konusu ise, altta yatan rejional enterit ve kronik inflamatuar barsak
hastaliklarinda agizdan verilen demir hastaligin semptomlarin1 siddetlendiriyorsa,
siddetli demir eksikliklerinde, uyumsuz ¢ocuklarda tedavinin uzamasi, kronik kontrol
edilemeyen bir kanama, akut diyare, eritropoetinle birlikte prematiire yenidoganda,
epidermolizis biilloza, parenteral beslenme verilen c¢ocuklarda, cerrahi veya
gastrointestinal bir nedenle demir emilimi yetersiz oldugunda, eritropoetin tedavisi
gerektiren bobrek yetmezliginde kullanilabilir (60,61).

Demir eksikligi anemisi tedavisinde kan transflizyonu anemi ¢ok siddetli
oldugunda (Hb< 4 g/dl), kalp yetmezligi ve aneminin enfeksiyonla birlikte oldugu
durumlarda verilmelidir. Hipervolemi ve kardiak dilatasyon varliginda anemiyi hizli
diizeltmek sakincalidir. Transflizyonun yavas olmasi, 6nce hastadan bir miktar kan
almmast ve ditiretiklerin verilmesi voliim yiikiine bagli olarak gelisebilecek

komplikasyonlar1 onleyecektir (5, 62).
1.2. Girelin

Oreksijenik hormon olarak bilinen girelinin; hormon olarak kesfedilmesinden
once, 1996 yilinda reseptorii GHS-R (biiyiime hormonu salgilatici reseptdr)
tanimlanmis ve G protein ailesine ait oldugu saptanmistir (63). Daha sonra bu
reseptoriin endojen ligandi aranmaya baslanmistir. Girelin 1999 yilinda ilk olarak
Masayasu Kojima ve ark. tarafindan fare midesinde GHS-R1a baglanmis endojen bir
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ligand olarak tanimlanmistir (25). Daha sonra, istah iizerine etkilerinin tespit
edilmesi lizerine istah hormonu olarakta adlandirilmistir (12).

Girelin geni, bliyiime hormonu (BH) salgilatici reseptoriiniin endojen
ligandidir (25). Biiylime hormonu salgilatici reseptor tip la geni (GHSR); enerji
homeostasisini, besin almimi ve 6n hipofizden biiyiime hormonunun salinimini

diizenleyen mide hormonu girelinin ayni kdkenli reseptoriinii kodlar (25).
1.2.1. Girelin Gen Uriinleri Sentez ve Yapisi

Insan girelin geni 3. kromozom 3p25-26 lokusunda yer alir (32). Girelin 28
aa’li peptid hormon olup esas olarak yliksek miktarda salindigi mideden izole
edilmistir. Biiylime hormonu salgilatici reseptoriiniin endojen ligandidir (25).
Biiylime hormonu salgilatici reseptor tip 1a geni (GHSR); enerji homeostazini, besin
almimi ve on hipofizden biiylime hormonunun salinimini diizenleyen mide hormonu
girelinin ayni kokenli reseptoriinii kodlar (25). Tiim reseptoriin (tip 1a) uzunlugu
3g25 kromozomundaki iki ekson tarafindan kodlanmis 366 aa igerir. Bir farkli
baglant1 yeri (tip 1b) sadece exon 1 ve intorunun kisa bolgesini icerir. Agik
olmamakla birlikte eger bu varyant proteine in vivo kopyalansaydi teorik olarak 5
sunucu transmembran alana ve 289 aa proteine kodlanacakti. Tip 1b reseptor
yaygindir (tip 1a’nm aksine). Fakat biiylime hormonun salinmasinda veya kalsiyum
ile iligkili fonksiyonlarin ayarlanmasinda biyolojik aktiviteye sahip degildir (64).

Girelin Onciilii olan preprogirelin, 117 aa’den olusur. Preprogirelin, 23 aa’lik
sinyal peptidi ve 94 aa’lik progirelin (1-94) kisimlarini icerir. Progirelin 28 aa’lik
matiir girelin (1-28) ve 66 aa’lik kuyruk kismindan (29-94) olusmustur.
Preprogirelinin son {irlin olan matiir gireline kadar proteolitik olarak yikimindan
sorumlu olan enzimler heniiz bilinmemektedir (25, 65).

Girelin geninin major aktif tirlinii 3. pozisyondaki serin aa’i bir oktanoil grup
ile agillenmis, matiir girelin olarak adlandirilan ve 28 aa’ten olusan acillenmis
girelindir (Sekil 1). Girelin salinmadan 6nce sitoplazmada, posttranslasyonel olarak
N-terminal 3. aa’i olan serin kalintisina n-oktanoil asit eklenerek aktif haline
dontstiiriiliir. Girelinde olusan bu agilasyon, aktivite ve GHS-R’e baglanma i¢in
gereklidir. Ayrica bu post translasyonel degisimin, girelin molekiiliine hidrofobik

ozellik kazandirmasi, bu hormonun 6zellikle hipotalamus ve hipofiz olmak iizere
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beyin dokusuna geg¢isine olanak saglamaktadir (25, 66). 14. pozisyondaki glutaminin
é
¢$

olmadig1 bir analog peptid daha vardir ve desagile girelin adin1 alir (67-69).

Sekil 1. Girelinin 28 aminoasitlik molekiiler yapisi.
1.2.2. Dolasimdaki Girelin Gen Uriinii Peptidler

Girelin kelimesinin kokii olan ‘Ghre’ kelimesi Hint Avrupa kdkenli biiylime
anlammna gelen ‘growth’ kelimesinden koken almaktadir. Midede girelinin 2
molekiiler formu bulunmustur. Birincisi 3. pozisyonda n-oktanoasitik ile acillenmis
serin olan ve ikincisi girelin gen tarafindan alternatif olarak ucuna eklenen 27
aminoasitli des-[GInl14]-girelindir. Plazmada bulunan girelinin 2/3’i midede, 1/3’1
incebarsaklarda sentezlenir (13). Plazma girelin diizeyi aglikta artar ve yemek sonrasi
azalrr (14). Girelinin yemek alimmin baslamast i¢in baslangic sinyali
olusturabilecegi ya da girelin salgilanmasinin kandaki bazi beslenme faktorleriyle
kontrol edildigi diisiiniilmektedir. Obez ¢ocuklarda zayif olanlara oranla plazma
diizeyleri daha diisiik saptanmistir (20). Fetal donemde midede girelin {ireten
hiicrelerin sayis1 ¢ok diisiiktiir. Dogumdan itibaren 5 yasina kadar sayilar1 artar. Buna
karsilik pankreastaki girelin miktar1 prenatal ve yenidogan doneminde en yiiksek
seviyededir ve pankreatik girelin seviyeleri beslenmeden etkilenmez (22). Plazmada
ve midede bulunan girelin, konvansiyonel radioimmiinassay yontemi ile girelinin
karboksi terminal parcasi baz alinarak oOlciiliir. Molekiiliin i1lk 5 aa’i korunarak
yapilan yapisal aktivite ile ilgili ¢aligmalar girelinin amino-terminal parcasinin

fonksiyonel aktivitelerin tamamini sergiledigini gostermistir (67).
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Acil ve desagil girelin arasindaki iliski tam olarak bilinmemektedir. Her
ikiside midede oldugu gibi insan plazmasinda da bulunur ve benzer ve zit etkilerde
aktiftirler. Bu durumu agiklamak icin iki teori ileri stiriilmiistiir:

1- 1ki form farkli diizenleyici yollardan sekrete edildigi igin, desagil girelin
peptidin inkomplet agilasyonu sonucu olusmus olabilir. Bu teoride muhtemelen
desacil girelin girelin geni tarafindan direkt olarak iiretilen aktif bir peptiddir.

2- Desagil girelin girelinin deagilasyonu sonucu olusmus olabilir (70).
1.2.3. Girelin Gen Uriinlerinin Etki Mekanizmasi

1.2.3.1 Girelin Reseptorleri ve Etki Mekanizmasi

Biiyime hormonu salgilatici reseptdor (GHS-R), 3q26.2°de kodlanmis
gendedir. Bu genin pre-mRNA’nin GHS-R1’1 alternatif isleme tabi tutmasi sonucu
GHS-R1a ve GSR-1b olmak tizere iki izoformu olusur. Girelin GSR-1a’ya baglanir.
GSR-1b, GSR-1a gibi yaygin bir sekilde eksprese edilir; fakat farkl olarak GSR1b’
ye girelin veya sentetik biiyiime hormonu salgilaticilar1 (GHS) baglanmaz ve GSR-
1b’nin fonksiyonel olup olmadig: bilinmemektedir (64). Girelinin istah, gida alim1 ve
enerji balansi tizerine etki ettigi bolgeler olan hipofiz bezi ve hipotalamusta GSR-1a
reseptorleri yaygin olarak izole edilmistir (71). Biyolojik ritim, mood, kognisyon,
hafiza, 6grenme gibi fonksiyonlarmm kontrol edildigi santral sinir sisteminin
hipokampus, substantia nigranin pars kompakta bolgesinde, mental tegmental bolge,
dorsal ve medial raphe ve Edinger—Westphal c¢ekirdekleri ve piriform kortekste de
GHS-R1a ekspresyonu gosterilmistir (72).

Ayrica, GHS-R1a aktivasyonu girelinin bir¢ok etkisine aracilik eden vagal
nod ganglionlarinda (72) ve mide, bagirsak, pankreas, adrenal ve tiroid bezi, gonad,
over dokusu, tiimoral dokular gibi bir¢ok periferal organda da gosterilmistir (73).
GHS-R1a aktivasyonu acilasyon gereklidir (74).

Biitiin modifiye agil girelin anologlary, anestezi verilmis ratlarda GHS-R
eksprese eden hiicrelerde Ca®" artigin1 saglayarak ayni siddette BH salgilanmasima
neden olmaktadir (67).

Desagil girelin GHS-R1a’ya baglanamadig: i¢in, etkilerinin olusmasina baska
reseptorler aracilik etmelidir. Desagil girelin i¢in spesifik ve agil girelin i¢in ortak

reseptorlerin bulunmasi miimkiin olmakla beraber; su ana kadar bunlarm higbiri
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karakterize edilememistir. Desagil girelinin hiicre proliferasyonu ve metabolizma
iizerine biyolojik aktivite gosterdigi ve kardiyomyosit, adiposit, prostatik ve iskelet

kas1 hiicre membranlarina baglandig1 gosterilmistir (75-77).

1.2.3.2. Biiyiime Hormonu Salgilatici (GHS)’lar ve Girelininin Sinyal
Yollan

Biiyiime hormonu salgilatict (GHS)’lar, BH salinmasini stimule eden sentetik
bilesiklerdir. Bunlar G protein ailesinden reseptore (GPCR) ve GHS reseptdriine
(GHS-R) baglanarak etki gosterirler. GHS-R aktivasyonu ve girelinin sinyal iletisi,
protein kinaz C sistemi ile ve hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonlarmin artisi ile olur

(78,79).
1.2.4. Girelinin Fizyolojik Fonksiyonlar

1.2.4.1. Bilyiime Hormonu Salgilatma Etkisi

Girelin, hipofiz bezindeki somatotropik hiicrelerdeki GSR1-a reseptorlerine
baglanir ve doza bagimli olarak BH salgilanmasia neden olur. Hipotalamustaki
GHRH-noronlar1 aktivasyon, somatostatin noronlarinda inhibisyon yapar ve vagal
afferent aktivasyonu uyarir (72, 80).

Normal sartlarda desacil girelin, GHS-Rla’ya baglanamadigi icin BH
sekresyonunu etkilemez. Transgenik farelerde desagil girelinin asir1 ekspresyonu,

GH-IGF-I aksmi modiile edebilir (girelin verilmesi azalmis BH cevabi) (81).
1.2.4.2. istahin Diizenlenmesi

1) Hipotalamik istah Diizenlenmesi

Istahin beyin tarafindan kontrol edildigi ve yeme davramismnin SSS’nde
hipotalamusta yer alan belli bolgelerde karmasik bir mekanizma ile diizenlendigi
kabul edilir (24). Istah mekanizmasmnin sadece SSS’nden degil periferden sentez
edilen faktorlerle de diizenlendigi yakin zamanda ortaya cikarilmistir. Yag
dokusunda f{iretilen leptin, beyine doyma sinyalleri gonderen istah1 baskilayan bir
faktordiir. Girelin de perifer dokulardan acglik sinyalleri gonderir (13).

2) Hipotalamik Istah Diizenleme Bolgesinde Girelin Noronlari

Hipotalamusun arkuat niikleusunda istah diizenlenmesinde rol alan girelin
iceren noronlar saptanmistir (25). Bu lokalizasyon girelinin yemek alimimni kontrol

etmesini saglar. Yakin zamanda yapilan caligmalar 3. ventrikiile ¢ok yakin dorsal,
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ventral, paraventrikiiler ve arkuat hipotalamik niikleuslar arasinda girelin oldugu
gosterilmistir. Arkuat niikleustaki girelin iceren ndronlar Noropeptid Y (NPY) ve
istah etkili proteinini (AGRP) aktive ederek yiyecek alimini arttirmaktadir (23).

3) Girelin Giiclii Bir istah Uyancadir

Kemirgenlerde intraserebroventrikiiler yapilan girelinin giiclii bir sekilde
yiyecek alimini arttirdig1 gosterilmistir. Girelinin sadece intraserebroventrikiiler degil
intravendz ve intraperitoneal verildiginde de yemek alimini arttirdigi gosterilmistir.
Girelin antikorlar1 verilerek etkisinin baskilandigi ve yemelerinin azaldigi
gorilmiistiir (12, 82). Hayvanlara girelin uygulamasmin asir1 yiyecek alimina baglh
kilo artisina ve yaglanmaya neden oldugu saptanmistir (82, 83). Girelinin insanlarda
da istah ve yiyecek alimimi arttirdig tespit edilmistir (12, 14). Girelin aglik hormonu
olmas1 yani sira yeme davranisi ile kilo dengesini de diizenler (12).

4) Girelin Ile Istah Mekanizmasinin Uyarilmasi

Girelinin SSS’ndeki asil aktivite gosterdigi yer hipotalamustaki arkuat
niikleustur. Arkuat niikleus hem istahi baskilayan ve yag dokusunda sentezlenen
hormon olan leptinin hem de istah1 arttiran NPY ve AGRP’nin hedefindedir (84).
Girelin hipotalamusta NPY’nin presinaptik terminal bolgesine baglanarak etkisini
gosterir. Elektrofizyolojik kayitlar ile girelinin hipotalamustaki NPY néronlarini
uyardigi gosterilmistir (23). Girelinin SSS’ndeki bu etkileri leptin ile terstir (85).

5) Nervus Vagus ve Girelin

Girelin, periferik verilmesiyle insanlarda istahi arttirdigi saptanan ilk ve tek
hormondur (12). Bu da girelinin hipotalamustaki bdlgeleri indirek yolla uyardigmni
disiindiirtir. Kemirgenlerde yapilan caligmalar girelinin mideden aldigi sinyalleri
beyine nervus vagus araciligi ile ilettigini gostermektedir. Vagotomi girelinin
yiyecek alimi artirma ve biliylime hormon salgilatma isini inhibe eder. Bununla
birlikte vagotomi sonrasi girelinin bazal diizeyi etkilenmez (86).

6) Girelin ve Oreksin

Oreksin hipotalamusta bulunan yiyecek alimimi diizenlemede rol alan
oreksijenik noropeptiddir. Oreksinin intraserebroventrikiiler injeksiyonu yiyecek
alimin1 arttrr ve kan glukoz, leptin ve yiyecek alim seviyesi ile oreksinin
ekspresyonu negatif korelasyon gosterir. Girelin oreksin ndronlarin1 uyarirken,

glukoz ve leptin inhibe eder (87).
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7) Yiyecek ve Girelin

Plazma girelin seviyesi yemekten hemen 6nce artar ve yemekten minimum 1
saat i¢inde diiser (14). Endojen girelin yiyecek alimi ve viicut kilosunu ayarlayan
karmagik sistemde yeni regiilator olabilir (23). Ag¢lik ve aglik sonrasi yemeyi
sonlandiran davranigsal, metabolik ve gastrointestinal adaptasyonlar1 yonettigi
sOylenebilir (26).

8) Girelin Gen Expresyonu ve istah

Midedeki girelin gen ekspresyonu aglik ile artar. Leptin ve interlokin (IL) 1

uygulanmasi ile azalir (88).
1.2.4.3. Gastrointestinal Fonksiyonlar ve Girelin

Girelinin IV uygulanmasi doza bagimli olarak gastrik asit salgilanmasini ve
gastrik motilitey1 arttirr. Gastrik girelin salgilanmasi nutrisyonel ve hormonal
faktorlerce diizenlenir. Aglikta artan plazma girelin diizeyi yemeklerden sonra
ozellikle glukoz ve yiiksek yag orani olan yiyeceklerden sonra azalir (14, 15). Ancak
midenin su ile sigirilmesi ya da ekspansiyonu girelin seviyesini etkilemezken (21),
diisiik proteinli diyet ise plazma girelin seviyesini arttirir, yiiksek yagh diyet ise
azaltir (15). Girelin diizeyleri giin igerisinde 6giin saatlerine gore degisiklik gosterir.
Ogiin 6ncesi artar. Yemegi takiben birinci ya da ikinci saatte diiser (14). Girelin

salgisini azaltan inhibitor sinyaller ise leptin ve biiyiime hormonudur (15).
1.2.4.4. Kardiyovaskiiler Etkileri

Girelinin 1V injeksiyonu insanlarda kan basmncim azaltir. Bolus olarak IV
uygulanmast kalp hizim1 degistirmeksizin ortalama kan basmcini diistiriir (89).
Kronik kalp yetmezligi olan ve girelinle tedavi edilen kemirgenlerde kontrol grubu
ile karsilastirildiginda kardiyak output, atim hacmi ve sol ventrikiil fonksiyonlarmin
yiiksek oldugu gosterilmistir. Girelin sol ventrikiil disfonksiyonu ve kardiyak
kaseksiyi iyilestirir (90).

1.2.4.5 Girelin ve Insiilin Salgilanmasi

Pankreatik girelin ekpresyonunun tanimlanmasi ve girelin salgisiin dagilimi
tartigmalidir. Girelinin insiilin tizerindeki rolii de ayni sekilde tartismalidir. Girelinin
baz1 calismalarda insiilin salgilanmasini inhibe ettigi baz1 calismalarda da uyardig:

gosterilmistir (91,92). Bu farkliliklarin nedeni ¢alismalarin sekli ve/veya uygulama
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alanlarmin degisikligine bagli olabilir. Plazma girelin ve insiilin seviyeleri kan
glukoz seviyesinden etkilenir. Yiiksek glukoz degerleri girelin salgilanmasmi

baskilar ve insiilin salgilanmasimni uyarir (13).
1.2.4.6 Otonom Sinir Sistemi Uzerine Etkisi

Girelin sempatik aktiviteyi Onleyerek ve vasodilatasyona sebep olarak kan
basmcim diisiirmektedir. Ugiincii ventrikiile girelin enjeksiyonu kahverengi yag

dokusunda 1s1 diizenlemesinde etkili olan sempatik aktiviteyi azaltmaktadir (93).
1.2.4.7. Is1 Uzerine EtKisi

Santral ya da periferal yolla uygulanan girelin doza bagimli olarak 1s1 artigia
neden olmaktadir. Uygulama sekline gore 1s1 artisinda farklilik olusturmaktadir.
Girelin intraperitonal verilirse 1s1 artist 5-20 dakika arasinda olur iken,
intraserebroventrikiiler verilmesi halinde 10-60 dakika arasinda ger¢eklesmektedir.
Bu 151 degisimin altinda yatan neden heniiz bilinmemesine ragmen, girelinin enerji

harcanmasinda ve korunmasinda rolii oldugu kabul edilmektedir (94).
1.2.4.8.Girelin ve Hastahklar

Girelin seviyeleri ve hastaliklar arasinda iligkiyi igeren bircok calisma
mevcuttur. Hormonun seviyesi hastaliklara baghh olarak degismektedir. Boy
kisaliginda girelin miktar1 artarken (95), akromegalili hastalarda ya azalmakta ya da
degismemektedir (96). Colyak, anoreksiya nervoza, bulimia nervoza, kansere bagl
anoreksiya ve kasekside kan girelin miktarlarinin arttig1 bildirilmektedir (97).

Tip II diabette veya insiilin direnci olan hastalarda da diistik girelin diizeyleri
bulunmustur. Tip I diyabetli hastalarda yapilan ¢aligmalarda girelin seviyelerinde
degisiklik gozlenmemistir (13). Hipotroidik ratlarda serum girelin seviyelerinin
arttig1, hipertiroidide ise azaldigi bulunmustur (98). Kronik bobrek yetmezligi,
peritoneal diyaliz ve hemodiyaliz hastalarinda girelin serum seviyeleri artmistir (96).
Uyku ve epilepsi ile uyku ve endokrin fonksiyonlar arasi bilinen baglantilardan
dolay1 epilepsili hastalarda kan girelin seviyelerinde degisiklikler olmaktadir (99).

Yapilan iki farkli calismada DEA’nde girelin diizeyleri kontrol grubuna gore
daha diisiik oldugu gosterilmistir (27, 100).
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1.2.5. Girelin Gen Polimorfizmi

Polimorfizm,  bir  toplumda  sadece  tekrarlayan = mutasyonlarla
stirdiiriilemeyecek oranlarda var olan, nadir sikliktaki, devamlilik gdstermeyen iki
veya daha fazla genetik 6zelligin bir arada olmasi1 olarak tanimlanabilmektedir (29).
DNA dizisinde dogal olarak meydana gelen varyasyonlar birkag sekilde olusabilir;

1. Tek niikleotid subtitiisyonu

2. Tek ya da birkag niikleotidin insersiyonu veya delesyonu,

3. Tekrarlayan dizi sayisindaki degismeler ve kromozom yapisindaki biiyiik
degisimler.

Insan genomunda tek niikleotid degisimleri oldukca yiiksek siklikta
bulunmaktadir. Bu oran her 1000 bazda 1 olarak tahmin edilmektedir. Bunlar
sikliklarina ve hastalik yapma yeteneklerine bagli olarak polimorfizm ya da
mutasyon olarak adlandirilmaktadirlar (29).

Normal populasyonda %1’den daha fazla siklikta olan degisimler
polimorfizm olarak kabul edilmektedir (30,31). %1’den daha az siklikta olanlar ise
genellikle hastalikla sonuclanmaktadir. Sadece hastaliklarla sonuglanan mutasyonlar
degil ayn1 zamanda bazi polimorfizmler de fonksiyonel olarak 6nemli olup hastalik
patogenezinde rol oynaktadir. Allel bir genin homolog kromozomlar iizerinde yer
alan alternatif DNA dizilimleri veya formlaridir. Tek niikleotidi iceren degisimler tek
niikleotid polimorfizmi (SNP) olarak adlandirilir. Bir polimorfizmde yaygin olan dizi
vahsi tip allel, nadir olan ise varyant alleldir (30).

Insan girelin geni 3. kromozom 3p25-26 lokusunda yer alir (32). Insan girelin
geni 5 ekzondan olusmaktadir. Ik ekzon 5° bolgesinde kodlanmustir ve ¢ok kisadir.
Transkript A insan girelin mRNA’sinin in vivo asil formudur. Bu mRNA 117 aa’li
girelin prekiirsoriine (preprogirelin) doniisiir. Proteaz enzimi ile yarilma ve agil
modifikasyonu sonucu 28 aa’li aktif girelin peptidine doniisiir. 28 aa’li fonksiyonel
girelin peptidi ekzon 1 ve ekzon 2’de kodlanmustir (13).

Yapilan farkli ¢aligmalarda girelin geninde DNA dizileme kullanilarak pek
cok farkli tek niikleotid polimorfizmi tespit edilmistir. Bunlardan en Onemlileri
promoter -501 A/C, Arg51Gln, Leu72Met ve GIn90Leu seklindedir. Transkripsiyon
baslama noktasinda -604 g/a, -501 a/c, -473 g/a ii¢ adet niikleotit degisimleri yer alir.
Arg51GIn olgun girelin proteininin son kodonunda yer almaktadir. Olgun girelin
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proteinin olusturulmasi i¢cin son 66 amino asitin kesiminde gorevli olan
endoniikleazlarin tanima noktasini bozmaktadir. Arg51GIn ve leu72Met degisimleri
ekzon 3’de ve GIn90Leu ise ekzon 4’de yer alan aminoasit degisimleridir (Sekil2)
(33-35). Girelin genindeki mutasyonlar girelin proteininde kusur ya da aktivasyon
kaybr ile BH salgilanmasinda ve enerji dengesinde degisiklige neden olabilirler (36).
Preprogirelin geninin 72. kodonunda (Leu72Met) meydana gelen mutasyon matiir
girelinin kodon bolgesinin disindadir (101). Leu72Met polimorfizmi sonucu matiir
girelinde yapisal bozukluk olmamasina ragmen, mRNA kararliligindaki degisiklikler
girelin sekresyonu veya aktivitesinde degisikliklere neden olur (36).

SORE gt Ging0Le
604G/A | 473G/A ‘ Leu72Met

\—-—MHD/

Exon 1 2 3

~ [ 1]

1kb

Sekil 2. Girelin geninin genom yapisi ve 6nemli polimorfizmleri (35).
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2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Hasta ve Kontrol Grubu

Calismaya Temmuz 2009-Temmuz 2010 arasmda Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Pediatrik Hematoloji Bilim Dali polikliniginde izleme alinan DEA (n:57)
olan ve saglam ¢ocuk poliklinigine bagvuran anemi tanisinin ayirt edilmesi nedeniyle
kan almmas1 gereken saglikli kontrol grubunun (n: 57) olusturdugu toplam 114 olgu
almdi. Demir eksikligi anemisi tanis1 alan ve kontrol grubunu olusturan ¢ocuklarin
ailelerine, calisma ile ilgili bilgi verilip; yazili onaylar1 alind1.

Demir eksikligi anemisi tanili olgular tedavi dncesi (a) ve tedavi sonrasi (b)
olmak iizere ayrildi. Demir eksikligi anemisi grubu 27 kiz (%47.4) ve 30 erkek
(%52.6)’tan olustu. Kontrol grubu (c) olgulart 31 kiz (%54.4) ve 26 erkek
(%45.6)’ten olustu.

Demir eksikligi anemisi tanist konacak 6 ay-18 yas arasi ¢ocuk hastalarda Hb
degerleri; 4 ay-2 yas arasinda 10.5 g/dl diizeyinin altinda, 2-6 yas arasinda 11.5 g/dl
diizeyinin altinda, 6-12 yas arasinda 12 g/dl diizeyinin altinda ve 12-18 yas arasinda
12 g/dl altinda bulunmas1 anemi olarak kabul edildi. Serum demiri azalmis ve demir
baglama kapasitesi artmus, ferritin degerinin 12 ng/dl altinda olmasit DEA olarak
degerlendirildi (10).

Demir eksikligi anemisi tanist alan olgularda tedavi 6ncesi ve sonrasi CBC,
periferik yayma, serum demir, TDBK, F degerleri rutin olarak alindi. Tiim 6rnekler
sabah 08:00-09:00 saatleri arasinda a¢ olarak alindi. Girelin gen polimorfizmi i¢in
etilen diamin tetraasetik asit (EDTA)’li tiiplere 2 cc kan alindi. Alinan kan 6rnekleri
DNA ekstraksiyonu yapilincaya kadar -20 °C’de saklandu.

Demir eksikligi anemisi tanis1 alan olgulara agizdan Fe™ iceren preparatdan
3-4 mg/kg/giin olarak giinde 2-3 dozda a¢ karnina agizdan verildi (5).

Tam kan saymmi Coulter Gen-S system, serum demir diizeyi ve TDBK
Olympus AU 2700 cihazt ve Olympus kiti, F diizeyi Immunlyte 2000 cihazinda
Immulyte 2000 ferritin kiti ile bakild1 (28).

2.2. Polimorfizm Tayininde Kullanilan Gerecler

Etilen diamin tetraasetik asitli kan sayim tiiplerine alman kanlar

kullanilincaya kadar derin dondurucuda —20 °C [Ugur (Tiirkiye)] sakland:.
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DNA izolasyonu otomomatik mikropipetler (eppendorf, France), sogutmali
mikrosantrifiij (Ole Dich Intrumentmakers APS, type 157.MP, Germany), etiiv
(Ntive, NP 400, Tiirkiye), elektro-mag (Tiirkiye), Ph metre (Hana Intruments HI8521
pH meter, Italy), otoklav (Niive, Tiirkiye), su banyosu (Kdtterman labortechnic type
3643, Germany) ve vorteks (Labinco .46, The Netherlands) ekipmanlar1 kullanilarak
gerceklestirildi.

Polimeraz zincir reaksiyonu yontemi agaroz jel elektroforez giic kaynagi,
agaroz jel tanki ve diizenegi (Consort N.V. Parklaan 36 B-2300 Turnhout, Belgium),
eppendorf mastercycler gradient (Netheler MInz Gmbh, 23331 Hamburg, Germany)
ve goriintiileme iinitesi (TCP-20-M, Vilber Lourmat, Cedex, France) cihazlari
kullanilda.

Elektronik hassas terazi (Shimadzu Corparation Libror AEG-320, Japan) ve
mikrodalga firin (Arcgelik, Tiirkiye) yardimiyla agaroz jel dokiildii.

2.3. Polimorfizm Tayininde Kullanilan Kimyasallar

Jel elektroforezi i¢in borik asit (Merck, Frankfurt, Germany), EDTA (Sigma,
Germany) ve Tris HCL (Sigma, Germany) ile tampon c¢ozelti, agaroz jel(Sigma,
Germany) i¢in etidium bromide (Sigma, Germany) ¢ozeltisi, jele PZR 6rneklerinin
yliklenmesinde kullanilan yiikleme tamponunun hazirlanmasi igin fikol (Serva,
Germany), bromofenol mavisi (Sigma, Germany) ve xylene cyanol (Sigma,
Germany) maddeleri kullanildi.

DNA izolasyonunda mutlak etanol (Kimetsan, Tiirkiye) ve agaroz jelde 6rnek
PZR biiyiikligiiniin saptanmasi i¢in 100 b¢’lik DNA boyut belirteci (Fermentas,

Litvanya) malzemeleri kullanild.
2.4. Polimorfizm Tayininde Kullanilan Cozeltiler
Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (6X)
%15 fikol, %0.05 bromofenol mavi, %0.05 ksilen siyanol
Tris-borik asit-EDTA tamponu (TBE) (10 X) (1L)
108 g Tris HCl, 55 g borik asit, 20 ml 0.5 M EDTA, 1000 ml ddH,O ile

tamamlanir.
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Etilen Diamin Tetraasetik Asit Cozeltisi (0.5 M, 50 ml)

18.6 gr EDTA tartilir. pH=8.0’e EDTA ¢0ziiliinceye kadar NaOH eklenerek
ayarlanir.

Etidium Bromiid (EtBr) Cozeltisi (10 mg/ml)

10 mg EtBr tartilir, lizerine 1 ml ddH,0 eklenir. Karanlikta +4 °C’de saklanur.

2.5. DNA izolasyon islemi
2.5.1. Kullanilan Soliisyon ve Geregler

DNA izolasyonunda DNA purifikasyon kiti (Promega Cat.#1125), 1.5 mI’lik
tiipler (Axygen scientific MCT-150-A), 100 ve 1000 pl’lik pipet (Eppendorf research
series 2100 pipettes, Germany), pipet uglar1 (Deltalab 327-17), mikrosantrifiij,
vorteks, izopropil alkol ve % 70’lik etil alkol gibi malzeme ve arag gereclerden

yaralanildi.
2.5.2. izolasyon Asamalan

1. 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiine 900 pl cell lizis soliisyonu eklendi.

2. Kan tiipii kanin tamamen karismasi saglanana kadar hafifce sallandi.
Sonra 300 pl kan cell lysis solusyonu igeren mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.
Karigmasi icin tlip 5-6 kez alt-iist edildi.

3. Kirmizi kan hiicrelerinin lizisi i¢in 10 dakika oda 1sisinda bekletildi, bu
esnada tiip 2-3 defa alt-iist edildi. 13.000-16.000 rpm’de de 20 saniye santriftij edildi.

4. Goriinen beyaz pellete dokunmaksizin siipernatant yaklasik 10-20 pl sivi
birakacak sekilde atild1.

5. Beyaz kan hiicreleri tamamen ¢dziilene kadar tiip 10-15 saniye kadar
hafif¢ce vortekslendi.

6. 300 pl nuclei lysis soliisyonu ¢oziilmiis hiicrelerin bulundugu tiipe
eklendi. Beyaz kan hiicrelerinin lizisi i¢in soliisyon 5-6 kere pipetlendi. Soliisyonun
visk6z bir hale geldigi gozlendi. Karistirma sonunda hiicre ¢okeltileri goriiniirse
bunlar ¢oziilene kadar soliisyon 37 °C’de inkiibe edildi. Eger 1 saat sonra hala
cokeltiler goriiliiyorsa ek olarak 100 pl nuclei lysis soliisyonu ilave edilip inkiibasyon

tekrarlandi.
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7. 1.5 ul RNase soliisyonu eklendi ve tiip 25 defa alt-iist edilerek karistirilda.
Karisim 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. Devam etmeden once karigimim oda
sicakligma gelmesi beklendi.

8. Niikleer pellete 100 pl protein presipitasyon soliisyonu eklendi.10-20
saniye vortekslendi. Vortekslemeden sonra kiiciik protein ¢okeltileri gortldii.

9. 13.000-16.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Koyu kahverengi protein
pelleti goriildi.

10. Iginde DNA bulunan siipernatant, icine 300 pl isopropanol konulmus
temiz bir 1.5 ml lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak karistirildi.

11. Soliisyon alt-iist edilerek ag seklinde DNA kiitlesi goriilene kadar
karistirildi.

12. 13.000-16.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. DNA kiiciik beyaz bir
pellet seklinde goriildii.

13. Siipernatant atilarak 300 pl %70 lik etanol eklendi ve -20 °C’de saklanda.

2.5.3. DNA Konsantrasyonu ve Saflik Derecesinin Olciilmesi

DNA konsantrasyonu ve saflik derecesinin belirlemesi UV spektrofotometresi
ile yapilabilmektedir. DNA Orneginin igerisinde bulundugu soliisyon tarafindan
absorbe edilen UV miktar1 6rnekteki DNA miktar1 ile dogru orantilidir. Absorbans
genellikle 260 nm dalga boyunda 6l¢iiliir. Bu dalga boyundaki dl¢timlerde ¢ift iplikli
DNA i¢in absorbans degeri 50 pg/ml’lik konsantrasyon degerlerine karsilik gelir.
UV absorbanst DNA’nin safliginin belirlenmesinde de kullanilabilir (260 nm’de
niikleik asitler, 280 nm’de de proteinler pik verir). Saf bir DNA 6rneginin 260 ve 280
nm’deki absorbans orani (A260nm/A280nm) 1.8°dir. Bu deger elimizdeki DNA
orneginin verimini gosterir. Dolayistyla buldugumuz deger 1.8’e¢ ne kadar yakinsa
verim o kadar yiiksektir. 1.8’den diisiik degerler ornekte fenol ya da protein
kontaminasyonu, 1.8’den biiyiik degerler ise RNA kontaminasyonu varligini gosterir

(31). Hasta ve kontol grubuna ait DNA Ornekleri dlgiilerek konsantrasyonlar1 ve

26



safliklar1 belirlendi. 1.8’e yakin olmayan degerlere sahip 6rneklerin DNA’lar1 tekrar

izole edildi.
2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Calismasi

2.6.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Materyalleri

Taq DNA polimeraz (5 U/ul) Fermentas EP0402
10XPZR buffer (10 mM) Fermentas EP0402
MgCl, (25 mM) Fermentas EP0402

100 mM dNTP set Fermentas RO186
Primerler Iontek, Istanbul, Tiirkiye

2.6.2. Restriksiyon Enzimleri

Sacl (10 u/pl) Fermentas ER1131
Bsrl (10 u/pul) Fermentas ER0881
Scal (10 u/pl) Fermentas ER0431
Mwol (10 u/pul) Fermentas ER1732

2.6.3. Polimofizmlerin PZR ve Restriksiyon Enzim Fragment Uzunluk

Polimorfizmi Yontemiyle Belirlenmesi

Aktif olan girelin genin 51. aminoasitte arjininin yerine glutamin,
72. aminoasitte 16sin yerine metionin ve 90. aminoasitte glutamin yerine 16sin
aminoasitlerinde meydana gelen degisimler ve promoter bolgesinde yer alan 501.

niikleotiddeki A/C degisimi asagidaki yontemler kullanilarak ¢alisildi.
2.6.3.1. Arg51GIn ve Leu72Met Polimorfizmlerinin Cahsilmasi

Forward 5’-GCTGGGCTCCTA/CCTGAGC-3’ ve

Revers 5’-GGA/CCCTGTTCA/CTGCCA/C-3°

Polimeraz zincir reaksiyonu sonras1 618 b¢’lik PZR {iriinii elde edilecektir.

Sacl (Arg51 allel) restriksiyon enzimiyle kesim sonrasi 455 bg¢ ve 163 be¢’lik
iirtinler elde edilmektedir.

Bsrl (Leu72 allel) restriksiyon enzimiyle kesim sonrasi 517 b¢ ve 101 bg’lik

urtinler elde edilmektedir.
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2.6.3.2. GIn90Leu Polimorfizminin Calisilmasi

Forward 5’-GAGGTGTCA/CTCAGCAGTCC-3’ ve

Reverse 5’-TCTTCTTCTTCAGGGCCTGGCTGTGCTGCTAGTA/C-3
Polimeraz zincir reaksiyonu sonras1 228 bg’lik PZR {iriinii elde edilecektir.
Scal restriksiyon enzimiyle kesim sonrasit 195 b¢ ve 33 b¢’lik iirtinler elde

edilmektedir.
2.6.3.3. 501 A/C Polimorfizminin Cahsilmasi

Forward 5-AGAA/CAAA/CGCCAGTCATCC-3 ve

Reverse 5’-GTCTTCCAGCCAGA/CAGTCC-3’ primerleri kullanilacaktir.
Polimeraz zincir reaksiyonu sonrasi 205 bg’lik PZR {iriinii elde edilecektir.
Mwol restriksiyon enzimiyle kesim sonras1 104 b¢ ve 101 bg’lik tiriinler elde

edilmektedir (35).
2.6.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kurulmasi islemi

Polimeraz zincir reaksiyonu 0.5 ml’lik tiiplerde toplam hacim 30 pl olacak
sekilde gerceklestirildi. Her bir tiipe 6 pl hasta DNA’s1 ve lizerine 3 pl MgCl,, 3 ul
10X buffer, 3 ul ANTP (2.5 mM), 1 pl primer 1 (30 pmol), 1 pl primer 2 (30 pmol),
0.1 U Taq DNA polimeraz ve 13 ul ddH,O konuldu. Hazirlanan tiipler vortekslendi
ve PZR cihazina 6nceden girilmis olan programda PZR islemi gergeklesti. PZR

sonrasi iriinler agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi.
2.6.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kosullar

Degerlendirilen tiim polimorfizmler i¢in ayn1 PZR kosullar1 kullanild:.
94 °C’de 5 dakika

58 °C’de 1 dakika 1 dongii
72 °C’de 1 dakika

94 °C’de 1 dakika .............. (denatiirasyon)

58 °C’de 1 dakika .............. (eslesme) 35 dongii
72 °C’de 1 dakika .............. (sentez)

94 °C’de 1 dakika

58 °C’de 1 dakika 1 dongii
72 °C’de 7 dakika
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu Uriinlerinin Restriksiyon Enzimleriyle
Kesilmesi

Kesim 25 pl iizerinden yapilmigtir. 20 pl PZR firiinii 2, 5 pl 10Xbuffer, 0.5 U
restriksiyon enzimiyle toplam hacim dd su ile 25 pl’ye tamamlanmisdi. Kesim iglemi
tim enzimler i¢in 37 °C’de 16 saat bekletilmek suretiyle gerceklestirilmisdi. Tiim
enzimler i¢cin ayni kesim protokolii uygulandi. Kisaca 25 pl PZR friind, 1 pl
restriksiyon enzimi ve 2, 5 pl 10X buffer kullanilarak yapildi.

PZR sonrasi olusan {iriinler agoroz jelde yiiriitiilen 6rnekler UV 151k altinda

degerlendirilerek genotipleme yapild.
2.7. Agaroz Jel Elektroforezi

Yapilan bu calismada PZR ile ¢ogaltilmis iirtinlerin tanimlanmasi i¢in agaroz
jel elektroforezi uygulandi. Elde edilen iirtinlerin biiyiikliiklerini tanimlayabilmek
icin %4’lik jel kullanildi. Kullanilan elektroforez diizenegine uygun hacim, toz
halindeki agarozun 0.5XTBE tamponunda manyetik karistiricili bir mikrodalga
firinda kaynatilarak ¢6ziilmesi ile olusturuldu. Ardindan kaynamis ¢ozelti 55-60
°C’ye sogutularak 0.25 pug/ml EtBr ilave edildi. Kuyular1 olusturacak olan tarak,
tabagma yerlestirildikten sonra hazirlanan jel; hava kabarcigi kalmayacak sekilde
buraya dokiildii. Jelin polimerizasyonu sonrasi tarak dikkatlice ¢ikarilarak jel
platformu 0.5XTBE tamponu ile dolu olan elektroforez tankina yerlestirildi. Bu
tampondan jelin iizerini 1-2 mm gegecek kadar eklendi. Ornekler ve belirtegc DNA,
6X yiikleme boyasi ile 5:1 oraninda karistirilarak kuyulara 15°er pl yiiklendi. Giig
kaynag agilarak 90 V’a ayarlandi. Yaklasik yarim saat sonra giic kaynagi kapatildi.

Jel goriintiileme sisteminde UV 1511 altinda incelendi (29, 30).
2.8. Etik Kurul izni ve Bilgilendirilmis Onam

Arastirmaya katilan tiim bireylere/ebeveynlerine arastirma ile ilgili ayrmtil
bilgi verilmis ve onam formu ¢alisma dncesi imzalatilmustir. Elazig Firat Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Etik Kurul tarafindan 30.06.20009 tarihli toplantida etik kurul

onay1 alinmistir. (Karar no: 12 Toplant1 sayr: 11).
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2.9. Istatistiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows 16.0 programi
kullanildi. Parametreler arasi iliskiler Pearson korelasyon analizi kullanilarak
degerlendirildi. Hasta ve kontroller genotip ve allel sikliklarinin dagilimi Ki-kare
analizi ile yapildi. Gruplar arasi farklarin degerlendirilmesinde non-parametrik bir
test olan Mann-Whitney-U testi kullanildi. p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak
anlaml kabul edildi.

Calismanin ekonomik giderleri Firat Universitesi Rektorliigii Bilimsel

Arastirma Projeleri Birimi (FUBAP, proje no: 1931) destegi ile saglandi.
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3. BULGULAR

3.1. Hasta ve Kontrol Grubunun Demografik ozellikleri

Calisma grubunun yaglar1 1 ile 18 y1l arasinda degismekteydi. Yas ortalamasi
DEA grubunda 9.44 yil, kontrol grubunda ise 9.33 yil olarak bulundu. DEA tanili
olgular ve kontrol grubunun yasi istatistiksel olarak farkli bulunmadi (p<0.05).
Demir eksikligi anemisi tanili olgular tedavi dncesi (a) ve kontrol grubu (b) olmak
iizere iki gruba ayrildi (Tablo 5). Demir eksikligi anemisi grubunda 27 kiz (%47.4)
ve 30 erkek (9%52.6) calismaya alindi. Kontrol grubu (b) 31 kiz (%54.4) ve 26 erkek
(%45.6) olgudan olusturuldu (Tablo 6).

Tablo 5. Olgularin demografik 6zellikleri

Tedavi oncesi (a) Kontrol (b)

n=57 n=57 p<0.05
Yas (ort£SD, yil) 9.44+5.30 9.33+5.3 —
(median, alt-iist) (9.40, 0.80-18) (9.0, 1-18)
Agirhk (ortxSD, kg) 33.60+ 18.47 35.09+19.13 —
(median, alt-iist) (31, 8.3-73.0) (35.07,9.0-82)
Boy (ort£SD, cm) 128.50+ 30.82 132.30£29.72 —
(median, alt-iist) (126.0, 52.5-177) (138.5,75.7-182.1)
n: Hasta sayisi, ort: Aritmetik ortalama, SD: Standart sapma, — = p<0.05

Tablo 6. Calisma ve kontrol gruplarininda cinsiyet dagilimi

Grup Cinsiyet Olgu sayisi (n) Yiizde (%)
Calisma Kadin 27 47.4
Erkek 30 52.6
Toplam 57 100.0
Kontrol Kadin 31 54.4
Erkek 26 45.6
Toplam 57 100.0

3.2. Hasta ve Kontrol Grubunda Hematolojik Degerleri ve Girelin Gen

Polimorfizm Sikhiklar

Demir eksikligi anemisi tanili olgular tedavi dncesi (a) tedavi sonrasi (b) ve
kontrol grubu (c) olmak iizere ayrildi. Demir eksikligi anemisi (tedavi dncesi +
sonras1) ve kontrol grubu olgularin Hb degerleri sirasiyla; tedavi 6ncesi grubunda
9.42+ 1.33 g/dl, tedavi sonras1 13.461+0.69 g/dl ve kontrol grubunda 13.73+0.79 g/dl
olarak bulundu. Caligmadaki DEA tanili olgularda tedavi oncesi Hb degeri tedavi
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sonrasindan diisiik bulundu. Demir eksikligi anemisi tanili olgularin tedavi dncesi Hb
degeri ile kontrol grubunun Hb degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulundu (p<0.05). Demir eksikligi anemisi tanili olgularin tedavi sonrasi ile kontrol
grubu arasinda Hb degerleri agisindan istatistiksel fark bulunmadi (p>0.05).

Ortalama erotrisit hacmi degerleri tedavi Oncesi grubunda 63.4245.50 fL,
tedavi sonras1 81.12+2.34 fL ve kontrol grubunda 82.04+2.40 fL olarak bulundu .
Demir eksikligi anemisi tanili olgularin tedavi oncesi ile kontrol grubunun OEH
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.05). Tedavi sonrasi
ile kontrol grubu arasinda OEH degerleri agisindan istatistiksel fark bulunmadi
(p>0.05).

Eritrosit dagilim genisligi tedavi oncesi % 22.18+4.02, tedavi sonrast %
14.3040.83 kontrol grubunda % 13.5610.85 olarak bulundu. Demir eksikligi tanili
olgularm tedavi oncesi ve sonrasi gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulundu (p<0.05). Tedavi Oncesi ile kontrol grubunun RDW degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.05). Tedavi sonrast ile kontrol
grubunun RDW degerleri arasinda istatistiksel fark bulunmadi (p>0.05).

Serum demir diizeyi tedavi Oncesi 14.43+7.12 pg/dl, tedavi sonrasi
82.84+19.22 pg/dl ve kontrol grubunda 81.1+20.2 npg/dl olarak bulundu. Demir
eksikligi anemisi tanili olgulardaki Fe degerleri tedavi Oncesi ve sonrasi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Tedavi 6ncesi ile kontrol grubunun Fe
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.05). Tedavi sonrasi
grubu ile kontrol grubu arasinda Fe degerleri agisindan istatistiksel fark bulunmadi
(p>0.05).

Serum toplam demir baglama kapasitesi tedavi oncesi 451.96+£52.01 pg/dl,
tedavi sonras1 252.77+40.86 pg/dl ve kontrol grubunda 248.86+48.51 pg/dl olarak
bulundu. Demir eksikligi anemisi tanili olgulardaki TDBK degerleri tedavi dncesi ve
sonras1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Tedavi oncesi ile
kontrol grubunun TDBK degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu
(p<0.05). Tedavi sonrasi ile kontrol grubu arasinda TDBK degerleri agisindan
istatistiksel fark bulunmadi (p>0.05).

Serum F diizeyi tedavi oncesi 3.35£1.51 ng/ml, tedavi sonras1 49.15+22.14
ng/ml ve kontrol grubunda 53.30+19.48 ng/ml olarak bulundu. Tedavi dncesi ve

32



sonras1 gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.05). Tedavi
oncesi ile kontrol grubunun F degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulundu (p<0.05). Tedavi sonrasi ile kontrol grubu arasinda F degerleri agisindan
istatistiksel fark bulunmadi (p>0.05) (Tablo 7).

Calismaya alinan demir eksikligi anemili olgularin % 57.9°u Elaz1g, %26.3’1
Bingol, %8.8’1 Mus, %7’s1 diger iller olusturdu. Kontrol grubunda ise %64.9’u
Elazig, %21.1°1 Bingdl, % 7’si Mus, % 7’si diger illerden olusturuldu.

Tablo 7. Hasta ve kontrol grubunu olgularindan hemotolojik degerler

Demir Eksikligi Anemisi

Tedavi oncesi (a) Tedavi sonrasi (b) Kontrol (¢) p<0.05
n=57 n=57 n=57
Hb (g/dl, ort£SD) 9.42+1.33 13.46£0.69 13.73£0.79 a-b, a-c
(median, alt-iist) (10.0, 6.45-11.5) (13.4,12.30-15.1) (13.7,12.1-16)
OEH (fl, ort+SD) 63.42+5.50 81.12+£2.34 82.04+2.40 a-b, a-c
(median, alt-iist) (64.8,52.4-73.3) (80.2, 78.4-88.3) (81.7,78.1-91.3)
RDW (%, ort+SD) 22.1844.02 14.30£0.83 13.56£0.85 a-b, a-c
(median, alt-iist) (21.3,17.4-31.7) (14, 12-16.10) (13.7,12-15.4)
Fe (ng/dl, ort+SD) 14.43£7.12 82.84£19.22 81.1£20.2 a-b, a-c
(median, alt-iist) (12, 4-31) (84, 41-137) (78, 41-140)
TDBK (ug/dl, ort+SD) 451.96£52.01 252.77+40.86 248.86+ 48.51 a-b, a-c
(median, alt-iist) (447, 361-625) (260, 165-324) (244, 144-344)
Ferritin (ng/ml, ort+SD)  3.35+1.51 49.154+22.14 53.30£19.48 a-b, a-c
(median, alt-iist) (3.46, 1.0-7.8) (44.0,12.1-131) (49.0, 18.2-99)

Hb: Hemoglobin, OEH: Ortalama eritrosit hacmi, RDW: Eritrosit dagilim genisligi, Fe: Serum
demiri, TDBK: Toplam demir baglama kapasitesi

Promoter -501 A/C polimorfizmi i¢in genotip sikliklar1 kontrolle

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (Tablo 8).
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Tablo 8. Girelin promoter A/C polimorfizm genotiplerinin hasta ve kontrol grubundaki dagilimlari.

Genotipler A/A (%) ® A/C (%) ® C/C (%)©
Hasta (n=57) 23 (40.3) 27 (47.4) 7(12.3)
Kontrol (n=57) @ 16 (28.1) 26 (45.6) 15 (26.3)
p>0.05 la-2a 1b-2b lc-2¢
Alleller A® c®

Hasta (n=57) " 0.64 0.36

Kontrol (n=57) @ 0.51 0.49

p<0.05 la-2a 1b-2b

Siitun 1: 100 bg’lik DNA Boyut Markiri, Siitun 2: vahsi tip allel; 205 bg, Siitun 3: Heterozigot mutasyon; 205 bg + 104 bg + 101 bg, Siitun 4; Homozigot mutasyon; 104 bg + 101 bg

Sekil 3. -501 A/C promoter polimorfizmi i¢in PZR’ye yonelik agaroz jel elektroforez goriintiisii.
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Sekil 4. Girelin promoter A/C polimorfizm genotiplerinin hasta ve kontrol grubundaki dagilimlarr.

Girelin genindeki -501 A/C polimorfizmi agisindan allel sikliklar1 hasta ve
kontrol arasinda karsilastirildiginda A allelinin istatistiksel olarak anlamli oranda

hasta grubunda artmis sikliga sahip oldugu bulundu.
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Girelin Arg51GIn polimorfizm i¢in genotip ve allel sikliklar1 kontrolle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (Tablo 9).

Tablo 9. Girelin Arg51GIn polimorfizm genotiplerinin hasta ve kontrol grubundaki dagilimlari.

Genotipler Arg51Arg (%)®  Arg51GIn (%)®  GIn51GIn (%)©
Hasta (n=57) @ 56 (98.2) 1(1.8) 0

Kontrol (n=57)® 56 (98.2) 1(1.8) 0

p >0.05 la-2a 1b-2b lc-2¢

Alleller Arg @ Gln @

Hasta (n=57) " 0.99 0.01

Kontrol (n=57)®  0.99 0.01

p >0.05 la-2a 1b-2b

Siitunl: 100 bg’lik DNA Boyut Markiri, Siitun 2, 3 vahsi tip allel; 618 bg, Siitun 4; Heterozigot mutasyon; 455 bg ve 163 bg.

Sekil 5. Arg51GlIn polimorfizmi i¢in PZR’ye yonelik agaroz jel elektroforez goriintiisii.
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Sekil 6. Girelin Arg51GIn polimorfizm genotiplerinin hasta ve kontrol grubundaki dagilimlar

Girelin Leu72Met polimorfizm icin genotip ve allel sikliklar1 kontrolle

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (Tablo 10).
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Tablo 10. Girelin Leu72Met polimorfizm genotiplerinin hasta ve kontrol grubundaki dagilimlari.

Genotipler Leu72Leu (%) ® Leu72Met (%) ®  Met 72Met (%)®©
Hasta (n=57) " 50 (87.7) 6 (10.5) 1(1.8)

Kontrol (n=57)® 44 (77.2) 12 (21) 1(1.8)

p >0.05 la-2a 1b-2b lc-2¢

Alleller Leu @ Met @

Hasta (n=57) " 0.98 0.02

Kontrol (n=57)®  0.88 0.12

p >0.05 la-2a 1b-2b
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Siitun1: 100bg’lik DNA Boyut Markiri, Siitun 2;Homozigot mutasyon 618 bg, Siitun 3; Heterozigot mutasyon; 618 bg+ 517bp +101bp, Siitun4: Vahsi tip allel; 517bp +101bp

Sekil 7. Leu72Met polimorizmi i¢in PZR’ye yonelik agaroz jel elektroforez goriintiisii.
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Sekil 8. Girelin Leu72Met polimorfizm genotiplerinin hasta ve kontrol grubundaki dagilimlari.

Girelin GIn90Leu polimorfizm i¢in genotip ve allel sikliklar1 kontrolle

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (Tablo 11).
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Tablo 11. Girelin GIn90Leu polimorfizm genotiplerinin hasta ve kontrol grubundaki dagilimlari.

Genotipler GIn90GIn (%) ® GIn90Leu (%) ® Leu90Leu (%) ©
Hasta (n=57) " 49 (86) 8 (14) 0

Kontrol (n=57)® 53 (93) 4 (7) 0

p >0.05 la-2a 1b-2b lc-2¢

Alleller Gln @ Leu ®

Hasta (n=57) " 0.92 0.08

Kontrol (n=57)®  0.96 0.04

p>0.05 la-2a 1b-2b

Siitunl: 100 bg¢’lik DNA Boyut Markiri, Siitun 2 heterozigot allel; 228 bg, Siitun3-4; Vahsi tip allel: 228 bg + 95bp+33bp.

Sekil 9. GIn90Leu polimorfizmi i¢in PZR’ye yonelik agaroz jel elektroforez goriintiisii.
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Sekil 10. Girelin GIn90Leu polimorfizm genotiplerinin hasta ve kontrol grubundaki dagilimlar1.

3.3. Demir Eksikligi Anemisi Tamih Olgularda Pika Oykiisii Olan ve

Olmayan Hastalarda Girelin Gen Polimorfizm Sikhg1

Calismamizda DEA tanili 57 olgunun 11 (%19) tanesinde tedavi oncesinde

pika Oykiisii mevcut iken 46 hastada pika oykiisli yoktu. DEA tanili olgularda pika
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Oykiisii olan ve olmayan grupda girelin gen polimorfizmleri arasindaki iliski
arastirildi.

Girelin promoter A/C polimorfizm i¢in genotip ve allel sikliklar1t DEA tanili
olgularda pika Oykiisii olan ve olmayan hastalarla karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05).

Tablo 12. Girelin promoter A/C polimorfizm genotiplerinin pika olan ve olmayan grubundaki

dagilimlari
Genotipler A/A (%) @ A/C (%) ® C/C (%) ©
Pika (+) (n=11)" 6 (55) 5 (45) 0
Pika (-)(n=46) @ 17 (37) 22 (48) 7 (15)
p >0.05 la-2a 1b-2b lc-2¢
Alleller A® c®
Pika (+) (n=11) 0.77 0.23
Pika (-)(n=46) @ 0.61 0.39
p >0.05 la-2a 1b-2b
45 0,9
40 0,8
35 0,7
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Sekil 11. Girelin promoter A/C polimorfizm genotiplerinin pika olan ve olmayan grubundaki

dagilimlart.

Girelin promoter Arg51GIn polimorfizm i¢in genotip ve allel sikliklar1t DEA
tanili olgularda pika Oykiisii olan ve olmayan hastalarla karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05).
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Tablo 13.

Girelin Arg51GIn polimorfizm genotiplerinin pika olan ve olmayan grubundaki

dagilimlart.

Genotipler Arg51Arg (%) @ Arg51GIn (%) GIn51GlIn (%) ©
Pika (+) (n=11) P 11(100) 0 0

Pika (-)(n=46) ® 45(98) 1(2) 0

p >0.05 la-2a 1b-2b lc-2¢

Alleller Arg @ Gln @

Pika (+) " 1 0

Pika (-)(n=46) ® 0.99 0.01

p >0.05 la-2a 1b-2b
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Sekil 12. Girelin Arg51Gln polimorfizm genotiplerinin pika olan ve olmayan grubundaki dagilimlari.

Girelin promoter Leu72Met polimorfizm i¢in genotip ve allel sikliklart DEA

tanili olgularda pika Oykiisii olan ve olmayan hastalarla karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05).

Tablo 14. Girelin Leu72Met polimorfizm genotiplerinin pika olan ve olmayan grubundaki

dagilimlart.

Genotipler Leu72Leu (%) @ Leu72Met (%) @ Met 72Met (%) ©
Pika (+)(n=11) D 10 (91) 0 1(9)

Pika (-)(n=46) @ 40 (87) 6 (13) 0

p >0.05 la-2a 1b-2b lc-2¢

Alleller Leu @ Met ®

Pika (+) " 0.91 0.09

Pika (-)(n=46) @ 0.93 0.07

p >0.05 la-2a 1b-2b
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Sekil 13. Girelin Leu72Met polimorfizm genotiplerinin pika olan ve olmayan grubundaki dagilimlari.

Girelin promoter GIn90Leu polimorfizm i¢in genotip ve allel sikliklar1t DEA
tanili olgularda pika Oykiisii olan ve olmayan hastalarla karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05).

Tablo 15. Girelin GIn90Leu polimorfizm genotiplerinin pika olan ve olmayan grubundaki dagilimlari.

Genotipler GIn90GIn (%) ® GIn90Leu (%) ® Leu90Leu (%) ©
Pika (+) (n=11) " 9(82) 2(18) 0

Pika (-) (n=46) @  40(87) 6(13) 0

p >0.05 la-2a 1b-2b lc-2¢

Alleller Gln @ Leu ®

Pika (+) " 0.91 0.09

Pika (-) (n=46) @  0.93 0.07

p >0.05 la-2a 1b-2b
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Sekil 14. Girelin GIn90Leu polimorfizm genotiplerinin pika olan ve olmayan grubundaki dagilimlari.
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4. TARTISMA

Demir eksikligi anemisi basta gelismekte olan iilkelerde olmak iizere, tiim
diinyada 6nemli bir problem olmaya devam etmektedir. Cocuklarda uzun siiren
DEA, biiyiime ve zeka gelisiminde bozulmaya neden olur. Erken uygulanan demir
tedavisi ile diizelebilir. Bu nedenle infant doneminde demir eksikligini 6nlemek i¢in
erken teshis ve etkin tedavi uygulamak olduk¢a Onemlidir (60). Demir eksikligi
anemisi infantlarin ve ¢ocuklarm yasam kalitesini ve performansmni etkileyen ¢ok
yaygin bir hastaliktir. Demir eksikligi ile DEA; en sik olarak hayatin ilk 2 yili iginde
ozellikle 6-24. aylar arasinda goriiliir (7). Ergenlik doneminde (12-18 yas) hizh
biiylimenin yaninda 6zellikle gen¢ kizlarda menstriiasyonla kan kaybi, vejeteryan
beslenme sekli, yetersiz besin alimi, zayiflama rejimleri ve yeme bozukluklar1
(anoreksiya nervoza) demir eksikliginin sik goriilmesine neden olmaktadir (8).

Calismada DEA tanil1 57 olgu degerlendirildi ve kontrol grubunda ise 31 kiz
(%54.4) ve 26 erkek (%45.6) olmak {izere toplam 57 olgu degerlendirildi. Calisma ve
kontrol grubunun yas ortalamalar1 benzerdi.

Demir eksikligi anemisinin klinik 6zelliklerinden birisi istah kaybidir ve
beslenme DEA’nde biiyiik rol oynar (4). Baz1 ¢alismalarda DEA tanili ¢ocuklarda
tedavi sonras1 gida alimi ve istahta subjektif artis izlenmistir (102). Calismamizda
gida alimmin objektif degerlendirmesini yapamadigimiz i¢cin DEA tanili olgularin
tedavi sonrasinda istah artis1 degerlendirmesi yapilamadi. Wren ve ark. (12) saglikli
normal kilolu erigkin gruba intravendz girelin vererek plasebo ile karsilastirdiginda,
girelin alanlarda yiyecek aliminin ¢ok arttigini géstermislerdir.

Kasar ve ark. (103) demir eksikligi anemisi ve tedavisinin girelin, obestatin
ve 1s1 sok proteini 70 {izerine yaptiklar1 calismada hem agile hem de desagile girelin
diizeyleri DEA tanili olgularda tedavi 6ncesinde, tedavi sonrast ve kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak diisiik bulunmustur. Gida alimini uyardig: bilinen girelinin
DEA gibi nutrisyonel amemide diisiik seviyelerde bulunmasi, DEA gelisiminin
nedenleri arasinda olabilecegini diistindiirmiistiir.

Akarsu ve ark. (27)’'nin yaptigi calismada DEA’nin gelisiminin ¢esitli
donemlerinde plazma girelin seviyelerinin dl¢iimiinde Fe depolarma paralel olarak
girelin diizeylerinde azalma izlenmistir. Demir eksikligi anemisinde girelin
seviyesindeki diisiikliikk istah kaybmin bir nedeni olabilecegi ve bu durumun
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DEA’nin prodromal doneminde istahta bir azalmaya neden olabilecegi
diistiniilmiistiir.

Isgiiven ve ark. (100)’nin yapmis oldugu prepubertal DEA tanili ¢ocuklarda
serum girelin seviyeleri ile ilgili calismada, DEA tanili hastalarda kontrol grubuna
gore serum girelin seviyesi diisiik bulunmustur. Bu calismada muhtemel yeni
baslangicli DEA’de girelin seviyesinin diisiik oldugu gosterilmistir.

Dogal toplumlarda pek ¢ok etken genetik bilginin délden ddle gegis bigimini
etkileyerek toplumun genetik yapisin1 degistirebilir. Genetik yapiyr degistiren
etkenlerin baslicalar1 mutasyon, seleksiyon, go¢, rastlantisal olmayan eslesmedir. Bu
etkenlerin hi¢ birinin bulunmadigi kosullarda ise toplumun genetik yapisi doller
boyunca degismeksizin korunur. Bu kavram ilk kez 1908 yilinda, birbirlerinden
tamamen bagimsiz olarak, Hardy ve Weinberg tarafindan ortaya konmustur (104,
105). Hardy-Weinberg yasasi su sekilde ifade edilebilir; mutasyon, seleksiyon ve goc
gibi olaylarin meydana gelmedigi yeterli biiyiikliikteki bir populasyonda rastgele
eslesme kosullarinda, ilk dolden itibaren gen ve genotip frekanslari sabit kalir.

Demir eksikligi anemisi genellikle kronik kan kaybi ve demirden eksik
beslenme sonucu olusan kazanilmis bir durum olarak kabul edilmektedir. Ancak
yapilan bazi caligmalarda demir metabolizmasiyla dogrudan veya dolayli yoldan
iligkili olan baz1 genlerdeki polimorfizmlerin DEA ile iliskilerinin saptanmasi bazi
gen polimorfizmlerinin etyolojide Onemli rol oynayabilecegini gostermistir. Bu
genlerden bazilar1 hepsidin antimikrobiyal peptid (HAMP), transmembran proteaz
serin 6 (TMPRSS6) insan hemokromatozis (HFE) dogal direngle iliskili makrofaj
prtein 1 (NRAMP1) genleridir (106-108).

Hepsidin (HAMP) geni bagirsaktan demir emiliminin diizenlenmesi ve
makrofajlardan salinmasinda gorevli olan demir homeostasisinde temel rol oynayan
bir gendir. Gendeki -582 A polimorfizminin genin azalmis ekspresyonuna neden
olabilecegi belirtilmistir (107).

Bununla beraber yapilan bazi ¢aligmalarda oral demir verilmesine cevap
vermeyen veya parenteral demir verilmesine kismi olarak cevap veren demir
eksikligiyle karakterize bazi ailesel sendromlar da tanimlanmistir. Bu sendromlardan

biri iron-refractory iron deficiency anaemia (IRIDA) olup ve sendroma TMPRSS6
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gen mutasyonlarinin neden oldugu bulunmustur. IRIDA ve TMPRSS6 gen
polimorfizmleri arasinda anlamli bir iligski saptanmistir (109).

Son zamanlarda insan genomundaki dogal genetik varyasyonlar ve bunlarin
klinik ve fonksiyonel Onemleriyle ilgili pek c¢ok calisma yapilmaktadir. Bu
ilerlemeler bize bazi multifaktoriyel hastaliklarin olusumunda ve ilerlemesinde rol
oynayan genetik faktorlerin anlasilmasinda yol gosterici olacaktir. Insan genomunda
polimorfizmlerin ¢ogu fonksiyonel olarak ndtraldir. Yani, genin olusturdugu protein
yapisini ya da fonksiyonunu etkilemezler. Bununla birlikte bazi1 polimorfizmler gen
yapisindaki kodlayici alanlar1 ya da diizenleyici bazi dizileri etkileyerek gen
transkripsiyonu, mRNA stabilitesi, RNA wug¢ birlestirme, protein yapist ve
fonksiyonunu etkileyebilmektedirler. Boyle degisiklikler hastalik yatkinligini ve
ciddiyetini arttirma ya da azaltma, tedaviye cevap ve ilacin yan etkilerine karsi
hassasiyet gibi farkli klinik etkiler ortaya ¢ikarabilirler (29).

Ik kesfedildigi 1999 yilindan itibaren girelin ve hastahiklar arasindaki
iligkilerin arastirildigi pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalar sonucunda
girelin gen polimorfizmleri ve bazi hastaliklar arasinda iliskilerin oldugu
bulunmustur. Obezite, yeme bozukluklari, kardiovaskiiler hastaliklar, ateroskleroz ve
gastrointestinal hastaliklar gibi pek ¢ok hastalikta girelinin rolii oldugu goésterilmistir
(110-112).

Girelin genindeki mutasyonlar girelin proteininde defekte ya da
inaktivasyonuna ve BH salgilanmasinda ve enerji dengesinde degisiklige neden
olabilirler (36). Yapilan farkli caligmalarda girelin geninde DNA dizileme
kullanilarak pek ¢ok farkl tek niikleotid polimorfizmi tespit edilmistir. Bunlardan en
yaygin olanlar1 promoter -501A/C, Arg51Gln, Leu72Met ve GIn90Leu seklindedir
(33-35).

Girelin gen polimorfizmleri ve farkli hastaliklar arasinda iliskilerin
arastirildigt  pek c¢ok calisma yapilmistir. Bu calismalarin  bir kisminda
polimorfizmler ve hastaliklar arasinda anlamli iliski bulunmasina ragmen
digerlerinde bulunmamaistir.

Literatlirde simdiye kadar ¢ocuk ve eriskinlerde DEA’nde girelin gen
polimorfizmini arastiran ¢alismaya rastlamadik. Bundan dolay1 bu ¢alisma ile DEA

tanili ve saglikli olgular karsilastirilarak girelin genindeki promoter -501A/C,
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Arg51GIn, Leu72Met ve GIn90Leu polimorfizmlerinin ile DEA arasindaki iligkinin
arastirilmasi amaglanmustir.

Monteleone ve ark.’nin (113) 90 yeme bozuklugu olan ve 119 normal kilolu
sagliklt kadindan olusan c¢alismasinda, yeme bozuklugu olan grupta Leu72Met
polimorfizmi siklig1 anlamli derecede yiiksek saptanmustir. Miyasaka ve ark. (114)
yapmis oldugu calismada yeme bozuklugu olan 228 Japan hasta girelin reseptor geni
171T/C polimorfizimi agisindan incelenmistir. Bunlarin 96’s1 anoreksiya nevroza,
116 ‘s1 bulima nevroza ve geri kalan 16 hasta ise siniflandirilmamistir. Bulimia
nevroza tanili hastalarda kontrol grubuna goére GHSR gen polimorfizmi sikligi
yiiksek bulunmustur. Anoreksiya nevroza tanili hastalarda kontrol grubuna gore fark
bulunmamastir.

Calismamizda promoter -501 A/C polimorfizm sikligi; DEA tanili 57
olgunun 23’1 (%40.3) A/A genotipine, 27’s1 (%47.4) A/C genotipine, 7’si C/C
(%12.3) genotipine sahipti. Saglikli 57 olgunun 16’s1 (%28.1) A/A genotipine, 26’s1
(%45.6) A/C genotipine, 15°s1 C/C (%26.3) genotipine sahipti. Toplam 114 olgunun
39°u (%34.2) A/A genotipine, 53’1 (%46.5) A/C genotipine, 22’si C/C (%19.3)
genotipine sahipti. DEA tanili olgularda A allel siklig1 0.64 saglikli olgularda 0.51
olarak bulundu. C allel sikligt DEA tanili olgularda 0.36, saghkli olgularda 0.49
olarak bulundu (Tablo 8, Sekil 4).

Calismamizda girelin genindeki -501 A/C polimorfizmi acgisindan allel
sikliklar1 hasta ve kontrol arasinda karsilastirildiginda A allelinin istatistiksel olarak
anlamli oranda hasta grubunda artmis siklia sahip oldugu bulundu. Bazi
calismalarda 6zellikle yeme bozuklugu ve girelin gen polimorfizmleri arasinda iligki
bulunmasina ragmen DEA hastalarda yaptigimiz ¢calismada Arg51Gln, leu72Met ve
GIn90Leu polimorfizmleri i¢in boyle bir iligki bulunmamistir. Calismamizda sadece
hasta grubunda -501 A/C polimorfizmi i¢in A allelinin artmis sikliga sahip oldugu
bulundu. Yapilan ¢aligmalarda bu promoter polimorfizminin genin transkripsiyon ya
da translasyon diizeyini nasil etkiledigine dair herhangi bir veri bulunmamaktadir.
Ancak A allelinin azalmis girelin diizeylerine neden olarak demir eksikligi anemisine
neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

Monteleone ve ark. (115) yapmis oldugu 173 anoreksiya veya bulimia

nevrozali kadmla 119 saglikli Kafkas kadin Arg51Gln ve Leu72Met girelin gen
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polimorfizmi siklhig1 agisindan arastirilmistir. Arg51Gln girelin gen polimorfizm
siklig1 agisindan; aneroksiya nervozali 59 olgunun 59’u (%100) Arg51Arg
gentopine, 114 bulimia nervozali olgunun 113’1 (%99.2) ArgS1Arg gentopine, 1
tanesi (%0.8) Arg51Gln genotipine sahip bulunmustur. Saglikli 119 olgunun 117’s1
(%98.4) Arg51Arg genotipine, 2°si (%1.6) Arg51GlIn genotipine sahip bulunmustur.
Anoreksiya, bulimia nervozali ve saglikli olgularda GIn51GIln genetopi
bulunmamistir. Leu72Met girelin gen polimorfizm siklig1 acisindan; aneroksiya
nervozali 59 olgunun 52°s1 (%91.6) Leu72Leu genotipine, 7’si Leu72Met genotipine,
114 bulimia nervozali olgunun 103’4 (%90.4) Leu72Leu gentopine, 11’1 (%9.6)
Leu72Met genotipine sahip bulunmustur. Saghkli 119 olgunun 109’u (%91.6)
Leu72Leu genotipine, 10’u (%8.4) Leu72Met genotipine sahip bulunmustur.
Anoreksiya, bulimia nervozali ve saglikli olgularda Met72Met genetopi
bulunmamistir. Bu ¢alismada aneroksiya nervosali Arg51GIn ve Leu72Met girelin
gen polimorfizimi siklig1 kontrol grubuna gore anlamli fark bulunmamistir. Yapilan
bu ¢aligmada Arg51Gln ve Leu72Met girelin gen polimorfizminin istah ve yeme
bozukluklar izerine etkisi olmadig: bildirilmistir.

Calismamizda Arg51Gln girelin gen polimorfizm sikiligi; DEA tanili 57
olgunun 56°s1 (%98.2) Arg51Arg genotipine, 1 tanesi (%1.8) Arg51GIn genotipine
sahipti. Sagliklt 57 olgunun 56’s1 (%98.2) Arg51Arg genotipine, 1 tanesi (%?2)
Arg51GlIn genotipine sahipti. DEA tanili ve saglikli olgularda GIn51Gln genetopi
bulunmadi. Toplam 114 olgunun 112’si (%98.2) Arg51Arg genotipine, 2’si (%1.8)
Arg51Gln genotipine sahipti. DEA tanili ve sagliki olgularda Arg allel siklig1 0.99,
Gln allel sikl1g1 0.01 olarak bulundu (Tablo 9, Sekil 6).

Calismamizda girelin Arg51Gln polimorfizm i¢in genotip ve allel sikliklar
kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi. Bu
calismamizin sonucu Monteleone ve arkadaslarinin yaptigi calisma ile benzer
bulundu.

Zou ve ark. (116) kisa boylu Cinli ¢cocuklarla yaptiklari ¢alismada Leu72Met
girelin gen polimorfizm sikligini kontrol grubunda %34.4, hasta grubunda %39.9
olarak yiiksek bulundu. Biiylime hormon eksikligi ve idiyopatik boy kisalig1 olan
cocuklarda Leu72Met genotipi ve allel siklig1 arasinda anlamli fark bulunmadi.

Ancak BH eksikligi olan kisa boylu ¢ocuklarda girelin diizeyleri anlamli derecede
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diisiik saptandi. Sonu¢ olarak girelinin BH sekresyonu {izerine etkisi oldugunu
saptamiglardir. Ancak girelin genindeki polimorfizimin girelin diizeylerine katkis1
olmadigmi belirtmislerdir. Anacak -501 promoter, Arg51Gln, Leu72Met ve
GIn90Leu gen polimorfizmleri ile BH sekresyonu arasinda iligki olup olmadigi
konusunda herhangi bir literatiir verisi bulunmamaktadir.

Vivenza ve ark. (117) yapmis oldugu g¢alismada 168 saglikli ve 81 obez
cocukta girelin gen polimorfizmleri ve girelin, insulin, IGF-1, leptin ve antropometrik
verileri arastirmiglar. 168 saglikli cocugun 90’ ninda ve 81 obez cocugun 81’inde Arg
51Gln, Leu72Met, GIn90Leu girelin gen polimorfizmleri ¢alisilmistir. GIn90Leu
girelin gen polimorfizm siklig1 acisindan; 81 obez ¢ocuktan 75’1 (%92.6) GIn90GIn
gentopine, 6’s1 (%7.4) GIn90Leu genotipine, saglikli 90 olgunun olgunun 84’i
(%93.3) GIn90GIn gentopine 6’s1 (%6.7) GIn90Leu genotipine sahip bulunmustur.
Arg51Gln girelin gen polimorfizm siklig1 agisindan; 81 obez ¢ocuktan 80’1 (%98.8)
Arg51Arg gentopine, 1 tanesi (%1.2) Arg51GIn genotipine, saglkli 90 olgunun
olgunun 89’u (%98.9) ArgS51Arg gentopine, 1 tanesi (%]1.1) Arg51GIn genotipine
sahip bulunmustur. Leu72Met polimorfizmi siklig1 agisindan; 81 obez ¢ocuktan 69’u
(%85.2) Leu72Leu gentopine, 12’si (%14.8) Leu72Met genotipine, saghkli 90
olgunun olgunun 89’u (%84.4) Leu72Leu gentopine, 14’ (%15.6) Leu72Met
genotipine sahip bulunmustur. Saglikli ve obez ¢ocuklarda Leu90Leu, GIn51GIn ve
Met72Met genotipleri bulunmamustir. Yapilan bu calismada obez hastalarda
GIn90Leu, Arg51GIn ve Leu72Met girelin gen polimorfizimi siklig1 kontrol grubuna
gore anlamhi fark bulunmamistir. Yapilan bu calisma sonucu girelin gen
polimorfizminin total ve acile girelin diizeylerine etkisinin olmadig: bildirilmistir.

Calismamizda Leu72Met girelin gen polimorfizm sikiligi; DEA tanmili 57
olgunun 50°s1 (%87.7) Leu72Leu genotipine, 6’s1 (% 10.5) Leu72Met genotipine, 1
tanesi (%1.8) Met72Met genotipine sahipti. Sagliklt 57 olgunun 44’14 (%77.2)
Leu72Leu genotipine, 12’s1 (%21) Leu72Met genotipine, 1 tanesi (%1.8) Met72Met
genotipine sahipti. Toplam 114 olgunun 94’1 (%82.5) Leu72Leu genotipine, 18’si
(%1.8) Leu72Met genotipine, 2’si (%1.7) Met72Met genotipine sahipti. Leu72 allel
siklig1 DEA tanili olgularda 0.98, saglikli olgularda 0.88 olarak bulundu. Met72 allel
sikligi DEA tanili olgularda 0.02 saglikli olgularda 0.12 olarak bulundu (Tablo 10,
Sekil 8).
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Calismamizda GIn90Leu girelin gen polimorfizm sikiligi; DEA tanili 57
olgunun 49 (%) GIn90GIn genotipine, 8’1 (%) GIn90Leu genotipine. Saglikli 57
olgunun 53’1 (%) GIn90GlIn genotipine, 4’1 (%) GIn90Leu genotipine sahipti. DEA
tanili ve saglikli olgularda Leu90Leu genetopi bulunmadi. Toplam 114 olgunun
102’s1 (%) GIn90GlIn genotipine, 12°si (%) GIn90Leu genotipine sahipti. GIn90 allel
siklig1 DEA tanili olgularda 0.92, saglikli olgularda 0.88 olarak bulundu. Leu90 allel
siklig1 DEA tanili 0.08 saglikli olgularda 0.04 olarak bulundu (Tablo 11, Sekil 10).

Calismamizda girelin GIn90Leu ve Leu72Met polimorfizm i¢in genotip ve
allel sikliklar1 kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmadi. Bu ¢alismamizin sonucu Vivenza ve ark. (105) ile Zou ve ark (104) nin
sonuclarmna benzer bulundu. GIn90Leu ve Leu72Met polimorfizminin girelin
diizeylerine etkisi olmadigi, dolayli olarak istah ve beslenmeyi etkilemedigi
belirtilmistir. Beslenme DEA gelisiminde biiyiik rol oynadigi bilinmektedir. Bu
sebebten dolayr GIn90Leu ve Leu72Met gen polimorfizmlerinin DEA’nin
etyopatogenezinde roliiniin olamayacagini diisiindiirmiistiir.

Garcia ver ark. (118)’nin yapmis oldugu ¢ocuk ve eriskinlerde girelin gen
polimorfizimi ve viicut olciileri ile ilgili ¢alismada boy, kilo ve viicut kitle indeksi ile
genotip veya fenotip olarak anlamli bir ilisgki bulunmamistir. Larsen ve ark. (119)
Danimarka’li olgular arasinda yaptiklar1 ¢alismada viicut kitle indeksi ve erken
gelisen obezite ile Leu72Met polimorfizimi arasinda iliski olmadigini saptamislardir.

Calismamizda DEA tanili ve kontrol grubunda promoter -501A/C, Arg51Gln,
Leu72Met ve GIn90Leu gen polimorfizmleri ile viiciit agirhigi, boy arasinda anlamli
bir iliski saptanmadi. Bu sonuglar Garcia ve ark. (106)’1 ile Larsen ve ark. (107)’nin
sonuglarina benzer bulundu.

Diger bazi calismalarda ise obezite ve bazi girelin gen polimorfizmleri
arasida anlamh iliskiler tespit edilmistir. Ukkola ve ark. (120) yapmis oldugu
obezitede Arg51Gln ve Leu72Met girelin gen polimorfizimleri ile ilgili 3 farkl
arastimada 3004 olgu retrospektif olarak incelenmistir. Arg51GIn polimorfizimi ile
obezite arasinda iliski bulunmamistir. Leu72Met polimorfizimi obezite ile iligkili
bulunmustur. Miraglia ve ark. (121) 300 obez ve 200 normal kilolu italyan ¢ocuk ile

yaptiklar1 ¢alismada Met72 alleli olan ¢ocuklarin homozigot Leu72 alleli olanlara
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gore daha erken yasta obez olduklarini saptayarak Leu72Met polimorfizimi ile erken
gelisen obezite arasinda iliski oldugunu gostermislerdir.

Tirkiye’de geophagia aligkanligi yillardan beri bilinen bir problemdir.
Cavdar ve arkadaglar1 iilkemizde en sik rastlanan pika tiiriiniin toprak yeme oldugunu
ve Tirkiye’nin %70’inde bu hastaligin mevcut oldugunu haber vermislerdir. 725
pikalt hastayr inceledikleri c¢alismalarinda pikaya en sik 1-15 yas grubunda
rastlandigmi bildirmislerdir (122). Bu olgularin %71.6 sinda birlikte anemi de
saptannustir. Ulkemizde pika en sik orta anadolunun kirsal kesiminde goriilmektedir
(123).

Calismamizda DEA tanili1 57 olgunun 11 (%19) tanesinde tedavi dncesinde
pika Oykiisii mevcut iken 46 hastada pika oykiisii yoktu. DEA tanili olgularda pika
Oykiisii olan ve olmayan grupda girelin gen polimorfizmleri arasindaki iliski
arastirildi

Pika Oykiisii olan ve olmayan grupta girelin genindeki promoter -501 A/C
polimorfizmi agisindan allel ve genotip sikliklar1 karsilastirildi. Pika 6ykiisii olan 11
olgunun 6’s1 (%55) A/A genotipine, 5’1 A/C (%45) genotipine sahipti. Pika oykiisii
olmayan 46 olgunun 22’s1 (%48) A/A genotipine, 17’si (%37) A/C genotipine 7’si
C/C (%15) genotipine sahipti. Pika Oykiisii olan olgularda A allel siklig1 0.77 pika
olmayan olgularda 0.61 olarak bulundu. C allel siklig1 pika 6ykiisti olan olgularda
0.23, pika olmayan olgularda 0.39 olarak bulundu. Pika Oykiisii olan ve olmayan
hastalarda girelin promoter -501 A/C polimorfizmi agisindan genotip ve allel siklig1
acisindan istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0.05) (Tablo 12, Sekil 11).

Pika Oykiisii olan ve olmayan grupta girelin genindeki Arg51GIln gen
polimorfizm agisindan allel ve genotip sikliklar1 karsilastirildi. Pika ykiisii olan 11
olgunun 11’1 (%100) Arg51Arg genotipine sahipti. Pika 0ykiisii olmayan 46 olgunun
45’s1 (%98) ArgS51Arg, 1’1 (%2) Arg51GIn genotipine sahipti. Pika Oykiisii olan
olgularda Arg allel allel siklig1 1.0 pika olmayan olgularda 0.99 olarak bulundu. Gln
allel siklig1 pika Oykiisii olan olgularda 0.0, pika olmayan olgularda 0.01 olarak
bulundu. Pika dykiisii olan ve olmayan hastalarda girelin Arg51Gln gen polimorfizmi
acisindan genotip ve allel siklig1 agisindan istatistiksel olarak fark bulunmadi

(p>0.05) (Tablo 13, Sekil 12).
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Pika Oykiisii olan ve olmayan grupta girelin genindeki Leu72Met
polimorfizmi agisindan allel ve genotip sikliklar1 karsilastirildi. Pika 6ykiisii olan 11
olgunun 10’u (%91) Leu72Leu genotipine, 1’1 Met72Met (%9) genotipine sahipti.
Pika Oykiisii olmayan 46 olgunun 40’1 (%87) Leu72Leu genotipine, 6’s1 (%13)
Leu72Met genotipine sahipti. Pika Oykiisii olan olgularda Leu72 allel siklig1 0.91
pika olmayan olgularda 0.93 olarak bulundu. Met72 allel siklig1 pika Oykiisii olan
olgularda 0.09, pika olmayan olgularda 0.07 olarak bulundu. Pika 6ykiisii olan ve
olmayan hastalarda girelin Leu72Met gen polimorfizmi agisindan genotip ve allel
siklig1 agisindan istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0.05) (Tablo 14, Sekil 13).

Pika Oykiisii olan ve olmayan grupta girelin genindeki GIn90Leu
polimorfizmi agisindan allel sikliklar1 karsilastirildi. Pika Oykiisii olan 11 olgunun
9u (%82) GIn90GIn genotipine, 2’si GIn90Leu (%18) genotipine sahipti. Pika
Oykiisii olmayan 46 olgunun 40’1 (%87) GIn90GIn, 6’s1 (%13) GIn90Leu genotipine
sahipti. Pika Oykiisii olan olgularda GIn90 allel siklig1 0.91 pika olmayan olgularda
0.93 olarak bulundu. Leu90 allel siklig1 pika 6ykiisii olan olgularda 0.09, pika
olmayan olgularda 0.07 olarak bulundu. Pika Oykiisii olan ve olmayan hastalarda
GIn90Leu gen polimorfizmi agisindan genotip ve allel siklig1 agisindan istatistiksel
olarak fark bulunmadi (p>0.05) (Tablo 15, Sekil 14).

Daha once DEA tanili olgularda pika Oykiisiine sahip hastalarda gen
polimorfizm siklig1 ile ilgili bir caligma yapilmamisti. Kasar ve ark. (103) yapmis
oldugu c¢aligmada DEA tanili olgularin pika Oykiisii tanimlayan grup ile
tanimlamayanlar arasinda agile ve desacile girelin degerleri ¢alisilmistir. Agile ve
desacile ghrelin degerleri arasinda fark bulunmamustir.

Calismamizda DEA tanil1 57 olgunun 11 (%19) tanesinde tedavi dncesinde
pika Oykiisii mevcut iken 46 hastada pika oykiisli yoktu. 3 aylik tedavi sonrasi bu 9
hastanin hi¢ birinde pika dykiisii kalmamisti. Demir eksikligi anemisi tanili olgularin
pika Oykiisii tanimlayan grup ile tamimlamayanlar arasinda girelin gen
polimorfizmleri arasinda fark bulunmadi. Bu tabloya olgu sayisindaki azlik sebep
olabilir. Olgu sayisindaki azliga ilaveten pikanin etiyolojisinde yer alan Fe, besinler,
bakir, selenyum, c¢inko, psikolojik, kiiltiirel ve farmakolojik nedenler gibi ¢oklu

etmenlerin neden olmasindan kaynaklandig: diisiiniildii (48).
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Polimorfizmlerin degerlendirilmesinde kullanilan restriksiyon enzim uzunluk
polimorfizm (RFLP) yontemi ger¢cek zamanli PZR gibi yontemlerin gelismesine
ragmen halen spesifik, hizli ve diger yontemlerle kiyaslandiginda daha ekonomik bir
sekilde polimorfizm ve mutasyonlarin tespitini saglamaktadir. Calismamizda secilen
tim polimorfizmlerin degerlendirilmesinde RFLP yontemi kullanilmig ve tiim
degerlendirilen polimorfizmler basariyla genotiplendirilmistir.

DEA’lh hastalarda daha once girelin gen polimorfizmleri ¢aligilmamustir.
Literatiir degerlendirmemize gore bu tez, ilgili genlerdeki polimorfizmlerin DEA’de
calisildigr ilk caligmadir.

-501 promoter bdlgesiyle ilgili olarak AA, A/C yada CC genotiplerinin
girelin genin ekspresyon diizeylerine etkisinin arastirilacagi ¢alismalarin yapilmasi
bu promoterin dneminin anlasilmasina yardimci olacaktir.

Saglikli kontrolle karsilastirildiginda DEA hastalarinda promoter -501 A
allelinin artmis oldugunu tespit edildi. Girelin genindeki Arg51Gln, Leu72Met ve
GIn90Leu polimorfizmleri hasta ve kontrol grubunda benzer sikliklarda bulunmus ve
istatistiksel olarak hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda her {i¢ polimorfizm i¢in
anlaml bir farklilik elde edilmemistir. Gozlenen bu bulgularin daha anlamli olmasi
icin daha fazla olgudan olusan ve daha homojen gruplarin olusturuldugu yeni
calismalara ihtiya¢ vardir. Bu nedenle saglikli ve sayica fazla olan Tirk olgu
grubunda dnce normal degerler belirlenmelidir. Daha sonra diger toplumlarin verileri
ile karsilastirilmalidir. Elde edilen normal veriler ile DEA verileri kiyaslanmalidir.

Demir eksikligi anemisi tanisi alan ¢ocuklarda ve saglikli kontrol grubunda
girelin promoter -501 A/C, Arg51Gln, Leu72Met ve GIn90Leu gen polimorfizminin
siklig1 arastirildi. Bu sekilde, toplumumuzda saglikli ¢ocuklarda; girelin gen
polimorfizmi orani belirlenmek istendi. Belirlenen polimorfizmlerden promoter -501
A allelinin artmis oldugu tesbit edildi. Girelin genindeki artmig promoter -501 A
allelinin sikliginin DEA etyopatogenezinde rol oynayan mekanizmalardan biri
olabilecegini diisiinmekteyiz.

Girelin geninin DEA immiinogenetiginde Onemli rolleri olabilecegini
diistinmekteyiz. Bu gende yer alan diger polimorfizmlerin hastaliga katki saglayip
saglamadiginin belirlenmesi i¢in gerek Tirk populasyonunda gerekse diger

populasyonlarda yapilacak caligmalara ihtiya¢ oldugu kananatindeyiz. Calismada

50



elde edilen verilerin dogrulanabilmesi i¢in ayni polimorfizmlerin farkli toplumlarda
DEA hastalarinda caligilarak verilerimizin daha fazla arastirilmayla desteklenmesi

gerekmektedir.
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EKLER

EK-1: Bilgilendirilmis Onay Formu

(Hekimin Ac¢iklamast)

Demir eksikligi anemisi teshisi alan ¢ocuklarda girelin geninin polimorfizmi
varligi arastirilacaktir. Polimorfizm bir gen veya DNA dizisinin(genetik
kodlamalarm) alternatif formlarindan(allel) birinin toplumda %]1’den fazla
bulundugu durumdur. Arastirma sonucu genetik olarak polimorfizmin oldugu
hastalarda hastaligin nedeni ile ilgili bir bilgi elde edilmis olacak

Arastirmanm ismi: Demir eksikligi anemisi tanili olgularda girelin geninin
polimorfizmi

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi oneriyoruz. Ancak hemen sdyleyelim ki
bu arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Caligmaya katilim gonilliliik
esasina dayalidir. Kararmizdan 6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz.
Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu
imzalaymiz.

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni ¢ocugunuzda demir eksikligi anemisi
tamisinin bulunmasidir. F.U. Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim
Dali ve Biyokimya Anabilim Dali’ nin ortak katilimi ile bu hastaligin tedavisi ve
yapilan tedavinin rutin kan tahlilleri ile takibi yapilacaktir. Anemi (Kansizlik)
hemoglobin miktarinin yas ve cinsiyete gore diinya saglik Orgiitii tarafindan kabul
edilen kriterlerin altinda kalmasidir. Bu kriterler erigkin erkeklerde 13 g/dL,
kadinlarda 12 g/dL nin alt1 kabul edilir. 6 ay ile 6 yas arasi ¢gocuklarda 11 g/dL nin,
6-14 yaslarda 12 g/dL nin alt1 anemidir. Sizin ¢ocugunuz icin etkin olacak tedavi
sekli doktorunuz tarafindan belirlenecektir. Cocugunuzla birlikte tam 75 ¢ocugun
tedavisi benzer testler yapilarak tarafimizdan gerceklestirilecektir.

Kan alinmas sirasinda olusabilecek riskler:

1-) Igne batmasina bagl olarak az bir ac1 duyabilirsiniz.

2-) Az bir ihtimal de olsa igne batmas1 sonrasinda kanamanin uzamasi veya
enfeksiyon riski vardir.

Farkh tedavi sekilleri ile olusabilecek riskler: Oral kullanimda bulanti,

kusma, mide agrisi, ishal goriilebilir. Kas i¢i kullanimda ise zerk yerinde agri,
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iltihaplanma, hafif solunum gii¢liigii ve gogiis agris1 olabilir. Damar i¢i zerklerde ise
asir1 kusmalar, terleme, st ve goglis agrilarmin olmasi kullaniminda dezavantaj
olusturmaktadir. Diger goriilebilecek basit yan etkiler ¢ocugunuza uygulanacak
tedavinin gerekliligi agisindan gozardi edilecektir.

Yukarida sayilanlar boylesi bir analizde yasanabilecek potansiyel risklerdir.
Ancak bunlardan en az oranda zarar gormenizi saglamak i¢in elimizden geleni
yapacagiz. Calismanmm devami sirasinda ortaya cikabilecek sorun ve riskler
katilimcinim/hastanin kendisine ya da ebeveyni/sorumlusuna iletilecektir.

Yapilacak arastirmanin getirecegi olast yararlar: Bu calisma sonucunda
¢ocugunuzun anemisi diizeltilmis olacaktir. Ayrica anemiye bagli yorgunluk,
istahsislik, solukluk bas agrisi en Onemliside 6grenme giicliigii gibi olusabilecek
etkilerden ¢cocugunuz korunmus olacaktir.

Eger arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz Dr.Erhan BAHADIR tarafindan
cocugunuzun demir eksikligi anemisi hastaligina yonelik tedavisi yapilacak ve
aralikli yapilacak kontrollerde alinacak rutin kan tahlilleri ile yapilan tedavinin takibi
gerceklestirilecek ve kayit tutulacaktir.

. Cocugunuza demir eksikligi anemisi tanisi poliklinik sartlarinda konduktan
sonra uygulanacak tedavi sekli doktorunuz tarafindan belirlenip tedavi
baslatilacaktir. Cocugunuzu daha sonra lhafta sonra l.ay, 2.ay ve 3.ay kontrole
getirmeniz istenecektir. Cocugunuzdan tedavinin etkinliginin kontrol ve takibini
yapabilmek amaciyla rutin zaten bakilmasi gereken kan tahlili alinacak ve bu
alinacak kandan ayn1 zamanda total antioksidan kapasite’de bakilacaktir.

Bu calismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir {icret istenmeyecektir.
Calismaya katildigmiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Bu calismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen
istege baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir
degisiklik olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda onaymizi ¢ekmek
hakkma da sahipsiniz.

(Katilimcimin/Hastanin Beyani)

Saym Dr. Erhan BAHADIR tarafindan F.U. Firat Tip Merkezi Cocuk Sagligi
ve Hastaliklar1 Cocuk Hematoloji’de tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu
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arastirma ile 1lgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir
arastirmaya “katilimec1” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmas1 gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastrma swrasinda da bliyilk 6zen ve saygi ile
yaklagilacagmma inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla
kullanim1 sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli
giliven verildi.

Projenin ytiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilar1 zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan
cekilecegimi onceden bildirmemim uygun olacagmin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan aragtirma
dis1 tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasmndan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya c¢ikmasi
halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi.
(Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,
Dr Erhan BAHADIR’1, 23335555-2311 ve F.U Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve
Hastaliklari’ndan arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davranisla karsilasmis degilim. Eger katilmay1
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir
zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim ag¢iklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diisinme siiresi sonunda adi gecen bu arastrma projesinde
“katilimcr” (denek) olarak yer alma kararmi aldim. Bu konuda yapilan daveti biiytik
bir memnuniyet ve goniilliiliik i¢erisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.
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Katihme
Adi, soyadr:
Adres:

Tel.

Imza

Goriisme tanigi
Adi, soyadr:
Adres:

Tel.

Imza:

Katilmei ile goriisen hekim
Ad1 soyadi, unvani:

Adres:

Tel.

Imza

Ayirt etme yetenegi soz konusu

alinacaktir.

Hastanin
Adi, soyadr:
Adres:

Tel.

Imza
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ARASTIRMA/CILARA AYDINLATILMIS ONAM ALIMIYLA
ILGILI ONERILER

Insanlar iizerinde uygulanacak bir arastirma projesinde yer almaya aday
kisilerle daha 6nce karsilikli, goriisiiliip onlarin arastirmaya davet edilmesi gerekir.
Kisilerin, arastrmada “katibmc1” (denek) olarak yer alabilmesi i¢in bu goriisme
sonunda imzali “Aydmlatilmis Onam” larin1 vermis olmalar1 zorunludur.
“Aydmlatilmis onam”, Ingilizce’deki  “informed consent” ifadesinin Tiirkge
karsilig1 olarak kullanilmaktadir. “Bilgilendirilmis Onam”, “Bilgilendirilmis Onay”,
“Aydmlatilmis Olur”, “Bilgilendirilmis Riza” gibi Tiirkg¢e ifadeler de ayni kavramsal
karsilig1 denk gelmektedir. Aydmlatilmis Onam Formu iki bolimden olugmaktadir.
Birinci bolimde sorumlu arastrmacinin katilimciyi/hastayr bilgilendirmesi yer
alirken, ikinci boliimde katilimcmin/hastanin yaniti/beyani yer alacaktir. Asagidaki
ikinci kisma ait 6rnek 6zel durumlar disinda standart olarak kullanilabilir.

Katilimcmin aydinlatilmasi sirasinda su noktalara dikkat edilmelidir.

1. Arastrmaya yer almaya aday katilimciya gerekli aciklamalarda
bulunurken onun anlayabilecegi ifadeler kullanin.

2. Arastirma ile ilgili su yonlere aciklik getirin:

a) Adimi

b) Ne tiir bir arastirma oldugunu

¢) Amacini

d) Neler uygulanacagini

e) Nasil uygulanacagini

f) Hangi yontem/lerle gergeklestirilecegini

g) Cikabilecek yan etkilerini

h) Bilinen risk-tehlikeli noktalarmi

1) Ortaya ¢ikan yan etki ve risklerin tedavi edilebirligini

j) Yararlarini, tibbi katkilarini

k) Arastirma siiresini

I) Yaklasik katilime1 sayisini (Cok merkezli ise kurum ve toplam katilimci

say1sint)

3. Katilimcr hastaya, arastirma yontemi disinda hangi alternatif tedavilerin

bulundugunu; bu tedavilerin neler oldugunu acgiklaymiz.
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4. Katilimcmin elde edecegi tibbi yararlar agiklayiniz

5. Katilimciy1 koruyucu nitelikte hangi 6nlemlerin alindigini agiklaymiz

6. Katilimciya calismaya katilmakla parasal yiik altina girmeyecegini ve
katilim1 nedeniyle tazminat alip almayacagini aciklaymiz.

7. Arastirmadan dolayr katilimcinin gorecegi olast bir zararda bunun
sorumlulugunun ve giderilmesi i¢in gerekli her tiirlii tibbi miidahalenin yapilacagini;
bu konudaki tiim harcalamalarn iistlenilecegini belirtiniz. Sigortalanma durumundan
haberdar ediniz.

8. Katilimcinin arastirma ile ilgili soracagi tiim sorulara yanit veriniz

9. Plasebo-Randomize gibi caligma 6zelliklerini aciklayiniz.

10. Arastirma ekibinin kimlikleri hakkinda bilgi veriniz.

11. Hastay1 yonlendirici ya da baskilayici olmaymiz.

12. Goriisme katilime1 agisindan son derece bilgilendirici ve tatmin edici
diizeyde olmasini saglayiniz.

13. Eger hasta 18 yasindan kiigiikse veli/vasi i¢in imza yeri aginiz.

14. Forma sorumlu doktorun adi-soyadi ve ulasilabilecek telefon numarasini
mutlaka yazimniz.

15. Katilimcinm arastrmaya katilmama ve Onceden haberdar ederek
calismadan ¢ekilme hakki oldugunu 6nemle belirtiniz.

Birinci boliim: Bu bolimde hasta/katilime1 bilgilendirilirken kullanilacak
ctimleler yer alacaktir.

ikinci béliim: (Katilimcinin/Hastanin Beyan)

Katiimel

Adi, soyadr:

Adres:

Tel.

Imza

Goriisme tanigi

Adi, soyadr:

Adres:

Tel.

Imza:
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Katihmeai ile goriisen hekim

Adi soyadi, unvant:

Adres:

Tel.

Imza

Arastirmacinin Dikkatine:

Aydinlatilmis Onam (Bilgilendirilmis Olur) alirken s6z konusu olan; hazir
metnin hastaya imzalatilmas1 degil, bu c¢ercevede hekim ile hasta arasinda gecen
konugmanin yaziya dokiilmesi islemidir.

Katihmeiy: aydinlatma amaciyla yapacagimz aciklamalar;

1- Yukaridaki konulara yanit getirebilecek sekilde olmalidir

2- Aydinlatilmig onam formunun standart boliimiindeki tespitlere yanit
getirebilecek sekilde olmalidir

3- Helsinki Bildirgesi’nde yer alan ilkelere uygun sekilde olmalidir

4- Saglik Bakanligi lyi Klinik Uygulamalar Klavuzu’ na uygun sekilde
olmaldir

5- Arastirma konusuyla ilgili olas1 baska ac¢iklamalar1 unutmaymiz

Arastirma protokolu ile ilgili olarak tip etigi agisindan en 6nemli unsurlarin

basinda “Aydinlatilmis Onam” (informed consent) oldugunu unutmayniz.

AYDINLATMA VE  KATILIMCININ BEYANI  KESINLIKLE
BIRBIRLERININ DEVAMI SEKLINDE OLA/CAKTIR. AYRI AYRI
SAYFALARDA YER ALMAYA/CAKTIR.
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