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OZET

Amag: Eritropoez ve demir metabolizmasi arasindaki iligkiyi aydinlatmak i¢in hepsidin
regiilasyonunda rol oynayan eritroid ettmenlerle ilgili ¢alismalar yapilmaktadir. Bu
etmenlerden biri olan eritroferron (ERFE), glikoprotein yapisinda olup eritroblastlardan
salinir. Bu ¢alismanin amaci, talasemi major (TM), talasemi intermedia (TI) ve talasemi
tagiyicist (TT) olan bireylerde ERFE, hepsidin, GDF15 ve eritropoetin (EPO)
diizeylerini 6lgmek ve farkli talasemi gruplarinda ERFE’nin, eritropoez ve demir

metabolizmasindaki roliinii degerlendirmektir.

Yontem: Bu calismaya 80 birey (20 kontrol, 20 TT, 20 TI ve 20 TM) dahil edildi.
Bireylerin ERFE, hepsidin ve GDF15 konsantrasyonlart sandwich ELISA yontemi ile
Olciildii. Eritropoetin immunoassay metodu ile Olgiildi. Ferritin kemiliiminesans

yontemiyle 6l¢iildii. Transferrin nefelometrik ve demir spektrofotometrik olarak 6l¢tildii.

Bulgular: Talasemi intermedia grubunda ERFE konsantrasyonu ve EPO aktivitesi, TM,
TT ve kontrol gruplarinin diizeylerinden daha yiiksek bulundu. Talasemi major ve TI
hastalarinin hepsidin konsantrasyonlari, TT ve kontrol gruplarindaki bireylerin hepsidin
konsantrasyonlarina gore daha yiiksek bulundu. Ancak, TM grubunun hepsidin/ferritin
orani, TI, TT ve kontrol gruplarinin oranlarindan daha diisiik bulundu. Talasemi major
ve TI gruplarmin GDF15 konsantrasyonlari, TT ve kontrol gruplarmin GDF15
konsantrasyonlarindan daha yiliksek bulundu. Tiim bireylerin EPO ve ERFE, EPO ve
GDF15, hepsidin ve GDF15 degerleri arasinda pozitif korelasyon bulundu. Hepsidin ve

ERFE konsantrasyonlari arasinda herhangi bir korelasyon bulunamadi.

Sonu¢: Bu caligma, talasemi hastalarinda hepsidin, GDF15 ve ERFE’nin birlikte
Olciildiigii ilk arastirmadir. Talasemi intermedia hastalarinda ERFE ve EPO diizeylerinin
yiiksek oldugu ve tiim bireylerde EPO arttikga ERFE’nin de arttigi bulundu.
Talasemilerde eritropoetik aktivitenin gosterilmesi i¢in kullanilacak parametrelerden
birisinin ERFE olabilecegini diisiinmekteyiz. ERFE’nin demir metabolizmasindaki

roliiniin aydinlatilabilmesi i¢in daha detayli ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir

Anahtar Kelimeler: eritroferron, hepsidin, GDF15, demir, talasemi



ABSTRACT

Objective: To clarify the relationship between erythropoiesis and iron metabolism,
studies on erythroid factors that play role in the regulation of hepcidin have being
studied. One of these factors is erythroferrone (ERFE) in glycoprotein structure is
released from erythroblasts. The aim of this study is to measure levels of ERFE,
hepcidin, GDF15 and erythropoietin (EPO) in individuals with thalassemia major (TM),
thalassemia intermedia (TI) and thalassemia traits (TT) and to evaluate the role of ERFE

in erythropoiesis and iron metabolism in different thalassemia groups.

Method: 80 subjects (20 controls, 20 TT, 20 TI and 20 TM) were included in this study.
ERFE, hepcidin and GDF15 concentrations were measured by sandwich ELISA method.
Erythropoietin was measured by immunoassay method. Ferritin was measured by the
chemiluminescence method. Transferrin was measured nephelometrically and iron

spectrophotometrically.

Results: In the TI group ERFE concentration and EPO activity were higher than the
levels of TM, TT and control groups. Hepcidin concentrations of the patients with TM
and TI were higher than the hepcidin concentrations of individuals in TT and control
groups. However, the hepcidin / ferritin ratio of TM group was lower than the ratio of
TI, TT and control groups. The GDF15 concentrations of TM and TI groups were higher
than those of TT and control groups. There was a positive correlation between EPO and
ERFE, EPO and GDF15, hepcidin and GDF15 in all subjects. No correlation was found

between hepcidin and ERFE concentrations.

Conclusions: This is the first study in which hepcidin, GDF15 and ERFE were
measured at the same time in thalassemia patients. ERFE and EPO levels were found to
be higher in the TI patients and ERFE was found to be increased in all individuals as
EPO increased. We think that one of the parameters used for the demonstration of
erythropoietic activity in the thalassemia may be ERFE. More detailed studies are

needed to clarify the role of ERFE in iron metabolism.

Key words: erythroferrone, hepcidin, GDF15, iron, thalassemia
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1. GIRIS

Beta talasemi sendromlari, beta-globin zincirinin sentezinin genetik olarak eksik ya da
hig {iretilememesi ile karakterize kalitsal kan hastaliklaridir. Beta-talasemi genel olarak
talasemi tasiyicist (TT), talasemi intermedia (TI) ve talasemi major (TM) olarak ii¢
gruba ayrilir. Talasemi tastyicilar klinik olarak asemptomatiktirler. Talasemi intermedia
hastalarinda klinik ¢ok heterojendir ve genellikle transfiizyona ihtiyag duymazlar.
Talasemi major hastalar1 yagamlarint devam ettirebilmek icin diizenli olarak kan
transfiizyonuna ihtiya¢ duyarlar. Inefektif eritropoez, TI hastalarinda TM hastalarina
gore daha fazladir. Bunun nedeni, TI hastalarinin diizenli kan transfiizyonu
almamalandir. Talasemi intermedia hastalarinda inefektif eritropoezin artmasi sonucu
olusan demir ihtiyacim karsilamak i¢in, gastrointestinal sistemden demir emilimi artar.
Transfiizyonla alinan ve/veya gastrointestinal sistemden emilen fazla demir, doku ve
organ hasarma yol acar. Bu nedenle, eritropoez ile demir metabolizmasi arasindaki
iligkiyi arastirmak icin yapilan caligmalar, talasemi hastalar1 i¢in biiylikk Onem

tasimaktadir.

Hepsidin, demir metabolizmasinin ana diizenleyicisi olarak kabul edilmektedir. Hepsidin
duodenumdan besinlerden demir emilimini, dolasimdaki makrofajlardan demir
saliimini ve hepotositler i¢indeki demir stoklarindan demir tasinmasini kontrol ederek
demir dengesini saglar (Ganz ve Nemeth, 2012). Eritropoezin hepsidin {izerinde
baskilayict etkisi oldugu gosterilmistir (Rishi ve ark., 2015). Ancak, eritropoezin
hepsidini hangi eritroid etmenleri kullanarak hangi mekanizmalarla diizenledigi tam
olarak bilinmemektedir. Bu konuda yapilan galismalar halen devam etmektedir. Ilk
olarak biiyiime farklilasma faktorii-15 (GDF15) ve Twisted gastrulasyon proteini
homolog 1 (TWSG1), hepsidini diizenleyen eritroid etmenler olarak tanimlanmiglardir
(Tanno ve ark., 2007; Tanno ve ark., 2009). Son yillarda eritroferron (ERFE)’nun
hepsidini baskilayan bir eritroid etmen olabilecegi ileri striilmiistir (Kautz ve ark.,

2015).

Eritroferron, eritroblastlardan salinan glikoprotein yapisinda bir hormondur. Eritropoetin

verilen farelerin dalak ve kemik iliklerinde ERFE mRNA ekspresyonunun arttigi ve



hepsidinin baskilandig1 gosterilmistir ( Kautz ve ark., 2014b; Kautz ve ark., 2015).
Talasemi intermedia farelerde ERFE’nin uzaklastirilmasiyla hepsidinin normal
diizeylere ulastig1, transfiizyon sonrast ERFE’nin azaldig1 ve hepsidin ekspresyonunun
arttig1 gosterilmistir (Kautz ve ark., 2015). Iinsanlarda yapilan ERFE ¢alismalar1 cok yeni
ve c¢ok az sayidadir. Talasemi intermedia ve kan donorlerinin karsilastirildigi bir
caligmada, ERFE ile EPO ve hepsidin arasinda korelasyon olmadigi gdosterilmistir
(Schotten ve ark., 2017). Bir baska calismada, ERFE ve hepsidin konsantrasyonlari
arasinda negatif korelasyon gosterilmistir (Ganz ve ark., 2017). Ayni ¢alismada, TI
hastalarinin ERFE konsantrasyonlarinin TM hastalarinin ERFE konsantrasyonlarindan
daha yiiksek oldugu ve TM  hastalarinda transflizyon nedeniyle ERFE

konsantrasyonlarinin diistiigii gosterilmistir (Ganz ve ark., 2017).

Bu calismada ilk kez talasemi hastalarinda hepsidin, GDF15 ve ERFE konsantrasyonlari
birlikte Olcililmiistiir. ERFE’nin demir metabolizmasindaki roliintin degerlendirilmesi
icin demir parametreleri de Ol¢lilmiistiir. Ayrica, talasemi tasiyicist bireylerin ERFE
konsantrasyonlarinin 6l¢iildiigii bir baska ¢alismaya da rastlanilamamistir. Bu nedenle,

bu calisma orijinal bir ¢alisma olma 6zelligini tagimaktadir.

Bu caligmanin amaci, talasemi major, talasemi intermedia ve talasemi tasiyicisi
bireylerde eritroferron diizeylerini 6lgmek ve farkli talasemi gruplarinda ERFE’nin,
eritropoez ve demir metabolizmasindaki roliinii degerlendirmektir. Bu arastirmanin
sonuclarina gore, talasemi intermedia hastalarinin ERFE konsantrasyonlar1 ve EPO
aktiviteleri, TM, TT ve kontrol gruplarinin konsantrasyonlarinsan daha yiiksek bulundu.
Talasemi major ve TI hastalarmin hepsidin konsantrasyonlari, TT ve kontrol
gruplarindaki bireylerin hepsidin konsantrasyonlarina gore daha yiiksek bulundu. Ancak,
TM grubunun hepsidin/ferritin orani, TI, TT ve kontrol gruplarmin oranlarindan daha
diistik bulundu. Eritropoetin ve ERFE, ERFE ve GDF15 arasinda pozitif korelasyon
bulundu. Eritroferrron ve hepsidin konsantrasyonlar1 arasinda herhangi bir korelasyon
bulunamadi. Sonu¢ olarak, ERFE’nin talasemilerde eritropoetik aktivitenin
gosterilmesinde kullanilan parametrelerden birisi olabilecegi, fakat ERFE’nin demir
metabolizmasindaki roliiniin aydinlatilabilmesi i¢in daha detayli ¢aligmalarin

yapilmasinin gerekli oldugu sdylenebilir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Hemoglobin

Hemoglobin (Hb) eritrositler icinde bulunan ve dokulara oksijen tagiyan bir proteindir.
Hemoglobin "globin" ad1 verilen protein kismi ve "hem" adi verilen prostetik gruptan
olusan konjuge bir proteindir. Hemoglobin molekiiliiniin globin kisminda dort polipeptid
zincir bulunur ve bu polipeptidlerin her birine bir hem grubu baglanir (Sekil 2.1)

(Huisman, 1993).

Hemoglobin molekuli

-
-
-
-
-
-
-
-

B-zincir

B-zincir

Sekil 2.1. Hemoglobin yapisi (Hamidreza Shirzadfar, 2018).

Hem grubu demir (Fe™?) ve protoporfirinden (birbirine metil kopriileriyle baglanmis dort
pirol halkasindan olusan kompleks) olusur ve tiim Hb tiplerinde aymidir. Ancak,
hemoglobinlerdeki globin zincirleri, aminoasit say1 ve dizilimleri yoniinden farklilik
gosterebilir. Alfa benzeri zincirler (zeta [C], alfa [a]) 16. kromozomda ve beta (B) globin
benzeri zincirler (epsilon [g], beta [B], delta [6] ve gama [y]) ise 11. kromozomda
kodlanirlar. Alfa ve B zincirleri sirasiyla 141 ve 146 aminoasit rezidiilerinden olusur.
Beta globin zinciri 6 ve y zincirlerinden sirasiyla 39 ve 10 rezidu ile farklilik gosterir.

Olusan farkli globin zincirleri ile farklt Hb tipleri olusur. Embriyonik globin sentezi yolk
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kesesinde gebeligin {iclincli haftasindan sekizinci haftasina kadar olan bdliimde
gerceklesir. Besinci haftada eritropoez fetal karacigerde devam eder. Eritropoezin
karacigerde bagslamasiyla fetal eritrositler olusmaktadir. Gebeligin onsekizinci
haftasindan sonra eritrosit yapimi kemik iligine ge¢cmektedir. Embriyonik, fetal ve
eriskin donemdeki globin sentezi Sekil 2.2°de gosterilmistir. Erken embriyonik donemde
Hb Gowerl ({;e2), Hb Gower2 (ope;) ve Hb Portland ({yy,) hemoglobinleri
sentezlenmektedir. 14. haftadan sonra bu embriyonik Hb’lerin yerini fetal hemoglobin
(Hb F, (0yy2)) almaya baslar. Gestasyonun yaklagik 38. haftasinda Hb F yapimindan
eriskin hemoglobin (HbA) yapimina gegis olur. Saglikli bir yetiskinde Hb’in %95°1 Hb
A (a2f2), <%3,5 Hb A; (0202) ve <%2 Hb F dir (Hoffman, 2000).

Yolk Karaciger Dalak  Kemik iligi
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Sekil 2.2. Intrauterin ve bebeklik donemlerinde farkli globin zincirlerinin sentezlenme bolgeleri ve
oranlari (Bain, 2006).

2.2. Talasemi

2.2.1. Talaseminin Tanim ve Epidomiyolojisi

Talasemi hemoglobin molekiiliiniin yapisinda bulunan globin zincirlerinin genetik
mutasyonlar sonucu eksik ya da hi¢ sentezlenememesi sonucu olusan, otozomal resesif

kalitim gosteren bir kan hastaligidir. Von Jaksch 1889 yilinda anemili, splenomegalili ve



l16kositozlu bir ¢ocukta hastaligi bildirmistir ve bu hastaligt ‘anemia infantum
pseudoleucamia’ olarak adlandirmistir (Moncrieff, 1933). Bu hastanin 16semi olmadigi
sonradan anlasilmistir. Hastalik ilk olarak 1925 yilinda Thomas Cooley tarafindan
anemi, splenomegali ve iskelet sistemi deformiteleri olan Italyan kokenli gocuklarda
tanimlanmistir ve hastaliga Cooley anemisi denilmistir. Whipple ve Bradford (Whipple,
1936) 1932°de ilk kez Talasemi terimini kullanmislardir. Eski Yunanca da “Thalas”
kelimesi deniz, “Emia” kelimesi anemi, “Thalassemia” ise deniz anemisi anlamina gelir.
Hastaligin Akdeniz bdlgesinde daha sik goriilmesine bagli olarak bu isim verilmistir

(Sankaran ve ark., 2015). Ulkemizde de talasemi Akdeniz anemisi olarak bilinir.

Talasemi kalitsal eritrosit bozukluklarinin en yaygin goriilen formudur (Higgs ve ark.,
2012). Talasemi hemen hemen tiim irklarda ve tiim diinyada goriilmesine ragmen,
Akdeniz’e kiyis1 olan iilkeleri (Italya, Ispanya, Portekiz, Yunanistan, Rusya’nin bir
kism1 ve Kibris), Kuzey ve Dogu Afrika’yi, Orta Dogu iilkelerini (Suudi Arabistan, Iran,
Tiirkiye ve Suriye), Hindistan, Pakistan ve Gilineydogu Asya iilkelerini (Banglades,
Endonezya, Tayland, Malezya ve giiney Cin) ve Gliney Amerika bolgesini i¢ine alan
talasemi kusagi denilen bolgelerde daha yaygin olarak goriilmektedir (Weatherall ve
Clegg, 1996). Tiirkiye’de beta talasemi tastyiciligi goriilme sikligt ise %2,1°dir (Cavdar
ve Arcasoy, 1971). Tiirkiye’de alfa talasemi siklig1r %3,6 olarak bulunmustur (Fei ve
ark., 1989).

Talasemi, a, B, y ve 0 globin zincirlerinin az sayida veya hi¢ yapilamamasi ile olusur.
Hastalik eksik {tiretilen globin zincirine gore isimlendirilir. Alfa zincir yapimi azlig
varsa alfa talasemi, beta zincir yapim azlig1 varsa beta talasemi olarak adlandirilir

(Sankaran ve ark., 2015).

2.2.2. Alfa Talasemi

Alfa talasemi, 16. kromozom {izerinde bulunan alfa-globin genlerindeki mutasyonlar
sonucu olusur. Mutasyonlarin cogunlugu gen delesyonlaridir. Alfa genindeki bazi nokta
mutasyonlart da alfa talasemiye yol agabilmektedir. Homolog kromozomlarin her
birinde ikiser tane olmak iizere toplam dort alfa globin geni vardir (ao/aa). Alfa
talasemilerde a-globin genlerinin biri, ikisi, licli ya da dordii birden etkilenmis olabilir.

Bu nedenle, alfa talasemi ¢ok degisken bulgularla seyredebilir. Klinik bulgu vermeyen
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sessiz tagtyicilar olabilecegi gibi, anne karninda 6liime yol agan agir kansizlik bulgusu
gosteren hastalar da olabilir. Bir gen delesyonu (-o/aat) sessiz alfa talasemi tasiyici, 2
gen delesyonu (-o/-a veya --/aa) alfa talasemi tastyiciligl, 3 gen delesyonu (--/-at) Hb
H, 4 gen delesyonu (--/--) Hb Barts Hidrops fetalis sendromu olarak adlandirilir. Bir
veya 2 gen delesyonu goriilen tasiyicilar herhangi bir tedavi gerektirmezler. Hb H orta
veya agir hemolitik anemiye yol agan klinik olarak ¢ok degisken bir grup hastaliktir. Bu
hastalarda B zincir tiretimi fazladir ve bu beta zincirler tetramer yaparak hem ile birlesir
ve Hb H (B4) olusturur. Hb H, eritrositlerde birikerek bu hiicrelerde inkliizyon
cisimciklerinin olusmasina neden olur ve bu hiicrelerin dalak tarafindan ortadan
kaldirilmasina yol acar. Bunun sonucunda anemi meydana gelir. Hastalarin bir kismi
transflizyon bagimli olabilir. Homozigot o-talasemiler, dort o geninin delesyonunun
neden oldugu en agir alfa talasemi tipidir ve genelde intrauterin veya erken neonatal
donemde 6liim ile sonuglanir (hidrops fetalis) (Wu ve ark., 2015). Eslesemeyen gamma
zincirleri Hb Barts (ys4) denilen ve oksijen tasima kapasitesi olmayan tetramerleri
olusturur. Hb Barts hidrops fetalis sendromu, anne karninda ya da dogar dogmaz

transflizyon yapilmazsa 6liimciildiir.

2.2.3. Beta Talasemi

Beta Talaseminin Patafizyolojisi

Beta talasemi sendromlari, beta-globin zincir sentezinin eksik ya da hi¢ iiretilememesi
ile karakterize kalitsal kan hastaliklar1 grubudur. Mutasyonlar sonucu beta globin
zincirinin azalmasi durumunda B* talasemi veya hi¢ olmamasi durumunda f° talasemi
olusur. Cok hafif formlar1 ise B olarak ya da ‘sessiz’ p talasemi olarak adlandirilir. Ug
degisik genin p°, p* ve B kombinasyonlar1 hastaligin agir ya da hafif seyirli olmasim
belirler. Mutasyonlar, beta globin zincirlerinin liretiminde bir dengesizlige ve a globin
zincirinde bir artisa neden olur. Artmis alfa zincirleri kendi aralarinda tetramerler
(hemikromlar) olusturarak oOncii kirmizi hiicrelerde ¢oker ve kemik iliginde
olgunlasmadan bu hiicrelerin yok edilmesine yol agarlar (inefektif eritropoez).
Hemikromlarin parcalanmasiyla demir agiga cikar ve fazla demir oksidatif strese yol
acarak eritrosit membranindaki lipid ve proteinlerin yapisim1 bozar. Gerek eritrositler

icindeki hemikromlarin hiicreye sagladig: sertlik, gerekse membran hasar1 nedeni ile



eritrositler dalaktan gecerken yikima ugrar. Bdylece, periferal dolasima ulagmayi
basaran az sayida kirmizi1 hiicreler dalakta parcalanir (hemoliz). B-talasemilerde goriilen
anemi inefektif eritropoez, periferal hemoliz ve azalmis miktarda hemoglobin
sentezlenmesi sonucunda meydana gelir. Yetersiz hemoglobin yapimi hipokromi ve
mikrositoza yol agar. Anemi sonucu doku oksijenlenmesi azalir. Buna yanit olarak
bobregin korteks tabakasindan eritropoetin iiretimi artar ve kemik iligi uyarilir. Kemik
iliginin asir1 calismas1 kemik iligi genislemesine, dolayisiyla iskelet deformitelerine
sebep olur. Ayrica, kemik iliginin asir1 g¢alismasit sonucu artan demir ihtiyacinin
karsilanmasi i¢in gastrointestinal sistemden demirin emiliminin artmasi demir birikimine
neden olmaktadir (Nienhuis ve Nathan, 2012). Beta talaseminin patofizyolojisi Sekil

2.3’de gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Beta talaseminin patofizyolojisi (Nienhuis ve Nathan, 2012).

Talaseminin siddeti a ve [ globinler arasindaki dengesizligin siddeti ile orantilidir.
Ayrica, beta talasemi hastalarinda a-globin geni mutasyonu da bulunursa zincirler arasi
dengesizlik azalacagindan klinik daha hafif seyreder (Sankaran ve ark., 2015). Alfa/beta
globin zincir orani farkli diizeylerde bozulacagindan iiretilen hemoglobin miktarina gére

beta talasemi klinik olarak iice ayrilir: talasemi minor veya talasemi tasiyicisi (TT),

7



talasemi intermedia (TI) ve talasemi major (TM). Beta talasemilerde klinik ve

laboratuvar bulgular Tablo 2.1°de gosterilmektedir.

Tablo 2.1. Beta-talasemilerde klinik ve laboratuvar bulgular

Tani Genotip Klinik Durum Kan sayim Hb elektroforezi
Talasemi Tek gen defekti Asemptomatik Hafif mikrositik Artmis HbA,,
tasiyicisi (B*/B, B/B) Tedavi gerektirmez. anemi Bazen HDF artabilir

Evlilik 6ncesi genetik
danismanlik verilmeli

Talasemi Iki gen defekti Ilimli hemoliz Iliml1 mikrositik Artmis HbA,
intermedia  (B7/", p/B°) Genellikle 2 yagindan sonra anemi Artmig HbF
tani konulur Genellikle Hb >7 g/dL.  Azalmis HbA
Artmis sekil degisikligi, Aralikli transflizyon
biiyiime ve gelisme geriligi, ihtiyact olur

patolojik kemik kiriklari,
kardiyak komplikasyonlar ve
bacak tilserleri gortilebilir

Talasemi Iki gen defekti Agir hemoliz Agir mikrositik anemi  Artmis HbF

major BB’ B/p% Genellikle 2 yasindan 6nce tam1  Hb<7 g/dL HbA, normal
konulur Diizenli transfiizyon HbA yok ya da ¢ok
Transfiizyonel demir ihtiyact olur azalmis
birikimine bagl organ hasarlari
goriilebilir

(Wynn ve ark.,, 2017, Sankaran ve ark., 2015)

Talasemi minor (Talasemi tasiyicisi, Heterozigot beta talasemi)

Talasemi minor kisilerde tek bir defektif beta-globin geni mevcuttur. Nadir goriilen
dominant formlar haricinde bireyler semptomsuz yasam siirdiiriirler. Laboratuvar
tetkiklerinde hemoglobin degeri hafif diisiiktlir, ortalama eritrosit hacmi (MCV) ve
hemoglobin miktarlar1 azalmistir. Periferik kan yaymalarinda hipokrom, mikrositik
eritrositler, target hiicreleri, anizositoz ve bazofilik noktalanma goriiliir. Beta talasemi
mindriin tipik fenotipi HbA, yiiksekligidir. HbA,>%3,5 olan kisiler B talasemi tasiyicisi
olarak kabul edilir. Talasemi tasiyicilarimin yaklasik yarisinda Hb F yiiksekligi de
goriiliir. Talasemi tastyiciligt bir hastalik olmayip, tedavi gerektirmez. Talasemi
tastyicist kisilerin baska bir talasemi tasiyicisi ile evlenmeleri durumunda dogacak

cocuklarm %25°1 homozigot talasemi olabilir.



Talasemi intermedia

Talasemi intermedia hastalarinin ¢ogu beta talasemi icin homozigot veya bilesik
heterozigottur. Cok nadir olarak sadece bir B-globin geni etkilenir (Sankaran ve ark.,
2015). Talasemi tasiyiciligr ile talasemi major arasinda klinik fenotipi olan hastalar
talasemi intermedia olarak tanimlanmistir. Talasemi intermedia hastalarinda klinik ¢ok
heterojendir. Hastalarin biiyiik cogunlugu genellikle transfiizyon gereksinimi olmaksizin
sadece hafif bir anemi ile karakterizedirler. Daha agir klinik ile karakterize olan talasemi
intermediali hastalar ise genellikle 2-4 yas arasinda tami alirlar. Bu hastalar, nadiren
transflizyon alirlar ya da hi¢ transfiizyon almadan yagamlarini devam ettirirler. Artmis
sekil degisikligi, biiyiime ve gelisme geriligi, patolojik kemik kiriklari, kardiyak
komplikasyonlar, fiziksel aktivitelerde azalma, ekstra meduller hematopoez ve bacak
ilserleri  gibi  komplikasyonlar  varhiginda, hastalar diizenli transfiizyona
baslatilmalidirlar. Gerek gastrointestinal sistemden demir emilimindeki artig, gerekse
hemoglobinin denaturasyonu sonucu hem yapisindan demirin serbestlesmesi
durumunda, transfiizyon bagimli olmayan talasemi intermedia hastalarinin dokularinda
demir birikimi meydana gelir (Musallam ve ark., 2012; Taher ve ark., 2013). Talasemi
intermedia hastalarinda, inefektif eritropoez artisi, kronik anemi ve buna bagh artmis
gastrointestinal demir emilimi ve demir birikimine bagli komplikasyonlar bazen talasemi

major hastalarina gore daha sik goriilebilmektedir.

Talasemi major (Cooley anemisi)

Beta talaseminin en agir formudur. Talasemi major kisiler hayatlarini diizenli
transflizyonlarla siirdiirebilirler. Talasemi majorlii olgularda, azalan fetal hemoglobinin
yerine normal erigkin hemoglobini yeterli diizeyde yapilamadigi i¢in, genelde hayatin ilk
alt1 ay1 i¢inde anemi gelisir. Talasemi major olan bebekler genellikle solukluk, biiyiime
geriligi, hepatosplenomegali nedeni ile karinda sislik gibi bulgularla kendini gosterir.
Periferik kan yaymasinda hipokromi, mikrositoz, normoblastlar, goézyasi hiicreleri,
bazofilik noktalanmalar ve target hiicreleri goriiliir. Hastalarda agir anemi ve agir bir
mikrositoz vardir. Bu hastalara transfiizyon baglanmazsa agir anemi, gelisme geriligi,
hepatosplenomegali, kardiyak sorunlar, kemik deformiteleri ve patolojik kiriklar
goriilmektedir. Bu bulgular diizenli transfiizyon tedavisine erken baslanarak

engellenebilir.



Transflizyonla amaglanan, doku hipoksisinin diizeltilerek normal biiylime-gelismenin
saglanmast ve ekstramediiller hematopoezin baskilanmasidir. Talasemi hastalarinin
hemoglobin diizeyi, ortalama 3-4 haftalik aralarla uygulanan eritrosit siispansiyonu
transfiizyonlar1 ile 9.5-10 g/dL’nin iizerinde tutulmaya calisilmaktadir. Diizenli
transflizyon alan hastalar, kendi yasitlar1 gibi puberte donemine kadar sorunsuz biiytirler.
Sonraki durumlar1 ise diizenli selasyon tedavisi alip almamalarma gore degisiklik

gosterir.

Coklu kan transfiizyonlar1 nedeniyle hastalarin dokularinda demir birikimi goriiliir.
Bunun yam sira, diizensiz kan transfiizyonu alan olgularda gastrointestinal sistemden
demir emilimindeki artis nedeniyle dokularda demir birikimi olur. Fazla demir dalak,
karaciger kupffer hiicreleri, kemik iligi retikiiloendotelyal hiicreleri, miyokardiyum ve
endokrin organlar gibi parankimal dokularda depolanir. Demir birikimi sonucunda
serbest radikal olusumundaki artig, talasemi hastalarinda oksidatif stres ve doku
hasarinin olusmasina neden olur. Sonug olarak, biiyiime geriligi, seksiiel olgunlagsmada
gecikme, farkli endokrin eksikliklere bagli komlikasyonlar ve kardiyak komplikasyonlar
gortlebilir. Giliniimiizde transfiizyonel demir birikimini azaltmak amaci ile ii¢ farkh
selator (deferoksamin, deferipron ve deferasiroks) kullanilmaktadir ve yeni selatorler de
gelistirilmeye devam edilmektedir (Rienhoff ve ark., 2011; Neufeld ve ark., 2012).
Diizenli transfiizyon alan ve selasyon tedavisine tam uyum saglayan hastalar, normal
bliylime gelismelerini saglayabilirler. Ancak, 1iyi takipli hastalarda dahi c¢esitli
komplikasyonlar goriilmektedir. Talasemi hastaliginin tek ve kesin tedavisi kok hiicre
yada kemik iligi naklidir. Bu tedavi yalnizca tam uyumlu donor varliginda ve belli
kriterleri saglayan hastalara uygulanmaktadir. Gelecekte daha efektif selator

tedavilerinin ve gen tedavi yontemlerinin gelistirilmesi umut edilmektedir.

2.3. Demir Metabolizmasi

2.3.1 Viicuttaki Demir Dagilimi

Demir tiim canlilar i¢in esansiyel bir eser elementtir. Oksijen taginmasindan sorumlu
olan hemoglobin ve miyoglobin yapisinda bulunan hem icin de gerekli bir molekiildiir.
Demir, elektron alip verme Ozelligi nedeniyle, DNA sentezi ve tamiri, enerji

metabolizmasi ve hiicre proliferasyonunda da rol alir (Ganz ve Nemeth, 2006). Giinliik
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1-2 mg demir gastrointestinal sistem tarafindan emilir. Ancak, insan metabolizmasi
giinliik 25 mg demire ihtiya¢ duyar ve bunun %80°1 kan yapiminda kullanilir (Andrews,
2000). Bu miktarin biiyiik bir kismi hasarlanmis ya da yaslanmis eritrositlerin
parcalanmasindan elde edilir. Organizmada bulunan demirin kalan kismi miyoglobin,
sitokromlarda, karaciger ve retikiiloendotelial sistem makrofajlarinda depolanir.
Organizmadan demir atan normal fizyolojik bir mekanizma yoktur. Gastrointestinal
sistemden dokiilen epitelyal hiicreler ve kanamalar disinda demir kaybi olmaz. Diyet
demirinin %10’u duodenumdan olmak {izere giinde 1- 2 mg demir emilir ve 1-2 mg
demir digki ile atilir. Demir dengesinin saglanmasi viicut i¢in ¢ok Onemlidir. Demir
eksikliginde basta anemi olmak iizere ¢esitli sorunlar goriiliir. Diger taraftan demir
fazlalig1 hiicresel hasarlara yol agmaktadir (Ramm ve Ruddell, 2005). Organizmada
demir higbir zaman serbest birakilmamaya g¢alisilir. Transferrinle taginir ve ferritinde
depolanir. Organizmadaki demir konsantrasyonu ¢ok siki bir denetim altindadir. Bunun
icin organizmalar demir diizenleyici mekanizmalar gelistirmislerdir (Borch-Iohnsen ve
ark., 2009). Demir homeostazini etkileyen ii¢ temel unsur vardir: demir emilimi, demir

dagilimi ve demir depolanmasi.

2.3.2. Diyet Demirinin Emilimi

Demir duodenumdan ve proksimal jejenumdam emilir. Viicudun demiri aktif olarak
disar1 atmasi i¢in bir yol olmamasi nedeniyle, diyetteki demirin duodenumdan
emiliminin diizenlenmesinin demir homeostazinda kritik bir rolii vardir. Demirin
duodenumdan emilmesi igin ferrik formdan (Fe™) ferréz forma (Fe'™) indirgenmesi
gerekir (Munoz ve ark., 2011). Polifenoller ve fitik asitce zengin diyetler, C vitamini
eksikligi, Helikobakter pilorinin neden oldugu gastrit ve bariatrik cerrahi gibi etmenler
demir emilimini azaltir (Evstatiev ve Gasche, 2012). Diyetle alinan demir, organik hem
demiri ve inorganik demir olmak tizere iki sekildedir. Organik ve inorganik demirin
emilimi Sekil 2.4’de gosterilmistir. Hem demiri ette bulunur, hemoglobinin yikim {iriinii
olarak olusur ve ferrdz (Fe™) formdadir, ve herhangi bir indirgeme islemine gerek
duyulmadan direk olarak enterosit i¢ine alinir. Enterositlerden plazmaya gecerken
inorganik demir ile ayni yolu kullanir. Hem dist inorganik demirin ¢ogu ferrik (Fe™)
demir seklindedir ve emilimi ¢ok daha komplekstir. ilk olarak ferrik demir bir rediiktaz

enzim olan duodenal sitokrom b (DCytb) tarafindan ferr6z forma rediikte edilir. Divalan
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metal tasiyicist 1 (DMT 1) ile enterosit igine alinir. Demir, organizmanin demir
ihtiyacina gore enterositin bazolateral kismindan ferroportin araciligi ile plazmaya verilir
ve hefastin denilen ferrooksidaz ile Fe+2, Fe'? haline okside edildikten sonra transferrine

yiiklenir (Uysal, 2007).
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Sekil 2.4. Besinsel demirin emilimi (Papanikolaou ve Pantopoulos, 2017). Dcytb, Duodenal sitokrom b;
DMTI, divalan metal tagiyicist 1.

2.3.3. Demirin Tasinmasi

Her transferrin molekiilii iki Fe™i giiclii bir sekilde baglar. Transferrine yiiklenen
demir, portal dolasimdan ¢ogu kemik iliginde eritrosit Ooncii hiicreleri olmak iizere
hiicrelere taginir. Transferrindeki demir hedef hiicreye reseptdr bagimli endositoz
tarafindan alinmaktadir. Hepatositler portal dolasimdan aldiklar1 demiri depolarlar ve
gerektiginde ferroportin yolu ile tekrar dolasima verirler. Makrofajlar ise ilk olarak
fagosite ettikleri yasl eritrositlerdeki hemoglobinden demiri alirlar. Makrofajlardaki
demir ya ferroportin ile plazmaya verilir ya da hiicre i¢inde ferritin seklinde depolanir

(Munoz ve ark., 2011).

2.3.4. Hiicresel Demir Metabolizmasinin Diizenlenmesi
Hiicresel diizeyde demirin tasinmasi, depolanmasit ve kullanimi ile ilgili tiim ana
proteinlerin sentezi posttranskripsiyonel olarak hiicre i¢i demirle diizenlenmektedir. Bu

diizenlenme, demir diizenleyici proteinler (IRP, iron regulatory protein) ve demir duyarh
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element (IRE, iron responsive element) arasindaki iliskiye baglidir. Hiicre dis1 demir
konsantrasyonu normal sinirlarda iken hiicresel demir dengesi transferrin ve ferritin
diizeylerini ayarlayan IRP/IRE sistemi ile diizenlenir. Buna gore, demir sitoplazmik
demir miktaria gore gerektiginde hiicreye alinir, gerektiginde depolanir. Hiicre iginde
demir eksikligi oldugunda IRP’lerle IRE’ler baglanirlar. Bu baglanma transferrin
reseptor yikimini azaltarak, daha fazla demirin hiicre icine alinmasina neden olur.
Hiicresel demir fazlaliginda ise IRP yapisal olarak degisip IRE’lere baglanmaz.
Transferrin reseptorii azalir ve hiicre i¢ine demir alimi1 durur. Ferritin sentezi artirilarak
ortamdaki demirin depolanmasi saglanir. Hepatositler ve makrofajlar viicudumuzda
demir depolayan baglica hiicrelerdir. Bu hiicrelerde demir, ferritin olarak depo edilir.
Ferritinin agir (H) ve hafif (L) zincirlerden olusan 24 alt birimi vardir. H zinciri Fe ™yi
Fe™’e doniistiiren ferrooksidaz aktivitesine sahiptir ve bu sayede demirin yap1 icinde
depolanmas1 saglanir. L zinciri ise daha ¢ok yapmin stabilizasyonunu ve demir
iyonlarinin yapinin i¢ine tasmmasini kolaylastirir (MacKenzie ve ark., 2008). Demir
eksikligi durumunda, ferritin seklinde depolanan demir plazmaya salinir. Hiicrelerden
demir ¢ikis1 ise ferroportin denen spesifik bir tasiyici ile saglanir. Ferroportin
aracilifiyla demirin hiicreden ¢ikist onemli bir smirlayict basamak olarak kabul

edilmektedir (Ganz, 2005; Ward ve Kaplan, 2012).

2.3.5. Hepsidin

Demir homeostazinin ana diizenleyicisi hepsidindir. Hepsidin molekiilii (“hep” hepatik
kokenli, “cidin” antimikrobiyal aktivite), ilk olarak 2000 yilinda antimikrobiyal
fonksiyonu olan bir peptid olarak tanimlanmistir. Hepsidin esas olarak karacigerde
sentezlenerek dolasima verilen ve idrarla atilan bir peptid hormondur. Hepsidin HAMP
geni tarafindan kodlanir. Hepsidin ¢ogunlukla hepatositlerde {iiretilmekle birlikte yag
hiicrelerinde, makrofajlarda, nétrofillerde, pankreatik [-hiicrelerde ve bdbrek
hiicrelerinde de iiretilebilmektedir. Ancak, bulgular net degildir (Reichert ve ark., 2017).
[k olarak 84 amino asitlik pre-hepsidin, sonrasinda 64 aminoasitlik prohepsidin ve en
sonunda enzimatik kesilmelerle biyolojik olarak aktif formu olan 25 amino asitlik

hepsidin olusur (Jordan ve ark., 2009).
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Hepsidinin kesfinden sonra organizmada, demir dengesinin kontrolii yeni bir yon
kazanmigtir. Hepsidin demir homeostazini 3 farkli yolla yapar: duodenumda besinlerden
demir emilimini azaltma, dolasimdaki makrofajlardan demir salinimini blokajlama ve
hepotositler icindeki demir stoklarinin taginmasini kontrol etme (Ganz ve Nemeth,
2012). Plazma demir konsantrasyonu arttiginda, hepatik dokularda hepsidin mRNA
transkripsiyonu artar. Hepsidin enterositlerden demir emilimini ve makrofajlardan demir
salinimin1 engelleyerek, dolasimdaki demiri azaltir ve demir dengesini diizenler. Plazma
demir diizeyi diistiigiinde hepsidin transkripsiyonu azalir (Pak ve ark., 2006). Hepsidin
reseptorii  bir bazolateral transmembran proteini olan ferroportindir. Duodenal
ferroportin plesentada, enterositlerde, retikiiloendotelial makrofajlarda ve hepatositlerde
bulunur. Ferroportin depo demir miktarina ve eritropoez hizina gore, hiicre i¢indeki
demiri disar1 ¢ikarir. Son yillarda hepsidinin ferroportin {lizerindeki diizenleyici rolii
oldukca cok sayida calismaya konu olmustur (Ganz, 2003; Rishi ve ark., 2015).
Hepsidin, hiicre yiizeyindeki ferroportin ekspresyonunu kontrol eder. Hepsidinin
ferroportine baglanmasi, ferroportinin hiicre i¢ine alinmasina ve lizozomal yikilisina yol
acar. Bunun sonucunda, membrandaki ferroportin miktar1 azalir. Ferroportinin hiicre
yiizeyinden kaybi, demirin plazmaya gecisini engeller. Sonu¢ olarak, hepsidin ince
barsaktan demir emilimini azaltir, makrofajlardaki demirin plazmaya verilmesini ve
hepatik depolardan demir mobilizasyonunu engeller. Hepsidin eksikligi bagirsaklardan
demir emilimini artirir ve demirin viicutta depolanmasina yol agar. Demir eksikligi
durumunda hepsidin diizeyleri diiser. Cesitli ¢aligmalar, hipoksi, demir eksikligi,
enflamasyon ve eritropoezin hepsidinin ekspresyon diizeyini etkiledigini gostermistir
(Pak ve ark., 2006; Mastrogiannaki ve ark., 2012). Ancak, bahsedilen bu etkenlerin
hepsidin ekspresyonunu nasil etkiledigi tam olarak acikliga kavusturulamamistir.
Hepsidin ve demir dengesi Sekil 2.5’de gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda,
hepsidin demir metabolizmasinin ana diizenleyici olarak kabul gérmiistiir. Bu nedenle,
hepsidin ekspresyonunu artiran ve azaltan etmenler ve bunlarin etki mekanizmalar ile

ilgili ¢alismalara hizla devam edilmektedir (Rishi ve ark., 2015).
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Sekil. 2.5. Hepsidin ve demir dengesi (Meynard ve ark., 2014).

2.4. Demir ve Eritropoez

Eritropoez giinliik 20-30 mg demire ihtiya¢ duyar (Papanikolaou ve Pantopoulos, 2017).
Her giin diyet yoluyla alinan demir ve yagh eritrositlerin yikimindan elde edilen demirin
%80’1 yeni eritrosit hemoglobininin sentezi i¢in kullanilir (Finch ve ark., 1970). Eritroid
onciillerin olgunlasmasi ve ¢ogalmasi hipoksemiye yanit olarak bobreklerden salgilanan
bir sitokin olan eritropoetin ile kontrol edilir. Kanama ve hemoliz gibi durumlarda EPO
salgilanmasi artar ve eritroid dnciillerin cogalmasi uyarilir (Ginzburg ve Rivella, 2011).
Eritropoezde eritroid onciillerin farklilagmasi sirasinda Hb tiretmek i¢in hem ve globin
zincirlerinin  orantili  sekilde iretilmesine ihtiyag duyulur. Bu nedenle demir
metabolizmasi1 ve eritropoez birbirleriyle iliski i¢indedir. Eritroid hiicre farklilasmasi
sirasinda demir ihtiyac1 artar. Demir depolar1 yetersiz oldugunda mikrositik anemi
gelisir ve eritrositlerin oksijen tasima kapasitesi azalir. Bu durumda eritropoez ig¢in
gerekli demirin bulunmasi i¢in diyetten demir emilimi, hepatositlerdeki, dalak ve
karaciger makrofajlarindaki demir depolarindan demir salinimi kontrollii bir sekilde

artirilir.

Anemi ve bunun sonucu olusan hipoksi eritropoetin liretimini artirir (Koury ve

Bondurant, 1990). Bu sekilde yeni kirmizi kan hiicreleri yapilir. Artmis eritropoez
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nedeni ile ¢ok fazla demire gereksinim duyulur. Bu nedenle hizli bir sekilde demir
mobilizasyonu ve demir emilimi saglanir. Son yillarda karaciger hepsidin
ekspresyonunun anemiye yanit olarak azaldigi gosterilmis (Pak ve ark., 2006) ve bu
durum da fonksiyonel eritroid Onciillerinin hepsidini baskilayabilecegi goriisiinii
dogurmustur. Baslangigta biiyiime farklilasma faktori-15 (GDF15) ve Twisted
gastrulasyon proteini homolog 1 (TWSGI1), hepsidini baskilayan eritroid regulatorler
olarak tanimlanmistir (Tanno ve ark., 2007; Tanno ve ark., 2009). Son yillarda ise yeni

bulunan bir eritroid regulator olan eritroferronun hepsidin ile iligkisi aragtirilmaktadir.

2.4.1. Bityiime Farkhilasma Faktorii-15 (GDF15)

Eritropoezin hepsidini hangi etmenlerle ve mekanizmalarla diizenledigi konusunda
caligmalar halen devam etmektedir. Bu c¢alisma basliklarindan birisi hepsidin
ekspresyonu iizerinde baskilayici rolii oldugu diisiiniilen ve eritroblastlardan salinan
bliylime farklilasma faktorii-15’dir (Zhao ve Chang, 2011). GDF15 aym1 zamanda
makrofaj inhibitor sitokin-1, plasental doniistiiriicti biiyiime faktorii-p, plesantal kemik
mofogenik protein, prostat kaynakli faktor ve NSAID (steroid olmayan antienflamatuar
ilag)-aktivite edilmis gen 1 olarak da bilinir. GDF15 enflamatuar ve apoptotik yolaklarin
diizenlenmesinde gorev alir. Kardiyovaskiiler, diyabet, kronik bobrek hastaliklar1 ve

kanser gibi bir¢ok hastalikta ekspresyonu artar (Lindahl, 2013).

GDF15 diizeyleri, inefektif eritropoezin artis gosterdigi talasemi intermedia ve
transflizyon bagimli talasemi major hastalarinda ¢ok yiiksek bulunmustur (Musallam ve
ark., 2011; Athiyarath ve ark., 2014; Tantawy ve ark., 2015). Talasemi serumlarindaki
GDF15 diizeyleri saglikli bireylerin 100 katina ¢ikabilmektedir (Ronzoni ve ark., 2015).
Yapilan g¢alismalarda talasemilerin GDF15 diizeylerinin ferritin diizeyleri ile pozitif
korelasyon gosterdigi belirtilmistir (Musallam ve ark., 2011; Tantawy ve ark., 2015).
Ayrica, GDF15’in artmis diizeylerinin hepsidini baskiladigi bildirilmistir (Tanno ve ark.,
2007). Diger taraftan inefektif eritropoezin hepsidini baskiladig1 (Ginzburg ve Rivella,
2011) ve eritropoez diizeyi ile GDF15 arasindaki korelasyon varligi da gosterilmistir
(Ronzoni ve ark., 2015). Bu nedenle, GDF15’in artmis eritropoez veya inefektif
eritropoez sirasinda hepsidini baskilamak i¢in salgilanan bir etmen olabilecegi

diisiintilebilir. Ancak, yapilan bir ¢alismada GDF15 eksikligi olan farelerde kanama
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durumunda hepsidindeki azalma saglikli farelere gore bir degisiklik gdstermemistir
(Gardenghi ve ark., 2014). GDF15’in demir metabolizmasindaki fonksiyonu tam olarak
anlagilamamistir ve GDF15 ekspresyonunun daha ¢ok hiicresel stres ve apoptosis ile
iliskili olabilecegi gosterilmistir (Li ve ark., 2013; Adela ve Banerjee, 2015). GDF15’in
inefektif eritropoezin derecesini gostermek igin yarar saglayabilecegi sOylenmistir
(Musallam ve ark., 2011; Ronzoni ve ark., 2015). Talasemilerde GDF15’in kullanigh bir

biyobelirte¢ olup olmadiginin gosterilmesi igin ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

2.4.2. Eritroferron (ERFE)

Son yillarda hepsidin ekspresyonu {izerinde etkili olan ve eritroferron adi verilen yeni bir
diizenleyici hormon bulunmustur (Kautz ve ark., 2014b). Eritroferron Clg-tiimér
nekrosis protein ailesinden bir hormondur. Eritroferron ilk olarak 2014 yilinda farelerin
kemik iliginde tespit edilmistir. Eritroferron insanlarda FAMI132B geni tarafindan
kodlanir ve eritroblastlarda tretilir. Eritroferron insanda 354 aminositten olusurken,
farede 340 aminoasitten olusur ve %70 homoloji gosterir. FAM132B eritropoetine
yanith bir gendir ve ERFE sentezi eritropoetinin Jak2/Stat5 sinyal yolagini aktive etmesi
ile diizenlenir. Eritropoetin verilen farelerin dalak ve kemik iliklerinde ERFE mRNA
ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (Kautz ve ark., 2014b). Ayni c¢alisma ekibi
ERFE’nin hepsidin iizerine baskilayici rolii oldugunu gostermislerdir (Kautz ve ark.,
2015). Bu arastirmaya gore, ERFE direkt olarak karacigere etki ederek hepsidin
tiretimini baskilamakta ve yeni kirmizi kan hiicrelerinin iiretiminde kullanilmasi i¢in
ortamdaki demiri arttirmaktadir. Baska bir calismada, ERFE’nin hepsidini baskilayip
mevcut demiri arttirdifi ve bdylece enflamasyon anemisinin diizeltilmesinde etkili
oldugu gosterilmistir (Kautz ve ark., 2014a). Insanlarda yapilan calismalar heniiz ¢ok az
sayidadir (Ganz ve ark., 2017; Schotten ve ark., 2017; El Gendy ve ark., 2018).
Eritroferron c¢alismalar1 ile demir metabolizmasinin aydinlatilmasinda 6zellikle
eritropoez ile demir iligkisinin aydinlatilmasinda ilerleme kaydedilecegi umut

edilmektedir.

2.5. Talasemilerde Demir Metabolizmasi
Demir birikimi transfiizyon bagimli olsun ya da olmasin tiim talasemi hastalart igin

morbidite ve mortalitenin baslica nedenidir. Anemiyi dnlemek ve yeterli Hb diizeylerine
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ulasarak inefektif eritropoezi baskilamak i¢in, talasemi hastalarina diizenli transfiizyon
yapilmaktadir. Hayat boyu tekrarlayan bu kan transfiizyonlar1 demir yiiklenmesine
neden olmaktadir. Her 200 ml eritrosit siispansiyonunda yaklasik 200 mg demir vardir
(Nienhuis ve Nathan, 2012). Organizmamizda fazla demirin atilmasi i¢in diizenleyici bir
mekanizma bulunmamaktadir. Demirin depolanmasi ilk olarak kemik 1iligi ve
retikiiloendotelyal sistem (RES) hiicrelerinde gergeklesir. Retikiiloendotelyal sistem
hiicrelerinin demir depolama kapasiteleri asilinca, demir makrofajlardan plazmaya
salinmaya baslar (Angelucci ve ark., 2000). Normal sartlarda transferrinin demir
saturasyonu %30 oranindadir. Transferrinin demir baglama kapasitesi tamamen
doldugunda, plazmada transferrine bagli olmayan demir tiirleri olusur (Hershko ve ark.,
1978). Bu demir tiirleri; demir sitrat monomerleri, oligomerleri, polimerleri olabilecegi
gibi proteine bagli formda da olabilir. Transferrine bagli olmayan demir indirgenmis
oksijenden hidroksil radikalleri olusturmak i¢in gii¢lii bir katalizérdiir. Bu reaktif oksijen
tiirleri (ROS) lipid peroksidasyonuna, amino asit zincirlerinin oksidasyonuna, protein-
protein capraz baglantilarina ve protein pargalanmalarina neden olur (Cadenas, 1989).
Antioksidanlar tarafindan yeteri kadar detoksifiye edilemiyen ROS, hiicre ve doku
hasarlarina yol acar (Sekil 2.6). Fazla demir ilk olarak viicudun en biiyiik demir deposu
kaynagi olan karaciger organinda depolanir. Daha sonra diger endokrin parankimal
organlar ve miyokart hiicrelerinde depolanmaya devam eder. Demir birikimi bu
dokularda hasara ve fonksiyon kayiplarina neden olur. Tedavi edilmezse agir morbidite
ve mortaliteye neden olur (Ginzburg ve Rivella, 2011). Yeterli ve uygun selasyon
tedavisi almayan talasemi hastalarinda kalp yetmezligi baslica 6lim nedenidir.

Talasemideki mortalite ve morbitide selasyon tedavisine uyumla yakindan iliskilidir.
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Sekil 2.6. Demir birikimine bagli organ hasar1 (Saliba ve ark., 2015). NTBI, transferrine bagli olmayan
demir; TBI transferrine bagli demir.

Talasemilerde gastrointestinal sistemden fazla demir emilmesine bagli olarak da demir
birikimi  goriiliir. Bu durum O6zellikle inefektif eritropoezin transfiizyonla
baskilanamadig1 TI hastalarinda goriiliir. Bu hastalarda eritroid hiicre farklilagmasi i¢in
demir ihtiyaci artmaktadir. Bu nedenle, diyet demirinin emilimi artar. Alinan fazla demir
zamanla doku ve organlarda birikir. Son yillarda eritropoez ile demir birikimi arasindaki
iliskiyi aydinlatabilmek i¢in, hepsidin regiilasyonunda rol oynayan eritroid etmenlerle
ilgili ¢alismalar yapilmaktadir. Talasemi hastalarinda inefektif eritropoez ve kisalmig
eritrosit Omriine bagli olarak anemi goriiliir. Anemi eritropoetin iiretimini uyarir ve
eritropoezin artmasina neden olur. Eritroid aktivitedeki artis GDF15, TWSG1 ve ERFE
gibi eritroid etmenlerin artisina neden olur. Artmis bu eritroid etmenlerin karacigerde
hepsidin ekspresyonunu baskiladigi ve duodenal enterositlerden demir emiliminin
artmasina yol ac¢tigr diislinlilmektedir (Leecharoenkiat ve ark., 2016) (Sekil 2.7).
Hepsidinin diisiik olmasi, duodenumdan demir emiliminin fazla olmasina ve demirin
hiicrelerdeki dagiliminin bozulmasina neden olur (Nemeth, 2010). Bu durum hastalarda
sistemik demir birikimini ve organ hasarmi artirmaktadir. Talasemi hastalarinda
hepsidin diizeyini diizenleyen en 6nemli etkenlerden biri de demirdir. Hepsidin demir

birikimine bagli olarak artmaktadir (Sangkhae ve Nemeth, 2017). Nitekim talasemi
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major hastalarinda hepsidin diizeylerinin talasemi intermedia hastalarma gore daha

yiikksek oldugu gosterilmistir (Nemeth ve Ganz, 2006). Talasemi major hastalarinda

yapilan kan transfiizyonlarinin eritropoezi baskilamasi sonucu hepsidin diizeyleri artar

Diger taraftan, bu hastalarda transfiizyonlara ve artan demir birikimine bagli olarak

hepsidin diizeyi artabilir. Bu nedenle, gastrointestinal sistemden demir emilimi TM

hastalarinda TT hastalarina gore daha diisiik olabilir.
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Sekil 2.7. Beta talasemi hastalifinda olasi demir disregiilasyon mekanizmasi (Leecharoenkiat ve ark.,

2016).

Eritroferron ¢ok yeni bir molekiil olmasina ragmen, demir metabolizmasinin ana

diizenleyicisi hepsidin iizerindeki baskilayici roliiniin agikliga kavusturulabilmesi i¢in

caligmalar yapilmaktadir (Kautz ve ark., 2015). Bu nedenle, talasemi hastalarinda

hepsidin diizenleyici tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi i¢in ERFE ¢alismalarinin

yapilmasi onemlidir. Ancak, talasemilerde yapilan ERFE caligmalari ¢ok azdir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Olgular

Bu proje i¢in Akdeniz Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan onay alindi.
Calismaya dahil edilen tim bireyler, calismanin igerigi ve calismanin asamalari
konusunda bilgilendirildiler. Bireylerin her birinden yazili onam formu alindi. 18
yasindan kiigiik bireylerin hem kendilerinden (okuma yazma bilenlerden) hem de yasal
vasilerinden onam formu alindi. Calismaya dahil edilen talasemi major ve talasemi
intermedia hastalarinin yas, cinsiyet, tan1 yasi, transfiizyona baslama yasi, transfiizyon
sikligr ve splenektomi Oykiisii olup olmadigr kaydedildi. Calismaya dahil edilen 80
olguda hemogram, alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST),
yiiksek sensitif C-reaktif protein (hs-CRP), ferritin, demir, transferrin, total demir
baglama kapasitesi (TDBK), eritropoetin (EPO), eritroferron (ERFE), hepsidin ve
biiylime farklilasma faktorii-15 (GDF15) olgiildii.

Bu aragtirmaya dahil edilen bireyler almis olduklar1 taniya gore dort gruba ayrildilar:

Grup 1 (kontrol grubu): Kontrol grubu, hasta gruplariyla ayni yasta, transfiizyon
Oykiisii olmayan, talasemi tasiyiciligr gibi herhangi bir hemolitik anemi bulgusu
gostermeyen ve kronik bir hastalifi olmayan 20 saglikli bireyden olustu. Kontrol
grubundaki bireylerin yas ortalamasit 14,23 yildi. Bu grubu olusturan kisilerin 11°1 kiz ve
9’u erkekti. Kontrol grubundaki bireyler ¢alismaya alinmadan 6nce hemogram, ferritin,
hemoglobin elektroforezi ve CRP testleri ¢alistirilarak bireylerde hemolitik anemi ve

enflamasyon olup olmadigi arastirildi. Anemisi ve enfeksiyonu olan bireyler, bu gruba

dahil edilmediler.

Grup 2 (talasemi tasiyicisi (TT)): Akdeniz Universitesi Hastanesi Pediatrik
Hematoloji-Onkoloji  Poliklinigi’'nde takip edilen, talasemi major hastalarinin
ebeveynleri veya diger aile bireylerinden secilen 20 birey bu gruba dahil edildi. Bu
grubu olusturan kisilerin yas ortalamasi 16,20 yildi. Bu bireylerin 12’si kiz ve 8’i

erkekti.
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Grup 3 (talasemi intermedia (TI)): Akdeniz Universitesi Hastanesi Pediatrik
Hematoloji-Onkoloji Poliklinigi’nde takip edilen, diizenli olarak transfiizyon almayan 20
talasemi intermedia hastasi bu gruba dahil edildi. Bu bireylerin 15’inin hig transfiizyon
Oykiisii yoktu. Transfiizyon Oykiisii olan 5 hasta ise son 6 ay i¢inde transfiizyon
almamigti. Bu gruptaki kisilerin yas ortalamasi 14,13 yildi. Bu bireylerin 8’1 kiz ve 12’si
erkekti.

Grup 4 (talasemi major (TM)): Akdeniz Universitesi Hastanesi Pediatrik Hematoloji-
Onkoloji Poliklinigi’nde takip edilen transfiizyon bagimli 20 talasemi major hastasi bu
gruba dahil edildi. Bu grubu olusturan bireylerin yas ortalamasi 16,23 yildi. Bu
bireylerin 10’u kiz ve 10’u erkekti.

3.2. Orneklerin Hazirlanmasi

Talasemi hastalarinin kan numuneleri, hematoloji poliklinigine bagvurduklarinda
transfliizyon yapilmadan 6nce alindi. Talasemi intermedia hastalarinin kan numuneleri
ise klinik takip i¢in poliklinige basvurduklari zaman alindi. Caligmaya dahil edilen
bireylerin tiimiinden diiz serum tiiplerine ve heparinli ve EDTA (etilendiamintetraasetik

asit)’I1 tiiplere kan numuneleri alindi.

Alman heparinli kan numuneleri hemen 1000 x g’de 15 dakika santrifiij edildi ve ayrilan
plazma, alikotlara ayrilarak ependorf tiiplerine konuldu ve ¢alisma giiniine kadar -80

°C’de saklandi. Bu numuneler hepsidin, eritroferron ve GDF15 ol¢limleri i¢in kullanildi.

EDTA’l1 kan numuneleri hemogram 6l¢limii ve hemoglobin elektroforezi i¢in kullanildi.
Serum numuneleri ferritin, transferrin, demir, ALT, AST, hs-CRP ve eritropoetin
diizeylerinin Slgiimii i¢in kullanildi. Bu testler i¢in alinan kan numuneleri 20 dakika

icinde laboratuvara ulastirildi.

3.3. Biyokimyasal Degiskenlerin Ol¢iimii

Eritroferron (ERFE), hepsidin ve biiyiime farklilagsma faktori-15 (GDF15) 6l¢iimleri
Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri Arastirma ve Uygulama Merkezi (SBAUM)’nde
bulunan Plate Reader (Thermo Labsystems, Multiskan Spectrum) kullanilarak yapildi.
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3.3.1. Eritroferron (ERFE) Ol¢iimii
Kontrol ve hasta gruplarindaki bireylerin ERFE konsantrasyonlar1 kit (MyBiosource,
San Diego, CA, USA, Kat. No:MBS940905) kullanilarak sandwich ELISA (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay) yontemi ile dl¢iildii.

Prensip

Standartlar ve plazma numuneleri icin FAM132B spesifik antikor kapli mikroplate
kuyucuklar1 igine pipetlenir ve var olan FAMI32B’nin immobilize antikorlarla
baglanmasi saglanir. Sonrasinda kuyucuklar yikanir ve FAMI132B icin spesifik
biyotinlenmis anti-human antikoru ilave edilir. Yikama isleminden sonra avidin bagh
HRP kuyucuklara eklenir. Baglanmamis avidin-enzim reaktiflerini uzaklastirmak igin
kuyucuklar tekrar yikanmir ve TMB (3,3',5,5'-tetrametilbenzidin) substrat ¢ozeltisi
kuyucuklara eklenir. ilk asamada baglanan FAM132B oranina gore renklenme olusur.
Stop ¢ozeltisi eklenmesiyle renk maviden sartya doniisiir ve iirliniin absorbanst 540 nm

veya 570 nm dalga boyu diizeltmesiyle 450 nm’de okunur.

Ayraclar
1. FAMI132B’ye spesik antikorla ile kaplanmis 96 kuyucuklu plate
Standart (dondurularak kurutulmus)
Biyotin antikoru (100xderisik)
HRP-avidin (100xderisik)
Biyotin antikor seyreltici
HRP-avidin seyreltici
Ornek seyreltici
Yikama tamponu (25xderisik)
TMB substrati

A T A e

10. Stop ¢ozeltisi

Yontem

Her bir kuyucuga 100 pl standart ve plazma numuneleri konuldu. Plate {izeri kapatilarak
37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Plate siizge¢ kagidi tizerine ters ¢evrilerek kuyucuklardaki
stvi uzaklastirildi. Yikama yapmadan kuyucuklara 100 pl seyreltilmis biyotin antikoru

eklendi ve plate tizeri kapatilarak 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Siirenin bitiminde
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kuyucuklar ters cevrilerek igerigi bosaltildi. Kuyucuklar yikama tamponu ile 5 kez
yikand1. Plate icerigi bosaltildiktan sonra 100 ul seyreltilmis HRP-avidin eklendi. Uzeri
kapatilan plate 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Aspirasyon ve yikama islemleri 5 kez
tekrarlandi. Her kuyucuga 90 ul TMB substrat eklendi ve 37 °C’de karanlikta 20 dakika
inkiibe edildi. Kuyucuklara 50 ul stop ¢ozeltisi eklendi. Kuyucuklardaki numunelerin
absorbans degerleri bes dakika i¢inde 540 nm dalga boyu diizeltmesiyle 450 nm’de
okundu. Standartlarin konsantrasyon degerlerine karsilik gelen absorbans degerleri
kullanilarak standart grafigi c¢izildi. Numunelerin ERFE konsantrasyonlar1 standart

grafiginden hesaplandu.

Standart Hazirlanmasi

Numune seyrelticisi kullanilarak 1000 pg/ml’lik standart stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu
stok ¢ozeltisinden 15,6, 31,25, 62,5, 125, 250 pg/ml’lik konsantrasyonlarda calisma
standartlar1 hazirlandi. Bu standartlar kit prosediiriinde belirtildigi gibi ¢alisilarak
absorbans degerleri okundu. Tiim standartlar ¢ift calisildi. Her bir standart i¢in elde
edilen iki absorbans degerinin ortalamasi alindi. Mybiosurce web sayfasinda bulunan
“Curve Expert” programi kullanilarak standartlarin konsantrasyon ve absorbans
degerlerine gore dort parametreli lojistik grafik cizildi. Bu grafik kullanilarak
numunelerin absorbans degerlerine karsi gelen konsantrasyon degerleri hesaplandi.
Numuneler seyreltilerek calisildig i¢in, grafikten hesaplanan numune konsantrasyonlari
seyreltme katsayilari ile ¢arpilarak numune konsantrasyonlar1 hesaplandi.
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Sekil 3.1. Eritroferron standart grafigi.
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3.3.2. Hepsidin Ol¢iimii
Kontrol ve hasta gruplarindaki hepsidin konsantrasyonlar1 kit (MyBiosource, San Diego,

CA, USA, Kat. No:MBS700759) kullanilarak sandwich ELISA yontemi ile ol¢iildi.

Prensip

Hepc25 i¢in spesifik antikorlarla kaplt mikroplate kuyucuklarina standart ve numuneler
pipetlenir. Antikora baglanmamis maddeler uzaklastirildiktan sonra, Hepc25 igin
spesifik biyotin bagl antikor kuyucuga eklenir. Yikama igsleminden sonra avidin bagh
Horseradish peroksidaz (HRP) kuyucuklara konulur. Baglanmamis avidin-enzim
reaktiflerinin yikanarak uzaklagtirllmasindan sonra, substrat c¢ozeltisi kuyucuklara
eklenir ve Hepc25 antikoruna baglanma miktariyla orantili olarak renk degisimi
gozlenir. Renk degisimi stop ¢ozeltisi ile durdurulur ve iirliniin absorbans1 540 nm veya
570 nm dalga boyu diizeltmesiyle 450 nm’de okunur. Standartlarin konsantrasyon
degerlerine karsilik gelen absorbans degerleri kullanilarak standart grafigi g¢izilir.

Numunelerin hepsidin konsantrasyonlari standart grafiginden hesaplanir.

Ayraclar
1. Hepc25 igin spesik antikorla ile kaplanmis 96 kuyucuklu plate
Standart (dondurularak kurutulmus)
. Biyotin antikoru (100xderisik)
. HRP-avidin (100xderisik)

. Biyotin antikor seyreltici

2

3

4

5

6. HRP-avidin seyreltici

7. Ornek seyreltici

8. Yikama tamponu (25xderisik)
9. TMB substrati

10. Stop ¢ozeltisi

Yontem

Her bir kuyucuga 100 pl standart ve plazma numuneleri konuldu ve plate tizeri
kapatilarak 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Siirenin bitiminde kuyucuklardaki sivi, siizgeg
kagidi iizerine ters gevrilerek uzaklastirildi. Herhangi bir yikama yapmadan kuyucuklara

100 pl seyreltilmis biyotin antikoru eklendi. Plate {izeri kapatilarak 37 °C’de 1 saat
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inkiibe edildi. Siirenin bitiminden sonra, kuyucuklar ters cevrilerek igerigi bosaltildi.
Kuyucuklar yikama tamponu ile 5 kez yikandi. Plate igerigi bosaltildiktan sonra 100 pl
seyreltilmis HRP-avidin eklendi. Uzeri kapatilan plate 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.
Siirenin bitiminde, aspirasyon ve yikama islemleri 5 kez tekrarlandi. Her bir kuyucuga
90 ul TMB substrat eklendi ve 37 °C’de karanlikta 20 dakika inkiibe edildi. Kuyucuklara
50 pl stop ¢ozeltisi eklendi. Kuyucuklardaki numunelerin absorbans degerleri bes dakika
icinde 570 nm dalga boyu diizeltmesiyle 450 nm’de okundu. Standartlarin
konsantrasyon degerlerine karsilik gelen absorbans degerleri kullanilarak standart grafigi

cizildi. Bu grafikten yararlanilarak numunelerin hepsidin konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Standart Hazirlanmasi

Standart sisesine 1 ml numune seyrelticisi eklenerek 300 ng/ml’lik stok standart ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu stok ¢o6zeltisinden 4,69, 9,38, 18,75, 37,5, 75, 150 ng/ml’lik
konsantrasyonlarda calisma standartlar1 hazirlandi. Bu standartlar kit prosediiriinde
belirtildigi gibi calisildi ve absorbans degerleri okundu. Absorbans dlgiimleri 570 nm
dalga boyu diizeltmesiyle 450 nm dalga boyunda yapildi. Ttiim standartlar ¢ift ¢alisildi.
Her bir standart i¢in elde edilen iki absorbans degerinin ortalamasi alindi. Mybiosurce
web sayfasinda bulunan “Curve Expert” programi kullanilarak standartlarin
konsantrasyon ve absorbans degerlerine gore dort parametreli lojistik grafik ¢izildi. Elde
edilen standart grafigi kullanilarak numunelerin absorbans degerlerine karsi gelen
konsantrasyon degerleri hesaplandi. Bazi numuneler seyreltilerek c¢alisildigi icin, bu
numunelerin standart grafiginden hesaplanan konsantrasyonlari seyreltme katsayilari ile

carpilarak sonuglar bulundu.
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Sekil 3.2. Hepsidin standart grafigi.

3.3.3. Biiyiime Farkhlasma Faktorii-15 (GDF15) Ol¢iimii
Kontrol ve hasta gruplarindaki GDF15 konsantrasyonlar1 kit (MyBiosource, San Diego,
CA, USA Kat. No:MBS824466) kullanilarak sandwich ELISA yontemi ile 6l¢tildii.

Prensip

GDF15 diizeyinin Ol¢imii antikorla kapli 96 kuyucuklu plate kullanilarak yapilir.
GDF15 o6l¢limii i¢in hazirlanan standartlar ve plazma numuneleri kuyucuklar igine
pipetlenir. GDF15 immobilize antikorlarla kuyucuklara baglanir. Kuyucuklar yikanir ve
biyotinlenmis anti-human GDF15 antikoru ilave edilir. Baglanmamis biyotinlenmis
antikorlarin yikanarak uzaklastirilmasindan sonra, HRP-bagh streptavidin kuyucuklara
eklenir. Kuyucuklar tekrar yikanir ve TMB substrat ¢ozeltisi kuyucuklara eklenir.
Baglanan GDF15 oranina gore renk olusur. Stop ¢dzeltisi eklenmesiyle renk maviden
sartya doniigiir ve olusan {iriiniin absorbanst 450 nm dalga boyunda okunur.
Standartlarin konsantrasyon degerlerine kars1 absorbans grafigi ¢izilir. Numunelerin

GDF15 konsantrasyonlar1 standart grafiginden hesaplanir.

Ayrraclar
1. Anti-human GDF15 antikoru ile kaplanmis 96 kuyucuklu ELISA plate
2. GDF15 standardi
3. Biyotin isaretli dedeksiyon antikoru (100x)
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4. Streptavidin-HRP
5. Standart/6rnek seyreltici
6. Dedeksiyon antikor seyreltici
7. Streptavidin-HRP seyreltici
8. Yikama tamponu (20x)
9. Stop ¢ozeltisi

Yontem

Her bir kuyucuga 100 pl standart ve plazma numuneleri eklendi. Plate {izeri kapatilarak
oda 1sinda 90 dakika boyunca yavasca calkalanarak inkiibe edildi. Siirenin bitiminde
kuyucuklar ters gevrilerek igerigi bosaltildi. Kuyucuklara yikama tamponu konularak 2
dakika bekletildi. Yikama islemi 3 kez tekrarlandi. Her bir kuyucuga 100 pl 100 kat
seyreltilmis biyotin isaretli dedeksiyon antikoru eklendi ve 37 °C’de 60 dakika inkiibe
edildi. Kuyucuklar yikama ¢ozeltisi ile 3 kez yikandi. Plate icerigi temiz bir siizgeg
kagidi lizerine ters cevrilerek tamamen bosaltildi. Her bir kuyucuga 100 pl seyreltilmis
Streptavidin-HRP eklendi ve 37 °C’de 45 dakika inkiibe edildi. Siirenin bitiminde
kuyucuklar 5 kez yikama ¢d6zeltisi ile yikandi ve siizge¢ kagidi {lizerine ters g¢evrilerek
plate icerigi bosaltildi. Tiim kuyucuklara 100 ul TMB substrat ¢ozeltisi eklendi ve plate
tizeri kapatilarak karanlikta 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Kuyucuklara 100 pl stop
¢oOzeltisi eklendi ve 450 nm dalga boyunda absorbanslar okundu. Hesaplama yapilirken
her bir tiipiin (standart ve numune) Slgiilen absorbans degerinden kor tiipiliniin absorbans
degeri cikarildi. Standartlarin konsantrasyon degerlerine karsilik gelen absorbans
degerleri kullanilarak standart grafigi ¢izildi. Bu grafikten yararlanilarak numunelerin
GDF15 konsantrasyonlar1 hesaplandi. Seyreltilen numunelerin grafikten bulunan

konsantrasyonlar1 seyreltme katsayilari ile ¢arpilarak son konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Standart Hazirlanmasi

Lyofilize olarak temin edilen GDF15 standardina 1 ml standart seyrelticisi eklenerek
stok standart c¢ozeltisi (1000 pg/ml) hazirlandi. Bu stok standart soliisyonundan 7,8,
15,6, 31,25, 62,5 pg/ml’lik konsantrasyonlarda c¢alisma standartlar1 hazirlandi. Bu
standartlar kit prosediiriinde belirtildigi gibi ¢alisildi. Tiim standartlar ¢ift ¢alisildi. Her

bir standart icin elde edilen iki absorbans degerinin ortalamasi alindi. Standartlarin
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konsantrasyon degerlerine karsilik gelen absorbans degerleri kullanilarak standart grafigi

cizildi. Bu grafik kullanilarak numunelerin GDF15 konsantrasyonlart hesaplandi.

GDF15
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Sekil 3.3. Biiylime farklilagma faktorii-15 (GDF15) standart grafigi.

3.3.4. Diger Laboratuvar Tetkikleri

Tiim bireylerin tam kan sayimlar1 (hemogram) EDTA’l1 tiiplere alinan kan 6rneklerinde
Advia 120 cihaz1 kullanilarak yapildi. Saglikli bireyler ve talasemi tasiyicilarinin
hemoglobin elektroforezleri EDTA’li kan Orneklerinde yiiksek basingli  sivi
kromotografisi (HPLC) yontemi ile Bio-Rad Varyant II cihazi kullanilarak yapildi.
Bireylerin serum ferritin konsantrasyonlart Siemens Centaur XP cihazi kullanilarak
kemiliiminesans yontemi ile niceliksel olarak Ol¢iildii. Bireylerin serum oOrneklerinde
transferrin ve hs-CRP diizeyleri nefelometrik yontem kullanilarak 6l¢iildii. Serum demir
konsantrasyonu, serum ALT ve AST aktiviteleri Siemens Advia 2400 kullanilarak
Olciildii. Eritropoetin aktivitesi immulite 2000 cihazi kullanilarak 6l¢iildii. Bu testlerin
olgimii Akdeniz Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari’ndan hizmet alimi

seklinde yapildi.
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3.4. Istatistik

Istatistiksel analizler SPSS istatistik programi (Version 23.0, Chicago, IL, ABD)
kullanilarak yapildi. Her bir gruptaki olgularin yas ortalamalar1 Kruskall Wallis testi
kullanilarak karsilastirildi. Gruplardaki olgularin cinsiyetleri arasinda fark olup
olmadigina Ki-Kare testi kullanilarak bakildi. Gruplarin MCV degerleri varyans analizi
(ANOVA) yapilarak karsilastirildi. Gruplar arasi hemoglobin ve hs-CRP degerleri
Bonferroni Diizeltilmis Mann Whitney U testi kullanilarak karsilastirildi. Ferritin, demir,
transferrin, TDBK, EPO ve hepsidin diizeylerinin analizlerinin yapilmasinda Kruskal
Wallis testi kullanildi ve sonrasinda yapilan ikili karsilagtirmalarda Bonferroni
Diizeltmeli Mann-Whitney U testi (a:0,008) kullanildi. Gruplarin
(hepsidin/ferritin)x 1000 oranlarinin  karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi ve
Independent Sample t-test kullanildi. Gruplar arasi ERFE ve GDFI15 degerlerinin
analizlerinde tek yonliit ANOVA testi kullanildi. ANOVA sonrast ikili karsilastirmalarda
post hoc test olarak Dunnet T3 testi kullanildi. Degiskenler arasindaki korelasyonlari
degerlendirmek icin Spearman'in Rho testi ve dagilim grafikleri kullanildi. 0.05'ten

kiiciik olan p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen bireylerin klinik 6zellikleri ve laboratuvar bulgular1 Tablo 4.1'de
Ozetlenmistir. Gruplardaki bireylerin yaslar1 arasinda fark bulunamamistir. Gruplardaki
bireylerin cinsiyetleri arasinda da fark bulunamamistir. Splenektomi yapilan talasemi
major (TM) ve talasemi intermedia (TI) hastalarinin sayilari 4’den daha az oldugu i¢in
hastalar splenektomi yapilan ve yapilamayan olarak gruplandirilamamistir. Bu nedenle,
caligilan parametrelere splenektominin etkisinin olup olmadigr istatistiksel olarak

gosterilememistir.

Saglikli bireylerin hemoglobin (Hb) degerleri talasemi major, talasemi intermedia ve
talasemi tasiyicist (TT) bireylerin hemoglobin degerlerinden daha yiliksek bulunmustur
(p<0.001). Talasemi tasiyicist bireylerin hemoglobin degerleri, TM ve TI hastalarinin
Hb degerlerinden daha yiiksek bulunmustur (p<0.001). Talasemi intermedia hastalarinin
Hb degerleri, TM hastalarinin pretransfiizyon Hb degerlerinden daha diisiik bulunmustur
(p<0.05). Talasemi intermedia ve TT gruplarindaki bireylerin MCV degerleri, kontrol ve
TM gruplarindaki bireylerin MCV degerlerinden daha diisiik bulunmustur (p<0.001).

Talasemi major grubundaki bireylerin ALT aktiviteleri, TT grubundaki bireylerin ALT
aktivitelerine gore daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). Diger gruplar arasinda ALT
aktivitesi bakimindan istatistiksel bir fark bulunamamistir. Talasemi intermedia
grubunun AST aktivitesi, TT ve kontrol grubunun AST aktivitelerine gore daha yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Enfeksiyon ve enflamasyonu dislamak i¢in hs-CRP diizeylerine
bakilmistir. Talasemi intermedia hastalarinin hs-CRP diizeyleri kontrol (p<0.05), TT
(p<0.005) ve TM (p<0.05) gruplarindaki bireylerin hs-CRP diizeylerinden daha yiiksek
bulunmustur. Tiim gruplarin hs-CRP diizeyleri normal laboratuvar araliklarinda

bulunmustur.
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Tablo 4.1. Kontrol ve talasemi gruplarindaki bireylerin (talasemi tagiyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major) klinik 6zellikleri ve laboratuvar bulgulari.

Kontrol TT TI ™ p-degeri
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)

Yas (yil, X £ SEM) 14.23 £2.20 16.20 £ 2.81 14.13 £2.36 16.23 £2.28

Cinsiyet (kiz/erkek) I11K/9E 12K/8E 8K/12E I0K/10E

Splenektomi yapilan olgu sayist - - 3 3

Transfiizyon sayisi (X (minimum-maksimum)) - - 7.4 (4-14) 285 (12-950)

Hb (g/dL, X + SEM) 13.35+0.25 11.62 +£0.32 9.01+0.29 9.55+0.29° p1<0.001  p,<0.001
p3<0.05  p4<0.001
Ps<0.001 ps<0.001

MCV (fL, X + SEM) 84.26+1.21 66.41 +£091 69.19 +1.80 81.76 + 0.78 p1<0.001  p;<0.001
p4<0.001  ps<0.001

Lokosit (BIN/mm,” X + SEM) 7.05+0.39 7.79 +0.39 11.77+£1.29 7.65 + 1.05 P2<0.005  p;<0.005
p4<0.001

ALT (U/L, X + SEM) 20.53 +£4.20 16.65 +£1.80 17.8 £2.07 28 +£3.92 ps<0.05

AST (U/L, X + SEM) 2432 £ 1.35 25.85+1.44 39.15+4.75 28.95+2.35 p><0.05 P4<0.05

hs-CRP (mg/dL, X + SEM) 0.12 £ 0.04 0.10+£0.05 0.22 +0.06 0.10+0.03 p2<0.005 p3<0.05
p4<0.05

[43

TT, talasemi tastyicisi; TI, talasemi intermedia; TM, talasemi major; Hb, hemoglobin; MCV, ortalama eritrosit hacmi; hs-CRP, yiiksek sensitif C-reaktif protein;
K, kiz; E,erkek; X + SEM, ortalama + standart hata. * Yalnizca 5 hastanin bilgileridir. Diger TI hastalar1 hig transflizyon almamustir. ®TM hastalarmin transfiizyon
oncesi Hb degerleri. py:kontrol ile TT; p,:TT ile TI; p;s: T ileTM; p4: kontrol ile TI; p5s:TT ile TM; pg:kontrol ile TM gruplarinin istatistiksel karsilastiriimast.



4.1. Demir Parametreleri
Tiim gruplarin ferritin, demir, transferrin ve total demir baglama kapasiteleri (TDBK)

Tablo 4.2°de gosterilmistir.

4.1.1. Ferritin Konsantrasyonlari

Tiim gruplarin ferritin konsantrasyonlari Tablo 4.2 ve Sekil 4.1°de gosterilmistir.
Talasemi tastyict grubunda bulunan bireylerin ferritin konsantrasyonlari, kontrol
grubundaki bireylerin ferritin konsantrasyonlarina gore daha diisiik bulunmustur
(p<0.05). Talasemi intermedia hastalarmin ferritin konsantrasyonu, TT ve kontrol
gruplarindaki bireylerin ferritin konsantrasyonlarindan daha yiiksek bulunmustur
(p<0.001). Talasemi major grubunda bulunan bireylerin ferritin konsantrasyonu, diger

tic gruptaki (TLLTT ve kontrol) bireylerin ferritin konsantrasyonlarindan daha yiiksek

bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.1. Kontrol ve talasemi gruplarinin (talasemi tasiyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major)
ferritin konsantrasyonlari.

4.1.2. Demir Konsantrasyonlari

Tim gruplarin demir konsantrasyonlar1 Tablo 4.2°de ve Sekil 4.2°de gdOsterilmistir.
Talasemi tasiyicist ve kontrol gruplarinin demir konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel
fark bulunamamistir. Talasemi major ve TI gruplarindaki bireylerin demir

konsantrasyonlari, TT ve kontrol gruplarindaki bireylerin demir konsantrasyonlarina
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gore daha yiiksek bulunmustur (p<0.001). Talasemi major hastalarinin demir

konsantrasyonlari, TI hastalarinin demir konsantrasyonlarindan daha yiiksek

bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.2. Kontrol ve talasemi gruplarinin (talasemi tasiyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major)
demir konsantrasyonlart.

4.1.3. Transferrin Konsantrasyonlari

Tim gruplarin transferrin konsantrasyonlari Tablo 4.2 ve Sekil 4.3’de gdosterilmistir.
Talasemi tasiyicist grubundaki bireylerin transferrin konsantrasyonlar1 ile kontrol
grubundaki bireylerin transferrin konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel fark
bulunamamigtir. Talasemi major ve TI gruplarindaki bireylerin transferrin
konsantrasyonlari, TT ve kontrol gruplarinin transferrin konsantrasyonlarina goére daha
diisik bulunmustur (p<0.001). Talasemi major grubundaki bireylerin transferrin
konsantrasyonlar1 ile TI grubundaki bireylerin transferrin konsantrasyonlari arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir.
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Sekil 4.3. Kontrol ve talasemi gruplarinin (talasemi tasiyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major)
transferrin konsantrasyonlari.

4.1.4. Total Demir Baglama Kapasiteleri

Tiim gruplarin total demir baglama kapasite (TDBK) konsantrasyonlar1 Tablo 4.2 ve
Sekil 4.4’de gosterilmistir. Talasemi intermedia grubundaki bireylerin TDBK
konsantrasyonlari, TT ve kontrol grubundaki bireylerin TDBK konsantrasyonlarindan
daha disiik bulunmustur (p<0.001). Talasemi major hastalarinin TDBK
konsantrasyonlar1 ile TI, TT ve kontrol gruplarindaki bireylerin TDBK

konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamaistir.
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Sekil 4.4. Kontrol ve talasemi gruplarmin (talasemi tasiyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major) total
demir baglama kapasiteleri (TDBK, total demir baglama kapasitesi).

4.2. FEritropoietin, Eritroferron, Hepsidin ve Biiyiime Fakhlasma Faktorii-15

Diizeyleri
Tiim gruplarin eritropoetin (EPO) aktiviteleri ve eritroferron (ERFE), hepsidin ve

bliylime farklilagma faktorii-15 (GDF15) konsantrasyonlar1 Tablo 4.2'de gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Kontrol ve talasemi gruplarindaki bireylerin (talasemi tastyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major) demir ve iligkili biyokimyasal parametreleri.

Parametreler Konfeot TT T ™ p - degeri

(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
Ferritin (ng/mL, X + SEM) 51.24 % 14.00 27.49 + 6.98 279.51+72.19 187633 + 380.49 glz 8-88 | gzz 8881
(minimum - maksimum) (14.50 - 252.00) (4.6 - 141.30) (17.70 - 1167.00) (411.50 - 6309.60) pz< 0.001 pz< 0.001
Demir (ug/dL, X + SEM) 77.87 + 8.60 65.37+ 6.31 131.06 + 10.56 233.77 + 17.59 p><0.001 ps< 0.001

(minimum - maksimum)

Transferrin (mg/dL, X + SEM)
(minimum - maksimum)

TDBK (ug/dL, X = SEM)
(minimum - maksimum)

EPO (mIU/mL, X + SEM)
(minimum - maksimum)

ERFE (pg/mL, X + SEM)

(minimum - maksimum)

Hepsidin (ng/mL, X = SEM)
(minimum - maksimum)

(Hepsidin/ferritin)x1000, X = SEM

(minimum - maksimum)

GDF15 (pg/mL, X + SEM)
(minimum - maksimum)

(27.40 - 186.40)

296.10 + 8.01
(226.00 - 371.00)

379.35 + 7.40
(323.00 - 453.00)

8.42+0.73
(4.28 - 16.50)

4680.61 = 181.79
(3385.79 - 5732.97)

16.89 £ 1.07
(11.15 - 31.50)

612.85 +75.53
(55.67 - 1060.69)

194.66 = 14.14
(92.47 - 319.41)

(9.50 - 127.30)

297.20 + 12.58
(218.02 - 423.00)

380.95 + 10.27
(296.00 - 455.00)

15.69 + 2.43
(4.76 - 49.10)

481127 +218.57
(2901.78 - 6533.24)

16.38  1.31
(10.14 - 32.71)

1098.40 = 175.96
(148.55 - 2770.00)

223.40 + 17.86
(125.93 - 425.95)

(78.80 - 227.00)

216.35+£25.93
(120.00 - 655.90)

267.25 £ 13.40
(176.00 - 405.00)

273.08 £ 75.49
(40.60 - 1240.00)

8254.75 +721.53
(3053.20 - 13550.06)

60.01 £ 16.17
(9.72 - 290.57)

526.75 + 182.54
(12.83 - 3494.90)

20325.65 £ 1932.29
(7286.27 - 35905.88)

(108.00 - 423.50)

169.15 + 8.05
(117.00 - 268.00)

369.90 + 39.17
(193.00 - 742.00)

83.71+11.15
(15.00 - 198.00

5785.02 + 389.60
(3018.61 - 9104.73)

25.47 £3.60
(9.51 -81.54)

23.06 % 5.69
(4.15 - 104.10)

19313.12 + 2207.57
(2233.66 - 37617.65)

ps< 0.001 ps< 0.001
ps< 0.001

p>< 0.001 ps<0.001
ps< 0.001 pg< 0.001

P>< 0.001 ps<0.001

1< 0.005 p,< 0.001
ps< 0.005 p,< 0.001
ps< 0.001 ps< 0.001

p:<0.05 ps<0.05
Ps< 0.01

pr< 0.005 p,< 0.01
ps<0.05 pe<0.05

P,<0.05 P;<0.005
ps< 0.001 pg< 0.001

p>< 0.001 ps< 0.001
ps< 0.001 ps< 0.001

TT, talasemi tastyicisi; TI, talasemi intermedia; TM, talasemi major; TDBK, total demir baglama kapasitesi; EPO, eritropoetin; ERFE, eritroferron; GDF15,
biiyiime faklilasma faktorii, X + SEM, ortalama =+ standart hata. *,Hastalar ¢alisma baslangicinin 6 ay dncesine kadar herhangi bir transfiizyon almadi. Degerler
ortalama (minimum-maksimum) olarak verildi. p;: Konrol ile TT; p,: TT ile TI; p3: TI ile TM; p4: Kontrol ile TT; ps: TT ile TM; pg: Kontrol ile TM gruplarmin

istatistiksel karsilastirilmasi.
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4.2.1. Eritropoetin (EPO) Aktiviteleri

Tiim gruplarin eritropoetin aktiviteleri Tablo 4.2 ve Sekil 4.5’ de gosterilmistir. Talasemi
major ve TI gruplarindaki bireylerin EPO aktivitelerinin, TT ve kontrol gruplarindaki
bireylerin EPO aktivitelerinden daha yiiksek oldugu bulunmustur (p<0.001). Talasemi
tastyicisi bireylerin EPO aktiviteleri, kontrol grubundaki bireylerin EPO aktivitelerinden
daha yiiksek bulunmustur (p<0.005). Talasemi intermedia grubundaki bireylerin EPO
aktiviteleri, TM grubundaki bireylerin EPO aktivitelerine gore daha yiiksek bulunmustur
(p<0.005).
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Sekil 4.5. Kontrol ve talasemi gruplarinin (talasemi tasiyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major)
eritropoetin aktivitelerinin kutu grafigi ile gosterilmesi (kutular g¢eyrekler arasi araligi, ortancayi,
minimum ve maksimum degerleri gostermektedir).

4.2.2. Eritroferron (ERFE) Konsantrasyonlari

Tim gruplarin eritroferron konsantrasyonlar1 Tablo 4.2 ve Sekil 4.6’de gosterilmistir.
Talasemi intermedia grubundaki bireylerin ERFE konsantrasyonu TM (p<0.05), TT
(p<0.05) ve kontrol (p<0.01) gruplarindaki bireylerin ERFE konsantrasyonlarindan daha
yiikksek bulunmustur. Diger gruplarin (TT, TM ve kontrol) ERFE konsantrasyonlari

arasinda istatistiksel bir fark bulunamamustir.
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Sekil 4.6. Kontrol ve talasemi gruplarmin (talasemi tasiyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major)
eritroferron konsantrasyonlarinin kutu grafigi ile gosterilmesi (kutular ¢eyrekler arasi araligi, ortancayi,
minimum ve maksimum degerleri gostermektedir).

4.2.3. Hepsidin Konsantrasyonlari

Tim gruplarin hepsidin konsantrasyonlar1 Tablo 4.2 ve Sekil 4.7°de gdosterilmistir.
Talasemi intermedia grubundaki bireylerin hepsidin konsantrasyonlari, TT (p<0.005) ve
kontrol (p<0.01) gruplarindaki bireylerin hepsidin konsantrasyonlarina gére daha ytiksek
bulunmustur. Talasemi major grubundaki bireylerin hepsidin konsantrasyonlari, TT ve
kontrol gruplarindaki bireylerin hepsidin  konsantrasyonlarindan daha yiiksek

bulunmustur (p<0.05).

Ayrica, tim gruplarin hepsidin konsantrasyonlari, ferritin konsantrasyonlarina
oranlanarak ((hepsidin/ferritin)x1000) da hesaplamalar yapilmistir (Tablo 4.2, Sekil 4.8).
Talasemi major grubunda ((hepsidin/ferritin)x1000) orani, kontrol ve TT gruplarindaki
bireylerin (hepsidin/ferritin)x1000 oranlarindan daha diisiik bulunmustur (p<0.001).
Talasemi major grubunda ((hepsidin/ferritin)x1000) orani, TI grubundaki bireylerin
(hepsidin/ferritin)x 1000 oranlarindan daha diisiik bulunmustur (p<0.005). Talasemi
intermedia grubunun ((hepsidin/ferritin)x1000) orani, TT grubunun

((hepsidin/ferritin)x 1000) oranina gore daha diisiik bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 4.7. Kontrol ve talasemi gruplarmnin (talasemi tasiyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major)
hepsidin konsantrasyonlarinin kutu grafigi ile gosterilmesi (kutular c¢eyrekler arasi araligi, ortancayi,
minimum ve maksimum degerleri gostermektedir).
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Sekil 4.8. Kontrol ve talasemi gruplarinin (talasemi tasiyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major)
((hepsidin/ferritin)x1000) oranlarmin kutu grafigi ile gosterilmesi (kutular c¢eyrekler arasi araligi,
ortancayl, minimum ve maksimum degerleri gostermektedir).
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4.2.4. Biiyiime Farkllasma Faktorii-15 (GDF15) Konsantrasyonlar:

Tiim gruplarin biiyiime farklilagma faktorii-15 konsantrasyonlart Tablo 4.2 ve Sekil
4.9°de gosterilmistir. Talasemi major ve TI gruplarindaki bireylerin GDF15
konsantrasyonlari, TT (p<0.001) ve kontrol (p<0.001) gruplarindaki bireylerin GDF15

konsantrasyonlarindan daha yiiksek bulunmustur.
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Sekil 4.9. Kontrol ve talasemi gruplarinin (talasemi tasiyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major)
bliylime farklilagma faktorii-15 (GDF15) konsantrasyonlarinin kutu grafigi ile gosterilmesi (kutular
ceyrekler arasi araligl, ortancayl, minimum ve maksimum degerleri gostermektedir).

4.3. Korelasyonlar

4.3.1. Tiim Gruplardaki Bireylerde Goriilen Korelasyonlar

Tim gruplardaki bireylerin hemoglobin konsantrasyonlar1 ve MCV degerleri arasinda
pozitif korelasyon bulunmustur (r = 0.329, p<0.005). Hemoglobin ve transferrin
konsantrasyonlar1 arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (r = 0.586, p<0.0001).
Bireylerin hemoglobin konsantrasyonlar1 ve total demir baglama kapasiteleri arasinda
pozitif korelasyon bulunmustur (r = 0.417, p<0.0001). Tim gruplardaki bireylerin
hemoglobin ve demir konsantrasyonlar1 arasinda negatif korelasyon bulunmustur (r = -
0.448, p<0.0001). Hemoglobin ve ferritin konsantrasyonlar1 arasinda negatif korelasyon
bulunmustur (r = - 0.481, p<0.0001). Bireylerin hemoglobin konsantrasyonlar1 ve

eritropoetin aktiviteleri arasinda negatif korelasyon bulunmustur (r = - 0.815, p<0.0001,
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Sekil 4.10). Hemoglobin ve hepsidin konsantrasyonlari1 arasinda negatif korelasyon
bulunmustur (r = - 0,428 p<0.0001). Hemoglobin ve ERFE konsantrasyonlar1 arasinda
negatif korelasyon bulunmustur (r = - 0.362, p<0.0001). Hemoglobin ve GDFI15

konsantrasyonlar1 arasinda negatif korelasyon bulunmustur (r = - 0.684, p<<0.0001).

Tiim gruplardaki bireylerin demir konsantrasyonu ve ferritin konsantrasyonlart arasinda
pozitif korelasyon bulunmustur (r = 0.738, p<0.0001, Sekil 4.11). Demir ve EPO
aktiviteleri arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (r = 0.523, p<0.0001, Sekil 4.12).
Serum demir ve hepsidin konsantrasyonlari arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (r =
0.391, p<0.0001, Sekil 4.13). Serum demir ve GDF15 konsantrasyonlar1 arasinda pozitif
korelasyon bulunmustur (r = 0.621, p<0.0001, Sekil 4.14).

Tim gruplardaki bireylerin ferritin konsantrasyonlar1 ve EPO aktiviteleri arasinda pozitif
korelasyon bulunmustur (r = 0.543, p<0.0001, Sekil 4.15). Ferritin ve hepsidin
konsantrasyonlar1 arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (r = 0.351, p<0.005, Sekil
4.16). Ferritin ve GDF15 konsantrasyonlar1 arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (r =

0.694, p<0.0001, Sekil 4.17).

Tim gruplardaki bireylerin EPO aktiviteleri ve ERFE konsantrasyonlar1 arasinda pozitif
korelasyon bulunmustur (r = 0.386, p<0.0001, Sekil 4.18). Eritropoetin aktiviteleri ve
hepsidin konsantrasyonlar1 arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (r = 0.408,
p<0.0001). Eritropoetin aktiviteleri ve GDFI15 konsantrasyonlar1 arasinda pozitif
korelasyon bulunmustur (r = 0.796, p<0.0001, Sekil 4.19). Tiim gruplardaki bireylerin
GDF15 ve ERFE konsantrasyonlari arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (r = 0.365,
p<0.0001 Sekil 4.20). GDF15 ve hepsidin konsantrasyonlar1 arasinda pozitif korelasyon
bulunmustur (r = 0.366, p<0.005, Sekil 4.21).
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Sekil 4.10. Tiim gruplardaki bireylerin (kontrol, talasemi tasiyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major)
hemoglobin konsantrasyonlar1 ve eritropoetin aktiviteleri arasindaki korelasyon.
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Sekil 4.11. Tiim gruplardaki bireylerin (kontrol, talasemi tasiyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major)
demir ve ferritin konsantrasyonlar1 arasindaki korelasyon.
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Sekil 4.12. Tiim gruplardaki bireylerin (kontrol, talasemi tasiyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major)
demir konsantrasyonlar1 ve eritropoetin aktiviteleri arasindaki korelasyon.
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Sekil 4.13. Tiim gruplardaki bireylerin (kontrol, talasemi tasiyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major)

demir ve hepsidin konsantrasyonlar1 arasindaki korelasyon.
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Sekil 4.14. Ttim gruplardaki bireylerin (kontrol, talasemi tasiyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major)
demir ve biiyiime farklilagma faktorii-15 (GDF15) konsantrasyonlar1 arasindaki korelasyon.
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Sekil 4.15. Tiim gruplardaki bireylerin (kontrol, talasemi tasiyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major)
ferritin konsantrasyonlar1 ve eritropoetin aktiviteleri arasindaki korelasyon.
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Sekil 4.16. Tiim gruplardaki bireylerin (kontrol, talasemi tastyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major)
ferritin ve hepsidin konsantrasyonlar: arasindaki korelasyon.
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Sekil 4.17. Tiim gruplardaki bireylerin (kontrol, talasemi tasiyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major)
ferritin ve biiylime farklilagsma faktorii-15 (GDF15) konsantrasyonlar1 arasindaki korelasyon.
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Sekil 4.18. Tiim gruplardaki bireylerin (kontrol, talasemi tasiyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major)
eritropoetin aktiviteleri ve eritroferron konsantrasyonlari arasindaki korelasyon.
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Sekil 4.19. Tiim gruplardaki bireylerin (kontrol, talasemi tasiyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major)

eritropoetin aktiviteleri ve biiyiime farklilagma faktorii-15 (GDF15) konsantrasyonlar1 arasindaki
korelasyon.

47



40000 036 # Talasemi major
L r=0.365 * Talasemi intermedia
* n=80 4 Talasemi minor
o + Kontrol
N p<0.0001
30000
£
D)
=
& 20000
-—
18
(=]
)
10000
0_.

2500 5000 7500 10000 12500
Eritroferron (pg/ml)

Sekil 4.20. Tiim gruplardaki bireylerin (kontrol, talasemi tasiyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major)
eritroferron ve biiytime farklilasma faktorii-15 (GDF15) konsantrasyonlar1 arasindaki korelasyon.
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Sekil 4.21. Tiim gruplardaki bireylerin (kontrol, talasemi tasiyicisi, talasemi intermedia ve talasemi major)
hepsidin ve biiyiime farklilasma faktorii-15 (GDF15) konsantrasyonlar1 arasindaki korelasyon.
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4.3.2. Kontrol Grubundaki Bireylerde Goriilen Korelasyonlar

Kontrol grubunu olusturan saglikli bireylerin ferritin ve hemoglobin konsantrasyonlari
arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (r = 0.806, p<0.0001, Sekil 4.22). Ferritin
konsantrasyonlart ve MCV diizeyleri arasinda pozitif korelasyon bulunmustur. (r =
0.657, p<0.005). Kontrol grubundaki bireylerin ferritin ve GDF15 konsantrasyonlari
arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (r = 0.441, p<0.05).

r=0.806
n=20
p<0.0001

Hemoglobin (g/dl)

117

| | | | | I |
0 50 100 150 200 250 300
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Sekil 4.22. Kontrol grubundaki bireylerin hemoglobin ve ferritin konsantrasyonlar1 arasindaki korelasyon.

4.3.3. Talasemi Tastyicis1 Grubundaki Bireylerde Goriilen Korelasyonlar
Talasemi tasiyicilarinin EPO aktiviteleri ve ferritin konsantrasyolar1 arasinda pozitif
korelasyon bulunmustur (r = 0.505, p<0.05). Eritropoetin aktiviteleri ve GDFI15

konsantrasyonlar1 arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (r = 0.589, p<0.01, Sekil
4.23).
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Sekil 4.23.Talasemi tasiyicisi bireylerin eritropoetin aktiviteleri ve biiylime farklilagsma faktorii-15
(GDF15) konsantrasyonlar1 arasindaki korelasyon.

4.3.4. Talasemi Intermedia Grubundaki Bireylerde Goriilen Korelasyonlar

Talasemi intermedia hastalarinin yaslar1 ve ferritin diizeyleri arasinda pozitif korelasyon
bulunmustur (r = 0.606, p<0.005, Sekil 4.24). Hastalariin yaslart ve TDBK degerleri
arasinda negatif korelasyon bulunmustur (r = - 0.606, p<0.005). Hastalarin yaslar1 ve
((hepsidin/ferritin)x 1000) oranlar1 arasinda negatif korelasyon bulunmustur (r = - 0.559,
p<0.05). Bu gruptaki hastalarin ferritin ve transferrin konsantrasyonlar1 arasinda negatif
korelasyon bulunmustur (r = - 0.575, p<0.01). Ferritin ve TDBK konsantrasyonlari
arasinda negatif korelasyon bulunmustur (r = - 0.567, p<0.01). Talasemi intermedia
hastalarinin ferritin konsantrasyonlari, EPO aktiviteleri, hepsidin konsantrasyonlari,

ERFE ve GDF15 konsantrasyonlar1 arasinda herhangi bir korelasyon bulunamamustir.
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Sekil 4.24.Talasemi intermedia hastalarinin yaslari ve ferritin konsantrasyonlar1 arasindaki korelasyon.

4.3.5. Talasemi Major Grubundaki Bireylerde Goriilen Korelasyonlar

Talasemi major hastalarinda pretransfiizyon hemoglobin konsantrasyonu ve eritropoetin
aktiviteleri arasinda negatif korelasyon bulunmustur (r = - 0,492 p<0.05, Sekil 4.25). Bu
hasta grubundaki bireylerde ferritin ve ERFE konsantrasyonlari arasinda negatif
korelasyon bulunmustur (r = - 0.496, p<0.05, Sekil 4.26). Bu gruptaki bireylerin EPO
aktiviteleri ve GDF15 konsantrasyonlar1 arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (r =
0.624, p<0.005, Sekil 4.27).
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Sekil 4.25. Talasemi major hastalarinin hemoglobin konsantrasyonlar1 ve eritropoetin aktiviteleri
arasindaki korelasyon.
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Sekil 4.26. Talasemi major hastalarinin ferritin ve eritroferron konsantrasyonlari arasindaki korelasyon.
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Sekil 4.27. Talasemi major hastalarinin eritropoetin aktiviteleri ve biiylime farklilagsma faktorii-15
(GDF15) konsantrasyonlar1 arasindaki korelasyon.
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5. TARTISMA

Beta-talasemi  hastalarinda, hemoglobinin  beta-globin  zincirlerindeki iiretim
eksikliginden dolayr anemi ve hipoksi olusur. Olusan aneminin siddetine bagl olarak
hastalar transfiizyon bagimli olabilir ya da olmayabilir. Hastaligin agir formu olan
talasemi major (TM) hastalari, yasamlarint devam ettirebilmek i¢in diizenli olarak
transfiizyon alirlar. Yapilan transfiizyonlarla TM hastalarindaki hipoksi durumu
azaltilmakta ve kemik iligi baskilanmaktadir. Bu sayede inefektif eritropoez azalmakta,
fakat hastalarda transflizyona bagli demir birikimi olugmaktadir. Talasemi intermedia
(TI) hastalarinin klinik bulgular1 ve bu hastalardaki anemi, TM hastalarina gore daha
hafiftir. Talasemi intermedia hastalar1 hi¢ transfiizyon almayabilir ya da araliklarla
transflizyona ihtiyac¢ duyabilirler. Diizenli transfiizyon almayan TI hastalarinda inefektif
eritropoez Onemli Slgiide artmistir (Bou-Fakhredin ve ark., 2017). Mevcut anemi ve
hipoksiyi azaltmak i¢in kemik iligi siirekli olarak eritroid Onciiller lretmektedir.
Talasemilerde eritropoez, yalnizca kemik iliginde degil ayn1 zamanda dalak ve karaciger
gibi ekstramedullar alanlarda da devam eder. Eritropoezin patolojik olarak arttigi bu
durumlarda, eritroid Onciillerden eritroid etmenler salgilanir. Bu eritroid etmenler
karacigerde hepsidin tiretimini baskilarlar. Hepsidinin baskilanmasi ile bagirsaklardan
demir emilimi artar. Kullanilan demir selasyon tedavilerine ragmen, transfiizyon bagimli
olsun ya da olmasin tiim talasemi hastalar1 i¢in demir birikimi morbidite ve mortalitenin
baslica nedenidir. Bu nedenle, bu hastalarda eritropoez ile demir iliskisini arastiran
birgok ¢aligma yapilmaktadir. Ozellikle, eritropoezin hepsidini hangi eritroid etmenlerle
ve hangi mekanizmalarla baskiladigi konusundaki arastirmalar devam etmektedir

(Tanno, Rabel, ve ark., 2010; Kautz ve ark., 2015; Porter ve ark., 2017).

Bu c¢alismada, talasemi gruplarinda (TM, TI ve talasemi tasiyicist (TT)) ve saglikli
bireylerden olusan kontrol grubunda demir metabolizmasinin ana diizenleyicisi olarak
kabul edilen hepsidin ve hepsidin iizerinde baskilayici etkileri oldugu diisiiniilen biiyiime
farklilasma faktorii-15 (GDF15) ve eritroferron (ERFE) konsantrasyonlar: 6l¢iildii. Elde
edilen sonuglar, eritropoez ve demir parametreleri ile karsilastirildi. Bu ¢alismada ilk kez
talasemi hastalarinda hepsidin, GDF15 ve ERFE konsantrasyonlari birlikte dl¢iilmiistiir.

Ayrica, literatiir taramalarinda talasemi tasiyicisi bireylerin ERFE konsantrasyonlarinin
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Olciildiigli bir bagka calismaya da rastlanilamamistir. Bu nedenle, bu ¢alisma orijinal bir

calisma olma 6zelligini tagimaktadir.

Coklu kan transfiizyonlar1 nedeniyle TM hastalariin dokularinda demir birikimi
gortliir. Her bir tinite kan yaklasik 200 mg demir igerir (Nienhuis ve Nathan, 2012).
Hastalar 2-4 hafta araliklarla kan transfiizyonu aldiklarindan, viicutlarinda biriken demir
olduk¢a fazladir. Demir birikimi sonucunda olusan serbest radikal artisi, talasemi
hastalarinda oksidatif stres ve doku hasarimin olusmasma neden olur. Talasemi
intermedia hastalar1 kan transfiizyonu almasalar dahi, gerek gastrointestinal sistemden
demir emilimindeki artig gerekse hemoglobinin denaturasyonu sonucu agiga ¢ikan hem
yapisindan demirin serbestlesmesi, hastalarin dokularinda demir birikimine yol agar
(Musallam ve ark., 2012; Taher ve ark., 2013). Bu nedenle, TM hastalarinda ve demir
birikimi goriilen TI hastalarinda diizenli olarak demir selator tedavileri verilerek demir
birikimini azaltilmaya ¢alisilir. Bizim aragtirmamiza dahil edilen talasemi hastalarinin
ferritin degerleri, TI, TT ve kontrol gruplarindaki bireylerin ferritin degerlerine gore
oldukca yliksek bulundu. Talasemi intermedia hastalarinin ferritin degerleri de TT ve
kontrol grubundaki bireylerin ferritin degerlerinden daha yiiksek bulundu.
Calismamizdaki tiim TM hastalar1 ve 2 TI hastast demir selator tedavisi almaktaydi.
Selasyon kullanan iki TT hastamizin her ikisi de hi¢ transfiizyon almamig hastalardi. Bu
durum, diyet demirinin demir birikiminde ne derece etkili oldugunu gostermektedir
(Leecharoenkiat ve ark., 2016). Bunun yami sira, TM ve TI hastalarinin demir
konsantrasyonlar1 da TT ve kontrol grubundaki bireylerin demir konsantrasyonlarina
gore daha yliksek bulundu. Ayn1 zamanda TM ve TI hastalarinin transferrin diizeyleri,
TT ve kontrol grubundaki bireylerin transferrin diizeylerine gore daha diisiik bulundu.
Bu sonuglar, TM hastalarinda transfiizyona ve TI hastalarinda demir emilimindeki artisa
bagli olarak serum demirinin arttigini, transferinin demir tasima kapasitesinin asildigini
ve demirin ferritin olarak depolandiginin gosterebilir. Ferritin, demir ve transferrin
diizeyleri her iki hasta grubunda (TM ve TI) da benzer olmasina ragmen, total demir

baglama kapasitesi (TDBK) TI hastalarinda TM hastalarina gore daha diisiik bulundu.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda hepsidin, demir metabolizmasinin ana diizenleyici olarak

kabul gormiistiir. Hepsidin, duodenumdan besinlerden demir emilimini engelleme,
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dolasimdaki makrofajlardan demir salinimin1 blokajlama ve hepotositler i¢indeki demir
stoklarmin taginmasini kontrol ederek demir dengesi saglar (Ganz ve Nemeth, 2012).
Bazi arastirmacilar yaptiklar1 arastirmalar sonucunda hepsidinin demir ile uyarildigini,
fakat anemi ile baskilandigini bildirmislerdir (Kemna ve ark., 2005; Nemeth ve Ganz,
2009). Literatiir incelendigi zaman, talasemi hastalarinda yapilan hepsidin ¢aligmalarinin
sonuclarinin  ¢ok degisken oldugu goriilmektedir. Bazi c¢aligmalarda, talasemi
hastalarinda hepsidin konsantrasyonun saglikli bireylere oranla daha diisiikk oldugu
bildirilmistir (Papanikolaou ve ark., 2005; Origa ve ark., 2007). Diger taraftan T1 ve TM
hastalarinda, saglikli bireylere kiyasla artmis hepsidin konsantrasyonlar: bildirilmistir
(Kaddah ve ark., 2017). Kaddah ve arkadaslar1 (Kaddah ve ark., 2017), TM hastalarinda
hepsidinin demir birikiminin potansiyel bir belirteci olabilecegi sonucuna varmiglardir.
Biz de yaptigimiz bu ¢alismada TM ve TI hastalarinin hepsidin konsantrasyonlarini, TT
ve kontrol gruplarinin hepsidin konsantrasyonlarindan dnemli derecede yiiksek bulduk.
Talasemi intermedia hastalarmin hepsidin konsantrasyonlarinin, talasemi major
hastalarinin hepsidin konsantrasyonlarindan daha diisiik oldugunu gdsteren caligmalar da
vardir (Haghpanah ve ark., 2015; Kaddah ve ark., 2017). Bu ¢alismalar sonucunda,
hepsidinin demir depolarindan ziyade eritropoetik aktivite ile diizenlendigi sonucuna
varilmigtir. Bu ¢aligmalarin aksine, TI grubundaki bireylerin hepsidin konsantrasyonu
TM grubundaki bireylerin hepsidin konsantrasyonundan daha fazla oldugunu gosteren
bir ¢alisma da vardir (Athiyarath ve ark., 2014). Bizim ¢alismamizda da TI hastalarinin
hepsidin diizeylerinin, TM hastalarmin hepsidin diizeylerinden daha yiiksek oldugu
bulunmasina ragmen, bu yiikseklik istatistiksel olarak anlamli degildi. Ciinkii, TI
hastalarmin hepsidin degerleri bireyler arasinda ¢ok farklilik gosteriyordu. Oyleki en
yiiksek ve en diisiik hepsidin diizeyleri TI hastalarina aitti. Bagka bir ¢alismada ise, TI
hastalarinin  hepsidin  konsantrasyonlari normal araliklarda bulunmus ve 20
transfiizyondan sonra hepsidin konsantrasyonlarinin arttig1 bildirilmistir (Porter ve ark.,
2017). Porter ve arkadaslar1 (Porter ve ark., 2017) bu c¢alismalarinda tansfiizyon bagimli
olmayan TI hastalariin takibinde hepsidinin kullanilamayacagini bildirmislerdir.
Transfiizyon bagimli olmayan TI hastalarinda eritropoez, hemolitik anemi ve doku
hipoksisi nedeniyle artmaktadir. Artmis eritropoez aktivitesi i¢in artan demir talebi,

hepsidin konsantrasyonunun azalmasina neden olabilir. Bu nedenle, TI hastalarinin
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hepsidin konsantrasyonlarinin daha diisiik olmasi beklenebilir. Ancak, farkl eritropoetik
aktivitelerin farkli diizeylerde olasi nedeniyle hepsidin baskilanmas1 da farkli oranlarda
olacaktir. Ancak TI hastalarinda eritropoetik aktivite ile hepsidin arasinda bir korelasyon
bulunmadi. Bu durum bize eritropoetik aktivite diginda baska etmenlerin de hepsidin
diizeyini etkilemis olacabilecegini gostermektedir. Talasemi major hastalarinda ise
yapilan transflizyonlar nedeni ile eritropoezin baskilandigi bilinmektedir (Pasricha ve
ark., 2013). Bu nedenle, bu hastalardaki hepsidin konsantrasyonun daha ¢ok demir
birikimi ile iligkili olarak artabilir. Diger yandan, hepsidin ferritin gibi bir akut faz
reaktantidir. Enflamatuvar sitokinler, hipoksi ve diger bircok etmen hepsidin
konsantrasyonunda degisikliklere yol agabilmektedir (Anderson ve Frazer, 2017). Sonug
olarak, eritropoez haricinde anemi, enflamasyon ve demir birikimi de talasemi

hastalarindaki hepsidin konsantrasyonunu etkileyebilir.

Yapilan bazi ¢alismalarda, hem talasemi major hem de talasemi intermedia hastalarinda
hepsidin/ferritin orani kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiikk bulunmustur
(Kattamis ve ark., 2006; Kearney ve ark., 2007; Porter ve ark., 2017; Jagadishkumar ve
ark., 2018). Bizim ¢alismamizda TM hastalarinin hepsidin/ferritin orani, kontrol
grubunun hepsidin/ferritin oranindan daha diisiik bulundu. Bizim g¢aligmamizda TM
hastalar1 i¢in elde edilen hepsidin/ferritin orani, yukarida bahsedilen aragtirmalarin
sonuglar1 ile uyumludur. Talasemi major hastalarindaki diisiik hepsidin/ferritin oraninin
nedeni, karaciger hasari, demir birikimi veya anemi olabilir. Hepatositlerdeki demir
birikiminin, hepsidinin hepatik sentezini azalttig1 bildirilmistir (Milic ve ark., 2016).
Yukarida bahsedilen c¢alismalarin aksine bizim c¢alismamizda, TI hastalarinin
hepsidin/ferritin oran1 ile kontrol grubunun hepsidin/ferritin orami arasinda fark
bulunamamistir. Calismamiza dahil edilen TI hastalariin hepsidin konsantrasyonlari
faklilik gostermektedir. Baz1 hastalarda ¢ok yiiksek hepsidin konsantrasyonu 6lgiiliirken,
baz1 hastalarda ¢ok diisiik hepsidin konsantrasyonu ol¢iilmiistiir. Bunun nedeni, TI
hastalarindaki farkli eritropoetik aktivite diizeyleri olabilir. Bu bulgulara gore,
hepsidinin genel olarak talasemi major hastalarinda demir birikimi ve talasemi
intermedia hastalarinda eritropoez ile diizenlendigi soOylenebilir. Ancak, birgok

parametrenin hepsidin {izerinde rol oynadigi da unutulmamalidir.
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Eritropoezin hepsidini baskiladigina dair genel bir goriis vardir. Son zamanlarda yapilan
bir ¢alismada, hipoksi ve/veya hipoksi kaynakli eritropoetinin hepsidinin dogrudan
diizenleyicileri olmadig1 ortaya koyulmustur (Rybinska ve Cairo, 2017). Eritropoetik
aktiviteye yanit olarak hepsidinin baskilanmasinin molekiiler mekanizmasi belli degildir.
Bu baskilamada, eritroblastlarin gelisimi sirasinda salinan bazi ¢oziiniir proteinlerin rol
oynayabilecegi diisliniilmektedir. GDF15 ve sonrasinda ERFE’nin de hepsidin sentezini
diizenleyen bu proteinlerden olabilecegi diisiiniilmektedir. Normal kosullarda insanlarda
GDF15 konsantrasyonunun (200-1150 pg/ml) diisiik oldugu bildirilmistir (Ronzoni ve
ark., 2015). Bizim c¢alismamizda kontrol grubundaki bireylerin GDF15
konsantrasyonlar1 92.47-319.41 pg/ml araliginda bulundu. Calismamizda saglikli
bireylerin GDF15 konsantrasyonlarinin belirtilen degerden daha diisiik bulunmasi,
Olctim 1i¢in kullanilan kitlerin veya bireylerin etnik kokenlerinin farkliligindan
kaynaklanabilir. GDFI15’in ekspresyonu enflamasyon, kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, pulmoner hastaliklar ve bobrek hastaliklarinda artmaktadir (Breit ve ark.,
2011). Ayrica, baz1 arastirmacilar talasemi intermedia ve talasemi major hastalarinin
GDF15 konsantrasyonlarmin, saglikli bireylerin GDF15 konsantrasyonlarindan ¢ok daha
yiikksek oldugunu gostermislerdir (Musallam ve ark., 2011; Athiyarath ve ark., 2014;
Tantawy ve ark., 2015). Bizim yaptigimiz ¢alismada, TM ve TI gruplarindaki bireylerin
GDF15 konsantrasyonlari, TT ve kontrol grubundaki bireylerin GDF15
konsantrasyonlarina gore yaklasik 100 kat fazla bulunmustur. Bu sonuglar, diger
arastirmacilarin GDF15 i¢in bulmus olduklar1 sonuglar ile uyum i¢indedir. Bir baska
calismada, GDF15 inefektif eritropoezin belirteci olarak tanimlanmistir (Tanno, Noel, ve
ark., 2010). Ronzoni ve arkadaslar1 (Ronzoni ve ark., 2015) ise, transflizyon bagimli
olmayan talasemi kiiltiirlerinde eritroid farklilasmasi sirasinda GDF15’in  arttigimi
gostermiglerdir. Bizim calismamizda da EPO aktivitesi ile GDF15 konsantrasyonu
arasinda pozitif bir korelasyon bulundu. Farkli arastirmalar, GDF15'in inefektif
eritropoezin derecesini gostermede yararlt bir belirteg olabilecegini belirtmislerdir
(Musallam ve ark., 2011; Ronzoni ve ark., 2015). Bizim c¢alismamizda GDF15
konsantrasyonlar1 ve ferritin konsantrasyonlar1 arasinda pozitif bir korelasyon bulundu.
Yapilan baska ¢alismalarda da benzer korelasyonlarin oldugu gosterilmistir (Musallam

ve ark., 2011; Athiyarath ve ark., 2014; Tantawy ve ark., 2015). Bu durumda, demir
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konsantrasyonunun diizenlemesinde GDF15’in rol oynadigi diisiiniilebilir. Inefektif
eritropoezin hepsidini baskiladigi gosterilmistir (Ginzburg ve Rivella, 2011). Yapilan bir
baska ¢alismada, GDF15'in hepsidini baskiladigi gosterilmistir (Tanno ve ark., 2007).
Baska bir calismada ise, GDF15 ile hepsidin arasinda negatif korelasyon oldugu
bulunmustur (Athiyarath ve ark., 2014). Bu calismalarin sonuglarina gore, GDF15'in
artmis eritropoez veya inefektif eritropoez sirasinda hepsidinin baskilanmasi igin
salgilanan bir etmen olabilecegi diisiiniilebilir. Tanno ve arkadaslarinin (Tanno ve ark.,
2007) yapmis oldugu ¢alismanin aksine, bir baska ¢alismada (Casanovas ve ark., 2013)
GDF15 nakavt farelerinde flebotomi ile eritropoez indiiksiyonu sonrasi, hepsidinin
baskilanmasinda azalma goriilmemistir. Arastirmacilar demir homestazinda GDF15’in
¢ok onemli olmadigin1 vurgulamistir. Yapilan bazi ¢calismalarda GDF15 ekspresyonunun
daha ¢ok hiicresel stres ve apoptozis ile iligkili oldugu gosterilmistir (Li ve ark., 2013;
Adela ve Banerjee, 2015). Bu durumda talasemilerde bildirilen yiliksek GDF15
konsantrasyonlarinin nedeni, demir birikimine bagli olarak artmis oksidatif stresin
olabilecegi soylenebilir. Caligmalar sonucunda bulunan farkli bulgular nedeniyle,
GDF15’in hepsidinin eritroid regiilasyonunda rol oynayan bir belirte¢ olup olmadigi
netlik kazanmamaistir. Sonug olarak, talasemilerde GDF15’in kullanislt bir biyobelirteg

oldugunun dogrulanmasi i¢in daha detayli ¢aligmalara ihtiyac vardir.

Yakin zamanda kesfedilen ve eritroblastlardan salgilanan eritroferron (ERFE, Fam132b
olarak da bilinir), glikoprotein yapisinda olan bir hormondur. Yapilan bir ¢alismada,
eritropoetin verilen farelerin dalak ve kemik iliginde ERFE mRNA ekspresyonunun
arttig1 gosterilmistir (Kautz ve ark., 2014b). Aynm ¢aligma grubu eritroferronun hepsidin
tizerinde baskilayici rolii oldugunu gostermistir (Kautz ve ark., 2015). Bu aragtirmaya
gore, ERFE karacigeri dogrudan etkileyerek hepsidin iiretimini baskilamakta ve boylece
yeni kirmizi kan hiicrelerinin iiretiminde kullanilacak demir miktarini arttirmaktadir.
Yapilan bu calismalar sonucunda, talasemik farelerde kanama oldugunda ya da EPO
uygulandiktan sonra ERFE ekspresyonunun arttigi ve karacigerde hepsidin mRNA
sentezinin azaldig1 gosterilmistir. Eritroferronun hepsidini baskilayan bir eritroid etmen
olabilecegi sdylenmistir. Ancak, insanlarda yapilan ERFE caligmalar1 ¢ok yeni ve ¢ok az

sayidadir.

59



Yakin zamanda yapilan bir caligmada, talasemi intermedia hastalarinin ERFE
konsantrasyonlarinin talasemi major hastalarinin ERFE konsantrasyonlarindan daha
yiiksek oldugu gosterilmistir (Ganz ve ark., 2017). Bu calismaya benzer sekilde, bizim
caligmamizda da talasemi intermedia hastalarinin ERFE konsantrasyonlari, talasemi
major hastalarinin ERFE konsantrasyonlarindan daha yiiksek bulundu. Ganz ve
arkadaslart (Ganz ve ark.,, 2017), TM hastalarinda transfiizyon sonrasi ERFE
konsantrasyonlarinin diistiiglinii gostermislerdir. Bizim ¢alismamizda TM hastalarinda
transfiizyon sonrast ERFE Olc¢limleri yapilamadi. Bunun nedeni, TM hastalarinin
cogunun sehir merkezinden uzakta yasamalar1 ve transfiizyondan sonra baska bir giin
tekrar gelmelerinin zor olmasiydi. Ancak, ¢alismamizda tiim bireylerin EPO aktiviteleri
ve ERFE konsantrasyonlar1 arasinda pozitif korelasyon oldugu gosterildi. Ayrica,
caligmamizda TI hastalarmin EPO konsantrasyonlarinin TM hastalarinin - EPO
konsantrasyonlarindan daha yliksek oldugu bulundu. Bu sonug, TM hastalarinda yapilan
transflizyonlarla eritropoezin baskilandigini ve buna bagli olarak TM hastalarinda ERFE
konsantrasyonlarinin azaldigini gosterebilir. Schotten ve arkadaglar1 (Schotten ve ark.,
2017), kan donorlerinin kan vermelerinden 4 giin sonra alinan kan 6rneklerinde EPO ve
ERFE diizeylerini 6lgmiislerdir. Arastirmacilar, bu 6l¢iimler sonucu bireylerin EPO
aktivitelerinin arttigini, ERFE degerlerinin ise degismedigini gdstermislerdir. Schotten
ve arkadaslarinin (Schotten ve ark., 2017) ERFE diizeylerinde artis bulamamalarinin
nedeni, kullandiklar1 Orneklerin uzun siire beklemis olmasi olabilir. Schotten ve
arkadaslar1 (Schotten ve ark., 2017) TI hastalarinin ERFE 6l¢iimleri i¢in 6-7 yil -80
°C’de bekletilmis ve 2-5 kez dondurulmus ¢ozdiriilmis plazma 6rneklerini
kullanmiglardir. Bu arastirmacilar, kontrol grubundaki olgiimler i¢in 1-2 yil 80 °C’de
beklemis kan Orneklerini kullanmiglardir. Hasta ve kontrol gruplarimin plazma
orneklerinde 6l¢iim yapilincaya kadar gecen bekleme siireleri arasindaki fark oldukga

fazladir. Bizim ¢alismamizda kullanilan plazma 6rnekleri en fazla 6 ay bekletildi.

Ganz ve arkadaslar1 (Ganz ve ark., 2017), ERFE ve hepsidin konsantrasyonlar1 arasinda
negatif bir korelasyon oldugunu bulmuslardir. Diger taraftan, Schotten ve arkadaslari
(Schotten ve ark., 2017), yaptiklari calismada plazma ERFE ve hepsidin
konsantrasyonlar1 arasinda korelasyon bulamamislardir. Bizim bulgularimiz, Schotten ve

arkadaslarinin (Schotten ve ark., 2017) bulgular1 ile uyumludur. Bizim ¢alismamizda, TI
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hastalarinda hepsidin ve ERFE konsantrasyonlar1 arasinda herhangi bir korelasyon
bulunamadi. Aslinda ¢alismamizda TI hastalarinda EPO ve ERFE diizeyleri beklenildigi
gibi ylksek bulundu. Ancak, artan eritropoetik aktivite sonucu hepsidin
konsantrasyonunda beklenen azalma goriilmedi. Bunun nedeni, TI hastalarinin hepsidin
konsantrasyonlarinin eritropoetik aktivite disinda demir ve enflamasyon gibi diger
etmenler tarafindan etkilenmis olmasi olabilir. Diger taraftan TI hastalarmin klinikleri
cok heterojendir. Cok hafif klinik bulgu veren hastalar oldugu gibi agir klinik tablo
gdsteren hastalar da vardir. Ornegin ¢alismamizda, ayn1 yas grubunda iki TI hastasindan
birinde hi¢ demir birikimi goriilmezken digeri selatdr tedavisi kullanmaktadir.
Calismalara dahil edilen TI hastalarinin sahip olduklari klinik farkliliklar, hastalarin

hepsidin ve ERFE konsantrasyonlarinin degiskenlik géstermesine yol agabilir.

Talasemi hastalarinda ERFE ile ilgili olarak yapilan ¢alismalarin (Ganz ve ark., 2017;
Schotten ve ark., 2017) bulgulari, kendi aralarinda ve bizim c¢alismamizla bazi
farkliliklar gostermektedir. Bu farkliliklarin nedeni, caligsmalardaki hasta ve kontrol
gruplarindaki bazi farkliliklar olabilir. Ganz ve arkadaslarinin (Ganz ve ark., 2017)
yapmis oldugu caligmada bireylerin yas araliklar1 6-69 yil arasinda degismektedir.
Arastirmacilar yaptiklari bu ¢alismada, TI grubu i¢in 11 bireyden (10 erkek, 1 kiz) ve
TM grubu i¢in 13 bireyden (9 erkek, 4 kiz) alinan kan 6rneklerinden elde edilen serumda
ERFE ve hepsidin konsantrasyonlarini 6lgmiislerdir. Kontrol grubu olarak 30 kiz (18-61
yil) ve 30 erkek (19-65 yil) bireyin kan 6rneklerinde 6lglim yapmislardir. Bu calisma
incelendiginde, kontrol grubunda cinsiyet esitligi saglanmasina ragmen, TI ve TM
hastalarinda bu esitligin saglanmadig1 goriilmektedir. Diger taraftan TM ve TI hasta
gruplarinda g¢ocuk bireyler bulunmasina ragmen, kontrol grubundaki tiim bireyler
yetiskindir. Schotten ve arakadaslar1 (Schotten ve ark., 2017) caligmalarinda, yaslar1 9-
47 yil arasinda degisen 10 TI hastasinda ve yaslar1 31-50 yil arasinda degisen 7 erkek
kan donériinde eritropoetin (EPO), hepsidin ve ERFE konsantrasyonlarini 6lgmiislerdir.
Bu calismada, TI hastalarinin cinsiyetleri belirtilmemis ve kontrol grubuna yalnizca
erkek bireyler dahil edilmistir. Diger taraftan, hasta grubunda 2 cocuk bulunmasina
ragmen, kontrol grubundaki bireylerin tiimii yetiskindir. Ganz ve arkadaslarinin (Ganz
ve ark., 2017) ve Schotten ve arkadaslarmin (Schotten ve ark., 2017) c¢aligmalariyla

bizim calismamizi karsilastirdigimiz zaman, ¢aligmamiza dahil edilen hasta sayisinin bu
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caligmalara oranla oldukg¢a fazla oldugu acik¢a goriilmektedir. Her bir grupta (TM
(10K/10E), TI (8K/12E), TT (12K/8E) ve kontrol (11K/9E)) 20 birey olmak {iizere
toplam 80 birey calismamiza dahil edildi. Yas etmeninin ¢alisilan parametreler {izerine
etkisini aragtirmak i¢in hem ¢ocuk hem de yetiskin bireyler (2-41 yil) ¢calismamiza dahil
edildiler. Bizim yaptigimiz ¢aligmada, talasemi ve kontrol gruplarini olusturan bireylerin
yaglar1 ve cinsiyetleri arasinda fark bulunamadi. Ayni zamanda, kontrol grubundaki
bireyler talasemi gruplarinda oldugu gibi ¢ocuk ve yetiskin bireylerden olusmaktaydi.
Bizim calismamiz ve bahsedilen bu iki calismanin bulgularinin birbirlerinden bazi
parametreler acisindan farkli olmasinin nedeni, hasta ve kontrol grubuna dahil edilen
bireylerin yas farklari, alinan kan 6rneklerinin saklama siireleri ya da hastalarin klinik

farkliliklar1 gibi bir ¢ok etmen olabilir.

Ganz ve arkadaslarinin (Ganz ve ark., 2017) ve Schotten ve arkadaglarinin (Schotten ve
ark., 2017) yaptiklar1 caligmalardan farkli olarak, ¢alismamizda ERFE konsantrasyonlari
ile demir parametreleri arasinda iligki olup olmadigin1 karsilastirdik. Talasemi major
disindaki diger ii¢ grupta (TI, TT ve kontrol) ERFE ile ferritin arasinda korelasyon
bulunamadi. Talasemi major hastalarinin ERFE ve ferritin konsantrasyonlar1 arasinda
negatif korelasyon bulundu. Talasemi major hastalar1 diizenli olarak transfiizyon alirlar.
Bu transfiizyonlara bagli olarak hastalarda hipoksi durumu azalir ve eritropoez
baskilanir. Bu nedenle, diizenli transfiizyon alan hastalarda ERFE daha az salgilaniyor
olabilir. Yapilan transfiizyonlara bagli olarak TM hastalarinda ferritin konsantrasyonu
artar. Hastalar demir selator tedavileri aldiklar1 halde demir birikimine bagli organ
hasarlar1 bu hastalarda oldukca sik goriilmektedir. Hastalarin demir depolarinin fazla
olmast ya da fazla demirin yol actig1 enflamasyon eritropoetik aktiviteyi baskilamig
olabilir. Bunun sonucu olarak, TM hastalarinin ERFE ve ferritin konsantrasyonlari
arasinda negatif korelasyon bulunmus olabilir. Bir baska calismada, demir eksikligi olan
bireylerin ERFE konsantrasyonlarmin, kontrol grubunun ERFE konsantrasyonlarina
gore daha yiiksek oldugu bulunmustur (El Gendy ve ark., 2018). Bu g¢aligmada (EI
Gendy ve ark., 2018) ERFE ve ferritin konsantrasyonlar1 arasinda negatif korelasyon
oldugu gosterilmistir. Bu arastirmacilar, hepsidin 6l¢iimii yapmadiklari i¢in hepsidin ile

ERFE arasindaki iliskiyi gosterememislerdir.
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Bizim ¢alismamiza TM ve TI hastalar1 disinda, TT bireyleri de dahil edildi. Talasemi
tastyicilarinda anemi hafiftir ve demir birikimi goriilmez. Ancak, yapilan bir ¢alismada,
talasemi tasiyicilarinda hepsidinin baskilandigi gosterilmistir (Jones ve ark., 2015). Bu
baskilanmaya TT bireylerindeki anemi nedeniyle artan eritropoez neden olmus olabilir.
Artan eritropoeze bagli olarak talasemi tagiyicilarinda ERFE ekspresyonunun da
etkilenmis olabilecegini ve bu bireylerde hepsidinin baskilanabilecegini diisiindiik. Bu
nedenle, TT grubundaki bireylerden alinan kan orneklerinde ERFE ve hepsidin
konsantrasyonlarin1 oOlgtiikk. Elde ettigimiz bulgulara gore, TT grubundaki bireylerin
ERFE konsantrasyonlar1 ile kontrol grubundaki bireylerin ERFE konsantrasyonlar
arasinda fark bulunamadi. Yukarida bahsedilen ¢alismanin (Jones ve ark., 2015) aksine,
TT ve kontrol grubundaki bireylerin hepsidin konsantrasyonlar1 arasinda bir faklilik

bulamadik.

Eritropoez ve demir metabolizmasi arasindaki iligkiyi arastiran bircok c¢alisma
bulunmaktadir. Ancak, eritropoezin demir metabolizmasini nasil etkiledigi heniiz tam
olarak anlasilamamistir. Eritropoez ya da inefektif eritropoez arttikca hepsidin
konsantrasyonunun azaldig1 bilinmektedir. Eritropoezin bu baskilamay1 hangi aracilarla
yaptig1 arastiritlmaya devam edilmektedir. Hepsidini baskilayan bu aracilardan birinin
GDF15 olabilecegi diisiiniilmiistiir. Yapilan arastirmalarda, hem TM hem de TI
hastalarinda GDF15 konsantrasyonlarinin kontrol grubunun GDF15 konsantrasyonlarina
gore anlamli olarak arttigt ve GDF15’in talasemilerde inefektif eritropoezin
gosterilmesinde kullanilan bir belirte¢ olabilecegi belirtilmistir (Tanno, Noel, ve ark.,
2010; Ronzoni ve ark., 2015). Bir ¢ok aragtirmada (Musallam ve ark., 2011; Athiyarath
ve ark., 2014; Tantawy ve ark., 2015), talasemilerde ferritin ve GDFI15
konsantrasyonlar1 arasinda pozitif bir korelasyon bulunmasina ragmen, GDF15’in demir
metabolizmasindaki rolii tam olarak aydinlatilamamistir. Talasemilerde demir birikimi
nedeniyle artan oksidatif stres gibi etmenler sonucu GDF15 konsantrasyonunun artmis
olabilecegi diisiiniilebilir. Sonu¢ olarak, GDF15’in talasemilerdeki rolii tam olarak
anlagilamamistir ve daha ileri ¢alismalara gereksinim duyulmaktadir. Yapilan bir
calismada, TM ve TI hastalarinin plazma ERFE konsantrasyonlar1 da yiiksek
bulunmustur (Ganz ve ark., 2017). Bu ¢alismaya benzer olarak, bizim ¢alismamizda da

TM ve TI hastalarinda ERFE konsantrasyonlar1 yiliksek bulundu. Bizim calismada
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GDF15 konsantrasyonlari da TM ve TI hastalarinda kontrol grubunu olusturan kisilerin
GDF15 konsantrasyonlarina gore daha yiiksek bulundu. Ancak, ¢alismamizda GDF15
konsantrasyonlart TM ve TI hastalar1 arasinda farklilik géstermezken, TI hastalarinin
ERFE konsantrasyonlari, TM hastalarinin ERFE konsantrasyonlarina gére daha yiiksek
bulundu. Bu durum, ERFE'min inefektif eritropoez ile daha yakindan iliskili
olabilecegini gosterebilir. Ayrica, c¢alismamizda ERFE konsantrasyonu ve EPO
aktivitesi arasinda pozitif korelasyon bulundu. Sonug olarak, T1 hastalarinin eritropoetik
aktivite diizeylerinin gdsterilmesinde kullanilan parametrelerden biri ERFE olabilir.
Bizim sonuglarimiza gore, ERFE konsantrasyonu ve EPO aktivitesi arasinda iliski
bulunmasina ragmen, hepsidin ve ERFE konsantrasyonlar1 arasinda korelasyon
bulunamadi. Ayrica, TM grubu disindaki diger gruplarda da (TI, TT ve kontrol) ERFE
ile ferritin konsantrasyonlar1 arasinda korelasyon bulunamadi. Bu nedenle, talasemilerde
ERFE ve demir metabolizmas: arasinda nasil bir iligki oldugu tam olarak acgikliga

kavusturulamamustir.

Eritroferron konusunda yapilan c¢alismalar ¢ok yenidir. Farelerde yapilan caligmalarda
ERFE’nin eritropoetik aktivite ile arttigt ve ERFE’nin hepsidini baskiladigi
gosterilmesine ragmen, insanlarda yapilan ¢aligmalarda heniiz bu sonuglara net olarak
ulasmak miimkiin olmamustir. Eritroferron i¢in heniiz bir reseptdr bulunamamustir.
Eritroferronun hepatosit ve adipositler disindaki diger hiicreleri etkileyip etkilemedigi de
bilinmemektedir. insanlarda ERFE &l¢iimleri igin heniiz dogru ve giivenilir olarak
gelistirilmis, kesin sonug veren dl¢lim yontemleri bulunmamaktadir. Ganz ve arkadaglar
(Ganz ve ark., 2017) ve Schotten ve arkadaslar1 (Schotten ve ark., 2017) ERFE
diizeylerini 6l¢mek i¢in farkli seyreltmeler yaparak Slgiimleri tekrarlamiglardir. Benzer
sekilde biz de uygun seyreltme katsayisini bulabilmek i¢in, ¢ok fazla seyreltme ve 6l¢iim
tekrarlar1 yaptik. Saglikli bireylerde ve ¢cocuklarda ERFE diizeylerini 6l¢gmek i¢in daha
giivenilir yontemler kullanilarak referans araliklarin belirlenmesi ve ERFE i¢in referans
antijenin standartlastirilmas1 sonucunda, daha giivenilir sonucglar elde edilebilecektir.
Gelecekte yapilacak calismalar sonucunda, ERFE’nin hepsidin {izerindeki baskilayici
rolii ve etki mekanizmasinin netlik kazanmasi1 durumunda, ERFE’ye spesifik antikorlar
tiretilebilir. Talasemilerde bu antikorlar kullanilarak ERFE‘nin inhibisyonu ve bunun

sonucunda bagirsaklardan demir emiliminde azalma saglanabilir. Bu tedaviler, TM
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hastalarinda demir selatorleri ile birlikte ya da TI hastalarinda tek basina kullanilabilir.
Bu sekilde daha etkin bir tedavi yontemi saglanabilir ve bu hastalarda demir birikimine
bagli olarak olusan organ hasarlarinin Oniine gegilebilir. Sonu¢ olarak, ERFE
talasemilerde eritropoetik aktivitenin gosterilmesinde kullanilan parametrelerden birisi
olabilir. Ancak, ERFE'min demir metabolizmasindaki roliinii agikliga kavusturmak icin

daha detayli ¢aligmalarin yapilmasi gereklidir.
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6. SONUC ve ONERILER
Bu arastirmanin sonuglarini su sekilde 6zetleyebiliriz:

. Talasemi major (TM), talasemi intermedia (TI), talasemi tastyicis1 (TT) ve kontrol

gruplarinin yaglar1 arasinda fark bulunmadi.
Tiim gruplarin cinsiyetleri arasinda fark bulunmadi.

Saglikli bireylerin hemoglobin (Hb) degerleri, TM, TI ve TT bireylerinin Hb
degerlerinden daha yiiksek bulundu. Talasemi tasiyicisi bireylerin Hb degerleri, TM
ve TI hastalarinin Hb degerlerinden daha yiiksek bulundu. Talasemi intermedia

hastalarinin Hb degerleri, TM hastalarinin Hb degerlerinden daha diisiik bulundu.

Talasemi intermedia ve TT gruplarindaki bireylerin MCV degerleri, kontrol ve TM
gruplarindaki bireylerin MCV degerlerinden daha diisiik bulundu.

. Talasemi major grubundaki bireylerin alanin aminotransferaz (ALT) aktiviteleri, TT
grubundaki bireylerin ALT aktivitelerine gore daha yliksek bulundu. Diger gruplar

arasinda ALT aktivitesi bakimindan istatistiksel bir fark bulunamadi.

. Talasemi intermedia grubundaki bireylerin aspartat aminotransferaz (AST)
aktivitesi, TT ve kontrol gruplarindaki bireylerin AST aktivitelerine gore daha

yiiksek bulundu.

Tim gruplarin hs-CRP diizeyleri normal diizeylerde bulunmasina ragmen TI
hastalarinin hs-CRP diizeyleri, kontrol, TT ve TM gruplarindaki bireylerin hs-CRP
diizeylerinden daha yiiksek bulundu.

Talasemi tasiyicist grubunda bulunan bireylerin ferritin konsantrasyonlari, kontrol
grubundaki bireylerin ferritin konsantrasyonlarma goére daha diisiik bulundu.
Talasemi intermedia hastalarinin ferritin  konsantrasyonlari, TT ve kontrol
gruplarindaki bireylerin ferritin konsantrasyonlarindan daha yiiksek bulundu.

Talasemi major grubunda bulunan bireylerin ferritin konsantrasyonlari, diger ii¢
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

gruptaki (TI, TT ve kontrol) bireylerin ferritin konsantrasyonlarindan daha yiiksek

bulundu.

Talasemi major ve TI gruplarindaki bireylerin demir konsantrasyonlari, TT ve
kontrol gruplarindaki bireylerin demir konsantrasyonlarina gore daha yiiksek
bulundu. Talasemi major hastalarinin demir konsantrasyonlari, TI hastalarinin demir

konsantrasyonlarindan daha yiiksek bulundu.

Talasemi major ve TI gruplarindaki bireylerin transferrin konsantrasyonlari, TT ve
kontrol gruplarindaki bireylerin transferrin konsantrasyonlarmma gore daha diisiik

bulundu.

Talasemi intermedia grubundaki bireylerin ERFE konsantrasyonu, TM, TT ve
kontrol gruplarindaki bireylerin ERFE konsantrasyonlarindan daha yiiksek bulundu.
Talasemi major grubunun ERFE konsantrasyonu, TT ve kontrol gruplarinin ERFE

konsantrasyonlarindan daha yiiksek bulundu.

Talasemi intermedia ve TM grubundaki bireylerin hepsidin konsantrasyonlari, TT ve
kontrol gruplarindaki bireylerin hepsidin konsantrasyonlarina gore daha yliksek

bulundu.

Talasemi major grubunda ((hepsidin/ferritin)x1000) orani, kontrol, TT ve TI
gruplarindaki bireylerin ((hepsidin/ferritin)x1000) oranlarindan daha diisiik bulundu.
Talasemi intermedia grubunun ((hepsidin/ferritin)x1000) orani, TT grubunun

((hepsidin/ferritin)x1000) oranina gore daha diisiik bulundu.

Talasemi major ve TI gruplarindaki bireylerin GDF15 konsantrasyonlari, TT ve
kontrol gruplarindaki bireylerin GDFI15 konsantrasyonlarindan daha yiiksek

bulundu.

Tiim gruplardaki bireylerin hemoglobin konsantrasyonlari ve MCV degerleri
arasinda pozitif korelasyon bulundu. Bireylerin hemoglobin ile transferrin

konsantrasyonlar1 ve total demir baglama kapasiteleri arasinda pozitif korelasyon
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25

bulundu. Tiim gruplardaki bireylerin hemoglobin ile demir, hepsidin, GDF15

konsantrasyonlar1 ve eritropoetin aktiviteleri arasinda negatif korelasyon bulundu.

Tiim gruplardaki bireylerin serum demir konsantrasyonlari ile ferritin, hepsidin,

GDF15 konsantrasyonlar1 ve EPO aktiviteleri arasinda pozitif korelasyon bulundu.

Tim gruplardaki bireylerin ferritin konsantrasyonlari ile hepsidin, GDFI15

konsantrasyonlar1 ve EPO aktiviteleri arasinda pozitif korelasyon bulundu.

Tiim gruplardaki bireylerin EPO aktiviteleri ile ERFE, hepsidin ve GDF15

konsantrasyonlar1 arasinda pozitif korelasyon bulundu.

Kontrol grubunu olusturan saglikli  bireylerin  ferritin  ve  hemoglobin

konsantrasyonlari arasinda pozitif korelasyon bulundu.

Kontrol grubundaki bireylerin ferritin konsantrasyonlar1 ve MCV diizeyleri arasinda

pozitif korelasyon bulundu.

Kontrol grubundaki bireylerin ferritin ve GDF15 konsantrasyonlar1 arasinda pozitif

korelasyon bulundu.

Talasemi tasiyicilarinin EPO aktiviteleri ile GDF15 ve ferritin konsantrasyonlari

arasinda pozitif korelasyon bulundu.

Talasemi intermedia hastalarinin yaslar1 ve ferritin diizeyleri arasinda pozitif
korelasyon bulundu. Talasemi intermedia hastalarinin yaslar1 ve total demir baglama
kapasiteleri arasinda negatif korelasyon bulundu. Talasemi intermedia hastalarinin

yaslar1 ve ((hepsidin/ferritin)x1000) oranlar1 arasinda negatif korelasyon bulundu

Talasemi intermedia hastalarinin ferritin ve transferrin konsantrasyonlar1 arasinda

negatif korelasyon bulundu.

. Talasemi intermedia hastalarmin ferritin konsantrasyonlar1 ve total demir baglama

kapasiteleri arasinda negatif korelasyon bulundu.
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26.

27.

28.

29.

Talasemi intermedia hastalarinin ferritin konsantrasyonlari, EPO aktiviteleri,
hepsidin, ERFE ve GDF15 konsantrasyonlar1 arasinda herhangi bir korelasyon

bulunamadi.

Talasemi major hastalarinda pretransfiizyon hemoglobin konsantrasyonu ve

eritropoetin aktiviteleri arasinda negatif korelasyon bulundu.

Talasemi major hastalarinda ferritin ve ERFE konsantrasyonlar1 arasinda negatif

korelasyon bulundu.

Talasemi major hastalarinin EPO aktiviteleri ve GDF15 konsantrasyonlar1 arasinda

pozitif korelasyon bulundu
Bu arastirmanin sonuglarina gére onerilerimiz:

Talasemi intermedia hastalarinda eritropoetik aktivitenin gosterilmesi i¢cin ERFE
degerleri kullanilabilir. Artmis eitropoetik aktivite goz Oniline alinarak klinik
degerlendirme ile birlikte TI hastalarina transfiizyon baglanabilir ve bu sekilde

fenotipik degisikliklerin oniine gegilebilir.

Bizim caligmamiza dahil edilen TM hastalarinda EPO ve hemoglobin degerleri
arasinda negatif korelasyon bulunmasi, talasemi major hastalarina diizenli
transflizyon yapilmasi durumunda EPO aktivitesinin azaldigin1 ve inefektif
eritropoezin baskilandigin1  gostermektedir. Bu nedenle, TM hastalarindaki
eritropoetik aktiviteyi minimum diizeyde tutacak sekilde transfiizyon yapilmasi

Onemlidir.

Talasemi hastalarinda inefektif eritropoez ve demir metabolizmasi arasindaki iliskiyi
anlamak ic¢in kullanilabilecek parametrelerden birisi ERFE olabilir. Ancak,
ERFE’nin demir metabolizmasindaki roliiniin aydinlatilabilmesi i¢in daha detayl

caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Eritropoez ile demir metabolizmas1 arasindaki iliskiler tam olarak aydinlaga
kavusturuldugu zaman, talasemi hastalarinda demir birikimi nedeniyle olusan organ

hasarlarint Onlemeye yonelik yeni tedaviler gelistirilebilir. Bu tedaviler, TM
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hastalarinda demir selatorleri ile birlikte ya da TI hastalarinda tek basina
kullanilabilir. Bu nedenle, ERFE ve diger eritroid etmenlerin demir metabolizmasi

ile iliskisini arastiracak ¢aligmalarin yapilmasina devam edilmelidir.
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