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KISALTMALAR
DFO: Desferrioxamine
DNA: Deoksiribonukleik Asit
EPOQ: Eritropoetin
FADD: Fas Associated Death Domain (Fas’ a Bagh Ol Boige)
FLIP: Flice Inhibitory Protein
G-CSF: Granulocyte Colony Stimulating Factor (Grantllosit Koloni Stimulan Faktér)
Hb: Hemoglobin
HL: Human Leukemia (insan Losemi)
ICAM: Intracellular Adhesion Molecule (Hiicre igi Adezyon Molekili)
ICE: Interleukin-18 Converting Enzyme (interlékin-1 g Dénstiraci Enzim)
IL: interleukin
IVS: Intervening Sequence (intron)
MDR: Multiple Drug Resistance (Coklu ilag Direnci)
mRNA: Messenger Ribontkleik Asit
PARP: Poli Adenil Riboz Fosfat
PBS: Phosphate Buffer Saline (Fosfat Tampon Sollisyonu)
Pl Propidium lodide
PS: Phosphatidyl Serine
TNF: Tumor Necrosis Factor (Tumér Nekrosis Faktor)
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1. GIRIS VE AMAC

Ulkemizde siklikla gorilen ve ©6nemli sadhk sorunlanna yol acan
hemoglobinopati, beta-talasemidir (1-3). Beta—talasemi, hemoglobinin beta-globulin
zincir sentezinin azalmasi (B'-talasemi) yada hic sentezlenmemesi (p°-talasemi)
sonucu olusan ve otozomal resesif kalitilan bir hastahktir. Beta-talasemide aneminin
O¢ farkh nedeni vardir: inefektif eritropoez, intrameduller hemoliz ve hemoglobin
uretiminde azalma. Bu nedenlerden en énemlisi inefektif eritropoezdir (4). Yapilan
calismalarda beta-talasemi majorlu hastalarda kemik iligindeki eritroid oncillerinde
apoptozun artmig oldugu gosterilmigtir (5).

Apoptoz (Programlanmis hiicre 6lumu), selektif bir hiicre delesyonu iglemidir.
Apoptozun varlifi, normal ve anormal iglevlerin kontroliinde major rol oynar (6).
Molekuler seviyedeki tanmimi, klasik olarak DNA’nin endonukieazlar tarafindan 180-
200 baz cifti icerecek sekilde parcaciklara béllinerek nikleosomlar olusturulmasidir.
Cekirdeksiz hicrelerde ise hicre membraninda tomurcuklanma ve stoplazmik
yogdunlagma ile kendini gosterir (7). Bu DNA kiriklarinin elektroforezle gosterilmesi
apoptozun ortaya konmasinda sik kullamlan eski bir yontemdir (8). Ancak 1994’te
Koopman ve arkadaslart yeni bir ydntem gelistirmiglerdir. Hicre membranindaki
fosfolipid hicreler apoptoza girdikge bozulmakta ve normalde hicre membran: i¢
ylzeyinde yer alan fosfotidilserin (PS) dig yluzeyden eksprese olmaya baglamaktadir.
Anneksin-V fosfolipidlere, 6zellikle de PS’e kalsiyum-aracili baglanan bir proteindir.
Anneksin-V'in PS’e baglanmasi flow sitometrik yéntemle, kiilttr ortaminda gésteriimis
ve apoptozu bu yontemle degerlendirilebilme olanagi dogmustur (2,10).

Talasemi majorlu hastalar hem splenekiomi 6ncesi hem de sonrasinda
bakteriyel enfeksiyonlara yatkindir. Bu yatkinhk T-hicre alt grup anormallikleri ile
asirt demir yOki ve tekrarlayan transfuzyonlarin neden oldugu imman baskilanma ve
bozulmug nétrofil fagosit fonksiyonlarina baglanmaktadir. Cesitli ¢ahigsmalarda
tedavide kullanilan desferoksaminin (DFO) aktive insan nétrofillerinin adezyon
fonksiyonlarini bozdugu in-vitro olarak gosterilmigtir (11). Yine bir bagka caligmada
talasemili hastalardan elde edilen serumun nétrofillere toksik oldugu ve bu
toksisitenin ferritine bagli demir yaki nedeni ile ortaya ¢iktigi bildiriimigtir (12). Ancak
talasemili hastalardaki enfeksiyonlara olan yatkinhgin grantlosit apoptozu ile iligkisi
bugiine kadar ¢alisiimamstir.



DFO talasemili hastalarda transfuzyonel demir yikionin tedavisinde
kullaniimaktadir. Bu ajan belirgin sitotoksiktir ve hiicre proliferasyonunu S-fazinda
inhibe eder. Saglikh insandan elde edilen aktive periferal T-lenfositlerde ve HLG0
promyelositik hiicre serisinde DFO’nun ¢ogalmakta olan hiicrelerde apoptoza neden
olurken, aktive edilmemig periferal lenfositlerde ve grantlositlerde apoptoza neden
olmadigi in-vitro 12-24-48 saatlik inkUbasyonlar sonrasi oligonikieer DNA
parcaciklarinin elektroforezle gésteriimesiyle ortaya konmustur (8). HL60 hucreleri,
DFO eklenen ortamda 24 saat tutuldugunda cok disik dozlarda bile apoptoz
indUklenmigtir. Ayni bulgu endotel hucrelerinde de gosterilmigtir (13,14). C-myc
proto-onkogeni, apoptotik hiicre 6luma, proliferasyon ve diferansiasyonu da igeren bir
cok hucresel islevde rol oynamaktadir. DFO alan talasemik hastalardan elde edilen
periferal mononukleer hiicrelerde c-myc onkoprotein ekspresyonunun saglikh
kontrollere gére belirgin distk oldugu bulunmustur (15).

Tam bu verileri degerlendirerek biz bu ¢alismada, literatirde ilk kez talasemi
majoriu hastalarda periferik kandaki granulositlerde apoptoz oranlarini Annexin-V
yontemi ile arastirmayi ve bu hastalardaki grantlosit apoptoz orani ile enfeksiyon
sikhgi, DFO kullanimi ve serum ferritin dizeyi arasindaki iligkiyi incelemeyi
amacladik.



2.GENEL BILGILER:
2.1. HEMOGLOBININ YAPISI VE TiPLERI

Hemoglobin, vertebralilarin kirmizi kan hicrelerinde, bazi vertebrasiziarda ve
leglimlerin kék nodullerinde bulunan, oksijen taginmasi icin gerekli bir proteindir.
Molekdl agirig 63000-67000 mol kadardir ve kiiresel bir yapiya sahiptir. Hemoglobin
moleklla her biri bir hem grubu tagiyan iki ¢ift polipeptid zincirinden olusan bir
tetramerdir. %4 hem ve %96 giobinden olugan hemoglobin molekdlinun globin
parcasi, iki alfa (a) ve birbirinin ayni olan iki non-alfa polipeptid zinciri icerir. Cesitli
hemoglobinlerin polipeptid zincirleri kimyasal olarak farkl: tiptedirler. Embriyo, fetUs,
gocuk ve yetigkin kirmizi kan hicreleri igerisinde normalde alti farkli hemoglobin
tespit edilir. embriyonik hemoglobinler, Gower-1({e2), Gower-2(opep) ve
Portland({2y2); fetal hemoglobin, Hb F ve yetigkin hemoglobinleri, Hb A ve Hb A..
Embriyonik hemoglobinler gestasyonun sekizinci haftasina kadar predominant
hemoglobin olmalarina ragmen G¢lncl ay civarinda kaybolarak yerlerini Hb Fe
birakirlar (1).

Fetal hemoglobin non-alfa polipeptidi olarak gama, “y” polipeptid zinciri icerir ve
azy2 seklinde tammlamir. Al aylik bir fetusta hemoglobinin %90 ini Hb F olustururken
bu oran dogumda duger ve totalin %70ine iner. Dogum sonrasi dénemde HbF
sentezi hizla azalir ve 6-12 aylik olundugunda sadece kicik bir miktar tespit
edilebilir. Bu yasin Gzerindeki gocuklarda ve yetigkinde Hb F %2’nin altina iner.

Hemoglobinin normal erigkin eritrositlerindeki tipleri, Hb F, Hb Ay ve
predominant form olan Hb A’dir. Hb A, non-alfa polipeptidi olarak beta, “B” polipeptid
zZinciri igerir ve a2 seklinde tanimlanir.

Globin zincirleri,‘ o ve B globin gen kimelerindeki yapisal genler tarafindan
kodlanir. Alfa globin gen kiimesi 16. kromozomun ve beta globin gen kumesi 11.
kromozomun kisa kolu Uzerinde yer alir. Her iki kimede bulunan genler, gelisim
surecinde 5 den 3’ ucuna dogru birbirini izleyerek eksprese olacak sgekilde
dizenlenmiglerdir (16,17). Dogumdan sonra 6. haftaya kadar stren ilk evrede Hb F
ve Hpb A'nin total hemoglobin igerisindeki ylzdeleri sabit kalirken ikinci evrede (6-
25.haftalar) hemoglobin kompozisyonu degigir ve Hb F ile Hb A erigskin dizeyleri
olan, sirasiyla %0,5 ve %96 seviyelerine ulagir (16,18).



Diger form olan Hb A2 ise non-aifa polipeptid olarak, delta, “8” polipeptid zinciri
icerir. & globin geni, fglobin geni tarafindan kodlanan 146 amino asitten 10 amino
asitinde farklilik gésteren bir globin kodlar. Ancak § globin geninin “promotor “olarak
adlandinlan kontrol bolgesi defektiftir ve fonksiyonel mRNA olusumunu baskilar.
Ayrica 8 mRNA B mRNA’dan daha az kararlidir. Bu nedenlerle Hb A, eritrositlerdeki
hemoglobinin ancak %2’sini olugturur. Tablo 1’de farkh gelisim dénemilerindeki insan
hemoglobin tipleri ve oranlar verilmistir (16,19).

Tablo 1. insanda farkli gelisim dénemlerindeki hemogiobin tipleri ve gézlenme

oranlar.
Geligim dénemi Hemoglobin tipi Gozlenme orant
Embryonik Coto Hb Gower 1
(8. haftaya kadar) Coya Hb Portland
, Ol2E2 Hb Gower 2

Fetal o2y2 Hb F %85

02B2 Hb A %5-10
Erigkin 2Bz Hb A %96

0282 Hb A %2.5-3.5

o2y2 Hb F %0.5

2.2. TALASEMI SENDROMLARI

Hemoglobin  yapisi ve sentezinde meydana gelen  bozukluklar
“hemoglobinopati” olarak adlandirilir. Ulkemizde hemoglobinopatilerden en sik
rastlanilanlan sirasi ile beta-talasemi, orak hicreli anemi, alfa talasemi, Hb D, Hb O
Arab ve Hb E’dir (2,3).

Talasemi sendromlar bir yada daha fazla globin zincirinin sentezinde azalma
sonucu olugsan ve ¢ogu kez hipokrom mikrositer anemiye neden olan en yaygin
hemoglobin bozukiuklandir (17,19). Talasemiler etkilenen globin zincirine gbre
siniflandiniabilir. o-talasemi, B-talasemi, y-talasemi, {B-talasemi, 3-talasemi, y3B-
talasemi, ey8B-talasemi. En yaygin form p-talasemidir. 1925 yilinda Detroitli pediatrist
Thomas Cooley beta-talasemiyi, agir anemi, karakteristik kemik degisiklikleri ve
splenomegali ile birlikte “Cocukluk Cagi Eritroblastik Anemisi” yada “Cooley Anemisi”
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olarak adlandirmigtir. ilk olgular italyan, Yunan ve Ermeni asilli gocuklarda
saptandidi icin “Mediterranean Anemia” adi da verilmis ve daha sonra “Thalassemia”
olarak adlandinimigtir. Yunan dilinde “Thalas” kelimesi “Blyilk deniz” ya da “Akdeniz’
anlamina gelmektedir (16,19,20). Beta-talasemi diinyanin her bolgesinde bulunabilir,
dinya populasyonunun %3’0 beta-talasemi tagiyicisidir. Akdeniz Glkeleri, Kuzey
Afrika, Orta Dogu, Hindistan, Cin ve Giney Dodu Asya’'da daha yaygin goérilmektedir
(20).

2.2.1. BETA-TALASEMI
Beta-talasemi ¢oklu mutasyonlara bagh tespit edilen ilk tek gen hastaligidir. Bu
durum hastalidin genetik ve klinik heterojenitesini agiklamaktadir (21).

B-globin zincirinin yapimindan sorumiu olan beta gen kiimesi {e,yGyA, w,8,B8 ) 11.
kromozomun kisa kolunda 15.5 béigesinde (11p15.5 ) yer alir ve 146 aminoasitten
olusur. Bu bdélge yaklagik 60kb. uzuniuktadir. B-globin geni ise 1.6 kb.’lik kiglk bir
gendir (22,23).

B-globin geninde iki intron (intervening sequence, IVS) ve U¢ ekson
bulunmaktadir. Globin zincirini sentezleyen gen bdlgelerine ekson, proteine
dénismeyen bdlgelere intron adi verilmektedir. Beta talasemi bozukiuklarinin biyik
coguniugu B-globin gen ekspresyonunu etkileyen nokita mutasyonlan
olugturmaktadir. Homozigot durumlarda globin zincir sentez galigmalar pB-talaseminin
2 ana tipini ortaya gikarir: B*-talasemi, f-globin zincirinin sentezindeki azalma sonucu
olusurken, B°-talasemi, B-globin zincirlerinin hi¢ sentezlenmemesi sonucu olugur.
Hastalik genetik temel ve klinik agirfhk gbéz 6nitine alinarak siniflandinimigtir (19).
Homozigot durum, talasemi major ve intermedia; heterozigot durum ise talasemi

minér ve minima geklinde simiflandiniimigtir.

2.2.2. BETA-TALASEMI MAJOR ( Homozigot p°-talasemi )
2.2.2.1. Klinik bulgular ve Tam

Hayatin ilk 3 aylik déneminde hemoglobinin blylk coduniugunu Hb F
olusturdugu ve Hb F, B-globin zinciri icermedidi icin bu dénemde bebeklerde beta-
talasemi anemiyle sonucianmaz. Ancak 4. Aydan sonra, y-globin zincirinin ¢ok azalip,
B-globin zincirinin yapiminin aktif hale geldigi devrede, agir, progressif hemolitik
anemi ortaya ¢ikar. Hastalarin gogunda hemoglobin seviyeleri ilk alti ay ile bir yil
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arasinda transfiizyon gerektirecek dizeye iner (1,19,23,24). Beta-talasemi majoriu
hastalar aileleri tarafindan beslenme glclagQ, irritabilite, ates, diyare, kusma, karin
sisligi, solukiluk gibi farkh yakinmalarla doktora getirilebilirler. Anemi ve
hepatosplenomegali en énemli klinik bulgulardir. Bu hastalar belirgin aneminin neden
oldugu asin gagsuziuk ve kardiyak dekompansasyonun énlenmesi igin dizenli kan
transflzyonlarina ihtiya¢ duyarlar. Tedavi ediimeyen ya da dlzensiz transfizyon alan
hastalarda agir anemi dénemierinde meduller ve ekstra mediller alanlarda
eritropoietik dokunun hipertrofisi gézlemlenir. Yuz ve kafa kemiklerindeki kemik
iliginin belirgin genislemesi ile olugan kemik degisiklikleri karakteristik yiz
gbranimini olusturur. Solukluk, hemosideroz ve ikter deride yesilimsi kahverengi bir
renk degisikligine neden olur. Ekstrameduller hematopoez ve hemosideroz nedeniyle
karacijer ve dalakta blyUme olugsurken ikincil hipersplenizm gdézlemlenebilir.
Miyokardiyal hemosiderozisin neden oldugu, duzeltiiemeyen aritmi ve kalp yetmezIigi
gibi kardiyak komplikasyonlar; pankreatik siderozisin neden oldugu diabetes mellitus;
diger endokrin anormalliklerin neden oldugu gecikmis yada hi¢ olusamamis puberte
ve buyume geriligi de diger komplikasyonlardir (1).

2.2.2.2. Laboratuvar bulgulari

Periferik yaymada eritrositlerde gdzlemlenebilen morfolojik degisiklikler, agir
hipokromi, mikrositoz,anizositoz, poikilositoz, polikromazi, bazofilik noktalanma ve
target hicrelerinin  (hedef tahtasi geklinde eritrositier) gorulmesidir. Ozellikle
splenektomi sonrasi daha fazla gézlemlenen, ¢ok sayida cekirdekli eritrosit ve
eritrositler icinde presipite olmug o zincirlerinin olusturdugu inklizyon cisimcikleri
tespit edilir. TransfUzyon verilmediginde hastalarin hemoglobin dizeyi 5 mg/dL’nin
altina iner. Serum demir ve demir baglama kapasiteleri yiuksektir. Onemli diger
biyokimyasal bir 6zellik ise eritrositlerdeki fetal hemoglobin miktarindaki ¢ok belirgin
artistir (1). p°-talasemilerde Hb A bulunmamakta, yalmz Hb A, ve Hb F bulunmakta,
B*-talasemilerde ise Hb Ay, Hb F ve degisik miktarlarda Hb A bulunmaktadir (19).

Beta-talasemi major'lu hastalarda bu gine kadar 180’den fazla mutasyon
tanimlanmigtir. Bu durum hastaligin genetik ve klinik heterojenitesini aciklamaktadir
(25). En sik tespit edilen mutasyon tipi IVS1-110(G—A)'dur. Bu mutasyondan sonra
sirasi ile; kodon 39(C—T), IVS1-6(T—>C) ve IVS1-1(G—>A) mutasyonlari yaygin
olarak goriimektedir (26,27).



2.2.2.3. Tedavi

Hemoglobin dizeyini 10g/dL’nin {izerinde tutacak gekilde uygulanan, genellikle
her 4-5 haftada bir 15-20 mlL/kg eritrosit sUspansiyonu kullanilarak yapilan dizenli
kan transflizyonlari ile aneminin agirlagmasinin dénune gegilir ve anormal eritropoez
baskilanmaya ¢alisilir (1).

Hemosideroz, uzun dénem transflizyon tedavisinin kaginilmaz bir sonucudur.
Cunkd, kullamlan her 500 mL kan, fizyolojik yollardan atilamayan 200 mg'hik demir
yikani dokulara verir. insan vilicudunda demir atilim mekanizmast yoktur. Talasemi
major ve diger dizenli kan transfluzyonu gerektiren refrakter anemili hastalarda en sik
olim nedeni agin demir yokadar. Ozellikle myokardial hemosiderozis talasemi
majoriu hastalarda erken 6lume katkida bulunan énemli bir faktérdur. Hemosideroz
bir demir gelatérl olan desferrioxamine (DFOYnin parenteral kullammi ile azaltilabilir
ve hatta dnlenebilir (1).

DFO, Streptomyces pilosis tarafindan Uretilen ve ferrik demiri (Fe3") 1:1
oraninda baglayan bir hidroksilamindir (28). DFO, enzimatik olmayan disik molekal
agirhikh hiicre ici demir havuzu ile beraber hiicre igi ve digi ortamdaki ferritin ve
ferritin olmayan demiri selate eder (29,30). Oral olarak kullamldiginda inaktif hale
dénigmesi nedeniyle 8-12 saatlik periodliar halinde subkitan inflzyoniar geklinde,
kuctk taginabilir bir infuzyon pompasi kullanilarak, haftada 5-6 gece, genellikle uyku
esnasinda kullaniimaktadir. Bu kullamnim rejimine uyan hastalarda serum ferritin
seviyeleri toksik diizeyin altinda, yani 1000 ng/mL altinda tutulabilmektedir.

Diger bir demir selatéru olan Deferipron, su anda DFOQO’ya alternatif oral bir
secenektir. Etkinligi DFO ile karsilastirilabilecek 6lglide olmasina ragmen, kullanimi
henlz ¢ok yaygin degildir. Hayvanlarda I6kopeni ve hastalarda agraniilositoz, hepatik
fibroz geklinde yan etkilere neden olmaktadir (31,32).

Hipertransfizyon rejimi agir splenomegaliyi 6nlese de bazen organin asir
bliylk olmasi ya da sekonder hipersplenizme neden olmasi nedeniyle splenektomi
gerekli olabilmektedir. Splenektominin agir sepsis riskini artirmasi nedeni ile
mumkin oldugu kadar geciktiriimesi onerilmektedir. Ancak splenektomi icin en
6nemli endikasyon transfiuzyon miktarinda artma ile kendini gosteren
hipersplenizmdir. Yilda 240 mbL/kg eritrosit sUspansiyonundan daha fazla kan ihtiyaci

hipersplenizm goéstergesidir ve splenektomi endikasyonudur (1).
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Kemik iligi transplantasyonu, bu hastalarda tamamiyla tedavi edicidir ve gittikce
artan oranlarda basan ile uygulanmaktadir. Genig hasta gruplarinda uygun donérii
olan, hepatomegali ve portal fibrozisi olmayan, iyi selasyon tedavisi alan hastalarda
%80-90 basari ve %6 mortalite bildirilmigtir. Asin transflizyon alanlarda dahi
uygulanan bu ydntem, hipertransfizyon rejimi ve uygun gelasyon tedavisi ile de
hastalarin normal yasamlarimi devam ettirebilmeleri ve transplantasyonun yiksek
mortalite ve morbidite igermesi nedeniyle rutin uygulamaya girmemistir (1,33,34).

Beta-talasemi majorda gen tedavisi icin cahgmalar devam etmekte, ancak
hentiz uygulanmamaktadir. Tedavide hastaliga bagh komplikasyonlarin uygun
tedavileri, hasta ve ailelerine psikolojik yardim 6nemli diger unsurlardir.

2.2.3. BETA-TALASEMI INTERMEDIA

Daha hafif g*-talasemi gen mutasyonlarinin homozigot ekspresyonu Cooley
Anemisi benzeri, ancak daha hafif giddette klinik tablo yaratir ve beta-talasemi
intermedia olarak adiandirilir. Bu hastalarin hemoglobin seviyeleri transfizyon
almasalar dahi 7 g/dL'nin Gzerindedir. Ancak hemoglobin elektroforezinde Hb A, Hb F
ve Hb A, seviyeleri degiskenlik gobsterir (23). Bazi hafif mutasyonlarin
homozigotlugunun yanisira hafif ve agir molekiler defektlerin ¢ift heterozigotiugu
talasemi intermedia seklinde klinik tablo olusturabilir. Mutasyon tiplerine gére bazi
hastalar normal biyume, gelisme ve sekstel maturasyon gdésterdikieri halde
bazilarninda kardiyomegali, hepatosplenomegali, hipersplenizm, artrit ve iskelet
anomalileri gelisebilmektedir. Agir anemisi olan ve hepatosplenomegalisi belirgin
olan beta-talasemi intermediali hastalarda ortaya ¢ikabilecek komplikasyonlar, beta-
talasemi majordaki gibi hemoglobin seviyelerini normal duzeyde tutarak ve endojen
eritropoezi bakilayacak sekilde transflzyonlarla engellenebilmektedir (35,36).
Hastalarda gastrointestinal sistemdeki artmig demir emilimi hemosiderozise neden
oldudu icin selasyon tedavisi almayan hastalarda dastk demir iceren diyet onerilir
(1).

Bu hastalarda tespit edilen mutasyon tipleri arasinda en sik, B* mutasyonlardan
homozigot IVS1-6(T—C) ve B° mutasyonlardan IVSII-1(G—A) gérular (35,36).

2.2.4. BETA-TALASEMI TASIYICILIGI
iki beta geninden yalnizca birisi beta talasemi geni tasiyorsa bu gruba talasemi
tasiyicilari denir. Genellikle klinik olarak asemptomatiktirler (23). Bu hastalarda Hb Az



diizeyleri artmig olarak, %3,4 ile %7 arasinda tespit edilir. Hb A, si normal olan,
ancak genetik tetkik sonucu tespit edilebilen heterozigotlar ise “Talasemi minima”
olarak adlandinlir; Hb F dizeyleri %1-5 dolayindadir. Periferik kan yaymalannda
eritrositlerde hipokromi, mikrositoz, anizositoz, poikilositoz ve bazi hastalarda anemi
bulunsa da kan transflizyonuna ihtiya¢ duyulmaz (23,37, 38).

B-talasemi tasiyicihi@r sikligi Turkiye genelinde %2’dir. Bu oran baz bélgelerde
%10 (Antalya, Trakya), bazi bélgelerde ise %0.6 (Dogu Anadolu) olmak Uzere
farklihklar gosterir (25).

2.2.5 BETA-TALASEMI MAJORDA ANEMININ NEDENLERI

Beta-talasemide  aneminin  patofizyolojisi  incelendiginde  beta-globin
sentezindeki azalmaya ya da yokluguna ikincil hemoglobin miktarinin azaldigi
gézlemlenir. Ayrica eritrositlerin hem periferde hem de intramediller hemolizi
anemiye neden olan major kinetik defektlerdir (4).

Beta-talasemili hastalarda eritrositierde serbest a-zincirleri asin artmistir.
Serbest a-zincirleri kararli tetramerler ve ¢dziUnebilen bir form olusturamazlar; bu
nedenle eritrositlerde ve oncullerinde “inklizyon cisimcikleri® olusturacak sekilde
cokelirler. Kemik iliginde yasayan, icinde o-globin c¢okeltileri igceren bir kisim
eritrositler dolagima salindi§inda kemik iligi, dalak, karaciger gibi retikiloendotelyal
sistemde vaktinden 6nce yikima ugrarlar. Bu durum aneminin en énemli nedeni olan
“inefektif eritropoez’in temelini olugturur (39). Aneminin nedenleri incelenirken,
talasemik eritrositlerin periferik kana verilmelerinde belirgin bir azalma dikkati
cekmistir. Bu da kemik iliginde siradigi bir eritroid hicre 6lumini isaret etmektedir.
Kemik iligindeki bu siradisi 6lumin nedenleri tam olarak aciklanamasa da beta-
talasemi majorlu hastalarda eritroid énciillerinde a-globin zincir depolanmasi yaninda
sitoplazmik vakuolizasyon ve nukleer membraninda anomaliler gozlemlenmistir.
1993'te italya Pesaro’dan Yuan ve arkadaslan (5), transplantasyon yapilan beta-
talasemi majorlu hastalardan elde edilen kemik iliklerinde yaptiklari bir ¢caligmada o-
globin zincir depolanmasinin eritrosit 6ncullerinde artmis apoptoza neden oldugunu
gOstermiglerdir.



3.1. APOPTOZ

Apoptoz ya da programlanmis hicre 6lumi, selektif bir hicre delesyonu
islemidir. Apoptozun varhi§i, normal ve anormal iglevlerin kontroliinde major rol oynar
(6). Apoptotik hucreler morfolojik 6zellikleri ile, yani membran tomurcuklanmasi,
sitoplazmanin bilizGlmesi, nukieer kondensasyon, nikleer matriksin marjinasyonu ve
fragmante cisimciklerle (apoptotic bodies) karakterizedirler. Molekller seviyedeki
tanimi, klasik olarak DNA’nin endonukleaziar tarafindan 180-200 baz cifti igerecek
gekilde parcaciklara bélunerek nikleozomlar olugturmasidir (40).

Pulse jel elektfoforez kullanarak fludarabinle apoptozun indiklendigi hicre
serilerinde, 50.000 baz ciftlik yuksek molekiler agirlikii parcalar gézlemlenmis ve
bunun daha 6nce tarif edilen internGikleozomal kiriklar 6ncesi bir pargalanma oldugu
bildirilmigtir (7). Daha sonraki ¢calismalar bu yuksek molekiler adirhkli molekullerin
DNA kivrimlar ve onlarin oligomerleri oldugunu gdstermistir. Fakat nukleus ve DNA
kiriklari apoptoz igin mutlak gerekli gériimemektedir. Ozel bir baglayici ile Fas
antijenini tetikleyerek ¢ekirdeksiz bir hticrede hiicre 6lumt olugturulabilmigtir. Béylece
DNA pargalanmasimin sadece ikincil bir olay oldugu; sitoplazmik yogunlagsma ve
membran tomurcuklanmasinin apoptoz icin gerekli olaylar oldugu disiincesine
variimigtir (41).

Apoptozun indiksiyonu baglica U¢ evreden olugsmaktadir (42):
1. Hucre ile indiksiyon sinyalinin iligkisi

2. Olum sinyalinin biyokimyasal iletimi

3. Apoptozun olugmasi

Hacrelerde apoptozu uyaran cok sayida fizyolojik ve fizyolojik olmayan
uyarimin ulagti§i ortak nokta, hiicre iginde proteolitik olaylar (katabolik enzimler)
zincirini  baglatmalart ve bunun sonucunda da hicrede birgok esansiyel
makromolekiitin parcalanmasiyla apoptoz icin karakteristik biyokimyasal ve ultra-
struktiirel fenotipin ortaya cikmasidir. Bu proteolitik olaylar sonucunda yikima
ugrayan baglica molekdiller; hiicre iskeleti ve organizasyonunda rol alan aktin, fodrin,
familyal poliposis proteini, DNA tamir proteinlerinden DNA-PF, poli adenil riboz fosfat
(PARP), nukleer mitotik aparatus proteini olan NuMA; nikleer membran
entegrasyonunu saglayan laminler ve hicre siklusunda rol oynayan retinoblastoma
proteinidir. Protein yikimini  sa@layan proteolitik olaylar zinciri interlokin-18
“converting” enzim (ICE), benzeri proteazlarin (sistein proteazlar) harekete

gec¢mesiyle baglatiimaktadir. Sistein iceren aktif bolgesi olan ve dortli AA motifinde
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fagositler tarafindan taninmasi sonrasi apoptotik hicrelerin fagosite edilerek
enflamasyon olugsmadan ortadan kaldirilmalarina neden olmaktadir (57,58).

Hucrelerde apoptozu uyaran ¢ok sayida fizyolojik ve fizyolojik olmayan uyarim
vardir. Fas reseptér ve ligand interaksiyonu ile apoptoz induksiyonu temel bir
mekanizmayt olugturmaktadir. Fas ve FasL molekullerinin etkilesimi sonucu,
yuzeyinde Fas bulunan hiucrede apoptoz meydana geimektedir. Fas (Fas reseptorQ;
CD95; APO-1) 45 kDa agiriginda, timér nekrozis faktér (TNF) reseptdr grubuna ait
tip 1 membran proteinidir. Bu gruptaki proteinierin sisteinden zengin ekstraselliler,
transmembrandz ve intraselliler olmak Gzere ¢ kismi (domain) vardir. Fas ligand
(FasL; CD95L) ise Fas molekilunin dogal ligandidir. Tip 1l membran proteini olup
kodlama sekansi molekillin ekstraselliler kisminda karboksi terminalindedir. Fas
ligandin kendi reseptéri olan Fas ile interaksiyonu sonucu apoptozis sinyali,
yuzeyinde Fas molekilh bulunan hicrenin nikleusuna iletimekte ve Fas
ekspresyonu olan hiicrede apoptozis ile 6lim meydana gelmektedir. Fasl/ Fas
reseptdr trimerizaéyonu bu mesaj] iletimi igin gerekmekiedir. Reseptdr
trimerizasyonundan sonra Fas molekalindn intrastoplazmik kisminda bulunan Death
Domain (DD; 6lum bdlgesi) intrastoplazmik bir molekdl olan FADD (Fas associated
death domain) ile birlesmektedir. Bundan sonra sistein proteazlardan biri olan kaspaz
8 (FLICE/ MACH) aktive olmakta ve proteolitik olaylar zinciri baglamaktadir. Asagi
noktalarda yer alan kaspaz 3 (CPP32; YAMA) aktivasyonu da apoptotik hiicre i¢in
tipik sayilan PARP proteolizine ve apoptozise yol agmakiadir (43,45,46,48,51,59-62).

Bir diger apoptoz indUksiyon yolu; perforin/ granzim sistemidir. Sitotoksik T
lenfositlerle hedef hicrelerin élduriimesi, malign ve virls ile enfekte hucrelere kargi
savunmada dnemli bir rol oynamaktadir. Ayrica transplant rejeksiyonu ve otoimmin
hastaliklara neden olmaktadir. Sitotoksik T hicre grantllerinde bulunan perforin ve
serin proteaz granzim A ve B'nin serbestlegmesinden sonra 6lim gerceklesmektedir.
Perforin; hedef hicrenin plazma membraninda bir kesecik yaparak, granzim B’nin
sitozole girmesine izin vermektedir. Granzim B ise kaspaz sistemini aktive ederek
apoptozu gergeklestirmektedir (64-66).

3.1.1. APOPTOZDA ROL ALAN GENLER
Apoptozda rol oynayan bir ¢ok gen bulunmakia beraber G¢ gen, bcl-2, c-myc ve
p-53 detayh cahsimistir. Bcl-2 nin apotozu suprese ettigi 6zelliklede ik gosterildigi

follikler lenfomada olmak Gzere, sikhkia bildirilmigtir. Cok cesitli 16semi tiplerinde,
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aspartik asit rezidlleri karboksi terminal kisminda kesen bu sistein proteaziar
CASPASES (sistein iceren asp-ase'lar) (kaspazlar) olarak isimlendiriimektedir. Halen
bilinen kaspazlardan 6nemlileri kaspaz 1(ICE), kaspaz 3 (CPP32/YAMA) ve kaspaz 8
(FLICE/MACH)dir. Bu kaspazlar proenzim olarak sentezlenmekte, aktive olmalari
icin asp-x yerlerinde proteolitik aktivasyon gerekmektedir. Boylelikle zincir reaksiyonu
ile bir sonraki proteaz aktive olmakta ve son Urln (substratlarin) yikim: ortaya
gikmaktadir. Kaspaz 3 (CPP32)'un apoptozis yolunda asadida (downstream) ve kritik
bir noktada yer aldigi, DNA tamir proteinlerinden olan poli adenil riboz fosfatin
(PARP) yikimindan sorumlu oldugu gésterilmigtir (43,44-51). Boylece bircok degisik
stimulusun yol actigi terminal proteolitik olaylar hticrede, nukleer kondansasyon ve
DNA fragmantasyonu ile karekterize apoptotik fenotipi ortaya ¢ikarmaktadir.

Yakin zamanda tanimlanmig bir molekdl olan FLIP (Flice inhibitor protein) ise
kaspaz 8'i inhibe etmekte ve hicrede yaygin olarak bulunan proteolitik fapoptotik
mekanizmanin slrekli aktivasyonunu engellemektedir (52). Hlcrelerde dogal olarak
bulunan bu anti-apoptotik molekillerin diginda baz viruslar ise proteaz inhibitori
anti-apoptotik genleri (CrmA, p35) sayesinde, enfekte ettikleri hiicrelerin apoptozisini
engelleyerek kendi yasamian ve c¢ogalmalanni saglayacak sartlan temin
etmektedirler (43,44,53).

Apoptotik hiicrelerde erken degisikliklerden biri mitokondride gériimektedir.
Transmembran potansiyelde azalma sonucu mitokondrial fonksiyonda bozulma
olmaktadir. Mitokondriden pro-apoptotik maddelerin  (6rnegin  sitokrom )
salgilanmasi ise kaspazlarnn aktivasyonuna katkida bulunmaktadir (54). Apoptoza
ugrayan hucrelerdeki ylzey karbonhidrat ve diger membran degisikliklerinin fagosit
reseptorleri (fosfatidil serin, trombospondin, vitronekiin) ve lektinler tarafindan
taninarak apoptotik hucrenin ¢ok hizh ve etkili bir mekanizma ile ortadan
kaldinimasiyla apoptozis iglemi sonlanmaktadir (55). Spesifik proteaz inhibitorieri
terminal kaspazlar hedefleyerek hicre 6limini bloke etmektedirler. Apoptoz
inhibitér ailesinin proteinleri (IAP) kaspaz aktivitesini iptal ederek hicre olimani
azaltabilmektedirler (56).

Apoptotik hilicrelerde membran butinlugu bozulmamistir, ancak fagositozu
kolaylagtiracak membran degisiklikleri erken evrelerde bile gésterilmistir. Normalde
canh hicrelerde, fosfotidil serin (PS) hiicre membraninin i¢ ylizeyinde bulunmaktadir.
Ancak apoptozun indiksiyonu sonrasinda bir cok hiicre tipinde fosfolipitlerin

organizasyonu degismekte ve PS hicre yluzeyinde ekprese olmaktadir. PS’nin
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bcl-2 nin agin expresyonu ¢oklu ilag direng geni (MDR-1) olaya katiimaksizin,
apoptoz yokluju ve kemoterapiye rezistans ile iligkili bulunmustur. Epstein-Barr
virsi de bcl-2'nin  ekspresyonunu saglayarak enfekte hicreleri apoptozdan
koruyabilmektedir (7).

P-53, radio- yada kemo-indiklenmig DNA lezyonlarini ve cesitli fizyolojik
durumlarda apoptozu uyarma yeteneginde bir proteindir (67). Gende meydana gelen
bir nokta mutasyon, hemen her zaman ilgili allelde bir delesyona neden olarak
apoptoza karsi bir rezistans olusturur (68-70). Fare modelinin kullanidi§i bir
galigmada p-53 Un yoklugunun karsinogenezle iligkili oldugu g&sterilmigtir (71).

C-myc, proteininin proliferasyon, diferensiyasyon ve apoptotik hiicre 6limtn{ de
iceren bir gok hiicresel olayda gérev aidigi iyi bilinmektedir (15). C-myc’'in ektopik
ekspresyonu htcre siklusunun G1 periyodunu kisaltarak yada hicrelerin GO/G1
blylme duraklamasi donemine girmelerini dnleyerek onkojenik potansiyele belirgin
katkida bulunabilmektedir (72,73). C-myc’in asin ekspresyonu ortamdan serumun
cekilmesi yada DNA'ya toksik ajanlarin, transkripsiyonel olarak geni aktive etmeleri
ile apoptoz olugturabilmektedir (74-76). C-myc’in asin ekspresyonunun apoptoz
olusturdugunu gosterirken; bdylece asin ekspresyonun asiri gogalma olusturabilmek
icin yeterli, ancak apoptoz olugturabilmek igin yetersiz dizeyde gergeklesmesi ile
tumdral degisimin ortaya cikabilecegi gosterilmistir (74).

3.1.2. APOPTOZU ETKILEYEN FAKTORLER

Apoptozun dort durumda olusturulabilecegini bildirilmigtir. yagsam faktorierinin
yoklugu; duzenleyici sitokinlerin varligi; Fas (yada APO-1 yada CD95) gibi hucre
membrani antijenlerine kargi antikorlarin yada anti-kanser maddelerin varligi, virusler
yada sitokinlerin etkisi ile olugan genomik modifikasyonlarinda dahil oldugu sayisiz
olay apoptozu etkileyebilir (77).

Apoptozu dizenleyen reaksiyon zincirinde, hiicre tipi, hiicre siklusu dénemi ve
patofizyoloji kombinasyonlarina baglt olarak degisen bir ¢ok mediatér yer alir.
Apoptoz T-hucrelerinin (78) ya da B-hucrelerinin antijenik stimilasyonu ile olabildigi
gibi, aslinda daha siklikla bir membran reseptéranan (79), bir kimyasal madde,
6zellikle gok sayidaki sitokin yada bir hiuicre interaksiyonu ile de olusabilir (80).

Son yillardaki caligmalarda oksidatif stresin de apoptozun fizyolojik bir uyaran:
oldugu ortaya konmustur. Oksidatif stres timositler, fibroblastlar, endotelial hucreler,

blastosit ve granGloza hicrelerinde apoptoza neden olabilmektedir. Sonug olarak
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birgok antioksidan (Ornegin: glutathione) madde, peroksi-nitritlerin olusumunu (N-(2-
mercaptoethyl)-1,3-propandiamine) énleyerek apoptozu engelleyebilir (81).

Eritrositik seri gbz 6nine alindifinda, eritropoetin (EPQ) bazi 6zel reseptérilere
baglanarak eritroid &nclllerinde proliferasyon ve diferensiyasyon olusturmaktadir.
Bittorf ve arkadaslan (82), EPO’nun bu 6zellikleri diginda anti-apoptotik 6zelliginin de
bulundugunu gdéstermislerdir.

Apoptoz, hicrelerin terminal diferansiyasyonlarindaki kronolojik geligimin son
basamagidir. Her ne kadar, bu olayda yer alan sinyaller sonugta birlesse de,
farkliiklar olabilmektedir. Ornegin, miyeloid hicre serisinde, G-CSF reseptorleri ile
iletilen iki ayri sinyal belirlenmistir: biri apoptozu &énlerken digeri myeloid serinin
diferansiyasyonunu saglamaktadir (83). Fizyolojik olarak birka¢ gin icerisinde élen
granilositier, bu olayi geciktiren faktérler sayesinde aktive hale getirilebilir. Ornegin,
interldkin-18 (IL-B) ile 6nceden muamele edilmis endotel hiicrelerine yapismanin,
graniiosit apoptozunu onlerken; bu én muamale yapimadiginda apoptozun arttigi
gOsterilmigtir. IL-p’nin bu etkisi I6kosit integrinlerinin b zincirine kars antikorlarin ya
da anti-ICAM-1 monokional antikorlarinin spontan kullanimi ile &nlenebilmektedir.
Boylece enflamatuar sitokinler granulositlerin édmruni uzatabilir ve enfeksiyonla
savagabilecek granulosit sayisini arttirabilir (84).

Demir ise vicuttaki tim hacrelerin cogalmalarinin ve yagamlarinin devami igin
hem in-vitro hem de in-vivo vazgeciimez bir elementtir. Kiltir ortaminda HLS0
promiyelositik hiicre dizisi hiicreleri bulunan ortama ¢ok distk miktarlarda bile olsa
DFO eklemenin apoptoz olusturdugu gésterilmistir (13). Demir eksikliginde endotel
hiicrelerinin radiosensitivitesinin  ve apoptozunun arttigi da bildirilmigtir. Demir
eksikligi yaratmak i¢in insan umblikal ven endotel hiicreleri DFO eklenen ortamda
kaltare edilmis; bu durumda hucrelerin mitotik indeksleri degismezken, apoptoz ve
radyasyona olan hassasiyetlerinin (2.5 graylik irradiasyon sonrasi) arttig
gOsterilmigtir (14).

3.1.3. APOPTOZUN DEGERLENDIRILMESI (85)
1. Apoptozis indiksiyonu igin teknikler

e Fas (CD95) aracihidi ile huicre 6lumi

e Camptothecin ile hiicre 6lim indiksiyonu

2. Apoptozis olayinin dlgulmesi
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o Caspase'lar

e Annexin-V él¢imu

3. DNA Fragmentasyon dlicimileri
e APO-BRDU™ Kit

e APO-DIRECT™ Kit

4. Apoptozis ile iligkili proteinlere kargi antikorlarin élctimesi
e Bcl-2 Homologlan

e Caspase'lar

e CrmA

e Sitokrom c

e Fas Ligand

» Sinyal molekilieri

5. RN ase Protection dlgimt

3.1.4. BETA-TALASEMI VE APOPTOZ ILIiSKiSi

Beta-talasemi ile apoptoz arasindaki iligkinin arastirimas: fikri beta-talasemili
hastalarda aneminin etyolojisine yonelik calismalarda &ncelikli olarak eritrosit
oncilleri icin dustnlmastir. ik olarak beta-talasemili bir fare modeli (zerinde
yapilan arastirmada splenik eritropoezde hicre 6lomuntn rola gahsitmigtir. Bu
modelde eritroid hiperplazinin blyluk bir kismi ve inefektif eritropoez, ¢ok bluylimiis
haldeki dalakta meydana gelmistir. Eritroid prekursérlerinde bulunmayan CD45 ve
bir vital boya olan Hoechst 33342 ile ¢ift boyama yapilarak talasemik farelerin
dalaklarinda apoptotik hucrelerle eritroid oncillerinin oranlar  saptanabilmis ve
normal kontrollerle kargilastirabilmigtir. Talasemik farelerin dalaklarinda gok belirgin
olarak artmig eritroblastozisle beraber, normal farelerin dalaklarinda % 0.5-2 ve
talasemik farelerinkinde % 5-11 olmak Uzere artmig apoptoz oldugu gdsterilmisgtir.
Ayrica bu calismada, aneminin giddeti ile eritroid dnclllerindeki apoptoz seviyesi
arasinda bir korelasyon bulunmustur (86). Ayni aragtirmacilar normal insanlarda,
heterozigot beta-talasemili ve beta-talasemi majorlu hastalarda jel elektroforezi
yontemi Kkullanarak kemik iligi eritroblastlarinda DNA’nin yikimini galigmislardir.
Talasemi majorda ¢ok belirgin, talasemi mindérde orta derecede ve normal insanlarda
neredeyse Olclilemeyecek seviyelerde eritroblastlarda apoptozun  varligini
gostermiglerdir. Calismada beta-talasemi major ve mindriii hastalardan elde edilen
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kemik iligi eritroid &ncullerinin in-vitro yikimi ve elde edilen DNA'nin, agaroz jele
yliklenip elektroforeze tabi tutulmasi ile majorlu hastalarda belirgin, minéric
hastalarda daha az olarak apoptoz igin tipik oldugu kabul edilen DNA yikim
Granlerinin  “ladder (merdiven)® tipi gorGnimi elde edilmigtir. CD45, eritroid
oncillerde bulunmayan fakat myeloid ve lenfoid éncullerde bulunan bir membran
proteinidir. Aymi hastalardan CD45+ hicreler alinmig ve DNA sipernatanlar
calisildiginda tipik “merdiven” paterni elde edilememistir (5).

C-myc genin aragtirildidi bir galismada, kultar ortaminda HLE0 ve K562 I6semik
hiicrelerinin DFO ile muamele edilmeleri ile demirden fakir ortam yaratiimasinin c-
myc RNA ve protein seviyelerinin dugmesinin, DNA sentezinin durmasina ve
apoptozun ortaya ¢ikmasina eglik ettigi g6sterilmigtir. Ayni ¢alismada bu durum DFO
ile rutin selasyon tedavisi yapilan talasemili majorli hastalardan elde edilen periferik
monontkleer hiicrelerde dusltk c-myc seviyeleri bulunmasi ile de ortaya konmustur
(15).

Saglikh insandan elde edilen aktive periferal T-lenfositlerde ve HLG0
promyelositik hiicre serisinde DFO’nun ¢ogalmakia olan hiicrelerde apoptoza neden
olurken, aktive edilmemis periferal lenfositlerde ve grantlositlerde apoptozise neden
olmadidi in-vitro 12-24-48 saatlik inkibasyonlar sonrasi oligoniicleer DNA
parcaciklarinin elektroforezle gdsterilmesi yontemi ile ortaya konmustur (8).

Tam bu verileri de@erlendirerek biz bu ¢alismada, literatirde ilk kez talasemi
majorlu hastalarda periferik kandaki granulositlerde apoptoz oranlarini Annexin-V
yontemi ile arastirmay! ve bu hastalardaki grantlosit apoptoz orani ile enfeksiyon
stkhgi, DFO kullanimi ve serum ferritin duzeyi arasindaki iligkiyi incelemeyi
amacladik.
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4. HASTALAR ve YONTEM

4.1. HASTALAR

Haziran 2001-Agustos 2001 tarihleri arasinda B-talasemi major tarsi ile Dokuz
Eylul Universitesi Tip Fakiltesi Gocuk Hematoloji ve Tepecik SSK Egitim Hastanesi
Cocuk Kliniginde izlenen, 6 ay-16 yas grubunda, DFO ile selasyon tadavisi alan ve
almayan hastalar calismaya alindi. Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk
Saghg ve Hastaliklar polikliniklerine saglam ¢ocuk izlemi amagl bagvuran 6 ay-16
yas grubunda, enfeksiyon, kan hastalii ve kronik bir hastaligi bulunmayan olgular
kontrol grubu olarak calismaya dahil edildi. DFO ile gelasyon tedavisi yapilan
hastalardan son bir giin icinde DFO inflUzyonu almis olanlar ¢aligmaya alindi. Yaglar
<6 ay ve >18 yas olan, son iki ay igerisinde enfeksiyon geciren, son bir ay i¢inde DFO
disi ilag kullanan, bagka bir kan hastalig: olan ve akut malntrisyonu bulunan vakalar
calisma digi tutuldu. Hasta ve kontrol grubundan &éyku alindi; fizik muayeneleri
yapildi. Son bir yil icindeki enfeksiyon sikliklan, enfeksiyon tipi ve siddeti not edildi
(Bakiniz hasta veri formu, sayfa 44). Tum olgularin tam kan sayimi ve periferik
yaymalan incelendi; demografik 6zellikleri, klinik bulgulan, nétrofil hiicre sayist,
SGPT, SGOT, total ve direkt bilirubin, ferritin ve nétrofil apoptozu analiz sonuglar
kaydedildi. Hasta ve kontrol grubundan 5 ml periferik kan 6érnegi EDTA’l tape
alinarak bir saat iginde soguk muhafazah kutularla dis merkezden c¢alisma
laboratuvarina ulasgtiniidi. Kontrol vakalardan alinan kan &6rnekleri de c¢alisma
yapilana kadar ayni kosgullarda, ayni slrelerde bekletildi. Tam olgularin ailelerinden
calisma hakkinda bilgilendirildikten sonra, yazil izin alindi.

Periferik kan &rneklerinden granulosit izolasyonu Ficoll-Hypaquaue dansite
gradienti kullanarak sagland ve flow sitometrede Annexin V-FITC ile granilositierde
kantitatif apoptoz analizi yapildi.

4.2.YONTEM
4.2.1. Graniilositlerin izolasyonu :

Periferik kan orneklerinden grantlosit hiicre izolasyonu Boyum tarafindan
tanimlanan ve English ve Anderson tarafindan geligtiriilen yontem kullanilarak
yapitimaktadir (87,88). Bu ydntemde polisakkarit ve radiopak kontrast ortamin
kangimlan kullaniir. Her ikisi de polisikroz ve sodyum diatrizoattan olusan
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Histopaque-1119 ve Histopaque-1077 st Uste tabakalandinldiktan sonra bunlarin

tzerine EDTA'I periferik kan yeni bir tabaka halinde eklenir. Santrifllj sonrasi

granilositik seri elemanlan 1077/1119 interfazinda toplanirken diger kan elemanlari

plazma/1077 interfazinda kalir. izolasyonu tamamlanan grandlositler ince uglu

pasteur pipeti ile ara tabakadan alinir.

4.2.1.1. Gerekli arag ve materyaller :

1.
2.
3.

Histopaque-1119, Sigma Diagnostics Inc, ABD, Katalog no.1119-1.
Histopaque-1077, Sigma Diagnostics Inc, ABD, Katalog no.1077-1.

Fosfat tampon tuz solisyonu (PBS), (137mM Nacl, 2.7mM KCI, 4.3mM
NaHPo4-7H20, 1.4mM KH2PO4).

Sogutmall santriftij, Beckman Instruments, Inc., Beckman J6-Ml, CA 994304,
ABD.

Propilen, dibi konik doku kultar tupleri, Greiner Labortechnik, ABD, Katalog
no:164160.

Otomatik kan sayim cihazi, STKS-Coulter inc, ABD, Seri no: $10180.

7. Pasteur pipetleri.

8. Ayarlanabilir otomatik mikropipetler, 5-20 pl ve 50-200 pl.

4.2.1.2. Yontem:

Steril kiiitar tiptne 2.5 mL Histopaque-1119 ilave edildi.
Histopaque-1119 Uzerine dikkatlice Histopaque-1077 eklenerek
tabakalandinidi.
Yaklagik 5 mL EDTAL periferik kan drnegi her iki gradient Gzerine dikkatlice
tabakalandiriidi.

4. Qda isisinda (18-26°C) 700 x g'de 30 dakika santrifije edildi.

Tupler dikkatlice santrifijden alind.

Histopaque 1077/1119 interfazinda toplanan hucreler, “grandlositler “ yeni
steril kaltar topine  aktarildi. Hicrelere 10mL PBS eklenerek yeniden
sUspanse edildi. Ardindan 200 x g'de 10 dakika santrifije edilerek yikama
islemi yapildi. SGpernatant pipetie alinarak uzaklastirildi.

Yikama iglemi ayni sekilde tekrarlandi.

Yikama sonrasi granilositler 1 ml PBS icinde stspanse edildi.
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9. Otomatik kan sayim cihazinda hiicre sayimi yapildi.

4.3.1. Annexin V-FITC ile Graniilosit Apoptozunun Gdsteriimesi:

Normalde canli hiicrelerde, fosfotidii serin (PS) hicre membraninin i¢
ylzeyinde bulunmaktadir. Ancak apoptozun indiksiyonu sonrasinda bir ¢ok hicre
tipinde fosfolipidlerin .organizasyonunun degismesiyle beraber PS’nin hicre
membraninin i¢ ylzeyinden dig ylzeyine ¢ikmasi, Annexin V-FITC ile granulosit
apoptozunun gosteriimesi teknidinin temel dayanagini olusturur (57, 58). Aslinda bir
antikoagulan olan Annexin-V‘in PS’e yiiksek afinite ile baglanmasi sayesinde, PS'nin
hiicre ylzeyinde ekprese olmasi tespit edilebilmektedir. PS’nin hiicre yizeyine
translokasyonunun hiicre gekirdegindeki yikim, DNA'nin fragmentasyonu ve apoptoz
ile iligkili molekillerin ortaya ¢ikmasinin éncesinde gerceklesmesi, Annexin-V'i erken-
dénem apoptozu gdstermede duyarl bir madde haline getirmektedir.

Bu islemde Annexin-Vin flourescein isothiocyanate (FITC) birlegsimi flow
sitometre ya da floresans mikroskopta apoptozun tespit edilebilmesini saglamaktadir.
Hucre nekrozu sirasinda membran gegirgenligi arttidi icin nekrotik hicreler de
Annexin V-FITC baglayacaklardir. Propidium iodide (Pl) ise canli, erken apoptotik,
gec apoptotik ve nekrotik hiicrelerin ayriminda kullanilan vital bir boyadir. Nekrotik
hicreler Annexin V-FITC'yi baglayip Pl ile boyanirken, canli hicreler (Annexin V-
FITC negatif) ve erken apoptotik hiicreler (Annexin V-FITC pozitif) PI't hiicre diginda
tutarak bu boya ile boyanmamaktadirlar. EGer hiicre fagosite edilmez ise, hiicrede
nekroz benzeri disintegrasyon gerceklegsmekie ve bdylece ge¢ apoptotik hicreler
hem Annexin V-FITC, hem de Pl ile boyanmaktadir (Sekil1).

Sekil 1. Apoptotik hiicrelerin saptanmasinda Annexin V-FITC ve Pl ile boyamanin

degerlendiriimesi.

Canh Erken Apoptotik|Geg Apoptotik|Olii

Hiicre Hiicre Hiicre Hiicre
Annexin V-FITC - + + +
Propidium iodide (P1) |- - + +

4.3.1.1. Gerekli ara¢g ve materyal :
1. Annexin V-FITC: 200ug/ml fluorescein isothiocyanate (FITC) ile konjuge
edilmis recombinant Annexin V, 50 mMTris, pH 7.4, 0.1 M NaCl, 1% BSA,
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0.02%NaN3; Annexin V-FITC Kit. Bender Med Systems, Avusturya, Katalog
No. BMS306FI.

2. Baglama tamponu (4x): 50 mM Hepes, pH 7.4, 750mM NaCl, 125mM CaCls,
3. Propidium lodide :PBS (fosfat tampon solusyonu) iginde 30ug/ml propidium

iodide.

12x75mm’lik polystrene flow sitometri test tupleri, Falcon/ Katalog no:352052.
Sogutmali santrif(lj, Beckman Instruments, Inc., Beckman J&6-Ml, CA 994304,
ABD.

6. Bidistile su.

7. Ayarlanabilir otomatik mikropipetler, 5-20 ul ve 50-200 pl.
8. Flow sitometri cihazi, Becton Dickinson, FACSCalibur, ABD, Seri no: E1914.

4.3.1.2. Yontem :

1.

© © N o 0O M

Konsantre baglama tamponu 1:4 oraninda bidistile su ile dilie edildi (50ml
baglama tamponu + 150ml bidistile su).

Granllosit izolasyonu ile elde edilen huicreler ortalama konsantrasyonlart 2-
5x10° hucre/ml olacak sekilde, hazirlanan baglama tamponunda tekrar
slispanse edildi.

Hicre sUspansiyonundan 195p’lik alinarak polystren flow sitometri test tipune
yerlestirildi.

Uzerine 5 pl Annexin V-FITC ilave edilerek karigtirildi.

Hucreler 10 dakika oda 1sisinda (18-24°C) karanlikta inkGibe edildi.

Tape 2 ml baglama taponu ilave edildi.

200 x g ‘de 5 dakika santrifj edilerek stipernatant atildi.

Hucre pelleti 190 pl baglama tamponunda yeniden sispanse edildi.

Ayni tape iginde 20 pl/ml prapidium iodide bulunan sollisyondan 10 pl eklendi.

10. Flow sitometri cihaz! ile hemen analiz yapildi.

4.3.4.Fiow Sitometrede Orneklerin Analizi :

1.

2.

Annexin V-FITC ve Propidium iodide sinyallerinin miktarini belirlemek igin isik
kaynagi olarak 488 argon lazere sahip bir flow sitometri cihazi kullanildi.
Analiz icin kullanilan flow sitometrenin cihaz performansinin ve kalite

kontrolinun saglanmasi ve dogru analiz elde edilebilmesi icin 6nce sadece
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Annexin V-FITC ile boyama ve analiz, sonra sadece Propidium jodide ile
boyama ve analiz yapilarak her ¢alisma 6ncesi cihaz kontrolu yapildi.

3. FITC ve Propidium iodide sinyalleri uygun dedektérler kullanilarak tespit edildi.

4. Forward Scatter (FSC) ve Side Scatter (SSC) sinyalleri ile standart géruntu
elde edildi (Sekil 2a).

5. Bu gérunti Uzerinden granulosit populasyonunu igeren bir pencere alindi.

6. Pencere igindeki hiicrelerden alinan sinyallerle Annexin V-FITC florasansi X-
ekseninde ve propidium iodide florasansi Y-ekseni Uzerinde gosterildi
(Sekil2b).

4.4. istatistiksel Yontemler : “SPSS for Windows Release 8.0" istatistik programi
kullanilarak ~ sayisal degiskenler igin gruplar arasi ikili karsilastrmalar &ncesi,
farkhligin  énemliligi “Kruskal-Wallis 1-way Anova” varyans analizi yontemiyle
degerlendirildi. Sonrasinda ikili grup ortalamalarinin karsilagtirmalari “Mann-Whitney
U-Wilcoxon Rank Sum W Test” ile yapildi ve istatistiksel anlamhilik icin p< 0,016
alindi. Gruplar arasindaki oransal farkliigin énemliligi “Pearson Q Square” testi ve
go6zlenen degerlerden biri besten kucuk oldugunda “Fisher's Exact Test” ile belirlendi.
Korelasyon analizi igin Spearman korelasyon testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik
icin P< 0.05 kabul edildi.
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Sekil 2a. izole edilen hicrelerin flow sitometrideki standart gérantlsa.

<
o
Olu Hucreler Gec Apoptotik Hucreler
B Tube: Annexin.V/P|
Quad % Gated
- UL 519
273 UR 341
LL 8970
LR 171
2
3
O\
593
3
a
2
a
= canli Hucreler Erken Apoptotik Hucreler
[=]
- T T T
100 10! 10° o® 10t

Annexin.V FITC

Sekil 2b. Annexin-V ve Propidium lodide ile boyanma sonrasi apoptotik hicrelerin
flow sitometride degerlendiriimesi.
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5. BULGULAR

Haziran 2001-Agustos 2001 tarihleri arasinda yaglari 6 ay ile 16 yas arasinda
degisen, 35 (%70) beta-talasemi major hastasi ve kontrol glrubu olarak 15 (%30)
saglikh cocuk galismaya alindi. Tam olgularin 28'i (%56) erkek, 22'si (%44) kizdi.
Beta-talasemi majorla DFO kullanan, kullanmayan ve kontrol grubundaki tum
olgularin yaslar, boya goére agirlik yuzdeleri, hemoglobin dizeyleri, granulosit
sayillar, SGPT, SGOT, total ve direkt bilirubin, ferritin degerleri, son bir yilda
gecirilmis enfeksiyon sayilari, tedavi yollari ve grantlosit apoptozu ytzdeleri tablo 2

ve tablo 3'de verilmistir.

Tablo 2. Galigmaya alinan tiim olgularin klinik 6zellikleri.

Klinik DFO kullanan DFO kullanmayan Kontrol P

Ozellikler Talasemi Grubu Talasemi Grubu Grubu
(n: 22) (n: 13) (n:15)

Yas (yil) 9.6+4.1 e 1.7 4.2 431 0.001
(2.5-16) (0.6-7.5) (1-9.5)

Agirlik (kg) 257 +9.4 123 £14.9 185+ 86 0.001
(12-43.5) (7.2-52) (9.5-33.4)

Boy (cm) 123 +19.5 73183 101.4+ 24 0.001
(90-155) (60-88) (73-138)

Boya gore agirlik 96.7 +6.4 93.9+10 101.6 +10.9 0.061

indeksi (%) (87.5-112) (75-113) (88.1-130)

Enfeksiyon 34+3.1 0.6 +1.26 08+0.9 0.001

Sayisi / yil (0-12) (0-4) (0-2)
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Tablo 1. Galismaya alinan tiim olgulann laboratuvar sonuglari.

Laboratuvar DFO kullanan DFO kullanmayan Kontrol p

Ozellikleri Talasemi Grubu Talasemi Grubu Grubu
(n: 22) (n: 13) (n:15)

Hemoglobin(g/dl) 8.7 +09 9.2+0.75 12.3+0.8 0.001
(5.3-10) (8.0-10.7) (11.2-14)

Granulosit 5239 + 3192 5194 + 2175 3904 + 1649 0.268

Sayisi /ml (1764-12856) (9920-2760) (1770-8760)

SGOT(UIL) 41.5+20.5 43.7 +18.1 328+11.1 0.264
(83-15) (12-79) (18-50)

SGPT(UIL) 40.86 +25.6 243+11.8 252+94 0.043
(9-96) (4-46) (15-40)

Total bilirubin(mg/dl)  1.5+0.7 1:3:+0:5 0.6 +0.17 0.001
(0.8-3.0) (0.4-2.7) (0.4-0.9)

Direkt bilirubin(mg/dl) 0.6 +0.28 0.38+0.19 025108 0.001
(0.5-1.0) (0.16-0.70) (0.1-0.4)

Ferritin (ng/ml) 3037 + 1580 714 £ 427 357+239 0.001
(1300-5947) (133-1637) (11-100)

Granulosit apoptoz ~ 11.3 +14.0 A + 58 891838 0.615

oranlart (%) (1.6-66.0) (1.5-22.1) (2.85-33.44)

Hasta grubunun 22’si (%63) DFO ile selasyon tedavisi almaktaydi. 13 (%37)
hasta ise heniiz DFO ile selasyon tedavisine baglamamisti.

DFO kullanan gruptaki 22 hastanin on ikisi (%54) erkek, onu (%46) kiz idi. DFO
kullanmayan gruptaki 13 hastanin yedisi erkek (%54), altisi kiz (%46) idi. Kontrol
grubundaki on bes hastanin ise dokuzu (%60) erkek, altisi kiz (%40) idi. Gruplar
arasinda cinsiyet dagilimlan agisindan istatistiksel anlamli bir fark bulunmad
(p=0.932). DFO ile selasyon tedavisi baglama yas ortalamasi 2.6 yas idi. Selasyon
tedavisi alan hastalarin 6'sinda (%27) splenektomi uygulanmisti. Diger iki gruptaki
olgularin  higbirinde splenektomi uygulanmamisti. Tam gruplar igin orneklem
sirasindaki yas ortalamalari kargilastinidiginda, DFO kullanan hastalarin yasg
ortalamasi kontrol grubuna ve DFO kullanmayan hasta grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli oranda yiksekti (p=0.001, p=0.001). DFO kullanmayan grubun yas
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ortalamasi ile kontrol grubu arasinda ise istatistiksel anlamli bir fark bulunmadi
(p=0.022).

Gruplarin boya gore agirlik oranlari, grandlosit sayilari, SGOT degerleri
karsilagtinidiginda G¢ grup arasinda anlamh fark bulunmadi (p=0.061, p=0.268,
p=0.264). Gruplar arasinda hemoglobin, SGPT, total ve direkt bilirubin degerleri,
ferritin, enfeksiyon sayisi karsilastirildiginda anlamli farkhhk saptandi (p=0.001,
0.043, 0.001, 0.001, 0.001, 0.001).

DFO kullanan ve kullanmayan hastalar arasinda hemoglobin degerleri
acisindan fark bulunmadi (p=0.121). Ancak kontrol grubundaki olgularin hemoglobin
degerleri diger iki gruba gore istatistiksel olarak anlamli oranda yiksek bulundu
(p=0.001, p=0.001). ikili grup karsilagtirmalarinda ise SGPT degerleri agisindan
istatistiksel anlamh bir farklilik saptanmadi (p=0,049). Direkt bilirubin degerleri
acisindan DFO kullanmayan grupla kontrol grubu arasinda fark goézlenmezken
(p=0.48); DFO kullanan grupta DFO kullanmayan ve kontrol grubuna gore direk
bilirubin degerleri istatistiksel olarak anlamh oranda daha yuksek bulundu (p=0.013,
p=0.001). DFO kullanan ve kullanmayan talasemili hastalarda total bilirubin degerleri,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda daha yiksek bulundu
(p=0.001, p=0.001).

Ferritin degerleri DFO kullanan grupta diger iki gruba gére istatistiksel olarak
anlamh oranda daha yuksek bulundu (p=0.001, p=0.001). DFO kullanmayan
hastalarin ferritin ortalamalari da kontrol grubuna gére anlamli oranda yuksekti
(p=0.001).

DFO kullanan ve kullanmayan hastalar arasinda rutin kan transfuzyonuna
baslama yaslan karsilastinldiginda istatistiksel anlamli farkliik bulunmad (p=0.096).

Enfeksiyon sikligi DFO kullanan grupta DFO kullanmayan gruba ve kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda daha yitksek bulundu (p=0.002,
p=0.004). DFO kullanmayan grupla kontrol grubu arasinda istatistiksel anlamh
farklilik bulunmadi (p=0.235).

Her Gg¢ grup arasinda granulosit apoptoz orani agisindan istatistiksel anlamli
farkliik saptanmadi (p=0.615).

Tum gruplardaki olgular birlikte degerlendirildiginde; granulosit apoptozu orani
ile klinik ve laboratuvar bulgulan arasinda korelasyon analizleri yapildiginda sadece
enfeksiyon sayilari ile apoptoz arasinda pozitif bir korelasyon saptandi (p=0.39;

r=0.292). Yas, cinsiyet, boya gore agirlik yitzdeleri, hemoglobin duzeyi, ferritin,
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granilosit sayilari, SGOT, SGPT, total ve direkt bilirubin duzeyleri ile apoptoz
arasinda ise anlamli bir korelasyon tespit edilmedi (sirasiyla p=0.64, 0.868, 0.65,
0.89, 0.90, 0.23, 0.64, 0.21, 0.84, 0.82). DFO kullanan grupta DFO alim miktar ve
baslama yas! ile apoptoz arasinda da istatistiksel anlamli farkhhik saptanmadi
(p=0.38, p=0.90).

Her bir grup iginde ayni degiskenlerle granulosit apoptoz oranlari
karsilastinidiginda, sadece kontrol grubunda SGPT degerleri ile granulosit apoptoz
orani arasinda pozitif bir korelasyon bulundu (p=0.09, r=0.646).
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6. SONUGLAR:

« Haziran 2001-Agustos 2001 tarihleri arasinda yaslari 6 ay ile 16 yas arasinda
degisen, 22'si DFO kullunan ve 13’0 DFO kullanmayan toplam 35 beta-talasemi
major hastasi ve kontrol grubu olarak 15 saglkli cocuk ¢alismaya dahil edildi.

« Tum olgularin 28'i (%56) erkek, 22’si (%44) kizdi. 32 olgu (%64) izmir Tepecik SSK
Hastanesinde ve 18 olgu (%36) Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakultesi Hastanesinde
izlenmekteydi.

» Hasta grubunun 22’si (%63) selasyon tedavisi igcin DFO kullanmaktayken, 13 (%37)
hastaya hentiz DFO ile selasyon tedavisi baglanmamisti.

» DFO kullanan hastalarin 6'sina (%27) splenektomi uygulanmisti. DFO kullanmayan
hastalarda splenektomili hasta yoktu.

» DFO kullanan gruptaki 22 hastanin on ikisi (%54) erkek, onu (%46) kiz idi. DFO
kullanmayan gruptaki 13 hastanin yedisi erkek (%54), altisi kiz (%46) idi. Kontrol
grubundaki on bes hastanin ise dokuzu (%60) erkek, altisi (%40) kiz idi. Gruplar
arasinda cinsiyet dagilimlar agisindan istatistiksel anlamhi bir fark bulunmadi
(p=0.932).

e Gruplarin yas ortalamalan karsilastiriidiginda, DFO kullanan hastalann yas
ortalamasi kontrol grubuna ve DFO kullanmayan hasta grubuna gére istatistiksel
olarak anlamli oranda yuksekti (p=0.001, p=0.001). DFO kullanmayan grubun yas
ortalamasi ile kontrol grubu arasinda ise istatistiksel anlamh bir fark bulunmadi
(p=0.022).

» Gruplarin boya gore agirlik oranlar, grantlosit sayilan, SGOT degerleri
karsilastirldiginda G¢ grup arasinda anlamh fark bulunmadi (p=0.061, p=0.268,
p=0.264).

« Gruplar arasinda hemoglobin, SGPT, total ve direkt bilirubin degerleri, ferritin,
enfeksiyon sayisi karsilastiriidiginda anlamh farkhiik saptandi (p<0.05).

« DFO kullanan ve kullanmayan hastalar arasinda hemoglobin degerleri agisindan
fark bulunmadi (p=0.121). Ancak kontrol grubundaki olgularin hemoglobin degerleri
diger iki gruba gére istatistiksel olarak anlamh oranda yUksek bulundu (p=0.001,
p=0.001).

« ikili grup karsilagtirmalarinda SGPT degerleri agisindan istatistiksel anlamh bir
farklilik saptanmadi (p=0.049).
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« DFO kullanan ve kullanmayan talasemili hastalarda total bilirubin degerieri, kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamh oranda daha yiksek bulundu (p=0.001,
p=0.001).

« Direkt bilirubin degerleri agisindan DFO kullanmayan grupla kontrol grubu arasinda
fark gozlenmezken (p=0.48), DFO kullanan grupta DFO kullanmayan ve kontrol
grubuna gore direkt bilirubin degerleri daha yuksek bulundu (p=0.013, p=0.001).

- Ferritin degerleri DFO kullanan grupta diger iki gruba goére istatistiksel olarak
anlamli oranda daha yiksek bulundu (p=0.001, p=0.001). DFO kullanmayan
hastalarin ferritin ortalamalari da kontrol grubuna goére anlamli oranda yuksekti
(p=0.001).

« DFO kullanan ve kullanmayan hastalar arasinda rutin kan transfiizyonuna baslama
yaslari karsilastinidiginda istatistiksel anlamh farkhlik bulunmadi (p=0.096).

« Enfeksiyon sikiigi DFO kullanan grupta DFO kullanmayan gruba ve kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamhi oranda daha yuksekti (p=0.002, p=0.004). DFO
kullanmayan grupla kontrol grubu arasinda ise istatistiksel anlamli fark yoktu
(p=0.235).

« Her ¢ grup arasinda granuilosit apoptoz orani agisindan istatistiksel anlamli farkhlik
saptanmadi (p=0.615).

- Tum gruplardaki olgular birlikte degerlendirildiginde; granulosit apoptozu orani ile
yas, hemoglobin duzeyi, ferritin, granulosit sayilari, SGPT, total ve direkt bilirubin
duzeyleri ile apoptoz arasinda ise anlamli bir korelasyon tespit edilmedi (p>0.05).

- Tam gruplardaki olgular birlikte degerlendirildiginde; granulosit apoptozu orani ile
son bir yilda gegirilen enfeksiyon sayilari arasinda istatistiksel anlamh pozitif bir
korelasyon saptandi (pG0 39; r=0.292).

- Her bir grup iginde grantlosit apoptoz oranlari ile laboratuvar bulgular arasinda
korelasyon analizleri yapildiginda sadece kontrol grubunda SGPT degerleri ile

grandlosit apoptoz orani arasinda pozitif bir korelasyon bulundu (p=0.09, r=0.646).
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7. TARTISMA:

Beta talasemili hastalarda aneminin tekrarlayan transfiizyonlarla tedavisi ciddi
morbidite ve mortalite nedenidir (89,90). Aneminin en Snemli nedeni ise inefektif
eritropoezdir. Kemik iligindeki eritroid énciillerde agiri a-globin birikimine ikincil olarak
artan apoptoz, inefektif eritropoezin baslica nedenidir. Son yillarda yapilan bir
arastirmada kemik iligindeki eritroblastlarda talasemi majorda ¢ok belirgin, talasemi
mindrde orta derece ve normal kigilerde ¢ok disik seviyelerde apoptoz varligi
gosterilmig; lenfoid ve miyeloid o6ncullerde bulunan fakat eritroid &énclllerde
bulunmayan bir hiicre membran proteini olan CD45 marker olarak kullanidiginda ise
beta-talasemi majorlu hastalarin kemik iliginden alinan lenfoid ve miyeloid éncullerde
apoptozun artmamis oldugu bildirilmistir (5). Ancak beta talasemi majoriu hastalarda
perifere salinmig olan granulositlerde apoptoz bugiine kadar ¢aligiimamigtir.

Calismamizda her U¢ gruptaki cocuklar karsilagtinidiinda yas, agirlk,
hemoglobin degerleri ve bilirubin degerleri arasinda istatistiksel anlamh fark
bulunmustur. Bunun nedeni DFO baglanmamis talasemili ¢ocuklarin daha kagiik
yasta olmalari, kontrol grubundaki ¢ocuklarin daha genis dagihmh bir yas grubunda
alinmalari, hastaligin 6zelligi olarak hemoglobin ve bilirubin degerlerindeki
farklihklardir. Akut malnitrisyonun apoptoz oranini arttirdigr bilindiginden akut
malnutrisyoniu cocuklar calismaya dahil edilmemis; gruplar arasinda boya goére
agirhik oranlar de@erlendirildiginde anlamh bir fark bulunmamistir.

Kandaki oksidatif stresin apoptoza neden oldugu timositler, fibroblastlar, endotel
hiicreleri, blastositler ve granlloza hiicrelerinde yapilan aragtirmalarda gdsterilmistir
(91-93). Talasemik hastalarin serumlarinda daha fazla oksidatif stres mevcuttur. Bu
da yuksek dizeydeki lipid peroksitlerinin varhgi, disiuk vitamin E dizeyi ve dasik
antioksidan enzim seviyeleri ile kanitlanmigtir (81). Kultdr ortaminda talasemi
hastalarinin  serumlart eklenerek olusturulan ortamda inkilbe edilen endotel
hlcrelerinde apoptozun morfolojik bulgular gésterilmistir (81). Biz calismamizda
talasemi majorlu hastalarda periferik kandan elde edilen granilositlerdeki apoptoz
oranlarim saghkli kontrollerle kargilagtirdik ve granilositlerde apoptozda arima
olmadigini bulduk. Bu da talasemik serumda oksidatif stres artmig olsa da, granulosit
apoptoz oranlarini etkilemedigini; in-vitro ve in-vivo sartlarda farkh sonuglarin ortaya

¢iktigini dustundirtmektedir.
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Cocukluk cadinda insanlar bir ¢ok kez non-spesifik viral veya bakteriyal bir
ajanla enfeksiyon gecirmektedirler. Gegirilmekte olan enfeksiyonlar (6rnegin, Ebstein
Barr virs, Herpes viris 34.5, Baculoviris) apoptoz oranini etkiledigi i¢in (7) son iki
ay icinde enfeksiyon éyklst olan veya halen enfeksiydn gecirmekte oldugu tespit
edilen vakalar caligma dist birakimigtir. Beta-talasemi majorlu hastalar ise hem
splenektomi 6ncesinde hem de sonrasinda enfeksiyonlara yatkindirlar (7,94,95). Bu
yatkinhgin nedenlerinin T-hicre alt grup anormallikleri, vicuttaki asin demir yaka ve
tekrarlayan transfuzyonlarin neden oldugu immin stimulasyonlarla iligkili immunolojik
bozukluklar ile nétrofillerin defektif migrasyon ve kemotaksis fonksiyonlarinin oldugu
bildirilmistir (11). Ancak bu yatkinhdin granilosit apoptozu ile iligkisi daha énce
calisilmamigtir. Bizim ¢alismamizda DFO kullanan grupta, DFO kullanmayan gruba
ve kontrol grubuna gére son bir yil iginde gecirilmis enfeksiyon sayisi belirgin daha
yiksek saptandi. DFO kullanmayan talasemili hasta grubu ile konrol grubu arasinda
ise istatistiksel anlamh fark yoktu. Tom gruplardaki olgular birlikte
degerlendirildiginde; gecirilen enfeksiyon sayilan ile grantlosit apoptozu orani
arasinda istiksel anlamh, pozitif bir korelasyon saptandi. Grantlosit apoptoz orani
arttikca yillik enfeksiyon atadi sayisi da artmaktaydi. Bu sonug diger calismalarda
bildirilen, enfeksiyona yatkinligi aciklayici bir bulgu olabilirdi. Ancak her bir grup igi
korelasyon analizi yapildiginda granulositlerde apoptoz orani ile enfeksiyon sayisi
arasinda istatistiksel anlamh bir iligki saptanmad;.

Bir ¢ok sitotoksik ajana (methotrexate, hidroxyurea gibi) bagh hiicre 6lumtnin
apoptoz yolu ile oldugu iyi bilinmektedir (8). Bir ¢cok bagka ajan da bu yolu modifiye
edebilmektedir. llaglann kullanimi  apoptoz oranlanni  etkileyebileceginden,
cahismamizda DFO disinda herhangi bir ek ila¢ tedavisi alan hasta caligma digi
birakilmgtir. DFO, transflizyonel demir yukinun tedavisinde en genis kullanima
sahip ajandir. Hem DFO’nun hem de oral selatér deferipronun sitotoksik ajaniar
olduklari ve cogalmakta olan hicreleri S-fazinda durdurduklan bilinmektedir. DFO
hematopoetik hicreler tizerine in-vitro dedisken etkilerde bulunmaktadir. DNA
sentezinin dnlenmesi, apoptozun induksiyonu, monositlerde tumdr nekrozis faktér-o
(TNF-a) reseptérlerinin saliveriimesi bunlardan bazilaridir (15). Bu bulgulardan yola
cikilarak yapilan bir ¢aligmada saglikl kigiden alinan lenfosit ve granulositler DFO
eklenen ortamda kultire edilmigler ve bu hucrelerin bir kisminin IL-2 ile aktive
edilerek cogalmalari saglanmistir. 12, 24 ve 48 saatlik kultlirler sonrasi grandlosit

apoptozu degerlendirilmistir. DFO’nun, IL-2 ile aktivasyon sonrasi ¢gogalmakta olan
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lenfosit ve granulositlerde kaltir ortaminda apoptoza neden olurken, periferde
dinlenen hicrelerde apoptoza neden olmadi§i gosterilmistir (8). Hicre cogalmasi
muhtemelen DNA sentezinin inhibisyonu nedeni ile demir selasyonuna hassastir.
One surilen mekanizma, DNA sentezinde ribontkleotidleri deoksiribontkleotidlere
indirgemekten sorumlu anahtar enzim olan ribonldkleotid redikiazin (RR)
inhibisyonudur. RR'nin iki alt Gnitesinden biri bintukleer ferrik demir igerir. DFO demiri
ortamdan uzaklagtirarak proteinin demir merkezinin aktif olarak kaldirmak yerine
demir igeren radikal merkezinin yeniden olugumunu o6nlemektedir (96). Nitekim
DFO’nun ferrik klortr ile énceden satire edilmesi aktive hiicrelerin DFO’ya bagh
artmis apoptozunu énlemistir. Bu ise DFO’nun sitotoksik ve antiproliferatif etkisinin
demir deprivasyonu yolu ile yaptig teorisini desteklemektedir (8). DFO’nun demiri
baglayarak hucre ici ve digi ortamdan uzaklastirmasi hicreler izerine koruyucu etki
gosterebilmektedir. Hucre i¢i demir-bagimh toksik radikaller olusturarak sitotoksik etki
gbsteren maddeler (H.O> ve menadion gibi) ortamda DFQO varliginda bu etkiyi
gbsterememistir (97,98). Tum bu galtgsmalar kultir ortaminda yapilmistir.

Beta-talasemili hastalarda yapilan tek klinik galigmada, hastalar DFO kullanan,
kullanmayan ve sagliklt kontrol grubu olarak G¢ gruba ayrilmig ve kan c-myc protein
dizeyleri caligiimigtir. DFO kullanan grupta c-myc protein dizeyleri belirgin disuk
bulunmustur. Ayni ¢calismada HL60 Iésemik hiicre serisinin DFO eklenen ortamda 24
ve 36 saatlik kilttrl yapilmig ve c-myc RNA ve protein dizeyleri ile DNA sentezinin
es zamanh dastigu ve apoptoz olustugu gosterilmistir. Apoptoz tespiti hiicrelerin
acridine orange ile boyanmasi ve floresans mikroskopta gekirdek kondansasyonunun
gOsterilmesi yéntemi ile yapiimigtir. Béylece DFO ile apoptoz olusturulan hiicrelerde
ve talasemili DFO kullanan hastalarin serum c-myc dizeylerinin her ikisinin de
dustklogtu in vitro ve in vivo gosterilerek apoptoz arasinda paralellik kuruimaya
calisilmigtir (15). DFO’nun etkisini in-vitro degil, in-vivo aragtiran calismamiz
sonucunda bizim bulgularimiz bu ¢alisma sonuglarini destekiememektedir.

Talasemili hastalarda bugitine kadar granilosit apoptoz oranlarini aragtiran bir
calisma yapillmamigtir. Bu nedenle bu ¢alismada beta-talasemili majorlu DFO
kullanan ve kullanmayan hastalar ile saglikh kontrollerde periferik kan érneklerinde
granulosit apoptozu oranlari literatirde ilk kez Annexin-V yodntemi ile calisilarak
arastinimigtir. Bizim c¢alisgmamizda beta-talasemi major hastasi olup DFO ile
selasyon alan grupta almayan ve kontrol grubuna goére grantlosit apoptozunun

artmamis oldugu bulundu. Bu bulgu DFO’nun bu grupta zaten ylksek olan viicut
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demiri ile doyurulmus olmasina bagh olabilir. Bizim bulgularimiz daha énce beta-
talasemi majoriu hastalarin kemik iliginden alinan lenfoid ve miyeloid 6nciillerdeki
apoptozun artmamig oldugunu bildiren (5). ve DFO’nun kiltir ortaminda, periferik,
aktive edilmemis granilositlerde apoptozu arttirmadigini bildiren (8) caligmalarin
sonugclari ile uyumludur.

Ferritin, vicut demir yOktnun indirekt bir gostergesidir. Asin demir yukinan
beta-talasemi major hastalarinda granulosit fonksiyonlarini bozan ve enfeksiyonlara
yatkinlik yaratan etkenlerden biri oldugu bilinmektedir (99,100). Demir yuka artmis
talasemili hastalarin serumlari incelendiginde, dolasimdaki demiri tagiyan dider
maddeler olan, transferrin, albumin ve diusuk molekul agirlikli demir bilegiklerinin
grandlosit fonksiyonlarini bozmadidi, sadece ferritininin grantilositlere toksik etki
gosterdigi bildirilmigtir. Bu toksik etki ancak ortama demir selatéri, DFO eklendiginde
ortadan kalkmaktadir (101). Calismamizda ferritin degerleri DFO kullanan grupta en
yUksek, DFO kullanmayan grupta kontrol grubuna gére yiksek ve kontrol grubunda
en dislk dizeyde bulundu. Tum gruplar arasi kargilagtirmada istatistiksel olarak
anlamli oranda fark vardi. Ancak serum ferritin dizeyleri ile granulosit apoptozu
arasinda istatiksel anlamli bir korelasyon tespit edilmedi. Bu da ferritin degerlerinin
en ylksek oldugu DFO tedavisi alan grupta DFO verilmesi ile ferritinin granulositiere
toksik etkisinin ortadan kalktigini in-vivo olarak desteklemektedir.

Granillosit apoptozu oranlarinin hastalarin yaglari, cinsiyetleri, DFO baglama
yasi, boya goére aQirlik oranlar, splenektomi, hemoglobin degerleri, granilosit
sayilari, serum SGPT, SGOT, total ve direkt bilirubin degerlerinin grantlosit apoptozu
oranlar ile iligkili olmadigi gosterilmigtir. Sadece kontrol grubunda serum SGPT
degerleri ile granilosit apoptozu arasinda istatiksel anlamh pozitif korelasyon tespit
edilmigse de diger gruplarda ayni bulguya rastlanmamas! sonucun rastiantisal
oldugunu dugtndirtmektedir.

| Sonug olarak; beta-talasemi majorlu hastalarda granulosit apoptoz oranlarinin
artmamig oldugu, granilosit apoptoz oranlari ile enfeksiyon sikhigi, DFO kullanimi ve

artmig serum ferritin dizeyleri arasinda anlamh bir iligkili olmadigi bulundu.
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8. OZET
BETA -TALASEMI HASTALARINDA
GRANULOSIT APOPTOZU

Beta talasemide aneminin en énemli nedeni inefektif eritropoezdir. Kemik
iligindeki eritroid oncillerde asiri a-globin birikimine ikincil olarak artan apoptoz,
inefektif eritropoezin baglica nedenidir. Bu hastalarin kemik iliinden elde edilen
eritroblastlarinda apoptoz orani artmig olarak bulunurken lenfoid ve miyeloid
onclllerde apoptozun artmamis oldugu rapor edilmistir. Oksidatif stres bir apoptoz
nedenidir. Talasemik hastalarin serumlarinda oksidatif stresin artmis oldugu yiiksek
dizeydeki lipid peroksitlerinin varligi, dusiik vitamin E dlzeyi ve diglk antioksidan
enzim seviyeleri ile kamitlanmistir. Hastalarinin serumlari eklenerek olusturulan
ortamda inkibe edilen endotel hicrelerinde apoptozun morfolojik bulgular
gosteriimigtir. Ayrica bu hastalarda nétrofillerin  migrasyon ve kemotaksis
fonksiyonlarinin defektif oldugu bildirilmigtir. Agirni demir yiki beta-talasemi majoriu
hastalarda grantlosit fonksiyonlarini bozan ve enfeksiyonlara yatkinhk yaratan
etkenlerden bir digeridir. Demir yokl artmig talasemili hastalarin serumlarinda,
dolagimdaki demiri tagiyan maddelerden sadece ferritininin grantlositlere toksik etki
gosterdigi bildirilmigtir.

Desferoksamin  (DFO), transfizyonel demir yikinin  tedavisinde
kullaniimaktadir. DFO’nun sitotoksik bir ajan oldugu, cogalmakta olan hicreleri S-
fazinda durdurdugu, DNA sentezini onledigi ve kiltir ortamindaki hiicrelerde
apoptoza neden oldugu bilinmektedir. Bu galismada, literaturde ilk kez talasemi
majorlu hastalarda periferik kandaki grantlositlerde apoptoz oranlarinin Annexin-V
yontemi ile aragtinimasi ve bu hastalardaki granilosit apoptoz orani ile enfeksiyon
sikhgl, DFO kullanimi ve serum ferritin dlzeyi arasindaki iligkinin incelenmesi
amaglandi. Haziran 2001-Adustos 2001 tarihleri arasinda yaglan 6 ay ile 16 yas
arasinda degisen, 22’si DFO kullanan ve 13’ DFO kullanmayan toplam 35 beta-
talasemi major hastasi ve kontrol grubu olarak 15 saghkli gocuk ¢alismaya dahil
edildi. Periferik kan 6meklerinden Histopaque-1119 ve Histopaque-1077 kullanarak
granulosit izolasyonu yapildi. Annexin V-FITC yontemi ile grantlosit apoptoz oranlari
caligildi.

Sonug olarak; beta-talasemi majoriu hastalarda granulosit apoptoz oranlarinin
artmamis oldugu, graniilosit apoptoz oraniari ile enfeksiyon sikhgi, DFO kullanimi ve

artmis serum ferritin diizeyleri arasinda anlamii bir iligkili olmadigi bulundu.
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9. SUMMARY

GRANULOCYTE APOPTOSIS IN PATIENTS WITH THALASSEMIA

Ineffective erythropoesis is the major defect that leads to anemia in beta-
thalassemia patients. The enhanced apoptosis secondary to increased a-globin
accumulation in erythroid progenitors is the main cause of ineffective erythropoesis
in beta-thalassemia. In a recent study, enhanced apoptosis was clearly demonstrated
in erythroid progenitors in patients with beta-thalassemia, but in lymphoid and
granulocyte precursors, enhanced apoptosis could not be found.

Oxidative stress causes apoptosis in cells. Oxidative stress exists in
thalassemic serum as evidenced by the presence of high level of lipid peroxides, low
level of vitamin E and low level of antioxidant enzymes. Morphological signs of
apoptosis are demonstrated on endothelial cells incubated with thalassemic serum.
Also defective migration and chemotaxis functions of neutrophils of thalassemia
patients were reported in the literature. Iron overload is one of the factors that
causes defective granulocyte functions and susceptibility to infections. Serum ferritin,
not the other iron carrying compounds exerts toxic effect on granulocyte membrane
function.

Desferrioxamine (DFOQ) is widely used in the treatment of transfusion related
iron overload. It’s well known that DFQ is a cytotoxic agent which inhibits S-phase of
cell proliferation, prevents DNA synthesis and leads apoptosis of cells in culture.The
aim of this study was to investigate apoptosis rate of peripheral granulocytes with
Annexin-V method and to examine the association between the granulocyte
apoptosis and frequency of infections, the role of DFQ treatment, and serum ferritine
levels. This study was performed between June 2001 and August 2001. Twenty two
thalassemic children receiving DFO treatment, thirteen thalasé\emic children not
receiving DFO treatment, and fifteen healthy children as the control group were
included in this study. In all children, granulocytes were isolated by using
Histopaque-1119 and Histopaque-1077 from peripheral blood samples. Granulocyte
apoptosis was studied with Annexin V-FITC apoptosis detection method.

As a result of our study, we concluded that apoptosis of peripheral granulocytes
is not increased in beta-thalassemia patients and there is no association between the
granulocyte apoptosis and frequency of infections, role of DFO chelation therapy and

high serum ferritine levels.
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11. EKLER
11.1 Hasta veri formu
11.2. Hastalann klinik ve laboratuvar verileri

11.3. Hastalarnn flow sitometredeki apoptoz sonuglari.
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HASTA VERI FORMU

Adi ve soyadi

Dogum tarihi

Agirhk

Boy

Dosya no.

Calisma no.

Taru

DFO digi ilag aliyor mu?

DFQO ahyor mu?

DFO baglama tarihi

DFO alim dozu

Splenektomi durumu

Tam kan sayimi
Ha:

Hct:

Beyaz kure sayist:
Granilosit sayisi:
Trombosit sayist:

Seroloji
(HBV, HCV, CMV, HIV)

Kan Biyokimyasi

SGOT:

SGPT:

Total bilirubin:

Direkt Bilirubin:
Serum

Ferritin:

Enfeksiyon sayisi/ yil:
Enfeksiyon tipi:
Enfeksiyon giddeti

Oral tedavi sayisi

Parenteral tedavi sayisi
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hastano grup cins yas agirhk boy wiorh splektmi hemoglbn beyazia
1 3 that+dfo K 193.0 365 141 9860 | splenekio 100 | 24,600
2 4 thal+dfo K 81.0 220 125 9160 | normal 86 7,600
3 5 thal+dfo K 76.0 180 110 10000’ normal 85 8,800
$ 6 thal+dfo E 140.0 325 133 | 10800 | normal 53 9,000
5 7 thal+dfo E 166.0 320 140 90.00 | splenekto 83 27,400
3 8 thal+dfo E 1560 400 | 148 88.00 | splenekto 85 37,800
? s thal+dfo K 1330 300 145 9750 | splenekio 84 15,700
3 10 thal+dfo E 163.0 340 | 139 0400 | splenekio 0.9 18,300
? 13 thal+dfo E 168.0 165 100 10300 | normal 8.1 5,300
) 14 thal+dfo E 58.0 16.0 102 8870 | normal 9.1 7,100
1 15 thal+dfo K 1400 | 28.0 134 8750 |  nomma 96 | 7,800
) 16 thal+dfo K 26.0 230 125 9050  normal | 00 | 4,200
S thal+dfo E 2.0 180 100 11200  normal 8.7 11,300
$ 18 thal+dfo K 164.0 435 154 8280  nommal 84 4,100
5 20 thal+dfo E 153.0 330 141 8040 ; splenekio 94 16,500
3 2 thal+dfo E 1120 | 280 | 132; 9500 nommal 83 6,100
T 25 thal+dfo K ets.nlI 120 91 : 8080 |  normal | 9.6 6,100
3 26 that+dfo £ 920 | 245 . 120 10800 normal : 87 8,000
3 27 thal+dfo K 55.0 150 8| 10000| normal | 85 10,400
) ! 2 thal+dfo E! 130.0 245 | 127 9380 normal 91 8,900
! 31 that+dfo E 310 120 =) 9200 normal 85 6,800
] 32| thal+dfo K 64.0 185 112 8630  nomal 09 7,500
3 1 thal | E 170 75 74 7500 | normal 10.7 9,700
| 2 thal | E 180 84 72, 9300, nomal 80 6,800
5 1 thal K! 160 100 74| 10000 normal 8.1 10,300
; 12  thal | K. 120, 80 6. 9300, nomal, 92 10,600
’ 18 that | K 220 105 5] 9540 | normal | 80 13,100
3 21 thal Ki 170 o5 77 2000 |  nommal 86 8,500
) 23 thal E 180 15 88: 8840 normal 82 9,200
) 24 thal E ©0.0 520 | 60 2060 | nomal 104 12,100
I 29 thal E 220 98 go! 8900| normal CY) 14,000
2 30 thal E 100 85 | 65| 11300  normal 10.1 12,300
3 33 thal K 65 105 83 $050 | normal 58 12,400
! 34 thal K 75 7.2 62! 11250| normal EY) 10,400
5 35 thal E 130 74 67 9250  normal 88 13,300
3 36 kontrol K 84.0 230 17| 10700  nomal 126 9,000
' 37 kontrol E 1140 297 138 8810 | nomal 140 7,000
} 38 kontrol K 120 100 737 10100 nomal 120 7,700
) 30 kontrol E 130 95 73| 10000 nommal 12.1 6,800
) 4 kontrol E! 108.0 300 135 9520 |  normal 13.0 7,800
| a kontrol E 610, 200 114 10000 | normal 120 | 8,900
' 42 kentrol El 66.0 260 16| 13000 ] normal 140 8,100
3 43! kontrol: E 130 03 7% 1oo.ooT normal 112 5,600
i .- kontrol | K 102.0 334 | 135, 10600 nommal 122 7,300
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gransys | tolt dbl ferritin enfsys poted peted |
10,300 51 41 ) 2 5579 0 ) 0

3,192 37 24 148 38 3,205 7 7 0

5,280 44 4 85 25 3,567 & 6 0

4500 2 33 o8 ) 2,712 5 5 0

12,056 80 % 1.0 59 553 3 3 0
12,856 51 47 170 62 5,557 3 3 0

7,850 3 2 120 40 2993 5 4 1

8418 41 43 120 80 3,134 3 3 0

, 1,908 26 20 0 40 1,356 0 0 )
; 2982 52 50 221 1.00 1479 3 3 0
4836 83 95 3.03 o8 5947 ) 0 )

1,784 | 2 30 102 88 3,657 0 ) 0

; 4520 | 30 20 2.00 0 1,489 3 3 0
, 1,968 a4 47 0 30 1,783 2 2 0
; 6,930 15 L 38 2.48 6 3,262 ) ) 0
; 2,978 19 60 238 100 1417 3 3 0]
' 3,050 25 16 120 &0 2443 4 4 0
; 3,840 24 33 80 50 1,369 2 2 0
) 4578 41 24 80 05 2,485 s 8 0
) 4,828 68 85 107, 78 4800 7 7 ]
2,992 79 9 221 | 82 1,300 12 9 3

) 3,800 24 15 280 | 8 1,538 ) ) 0
; 2910 % 4 174 . 22 911 4 3 1
! 3,440 30 2 2.7 44 003 2 2 0
; 5,150 39 20 0 70 197 0 0 0
5 5,936 49 4 1.02 50 450 0 0 0
’ 7,860 Y % 1.80 0 663 ) o 0
; agt0 50 2 1.10 34 801 o ) 0
3 2,760 76 45 28 50 1,163 0 0 0
) 7,986 12 24 1.16 18 234 ) 0 0
I 5,040 31 3% 120 40 839 0 0 0
2 3936 79 12 153 30 133 ) 0 0
3 9,920 39 23 48 21 1,637 0 0 0
' 4,160 50 24 108 20 465 0 0 0
5 4522 44 1 193 a7 707 2 1 1
5 4,140 | 32 27 a0 20 60 2 2 0
7 2940 | 3 18 50 20 100 0 0 )
8 3,996 21 20 70 20 28 1 1 0
D 3,400 25 20 40 10 3% 1 1 0
o 4,086 | 21 15 80 30 18 0 0 0
1, 3,560 20 16 70 20 47 0 0 0]
2| age0| 28 | 15 80 a0 a2 0 0 0

] 1

3 3696 46 20 50 10 15 2 2 )
4 2,920 40 32 60 40 38 2 2 0
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apoptoz dfobglima dfomiktr
5.16 16.00 50.00
5.89 24.00 45.00
9.85 30.00 50.00
6.59 36.00 40.00
11.14 18.00 50.00
5.82 11.00 50.00
6.34 48.00 40.00
66.08 24.00 45.00
253 42.00 25.00
494 18.00 30.00
236 42.00 §0.00
12.08 24.00 40.00
20.80 18.00 3000
31.64 36.00 40.00
162 24.00 §0.00
8.39 24.00 30.00
897 56.00 35.00
573 36.00 40.00
12.01 48.00 35.00
2.00 18.00 40.00
16.68 18.00 20.00
5.86 30.00 25.00
701 ' '
501 . )
4.85 ' '
7.85 ' j
159 . .
} 6.62 s s
] 8.01 ' ,
| 530 . s
1024 . '
! 12.38 . s
} 208 . .
I 2217 s )
; 325 s .
H 404 , s
r 544 s ,
3 433 . "
3 6.45 . )
) 285 s ,
1 447 N ,
2| 551 , )
3 ! 548 . )
4 6.27
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hastano grup cins yas agiriik boy whorh | spleldmi | hemoglbn beyazkr
45 kontrot K 60.0 255 17 118.70 normal 126 14,600
45 kontrol E 36.0 15.0 96 101.00 normal 18 5,600
47 ontrol E 18.0 Q.L 78 80.60 normal 120 9,100
48 kontrol E 14.0 100 74 80.20 normal 113 5,800
49 kontrol K 180 185 84 86.60 normal 118 8,700
50 kontrol K 36.0 ji 14.0 a5 100.00 normal 123 10,300
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ast

alt

toll

gran.sys dbfl ferritin enfsys p.o.ted p.eted
8,760 26 2 20 20 60 1 1 0
2,240 40 36 80| 40 1 2 0 0
4,550 47 40 40 20 12 0 . ,
1,770 18 2 60 40 23 0 0 0
2,522 46 2 20 30 30 0 0 0
5,150 50 38 60 20 16 2 2 0
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Erken Apoptotik Cells :% 2.7
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Tube: Annexin.V/Pl Tube: Annexin.V/Pl
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LR 6.63
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Erken Apoptotik Cells :% 6.6
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Sample ID: PB.PNL
Tube: Annexin.V/Pl Tube: Annexin.V/PI
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R1 551 5.51 UR 0.36
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Erken Apoptotik Cells :% 1.6
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Panel: Apoptosis Paneli

Quad % Gated

Region Events % Gated UL 18.10
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Sample No:28

Erken Apopiotik Cells :% 4.4
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Erken Apoptotik Cells :% 3.9
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Erken Apoptotik Cells :% 3.6
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Erken Apopiotik Cells:% 4.4
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Erken Apoptotik Cells :% 4.2
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Tube: Annexin.V/Pl Tube: Annexin.V/PI
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Sample No:28

Erken Apoptotik Cells :%1.2
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Sample ID: PB.PNL
Tube: Annexin.V/Pl Tube: Annexin.V/PI
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Sample No: 38

Erken Apoptotik Cells :% 3.8
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Sample ID: PB.PNL
Tube: Annexin.V/PI
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Tube: Annexin.V/P}
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2887 28.87 UR 4.23
10000 100.00 LL 88.71
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Sample No: 32

Erken Apoptotik Cells :% 4.4
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Sample No:34

Erken Apoptotik Cells :% 5.3
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Sample No: 35
Erken Apoptotik Cells:% 3.3
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Sample ID: PB.PNL
Tube: Annexin.V/Pl
Panel: Apoptosis Paneli

Region Events % Gated
R1 3077 61.54
R2 5000 100.00

Tube: Annexin.V/Pl

Quad % Gated
UL 0.91
UR 3.77
LL 90.67
LR 4.65
Sample No:36

Erken Apoptotik Cells :% 4.7
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Region Events % Gated UR 1.18
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Sample Neo: 37
Erken Apoptotik Cells:% 5.3
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Sample ID: PB.PNL
Tube: Annexin.V/Pl Tube: Annexin.V/Pl
Panel: Apoptosis Paneli Quad % Gated
Region Events % Gated UL 759
Rt 2214 22.14 UR 3.79
R2 10000 100.00 LL 87.04
LR 1.58
Sample No:38

Erken Apopiotik Cells :% 1.6
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Sample No: 39
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Sample No:48

Erken Apoptotik Cells

% 26.3
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Erken Apoptotik Cells :% 4.8
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Erken Apoptotik Cells:% 10.8
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Erken Apoptotik Cells :% 3.7
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Quad % Gated

UL 1.96
UR 1.72
LL 93.65
LR 2.67
Sample No:48

Erken Apoptotik Cells :% 2.8
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Sample ID: P.N.L. Tube: Annexin.V/P!
Tube: Annexin.V/P| Quad % Gated
Panel: tosis Paneli ~uad_ie Gaed
Apop! UL 014
_Region Events % Gated UR 137
Ri1 728 7.28 LL 93.96
R2 10000 100.00 LR 453
Sample No: 49
Erken Apaptotik Cells:% 4,5
Control-M.Y. Control-M.Y.
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Annexin.V FITC
Sample ID: P.N.L.
Tube: Annexin.V/P| Tube: Annexin.V/P|
Panel: Apoptosis Paneli Quad % Gated
Region Events 9% Gated UL 0.38
R1 557 5.57 UR 1.26
2 10000 100.00 LL 92.82
LR 5.57
Sample No:589

Erken Apoptotik Cells :% 5.5



