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OZET

REJENERATIF VE NONREJENERATIF ANEMILiIi KOPEKLERDE
SERUM HEPSIDIN KONSANTRASYONUNUN DEGERLENDIRILMESI

Kocaman B. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Veteriner

Fakiiltesi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2024.

Amac: Hepsidin, demir metabolizmasinin diizenlenmesindeki temel hormondur. Bu
calismada anemili kopeklerde serum hepsidin konsantrasyonun durumunun belirlenmesi,
rejeneratif ve nonrejeneratif anemili kopeklerde bu hormonun serum konsantrasyonunun
karsilastirilmasi ve retikiilosit sayis1 ve aneminin siddeti ile serum hepsidin konsantrasyonu

arasindaki iligkilerin ortaya konulmasi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Calismada, Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Hayvan Hastanesi’ne getirilen 20 saglikli (kontrol) ve verileri dikkate alinan 47 anemili
toplam 67 kopek degerlendirildi. Klinik muayenede anemi ile iligkili bulgular goésteren
hastalarin hemogram sonuclarindan aneminin varlik ve siddeti; absolut retikiilosit sayisi
degerlendirilerek aneminin tipi (rejeneratif ve nonrejeneratif) belirlendi. Serum hepsidin
konsantrasyonu tiir spesifik ELISA Kkiti ile 6l¢tildii. Belirtilen parametrelerin 6l¢iimii bir kez
yapildi. Gruplar arasi karsilastirmalar ve korelasyonlar, uygun parametrik ve nonparametrik

testlerle gergeklestirildi.

Bulgular: Rejeneratif anemi grubunun ortalama HCT degeri (%23,4) nonrejeneratif anemi
grubu kopeklerin degerinden (%27,7) diisiik, ortalama absolut retikiilosit sayisi ise yliksek
bulundu (135,2 x10%/uL vs. 49,9 x10%/uL). Saglikli (71,00 ng/mL) ile anemik (70,70 ng/mL)
ve rejeneratif (68,82 ng/mL) ile nonrejeneratif anemili (71,60 ng/mL) kopeklerin ortanca
serum hepsidin konsantrasyonlar1 arasindaki farklar istatistiksel anlamli degildi. Rejeneratif
anemili kopeklerde serum hepsidin konsantrasyonu ve absolut retikiilosit sayisi arasinda

pozitif zayif korelasyon (r=0,48) oldugu belirlendi.

Sonug¢: Kopeklerde serum hepsidin konsantrasyonun aneminin tipi ve siddetine gore anlaml
farkliliklar gostermedigi, rejeneratif anemide serum hepsidin konsantrasyonu ve absolut

retikiilosit sayis1 arasinda pozitif zayif korelasyon disindaki korelasyonlarin goz ardi
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edilebilecek diizeyde oldugu belirlendi. Kopeklerde serum hepsidin  konsantrasyonun
aneminin tipi ve siddetine gore durumunun, serumda akut faz proteinler ve proinflamatuar

sitokin konsantrasyonlar1 altinda degerlendirilmesinin yararli olacagi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: Anemi, Hepsidin, K&pek
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ABSTRACT

EVALUATION OF SERUM HEPCIDIN CONCENTRATION IN DOGS
WITH REGENERATIVE AND NONREGENERATIVE ANAEMIA

Kocaman B. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Faculty of

Veterinary Medicine, Master Thesis, Aydin, 2024.

Objective: Hepcidin is the main hormone in the regulation of iron metabolism. In this study,
it was aimed to determine the status of serum hepcidin concentration in dogs with anaemia, to
compare the serum concentration of this hormone in dogs with regenerative and
nonregenerative anaemia and to reveal the relationships between reticulocyte count and

severity of anaemia and serum hepcidin concentration.

Material and Methods: Fort this purpose, a total of 67 dogs, 20 healthy (control) and 47
dogs with anemia whose data were considered, presented to Aydin Adnan Menderes
University Faculty of Veterinary Medicine Animal Hospital were evaluated. The presence and
severity of anemia were evaluated from the hemogram results of patients who show anemia-
related findings during clinical examination; the type of anemia (regenerative or non-
regenerative) was determined by evaluating the absolute reticulocyte count. Serum hepcidin
concentration was measured using a species-specific ELISA kit. Measurement of the specified
parameters was carried out once. Between-group comparisons and correlations were

performed with appropriate parametric and nonparametric tests.

Results: The mean HCT value of the regenerative anemia group (23.4%) was lower than the
value of the nonregenerative anemia group dogs (27.7%), and the mean absolute reticulocyte
count was higher (135.2 x10°/uL vs. 49.9 x103/uL). The differences between median serum
hepcidin concentrations of healthy (71.00 ng/mL) and anemic (70.70 ng/mL) and regenerative
(68.82 ng/mL) and nonregenerative anemia (71.60 ng/mL) dogs were not statistically
significant. A weak positive correlation (r=0.48) was between serum hepcidin concentration

and absolute reticulocyte count in dogs with regenerative anemia.

Conclusion: It was indicated that serum hepcidin concentration in dogs did not show

significant differences according to the type and severity of anemia, and that correlations

xiii



other than a weak positive correlation between serum hepcidin concentration and absolute
reticulocyte count in regenerative anemia were negligible. It was concluded that it would be
useful to evaluate the serum hepcidin concentration in dogs according to the type and severity
of anemia, under the acute phase proteins and proinflammatory cytokine concentrations in the

serum.

Keywords: Anaemia, Dog, Hepcidin
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1. GIRIS

Anemi, birgok hastalifin seyri ya da sonucunda ortaya c¢ikan bir bulgudur ve
eritrositlerin yapimu ile yikimi ya da kaybi arasindaki dengenin bozulmasiyla ortaya ¢ikar.
Anemi; laboratuvar bulgu olarak eritrosit sayisi veya hematokrit (HCT) deger ve hemoglobin
(Hb) konsantrasyonunun azalmasiyla karakterizedir. Baslica kan kaybi (hemoraji),
eritrositlerin yagam siirelerinin kisalmasi (hemoliz) veya eritrosit {iretiminin azalmasi
(hipoplastik/aplastik anemi) sonucu gelisir. Eritrositlerin yapimi, yikimi ya da kaybi
arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda kemik iliginin verdigi yanita gore rejeneratif ve
nonrejeneratif anemiler olmak f{izere 2 gruba ayrilir. Bu kapsamda gelisen aneminin
rejeneratif mi yoksa nonrejeneratif mi oldugu, rutinde periferal kanda absolut retikiilosit sayisi
ve/veya May Griinwald-Giemsa/New Metilen Blue yontemi ile boyanmis kan frotisinde
eritrositlerin basta biiytikliik, sekil ve boya alma 6zelligi degerlendirilerek belirlenir. Anemiler
patofizyolojik mekanizmaya gore; kan kaybmna bagli (hemorajik anemiler), eritrosit
yikimlanmasindaki artisa bagl (hemolitik anemiler) ve eritrosit iiretimindeki azalma ve/veya
defekt eritropoezisden kaynaklanan (hipoplastik/aplastik) anemiler olmak iizere siniflandirilir.
Kemik iligi yanit1 patofizyolojik mekanizma ile birlikte degerlendirildiginde; hemorajik ve
hemolitik anemiler rejeneratif, hipoplastik/aplastik anemiler ise nonrejeneratif anemi olarak
tanimlanir. Hepsidin, agirlikli olarak karacigerde hepatositler tarafindan sentezlenen ve demir
metabolizmasinin diizenlenmesinde goérev alan temel hormondur. Duodenumdan diyetle
demir absorbsiyonunu, makrofajlardan geri kazanilan demirin alinmasini ve hepatositlerde
depolanmig demirin salinmasin1 engelleyerek demir hemostazisini saglar. Kopeklerde serum
hepsidin konsantrasyonunun anaplasmoz (Deniz ve Sahinduran, 2020) ve hematokromatozda
(Ganz ve Nemeth, 2011) azaldigi; ehrlichioz (Bottari ve digerleri, 2016), kronik bdbrek
yetmezligi (Grimes ve digerleri, 2012) ve Canine Parvovirus enfeksiyonunda (Salem ve
digerleri, 2018) ise arttig1 dnceki ¢alismalarda belirlenmistir. Literatliirde anemili kopeklerde
kemik iliginin yanitina (rejeneratif, nonrejeneratif anemi) ve aneminin siddetine gore serum
hepsidin konsantrasyonundaki degisime ilgili bir ¢aligma belirlenmemistir. Bu nedenle
sunulan c¢alismada, kopeklerde aneminin tipine ve siddetine goére serum hepsidin

konsantrasyonunun durumu ve bu hormonun retikiilosit sayisiyla iligkisi degerlendirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Aneminin Tanimi

Eski Yunanca bir kelime olan anemi (an- olmayan/bulunmayan emia- kan) viicutta hig
kan bulunmamasidir (Voigt ve Swist, 2011). Ancak asir1 miktarda kan kaybi olan bir
hayvanin bile dolasiminda bir miktar kanin kaldig1 diistiniildiigiinde bu tanimlama klinik ve
laboratuvar bulgularla uyumlu degildir. Bu kapsamda anemi, bir¢cok hastaligin seyri ya da
sonucunda gelisen, varligi laboratuvar parametreleri ile belirlenen ve siddetli oldugunda

hastada klinik bulgularin ortaya ¢iktig1 bir semptomdur.

Anemi, eritrositlerin tiretimi, yikimi ya da kaybi arasindaki dengenin bozulmasiyla
meydana gelir (Mills, 2012; Voigt ve Swist, 2011) ve absolut veya relatif olarak sekillenebilir
(Dheer, 1997; Erslev, 1990; Voigt ve Swist, 2011). Pseudo veya yalanct anemi olarak da
tanimlanan relatif anemide eritrosit sayis1 referans aralikta olup, hematolojik bir bozukluk da
yoktur. Ancak plazma hacminin diizenlenmesinde bir bozukluk veya yenidoganlarda ve
gebelikte oldugu gibi plazma hacminin artmasi veya Ozellikle izotonik kristalloid
soliisyonlarin fazla inflizyonu (hiperhidrasyon) sonucu geligebilir (Dheer, 1997; Erslev, 1990;
Jain, 1993; Voigt ve Swist, 2011). Buna kargin daha sik goriilen ve klinik olarak daha énemli
olan absolut veya gercek anemide sirkiilasyondaki eritrosit sayisinda ¢ogunlukla azalma

goriiliir (Dheeer,1997; Jain, 1993).

Siddeti ve tipi ile baglantili olarak hastada ciddi olumsuzluklara sebep olabilen
anemilere kopeklerde de sik karsilasilir. Anemilerde goriilen laboratuvar bulgular fizyolojik
alt sinirin altina diisen, eritrosit sayisi (RBC), hematokrit deger (HCT) ve hemoglobin (Hb)
konsantrasyonu olarak tanimlanabilir (Mills, 2012). Meydana gelen anemilerin ¢cogunda HCT
deger, RBC ve Hb konsantrasyonunun fizyolojik degerin altinda olmasi beklenir fakat demir
eksikligi anemisinde RBC normal sinirlarda olabilir, HCT deger ve Hb konsantrasyonunda ise
azalma goriiliir (Harvey, 2008; Tvedten 2010). Bu durum kemik iliginde normoblastlarin Hb
sentezinin yetersizligi sonucu bdliinmeye devam etmesi ve mikrositer hipokrom hiicrelerin

gelismesiyle iligkilidir (Weiss ve Wardrop, 2011).

Aneminin siddeti, HCT degere gore 4 gruba ayrilir. Bunlar; hafif, orta, siddetli ve ¢ok

siddetli anemilerdir (Tablo 1). Aneminin siddetine gore orta ve siddetli anemiler, genelde



birincil hematolojik hastaligi ya da 6nemli bir sorunun varligina isaret eder. Hafif siddetteki
anemiler de genelde hematolojik kaynakli olmayan hastaliklari isaret eder (Tvedten, 2010).
Siddetli ve orta derece siddetindeki anemiler klinik agidan tespit edilebilirken, hafif siddetli

anemiler ancak laboratuvar bulgulariyla belirlenebilir (Tvedten, 2010).

Tablo 1. Kopeklerde HCT degere gore anemi siddetinin siniflandirilmasi (Tvedten, 2010,

2022).
Aneminin Derecesi HCT %
Hafif >30- <36
Orta >20- <30
Siddetli >13-<20
Cok Siddetli <13

2.2. Aneminin Patofizyolojisi

Bir canlinin viicudundaki hiicrelerin yaklasitk %?25’ini eritrositler olusturur.
Eritropoezis, kemik iliginde gerceklesir ve stromal ag, sitokinler ve eritropoetin hormonu
tarafindan kontrol edilir. Bir dizi farklilasma basamagini takiben retikiilositler sekillenir.
Kemik iligindeki retikiilositler 3-4 giin sonra sirkiilasyondaki olgun eritrositler halini alir ve
sirkiilasyona gecer (Latimer ve Duncan, 2011; Olver, 2010). K&peklerde eritrositlerin yagam
stiresi yaklagik 110-120 giin civarindadir (Balch ve Mackin, 2007; Bennet ve digerleri, 1981;
Burgess ve digerleri, 2000; Voigt ve Swist, 2011). Yagh eritrositler dalak, kemik iligi ve
karacigerdeki makrofajlar tarafindan yikimlanir. Bir kdpegin viicudunda her saniye yaklasik
800.000 eritrositin tiretildigi ve yikimlandigi tahmin edilmektedir (Aytug, 2019; Balch ve
Mackin, 2007). Saglikli organizmada eritrosit yapimi ile yikimi arasinda bir denge bulunur.
Saglikli hayvanlarda normal yaslanma ve hasara bagli olarak eritrositlerin yaklasik %1°1
sirkiilasyondan uzaklastirilir, ayni oranda eritrosit {iretilerek eritrosit yapimi ile yikimi
arasindaki denge korunur (Olver, 2010). Bu dengenin eritrosit yikiminin ve kaybinin ¢ok hizl

ya da eritrosit liretiminin ¢ok yavas olmasi nedeniyle bozulmasi sonucu anemi ortaya ¢ikar.

Patofizyolojik olarak anemi, azalan RBC sayis1 veya HCT deger ve Hb konsantrasyonu
sonucu oksijen tasima kapasitesinin diismesi ve buna bagli sistemik doku hipoksisi ve

eritropoetin iiretiminin artmasidir. Denge kosullarinda kemik iligi 6-8 giinde yeni eritrosit



iiretebilir. Maksimum ihtiya¢ halinde ve yeterli yap1 tas1 kaynagi (Fe, vitamin B12, folik asit)
ile kemik iligi eritropoezisi 5-6 kat kadar artirabilir (Olver, 2010). Eritrosit yikim1 veya kaybi
sonucu sekillenen aciga kemik iliginin eritropoezisi artirarak yanit vermesi rejeneratif, soz
konusu yanitin az olmasi veya olmamasi nonrejeneratif anemi olarak tanimlanir. Hemogram
sonuglarina gore rejeneratif anemilerde periferal kanda 4-5 giin igerisinde rejenerasyon
belirtileri olan polikromazi, retikiilositozis ve c¢ekirdekli eritrositler (normoblastlar) ve
makrositer-hipokrom eritrositler belirgin olarak goriilmelidir (Tvedten, 2010). Ayrica
rejenerasyon kan tablosunda eritrositlerin ortalama eritrosit hacminde (MCV) artis, ortalama
eritrosit Hb konsantrasyonunda (MCHC) ise azalma ile kendini gdsterir (Thrall, 2012;
Tvedten, 2010). Nonrejeneratif anemiler morfolojik olarak genelde normositer-normokrom
karakterdedir ve kemik iligi rejenerasyon bulgular (retikulositozis, polikromasi vb.) ¢ok az ya
da hi¢ yoktur (Latimer ve Duncan, 2011; Thrall, 2012; Tvedten, 2010). Nonrejeneratif
anemilerde eritrosit indeksinin nétrofil ve trombosit sayisi ile birlikte degerlendirmesi,
etiyolojinin belirlenmesine katki saglar. Hafif-orta siddette nonrejeneratif anemiye yol acan
kronik yangi, renal hastalik ve neoplazi olgularinda primer nedenler, bu sorunlara ilgili
l6kogram, biyokimyasal analizler, sitoloji vb. daha spesifik testlerle belirlenebilir. Kronik
yangr/hastalik anemisinde hastada siklikla hiperfibrinojenemi, hipoalbuminemi ve
hiperglobulinemi saptanir. Kronik renal yetmezlige bagl anemilerde ise hastada ¢ogunlukla
azotemia, hipoalbuminemi ve proteinuri dikkati ¢ceker (Fry, 2010; Latimer ve Duncan, 2011;

Thrll, 2012; Tvedten, 2010).

Anemi temel olarak kan kaybi (hemoraji), eritrositlerin yasam siiresinin kisalmasi
(hemoliz) ve eritrosit iiretiminin azalmasi sonucu gelisir (Tvedten, 2010). Hemolitik anemi,
eritrositlerin kan damarlarinda (intravaskiiler) ve/veya mononiikleer sistemde (ekstravaskiiler)
yasam siiresinin kisalmasi/yikimlanmasiin artmasiyla olusur. Genel olarak ekstravaskiiler
hemoliz intravaskiiler hemolizden daha yaygin goriiliir. Nonrejeneratif anemi, eritropoezisin

azalmas1 veya defekt eritropoezis sonucu geligir (Latimer ve Duncan, 2011).

2.3. Anemilerin Siniflandirilmasi

Anemiler, yasami tehdit eden boyuta ulasabilir. Bu nedenle anemide altta yatan sebebin
bulunmasi, spesifik ve dogru tani ile uygun tedavi yonteminin belirlenebilmesi i¢in gereklidir.

Aneminin altinda yatan hastaligin tanisinda, anemiyi daha 6nceden belirlenmis gruplara veya



tantya fayda saglayacak kategorilere yerlestirebilmek icin kanin baz1 6zellikleri kullanilir.

(Tvedten, 2010; Voigt ve Swist, 2011).

Anemiler; kemik iligi yanitina, morfolojilerine ve patofizyolojilerine gore 3 sekilde
siiflandirilir. Kemik iligi yanitina gore, rejeneratif ve nonrejeneratif anemiler olmak tizere 2
gruba ayrilir. Patofizyolojik siniflandirmaya gore; kan kaybina baglh anemiler, artan eritrosit
yikimlanmas1 (hemoliz) ve azalan eritrosit iiretimi veya defekt eritropoezis olmak iizere 3
kategoriye ayrilir. Bir bagka siniflandirma da periferal kan frotisinin veya tam kan
sayimindaki eritrositlerin ortalama eritrosit hacmi ve ortalama eritrosit Hb konsantrasyonu

degerlendirilerek yapilan morfolojik kriterlere gore siniflandirmadir.

2.3.1. Kemik iligi Yamitina Gore Simiflandirma

Kemik iligi yanitina gére anemiler periferal kanda bulunan olgunlagsmamis eritrosit
(retikiilosit) sayisinin degerlendirilmesine gore rejeneratif ve nonrejeneratif olarak iki gruba
ayrilmaktadir (Cowgill ve digerleri, 2003; Celik ve Sahin, 2021; Voigt ve Swist, 2011).
Eritropoetinin basta bobrek dokusundaki iiretiminin artmast daha sonra da hipoksi nedeniyle
kandaki konsantrasyonunun artti§i durumlarda retikiilositler dolasima daha hizli salinir.
Dolagimdaki retikiilosit sayist akut kan kayiplarinda ve kemik iligi yanitinin oldugu hemoliz
durumlarinda da artar ve bu durumlar rejeneratif anemi olarak tanimlanir (Thrall 2012; Voigt
ve Swist, 2011). Kemik iligi fizyolojik bir smir ile rejeneratif yanit gosterir. Hemolitik
anemilerde en yliksek diizeyde goriilen rejeneratif yanit 6-8 kat iken, hemorajik anemilerde 2-
4 kat diizeyindedir. Hemorajik ya da hemolitik anemilerin baslangicindan sonraki 2-4 giin
icerisinde periferal kanda rejenerasyona ait bir bulguya rastlanmayabilir (Voigt ve Swist,
2011). Nonrejeneratif anemiler ise anemi meydana geldikten sonra periferal kandaki
retikiilosit sayisinin beklenenden az olmasi veya hi¢ olmamasi olarak tanimlanabilir. Kemik
iligi ya da eritrosit tiretimindeki azalma, eritropoezisde meydana gelen bozukluklar sonucunda
nonrejeneratif anemiler olusabilmektedir (Mills, 2012; Voigt ve Swist, 2011). Absolut
retikiilosit sayisi, gelistirilmis otomatik kan sayim cihazlar1 ve periferal kan 6rneginden New
Methylene Blue boyama yontemi ile hazirlanan frotilerde manuel olarak hiicrelerin sayilmasi

ile hesaplanabilmektedir (Cowgill ve digerleri, 2003; Tablo 2).



Tablo 2. Kdpeklerde anemi tipinin retikiilosit sayisina gore siniflandirilmasi (Cowgill ve
digerleri, 2003).

Retikiilositer Yanit Absolut Retikiilosit Sayisi (a)
Normal/ Nonrejeneratif (b) <80.000

Rejeneratif Hafif 80.000-150.000

Rejeneratif Orta 150.000-300.000

Rejeneratif Siddetli >500.000

(a): Absolut retikiilosit sayis1 (/uL): retikiilosit yiizdesi x RBC sayist (x10% /uL)
(b): Anemi durumlarinda nonrejeneratif olarak degerlendirilir.

2.3.2. Morfolojik Siniflandirma

Anemiler, morfolojik olarak eritrosit sayist ve Hb konsantrasyonu ile belirlenen

ortalama eritrosit hacmi ve ortalama eritrosit Hb konsantrasyonuna gore siniflandirilir.

Kopeklerde fizyolojik olarak MCV degerinin 60-77 fL. ve MCHC degerinin de 32-
36/30-36 g/dL oldugu belirtilmektedir (Tvedten 2010; Voigt ve Swist, 2011). Eritrosit
hacminin normalden daha az olmasi mikrositik, normal hacimde olmasi normositik ve
normalden daha biiylik hacimli olmas1 ise makrositik anemi olarak tanimlanir. Eritrositlerin
Hb konsantrasyonunun normalden daha az olmasina hipokromik anemi, normal
konsantrasyonda olmasina ise normokromik anemi ad1 verilir (Tablo 3). Hiperkromik durum
ise MCHC degerinin intravaskiiler hemoliz, lipemi ve Heinz cisimciklerinin etkisi ile hatali
olarak yiiksek Olclilmesi sonucunda meydana gelir (Thrall, 2012; Tvedten, 2022; Voigt ve
Swist, 2011).



Tablo 3. Anemilerin morfolojik olarak siniflandirmasi (Tvedten, 2010).

MCV MCHC Anemi
(60-77 fL) (32-36 g/dL)
N N Normositik, normokromik
N l Normositik, hipokromik
1 N Makrositer, normokromik
1 l Makrositer, hipokromik
l N Mikrositer, normokromik
!

Mikrositer, hipokromik

N: normal deger araliginda; 1: artma; |: azalma.

Morfolojik smiflandirma etiyolojik kaynagin tespitine katkida bulunur. Ornegin
mikrositik anemiler genellikle demir eksikligi sonucunda olugsmaktadir (Mills, 2012). Ayrica,
mikrositozis fizyolojik olarak Akita ve Shiba Inus irki kopeklerde ve portosistemik santl
kopeklerde goriilebilir (Mills, 2012; Paltrinieri ve digerleri, 2010; Steinberg ve Olver, 2005).
Poodle irki kopekler (Rizzi ve digerleri, 2000) ve Greyhound irki kopekler diger kdpek
irklarina gore yliksek MCV degerine sahiptirler. Yenidogan kopek yavrularinda da MCV
degeri yiiksektir ve bu deger 2-3. aylardan sonra normal seviyeye diismektedir (Aytug, 2019;
Latimer ve digerleri, 2003).

Makrositik anemiler, retikiilosit hiicrelerinin normal eritrosit hiicrelerine gore daha
bliyiik hacme sahip olmasi sebebiyle kemik iliginin fonksiyonel olarak calistiginin
gostergesidir (Thrall, 2012). Ancak retikiilositozis veya polikromazi olmadan da
makrositozisin  goriildiigli durumlarin varligr bilinmektedir. Nonrejeneratif anemilerde,
hemoraji ya da hemoliz durumlarinda retikiilositlerin sirkiilasyona verilmedigi prerejeneratif
donemde ve bazi rejeneratif anemi durumlarinda normositik anemi gortilebilmektedir (Hodges
ve Christopher, 2011; Thrall, 2012). Eritrositlerin Hb konsantrasyonuna gore normokromik
oldugu durumlarda renkleri normal ve MCHC degeri fizyolojik siirlar icerisindedir.
Eritrositlerin Hb konsantrasyonuna gore hipokromik oldugu durumda eritrositlerin rengi
solgun ve MCHC degeri fizyolojik degerin altindadir. Hiperkromik durumda MCHC degeri
normalden yiiksektir ve eritrositlerin renkleri koyudur fakat bu durum genelde hemoliz veya

oksiglobin tedavisi sonucunda meydana gelir (Aytug, 2019; Latimer ve digerleri, 2003).



Nonrejeneratif anemiler genellikle normositik-normokromik, makrositik-normokromik
veya mikrositik-hipokromik karakterdedir (Latimer ve Duncan, 2011; Tvedten, 2010).
Eritrosit boyutunun ve hemoglobin diizeyinin normal oldugu normositik-normokromik anemi
(Tvedten, 2010), hemorajik ve hemolitik anemilerde rejenerasyon dncesi donemde goriilebilir.
Ayrica kronik yangi basta olmak tizere kronik bobrek hastaliginda eritropoetin eksikligi ile
iligkili olarak, endokrin bozukluklar, kemik iligi depresyonu, toksinler (6rnegin kursun
zehirlenmesi) apse ve neoplazi olgularinda da goriiliir (Latimer ve Duncan, 2011; Fry, 2010).
Makrositik-normokromik anemi; B vitamini, folik asit veya Co eksikliginde ortaya
cikmaktadir (Latimer ve Duncan, 2011). Kronik kan kaybi sonucunda goriilen gelisen demir
eksikliginde eritrositler mikrositik olsa da hipokromasi bulunmayabilir. Makrositik
hipokromik anemiler, genelde akut kan kayb1 veya hemoliz sonras1 goriiliir (Sodikoff, 2001).
Kronik enflamasyon anemisi (Sodikoff, 2001) ve kronik Fe ve Cu eksikligi anemileri
mikrositik ve hipokromik karakterdedir (Aytug, 2019; Tvedten, 2010; Thrall, 2012).
Aneminin rejeneratif karakter gosterdigi kopeklerde yapilan bir ¢aligmada kopeklerin
%11,8’inde makrositik hipokromik anemi goriildiigii bildirilmistir (Hodges ve Christopher,
2011).

Sekil 1’de eritropoetik aktiviteye gére aneminin morfolojik siniflandirilmasi ve olasi

nedenleri 6zetlenmistir.



Anemi

Eritropoezisin
Siddeti

Eritropoezis
Yok

Normositik-
Normokromik

Kemik {ligi
Aspirasyonu
ve Biyopsi

Normal/Orta

Siddetli

Hiperplazi/

Siddetli

Mikrositik-
Hipokromik

Hipoproteinemi

Kan Froti
Incelemesi

J

Serum Demir
Profili, Serum
Ferritin
Diizeyi,
Gidadaki
Bakir
Seviyesi

Eritroid, Eritroid, Pansitopeni Do
i i i i plazi

Hipoplazi Hipoplazi | Demir ve

l l | Bakir
PRCA, : > Demir Eksikligi, Eksikligi
. Parvoviriis Ilac;_lar, Miyelodisplazi,

Hepat1k, il q Toksinler, Etk1s1z i
kri aglar Viriis Eritropoezis

Sekil 1. Aneminin algoritmasi (Tvedten, 2022).

Hemorajik
Anemi

Sferosit,
Agliitinasyon,
Heinz Cisimcigi,
Kan paraziti

Hemolitik anemi,
Immun Aracil
Anemi, Heinz
Cisimcigi, Kan

Parazitleri




2.3.3. Patofizyolojik Siniflandirma

Anemilerin patofizyolojik olarak siniflandirilmasi tani agisindan olduk¢a Gnemlidir.
Kemik 1iligi yanitinin periferal kanda bulunan olgunlagmamis eritrositlerin (retikiilosit)
sayisina gore yapilan (Tablo 2) bu smiflandirmada anemiler rejeneratif ve nonrejeneratif

olarak iki ana gruba ayrilir (Cowgill ve digerleri, 2003; Tvedten, 2010, 2022).

Rejeneratif ve nonrejeneratif 6zellik gosteren anemilerin genel olarak siniflandirilmasi

Sekil 2°de gosterildi.

Anemi
I ) T
Rejeneratif Nonrejeneratif
-

| |
[ | 1
D D D D D
" " Azalan Kemik Azalan Eritrosit Yetersiz
Hemolitik Hemorajik et e . .
Iligi Uretimi Uretimi Eritropoezis
hl hl
intravaskiiler internal
Hemoliz Hemoraji
~ ~
hl hl
Ekstravaskuler Eksternal
Hemoliz Hemoraji

Sekil 2. Kopeklerde rejeneratif ve nonrejeneratif aneminin genel nedenleri (Mills, 2012)

2.3.3.1. Rejeneratif Anemiler

Rejeneretif anemiler, hemolitik anemi (eritrositlerin yikimlanmasi) ya da hemorajik
anemi (kan kaybina bagli) sonucu gelisir.

Hemolitik anemi; sirkiilasyondaki eritrositlerin anormal diizeyde yikimi sonucunda
meydana gelen bir durumdur. Hemoliz; intravaskiiler, ekstravaskiiler olabilir ya da her ikisini
birden igerebilir (Tvedten, 2022); bu durum altta yatan hastalik siirecine baglidir (Eren ve
digerleri, 2017; Zachary, 2021). Hemolizin etiyolojik nedenleri ¢esitlilik gostermektedir ve

tantya destek olmak i¢in eritrosit morfolojisi incelenmelidir. Hemolitik anemili kdpeklerde,
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alinan kanm plazmasi eritrositlerin yikimi sebebiyle genellikle koyu sari ya da turuncu
(ikterik) renktedir. Plazma protein seviyeleri normaldir ya da eritrositlerin yikimi sebebiyle
hafif artmistir (Voigt ve Swist, 2011). Hemolitik anemili hayvanlardan alinan kan
orneklerinden hazirlanan frotilerinde sistositler, sferositler, paraziter etkenler (Babesia spp.)
ve otoimmiin agliitinasyon gibi hemolize neden olan spesifik degisiklikler goriilebilir (Voigt
ve Swist, 2011). Hemolitik anemide plazma bilirubin konsantrasyonundaki artisa bagli olarak
ile oraya cikan hiperbilirubinemi goriilmektedir. Plazma bilirubin konsantrasyonunun esik
degeri astigi durumlarda viicut sivilarinda ve dokularda goézle goriilebilen sarilik olusur.
Sarilik, ikterus olarak tanimlanir ve plazma bilirubin konsantrasyonun 2 mg/dL'yi astigi
durumlarda gozle tespit edilebilir. Ikterus, hemoliz icin patogonomik bir bulgu degildir.
Hepatopati ve kolanjiyopati gibi safra kanali hastaliklarinda da ikterus goriilebilmektedir

(Zachary, 2021).

Immun aracili hemolitik anemi (IMHA) eritrositler ya da kemik iligi eritroid &nciil
hiicre membranlarina immunoglobulinlerin baglanmasi sonucunda tip II asir1 duyarlilik
reaksiyonu nedeniyle parcalanmasi ile meydana gelir. Ayn1 zamanda immunoglobulinler
fagositik aktivite gosteren makrofajlar ile etkilesime gecerek dalak ya da karacigerde
yikimlanirlar ve ekstravaskiiler hemoliz ile eritrosit hiicrelerinin hasar gormesine sebep
olurlar (Day, 2010). IMHA, hemolitik anemiler icinde énemli bir yere sahiptir. Immun aracili
hemolitik anemi, primer ya da sekonder olarak goriilebilir. Sekonder IMHA’da enfeksiy6z
ajanlar, neoplazi, as1 uygulamalar1 ya da ilaglar gibi altta yatan bir nedene bagl olarak
meydana gelir. Primer IMHA nin olusumunun altinda yatan bir hastalik, ila¢ kullanimi ya da
as1 uygulamasi yoktur. Primer otoantikorlar, hayvanin kendi eritrosit membran1 antijenlerine
kars1 iiretir ve gercek otoimmun hemolitik anemi (AIHA) olarak adlandirilir. Sonug olarak
IMHA ve AIHA terimleri ayn1 degildir ve birbirleri yerine kullanilmamalidir (Archer ve
Mackin, 2013; Day, 2010).

Hemorajik anemi; eksternal veya internal kan kaybi sonucu gelisen anemi olup, bu tip
anemi goriilen kdpeklerden alinan kan plazmasi berraktir. Internal kan kaybinda eritrositler
viicut igerisinde pargalanir ve plazma proteinlerinde kayip meydana gelmez bu yoOniiyle
hemolitik anemiyi taklit eder. Eksternal kan kaybinda eritrositler ile birlikte plazma
proteinlerinde de kayip meydana gelir (Voigt ve Swist, 2011). Hipoproteinemi ya da
rejeneratif anemi ile birlikte plazma protein seviyesinin normal ya da diisiik olmasi eksternal
kan kaybini igaret eder (Tvedten, 2010). Saglikli bir hayvanda akut, 6liimciil olmayan

kanamanin hemen ardindan (yaklasik 1 saate kadar), kan hacmindeki azalma kanin plazma ve
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sekilli elemanlart ile orantili oldugu icin hastanin HCT deger veya hemoglobininde herhangi
bir degisiklik tespit edilemez (Voigt ve Swist, 2011). Sonraki birka¢ saat i¢inde, viicut kan
hacmini eski haline getirmek i¢in viicudun diger boliimlerinden vaskiiler kanala siv1 aktarilir.
Daha sonra genellikle rejeneratif bir yanit (polikromazi, anizositoz, artmis eritrosit hiicre
dagilim genisligi (RDW), retikiilositoz) gozlenir. Daha uzun siireli kanamalar rejeneratif veya
nonrejeneratif olarak veya demir eksikligi anemisi ile uyumlu ozelliklerle ortaya cikabilir
(Tvedten, 2022). Bu sivinin seyreltici etkisi ile HCT deger, hemoglobin, RBC ve plazma
proteininde diislise neden olur. Dalak veya kemik iliginde depolanmis eritrositler serbest kalir.
Bobrekler, diisiik oksijen seviyesi sebebiyle kemik iliginden eritropoetin salgilamasini uyarir.
Eritrosit {iretimi, dolasimda en erken anlamli sayida yeni hiicrenin goriilmesinden 6nce 3-5
giin stirer. Tam iyilesme 2-3 hafta siirebilir (Voigt ve Swist, 2011). Gastrointestinal kanalda
meydana gelen kanamada proteinin bir kismi emilebilir ya da tireye doniisebilir. Viicut akut
kanamada eritrosit liretimi ve hemoglobin sentezi i¢in gerekli olan demir deposuna sahiptir.
Fakat kronik eksternal kanamada demir yoniinden zengin olan hemoglobin kaybi nedeniyle
viicuttaki demir depolarinda azalma meydana gelir. Viicutta demir depolarinin azalmastyla
eritrosit rejenerasyonu da azalir ve sonug¢ olarak demir eksikligi anemisi meydana gelir

(Zachary, 2021).

2.3.3.2. Nonrejeneratif Anemiler

Nonrejeneretif anemiler, kemik iliginde tiim hiicre tiplerinin iiretiminin azalmasi,
eritrosit liretiminde azalma veya yetersiz eritropoez sonucu gelisir.

Kemik iliginde iiretimin azalmasinda, azalan eritropoeze noétrofil ve trombosit
iiretimindeki azalma eslik ederse anemi aplastik, sadece eritrosit liretiminde azalma varsa
hipoplastik anemi olarak tanimlanir (Latimer ve Duncan, 2011; Olver, 2010; Tvedten, 2010;
Thrall, 2012). Kronik yangi, kronik bobrek hastaliklar1 ve kemik iligi depresyonuna bagl
eritropoeziste azalma, Hb veya DNA sentezi bozukluklarina bagl defektif eritropoezis de

nonrejeneratif anemiye neden olmaktadir (Voigt ve Swist, 2011).

Sadece eritrosit iiretimindeki azalma, efektif RBC iiretimindeki azalma ya da etkisiz
eritropoez varliginda sekillenerek nonrejeneratif anemi goriilebilir. RBC iiretiminin
azalmasimin yaygin nedenleri arasinda gida aliminin azalmasi veya malabsorbsiyon gibi
bozukluklardan kaynaklanan eksiklikler (6rnegin; Fe, B12, Folik asit) edinsel veya kalitsal

kemik iligi bozukluklar1 (6rnegin; aplastik anemi veya malignitenin neden oldugu kemik iligi
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infiltrasyonu), kemoterapi, ilag veya diger kemik iligi supresyon yontemlerinin kullanilmasi
ve tropik hormonlarin (6rnegin; eritropoetin, tiroid hormonlari, androjenler) diizeylerindeki

azalma yer almaktadir (Kundrapu ve Noguez, 2018).

Yetersiz eritropoezde; eritropoezin azalmasi kemik iliginden kaynaklanabilecegi gibi
kemik iligi disindaki farkli problemlerden (6rnegin; sistemik bir hastalik) de kaynaklanabilir.
Kemik iliginin eksternal hastaliklar tarafindan baskilanmasinin patogenezi multifaktoriyeldir.
Demir kullanilabilirligi ve eritrosit {iretimi azalmistir. Bu nedenle anemiye karsi rejeneratif
yanit azalmistir ve bu siirece sitokinler aracilik eder (Drobatz ve digerleri, 2018; Waner ve
Harrus, 2000). Anemi genellikle hafif siddetlidir (HCT kopeklerde %30-36) ve altta yatan
hastaligin klinik belirtileri genellikle baskindir. Buna karsilik, aplastik anemi, miyelodisplazi,
miyeloproliferatif bozukluklar ve miyelofibrozis gibi kemik iligi hastaliklari, onciil kok
hiicrelerin ve/veya kemik iligi ¢evresinin hasar gérmesinden kaynaklanir. Hastaligin erken
evreleri genellikle graniilositopeni ve trombositopeni ile karakterize olup, aneminin siddeti
hafiftir ya da hi¢ anemi goriilmez. Notropeni, kemik iligi hasarindan 5-6 giin sonra,
trombositopeni ise 8-10 gilin sonra gelisir. Eritrositlerin yasam siirelerinin uzun olmasi

nedeniyle anemi genellikle hafiftir veya yoktur (Drobatz ve digerleri, 2018; Weiss, 2000).

Kopeklerde anemilerin etiyopatogenezisi Tablo 4’de 6zetlenmistir.
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Tablo 4. Kopeklerde aneminin etiyopatogenezi (Drobatz ve digerleri, 2018; Mills, 2012;

Tvedten, 2022).
ANEMI NEDENLER MEKANIZMA
TIPI KATEGORISI
Kemik iligi Ilaglar (sulfanamidler) Kemik iligi aplazisi
iiretiminde azalma Enfeksiy6z ajanlar (Ehrlichiosis, (pansitopeni ya da
Leishmaniosis) bisitopeni)
Virusler
Hormonlar (6strojen)
Radyasyon
Toksisite
Miyelofibrozis Miyelofitiz (pansitopeni
Granulamat6z yangisal hastaliklar ya da bisitopeni)
‘g (histoplazmozis, milier tiiberkiiloz)
2 Kemik iligi neoplazmi, 16kemi,
< metastaz (karsinoma, melanoma)
= Eritrosit iiretiminde = Immun sistem kaynakl Eritrosit aplazisi
g azalma
g Endokrin yetersizlik (hipotiroidizm, Eritropoetinde azalma ve
> hiperdstrojenizm) sitokinlerin tiretimi
%‘ Kronik renal yetmezlik baskilamasi
- Kronik parazitizm Sitokinlerin tiretimi
Kronik karaciger hastaliklar baskilamasi ve farkli
Yangisal hastaliga bagli anemi kompleks mekanizmalar
Yetersiz Kursun zehirlenmesi Niikleotid sentezinde
eritropoezis Folik asit, vitamin B12, kobalt ve bozukluklar
faktor eksiklikleri (kemoterapi,
sulfanamidler, antiepileptik ilaclar)
Kursun zehirlenmesi Hemoglobin sentezinde
Cu+ ve vitamin B6 eksiklikleri bozukluklar
Fe+ eksikligi anemisi (kronik kan
kaybi, gastrointestinal hasar)
Eritrosit membranindaki anormallikler,  Eritrositlerdeki genetik
Eritrositlerdeki sekil bozukluklart hasarlar
Biyokimyasal bozukluklar (piruvat
kinaz, fosfofruktokinaz,
Hemolitik Anemi methemoglobin rediiktaz eksiklikleri)
Enfeksiy6z ajanlar (babesiosis) Eritrositlerdeki edinsel
Biyokimyasal farkliliklar hasarlar
(hipofosfatemi, Heinz cisimcikleri)
= Bakteriyel, hayvan ve bitki
3 hemolizinleri (Clostridium
= X e .
< haemolyticum, driimcek ve sinek
= venomlart)
8 Kimyasal hemolizinler (agir metaller)
2 Immun kaynakli hemolitik anemi
% Eritrositlerin mekanik hasar1
& I¢/dis paraziter enfestasyonlar1 (kene, Kan kayb1

Hemorajik Anemi

bit, pire, kancal1 kurt enfestasyonu)
Gastrointestinal veya lirogenital sistem
kanamalar1
Travma (karaciger, dalak rupturu, araba
kazasr)
Anevrizma ya da neoplazm rupturu
(hemangiosarkom)
Operasyon
Trombosit hasar ve eksiklikleri
Koagulopati
DIC
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2.4. Aneminin Klinik Ozellikleri

Anemi ile iligkili klinik bulgularin ¢ogu dokulara yeterli oksijen saglanamamasindan
kaynaklanmaktadir. Sistemik doku hipoksisi kompenzasyon mekanizmalari ile kompanze
edilemediginde klinik bulgular ortaya ¢ikar. Anemi iliskili klinik bulgularin siddeti, temel
hastaligin seyrine gore degisebilmektedir (Thrall, 2012; Voigt ve Swist, 2011). Kemik iligi
disfonksiyonu ve kronik kan kaybinda meydana gelen klinik bulgulardan hipoksi disindakiler
kompanze edilebildigi i¢in hafiftir. Buna karsin akut siddetli anemide ya da anemi siddetinin
fazla oldugu durumlarda kompenzasyon mekanizmalar1 yetersiz kaldig icin akut gelisen kan

kayb1 ya da eritrosit yikimlanmasi durumlar 6liime neden olabilir (Harvey, 2010).

Aneminin hafif siddette (HCT: %30-36) oldugu kopeklerde bariz bir klinik bulguya
rastlanmazken, siddetli anemik kdpeklerde klinik bulgular daha belirgindir. Perakut ve akut
gelisen orta-siddetli anemilerde klinik bulgular belirgindir. Kronik kan kayiplarinda doku
hipoksisi asamali olarak gerceklesir ve bu durum da hastanin HCT degerinin %15’in altina

diismeden aneminin belirlenmesini giiglestirir.

Resim 1. Anemili bir kopekte solgun agiz mukozasi (Orijinal; Olgu No: 54).

Orta-siddetli derecede anemik hastalarda anamnez verileri; gligsiizliik, letarji, anoreksi,

kilo kaybi, eksersiz intoleransi veya sinkopu kapsar. Klinik belirtiler genellikle azalan
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oksijenizasyon veya kompenzatorik mekanizmalarla iligkilidir ve mukoz membranlarda
solgunluk (Resim 1) + sarilik, letarji, eksersiz intoleransi, kapillar dolum zamanin uzamasi,
tagipne veya dispne, tasikardi ve endokardial iiftirtimii kapsar (Drobatz ve digerleri, 2018;
Harvey, 2022; Voigt ve Swist, 2011). Hayvanda altta yatan sistemik bir hastalik oldugunda
kilo kaybi, anoreksi, febris veya lenfadenopati gibi spesifik olmayan bulgular goriilebilir.
Fiziksel muayenede hemoraji, epistaksis, hematiiri ve melena goriilmesiyle veya kan emen
ektoparazit varligi ile belirlenir. Goriilebilen mukozalar ikterik ve solgun oldugunda
eritrositlerin hizli yikimlanmasindan siiphelenilir. Hemolitik anemilerde siddeti ile iliskili
olmak {tizere, ortak fiziksel muayene bulgularina ikterus; intravaskiiler hemolizde
hemoglobiniiri; iiriner sistem kaynakli kanamalarda (piyelonefritis) hematuri eslik edebilir

(Thrall, 2012; Tvedten, 2022).

2.5. Anemilerde Laboratuvar Bulgular:

Degerlendirmede ilk adim, hayvanda anemi olup olmadigmi belirlemek ve varsa
siddetini degerlendirmektir (Tvedten, 2022). Hemogram ve kan biyokimya analizindeki
parametre degisiklikleri aneminin siddeti, nedeni ve hastaligin seyrini gostermektedir. Anemi
varlig1 ve siddetinin belirlenmesi i¢in rutin olarak tam kan sayimi yapilir ve bu kapsamda

HCT deger, eritrosit sayist ve Hb konsantrasyonu degerlendirilir (Tvedten, 2022).

Tam kan sayimi sonuglarini etkileyen preanalitik (yas, 1k, cinsiyet, 6rnek alim zamani
ve saklanmasi, antikoagulant tip ve miktar1 vb.) ve analitik faktorlerin degerlendirmede
dikkate alinmasi gerektigi vurgulanmaktadir (Thrall, 2012; Tvedten, 2010; Jossel ve Allison,
2007). Bu preanalitik ve analitik hatalar HCT, Hb konsantrasyonu ve eritrosit sayis1 arasinda
uyumsuzluga neden olabilir. Ornegin tok hayvandan alman kandaki lipemi MCHC degerini
arttirabilir. Eritrositler EDTA i¢inde zamanla siser, bu nedenle HCT ve MCV uzun siire
beklemis drneklerde artar ve yanlis sonuca neden olur. Fakat Hb konsantrasyonu degerinde
sapmaya sebep olmaz. Heinz cisimcikleri eritrositleri daha kirilgan hale getirebilir, bu nedenle
mikrohematokrit deger Olclimiinde santrifiijiinde parcalanarak HCT degerini diistirtirler.
Eritrositler parcalandiktan sonra siispansiyonda kalan Heinz cisimcikleri optik yogunlugu

artirir ve Hb konsantrasyonunu yanlis sekilde yiikseltir (Tvedten, 2022).

Saglikli erigkin bir kopekte RBC: 5.5-8.5 x10%/uL; HCT: 37-55 % ve Hb: 12-18 g/dL

olarak kabul edilmektedir. Anemiyi belirlemek icin degerlerin yorumlanirken hayvanin yast
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ve 1rki da bilinmelidir. Ciinkii taz1 gibi biiyiik 1rk kdpeklerin HCT degeri normal irklara gore
%350-65 daha yiiksektir. Herhangi bir anemi durumunda bu 1rklardaki degerler normal kopek
itk referans araliklarina diiser ve anemiyi gizler. Ayni sekilde yavru kopeklerde saglikli
eriskin kopek degerlerinden daha diisiiktiir. Ornegin, 6 haftalik yavru bir képegin HCT degeri
%26-30, retikiilositleri %4,5 ve plazma proteini 5,0-5,6 g/dL olabilir (Tvedten, 2022).
Yorumlama esnasinda hastanin hidrasyon durumu da goz Oniinde bulundurulmalidir.
Hematokrit deger, aneminin ciddiyetini ancak hayvan normal hidrasyona ve kan hacmine
kavustugunda yansitir. Kan kaybindan sonra kan hacminin normale donmesi ve HCT
degerinin aneminin ciddiyetini gostermesi 1-2 giin siirebilir (Ingram ve Coopersmith, 1969;

Tvedten, 2022).

Demir eksikligi anemisinde oldugu gibi, baz1 anemi tiplerinde eritrositlerin mikrositik
olmasi1 nedeniyle, eritrosit sayist referans degerlerde bulunurken, HCT ve Hb degerleri
diistikttir (Tvedten, 2010). Bu nedenle anemi varligiin ortaya konulmasinda eritrosit sayimi
tek basina yeterli degildir. Eritrosit dagilim genisligi de, anizositozun gostergesi olup, artan
RDW heterojen eritrosit popiilasyonuna isaret eder ve Fe eksikliginin erken tanisinda
kullanighdir (Thrall, 2012; Tvedten, 2020). Klasik sayimla ya da bazi kan sayim cihazlarinda
otomatik olarak belirlenebilen retikulosit sayisi, kemik iliginin anemiye yanitinin objektif
olarak degerlendirilmesini saglar (Latimer ve Duncan, 2011). Tam kan sayiminda total 16kosit

(WBC) ve trombosit (PLT) sayist da aneminin etiyolojisi konusunda 6n fikir verir.

Periferal kan froti incelemesi, tam kan sayimi yaninda aneminin degerlendirmesinde
kullanilan temel laboratuvar analizidir. Degerlendirme, eritrositlerin 6zellikle biiyiikligi,
rengi, sekli ve inkluzyonlar yoniiyle yapilir (Latimer ve Duncan, 2011). Kemik iliginin
anemiye yaniti, Giemsa veya May-Griinwald + Giemsa (Pappenheim) ile boyanan kan
frotisinin rejenerasyonun gostergesi olan polikromazi, makrositler, bazofilik noktalama ve
normoblast yoniinden incelenmesi ile degerlendirilir (Thrall, 2012; Tvedten, 2010). Periferal
kan frotisinde atipik veya yorumlanmayan gen¢ hiicreler goriildiigiinde, nonrejeneratif
aneminin nedeni belirlenemediginde veya bisitopeni veya pansitopeni olgularinda kemik iligi

sitolojisi endikedir (Thrall, 2012; Tvedten, 2012).

Anemili bir hayvanda aneminin dogurdugu sonuglarin serum biyokimyasal yansimalari
prerenal veya renal azotemi, laktat konsantrasyonunda artig, O saturasyonunda azalma ve
potasyum konsantrasyonunda artig1 igerir. Aneminin etiyolojisine ve altta yatan temel
hastaligin belirlenmesine yonelik spesifik laboratuvar testleri kullanilir. Bu testler, konulan

stipheli taninin teyidini veya reddini saglar. Bu kapsamda hemorajik anemilerde flotasyon
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yontemi ile digskinin endoparazitler yoniinden kontrolii, gastrointestinal kan kayb1 siiphesinde
digkida gizli kan aranmasi1 ve koagulasyon faktor eksikliklerinde koagulasyon testleri yapilir.
Serum total protein (TP) konsantrasyonu 6l¢iimii, hemorajik aneminin hemolitik anemiden
ayriminda 6nemlidir (Thrall, 2012; Tvedten, 2010). Hemolitik anemilerde azalan HCT degere
normal veya artan serum TP konsantrasyonu eslik ederken, hemorajik anemilerde HCT
degerdeki azalma ile orantili serum TP konsantrasyonunda azalma daha olasidir (Thrall, 2012;
Tvedten, 2010). Hemolitik anemilerde, hemolizin intravaskiiler veya ekstravaskiiler olmasina
gore, hastada hiperbilirubinemi, hemoglobinemi, hemoglobinuri ve bilirubinuri goriiliir

(Latimer ve Duncan, 2011; Thrall, 2012; Tvedten, 2010).

Kronik yangi anemisine c¢ogunlukla hipoalbuminemi, hiperglobulinemi ve
hiperfibrinojenemi eslik eder. Bu nonrejeneratif anemide serum ferritin konsantrasyonu ve
kemik iligi Fe miktar1 normal-artmis, total demir baglama kapasitesi normal-azalmis iken, Fe
noksanlig1 anemisinde serum ferritin konsantrasyonu ve kemik iligi Fe miktar1 azalma, total

demir baglama kapasitesinde ise normal-artis saptanir (Harvey, 2008).

2.6. Demir Metabolizmasi

Demir, neredeyse tiim canlilar i¢in gerekli bir elementtir. Demir alimi, kayb1 veya
diizenlenmesindeki bozukluklar, ciddi ve hatta yasami tehdit edici olabilen bir dizi klinik

anormallige yol acabilir (McCown ve Specht, 2011).

Diyette bulunan ferri formundaki demir (Fe™) iyonlari, ferro demir (Fe*?) iyonlarina
indirgenir ve duodenal enterositler tarafindan emilir. Enterositlere alindiktan sonra Fe*?
oksitlenebilir ve ferritin olarak depolanabilir veya plazmaya gonderilebilir. Demirin
enterositten plazmaya hareketi, bazolateral membran tasima proteini ferroportin araciligiyla
gerceklesir. Plazmaya girdikten sonra demir, ¢esitli dokulara dagitilmak {izere tasima proteini
transferrine baglanir (Andrews, 2008; Harvey, 2008; Grimes ve digerleri, 2012). Ferritin

olarak depolanan demir, enterosit villusundan ince bagirsak liimenine geri doner (Sekil 3).

Demir, tiim dokularda bir¢ok proteinin igeriginde kullanilir fakat demirin ¢ogunlugu
eritroid hiicrelerde hemoglobin sentezlemek igin gereklidir. Hemoglobin sentezi igin Fe*3'{in,
Fe*?'ye indirgenmesi gerekir. Yagl eritrositler makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Fagositoz
sonucunda ortaya ¢ikan hemoglobin parcalanir sonrasinda plazmaya geri donebilir ya da

makrofajlarda ferritin ve hemosiderin olarak depolanir (Harvey, 2008). Demir
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metabolizmasinin sistemik kontrolii, biiylik 6l¢iide diyetten emilimi ve hiicre i¢i demir
depolarinin mobilizasyonunu siirlayarak demirin biyoyararlanimini azaltan bir hormon olan

hepsidine baghdir (Grimes ve digerleri, 2012).

Enterosit

9 Eritrosit
Fe’* ;
- Makrofaj Tf.Fe:‘*
C e
.i-?* Seruloplazmin
Fenoponln? -~
. ‘. |:N_v
Fe’* ™) Transterrin Hepatosit
Hephaestin
Ferroportin Seruloplazmin
Fe3+ o \
or. " Transferrin
Transferrin

Sekil 3. Demir dengesi (Evim ve digerleri, 2012).

2.6.1. Demirin Fizyolojik Rolii

Demir; hemoglobin ve miyoglobin olusumu, ndrotransmitter ve miyelin iiretimi, kolajen
olusumu, bagisiklik sistemi islevi, enerji metabolizmasi, DNA ve RNA sentezi ve bir¢cok
enzim sistemi (Ornegin; katalazlar, sitokromlar) dahil olmak {iizere cesitli biyokimyasal
yollarin ayrilmaz bir bilesenidir (Edison ve digerleri, 2008; Lieu ve digerleri, 2001; McCown
ve Specht, 2011). Tiim hiicreler demire ihtiya¢ duyar, ancak demirin biiylik cogunlugu eritroid
hiicre onciileri tarafindan hemoglobin iiretiminde kullanilir. Bu nedenle, viicuttaki demir
miktarinda azalma ile sonuglanan demir homeostazindaki anormallikler anemiye sebep olur

(McCown ve Specht, 2011).

2.6.2. Viicutta Dagilim

Hayvanlarda 9-22 mg/kg, kanin ise 2 mL’sinde yaklasik 1 mg demir bulunur (Harvey,
1997; McCown ve Specht, 2011; Smith, 1997). Viicuttaki demir tasima, fonksiyonel ve depo
olmak tizere 3 farkli formda bulunur. Dolagimda demir, plazma proteini transferrine baglanir.

Tasima gorevindeki demir toplam viicut demirinin %1'ini temsil eder. Hemoglobin,
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miyoglobin ve enzimlerdeki demir fonksiyonel formu temsil eder. Viicuttaki demirin {igte
ikisinden fazlas1 olgun eritrositler ve eritroid onciillerindeki hemoglobinde bulunur. ilave
%10-15'lik bir kisim ise kastaki miyoglobinde ya da diger dokulardaki enzim ve
sitokromlarda bulunur. Viicutta kalan demir oncelikle hepatositlerde ve mononiikleer fagosit
sisteminin makrofajlarinda depolanir (Andrews, 1999; McCown ve Specht, 2011).
Hepatositler sadece demir depolamakla kalmaz, ayn1 zamanda hepsidin, transferrin ve demir
homeostazinda 6nemli olan diger proteinleri de sentezler (Anderson ve Frazer, 2005; Grimes
ve digerleri, 2012; Rivera ve digerleri, 2005). Viicutta karacigerde depolanan demirin %95'i
hepatositlerde ferritin olarak, kalan %5'lik demirin ise ¢ogunlugu Kuppfer hiicrelerinde

hemosiderin olarak bulunur (Donovan ve digerleri, 2006; McCwon, 2011).

2.6.3. Demir Regiilasyonu

Demir homeostazi; intestinal demir emiliminin sik1 bir sekilde diizenlenmesi, demirin
eritropoezis i¢in kullanilmasi, yaslanan eritrositlerden demirin geri doniisiimii ve demirin
hepatositler ve makrofajlar tarafindan depolanmasi olmak {izere belli bagli durumlar ile
saglamaktadir. Bagirsaktan demirin emilimi diyetle alinan demir miktarina baghdir. Ciinki
demir viicuttan aktif olarak atilmaz; viicuttaki toplam demir miktar1 bagirsak emiliminin
diizenlenmesi yoluyla kontrol edilir. Bu 6nemli bir kavramdir, ¢iinkii agir1 demir yiiklenmesi
durumunda viicut demir atilimini diizenleyemez (Grimes ve digerleri, 2012; Hentze ve
digerleri, 2010). Bu mekanizma "diyet diizenleyicisi" olarak adlandirilir (Andrew, 1999;
Edison ve digerleri, 2008; McCown ve Specht, 2011). Bir calismada biiylimekte olan
kopeklere diyetle demir verildikten sonraki birka¢ giin boyunca duodenal enterositlerinin
demir emilimine direngli oldugu bildirilmistir. Dolasimdaki demir ile viicuttaki toplam demir
"Depo diizenleyicisi" mekanizmasi ile diizenlenmektedir. Bu mekanizma enterositleri sonraki
demir emilimi i¢in programlamaktadir. Bir diger diizenleyici olan "Eritropoetik diizenleyici"
ise eritropoetik aktiviteye gore demir emilimini ayarlar. Eritropoetik diizenleyici, demir
emilimini depo diizenleyiciden daha fazla arttirabilme yetenegine sahiptir, bu da viicuttaki
demirin ¢ogunlugunun eritropoezis i¢in kullanildig1 diislintildiglinde mantikli bir durumdur
(Andrews, 1999; McCown ve Specht, 2011). Bir "humoral hipoksi diizenleyicisi", akut
hipoksi durumunda demir emiliminde bir artisa neden olur. Bu diizenleyicinin eritropoetik
diizenleyiciden farkli olup olmadig1 belirsizdir (McCown ve Specht, 2011). Son olarak, bir

"enflamatuar diizenleyici" enfeksiyon ve/veya enflamasyon ortaminda hiicresel demirin
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tutulmasint saglar. Bu mekanizma demiri patojen mikroorganizmalardan uzak tutmaktadir

(Andrews, 1999; Edison ve digerleri, 2008; McCown ve Specht, 2011).

Plazmadaki demir, karacigerde sentezlenen bir tagima proteini olan transferrine
baglanir. Demir tiim dokulara transferrin ile tasinir, ancak demirin ¢ogu gelismekte olan
eritroid hiicrelerde hemoglobin sentezinde kullanilmaktadir. Yash eritrositler makrofajlar
tarafindan fagosite edilir ve hemoglobin parcalanir. Serbest kalan demir plazmaya geri
donebilir ya da makrofajlarda ferritin ve hemosiderin olarak depolanir (Sekil 4). Normal
kosullar altinda plazmadaki demirin neredeyse tamami eritrositleri fagosite eden ve
parcalayan makrofajlar tarafindan salinan demirden gelir. Normal bireylerde plazmadaki
demirin yalnizca yaklasik %3l gastrointestinal (GI) kanaldaki enterositlerde meydana gelen
Fe emiliminden ile saglanmaktadir (Harvey, 2008). Demir metabolizmasinin diizenlenmesi
veya diizensizligi, demir eksikligi, kronik yangi anemisi, portosistemik sant, bakir eksikligi ve
demir fazlalig1 (6rnegin; demir toksisitesi, diyetle asirt demir yiiklenmesi, hemolitik anemi)
dahil olmak iizere birgok bozuklugun patofizyolojisinde dnemlidir (Grimes ve digerleri, 2012;

Weiss ve Wardrop, 2011).

Sirkiilasyondaki
Eritrositler

— T~

Kemik 1ligi )

emil 121 .

Eritrositg Makrofajlar
Onciil Demir

Hiicreleri Sirkiilasyonu Ferritin/Hemosiderin

Fe — Hb J

\f \‘/

Transferrin-

Fe Kompleksi
—_—
Karaciger
Transferrin
\ Plazma y

Sekil 4. Demir sirkiilasyonu (Harvey, 2008).
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2.6.4. Demir Profilinin Degerlendirilmesi

Demir profilinin degerlendirilmesinde serum demir parametreleri kullanilmaktadir
(Tablo 5). Makrofajlardan plazmaya demir transferinin arttigi hemolitik anemi ve
diseritropoezisli hayvanlarda (Harvey ve Smith, 1994; Smith, 1992; Stewart ve digerleri,
1953; Weiss ve Lulich, 1999); plazmadan demir transferinin azaldigi, hipoplastik veya
aplastik anemide (Lange ve digerleri, 1976; Smith, 1992; Stokol ve Blue, 1999; Stokol ve
digerleri, 2000); asir1 demir yliklemesinde (Sprague ve digerleri, 2003); glukokortikoidlerin
uygulanmasii takiben kopeklerde (Adamama-Moraitou ve digerleri, 2005; Harvey ve
digerleri, 1987); ve kronik hepatopatili kopeklerde (Soubasis ve digerleri, 2006) serum demir
konsantrasyonu artmaktadir (Harvey, 2008). Serum demir konsantrasyonu hem demir
eksikliginde (Furugouri, 1972; Harvey ve digerleri, 1987; Kolb, 1963; Mollerberg ve
digerleri, 1975; Weiser ve Kociba, 1983) hem de inflamasyonda (Feldman ve digerleri, 1981;
Kolb, 1963; Neumann, 2003) genellikle diisiiktiir (Andrews ve Smith, 2000; Harvey, 2008).

Tablo 5. Kopeklerde serum demir parametrelerinin referans degerleri (Harvey, 2008; Weeks
ve digerleri, 1988).

Analiz Degerler
Demir (umol/L) 5,9-26,3
TIBC (nmol/L) 50,5-69,1
Ferritin (ng/L) 80-800

Serum total toplam demir baglama kapasitesi (TIBC), toplam serum transferrin
(apotransferrin, monotransferrin, diferrik transferrin) konsantrasyonunun bir 6l¢iistidiir ¢iinkii
plazma demirinin dnemsenmeyecek miktar1 diger proteinlere bagli bulunmaktadir. TIBC,
serum demiri ve serum latent demir baglama kapasitesinin (LIBC) 6l¢iilmesi ve bu degerlerin
toplanmasiyla hesaplanir. Transferrinin demirle doygunluk yiizdesi, serum demir
konsantrasyonunun TIBC'ye boliinmesi ve 100 ile carpilmasiyla hesaplanir. Serum TIBC
inflamatuar bozukluklarla iligkili olarak azalir (Feldman ve digerleri, 1981; Harvey, 2008;
Ottenjann ve digerleri, 2006).

Serum demir konsantrasyonunun TIBC'ye oran1 doygunluk yiizdesi (%Sat), Transferrin

Saturasyonu (TS) olarak tanimlanir, TS genellikle %20 ile %50 arasindadir. Serum demir
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konsantrasyonunu ve TIBC'yi etkileyen faktorler TS’nu da etkiler. TS’un %?20'den daha
diisiik olmas1 demir eksikligini diisiindiiriir. Hemokromatozis hastalarinda %Sat tipik olarak
%50'den yiiksektir (Bohn, 2013). Biiylimekte olan gen¢ kopeklerde diyete bagli demir
eksikligi anemisi lizerine yapilan deneysel bir calismada serum TIBC'de hafif bir artig
bildirilmis (Fry ve Kirk, 2006), dogal demir eksikligi anemisi olan kopeklerde ise serum
TIBC’nin normal sinirlarda bulunmustur (Weiser ve O'Grady, 1983). TIBC, asir1 demir
yiikklemesi olan bazi hayvanlarda (Sprague ve digerleri, 2003) ve kronik hepatopatili
kopeklerde (Soubasis ve digerleri, 2006) artabilir. Serum ferritin konsantrasyonu, insanlarda
ve evcil hayvanlarda dokudaki demir depolarinin gostergesidir (Weeks ve digerleri, 1989).
Kronik hemolitik anemisi (6rnegin; piruvat kinaz ve fosfofriiktokinaz eksikligi) olan
kopeklerde (Harvey ve Smith, 1994), malign histiyositoz (Newlands ve digerleri, 1994) ve
tekrarlanan kan transfiizyonuna bagli hemokromatozda (Sprague ve digerleri, 2003)
bildirildigi gibi, viicuttaki depo demir miktarinda meydana gelen artis sonucunda serum
ferritin diizeyinde artis meydana gelmektedir. Demir eksikligi olan hayvanlarda serum
ferritini azalir (Harvey ve digerleri, 1987; Weeks ve digerleri, 1990). Serum ferritini bir akut
faz proteinidir; dolayisiyla demir depolarinin arttigt durumlara ek olarak inflamatuar
kosullarda da artmasi beklenir (Ottenjann ve digerleri, 2006). Sonug olarak, serum ferritin
konsantrasyonu gercek demir eksikligini (serum ferritini diigiiktlir) inflamatuar hastalik
anemisinden (serum ferritini normal veya yiiksektir) ayirt etmeye yardimcei olabilir. Eslik eden
inflamasyon mevcutsa ve kandaki ferritin konsantrasyonunda artisa neden olmussa gercek

demir eksikliginin gdzden kagabilecegi unutulmamalidir.

Prusya mavisi boyast kemik iligindeki hemosiderin depolarini degerlendirmek igin
kullanilir. Siitten yeni kesilen kopeklerin kemik iligi bu boyama yontemi ile boyandiginda
boyanabilen demir miktar1 ya azdir ya da hi¢ yoktur. Bu durum, emzirme déneminin sonunda
viicuttaki demir depolarinin azligindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Fry ve Kirk, 2006).
Kemik iligindeki boyanabilir demir genellikle eritroid hiicrelerin fagositozunun arttig1
hemolitik anemi ve diseritropoezisli hayvanlarda (Canfield ve digerleri, 1987; Holland ve
digerleri, 1991; Weiss ve Lulich, 1999) ve inflamatuar hastalik anemisi de dahil olmak {izere

eritrosit liretiminin azalmasindan kaynaklanan anemili durumlarda artmaktadir (Feldman ve

digerleri, 1981).

Demir depolar1 (ferritin ve hemosiderin) ¢esitli organlardaki hem olmayan demir
konsantrasyonlar1 Olgiilerek dogrudan belirlenebilir. Tiim viicuttaki hem olmayan demir

depolariin 6l¢iilmesi arzu edilse de bu klinik olarak imkansizdir ve ¢ogu arastirmada pratik
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degildir. Sonug olarak, hem olmayan demir konsantrasyonu karaciger ve dalakta belirlenir
clinkili bu organlar biiyiik miktarlarda depolanmis demir igerir ve kolayca biyopsi yapilabilir
(Harvey, 2008). Dokularda bulunan toplam demir miktar1 ferritin ve hemosiderin olarak
depolanan demire ek olarak hemoglobin, miyoglobin ve belirli enzimler de dahil olmak iizere
hem iceren proteinleri kapsamaktadir (Smith, 1997). Hem olmayan demir depolar1 demir
eksikliginde azalir ve asir1 demir yiikii oldugu durumlarda artar. Hem olmayan demir
depolari, hemolitik anemisi olan hayvanlarda ve eritrosit iiretiminin azalmasi sonucunda
anemi meydana gelen hayvanlarda artmaktadir. Bu durumlar viicuttaki toplam demir
miktarmindaki artigtan ziyade normal dolasimdaki eritrositlerde hemoglobinde bulunan hem
demirin makrofajlarda ferritin ve hemosiderin olarak depolanan hem olmayan demire

kaymasiyla iliskilidir (Harvey, 2008).

2.7. Hepsidin

Hepsidin; 2000°1i yillarda karacigerde sentezlendigi belirlenen, dolagimda bulunan ve
idrarla atilan bir peptid hormon olup, sistemik demir dengesinin ana diizenleyicisidir. Park ve
digerleri (2001), hepsidinin kesfi ve demir homeostazinin arastirilmasina onciiliikk etmislerdir.
Belirtilen arastirmacilar, insanlarin c¢esitli viicut sivilarinin antimikrobiyal o6zelliklerinin
incelendigi bir ¢alismada idrarda bulunan karaciger kaynakli (hep-) ve in vitro antibakteriyel
ozelliklere (-cidin) sahip olan yeni bir peptid bulmustur ve bu peptidi hepsidin (hepatik
bacterisidal protein) olarak adlandirmislardir. Hepsidin antimikrobiyel peptid olarak kesfinden
sonra sistemik demir hemostazindaki roliinii diyetle demir verilen farelerin karacigerlerinde
hepsidin mRNA’sinin asir1 eksprese olmasi gostermistir (Pigeon ve digerleri, 2001). Hepsidin
geninden yoksun farelerde demir yiiklenmesi, karaciger ve pankreasta demir birikimi
geligmistir. Bunun aksine, karacigere 6zgli bir promotdriin kontrolii altinda hepsidini asirt
eksprese eden farelerde siddetli demir eksikligi anemisi gelismistir (McCown ve Specht,
2011; Nicolas ve digerleri, 2001; Nicolas ve digerleri, 2002). Tek doz sentetik hepsidin
enjeksiyonu, farelerde sadece 1 saat icinde derin bir hipoferremiye neden olmus ve bunun
etkileri 72 saate kadar siirmiistiir (McCown ve Specht, 2011; Rivera ve digerleri, 2005).
Deneysel olarak besinsel demir eksikligi anemisi olusturulan kdpeklerde hepatik hepsidin gen
ekspresyonu belirgin sekilde azalmis ve hepatik transferrin reseptor gen ekspresyonu artmigtir

(Fry ve digerleri, 2009; Grimes ve digerleri, 2012). Bu gelismeler 15181nda hepsidin, demir
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metabolizmasinin diizenlenmesindeki temel hormon olarak goriilmektedir (Basol ve digerleri,

2007; D’ Angelo, 2013; Ganz ve digerleri, 2008; Pagani ve digerleri, 2019).

Hepsidin; agirlikli olarak karacigerde hepatositler tarafindan sentezlenir (Naigamwalla
ve digerleri, 2012) ve 20, 22 ya da biyolojik olarak aktif 25 amino asit i¢ceren (Edison ve
digerleri, 2008; McCown ve Specht, 2011; Pagani ve digerleri, 2019; Tvedten, 2022) formlar1
belirlenmistir ve bu formlar 84 aminoasit igeren pro-hepsidinden elde edilmistir (Hunter ve
digerleri, 2002). Hepatositler hepsidin sentezinin birincil bolgeleridir ve fizyolojik kosullarda
hepatik hepsidin ekspresyonu bir dizi protein tarafindan diizenlenir. Bu proteinler hiicre i¢i ve
dis1 demir konsantrasyonu, eritroid faktdrler ve enflamatuar sitokinlere bagli olarak hepsidin
ekspresyonunu azaltir ya da arttirirlar (Ganz, 2011; Grimes ve digerleri, 2012; Zhang ve Enns,
2009). Ayrica hepsidinin az miktarda inflamatuar monositler ve makrofajlar tarafindan da
iiretildigi bilinmektedir (Edison ve digerleri, 2008; McCown ve Specht, 2011). Baz
aragtirmalar, hepsidinin bobrek tilibiillerinden de sentezlenebilecegini One siirmektedir
(Kulaksiz ve digerleri, 2005; McCwon, 2011). Kiigiikk boyutu (kabaca 2,8 kDa) nedeniyle,
hepsidinin bobrekler tarafindan siiziildiigii diisiiniilmektedir (Dallalio ve digerleri, 2006;

McCwon, 2011).

Hepsidinin birincil rolii plazmadaki demir miktarini azaltmaktir (Grimes ve digerleri
2012). Antimikrobiyel etki olarak hepsidin bakterilerin iiremesi ve patojenik etki
olusturabilmeleri igin gerekli olan Fe seviyesinin sinirhi tutularak dogal bir bagisiklik saglar
(Bullen, 1981). Bu yoénii ile bagisiklik sisteminin diizelenmesinde 6nemli bir role sahiptir.
Bakteriyel enfeksiyonlarda kandaki Fe seviyesi, Fe’in doku ve hiicrelerde tutulmasi ile
diisiiriiliir, bu savunma sisteminin temel diizenleyicisi hepsidindir (Ganz, 2003). Hepsidin
ekspresyonu hiicre i¢i ve hiicre dis1 demir depolari, eritropoetik aktivite ve yangisal durum ile
diizenlenir. Hepsidin, intestinal demir emilimi ve makrofaj ile hepatositlerde depolanmis
demirin salmimmmi kisitlayarak hiicrelerden plazmaya in vivo olarak demir akisini azaltir.
Hepsidin bu etkilerini spesifik reseptdr proteini olan ferroportin ile etkilesime girerek
gerceklestirir (Ganz, 2011; Ganz ve Nemeth, 2011; Grimes ve digerleri, 2012; Hentze ve
digerler, 2010; Nemeth ve digerleri, 2004). Ferroportin, demir transferinin diizenlenmesinde
en Onemli molekiildiir ve enterositler, makrofajlar, hepatositler, plasental trofoblastlarin
yilizeyinde bulunur (Basol ve digerleri, 2007; McCown ve Specht, 2011; Nemeth ve Ganz,
2006; Rossi, 2005). Hepsidin ile ferroportin etkilesime gecerek ferr6z demirin membranlar
arasindaki gecisi saglanir (Nemeth ve digerleri, 2004; Tvedten, 2022). Olusan hepsidin-

ferroportin kompleksi lizozomlar igerisinde pargalanir ve patojen mikroorganizmalarin
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kullanabilecegi Fe (Andrews, 2008; McCown ve Specht, 2011; Singh ve digerleri, 2011)
hiicreler (hepatosit, makrofaj, enterosit) icerisinde kalir. Bu mekanizma sonucunda intestinal
Fe emilimi ve plazmadaki Fe seviyesinde azalma meydana gelir. Bu mekanizma, yangi ve

inflamasyon durumlarinda hepsidin tarafindan saglanir (Ganz, 2003; Tvedten, 2022).

Demir, organizmalar i¢in yagamsal faaliyetler ve biyokimyasal reaksiyonlar i¢in gerekli,
dengede tutulmasi gereken bir bilesendir. Hepsidin, temel olarak duodenumdan diyetle demir
absorbsiyonunu, makrofajlardan geri kazanilan demirin alinmasin1 ve hepatositlerden
depolanmis demirin salinmasini engelleyerek demir hemostazisini saglar (D’Angelo, 2013;
Ganz ve Nemeth, 2012; Nemeth ve digerleri, 2003; Nicolas ve digerleri, 2002; Park ve
digerleri, 2001; Singh ve digerleri, 2011; Jordan ve digerleri, 2009; Weinstein ve digerleri,
2002; Sekil 5). Hepsidinin mRNA’s1 viicuttaki Fe seviyesi ile orantili olarak degismektedir;
viicuttaki Fe seviyesinin arttigi durumlarda hepsidin konsantrasyonunda azalma meydana
gelir (Nemeth ve Ganz, 2009; Pigeon digerleri, 2001). Hepsidin, viicuttaki demir depolarmin
korunmasini saglayarak eritropoezis i¢in gerekli olan Fe’i temin eder (Singh ve digerleri,
2011). Viicuttaki demir depolar1 yeterli ya da yiliksek oldugu durumlarda karacigerden
hepsidin sentezi arttirilarak intestinal kanalda ferroportin-hepsidin kompleksi olusturulur ve
Fe’in enterositlerden plazmaya tasinmasi engellenir. Demir depolarimin yeterli olmadigi
durumlarda ise hepsidin konsantrasyonu azalarak Fe’in enterositlerden plazma transferrinine
aktarilmasi (Franchini ve digerleri, 2010; Ganz ve Nemeth, 2011; Naigamwalla ve digerleri,
2012; Nemeth ve Ganz, 2009; Singh ve digerleri, 2011) ve dolayisiyla demirin plazmaya
girmesi saglanir (D’Angelo, 2013; Ganz ve Nemeth, 2012; Pagani ve digerleri, 2019; Pak ve
digerleri, 2006; Ramos ve digerleri, 2011). Eritropoietik onciiller hepsidin {iretimi ile
iligkilidir ve bu hiicreler viicutta demirin kullanildig1 birincil alan oldugu i¢in aralarindaki bu
ilisgki anlamlidir (Grimes ve digerleri, 2012; Pak ve digerleri, 2006). Bu nedenle etkili
eritropoietik aktivite viicuttaki yeterli demir miktarina baglhdir. Eritropoez ile hepsidin
sentezinin azalmasi arasindaki mekanizma kesin olarak bilinmemekle birlikte, hipoksi veya
eritropoietin  gibi eritropoezi indiikleyen faktorlerden ziyade kemik iligi aktivitesi
(eritropoezis) ile daha dogrudan iligkili oldugu goriilmektedir (Ganz, 2011; Grimes ve
digerleri, 2012; Hentze ve digerleri, 2010). Eritropoezis uyarildiginda, eritroid hiicrelerden
hepatositler tarafindan hepsidin {iretimini azaltmak i¢cin GDF11, GDF15, TWSG1 ve ERFE
gibi uyarici bilesenler salgilanir, béylece eritropoezisde kullanilmak tizere bagirsaktan demir
emilimi engellenir, dalak ve karacigerden demir salinimi arttirilir ve dolasimdaki demir

miktar1 yiikselir (Wang ve digerleri, 2017).
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Sekil 5. Karacigerden hepsidin sentezi ve ve demir metabolizmasindaki rolii (Evim ve
digerleri, 2012; Subha Palaneeswari ve digerleri, 2013).

Hepsidinin kesfinden ¢ok dnce, yangisal durumlarda demirin viicutta sinirlandirilmasi
evrimsel adaptasyon olarak kabul edilmistir (Ganz ve Nemeth, 2009; Grimes ve digerleri,
2012; Theurl ve digerleri, 2009). Hepsidinin kesfinden sonra yangi anemisinin mekanizmasi
aciga kavusturulmustur. Hepsidin bir akut faz proteinidir (Nemeth ve digerleri, 2003) ve hem
akut hem de kronik sistemik yangisal ve enfeksiyon gibi eritropoezisin baskilandigi
durumlarda serum hepsidin konsantrasyonu artmaktadir (Grimes ve digerleri, 2012; Kemna ve
digerleri, 2005; Theurl ve digerleri, 2009). interlokin 1 ve 6 (IL-1 ve IL-6) hepsidin
transkripsiyonunu diizenleyen inflamatuar sitokinlerdir (Hentze ve digerleri, 2010; Lee ve
digerleri, 2005); lipopolisakkarit (LPS) de ayni sekilde hepsidin iiretimini indiikler (Ganz,
2011); ve diger inflamatuar sitokinlerin ve molekiillerin de benzer etkileri olabilir (Grimes ve
digerleri, 2012). Artan hepsidin konsantrasyonu sonucunda hipoferremi meydana gelir
(Donovan ve digerleri, 2006; D’Angelo, 2013; Grimes ve digerleri, 2012; McCown ve
Specht, 2011; Nemeth ve Ganz, 2006; Pagani ve digerleri, 2019; Peyssonnaux ve digerleri,
2006) ve bu durum yangisal hastaliklarin erken donemlerinde goriiliir. Enfeksiyon ve yangi
durumlarinda meydana gelen hipoferremi eritropoezis i¢in gerekli Fe’in azalmasina sebep
olur dolayisiyla demir eksikligi anemisi olusur (Camaschella ve Nai, 2016; Ganz ve Nemeth
2012; Grimes ve digerleri, 2012; Pagani ve digerleri, 2019). Subakut ya da kronik
enfeksiyonlar, enflamatuar durumlar ya da neoplastik hastaliklarda kronik hastalik anemisi
gorlliir. Etiyolojisi nedeniyle enflamasyon anemisi olarak adlandirilir (Santosh ve digerleri,

2015; Toprak ve Aslan Karaoglu, 2016; Zarychanski ve Houston, 2008). Kemik iliginin
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baskilanmasina neden olan, kemik dokuya metastaz yapan ya da bobrekten eritropoetin
sentezini engelleyen IL-1, IL-6, timor nekrozis faktor (TNF-a) ve interferon (INF-y) gibi
sitokinlerin tiretimi ya da eritosit onciil hiicreleri iizerinde etki gdsteren inhibisyonu ile demir
retikiiloendotelyal sistem, gastrointestinal sistem ve hepatositlerde birikir bu bir dizi
reaksiyon kronik hastalik anemisinin mekanizmasini olusturur (Toprak ve Aslan Karaoglu,
2016). Insanlarda yapilan bir calismada IL-6 infiizyonu sonrasinda gerceklesen hepsidin
atiliminin saatler igerisinde 7,5 kat arttigin1 ve bu durumun Fe seviyesinde %30’luk bir
azalmayla beraber meydana geldigini gostermistir. Farelere yapilan bir ¢aligmada subkutan
terebentin enjeksiyonu sonrasinda olusan yangi ile farelerdeki Fe seviyesinin azaldig:
gosterilmistir. Hepsidin ve IL-6 bulunmayan farelerde ise bu cevaplarin goriilmedigi

belirtilmistir (Ganz, 2003).

Gilinimiizde hepsidin dl¢limii i¢in en iyi test yontemi konusunda bir fikir birligi yoktur.
Insanlarda rutin kullamm igin standart testlerin olmadi§i ancak serum hepsidin
konsantrasyonunu 6l¢iimii i¢in birka¢ immiinoassay yontem gelistirildigi ve degerlendirildigi
rapor edilmektedir (Ganz ve digerleri, 2008; Grimes ve digerleri, 2012). Bunlardan bir veya
daha fazlasmin klinik uygulama i¢in tercih edilen yontem(ler) olarak ortaya g¢ikmasi
muhtemel goriinmektedir. Hepsidin proteinin  kiigiik boyutu ve tiirler arasindaki
homojenliginin yiiksek olmasi, sinirli antijenik olmasinin yararli antikorlarin gelistirilmesini
zorlagtirmas1 (Malyszko, 2009); plazmadaki diisiik konsantrasyonu ve plazmadan hizli
klerensi (Malyszko, 2009) nedeniyle laboratuvarda degerlendirilmesi zordur (Kroot ve
digerleri, 2009). Bazi arastirmacilar hepsidinin biyolojik olarak aktif formu olan 25
aminoasitlik peptidin daha biiyiik 6nciisii olan prohepsidinin serum konsantrasyonunu dlgen
enzime bagli immiinosorbent testi ELISA kullanmistir (Grimes ve digerleri, 2012; Sasu ve
digerleri, 2010). Ancak prohepsidin serumda kararsiz bir analit olarak goriindiigiinden ve
seviyeleri idrar ve serum hepsidiniyle korelasyon gostermediginden, bu verilerin uygunlugu
tartigmalidir. Ayn1 zamanda serumdaki hepsidin konsantrasyonunu 6lgmek i¢in kullanilan
yontemler arasinda kiitle spektrometresi (Castagna ve digerleri, 2008) ve immiinoassaylere
dayali testler yer almaktadir (Ganz ve digerleri, 2008; Grimes ve digerleri, 2012). Vizi ve
digerleri (2020, 2023), kopeklerde serum hepsidin konsantrasyonunun sivi kromatografisi

kiitle spektrometresi ile dl¢timiinii tanimlamislardir.

Serum hepsidin konsantrasyonu 6l¢iimii, demirle iliskili bozukluklarin tanisinda ferritin
ve diger testlere tamamlayict veya faydali bir alternatif olarak goriilmektedir. Bu kapsamda

yangisal durumlar ve ihtiyacin arttigi durumlarda hepsidin ve ferritin aym1 yonde degisim
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gosterir ancak hepsidin konsantrasyonundaki degisim feritin konsatrasyonundaki degisimden
daha hizlidir (Bohn, 2013). Serum hepsidin konsantrasyonlar1 inflamasyon anemisi ile ger¢ek
demir eksikligi anemisini ayirt etmeye yardimci olabilir. Ger¢ek demir eksikliginden
kaynaklanan anemide serum hepsidin konsantrasyonundaki azalma, demir depolarindaki
azalma ile ile iliskiliyken, yangisal anemide depo demir seviyerleri yeterli olmasina ragmen
artan serum hepsidin konsantrasyonu ile iliskilidir (Ganz ve Nemeth, 2011; Grimes ve

digerleri, 2012).

Hepsidin agonistleri, hepsidin eksikligi ile iliskili hastaliklarda asir1 demir yiikiiniin
tedavisinde ve dnlenmesinde potansiyel kullanim i¢in arastirilmaktadir (Ganz, 2011; Ganz ve
Nemeth, 2011). Bu durumun aksine, hepsidin {iretimini azaltan, hepsidini nétralize eden,
ferroportin tarafindan hepsidin baglanmasini engelleyen veya ferroportin internalizasyonunu
inhibe eden ajanlar, demir kisitli anemilerin tedavisinde yararli olabilir (Ganz ve Nemeth,

2011).

2.8. Demir Metabolizma Bozukluklarinda Profil

Demir metabolizmasi ile iligkili hastaliklar ya asir1 ya da yetersiz demir varlig: ile
iliskilidir. Bu durum, toplam demir miktarindan ya da demirin fizyolojik
kullanilabilirligindeki degisikliklerden kaynaklanabilir (Bohn, 2013). Ticari diyetle beslenen
yetiskin bir hayvanda demirin depolarinin tiikkenmesinin tek sebebi kronik kan kaybidir. Bu
durum g¢ogunlukla gastrointestinal kanama (6rnegin leiomyom, leiomyosarkom ve karsinom
gibi kanamaya neden olan tiimorler veya kortikosteroidler ve nonsteroid antiinflamatuvar
ilaclar gibi iilserojenik ilaglardan kaynaklanan gastrik iilserasyon) ile iliskilidir. Ektoparazitler
(pireler) ve endoparazitler (kancali kurtlar vb.) de ozellikle yavru kopeklerde demir
eksikligine neden olabilir. Uriner sistem de kronik kan kaybimin baska bir sebebi olabilir.
Nadiren, koagiilopatiler bu bolgelerden kronik kan kaybina yol agabilir. Viicuttaki demir
depolar1 tiikkendiginde, eritropoezis icin daha az kullanilabilir hale gelir ve anemi ile

sonuglanir (Bohn, 2013).

Demir eksikligi; depo demir eksikligi, demir eksikligine bagli bozulan eritropoezis ve
demir eksikligi anemisi olarak birbirini takip eden ii¢ safthada gelisir ve tanimlanir. Evcil
hayvanlarda demir eksikligi genellikle mikrositik anemi ile ortaya ¢ikana kadar fark edilmez.

Demir eksikligi, bagirsakta yetersiz demir emiliminden (emziren hayvanlar disinda nadirdir)
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veya kanama ve buna bagli olarak viicuttan demir kaybindan kaynaklanir (Harvey, 2008;

Tablo 6).

Tablo 6. Demir eksikliginin safhalar1 ve biyobelirtegleri (Harvey, 2008; Hastka ve digerleri,

1994).
Analiz Demir Eksikligi Demire Bagh Bozulan  Demir Eksikligi
Eritropoezis Anemisi

Kemik iligindeki Demir  Azalmis Azalmis Azalmis

Serum Ferritin Azalmis Azalmis Azalmisg

Serum Demir Normal Azalmis Azalmisg
Transferrin Normal Azalmis Azalmisg
Saturasyonu

Kandaki Hemoglobin Normal Normal Azalmis
Eritrosit Hacmi Normal Normal Azalmis

Demir eksikligi anemisi ile iligkili klinik belirtiler arasinda soluk mukoz membranlar,
uyusukluk, halsizlik ve kilo kaybi veya biiylime geriligi yer alir. Bu belirtiler sadece
hemoglobin sentezinin azalmasindan degil, ayn1 zamanda miyoglobin, sitokromlar, sitrik asit
dongiisli enzimleri ve diger hem ve hem olmayan demir igeren enzimler ve demir iceren
proteinlerdeki eksikliklerden kaynaklanir (Harvey, 2008; Kolb, 1963; Smith, 1997). Demir
eksikligi anemisinin nedenine ve eslik eden diger bozukluklarin varligina bagl olarak ishal,
dermatit, hematiiri, hematokezya ve melena gibi belirtiler goriilebilir. Demir eksikligi olan
hayvanlar, bagisikligin azalmasi nedeniyle enfeksiyonlara karsi daha hassastir (Harvey, 2008;

Kolb, 1963).

Demir eksikligi ile iliskili beklenen bulgular arasinda serum demir ve ferritin
konsantrasyonlarinda azalma, normal veya artmis TIBC ve diisiik %Sat (serum demir

kosantrasyonunun /TIBC = Transferin Doyumu/Saturasyonu (Tablo 7).
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Tablo 7. Demir metabolizmasi bozukluklarinda kandaki degerler (Harvey, 2008).

Hastahk Serum TIBC %Sat Ferritin  Kemik MCV MCHC Hepsidin
Demiri iligindeki Konsantrasyonu
Demir
Demir Eksikligi D N/Y D D D D N/D D
Anemisi
Kronik D N/D N/D N/Y Y N N Y
Hastalik/Yang1
Anemisi
Akut Inflamasyon D N/D N/D N/Y N N N Y
Hemolitik Anemi Y N/D Y Y N N/Y N/D D
Portosistemik Sant D N/D N/D NY N D D ?
Akut Demir Y N Y N N N N Y
Toksikasyonu
Hemokromatoz Y D Y Y Y N N Y

D: Diisiik Deger  Y: Yiiksek Deger N: Normal Deger  ?: Bilinmeyen Deger

Serum hepsidin konsantrasyonundaki degisiklikler birka¢ saat i¢inde gergeklesirken,
ferritindeki degisiklikler daha yavastir (Kemna ve digerleri, 2005), bu da hepsidini demir
durumunun "gercek zamanli" bir belirteci haline getirir. Serum demiri, demir eksikligi
olmayan hayvanlarda, O6zellikle de inflamasyon mevcut oldugunda genellikle diisiiktiir.
Ferritin konsantrasyonu, inflamatuar bir siire¢ mevcutsa demir eksikligi karsisinda normal
sinirlar i¢inde olabilir. Demir eksikligi anemisi genellikle tam kan sayiminda mikrositoz veya

hipokromazi goriilene kadar fark edilmez (Bohn, 2013).

2.9. Kopeklerde Onceki Hepsidin Cahismalar:
Demir metabolizmasinin diizenlenmesinin temel araci olan hepsidin hormonu

kopeklerde sinirli sayida c¢alismada degerlendirilmistir. Yapilan calismalar Tablo 8’de

Ozetlenmistir.
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Tablo 8. Kopeklerde 6nceki hepsidin ¢aligmalari.

Arastirmaci

Fry ve digerleri, 2004

Frowde ve digerleri,
2014

Sahinduran ve
digerleri, 2016

Calismanin Amaci

Kopek  hepsidin genini
klonlamak ve dizinlemektir.

Konjenital Portosistemik
Santli  kopeklerin  cerrahi
miidahalesi sonrast RBC,
MCV degerlerinde goriilen

artis ile hepatik hepsidin
mRNA ekspresyonunun
degisimi

Saglikli  kopeklerde serum
hepsidin konsantrasyonu ile
parvoviral gastroenteritisli
(CPVE) kopeklerde tedavi
stirecinde enflamatuar

mediatorler ve serum hepsidin
konsantrasyonlarimdaki
degisimler

Hayvan

Materyali

Bagka bir ¢aligma

sonucu Otenazi
uygulanan bir
kopek.

Konjenital

Portosistemik Santl
kopek

Parvoviral
gastroenteritisli
yavru kopek

Hayvan Sayisi (n)

18

15 saglikli ve 20
parvoviral gastroenteritli
kopek

Serum/Plazma
Hepsidin
Konsantrasyonu
(ng/mL)

Calisgmada  hepsidin
konsantrasyonu
ol¢timii yapilmamistir

(n=1).

Caligmada  hepsidin
konsantrasyonu
Olciilmemis, hepatik
hepsidin mRNA
ekspresyon  Olciimii
gergeklestirilmistir.
Saglikli Kopekler

(n=15): 14. 35+16. 28
ng/mL;
CPVE’li
(n=20):
0. Giin: 52.62+32.09

Kopekler

ng/mL

Calisma Sonucu

Calismada kopek hepsidini ile
insan  hepsidininin ~ homolog
oldugu, kopeklerde de insanlarda
oldugu gibi hepsidinin agirlikli
olarak karacigerden sentezlendigi
sonucuna varilmistir.

RBC ve MCV degerlerinde
operasyon Oncesine gore anlamli
artis belirlenmis, hepatik hepsidin
mRNA ekspresyonunda ise anlamli
bir degisiklik belirlenmemistir.

Saglikli kopeklere gore CPVE
kopeklerde tedavi oncesi (0. Giin)
serum hepsidin ve akut faz protein
konsantrasyonu yiiksek bulunmus,
tedavinin farkli giinlerinde 1ilgili
parametrelerde anlamli azalmalar

belirlenmistir. ~ Ayrica  saglkli
kopeklerde  hepsidin - ve  Fe
konsantrasyon tedavi  grubuna

paralel giinlerde alinan 6rneklerde

negatif veya pozitif iliskiler
saptanmisg, cinsiyetin serum
hepsidin konsantrasyonunu

etkilemedigi belirtilmistir.
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Tablo 8. Kopeklerde 6nceki hepsidin ¢aligsmalari (devam).

Arastirmaci

Salem ve digerleri, 2018

Deniz ve Sahinduran,
2020

Calismanin Amaci

Canine Parvoviral
Enteritli kopeklerdeki
klinik-patolojik
parametrelerdeki
degisikliklerin yani sira
serum hepsidin
seviyesindeki degisiklikler

Anaplasma
phagocytophilum
seropozitif kopeklerde
serum hepsidin ve bazi
hematolojik parametreler
arasindaki iliskileri
degerlendirmek ve
hepsidinin bir biyobelirteg
olarak kullanimini
belirleme.

Hayvan Materyali

Canine Parvoviral
Enteritli kopek

Anaplasma
phagocytophilum
seropozitif 20 ve kontrol
grubu olarak 10 saglikli
kopek.

Hayvan Sayis1 (n)

5 saglikli ve 13 Canine
Parvoviral Gastroenteritli
kopek

Anaplasma
phagocytophilum
seropozitif 20 ve saglikli
10 kopek.

Serum/Plazma
Hepsidin
Konsantrasyonu
(ng/mL)

Saglikli Kopekler (n=5)
10,895+1,712 ng/mL

Parvoviral Enteritisli
Kopekler (n=13)
30,615+4,035 ng/mL

Saglikli Kopekler (n=10):

11,83+3,09 ng/mL;

Hasta kopekler (n=20)
36,16+12,99
ng/mL

Calisma Sonucu

Canine Parvoviral
Enteritli kopeklerde serum
hepsidin
konsantrasyonunun
anemi, lI6kopeni ve
protein seviyesinde
azalma ile birlikte
yiikselme egiliminde
oldugu sonucuna
varilmisgtir.

Saglikl1 kontrol grubuna
gore, Anaplasma
phagocytophilum pozitif
grubun serum hepsidin
konsantrasyonunun
yiiksek oldugu, diger
parametrelerle birlikte
serum hepsidin
konsantrasyonunun
enfeksiyonun tanisinda
biyobelirteg olarak
kullanilabilecegi kanisina
varilmigtir.
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Tablo 8. Kopeklerde 6nceki hepsidin ¢alismalari (devam).

Arastirmaci

Vizi ve digerleri, 2020

Vizi ve digerleri, 2023

Calismanin Amaci

Altin standart kabul edilen
stvi kromatografisi/tandem
kiitle  spektrofotometresi
(LC-MS/MS) kullanilarak
saglikli kopeklerde serum
hepsidinkonsantrasyonunun
belirlenmesi

Kopek hepsidin-25’in
birden fazla izoformunun
olup olmadigmin
incelenmesi.

Hayvan Materyali

25 farkli irktan toplam

86 saglikli kopek
Akut/kronik  yangisi
bulunan farkli

hastalikl1 47 ve saglikli
25 kopek

Hayvan Sayis1

(n)

86 saglikli

kopek

47 hasta,
saglikli kopek

25

Serum/Plazma

Hepsidin
Konsantrasyonu (ng/mL)
Saglikli Kopekler (n=86)
Ortalama 16,6 + 7,7 ng/mL

Saglikli  Kopekler (n=25)
Ortalama 79,8 ng/mL; Akut
Renal Yetmezlik Bulunan
Kopeklerde (n=4) Ortalama

143.9 ng/mL;
Kronik  Renal  Yetmezlik
Bulunan  Kopekler  (n=9)

Ortalama 97,8 ng/mL; Sistitli
Kopek (n=2) Ortalama 161,4

ng/mL; rtosistemik  Santl
Kopekler (n=9)
Ortalama 126,1 ng/mL;

Pyometrali Kopekler (n=10)
Ortalama 133,3 ng/mL; Cesitli

Calhisma Sonucu

Cinsiyetin serum hepsidin
konsantrasyonuna etkisinin
olmadig, farkli viicut agirliklart ve
yas gruplarinin serum hepsidin
degerleri arasinda anlamli bir fark
olmadigr belirlenmistir.  Serum
hepsidin konsantrasyonu ile demir
konsantrasyonlar1, demir baglama
kapasiteleri,  eritrosit  sayilari,
hemoglobin konsantrasyonlari,
MCV, MCHC ve CRP
konsantrasyonlar1 arasinda
herhangi bir korelasyon tespit
edilememistir.

Kopeklerde  hepsidin-25a  ve
hepsidin-25f olarak adlandirilan
iki farklt hepsidin-25 molekiilii

sentezlendigi ve bunlarin
ortalama serum
konsantrasyonlarmnin  sirastyla
28,1 £ 2,1 ng/mL ve 51,6 + 3,4
ng/mL  oldugu belirlenmistir.
Anlamli  korelasyon, her iki
molekiiliin de kopekler

tarafindan birlikte sentezlendigini
gostermektedir. Akut veya kronik
enflamasyonun varligi,
kopeklerde hem serum hepsidin-

Hastaliklara Sahip Kopekler 250 hem  de he.ps1d.1n.-25[3

(n=13) konsantrasyonunda istatistiksel

Ortalama 122,1 ng/mL anlamli  bir artisa  neden
' olmaktadir (P<0.0005).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu caliyma, Aydin Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun (ADU — HADYEK) 29.09.2021 tarihi ve 64583101 / 2021 / 128 sayili iznine
dayanarak ger¢eklestirildi (Ek 1).

3.1. Hayvan Materyali

Calismanin hayvan materyalini Haziran 2022 - Mayis 2023 tarihleri arasinda Aydin
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi Poliklinikleri’ne getirilen
20 saglikli ve 60 farkli hastalikli anemik, 6 ay-13 yil yas araliginda, farkli irklardan ve her iki
cinsiyetten olmak iizere toplam 80 kopek olusturdu. Arastirmaya dahil edilen 60 anemili
kopekten, orta siddette anemili 12 ve hafif siddette anemili bir kdpegin ug/aykirt serum
hepsidin konsantrasyonlarina sahip olmasi nedeniyle, ¢alisma 47 anemili kdpek ve 20 saglikli
kopegin degerleri lizerinden gergeklestirildi. Calismada degerlendirilen her bir kdpek i¢in
hasta sahiplerinden onay alindi ve ‘‘Bilgi Onam Formu’’ (Ek 2) imzalatildi. Tiim kopeklerin
eskalleri, saglik durumlar kaydedildi (Ek 3). Kopeklerin 31°1 (%46) erkek, 36’s1 (%54) disi,
47’si (%70) saf ve 20’si (%30) melez irkti. Calismaya dahil edilen kdpeklerin tanimlayici

Ozellikleri Tablo 9’da sunuldu.

Tablo 9. Kopeklerin tanimlayici 6zellikleri.

Koépek Irk Yas Cinsiyet Kopek No Irk Yas Cinsiyet

No (ay/y1l) (ay/y1l)

1 Kangal 3 Yas Disi 7 Melez 9 Yas Erkek

2 Pug 11 Ay Disi 8 Melez 7 Yas Erkek

3 Golden Retriever 7 Yas Erkek 9 Kangal 7 Yas Disi

4 Maltese Terrier 1 Yas Erkek 10 Cocker 10 Yas Disi
Spaniel

5 Cocker Spaniel 13 Yas  Erkek 11 Belgika 7 Yas Disi
kurdu

6 Alman Coban 7 Ay Erkek 12 Melez 13 Yas Erkek

Kopegi
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Tablo 9. Kopeklerin tanimlayici 6zellikleri (devam).

Koépek Irk Yas Cinsiyet Kopek Irk Yas Cinsiyet
No (ay/yil) No (ay/yil)
13 Belgika Kurdu 10 Ay Disi 34 Kangal 7 Ay Disi
14 Melez 4 Yas Erkek 35 Melez 9 Ay Disi
15 Ingiliz Pointer 7 Ay Disi 36 Maltese 7 Ay Erkek
Terrier
16 Melez 11 Ay Disi 37 Kangal 6 Yas Disi
17 Ingiliz Pointer 5 Yas Disi 38 Belgika Kurdu 7 Yas Disi
18 Melez 8 Ay Disi 39 Pug 8 Ay Erkek
19 Kangal 2 Yas Disi 40 Belgika Kurdu 5 Yas Disi
20 Golden 3 Yas Erkek 41 Melez 6 Ay Erkek
Retriever
21 Kangal 1 Yas Erkek 42 Labrador 8 Ay Disi
Retriever
22 Melez 3 Yas Disi 43 Melez 9 Ay Disi
23 Maltese 8 Ay Erkek 44 Cocker 6 Ay Disi
Terrier Spaniel
24 Kangal 6 Ay Disi 45 Kangal 8 Ay Erkek
25 Cocker Spaniel 10 Ay Disi 46 Melez 13 Yas Disi
26 Melez 6 Ay Erkek 47 Golden 7 Yas Disi
Retriever
27 Golden 2 Yas Erkek 48 Alman Coban 10 Ay Erkek
Retriever Kopegi
28 Melez 1 Yas Erkek 49 Melez 9 Yas Disi
29 Ingiliz Pointer 5 Yas Disi 50 Rottweiler 7 Ay Erkek
30 Maltese 7 Ay Erkek 51 Melez 8 Yas Disi
Terrier
31 Alman Coban 3 Yas Disi 52 Melez 3 Yas Erkek
Kopegi
32 Melez 2 Yas Erkek 53 Maltese 6 Ay Erkek
Terrier
33 Melez 8 Ay Erkek 54 Cocker 4 Yas Erkek
Spaniel
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Tablo 9. Kopeklerin tanimlayici 6zellikleri (devam).

Koépek Irk Yas Cinsiyet Kopek Irk Yas Cinsiyet

No (ay/yil) No (ay/yil)

55 Belgika Kurdu 3 Yas Disi 62 Kangal 2 Yas Disi

56 Rottweiler 5 Yas Erkek 63 Pug 8 Ay Disi

57 Alman Coban 2 Yas Disi 64 Rottweiler 7 Ay Erkek
Kopegi

58 Kangal 10 Ay Disi 65 Ingiliz Pointer 12 Yas Erkek

59 Melez 4 Yas Disi 66 Melez 1 Yas Erkek

60 Maltese Terrier 3 Yas Erkek 67 Cocker Spaniel 3 Yas Disi

61 Cocker Spaniel 5 Yas Disi

Calismaya dahil edilen saglikli kdpekler asi, genel saglik kontrolii veya ellektif cerrahi
(ovariohistrektomi ve kastrasyon) amaciyla getirilen hayvanlar arasindan secildi. Anemili
kopekler, klinik muayenede anemi ile iliskili bulgulara rastlanilan veya anemiden
stiphelenilen hastalardan secildi. Klinik bulgulardan anemi siiphesi konulan kdpeklerde tam
kan sayimiyla anemi varligi onayland: veya reddedildi. iki-4 hafta énce enjektable veya
giinliik oral demir preparati verilen veya kan transfiizyonu uygulanmis anemili kdpekler
calismaya dahil edilmedi. Anemi varlig1 onaylanan kopeklerde aneminin siddeti de HCT

degere gore siiflandirildi (Tablo 1).

3.2. Yontem

3.2.1. Muayene Protokolii ve Alt Gruplandirma

Ilgili polikiniklere getirilen ve klinik muayenede anemi ile iligkili bulgularla (kanama,
kene enfestasyonu, mukozalarda solgunluk veya sarilik, hematiiri veya hemoglobiniiri,
kapillar dolum zamanin uzamast vb.) anemiden siiphelenilen hastalarda anemi varlig1 ¢
parametrenin en az ikisinin (HCT<%37; Hb<12 g/dL ve RBC<5,5 x10%/uL) diisiik oldugu

hemogram sonuglariyla kesinlestirildi. Hemogram sonuglariyla anemi belirlenen kopeklerde
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siddetine gore anemi HCT siir degerler; hafif >30<36; orta >20<30; siddetli >13 <20 ve ¢ok
siddetli <13) dikkate alinarak siniflandirildi (Tvedten, 2010; Tablo 1).

3.2.2. Laboratuvar Analizler

Klinik olarak saglikli gériilen kopeklerden ve klinik muayene bulgular1 temelinde anemi
siipheli veya anemili kdpeklerden Vena cephalica antebrachi’den teknigine uygun olarak 4
mL’lik antikoagiilantli (EDTA) ve 5 mL’lik serum tiiplerine kan drnekleri alindi (Resim 2).
Alman antikoagiilantli (EDTA) kan 6rneklerinde tam kan sayimi otomatik kan sayim cihazi

(Abacus VETS, Diatron MI LTD., Macaristan; Resim 3) kullanilarak gerceklestirildi.

Resim 2. Bir kopekten kan alimi.
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Resim 3. Analizlerin yapildigi Aydin Adnan Menderes Universitesi Hayvan Hastanesi
Laboratuvar ve ¢alismada kullanilan tam otomatik kan sayim cihazi.

Absolut retikiilosit sayisinin belirlenmesi i¢in New Methylene Blue boyama yontemi ile
mikroskopta en az 1000 eritrosit degerlendirilerek elde edilen retikiilosit yilizdesi (%), kopegin
eritrosit sayistyla carpimiyla absolut retikiilosit sayis1 hesaplandi (Cowgill ve digerleri, 2003;
Resim 4). Anemili kopekler, absolut retikiilosit sayilar1 (Tablo 2) dikkate alinarak rejeneratif
ve nonrejeneratif olarak gruplandirildi (Cowgill ve digerleri, 2003; Tablo 10).

Tablo 10. Rejeneratif ve nonrejeneratif gruplar.

Kemik iligi Yanit1 (% ve absolut say1)
Rejeneratif %21 (n=10)
Nonrejeneratif %79 (n=37)

% 100 N=47
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Resim 4. Mikroskopta retikiilosit goriinimdi.

Saglikli ve anemili kopeklerden serum tiiplerine alinan tam kan Ornekleri oda
sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra 3000 devir/dk.’da 10 dakika santrifiije edildi ve
serum Ornekleri Eppendorf tiiplerine alindi. Eppendorf tliplerine alinan serum o&rnekleri
hepsidin konsantrasyonu Olgiilene kadar -20°C saklandi. Serum hepsidin konsantrasyonu
kopek spesifik ELISA test kiti (Canine Hepcidin, Hepc ELISA Kit, Katalog Numarasi
E0302Ca, BTLab, Cin) kullanilarak gerceklestirildi (Resim 5). Olgiim, iiretici firmanin

onerdigi ¢calisma prosediiriine gore gerceklestirildi.

o
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Resim 5. Numunelerde ELISA testi sirasinda goriilen renk degisimi.
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Hepsidin Konsantrasyonu 6l¢iimiinde;

1. Tiim reaktifler, standart ¢ozeltiler ve numuneler talimatlara uygun sekilde
hazirlandi. Kullanmadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Test oda sicakliginda

gerceklestirildi.

2. Test icin gerekli serit sayist belirlendikten sonra seritler kullanim ig¢in

cergevelere yerlestirildi.
3. Standart kuyucuklara 50 pl standart eklendi.

4. Ornek kuyucuklarina 40 pl &rnek eklendi, ardindan 6rnek kuyucuklarina 10pl
anti-Hepc antikoru ve son olarak Ornek ile standart kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP

eklendi. lyice karistirildi. Plaka ortiildii ve 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi.

5. Inkiibasyondan sonra plaka yikama soliisyonu ile 5 kez yikandi. Her yikama
icin kuyucuklar 300 pl yikama tamponu ile 30 saniye ile 1 dakika bekletildi. Bu islem bes kez
tekrarlandi. Plaka kagit havlu ile kurulandi.

6. Her bir kuyucuga 50 pl substrat c¢ozeltisi A eklendi ve ardindan her bir
kuyucuga 50 pl substrat ¢ozeltisi B eklendi. Plaka ortiilerek 37°C'de 10 dakika inkiibe edildi.

7. Her bir kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklendi, mavi renk sartya dontistii.

8. Durdurma soliisyonunu ekledikten sonra 10 dakika iginde 450 nm'ye

ayarlanmis ELISA Cihazi ile test gerceklestirildi.

9. Serum hepsidin konsantrasyonu, standart egri (Sekil 6) cizilerek CurveExpert

1.4 programi ile hesaplandi.
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Sekil 6. Hepsidin standart egrisi.

3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen veriler IBM SPSS Statistics 22.0 ve Analyse-It paket
programlarinda degerlendirildi. Sayisal verilerin dagilimlart (HCT deger, Hb konsantrasyonu,
RBC sayisi, absolut retikiilosit sayisi, retikiilosit yiizdesi ve serum hepsidin konsantrasyonu)
Shapiro-Wilk testi ile kontrol edildi. Saglikli (n=20) ve tipine ve siddetine gore bir
siniflandirma yapilmaksizin anemi grubundaki kopeklerin (n=47) sayisal verilerinin normal
dagilim gostermedigi belirlendi. Normal dagilim gostermeyen parametrelerin gruplar arasi

farklarinin 6nemi Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.

Aneminin tipine gore (rejeneratif ve nonrejeneratif) siniflandirilan ve saglikli kopeklerin
HCT, RBC, Hb, absolut retikiilosit sayist ve retikiilosit yiizdesi degerleri Shapiro-Wilk
testinde normal dagilim gostermesi nedeniyle gruplar arasi farklarinin 6nemi tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirildi. Test sonucunda gruplar arasi fark bulunan
parametrelere ikili karsilagtirma testleri uygulandi ve anlamli farklar {ist harflendirmeler ile
belirtildi. Normal dagilim gostermeyen serum hepsidin konsantrasyonunun gruplar arasi

farklarinin belirlenmesi i¢in Kruskal Wallis testi uygulandi.

Aneminin siddetine gore yapilan siiflandirmada siddetli ve ¢ok siddetli gruplarinda

yeterli 0rnek olmamasi sebebiyle degerlendirmeye dahil edilmedi. Aneminin siddetine gore
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sayisal verilerin dagilimlar1 saglikli, hafif ve orta siddetli anemili kdpeklerde Shapiro-Wilk
testi ile kontrol edildi. Test sonucunda normal dagilim gosteren HCT, RBC ve Hb
degerlerinin gruplar arasi farklarinin 6nemi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile belirlendi.
Normal dagilim gostermeyen absolut retikiilosit sayis1 ve retikiilosit yiizdesi ile serum
hepsidin konsantrasyonunun gruplar aras1 farklarinin 6nemi Kruskal Wallis testi ile belirlendi.
Gruplar aras1 fark bulunan parametrelere ikili karsilastirma testleri uyguland: ve farklar iist

harfler ile belirtildi.

Serum hepsidin konsantrasyonu ve absolut retikiilosit sayis1 degerleri arasindaki
korelasyonlar genel anemi, aneminin tipi ve aneminin siddeti temelinde Spearman Korelasyon
Testi ile degerlendirildi. Korelasyonun giicli, korelasyon katsayisi r=0.00-0,30 gbz ardi
edilebilir, 0,30-0,50 zayif, 0,50-0,70 orta, 0,70-0,90 yiiksek ve 0,90-1,0 ¢ok yiiksek olarak
degerlendirildi (Mukaka, 2012). Tiim Istatistiksel degerlendirmelerde p < 0.05 degeri anlamli
kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen 67 kopekten 20’si polikliniklere as1, saglik kontrolii veya ellektif
cerrahi talebiyle getirilen kopeklerdi. Anemik 47 kopekten 8’1 dermatolojik problemler, 22’si
vektor aracili hastaliklar, 17°si gastrointestinal sistem problemleri ile polikliniklere getirildi.

Kopeklerin hastaneye getirilme sikayetlerini gosteren dagilim Sekil 7°de gosterildi.

Asi ve Ellektif
Cerrahi
30%

Dermatolojik

Problemler
Vektor Aracili 12%
Hastaliklar
33%

Sekil 7. Kopeklerin genel saglik durumlarina gore dagilimlari

Calismaya alinan saglikli ve anemik toplam 67 kdpekten 20°si melez irkti. Bunu Kangal
(n = 10), Cocker Spainel (n = 7), Maltese Terrier (n = 6), Belcika Kurdu (n = 5), Alman
Coban Képegi (n = 4), Golden Retriever (n = 4), Ingiliz Pointer (n = 4), Pug (n = 3),
Rottweiler (n = 3), Labrador Retriever (n = 1) wrklar takip etti.

Calismaya alinan kopeklerin yas ve cinsiyete gére dagilimlart Tablo 11°de 6zetlendi.
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Tablo 11. Kopeklerin yas ve cinsiyete gore dagilima.

Yas Grubu Cinsiyet
Erkek (%) Disi (%) Toplam (%)

0-1yas 20 (%) 21 (%) 41

>1-2yas 9 (%) 4 (%) 13

>2 -7 yas 13 (%) 21 (%) 34

> 7 yas 6 (%) 6 (%) 12

Toplam 46 (%) 54 (%) 100
Min — Max (y1l) 0,5-13 0,5-13 0,5-13

Ortalama (y1l) 3,18 3,58 3,38

Medyan (y1l) 1,00 3,00 2,00

Klinik bulgulardan anemi stipheli 47 kopegin HCT (%) degere gore anemi siddeti
dagilimlar1 Tablo 12’de sunuldu.

Tablo 12. HCT (%) degere gore anemili kdpeklerde siddetine gore anemi dagilimlari.

HCT Degerine Gore (%) n
Aneminin Derecesi
Hafif >30- <36 30 (%) 14
Orta >20- <30 60 (%) 28
Siddetli >13- <20 6 (%) 3
Cok Siddetli <13 4 (%) 2
% 100 N=47

Saglikli (n=20) ve anemili (n=47) kopeklerin hematolojik parametreleri ve serum

hepsidin konsantrasyonlarinin tanimlayici istatistikleri Tablo 13°de sunuldu.
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Tablo 13. Saglikli (n=20) ve anemi (n=47) grubu kopeklerin kan parametreleri ve serum
hepsidin konsantrasyonlari.

Parametre Grup Ortanca IQR X+SD Xmin-Xmax
HCT (%) Saglikli 43,03 13,42 45,14+ 7,75 35,70-61,06
Anemik 28,10 6,60 26,80 + 5,66 10,98-35,93
Hb (g/dL) Saglikli 13,20 3,02 13,61 +2,26 10,20- 18,00
Anemik 7,90 2,80 7,90 + 1,95 2,80-10,70
RBC (X106/pL) Saglikl 6,38 1,69 6,58 +1,03 5,43-8,68
Anemik 4,40 091 4,23 + 0,87 1,44-5,48
Retikiilosit (%) Saghkli 9,15 3,53 9,14 +2,51 4,50-13,40
Anemik 11,70 2,40 17,82+ 13,62 8,70-58,40
Absolut Saglikli 57.56 14.99 58.04 + 97.32 39.06-73.70
Retikiilosit Anemik 53.35 17.92 68.06 +38.58 30.83-178.02
Sayisi (x10°/uL)
Hepsidin Saglikli 71,00 46,12 83,46 32,33 42,97-159,43
(ng/mL) Anemik 70,70 11,68 72,64 £22.55 32,73-204,75
Saglikli ve anemili kopeklerde hematolojik parametreler ve serum hepsidin

konsantrasyonlar1 ve istatistiksel degerlendirmeler Tablo 14’de, bu gruplarin ortanca serum
hepsidin konsantrasyonlar1 ve absolut retikiilosit sayilar1 da ¢eyrekler arasi agikliklarla (IQR)

birlikte Sekil 8 ve Sekil 9°da gosterildi.

Tablo 14°de gosterildigi gibi, anemili grubun HCT deger, RBC sayis1 ve Hb
konsantrasyonu saglikli kdpeklerden istatistiksel anlamli (p < 0,001) diisiik bulundu. Normal
dagilim gostermeyen parametrelerin (HCT, RBC, Hb, absolut retikiilosit sayisi, retikiilosit
yiizdesi ve hepsidin konsantrasyonu) hasta ve saglikli kopeklerde ortanca degerleri arasindaki
farklarin anlamliliklar1 Mann-Whitney U testi kullanilarak degerlendirildiginde; saglikli
kopeklere gore anemi grubunun retikiilosit ylizdesinin anlaml diizeyde (p<0,001) yiiksek
oldugu, hasta ve saglikli kopeklerin ortanca absolut retikiilosit sayis1 ve serum hepsidin
konsantrasyonlar1 arasindaki farklarin ise istatistiksel anlamli olmadigi (p> 0,05) belirlendi

(Tablo 14).
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Tablo 14. Saglikli ve anemili gruptaki kopeklerin hematolojik parametreleri ve serum
hepsidin konsantrasyonlari [ X£SD ve Ortanca (IQR)].

Parametre X+SD Ortanca (IQR)

Saghkh (n=20) Anemik Saghkh Anemik p degeri

(n=47) (n=20) (n=47)

HCT (%) 45,14+7,75 26,80+5,66 43,03(13,42)*  28,10(6,60)*  p<0,001
Hb (g/dL) 13,61+2,25 7,90+1,95 13,20(3,02)* 7,90 (2,80)*  p<0,001
RBC (x10%/uL) 6,58+1,03 4,23+0,87 6,38(1,69)* 4,40 (091)*  p<0,001
Absolut Retikiilosit ~ 58.04+97.32 68.06+38.58 57.56 (14.99) 53.35(17.92) p=0,396
Sayis1 (x103/ pL)
Retikiilosit (%) 9,14+2,51 17,82+13,62 9,15(3,53)" 11,70 (2,40)* p<0,001
Hepsidin (ng/mL) 83,46+32,33 72,64+22,55 71,00 (46,12) 70,70 (11,68) p=0,661

Ayni satirdaki, iist simgede farkli harfler bulunan gruplar arasi farklar anlamlidir (p<0,05).

150,00 4

125,00 A

100,00 4

Hepsidin (ng/mL)

75,00

50,00 1

T T
Saghkh Anemik

Saghk Durumu

Sekil 8. Saglikli ve anemi grubundaki kdpeklerin serum hepsidin konsantrasyonlari
(Ortanca ve IQR).
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Sekil 9. Saglikli ve anemi grubundaki kopeklerin absolut retikiilosit sayilar1 (Ortanca
ve IQR).

Saglikli, rejeneratif ve nonrejeneratif anemi grubundaki kdpeklerin hematolojik
parametreleri ve serum hepsidin konsantrasyonlarina ilgili istatistiksel degerlendirmeler Tablo
15°de, bu gruplarin ortanca serum hepsidin konsantrasyonlar1 ve absolut retikiilosit sayilari

IQR degerleri Sekil 10 ve X+SD Sekil 11°de gosterildi.

Bu ii¢ grupta normal dagilim gosteren (HCT deger, RBC, Hb konsantrasyonu, absolut
retikiilosit sayisi ve retikiilosit yiizdesi) ve normal dagilim gdstermeyen (hepsidin
konsantrasyonu) parametrelerin gruplar arasi farklar1 ve farklarin hangi grup(lar)dan
kaynaklandig1 degerlendirildi. Buna gore, HCT deger, RBC, Hb konsantrasyonu, absolut
retikiilosit sayis1 ve retikiilosit yiizde degerlerinin gruplar arasinda anlamli diizeyde (p<
0,001) farkli oldugu, serum hepsidin konsantrasyonun ise gruplar arasindaki farkinin
istatistiksel anlamli olmadig1 (p > 0,05) saptandi (Tablo 15). Calismanin dizayn1 ile uyumlu
olarak, rejeneratif ve nonrejeneratif anemi grubu kopeklerin ortanca HCT, RBC, Hb degerleri
saglikli (kontrol) grubundan anlamli diizeyde diisiik bulundu. Rejeneratif anemi grubunun
HCT, RBC, Hb degerleri, nonrejeneratif anemili kdpeklerden anlamli diizeyde diisiik oldugu
belirlendi. Rejeneratif anemi grubundaki kopeklerin ortanca absolut retikiilosit sayis1 ve

retikiilosit ylizdesi, nonrejeneratif anemi grubu ve saglikli gruba gére dnemli diizeyde yiiksek
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bulundu. Serum hepsidin konsantrasyonu, saglikli, rejeneratif ve nonrejeneratif anemili

gruplar arasi farkliliklarinin istatistiksel anlamli olmadig1 belirlendi (Tablo 15).

Tablo 15. Saglikli, rejeneratif ve nonrejeneratif anemi alt gruplarindaki kopeklerin
hematolojik parametreleri ve serum hepsidin konsantrasyonlar1 (X+SD ve

Ortanca (IQR)].
Parametre X+SD Ortanca (IQR) P
degeri
Saghkh Rejeneratif Nonrejeneratif Saghkh Rejeneratif  Nonrejeneratif
(n=20) Anemi (n=10) Anemi (n=37) (n=20) Anemi Anemi (n=37)
(n=10)
HCT (%) 45,13+7,75*  23,40+7,80° 27,70 +4,65° 43,03(13,42  25,50(12,96) 28,20 (6,60) p<0,001
)
Hb (g/dL) 13,61 £2,25* 6,58 +£2,44¢ 8,26 £1,65" 6,38(1,69) 3,81 (1,90) 4,56 (0,81) p<0,001
RBC (x10%/uL) 6,58 £1,03° 3,41+1,18° 4,45 £0,61° 13,20(3,02)  7,05(4,00) 8,30 (2,45) p<0,001
Absolut 58.04 £9.73"  135.20+30.31*  49.90 +8.91" 57.56 144.70 50.80 (13.76)  p<0,001
Retikiilosit Say1s1 (14_99) (49.36)
(x10% pL)
Retikiilosit (%) 9,14£2,51" 42,42 £9,49* 11,17 £1,11° 9,15(3,53) 40,70 (14,20) 11,30 (1,40) p<0,001
Hepsidin 83,46+32,33 70,59+13,98 73,19+24.,48 71,00 68,82 (13,55) 71,60(11,30)  p=0,888
(ng/mL) (46,12)

Ayni satirdaki, iist simgede farkli harfler bulunan gruplar arasi farklar anlamlidir (p<0,05).

150,00 4

100,00 4

Hepsidin (ng/mL)

75,00 4 E

50,00 A

Saghkh Rejeneratif Nonrejeneratif

Anemi Tipi

Sekil 10. Saglikli, rejeneratif ve nonrejeneratif anemi grubundaki kdpeklerin serum
hepsidin konsantrasyonlari (Ortanca ve IQR).
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Sekil 11. Saglikli, rejeneratif ve nonrejeneratif anemi grubundaki kopeklerde absolut
retikiilosit sayilar1 (X£+SD).

Calismada anemili kopekler HCT degere gore hafif, orta, siddetli ve ¢ok siddetli olarak
siniflandirildi. Siddetli ve c¢ok siddetli anemi grubundaki 6rnek sayisinin yeterli olmamasi
dolayisiyla Tablo 16’da saglikli, hafif ve orta siddetli anemili kopeklerin hematolojik
parametreleri ve serum hepsidin konsantrasyonlart verildi. Ayrica saglikli ile hafif, orta,
siddetli ve c¢ok siddetli grubundaki kopeklerin hepsidin konsantrasyonlari ve absolut

retikiilosit sayilarmin ortanca ile IQR degerleri de Sekil 12 ve Sekil 13’de sunuldu.

Tek yonlii varyans analizi (ANOVA), HCT deger temelinde aneminin siddetine gore
gruplandirilan kopeklerde HCT deger, RBC sayisi ve Hb konsantrasyonu; Kruskal Wallis testi
retikiilosit ylizdesinin gruplar arasindaki farklarinin p<0,001 diizeyinde anlamli oldugunu,
absolut retikiilosit sayist ve serum hepsidin konsantrasyonun ise gruplar arasinda farklarmin
istatiksel onemde olmadigini (p>0,05) gosterdi. Saglikli gruba gore, hafif ve orta siddette
anemi grubundaki kopeklerin; orta siddette anemik kdpeklerin de hafif anemi grubundaki
kopeklere gore HCT deger, RBC sayisi, Hb konsantrasyonu onemli diizeylerde diisiik
bulundu. Retikiilosit yiizdesi orta siddette anemili kdpeklerde saglikli kopeklere gore dnemli
diizeyde yiiksek bulundu. Aneminin siddetine gore gruplandirilan kdpeklerin serum hepsidin
konsantrasyonu ve absolut retikiilosit degerleri agisindan gruplar arasi farklarinin istatistiksel

anlamli olmadig1 (p > 0,05) goriildii (Tablo 16).
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Tablo 16. Saglikli, hafif ve orta siddetli anemili kopeklerin hematolojik parametreleri ve
serum hepsidin konsantrasyonlar1 [ X+SD ve Ortanca (IQR)].

X+SD Ortanca (IQR)
Parametreler Saghkh Hafif Anemi Orta Saghkh Hafif Orta p
(n=20) (n=14) Siddete (n=20) Anemi Siddete degeri

Anemi (n=14) Anemi

(n=28) (n=28)
HCT (%) 45,13+7,75% 32,22+1,69° 26,27 £2,76¢ 43,03 (13,42) 31,70 (3,00) 27,00 (4,53) p<0,001
Hb (g/dL) 13,61£225°  9,63+0,93" 7,76£1,17° 13,20 (3,02) 9,75 (1,20) 7,60 (1,98) p<0,001
RBC (XIOG/pL) 6,58+1,03% 4,90+0,25" 4,325+0,48¢ 6,38 (1,69) 4,88 (0,38) 4,15(0,70) p<0,001
Absolut 58.04+9.73 69.35+34.86 67.13+41.87 57.56(14.99) 56.03 (12.64) 50.46 (18.28) p=0,126
Retikiilosit Sayis1
(x103/ pL)
Retikiilosit (%) 9,14+2,51 14,25+7,51 16,32+11,57 9,15 (3,53)" 11,90(2,43)*  11,40(1,83) p<0,001
Hepsidin 83,46+32,33 66,61+16,54 72,71£5,60 71,00(46,12) 65,79 (22,41) 73,48 (6,71) p=0,347
(ng/mL)

Ayni satir iginde, iist simgede farkli harfler bulunan degerler, gruplar arasinda anlaml bir fark oldugunu
gosterir (p<0,05).
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120000
—_
=
= 100000
=
@
-
3 =
@
- 80000
‘@
=] i
—
=
-
=
§ 60000
Rt
=
—
=)
w
)
< 40000
-
20000
Saghkh Hafif Orta Siddetli Gok Siddetli

Aneminin Siddeti

Sekil 13. Aneminin siddetine gore absolut retikiilosit sayilar1 (Ortanca ve IQR).

Serum hepsidin konsantrasyonu ve absolut retikiilosit sayis1 degerleri arasindaki

iliskiler, tipi ve siddetine bakilmaksizin genel anemi (n=47), aneminin tipi ve aneminin
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siddetine gore Spearman Korelasyon testi ile degerlendirildi (Tablo 17). Rejeneratif anemi
grubunda absolut retikiilosit sayis1 ve serum hepsidin konsantrasyonu arasinda pozitif zayif
korelasyon (r=0,479) disinda diger korelasyonlarin goz ardi edilebilecek kadar diisiik oldugu

saptandi.

Tablo 17. Serum hepsidin konsantrasyonu ve absolut retikiilosit sayilari arasindaki iliskiler.

Anemi Rejeneratif Nonrejeneratif Hafif Siddette Orta Siddette
Genel Anemi Anemi Anemi Anemi
Hepsidin  Hepsidin Hepsidin Hepsidin Hepsidin

Anemi Genel

Absolut p=0,746

Retikiilosit r=-0,049

Sayisi

Rejeneratif

Anemi Absolut p=0,162

Retikiilosit r=0,479

Sayisi

Nonrejeneratif

Anemi Absolut p=0,643

Retikiilosit r=-0,079

Sayisi

Hafif Anemi

Absolut p=0,334

Retikiilosit r=0,279

Sayisi

Orta Siddette

Anemi Absolut p=0,514
Retikiilosit =0,129
Sayisi
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5. TARTISMA

Kopeklerde de sik goriilen bir bulgu olan anemi, bir¢ok hastaligin seyri ya da
sonucunda ortaya c¢ikabilir ve siddetli oldugu durumlarda yasami tehdit eder. Bu bulgu
temelinde eritrosit yapimi ile yikimi1 veya kaybi arasindaki dengenin bozulmasi, eritrosit
yapiminin azalmasi veya yikim ile kaybin artmasi sonucu gelisir. Patofizyolojik olarak anemi,
azalan RBC sayis1 veya HCT deger ve Hb konsantrasyonu sonucu oksijen tasima
kapasitesinin diigmesi ve buna bagli sistemik doku hipoksisi ve eritropoetin iiretiminin
artmasidir. Bozulan bu dengenin diizeltilmesi icin kemik iliginde eritropoezisin arttig1
anemiler rejeneratif anemi, kemik iligi yanitinin yetersiz veya olmadigi anemiler de
nonrejeneratif anemi olarak tanimlanir. Kemik iliginin yanitt digerleri disinda periferal kanda
retikiilosit sayisi ile belirlenebilir. Bu kapsamda rejeneratif anemilerde genellikle retikiilosit
sayis1 artar, nonrejeneratif anemiler ise azalma ve normal smirlarda bulunur. Hepsidin;
2000’11 yillarda karacigerden sentezlendigi kesfedilen, dolasimda bulunan ve idrarla atilan bir
peptid hormondur. Hepsidin, demir metabolizmasinin ana diizenleyicisi olarak goriilmektedir.
Bu agidan anemi ile hepsidin arasinda siki bir iligki bulunur. Bu ¢alismada kopeklerde serum
hepsidin konsantrasyonunun aneminin tip (rejeneratif, nonrejeneratif) ve siddetine (hafif orta,
siddetli, cok siddetli) gore durumu ile absolut retikiilosit sayisi arasindaki iligkilerin

degerlendirilmesi amaglandi.

Anemi ile iligkili klinik bulgularin ¢cogu dokulara yeterli oksijen saglanamamasindan
kaynaklanir; sistemik doku hipoksisi kompenzasyon mekanizmalar1 ile kompanze
edilemediginde klinik bulgular ortaya ¢ikar. Aneminin hafif siddette (HCT: %30-36) oldugu
kopeklerde bariz bir klinik bulguya rastlanmazken, siddetli anemik kopeklerde klinik bulgular
belirgindir. Diger yandan perakut veya akut gelisen, orta-siddetli anemilerde klinik bulgulara
rastlanir. Orta-siddetli derecede anemik hastalarda anemnez verileri; giicsiizliik, letarji,
anoreksi, kilo kaybi, eksersiz intolerans1 veya sinkopu kapsar. Klinik belirtiler genellikle
azalan oksijenizasyon veya kompenzatorik mekanizmalarla iligkilidir ve mukoz
membranlarda solgunluk + sarilik, letarji, eksersiz intoleransi, kapillar dolum zamanin
uzamasi, tasipne veya dispne, tagikardi ve endokardial iifiirlimii kapsar. Hayvanda altta yatan
sistemik bir hastalik oldugunda kilo kaybi, anoreksi, febris veya lenfadenopati gibi spesifik
olmayan bulgular olabilir. Fiziksel muayenede hemoraji; epistaksis, hematiiri ve melena

goriilmesiyle veya kan emen ektoparazit varligi ile belirlenir. Goriilebilen mukozalar ikterik

54



ve solgun oldugunda eritrositlerin hizli yikimlanmasindan siiphelenilir. Bu ¢aligmada toplam
47 anemili kopekte HCT degere gore siniflandirmada 14 kopekte aneminin hafif, 28 kopekte
orta, 3 kopekte siddetli ve 2 kopekte cok siddetli oldugu goriildii. Orta-¢ok siddetli anemili
kopeklerde belirlenen klinik bulgular literatlir bildirimlere (Thrall, 2012; Tvedten, 2012)
benzer olmasi yaninda, altta yatan etiyolojiyle de (Tablo 4) ¢ogunlukla iligkilendirilebilir

nitelikte bulundu.

Bu caligmada klinik bulgular temelinde anemi siipheli hastalardan alinan tam kan
orneklerinde otomatik kan sayim cihaziyla 6lciilen HCT deger, Hb konsantrasyonu ve RBC
sayisiyla aneminin varlik ve siddeti belirlendi. Kemik iligi yanitina gére de aneminin tipi
relatif ve absolut retikiilosit sayisi ile degerlendirildi. Saglikli ve anemili kopeklerde belirtilen
hematolojik parametrelerin tayini disinda her iki gruptaki kopeklerin serum hepsidin
konsantrasyonu ELISA tabanli kdpek spesifik ticari test kullanilarak olgiildii. Bu agidan

calismada amaca uygun parametreler secildi.

Laboratuvar sonuglari, ilgili parametreleri etkileyen faktorler dikkate alinarak
yorumlandiginda hastaliklarin tani, siddeti, seyri, prognozu, sagaltim etkinliginin kontroliinde
kullanilabilir (Dheer, 1997). Bu nedenle insanlarda ve hayvanlarda hematolojik ve serum
biyokimyasal analizler ile ilgili parametreler, etkileyen faktorler dikkate alinarak
degerlendirilir. Hematolojik parametreler ve serum biyokimyasal degerlerinin fizyolojik deger
araliklar1 biyolojik ve analitik faktdrlere bagli olarak onemli farkliliklar gostermektedir.
Biyolojik endojen faktorler arasinda; yas, cinsiyet, itk ve ¢aligmaya dahil edilecek
popiilasyonun kriterleri yer alirken, ekzojen faktdrler arasinda biyolojik ritim, bakim ve stres
bulunmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda kopeklerde degerlendirilen hematolojik
parametrelerde Oncelikle yasa bagli degisimler anlamlidir (Anderson ve Gee, 1958; Dheer,
1997; Tvedten, 2022). Bu nedenle ¢caligmaya saglikli ve anemili gruplarda kopekler > 6 aylik
olanlar dahil edildi. Orneklerin toplanmasi, tasinmasi ve santrifiigasyonunu kapsayan baslica
preanalitik faktorler ile dl¢limlerin teknigine uygun gergeklestirilmesi i¢in gerekli analitik
faktorler de laboratuvar analizlerde dikkate alindi. Irk, cinsiyet, biyolojik ritim ve bakim ve
analiz yontemine bagli degisimler olmakla birlikte eriskin kopeklerde HCT: %37-%S55; Hb:
12-18 g/dL ve RBC; 5,5-8,5 x 10%/uL referans degerleri (Dheer, 1997; Hokamp ve Piccione,
2022) olarak genel kabiil gormektedir. Bu c¢alismada 20 saglikli kopekte belirlenen
hematolojik parametreler literatlir bildirimleriyle uyumludur. Kdpeklerde serum hepsidin
konsantrasyonu sinirli sayida ¢alismada degerlendirilmistir (Tablo 8). Bu kapsamda Vizi ve

digerleri (2020), kopeklerde yas, cinsiyet ve viicut agirhgmmin serum hepsidin
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konsantrasyonuna etkisinin olmadigin1 belirlemis ve altin standart kabul edilen sivi
kromatografisi/tandem kiitle spektrofotometresi (LC-MS/MS) ile 6l¢iimde saglikli 86 kdpekte
serum hepsidin konsantrasyonunu 16,6+7,7 ng/mL olarak rapor etmislerdir. Bir baska
calismada Vizi ve digerleri (2023), kopeklerde serum hepsidin-25a ve hepsidin-25f3 olarak
adlandirilan iki farkli hepsidin-25 molekiilii sentezlendigini ve bunlarin ortalama serum
konsantrasyonlarinin sirastyla 28,142,1 ng/ml ve 51,6£3,4 ng/ml oldugu ve 25 saglikh
kopekte serum total hepsidin konsantrasyonu ortalamasini 79,8 ng/ml olarak belirlenmislerdir.
Sahinduran ve digerleri (2016) 15 saglikli yavru, Deniz ve Sahinduran (2020) 10 saglikli
kopekte serum hepsidin konsantrasyonunu sirastyla 14,35+16,28 ng/mL ve 11,8343,09 ng/mL
olarak bildirmislerdir. Bu caligmada 20 saglikli kopekte 83,46 ng/mL olarak belirlenen
ortalama serum hepsidin konsantrasyonunun Vizi ve digerlerinin (2023) bildirimlerine yakin
(Tablo 13), diger 3 arastirmada bildirilen degerlerden ise yiiksek bulundu. Bu durum,
oncelikle Olgililen hepsidin  molekiiliiniin (hepsidin-25a ve hepsidin-25p3) farkliligindan
kaynaklanabilir. Ayrica, séz konusu c¢alismalarda saglikli kopeklerde serum hepsidin
konsantrasyonlar1 arasindaki uyumsuzluklar, biyolojik degiskenlerin ve dl¢lim yontemindeki

farkliliklar1 da diistindiirmektedir.

Hepsidin, tanimlandig1 yillarda karacigerde iiretilen, antimikrobiyel 6zellikli peptid
olarak gortilmustiir (Krause ve digerleri, 2000; Park ve digerleri, 2001). Takibi yillarda ise
hepsidinin viicutta intestinal demir absorpsiyonunun ve makrofajlardan demirin geri
doniisiimiiniin ana diizenleyicisi oldugu ortaya konulmustur (Fleming ve Sly, 2002; Nicolas
ve digerleri, 2002). Bu kapsamda viicutta ekzojen veya endojen kaynakli demir fazlaliginda
hepsidin sentezi uyarilir ve ince bagirsaklarda demir absorpsiyonu inhibe edilerek fazla demir
yiiklemesi/depolanmasi 6nlenir. Nitekim, kemoterapi uygulanan anemik farelerde eritropoetik
aktivitenin baskilanmasi hepsidin diizeylerinde artisa yol agcmistir (Pak ve digerleri, 2006).
Buna karsin farkli nedenlere bagli demir eksikliginde hepsidin sentezi azalarak gidadan
demirin emilimi artmasiyla karaciger, dalak ve kemik iligindeki demir depolarindaki eksiklik
tamamlanir (Zhang ve digerleri, 2009). Bu durum, demir eksikligi olan bebeklerde, anemik
farelerde demir diizeylerinin sagaltimla normale dondiiriilmesiyle hepsidin konsantrasyonun
arttigl saptanmistir (Cai ve digerleri, 2016; Park ve digerleri, 2001; Juanma ve digerleri,
2014). Diger yandan hepsidin mRNA’sinin IL-6 tarafindan indiiklendiginin gosterilmesiyle
hepsidin tip II akut faz reaktan olarak degerlendirilmektedir (Fleming ve Sly 2001; Nemeth ve
digerleri, 2003). Kisaca hepsidin sentezi, viicutta demir depolanmasini dnlemek igin asiri

hemakromatoz gibi demir varliginda ve yangisal 6zellikle de kronik yangilarda artarken;
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hipoksi ve eritropoezisin hizlanmasi/artmas1 ile karakterize anemilerde inhibe edilir
(Falzacappa ve Muckenthaler, 2005; Ganz, 2006). Bu temel bilgiler 1s1g1nda sunulan ¢alisma,
genelinde anemili kopeklerde, 6zelinde ise aneminin tipi (rejeneratif ve nonrejenetif) ve farkl
siddetteki anemilerde serum hepsidin konsantrasyonunun durumunun belirlenmesinin klinik

anlamli olabilecegi diislincesiyle gerceklestirildi.

Bir hastada anemi tanisit klinik ve laboratuvar bulgular degerlendirilerek konulur.
Anemi hafif oldugunda mukozalar ve konjuktivadaki solgunluk adspeksiyonla belirlenemez.
Diger yandan mukozalar ve konjuktivadaki her solgunluk anemi gostergesi degildir. Bu
nedenle klinik bulgularla anemiden siiphelenilen olgularda hematolojik parametreler HCT
deger, Hb konsantrasyonu ve RBC sayisi dl¢iilerek ortaya konulur. Bu ¢alismada klinik olarak
anemiden siiphelenilen kdpeklerde ilgili hematolojik parametrelerin alt referans degerler HCT
<37, Hb <12 g/dL ve eritrosit sayist < 5,5 10%/uL hastada anemi varlig1 olarak degerlendirildi
(Tablo 13). Herhangi bir sikayeti bildirilmeyen, klinik bulgu belirlenmeyen ve HCT deger,
Hb konsantrasyonu ve RBC sayis1 referans aralikta oldugu belirlenen kopekler saglikli olarak
tanimlandi. Bu kriterler temelinde saglikli gruba gore, beklenilecegi sekilde anemi grubundaki
kopeklerin HCT deger, Hb konsantrasyonu ve RBC sayisi anlamli diizeyde (p<0,001) diistik
belirlendi (Tablo 14). Benzer sekilde iki grubun (saglikli-anemik; Tablo 14) ve saglikli ile
rejeneratif anemi grubu retikiilosit sayilar1 arasinda farklar anlamli bulunurken (Tablo 15),
saglikli ve nonrejeneratif gruplar arasi farklar ise istatistiksel anlamli bulunmadi (Tablo 15).
Bu durum, saglikli kopeklerde ve nonrejeneratif anemili kdpeklerde absolut retikolosit
sayisinin <80.000 olmas1 ve iki grup arasindaki farkin anemi olmasindan ileri gelmektedir
(Tablo 2). Calismada siddetli ve ¢ok siddetli anemi grubunda yeterli sayida hasta olmadigi
icin istatistiksel degerlendirme yapilmadi. Hafif ve orta siddetli anemi gruplari arasinda
retikiilosit sayist anlamli farklilik gostermesi, hafif ve orta siddetli anemi gruplarinda
retikiilosit sayisinda artisla karakterize rejeneratif, normal veya azalma goriilen nonrejeneratif
hasta bulunmasiyla iligkilidir. Hemorajik ve hemolitik anemiler akut gelistiginde anemi
genelde siddetli iken, nonrejeneratif anemiler ve bunlar i¢inde de bir¢ok kronik enfeksiyon,
yangi ve neoplastik olusumlarda gelisen ve “kronik yang1” veya ‘“hastalik anemisi” olarak
nitelendirilen anemiler hafif-orta siddetlidir (Cartwright, 1966; Dacie ve Lewis, 1991; Dheer,
1997; Madewell ve Feldman, 1980; King ve digerleri, 1992). Bu ¢alismada da nonrejeneratif
anemiler orta siddetliydi (HCT : >20- < 30).
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Demir, tim canli organizmalar i¢in gerekli bir elementtir ve viicutta demir tagima,
fonksiyonel ve depolanan demir olmak iizere 3 formda bulunur. Demir homeostazi, intestinal
emilimin sik1 bir sekilde diizenlenmesini, demirin eritropoezis i¢in kullanilmasini, yaglanan
eritrositlerden demirin geri doniisiimiinii ve demirin hepatositler ve makrofajlar tarafindan
depolanmasin1 igerir. Bunlara ek olarak "enflamatuar diizenleyici" enfeksiyon ve/veya
enflamasyon ortaminda hiicresel demir tutulmasina neden olur. Bu mekanizmanin demiri
patolojik organizmalardan uzak tutmasi miimkiindiir (Andrews, 1999; Edison ve digerleri,
2008; McCown ve Specht, 2011). Hepsidin, viicutta demirin intestinal absorpsiyonunun ve
makrofajlardan geri doniislimiinii saglayan ana diizenleyici olup, sentezi viicutta demir
depolanmasina neden olan durumlarda ve yangisal durumlarda artar, eritropoezis i¢in gercek
demir ihtiyacinin arttig1 durumlarda inhibe edilir (Falzacappa ve Muckenthaler, 2005; Ganz,
2006). Bu yanit, demirin kullanilabilirligini en aza indirerek demir yikiini smrlar ve
patojenlerin biiyiimesini engeller. Bunun aksine, hipoksi ve anemiye yanit olarak hepsidin
ekspresyonu azalir ve eritropoez i¢in daha fazla demir kullanilabilir hale gelir. Diger yandan
bagirsak demir emiliminin ve ferritin depolarindan demir saliniminin ana baskilayicisi olarak
tanimlanan hepsidinin bilinen diger tiim demir diizenleyicileri ic¢in bir aract oldugu
diisiiniilmektedir (Edison ve digerleri, 2008; McCown ve Specht, 2011). Bu yoniiyle, serum
demir konsantrasyonu, viicutta depo demir miktari, doku hipoksisi, eritropoezis ve yangi
hepsidin konsantrasyonunu etkileyen faktorlerdir (Grimes ve digerleri, 2012; Bohn 2013). Bu
kapsamda serum hepsidin konsantrasyonun farkli yangisal durumlarda ve (kronik) yangi
anemisinde artmasi1 (Gabay ve Kushner, 1999) akut hemoraji, demir noksanlig1 ve hemoliz
sonucu gelisen anemilerde azalmasi beklenir (Pagani ve digerleri, 2019). Bu calismada ise
serum hepsidin konsantrasyonu rejeneratif ve nonrejeneratif anemi gruplari arasinda
istatistiksel anlamli farklilik gostermemesi (Tablo 15), hepsidin konsantrasyonunu etkileyen
faktorlerle iliskilendirilebilir. Hepsidin hormonu demir metabolizmasinin temel diizenleyici
olmasi disinda bir pozitif akut faz reaktandir (Gabay ve Kushner 1999; Gulhar ve Asfraf
2023). Rejeneratif anemilerde de altta yatan etiyolojiye bagli olarak enfeksiydz veya
nonenfeksiydz yangisal bir durum bulunabilir (Nemeth ve digerleri, 2003). Bu durum da
rejeneratif anemilerde serum hepsidin  konsantrasyonunda beklenilen azalmanin
gerceklesmemesi sonucunu dogurmus olabilir. Calismada anemili kopekler absolut retikiilosit
sayis1 dikkate alinarak rejeneratif ve nonrejeneratif anemili grup olarak ayrildig: i¢in bu iki
grubun absolut retikiilosit sayilar1 arasinda istatistiksel farklilik olmasi beklenilen bir

sonugtur. Buna karsin bu iki grupta serum hepsidin konsantrasyonu ile retikiilosit sayilar
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arasinda yiliksek anlamli korelasyonlar bulunmamasi, serum hepsidin konsantrasyonunun

retikiilosit sayisin1 dogrudan etkilemedigini veya etkisinin sinirl oldugunu diisindiirmektedir.

Bu ¢alismada aneminin tipi diginda, serum hepsidin konsantrasyonunda aneminin
siddetine gore de anlamli farkliliklar belirlenmedi (Tablo 16). Calismada siddetli ve ¢ok
siddetli anemi gruplarinda 6rnek sayisindaki yetersiz nedeniyle istatistiksel degerlendirme
yapilamadi. Hafif ve orta siddetli anemi gruplarinda ise serum hepsidin konsantrasyonu
arasinda anlaml farkliliklar bulunmamasi, siddeti hafif-orta olan anemilerin renal anemide
oldugu gibi patojenezisinin (kan kaybi, hemoliz, toksik maddelerin kemik iligini baskilamas1
ve yangl iligkili demir metabolizmas1 bozuklugu) kompleks olmasi ve kronik yanginin baslica
faktor olmasina dayandirilabilir (Fry, 2010; Gyarmati ve digerleri, 2011; Latimer ve Duncan,
2011; Tvedten, 2010).

Insanlarda serum hepsidin konsantrasyonunun durumu &zellikle demir noksanhigi ve
bunun sonucu gelisen demir noksanligi anemisi, kronik yangi anemisi ve hemakromatoz
durumlarinda s6z konusu patolojileri karakterize eden hematolojik parametreler ve
biyobelirtegler (serum demir konsantrasyonu, total demir baglama kapasitesi, transferrin
doyumu, serum ferritin konsantrasyonu, akut faz proteinler) altinda degerlendirilmistir.
Calismalar demir noksanlig1 ve anemisinde serum hepsin konsantrasyonunda azalma, kronik
yang1 anemisi ve hemakromatozda ise artis oldugunu ortaya koymustur (Nemeth ve digerleri,
2003). Hepsidinin serumda farkli izoformlar1 bulunmakta ve calismalarda serum hepsidin
konsantrasyonu total veya izoform bazli verilmektedir. Bu kapsamda saglikli insanlarda
Handley ve digerleri (2017) hepsidinin 20, 22 ve 25 aminoasitlik izoformlarinin ortalama
konsantrasyonlarini sirasiyla 2,6, 0.97 ve 12.4 pg/L bulmustur. Moe ve digerleri (2013),
hepsidinin 6 farkli izoformu (Hep25, Hep 24, Hep23, Hep22, Hep2l, Hep20, Hepl9)
oldugunu belirlemis ve bu izofomlarin Hep25 5 6rnekte (11,9-337 ng/mL), Hep24 4 6rnekte
(5,0-28 ng/mL), Hep23 3 6rnekte (0,7-3,7 ng/mL), Hep22 5 6rnekte (1,0-11 ng/mL), Hep20 5
ornekte (4,5-27 ng/mL) ve Hepl9 1 o6rnekte (0,7 ng/mL) olarak rapor etmistir. Addo ve
digerleri (2016), insanlarda 40 serum Ornegindeki {i¢ hepsidin izoformunun
konsantrasyonlarin1 Hep-20 (ortalama 2,636 ng/mL), -22 (ortalama 0,973 ng/mL) ve -25
(ortalama 12,401 ng/mL) bulmustur. Kopeklerde ise serum hepsidin konsantrasyonunun
durumu Canine Parvoviral Enteritis (Salem ve digerleri, 2018; Sahinduran ve digerleri, 2016),
Anaplasma phagocytophium enfeksiyonu (Deniz ve Sahinduran, 2020), akut ve kronik renal
yetmezlik, sistit, portosistemik sant, piyometra ve farkli yangisal hastaliklarda (Vizi, 2023)

degerlendirilmis ve bu hastaliklarda serum hepsidin konsantrasyonundaki artiglar yangi
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kaynakl1 akut faz reaksiyona dayandirilmistir. Saglikli kopeklerde yas, cinsiyet ve beslemenin
serum hepsidin konsantrasyonuna etkileri ve bu hormonun referans degerleri 86 kopekte
degerlendirilmis ve belirtilen degiskenlerin anlamli etkilerinin olmadig1 ve ortalama serum
hepsidin-25a konsantrasyonu 16,6+7,7 ng/mL, referans araligt da 5,3-36,4 ng/mL olarak
rapor edilmistir. Kopeklerde serum hepsidinin hastaliklardaki durumu ve demir parametreleri
ile iligkisi de yeni bir ¢aligmada (Vizi ve digerleri, 2023) detayli olarak degerlendirilmistir.
S6z konusu ¢aligmada 25 saglikli kopekte serum total (hepsidin-25a + hepsidin-25) hepsidin
konsantrasyonu ortalamasi 79,8 ng/mL, referans aralig1 29,9-129,7 ng/mL, farkli hastalikli 47
kopekte serum total hepsidin konsantrasyonu 124,5 + 6,1 ng/mL olarak 6l¢iilmiis ve saglikli
gruba gore hasta grubunda anlamli (p<0,001) yiiksek bulunmustur. Ayni c¢alisma demir
dengesini saglayan temel araci olmasina ragmen beklenenin aksine hepsidinin her iki
izoformunu ve demir profil parametreleri (serum demir konsantrasyonu, total demir baglama
kapasitesi, MCH, MCH, MCHC) arasinda anlamli korelasyonlar bulunmamistir. Onceki bir
calismada ise demir profil parametrelerinden sadece ferritin ile hepsidin arasinda zayif bir
korelasyon rapor edilmistir (Bohn, 2013). Bu calisma anemi tip ve siddeti temelinde
planlanmistir. Vizi ve digerleri (2023), caligmalarinda anemi varligi, tipi ve siddetini
belirtmeksizin 47 hasta kopegi tan1 temelli incelemisler, hematolojik ve serum biyokimyasal
degiskenleri hastaliklarin tanisi i¢in kullanmiglardir. Bu ¢alisma ile Vizi ve digerleri (2023)

caligmast arasindaki uyumsuzlugun, ¢alismalarin dizayni kaynakli olabilecegini diisiindiirdii.

Bu caligmanin sonuglarini bazi faktorler sinirlandirmaktadir. Birinci olarak proje
biitgesinin yetersizligi nedeniyle hasta grubundaki kopeklerde yangi ve siddetini gosteren,
kopeklerde en Onemli iki pozitif akut faz protein olan C-reaktif protein (CRP) ve
haptoglobulin dl¢iimii yapilamamustir. Ikinci olarak aymi nedenle demir metabolizmasi
profiline ilgili parametrelerin (serum demir konsantrasyonu, total demir baglama kapasitesi,
transferrin doyumu, serum ferritin konsantrasyonu, dl¢limleri gerceklestirilememistir. Son
olarak da siddetli ve ¢ok siddetli anemi gruplarinda istatistiksel degerlendirme i¢in yeterli

sayida hasta saglanamamustir.
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6. SONUC VE ONERILER

Rejeneratif ve nonrejeneratif anemili kopeklerde serum hepsidin konsantrasyonunun
durumunu belirlemek amactyla yapilan bu ¢aligmada, absolut retikiilosit sayisi ile hepsidin
konsantrasyonu da degerlendirilmis olup;

1. Saglikli kopeklere gore rejeneratif ve nonrejeneratif anemili kopeklerin serum hepsidin

konsantrasyonunun anlamli bir farklilik géstermedigi,

2. Serum hepsidin konsantrasyonunun rejeneratif anemili ve nonrejeneratif anemili kdpekler

arasindaki farkin istatistiksel anlamli olmadig,

3. Siddetli anemili kopeklerin serum hepsidin konsantrasyonunun hafif anemili kdpeklerden

sayisal olarak yiiksek oldugu,

4. Rejeneratif anemili kopeklerde absolut retikiilosit sayis1 ile serum hepsidin konsantrasyonu
arasinda pozitif zayif korelasyon digindaki korelasyonlarin goz ardi edilebilecek diizeyde

oldugu belirlendi.

lleride anemili kopeklerde yapilacak calismalarda serum hepsidin konsantrasyon
durumunun akut faz proteinler CRP ve haptoglobulin ile proinflamatuar sitokinler dikkate

alinarak degerlendirilmesinin yararli olacagi kanisina varildi.
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Ek 2. Bilgi Onam Formu

Ozel Muayene Formu

Veteriner Hekim: Buse KOCAMAN

Yiiksek Lisans Tezi: Rejeneratif ve Nonrejeneratif Anemili Kopeklerde Serum
Hepsidin Konsantrasyonunun Degerlendirilmesi

BiLGi ONAM FORMU

...... [eeeeesd20..

Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dal1
ogretim iiyesi Prof. Dr. Hiiseyin VOYVODA’nin yiiriitiiciiliigii yaptigi “Rejeneratif ve
Nonrejeneratif  Anemili Kopeklerde Serum  Hepsidin  Konsantrasyonunun
Degerlendirilmesi” baslikli yiiksek lisans tezi i¢in kdpegimden kan alinacagi ve yapilacak
laboratuvar analizlere ilgili verilerin bu calisma disinda herhangi bir baska g¢alismada

kullanilmayacag1 sahsima sozlii ve yazili olarak bildirildi.

Hayvan sahibi olarak, yukarida belirtilen ¢alismada kopegimin bulunmasimi kabul

ediyorum.

Hasta Sahibinin Ad1 Soyadi

Adres imza
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Ek 3. Hasta Gozlem Formu

HASTA GOZLEM FORMU
Protokol No
Tarih 20
Tiir LKopek
Irk O Melez ... OSaf ...coeeveeee
Yas LYl L Ay ....Gin
Cinsiyet ODisi OErkek  OKisir OKastre [Gebe
Agirhk CONormal OZayif OSisman  [Obez
Saghk Durumu O Saglikli [0 Hasta:
Signalement

Beden Sicakhg:
(°C)

Kalp Frekansi

Solunum Sayisi

Temel Sikayet

Olasy/ Kesin
Teshis

78




T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETiK BEYANI

“Rejeneratif  ve  Nonrejeneratif ~ Anemili  Kopeklerde ~ Serum  Hepsidin
Konsantrasyonunun Degerlendirilmesi” baslikli Yiiksek Lisans tezimdeki biitlin bilgileri etik
davranig ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde ettigimi, tez yazim kurallarina uygun olarak
hazirlanan bu ¢alismada, bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagima eksiz atif
yaptigimi bildiririm. ifade ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda ise her tiirlii yasal sonucu kabul

ettigimi beyan ederim.

Buse KOCAMAN

A A
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